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SANTRUMPOS

BPV — buferinis peptono vanduo

CDC - JAV ligy kontrolés ir prevencijos centras

CT-SMAC - sorbitolio MacConkey agaras su cefiksimu ir teluritu
ECDC — Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras

EFSA — Europos maisto saugos tarnyba

EHEC — enterohemoraginé Escherichia coli

EPEC — enteropatogeniné Escherichia coli

EXPEC — ekstraintestinaliné Escherichia coli

FDA — JAV maisto ir vaisty administracija

GB3 (ang. globotriaosylceramide) — globotrioasilkeramidas

GB4 (ang. globotetraosylceramide) — glikozilintas tetra-globozidas
HUS — hemolizinis ureminis sindromas

ISO — Tarptautine standartizacijos organizacija

LEE (ang. locus of enterocyte effacement) — enterocity pazeidimo lokusas
NKS (ang. next-generation sequencing, NGS) — naujos kartos sekoskaita
PSO — Pasaulio sveikatos organizacija

RL-PGR - realaus laiko polimerazés grandininé reakcija

RMAC — ramnozés MacConkey agaras

SMAC - sorbitolio MacConkey agaras

STEC — Siga toksing isskirianti Escherichia coli

TBX — triptono tulzies X-gliukoronido agaras

TSA — triptono sojos agaras

TTP — tromboziné trombocitopeniné purpura

VTEC - verotoksigeniné Escherichia coli

VGS (ang. whole genome sequencing, WGS) — viso genomo sekoskaita



IVADAS

Enterobacteriaceae seimai priklauso daug genciy, tokiy kaip Escherichia, Salmonella,
Shigella, Yersinia ir Enterobacter, Kkurios turi nemazai bendry savybiy: lazdelés formos,
gramneigiamos bakterijos, fakultatyviniai anaerobai, fermentuoja gliukoze, redukuoja nitratus j
nitritus, pasizymi neigiama oksidazés reakcija. Siai Seimai priklausandios bakterijos jprastai
randamos gamtoje, o dauguma jy yra normalios zZmoniy ir gyviny zarnyno mikrofloros dalis.
Escherichia coli yra vienas i§ placiausiai iStirty organizmy ir yra daugelio pagrindiniy biocheminiy
ir genetiniy procesy supratimo pagrindas. E. coli ilgg laika buvo klasifikuojamas kaip
nekenksmingas mikroorganizmas, taciau dabar yra Zinomy padermiy, kurios gali sukelti rimtas ligas
arba mirtj. Vienas i§ patogeniniy E. coli kamieny — Siga toksina i$skirianti E. coli (STEC), kuriai
budinga Stx1 ir/arba Stx2 toksiny sintezé (Castro et al., 2017). STEC visame pasaulyje yra siejamos
su daugybe Zmoniy ligy — nuo lengvo viduriavimo iki hemoraginio kolito (HC), hemolizinio
ureminio sindromo (HUS) ir trombozinés trombocitopeninés purpuros (TTP). E. coli O157:H7
serotipas yra vienas i§ daZniausiai aptinkamy ir neretai yra siejamas su sunkiausiomis ligos

formomis (Wang et al., 2024).

Galvijai yra laitkomi pagrindiniu STEC Saltiniu, taciau bakterijos gali buiti aptinkamos ir
kituose gyviinuose (avyse, ozkose, kiaulése, pauks¢iuose) (Wang et al., 2024). Zmonés daZniausiai
uzsikreCia vartojant uzter$ta maistg ar vandenj, per aplinka ar tiesioginj kontakta su gyvinais (Yang
et al., 2020). Pirmasis protriikis, susij¢s su STEC, jvyko Jungtinése Valstijose 1982 m. dél jautienos
meésainiy, uzterSty O157:H7 kamienu (Castro et al., 2017). Nepakankamai termiskai apdorota mésa
ir meésos produktai, ypa¢ malta jautiena, neretai yra pagrindinis Zmoniy STEC infekcijos Saltinis
(Varcasia et al., 2018; Nehoya et al., 2020; Egerviarn and Flink, 2024). Mésa dazniausiai uzterSiama
skerdimo metu d¢l tarSos iSmatomis. Vélesnis mésos malimas lemia patogeno i$plitimg po visg tirj,

kur STEC gali islikti dél netinkamo terminio apdorojimo (Mohammed et al., 2014).

Per pastargj; deSimtmet; STEC infekcijos paplitimas iSaugo, Siuo metu tai yra ketvirtas
pagal daznumg per maistg plintantis patogenas visoje Europos Sajungoje. Dél nemazo infekcijy
kiekio yra labai svarbu greitai suvaldyti STEC protriikius bei nustatyti galimg uzkrato Saltinj, todél
viso genomo sekoskaita (VGS) (ang. whole genome sequencing, WGS) tapo viena pagrindiniy
priemoniy atliekant laboratorinius §iy protrikiy tyrimus. Sis metodas siiilo auksta tiksluma ir
galimybe identifikuoti izoliuoty kamieny filogenetinius rySius. Sekoskaitos pagalba galima pilnai
apibudinti patogeno savybes (t.y. serotipg, virulentiSkumo ir atsparumo antimikrobinéms
medziagoms genetinius profilius) bei nustatyti protrikiy $altinj, todél §j metoda patartina naudoti
siekiant pagerinti epidemiologines Zinias apie STEC padermiy jvairove. Bitent dél Siy priezasciy,

JAV ligy kontrolés ir prevencijos centras (CDC), JAV maisto ir vaisty administracija (FDA),
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Pasaulio sveikatos organizacija (PSO), Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras (ECDC) ir
Europos maisto saugos tarnyba (EFSA) pataria Salims visame pasaulyje taikyti VGS ne tik jprastose
visuomenés sveikatos srityse (klinikiniuose izoliatuose), bet ir maisto tarSos steb¢jimo sistemose

(Nouws et al., 2023).

Darbo tikslas — identifikuoti jautienoje aptiktas Siga toksing i§skirian¢ias Escherichia coli ir atlikti

ju genoming analizg.
Darbo uzdaviniai:

1. Palyginti RL-PGR (pagal ISO/TS 13136:2012) ir sekoskaitos duomeny analizés rezultatus.
2. Ivertinti STEC kamieny panaSuma pagal virulentiSkumo genus.

3. Ivertinti STEC kamieny atsparumg skirtingoms antibiotiky klaséms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Siga toksina i$skirian¢iy Escherichia coli (STEC) savybés

Escherichia coli rtsis apima daugybe organizmy, jskaitant patogenus, probiotikus ir jprastas
zarnyno bakterijas. E. coli bakterijos yra gramneigiami fakultatyviniai anaerobai, kurie daugiausiai
aptinkami stuburiniy gyviiny storojoje ir aklojoje Zarnoje bei sudaro apie 0,1 % sveiko Zmogaus
zarnyno mikrobiotos (Eckburg et al., 2005; Nawrocki et al., 2020). Patogeninés E. coli padermés
klasifikuojamos pagal jy virulentiSkumo veiksnius ir sukeliamy ligy ypatybes. Pagal ligos pobiidj
patogeninés E. coli skirstomos j dvi grupes: padermés, sukelian¢ios viduriavimg, ir padermés,
kurios viduriavimo nesukelia. Pastarajai grupei priskiriamos ekstraintestinalinés patogeninés E. coli
(ExPEC), kurios sukelia ligas uz Seimininko zarnyno riby. Pirmajai grupei (viduriavimg sukelian¢iy
patogeniniy E. coli) priskiriamos enterohemoraginé E. coli (EHEC) ir Siga toksing i$skirianti E. coli
(STEC) (Nawrocki et al., 2020).

Siga toksing i$skirian¢ios E. coli (STEC), dél sukeliamo citotoksiskumo Vero lasteléms dar
zinomos kaip verotoksigeninés E. coli (VTEC), pirma kartg apraSytos 1977 metais. STEC gali
i§skirti dviejy tipy toksinus Stx1 ir Stx2, kurie skirstomi j potipius. Stx2 dazniau siejamas su HUS
nei Stx1, o Stx2a laikomas pavojingiausiu toksino potipiu. Nors visos STEC padermés gamina Siga
toksing (Stx), tadiau ne visos laikomos Zmogaus patogenais. Zmonéms infekcijas sukelia EHEC ir
STEC padermiy pogrupis, Kuris sukelia prisitvirtinan¢ius ir naikinancius (AE) pazeidimus (ang.
attaching and effacing (AE) lesions) bei gali sukelti sunkias infekcijos formas, jskaitant hemoraginj

kolitg ir hemolizinj ureminj sindroma (Nawrocki et al., 2020).

1.1.1 STEC serotipavimas

E. coli klasifikacija yra paremta antigeny jvairove, kas leidzia STEC kamienus iSskirstyti j
serotipus. Klasifikacijai galima naudoti tris bakterijos pavirsinius antigenus: O-antigenus, ziuzelio
H-antigenus ir kapsulés K-antigenus. Standartiskai E. coli serotipuojamos pagal du pirmuosius
antigenus: O-antigenas nurodo serogrupe, o H-antigenas — serotipg (Bhunia, 2018; Gonzalez and
Cerqueira, 2020). Remiantis minéta serotipavimo sistema yra nustatyta daugiau nei 400 skirtingy
STEC serotipy, i§ jy daugiau nei 130 serotipy yra susij¢ su Zzmogaus infekcijomis. DaZniausiai su
per maista plintanciy infekcijy sukélimu siejamas STEC O157:H7 serotipas, taciau pastaraisiais

metais pastebéta, kad kity serotipy sukeliamos infekcijos sudaro iki 50 % visy infekcijos atvejy
(Zhang et al., 2022).

Tam tikri serotipal, atsizvelgiant j pranesta ligos pasireiSkimo daznj ir sunkuma, yra smulkiau
skirstomi | seropatotipus. ISskiriami 5 STEC serapatotipai A — E, kur A nurodo santykinai didelj
sergamumg ir sunkig ligos formg, o E seropatotipui priskiriami serotipai, kurie Zmonéms ligos

nesukelia. A grupei priklauso O157:H7 ir O157:NM (NM; nemobilus) serotipai, kurie yra patys
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virulentiskiausi. Seropatotipas B apima serotipus 0126:H11, 0103:H2, O111:NM, O121:H19 ir
O145:NM, kurie yra siejami su sunkia ligos forma (pvz., HUS), bet reciau nei serotipas O157:H7.
Serotipai 091:H21 ir O113:H21 priskiriami seropatotipui C, abu serotipai siejami su protrikiais, bet
retai sukelia HUS. Seropatotipui D priskiriami serotipai, kurie susij¢ su sporadiniais viduriavimo
atvejais. Like STEC serotipai, kurie néra siejami su Zzmoniy ligomis, priskiriami E seropatotipui

(Amézquita-Lopez et al., 2018).

1.2 STEC virulentiSkumo veiksniai
STEC virulentiSkumo veiksniai, turintys jtakos infekcijos sukélimui, gali buti aptikti
mikroorganizmo chromosomoje ir plazmidése. Siga toksing koduojantys genai, Stx1 ir stx2, yra
laikomi pagrindiniu STEC apibrézianciu virulentiSkumo faktoriumi. Papildomi virulentiSkumo
veiksniai, esantys patogeniskumo salelése, apima ,enterocity pazeidimo lokusa“ (ang. locus of
enterocyte effacement, LEE) ir ne-LEE efektorius (ang. ,,non-LEE effectors®), kurie yra susij¢ su
lasteliy kolonizacija ir infekcijos sukélimu (1.1 lentelé) (Amézquita-Lopez et al., 2018).

1.1 lentelé. Keletas STEC budingy virulentiskumo veiksniy (Maluta et al., 2016; Amézquita-Lopez et
al., 2018)

Genas Geno lokacija Charakteristikos ir (arba) susijusios funkcijos
Hemolizinai
ehxA pO157 plasmidé Enterohemolizinas
hlyA Chromosoma a-hemolizinas
Adhezinai
eae LEE lokusas Intiminas
fdeC Chromosoma I intiming panasus adhezinas
Efektoriai
espK Sp6 profagas Funkcija nezinoma
katP pO157 plasmidé Katalazé-peroksidazé
espP pO157 plasmidé Ektralasteliné serino proteazé
nleA O-salelé 71 Sutrikdo baltymy sekrecija
Toksinai
stx1, stx2 Chromosoma Siga toksinai
SubA pO113 plasmidé Subtilazés citotoksinas; sukelia Zzmogaus lasteliy apoptoze
astA Chromosoma Karstyje stabilus enterotoksinas

LEE yra 35 — 45 kb patogeniskumo salelé, kuri atsakinga uz AE pazaidy susidarymg ant
Zarnyno epitelio lasteliy. Vienas i§ tipiniy LEE lokuso geny, eae, koduoja iSorinés membranos

adhezing intiming. Yra apraSyta 18 intimino potipiy, taciau jie visi atlieka ta pacia funkcijg —
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dalyvauja STEC ir zarnyno epitelio Igsteliy sgveikoje. Be intimino, LEE koduoja Il tipo sekrecijos
sistema (T3SS), kuri apima struktiirinius ir translokacinius baltymus (EspA, EspB, EspD) ir T3SS
efektorinius baltymus (EspF — H, EspZ, Map ir Tir). Maziausiai 32 kiti T3SS isskiriami baltymai
yra uzkoduoti uz LEE riby, todél tokie efektoriai paprastai vadinami ne LEE koduotais efektoriais
(NLE). Nors LEE lokusas budingas daugumai STEC padermiy, jo buvimas néra batinas
patogenezei, kai kurios LEE neturinios padermés taip pat gali sukelti HUS ir retais atvejais
protriikius (Farrokh et al., 2013).

