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5. Teoreti¢na izhodis¢a, raziskovalne vsebine in cilji:

Programska skupina ODNOSI PARAZITSKEGA OBSTAJANJA obsega veliko Stevilo
raziskovalcev, ki raziskujejo Stevilna podrocja mikrobiologije in imunologije. Razli¢ne
raziskovalne sklope povezuje tema o proucevanju odnosov med povzroditelji bolezni in
gostiteljem, nacini prenosa, naravnimi Zivljenjskimi krogi mikroorganizmov in dejavniki, ki
vplivajo na nastanek in potek bolezni ter zdravljenje.

BAKTERIOLOSKI SKLOP:

V okviru projekta EARSS bomo spremljali odpornost bakterij Staphylococcus aureus, S.
pneumoniae, E. coli in drugih. Ugotavljali bomo povezavo med porabo antibiotikov in
razvojem odpornosti pri  povzrociteljih  bolniSni€nih  okuzb. Z retrospektivnim in
prospektivnim spremljanjem bakterijske odpornosti bomo preverjali u€inkovitost razli¢nih
ukrepov za prepreCevanje Sirjenja odpornosti. Ker se odpornost bakterij ve€¢a, bomo v
sodelovanju z drugimi raziskovalci s Fakultete za farmacijo posku$ali najti potencialne
nove protimikrobne spojine. PreucCevali bomo patogenezo sepse in endokarditisa. Ker
nekaterih klini¢nih bakterijskih izolatov pri bolnikih s sepso in z endokarditisom s klasi¢nimi
metodami ne moremo identificirati, jih bomo poskusali identificirati s sekveniranjem 16S
rRNA z metodo pirosekveniranja in z uporabo genskih knjiznic. Ugotavljali bomo incidenco
okuzb krvi s kvasovkami, dejavnike tveganja, spekter povzrociteljev in njihovo obcutljivost
za antimikotike, nacin zdravljenja ter izid bolezni. Pri bolnikih s sepso in z endokarditisom
bomo poskusSali direktno iz krvi ugotavljali prisotnost bakterijske DNA, pri imunsko
oslabelih pa DNA gliv kvasovk. Ugotavljali bomo, kateri od virulentnih dejavnikov E. coli je
pri bolnikin z okuzbo se il kljuéen za nastanek urosepse tako, da bomo primerjali
prisotnost genov za virulentne dejavnike: fimbrije, piluse in druge adhezine, toksine,
siderofore, kapsulo, biofilm, idr. pri izolatih bolnikov z urosepso z osnovnimi boleznimi in
bolnikov brez njih. Iz povrSinskih vzorcev koze in nohtov bomo prouéevali prisotnost &rnih
kvasovk in njihovo vlogo kot dermatofitov. Analizirali bomo izbruhe bolnidniénih okuzb z
odpornimi bakterijami, npr. s proti meticilinu odpornimi Staphylococcus aureus (MRSA),
proti vankomicinu odpornimi enterokoki (VRE), Klebsiella spp. ESBL, Stenotrophomonas
maltophilia, itd., osamljenimi pri hospitaliziranih bolnikih, in sku$ali pojasniti nastanek oz.
poti Sirjenja v bolnidnici. V doloéenem €asovnem obdobju bomo ugotavljali Stevilo in
frekvenco posameznih klonov med izolati S. aureus iz hemokultur v Sloveniji. Preu€evali
bomo epidemiologijo CA-MRSA; za te namene bomo uporabljali molekularno bioloske
tipizacijske metode. S sekvenéno analizo zelimo sekvenirati vse nase izolate Chlamydia
trachomatis in s tem ustvariti zbirko genotipov, ki krozijo v slovenskem prostoru. V
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sodelovanju z Veterinarsko kliniko Zelimo ugotoviti razSirjenost C. psittaci v Sloveniji.
Natanéneje zelimo opredeliti izolate Aspergillus fumigatus iz zunanjega in notranjega zraka
ter jih primerjati z izolati bolnikov.

IMUNOLOSKI SKLOP:

Pri obrambi imunski sistem sprejme razlicne signale in se odzove na nacin, primeren
nevarnosti, ki ogroza organizem. V razli¢nih okoliS€inah se razvijejo ustrezni efektorski
mehanizmi, ki odstranijo nevarne dejavnike iz organizma. Patogeni mikroorganizmi in
njihove sestavine pa tudi bioloSko aktivne snovi iz drugih organizmov na razliéne nacine
uravnavajo obrambne odzive gostitelja.

Kolonizacija Zelodca s H. pylori povzroCa nastanek atroficnega gastritisa, duodenalne
razjede, zelodénega raka in MALT limfoma. Patogeneza okuzbe je odvisna od bakterijskih
virulenénih dejavnikov in od imunskega odzivanja gostitelja. V prejSnjih Studijah smo
pokazali, da okuzba s H. pylori povzro€¢i mocan specificni imunski odziv, ki obsega
aktivacijo limfocitov B in T, tvorbo citokinov in kemokinov. Pokazali smo, da je uspeh
zdravljenja okuzbe odvisen tako od izbire antibiotika, kot od imunskega odziva, zlasti od
tvorjenja citokinov IFN-y in IL-4 s strani celic T. Pokazali smo, da sevi H. pylori
posameznikov, ki se niso uspesno ozdravili od okuzbe, inducirajo nastanek membranske
oblike katepsina X v in vitro stimuliranih celicah THP-1. Isti sevi so povzrodili nastanek
obsezne aktivacije limfocitov T in zmanjSane koli€ine izloenega IFN-y, ki je bistven za
eradikacijo bakterije iz sluznice. Katepsin X aktivira Mac-1 integrinske receptorje na
makrofagnih celicah THP-1 in inhibira proliferacijo mononuklearnih celic. Ker nasi rezultati
kazejo na pomembno vlogo naravne imunosti pri eradikaciji H. pylori, bomo analizirali sev-
specificne razlike LPS-a iz H. pylori (hpLPS) in vpliv na indukcijo katepsina X pri celicah
THP-1. Analizirali bomo vlogo interakcije hpLPS — CD14 pri indukciji katepsina X z
uporabo inhibitorjev interakcije hpLPS — CD14. Analizirali bomo sev-specificne hpLPS s
pomocjo molekularnih metod. Z molekularnimi metodami bomo analizirali tudi razlike v
produkciji citokinov okuzenih ljudi in ugotavljali vpliv posameznih vrst sevov bakterije na
potek okuzbe, moznost eradikacije bakterije in moznost povzro€itve Zelodénega raka.

