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izoliranih v letih 2008 in 2009 iz različnih kuţnin v Bolnišnici Golnik, ugotavljali prisotnost 

zapisov za virulentne dejavnike ter zapisov za odpornost proti protimikrobnim 

učinkovinam. Seve smo uvrstili v filogenetske skupine in podskupine po Clemontu. S 

tipizacijo na osnovi multilokusnih zaporedij smo analizirali sedem gospodinjskih genov in 

seve na podlagi alelnih kombinacij uvrstili v sekvenčne skupine (ST). V močno virulentno 

ST131, ki je povezana s številnimi zunajčrevesnimi okuţbami, smo uvrstili sedem sevov 

[46%]. Vsi izolati iz ST131 imajo beta-laktamazo z razširjenim spektrom delovanja iz 

skupine CTX-M ter gene fimH, crl, iha, sat, fluA, usp, ompA, aer, kpsMTII, fyuA, iutA in 

irp. Vsi pripadajo serološki skupini O25. Šest sevov iz ST131 pripada filogenetski 

podskupini B23 [86%], eden pa filogenetski podskupini D2. Najpogostejši tip beta-laktamaz, 

ki jih imajo sevi iz sekvenčne skupine ST131 je CTX-M-1. Noben sev iz naše raziskave 

nima genov qnr oziroma gena qepA za odpornost proti kinolonom, 9 sevov pa ima gen aac 

(6')-Ib-cr. S Fisherjevim natančnim testom smo preverili razširjenost genov znotraj 
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= 0,0405). 
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1 UVOD  

Bakterija Escherichia coli (E. coli) je del normalne črevesne mikrobiote človeka in 

toplokrvnih ţivali, kjer igra pomembno vlogo pri razgradnji hrane in sintezi vitaminov.  

V primeru, da komenzalni sevi zaidejo v sterilna okolja svojega gostitelja, lahko 

povzročajo zunajčrevesne okuţbe. Črevesne okuţbe povzročajo patogeni sevi E. coli, 

pridobljeni iz okolja. Patogeni sevi imajo v svojem genomu številne zapise za virulentne 

dejavnike, kot so adhezini, toksini in invazini, dejavniki, ki omogočajo prehod krvno-

moţganske pregrade, sistemi za privzem ţeleza ter dejavniki za izogibanje imunskemu 

sistemu gostitelja in odpornost proti serumu. V zadnjem času so pogosto opisani tudi 

komenzalni sevi z zapisi za virulentne dejavnike. Okuţbe, ki jih povzročajo nekateri sevi, 

niso odvisni le od patogenosti same bakterije, temveč tudi od zdravstvenega stanja 

gostitelja.  

Zdravljenje okuţb, ki jih povzročajo sevi vrste E. coli, poteka s pomočjo protimikrobnih 

učinkovin, najpogosteje z beta-laktamskimi antibiotiki in kinoloni. Kljub uspešnemu 

razvoju le-teh, skupaj z njim poteka tudi evolucija odpornih bakterijskih vrst in sevov. 

Odpornost je posledica mutacij in/ali horizontalnega prenosa genov, na katerih so zapisi za 

odpornost.  

Do nedavnega smo lahko v strokovni literature zasledili podatek, da so sevi, ki imajo 

številne zapise za virulentne dejavnike, praviloma bolj občutljivi za antibiotike in obratno, 

sevi, ki so odporni proti antibiotikom naj bi imeli manj virulentnih dejavnikov. V zadnjem 

času se vse pogosteje pojavljajo sevi, ki imajo zapise tako za virulentne dejavnike kot tudi 

zapise za odpornost proti antibiotikom. Tak je, na primer, zelo patogen sev iz sekvenčne 

skupine ST131, ki je razširjen ţe po celem svetu.   
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1.1 NAMEN DELA 

V diplomskem delu smo genotipizirali 15 sevov E. coli, izoliranih v letih 2008 in 2009 iz 

različnih kuţnin v Bolnišnici Golnik.  

Vseh 15 sevov smo s pomočjo veriţne reakcije s polimerazo (PCR) uvrstili v filogenetske 

skupine in podskupine po Clermontu ter ugotavljali prisotnost genov za adhezine, toksine 

in invazine, dejavnike, ki omogočajo prehod krvno-moţganske pregrade, sisteme, ki 

omogočajo privzem ţeleza in dejavnike, ki omogočajo izogibanje imunskemu sistemu 

gostitelja in odpornost proti serumu. Ugotavljali smo tudi prisotnost genov za odpornost 

proti beta-laktamskim antibiotikom z razširjenim spektrom delovanja in plazmidno 

kodirano odpornost proti kinolonom. Pomnoţili smo tudi sedem gospodinjskih genov in 

seve s pomočjo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) uvrstili v sekvenčne 

skupine (ST). Še posebej nas je zanimala vedno bolj razširjena sekvenčna skupina ST131, 

povezana s hudimi zunajčrevesnimi okuţbami. V diplomskem delu smo ugotavljali tudi 

značilne povezave med filogenetskimi skupinami, podskupinami, serološko skupino O25 

in sekvenčno skupino ST131 ter prisotnostjo genskih zapisov za virulentne dejavnike in 

odpornost proti protimikrobnim učinkovinam. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 BAKTERIJA Escherichia coli 

Bakterijo Escherichia coli (E. coli) uvrščamo v skupino enterobakterij, ki skupaj z drugimi 

bakterijami sestavljajo relativno homogen razred γ-proteobakterij (Garrity in sod., 2005).  

Enterobakterije so nesporulirajoči bacili, ki se pojavljajo posamezno ali v parih. V premeru 

merijo od 1,1 do 1,5 µm, v dolţino pa od 2 do 6 µm. Po Gramu se barvajo negativno. V 

primeru, da so gibljivi, se premikajo s 5–10 peritrihno nameščenimi flageli. So fakultativni 

anaerobi z respiratornim ali fermentativnim tipom metabolizma, obstajajo pa tudi 

anaerobni podtipi. So oksidaza negativni. Razmerje parov G + C v DNA je med 48 in 59-

odstotki (Garrity in sod., 2005; Madigan in Martinko, 2006). 

Bakterija E. coli je del normalne črevesne mikrobiote človeka in ţivali, kjer igra 

pomembno vlogo pri sintezi vitaminov, zlasti vitamina K (Garrity in sod., 2005). Večina 

komenzalnih sevov E. coli je nepatogenih. V primeru, da bakterijski sevi zaidejo v sterilna 

okolja svojega gostitelja, da pride do oslabitve imunskega sistema gostitelja ali spremembe 

črevesne mikrobiote, lahko nepatogeni sevi povzročijo različne bolezenske znake. 

Bolezenski znaki so lahko tudi posledica vnosa patogenih sevov E. coli (Nicolas-Chanoine 

in sod., 2007).  

2.1.1 Razvrstitev bakterije E. coli v skupine 

Bakterijo E. coli lahko delimo v skupine z različnimi metodami na osnovi različnih 

kriterijev. 

2.1.1.1 Delitev v skupine na osnovi seroloških metod 

Serotipizacija je metoda, ki temelji na razlikah v strukturi antigenov, ki se nahajajo na 

bakterijski površini. Antigeni O so lipopolisaharidni antigeni in jih označujemo s 

številkami od O1 do O73. Od tega je bilo nekaj skupin izločenih, na novo pa se raziskuje 

nekatere nove serološke skupine in podksupine O. Antigeni K so kapsularni polisaharidni 

antigeni. Poznamo 60 seroloških skupin K. Flagelarnih ali H antigenov je 56, od tega so tri 

skupine izločili (Garrity in sod., 2005). 
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Serotipizacija je bila v preteklosti zelo pomembna metoda, ki pa se danes opušča. 

Določene antigene še vedno uporabljamo pri identifikaciji bakterij, na primer antigene 

O157, O26 in O25. Slednji je še posebej značilen za izolate E. coli, ki pripadajo sekvenčni 

skupini ST131. 

2.1.1.2 Delitev v skupine na osnovi molekularnih metod 

2.1.1.2.1 Filogenetske skupine in podskupine po Clermontu 

Bakterijo E. coli delimo v štiri glavne filogenetske skupine: A, B1, B2 in D. Znotraj glavne 

filogenetske skupine A ločimo podskupini A0 in A1, znotraj skupine B2 podskupini B22 in 

B23, znotraj skupine D pa podskupini D1 in D2 (Clermont in sod., 2000). Vse štiri 

filogenetske skupine vključujejo tako patogene kot nepatogene seve, a se njihovo razmerje 

med skupinami razlikuje (Wirth in sod., 2006). Virulentne zunajčrevesne seve večinoma 

uvrščamo v filogenetsko skupino B2, v manjši meri tudi v podskupino D2, komenzalni sevi 

pa so večinoma v filogenetski skupini A. Zaradi povečane stopnje homolognih 

rekombinacij se je genom patogenih sevov pogosteje spreminjal. Glavna evolucijska sila v 

filogenetskih skupinah B1, B2 in D so rekombinacije, v skupini A pa mutacije. Mutacije so 

pogoste tudi v filogenetski skupni D. Sevi E. coli lahko pridobijo nove gene za virulentne 

dejavnike s horizontalnim genskim prenosom (Canton in sod., 2006). Zanimivo je, da je 

genom sevov iz filogenetskih skupin B1, B2 in D večji od genoma sevov iz skupine A 

(5,07 ± 0,09 Mb in 4,74 ± 0,06 Mb) (Bergthorsson in Ochman, 1998). 

Postopek, s katerim lahko bakterije hitro uvrstimo v filogenetske skupine in podskupine, 

temelji na veriţni reakciji s polimerazo (PCR), s katero ugotavljamo prisotnost genov chuA 

in yjaA ter fragmenta DNA TSPE4.C2. Gen chuA je v enterohemoragičnem sevu E. coli 

O157:H7 potreben za transport hema, funkcija gena yjaA pa je neznana. Gen chuA je 

prisoten v vseh sevih iz skupine B2 in D, sevi iz skupin A in B1 pa ga nimajo. S pomočjo 

tega gena, lahko skupini B2 in D ločimo od skupin B1 in A. Gen yjaA ločuje med 

skupinama B2 (pozitivni) in D (negativni). Fragment TSPE4.C2 je prisoten pri večini 

sevov B1 in v nobenem sevu iz skupine A (Clermont in sod., 2000). 
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Preglednica 1: Razdelitev sevov E. coli v filogenetske skupine in podskupine (povzeto po 

Branger in sod., 2005) 

Filogenetska 

skupina 

Filogenetska 

podskupina 
chuA yjaA TSPE4.C2 

A 
A0 - - - 

A1 - + - 

B1  - - + 

B2 
B22 + + - 

B23 + + + 

D 
D1 + - - 

D2 + - + 

       Znak + pomeni prisotnost gena, znak - pa odsotnost gena. 

V primerjavi z referenčno hibridizacijsko metodo po Southernu, so z metodo po Clermontu 

v pravilno filogenetsko skupino uvrstili 99-odstotkov sevov. Napaka se je pojavila pri 

sevih iz filogenetske skupine B1, ki so jih napačno uvrstili v filogenetsko skupino A 

(Clermont in sod., 2000). V primerjavi z metodo tipizacije na osnovi multilokusnih 

zaporedij (glej spodaj) so z metodo po Clermontu, pravilno uvrstili 85-odstotkov sevov E. 

coli, od tega so bili vsi sevi iz filogenetskih skupin B1 in B2 pravilno uvrščeni, iz 

podskupine A1 je bilo pravilno uvrščenih 91-odstotkov sevov, iz skupine D pa 76-

odstotkov sevov. Sevov iz podskupine A0 s to metodo ne moremo pravilno uvrstiti v 

filogenetske skupine (Gordon in sod., 2008).  

2.1.1.2.2 Tipizacija na osnovi multilokusnih zaporedij  

E. coli je bila prva bakterija, pri kateri so vpeljali tehnike populacijske genetike. Razvoj se 

je začel z multilokusno encimsko elektroforezo (MLEE ali angl. multilocus enzyme 

electrophoresis), ki temelji na relativni mobilnosti encimov pri elektroforezi. Razlike v 

mobilnosti so neposredno povezane z mutacijami oziroma rekombinacijami v genskih 

zapisih za encime (www.springerprotocols.com). Pogoste rekombinacije in mutacije v 

bakterijskem genomu, ki so posledica imunološke selekcije v gostitelju in uporabe 

antibiotikov, lahko zabrišejo filogenetske signale in s tem sorodnost med posameznimi sevi 

(Urwin in Maiden, 2003; Wirth in sod., 2006).  

http://www.springerprotocols.com/
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Leta 1998 se je uveljavila metoda analize sedmih gospodinjskih genov, s katero lahko 

ocenimo populacijsko strukturo E. coli, imenovana tipizacija na osnovi multilokusnih 

zaporedij (MLST ali angl. multilocus sequence typing) (Urwin in Maiden, 2003). 

Gospodinjski geni so geni, katerih produkti so bistveni za delovanje vsake celice ne glede 

na njeno funkcijo, zato so pri sorodnih sevih evolucijsko ohranjeni. Znotraj vsakega od 

sedmih gospodinjskih genov je polimorfnih od 8 do 20-odstotkov nukleotidov (Wirth in 

sod., 2006). 

Posameznim kombinacijam alelov vseh sedmih genov so dodelili številko sekvenčne 

skupine (ST ali angl. sequence type), sorodne ST-je pa uvrstili v komplekse ST. Kompleksi 

ST vključujejo centralni genotip ter sorodne genotipe, ki izhajajo iz centralnega z 

omejenim številom genetskih dogodkov. Organizacija sekvenčnih skupin v komplekse je 

pomembna pri epidemoloških analizah. S primerjavami alelnih profilov lahko ugotavljamo 

sorodnost med izolati, saj imajo sorodni izolati enak ali zelo podoben ST (Urwin in 

Maiden, 2003). Skupine ST in kompleksi ST se med filogenetskimi skupinami razlikujejo, 

kar kaţe, da je bila virulenca pridobljena kasneje v evoluciji (Wirth in sod., 2008).  

Preglednica 2: Funkcija za analizo MLST izbranih gospodinjskih genov E. coli. 

Gospodinjski 

gen 
Produkt gena Funkcija 

adk adenilat kinaza Encim, ki katalizira fosforilacijo AMP v ADP ob prisotnosti ATP. 

fumC fumarat hidrataza 
Encim iz cikla citronske kisline, ki katalizira reverzibilno 

hidratacijo fumarične kisline v L-jabolčno kislino. 

icd 

izocitrat/ 

izopropilmalat 

dehidrogenaza 

Oksidoreduktaza, ki katalizira pretvorbo izocitrata in NAD
+
 v 2-

ketoglutarat, CO2 in NADH. Za delovanje so potrebni Mg
2+

 in 

Mn
2+

 ioni. Aktivirajo ga ADP, citrat in Ca
2+

, inhibirajo pa NADH, 

NADPH in ATP. Reakcija je ključna v ciklu citronske kisline. 

purA 
adenilosukcinat 

dehidrogenaza 

Encim, ki katalizira nastanek AMP iz L-aspartata, IMP in GTP v 

biosintezi AMP. 

gyrB DNA giraza 

Bakterijska DNA topoizomeraza II, ki katalizira od ATP-ja 

odvisno odpiranje DNA vijačnic, prehod vijačnice skozi odprtino 

in ponovno zapiranje obeh vijačnic. 

recA 
ATP/GTP 

vezavni motiv 

Več funkcijski DNA-vezavni protein, ki igra pomembno vlogo v 

homologni rekombinaciji in postreplikativnih popravljalnih 

mehanizmih. 

mdh 
malat 

dehidrogenaza 

Encim, ki katalizira pretvorbo (S)-malata in NAD
+
 v oksaloacetat 

in NADH. 

Viri: http://www.nlm.nih.gov/mesh/2007/MBrowser.html, http://www.epibio.com, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&term=3990893 

file:///E:/www.nlm.nih.gov/mesh/2007/MBrowser.html
http://www.epibio.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&term=3990893
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                                               Odstotek polimorfizma ( %) 

 

Slika 1: (A) Kromosomska lega in (B) genetska raznolikost sedmih gospodinjskih genov 

E. coli, ki se uporabljajo za analizo MLST. Črni stolpci v histogramu označujejo 

polimorfizem nukleotidov, sivi pa polimorfizem aminokislin. Poleg simbola posameznega 

gena je prikazana dolţina nukleotidnega zaporedja genskega fragmenta, ki se uporablja za 

analizo MLST (Wirth in sod., 2006). 

 

2.1.1.2.2.1 Sekvenčna skupina 131 (ST131) 

V svetu je vedno več klonalno razširjenih, močno virulentnih sevov iz sekvenčne skupine 

ST131 (Tartof in sod., 2005). Večina izolatov E. coli, ki pripada sekvenčni skupini ST131, 

kaţe poleg enakega profila MLST tudi naslednje značilnosti: filogenetska skupina B2, 

serotip O25:H4, prisotnost beta-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja iz skupine 

CTX-M in odpornost proti ciprofloksacinu. Raziskave so pri izolatih ST131 potrdile 

prisotnost genov fimH (fimbrije tipa I), sat (avtotransportrski toksin), fyuA (receptor za 

jersiniabaktin), usp (uropatogeni specifični proteini) in malX (marker za otoke patogenosti) 

(Nicolas-Chanoine in sod., 2007; Coelho in sod., 2010). Raziskava iz leta 2008 je pri 7-

odstotkih zdravih oseb iz območja Pariza potrdila prisotnost E. coli ST131 brez gena 

blaCTX-M-15 (Leflon-Guibout in sod., 2008). 

Izolati O25:H4-ST131 so povezani s hudimi zunajčrevesnimi okuţbami. Pogosto jih 

izoliralijo iz krvi in trebušne tekočine. Predstavljajo velik zdravstveni problem, saj so 

odporni proti številnim protimikrobnim učinkovinam (Nicolas-Chanoine in sod., 2007). 

 

Skupaj   3423 bp 
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2.1.1.3 Delitev glede na patogenost in mesto povzročanja okuţb 

Komenzalni in patogeni sevi E. coli se po filogenetskem ozadju in virulentnih lastnostih 

močno razlikujejo (Nicolas-Chanoine in sod., 2007). Patogeni sevi E. coli imajo v svojem 

genomu številne zapise za virulentne dejavnike in so povezani z okuţbami. Letno 

povzročijo več kot 160 milijonov primerov griţe, ki se pri milijonu ljudi konča s smrtjo 

(Wirth in sod., 2006). Bakterije vrste E. coli glede na mesto povzročanja okuţb delimo v 

črevesne (sevi IPEC ali angl. intestintinal pathogenic E. coli) in zunajčrevesne (sevi 

ExPEC ali angl. extraintestintinal pathogenic E. coli) seve (Garrity in sod., 2005).  

2.1.1.3.1 Virulentni dejavniki 

Virulenca je sposobnost patogena, da povzroča poškodbe tkiva ali bolezen v gostitelju. 

Največkrat je posledica prisotnosti genskih zapisov za različne virulentne dejavnike 

(Johnson, 1991; Madigan in Martinko, 2006).  

Virulentne dejavnike lahko razdelimo v dve skupini, na tiste, ki se izraţajo na površini 

bakterijske celice (npr. fimbrije) in tiste, ki jih bakterija sintetizira znotraj celice in nato 

izloči na mesto delovanja (npr. hemolizin alfa) (Emody in sod., 2003). Prvi in 

najpomembnejši korak pri okuţbi gostitelja je pritrditev bakterije na površino gostiteljske 

celice. Vezavi lahko sledi vstop v celice ali tvorba biofilma (Antão in sod., 2009; Johnson, 

1991). Vezava bakterije na površino je nujna za nadaljno kolonizacijo in nastanek okuţbe. 

Pri vseh nadaljnih stopnjah sodelujejo toksini in drugi virulentni dejavniki, ki bakterijam 

omogočajo preţivetje v gostitelju in izogibanje imunskemu odzivu.  

2.1.1.3.1.1 Fimbrije in adhezini 

Fimbrije so nitaste zunajcelične strukture različnih velikosti, ki omogočajo specifično 

vezavo bakterije na površino gostiteljske celice. Na površini bakterijske celice se nahaja 

več kot 400 fimbrij (Antão in sod., 2009). 

Na površini fimbrij je protein adhezin, ki omogoča visoko afinitetno vezavo patogena na 

specifične komponente celične površine (Antão in sod., 2009). Adhezini bakterije E. coli 

imajo različne morfološke značilnosti in receptorsko specifičnost. Večinoma se obnašajo 

kot lektini, ki prepoznavajo oligosaharidne ostanke glikoproteinov in glikolipidov (Le 

Bouguenec, 2005). 
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Vezavo patogenih bakterij na receptorje gostitelja posredujejo fimbrijski ali nefimbrijski 

adhezini. Fimbrijski adhezini so nameščeni na vrhu fimbrije (npr. fimbrije tipa 1), 

nefimbrijski pa se nahajajo neposredno na površini bakterijske celice (npr. adhezini 

druţine Afa/dr). Večina adhezinov deluje šele po vezavi na specifični receptor v 

gostiteljskem tkivu. En sam patogeni sev lahko vsebuje različne adhezine z afiniteto za 

različne specifične receptorje, ki mu omogočajo prilagoditev na različna gostiteljska tkiva 

med okuţbo (Le Bouguénec, 2005). 

Fimbrije posameznih sevov so sestavljene iz specifičnih proteinskih podenot in imajo 

različne aglutinacijske lastnosti (Antão in sod., 2009). Fimbrije tipa 1, ki posredujejo za 

manozo občutljivo hemaglutinacijo (MSHA ali angl. mannose-sensitive hemagglutination), 

najdemo na površini komenzalnih in patogenih sevov E. coli. Večina fimbrij, ki je na 

površini patogenih sevov E. coli, povzroča za manozo odporno hemaglutinacijo (MRHA 

ali angl. mannose-resistant hemagglutination) (Le Bouguénec, 2005). 

Fimbrijski adhezini 

2.1.1.3.1.1.1 Fimbrije tipa 1  

Fimbrije tipa 1 so neflagelarne, nitaste strukture na površini bakterijske celice, ki 

omogočajo pripenjanje bakterije na gostiteljske celice.  

Sinteza fimbrij vključuje štiri gene, imenovane fimA, fimB, fimC in fimD. Izraţanje genov 

fimbrij tipa 1 je fazno variabilno, kar pomeni, da so lahko fimbrije v določenem obdobju 

fenotipsko prisotne, v določenem obdobju pa ne. Fazno variacijo nadzorujeta dva 

regulatorna gena fim, fimB in fimE. Dodatni trije geni, fimF, fimG in fimH niso potrebni za 

tvorbo fimbrij tipa 1, pač pa so pomembni za sposobnost vezave na celice gostitelja. 

Adhezin fimbrij tipa 1, ki ga kodira gen fimH, je na vrhu fimbrije in je odgovoren za 

vezavo na receptor. FimH posreduje tudi za manozo občutljivo hemaglutinacijo., (Antão in 

sod., 2009). Fimbrije tipa 1 omogočajo tudi invazijo in posledično okuţbo gostiteljskega 

tkiva ter rast v biofilmu (Martinez in sod., 2000; Schembri in Klemm, 2001).  

 

 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

10 

2.1.1.3.1.1.2 P-fimbrije 

P-fimbrije so, podobno kot fimbrije tipa 1, nitaste strukture na površini bakterijske celice 

(Antão in sod., 2009). Receptorje prepoznavajo z adhezinom PapG, ki je nameščen na vrhu 

fimbrije (Ulett in sod., 2007).  

P-fimbrije so heteropolimeri, sestavljeni iz glavnega pilina PapA, manjših pilinov PapE in 

PapF ter adhezina PapG. PapE, PapF, PapK in PapG so locirani na vrhu fimbrije. PapF in 

PapG omogočata vezavo bakterije na gostiteljsko celico (Antão in sod., 2009). 

Adhezini PapG se pojavljajo v treh molekulskih variantah: PapGI, PapGII, PapGIII. 

PapGIII je prevladujoča varianta med bakterijskimi izolati E. coli pri ţenskah in otrocih z 

vnetjem sečnega mehurja, PapGII pa je povezan z okuţbami ledvic in bakteremijo pri 

ljudeh. P-fimbrije so ključne determinante, ki so povezane z virulenco E. coli pri okuţbah 

urinarnega trakta. Potrebne so za vezavo na uroepitelialne celice in vivo ter povezane z 

močnim vnetnim odgovorom, ki nastane kot posledica bakterijske kolonizacije ledvic. 

Vodi lahko k okvaram ledvic (Antão in sod., 2009). V ţivalskih modelih in v urinarnem 

traktu človeka sproţijo P-fimbrije prirojen imunski odgovor (Ulett in sod., 2007). 

2.1.1.3.1.1.3 S-fimbrije  

Gruča genov sfa je velika 6,5 kb in kodira najmanj sedem specifičnih genskih produktov 

sfa. Skupina genov sfa kodira protein, ki je zgrajen iz večje, 16 kDa velike podenote SfaA 

in treh manjših podenot SfaS (15 kDa), SfaG (17kDa) in SfaH (29 kDa). Izraţanje sfa je 

odvisno od razmer v okolju, kot so temperatura, osmolarnost in prisotnost glukoze. Na 

molekularni stopnji izraţanje sfa posredujeta dva regulatorna proteina, sfaB in sfaC. S-

fimbrije prepoznavajo sturukture, ki vsebujejo nevraminsko (sialično) kislino. Zaradi 

specifične vezave na sialil galaktozide jih imenujemo S-fimbrije. Vezavo omogoča sfaS, 

manjša podenota S-fimbrij. Morfološko so S-fimbrije podobne fimbrijam tipa 1 in P-

fimbrijam (Antão in sod., 2009). 
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2.1.1.3.1.1.4 M-fimbrije 

Gen bmaE kodira M aglutininsko podenoto fimbrij tipa M. M-fimbrije se veţejo na 

terminalno aminokislinsko zaporedje krvnega antigena iz skupine M (Bahrani-Mougeot in 

sod., 2002; Johnson, 1991). Gen bmaE je povezan s sevi, ki jih po Clermontu uvrščamo v 

filogenetsko skupino B1 (Ramos in sod., 2009). 

2.1.1.3.1.1.5 Agregativne adherentne fimbrije  

Agregativne adherentne fimbrije (AAF ali angl. aggregative adherence fimbriae) so 

kodirane na 55- do 65-MDa velikem virulentnem plazmidu pAA (Farfan in sod., 2008). 

Glede na aminokislinsko zaporedje večje podenote ločimo tri različice AAF: AAF/I, 

AAF/II in AAF/III, ki so kodirane z geni aggA, aafA in agg3A (Boisen in sod., 2008). 

Različica AAF/II vključuje dve strukturni podenoti: večjo podenoto AafA in manjšo 

podenoto AafB. AafA prepoznava proteine zunajceličnega matriksa in omogoča adhezijo, 

AafB pa je povezan s sproščanjem citokinov (Farfan in sod., 2008). 

2.1.1.3.1.1.6 G-fimbrije  

G-fimbrije uvrščamo v druţino fimbrij F17. G-fimbrije kodira skupina štirih genov. 

Filament gradita adhezina F17A, ki je glavna strukturna podenota, odgovorna za 

antigenske lastnosti, in F17G. F17C je pomemben protein zunanje membrane, nujen za 

translokacijo podenot preko zunanje membrane (Tanskanen in sod., 2001). 

Gen gafD kodira topno, na C-terminalnem delu okrnjeno obliko fimbrialnega lektina, 

imenovano ΔGafD. ΔGafD je 20-kDa velik protein prisoten v periplazmi bakterij, ki 

sintetizirajo G-fimbrije, ni pa vključen v fimbrialni filament. Protein GafD se specifično 

veţe na N-acetil-D-glukozaminske ostanke glikoproteinov, npr. laminin, glikoziliran 

protein bazalne membrane, ki je na površini epitelnih, endotelnih in mišičnih celic. 

Izraţanje fimbrij F17 je povezano z izraţanjem citotoksičnega nekrotizirajočega dejavnika 

(CNF1) (Saarela in sod., 1996). 

G-fimbrije omogočajo vezavo na črevesne celice, na bazalno membrano (Tanskanen in 

sod., 2001) in zunajcelični matriks (Saarela in sod., 1996). 
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2.1.1.3.1.1.7 Curlijeva vlakna  

Curlijeva vlakna so spiralne strukture na površini bakterijske celice. Kodirana so s skupino 

genov csg (angl. curli subunit gene), ki vključuje dva operona, od katerih eden kodira 

csgB, csgA in csgC, drugi pa csgD, csgE, csgF in csgG (Antão in sod., 2009; Russell in 

Herwald, 2005, str. 67-89). Curli sestoji iz polimerov 15 kDa velikega proteina curlina, ki 

ga kodira gen csgA. Večina naravnih izolatov E. coli ima gen crl, a samo nekateri lahko 

sestavijo proteinske podenote v curlijeva vlakna, saj je za to potrebno izraţanje obeh 

operonov (Antão in sod., 2009). 