1.2.1 Siga toksino savybés

Siga toksinas (Stx), pagrindinis Siga toksina i§skiriangios E. coli (STEC) virulentiskumo
faktorius, pirma karta buvo aptiktas Shigella dysenteriae. Siga toksinas, remiantis biocheminémis ir
molekulinémis savybémis, skirstomas j tris tipus: Stx, Stx1 ir Stx2 (1.2 lentelé¢). Stx1 toksino
aminoriigitiy seka yra beveik identiska Shigella dysenteriae isskiriamam Siga toksinui (Stx),
skiriasi tik viena aminortigstis (Chan and Ng, 2016). 2 tipo toksinas (Stx2) turi tik 50 — 60 %
panasumg su Stx1. Remiantis naujausiais Saltiniais, Stx1 toksinas skirstomas j keturis potipius
(Stxla, Stxlc, Stx1d ir Stxle), o Stx2 net j penkiolika potipiy (nuo Stx2a iki Stx20). Stx1 potipiali

pasizymi dideliu aminorig§¢iy sekos panasumu (95% — 98,3%), kai tuo tarpu Stx2 toksinai yra

heterogeniskesni (Gill et al., 2022; Henrique et al., 2022; Wang et al., 2024).

1.2 lentelé. Siga toksiny fizinés ir cheminés savybés (Chan and Ng, 2016)

Stx Stxl Stx2
Saltinis S. dysenteriae STEC STEC
Struktira ABs ABs ABs
Funkcija A subvienetas: katalitinis A subvienetas: katalitinis | A subvienetas: katalitinis

domenas, N-glikozidazés

aktyvumas; B subvienetas: j

lekting panasus domenas,
receptoriaus atpazinimas

domenas, N-glikozidazés
aktyvumas; B subvienetas:
1 lekting panasus domenas,
receptoriaus atpazinimas

domenas, N-glikozidazés
aktyvumas; B subvienetas:
1 lekting panasus domenas,
receptoriaus atpazinimas

Molekuliné masé

A grandiné 32 kDa; B
grandiné 7 kDa

A grandiné 32 kDa; B
grandiné 7 kDa

A grandiné 32 kDa; B
granding 7 kDa

Sekos panaSumas
su Stx

100 %

~100 % (1 aminortigsties
skirtumai)

~55 % panasumas A
grandinei, ~57 %
panaSumas B grandinei

Atsakas ] karst]

Jautrus karsciui: praranda
aktyvuma ties 65 °C

Jautrus kar$¢iui: praranda
aktyvuma ties 65 °C

Stabilesnis: praranda
aktyvuma ties 85 °C

Atsakas | pH

Stabilus kai pH5 -9

Stabilus kai pH 5 - 9;
praranda aktyvuma kai pH
3, neutraliame pH
aktyvumas atsistato

Stabilus kai pH > 3.5;
stabilesnis uz Stx1 kai pH
3

Izoelektrinis taskas

(ph

7,0

7,0

5,2

Receptorius

Gala1-4Galp1-4Glc
keramidas

Galal-4GalB1-4Glc
keramidas

Gala1-4Galp1-4Glc
keramidas

Afiniskumas
receptoriui

Aukstas

Aukstas

Zemesnis nei Stx/Stx 1




Nors identifikuojama vis naujy toksino potipiy, ne visi 1§ jy yra susij¢ su sunkia infekcijos
siejami Stxla, Stx2a, Stx2c ir Stx2d potipiai (Henrique et al., 2022). O atliekant citotoksiskumo
tyrimus su Vero ir HeLa lgstelémis pastebéta, kad Stx2 yra daug toksiSkesnis nei Stx1, nes jis
pasizymi didesniu afiniSkumu Seimininko lgsteliy ribosomoms ir didesniu kataliziniu aktyvumu

(Wang et al., 2024).

1.2.2 Siga toksino struktiira ir veikimo mechanizmas

Siga toksinas yra uzkoduotas bakteriofago genome, kuris daZniausiai yra integruotas kaip
profagas bakterijy chromosomoje. Po indukcijos fagas pereina j lizinj ciklg, kurio metu
ekspresuojamas Siga toksino genas. Struktiriskai Siga toksinai yra tipiski ribosomas
inaktyvuojanciy baltymy (RIP) Seimos nariai, kuriems budinga ABs struktira — vienas A
subvienetas, nekovalenti§kai susietas su penkiais vienodais B subvienetais (1.1 pav.). 32 kDa
dydzio A subvienetas susideda i§ 27,5 kDa Al fragmento ir 4,5 kDa A2 fragmento, kurie yra
sujungti disulfidine jungtimi. Penki identiski 7,7 kDa B subvienetai sudaro pentamerinj zieda, kuris
apgaubia A subvienetg C-gale. A subvienetas pasizymi katalitinémis savybémis (N-glikozidinis
aktyvumas) ir siejamas su citotoksiniu aktyvumu, B subvienetai atsakingi uz saveika su lastelés-
Seimininkés receptoriais — glikosfingolipido Gb3 trisacharidine dalimi. Kiekvienas B subvienetas
turi tris angliavandeniy suri§imo vietas, todél kiekvienoje Siga toksino molekuléje yra iki 15
sgveiky viety su angliavandeniais, kas lemia aukstg toksino afiniskuma (Bergan et al., 2012; Chan
and Ng, 2016; Bhunia, 2018).

1.1 pav. Siga toksino struktiira, A — toksino molekulé susideda i§ dviejy nekovalentigkai susiety
fragmenty: A fragmento (raudona spalva) ir i§ penkiy grandiniy sudaryto B fragmento (zalia spalva); B —
rentgeno kristalografijos btidu nustatyta holotoksino struktiira (Kavaliauskiene et al., 2017).

Siga toksino veikimo mechanizmas (1.2 pav.) apima kelis etapus: prisijungima prie specifiniy
receptoriy tiksliniy lgsteliy pavirSiuje, patekimag j lastele endocitozés biidu, toksino perneSimg per
Goldzio kompleksg ir endoplasminj tinklg bei patekimg j citozolj, kur toksinas pasiekia ribosomas,
sukeldamas jy inaktyvacija. Bakterijos patekusios j virSkinamajj trakta kolonizuoja Zarnyno

pavirsiy, Stx toksinai per pazeista zarnyno trakta patenka ] kraujotaka ir yra perneSami |
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pagrindinius organus — inkstus ir nervy sistema, ten atpazjsta ant tiksliniy Igsteliy esancius Gb3
receptorius (Chan and Ng, 2016; Liu et al., 2022). Gb3 yra ekspresuojamas keliy tipy Zzmogaus
lastelése: inksty epitelio, mezangialinése ir glomerulinése lastelése, mikrovaskulinése endotelio
lastelése, dengianGiose smegenis ir Zarnas, taip pat kai kuriuose B limfocituose. Siga toksiny
suriSimo savybés yra gana specifiSkos, toksino B grandiné sgveikauja su Gb3 receptoriaus
trisacharido dalimi (Gala1-4GalB1-4Glc keramidas). Yra pastebéta, kad B subvienetas taip pat gali
saveikauti ir su Gb4 receptoriais, taciau §i sgveika labiau buidinga Stx2e potipiui. Gb3 receptoriy
platus pasiskirstymas paaiskina, kodél HC ir HUS ligy atveju paZzeidziamas ne tik Zarnynas, bet ir

inkstai bei smegenys (Chan ir Ng, 2016).

s i
s gy
B subvienetai Stx

s

Plazminé membrana me:!/CDW

) S
Proteolitini D 5
:g_;\;zsz;;";;, NV mﬁp
O &7.9 kompleksas

skilimas Stabdoma baltymy sintezé

:

e | e .

Disuffidines
i jungties L Q
Hs redukcija N-glikozidinis

aktyvumas

Pernasa | citozol|

1.2 pav. Siga toksino veikimo mechanizmas. Stx prisijungia prie Gb3 lastelés pavirsiuje ir patenka j lastele
endocitozés budu. Stx transportuojamas j Goldzio aparata, kur A subvienetas suskaidomas, Stx toliau patenka
1 endoplazminj tinklg, kur suskaidoma disulfiding jungtis tarp A1 ir A2 fragmenty. Katalitiniu aktyvumu
pasizymintis Al fragmentas keliauja j citozolj, kur slopina baltymy sintez¢ (Robert and Wiels, 2021)

Prisijunges prie receptoriaus toksinas transportuojamas i lastele nuo klatrino priklausomos
endocitozés budu ir suformuojamos toksing neSancios klatrinu padengtos puslelés. Toksinus
nesancios endosomos keliauja retrogradiniu keliu j Goldzio kompleksa ir endoplazminj tinklg, $i
pernasa yra priklausoma nuo aktino pagrindu veikianc¢io mikrotubuliy tinklo (Chan and Ng, 2016).
Tam, kad toksino molekulé pasidaryty veikli, endoproteazé furinas turi A subvientg suskaidyti j du
fragmentus: Al ir A2. Furinas, atpazindamas specifinj sekos motyva (Arg-X-X-Arg) baltymo
kilpoje, suskaido A fragmentg tarp R251 ir M252 aminoriigs¢iy Stx1 molekuléje, ir tarp R250 ir
A251 Stx2 molekuléje. Siga toksino optimaliam skilimui reikalingas Zemas pH, o tai parodo, kad
Sis procesas ]jvyksta ankstyvajame transportavimo kelyje. Toksinas gali buti skeliamas ir
nedalyvaujant furinui, bet §is procesas yra maziau efektyvus. Po skilimo Al fragmentas lieka
prijungtas prie A2 fragmento per disulfiding jungtj tol, kol toksinas patenka j endoplazminj tinkla,
kur yra veikiamas redukuojanciomis salygomis (Bergan et al., 2012). Kai toksinas patenka j

endoplazmin; tinklg, disulfidiné jungtis skyla, o Al fragmentas patenka j lumeng, galiausiai |
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citozolj, kur pasireiSkia ribosomy inaktyvacija. Stx toksino poveikis gali turéti jvairiy pasekmiy
lasteléms, daugeliu atveju suzadinami apoptotiniai mechanizmai. Be apoptozes, ribotoksinis stresas
gali sukelti citokiny gamybos pokycius bei endoplazminio tinklo stresg, Sie veiksniai daro jtaka

baltymy taisyklingam susilankstymui (Chan and Ng, 2016).

1.3 STEC kamieny patogenezé ir atsparumas antibiotikams

Pagrindiniu STEC $altiniu laikomi galvijai, taciau bakterijos gali buti izoliuojamos i$ jvairiy
gyvuny, jskaitant avis, arklius, Gikiuose auginamus elnius, ozkas, Sunis, kiaules ir laukinius
paukiius. Sie patogenai gali cirkuliuoti aplinkoje ne tik per gyviinus, bet ir maisto grandine,
vandenj ir dirvg (1.3 pav.). Nors STEC kolonizuoja galvijy zarnyna, paprastai bakterijos jiems ligos
nesukelia, tarp $iy dviejy organizmy vyrauja komensalizmas (Browne et al., 2021; Nada et al.,
2023). Pirmieji uzregistruoti zmoniy STEC infekcijos atvejai buvo susij¢ su nepakankamai
termiSkai apdorotos maltos jautienos vartojimu, o nuo to laiko malta jautiena buvo susijusi su
daugybe protriikkiy. Jautiena neretai uzterSiama galvijy skerdimo metu, dél netinkamo higienos
normy laikymosi, véliau uzkrésta mésa smulkinant bakterijos paskirstomos po visg jos tarj.
Vartojant uzterStg jautieng infekcijos rizika Zymiai padidéja, kai mésa ir jos produktai néra tinkamai
termiSkai apdorojami (Health Protection Surveillance Centre (HPSC), 2005). Remiantis Europos
ligy prevencijos ir kontrolés centro (ECDC) 2022 m. epidemiologijos ataskaita, jautiena yra
reikSmingas rizikos veiksnys uzsikrésti per maistg plintanc¢ia STEC infekcija. Jtariama, kad dalj
2022 m. infekcijos atvejy sukélé malta jautiena meésainiuose, kuri buvo netinkamai termiSkai
apdorota. Jautiena ir Sviezi produktai (vaisiai ir darZoveés) laikomi kaip pagrindiniai STEC
infekcijos Saltiniai Europoje (“STEC infection Annual Epidemiological Report 2022,” 2022).

& I &%

‘ Galvijai -- -[ Laukiniai gyvanai |

.

G \—»

1
1
1
I ; /
Zoléfpagarai *----Fr--

l

| Maisto produktai | Augalal

e

Zmogus

\ 7

1.3 pav. STEC saltiniai ir plitimo budai. I$tisinés linijos Zymi tiesioginius arba netiesioginius perdavimo
kelius tarp galvijy ir Zzmoniy, punktyrinés linijos — perdavimo kelius galvijams (Franz, 2007).
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STEC infekcijg sukelia mazas Igsteliy kiekis (<50 bakterijy Igsteliy), o inkubacinis laikotarpis
iki viduriavimo pradzios svyruoja nuo 2 iki 12 dieny (Amézquita-Lopez et al., 2018). Infekcijos
pradzioje bakterijos nekaupia toksino, todél toksino lygis yra labai mazas ir zalingo poveikio
nedaro. Pirmingje infekcijos stadijoje bakterijos atlicka Zzarnyno kolonizacijos ir sukibimo su
lastelémis procesus. Bakterijoms sgveikaujant su epitelio lgstelémis, jos gamina ir iSskiria
efektorius, kurie sukelia epitelio Igstelinio aktino persitvarkymg. Aktino poky¢iai leidzia bakterijy
produktams pereiti epitelio lgsteliy barjerg ir patekti j kraujotakos sistemg. Bakterijy infekcija
sukelia zarnyno gleivinés pazeidimus, sutrikdo gaureliy struktiirg, paveikia absorbcijg zarnyne ir
galiausiai sukelia vandeninga viduriavima. Po keliy dieny prasideda Siga toksino produkcija, kuris
sukelia lasteliy paZeidimus ir lasteliy mirtj. Zarnyno endotelio paZeidimai sukelia gleivings ir
pogleivinés edema, hemoragijg ir kruving viduriavimg. HC atsiradimas su Siais simptomais gali buti
besivystanéio HUS pozymis. STEC sukeltam HUS budinga tai, kad organuose atsiranda
tromboziniy mikrovaskuliniy pazeidimai, kurie lemia mazdaug 5 % pacienty mirtj (Chan ir Ng,
2016; Amézquita-Lopez et al., 2018).