V modelni raziskavi smo potrdili hipotezo, da je za nastanek nevrosifilisa odgovoren
nastanek humoralnega imunskega odziva v mozZganski teko€ini preiskovancev s pozno
obliko sifilisa. Posredno smo ugotovili, da protitelesa, ki pridejo v likvor zaradi poruSenja
hematoencefalne bariere ali pa se tvorijo tekalno, povzro€ajo Skodo, ki je lahko posledica
aktivacije komplementa na mozganskih ovojnicah ali morda tudi mozganovini. Zanima
nas, od kod komplement v likvorju? Predpostavljamo, da se posamezne komponente
pojavijo zaradi difuzije skozi hematoencefalno bariero, ni pa izklju¢eno, da se tvorijo tudi
lokalno v okoljskih celicah.

Sarkoidoza je kroni¢na vnetna bolezen, oznacena z granulomskim vnetjem v razlicnih
organih. Razvoj sarkoidoze je verjetno konéni rezultat imunskega odziva na razlicne
ubikvitarne sproZitelje iz okolja. Predpostavljamo, da bolnikom s sarkoidozo prisotnost gliv
in njihovih sestavin poslab3sa osnovno bolezen. Bolniki, ki (mo¢neje) reagirajo na sestavine
gliv z efektorskimi mehanizmi, kot je tvorba specifiénih protiteles proti glivicnim antigenom
ali pa mocan vnetni in/ali izraziti T-celi¢ni odziv na polisaharide iz gliv, imajo teZjo obliko
sarkoidoze, ki je bolj odporna na zdravljenje s kortikosteroidi. Domnevamo, da je v
poslabSanje sarkoidoze vpleten T-celi¢ni odziv Th17, ki vzdrzuje kroni¢no vnetno stanje
predvsem s spodbujanjem izloCanja citokinov, kemokinov in prostaglandinov. Te odzive bi
lahko sprozal in/ali spremenil polisaharid 1,3-p-glukan, ki je sestavina celi¢ne stene vecine
gliv in ima nekatere ze dokazane imunomodulatorne ucinke. Kaze, da se po terapiji z
antimikotiki bolezen lahko izboljSa, zato domnevamo, da bi odstranitev kroni¢ne
obremenitve z B-glukanom kot tudi ureditev bivalnega okolja lahko vplivala na izboljSanje
bolezni. Po postavitvi modela na mononuklearnih celicah iz levkocitnih koncentratov bomo
izolirali mononuklearne celice bolnikov s slabSim in blazjim potekom sarkoidoze. Celice
bomo in vitro spodbujali z B-glukanom, LPS in poliklonskima aktivatoriema PMA in
ionomicinom. Ocenjevali bomo vnetni odziv in T-celicne efektorske odzive z merjenjem
citokinov, ki so znacilni za posamezne odzive.
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Polisaharidi iz gliv so po nekaterih podatkih iz literature aktivatorji mehanizmov naravne
odpornosti, morda pa tudi regulirajo antigensko specificne imunske odzive. Njihova
bioloSka aktivnost je odvisna od topnosti v vodi, molekulske mase, stopnje razvejanosti in
konformacije. S citokinskimi odzivi humanih mononuklearnih celic na polisaharide, izolirane
iz nekaterih jedilnih gob, ki so gojene v razli¢nih pogojih, bomo ugotavljali, kako se humane
imunske celice in vitro odzovejo na te snovi. Predpostavljamo, da bi polisaharidi lahko
izzvali sintezo nekaterih vnetnih citokinov, vendar bi bilo potrebno prouciti razmerje med
koli¢ino TNFa in drugimi vnetnimi citokini, predvsem IL-12 in IFN-y, pa tudi razmerje s
protivnetnimi citokini kot je IL-10.

VIROLOSKI SKLOP:

Okuzbe dihal so med najpogostejSimi vzroki za obolevnost prebivalstva. Z danasnjimi
metodami diagnostike uspemo etiolosko pojasniti do 39 % vseh virusnih okuzb dihal. Od
leta 2001 so bili v kuZninah dihal na novo odkriti Stevilni prej nepoznani virusi: Humani
metapnevmovirus, virus SARS, koronavirus NL63, koronavirus HKU1, humani bokavirus,
nov tip rinovirusa, poliomavirusa WI in KU. Za novoodkrite viruse ni natan¢no znano
kakSne oblike bolezni so lahko posledica okuzbe in v kakSnem obsegu so razSirjeni v
populaciji. Prav tako ni znano, kak3en je njihov vpliv na zbolevanje prebivalstva. Z nacrtno
Studijo in uporabo najsodobnejSih molekularnih metod Zelimo prvi¢ pridobiti vpogled v
molekularno epidemiolosko situacijo na tem podroCju. Podatki o etiologiji bi morali
odlocilno vplivati na diagnosti¢no in terapevtsko strategijo pri obravnavi teh okuzb.