Curlijeva vlakna omogočajo vezavo bakterij na tanko črevo in so udeleţena pri tvorbi 

biofilmov (Russell in Herwald, 2005, str. 67-89). Sevi E. coli, ki imajo curlijeva vlakna, 

lahko v človeški plazmi absorbirajo plazminogen in tkivni aktivator plazminogena, kar 

vodi v tvorbo proteolitično aktivnega plazmina, s čimer je omogočeno razširjanje bakterij 

znotraj gostitelja (Antão in sod., 2009).  

Nefimbrijski adhezini 

2.1.1.3.1.1.8 Adhezin Iha  

Iha je pribliţno 78-kDa velik protein v zunanji membrani, ki so ga prvič opisali v 

enterohemoragičnem sevu E. coli O157:H7. Zaradi podobnosti z enterobaktinskim 

sideroforjem IrgA bakterije Vibrio cholerae, so ga poimenovali Iha (angl. iron-regulated 

gene homologue adhesine) (Leveille in sod., 2006; Johnson in sod., 2005). 

Adhezin Iha ne povzroča aglutinacije. Zapis zanj je na otoku patogenosti (Johnson in sod., 

2000). Glede na rezultate nekaterih raziskav naj bi bil Iha kateholatni sideroforni receptor, 

ki lahko v celice privzema entrobaktin in sorodne spojine (Leveille in sod., 2006). 

2.1.1.3.1.1.9 Proti toploti odporen aglutinin  

Aglutinin Hra (angl. heat-resistant agglutinin) je proti toploti odporen protein zunanje 

membrane. Hra v sevu ETEC O9:H10:K99 je proti manozi odporen hemaglutinacijski 

protein, ki pospešuje zlepljanje človeških in ţivalskih eritrocitov ter človeških črevesnih 

celic. Nekatere raziskave povezujejo gen hra z drugimi virulentnimi geni, v največji meri z 

genoma cnf in hly, ki se nahajata na otokih patogenosti (Srinivasan in sod., 2003). 
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2.1.1.3.1.2 Toksini in invazini 

2.1.1.3.1.2.1 Hemolizin alfa  

Hemolizini povzročajo zunajčrevesne okuţbe. Delujejo na različne celice, kot so limfociti, 

granulociti, eritrociti in renalne tubularne celice (Schmidt in sod., 1995). Hemolitični sevi 

bakterije E. coli najpogosteje sintetizirajo in izločajo hemolizin alfa (Johnson, 1991). 

Hemolizin alfa kodira operon hly, ki vključuje štiri gene. HlyA je 110 kDa velik protein s 

hemolitično funkcijo. Aktivira ga 20 kDa velik protein HlyC, ki mu doda maščobno kislino 

(acilacija). Proteina HlyB in HlyD tvorita membranski kompleks, translokator, ki skupaj s 

proteinom TolC omogočata izločanje proteina HlyA preko zunanje membrane (Bahrani-

Mougeot in sod., 2002; Johnson, 1991). 

Število parov G+C v operonu hly bakterije E. coli je 40-odstotno in je podobno vsebnosti 

G+C parov pri rodovih Proteus in Pasteurella spp., zato je moţno da geni za hemolizin 

alfa izvirajo iz ene izmed teh dveh vrst. Moţno je tudi, da geni izvirajo iz genoma sesalcev, 

saj so podobni genu mdr, ki ga najdemo v nekaterih tumorskih celicah. Produkt tega gena 

je neselektivna črpalka, ki aktivno črpa različne spojine iz celic in omogoča odpornost 

proti številnim zdravilom (Johnson, 1991). 

Zapis za hemolizin alfa je pogosto povezan z zapisom za citotoksični nekrotizirajoči 

dejavnik (Johnson, 1991).  

2.1.1.3.1.2.2 Citotoksični nekrotizirajoči dejavnik 1  

Citotoksični nekrotizirajoči dejavnik 1 (CNF1 ali angl. cytotoxic necrotizing factor 1) je 

115 kDa velik protein, ki ga izločajo številni uropatogeni sevi E. coli. CNF1 katalizira 

deamidacijo katalitsko aktivnega glutaminskega ostanka druţine GTPaz Rho. CNF1 

omogoča okuţbo urinarnega trakta miši ter povzroča akutni prostatistis pri podganah 

(Davis in sod., 2005). S spremembami v citoskeletu gostiteljskih celic naj bi sicer 

nepatogenim sevom omogočal vstop v celice (Bahrani-Mougeot in sod., 2002). Genetski 

zapis za CNF1 se pogosto nahaja skupaj z zapisom za alfa-hemolizin (Davis in sod., 2005). 
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2.1.1.3.1.2.3 Za uropatogene seve specifični protein Usp  

 

Bakteriocini so protimikrobne molekule, ki jih sintetizirajo in izločajo bakterije. Z njimi 

uničujejo sorodne bakterije, ki zasedajo isto ekološko nišo (Sharma in sod., 2002). 

Usp je homologen piocinom, to so bakteriocini z endonukleazno aktivnostjo, ki jih izloča 

bakterija Pseudomonas aerouginosa. Zapis za Usp (uropathogenic specific protein) leţi na 

majhnem, 4,2-kb velikem otoku patogenosti na kromosomu številnih uropatogenih sevov 

E. coli (Parret in De Mot, 2002).   

2.1.1.3.1.2.4 Avtotransportrski toksini Sat, Vat, Hbp in Ag43 

Avtotransportrski toksini so druţina proteinov, ki jih izločajo po Gramu negativne 

bakterije. Značilnost avtotransportrskega mehanizma je, da so njegovi produkti sposobni 

sami usmerjati svoje izločanje skozi zunanjo membrano (Restieri in sod., 2007). 

Vsi avtotransporterji imajo podobno zgradbo iz treh domen: i) amino (N-) terminalnega 

vodilnega peptida ali signalnega zaporedja, ki omogoča transport prekurzorja skozi 

notranjo membrano, ii) alfa ali potniške osrednje domene, ki ima funkcijo izločanega 

proteina in iii) karboksi (C-) terminalne ali beta domene, ki omogoča izločanje skozi 

zunanjo membrano. Po sintezi se avtotransportrski protein prenese skozi notranjo 

membrano s pomočjo Sec-translokaze. Prenos sproţi vodilni peptid. Pri tem se signalno 

zaporedje odstrani, preostali del pa se sprosti v periplazmo, kjer lahko pride do strukturnih 

sprememb. Beta domena se vstavi v zunanjo membrano, ker najverjetneje napravi beta-

sodček s hidrofilno poro, skozi katero potniška domena prečka zunanjo membrano. Ko je 

enkrat na celični površini, se lahko potniška domena sprosti z zunanje membrane ali pa 

ostane kovalentno povezana s površino bakterijske celice (Restieri in sod., 2007). 

Druţina avtotransporterjev vključuje številne domnevne virulentne dejavnike, ki v E. coli 

in drugih po Gramu negativnih bakterijah delujejo kot citotoksini, enterotoksini, 

imunoglobulinske proteaze, mucinaze, hem-vezavni proteini ali kot adhezini (Restieri in 

sod., 2007). 

Serinski proteazni avtotransporterji enterobakterij (SPATE ali angl. serine protease 

autotransporters of Enterobacteriaceae) vključujejo adhezine, toksine in proteaze, z 
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ohranjenim serin-proteaznim motivom v potniški domeni ter podaljšanim signalnim 

zaporedjem. Genski zapisi za SPATE so povezani s posameznimi filogenetskimi 

skupinami in/ali patotipi E. coli (Restieri in sod., 2007). 

Protein Sat (angl. secreted autotransporter toxin) je 107-kDa velik avtotransportrski 

protein, ki povzroča vakuolizacijo in posledično propad epitelnih celic ledvic in mehurja. 

V gostitelju sproţi imunski odgovor, kot serinska proteaza pa ima tudi proteolitično 

aktivnost (Restieri in sod., 2007). 

Pri sevih UPEC se pojavljata dva avtotransportrska proteina, Vat in Tsh, ki sta sicer 

značilna za seve E. coli, ki so patogeni za ptice (APEC). Vat (angl. vacuolating 

autotransporter toxin) povzroča vakuolizacijo embrionalnih fibroblastov kokoši in je 

ključen za virulenco sevov APEC. V primeru okuţb urinarnega trakta povzroči lizo 

uroepitelnih celic in omogoči kolonizacijo globljih tkiv. Tsh (angl. temperature-sensitive 

hemagglutin) pri ptičih povzroča perikarditis in septikemijo. Sestavljata ga dve domeni, 

TshS in Tsh-beta. Očiščen Tsh se lahko veţe na eritrocite, hemoglobin in proteine 

zunajceličnega matriksa, ima pa tudi proteolitično aktivnost. Vezava na zunajcelični 

matriks in posledična razgradnja le-tega omogoča bakterijam prodor v tkivo gostitelja. 

Hbp (angl. hemoglobine-binding protein) se od Tsh razlikuje v dveh aminokislinah, na 

mestih 209 in 842. Hbp razgrajuje hemoglobin in veţe hem (Kostakioti in Stathopoulos, 

2004). 

Poleg SPATE so bili v številnih sevih E. coli identificirani tudi drugi avtotransporterji, 

vključno z antigenom 43 (Ag43). Ag43 je v zunanji membrani številnih sevov E. coli. V 

sevu E. coli K-12 ga kodira gen flu (agn43). Odgovoren je za agregacijo bakterij znotraj 

gostitelja in nastanek biofilma, s čimer bakterijam omogoča dolgotrajno preţivetje v 

gostitelju (Ulett in sod., 2007). Glikozilacija Ag43 vpliva na sposobnost vezave bakterij na 

evkariontske celice (Restieri in sod., 2007).  

Moţna razlaga za distribucijo avtotransporterjev med različnimi filogenetskimi skupinami 

je njihova ohranjenost na otokih patogenosti, profagih ali konjugativnih plazmidih. Večina 

avtotransportrskih zaporedij (vat, pic, sat in drugi) je namreč kodiranih na otokih 

patogenosti (Restieri in sod., 2007).  
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2.1.1.3.1.2.5 Omptini 

Protein zunanje membrane OmpT je površinska proteaza po Gramu negativnih bakterij, ki 

z visoko katalitično učinkovitostjo cepi peptidno vez med dvema zaporednima bazičnima 

aminokislinama, kot so Arg in Arg, Lys in Arg ter Lys in Lys. OmpT se zlaga v 10-veriţen 

antiparalelni transmembranski beta-sodček z zankami, ki se razprostirajo na zunanji strani 

membrane. Osrednji del (beta-sodček) tvori poro, ki omogoča prehajanje molekul vode 

skozi zunanjo membrano. Aktivno mesto se nahaja na zunajcelični strani znotraj globokih 

brazd (Baaden in Sansom, 2004; McCarter in sod., 2004). 

OmpT razgrajuje številne pozitivno nabite protimikrobne peptide, katalizira aktivacijo 

človeškega plazminogena v plazmin in razgrajuje nekatere rekombinantne heterologne 

proteine. Najverjetneje ima pri uropatogenih sevih E. coli zaščitno vlogo (Baaden in 

Sansom, 2004). 

2.1.1.3.1.3 Protein, ki vsebuje domeno TIR  

Patogene bakterije ovirajo delovanje človeškega TLR (angl. toll-like receptor) z 

izločanjem homolognega proteina, ki vsebuje domeno TIR (Tcp ali angl. TIR domain-

containing protein; TIR ali angl. toll/interleukin-1 receptor domain). TLR so pomembni 

senzorji mikrobnega napada, ki vodijo prirojeno imunsko obrambo proti številnim 

mikroorganizmom. Z inhibicijo TLR in MyD88 specifičnega signaliziranja zavirajo 

prirojen imunski odziv gostitelja in bakterijam omogočajo preţivetje (Cirl in sod., 2008). 

2.1.1.3.1.4 Virulentni dejavniki, ki omogočajo prehod krvno-moţganske pregrade 

Za prehod krvno-moţganske pregrade in posledično razvoj meningitisa, morajo biti 

izpolnjeni številni pogoji, kot so ustrezna stopnja bakteremije, prisotnost kapsule K1, S-

fimbrij in proteina zunanje membrane OmpA ter produktov genov ibeA, ibeB, aslA in yijP 

(Hoffman in sod., 2000; Germon in sod., 2005). 

2.1.1.3.1.4.1 Gen asl 

Gen aslA (angl. arylsulfatase-like gene) kodira polipeptid iz 475 aminokislin in z 

molekularno maso pribliţno 52 kDa. AslA je sestavljen iz dveh membranskih segmentov 

in amino terminalnega signalnega zaporedja. Oba sulfatazna motiva, I in II, se nahajata na 
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N-terminalnem delu proteina in sta homologna (55 % in 70 %) sulfataznima motivoma v 

arilsulfatazi (AtsA) bakterije K. pneumoniae, ki je vključena v sulfatni metabolizem  

(Hoffman in sod., 2000). 

AslA ima pomembo vlogo pri prehodu krvno-moţganske pregrade. Pri mutantah, ki gena 

aslA ne izraţajo, je vezava na epitelne celice bistveno manjša. Za prehod krvno-moţganske 

pregrade so poleg AslA pomembni tudi drugi dejavniki. Raziskave namreč kaţejo, da zgolj 

plazmid z genom aslA, ne omogoča invazivnosti neinvazivnim sevom (Hoffman in sod., 

2000). 

2.1.1.3.1.4.2 Gen ibeA 

Gen ibeA kodira 50-kDa velik protein bakterije E. coli, ki povzroča meningitis pri 

novorojenčkih. Receptor za IbeA, katerega N-terminalni del je deloma homologen 

serumskemu albuminu, je na površini človeških in govejih moţganskih mikrovaskularnih 

endotelijskih celic. IbeA je verjetno vpleten v receptorsko-ligandno posredovano invazijo 

moţganskih mikrovaskularnih endotelijskih celic (Germon in sod., 2005). 

Raziskave so pokazale, da imajo sevi z inaktiviranim genom ibeA zmanjšano sposobnost 

invazije moţganskih mikrovaskularnih epitelialnih celic (Germon in sod., 2005). 

2.1.1.3.1.4.3 Protein zunanje membrane OmpA 

Protein zunanje membrane OmpA (angl. outer membrane protein A) je pomemben za 

ohranjanje integritete zunanje membrane bakterij. N-terminalni del proteina OmpT se 

zlaga v beta-sodček iz osmih transmembranskih beta-trakov, ki so povezani s tremi 

kratkimi periplazemskimi zavoji in štirimi relativno velikimi na površini izpostavljenimi 

hidrofilnimi zankami (Teng in sod., 2006). 

N-terminalni del proteina OmpA se veţe na receptor Ecgp, ki se nahaja na površini 

moţganskih mikrovaskularnih epitelialnih celic (Selvaraj in sod., 2007). Bakterijam 

omogoča prehod krvno-moţganske pregrade (Shin in sod., 2005).  

Protein OmpA vpliva tudi na druge adhezivne strukture bakterij, na primer fimbrije tipa 1, 

ki naj bi prav tako omogočale vezavo bakterij na celice endotela. Delecija gena ompA 

zmanjša izraţanje operona fimbrij tipa 1 (Teng in sod., 2006). 
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2.1.1.3.1.5 Sistemi za privzem ţeleza 

Ţelezo je eden izmed najpogostejših prehodnih elementov v okolju, ki je potreben za rast 

skoraj vseh ţivih celic. Bakterije potrebujejo ţelezo za številne metabolne in signalne 

funkcije, vključno z elektronskim transportom, peroksidno redukcijo, sintezo aminokislin 

in nukleozidov, sintezo DNA, fotosintezo ter virulenco (Furrer, 2006). 

Ţelezo (Fe) tvori dve ionski obliki, Fe
+2 

(fero) in Fe
+3 

(feri) ţelezo. V anaerobnem okolju je 

Fe v obliki Fe
+2

 in je topen. V bakterijo se z lahkoto prenaša s pomočjo sistema FeoAB. V 

aerobnem okolju se ţelezo nahaja v obliki Fe
+3

 in tvori netopne minerale (Furrer, 2006).  

V bioloških tekočinah je ţelezo večinoma vezano na ţelezo-vezavne proteine, kot sta 

hemoglobin in transferin, zato so pri okuţbah bakterije soočene s pomanjkanjem in morajo 

najti dodatne načine za privzem le-tega (Faraldo-Gómez in Sansom, 2003). 

Eden izmed sistemov, ki so ga bakterije razvile za rast in preţivetje v okolju z zmanjšano 

koncentracijo ţeleza, je uporaba sideroforjev. Sideroforji so majhne negativno nabite, pod 

1000 kD velike molekule, ki jih izločajo bakterije in glive. Imajo visoko afiniteto za Fe
+3

 

ţelezo. V gostitelju veţejo ţelezo iz ţelezo-vezavnih proteinov, nato pa se transportirajo 

nazaj v bakterijsko ali glivno celico, kjer sprostijo ţelezo s hidrolizo sideroforja oziroma z 

redukcijo Fe
3+

 v Fe
2+

 z niţjo afiniteto vezave (Faraldo-Gómez in Sansom, 2003) 

Bakterije lahko privzemajo ţelezo iz okolja tudi s hemofori ali z receptorskimi proteini, ki 

se nahajajo na površini bakterijske celice in specifično veţejo ţelezo-vezavne proteine 

(Faraldo-Gómez in Sansom, 2003). 

Posamezna bakterija ima lahko več sistemov za privzem ţeleza, s čimer si zagotovi 

najboljši izplen ţeleza iz okolja. S tem se poveča tudi njena sposobnost preţivetja v 

gostitelju. Sistemi za privzem ţeleza se med bakterijami prenašajo večinoma s pomočjo 

horizontalnega genskega prenosa (Hancock in sod., 2008). 

2.1.1.3.1.5.1 Aerobaktin 

Aerobaktinski sistem je plazmidno ali kromosomsko kodiran sistem za privzem ţeleza, ki 

je prisoten v številnih črevesnih mikroorganizmih. Vključuje najmanj pet genov za sintezo 

(iuc ali angl. iron uptake chelate) in transport (iut ali angl. iron uptake transport) 

http://mic.sgmjournals.org/search?author1=Viktoria+Hancock&sortspec=date&submit=Submit
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sideroforja. 74-kDa velik produkt gena iutA je proteinski receptor zunanje membrane za 

feri ţelezo (Lorenzo in sod., 1986). Izraţanje genov za aerobaktin je uravnavano z 

regulatorjem za privzem ţeleza (Fur ali angl. ferric uptake regulator) in je odvisno od 

koncentracije ţeleza v celici. Aerobaktin se najverjetneje sprošča v difuzni obliki (der 

Vartanian in sod., 1992).  

2.1.1.3.1.5.2 Jersiniabaktin  

Skupina genov fyuA-irp je deloma odgovorna za virulenco patogenih bakterij iz rodu 

Yersinia (Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterolitica 1B).  

Pri sintezi sideroforja jersiniabaktin sodelujejo ključni proteini YbtS, YbtE, YbtU, 

HMWP1 in HMWP2. HMWP1 in HMWP2 sta zapisana z genoma irp1 in irp2. Sta del otoka 

patogenosti HPI (angl. High Pathogenicity Island). Receptor za jersiniabaktin FyuA je 

zapisan z genom fyuA, deluje pa tudi kot receptor za pesticin. Bakterija Yersinia ima na 

otoku patogenosti tudi lokus hms, ki pa ga sevi E. coli nimajo. Ena izmed moţnih razlag je, 

da na otoku patogenosti pride do delecije regije hms, a je bolj verjetna razlaga, da se fyuA-

irp skupina genov širi neodvisno od regije hms, kar dokazuje tudi vsebnost parov G+C (47 

% za gen hms in 56-59 % za gen fyuA-irp). Le malo fyuA-irp pozitivnih sevov ima 

zmanjšano občutljivost za pesticin, večina pozitivnih sevov pa je proti njemu odporna. 

Skupina genov fyuA-irp se je iz Y. pestis v E. coli najverjetneje prenesla s horizontalnim 

genskim prenosom. Gene fyuA, irp1 in irp2 najdemo v številnih patogenih sevih E. coli 

(Schubert in sod., 1998). 

2.1.1.3.1.5.3 Enterobaktin   

 

Produkti skupine genov iroBCDEN sodelujejo pri glukozilaciji enterobaktina v salmohelin 

in sintezi receptorja za salmohelin, ki se nahaja na zunanji membrani. Salmohelin je 

kodiran z genom iroN in leţi na otoku patogenosti na kromosomu ali na plazmidu (Zhu in 

sod., 2005). Skupino genov iro so prvič opisali pri bakteriji Salmonella enterica, pogosta 

pa je tudi pri zunajčrevesnih sevih E. coli, posebno pri tistih, ki so bili izolirani iz 

urinarnega trakta. Izraţanje gena je uravnavano z regulatorjem za privzem ţeleza (Fur), 

podobno kot pri aerobaktinskem sistemu in je odvisno od koncentracije ţeleza v celici. 

(Sorsa in sod., 2003). 
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2.1.1.3.1.5.4 IreA 

Gen ireA (angl. iron-responsive element) kodira peptid z molekularno maso 75,3 kDa. 38-

56-odstotna homologija s proteini, ki delujejo kot sideroforni receptorji kaţe, da je tudi 

IreA vključen v privzem ţeleza in najverjetneje tudi sam deluje kot sideroforni receptor. 

Številne raziskave kaţejo, da se gen ireA nahaja na otoku patogenosti. Gen je bil 

najverjetneje pridobljen s horizontalnim prenosom, kar potrjuje 43-odstotno razmerje G + 

C parov (v primerjavi z 51-odstotki pri E. coli K-12) (Russo in sod., 2001). 

2.1.1.3.1.6 Dejavniki, ki omogočajo izogibanje imunskemu sistemu gostiteljo in odpornost 

proti serumu 

Bakterije, ki se pojavijo v človeškem serumu, lizira komplementni sistem. V primeru 

odsotnosti specifičnih protiteles bakterije namreč aktivirajo alternativno pot aktivacije 

komplementa. Komplementni sistem sestavljajo molekule, ki v kaskadi sproţijo nastanek 

membranskega kompleksa ali MAC (angl. membrane attack complex). Ta v zunanji 

membrani bakterije tvori pore skozi katere lizocimi doseţejo peptidoglikansko celično 

steno in jo razgradijo. Bakterije se pred delovanjem komplementnega sistema zavarujejo s 

pomočjo posameznih ali kombiniranih učinkov, kot so blokada aktivacije komplementne 

kaskade (kisli polisaharidi), onemogočanje dostopa komplemetnih komponent do kritičnih 

membranskih tarčnih mest (O polisaharidne stranske verige) ali oviranje normalnega 

delovanja MAC-kompleksa, tudi če ta ţe doseţe zunanjo membrano bakterije (površinska 

proteina TraT in Iss).  

Protein TraT je 25 kDa velik lipoprotein zunanje membrane, ki sevom omogoča odpornost 

proti serumu z oviranjem delovanja komplementnega sistema. Gen traT se prenaša z 

velikim plazmidom iz inkompatibilnostne skupine IncF. Pri sevih, ki nimajo kapsule, ţe 

majhno število izvodov gena traT poviša odpornost proti serumu, medtem ko mora biti pri 

sevih s kapsulo prisotno večje število izvodov gena, da pride do spremembe v odpornosti 

proti serumu (Johnson, 1991). 

Protein Iss (angl. increased serum survival) 100-kratno poviša odpornost proti serumu in 

virulenco pri sevu E. coli, ki je občutljiv za delovanje seruma. Ne vpliva na sestavljanje 

komplementa, temveč inhibira aktivnost MAC kompleksa na zunanji membrani (Johnson, 

1991).  
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Kapsularni polisaharidi so linearni polimeri ponavljajočih se ogljikohidratnih podenot, v 

katere si lahko vključene tudi aminokislinske ali lipidne komponente. Pri E. coli trenutno 

poznamo nekaj več kot 80 tipov kapsularnih polisaharidov, ki jih označujemo kot antigeni 

K (Schembri in sod., 2004). Glede na genetske in biosintetske lastnosti delimo kapsule na 

štiri skupine (Whitfield in Roberts, 1999).  

Kapsule iz skupine 2 so tanke in termostabilne. Zgrajene so iz kislih polisaharidov z visoko 

koncentracijo anionov. Kodirajo jih tri skupine genov: ena skupina je odgovorna za sintezo 

in polimerizacijo podenot, druga za postpolimerizacijske modifikacije polisahardov 

(dodajanje fosfatidne kisline) in transport preko citoplazemske membrane, tretja pa za 

translokacijo preko zunanje membrane, v katero so vključeni produkti genov kpsM 

(transmembranska komponenta), kpsT (ATPazna komponenta), kpsS in kpsC (Johnson, 

1991; Whitfield in Roberts, 1999).  

Kapsularni polisaharidi patogenih sevov E. coli so slabo imunogeni, kar je najverjetneje 

posledica molekularne mimikrije. To pomeni, da so kapsularni polisaharidi po strukturi 

podobni gostiteljskim trisialogangliozidom. Imunogenost se poveča pri nastanku 

konjugatov z albumini in drugimi proteini (Johnson, 1991). 

Kisli kapsularni polisaharidi onemogočajo fagocitozo in komplemetno ubijanje 

bakterijskih celic. Stopnja fagocitoze je premosorazmerna količini polisaharidov. 

Kapsularni polisaharidi blokirajo opsonizacijo tako, da ovirajo nalaganje komplementa 

(Johnson, 1991). 

2.1.1.3.2 Sevi IPEC 

V skupino sevov IPEC uvrščamo seve, ki povzročajo črevesne bolezni, kot so diareja, 

enterokolitis in kolitis (Garrity in sod., 2005). Na črevesni epitel se pogosto pripenjajo z G-

fimbrijami (Saarela in sod., 1996). 

2.1.1.3.2.1 Enteropatogeni sevi E. coli (EPEC)  

Enteropatogeni sevi so odgovorni za večino primerov diareje, ki nastane kot posledica 

izločanja enterotoksinov ali vdora v celice črevesnega epitela. V skupini so sevi s 

specifičnimi serotipi O:H. Na črevesni epitel se pritrjajo na poseben, t. i. A/E način (angl. 
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attaching and effacing lesions), ki se kaţe v obliki histopatoloških sprememb črevesnega 

epitela gostitelja in jo zaradi specifičnosti uporabljamo kot diagnostični označevalec. Sevi 

niso sposobni tvoriti Šigovih toksinov. Imajo velik virulentni plazmid, imenovan EAF 

(angl. EPEC adhesion factor), ki jim poleg ţe omenjene vezave omogoča tudi tvorbo 

fimbrij. Za EPEC seve je značilna tvorba intimina (http://www.mgc.ac.cn/cgi-

bin/VFs/genus.cgi?Genus=Escherichia). 

2.1.1.3.2.2 Enterotoksigeni sevi E. coli (ETEC) 

Enterotoksigeni sevi so pomembni povzročitelji diareje pri ljudeh in domačih ţivalih. 

Povezani so s produkcijo enega ali več enterotoksinov, ki so termo-labilni (LT) ali termo-

stabilni (ST). Genetski zapis za LT-I in ST je na plazmidih, genetski zapis za LT-II pa na 

kromosomu. Pogosto imajo sevi z LT-I in ST značilne serotipe O:K:H. (Garrity in sod., 

2005). Izločajo enega ali več kolonizacijskih dejavnikov, ki jim omogočajo ključni korak v 

virulenci – pritrditev na črevesno mukozno površino, zato pa so pogostejši pri sevih, ki 

povzročajo diarejo in septikemijo (Saarela in sod., 1996).   

2.1.1.3.2.3 Enteroinvazivni sevi E. coli (EIEC) 

Enteroinvazivni sevi so, za razliko od večine patogenih E. coli, znotrajcelični patogeni. 

Sevi EIEC po genotipskih in fenotipskih značilnostih ter boleznih, ki jih povzročajo, 

močno spominjajo na bakterije iz rodu Shigella. Večinoma so negibljivi. Lahko vdrejo in 

se razmnoţujejo v celicah debelega črevesa. Z virulenco so povezani številni 

kromosomsko in plazmidno kodirani geni. Povezani so z majhnim številom serotipov 

(Garrity in sod., 2005).  

2.1.1.3.2.4 Enteroagregativni sevi E. coli (EAEC) 

Za seve EAEC je značilen poseben agregativni vzorec pritrditve na celice HEp-2, v 

celičnih kulturah je namreč opazna izrazita avtoaglutinacija med bakterijskimi celicami in 

površino celic HEp-2. Značilno plastovitost lahko opišemo z modelom zloţenih opek. 

Značilno vezavo posredujejo plazmidno kodirane fimbrije I (AAF/I). Nekateri sevi EAEC 

ne izraţajo nobene od znanih različic AAF, zato predvidevajo, da obstajajo še neodkrite 

različice AAF (Garrity in sod., 2005). EAEC ne izločajo termo-labilnih ali termo-stabilnih 

enterotoksinov. Kar 93-odstotkov enteroagregativnih sevov E. coli tvori siderofor 
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jersiniabaktin (Schubert in sod., 1998). Enteroagregativni sevi E. coli so za 

enterotoksigenimi sevi E. coli najpomembnejši povzročitelji diareje v drţavah v razvoju in 

tudi v razvitih drţavah (Boisen in sod., 2008).  