Visame pasaulyje vis dazniau uzfiksuojamas STEC padermiy, izoliuoty i§ naminiy gyviny
Saltiniy (galvijy, aviy, visty, kalakuty, kiauliy), atsparumo antimikrobinéms medziagoms
padidéjimas, kuris gali turéti jtakos maistui ir aplinkai (Amézquita-Lopez et al., 2018). Atsparumo
antibiotikams atsiradimas STEC gali bati siejamas su dideliu $iy medziagy naudojimu agrokultiiroje
bei gyvulininkystéje. IS gyvuliy izoliuotos STEC padermés yra atsparios jvairioms antibiotiky
klaséms: B-laktamams, aminoglikozidams, amfenikoliams, tetraciklinams (Colello et al., 2018; Mir
and Kudva, 2019).

Iprastai bakterinés infekcijos yra gydomos antibiotikais, ta¢iau STEC infekcijy gydymas
antibakteriniais preparatais yra priestaringas, nes yra jrodymy, kad antibiotikai gali pabloginti liga,
skatindami toksino produkcijg. Tyrimai rodo, kad STEC infekcijos metu ankstyvas tam tik tikry
klasiy (makrolidy, tetracikliny, fosfomiciny, aminoglikozidy) antimikrobiniy medziagy skyrimas
stabdo infekcijos progresavimg. Nepaisant to, kad Zmoniy STEC infekcijy gydymas antibiotikais
nerekomenduojamas, antibiotikams atspariy bakterijy buvimas gyvinuose ir maiste, kelia pavojy
visuomenes sveikatai, nes aplinkoje padidé¢ja genetinis fondas, 1§ kurio bakterijy patogenai gali jgyti

atsparumg antibiotikams (Amézquita-Lopez et al., 2018; Galarce et al., 2020).

1.4 Genomo sekoskaita
Mikrobiologiniai bakterijy kultivavimo metodai paprastai laikomi standartine patogeny
aptikimo procedira, 0 patogeno patvirtinimui atliekami serologiniai (imunochromatografija,
ELISA) arba molekuliniai tyrimai (multilokusy VNTR analizé, PGR, RL-PGR). Polimerazés
grandininés reakcija (PGR) yra dazniausiai taikomas daugelio laboratorijy jprastinés analizés
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metodas, nes jis yra ekonomiskas ir paprastas. Realaus laiko PGR tyrimai gali duoti greitus
rezultatus, taciau analizuojamy anali¢iy skai€ius yra apribotas turimy reagenty. Kamieny tipavimui
vis dazniau naudojama genomo sekoskaita, nes Sis metodas suteikia geresn¢ skiriamgjg geba,

lyginant su kitais genotipavimo metodais (Amézquita-Lopez et al., 2018).

Sekoskaitos eros pradzig zymi Fred Sanger 1977 metais sukurtas DNR grandinés terminacijos
metodas. Tai yra pirmasis nukleoriigs¢iy sekos nustatymo metodas, dabar vadinamas Sengerio
sekoskaita. Siai metodikai reikalingas viengrandés DNR (VgDNR) $ablonas, trumpas
oligonukleotidinis pradmuo, deoksinukleotidai (ANTP) bei dideoksinukleotidai (ddNTP). Sengerio
sekoskaitos technologija yra daug laiko reikalaujantis ir brangus metodas, bet nepaisant to, S$i
technologija vis dar naudojama ir laikoma auksiniu standartu (Burian et al., 2021; Akagin et al.,
2022). Siuo metu DNR sekoskaitos technologijos yra skirstomos j tris kartas. Pirmosios kartos
metodai yra pagrjsti DNR grandinés terminacijos reakcija (Sengerio sekoskaita), o nuskaitomy
fragmenty ilgis gali siekti 500-1000 baziy pory (bp). Antros kartos sekoskaita, dar Zinoma kaip
naujos kartos sekoskaita (NKS), apima pirosekoskaita, sekoskaitg sintezés biidu ir sekoskaita

ligavimo biidu. Treciosios kartos technologija yra paremta vienos molekulés sekoskaita (Akagin et

al., 2022).

Antros Kkartos sekoskaitos metodai i§ esmés pakeit¢ DNR sekos nustatyma, nes vienu metu
galima nustatyti nuo tokstanciy iki milijony DNR fragmenty (Satam et al., 2023). Pirmoji NKS
technologija pristatyta 2005 m. — Roche 454 platforma, paremta pirosekoskaitos principu, kur seka
identifikuojama nustatant pirofosfato i$siskyrima, kai j DNR $ablong pridedami nukleotidai. Vienas
1§ Roche 454 platformos pliusy — ilgy fragmenty (apie 700 bp) nuskaitymas, kas nebtidinga kitoms
antros kartos sekoskaitos platformoms. Nepaisant to, pirosekoskaitos metodas turé¢jo nemazai
trikumy (didelis klaidy dazZnis, kaina), todél 2013 m. nutraukta Roche 454 platformos gamyba
(Slatko et al., 2018; Akagin et al., 2022). Kitos NKS priskiriamos platformos: SOLID, lon Torrent
bei [llumina. SOLiD sekoskaitos platforma taiko ligavimu pagrista metoda, o Ion Torrent ir [llumina
paremtos sekoskaita sintezés principu, kuris apima nuo DNR polimerazés priklausoma nukleotidy
jtraukimg j sintetinamg DNR grandine (Hu et al., 2021). lon Torrent yra pirmoji NKS platforma,
kuri nenaudoja optiniy jutikliy, o sekos nustatymas yra paremtas H+ jony aptikimu DNR sintezés

metu (Goodwin et al., 2016).

[llumina buvo pristatyta 2006 m. ir iki Siol laikoma viena pagrindiniy naujos kartos
sekoskaitos platformy. Technologija naudoja sekoskaitos pagal sinteze metoda, pagrjsta griZztamais,
fluorescencing zyme turinCiais terminatoriais, metodo principas pateiktas 1.4 paveiksle. Illumina
taip pat budingas porinis sekos nuskaitymas, t.y. vyksta i§ abiejy DNR fragmento galy, o tai padeda
generuoti auksStos kokybés sekas. Illumina platforma laikoma tiksliausia sekos nustatymo

13



technologija rinkoje, kurios klaidy lygis yra 0,1 % (biuidingos nukleotido pakeitimo klaidos,
insercijos ir delecijos labai retos). Nors ilgas veikimo laikas yra laikomas vienu i§ Illlumina
platformy trikumu, naujesni modeliai pasizymi trumpesniu laiku, bet iSlaiko aukstg kokybe ir

tiksluma (Hu et al., 2021; Akagin et al., 2022; Satam et al., 2023).

||~ et

Fragmentai Adapteriy prijungimas Prisijungimas prie pratekamosios kiuvetés

."'n'. " . _’ﬂ-_ - _"I'I-_ -

Prisijungimas prie pradmeny PGR Pagausinty fragmenty atskyrimas

. A

Klasteriy I ! \ L2 f—
susiformavimas ® c

Sekoskaita Signalo nuskaitymas

1.4 pav. lllumina platformos veikimo principas. Prie sekos fragmenty galy prijungiami adapteriai.
Fragmentai jungiasi prie pratekamosios kiuvetés (ang. flowcell) ir vyksta tilteliné PGR, kurios metu susidaro
fragmenty klasteriai. Kiekvieno sekos nustatymo ciklo metu prie auganc¢iy grandiniy pridedamas vienas
fluoroforu prijungtas nukleotidas. Lazeris suzadina visy sekvenuojamy fragmenty fluoroforus, o optinis
skaitytuvas surenka signalus i$ kiekvieno fragmenty klasterio. Tada sekos nustatymo terminatorius
pasalinamas ir prasideda kitas sekos nustatymo ciklas (Lu et al., 2016).

Trec¢iosios kartos sekoskaitos technologijos sitilo naujus metodus, jveikiancius ankstesniy
karty apribojimus. Sios technologijos suteikia galimybes nuskaityti ilgesnius DNR fragmentus,
PacBio arba Oxford Nanopore technologijy platformose fragmento ilgis gali siekti iki 10 kb (Burian
et al., 2021; Hu et al., 2021). PacBio platforma naudoja vienos molekulés realaus laiko (SMRT)
metodg su fluorescenciniu biidu pazymétais nukleotidais. Kita technologija — Oxford Nanopore
sekoskaita, yra pagrista nanopory technologija, kai vienos grandinés DNR molekulé praeina per
nanopora, o DNR sekai nustatyti matuojami elektros srovés pokyciai. Kadangi atliekant vienos
molekulés sekoskaitg néra reikalinga fragmento amplifikacija, galima nuskaityti abi DNR grandines
suteikiant daugiau informacijos ir padidinant tiksluma (Reuter et al., 2015). Ilgy fragmenty
sekoskaitos technologijos pasizymi visapusiska genomo apréptimi, leidziancia nustatyti sudétingus
struktiirinius variantus, tokius kaip didelés insercijos, delecijos, inversijos, duplikacijos ir kt. (Satam
et al., 2023).

Genomo sekoskaita suteikia neprilygstamy jzvalgy apie patogeny evoliucijos istorijg ir

filogenetinius rys$ius, atsparumo geny aptikima bei kitas charakteristikas. Sekoskaita vis dazniau
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taikoma patogeny charakterizavimui jvairiose srityse, jskaitant visuomenés sveikatg, maisto saugg ir
infekcijy prevencija (Price et al., 2023). Viso genomo sekoskaita (VGS) yra vienas pagrindiniy
metody, atliekant tyrimus su patogenais, sukelian¢iais protrikius. Kadangi kasmet STEC
vidutini$kai sukelia 45 su maistu susijusius protrikius (European Food Safety Authority and
European Centre for Disease Prevention and Control (EFSA and ECDC), 2019), izoliuoti kamienai
neretai analizuojami atliekant genomo sekoskaita, kuri suteikia daugiau informacijos nei jprasti
metodai. Laboratorijose rutininiai tyrimai atliekami vadovaujantis Tarptautinés standartizacijos
organizacijos (ISO) technine specifikacija (TS) 13136:2012 STEC aptikimui ir identifikavimui
maisto ir aplinkos méginiuose. Si specifikacija skirta tik jprastiniam pagrindiniy virulentiskumo
geny (t.y. stx ir eae) aptikimui bei pagrindiniy serogrupiy (0157, O111, 026, 0103 ir 0145)
nustatymui. Standartiné procediira neapraso kity serogrupiy ir kity virulentiSkumo geny nustatymo,
tuo tarpu sekoskaita leidZia nustatyti didesne serotipy ir virulentiSkumo geny jvairove bei

identifikuoti naujas STEC padermes (Nouws et al., 2023).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrimas atliktas Nacionaliniame maisto

ir veterinarijos

rizikos vertinimo institute,

molekulinés biologijos ir GMO tyrimy skyriuje. Instituto darbuotojai méginiy neima, todél darbe §i

dalis néra aprasoma. Maisto méginiai pristatomi i§ jvairiy Lietuvos gamintojy ir maisto jstaigy.

Tyrimas atliktas bendradarbiaujant su Maisto produkty mikrobiologiniy tyrimy skyriumi.

2.1. Darbe naudota jranga, priemonés, reagentai, bakterijuy kultivavimo terpés

Darbe naudota jranga, priemonés ir reagentai pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Darbe naudota jranga, priemonés ir reagentai

Darbe naudota jranga ir priemonés

Darbe naudoti reagentai

O

O

O

[llumina Miseq sekvenatorius
QuantStudio7 Real-Time PCR System
AB StepOnePlus Real-time PCR System
7500 Real-time PCR System
Termocikleris ProFlex 96-well PCR System
Fluorimetras ,,Qubit™ 2.0

Termostatas

Spiritiné lempute

Laminarinis boksas

Termoblokas

Centrifugos

Purtyklés

96 Sulinéliy mikroplokstelés
Mégintuvéliai

1 ul kilpelés

90 mm Petri 1ékstelés

Automatinés pipetés, jvairiy tiiriy
Antgaliai su filtrais, jvairiy tiriy
Saldytuvas

Saldiklis

O

Thermo Scientific™ Maxima™ probe gPCR
Master Mix buferinis tirpalas

Geny pradmenys ir zondai (sekos pateiktos 1
priede).