Humani enteri¢ni virusi so povzrocitelji sporadi¢nih oblik gastroenteritisa, pogosto pa
povzroCajo tudi izbruhe gastroenteritisov. Iztrebki obolelih ljudi in Zivali so pogosto
kontaminanti razlicnih vodnih virov, kar predstavlja tveganje za prenos teh virusov v
prehrambeno verigo ali okuzbo v rekreativnih vodah. Na ta nacin je mogoc¢ tudi medvrstni
prenos virusov, iz zivali na ljudi in obratno in hkratna okuzZba razlinih sevov istega virusa.
Hkratne okuzbe so osnova za nastanek rekombinantnih virusov ali virusov s
prerazporejenim genomom. Cilj nade raziskave je ugotoviti pomen razli¢nih vodnih virov pri
krozenju nekaterih entericnih virusov v okolju. Preucevali bomo genetske spremembe
enteri¢nih virusov (prerazporejanja, rekombinacije) in vpliv teh sprememb na patogenezo in
molekularno epidemiologijo.

Humani virusi papiloma (HPV) so izjemno raznoliki DNA-virusi, povezani z razli¢nimi
benignimi in malignimi spremembami koZe in sluznic. Doslej je bilo z dolo itvijo celotnega
nukleotidnega zaporedja genoma dokonéno opredeljenih priblizno 100 genotipov HPV. Z
dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja celotnega gena L1 pri vsaj 9 razli¢nih, predhodno
delno opredeljenih slovenskih izolatih HPV, ki mu bo sledilo doloCanje nukleotidnega
zaporedja celotnega genoma genetsko najbolj raznolikih izolatov, bomo poskusali ugotoviti
obstoj vsaj enega novega genotipa HPV.

Virus hepatitisa C, virus hepatitisa B in HIV so najbolj pogosti parenteralno prenosljivi virusi
v svetu in v Sloveniji. Molekularna epidemiologija teh virusov, predvsem razporeditev
njihovih genotipov in drugih genetskih razli¢ic, je v Sloveniji Se precejSnja neznanka.
Posebej je zaskrbljujoCe naras€anje odpornosti proti antivirusnim zdravilom, kar dodatno
otezuje obvladovanje hepatitisa B in HIV. Z molekularno-epidemiolosko analizo velikega
Stevila izolatov virusa hepatitisa C in virusa hepatitisa B (vkljuceni bodo izolati iz 15-
letnega oziroma 10-letnega obdobja) bomo opredelili genotipe in klini€no najpomembnejSe
genetske razliCice teh virusov v Sloveniji ter razjasnili nekatere primere manjsih epidemij
parenteralno prenosljivin virusnih okuzb. Nadaljevali bomo z ugotovljanjem razSirjenosti
odpornosti na protiretrovirusna zdravila in poglobljeno analizo njene molekularne osnove.
V patogenezi virusnih hemoragi¢nih mrzlic sodelujejo virusni virulencni dejavniki in imunski
(citokinski) mehanizmi gostitelja. Prou¢evati nameravamo hemoragi¢no mrzlico z renalnim
sindromom (HMRS) in krimsko-kongoko hemoragiéno mrzlico (KKHM). Studirali bomo
povezavo med koncentracijo nekaterih vnetnih (IL-12, INF-y, TNF-a) in regulatornih
citokinov (IL-10), s specificnim protitelesnim odzivom bolnikov, ter virusnim bremenom
(koncentracija virusa) glede na potek in izhod bolezni. Potrditi Zelimo predpostavko, da v
patogenezi virusnih hemoragi¢nih mrzlic (HMRS in KKHM) sodelujejo poleg virulenénih
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dejavnikov virusov tudi imunski mehanizmi gostitelja, ki tako pomembno vplivajo na potek
in izid okuzbe. Domnevamo, da imajo imunski mehanizmi gostitelia pomembno viogo v
patogenezi hemoragi¢nih mrzlic. Menimo, da bomo z raziskavo pokazali, da je teZji ali celo
smrtni potek okuzZbe z virusom hemoragiCne mrzlice povezan tudi z nenadzorovanim
citokinskim odzivom.

SKLOP ZOONOZE:

V preteklem raziskovalnem programu Odnosi parazitskega obstajanja smo preucevali
ekologijo in epidemiologijo mikroorganizmov (bakterij, virusov in parazitov), ki se
neposredno (s premalo termi¢no obdelanim okuzenim zivalskim mesom, kontaminirano
hrano in/ali pitno vodo) ali posredno preko prena$alcev prenesejo iz Zivali na Eloveka in
povzroCijo t.i. zoonoze. Kot rezultat programa smo ugotovili, da je za vse zoonotske
agense v Sloveniji znacilna izredna genetska variabilnost, ki je odvisna od enzootskega oz.
zoonotskega Zivljenjskega kroga teh mikroorganizmov. Za infekcijske bolezni vklju€ujo¢
zoonoze je znaCilno, da na njihovo Sirjenje vplivajo razlicni dejavniki, npr.: pogostnost
okuzenih zivali (domacih in divjih), razSirjenost in okuzenost kljuénih prenaSalcev v
dolo&eni regiji (npr. klopi), prehrambene navade ljudi, higienski standardi, podnebne
spremembe, globalizacija in potovanja predvsem v manj razvite deZele. Ce ob teh
dejavnikih upostevamo Se opisano genetsko raznolikost zoonotskih agensov, potem ni
presenetljivo, da se zoonoze vedno znova pojavljajo na novih obmocdjih kot porajajoCe se
bolezni ali pa se na starih obmodjih pojavijo v obliki poveCanega Stevila primerov. Lep
primer je npr. vneseni virus Chikungunya v Slovenijo in v sosednjo Italijo, kjer so zabelezili
tudi avtohtoni izbruh te bolezni ali pa npr. izbruh vroCice Q v Sloveniji leta 2007. Zoonotski
agensi so torej prisotni v naravnem okolju, ali pa so v ta okolja prineseni od drugod.
Obstaja pa tudi dodatna moznost, da so namerno spusceni v okolje v bioteroristicnem
dogodku. Zato je zelo pomembno, da v &asu velikih okoljskih in podnebnih sprememb
nadaljujemo s preucevanjem zoonotski agensov (bakterij, virusov in parazitov), njihove
ekologije in epidemiologije. Na$ cilj bo zbiranje naravnih vzorcev gostiteljev in prenasalcev,
nadaljnje testiranje bolnikov na zoonoze, razvijanje novih, hitrejSih ter e bolj specifi¢nih in
obcutljivejSih metod. S sistematicnim mesecnim nabiranjem klopov in miSi na dolo¢enih
obmogjih Slovenije in z zbiranjem socialno-ekonomskih podatkov menimo, da bomo
pripomogli k izdelavi napovednih modelov za Sirjenje incidence in prevalence zoonoz
(KME) v Sloveniji in drugod po Evropi. Cilj predlaganega programa je tudi priprava
nacionalne zbirke izolatov posameznih zoonotskih agensov in njihovih genetskih razlicic v
Sloveniji, ki smo jih in jih Se bomo izolirali iz razlinih vzorcev. Tak3no zbirko bomo lahko
uporabili pri razvijanju diagnosti¢nih metod, za Studij imunopatogenetskih mehanizmov, pri
razvijanju cepiv ali za boj proti morebitnemu bioteroristicnemu dejanju.

6. Predvidene osnovne raziskovalne metode:

BAKTERIOLOSKI SKLOP:

Za ugotavljanje odpornosti in mehanizmov odpornosti bomo uporabljali klasi¢ne in
molekularne metode. Za dokazovanje protibakterijske ucinkovitosti novih spojin bomo
testirali standardne kontrolne seve in kliniCne izolate z makrodilucijsko metodo.

Uvedli bomo identifikacijo bakterij s sekveniranjem 16S rRNA z metodo pirosekveniranja in
z uporabo genskih knjiznic. Za dokazovanje sepse bomo s pomodjo real- time PCR iz krvi
ugotavljali prisotnost bakterijske DNA in DNA gliv.

Za dokazovanje genov za virulentne dejavnike in za genotipizacijo bomo uporabljali
metode PCR in multipleks PCR ter hibridizacije in sekveniranja.

Za tipizacijo bakterij bomo pri S. aureus uporabljali novo metodo tipizacijo spa, obasno pa
8e PFGE in verjetno MLST, za VRE MLST in MLVA, za ostale bakterije pa PFGE, za glive
tudi RAPD.

IMUNOLOSKI SKLOP:

Merjenje interakcij hpLPS — CD14 — katepsin X s pretoéno citometrijo, merjenje koli¢ine
citokinov pri s H.pylori okuzenih ljudeh s preto¢no citometrijo; uporaba verizne reakcije s
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polimerazo in sekveniranja v analizi sev specificnih hpLPS, uporaba verizne reakcije s
polimerazo v analizi razlik izlo¢anja citokinov pri ljudeh, okuzenih s H.pylori; dolo¢evanje
protiteles in sestavin komplementnega sistema v likvorju s tehnikami ELISA; merjenje
protiteles proti glivam in citokinov v serumu bolnikov s sakroidozo; merjenje citokinov v
supernatantih kultur s tehnikami ELISA; merjenje IL-17 s tehniko ELISA; merjenje Thl7 s
pretocno citometrijo, izolacija humanih mononuklearnih celic (PBMC) iz levkocitnih
koncentratov in priprava primarnih kultur; aktivacija in stimulacija PBMC v kulturah z
aktivatorji vnetnih in imunskih odzivov in s polisaharidi gob, gojenih v razli¢nih pogojih.
VIROLOSKI SKLOP:

Za dokazovanje virusnih povzroditeljev je nujna uporaba molekularno-bioloskih metod, kot
so0: RT-RCR, (RT-)PCR v realnem €asu, metoda reverznega dot-blota in metoda encimske
restrikcije pridelkov verizne reakcije s polimerazo (PCR), dolo¢anje in analiza
nukleotidnega zaporedja. V zadnjih letih je z razvojem tehnologij omogo€ena uporaba
multipleks molekularnih reakcij, ki omogoc€ajo hkratno detekcijo prakticno vseh znanih
virusnih povzroCiteljev. Zaradi genetske pestrosti virusov in neznane molekularne
epidemiologije na podrocju Slovenije pa je pred uvedbo takih metod potrebna predhodna
analiza. Ta bo vklju€evala Siroko zasnovano detekcijo virusnih povzroditeljev povezano z
molekularnimi tipizacijskimi metodami. Uporabili bomo tudi razliéne metode transmisijske
elektronske mikroskopije. Za doloCevanje citokinov bomo uporabljali encimskoimunske
teste.