2.1.1.3.2.5 Difuzno adherentni sevi E. coli (DAEC) 

Za DAEC je značilen difuzni vezavni vzrorec na celice HEp-2 (Garrity in sod., 2005). 

Vezavo omogoča skupina adhezinov Afa/Dr, ki so kromosomsko ali plazmidno kodirani  

(http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cgi?Genus=Escherichia). 

2.1.1.3.2.6 Sevi E. coli, ki izločajo verotoksine (VTEC) 

Sevi VTEC izločajo enega ali dva od dveh antigensko ločenih, ponavadi bakteriofagno 

posredovanih citotoksinov VT1 in VT2 (Garrity in sod., 2005).  

Znotraj skupine sevov VTEC razlikujemo enterohemoragične (EHEC) seve, ki imajo 

enake značilnosti kot jih ima prototipski sev E. coli O157:H7. Sevi EHEC povzročajo 

hemoragični kolitis in hemolitični uremični sindrom (Garrity in sod., 2005). Za vezavo na 

epitelne celice in kolonizacijo je pomemben protein zunanje membrane intimin. Sevi 

EHEC poleg Šigovih toksinov tvorijo tudi enterohemolizin. Za privzem hema je odgovoren 

gen chuA, ki kodira 69-kDa velik protein zunanje membrane (http://www.mgc.ac.cn/cgi-

bin/VFs/genus.cgi?Genus=Escherichia).  

2.1.1.3.3 Sevi ExPEC 

Zunajčrevesni patogeni sevi E. coli so epidemološko in filogenetsko ločeni od 

komenzalnih in črevesnih sevov. Njihovi genomi so zelo raznoliki. Imajo številne genske 

zapise za virulentne dejavnike, kot so P-fimbrije, S-fimbrije, nefimbrialni adhezini Iha, 

sistemi, ki omogočajo privzem ţeleza (npr. aerobaktin), kapsula, O-antigeni, mehanizmi, ki 

omogočajo odpornost proti serumu (npr. TraT) in toksini (npr. alfa-hemolizin). 

Zunajčrevesni sevi E. coli, še posebno tisti, ki povzročajo okuţbe urinarnega trakta, imajo 

zapise za Vat, Sat in Ag43. Za zunajčrevesne patogene seve E. coli, izolirane iz telesnih 

tekočin, kot so urin, trebušna tekočina in kri, je značilno tudi povečano izranje gena ireA 

(Russo in sod., 2001; Johnson, 1991). Geni za virulentne dejavnike se pogosto nahajajo na 

otokih potogenosti. Sevi imajo določeno število serotipov O:K:H (Garrity in sod., 2005;  

Lafont in sod., 1987; Johnson in sod., 2005). 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

24 

Sevi ExPEC lahko povzročajo okuţbe na katerem koli delu zunaj črevesa. Najpogostejše 

so okuţbe urinarnega trakta, vnetje ledvičnega meha in ledvičnega tkiva, meningitis pri 

novorojenčkih ter sepsa. Okuţbe povzročajo pri vseh starostnih skupinah (Garrity in sod., 

2005).  

2.1.1.3.3.1 Uropatogeni sevi E. coli (UPEC) 

Uropatogeni sevi so najpomembnejši povzročitelji okuţb urinarnega trakta, vključno s 

vnetjem sečnega mehurja (cistitis) ter vnetjem ledvičnega meha in tkiva (pielonefritis). 

Večina uropatogenih sevov pripada filogenetski skupini B2 (Johnson T. in sod., 2008). 

Vezavo in vstop v celice gostitelja jim omogočajo številni adhezini, kot so adhezini Dr, 

F1C-fimbrije, P-fimbrije, S-fimbrije in fimbrije tipa 1 (Garrity in sod., 2005). Fimbrije tipa 

1 so povezane tudi z vezavo na vaginalne epitelne celice (Antão in sod., 2009). Privzem 

ţeleza omogočajo različni sistemi, kot so aerobaktin, enterobaktin, jersiniabaktin in Chu. 

Sevi UPEC izločajo avtotransportrske toksine Pic, Sat in Tsh, citotoksični nekrotizirajoči 

dejavnik 1 ter alfa-hemolizin, ki lahko povzroča resne zaplete pri bolnikih z okuţbami 

urinarnega trakta (Garrity in sod., 2005). Zapis zanj imajo tudi sevi, ki so povezani z 

drugimi zunajčrevesnimi okuţbami (Johnson, 1991). Gen cnf1 zasledimo pri 61-odstotkih 

izolatov E. coli iz urinarnega trakta in manj kot 10-odstotkih komenzalnih izolatov 

(Yamamoto in sod., 1995). Najbolj virulentni uropatogeni sevi E. coli, ki povzročajo 

bolezni ledvic in pielonefritis, izločajo protein Tcp (Cirl in sod., 2008). 

2.1.1.3.3.2 Sevi E. coli, ki povzročajo meningitis pri novorojenčkih (NMEC) 

Večina sevov (77 %), ki povzroča meningitis pri novorojenčkih, pripada filogenetski 

skupini B2 (Johnson T. in sod., 2008). 80-odstotkov sevov NMEC ima kapsularni 

polisaharid K1, ki omogoča vstop v moţganske mikrovaskularne endotelialne celice. 

Vezavo jim omogočajo S-fimbrije in P-fimbrije, invazijo pa toksini AslA, Ibe, K1 kapsula 

in OmpA (Antão in sod., 2009). Pomemben toksin sevov NMEC je tudi CNF1 

(http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/genus.cgi?Genus=Escherichia).  

2.1.1.3.3.3 Sevi E. coli, ki so patogeni za ptice (APEC) 

Sevi APEC so povezani z okuţbami zunajčrevesnih tkiv perutnine. Sistemska okuţba se 

prične z okuţbo dihalnih poti, za katero so v prvi fazi odgovorne fimbrije tipa 1, v kasnejši 
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fazi pa P-fimbrije. 99-odstotkov sevov E. coli, izoliranih iz obolelih ptic, ima gen csgA, ki 

omogoča sintezo curlina, proteina ki sestavlja Curlijeva vlakna (Antão in sod., 2009). Sevi 

APEC imajo podoben nabor virulentnih dejavnikov kot sevi ExPEC. Najverjetneje 

povzročajo okuţbe tudi pri drugih sesalcih (Moulin-Schouleur in sod., 2007). 

2.2 ZDRAVLJENJE OKUŢB 

Okuţbe, ki jih povzročajo sevi vrste E. coli, so vedno večji problem za zdravje ljudi tudi v 

razvitem svetu, saj je zdravljenje okuţb zaradi naraščajoče odpornosti proti antibiotikom 

zelo teţavno ter vedno manj uspešno. K tem pripomore tudi prekomerna in nekontrolirana 

uporaba antibiotikov, ki je pospešila širjenje odpornih sevov. 

Za zdravljenje okuţb pri po Gramu negativnih bakterijah se najpogosteje uporabljajo beta-

laktamske in kinolonske protimikrobne snovi. Odpornost je največkrat posledica mutacij v 

kromosomskih genih, ki spremenijo metabolno pot ali tarčno mesto delovanja (Madigan in 

Martinko, 2006), oziroma posledica vnosa tujih genskih zapisov za proteine, ki posredujejo 

odpornost (Amábile-Cuevas, 2007, str. 25-53). 

Če je odpornost proti antibiotikom posledica mutacij na kromosomu, se geni, ki jo 

posredujejo, prenašajo s pomočjo klonalnega širjenja. Ta prenos imenujemo vertikalni 

prenos genov (Amábile-Cuevas, 2007, str. 25-53). 

V primeru, da so genetske determinante, ki posredujejo odpornost proti antibiotikom 

nahajajo na mobilnih genetskih elementih kot so plazmidi, transpozoni in integroni, se 

lahko neposredno prenašajo iz ene vrste bakterij v drugo. Tak prenos imenujemo 

horizontalni prenos (Amábile-Cuevas, 2007, str. 25-53). 

2.2.1 Beta-laktamski antibiotiki 

Beta-laktamski antibiotiki so največja in najpogosteje uporabljena skupina antibiotikov. 

Mednje uvrščamo peniciline, cefalosporine, karbapeneme in monobaktame. Zanje je 

značilen štiričlenski beta-laktamski obroč, na katerega je pri penicilinih in karbapenemih 

vezan petčlenski, pri cefalosporinih pa šestčlenski obroč. Monobaktami sekundarnega 

obroča nimajo (Livermore in Williams, 1996). 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

26 

2.2.1.1 Delovanje beta-laktamskih antibiotikov 

Beta-laktamski antibiotiki inhibirajo bakterijske transpeptidaze, imenovane tudi penicilin 

vezavni proteini (PBP ali angl. penicillin binding proteins), ki sodelujejo pri sintezi 

bakterijske celične stene. Transpeptidaze katalizirajo transpeptidacijo, proces pri katerem 

pride do navzkriţne povezave stranskih skupin linearne peptidoglikanske verige. Zaradi 

stereokemične podobnosti s peptidoglikanom, se transpeptidaze lahko veţejo tudi na beta-

laktamske antibiotike (Baquero in sod., 2008). V primeru, da se veţejo na penicilin, pri 

sintezi celične stene ne pride do transpeptidacije, ki je nujna za trdnost celične stene. Ker 

se celična stena kljub temu tvori, je celica podvrţena lizi. Poleg tega kompleksi beta-

laktamov s PBP stimulirajo sproščanje avtolizinov, ki razgradijo ţe obstoječo celično steno 

(Madigan in Martinko, 2006). 

2.2.1.2 Mehanizmi odpornosti proti beta-laktamskim antibiotikom 

Prekomerna uporaba beta-laktamskih antibiotikov je povzročila razvoj odpornosti ter 

posledično izgubo učinkovitosti pri zdravljenju okuţb. Odpornost pri po Gramu pozitivnih 

bakterijah je večinoma posledica modifikacije obstoječih ali tvorbe dodatnih PBP. 

Odpornost pri po Gramu negativnih bakterijah je največkrat povezana z izločanjem 

kromosomsko ali plazmidno kodiranih beta-laktamaz in aktivnega črpanja antibiotika iz 

celice (Baquero in sod., 2008). Moţna mehanizma odpornosti sta tudi uporaba 

alternativnih peptidoglikanskih transpeptidaz in nepropustnost zunanje membrane pri po 

Gramu negativnih bakterijah (Livermore, 1998; Murray in sod., 1999). 

2.2.1.2.1 Beta-laktamaze 

Beta-laktamaze so zelo heterogena skupina encimov, ki posredujejo odpornost proti 

antibiotikom. Proteini  so zgrajeni iz alfa-heliksov in beta-nagubanih ravnin ter si ne glede 

na zaporedje aminokislin delijo enako topologijo (Perez in sod., 2007). Beta-laktamaze 

inaktivirajo beta-laktamske antibiotike še preden doseţejo tarčna mesta PBP. V prvi stopnji 

se encimi reverzibilno in nekovalentno veţejo na ogljikove vezi beta-laktamskega obroča, 

v drugi stopnji pa encim s svojo hidroksilno skupino napade karbonilno skupino beta-

laktamskega obroča (Baquero in sod., 2008). Na koncu se aktivni encim odcepi in nastane 

hidroliziran in neaktiven antibiotik (Livermore, 1995). 
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Evolucija beta-laktamaz in nastanek novih mehanizmov odpornosti je posledica: 

 mutacije v posameznem beta-laktamaznem genu (modifikacija enega nukleotida 

spremeni celotno aminokislino) in posledično spremenjene hidrolitične lastnosti 

encima, 

 povečanega izraţanja genov za beta-laktamaze zaradi različnih promotorjev ali 

zdruţitvijo z insercijskimi zaporedji, 

 uporabe kompleksnih genskih regluatornih poti za povečanje koncentracije encima, 

 integracije ustreznih genov bla v mobilne genetske elemente, kot so plazmidi ali 

transpozoni, in njihov horizontalni prenos med bakterijami (Baquero in sod., 2008). 

Najbolj uspešne beta-laktamaze patogenih bakterij so se razvile z mobilizacijo 

kromosomskih genov bla iz okoljskih bakterij, razširjena uporaba antibiotikov pa je 

njihovo širjenje in evolucijo še pospešila (Baquero in sod., 2008). 

Prvo beta-laktamazo, penicilinazo, so identificirali ţe leta 1940 v bakteriji E. coli, 

zanimiva pa je postala šele leta 1944, zaradi neuspešnega zdravljenja okuţb z bakterijo 

Staphylococcus aureus. V tistem času je ta encim sintetiziralo manj kot 10-odstotkov 

sevov S. aureus, do leta 1950 pa se je ta deleţ povišal na 80-odstotkov. Danes ţe več kot 

90-odstotkov S. aureus tvori penicilinaze. Povečanje deleţa sevov S. aureus, ki tvorijo 

penicilinaze, je posledica pridobivanja plazmidov z geni za penicilaze bla in selekcije 

izolatov, ki tvorijo beta-laktamaze. Zanimivo je, da se plazmidi, na katerih so geni za 

penicilinaze bla, niso razširili v po Gramu negativne bakterije (Baquero in sod., 2008). 

Ampicilini in prva generacija cefalosporinov so v klinično uporabo prišli leta 1960 in ţe 

leta 1963 se je pojavila prva bakterija E. coli, odporna proti ampicilinu. Odpornost je bila 

posledica tvorbe nove beta-laktamaze, imenovane TEM. Geni bla, ki so kodirali ta encim, 

so bili na tranpozicijskem elementu (Tn3), ki se lahko vključi v plazmide različnih 

inkompatibilnostnih skupin. Tako se je odpornost s horizontalnim prenosom genov 

razširila v vse vrste druţine enterobakterij ter v bakterije vrst Haemophillus influenzae, 

Neisseira gonorrhoeae in Pseudomonas aeruginosa. Deleţ E. coli, odpornih proti 

amplicilinu, je danes ţe več kot 60-odstoten (Bradford, 2001). 
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V epidemoloških študijah med letoma 1970 in 1980 so odkrili številne nove beta-

laktamaze, kot so TEM-2, ki se od TEM-1 razlikuje po le eni aminokislini, PSE-1, SHV-1 

in OXA-1. Plazmidno-kodirano beta-laktamazo SHV-1 so odkrili v zgodnjih 70-ih letih 

prejšnjega stoletja v sevu bakterije Klebsiella. V številnih sevih te bakterije, je gen blaSHV-1 

vključen v bakterijski kromosom (Bradford, 2001). 

Beta-laktamazo OXA-1 so prvič identificirali v E. coli. Ta integronsko kodiran encim je 

del transpozicijskega elementa na plazmidu, zato se lahko širi med različnimi bakterijskimi 

vrstami (Baquero in sod., 2008). 

2.2.1.2.1.1 Beta-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja (ESBL) 

Mutacije v strukturnih genih primarnih beta-laktamaz TEM, SHV in OXA so povzročile 

nastanek različic s povečano hidrolitično aktivnostjo za beta-laktamske antibiotike. 

Poimenovali so jih beta-laktamaze z razširjenim spektrom delovanja (ESBL ali angl. 

extended-spectrum beta-lactamase) in vanjo vključili tudi skupino CTX-M (Baquero in 

sod., 2008). ESBL so prvič opisali v Nemčiji leta 1983 pri bakteriji Klebsiella spp. (Perez 

in sod., 2007). Od leta 2000 pogostost izolatov z ESBL narašča (Nicolas-Chanoine in sod., 

2008).  

ESBL so encimi, ki cepijo amidno vez v beta-laktamskem obroču pri penicilinih in 

cefalosporinih z razširjenim spektrom delovanja. Delovanje ESBL inhibirajo beta-

laktamazni inhibitorji, kot so klavulanska kislina, azobaktam in sulbaktam (Paterson in 

Bonomo, 2005; Bush in sod., 1995). Z uporabo novih antibiotikov so se pojavile tudi 

teţave, saj so nove mutante ţe odporne proti beta-laktamskim inhibitorjem, ter v nekaterih 

primerih tudi proti cefalosporinom z razširjenim spektrom delovanja (Baquero in sod., 

2008).  

V zadnjem času se pojavljajo mikroorganizmi, ki tvorijo več kot eno beta-laktamazo, kar 

še povečuje njihovo odpornost in oteţuje zdravljenje (Baquero in sod., 2008). 

2.2.1.2.1.1.1 ESBL iz skupine TEM 

Prvi encim ESBL iz skupine TEM je bil TEM-3, ki so ga odkrili leta 1989. TEM-1 je bila 

do leta 2001 najpogostejša beta-laktamaza pri po Gramu negativnih bakterijah. Hidrolizira 
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peniciline in cefalosporine ozkega spektra. Pri bakteriji E. coli je do 90-odstotkov 

odpornosti proti ampicilinu posledica izločanja TEM-1. Leta 1985 so odkrili TEM-2, ki se 

od TEM-1 razlikuje v enem samem nukleotidu. (Bradford, 2001). Znotraj skupine TEM 

razlikujemo ţe več kot 160 alelnih različic (Woodford, 2010).  

2.2.1.2.1.1.2 ESBL iz skupine SHV  

SHV-2 so odkrili leta 1983 in se od SHV-1 razlikuje po eni sami aminokislini. Ravno ta 

razlika je omogočila aktivnost proti cefalosporinom tretje generacije. SHV ESBL so 

prisotni pri številnih vrstah iz druţine enterobakterij in tudi pri nekaterih drugih bakterijah 

(Paterson in Bonomo, 2005). Znotraj skupine SHV razlikujemo okoli 110 alelnih različic 

(Woodford, 2010). Manjše število različic znotraj skupine SHV je verjetno posledica 

manjše dostopnosti genov blaSHV-1 v naravi v primerjavi z geni blaTEM-1 (Baquero in sod., 

2008). 

2.2.1.2.1.1.3 ESBL iz skupine OXA 

Encimi iz skupine OXA imajo visoko in specifično hidrolitično aktivnosti proti oksacilinu 

in kloksacilinu, klavulanska kislina pa jih le šibko zavira. Odgovorni so za odpornost proti 

ampicilinu in cefalotinu. Skupina OXA vključuje encime na osnovi fenotipskih in ne 

genotipskih lastnosti, zato je homologija med nekaterimi encimi iz druţine le 20-odstotna 

(Bradford, 2001).  

2.2.1.2.1.1.4 ESBL iz skupine CTX-M 

Encimi CTX-M preferenčno hidrolizirajo cefotaksim. Z beta-laktamazami iz skupin TEM 

in SHV so si podobni le v 40-odstotkih aminokislin. Najpogostejši so pri bakterijah E. coli, 

njihovo prisotnost pa so potrdili tudi pri nekaterih drugih vrstah iz druţine enterobakterij. 

Med kromosomsko kodiranim encimom AmpC bakterije Kluyvera ascorbata in encimi 

CTX-M obstaja 95-odstotna podobnost, kar bi lahko pomenilo, da so se encimi CTX-M 

razvili iz beta-laktamaz vrste K. ascorbata. Vsi encimi CTX-M imajo na mestu 237 

serinski ostanek, ki je najverjetneje odgovoren za povečano encimsko aktivnost pri beta-

laktamazah CTX-M (Bradford, 2001).  
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Encime CTX-M lahko glede na aminokislinska zaporedja razdelimo v 5 podskupin:  

 CTX-M-1 z variantami CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-M-12, CTX-M-15 in 

FEC-1;  

 CTX-M-2 z variantami CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M-3L, CTX-M-5, CTX-M-6, 

CTX-M-7, CTX-M-20 in TOHO-1;  

 CTX-M-8  

 CTX-M-9 z variantami CTX-M-9, CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-16, CTX-M-17 

CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-M-27 in TOHO-2 ter  

 CTX-M-25 z variantama CTX-M-25 in CTX-M-29 (Bonnet, 2004). 

 

Genski zapisi za encime CTX-M, so najpogosteje na 7- do 160-kb velikih plazmidih. Na 

istih plazmidih so pogosto tudi geni za odpornost proti kinolonom (PMQR ali angl. 

plasmid-mediated quinolone resistance), amonoglikozidom, sulfonamidom, tetraciklinom, 

trimetoprimom in kloramfenikolu (Paterson in Bonomo, 2005). Večina sevov, ki ima gene 

blaCTX-M, so izolirali iz pacientov z okuţbami urinarnega trakta (Perez in sod., 2007).  

2.2.2 Kinoloni 

Kinoloni so po strukturi 1,4-dihidro-4-okso piridinske molekule s karboksi kislinskim 

substituentom na mestu 3. Substituent na mestu 3 in karbonilna skupina na mestu 4 sta 

najverjetneje odgovorna za aktivnost kinolonov, saj tvorita kompleks z DNA in DNA 

girazo. 

Prvi kinolon, imenovan nalidiksična kislina, so sintetizirali leta 1962. Uporabljali so ga 

izključno za zdravljenje okuţb sečil (Acar in Goldstein, 1997). Prvi fluorokinolon s 

širokim spektrom delovanja je bil norfloksacin. S kemijskimi spremembami v molekulah 

protimikrobnih učinkovin so povečali njihovo protimikrobno učinkovitost ter razširile 

njihov spekter delovanja (Vila, 2005). Zaradi širokega spektra protimikrobne učinkovitosti 

so fluorokinoloni eni izmed najbolj pogosto predpisanih antibiotikov (Yamane in sod., 

2007). 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

31 

2.2.2.1 Delovanje kinolonov 

Kinoloni so sintetični anitibiotiki, ki inhibirajo delovanje bakterijskih topoizomeraz. 

Topoizomeraze so encimi, ki uravnavajo superzvijanje kovalentno zaprte verige DNA 

(Madigan in Martinko, 2006; Murray in sod., 1999). Glede na način delovanja ločimo dve 

skupini topoizomeraz, topoizomeraze I, ki cepijo le eno verigo DNA in omogočijo prehod 

verige skozi nastalo vrzel, in topoizomeraze II, ki cepijo obe verigi in omogočijo prehod 

drugega dela vijačnice skozi nastalo vrzel, ki se na koncu zapre (Murray in sod., 1999). 

Med topoizomeraze II uvrščamo DNA girazo in topoizomerazo IV, ki imata podobno 

strukturo. Oba encima sta tetramera iz dveh podenot A in dveh podenot B. Podenoto A 

kodirajo geni gyrA in parC, podenoto B pa geni gyrB in parE (Vila, 2005). Podenota A je 

katalitična podenota, ki cepi in zlepi verigi DNA. 

DNA-giraza katalizira negativno zvijanje DNA, ki je nujno za nastanek in delovanje 

replikacijskih vilic in začetek podvajanja verige DNA pri celični delitvi, topoizomeraza IV 

pa ločuje podvojene in prepletene kromosome pred celično delitvijo in vpliva na dodatno 

zvijanje molekul DNA (Murray in sod., 1999). Redki mikroorganizmi topoizomeraze IV 

nimajo, v tem primeru njeno vlogo prevzame DNA giraza. 

Kinoloni se veţejo na podenoto A DNA-giraze, ko je ta povezana z DNA in je veriga ţe 

prekinjena. Vezava kinolona prepreči zlepljanje prekinjene verige DNA in tvorbo 

negativnih navojev. Če je na verigi DNA kompleks kinolon-DNA-giraza, le-ta ne more 

potovati skozi replikacijske vilice. Nadaljnja replikacija je tako onemogočena, kompleks se 

sprosti, veriga DNA pa ostane prekinjena. (Drlica, 1999). 

Tarča kinolonov je pri po Gramu negativnih bakterijah DNA giraza, pri po Gramu 

pozitivnih pa topoizomeraza IV. Kinoloni novejših generacij (clinafloksacin, 

moksifloksacin) delujejo enako na oba encima (Hooper, 2000). 
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2.2.2.2 Mehanizmi odpornosti proti kinolonom 

2.2.2.2.1 Odpornost proti kinolonom, ki je posledica kromosomskih mutacij 

Odpornost proti kinolonom je posledica mutacij kromosomskih genov za encima DNA-

girazo in DNA-topoizomerazo IV v bakterijski celici (Strahilevitz in sod., 2009). Do 

mutacij prihaja v katalitičnih podenotah GyrA ali ParC in se imenujejo QRDR (ang. 

quinolone resistance determining region) (Willmot in Maxwell, 1993). Glavna tarča 

kinolonov pri po Gramu negativnih bakterijah je DNA-giraza, zato so mutacije, ki 

omogočajo odpornost najpogosteje v podenoti GyrA. Pri po Gramu pozitivnih bakterijah 

pa je glavna tarča kinolonov topoizomeraza IV, zato se mutacije pojavijo prednostno v 

podenoti ParC. Odpornost proti novejšim kinolonom, ki vplivajo na oba encima enako, pa 

se razvije teţje, saj je ob pojavu ugodne mutacije v enem encimu drugi encim proti 

kinolonom še vedno občutljiv (Deguchi in sod., 1997; Yague in sod., 2002). Ker so 

spontane mutacije v kromosomu dokaj redek genetski proces, ne morejo v celoti pojasniti 

povečane odpornosti proti kinolonom, ki so jo opazili v zadnjem desetletju.  

Odpornost je lahko tudi posledica zmanjšanega vnosa ali izčrpavanja kinolonov. Kinoloni 

lahko difundirajo skozi membrano ali pa v celico vstopajo skozi porine. Kromosomske 

mutacije lahko zmanjšajo občutljivost bakterij za kinolone, saj spremenijo sestavo 

membran ali zmanjšajo število membranskih porinov. Pri po Gramu negativnih bakterijah 

največkrat pride do mutacije v genih ompA, ompC in ompF, ki kodirajo porine zunanje 

membrane. Membranske črpalke se lahko izraţajo neprestano ali pa so uravnavane z 

različnimi regulatornimi sistemi. Pri E. coli je pri izčrpavanju kinolonov najpomembnejša 

črpalka AcrAB-TolC. Mutacija v genu acrR, ki je represor sistema acrAB poveča aktivnost 

črpalke in s tem tudi odpornost proti kinolonom (Jacoby, 2005; Wang in sod., 2001). 

2.2.2.2.2 Plazmidno kodirana odpornost proti kinolonom  

Kot ţe omenjeno, so zapisi za odpornost proti kinolonom v enterobakterijah največkrat na 

kromosomu. Leta 1998 so prvič opisali plazmidno kodirano odpornost proti kinolonom 

(PMQR ali angl. plasmid-mediated quinolone resistance), ki je sama po sebi manj 

učinkovita od kromosomsko kodirane, a skupaj omogočata nastanek bakterijskih sevov, ki 

so zelo odporni proti fluorokinolonom. Do sedaj so opisani trije mehanizmi PMQR, ki 

omogočajo odpornost proti fluorokinolonom: 
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 zaščita tarčnega mesta s produkti genov qnr: peptidi Qnr se veţejo na DNA girazo 

in topoizomerazo IV ter s tem preprečijo učinkovito delovanje antibiotikov, 

 kemijska modifikacija fluorokinolonov: aminoglikozidna acetiltransferaza 

AAC(6')-Ib -cr z acetilacijo modificira fluorokinolone (norfloksacin in 

ciprofloksacin), 

 izločanje antibiotika s pomočjo membranske črpalke: črpalka QepA izčrpava  

hidrofilne fluorokinolone iz celice (Poirel in sod., 2008). 

2.2.2.2.2.1 PMQR – odpornost z zaščito tarčnega mesta 

 

Proteine Qnr uvrščamo v druţino proteinov s ponovitvami petih aminokislin. Odpornost 

proti kinolonom posredujejo s svojo proteinsko strukturo in ne encimsko aktivnostjo 

(Robicsek in sod., 2006). V naravi naj bi protein Qnr bakterije ščitil pred naravnimi 

inhibitorji DNA giraze, kot je mikrocin B17. Zaradi pogoste uporabe kinolonov in 

posledično močnega selekcijskega pritiska so genetski zapisi verjetno prešli na mobilne 

geneteske elemente in se razširili v okolje (Ellington, 2006). Minimalna inhibitorna 

koncentracija (MIC) za ciprofloksacin pri večini sevov E. coli divjega tipa je 0,008 µg/ml, 

pri sevih s plazmidom, na katerem je zapis za Qnr, pa 0,025 µg/ml (Strahilevitz in sod., 

2009). 

Ob vezavi proteina Qnr se spremeni konformacija ţepa za vezavo kinolona, zato se 

kinoloni ne morejo pribliţati tarčnemu mestu (Baquero in sod., 2008). 

2.2.2.2.2.1.1 QnrA 

Prvi primer plazmidno posredovane odpornosti so opisali pri urinskem izolatu bakterije 

Klebsiella pneumoniae leta 1998 v Zdruţenih drţavah. Sevu bakterije K. pneumonia s 

plazmidom pMG252 in zmanjšanim številom porinov v membrani, se je odpornost proti 

kinolonom zvišala za 4- do 16-krat. V sevih E. coli, ki so vsebovali isti plazmid in so imeli 

običajno število porinov, se je odpornost povišala za 8- do 64-krat. Gen, odgovoren za 

odpornost proti kinolonom, je bil torej na plazmidu. Sprva so ga poimenovali qnr in mu 

kasneje dodali alelno oznako A (Baquero in sod., 2008). Gen qnrA kodira protein QnrA iz 

218 aminokislin (Martinez-Martinez in sod., 1998). V različnih bakterijah so odkrili 

številne variante gena qnr, ki se s qnrA ujemajo v 94- do 99-odstotkih aminokislin. 
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Poimenovali so jih qnrA1, qnrA2, qnrA3, qnrA4, qnrA5 in qnrA6 (Strahilevitz in sod., 

2009; Cattoir in sod., 2007). 