QIAGEN ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit*
Zymo ,,.DNA Clean & Concentrator™ — 25
Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit
Invitrogen™ Collibri™ ES DNA Library
Prep Kit for [llumina™

Invitrogen™ Collibri™ Indexes
Invitrogen™ Collibri™ DNA Library
Cleanup Kit

Invitrogen™ Collibri™ Library
Quantification Kit

0,2 N NaOH tirpalas

Darbe naudotos bakterijy kultivavimo terpés:

Buferinis peptono vanduo (BPV) (10 g peptono, 5 g NaCl, 3,5 g Na2HPOg4, 1,5 g KH2PO4,

terpés pH 7,0 = 0,2)

Triptono sojos agaras (TSA) (15 g kazeino peptono, 15 g agaro, 5 g NaCl, 5 sojos peptono,

terpés pH 7,3 +£ 0,2).
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e Triptono tulzies X-gliukoronido agaras (TBX) (20 g fermentinio kazeino hidrolizato, 15 g
agaro, 1,5 g tulZies drusky, 0,075 g X-B-D-gliukurono riigsties, terpés pH 7,0 + 0,2).

e Sorbitolio MacConkey agaras (SMAC) (20 g peptono, 15 g agaro, 10 g sorbitolio, 5 g NaCl,
1,5 g tulzies drusky, 0,03 g neutralaus raudonojo, 0,001 g kristalvioleto, terpés pH
7,1+£0,2).

e Sorbitolio MacConkey agaras su cefiksimu ir teluritu (CT-SMAC) (20 g peptono, 15 g
agaro, 10 g sorbitolio, 5 g NaCl, 2,5 g kalio telurito, 1,5 g tulzies drusky, 0,05 g cefiksimo,
0,03 g neutralaus raudonojo, 0,001 g kristalvioleto, terpés pH 7,1 £ 0,2).

e Ramnozés MacConkey agaras (RMAC) (20 g ramnozes, 15 g peptono, 12 g agaro, 5 g
NaCl, 1,5 g tulzies drusky, 0,03 g neutralaus raudonojo, 0,001 g kristalvioleto, terpés pH
7,1+0,2).

2.2. Darbe taikyti metodai

2.2.1. STEC aptikimas pagal ISO/TS 13136:2012
STEC aptikimas jautienoje ir jos gaminiuose atliekamas remiantis ISO/TS 13136:2012

standartine procediira, atlickami $ie etapai:

1) Maisto méginys uzséjamas BPV terp¢je santykiu 1:9, t.y. 325 g méginio ir 2925 g terpés.
Pagausinimas vyksta 18 — 24 val. 37 °C £ 1 °C.

2) Po pagausinimo atliekamas DNR isskyrimas i§ terpés (tiriamas kiekis — 1 ml). Detali DNR
iSskyrimo eiga pateikta 2 priede.

3) Stx toksiny, biidingy STEC, nustatymas atlickamas RL-PGR metodu, ieSkomi stx1 ir stx2
genai.

a) PGR reakcijos miSinys ruoSiamas naudojant Thermo Scientific™ Maxima™ probe
gPCR Master Mix buferin; tirpalg, pradmenis ir zondus. Stx toksiny geny pradmeny
ir zondy sekos pateiktos 1 priede.

b) Reakcijos miSinio sudétis vienai reakcijai: 12,5 ul RL-PGR buferinio tirpalo, 2,5 ul
pradmeny ir zondo misinio (10x), 5 pul dej. H20.

¢) PGR reakcijai naudojamos 96 Sulinéliy mikroplokstelés, prie$ jnesant j Sulinélj
méginius ir teigiamg kontrolg, jie yra gerai sumaiSomi ant purtyklés ir
nucentrifiguojami. | mikroplokstelés Sulin¢lius jpilama po 20 pl reakcijos misinio,
pridedama po 5 pul méginio arba teigiamos/neigiamos kontrolés. RL-PGR

temperatlirinis reZimas pateiktas 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. RL-PGR temperatiirinis rezimas.

Zingsnis Temperatiira Trukmé Cikly skaicius
DNR pirminé denatiiracija 95°C 10 min.
DNR denatiiracija kiekviename cikle 95 °C 1 min.
Pradmeny prikibimas/DNR sintezé 60 °C 1 min. ®

d) Reakcija laikoma teigiama, kai amplifikacijos kreivé zenkliai virsija slenksting riba,
bei akivaizdziai iSkyla vir$ neigiamos kontrolés amplifikacijos kreivés.

e) Jei méginyje nustatomas Stx1 ir/arba stx2 genas, atliekama patogeno izoliacija.

4) Patogeno izoliacijai atlickami Sie veiksmai:

a) Meéginiai, kuriuose buvo aptikti Stx genai, uzsé¢jami ant atrankiyjy terpiy: TBX,
SMAC, CT-SMAC, RMAC (terpiy sudétys pateiktos 2.1 skyriuje). Inkubuojama
37°C+1°C, 24 val.

b) Atrenkama iki penkiasdesimt kolonijy, kurioms biidinga tipiné E. coli morfologija,
pavienés kolonijos pagausinamos ant TSA terpés (sudétis pateikta 2.1 skyriuje) ir
taip pat perkeliamos | mégintuvélj su distiliuotu vandeniu. Viename meégintuvélyje
negali biiti daugiau nei 10 kolonijy.

5) Atliekamas DNR isskyrimas, etapai pateikti 2 priede.

6) Atliekamas stx1, stx2 ir eae geny nustatymas RL-PGR metodu. Eiga tokia pati kaip pateikta
Sio skyrelio 3 etape (a — e Zingsniai).

7) Nustacius genus, atitinkamo mégintuvélio kolonijos pagausinamos ant TSA terpés,
inkubuojama 37 °C £ 1 °C, 18 — 24 val. Po inkubacijos pakartojamas stx1, stx2 ir eae geny
nustatymas RL-PGR metodu. Eiga tokia pati kaip pateikta S$io skyrelio 3 etape (a — €
Zingsniai).

8) Izoliuotoms teigiamoms kolonijoms nustatoma serogrupé, atlickamas RL-PGR ir ieskoma
specifiniy O antigeno geny. ISO/TS 13136:2012 standartas apraso 026, 0103, O111, O145,
O157 serogrupiy aptikimg, papildomai nustatomos dar devynios serogrupés (045, OS5,
080, 091, 0104, 0113, 0121, 0128, 0146). O antigeno specifiniy geny pradmeny ir zondy
sekos pateiktos 1 priede. PGR eiga tokia pati kaip pateikta Sio skyrelio 3 etape (a — e

Zingsniai).

Atrinktos teigiamos kolonijos toliau ruoSiamos sekoskaitai (kolonijos auginamos ant TSA

terpés) arba gali biiti Saldomos — 80 °C.
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2.2.2. Bakterijy kultiiros paruosSimas sekoskaitai

2.2.2.1. DNR iSskyrimas i§ bakterijy kultiiros

DNR isskyrimui naudojamas QIAGEN QIAamp DNA Blood Mini Kit komercinis rinkinys ir

atliekami Sie etapai:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

I 1,5 ml mégintuvél] jpilama 200 pl PBS ir pridedama apie 10 pavieniy kolonijy,
sumaiSoma. | Svary 1,5 ml mégintuvéelj jpilama 20 pl proteazés, j jj perkeliamas PBS
miSinys su bakterijy kultira. | mégintuvelj jpilama 200 pl AL buferio ir sumaiSoma ~15 s,
inkubuojama ~56°C temperatiiroje ~10 min.

Mégintuvélis trumpai nucentrifuguojamas lasy pasalinimui. Pridedama 200 pl etanolio (96 —
100 %) ir sumaiSoma maiSykle ~15 s. Gautas miSinys perneSamas ] kolonélg ir
centrifuguojamas 8000 rpm ~1 min. Nucentrifugavus kolonél¢ perkeliama j nauja
mégintuvelj, o filtratas iSmetamas.

I kolonéle jneSama 500 pl AWI1 buferio ir centrifuguojama 8000 rpm ~1 min.
Nucentrifugavus kolonélé perneSama i naujg mégintuvélj, o filtratas pasalinamas.

I kolonélg jnesama 500 ul AW2 buferio ir centrifuguojama maksimaliu grei¢iu ~3 min.
Nucentrifugavus kolonélé perkeliama j nauja mégintuvélj, o filtratas paSalinamas. Kolonélés
dar karta centrifuguojamos maksimaliu grei¢iu ~3 min. tam, kad paSalinti AW2 buferinio
tirpalo likucius.

Kolonél¢ perkeliama i naujg 1,5 ml mégintuvel;. IneSama 200 ul dejonizuoto vandens ir
inkubuojama kambario temperatiiroje ~1 min. Mégintuveliai centrifuguojami 8000 rpm
~1 min. ir kolon¢l¢ iSmetama.

Gautas DNR tirpalas valomas su Zymo ,,DNA Clean & Concentrator™ — 25% rinkiniu —
visas DNR eliuatas sumaiSomas su dvigubu tiriu ,,DNA Binding Buffer* pasirinkto tiirio
meégintuveliuose ir suneSamas ant kolonéliy. Centrifuguojama >10 000 rpm, ~30 s.
Kolonélés perkeliamos j §varius centrifugavimo mégintuvélius, o filtratas i¥metamas. Sis
zingsnis kartojamas tol, kol ant kolonélés suneSamas visas turimas tirpalas.

Ant kolone¢lés uzneSama 400 pl “DNA Wash Buffer” tirpalo. Centrifuguojama >10 000 rpm,
~1 min. Kolonélés perkeliamos ] Svarius centrifugavimo mégintuvelius, o filtratas
iSmetamas. Kolon¢lés dar kartg centrifuguojamos >10 000 rpm, ~Imin. tam, kad pasisalinty
“DNA Wash Buffer ” tirpalo likuciai. Kolonelés perkeliamos j Svarius 1,5 ml arba 2 ml
meégintuvelius, o filtratas iSmetamas.

Ant kolonéliy uzneSama apie 70 ul dejonizuoto vandens, centrifuguojama >10 000 rpm
~1 min. Gautame tirpale gaunama iSgryninta DNR. Gautos DNR koncentracija matuojama

Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit rinkiniu.
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10) Koncentruotas dazas sumaiSomas su skiedimo buferiu santykiu 1:199 vienai reakcijai
(gaunamas darbinis tirpalas).

11) | koncentracijos matavimui skirta mégintuvélj jpilama 199 ul darbinio tirpalo ir 1 pl DNR
tirpalo. Viskas sumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje, tamsoje apie 2 — 5 min.

12) Koncentracija matuojama su fluorimetru.

2.2.2.2. Bibliotekos ruosSimas

Biblioteka ruoSiama naudojant Invitrogen™ Collibri™ ES DNA Library Prep Kit for
[llumina™ rinkinj.

1) Saldomame stovelyje ruo$iamas DNR fragmentacijos tirpalas: 25 ul 10mM Tris-HCI (pH

7,5 - 8,5), 5 ul ,,10X Fragmentation and dA-tailing* buferinio tirpalo (mélynas) ir 10 ul

DNR. Tirpalas sumaiSomas ir trumpai nucentrifuguojamas. Gaunamas Sviesiai mélynas

tirpalas. | gautg tirpalg pridedama 10 pl fermento ,,5X Fragmentation and dA-tailing

Enzyme Mix* (skaidrus). Tirpalas gerai sumaiSomas ir trumpai nucentrifuguojamas ir toliau
laikomas Saldomame stovelyje.

2) Fragmentacija atliekama termocikleryje, detalus temperatiirinis rezimas nurodytas 2.3

lenteléje.

2.3 lentelé. Fragmentacijos temperatiirinis rezimas.

Zingsnis Temperatiira Trukmé
Saldymas 4°C 3 min.
Fragmentacija 37°C 30 min.
dA-uodegos formavimas 65 °C 10 min.
Inkubacija 4°C 0

3) Prie fragmentuotos DNR liguojami dvigubi indeksai-adapteriai (Collibri™ Dual-Indexed
indeksy plokstelé): reakcijai naudojama 10 ul dvigubo indekso-adapterio (geltonas tirpalas)
ir 50 pl fragmentuotos-dA uodegos DNR meéginio (gaunamas Zalias tirpalas). | gauta miSinj
pridedama 10 pl ,,7X Ligation Master Mix*“ (raudonas tirpalas), viskas sumaiSoma, gautas
(violetinis) tirpalas inkubuojamas termocikleryje be dang¢io 20 °C temperatiroje 30 min.

2.2.2.3. DNR valymas ir bibliotekos fragmenty ilgio parinkimas

Procediiros metu 1§ prie DNR adapterio prijungto meéginio paSalinami mazesni ir ilgesni
bibliotekos fragmentai, kad bty sukurta norimo fragmento ilgio biblioteka, Siuo atveju procediira

aprasyta siekiant gauti 350 bp ilgio bibliotekos fragmentus.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Indeksuotas DNR méginys (70 puL) sumaiSomas su 60 pL magnetiniy daleliy tirpalu ,,DNA

Cleanup Beads®. Tirpalas sumaiSomas ir inkubuojamas ~5 min. kambario temperatiiroje.

Meégintuvéliai jdedami | magnetinj stovelj ir laikomi ~2 min. arba kol susiformuos nuosédy
granulé.
Laikant mégintuveélius magnetiniame stovelyje, pipete atsargiai pilnai paSalinamas

supernatantas. Ipilama 200 ul plovimo buferio (i§ anksto sumaiSyto su etanoliu), tada
inkubuojama ~30 s. kambario temperatiiroje. Negalima suspenduoti magnetiniy granuliy
plovimo buferyje. Naudojantis pipete pasSalinamas supernatantas. Plovimo etapas
pakartojamas dar karta.

Kad pasalinti likusj etanolj, mégintuvéliai trumpai centrifuguojami ir vél jdedami atgal |
magnetinj stovelj, tada atsargiai pipete paSalinamas likgs supernatantas, nepazeidziant

nuosédy granulés.