SKLOP ZOONOZE:

Za raziskave zoonoz bomo uporabljali mikroskopiranje (svetlobno, fluorescen¢no),

razli€na barvanja, gojenje mikroorganizmov na celi¢nih kulturah ali na poskusnih Zivalih, v
kolikor ni druge mozne alternativhe metode kultivacije. Uporabili bomo tudi seroloske teste
kot so: indirektna hemaglutinacija (IHA), posredna imunofluorescenca za ugotavljanje
prisotnosti protiteles (IFA), encimska reakcija (ELISA) in Western blot (WB). Poleg tega
bomo uporabljali tudi molekularno biolodke metode: ekstrakcijo NK, PCR in PCR v realnem
Casu, HRM za dokazovanje SNP mutacij, kloniranje, sekveniranje in mikromreze.

7. Pomen zarazvoj znanosti:

BAKTERIOLOSKI SKLOP:

Nameravamo prispevati podatke o odpornosti bakterij proti antibiotikom in njihovih
mehanizmih. Ker so nekatere bakterije Ze odporne proti vecini antibiotikov, se bomo
vkljucili v odkrivanje novih protimikrobnih spojin. Pri patogenezi endokarditisa in sepse
Zelimo prispevati novosti pri identifikaciji bakterij in s tem pri odkrivanju novih moznih
povzrociteljev. Z novimi, bolj obcutljivimi metodami Zelimo dokazovati povzro itelje sepse
(ki je zivljenje ogroZujoCa okuzba), ki jih je v krvi malo, vendar je njihov dokaz zelo
pomemben za pravilno in pravo¢asno zdravljenje. Z ugotavljanjem virulentnih dejavnikov
urosepticnih E. coli bomo prispevali k preuCevanju patogeneze, dejavnikov tveganja za
okuzbo in k morebitnemu razvoju cepiv. S tipizacijo MRSA, VRE, Klebsiella spp. ESBL,
Stenotrophomonas maltophilia, itd. bomo razjasnjevali bolniSni¢ne izbruhe in ugotavljali
izvor in poti Sirjenja odpornih klonov-rezultati bodo uporabni za nacrtovanje bolj u€inkovitih
in racionalnih ukrepov za preprecevanje in obvladovanje bolnidni¢nih okuzb. V dolo¢enem
Casovnem obdobju bomo s tipizacijo spa ugotavljali Stevilo in frekvenco posameznih
klonov med izolati S. aureus iz hemokultur v Sloveniji, ki jim bomo kasneje doloCili Se
MLST tip in ugotovili v okviru projekta EARSS oz. mreze Seq.Net, ali gre za epidemicne ali
posebno virulentne klone. Na podoben nacin bomo raziskovali epidemiologijo CA-MRSA.
Pri Chlamydia trachomatis zelimo ustvariti zbirko slovenskih genotipov, kar nam omogoca
primerjavo z ostalo Evropo in svetom. Pri Aspergillus fumigatus Zelimo ugotoviti, ali so
dolo&eni genotipi iz okolja bolj virulentni od drugih.

IMUNOLOSKI SKLOP:

Z dokazom sev-specifi¢nih vplivov LPS-a iz H. pylori (hpLPS) na patogenezo okuzbe in
uspeh terapije bomo opredelili pomen hpLPS kot morebitnega novega virulencnega
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dejavnika H. pylori — poleg ze znanih (CagA in VacA). Uveljavili bomo model interakcije
hpLPS — CD14 - katepsin X na celicah THP-1 kot enostaven in vitro patogenetski model za
merjenje vpliva molekul PAMP na procese naravne odpornosti v Zelodéni sluznici. Vloga
komplementa pri vnetju centralnega Zivénega sistema je slabo poznana. Predvidevajo, da
mozganske celice same proizvajajo posamezne sestavine, ki se nato lahko v kaskadni
reakciji zdruzijo v terminalni kompleks. Dokaz navedene hipoteze bi pomembno razjasnil
vlogo naravne odpornosti pri boleznih CZS. Sarkoidoza je pri nekaterih bolnikih tezko
obvladljiva bolezen. Ce bo na$a hipoteza potrjena in bomo lahko dokazali povezavo med
glivami ter njihovimi sestavinami in imunskimi odzivi bolnikov s sarkoidozo, bomo s tem
osvetlili del imunopatogeneze te kroniCne vnetne bolezni. S Studijo o vplivu polisaharidov iz
gob na imunske odzive se prikljuCujemo raziskovalcem, ki i5¢ejo nove bioloSko aktivne
snovi naravnega izvora.

VIROLOSKI SKLOP:

S sistemati¢no raziskavo molekularne epidemiologije virusnih okuzb dihal v Sloveniji bomo
lahko interpretirali danes Se nepopolnoma jasne vloge posameznih virusnih povzociteljev pri
okuzbah dihal v zgodnjem otroStvu in nastanku astme, kakor tudi pri okuzbah pri starostnikih
in imunsko oslabljenih bolnikih. Z zbiranjem klju¢nih molekularnih in  molekularno-
epidemioloskih podatkov novoporajajocih se enteri¢nih virusov bi lahko natancneje opredelili
pomen vodnih virov pri krozenju nekaterih enteriénih virusov v okolju, izdelali nove
podatkovne genske zbirke enteri€nih virusov iz naSega slovenskega okolja ter spoznali in
razumeli virusno evolucijo proucevanih virusov. Z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja
predhodno delno opredeljenih slovenskih izolatov HPV in dolo€anje nukleotidnega zaporedja
celotnega genoma genetsko najbolj raznolikih izolatov bomo najverjetneje opredelili najman]
en novi genotip HPV. Z nacrtovanim delom na podrocju parenteralno prenosljivih virusov
bomo med prvimi v Evropi molekularno-epidemioloSko na nacionalnem nivoju opredelili
veliko Stevilo izolatov virusa hepatitisa C ter virusa hepatitisa B in s tem pomembno
prispevali k naporom za zajezitev eksplozivnega Sirjenja parenteralno prenosljivih virusnih
okuzb v tem delu Evrope. Raziskave vloge citokinov v patogenezi virusnih hemoragicnih
mrzlic bodo prispevale k boljSem razumevanju patogeneze, klinicne slike in poteka
proucevanih virusnih hemoragi¢nih mrzlic in s tem k izboljSanju terapije in morebithemu
preprecevaniju bolezni.