2.2.2.2.2.1.2 QnrB 

Gen qnrB kodira protein qnrB1 iz 226 aminokislin, ki sodi v druţino s ponovitvami petih 

aminokislin. Odkrili so ga leta 2006 pri izolatu K. pneumoniae (Jacoby in sod., 2003). 

QnrB1 se s proteinom QnrA1 ujema v 43-odstotkih, s QnrS1 pa v 44-odstotkih 

aminokislin. Bakterije iz druţine enterobakterij imajo številne variante gena qnrB (1-19), 

ki v primerjavi z genom qnrB1 kaţejo 85- do 99-odstotno variabilnost (Strahilevitz in sod., 

2009; Cattoir in sod., 2007). 

2.2.2.2.2.1.3 QnrC 

Zapis za gen qnrC1 so odkrili na plazmidu pHS9, izoliranem iz kliničnega seva Proteus 

mirabilis v Šanghaju. 666-bp velik gen kodira zapis za protein QnrC iz 221 aminokislin. 

QnrC se s proteinom QnrA1 ujema v 64-odstotkih, s QnrB1 v 41-odstotkih, s QnrS1 v 59-

odstotkih in s QnrD v 43-odstotkih aminokislin (Strahilevitz  in sod., 2009). 

2.2.2.2.2.1.4 QnrD 

Zmanjšana občutljivost za ciprofloksacin se prenaša tudi na majhnem, 4,3-kb velikem 

plazmidu, na katerem je zapis za protein QnrD, ki ga sestavlja 214 aminokislin. QnrD se s 

proteinom QnrA1 ujema v 48-odstotkih, s QnrB1 v 61-odstotkih in s QnrS1 v 32-odstotkih 

aminokislin (Strahilevitz in sod., 2009). 

2.2.2.2.2.1.5 QnrS 

Leta 2003 je na Japonskem prišlo do zastrupitve z bakterijo Shigella flexneri in posledično 

do izbruha enterokolitisa. Eden izmed osmih izoliranih sevov je imel plazmid, odgovoren 

za odpornost proti kinolonom. Izoliran plazmid kodira protein QnrS iz 218 aminokislin. 

QnrS se s proteinom QnrA1 ujema v 59-odstotkih aminokislin. Do sedaj so odkrili še tri 

variante gena qnrS (2-4), ki se od gena qnrS1 razlikujejo v 7,8-odstotkih aminokislin 

(qnrS2) oziroma po enem kodonu (qnrS3) (90 % variabilnost) (Strahilevitz in sod., 2009; 

Cattoir in sod., 2007). 
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Proteina QnrA in QnrS najverjetneje izvirata iz vodnih vrst bakterij Shewanella algae in 

Vibrio splendidus. Proteina QnrA in QnrB sta pogosto povezana s plazmidno kodiranimi 

beta-laktamazami razširjenega spektra, kot sta SHV in CTX-M (Poirel in sod., 2008). 

2.2.2.2.2.2 PMQR – odpornost s kemijsko modifikacijo kinolonov z AAC(6')-Ib-cr 

Leta 2006 so v Šanghaju iz kliničnih izolatov E. coli izolirali plazmid, ki omogoča 4-krat 

višjo stopnjo odpornosti proti ciprofloksacinu, kot jo sicer omogoča QnrA. Ugotovili so, da 

ima sev poleg gena qnrA tudi novo različico gena za aminoglikozidno acetiltransferazo, 

aac(6')-Ib, ki so jo označili aac(6')-Ib-cr. Encim, ki ga kodira, ima dodatno sposobnost 

acetilacije in s tem inaktivacije fluorokinolonov (Jacoby in sod., 2009).  

Odpornost, ki jo posreduje AAC(6')-Ib-cr je manjša od odpornosti, ki jo posredujejo 

proteini Qnr (Poirel in sod., 2008). AAC(6')-Ib-cr je pogosto povezan z beta-laktamazami 

razširjenega spektra kot so CTX-M-15, CTX-M-1, CTX-M-14, CTX-M-24 in SHV-12, saj 

so genski zapisi velikokrat na istem plazmidu, ter z drugimi PMQR geni, kot so qnrA1, 

qnrB2, qnrB4, qnrB6, qnrB10, qnrS1, qnrS2 in qepA (Strahilevitz in sod., 2009). 

2.2.2.2.2.3 PMQR – izločanje antibiotika z membransko črpalko QepA 

Na Japonskem so leta 2002 na plazmidu pHPA odkrili gen qepA (ang. quinolone efflux 

pump), ki omogoča odpornost proti aminoglikozidom, florokinolonom in beta-laktamom z 

razširjenim spektrom delovanja (Strahilevitz in sod., 2009). Protein omogoča 32- do 64-

kratno povečanje odpornosti za hidrofilne kinolone kot so norfloksacin, ciprofloksacin in 

enrofloksacin (Poirel in sod., 2008). Gen qepA kodira 511 aminokislin velik protein QepA, 

iz druţine proteinov s 14 transmembranskimi segmenti. Razširjen je v številnih po Gramu 

negativnih bakterijah in sluţi odstranjevanju nezaţelenih snovi iz citoplazme in membrane.  

Deleţ G+C parov v QepA je 72-odstoten, na kromosomu enterobakterij pa 50-odstoten. 

Glede na filogenetske analize, QepA najverjetneje sodi v druţino transporterskih 

membranskih črpalk iz po Gramu pozitivne druţine bakterij Actinomycetales. V sevih, ki 

imajo črpalko QepA je akumulacija norfloksacina mnogo manjša kot v sevih, ki črpalke 

nimajo (Yamane in sod., 2007). Glede na raziskave je QepA najverjetneje plazmidno 

kodirana kinolonska črpalka za izločanje fluorokinolonov iz citoplazme v zunanjost celice 

(Strahilevitz in sod., 2009; Yamane in sod., 2007). 
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3  MATERIAL IN METODE 

3.1 MATERIAL 

3.1.1 Bakterijski sevi 

3.1.1.1 Laboratorijska seva 

Pri raziskovalnem delu smo uporabili laboratorijska seva E. coli iz zbirke Katedre za 

molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov Oddelka za biologijo Biotehniške 

fakultete v Ljubljani. 

Preglednica 3: Laboratorijska seva E. coli, ki smo ju uporabili pri delu 

Sev E. coli Genotip Vir 

J53 Az
r G. A. Jacoby 

J53 qnr
+ Az

r 
plasmid qnrA G. A. Jacoby 

 

3.1.1.2 Klinični izolati ESBL producirajočih sevov 

Vseh petnajst kliničnih sevov E. coli, ki izločajo encime ESBL in smo jih uporabili pri 

raziskovalnem delu, je bilo izoliranih v Bolnišnici Golnik, v letu 2008 in začetku leta 2009. 

3.1.2 Gojišča 

3.1.2.1 Priprava trdnih gojišč LB (angl. Luria-Bertani) v petrijevkah 

Trdna gojišča LB smo pripravili tako, da smo v deionizirani vodi raztopili 25 g/l gojišča 

LB in 15g/l agarja. Z avtoklaviranjem smo gojišča sterilizirali 15 minut pri 121 °C. Ko se 

je gojišče ohladilo na pribliţno 55 °C, smo ga razlili v sterilne plastične petrijevke. 

3.1.2.2 Priprava trdnih gojišč LB z dodatkom protimikrobnih učinkovin 

Osnovno gojišče LB smo pripravili tako, kot je opisano v podpoglavju 3.1.2.1. Na 55 °C 

ohlajenem gojišču smo dodali protimikrobna sredstva natrijev azid, ampicilin, tetraciklin in 

trimetoprim v koncentracijah, ki so navedene v preglednici 4. S pomočjo magnetnega 

mešala smo gojišče ponovno premešali in ga nato razlili v sterilne plastične petrijevke. 
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Preglednica 4: Zaloţne in končne koncentracije protimikrobnih sredstev. 

Protimikrobno sredstvo Zaloţna koncentracija 

(mg/ml) 

Končna koncentracija v 

gojišču (μg/ml) 

Ampicilin 100 100 

Cefotaksim 10 2 

Ciprofloksacin 10 0,04 

Natrijev azid 150 175 

Tetraciklin 10 10 

Trimetoprim 10 10 

 

3.1.2.3 Priprava trdnih gojišč BHI (angl. Brain Heart Infusion) 

Trdna gojišča BHI smo pripravili tako, da smo v deionizirani vodi raztopili 27 g/l gojišča 

BHI in 15 g/l agarja. Z avtoklaviranjem smo sterilizirali 15 minut pri 121 °C in tlaku 1,2 

atm. Ko se je gojišče ohladilo na pribliţno 55 °C, smo ga razlili v sterilne plastične 

petrijevke. 

3.1.3 Kemikalije 

BIOCHEMICA 

 ciprofloksacin 

 

BIOLIFE ITALIANA 

 gojišče BHI (Brain Hearth Infusion) 

 

FERMENTAS 

 deionizirana voda brez nukleaz 

 DNA velikostni standardi: 1 kb DNA Ladder (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 

3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp), 1 kb Plus DNA Ladder (20000, 

10000, 7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 400, 300, 200 in 75 bp), 

100 bp Plus DNA Ladder (3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 

400, 300, 200 in 100 bp) in 50 bp DNA Ladder (1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 

300, 250, 200, 150, 100 in 50 bp), 

 Taq-polimeraza: Dream Taq
TM

 Green PCR Master Mix 
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 Zmes za PCR: PCR Master Mix (0,05 enot/µl Taq DNA polimeraze v reakcijskem 

pufru: 4 mM MgCl2, 0,4 mM vsakega od dNTPjev: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

 nanašalni elektroforezni pufer 

 

KEMIKA 

 EDTA 

 glukoza 

 KH2PO4 (natrijev dihidrogen fosfat) 

 

LEK 

 tetraciklin 

 

ROTH 

 agar (Agar-agar, Kobe I) 

 agaroza (Agarose NEEO Ultra Qualitat) 

 LB (Luria-Broth medium) 

 SDS Ultra Pure 

 

SIGMA 

 0,1 M kalcijev diklorid 

 ampicilin 

 baza Tris 

 etidijev bromid (10 mg/ml) 

 kalijev acetat 

 natrijev azid 

 natrijev hidroksid 

 trimetoprim 

 

3.1.4 Encimi 

FERMENTAS 

 TaaI 

 NdeI 
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3.1.5 Začetni oligonukleotidi 

Vsi začetni oligonukleotidi so bili pripravljeni v laboratoriju podjetja Jena Bioscience 

GmbH, Jena, Nemčija. 

3.1.6 Kompleti 

Za čiščenje DNA iz agaroznega gela smo uporabili komplet proizvajalca Fermentas: 

 GeneJET
TM

 Gel Extraction Kit 

3.1.7 Pufri in reagenti 

3.1.7.1 Ločevanje nukleinskih kislin z elektroforezo na agaroznem gelu 

 

Za pripravo agaroznih gelov in elektroforezo smo uporabili: 

 pufer 5× TBE (0,45 mM Tris-borat, 10 mM EDTA), ki smo ga hranili pri sobni 

temperaturi, 

 agarozo za pripravo gela, 

 etidijev bromid (zaloţna koncentracija 10 mg/ml), 

 nanašalni elektroforezni pufer (0,25-odstotni bromfenolmodro, 0,25-odstotni 

ksilencianol, 40-odstotna saharoza). 

3.1.8 Pribor in oprema 

3.1.8.1 Pribor 

 

Pri laboratorijskem delu smo uporabili: 

 avtomatske pipete (Eppendorf), 

 laboratorijske rokavice, 

 laboratorijska steklovina: čaše, merilni valji, elrenmajerice, epruvete, petrijevke…, 

 laboratorijske cepilne zanke, 

 mikrocentrifugirke, 

 PCR mikrocentrifugirke (MicroAmp, Perkin Elmer), 

 plastične petrijevke. 
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3.1.8.2 Oprema 

 ciklični termostat GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), 

 ciklični termostat UNO II (Biometra), 

 namizno centrifugo Eppendorf Centrifuge 5417C, 

 namizno centrifugo Eppendorf Centrifuge 5415R, 

 sistem za elektroforezo (banjica Hoefer HE 33, nosilec za gel, glavnik, električni 

napajalnik Consort E835 oziroma E143), 

 UV transiluminator UXDT-20ML-15R (Biostep), 

 hibridizacijska vodna kopel (Stovall Life Science), 

 vibracijski mešalnik (SBD), 

 magnetno mešalo (Tehtnica Ţelezniki), 

 avtoklav (Kambič, Slovenija), 

 gorilnik (Tlos Zagreb), 

 digestorij (Variolab Mobilen W90),  

 tehtnica Santer SD 1000T (Tehtnica, Ţelezniki). 

3.2 METODE 

3.2.1 Veriţna reakcija s polimerazo (PCR) 

Z veriţno reakcijo s polimerazo (PCR ali angl. polymerase chain reaction) smo ugotavljali 

prisotnost genskih zapisov za virulentne dejavnike in gena, značilnega za s serološko 

skupino O25. Pomnoţili smo sedem gospodinjskih genov, katere smo na podlagi zaporedij 

uvrstili v sekvenčne skupine. Ugotavljali smo tudi prisotnost zapisov za odpornost proti 

beta laktamskim antibiotikom z razširjenim spektrom delovanja (ESBL) in kinolonom. 

3.2.1.1 Priprava vzorčne DNA za izvedbo PCR 

Cepilno zanko bakterijske kulture smo prenesli v mikrocentrifugirko z 200 µl sterilne 

destilirane vode. Bakterije smo resuspendirali s kratkim mešanjem na vibracijskem 

mešalniku. Resuspendirane celice smo nato 10 minut inkubirali v vreli vodi, nato pa jih 10 

minut centrifugirali pri 14 000 vrt./min v namizni centrifugi pri sobni temperaturi. 

Celokupno bakterijsko DNA, prisotno v supernatantu, smo uporabili kot vzorčno DNA za 

veriţno reakcijo s polimerazo. 
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3.2.1.2 Začetni oligonukleotidi za PCR 

V preglednici 5 so prikazani začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za ugotavljanje 

prisotnosti genskih zapisov z veriţno reakcijo s polimerazo. 

Preglednica 5 : Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri PCR, njihovo nukleotidno zaporedje in 

velikost nastalega PCR-pomnoţka. 

Kategorija 

Oznaka 

začetnega 

oligonukleotida 

Nukleotidno zaporedje para začetnih  

nukleotidov (5'-3') 

Velikost PCR-

pomnoţka 

(bp) 

Referenca 

Filogenetske 

skupine in 

podskupine 

ChuA 
1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 

2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
279 

Clermont in 

sod., 2000 

 
YjaA 

1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 

2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 
211 

TspE4.C2 
1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 

2 CGCGCCAACAAGTATTACG 
152 

Serološka 

skupina 

O25 

O25pabBspe 

 

trpA 

F TCCAGCAGGTGCTGGATCGT 

R GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT 

F GCTACGAATCTCTGTTTGCC 

R GCAACGCGGCCTGGCGGAAG 

347 

 

427 

Clermont in 

sod., 

2009  

Beta-

laktamaze z  

razširjenim 

spektrom 

delovanja 

TEM 
F ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

R GACAGTTACCAATGCTTAATC 
1080 

Ling Ma in 

sod., 2005 
SHV 

F GGGTTATTCTTATTTGTCGC 

R TTAGCGTTGCCAGTGCTC 
927 

OXA 
A CCAAAGACGTGGATG 

B GTTAAATTCGACCCCAAGTT 
442 

Siu L. K. in 

sod., 2000 

panCTX-M 
F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 

R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 
544 

Edelstein in 

sod., 2003 

CTX-1 
AAAAATCACTGCGCCAGTTC 

AGCTTATTCATCGCCACGTT 
415 

Woodford in 

sod., 2006 

 

CTX-2 
CGACGCTACCCCTGCTATT 

CCAGCGTCAGATTTTTCAGG 
552 

CTX-8 
TCGCGTTAAGCGGATGATGC 

AACCCACGATGTGGGTAGC 
666 

CTX-9 
CAAAGAGAGTGCAACGGATG 

ATTGGAAAGCGTTCATCACC 
205 

CTX-25 
GCACGATGACATTCGGG 

AACCCACGATGTGGGTAGC 
327 

Plazmidno-

kodirane 

determinante 

odpornosti 

proti 

kinolonom 

(PMQR) 

QnrA1-6 
F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 

R TGCCAGGCACAGATCTTGAC 
580 

Cattoir in 

sod., 2007a 

QnrB1-6 
F GGMATHGAAATTCGCCACTG

a
  

R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA
a
 

264 
Cattoir in 

sod., 2007b 

QnrCm 
F GGGTTGTACATTTATTGAATCG 

R CACCTACCCATTTATTTTCA 
307 

Wang in 

sod., 2009 

QnrDm 
F CGAGATCAATTTACGGGGAATA 

R AACAAGCTGAAGCGCCTG 
582 

Cavaco in 

sod., 2009 

QnrSm 
F GCAAGTTCATTGAACAGGGT  

R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 
428 

Cattoir in 

sod., 2007a 

QepA 
F GCGAGCGCTGGGCGCTTGCGCAG 

R CCGCCACGCTCCACGACACCGC 
1521 To delo 

Qac 
1 F GGCATCACTGCGTGTTCGCTCG 

2 R GACTGAGCATGACCTTGCG 
514 

Rok Keber, 

dipl.delo  

 
 

 

 

 

Se nadaljuje… 
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Adhezini  
FimH 

1 AACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG 

2 ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC 
465 

Usein in sod., 

2001 

PapGI 
F TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT 

R TGGCATCCCCCAACATTATCG 
461 

Johnson in 

Stell, 2000 
PapGII 

F GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 

R CGGGCCCCCAAGTAACTCG 
190 

PapGIII 
F GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 

R CCACCAAATGACCATGCCAGAC 
258 

Sfa 
1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 

2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA  
410 

Le 

Bouguenec in 

sod., 1992 

BmaE 
1 ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG  

2 AGGGGGACATATAGCCCCCTTC 
504 

Johnson in 

sod., 2000 

Aaf 
1 TGCGATTGCTACTTTATT 

2 ATTGACCGTGATTGGCTTCC 
242 

Vila in sod., 

2000 

GafD 
1 TGTTGGACCGTCTCAGGGCTC 

2 CTCCCGGAACTCGCTGTTACT 
949 

Johnson in 

sod., 2000 

Crl 
1 TTTCGATTGTCTGGCTGTATG 

2 CTTCAGATTCAGCGTCGTC 
250 

Maurer in 

sod., 1998 

Iha 
F CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA 

R TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 
827 

Johnson in 

sod., 2000 

Hra 
F TACGGTATTCAGTGGCCGGTATC 

R TCGTCCTTGTAACTCACACTGC 
474 

Ambroţič 

Avguštin, 

neobljavljeno 

Toksini in 

invazini 
HlyA 

1 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 

2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 
1177 

Yamamoto in 

sod., 1995 

 
Cnf1 

1 TCGTTATAAAATCAAACAGTG 

2 CTTTACAATATTGACATGCTG 
445 

Ewers in 

sod., 2004 

 
Usp 

N6 ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 

N7 CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT 
1023 

Nakano in 

sod., 2001 

 
Sat 

1 ACTGGCGGACTCATGCTGT 

2 AACCCTGTAAGAAGACTGAGC 
387 

Ruiz in sod., 

2002 

 
Vat 

1 GAACACAGTTCATCTGATCTCC  

2 GAATATATCAAATTGGTCCCCC 
419 

Parham in 

sod., 2005 

 

Hbp 
1 GGCGGACAATAAAGGACAGG 

2 GGAGTTATCTGCCTGGATGG 
829 

Ambroţič 

Avguštin, 

neobjavljeno 

 

FluA 
1 GCGGTGTACTGCTGGCCG 

2 CGTTGTGGCTGCCCAGAC 
1637 

Ambroţič 

Avguštin, 

neobljavljeno 

Omptini 

OmpTAPEC 
1 CAGAGTATCTGTCGGTGCCTCA  

2 TACGGTTCCATGTTCCTTCGAC  
581 

Ambroţič 

Avguštin, 

neobljavljeno 

Protein z 

domeno TIR 
TcpC 

F GGCAACAATATGTATAATATCCT 

R GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA 
386 

Cirl in sod., 

2008 

Viruletni 

dejavniki, ki 

omogočajo 

prehod KMP 

AslA 
1 CGGTGTCTGATATGTACACCG 

2 CATCCCTTTCCAGTAAACG 
546 

Hoffman in 

sod., 2000 

IbeA 
F AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 

R TGGTGCTCCGGCAAACCATGC 
170 

Johnson in 

sod., 2000 

OmpA 
1 TCAGGGCGTTCAACTGACCG 

2 GCCTGCGGCTGAGTTACAAC 
753 

Ko in sod., 

2005 

Mehaznizmi 

za privzem 

ţeleza 

Aer 
1 TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 

2 AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 
602 

Yamamoto in 

sod., 1995 

Iut 
1 GGCTGGACATCATGGGAACTGG 

2 CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 
300 

Johnson in 

sod., 1998 

  Se nadaljuje… 
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FyuA 
F TGATTAACCCCGCGACGGGAA 

R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 
880 

Schubert in 

sod., 1998 
Irp 

1 AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 

2 TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 
286 

IroN 
F AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 

R GACGCCGACATTAAGACGCAG 
665 

Johnson in 

sod., 2000 

 
IreA 

1 TGGTCTTCAGCTATATGG 

2 ATCTATGATTGGTGTTGGT 
415 

Russo in 

sod., 2001 

Faktorji za 

izogibanje 

imunskemu 

sistemu 

gostitelja in 

odpornost 

proti serumu 

TraT 
1 GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 

2 CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 
290 

Johnson in 

Stell, 2000 

Iss 
F ACGATACTCCGTAGCCAGAGAT 

R ATGAACAGTGCAGATGAGCTCC 
791 

Ambroţič 

Avguštin, 

neobjavljeno 

KpsMTII 
F GCGCATTTGCTGATACTGTTG  

R CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 
272 

Johnson in 

Stell, 2000 

MLST– 

gospodinjski 

geni 

Adk 
P1 ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 

P2 CCGTCAACTTTCGCGTATTT 
583 (536) 

 

Wirth in sod., 

2006 

FumC 
P1 TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 

P2 GTACGCAGCGAAAAAGATTC 
806 (469) 

GyrB 
P1 TCGGCGACACGGATGACGGC 

P2 ATCAGGCCTTCACGCGCATC 
(460) 

Icd 

P1 

ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGC 

ACA 

P2 GGACGCAGCAGGATCTGTT 

878 (518) 

Mdh 

P1ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGC

T GGCGG 

P2TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGAT

AT CTTTCTT 

932  

PurA 
P1 CGCGCTGATGAAAGAGATGA 

P2 CATACGGTAAGCCACGCAGA 
816 (478) 

RecA 
P1 CGCATTCGCTTTACCCTGACC 

P2 TCTCGATCAGCTTCTCTTTT 
655 (510) 

a 
M = A ali C, H = A ali C ali T, Y = C ali T. 

3.2.1.3 Sestava reakcijskih mešanic za reakcijo PCR 

Reakcijsko mešanico za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov qnrA, qnrB in qnrS 

(multipleks PCR) smo pripravili tako, da smo v 200 µl mikrocentrifugirke odpipetirali 2 µl 

bakterijskega lizata, po 1 µl začetnih oligonukleotidov QnrAm-F, QnrAm-R, QnrBm-F, 

QnrBm-R, QnrSm-F, QnrSm-R (10 pmol/µl), 12,5 µl PCR Master mix-a (Fermentas) in 

4,5 µl destilirane vode. 

Reakcijsko mešanico za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij delov genov chuA, yjaA in 

fragmenta TspE4.C2 (multipleks PCR) smo pripravili tako, da smo v 200 µl 

mikrocentrifugirke odpipetirali 2 µl bakterijskega lizata, po 1 µl začetnih oligonukleotidov 
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ChuA1, ChuA2, YjaA1, YjaA2, TspE4.C2-1, TspE4.C2-2, 12,5 µl PCR Master mix-a 

(Fermentas) in 4,5 µl destilirane vode. 

Reakcijske mešanice za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij delov genov aac(6')-Ib in 

aac(6')-Ib-cr smo pripravili tako, da smo v 200 µl mikrocentrifugirke odpipetirali 3 µl 

bakterijskega lizata, 1 µl začetnega oligonukleotida qac 1F (10 pmol/µl), 1 µl qac 2R  (10 

pmol/µl), 12,5 µl PCR Master mix-a (Fermentas) in 7,5 µl destilirane vode. 

Reakcijske mešanice za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov qnrC, qnrD, qepA, 

fimH, papGI, papGII, papGIII, crl, iha, hlyA, cnf1, sat, vat, hbp, aer, iroN, iss, kpsMTII in 

genov β-laktamaz skupin TEM, SHV, OXA in podskupin CTX smo pripravili tako, da smo 

v 200 µl mikrocentrifugirke odpipetirali 1 µl bakterijskega lizata, 1 µl izbranega začetnega 

oligonukleotida F oziroma 1 (10 pmol/µl), 1 µl izbranega začetnega oligonukleotida R (10 

pmol/µl) oziroma 2, 12,5 µl PCR Master mix-a (Fermentas) in 9,5 µl destilirane vode. 

Za pomnoţevanje gospodinjskih genov adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA in recA smo 

uporabili dvakratno količino reakcijske mešanice. V 200 µl mikrocentrifugirke odpipetirali 

2 µl bakterijskega lizata, 2 µl izbranega začetnega oligonukleotida F (10 pmol/µl), 2 µl 

izbranega začetnega oligonukleotida R (10 pmol/µl), 25 µl PCR Master mix-a (Fermentas) 

in 19 µl destilirane vode. 

Reakcijske mešanice za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov sfa, bmaE, aaf, gaf, 

hra, usp, fluA, ompT, tcp, asl, ibeA, ompA, iut, fyuA, irp, ireA in traT smo pripravili tako, 

da smo v 200 µl mikrocentrifugirke odpipetirali 2 µl bakterijskega lizata, 1 µl izbranega 

začetnega oligonukleotida F oziroma 1 (10 pmol/µl), 1 µl izbranega začetnega 

oligonukleotida R oziroma 2 (10 pmol/µl), 12,5 µl PCR Master mix-a (Fermentas) in 8,5 

µl destilirane vode. 
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3.2.1.4 Razmere pomnoţevanja z veriţno reakcijo s polimerazo (PCR) 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena blaTEM 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 80 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov blaSHV in iha  

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1 × 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30 × Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 90 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1 × 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov blaOXA, blapanCTX in gena 

fumC 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 1 minuta 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov qnrA, qnrB, qnrC in qnrS 

Začetna denaturacija 95 °C 4 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 54 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 
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 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena qnrD  

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 53 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov aac(6')-Ib in aac(6')-Ib-cr s 

parom začetnih oligonukleotidov qac 1 (F)/ qac 2 (R) 

Začetna denaturacija 94 °C 150 sekund 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 40 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov fimH in sat  

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 60 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 30 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja genov vat 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 
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 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov papGI, tcp in traT  

Začetna denaturacija 95 °C 4 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov papGII, crl, kpsMTII, chuA, 

yjaA in fragmenta TspE4.C2 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 30 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov papGIII, iut, irp in gena, 

značilnega za serološko skupino O25 

Začetna denaturacija 95 °C 4 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 40 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov sfa, bmaE, ompT in aslA  

Začetna denaturacija 95 °C 150 sekund 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 64 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 minute 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 
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 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena aaf 

Začetna denaturacija 95 °C 5 minut 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 30 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena crl 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 30 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov hra, cnf, ibeA, aer, iroN, in 

iss 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 60 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 1 minuta 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedja gena hlyA 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 64 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 150 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 
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 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnegih zaporedij genov gaf in usp 

Začetna denaturacija 95 °C 5 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 90 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov hbp in ompA  

Začetna denaturacija 95 °C 150 sekund 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 64 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 60 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov fluA in fyuA  

Začetna denaturacija 95 °C 4 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 2 minuti 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov ireA  

Začetna denaturacija 95 °C 5 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 
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 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnih zaporedij genov bla, ki kodirajo podskupine 

CTX-M  

Začetna denaturacija 94 °C 5 minut 1× 

Denaturacija 94 °C 25 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 52 °C 40 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 50 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 6 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena adk 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 52 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena gyrB 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 58 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena icd 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 54 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 1 minuta 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

51 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena mdh 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 68 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena purA 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 50 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

 Razmere za pomnoţevanje nukleotidnega zaporedja gena recA 

Začetna denaturacija 95 °C 3 minute 1× 

Denaturacija 94 °C 30 sekund 

30× Prileganje začetnih oligonukleotidov 54 °C 30 sekund 

Pomnoţevanje 72 °C 45 sekund 

Končno pomnoţevanje 72 °C 7 minut 1× 

3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 

Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali prisotnost in velikost nastalih PCR-

pomnoţkov ter fragmentov DNA po restrikciji. Preverjali smo tudi prisotnost plazmidne 

DNA po izolaciji. Glede na velikost PCR-pomnoţka smo pripravili gele z gostoto od 0,9 

do 1,5-odstotka agaroze. Gel smo pripravili tako, da smo ustrezni količini agaroze dodali 

pufer 1× TBE in segrevali, dokler se agaroza ni raztopila. Na 50 °C do 60 °C ohlajenemu 

gelu smo dodali etidijev bromid do končne koncentracije 0,5 µg/ml. Gel smo vlili v 

nosilce, v katere smo pred tem namestili glavnike za jamice in počakali, da se gel strdi. 
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Glede na velikost pričakovanega PCR-pomnoţka smo v prvo jamico dali 1-kilobazno, 100-

bp ali 50-bp lestvico (Fermentas), ki nam je sluţila kot označevalec velikosti. Skupaj z 

nanašalnim elektroforeznim pufrom smo v razmerju 5:1 v preostale jamice vnesli po 5 µl 

PCR-pomnoţkov ali PCR-pomnoţkov po restrikciji. V primeru, da smo uporabili Master 

Mix z dodanim barvilom za spremljanje elektroforeze (Dream Taq Green Master Mix, 

Fermentas), nanašalnega elektroforeznega pufra nismo uporabili. Elektroforeza je potekala 

pri napetosti 10V/cm gela v pufru 1× TBE. 