Laikant mégintuvélius magnetiniame stovelyje, magnetinés nuosédy granulés dZiovinamos
ore ~2 min. kambario temperattroje arba tol, kol ant mégintuvélio sieneliy neliks etanolio
laseliy.

Meégintuveliai i§imami 1§ magnetinio stovelio, jpilama 105 pl eliucijos buferio, tada

suspensija gerai sumaiSoma ir inkubuojama ~1 min. kambario temperatiiroje.

Meégintuvéliai jdedami | magnetinj stovelj ~2 minutéms arba tol, kol susiformuos nuosédy
granulé. NeiSimant mégintuveliy 1§ magnetinio stovelio, paimama 100 pl supernatanto (t. y.
eliuato) ir perkeliama i naujg 1,5 ml mégintuvelj.

I gauta eliuatg jpilama 45 ul ,,DNA Cleanup Beads” ir maiSoma, kol gausis vienalyté
suspensija. Tirpalas inkubuojamas ~5 min. kambario temperatiiroje.

Meégintuveliai jdedami | magnetin} stovel] ~2 min. arba tol, kol susiformuos nuosédy
granul¢. Laikant mégintuvélius magnetiniame stovelyje, visas supernatantas atsargiai

nusiurbiamas ir perkeliamas j §vary mégintuvélj.

10) I gautg eliuatg jpilama 20 ul ,,DNA Cleanup Beads* ir maiSoma, kol gausis vienalyté

suspensija. Méginiai inkubuojami ~5 min. kambario temperatiiroje.

11) Mégintuvéliai jdedami j magnetinj stovelj ir laikomi ~2 min. arba kol susiformuos nuosédy

granul¢. Laikant mégintuvélius magnetiniame stovelyje, pipete atsargiai paSalinamas

supernatantas.

12) Laikant reakcijos mégintuvélius magnetiniame stovelyje, jpilama 200 ul plovimo buferio

(18 anksto sumaiSyto su etanoliu), inkubuojama ~30 s. kambario temperatiiroje. Naudojantis

pipete pasalinamas supernatantas. Plovimo etapas pakartojamas dar karta.
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13) Kad pasalinti likusj etanolj, mégintuvéliai trumpai centrifuguojami ir vél jdedami atgal j

magnetin] stovelj, tada atsargiai pipete paSalinamas likgs supernatantas, nepazeidziant

nuosédy granulés.

14) Laikant mégintuvélius magnetiniame stovelyje, magnetinés nuosédy granulés dZziovinamos

ore ~1 min. kambario temperatiiroje arba tol, kol ant mégintuvélio sieneliy neliks etanolio

laseliy. Neinkubuoti ilgiau nei 5 min., nes taip sumazinamas eliucijos efektyvumas.

15) Mégintuvéliai iSimami i§ magnetinio stovelio, jpilama 25 pl eliucijos buferio, tada

suspensija gerai sumaiSoma ir inkubuojama ~1 min. kambario temperatiiroje.

16) Meégintuvéliai jdedami j magnetinj stovelj] ~2 minutéms arba tol, kol susiformuos nuosédy

1)

2)

granulé. NeiSimant mégintuvéliy i§ magnetinio stovelio nusiurbiama 22 — 23 ul supernatanto
ir perkeliama j naujg mégintuvélj.

2.2.2.4. Bibliotekos PGR amplifikacija ir valymas
Naujuose PGR mégintuvéliuose ruosiamas indeksuotos ir su adapteriais liguotos DNR ir
amplifikacijos komponenty miSinys: 20 ul DNR biblioteka (skaidrus tirpalas), 25 ul ,,2X
Library Amplification Master Mix* (mélynas tirpalas), 5 ul ,,Primer Mix* (geltonas
tirpalas), viskas sumaiSoma, gaunamas Zalias tirpalas.

Amplifikacija vykdoma termocikleryje, temperatiirinis reZimas pateiktas 2.4 lenteléje.

2.4 lentelé. Amplifikacijos temperatirinis reZimas.

Zingsnis Cikly skaicius Temperatiira Trukmé
Fermento aktyvacija 1 98 °C 30s
Denatiiracija 98 °C 15s
Pradmeny prikibimas 7 60 °C 30s
Elongacija 72°C 30s
Elongacija 1 72°C 1 min.
Saldymas 1 4°C o0
3) Amplifikuotos DNR bibliotekos méginys (50 pl) sumaiSomas su 40 pl magnetiniy daleliy

4)

5)

tirpalu ,,DNA Cleanup Beads* ir inkubuojama ~5 min. kambario temperattiroje. Nelaikyti
ilgiau nei 5 min., nes tai gali sumaZinti iSeigg.

Mégintuvélis idedamas | magnetinj stovelj ir laikomi ~2 min. arba kol susiformuos nuosédy
granulé. Laikant mégintuvelius magnetiniame stovelyje, pipete atsargiai paSalinamas
supernatantas.

Mégintuvélis iSimamas 1§ magnetinio stovelio ir pridedama 50 pl eliucijos buferio, gerai
sumaiSoma ir inkubuojama ~1 min. kambario temperatiiroje. | ta pati mégintuvélj ipilama
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50 ul magnetiniy daleliy tirpalo ,,DNA Cleanup Beads®, sumaiSoma, ir inkubuojama ~5 min.

kambario temperattiroje.

6) Meégintuvéliai jdedami | magnetinj stovelj ir laikomi ~2 min. arba kol susiformuos nuosédy
granulé. Laikant meégintuvélius magnetiniame stovelyje, pipete atsargiai paSalinamas

supernatantas.

7) Laikant reakcijos mégintuvélius magnetiniame stovelyje, jpilama 200 pl plovimo buferio (i$
anksto sumaiSyto su etanoliu), inkubuojama ~30 s. kambario temperatiiroje. Naudojantis

pipete paSalinamas supernatantas. Plovimo etapas pakartojamas dar kartg.

8) Kad pasalinti likusj etanolj, mégintuvéliai trumpai centrifuguojami ir vél jdedami atgal j
magnetinj stovelj, tada atsargiai pipete paSalinamas likgs supernatantas, nepazeidziant

nuosédy granulés.

9) Laikant mégintuvélius magnetiniame stovelyje, magnetinés nuosédy granulés dziovinamos
ore ~1 min. kambario temperatiiroje arba tol, kol ant mégintuvélio sieneliy neliks etanolio

laSeliy. Neinkubuoti ilgiau nei 5 min., nes taip sumazinamas eliucijos efektyvumas.

10) Mégintuvéliai iSimami i§ magnetinio stovelio, jpilama 25 ul eliucijos buferio, suspensija
geral sumaiSoma ir inkubuojama ~1 min. kambario temperatiiroje. Mégintuvéeliai jdedami |
magnetin] stovel] ~2 minutéms arba tol, kol susiformuos nuosédy granulé. NeiSimant
mégintuvéliy i§ magnetinio stovelio nusiurbiama 22 — 23 ul supernatanto ir perkeliama |
naujg mégintuvelj.

11) Gautos bibliotekos DNR koncentracija matuojama Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit
rinkiniu. Koncentruotas dazas sumaiSomas su skiedimo buferiu santykiu 1:199 vienai
reakcijai (gaunamas darbinis tirpalas).

12) ] koncentracijos matavimui skirtg mégintuvélj jpilama 199 ul darbinio tirpalo ir 1 ul DNR
tirpalo. Viskas sumaiSoma ir inkubuojama kambario temperatiiroje, tamsoje apie 2 — 5 min.

13) Koncentracija matuojama su fluorimetru.

2.2.2.5. Bibliotekos koncentracijos nustatymas RL-PGR

Bibliotekos koncentracijos nustatymui ir skiedimui naudojamas Invitrogen™ Colibri™
Library Quantification Kit rinkinys.

1) Bibliotekos skiedziamos santykiu 1:10 000 ir 1:100 000. Taip pat galima naudoti kitus

skiedimus, taciau analizuojant duomenis yra svarbu, kad bent vienas skiedimo taSkas atitikty

Collibri™ DNA standarty diapazong (20 — 0,0002 pM).
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2) Ruos$iamas pradinis bibliotekos méginio skiedimas santykiu 1:100. ] mégintuvélj jpilama
2 ul bibliotekos ir 198 pl Collibri™ skiedimo buferio. Tirpalas gerai sumaiSomas ir trumpai
nucentrifuguojamas.

3) RuoSiamas 1:10 000 skiedimas: jpilama 2 pl 1:100 skiedimo (i§ 2 zingsnio) ir 198 ul
Collibri™ gkiedimo buferio. Tirpalas gerai sumaiSomas ir trumpai nucentrifuguojamas.

4) Ruos$iamas 1:100 000 skiedimas: jpilama 10 pl 1:10 000 skiedimo (i§ 3 zingsnio) ir 90 pl
Collibri™ skiedimo buferio. Tirpalas gerai sumaiSomas ir trumpai nucentrifuguojamas.

5) PGR reakcijai naudojami skiedimai 1:10 000 ir 1:100 000.

6) Ruosiamas PGR miSinys: kiekvienai reakcijai imama 16 ul Collibri™ Quantification Master
Mix (melynas tirpalas) ir 4 pl meéginio/DNR standarto po tris pakartojimus. RL-PGR

temperatirinis rézimas pateiktas 2.5 lenteléje.

2.5 lentelé. RL-PGR temperatiirinis rezimas.

Zingsnis Cikly skaicius Temperatiira Trukmé
Pradiné denaturracija 1 95°C 2 min.
Denatiiracija 95°C 30s
35
Pradmeny prikibimas/DNR sintezé 60 °C 45

7) Gauta koncentracija perskai¢iuojama j nM jvertinant bibliotekos ilgj ir naudotg skiedima:
a. Meéginys A (1:10000) = (Quantity Mean) pMx10000x(387/350)x10*= koncentracija
nM
b. Méginys A (1:100000) = (Quantity Mean) pMx100000x(387/350)x10=
koncentracija nM
8) Biblioteka dejonizuotu vandeniu skiedziama iki 4 nM. Praskiesta biblioteka denattiruojama
sumaiSant 5 pl 0,2N NaOH tirpalo ir 5 pl bibliotekos tirpalo. Gautas tirpalas sumaiSoma
pipete arba purtykle ir nucentrifuguojamas. Tirpalas inkubuojamas kambario temperatiiroje
~5 min. Po inkubacijos ] tirpalg pridedama 990 ul HT1 buferio ir gerai sumaiSoma.
9) Paruostos bibliotekos sekoskaita atliekama su Illumina MiSeq analizatoriumi. ] MiSeq
sekoskaitos kasete jpilama 600 pl galutinio tirpalo.

2.2.3. Analizé bioinformatikos jrankiais

Po sekoskaitos vienam kamienui gaunami 2 failai: R1 ir R2. Gauti duomenys analizuojami

naudojant Sias platformas ir jrankius:

1) Galaxy (Sciensano) arba Galaxy (ARIES):

24




a. Seky kokybés patikra su FastQC. Tolimesnei analizei atrenkamos tik aukstos
kokybés sekos. Kokybés patikros analizés pavyzdys pateiktas 3 priede.

b. Adapteriy ir Zemos kokybés seky pasalinimas su Trimmomatic.

c. Genomo regiony surinkimas su Assembly SPAdes.

d. STEC pipeline 1.0 (tik Galaxy Sciensano) — atlicka auk$¢iau paminétas
funkcijas, virulentiSkumo geny, serotipo, atsparumo antibiotikams analize.

2) Center for Genomic Epidemiology (Nacionalinio maisto instituto ir Danijos technikos
universiteto analizés sistema)

a. ResFinder 4.5.0 — atsparumo antibiotikams geny nustatymas.

b. VirulenceFinder 2.0 — virulentiskumo geny nustatytamas.

c. SerotypeFinder 2.0 — serotipo nustatymas pagal O ir H antigenus.

Sios analizés buvo atliktos standartiniais parametrais: sekos panasumas 90 % ir minimalus
geny ilgio persidengimas 60 %. Sie parametrai taikytis visiems analizés jrankiams. Serotipo bei
atsparumo antibiotikams geny buvimas patvirtinamas tuo atveju, kai nustatytas seky panaSumas ir
persidengimas > 90 %. VirulentiSkumo geny buvimas patvirtinamas tuo atveju, kai nustatytas seky

panasumas ir persidengimas > 98 %.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. STEC jautienoje ir jos gaminiuose 2020 — 2024 m.

NMVRVI Molekulinés biologijos ir GMO tyrimy skyriuje atliekant rutininius STEC
identifikavimo maisto produktuose tyrimus, 2020 — 2024 metais i§ viso nustatyta 40 maisto
tarSos STEC bakterijomis atvejy. Visi i§ jy nustatyti jautienoje ir jos gaminiuose (3.1 pav).
Remiantis Airijos sveikatos centro duomenimis, STEC dazniau aptinkama smulkintoje
jautienoje nei jautienos skerdenoje (Health Protection Surveillance Centre (HPSC), 2005).
Siame darbe taip pat pastebéta tokia tendencija, didZiausia tarSa nustatyta $aldytos jautienos
gaminiuose (smulkinta jautiena mésainiams), STEC aptikta 29 produktuose. Kitose maisto

grupése nustatyta Zymiai maziau STEC atvejy (3 — 4).

30 1

25

20
; »n
€ -4 >
> c £
") € E
< 15+ © fu]
K<) o =
X 7]
3 o
© c @© c
c [ < 2
[ = 2 =
10 = E] = =
= © 3 )
© = © ”
8 » = »n
8 9 s =
N N > >
Q9 9 S S
5+ > S © ©
N >‘l >N 1]

0 -

Maisto grupé

3.1 pav. Teigiamy STEC atvejy pasiskirstymas pagal maisto grupe.