SKLOP ZOONOZE:

Z raziskavami bomo uvedli oz. izboljSali doloéene metode za diagnostiko zoonoz ter odkrili
morebitne nove genotipe mikroorganizmov razsirjenih v Sloveniji. Razvite metode bodo
uporabne tudi v institucijah po Evropi ali drugod po svetu. Na osnovi pridobljenih rezultatov
0 genetski variabilnosti in drugih socialno-ekonomskih podatkih bomo pripomogli k pripravi
novih napovednih modelih o razSirjanju obstojecih ali novih zoonoz v Sloveniji in Evropi. S
preucevanjem imunopatogeneze bomo pripomogli k razumevanju imunopatogenetskih
mehanizmov in prispevali k razvijanju novih zdravil ali cepiv.

8. Pomen za druzbeno-ekonomski in kulturni razvoj Slovenije®:

BAKTERIOLOSKI SKLOP:

Spremljanje odpornosti bakterij na nivoju Slovenije je zelo pomembno za podrodje
zdravljenja in prepreCevanja infekcijskih bolezni. Rezultati v okoljih z visoko stopnjo
odpornosti kazejo na potrebo po uvedbi ukrepov s strani drzave. Rezultati omogocajo
nacrtovanje ustrezne empiricne in usmerjene terapije bakterijskih okuzb. Kazejo potrebo

Obseg teksta v rubrikah 1.B.5 do I.B.11 je skupaj lahko najve¢ 7 strani (font:11, enojni razmik)

! Neposredni pomen programa za gospodarstvo in druzbo, za gospodarsko panogo/e, za druzbeno
infrastrukturo, za javno upravo, za kulturni razvoj, za varovanje naravne in kulturne dedisCine.
Posredni pomen za druzbo (promocija drzave, dostopanje do tujih znanj, vklju€evanje v mednarodno
delitev dela, vzgoja kadrov), pomen za razvoj stroke in inZzenirske prakse.
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po uvedbi o0z. poostritvi ukrepov za prepreevanje prenosa povzroCiteliev okuzb.
Omogocajo smiselno rabo antibiotikov in dajejo osnove za regulacijo dostopnosti
uporabnikov do razlicnih protimikrobnih zdravil. Na podrocjih visoke pojavnosti in
odpornosti kazejo na potrebe po odkrivanju novih protimikrobnih spojin in po uvedbi cepiv.
Tipizacija bakterij nam omogoc€a odkrivati razSirjenost klonov, nove klone z novimi
lastnostmi, in primerjati Sirjenje klonov v drzavi in med drzavami, ter omogoc€a pravilno
nacrtovati in izvajati ukrepe za prepre€evanje prenosa okuzb.

IMUNOLOSKI SKLOP:

H. pylori je pomemben povzroCitelj zelodénega raka. Ker je okuzba v Sloveniji zelo
pogosta (nad 50% ljudi), so potrebne patogenetske Studije glede nastanka kroni¢nega
vnetja in zelod€nega raka v odvisnosti od lastnosti gostitelja in od seva povzrocCitelja — da
bi odgovorili na vpraSanje, v katerih primerih je potrebno okuzbo pozdraviti z antibiotiki
zaradi preventive Zelodénega raka. Ce bomo lahko dokazali povezavo med glivami ter
njihovimi sestavinami in imunskimi odzivi bolnikov s sarkoidozo, bomo s tem potrdili
smiselnost antimikotiéne terapije pri bolnikih s sarkoidozo in senzibilizacijo na glive. S
proucevanjem polisaharidov iz gob, ki jih gojijo v Sloveniji na razlicne nacine, lahko
sodelujemo pri izdelavi protokolov za gojenje gob, ki bodo vsebovale ve¢ bioloSko aktivnih
polisaharidov.

VIROLOSKI SKLOP:

Z dobljenimi raziskovalnimi rezultati bomo podrobneje proucili procese spreminjanja
entericnih virusov. Dolocili bomo pomen vodnih virov pri krozenju razlicnih enteri¢nih virusov
v naravi in ugotavljali vpliv onesnazenih voda na zdravje in kakovost Zivljenja ljudi, s Cimer
bomo dosegli vedjo osvescenost ljudi o pomenu enteri¢nih virusov v hrani in vodi in njihovem
vplivu na zdravje. Z molekularno opredelitvijo manjSih epidemij povzro€enih s parenteralno
prenosljivimi virusi ter z razjasnitvijo vzrokov naras¢anja odpornosti na protivirusna zdravila
bomo pomembno prispevali k razreSevanju Stevilnih problemov v zvezi s prepreCevanjem
pojavljanja in Sirjenja parenteralno prenosljivih virusnih okuzb v Sloveniji.