Za analizo razrezane plazmidne DNA smo uporabili 1-odstotni agarozni gel. Kot 

označevalec velikosti smo uporabili 1-kilobazno lestvico (Plus DNA Ladders, Fermentas). 

V jamice smo vnesli vzorec in nanašalni pufer v razmerju 5:1. Ločevali smo pri napetosti 6 

V/cm gela, v pufru 1× TBE. 

Po končani elektroforezi smo gele presvetlili z UV-svetlobo valovne dolţine 302 nm in jih 

dokumentirali. 

3.2.3 Ugotavljanje filogenetskih skupin in podskupin različnih sevov E. coli 

Seve smo v filogenetske skupine in podskupine uvrstili na osnovi prisotnosti treh odsekov 

DNA, chuA, yjaA in TSPE4.C2, kot je prikazano v preglednici 1. 

3.2.4 Restrikcijska analiza PCR-pomnoţkov 

3.2.4.1 Restrikcijska analiza PCR-pomnoţkov dobljenih s parom začetnih 

oligonukleotidov qac1/qac2 

S parom začetnih oligonukleotidov qac1/qac2 smo pomnoţili obe različici gena aac(6')-Ib, 

izvorno obliko (divji tip) in mutirano različico (aac(6')-Ib-cr). Zaporedji genov se 

razlikujeta le v dveh baznih parih v kodonih 102 in 179. Restrikcijska encima TaaI in NdeI 

imata na mestih, kjer sta mutaciji, spoznavni zaporedji, zato smo ju uporabili za razrez 

nastalih PCR-pomnoţkov. Glede na velikost nastalih fragmentov smo določili prisotnost 

izvorne in/ali mutirane oblike gena. 

Za pripravo 10 µl restrikcijske mešanice smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 3 µl 

neočiščenega PCR-pomnoţka, 0,5 µl encima TaaI ali 1 µl encima NdeI, 1 µl ustreznega 

pufra za restrikcijo (Fermentas) ter 4,5 oziroma 5 µl deionizirane vode. Restrikcija z 
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encimom TaaI je potekala pri 65 °C, restrikcija z encimom NdeI pa pri 37 °C. Obe 

restrikciji smo inkubirali pribliţno 16 ur. Nastale restrikcije fragmente smo analizirali z 

agarozno gelsko elektroforezo na 1,5-odstotnem agaroznem gelu. 

3.2.5 Čiščenje fragmentov dobljenih v reakciji PCR in določitev nukleotidnega 

zaporedja 

Fragmente genov adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA in recA smo pomnoţili z metodo PCR, 

ki smo jo izvedli po postopku, opisanem v podpoglavjih 3.2.1.3 in 3.2.1.4. Po 

pomnoţevanju smo celotno vsebino pomnoţkov (50 µl) vnesli v jamice na agaroznem 

gelu. Po elektroforezi smo gel presvetlili z UV svetlobo in s sterilnim skalpelom iz njega 

izrezali del, kjer je bil pomnoţeni fragment DNA. Nastale fragmente DNA smo iz 

izrezanega koščka agaroznega gela očistili po navodilih proizvajalca s pomočjo kompleta 

Fermentas GenetJET
TM

 Gel Extraction Kit. Očiščene fragmente smo poslali v Macrogen 

Inc. v Korejo, kjer so jim določili nukleotidno zaporedje. 

3.2.6 Konjugacija izbranih sevov z recipientskim sevom E. coli J53 Az
r
 

S konjugacijami smo skušali plazmide iz izbranih sevov prenesti v recipientski sev 

bakterije E. coli J53Az
r
. Konjugacije smo pripravili tako, da smo na trdno gojišče BHI na 

gosto razmazali polno cepilno zanko recipientskega seva E. coli J53 Az
r
, odpornega proti 

natrijevemu azidu, preko tega pa smo na enak način razmazali izbrane donorske ESBL 

producirajoče seve. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Polno cepilno zanko 

zraslih bakterij smo naslednji dan precepili na trdna selektivna gojišča LB z natrijevim 

azidom (za kontraselekcijo proti donorju), v kombinaciji z ampicilinom, tetraciklinom ali 

trimetoprimom (za kontraselekcijo proti recipientu in selekcijo prenesenih plazmidnih 

lastnosti). Plošče smo inkubirali 2 dni pri 37 °C, nato pa kolonije precepili na enaka sveţa 

gojišča. Plošče smo zopet inkubirali 2 dni pri 37 °C. Precepljanje smo ponovili še enkrat. 

Za preverjanje transkonjugant smo poleg selekcije z antibiotiki uporabili tudi ţe opisano 

metodo PCR, s katero smo preverili, kateri filogenetski skupini oziroma podskupini 

pripadajo nastale transkonjugante. V primeru, da se domnevne transkonjugante uvrščajo v 

filogenetsko skupino A, smo potrdili, da gre za transkonjuganto. V to skupino se namreč 

uvršča tudi recipientski sev E. coli J53 Az
r
.  
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3.2.7 Fisherjev natančni test 

S Fisherjevim natančnim testom (Fisher's Exact Test) lahko izračunamo statistično 

značilnost povezav. Test se uporablja pri majhnih vzorcih, saj za razliko od drugih 

statističnih metod upošteva tako prisotnost kot tudi odsotnost posameznih genov znotraj 

celotnega vzorca. O statistično pomembni razliki govorimo, kadar je P < 0,05. Za izračun 

vrednosti P s Fisherjevim natančnim testom smo uporabili računalniški program, ki je na 

spletni strani http://www.langsrud.com/fisher.htm. 

 

http://www.langsrud.com/fisher.htm
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4 REZULTATI 

4.1 UVRSTITEV SEVOV V FILOGENETSKE SKUPINE IN PODSKUPINE  

Seve vrste E. coli smo na podlagi prisotnosti ali odsotnosti genov chuA in yjaA ter 

fragmenta DNA TSPE4.C2 (slika 2) uvrstili v filogenetske skupine in podskupine po 

Clermontu (preglednica 6). 

Slika 2: Elektroforeza PCR-pomnoţkov genov chuA (279 bp), yjaA (211 bp) in fragmenta TSPE4.C2 (152 

bp). 

 

Preglednica 6: Uvrstitev sevov E. coli v filogenetske skupine in podskupine.  

Oznaka seva  

E. coli 
M1 M2 M3 M4 M5 M8 M10 M11 65 67 68 69 72 73 75 

Filo-

genetska 

(pod)skupina 

B23 B1 B23 B23 B1 D2 D2 D2 A1 B23 A1 B23 B23 B23 B1 

 

V filogenetsko podskupino A1 smo uvrstili 2 seva [13 %] od 15-ih zbranih izolatov. 

Filogenetski skupini B1 pripadajo trije sevi [20 %], filogenetski podskupini B23 iz 

filogenetske skupine B2 pa 7 sevov [47 %]. V filogenetsko skupino D smo uvrstili 3 seve 

[20 %], vsi pripadajo podskupini D2.  
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4.2 UVRSTITEV SEVOV V SEKVENČNE SKUPINE (ST) NA OSNOVI 

MULTILOKUSNIH ZAPOREDIJ (MLST) 

V raziskavi smo preverjali prisotnost sevov močno virulentne in proti antibiotikom 

odporne sekvenčne skupine 131, ki predstavlja vedno večji zdravstveni problem po celem 

svetu (preglednica 7). 

Posamezni alel vsakega od sedmih gospodinjskih genov ima alelno številko. Na osnovi 

kombinacije alelnih številk za vseh sedem gospodinjskih genov, lahko posamezni sev 

uvrstimo v sekvenčno skupino. Analizo zaporedij gospodinjskih genov sevov smo opravili 

s pomočjo programskih orodij na spletni strani http://mlst.ucc.ie/mlst/mlst/dbs/Ecoli/.  

Uvrstitev v ST-komplekse smo v raziskavi izpustili, saj za večino izolatov (14 [93 %]) še 

ni opisanih ST kompleksov. Sev M1, ki smo ga uvrstili v ST kompleks 38, ne pripada 

sekvenčni skupini ST131 in zato ne vpliva na rezultate naše raziskave. 

Na podlagi ustrezne kombinacije alelov smo v sekvenčno skupino ST131 uvrstili 7 

izolatov  E. coli (M3, M4, M11, 67, 69, 72 in 73), od katerih jih 6 sodi v filogenetsko 

podskupino B23 in eden v filogenetsko podskupino D2. Izolat 73 se v enem od sedmih 

preiskovanih gospodinjskih genov (icd) razlikuje od sekvenčne skupine ST131, a smo ga, 

zaradi podobnosti z drugimi izolati, v nadaljnih raziskavah in analizi rezultatov vseeno 

upoštevali kot ST131. Vseh 7 preostalih sevov se pri vseh sedmih kombinacijah alelov 

gospodinjskih genov razlikuje od sekvenčne skupine ST131.   

 

 

 

 

 

 

 

 

http://mlst.ucc.ie/mlst/mlst/dbs/Ecoli/
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Preglednica 7: Kombinacije alelov izbranih sedmih gospodinjskih genov.  

Oznaka 

seva 

vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

Aleli gospodinjskih genov 

Sekvenčna 

skupina adk fumC gyrB icd mdh purA recA 

M1 B23 4 26 2 25 5 5 19 ST38 

M2 B1 9 6 204 131 24 8 7 ST1490 

M3 B23 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

M4 B23 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

M5 B1 6 4 5 18 11 8 14 ST533 

M8 D2 4 26 61 25 5 5 19 ST1605 

M10 D2 92 4 87 96 70 58 2 ST648 

M11 D2 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

65 A1 10 99 5 91 8 169 2 ST361 

67 B23 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

68 A1 157 4 12 1 20 18 7 ST1338 

69 B23 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

72 B23 53 40 47 13 36 28 29 ST131 

73 B23 53 40 47 16
* 36 28 29 

podoben 

ST131 

75 B1 6 4 4 13 24 8 14 ST58 
V preglednici so podčrtane tiste kombinacije alelov, ki se razlikujejo od kombinacije, ki jo ima napisana 

sekvenčna skupina. 
* 
Alelu icd izolata 73 smo dvakrat določili nukleotidno zaporedje, a smo obakrat dobili enak rezultat. 
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4.3 UGOTAVLJANJE PRISOTNOSTI GENOV 

4.3.1 Ugotavljanje prisotnosti genov za virulentne dejavnike  

Pri vseh 15 sevih E. coli [100 %] smo z metodo veriţne reakcije s polimerazo ugotavljali 

prisotnost zapisov za izbrane virulentne dejavnike (preglednica 8).  

Izmed preučevanih genov fimbrij oz. adhezinov smo najpogosteje našli gena crl (15 [100 

%]) in fimH (14 [93 %]). Gen iha smo našlipri devetih izolatih (9 [60 %]); pri vseh sedmih 

izolatih iz filogenetske podskupine B23 (7 [100 %]) in dveh izolatih iz podskupine D2 (2 

[67 %]). Gen papGIII smo našli pri dveh sevih iz filogenetske skupine B1 (2 [67 %]). Gene 

za preostale adhezine smo našli le pri posameznih sevih in po neznačilnem vzorcu (gaf pri 

enem sevu, hra pri dveh sevih) oziroma jih ne najdemo pri nobenem od sevov. 

Od genov toksinov in invazinov se najpogosteje in skupaj pojavljata usp in sat. Našli smo 

ju pri osmih izolatih (8 [53 %]), od tega pri vseh sedmih sevih iz filogenetske podskupine 

B23 (7 [100 %]) in enem sevu iz filogenetske podskupine D2 (1 [33 %]). Razen enega seva 

iz filogenetske podskupine B23 vsi ostali pripadajo sekvenčni skupini ST131. Gen hbp smo 

našli pri petih sevih (5 [33 %]). Gen fluA smo potrdili pri osmih sevih [53 %], njegova 

prisotnost pa deloma sovpada s prisotnostjo genov usp in sat [87 %]. Našli smo ga pri vseh 

sevih iz sekvenčne skupine ST131 (7 [100 %]) in pri sevu iz filogenetske skupine B1. 

Gen ompT smo zasledili pri dveh izolatih iz filogenetske skupine B1 (2 [67 %]).  

Pri 11 izolatih (11 [73 %]) smo zasledili gen ompA, enega izmed treh genov, ki kodirajo 

virulentne dejavnike, ki omogoča prehod krvno-moţganske pregrade. Gen ompA smo našli 

pri vseh sevih iz filogenetskih podskupin B23 (7 [100 %]) in D2 (3 [100 %]), našli pa smo 

ga tudi pri izolatu iz filogenetske podskupine A1 (1 [50 %]). Preostalih dveh genov (asl, 

ibeA) za virulentne dejavnike, ki omogočajo prehod krvno-moţganske pregrade nismo 

našli v nobenem od sevov.  

 

Skupini genov aer-iut in irp-fyuA smo našli pri 12 izolatih (12 [80 %]). Skupino genov irp-

fyuA smo našli pri sevih iz filogenetskih podskupin B23 (7 [100 %]), D2 (3 [100 %]) in 

dveh sevih iz filogenetske skupine B1 (2 [66 %]), pojavljanje skupine genov aer-iut pa je 
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neznačilno. Gen iroN je bil prisoten pri dveh izolatih iz filogenetske skupine B1 (2 [66 %]). 

Zasledili smo ga pri enakih sevih kot gena papGIII in ompT. 

Gena traT in iss sta bila prisotna pri devetih izolatih (9 [60 %]) in se vedno pojavljata 

skupaj. Zapis kpsMTII smo zasledili pri osmih izolatih (8 [53 %]); pri vseh sevih iz 

filogenetske podskupine B23 (7 [100 %]) in enem sevu iz filogenetske podskupine D2 (1 

[33 %]). Vsi sevi, ki imajo zapis kpsMTII, razen enega iz filogenetske podskupine B23, 

sodijo v sekvenčno skupino ST131.   

Poleg ţe omenjenih genov fluA in kpsMTII se pri sekvenčni skupini ST131 pojavlja tudi 

gen iha za nefimbrijski adhezin, gena usp in sat ter gen ompA. Pri vseh izolatih iz ST131 

najdemo tudi gene aer-iut in irp-fyuA, ki kodirajo sisteme za privzem ţeleza.   
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Preglednica 8: Prisotnost genov virulentnih dejavnikov 

Oznaka 

seva vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

ADHEZINI 

fimH papGI papGII papGIII sfa bmaE aaf gaf crl iha hra 

M1 B23 + - - - - - - - + + + 

M2 B1 + - - + - - - - + - - 

M3 B23 + - - - - - - - + + - 

M4 B23 + - - - - - - - + + - 

M5 B1 + - - - - - - - + - - 

M8 D2 + - - - - - - - + + + 

M10 D2 - - - - - - - - + - - 

M11 D2 + - - - - - - - + + - 

65 A1 + - - - - - - + + - - 

67 B23 + - - - - - - - + + - 

68 A1 + - - - - - - - + - - 

69 B23 + - - - - - - - + + - 

72 B23 + - - - - - - - + + - 

73 B23 + - - - - - - - + + - 

75 B1 + - - + - - - - + - - 

 

+ pomeni prisotnost specifičnega PCR-pomnoţka, - pomeni, da specifičnega PCR-pomnoţka nismo zasledili 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, se uvrščajo v sekvenčno skupino ST131.  

 

FIMBRIJSKI ADHEZINI: fimH – fimbrije tipa 1; papGI, papGII, papGII – P-fimbrije; sfa – S-fimbrije; bmaE – M-fimbrije; aaf – agregativne adherentne fimbrije; 

gaf – G-fimbrije; crl – curlijeva vlakna 

NEFIMBRIJSKI ADHEZINI: iha – IrgA homologni adhezin; hra – proti toploti odporen aglutinin 

 

Se nadaljuje … 
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Oznaka 

seva 

vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

TOKSINI IN INVAZINI OMPTIN PROTEIN Z 

DOMENO 

TIR 

VIRULENTNI DEJAVNIKI, 

KI OMOGOČAJO 

PREHOD KMP hly cnf1 usp 
Avtotransportrski toksini 

ompT 

sat vat hbp fluA tcp asl ibeA ompA 

M1 B23 - - + + - - - - - - - + 

M2 B1 - - - - - - - + - - - - 

M3 B23 - - + + - - + - - - - + 

M4 B23 - - + + - + + - - - - + 

M5 B1 - - - - - - - - - - - - 

M8 D2 - - - - - - - - - - - + 

M10 D2 - - - - - - - - - - - + 

M11 D2 - - + + - - + - - - - + 

65 A1 - - - - - + - - - - - + 

67 B23 - - + + - - + - - - - + 

68 A1 - - - - - - - - - - - - 

69 B23 - - + + - + + - - - - + 

72 B23 - - + + - + + - - - - + 

73 B23 - - + + - + + - - - - + 

75 B1 - - - - - - + + - - - - 

 
+ pomeni prisotnost specifičnega PCR-pomnoţka, - pomeni, da specifičnega PCR-pomnoţka nismo zasledili 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, se uvrščajo v sekvenčno skupino ST131.  

 

TOKSINI IN INVAZINI: hly – hemolizin alfa; cnf1 – citotoksični nekrotizirajoči dejavnik 1; usp – za uropatogene seve specifični protein 

KMP – krvno-moţganska pregrada 

 

Se nadaljuje … 
 

 



 Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

62 

 

 

Oznaka 

seva vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

SISTEMI ZA PRIVZEM ŢELEZA 

FAKTORJI ZA IZOGIBANJE 

IMUNSKEMU SISTEMU 

GOSTITELJA 

IN ODPORNOST PROTI 

SERUMU 

aer iut fyuA Irp iroN ireA traT iss kpsMTII 

M1 B23 + + + + - - + + + 

M2 B1 + + + + + - + + - 

M3 B23 + + + + - - + + + 

M4 B23 + + + + - - + + + 

M5 B1 - - - - - - - - - 

M8 D2 - - + + - - - - - 

M10 D2 - - + + - - + + - 

M11 D2 + + + + - - - - + 

65 A1 + + - - - - - - - 

67 B23 + + + + - - + + + 

68 A1 + + - - - - - - - 

69 B23 + + + + - - + + + 

72 B23 + + + + - - + + + 

73 B23 + + + + - - - - + 

75 B1 + + + + + - + + - 

 
+ pomeni prisotnost specifičnega PCR-pomnoţka, - pomeni, da specifičnega PCR-pomnoţka nismo zasledili 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, se uvrščajo v sekvenčno skupino ST131.  

 
SISTEMI ZA PRIVZEM ŢELEZA: aer-iut – aerobaktin; irp-fyu – jersiniabaktin  

FAKTORJI ZA IZOGIBANJE IMUNSKEMU SISTEMU GOSTITELJA: kpsMTII - kapsula 
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4.3.2 Ugotavljanje prisotnosti za serološko skupino O25 značilnega gena  

Pri vseh 15 sevih E. coli smo z metodo veriţne reakcije s polimerazo ugotavljali prisotnost 

gena, značilnega za serološko skupino O25 in na ta način preverili, kateri sevi se uvrščajo 

v to skupino (preglednica 9).  

V serološko skupino O25 se uvrščajo vsi sevi iz filogenetske podskupine B23 (7 [100 %]), 

izolat iz filogenetske skupine B1 (1 [33 %]) in izolat iz filogenetske podskupine D2 (1 [33 

%]). 

Preglednica 9: Prisotnost za serološko skupino O25 značilnega gena 

Oznaka seva  

vrste 

E. coli 

Filogenetska 

(pod)skupina 

Za serološko 

skupino O25 

značilen gen 

M1 B23 + 

M2 B1 + 

M3 B23 + 

M4 B23 + 

M5 B1 - 

M8 D2 - 

M10 D2 - 

M11 D2 + 

65 A1 - 

67 B23 + 

68 A1 - 

69 B23 + 

72 B23 + 

73 B23 + 

75 B1 - 

 
+ pomeni prisotnost specifičnega PCR-pomnoţka, - pomeni, da specifičnega PCR-pomnoţka nismo zasledili 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, sodijo v sekvenčno skupino ST131.  
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4.3.3 Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti antibiotikom 

 

Pri vseh 15 sevih E. coli smo z metodo veriţne reakcije s polimerazo (PCR) preverili 

prisotnost genskih zapisov za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom in kinolonom 

(preglednica 10). 

Vsi sevi imajo zapis za beta-laktamaze CTX. Med njimi prevladuje zapis blaCTX-1. Zapis 

blaCTX-9 imajo trije sevi (3 [20 %]), blaCTX-8 pa le en sev (1 [7 %]). Izolat M1 ima dva 

zapisa, blaCTX-1 in blaCTX-9. Osem sevov (8 [53 %]) ima gen blaTEM in le en sev gen blaSHV. 

Od genov za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom, se poleg zapisa blaCTX-1 (12 

[80 %]) pogosto pojavlja tudi zapis blaOXA (9 [60 %]). Gena sta tudi statistično povezana, 

saj vsi sevi z genom blaOXA imajo tudi gen blaCTX-1.  

Noben sev iz naše raziskave nima plazmidno kodiranih genov qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, 

qnrS in gena qepA za odpornost proti kinolonom. Kar 9 sevov (9 [60 %]) pa ima gen 

aac(6')-Ib-cr.  

Pristotnost gena aac(6')-Ib-cr v celoti sovpada s prisotnostjo gena blaOXA. Imajo ju vsi sevi 

iz filogenetske podskupine A1 (2 [100 %]) in filogenetske podskupine B23 (7 [100 %]). 

Večina sevov iz ST131 [86 %], ima gena blaOXA in blaCTX-1, ki kodirata odpornost proti 

beta-laktamskim antibiotikom in gen aac(6')-Ib-cr za odpornost proti kinolonom in 

nekaterim aminoglikozidom.  
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Preglednica 10: Prisotnost genov dejavnikov odpornosti proti beta-laktamskim antibiotikom z razširjenim spektrom delovanja  in kinolonom 

Oznaka 

seva 

vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

Geni za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom z 

razširjenim spektrom delovanja 
Geni za odpornost proti kinolonom 

TEM SHV OXA 
CTX 

-1 

CTX 

-2 

CTX 

-8 

CTX 

-9 

CTX 

-25 
qnrA qnrB qnrC qnrD qnrS 

aac 

(6’)-

Ib 

aac 

(6')-

Ib 

w.t. 

aac 

(6')-

Ib-cr 

qepA 

M1 B23 + - + + - - + - - - - - - + - + - 

M2 B1 + + - + - - - - - - - - - - - - - 

M3 B23 - - + + - - - - - - - - - + - + - 

M4 B23 - - + + - - - - - - - - - + - + - 

M5 B1 - - - - - + - - - - - - - - - - - 

M8 D2 - - - - - - + - - - - - - - - - - 

M10 D2 + - - + - - - - - - - - - - - - - 

M11 D2 + - - - - - + - - - - - - - - - - 

65 A1 + - + + - - - - - - - - - + - + - 

67 B23 - - + + - - - - - - - - - + - + - 

68 A1 + - + + - - - - - - - - - + - + - 

69 B23 - - + + - - - - - - - - - + - + - 

72 B23 + - + + - - - - - - - - - + - + - 

73 B23 - - + + - - - - - - - - - + - + - 

75 B1 + - - + - - - - - - - - - - - - - 

 
+ pomeni prisotnost specifičnega PCR-pomnoţka, - pomeni, da specifičnega PCR-pomnoţka nismo zasledili 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, sodijo v sekvenčno skupino ST131.  
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4.3.3.1 ANALIZA TRANSKONJUGANT  

Na gojišča smo nacepili recipientski laboratorijski sev J53 Az
r
, odporen proti azidu, preko 

njega pa razmazali posamezne donorske seve. Zrasle bakterije smo dvakrat precepili na 

nova gojišča s kombinacijo dveh protimikrobnih učinkovin, natrijevega azida (za 

kontraselekcijo proti donorju) in ampicilina, tetraciklina ali trimetoprima (za selekcijo 

transkonjugant). Opazovali smo rast transkonjugant. V transkonjugantah smo z veriţno 

reakcijo s polimerazo ugotavljali prisotnost plazmidov z zapisi za beta-laktamaze CTX, 

SHV in TEM (preglednica 11). 

Preglednica 11: Analiza transkonjugant. 

Oznaka 

seva vrste 

E. coli 

Filo-

genetska 

(pod) 

skupina 

Rast na gojišču z dodanimi 

antibiotiki za selekcijo 

transkonjugant 

Ugotavljanje prisotnosti genov za 

odpornost proti beta-laktamskim 

antibiotikom pri transkonjugantah 

AzAp AzCtx AzTc AzTp panCTX SHV TEM 

M1 B23 - - - + - nt - 

M2 B1 +
* + + - + + - 

M3 B23 - - - + - nt nt 

M4 B23 - - - + - nt nt 
M5 B1 +

* + - - + nt nt 

M8 D2 - - - - nt nt nt 

M10 D2 - - - - nt nt nt 

M11 D2 - - - - nt nt nt 

65 A1 - - - - nt nt nt 

67 B23 - - - - nt nt nt 

68 A1 - - - - nt nt nt 

69 B23 - - - + - nt nt 

72 B23 + - - - - nt + 

73 B23 - - - - nt nt nt 

75 B1 - - - - nt nt nt 

 

+ pomeni rast transkonjugante, - rasti ni; nt – nismo testirali, ker donorski sev ni imel tega genskega zapisa 

ali transkonjugante nismo izolirali  

Az – natrijev azid; Ap – ampicilin; Ctx – cefotaksim; Tc – tetraciklin; Tp – trimetoprim 

 

Sevi, označeni z odebeljenimi črkami na sivem ozadju, sodijo v sekvenčno skupino ST131. 

V primeru, da je bilo transkonjugant več, smo prisotnost ugotavljali pri tisti, ki je označena z znakom +
*
.  
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Pri konjugacijah smo pričakovali prenos plazmida z zapisi za beta-laktamaze CTX, SHV in 

TEM za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom iz donorskih sevov v recipientski 

sev J53 Az
r
. Opazili smo rast sedmih domnevnih transkonjugant [47 %], ki smo jih uvrstili 

v filogenetsko skupino A, kamor sodi tudi sev J53 Az
r
. Štiri izmed njih so bile iz 

sekvenčne skupine ST131. Z veriţno reakcijo s polimerazo smo pri domnevnih 

transkonjugantah preverili prisotnost zapisov za odpornost proti beta-laktamskim 

antibiotikom. Ugotavljali smo prisotnost le tistih zapisov za odpornost proti beta-

laktamskim antibiotikom, ki jih je imel ţe posamezni donorski sev.  

Od sedmih domnevnih trankonjugant so imele le tri [20 %] plazmid z zapisi za odpornost 

proti beta-laktamskim antibiotikom, dve iz filogenetske skupine B1 in ena iz filogenetske 

podskupine B23. Pri sevih iz sekvenčne skupine ST131 do konjugacij ni prišlo.  
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4.4 POVEZANOST GENOV VIRULENTNIH DEJAVNIKOV, ZA SEROLOŠKO 

SKUPINO O25 ZNAČILNEGA GENA IN GENOV DEJAVNIKOV 

ODPORNOSTI S FILOGENETSKO (POD)SKUPINO, SEKVENČNO SKUPINO 

ST131 IN SEROLOŠKO SKUPINO O25 

S pomočjo Fisherjevega natančnega testa smo preverjali statistično značilnost poveze 

posameznih genov s filogenetskimi (pod)skupinami, sekvenčno skupino ST131 in 

serološko skupino O25.  