Atliekant patogeno izoliacijg pagal ISO/TS 13136:2012 standartg, gautos 28 STEC bakterijy
kulttiros, tai sudaro 70 % bendro teigiamy meéginiy kiekio. Nepavykusig izoliacijg gali lemti maisto
produktuose esantis per mazas bakterijy kiekis arba jos buvo negyvybingos dé¢l apdorojimo metu
taikyty salygy (Rivas et al., 2015). Taip pat yra jrodyta, kad jautienos ar jos produkto uzSaldymas
nedaro tiesioginés jtakos izoliacijai, kai kurie STEC kamienai gali iSgyventi Zemoje temperatiiroje
kelis ménesius (Castro et al., 2017). Didzioji dalis STEC tarSos atvejy aptikta Saldytoje jautienoje

(ar jos gaminiuose), o atliekant patogeno izoliacija gautos 24 STEC kultiiros.
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Toliau darbe pateikta 20 kamieny, kuriems suteikti pavadinimai GSO01 — 20, analizé.
Analizuojami tik tie kamienai, kuriy sekoskaitos metu gautos sekos atitinka kokybés patikros

(FastQC) keliamus reikalavimus.

3.2. Siga toksino tipai ir potipiai
STEC kamienai gali iSskirti Stx1, Stx2 arba abiejy tipy toksinus (Etcheverria and Padola,
2013). Siame darbe Siga toksino tipas buvo nustatomas atliekant RL-PGR, 0 toksino potipis
nustatytas atlickant tikslesn¢ analize pagal sekoskaitos duomenis. RL-PGR metodu nustatyta, kad 1
tipo toksinas (Stx1) aptiktas 60 % (n = 12) kamieny, 2 tipo toksinas (Stx2) aptiktas 90 % (n = 18)
kamieny, o 50 % (n = 10) visy kamieny i$skiria abu toksino tipus (Stx1 ir Stx2) (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Kamienuose aptikti Siga toksinai ir jy potipiai

. Siga toksino tipas/potipis
Kamienas RL-PGR Sekoskaita
GS01 stx2 stx2a
GS02 stx2 stx2d
GS03 stx1 stxla
GS04 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS05 Stx2 Stx2c
GS06 stx1 stxla
GS07 stx2 stx2d
GS08 Stx2 stx2d
GS09 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS10 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS11 stx2 stx2a
GS12 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS13 stx1, stx2 stx1a, stx2d
GS14 stx2 stx2f
GS15 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS16 stx1, stx2 stxla, stx2a
GS17 Stx2 stx2e
GS18 stx1, stx2 stxlc, stx2b
GS19 stx1, stx2 stxla, stx2c
GS20 stx1, stx2 stxla, stx2c

Siga toksino potipio nustatymui panaudotas Galaxy platformos jrankis STEC pipeline 1.0,
identifikuoti 2 Stx1 potipiai (a ir c), bei 6 Stx2 potipiai (a, b, ¢, d, e, f). RL-PGR metodu nustatytas
toksino tipas sutampa su sekoskaitos duomeny analize. Lyginant Siga toksino geny profilius,
dazniausiai aptikta stxla, stx2a (30 %, n = 10) kombinacija, reciausios kombinacijos: stx2c (5 %,
GSO05); stx2f (5 %, GS14); stx2e (5%, GS17); stxla, stx2d (5 %, GS13); stx1c, stx2b (5 %, GS18).

Nemazai tyrimy aprado sgsaja tarp Siga toksino potipio ir ligos sunkumo. Literatiiroje
teigiama, kad tam tikri abiejy toksiny tipy variantai (Stxla; Stx2a, Stx2c ir Stx2d) yra susij¢ su
sunkiomis zmoniy ligomis (Melton-Celsa, 2014; Travert et al., 2021). Visi keturi paminéti potipiai
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arba jy deriniai daznai aptinkami pacientuose, kuriems infekcija iSsivysté j HUS (Bai et al., 2018;
Niiesch-Inderbinen et al., 2018; Alconcher et al., 2020). Nepaisant to, pastebéta, kad Stx2 zymiai
dazniau siejamas su sunkiy ligy i$sivystymu nei Stx1 (Persson et al., 2007). Vis délto, ne visi Stx2
potipiai pasizymi tokiu pat virulentiSkumu. Stx2a dazniausiai siejamas su sunkiomis ligomis ar
komplikacijomis (Byrne et al., 2020; Ylinen et al., 2020), o PSO jvardija dar vieng pavojingg potipj
— Stx2d, kuris neretai sukelia kraujingg viduriavimg ir HUS (Shiga toxin-producing Escherichia
coli (STEC) and food, 2018). Sie du potipiai pasizymi panasiu virulentiskumu ir didesne rizika
sukelti HUS (Huang et al., 2021). Svarbu paminéti, kad Siame darbe taip pat izoliuoti kamienai,
turintys Stx2a (n = 8) ir Stx2d (n = 4) toksino variantus. Siy kamieny buvimas jautienoje turéty kelti

susiriipinima, nes jie potencialiai galéty sukelti rimtus sveikatos sutrikimus.

3.3. Kamieny serotipai
STEC kamieny serogrupiy nustatymui taikytas RL-PGR, nustatytos 6 serogrupés: 026
(n=1), 045 (n =1), 0111 (n = 4), 0113 (n = 1), 0128 (n = 1), 0157 (n = 3), likusiems kamienams
serogrupés nustatyti nepavyko. Panaudojant Galaxy platformos jrankj STEC pipeline 1.0, galima
identifikuoti ne tik serogrupe, bet ir serotipa (pagal O ir H antigenus). Nustatyty serotipy jvairoveé
pateikta 3.2 paveiksle.

0111:H8 . Tipiniai serotipai
. Netipiniai serotipai

0O157:H7

026:H11

045:H2

0148:H8

O113:H4

0128:H2

Serotipas

09:H30

020:H8

083:H42

0O87:H8

0101:H18

0168:H10

Daznis
3.2 pav. Nustatyty serotipy jvairove.

RL-PGR metodu nustatytos serogrupés sutampa su sekoskaitos domeny analize. Siame darbe
1zoliuotiems STEC kamienams budinga 13 serotipy, 1S jy 4 (30,8 %) tipiniai ir 9 (69,2 %) netipiniai
serotipai. Tipiniams serotipams priskiriama O157:H7 bei ,,didZiojo SeSeto grupé* (026, 045, 0103,
0111, 0121, 0145). Sios $esios serogrupés turi epidemiologine svarbg JAV ir visame pasaulyje, nes
kasmet sukelia daugybe per maistg plintanciy protriikiy (Hines et al., 2017; Scavia et al., 2018).
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Sio tyrimo metu aptikti 3 daZniausi serotipai: 0111:H8 (n = 4), 0148: H8 (n = 4) ir O157:H7
(n = 3), Sie kamienai daZniausiai izoliuojami i§ galvijy ar jautienos ir kitose Salyse (Pranciizija,
Brazilija ir kt.) (Espié et al., 2006; Tristao et al., 2007; Bibbal et al., 2015). Dazniausiai su HUS
siejamas O157:H7 serotipas, tac¢iau ir O111:H8 gali sukelti HUS — Japonijoje $io serotipo kamienas
izoliuotas i§ HUS serganCio paciento ir buvo atsakingas uz didelj protrikj, susijusj su Zzalios

jautienos vartojimu (Sekizuka et al., 2019).

Nepriklausomai nuo kamieno serotipo, Siga toksino profilis gali skirtis (3.3 pav.). 0111:H8
serotipas budingas 4 kamienams (GS09 — GS11, GS16), kurie turi skirtingas Siga toksino
kombinacijas: GS09, GS10 ir GS16 budingi stxla, stx2a genai, 0 GS11 kamienui — stx2a. Trims
kamienams nustatytas O148:H8 serotipas, taciau jiems buidingi skirtingi Siga toksino potipiai, Stx2a
(GS01), Stx2d (GS02), Stx2d (GS08). O157:H7 serotipas budingas 3 kamienams (GS15, GS19,
GS20), jie visi i§skiria abiejy tipy Siga toksina, tik skiriasi Stx2 toksino potipiai (a arba c).

Siga toksino potipiai
35 stx1a,stx2d
B six1c,stx2b
stx1a,stx2c
B stx1a,stx2a
stx2f
254 B stxe

stx2d
1
) Ill I
0 B

stx2c
stx2a

&x&&®®&x&® N
3 oq@ o SIS NPrUaIRs &

Daznis
N

B six1a
Oo.)
& F TV g

Serotipas
3.3 pav. Stx pasiskirstymas pagal serotipa.

2022 m. ECDC paskelbtoje kasmetinéje epidemiologin¢je ataskaitoje teigiama, kad su
protriikiais siejamos STEC 026, 0104, O111, O113, 0145, O157 ir O178 serogrupés (“STEC
infection Annual Epidemiological Report 2022,” 2022). Didzigja dali infekcijy sukélé tipiniai
serotipai, taciau su protrukiais siejami ir netipiniai O178 serogrupés STEC kamienai. Lyginant
Siame darbe gautus rezultatus su Europos statistika, galima daryti i§vada, kad dalis izoliuoty

kamieny priklauso dazniausiai infekcijas sukelian¢iy STEC kamieny grupei.
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3.4. VirulentiSkumo genai

Analizuojant izoliatus su VirulenceFinder 2.0 (CGE) jrankiu nustatyta 40 virulentiSkumo geny
(nejskaitant stx geny). Sie genai buvo aptikti skirtingais daZniais ir deriniais (3.4 pav.), kuriy
viename genome buvo nuo 6 iki 25 virulentiSkumo geny. Aptiktus genus, remiantis jy funkcijomis,
galima grupuoti ] kelias kategorijas: adhezinai (fdeC, csgA, eae-beta, eae-gamma, eae-theta, efal,
fimH, yehA, yehB, yehC, yehD, iha, IpfA, papC, tir), toksinai (astA, cea, colE2, colE2-like, colES,
ehxA, estap-Stal, hlyE, subA), sekrecijos sistemos efektoriai (espA, espB, espF, espl, espY2, espJ,
espP), protektinai/atsparumas serumui (iss, kpsMII, ompT, traT), ne-LEE efektoriai (cif, nleA, nleB,

nleC) ir glutamato dekarboksilazé (gad).

VirulentiSkumo genai
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3.4 pav. Izoliuoty kamieny virulentiSkumo profiliai. Dendrograma pagrijsta tirty virulentiSkumo geny buvimu
(juodais kvadratais) arba nebuvimu.

Dazniausiai aptikti genai yra fimH (1 tipo fimbrija) ir hlyE (hemolizinas E), esantys visuose
20 analizuojamy genomy. Genas gad aptiktas 95 % (19/20) genomy, 0 jo koduojamas baltymas yra
atsakingas uZ bakterijy atsparumg riigitinéms salygoms. Sis baltymas ypa¢ svarbus per maista
plintantiems patogenams, jskaitant ir STEC (Saint Martin et al., 2023). Keletas geny budingi tik
pavieniams kamienams: kpsMIl (GS07), subA (GS18), estap-Stal (GS17), ir colE2-like (GS18).
Genas kpsMIl koduoja polisialo ragsties (PSA) transportavimo baltymg, kuris yra bakterijoms
biidingos PSA kapsulés dalis. Si kapsulé imituoja Zinduoliy lasteléms biadinga PSA struktiira o tai
bakterijoms leidzia iSvengti Seimininko imuninés sistemos apsaugos (Lin et al., 2016; Hu et al.,
2023). Genai subA ir estap-Stal priskiriami toksiny kategorijai, SUbDA koduoja subtilazés
citotoksing, o estap-Stal koduoja karstyje stabily enterotoksing (ST). Subtilazés citotoksinas daznai
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budingas kamienams, neturintiems intimino geno. Pirmg kartg subA aptiktas STEC O113:H21
izoliate, taCiau neretai aptinkamas ir kitose padermése, pvz., O128:H2 (Michelacci et al., 2013;
Sanchez et al., 2012). Sis serotipas paprastai yra izoliuojamas i§ aviy ir elniy, o zmonéms gali
sukelti HUS (Sanchez et al., 2012). Sio tyrimo metu jautienoje izoliuotas O128:H2 kamienas
(GS18), kuriam ir budingas subtilazés citotoksinas. Karstyje stabilus enterotoksinas (estap-Stal)
jprastai yra budingas enterotoksigeninei E. coli (ETEC). Literatiiroje yra aprasyti keli atvejai, kai
aptinkami ETEC kamienai, i$skiriantys ne tik enterotoksina, bet ir Siga toksing, tokie kamienai
laikomi ETEC/STEC hibridais (Bai et al., 2018; Hu et al., 2023; Lee et al., 2023). Vieng i$
analizuoty kamieny (GS17, O9:H30) galima jvardinti kaip hibridinj STEC/ETEC kamieng, nes jam

bidingas tiek Siga toksinas (stx2e), tiek karstyje stabilus enterotoksinas.

Be jau paminéty toksiny, izoliuotiems kamienams biidingi ir su bakteriociny produkcija susij¢
genai (cea, colE2, colE2-like, colE8). Koliciny (E1, E2, panasaus j E2, E8) produkcija nustatyta
45 % kamieny. Kolicinai yra koduojami plazmidése, jvairios Escherichia coli padermés juos
iSskiria esant stresinéms sglygoms (Sharma et al., 2013). Literatiiroje aprasomas ne tik STEC
gebéjimas produkuoti kolicinus, bet tam tikri kamienai gali buti jautriis Siy toksiny poveikiui.
Kadangi, yra priestaringy duomeny apie STEC infekcijy gydymo antibiotikais veiksminguma,
bakteriocinai galéty buti kaip alternatyva kovojant su STEC bakterijy sukeliamomis ligomis (Jordi
et al., 2001; Askari and Ghanbarpour, 2019).