SKLOP ZOONOZE:

Z raziskavami bomo bolje spoznali doloCene zoonotske agense, njihovo ekologijo,
epidemiologijo in njihovo pogostnost v doloCenih regijah Slovenije. Ti podatki bodo
pomagali raznim sluZzbam javnega zdravstva, ki skrbijo za prepreCevanje in nadzor Sirjenja
nalezljivih bolezni pri nas. Le na osnovi pravilne in ucinkovite diagnostike razlicnih
zoonotskih agensov bomo lahko tudi sodelovali z ministrstvom za obrambo in nudili
strokovno svetovanje in ukrepanje v primeru napada z oroZji ali sredstvi za mnozi¢no
uniCevanje ter s klasi¢nimi teroristiCnimi sredstvi. Z nacionalno zbirko izolatov posameznih
zoonotskih agensov, ki krozijo v Sloveniji, bomo prispevali k ve&jem vedenju o razSirjenosti
in pogostnosti teh agensov in njihovih razli€ic v Sloveniji.

9. Vpetost vsebine v obstojece institucionalne, nacionalne in mednarodne
raziskovalno-razvojne programe in projekte:

Razli¢ne raziskave programske skupine bodo vpete v razlicne nacionalne in mednarodne
raziskovalno-razvojne programe in projekte:

Evropski projekti FP6:

EDEN - Emerging Disease in a Changing European Environment - FP6 IP GOCE
(Contract No. 010284)

PathogenCombat - Control and Prevention of Emerging and Future Pathogens - FP6 IP
Food Quality and Safety (Contract No. 007081)

ICTTD-3 - Integarted Consortium on Ticks and Tick-borne disease - FP6 CA INSERA-
INCO (Contract No. 510561)

RiViGene - Genomic inventory, forensic markers. — FP& SSPE-CT-2005-022639 EVENT
(Enteric Virus Emergence, New tools): Providing tools to prevent the emergence of enteric
viruses (CP-CT-2004-502571)

EuropeHIVResistance FP6-LSHP-CT-2006-518211
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Mednarodni projekti

ENIVD - European Network of Imported Viral Disease - DG SANCO (Contract No.
2004206)

DIVINE-NET Prevention of emerging (food borne) enteric viral infections. Health and
consumer protection DG SANCO (Contract No. 790965)

EU-ROTA-NET: "Rotavirus Surveillance in Europe: Determining the Diversity of Co-
circulating Rotavirus Strains in Consecutive Rotavirus Seasons"

EARSS- European Antimicrobial Resistance Surveillance System (agreement S12.123794,
contractor National Institute of Public Health and Environment, Bilthoven, Nizozemska),
(www.earss.rivm.nl)

ESSTI - European Surveillance of Sexually transmitted Infections (Contract No. 2004210)
Eureca: E12814 - A New Therapeutic Method for Sports Medicine Using a Combination of
New Combined Laser Therapeutic Device with Adequate Therapies and Limited Quantities
of Corresponding Drugs

Mednarodno sodelovanje:

COST st. 929 “A European Network for Environmental and Food Virology”

Sodelovanje v evropski mrezi SeqNet.org

Enter-net-mreza na podroCju javnega zdravja v Evropski uniji, ki nadzoruje tri glavne
Crevesne patogene bakterije

SYROCOT (Systematic Rewiew of Congenital Txoplasmosis) of Cochrane Collaboration
CRP- Znanje za varnost in mir:

M3-0035 Vpliv ekstremnih naporov in poskodb na imunsko stanje in obolevnost za
okuzbami

M2-0117 Univerzalna laserska medicinska naprava XD-3

M3-0143 Racunalniska baza za podporo obrambi proti bioterorizmu

M1-0145 Razvoj metod za doloCanje virusov v pitnin vodah v primeru teroristicnega
napada in naravnih nesre€ah

Pogodbe o raziskovalno razvojnem sodelovanju z ministrstvi:

MORS-URZS - Strokovno svetovanje in ukrepanje v primeru napada z orozji ali sredstvi za
mnozi¢no unicevanje ter s klasi¢nimi teroristiCnimi sredstvi (Sifra - 404-09-35/2006-1)
MzZ-SZO - Delovanje kolaborativhega centra za arboviruse in hemoragi¢ne mrzlice
(pogodba 2711-06-2274-01)

10. Casovni potek programa:

2009 - zbiranje bakterijskih izolatov in podatkov o bolnikih; izdelava eksperimentalnih
modelov, ki naj bi s tehnoloSkega vidika potrdili moznosti za izvedbo raziskav; zbiranje
literature in pregled obstojeCih protokolov za detekcijio ¢loveSkih in Zivalskih virusov iz
kuzZnin, hrane in vode; izdelava delovnih protokolov za detekcijo razli¢nih virusov; priprava
protokolov za detekcijo zoonotiCnih agensov iz kuznin in vzorcev zivali ter naravnih
prenaSalcev. Priprava letnega porocila o rezultatih dela.

2010 - identifikacija in testiranje obcutljivosti/odpornosti bakterijskih sevov, analiza klini¢nih
in epidemioloskih podatkov, izbira primernih metod (PCR, PFGE, klasi¢no sekveniranje),
prenos novih metod (pirosekveniranje) v drzavo, priprava reagentov, uvajanje novih
metod; zbiranje sevov H. pylori izoloranih iz okuzenih bolnikov, zbiranje vzorcev krvi
bolnikov z nevrosifiisom in s sarkoidozo, vzorcev krvi kontrolnih skupin ter vzorce
potencialnih bioloSko aktivnih snovi; testiranje zbranih virusnih sevov; genotipizacija,;
priprave na izdelavo podatkovne baze; terensko delo (zbiranje vzorcev v naravnem okolju).
Sprotno poro€anje o novih dognanjih na strokovnih sre€anjih in v strokovni literaturi.
Priprava letnega porocila o rezultatih dela.