4.4.1 Povezanost genov virulentnih dejavnikov s filogenetsko (pod)skupino, 

sekvenčno skupino ST131 in serološko skupino O25 

S Fisherjevim natančnim testom smo preverjali značilno povezanost genov za virulentne 

dejavnike s posamezno filogenetsko (pod)skupino, sekvenčno skupino ST131 in serološko 

skupino O25 (preglednica 12).  

Od vseh virulentnih dejavnikov je za filogenetsko podskupino A1 statistično značilna le 

skupina genov irp-fyuA  (0,0285). V filogenetski skupini B1 se statistično značilno 

pojavljajo geni papGIII (0,0285), iha (0,0439), ompT (0,0285), ompA (0,0087), aer-iut, 

irp-fyuA  in iroN (0,0285) ter iss (0,0087). Za filogenetsko podskupino B23 so statistično 

značilni geni iha (0,0069), usp in sat (0,0013), fluA (0,0405) in kpsMTII (0,0013). Za 

filogenetsko podskupino D2 ni statistično značilen nobeden od analiziranih genov.  

V sekvenčni skupini ST131 se statistično značilno pojavljajo geni iha (0,0069), usp, sat in 

fluA (0,0013) ter kpsMTII (0,0013). V filogenetski podskupini B23 in sekvenčni skupini 

ST131 se statistično značilno in z enakim P pojavljajo isti geni, razlika je le v genu fluA, ki 

je statično bolj značilen za sekvenčno skupino ST131. 

Za serološko skupino O25 so statistično značilni geni iha (0,109), usp in sat (P = 0,0013), 

fluA (P = 0,0405), kpsMTII (P = 0,0013) ter aer-iut in irp-fyu (P = 0,0439). Geni usp, sat in 

kpsMTII se z enakim P pojavljajo tudi v filogenetski podskupini B23 in sekvenčni skupini 

ST131. Gen fluA smo z enako vrednostjo P zasledili v filogenetski podskupini B23.  
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Preglednica 12: Povezanost genov virulentnih dejavnikov s filogenetsko (pod)skupino, sekvenčno skupino ST131 in serološko skupino O25 

 Filogenetska (pod)skupina Sekvenčna skupina Serološka skupina 

 A1 B1 B23 D2 ST131 ne-ST131  O25 ne-O25 ne-O25   

 število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 

število 

(%) 
P 

Adhezini 

fimH 2 (100) 1 3 (100) 1 7 (100) 1 2 (66) 0,2000 7 (100) 7 (87) 1 9 (100) 5 (83) 0,3999 

papGI 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

papGII 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

papGIII 0 (0) 1 2 (66) 0,0285 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 2 (25) 0,4666 1 (11) 1 (17) 1 

sfa 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

bmaE 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

aaf 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

gaf 1 (50) 0,1333 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 (12) 1 0 (0) 1 (17) 0,3999 

crl 2 (100) 1 3 (100) 1 7 (100) 1 3 (100) 1 7 (100) 8 (100) 1 9 (100) 6 (100) 1 

iha 0 (0) 0,1428 0 (0) 0,0439 7 (100) 0,0069 2 (66) 1 7 (100) 2 (25) 0,0069 8 (89) 1 (17) 0,0109 

hra 0 (0) 1 0 (0) 1 1 (14) 1 1 (33) 0,3714 0 (0) 2 (25) 0,4666 1 (11) 1 (17) 1 

Toksini in invazini 

hly 0 0 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

cnf1 0 0 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

usp 0 (0) 0,1999 0 (0) 0,0769 7 (100) 0,0013 1 (33) 0,5692 7 (100) 1 (12) 0,0013 8 (89) 0 (0) 0,0013 

Avtotransportrski toksini    

sat 2 100 0,1999 0 (0) 0,0769 6 (86) 0,0013 1 33 0,5692 7 (100) 1 (12) 0,0013 8 (89) 0 (0) 0,0013 

vat 0 0 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

hbp 1 (50) 1 0 (0) 0,5054 4 (57) 0,2820 0 (0) 0,5054 4 (57) 1 (12) 0,1188 4 (44) 1 (17) 0,5804 

fluA 0 (0) 0,1999 1 (33) 0,5692 6 (86) 0,0405 1 (33) 0,5692 7 (100) 1 (12) 0,0013 7 (78) 1 (17) 0,0405 

Vrednosti P so statistično značilne, ko je P < 0,05. V tabeli so označene z odebeljeni črkami.  

Ker sevov iz filogenetskih podskupin A0, B22 in D1 ni, v tabelo niso vključene.                                                                                                            

  Se nadaljuje … 
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 Filogenetska (pod)skupina Sekvenčna skupina Serološka skupina 

 A1 B1 B23 D2 ST131 ne-ST131  O25 ne-O25 ne-O25   

 število 

(%) 

P število 

(%) 

P število 

(%) 

P število 

(%) 

število 

(%) 

število 

(%) 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 

število 

(%) 
P 

 

Omptini  

ompT  0 (0) 1 2 (66) 0,0285 0 (0) 0,4666 0 (0) 1 0 (0) 2 (25) 0,4666 1 (11) 1 (17) 1 

 

Protein, ki vsebuje domeno TIR 

tcp 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

 

Virulentni dejavniki, ki omogočajo prehod KMP 

asl 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

ibe 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

ompA 2 (50) 0,4761 0 (0) 0,0087 7 (100) 0,0769 3 (100) 0,5164 7 (100) 4 (50) 0,0769 8 (89) 3 (50) 0,2351 

 

Sistemi za privzem ţeleza 

aer 2 (100) 1 2 (66) 0,0285 7 (100) 0,1999 1 (33) 0,0813 7 (100) 5 (62) 0,1999 9 (100) 3 (50) 0,0439 

iut 2 (100) 1 2 (66) 0,0285 7 (100) 0,1999 1 (33) 0,0813 7 (100) 5 (62) 0,1999 9 (100) 3 (50)  0,0439 

fyuA 0 (0) 0,0285 2 (66) 0,0285 7 (100) 0,1999 3 (100) 1 7 (100) 5 (62) 0,1999 9 (100) 3 (50) 0,0439 

irp 0 (0) 0,0285 2 (66) 0,0285 7 (100) 0,1999 3 (100) 1 7 (100) 5 (62) 0,1999 9 (100) 3 (50) 0,0439 

iroN 0 (0) 1 2 (66) 0,0285 0 (0) 0,4666 0 (0) 1 0 (0) 2 (25) 0,4666 1 (11) 1 (17) 1 

ireA 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

 

Faktorji za izogibanje imunskemu sistemu gostitelja in odpornost proti serumu 

traT 0 (0) 0,1428 2 (66) 1 6 (86) 0,1188 1 (33) 0,5252 5 (71) 4 (50) 0,6083 7 (78) 2 (33) 0,1356 

iss 0 (50) 0,4761 3 (100) 0,0087 0 (0) 0,0769 0 (0) 0,5164 5 (71) 4 (50) 0,6083 7 (78) 2 (33) 0,1356 

kpsMTII 0 (0) 0,1999 0 (0) 0,0769 7 (100) 0,0013 1 (33) 0,5692 7 (100) 1 (12) 0,0013 8 (89) 0 (0) 0,0013 

 

Vrednosti P so statistično značilne ko je P < 0,05. V tabeli so označene z odebeljeni črkami.  

Ker sevov iz filogenetskih podskupin A0, B22 in D1 ni, v tabelo niso vključene.  
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4.4.2 Povezanost za serološko skupino O25 značilnega gena s filogenetsko 

(pod)skupino in sekvenčno skupino ST131 

S Fisherjevim natančnim testom smo preverjali statistično značilnost povezeve za 

serološko skupino O25 značilnega gena s posamezno filogenetsko (pod)skupino oziroma 

sekvenčno skupino ST131 (preglednica 13).  

Gen, značilen za serološko skupino O25, je statistično značilno povezan s filogenetsko 

podskupino B23 in sekvenčno skupino ST131 (P = 0,0069). Za ostale skupine nismo dobili 

statistično značilne povezave. 
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Preglednica 13: Povezanost za serološko skupino O25 značilnega gena s filogenetsko (pod)skupino in sekvenčno skupino ST131 

 Filogenetska (pod)skupina Sekvenčna akupina 

 A1 B1 B23 D2 ST131 ne-ST131  

 število_(%) P število_(%) P število_(%) P število_(%) P število_(%) število_(%) P 

Za serološko skupino O25 

značilen gen 
0 (0) 0,1428 1 (33) 0,5252 7 (100) 0,0069 1 (33) 0,5252 7 (100) 2 (25) 0,0069 

 

Vrednosti P so statistično značilne ko je P < 0,05. V tabeli so označene z odebeljeni črkami.  

Ker sevov iz filogenetskih podskupin A0, B22 in D1 ni, v tabelo niso vključene.  
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4.4.3 Povezanost genov dejavnikov odpornosti s filogenetsko (pod)skupino, 

sekvenčno skupino ST131 in serološko skupino O25 

S Fisherjevim natančnim testom smo preverjali statistično značilnost povezave genov 

odpornosti proti beta-laktamskim antibiotikom in kinolonom in posameznih filogenetskih 

(pod)skupino, sekvenčno skupino ST131 in serološke skupine O25 (preglednica 14). V 

primeru, da je P < 0,05, je gen značilen za posamezno skupino.  

Gen blaOXA je statistično značilno povezan s filogenetsko skupino B1 in podskupino D2 (P 

= 0,0439) ter filogenetsko podskupino B23 (P = 0,0069). Popolnoma enake vrednosti P se 

pojavljajo za povezanost gena aac (6')-Ib-cr s filogenetsko skupino B1, podskupino D2 in 

podskupino B23. 

Za sekvenčno skupino ST131 in serološko skupino O25 nismo našli nobene statistično 

značilne povezave z analiziranimi geni odpornosti proti antibiotikom.   
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Preglednica 14: Povezanost genov dejavnikov odpornosti s filogenetsko (pod)skupino, sekvenčno skupino ST131 in serološko skupino O25 

 Filogenetska (pod)skupina Sekvenčna skupina Serološka skupina 

 A1 B1 B23 D2 ST131 ne-ST131  O25 ne-O25  

 število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 
P 

število 

(%) 

število 

( %) 
P 

število 

( %) 

število 

( %) 
P 

Beta-laktamski antibiotiki 

blaTEM 2 (100) 0,4667 2 (66) 1 2 (28) 0,1319 2 (66) 1 2 (29) 6 (75) 0,1319 4 (44) 4 (67) 0,6083 

blaSHV 0 (0) 1 1 (33) 0,1999 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 (12) 1 1 (11) 0 (0) 1 

blaOXA 2 (100) 0,4857 0 (0) 0,0439 7 (100) 0,0069 0 (0) 0,0439 6 (86) 3 (37) 0,1188 7 (78) 2 (33) 0,1356 

blaCTX-1 2 (100) 1 2 (66) 0,5164 7 (100) 0,1999 1 (33) 0,0813 6 (86) 6 (75) 1 8 (89) 4 (67) 0,5252 

blaCTX-2 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

blaCTX-8 0 (0) 1 1 (33) 0,1999 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 (12) 1 0 (0) 1 (17) 0,3999 

blaCTX-9 0 (0) 1 0 (0) 1 1 (14) 1 2 (66) 1 1 (14) 2 (25) 1 2 (22) 1 (17) 1 

blaCTX-25 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

Kinoloni 

qnrA 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

qnrB 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

qnrC 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

qnrD 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

qnrS 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

aac (6')-Ib 2 (100) 0,4857 0 (0) 0,0439 7 (100) 0,0069 0 (0) 0,0439 6 (86) 3 (37) 0,6043 7 (78) 2 (33) 0,1356 

aac (6')-

Ib-cr w.t. 

0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

aac(6')-Ib-

cr 

2 (100) 0,4857 0 (0) 0,0439 7 100 0,0069 0 (0) 0,0439 6 (86) 3 (37) 0,6043 7 (78) 2 (33) 0,1356 

qepA 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 0 (0) 0 (0) 1 

Vrednosti P so statistično značilne ko je P < 0,05. V tabeli so označene z odebeljeni črkami.  

Ker sevov iz filogenetskih podskupin A0, B22 in D1 ni, v tabelo niso vključene.
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5 RAZPRAVA 

Namen diplomskega dela je bil genotipizacija 15 sevov vrste E. coli, ki so jih izolirali v 

letih 2008 in 2009 iz različnih kuţnin v Bolnišnici Golnik. Pri vseh sevih so še pred našo 

analizo fenotipsko potrdili prisotnost beta-laktamaz z razširjenim spektrom delovanja. 

Delitev v skupine na osnovi seroloških metod. Serotipizacija antigenov O in H je 

pomembna metoda identifikacije patogenih sevov (Blanco in sod., 2009). V naši raziskavi 

smo ugotovili, da je serološka skupina O25 značilna za seve iz filogenetske podskupine 

B23 (7 [100 %]). Iz serološke skupine O25 je tudi izolat iz filogenetske skupine B1 (1 [33 

%]) in izolat iz filogenetske podskupine D2 (1 [33 %]). 

Uvrstitev sevov v filogenetske skupine in podskupine. Na podlagi prisotnosti ali 

odsotnosti genov chuA in yjaA ter fragmenta DNA TSPE4.C2 smo seve  bakterije E. coli 

uvrstili v filogenetske skupine in podskupine po Clermontu. Sevi iz naše raziskave v 

največji meri pripadajo filogenetski podskupini B23 (7 [47 %]), s po tremi sevi sta 

zastopani filogenetski skupini B1 in D (vsaka po 3 [20 %]), najmanj pa je sevov iz 

filogenetske skupine A (2 [13 %]). Glede na številne raziskave komenzalni sevi večinoma 

sodijo v filogenetski skupini A in B1, patogeni sevi, povezani z zunajčrevesnimi 

okuţbami, pa v filogenetski skupini B2 in D povzročajo zunajčrevesne okuţbe (Picard in 

sod., 1999; Johnson in Stell, 2000). Raziskava Jaureguy-a in sodelavcev iz leta 2008 je 

pokazala, da večina patogenih sevov povezanih z bakteremijo, sodi v filogenetsko skupino 

B2 (50 %), sledita skupini D (23 %) in A (20 %), v najmanjši meri pa patogeni sevi 

pripadajo filogenetski skupini B1 (7 %). Rezultati raziskave Ramos-a in sodelavcev iz leta 

2010 kaţejo, da tako uroseptični sevi kot tudi sevi, povezani s septikemijo, najpogosteje 

pripadajo filogenetski skupini B2 (70 %), precej manj sevov pa pripada filogenetskim 

skupinam D (22,9 %), A (5,7 %) oziroma B1 (1,4 %).V raziskavi Bingen-Bidois-ove in 

sodelavcev iz leta 2002, so ugotovili, da 68-odstotkov ExPEC sevov, ki povzroča 

meningitis pri novorojenčkih, sodi v filogenetsko skupino B2, 22-odstotkov v filogenetsko 

skupino D, 6-odstotkov v A in le 4-odstotki v B1.  

Rezultati naše raziskave so za seve, ki pripadajo filogenetski podskupini B23, v skladu z 

zgoraj omenjenimi. Pri sevih iz preostalih filogenetskih (pod)skupin se rezultati 
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razlikujejo, še posebej to velja za seve iz filogenetskih skupinih A in B1, pri katerih je 

situacija ravno obratna.   

Uvrstitev sevov v sekvenčne skupine.  Zaradi obvladljivega števila sevov, ki smo jih 

uporabili v naši raziskavi, smo jih s pomočjo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij 

(MLST) uvrstili v sekvenčne skupine (ST). Zanimala nas je predvsem močno virulentna in 

vedno bolj razširjena sekvenčna skupina ST131, v katero smo uvrstili sedem sevov od 15-

ih iz naše raziskave. Leta 2008 so prisotnost sevov iz ST131 potrdili v Kanadi, Indiji, 

Kuvajtu, Franciji, Švici, na Portugalskem in v Španiji (Coque in sod., 2008), iz naše 

raziskave pa je razvidno, da so bili sevi iz te skupine tedaj ţe prisotni tudi v Sloveniji. O 

ST131 so poročali tudi ţe iz Velike Britanije, Italije, Turčije, Hrvaške, Japonske, 

Zdruţenih drţav in Norveške (Peirano in sod., 2010). Preostali sevi iz naše raziskave se po 

profilu MLST med seboj razlikujejo.  

Sekvenčna skupina ST131 in ugotavljanje prisotnosti genov za virulentne dejavnike. 

V raziskavi nas je zanimala tudi povezava med sekvenčno skupino ST131 in prisotnostjo 

genskih zapisov za virulentne dejavnike. Za seve iz ST131 je poleg enakega profila MLST, 

značilna tudi filogenetska skupina B2 in serotip O25:H4, prisotnost beta-laktamaze z 

razširjenim spektrom delovanja iz skupine CTX-M in odpornost proti ciprofloksacinu 

(Leflon-Guibout in sod., 2008). V omenjeni raziskavi so ugotovili tudi, da imajo vsi izolati 

ST131 genske zapise fimH (fimbrije tipa I), sat (avtotransportrski toksin), fyuA (receptor za 

jersiniabaktin), usp (uropatogeni specifični proteini) in malX (marker za otoke 

patogenosti). Isti geni, razen zadnjega, ki ga nismo analizirali, so bili prisotni tudi pri vseh 

sevih iz naše raziskave, ki pripadajo ST131.  

V kasnejših raziskavah so ugotovili, da lahko sevi iz sekvenčne skupine ST131 pripadajo 

tudi filogenetski skupini D (Cagnacci in sod., 2008). To smo potrdili tudi v naši raziskavi, 

saj se v filogenetsko skupino D uvršča en sev iz ST131 (14 %), v filogenetsko podskupino 

B23 pa šest sevov (86 %). Med sevi E. coli, ki tvorijo CTX-M-15, obstaja visoka stopnja 

homogenosti, med sevi, ki tvorijo CTX-M-14 in druge ESBL, pa visoka stopnja 

heterogenosti (Blanco in sod., 2009). Izmed vseh sevov iz ST131 v naši raziskavi, tistega, 

ki ima CTX-M-14, uvrščamo v filogenetsko skupino D. Ima drugačen virulentni profil od 
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preostalih sevov iz ST131 (nima genov iss in traT) in ima od vseh sevov iz ST131 najmanj 

zapisov za virulentne dejavnike. 

Prav tako so v več kot 90-odstotkih izolatov iz sekvenčne skupine ST131 potrdili 

prisotnost genov iha (adhezin-sideroforni receptor: 91 %), kpsMTII (kapsula: 94 %), iutA 

(receptor za aerobaktin: 97 %) in ompT (proteaza T zunanje membrane: 97 %). Gene iha, 

kpsMTII in iutA smo zasledili tudi pri vseh izolatih iz naše raziskave, ki pripadajo 

sekvenčni skupini ST131. Gena ompT nismo odkrili pri nobenem izolatu, kar je 

najverjetneje posledica uporabljenih začetnih oligonukleotidov, ki so bili pripravljeni za 

seve E. coli, patogene za ptice (sevi APEC). Gen traT (odpornost proti serumu), ki je bil v 

omenjeni raziskavi prisoten v 75-odstotkih sevov, je v naši raziskavi prisoten pri 71-

odstotkih sevov iz ST131. V manj kot 12 % sta se v raziskavi Leflon-Guibout-a pojavljala 

iss (odpornost proti serumu: 8 %) in iroN (sideroforni receptor: 11 %), ki sta bila v naši 

raziskavi prisotna v 71- oziroma 0-odstotkih. Poleg zgoraj omenjenih genov so bili pri vseh 

sevih iz naše raziskave, ki pripadajo sekvenčni skupini ST131, prisotni geni crl (adhezin), 

fluA (avtotransportrski toksin), ompA (virulentni dejavnik, ki omogoča prehod krvno-

moţganske pregrade) ter aer, iut in irp (sistemi za privzem ţeleza).   

V raziskavi smo ugotovili, da se skupaj pojavljajo zapisi traT in iss, usp in sat ter papGIII, 

ompT in iroN.   

Ugotavljanje prisotnosti gena, značilnega za serološko skupino O25. Pri vseh sevih iz 

naše raziskave, ki pripadajo ST131, smo potrdili prisotnost gena, značilnega za serološko 

skupino O25 (7 [100 %]), kar je v skladu z ţe omenjeno raziskavo Leflon-Guibotove in 

sodelavcev iz leta 2008. Serološka skupina O25 je značilna tudi za seve iz filogenetske 

podskupine B23 (7 [100 %]). V O25 se uvršča izolat iz filogenetske skupine B1 (1 [33 %]) 

in izolat iz filogenetske podskupine D2 (1 [33 %]), ki pripada skupini ST131.  

Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom. V 

90-ih letih prejšnjega stoletja so prevladovale beta-laktamaze tipa TEM in SHV. Od leta 

2003 se v največjem številu pojavljajo sevi, ki tvorijo CTX-M, predvsem varianta CTX-M-

15, ki sodi v skupino CTX-M-1 beta-laktamaz (Peirano in sod., 2010). V nekoliko manjši 

meri se pojavlja varianta CTX-M-14, ki sodi v skupino CTX-M-9. (Blanco in sod., 2009). 
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Pri vseh 15-ih sevih smo potrdili prisotnost vsaj ene beta-laktamaze z razširjenim spektrom 

delovanja, nekateri sevi pa so imeli celo tri. Najpogosteje se pojavljata zapisa blaCTX-1 (12 

[80 %]) in blaOXA (9 [60 %]). Gena sta tudi statistično povezana, saj vsi sevi z genom 

blaOXA imajo tudi gen blaCTX-1. Vsi sevi imajo zapis za vsaj eno beta-laktamazo CTX-M, 

eden izmed sevov (1 [7 %]) pa celo dva, za CTX-M-1 in CTX-M-9. Osem sevov (8 [53 

%]) ima gen blaTEM in le en sev gen blaSHV.  

Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom pri 

ST131. Najpogostejši varianti beta-laktamaz, ki se pojavljata pri sevih iz ST131, sta CTX-

M-14 in CTX-M-15 (Blanco in sod., 2009), v raziskavi iz leta 2008 pa so ugotovili, da so 

lahko celo brez encimov CTX-M (Leflon-Guibout in sod., 2008). Študija, v katero so zajeli 

332 črevesnih izolatov E. coli zdravih ljudi iz območja Pariza, je potrdila prisotnost E. coli 

iz ST131 brez gena blaCTX-M-15 v 7 % zdravih oseb (Leflon-Guibout in sod., 2008). 

Najpogostejša skupina beta-laktamaz pri sevih iz ST131 v naši raziskavi je CTX-M-1 

(kamor uvrščamo varianto CTX-M-15) (6 [86 %]), en sev pa ima beta-laktamazo CTX-M-

9 (kamor uvrščamo varianto CTX-M-14) (1 [14 %]).  

Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti kinolonom. Noben sev iz naše 

raziskave nima genov qnrA, qnrB, qnrC, qnrD in qnrS oziroma gena qepA za odpornost 

proti kinolonom. Odsotnost plazmidno kodiranih determinant odpornosti proti kinolonom 

pri sevih z geni blaCTX-M-14, blaTEM ali blaSHV so opazili tudi v drugih raziskavah (Peirano 

in sod., 2010). Devet sevov (9 [60 %]) iz naše raziskave ima gen aac (6')-Ib-cr. Pristotnost 

gena aac (6')-Ib-cr v celoti sovpada s prisotnostjo gena blaOXA. Imajo ju vsi sevi iz 

filogenetske podskupine A1 (2 [100 %]) in podskupine B23 (7 [100 %]). AAC(6')-Ib-cr naj 

bi bil glede na rezultate nekaterih raziskav (Strahilevitz in sod., 2009) povezan z beta-

laktamazami razširjenega spektra kot je CTX-M-15, saj se genska zapisa nahajata na istem 

plazmidu IncFII. To smo potrdili tudi v naši raziskavi, saj vseh devet sevov (9 [100 %]) z 

zapisom aac(6')-Ib-cr, ima tudi zapis blaCTX-M-15, med tem ko trije sevi (3 [25 %]) imajo le 

slednjega. Raziskave so potrdile prisotnost plazmida tudi pri sevih iz sekvenčne skupine 

ST131 (Coque in sod., 2008).  

Sevi O25:H4-ST131 predstavljajo velik zdravstveni problem, saj povzročajo zunajčrevesne 

okuţbe in so odporni proti številnim protimikrobnim učinkovinam (Nicolas-Chanoine in 
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sod., 2007). Vsi sevi iz sekvenčne skupine ST131 in filogenetske podskupine B23, imajo 

oba zapisa, blaCTX-M-15 in aac(6')-Ib-cr, sev iz sekvenčne skupine ST131, ki pripada 

filogenetski skupini D pa nima nobenega od navedenih zapisov. Raziskava Peiranove in 

sodelavcev iz leta 2010 kaţe, da ima 91-odstotkov sevov, ki pripada sekvenčni skupini 

ST131 gen blaCTX-M-15, 69-odstotkov pa jih ima gen aac(6')-Ib-cr. V naši raziskavi je 

blaCTX-M-15 oziroma aac(6')-Ib-cr vsebovalo 86-odstotkov sevov iz ST131. 

Nastanek transkonjugant. Do nastanka transkonjugant je prišlo le pri 20-odstotkov 

sevov, pri enem sevu iz filogenetske skupine B1 in dveh sevih iz filogenetske podskupine 

B23. Pri sevih iz sekvenčne skupine ST131 do konjugacij ni prišlo.   

 

Statistična analiza povezanosti genov s filogenetskimi (pod)skupinami, sekvenčno 

skupino ST131 in serološko skupino O25. S pomočjo Fisherjevega natančnega testa smo 

preverili statistično značilno povezanost posameznih genov (vrednost P) s filogenetskimi 

(pod)skupinami, serološko skupino O25 in sekvenčno skupino ST131. Statistično značilno 

povezavo (P = 0,0013) smo zasledili med geni usp, sat in kpsMTII ter filogenetsko skupino 

B23, serološko skupino O25 in sekvenčno skupino ST131. Z omenjenimi skupinami sta 

statistično značilno povezana tudi zapisa iha (P = 0,0069 za filogenetsko podskupino B23 

in sekvenčno skupino ST131; P = 0,0109 za serološko skupino O25) in fluA (P = 0,0405 za 

filogenetsko podskupino B23 in serološko skupino O25). Zapis fluA je edini izmed 

analiziranih zapisov, ki je statistično bolj povezan s sekvenčno skupino ST131 (P = 

0,0013). V raziskavi Sannesa in sodelavcev iz leta 2004 so dobili statistično značilno 

povezavo med geni papGIII, sfaS, iha (P = 0,02), fimH, cnf1, iroN, fyuA, ireA, iutA, 

kpsMTII (P < 0,001), ibeA, ompT in filogenetsko skupino B2. Genov usp, sat in fluA v 

omenjeni raziskavi niso analizirali. Statistično značilno povezavo med genom kpsMTII in 

filogenetsko skupino B2 (P < 0,0001) so dobili tudi v raziskavi Ramosa in sod. (2009). 

Preostalih genov, ki so se v naši raziskavi pokazali kot statistično značilno povezani s 

filogenetsko skupino B23, v raziskavi niso analizirali. Poleg gena kpsMTII so se kot 

statistično značilni pokazali geni cnf1, hlyA, ompT, papGII in traT. V raziskavi 

Restierijeve in sod. (2006) so potrdili statistično značilno povezanost med genom fluA in 

filogenetsko skupino B2 (P < 0,0001), zanimivo pa je, da so statistično značilno povezavo 

dobili tudi med omenjenim genom in filogenetsko skupino A.  
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Tako kot v naši raziskavi so tudi Coelho in sod. (2011) ugotovili statistično značilno 

povezavo med geni usp, sat in kpsMTII (P < 0,001) ter sekvenčno skupino ST131. Poleg 

omenjenih genov so se kot statistično značilni pokazali tudi geni papGII, papGIII, cnf1, 

traT in ibeA. Genov iha in fluA v raziskavi niso testirali. Statistično značilno povezavo 

med geni iha, sat, usp, za serološko skupino O25 značilnim genom in sekvečno skupino 

ST131 so zasledili tudi v raziskavi Johnsona in sod. (2010) (P < 0,001), zanimivo pa je, da 

niso potrdili statistično značilne povezave med genom kpsMTII in omenjeno sekvečno 

skupino. 

Statistično povezanost smo zasledili tudi med za serološko skupino O25 značilnim genom 

ter filogenetsko skupino B23 in sekvenčno skupino ST131, podobno kot Martinez-Medina 

in sod. (2009) v svoji raziskavi (P = 0,0348). Vsi sevi iz serološke skupine O25 v omenjeni 

raziskavi so se uvrščali v sekvenčno skupino ST131.  