Intimino genas eae aptiktas 9 izoliatuose, kurie priklauso serotipams O026:H11 (n = 1),
045:H2 (n=1), O111:H8 (n = 4), O157:H7 (n = 3). Intiminas yra vienas i§ LEE efektoriy ir yra
reikalingas bakterijy adhezijai bei sukelia AE pazeidimus. Nors eae yra vienas ryskiausiy
virulentiSkumo veiksniy, prisidedanciy prie patogenezés, STEC kamienams budingi ir Kkiti
virulentiSkumo genai, kurie gali sustiprinti jy patogeniSkumg, pvz., enterohemolizinas (ehxA)
(Baschera et al., 2019). Sis genas budingas 5 (GS12, GS15, GS18 — GS12) kamienams. Be to,
kamienai, kuriems budinga stx2, eae ir ehxA kombinacija, daznai sicjama su sunkia ligos forma
(Diaz et al.,, 2021). Tokia virulentiSkumo geny kombinacija aptikta GS12 (0O26:H11), GS15
(O157:H7), GS19 (0157:H7) ir GS20 (0O157:H7) kamienuose.

LEE lokuse koduojamas ne tik intiminas, bet ir Esp baltymai, kurie yra i$skiriami per III tipo
sekrecijos sistema ir yra biitini AE paZeidimams susidaryti (Sekiya et al., 2001). Siame darbe
izoliuotiems kamienams taip pat biidingi Esp baltymus koduojantys genai (espA, espB, espF, espJ,
espY2), jie aptikti 15 — 45 % izoliaty. EspA baltymg koduojantis genas aptiktas 45 % kamieny.
EspA yra struktiirinis baltymas, kuris dalyvauja formuojant j piles panaSias strukttiras. Tokios
struktiiros yra biitinos ankstyvam bakterijy prisijungimui prie epitelio lasteliy ir veikia kaip kanalas
bakterijy efektoriy perkélimui j Seimininko Igstelg (Sekiya et al., 2001; Li et al., 2021).
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Be LEE koduojamy efektoriy, literatiiroje yra aprasyta keletas ne LEE koduojamy efektoriy,
esanciy su fagais susijusiuose elementuose. Vienas i§ jy, ne LEE koduojamas efektorius A (NleA),
yra pladiai paplites tarp patogeniniy E. coli (Schwidder et al., 2011). Sio tyrimo metu izoliuoti 8
kamienai, turintys $§j nleA virulentiSkumo geng. Be nleA, aptikti dar 2 $iai grupei priskiriami
efektoriai: nleB (n = 9) ir nleC (n = 9). Visy trijy geny kombinacija bidinga GS9 — GS12, GS15,
GS16, GS19, GS20 kamienams, GS14 kamienas turi nleB, nleC, bet neturi nleA. Ne LEE efektoriai
pazeidzia jvairius lastelés Seimininkés procesus, jskaitant: baltymy eksporto i§ endoplazminio tinklo

slopinimg (NleA), prieSuzdegiminiy signaly slopinimg (NleB, NleC) (Salvador et al., 2014).

3.5. Atsparumas antibiotikams

Siekiant identifikuoti kamieny atsparumga antibiotikams buvo panaudotas ResFinder (Galaxy
platforma, STEC pipeline 1.0) irankis. Nustatyta, kad 55 % kamieny yra atspariis bent vienam
antibiotikui, kamieny atsparumo antibiotikams profiliai pateikti 3.2 lenteléje. Atsparumas nustatytas
9 skirtingoms antibiotiky klaséms: B-laktamams (ampS, blaACT-9, blaDHA-17, blaTEM-1B),
aminoglikozidams (aadAl, aadA2, aac(6')-lc, aph(3)-la, aph(3")-lb, ant(3")-la, aph(6)-1d),
chinolonams (gnrD1), tetraciklinui (tet(A), tet(E), tet(J), tet(59)), amfenikoliams (cat, catA2, smlAl,
floR), makrolidams (mph(B)), sulfonamidams (sull, sul2, sul3), antifoliatams (dfrAl, dfrA12, dfrA8)
bei fosfomicinui (fosA).

3.2 lentelé. Kamieny atsparumas antibiotikams. B-laktaminiai antibiotikai (ampS, blaACT-9, blaDHA-
17, blaTEM-1B); aminoglikozidai (aadAl, aadA2, aac(6')-1Ic, aph(3")-la, aph(3")-1b, ant(3")-1a, aph(6)-1d);
chinolonai (gnrD1); tetraciklinas (tet(A), tet(E), tet(J), tet(59)); sulfonamidai (sull, sul2, sul3);

chloramfenikolis (amfenikoliams (cat, catA2, smlAl, floR); trimetoprimas (dfrAl, dfrAl12, dfrA8),
fosfomicinas (fosA).

Kamienas | Serotipas Atsparumo antibiotikams profilis
GS01 0148:H8 ampsS, blaDHA-17, catA2, dfrAl (4)
GS02 0148:H8 —
GS03 0168:H10 blaACT-9, fosA (2)
GS04 0101:H18 aph(3")-Ib, aph(6)-1d (2)
GS05 087:H8 aadAl, cat, dfrAl, tet(59), tet(J) (5)
GS06 020:H8 aac(6"-Ic, cat, dfrAl, fosA, gnrD1, tet(E), tet(J) (7)

GS07 | 083:H42 | ant(3")-la, aph(3)-Ia, blaTEM-1B, cmlAL, dfrA12, floR, sul2, sul3, tet(A) (9)

GS08 0148:H8 —
GS09 0111:H8 aadAz2, aph(3")-1b, aph(3')-la, aphf(ft)(:g\(;,(i):)e;TEM-lB, cmlAl, dfrA8, sul2, sul3,

GS10 0111:H8 aadAl, aph(3")-1b, aph(6)-1d, blaTEM-1B, mph(B), sull, sul2, tet(A) 6 (8)

GS11 0O111:H8

GS12 | 026:H11 aph(3")-1b, aph(6)-1d, sul2_2 (3)
GS13 | O113:H4 -

GS14 045:H2 —

GS15 0157:H7 —
GS16 0111:H8 aadAl, aph(3")-1b, aph(3')-la, aph(6)-1d, blaTEM, cmlAl, dfrA8, sul2, sul3,
tet(A) (10)

GS17 09:H30 aadAl (1)
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3.2 lentelés tesinys. Kamieny atsparumas antibiotikams. B-laktaminiai antibiotikai (ampS, blaACT-9,
blaDHA-17, blaTEM-1B); aminoglikozidai (aadAl, aadA2, aac(6")-Ic, aph(3')-la, aph(3")-lb, ant(3")-la,
aph(6)-1d); chinolonai (gnrD1); tetraciklinas (tet(A), tet(E), tet(J), tet(59)); sulfonamidai (sull, sul2, sul3);
chloramfenikolis (amfenikoliams (cat, catA2, smlAl, floR); trimetoprimas (dfrAl, dfrAl2, dfrA8),
fosfomicinas (fosA).

GS18 0128:H2 —
GS19 0157:H7 -
GS20 0157:H7 -

0111:H8 serotipo kamienams (GS09, GS10, GS16) budingas panasus atsparumo profilis. Sie
izoliatai turi nuo 8 iki 10 geny, i§ kuriy 5 budingi visiems trims. GS09 ir GS16 profiliai yra beveik
identiSki, skiriasi tik vienu genu, atsakingu uz atsparumg aminoglikozidams (aadA2 (GS09); aadAl
(GS16)). GSO07 izoliate taip pat nustatytas didelis atsparumo determinanciy skaicius (10), Sis

kamienas pasizymi atsparumu 6 antibiotiky klaséms. Kamieny atsparumo pasiskirstymas pagal

Antibiotiky klasés
Fosfomicinas
B Antifoliatai

Sulfonamidai
B Vakrolidai
Amfenikoliai
B wetracikiinai
Chinolonai
[ Aminoglikozidai

Beta-laktamai

klases pateiktas 3.5 paveiksle.

Kamienai

3.5 pav. Kamieny atsparumas jvairiy klasiy antibiotikams.

Atliekant tyrimo metu gauty duomeny analiz¢ pastebéta, kad izoliatai didziausiu atsparumu
pasizymi aminoglikozidy (n = 9) klasés antibiotikams. MaZiausias atsparumas nustatytas chinolony
ir makrolidy klasés antibiotikams. GS06 izoliate aptikta determinant¢ gnrD1, atsakinga uz
atsparumg chinolonams, o GS10 kamiene — mph(B) genas, kuris lemia atsparuma eritromicinuli,

josamicinui, tilozinui ir spiramicinui (Achard et al., 2008).
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Atsparumas antimikrobinéms medziagoms kelia didele grésme zmoniy ir gyviiny sveikatai.
Ty paciy klasiy antibiotikai, pavyzdziui, B-laktamai, aminoglikozidai, makrolidai, chinolonai,
tetraciklinai, naudojami ne tik zmoniy medicinoje, bet ir gyvulininkystéje. D¢l Sios priezasties
gyvinai yra antibiotikams atspariy bakterijy, kurios gali biiti perduodamos zmonéms, $altinis (Ma
et al., 2021; Ghimpeteanu et al., 2022). Antimikrobiniy medziagy, ypac¢ ty, kurios laikomos itin
svarbiomis Zmoniy medicinoje, naudojimo mazinimas gyvulininkystéje yra viena i§ PSO
sickiamybiy, nes tokiu biidu galima i$saugoti $iy medziagy nauda zmonéms. Strategija yra paremta
didZiausig prioritetg turin¢iy antibiotiky ribojimu gyviny ligoms kontroliuoti. Chinolonai, trecios ir
ketvirtos kartos cefalosporinai, makrolidai/ketolidai bei glikopeptidai yra didZiausio prioriteto
antibiotiky klasés (Collignon et al., 2016). Siame darbe aptiktas kamienas (GSO06), turintis
atsparumg chinolonams, bei kamienas (GS10), kuris pasizymi atsparumu makrolidams. Atsparuma
Siems antibiotikams koduojantys genai gali buti perduodami ir kitoms bakterijy rasims, o tai

padidina rizikg visuomenés sveikatai.
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ISVADOS

a. ISO/TS 13136:2012 aprasytas RL-PGR yra tinkamas metodas identifikuoti STEC
maisto produktuose, jskaitant ir jautieng. Remiantis standartu, galima nustatyti Siga
toksino genus, taciau nustacius tik toksino tipg negalima tiksliai jvertinti kamieno
virulentiSkumo. Sekoskaitos duomeny analizé suteikia tikslesnius rezultatus,
nustatomas ne tik toksino tipas, bet ir potipis, o pagal ji galima jvertinti kamieno
pavojinguma. Sio tyrimo metu nustatyti 8 kamienai, kuriems budingas Stx2a
toksinas — jis yra laikomas toksiSkiausiu bei yra siejamas su sunkiomis ligos
formomis.

b. I1SO/TS 13136:2012 yra pritaikytas tik STEC kamieno serogrupés nustatymui. Sis
metodas yra apribotas turimy reagenty, todél seroguprupé ne visada nustatoma.
Atlikus sekoskaitos duomeny analize galima nustatyti ne tik serogupe, bet ir serotipa.
Analizuojant §io tyrimo metu gautus duomenis, aptikti ne tik tipiniai STEC serotipai
(026:H11, O45:H2, O111:H8, 0113:H4, 0128:H2, O157:H7), bet ir retesni serotipai
(09:H30, 0O20:H8, 083:H42, 087:H8, 0101:H18, 0148:H8, 0168:H10).

2. Atliekant virulentiSkumo geny analize, be Stx geny nustatyta 40 virulentiSkumo geny,
visuose izoliuotuose kamienuose aptikti fimH (padeda prisitvirtinti prie tiksliniy Igsteliy) ir
hlyE (padeda patekti j tikslines lasteles) genai. Sekoskaitos duomeny analizé parodé, kad
STEC kamienams biidingas ne tik Siga toksinas, bet ir kiti toksinai — subtilazés citotoksinas,
kolicinai, karstyje stabilus enterotoksinas.

3. Atsparumas bent vienam antibiotikui aptiktas 11 STEC kamieny. Izoliatams budingas
atsparumas jvairioms antibiotiky klaséms: antifoliatams, sulfonamidams, makrolidams,
amfenikoliams, tetraciklinams, chinolonams, aminoglikozidams, p-laktamams bei
fosfomicinui. Izoliatai didziausiu atsparumu pasizymi aminoglikozidy klasés antibiotikams.
Maziausias atsparumas nustatytas chinolony ir makrolidy klasés antibiotikams. STEC
kamieny atsparumui jtaka gali turéti didelis Siy antimikrobiniy medziagy naudojimas galvijy

ukiuose.
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JAUTIENOJE APTIKTU SIGA TOKSINA ISSKIRIANCIU ESCHERICHIA COLI
IDENTIFIKAVIMAS IR GENOMINE ANALIZE

SANTRAUKA

Siga toksing i$skirianti Escherichia coli (STEC) — vienas daZniausiy per maistg plintandiy
patogeny, kuriam btidinga Stx1 ir/arba Stx2 toksiny sintezé. STEC visame pasaulyje yra siejamos
su ne viena zmoniy liga — nuo lengvo viduriavimo iki hemoraginio kolito (HC), hemolizinio
ureminio sindromo (HUS) ir trombozinés trombocitopeninés purpuros (TTP). Pagrindiniu STEC
Saltiniu laikomi galvijai, o Zmonés dazniausiai uzsikrecia vartojant uzterSta maistg ar vandenj, per
aplinkg ar tiesioginj kontakta su gyviinai. Vienas pagrindiniy zmoniy STEC infekcijos Saltiniy yra

nepakankamai termiSkai apdorota mésa ir mésos produktai, ypa¢ malta jautiena.