2011 - analiza zbranih izolatov z najprimernejSimi metodami, primerjanje rezultatov
dobljenih z novimi metodami z rezultati, pridobljenimi s klasi¢nimi metodami; preizkusanje
vzorcev v izbranih eksperimentalnih modelih; sekvenéna analiza zbranih ¢loveskih in

Obrazec: ARRS-ZV-RPROG-PP-04/2008-PR1



zivalskih virusnih sevov; nadaljevanje terenskega dela in sprotno testiranje ter zacetne
genetske Studije. O rezulatih bomo sproti poro¢ali na strokovnih sre€anjih in v strokovni
literaturi. Priprava letnega porocila o rezultatih dela.

2012 - obdelava podatkov, primerjanje rezultatov znotraj drzave (podatki o razsirjenosti in
naravi razli¢nih patogenih mikroorganizmov so osnova za javnozdravstvene ukrepe, ki se
morajo odraziti v zmanjSanju Stevila okuzb (predvsem hospitalnih) v zmanjSani porabi
antibiotikov in so podlaga za ciljano uporabo protivirusnih zdravil pri kriti€no bolnih
pacientih; poglobljeno testiranje na izbranih modelih in analiza rezultatov; primerjalna
sekventna analiza in Studija rekombinacij; Studij genetske variabilnosti in patogeneze
nastanka bolezni. Sprotno poro€anje o novih dognanjih na strokovnih sre€anjih in v
strokovni literaturi. Priprava letnega porocila o rezultatih dela.

2013 - vkljuCevanje in primerjanje rezultatov med drzavami v Evropi in drugod po svetu;
dodatno testiranje izbranih vzorcev iz kliniénih materialov bolnikov z nepojasnjeno
etiologijo infekcijskih bolezni; priprava nacionalne zbirke zoonoti€¢nih agensov in genske
banke patogenih mikroorganizmov vkjucenih v raziskave. PoroCanje o rezultatih na
strokovnih sre€anjih in v strokovni literaturi. Priprava letnega porocila o rezultatih dela.
2014 - konCna analiza zbranih podatkov med S$estletnim raziskovanjem in pisanje
nacionalnih priporo€il in navodil za uporabnike ter priprava zakljuénega poroc€ila o
raziskovalnem delu programske skupine.

11. Poslanstvo, kontinuiteta dela (tradicija), organiziranost in vodenje
programske skupine ter primernost raziskovalnega okolja (opiSite kaksno je
poslanstvo vaSe programske skupine, kako ste temu poslanstvu sledili v
preteklosti in kako ga nameravate realizirati s predloZzenim programom, kako
bodo vsebine programa vpete v Studijske programe, opiSite kako dolgo
programska skupina Ze deluje, kako se je kadrovsko spreminjala, kako je
organizirana in vodena, opiSite kaksno je raziskovalno okolje v katerem delujete v
smislu povezav z drugimi raziskovalnimi skupinami znotraj institucije in izven):

Programska skupina »Odnosi parazitskega obstajanja« je vodilna raziskovalna skupina v
Sloveniji, ki s svojim visoko kvalitetnim raziskovalnim delom nenehno skrbi za razvoj in
napredek na podro¢ju mikrobiologije in imunologije. Skupina, ki deluje Ze drugo desetlje, je
s dosedanjimi rezultati znatno prispevala k razvoju stroke in raziskav tako v oZjem
(Slovenija) kot v SirSem prostoru (Evropa, svet). V minulem petlethem raziskovalnem
obdobju smo raziskovalci skupine objavili izsledke posami¢nih raziskav v skupno 167
strokovno-znanstvenih ¢lankih v mednarodnih revijah, ki jih indeksira SCI. Svoje izsledke
temeljnih raziskav smo ucinkovito prenasali na aktualne potrebe gospodarstva, druzbe in
okolja. Hkrati skrbimo za sproten prenos raziskovalnih dosezkov v prakso. Raziskovalno
delo programske skupine ima znaten vpliv na razvoj dodiplomskega in podiplomskega
pouka iz SirSega podrocja biomedicinskih znanosti, ki se vrdi na razlicnih fakultetah
Univerze v Ljubljani (Medicinska fakulteta, BiotehniSka fakulteta, Fakulteta za farmacijo,
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo). V sklopu dodiplomskega Studija je v minulih
letih v laboratorijin MF-IMI, pod mentorstvom raziskovalcev programske skupine, opravilo
diplomsko delo 78 Studentov. Programsko skupino sestavlja vedno 20 raziskovalcev
razlicnih osnovnih profilov, ki se zaradi upokojitve zamenjujejo z mladimi, v skupini
vzgojenimi raziskovalci. Ker je skupina kompleksna, smo sodelujo€i organizirani v
podro¢ne sklope s podro¢nimi koordinatorji. Celotna skupina ima poleg rednih, mesecnih
sreCanj in porocCanj o delu, tudi letni sestanek s prikazom in analizo rezultatov.
Raziskovalno okolje je zelo kvalitetno, z vso sodobno tehnolosko infrastrukturo, ki
zagotavlja uspesno delo in razvoj. UCinki kvalitetnega dela se poleg Stevilnih objav kazejo
tudi z mnogimi vabljenimi predavanji na domacih in mednarodnih sre€anjih ter bilateralnimi
in multilateralnimi programi, vklu€enostjo v programe 6.0P EU ter Stevilne evropske in
svetovne mreze.
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