Sio tyrimo metu nustatyta 40 jautienos ir jos produkty tarSos STEC bakterijomis atvejy.
Didzioji dalis kamieny izoliuoti i$ Saldytos smulkintos jautienos mésainiams. Atliekant sekoskaitos
duomeny analiz¢ identifikuoti 2 Stx1 potipiai (a ir ¢), bei 6 Stx2 potipiai (a, b, c, d, e, f). Nustatyti 8
kamienai, kuriems biidingas Stx2a toksinas, kuris yra laikomas toksiSkiausiu bei yra siejamas su
sunkiomis ligos formomis. Tirtiems kamienams biidinga serotipy jvairové, aptikti ne tik tipiniai
serotipai (026:H11, O45:H2, O111:H8, O113:H4, 0128:H2, O157:H7), bet ir retesni serotipai
(O9:H30, 0O20:H8, 083:H42, 087:H8, O101:H18, 0148:H8, 0168:H10), dazniausi aptikti 3
serotipai O111:H8, O148: H8 ir O157:H7. Virulentiskumo geny analizé parodé, kad STEC
kamienams budingas ne tik Siga toksinas, bet ir kiti toksinai — subtilazés citotoksinas, kolicinai,
karstyje stabilus enterotoksinas. Taip pat pastebéta, kad izoliatai didziausiu atsparumu pasizymi
aminoglikozidy klasés antibiotikams, 0 maZiausias atsparumas nustatytas chinolony ir makrolidy

klasés antibiotikams.

D¢l savo genetiniy savybiy izoliuoti STEC kamienai kelia pavojy maisto saugai ir visuomengés
sveikatai. STEC kamieny genomo sekoskaita suteikia iSsamiy jZvalgy apie patogeny
virulentiSkumg, atsparumg antibiotikams bei padeda nustatyti protriikiy Saltinj. Viso genomo
sekoskaita (VGS) rekomenduojama taikyti ne tik jprastose visuomenés sveikatos srityse

(klinikiniuose izoliatuose), bet ir maisto tarSos stebéjimo sistemose.
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SUMMARY

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is one of the most common foodborne
pathogens, characterized by the synthesis of Stx1 and/or Stx2 toxins. STEC is associated with
numerous human diseases worldwide, ranging from mild diarrhea to hemorrhagic colitis (HC),
hemolytic uremic syndrome (HUS) and thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). Cattle are
considered the primary source of STEC and humans usually become infected by consuming
contaminated food or water, through the environment or by direct contact with animals. One of the
main sources of STEC infection in humans is undercooked meat and meat products, especially

ground beef.

This study identified 40 cases of beef contamination with STEC bacteria. The majority of the
strains were isolated from frozen minced beef for hamburgers. Analysis of sequencing data
identified 2 Stx1 subtypes (a and c¢) and 6 Stx2 subtypes (a, b, ¢, d, e, f). Eight strains were found to
produce the Stx2a toxin, which is considered the most toxic and is associated with severe forms of
the disease. The analyzed strains exhibited a diversity of serotypes, including not only typical
serotypes (026:H11, 045:H2, O111:H8, O113:H4, 0128:H2, O157:H7), but also uncommon
serotypes (09:H30, O20:H8, 083:H42, 0O87:H8, 0101:H18, 0148:H8, 0168:H10). The most
frequently detected serotypes were O111:H8, 0148: H8 and O157:H7. Analysis of virulence genes
showed that the STEC strains not only produced Shiga toxin but also other toxins such as subtilase
cytotoxin, colicins, and heat-stable enterotoxin. Additionally, it was observed that the isolates
exhibited the highest resistance to aminoglycoside class antibiotics, while the lowest resistance was

found to quinolone and macrolide class antibiotics.

Due to their genetic characteristics, the isolated STEC strains pose a threat to food safety and
public health. Whole-genome sequencing (WGS) of STEC strains provides comprehensive insights
into pathogen virulence, antibiotic resistance, and helps identify outbreak sources. It is
recommended to apply WGS not only in conventional public health areas but also in food

contamination monitoring systems.
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PADEKA

Dékoju Nacionalinio maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo instituto Molekulinés biologijos
ir GMO bei Maisto produkty mikrobiologiniy tyrimy skyriy darbuotojams uz suteikta galimybe
atlikti tyrimus laboratorijose, dékoju uz patarimus ir jvairiapuse¢ pagalba sprendziant iSkilusias

problemas.

NuogirdZiai dékoju savo darbo vadovui dr. Zygimantui Janeliinui uZ kantrybe, vertingas

diskusijas ir pastabas rengiant §j baigiamaji darba.

Noriu iSreiksti nuogirdzig padéka savo darbo konsultantei Gertriidai Seskutei, kurios pagalba
ir palaikymas buvo nejkainojami viso $io kelio metu. A¢ili uz emocinj palaikymg ir ilgus vakarus,
kuriuos praleidome su kibiru kavos automobiliy aiksteléje klausant automobiliy su tiesiu iSmetimu
bei taisant mano darba. Esu nepaprastai dékinga uz Gertriidos bei Zygimanto mentoryste ir u tai,

kad tikéjote manimi kiekviename zingsnyje.

Taip pat noriu padékoti savo draugams, ypac tiems, kurie yra uz tukstanciy kilometry. A¢it uz
palaikymg ir padrasinancius pokalbius. Esu be galo dékinga Patricijai uz vaizdo skambucius,

rupest], uz visus tuos metus, kai kartu mokémeés ir kartu jveikéme visus sunkumus.

Galiausiai noriu padékoti savo téciui Ricardui, mamai Daivai, seséms Giedrei ir Modestai uz
ripesti, palaikyma ir supratinguma visg mano studijavimo laikotarpi. Jisy kantrybé, meilé ir
tik¢jimas manimi yra neiSsenkantis stiprybés Saltinis. Noriu padékoti ir maZzajam Vytautui, kurio
Sypsenos ir §pygutés visada pakeldavo mano nuotaika. Jisy visy begaliné parama yra nepakei¢iama

ir a$ visada biisiu uz tai dékinga.

,,Don't let this darkness fool you
All lights turned off can be turned on

Noah Kahan
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PRIEDAI
1 PRIEDAS

1.1 lentelé. Naudojamy pradmeny ir zondy sekos (seky iSdéstymas: tiesioginis pradmuo, atvirkstinis

pradmuo, zondas).

TeSkomo geno Pradmeny ir zondy sekos
fragmentas

5°-CATTGATCAGGATTTTTCTGG TGA TA -3¢

eae 5‘°—CTC ATG CGG AAATAGCCGTTA-3°
5‘—FAM-ATA GTC TCG CCA GTATTC GCC ACC AAT ACC - TAMRA- 3°
5°—TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAAGCY TTACG -3¢

stx1 5‘°—CCCCAGTTC ARW GTR AGRTCM ACRTC — 3¢
5‘—FAM — CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT TAT GTA A-TAMRA- 3¢
5—TTT GTY ACT GTS ACAGCW GAAGCY TTACG -3¢

stx2 5°—CCCCAGTTC ARW GTRAGRTCM ACRTC -3¢
5‘°—FAM-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC — TAMRA- 3¢
5‘°— CGC GAC GGC AGA GAA AAT T-3¢

026 5°— AGCAGG CTTTTATAT TCT CCAACT TT-3°
5‘—FAM-CCC CGT TAA ATC AAT ACT ATT TCA CGA GGT TGA - TAMRA- 3¢
5‘— CAA GGT GAT TAC GAA AAT GCA TGT-3¢

0103 5‘°— GAA AAA AGC ACCCCCGTACTT AT-3°
5‘°—FAM-CAT AGCCTGTTGTTT TAT -MGB- 3°
5‘°—CGA GGC AACACATTATAT AGTGCT TT -3¢

0111 5—TTT TTG AAT AGT TAT GAACAT CTT GTT TAGC -3¢
5°—FAM-TTG AAT CTC CCA GAT GAT CAA CAT CGT GAA - TAMRA- 3¢
5‘°— CGATAATAT TTA CCC CAC CAG TAC AG- 3¢

0145 5‘— GCC GCC GCAATG CTT-3¢
5‘—FAM-CCG CCATTC AGA ATG CAC ACAATATCG - TAMRA- 3°
5—TTT CACACT TATTGG ATGGTCTCAA-3°

0157 5°—CGA TGA GTT TAT CTG CAA GGT GAT - 3¢
5‘—FAM- AGG ACC GCA GAG GAA AGA GAG GAATTA AGG — TAMRA- 3¢
5°—TGT CGC GCA AAG AAT TTC AAC-3¢

0104 5‘°— AAAATC CTT TAA ACT ATA CGC CC- 3¢
5°— FAM-TTGGTTTTT TTG TAT TAG CAATAA GTG GTG TC- TAMRA-3°
5°—CGT TGT GCA TGG TGG CAT- 3¢

045 5‘°—TGG CCA AACCAACTATGAACT G-3°
5°—JOE-ATT TTT TGC TGC AAG TGG GCT GTC CA—-TAMRA- 3¢
5‘— AAT TAA CGA ACA TAA CACCCA ACC -3¢

055 5°—ATATCT CTT CGT TACTGT GTG TAT TTC-3°
5‘—FAM-ACC TCC CGC TAA AAC CCC AAC TCT AGT AG - TAMRA- 3¢
5°—CGATTT TCT GGA ATG CTT GAT G- 3°

091 5-CAATACATAGTTTGATTITGTGTTT AAAGTT TAAT-3°
5‘°—FAM-CCT GGG TTG TTA GGA ACAATTTCAGCACTT C-TAMRA- 3¢
5‘°—GAG CGT TTC TGA CAT ATG GAG TGA- 3¢

0113 5~ TTGCTATAAATGGAAGCCATTCTTT -3¢
5‘—JOE-TGC ATG AAA TGT TTA AAT GCA GCG GGT - TAMRA- 3¢
5‘°—AGG CGC TGT TTG GTC TCT TAG A- 3¢

0121 5‘— GAA CCG AAATGATGG GTGCT - 3¢
5‘—FAM- CGC TAT CAT GG CGG GAC AAT GAC AGT GC - TAMRA- 3¢
5°— TCGATCGTCTTGTTC AGG TT-3°

0128 5‘°— GAATGC AAT GGG CAATTA AC- 3¢
5°— Cy5- GGG TTG CAC AAT TGG CCT CC - TAMRA- 3¢
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1.1 lentelés tesinys. Naudojamy pradmeny ir zondy sekos (seky iSdéstymas: tiesioginis pradmuo, atvirkstinis

pradmuo, zondas).

5- ACATTCGGC GTTTTT ATCTCG T—-3¢

5‘°— GGT CAAATCTCG TGC CCATAG A-3¢

0146
5‘°—-FAM-AAT TTC AAG GTG CCAACT TTT CA-TAMRA- 3¢

5‘—TGA GAG CCA AGA TCC AAG CA-3¢

5°-TGG GCCATATTC GAA GTT TGA A-3¢

080
5‘—Cy5-TCC CAAGAT TCC ACG TTG AT -BHQ-3- 3¢

(Sekose: Y — (C, T); S— (C, G); W— (A, T); R— (A, G), M— (A, C))
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2 PRIEDAS
DNR isskyrimas pagal ISO/TS 13136:2012

Po pagausinimo atlickamas DNR i$skyrimas i$ terpés (tiriamas kiekis — 1 ml). Atliekami

etapai:

1) Lasteliy suspensija centrifuguojama 10 min. apie 14000 rpm. Supernatantas atsargiai
pasSalinamas.

2) Nuosédos plaunamos 300 ul vandens be nukleaziy.

3) Meégintuvélis centrifuguojamas 5 min. apie 14000 rpm. Supernatantas atsargiai pasalinamas.

4) Nuosédos plaunamos 300 ul vandens be nukleaziy.

5) Mégintuvélis centrifuguojamas 5 minutes apie 14000 rpm. Supernatantas atsargiai
pasalinamas.

6) Nuosédos uzpilamos 200 — 300 ul vandens be nukleaziy.

7) Mégintuvélis inkubuojamas termostate 15 minuéiy apie 99 °C.

8) Po to mégintuvélis greitai atS8aldomas termostate apie — 4 °C.

9) Meégintuvélis centrifuguojamas 5 minutes apie 14000 rpm apie + 4 °C.

10) Isskirta DNR saugoma + 5 °C (trumpg laikg) arba — 20 °C (ilga laikg) temperatiiroje.
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3 PRIEDAS

@FastQC Report @FastQC Report

Summary Summary

@Basic Statistics @Basic Statistics

@F’er base sequence quality @Per base sequence quality
@F’er tile sequence quality @Per tile sequence quality
@F’er sequence quality scores @Per sequence quality scores
¢ )ww @Per base sequence content
\5 ) Per sequence GC content @Per sequence GC content
@w @Per base N content

¢ )SGQMQW Y )Sequence Length Distribution
@@quenca Duplication Levels @ﬂquence Duplication Levels
@Mwuem% @Mpresented sequences
@Adapter Content @%m

3.1 pav. Seky kokybés patikros ataskaita. Kairéje — aukStos kokybés seka, tinkama analizei. DeSinéje —
prastos kokybés seka, analizei netinkama.
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