Statistično značilno povezavo smo zasledili med skupino genov irp-fyuA in filogenetsko 

skupino A1 ter geni papGIII, iha, ompT, ompA, aer-iut, irp-fyuA, iroN, iss in filogenetsko 

skupino B1. Raziskava Bingen-Bidois-ove in sodelavcev iz leta 2002 ni potrdila statistično 

značilne povezave med skupino genov irp-fyuA in filogenetsko skupino A (P = 0,5927). V 

omenjeni raziskavi so v filogenetsko skupino B1 uvrstili le en sev, pri katerem niso 

zasledili statistično značilnih povezav.   

S serološko skupino O25 so statistično značilno povezani geni iha, usp, sat, fluA, kpsMTII, 

aer-iut in irp-fyu. 

Statistično značilno povezavo smo zasledili med prisotnostjo zapisa blaOXA za odpornost 

proti beta-laktamskim antibiotikom in filogenetskimi (pod)skupinami B1, B23 in D2. Enake 

vrednosti P smo pri omenjenih skupinah zasledili tudi za gen aac(6')-Ib-cr za odpornost 

proti kinolonom. V naši raziskavi nismo zasledili statistično značilnih povezav med geni za 

odpornost proti antibiotikom in sekvenčno skupino ST131, so pa v raziskavi Peiranove in 

sod. (2010) zasledili povezavo gena aac(6')-Ib-cr z omenjeno sekvenčno skupino (P = 

0,0001).  
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5.1 SKLEPI 

 Na podlagi prisotnosti oziroma odsotnosti genov chuA in yjaA ter fragmenta DNA 

TSPE4.C2 smo največ izolatov bakterije E. coli uvrstili v filogenetsko podskupino B23 

(7 [47 %]), ki je tudi sicer povezana s patogenimi sevi E. coli. Po tri seve smo uvrstili 

v filogenetski skupini B1 in D. Najmanj je bilo sevov iz filogenetske skupine A (2 [13 

%]).  

 S pomočjo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij (MLST) smo vsem sevom 

določili sekvenčno skupino. Sedem sevov od 15-ih smo uvrstili v klonalno sekvenčno 

skupino ST131, ki je povezana s hudimi zunajčrevesnimi okuţbami. Od sedmih sevov 

jih je šest iz filogenetske podskupine B23, eden pa iz filogenetske skupine D. 

Omenjeni filogenetski (pod)skupini sta povezani s patogenimi sevi E. coli s številnimi 

zapisi za virulentne dejavnike. 

 Vsi sevi iz naše raziskave, ki pripadajo ST131 so iz serološke skupine O25 in imajo 

gene fimH (fimbrije tipa I), crl in iha (adhezina), usp (uropatogeni specifični protein), fluA 

in sat (avtotransportrska toksina) ompA (virulentni dejavnik, ki omogoča prehod 

krvno-moţganske pregrade) aer, iutA, fyuA, irp (sistemi za privzem ţeleza) ter 

kpsMTII (kapsula). Zapisa za traT (odpornost proti serumu) in iss (odpornost proti serumu) 

se pri sevih pojavljata skupaj, potrdili smo ju pri 71-odstotkih sevov iz ST131. Zasledili ju 

nismo pri sevu, ki pripada filogenetski podskupini D2 in izolatu 73, ki se v enem od sedmih 

preiskovanih gospodinjskih genov razlikuje od sekvenčne skupine ST131.  

 V filogenetski podskupini B23 in sekvenčni skupini ST131 se statistično enako 

značilno pojavljata gen iha in gen, značilen za serološko skupino O25 (P = 0,0069) ter 

geni usp, sat in kpsMTII (P = 0,0013). Gen fluA, ki kodira avtotransportrski toksin, je 

edini izmed vseh analiziranih genov, ki je značilen le za ST131. Vrednost P za fluA pri 

sevih iz ST131 je 0,0013, v filogenetski podskupini B23 pa 0,0405.  

 Pri vseh 15-ih sevih smo potrdili prisotnost genskega zapisa za vsaj eno beta-

laktamazo z razširjenim spektrom delovanja in zapisa za vsaj eno beta-laktamazo 

CTX-M. Najpogosteje se pojavljata zapisa blaCTX-M-1 (12 [80 %]) in blaOXA (9 [60 %]). 

Gena sta tudi statistično povezana, saj vsi sevi z genom blaOXA imajo tudi gen blaCTX-1. 

Najpogostejši tip beta-laktamaz, ki jih imajo sevi iz sekvenčne skupine ST131, je 

CTX-M-1 (6 [86 %]).  
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 Noben sev iz naše raziskave nima genov qnrA, qnrB, qnrC, qnrD in qnrS oziroma 

gena qepA za odpornost proti kinolonom. Kar 9 sevov (9 [60 %]) iz naše raziskave pa 

ima gen aac(6')-Ib-cr, katerega pristotnost v celoti sovpada s prisotnostjo gena blaOXA. 

Vseh devet sevov z zapisom aac(6')-Ib-cr, ima tudi zapis blaCTX-M-1. Vsi sevi iz 

sekvenčne skupine ST131 in filogenetske podskupine B23, imajo zapisa blaCTX-M-1 in 

aac(6')-Ib-cr, sev iz sekvenčne skupine ST131 in filogenetske skupine D pa nima 

nobenega od navedenih zapisov.  

 Do nastanka transkonjugant je prišlo pri enem sevu iz filogenetske skupine B1 in dveh 

sevih iz filogenetske podskupine B23. Pri sevih iz sekvenčne skupine ST131 ni prišlo 

do prenosa plazmida. 

 Iz rezultatov lahko sklepamo, da so sevi iz filogenetske podskupine B23 močno 

patogeni. V primerjavi s sevi iz drugih filogenetskih (pod)skupin imajo več zapisov za 

virulentne dejavnike in odpornost proti antibiotikom. Tudi sevi iz ST131 imajo 

številne zapise za virulentne dejavnike in odpornost, a najbolj virulentni sevi iz naše 

raziskave pripadajo filogenetski podskupini B23 oziroma ne pripadajo ST131, bi lahko 

njihov virulentni profil povezali z filogenetsko skupino B23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Šimenc A. Genotipizacija izbranih sevov … Escherichia coli … Bolnišnici Golnik.  
 Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2011 

 

 

71 83 

6 POVZETEK 

Komenzalni sevi vrste Escherichia coli (E. coli) so del črevesne mikrobiote človeka in 

toplokrvnih ţivali. V primeru, da zaidejo v sterilno okolje svojega gostitelja, lahko 

povzročajo zunajčrevesne okuţbe. Z zunajčrevesnimi okuţbami so povezani tudi sevi E. 

coli, ki pripadajo sekvenčni skupini ST131. Imajo številne zapise za virulentne dejavnike 

in zapise za odpornost proti protimikrobnim učinkovinam, zato predstavljajo vedno večji 

zdravstveni problem.  

Seve vrste E. coli, izolirane iz različnih kuţnin v Bolnišnici Golnik, smo uvrstili v 

filogenetske skupine in podskupine po Clermontu. V največji meri pripadajo filogenetski 

podskupini B23 (47 %), sledita filogenetski skupini B1 in D (20 %), najmanj pa je sevov iz 

filogenetske skupine A (13 %). S pomočjo tipizacije na osnovi multilokusnih zaporedij 

(MLST) smo seve uvrstili v sekvenčne skupine (ST). Kar 47-odstotkov sevov pripada 

ST131. Z veriţno reakcijo s polimerazo smo ugotavljali prisotnost zapisov za virulentne 

dejavnike: adhezine (fimH, papGI, GII in GII, sfa, bma, aaf, gaf, crl, iha, hra), toksine in 

invazine (hly, cnf1, usp, sat, vat, hbp, flu, ompT, tcp), virulentne dejavnike, ki omogočajo 

prehod krvno-moţganske pregrade (asl, ibeA, ompA), sisteme, ki omogočajo privzem 

ţeleza (aer-iut, fyu-irp, iroN, ireA) in dejavnike, ki omogočajo izogibanje imunskemu 

sistemu gostitelja in odpornost proti serumu (traT, iss, kpsMTII) ter prisotnost zapisov za 

odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom z razširjenim spektrom delovanja (blaTEM, 

blaSHV, blaOXA, blaCTX-M) in plazmidno kodirano odpornost proti kinolonom (qnrA, qnrB, 

qnrC, qnrD, qnrS, aac(6')-Ib-cr, qepA). Zanimalo nas je tudi, ali za ST131 obstaja značilen 

nabor virulentnih dejavnikov. 

Vsi sevi, ki pripadajo ST131, imajo gene fimH, sat, fyuA, usp, iha, kpsMTII in iutA, crl, 

fluA, ompA, aer, iut in irp. Vsi sevi, ki pripadajo sekvenčni skupini ST131 in vsi sevi iz 

filogenetske podskupine B23 se uvrščajo v serološko skupino O25. Prisotnost genov traT 

in iss smo potrdili pri 71-odstotkih sevov iz ST131.  

Vsi sevi iz raziskave imajo vsaj eno beta-laktamazo z razširjenim spektrom delovanja. 

Najpogosteje in skupaj se pojavljata zapisa blaCTX-1 (87 %) in blaOXA (60 %). Najpogostejši 

tip beta-laktamaz, ki jih imajo sevi iz ST131, je CTX-M-1 (86 %). Sevi E. coli, ki tvorijo 

CTX-M-15 (kamor uvrščamo CTX-M-1) so bolj homogeni kot sevi, ki tvorijo CTX-M-14 
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in druge ESBL. Edini izmed sevov iz ST131 v naši raziskavi, ki ima CTX-M-14, pripada 

filogenetski skupini D in ima drugačen nabor virulentnih dejavnikov (nima iss in traT).  

Nobeden od sevov iz naše raziskave nima plazmidno kodiranih genov qnrA, qnrB, qnrC, 

qnrD in qnrS oziroma gena qepA za odpornost proti kinolonom, kar 60-odstotkov sevov pa 

ima gen aac (6')-Ib-cr. Pristotnost gena aac(6')-Ib-cr v celoti sovpada s prisotnostjo gena 

blaOXA. Vsi sevi z zapisom aac(6')-Ib-cr, imajo tudi zapis blaCTX-M-15. Vsi sevi iz ST131, ki 

sodijo v filogenetsko podskupino B23 imajo zapisa blaCTX-M-15 in aac(6')-Ib-cr. Sev iz 

ST131, ki sodi v filogenetsko skupino D, nima nobenega od navedenih zapisov.  

Do nastanka transkonjugant je prišlo le pri 20-odstotkov sevov, pri enem sevu iz 

filogenetske skupine B1 in dveh sevih iz filogenetske podskupine B23. Pri sevih iz 

sekvenčne skupine ST131 do prenosa plazmida ni prišlo.   

S pomočjo Fisherjevega natančnega testa smo preverili statistično značilnost povezav 

posameznih genov s filogenetskimi (pod)skupinami, sekvenčnim tipo ST131 in serološko 

skupino O25. V filogenetski podskupini B23 in ST131 se statistično značilno in z enako 

razširjenostjo pojavljajo geni iha in za serološko skupino O25 značilen gen (P = 0,0069) 

ter usp, sat in kpsMTII (P = 0,0013). Gen fluA je edini izmed vseh analiziranih genov, ki je 

v primerjavi s filogenetsko podskupino B23 (P = 0,0405), statistično bolj značilen za 

ST131 (P = 0,0013). Kodira avtotransportrski toksin Ag43, ki je odgovoren za agregacijo 

bakterij znotraj gostitelja in fazno variabilno tvorbo biofilma. Na ta način bakterijam 

omogoča dolgotrajno preţivetje v gostitelju. 

Gen blaOXA za odpornost proti beta-laktamskim antibiotikom, in gen aac(6')-Ib-cr za 

odpornost proti kinolonom, se najpogosteje pojavljata v filogenetski podskupini B23 (P = 

0,0069). Za ST131 ni značilen nobeden od genov za odpornost proti antibiotikom.  

Sevi iz filogenetske podskupine B23 imajo v primerjavi s sevi iz drugih filogenetskih 

(pod)skupin več zapisov za virulentne dejavnike in odpornost proti antibiotikom. Tudi sevi 

iz ST131 imajo številne zapise za virulentne dejavnike in odpornost, a najbolj virulentni 

sevi iz naše raziskave pripadajo filogenetski podskupini B23.  
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PRILOGE 

 

PRILOGA A: Sevi E. coli, ki tvorijo ESBL, izolirani iz različnih kuţnin v Bolnišnici Golnik.  

OZNAKA LETO OSAMITVE CTX 

M1 2008 10 

M2 2008 0 

M3 2008 0 

M4 2008 0 

M5 2008 15 

M8 2008 16 

M10 2008 0 

M11 2008 0 

65 2008 0 

67 2008 15 

68 2008 10 

69 2008 0 

72 2008 8 

73 2009 12 

75 2009 8 

Poleg oznak, ki smo jih uporabili v diplomskem delu, sta navedena tudi leto osamitve in skupina CTX. 

 

PRILOGA B: Nukleotidna zaporedja PCR-pomnoţkov gospodinjskih genov, s pomočjo katerih smo določili 

sekvenčne skupine posameznih sevov E. coli S črko N so označeni nukleotidi, katerih se ni dalo določili.  

 adk (adenilat kinaza) 

 

M1 adk 

NNNNTNNCTCAGTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGC

GTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCA

AACTGGTTACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCC

GTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAAGC

GGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATCGTTGACCGTATT

GTCGGTCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAACCCGCCGAAAG

TAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAA

ACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCA

AAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGTGTTGACGGGATTGTCCGCCGCCTGCCGA

ATGGCGCTCGCTTTCTCTTCTCACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTT

GGTTAGCGCCAGCGCATGAACCAGTGAGGTGGGCATTCTCTCCGACGAAATGCGAAAATGCAC

CACCGAGCATTGACTTTGTGCGCCCCCCAGATTCATCTGCTGGGACATCACTCGCCCCCATCGAT

CTCTCCCCTCCGCACCGAAAAAAATTCCTCGAAACTCACTCACAGTTGGGCTTTATTTAGTGTAG

CGTCC 

 

M2 adk 

NANGNNNNNTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTG

CTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCAAAC

TGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCCATA

ATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAAGCGGG

CATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATCGTTGACCGTATCGTC

GGTCGCCGCGTTCACGCTCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAGTAG

AAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGATGATCAGGAAGAGACCG

TACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACAGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCAAAGA

AGCGGAAGCGGGTAATACCAAATACGCGAAGTTGACGGGCGACGGCTGCCAAATGGAGCTCGC
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TTTCTCTTCAGACAACAAAACTATTTCTTAATTATCTTTGGCCGCTGCTTGGTTGGCTAGCGCCC

ACGAACGAATGAGGGGAGGTGTTCATTTCTCTCCATCGAAAAGCGGACCTGCTCCACGGAGCG

CTGACTTTGCGCGCCCACTCCGTATCGGCCTGGACCTCCATCGCGCCATCGACTGTCGCGCGGA

AAAAAACAAAGATNNNAGCGTGTAGACTGCACGATGTACCTGTATGCTAGTGAGCGACCAAAT

TACCGGCTGAAAGGTTTCGCCCAAAATAAGCCCGGCGACTCATCTCCTGGAACATAGCGATACG

CATTGAGACTTAATGTTAGATTCACTTAACTT 

 

M3 adk 

NNNNNNNNTNGCTAGTTCATCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCT

GCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGG

CAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTG

CCGCAACGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGAA

GCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGTA

TCGTAGGCCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAA

AGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAG

AGACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTC

CAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAAAGTTGACGGGAAGCCTGTGCCCTGCGC

TCACTTTCATTCCACAAACCTAAAGCTCCTTCACCTTTGGCCTGCCGCCTTGGGTTTGGCCAACG

CCACCACTTCATAGGGGGGCCTTTTCCCCCCTCCCCACCGAAAAAGGGTTCCCGAGCCTCGAAA

GTTGTGTGTTCGAACCCTATATGGGGTGGCATCTGCGCGCTCACCAACTCCTTCGCATCTTTGAA

AAAAAAAACCACANACCACCGTCTATCTGAAAGAATTTGCTATGCTAGTTCGGAATTGCAAAGC

ATCTCACCTACATTCAGTGCTTGTTGCAGACTCCCTAGGCGTCGTCTGTAACTTGCTGCACACAT

CGCTATTCACTCTACTTTTCGCCCCGCCTTTTCATCACGCCCTCTGCAGCATGGNC 

 

M4 adk 

NNNNCTCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTGCTGCGGTC

AAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCAAACTGGTCACC

GACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCCGCAACGGTTTCC

TGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGAAGCGGGCATCAATG

TTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGTATCGTAGGCCGCCG

CGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAGTAGAAGGCAAA

GACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAGACCGTACGTAAA

CGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCAAAGAAGCGGAAG

CGGGTAACACCAAATACGCGAGTTTTGACGGCACGCCGCCGGTCGAAAGGGGCCCTGCTTTTCT

CTCCAAACAAAAGAGCCAAAATCTTCTTTAACTTTGGCCGTGCGCCGCTTGGTTGGCCCCAGCC

CTTGAACCAAGGAGGGGGGCATTTCCTCCTCCAAAACGCGAAATGGCCCCACCAGCGGTGAGA

GTTGTGCGCCCCACACCTTATATCCGCCGGACACCCAATCGCCCTCTATACTCGNTTGNGCCGA

AAAAAAAACAACGCTTCGACNATTAGACCTTCCGACTGTTCCTCCTCTGNTTTCAGCGGTCAAA

ATTCCTGCTTGATGGATTCCCTCATAACTAAGCACTCCCCGACTCCACTCCCTGAGCGTGATGGG

ATACGCAGTGAGTCTTTTTTTTTACTTCNN 

 

M5 adk 

NNNNNNNGNTNGCTAGTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACNGGGCGATA

TGCTGCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGC

TGGCAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGA

CTGCCGTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAA

GAAGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGATC

GTATCGTAGGCCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCG

AAAGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGA

AGAAACCGTGCGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTAC

TCCAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCNNTTGANNCCTNAAAGTATACCGCCTGC

CGGATGCCTCGCGCTTTCTCCTTATTACAACAAACCCTAAGCTTCCTCAACTTCTGCGGTGTCGC

GCCTTGGTGAGCGCCACGGCACGAATCCATGAGGGGGCCTCTTTCTCCCACGAACCGTGCAACT

GCTCCAGCGAGCTCGGAGTTTGTGCGTCGCACAGCTTATATGCTGGGATATCCTCGCTCTCATCG

TACTTCGCATGCTGGAAAAAATGACCCACATTAACAACTTCTTCATCATCGCATATCACTTTGCT

ACTTCCGAACTCCTGACCTCTCCAACTCTCTCATTGCATTTTTGCAGCCTCTCCATCNTCGTACTG

GAGGGTTGTTCGACACAGCCGATCATCTCGACTGTTTCGGCGCCCTTTTCATC 
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M8 adk 

NNNNNTNGCTCAGTTCATCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTAGGGCGATATGCT

GCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGTAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTG

GCAAACTGGTTACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACT

GCCGTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGA

AGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATCGTTGACCGT

ATTGTCGGTCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAACCCGCCGAA

AGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAG

AAACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTC

CAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGTTTTGACGGGTCGCCGCCTGCCGAATG

GCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCTTTTACTTTTGGCGCTGCGCGGTTGGT

TTGCGCCAGCGCATGAATCAGAGAGGTGGGCGTTTTCTCCCTCCAAATGCGAAAGTGCTCCCGC

GAGCGCTGAGTTTGTGCGCCCCCACGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGATNCTTT

GGACTGGGGAGAAAAAAAAAGA 

 

M10 adk 

NNNGNNCANTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTG

CTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCAAAC

TGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCCGTA

ATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAAGCGGG

CATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGATCGTATCGTCG

GCCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCTAAAGTAGA

AGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAAACCGT

GCGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCAAAGAA

GCGGAAGCAGGTAACACCAAATACGCAAGGGTTTTGAACGGATTAGCCGCCTGCCGAATGGCG

CTCGCTTTCTCTTCATACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTACATGCCGCTGCGCGCCTGGGTA

GCGCCAGCGTATGAATAACAGAGGAGGGCACTTTTCTCGTCCAAACGCGGAAACGGTCCCGCG

AGCGTCGAAGTTGTGGTGTCCACAGCTTATATGGGGGGGATCTCTCGCGCTCACAAACTCCTTC

GCGAGNGTGAAAAAAGAAACCTCATAACAAAATAAATCAATCAACAATTCCACATGGCTACTT

CCGCGCTCGAGAGGTCTTCCACGTA 

 

M11 adk 

NNNNNNNNNTNGCTAGTTCATCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGC

TGCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTG

GCAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACT

GCCGCAACGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGA

AGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGT

ATCGTAGGCCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGA

AAGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAA

GAGACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACT

CCAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGAACCCCTCGCCGTTTCTTTTTTTTGTC

CGCCGCTGAAGGGCCAGTGCCTTGCTTCTCAGAACAAGGGGTCTAACTTCTTTGTTTCACTGGG

GGCGGTGCGCTGGTTGGTTGACTCCACCTCATCCCACCGATGTGCGGAGGTTTGCCGCCGCCCC

ATGGAGAAGTGCCCCCCTCCAGCGGTGTGTGTGTGCCCTGCACGCCATATAGCCTCGGAAACCN

ACCCGCCTACATATCTTTGAGACTGACCCCCCAAAAAAAAAGAACGTTTCGGGGTAGGGGGGC

TTCCGACTGTTAC 

 

65 adk 

NNNNTNGCTCAGTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGC

GTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCA

AACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCC

GTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAAGC

GGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATCGTTGACCGTATC

GTCGGTCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAGT

AGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGATGATCAGGAAGAGA

CCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACAGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCAA

AGAAGCAGAAGCGGGTAATACCAAATACGCAAGGTGGACGCGGGGTACTTCTTCCGCCGCCTG
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CCCGAATGGCACTCCCTTTCTCTTTCGAAAACAAGCCTAAATCTTCATTAAATTTTGCCGCTGCG

TGCTCGGGTAGCGCCCACGTGTGAATCAATGAGGAGGGCATTTTCTCCGTCCGAACGCGTAAAT

GCTCCAACGAGCGCTGAGTTTGTGCGCCCCGCAGCTTATATGCGATGACATCACTCGCGCACAC

CAACTACTACGCATGAGTGGAAAAAGTT 

 

67 adk 

GNGNGNAGNTNGCTCGTTTCTCATGGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATG

CTGCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTG

GCAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACT

GCCGCAACGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGA

AGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGT

ATCGTAGGCCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGA

AAGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAA

GAGACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACT

CCAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGCCCACGTTAATTTTCCCTTAGGCCTG

GTTGATACATTTCCTTATTCTGTAGGGA 

CCATTGTCCGTTGTGTCCTTCTTGCGCAGGCCCTTTN 

 

68 adk 

NGCNNNTNGCTAGTTCATCATGGAGAAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACNGGGCGATATGCT

GCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGG

CAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTG

CCGTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAA

GCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGATCGTA

TCGTAGGCCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAA

GTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGA

AACCGTGCGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCC

AAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGGAGCCCTGAAAAATTTCTTTGTGAAGGC

CGCTGTCTAAATTTTGCCCTTCACCCGTAAAAATGGAAAATTGAGACTGTGAGCGCTGGAGTAC

GAGCATAGGTGGCCACGAATTCNCGTTGTATCCCGCGAAAACGTTAAGAAAAACTACAGAACC

TCCCAATGCGAAGGTACGCCCCACTACACCGTCACTGGAACTGACGCGCCCCACACGTTGTTTA

CAAAACAGGTATCAAGTACCCGGGAACTCCAAACAGTAAGACAATAAATATCTTACCTCCTTTG

CATAATACAGAAAGCAGTCAAACTTAAACCAACTACACTATTGCCCCCGGGGTTATTCCTCCCG

GTAACCCGCAACCCCCCGAGAACTGGCCGGGGGTTTCGTTCTAATCCGTAGGAACCAGT 

 

69 adk 

NNGNNGNGNTNGCTCAGTTCATCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATG

CTGCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTG

GCAAACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACT

GCCGCAACGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGA

AGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGT

ATCGTAGGCCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGA

AAGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAA

GAGACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACT

CCAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAAAATTTGACGGNAA 

 

72 adk 

NNNNTNGNTCTCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGCGATATGCTGCGTGCTGC

GGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTCGGCAAACTCG

GTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATCGCTCAGGAAGACTGCCGCAAC

GGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGAAGCGGGCA

TCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGTATCGTAGG

CCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAGTAGAA

GGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAGACCGTA

CGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCAAAGAAG

CGGAAGCGGGTAACACCAAATACGAAGGTGGTTGACGGACATGCTCAAAGGGAATTGGCTATT

TTAATTTCCTCTTAACGGGTTACTGTTCCTAGTGCCCGAGACCGCTTTGAGGAGCTCGGGTGCTG
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GGCTTTCGCTGGTAAGTATTTCAGCGATCGCAAAATGACAGTTGTGAGATCTCTGCGCGCGCCC

CCACATCACTGCTGTGGACTTAGCTTGAACATTTTGTTTCCTCCGCCTCGTCCAGGTTCACTCCA

GAACTCCAGAAGGTTAGTCTATATTATTTACCCTTTTTTCTCTAATAGCGATGGAGTACAGTTTC

CAGGACTCCCGTAGCCGCGTGCCGTTCCCCCCCCGTAACGCCCTCCCCCCCCCGTCGCCCCCCTC

CCTTTCCTTCAACTCGTTCCCTCTACATAACCCCCCGCATTCCTCGCCCCGCCC 

 

73 adk 

GGNNNTNGCTCGTTTCTCATGGGAGAATATGGTATTTCCGCAAATCCTCCACTGGGCGATATGC

TGCGTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTG

GCAAACCGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACT

GCCGCAACGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCAATGAAAGA

AGCGGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGACCGT

ATCGTAGGCCGCCGCGTTCACGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGA

AAGTAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAGCTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAA

GAGACCGTACGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACT

CCAAAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGGAGCGTGTGCGGTCGCATGAGGAATGGTTC

TAGCATACTCTGATACTGGAGCCCCAATCTTCATTATTGTTCATCTTCAAACTCATGGTGAGTGT

CCTCGATGCTACAGGAGTGGTGATTTTCTCCTTCCATTCGCTGAATACACCTTCTAGGCTGAATT

TGTATACCCCCCCCGCTAAACAGGGGTTTCTTCTGGCCCCATCCCTCGTC 

 

75 adk 

NNNNNNNNCTAGTTCATCATGGAGAATATGGTATTCCGCAAATCTCCACTGGGCGATATGCTGC

GTGCTGCGGTCAAATCTGGCTCCGAGCTGGGTAAACAAGCAAAAGACATTATGGATGCTGGCA

AACTGGTCACCGACGAACTGGTGATCGCGCTGGTTAAAGAGCGCATTGCTCAGGAAGACTGCC

GTAATGGTTTCCTGTTGGACGGCTTCCCGCGTACCATTCCGCAGGCAGACGCGATGAAAGAAGC

GGGCATCAATGTTGATTACGTTCTGGAATTCGACGTACCGGACGAACTGATTGTTGATCGTATC

GTAGGCCGCCGCGTTCATGCGCCGTCTGGTCGTGTTTATCACGTTAAATTCAATCCGCCGAAAG

TAGAAGGCAAAGACGACGTTACCGGTGAAGAACTGACTACCCGTAAAGACGATCAGGAAGAA

ACCGTGCGTAAACGTCTGGTTGAATACCATCAGATGACTGCACCGCTGATCGGCTACTACTCCA

AAGAAGCGGAAGCGGGTAACACCAAATACGCGAGTTGTGACGGCCCGCCTGCAAAATGGAATT

CGCTTTCTCATCTAACATCTTAACTAAGTCTCTGTAACTTTTGCCGCTGCCCGCTTGATAACCGC

CCGGGCAGCTGAGCACTGCGCTGGGATGCATCTCCGACGAAACGCGAAAATGCACCAGCGAGC

AACGACTGTTGCGCCCCCCCACAGCTCATCGCCCGGGACTTAAACTGGACCGATCAATCTCTCC

CCTCACCAGGAAACAAAAAAACTCGAGAACTTCTAAAAAAGATAACTATTAATTTGTTACCCCT

TTAGCTTTAAACCGAAGTCCCAGTCTTTTATCCCTCTCCCTCCCCCCCCCTGCC 

 

 fumC (fumarat hidrataza) 

 

M1 fumC 

NNANNNNNGCGGNACAACGGTGCGCAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCCACGCGACGCGCA

TACTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACAGCTGTACCGCCCATAGCCAGTTCCGCTACGT

GAGGCAGGCTGTATTCAATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTC

CTGCCCCAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTTACGATATCGGCA

AATGCACGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGC

GCAGCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTTGGAAAGACATCGTTAGAACTTTGGCTTTT

GTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGCTCCATCCCACGCACGCCGCCGAGTAATTCACTG

GCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGAT

AGCCAATGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCG

CTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAG

CGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAG

CGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGAATCTTTCNC

C 

 

M2 fumC 

ANNNNGNNNNACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATAC

TCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAG

GCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCCTG
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CCCTAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCAAAT

GCACGCGATTTTTCACTCAGCGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCA

GCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTT

CACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTAATTCACTGGCC

CGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGC

CAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCTC

GCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGC

CAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGT

TGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGANCTNTTCNGGG

GGAAAAAAANNCCGGGGACTCCGGGGCGNTATGTCCCTTATATCGGTTACCCCTTTTGTCAACA

TCCCAATTCCCGCCCTGTCCCCTATCCCCTCTCACACGCATCAAACTTCCCCCACCCTCCGCCCA

GGGTCCCCAAACAAAGCCAGACTTTCCTTCGAGGCGCTCTTATCTATCTTTC 

 

M3 fumC 

NNNNGNNCGNACACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATATT

CCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAGG

CAGGCTGTATTCGATACGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCCCGC

CCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCAGCAAATG

CGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCTTGCGCAG

CGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTTC

ACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCACTGGCCC

GGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGCC

AGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCTCG

CTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGCC

AGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGCT

GAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGACCNTTTTGGGGA

AAAAAAAAAANCCAAGTAGACTTCAGAATGTTCCTCCATGTTTTCAGCAGACAAAATTCCTGCT

GATGGATTCTCTTAAATTGAGCACTGACGATCCCACTCCTGGAGAGAGGCGTACCCTACTNNNC

TCTTGTGTAGTCAAAAAAAAATCGGAGNTTCTTTCGTGGGGGGAGAAAGAAGG 

 

M4 fumC 

NNNNNNTNCTNGANCNNANTTNCNTTGCNTTCNGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGA

CGCGCATATTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCG

CTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGA

AATCTCCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATA

TCAGCAAATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTT

GCTTGCGCAGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTG

GCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATT

CACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGC

CAGATAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAA

TGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTG

GTTAGCGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCA

GCGAGCGCTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGAATC

TTTNCCTGGGGAAAAANATCCAAGGGGGTGCGTTATTGCTTCACTTTGGCTTGTTTCGATATTCG

GGCCTCTCCATACTCTTTCATGGCTTTTTTCTGCAAGCTCGACATCATTGGTATTAAAATTTGTTT

CACAAATCCTCCATTTGACTCAACTTTTGGCCGCCTTTTCAACACGGC 

 

M5 fumC  

NNNNNGNNACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCNAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTC

CGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAGGC

AGGCTGTATTCGATACGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCCTGCC

CTAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCAAATGC

ACGCGATTTTTCACTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCAGCG

CCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTTCAC

GTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTAATTCACTGGCCCGG

TTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGCCAG

CGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCTCGCTT
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TCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGCCAGC

GCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGTTGAG

TTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGACTTTTTTTGGGAAAAA

AAAANGGCCNCNNTAGACACTTTCTCCCTGGTTTCTCCGGGAAAACAGGCCCCAATTATTGTCG

GGGCTTTCGCCAAAACACAGGCAGCGCACGAGGCAAACTTAAAGGTAATCATACCCTTGTTGCC

CAAAAAAAAAAGCCCCCCCCCTTGCGACGGTGTGAAATAATTTCGTGTAG 

 

M8 fumC 

ANTNNNNGGCGNACAACGGTGCGCAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCCACGCGACGCGCAT

ACTCCGGTATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACAGCTGTACCGCCCATAGCCAGTTCCGCTACGT

GAGGCAGGCTGTATTCAATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTC

CTGCCCCAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTTACGATATCGGCA

AATGCACGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGC

GCAGCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTTGGAAAGACATCGTTAGAACTTTGGCTTTT

GTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGCTCCATCCCACGCACGCCGCCGAGTAATTCACTG

GCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGAT

AGCCAATGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCG

CTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAG

CGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAG

CGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGAANTTCNN 

 

M10 fumC 

NNNGNGNNAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATACTCCGGATGGGTATTT

AGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTACGTGAGGCAGGCTGTATTCGA

TATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCCTGCCCTAGTGTTAGCGG

CGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCAAATGCACGCGATTTTTCA

CTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCAGCGCCAGCAGCGCCG

CAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTTCACGTCGTCGTTAGG

GTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGTGTAATTCACTGGCCCGGTTAGCCAGCACTT

CGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGCCAGCGGGAATTCGTC

GTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCTCGCTTTCTCTTCAGACA

ACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGCCAGCGCATGAATCAG

TGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGTTGAGTTTGTGCGCCC

CACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGACTNTTTTTGGGGAAAAAAAAAAATTC

ATCGCNGATTTTCCGATTTTCGTGAGATGAAACACCGTCCAATTCCTGCTGAGGGTTCCCTCACA

ACTACGCGTGGCGACACATATCAAGAAAGTATTGGATTCGGTGTGAGCGAAAAAAACACGAGC

CCCCACTTCGGTGCTNCGAAAAATTTAGTGCATGACACTAACCACAAATCCC 

 

M11 fumC 

NNNTNNNNNNCGGGTACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCG

CATATTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTAC

GTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATC

TCCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCAG

CAAATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCTT

GCGCAGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTT

TTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCACT

GGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGA

TAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGC

GCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTA

GCGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGA

GCGCTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGAATCTTTGN

GTGGGGCAAAAAAAAACTCATTTTCTACGTCTTTCTTTTCGCTTTCCTTTGTCTATTTCCAACTTC

ATAGCTTCTTCCCNTGCTTTCAAGGCTTTTTTGGAACCTCTAAAA 

 

65 fumC 

NNNNNGGGGGNNNACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCA

TACTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTACGT
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GAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTC

CTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCATCCTGCAAGTGAGTACGACCAATTTTGACGATATCGGCA

AAAGCACGGGATTTCTCATTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGAGGAATGAGTTGCTTGC

GCAGCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATAGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTT

GTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACACCGCCGAGTAATTCACTG

GCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGAT

AGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGACGAATGGCG

CTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCACGCTTGGTTAG

CGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAG

CGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGAATCTTTNCN 

 

67 fumC 

ANNNNNNGGNACAACGGTGCACAGGTAATGACTGGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATA

TTCCGGAATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTACGTG

AGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCC

TGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCAGCAA

ATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCTTGCGC

AGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGT

TCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCACTGGC

CCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAG

CCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCT

CGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCG

CCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCG

CTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGATCTNTTNCGGG

GGAAAAAAAANNNCAAATTTACATCGTATTACTTCAACTTTTCCATTAAGAAACCTCCGAGCTA

GGAAACCTCCTCCACCTACTTCCCGGCTTTCGTGGGGCCCTTATAACGTTGATCTGGGGGTTTGT

TCGAACATCCGTATAACCTCTCTGTTTTGCCGCCCATTTGATCTTGCCCA 

 

68 fumC 

NNNNNGNNGGNNANANGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGCATA

CTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTACGTGA

GGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCTCCT

GCCCTAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCGGCAAA

TGCACGCGATTTTTCACTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTTGCGCA

GCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTTTGTT

CACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTAATTCACTGGCC

CGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGATAGC

CAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCGCTC

GCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAGCGC

CAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAGCGT

TGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGATCTCTTTTNGGG

GAAAAAAAACNGGGGAGAAGTCGAGGGGCGTCCCCCTATAAAAAAAAAACGGGTCTCCCTTGT

TCTAATCGGCCAAATTCCTGCTGAAGGGAAGACGTGAAAATTAAACATTTGAAAAAAAAAATC

TGGAGGGGAGGGGTACACTTATTAGTTTTTTTGGTTAGATATCAAAAATTCGG 

 

69 fumC 

NNNNNNGGNNGGGTACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCGC

ATATTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTACG

TGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATCT

CCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCAGC

AAATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCTTG

CGCAGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTTT

TGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCACTG

GCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGAT

AGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGCG

CTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTAG

CGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGAG
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CGCTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGAATCTTTNTN

GCTGCTGCGCTAACAAAAAGGCTTGAAAGCGCACTTGTTTGCCCTTTGCTGTAAATTTGTTTGCT

TCGATTTTTCCGGCTGCCCTCAGGCCCTTCCATTGGCCTTCCCGGCAGGCGCGGCAATCGCGGG

AGTGAGACCTTGTCCCAACAAAAACGTCCCTCTCACTCGAACGGCTCCCT 

 

72 fumC 

NNNNNTNNNTNGNGTACAAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGC

GCATATTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTA

CGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAAT

CTCCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCA

GCAAATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCT

TGCGCAGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCT

TTTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCAC

TGGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAG

ATAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGG

CGCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTT

AGCGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCG

AGCGCTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCTCCCATCGAATCTTTC

GCGCTGTTGCGTAACAANNNGCGACCCCTAGACATCAGAAAGGGTCTCCTTGATCTCATCGTGC

AATTCCTGCTGAAGGAGACATGAAATAATCATTGAGAAACAAACATGCGGAGTAGGGGTACCC

TCTTTGCCNTTTTTACTTCTTTCATGGCNNN 

 

73 fumC 

ANNNNNNNGNNCGGTACNACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGCG

CATATTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCCAGAGCCAGTTCCGCTAC

GTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCCAGCATCGCTACCCAGCCGGAAATC

TCCTGCCCCAGCGTTAACGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTACGACCGATTTTGACGATATCAG

CAAATGCGCGGGATTTTTCACTCAGCGTCTGGGTCAGGGTTTTAAGTTGTGGAATGAGTTGCTT

GCGCAGCGCCAGTAGTGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTT

TTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCACCGAGTAATTCACT

GGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATATTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGA

TAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGC

GCTCGCTTTCTCTTCAGAAAAAAAAGCCTAAAATCTTCATTAACTTTTTGCCCGCTGCGCGCTTT

GGGTTAGCGCCCAGCCGCATGAATCAGTGGAGGGTGGGCATTTTTNNTCCGTCGAAAATGCGG

AAAATGCTTCCAGCCGAGGGGCTGAAGTTTGGTGCCGCCCCAACAGCTTAATCTGCCGGGACAA

TCAAATCCCCTCCCATCGGAATCTCTTTTCGCCTGGCCGTACACAAAACTGCGCTGTACAGTCCT

GGGTTTCTCTTTACCGACACCCTGCAGGACCTGACATTGACCCCTACAAAAGACTGGGTGTCGA

TGGACTGCAACCTTTCGATCAATTCGTTCTCTCGAGCGAACGCACCATATCA 

 

75 fumC 

GNNNGCNNGGGGGGNTACAACGGTGCACAGGTAATGACTGCCAGTTCATCTGCTACGCGACGC

GCATACTCCGGATGGGTATTTAGTCCAGTACCCACCGCTGTACCGCCAAGAGCCAGTTCCGCTA

CGTGAGGCAGGCTGTATTCGATATGTTTGAGATTATGCTCGAGCATCGCTACCCAGCCGGAAAT

CTCCTGCCCTAGTGTTAGCGGCGTGGCGTCCTGCAAGTGGGTTCGACCGATTTTGACGATATCG

GCAAATGCACGCGATTTTTCACTCAGTGTCTGTGTCAGGGTTTTAAGCTGCGGAATGAGTTGCTT

GCGCAGCGCCAGCAGCGCCGCAACGTGCATCGCCGTCGGAAAGACATCGTTGGAACTTTGGCTT

TTGTTCACGTCGTCGTTAGGGTGAACTTTACGTTCCATCCCGCGCACGCCGCCGAGTAATTCACT

GGCCCGGTTAGCCAGCACTTCGTTCATGTTCATGTTACTTTGCGTGCCGGAGCCGGTCTGCCAGA

TAGCCAGCGGGAATTCGTCGTCATGCTGTCCTGCCAGTACTTCATCCGCCGCCTGCCGAATGGC

GCTCGCTTTCTCTTCAGACAACAAGCCTAAATCTTCATTAACTTTTGCCGCTGCGCGCTTGGTTA

GCGCCAGCGCATGAATCAGTGAGGTGGGCATTTTCTCCGTCGAAATGCGGAAATGCTCCAGCGA

GCGTTGAGTTTGTGCGCCCCACAGCTTATCTGCCGGGACATCAATCGCCCCCATCGAATCTNTCC

GCGGGTAGTACAAAANCTTCCGGGGGGAAGAGAGGGCGACTACCTACAATAACGAAAAGGGC

CTCCCTTGATCTANCCGGCCAATCCCCTCGCAAGGAGACATGCGATTATCACCCTAGAATCAAA

ACTTGCGCGGCGGGGTTCCCTTCTTTCTTTTN 
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 icd (izocitrat/izopropilmalat dehidrogenaza) 

 

M1 icd 

NNNNNCTNTANNTCNTANTNNNTATGCAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCC

TTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCT

GCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAA

AAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTG

AATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCTCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGTTCTCTGAAC

GTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCA

CCCCAAGCCCGGTTAAACATCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGA

CATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCTGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAATTCCTG

CGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGT

GTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATC

GTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGA

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGACGCAT

TCCTGCAACAGATCGGG 

 

M2 icd 

NNCGTGTGTANNTCTTACNNNNATGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCC

TTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCT

GCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAA

AAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTG

AATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAA

CGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGC

ACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAG

ACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCTGACTCTGCCGACGCCGGGAAAGTGATTAAATTCCT

GCGTGAAGAGATGGGTGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCC

GTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAATGAT

CGTGACTCTGTGACTCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAACACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGATCTGGCCTNCGTCTCAAA 

 

M3 icd 

NNNNNNTNTNANTCAGTACANNNNNATGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTA

TCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGA

CGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGG

TGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATT

CGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCT

GAACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAG

GGCACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGG

AAGACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAAT

TCCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAA

GCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAAC

GATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTA

AAGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGT

GGCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATG

CATTCCTGCAACAGATCGNNCCGNCNGNCCCCATAAA 

 

M4 icd 

NNNCGGTCATNTACANTNNNTGCAAACGGCAAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTT

ACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTG

CAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAA

AATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTGA

ATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAAC

GTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCA
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CTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGA

CATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTG

CGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGT

GTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATC

GTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGATCGGGTTGCGCCACAN 

 

M5 icd 

NNNNTCAGTACANNNNNNTGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTACA

TTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGT

CGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAATC

CACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTGAATATC

GCGTTGCCATTAAAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAACGTTGCC

CTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAAGGCACTCCAA

GCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATTTA

TGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTGA

AGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATCAAGCCGTGTTCT

GAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTCCGTGCCGCGATTGAATACGCAATTGCCAACGACCGTGAC

TCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGACTGG

GGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAA

GTTAAAAACCCGAACACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGC

AACAGATCGGNTTCNCTCCCACACAAA 

 

M8 icd 

NNCGNNNNNANNTCAGTACANTNNNATGCAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTAT

CCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGAC

GCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGT

GAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTC

GTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCTCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGTTCTCTG

AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGG

GCACCCCAAGCCCGGTTAAACATCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGA

AGACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCTGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAATTC

CTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCG 

GAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAG

CGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCAT

GAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGG

TGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGATGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGT

CATTAAAGACGTGATTGCTGACGCATTCTGCACAGACGNCGGGGGCCCCAAAAANAAACTTCC

GGTGTTTAGGGGAAATCTCTGTGCCGTTTCGGTTTTTAACTTTCCCCGGGCCCGTCATAGTCCCC

AACTCTTCAGCGCCTCTG 

 

M10 icd 

NNNNNCCAGTAGATCTNNCTGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTAC

ATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCA

GTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAAA

TCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTACCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTGAATA

TCGCGTTGCCATCAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGTGGTATTCGCTCTCTCAACGTTG

CTCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCC

AAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACATT

TATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGTG

AAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGCATCGGTATTAAGCCGTGTTC

TGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTGA

CTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGACTGG

GGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAAA
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GTTAAAAACCCGAACACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTGC

AACGTNCN 

 

M11 icd 

NNCNTNTNTANNTCNTACTTCGTATGTAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCC

CTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGC

TGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGA

AAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGT

GAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGA

ACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGG

CACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAA

GACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCC

TGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCC

GTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGAT

CGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGATTNNN 

 

65 icd 

NNNNTCTTTAGTCNTTANNNNATGCAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTT

ACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTG

CAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAA

AATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTGA

ATATCGCGTTGCCATTAAAGGTCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAAC

GTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCA

CTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGA

CATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCTGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAATTCCTG

CGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATCAAGCCG

TGTTCTGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTCCGTGCCGCGATTGAATACGCAATTGCCAACGACC

GTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGTAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGA

CTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGTGGCCCGTGGCT

GAAAGTTAAAAACCCGAACACTGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATCGCTGATGCATT

CCTGCAACAGATNNNCN 

 

67 icd 

NNNNNANAGGTAACANNCNNTGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTT

ACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTG

CAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAA

AATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTGA

ATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAAC

GTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCA

CTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGA

CATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCTG

CGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCCGT

GTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATC

GTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGANNNNG 

 

68 icd 

NNNNTNTTNANNTCANTAGANNTNNATGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTA

TCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGA

CGCTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGG

TGAAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGATGTCTGGCTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATT

CGTGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCT
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GAACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAG

GGCACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGG

AAGACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAAT

TCCTGCGTGAAGAGATGGGGGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGTGGTATCGGTATTAA

GCCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAAC

GATCGTGACTCTGTGACTCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGAGCGTTTA

AAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGT

GGCTGAAAGTTAAAAACCCGAACACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATG

CATTCCTGCAACAGATANNN 

 

69 icd 

NNCNNNTNNAGNTCATTACACCNATGCAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCC

TTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCT

GCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAA

AAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTG

AATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAA

CGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGC

ACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAG

ACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCT

GCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCC

GTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGAT

CGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGATCGCG 

 

72 icd 

NNGCNTNTTNNGTNTTANTNNNNATGCAANGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCC

TTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCT

GCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAA

AAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCGTG

AATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAA

CGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGC

ACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAG

ACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATTCCT

GCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAGCC

GTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGAT

CGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAG

ACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGC

TGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCAT

TCCTGCAACAGATCGNN 

 

73 icd 

NNCGGTNNNTAGNNNNNNNTGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATCCCTTA

CATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGC

AGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAAAA

ATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGCTGCCTGCTGAAACTCTTGATCTGATTCGTGAAT

ATCGCGTTGCCATTAAAGGTCCGCTGACCACTCCTGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAACGTT

GCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAAGGCACTC

CAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGAAGACAT

TTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTAAATTCCTGCGT

GAAGAGATGGGGGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGTGGTATCGGTATTAAGCCGTGTT

CGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACGATCGTG

ATTCTGTGACTCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAAAGATTG

GGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTGGCTGAA

AGTTAAAAACCCGAACACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGCATTCCTG

CAACAGACNNCCN 
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75 icd 

NNNNNNTNTANNTCANTANNNNNATGCAAACGGCAACTCAACGTTCCTGAAAATCCGATTATC

CCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGATGTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACG

CTGCAGTCGAGAAAGCCTATAAAGGCGAGCGTAAAATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTG

AAAAATCCACACAGGTTTATGGTCAGGACGTCTGGTTGCCTGCTGAAACCCTTGATCTGATTCG

TGAATATCGCGTTGCCATTAAAGGCCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTG

AACGTTGCCCTGCGCCAGGAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGG

GCACTCCAAGCCCGGTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGA

AGACATTTATGCGGGTATCGAATGGAAAGCAGACTCTGCCGACGCTGAGAAAGTGATTAAATT

CCTGCGTGAAGAGATGGGCGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGCGGTATCGGTATTAAG

CCGTGTTCGGAAGAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTAACG

ATCGTGACTCTGTGACCCTGGTGCACAAAGGCAACATCATGAAGTTCACCGAAGGCGCGTTTAA

AGACTGGGGCTACCAACTGGCGCGTGAAGAATTTGGCGGTGAACTGATCGACGGCGGCCCGTG

GCTGAAAGTTAAAAACCCGAATACCGGCAAAGAGATCGTCATTAAAGACGTGATTGCTGATGC

ATTCCTGCAACAGACGN 

 

 purA (adenilosukcinat dehidrogenaza) 

 

M1 purA 
NNNGGNNAANNNTGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCC

TTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCA

CCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTGGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGG

CGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTC

CAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGG

CTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAG

CGTGGCGATTTCGTCATGTTCGAAGGTGCTCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTT

ATCCGTACGTAACATCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCC

GCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGTGCAGGTCCGT

TCCCGACTGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGC

AACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAG

CTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACCAAGCTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTGA

AACTCTGCNTTTTCATCNCACNNGANGNAGGGACGCGTTGGTCAACGGTGTTTTCCAGCGCCTG

CCGGATACACACCACAACACACCCCGTATTTGCCCCAAAATTCTTTACCCGTGCTTGCAGAGAA

ATTCGCCGGTTTCTCAAACAGTTCAGTCGGGAAACGGACCTGCACCCACACGA 

 

M2 purA 
NNNNNNNACNGTGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCT

TGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCAC

CACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGC

GACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCC

AGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGC

TGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGC

GTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTA

TCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCG

CGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTT

CCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCA

ACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGC

TGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAA

ACTCTGCTCTNTN 

 

M3 purA 
NNGNGNNANGNGGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATCCT

TGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCAC

CACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGC

GACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCC

AGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGC

TGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGC
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GTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACATA

TCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCG

CGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCCGTT

CCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCA

ACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGT

TGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAA

ACTCTGNNTTTT 

 

M4 purA 
NNGNNNNAACGNGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATCCT

TGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCAC

CACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGC

GACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCC

AGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGC

TGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGC

GTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACATA

TCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCG

CGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCCGTT

CCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCA

ACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGT

TGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAA

ACTCTGNTCTTTT 

 

M5 purA 
NNNTGGNNAACGNGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCC

TTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCA

CCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGG

CGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTC

CAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGG

CTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAG

CGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTT

ATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCC

GCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGT

TCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGC

AACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAG

CTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTA

AACTCTGCGTGNTTACCCCCGTAGGGAGNCGGAACGGGCAACGGTTTTCCAAGCCAGCCGGGT

ACAACGACCACGCCCCGTAATTGCGCCCGAATTCGTTACCCCTGCTTGCAGAGGAACTCGTCAG

TTTCATCAAACAGTTCGGTCGGAAACGGACCTGCACTACACGAGTGAGTAGCTT 

 

M8 purA 
NNNNANANNNGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCTTG

ATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCACCA

CCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTGGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGA

CCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCCAG

TTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGCTG

TTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGCGT

GGCGATTTCGTCATGTTCGAAGGTGCTCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTATC

CGTACGTAACATCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCGCG

TTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGTGCAGGTCCGTTCC

CGACTGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCAAC

TACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTG

AACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACCAAGCTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTGAAAC

TCTGCTGNTTACCCCCCATAGGGANCCGAACGGCAACGGTTTCCAACCCGCCCGGTACNACAAC

AACAACCCCGAATTTCCCCAAATTCGTTACCCGGCTTGCAAAGAACCCTCCCATTTTCTCAAAC

ATTTCATTCGGGAACGGACCTGCCCCCATCAATGGGAGTAAGCTTTAAGGTAC 
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M10 purA 
NNNGNNNANNNNGGCATCCCCNTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCC

TTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCA

CCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTGGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGG

CGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTC

CAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGG

CTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGATCTGCTCGACCAGGCGCGTCAG

CGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTT

ATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCC

ACGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGTGCAGGTCCGT

TCCCGACTGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGC

AACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAG

CTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACCAAGCTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTGA

AACTCTGCGTGGTTATAACCGCGNAATNAANNCGTACGGGCAACGGGGGTCCAAGCCAGGCCG

GGTACAACGACCGACGAACCCCGTAGTTGCGCCGACTCGTTACCCTGCTTGCAGGAGGAACTCG

CCAGTTTCATCAAACAGTCAGTCGGGATCGGACCTGCACCCACACGAGTGNNTA 

 

M11 purA  
NNNTNGNGAANNNNGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATC

CTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGC

ACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTG

GCGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACT

TCCAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGAT

GGCTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTC

AGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTAC

ATATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGC

CCGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCC

GTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGC

GCAACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTAC

AGTTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGT

TAAACTCTGCGTGNTT 

 

65 purA   
NNTGNNACGTGANACCCGTTCCTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGACTGTGTCCGCTGATCCTTGATA

ATCTCGTTGCGCTGGATAACGTGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCCATCGAAGCCACCG

GCCGTGGTATCCGGGCTGCTTATGAAGATAATGAAGATCGTCGCGGTCTGCGTGTTGTGGACCT

TTTCGACCTTTAAACCTTCGATGAATTACTGAAAGAAGTGATGGAATATCTCAACTTCCACTTGG

TTAACTACTACAAATCTGAAGCGGTTGATTACCATAAAGTTCTGGATGATACGATGGATGTTGC

CGACGTCCTGACTTCTATGGCGTCTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCTGGTCCGTCAGCGTGGTG

ATTTCGTCATGTTTGAAGGGGCTCAAGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGCACTTATCCGTA

CTTTACTTCTTCCAACTCCTCTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGGTCCGGCCTGGCCCCGCTGTATG

TTGATTATGTTCTGGGTATCCTCAAAGTTTACTCAACTCACGCAGGTGCAGGTCCGTTCCCGACC

GACCTGATTGATGAGACTGATGAGTTCCTCTAGTACCTCGGTAACCAAGTCAACGCATCTACCG

CGCGTCCTCGTCGTACCCGCTGGCTGGACTCCGTTGCCGTTCGTCGCGCGCGACATGTGAACTCC

CTGACTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGAATGTTCTGGATGGTCTGAATGAGGTGAAACTCTGCA

ACTTNNNTTNNCCCCCTTANTTNNTNNTCCGGNGTTCAAGCCGTCCCCGGCCCAGCCAGTAACC

CCCACAATTCCCCCTAATTGCGTTACACCTGCTTTGCCCGAGATAGTCGCGAATTCCCCAGTTTT

TCCGTCGGTACGGCACCTGCCCCCTACCTCAACTTACACAAGTTGAGT 

 

67 purA  
NNGNGNAAACNNNGGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATC

CTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGC

ACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTG

GCGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACT

TCCAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGAT

GGCTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTC

AGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTAC
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ATATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGC

CCGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCC

GTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGC

GCAACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTAC

AGTTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGT

TAAACTCTNTTTN 

 

68 purA  
NNNNNGGNNACGNNGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATC

CTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGC

ACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTG

GCGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACT

TCCAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGAT

GGCTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTC

AGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTAC

TTATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGC

CCGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCAACTCGTGTAGGTGCAGGTCC

TTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGC

GCAACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTAC

AGCTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGT

TAAACTCTGCNCNTTTCCCCCCGANNAGGGACCCANGGGAAACCGGTTGTTACACCAACCCGTT

TAAAACAAAACGCCCAAGGTTGCTCGATACTCTGAACCCGAGTTGCCCAGGAACTCTCCAGTTT

CTTCAAACGTTTCGGGGNNAAAGGATCTGGC 

 

69 purA 
NNNNANNNNANGGNGGCATCCCNTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATC

CTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGC

ACCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTG

GCGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACT

TCCAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGAT

GGCTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTC

AGCGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTAC

ATATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGC

CCGCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCC

GTTCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGC

GCAACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTAC

AGTTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGT

TAAACTCTGNTCTATANNAACCNGNAGTNAAANCCGAAATCTCGCGGTACTTTCGGGACTCTTG

AACACATTGCACCAGAAGCGCGCTCGAATGCTGCTAGAAAGATATCATCAGGGAAGCGCTTGG

GGA 

 

72 purA 
NNCCNNNTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGC

GCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCACCACCGGTCGTGGTAT

CGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACAAA

GAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCCAGTTGGTTAACTACT

ACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGCTGTTGCCGACATCCT

GACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGCGTGGCGATTTCGTCA

TGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACATATCCGTACGTAACTTC

TTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCGCGTTATGTTGATTAC

GTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCCGTTCCCGACCGAACTGTT

TGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCAACTACGGGTCGTCGT

CGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGTTGAACTCCCTGTCTG

GCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAAACTCTGTTTTTT 
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73 purA 
NNNNNNACGGNGNGCATCCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCCGAAGCATGTCCGCTGATCC

TTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCA

CCACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGG

CGACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTC

CAGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGG

CTGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTTGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAG

CGTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACAT

ATCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCC

GCGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTGGGGGCAGGTCCGT

TCCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGC

AACTACGGGTCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAG

TTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTA

AACTCTGCGTGGNTTANCCGGTATGA 

 

75 purA 

NGNNGAACGGTGGGCATCCCGTTCGTGAGCGTCTGCTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCT

TGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGTGAGAAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCAC

CACCGGTCGTGGTATCGGGCCTGCTTATGAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGC

GACCTTTTCGACAAAGAAACCTTCGCTGAAAAACTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCC

AGTTGGTTAACTACTACAAAGCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGC

TGTTGCCGACATCCTGACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGC

GTGGCGATTTCGTCATGTTTGAAGGTGCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTA

TCCGTACGTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCG

CGTTATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCGTT

CCCGACCGAACTGTTTGATGAAACTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCA

ACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGC

TGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAA

ACTCTGCTGN 

 

 gyrB (DNA giraza) 

 

M1 gyrB 

GNNNNNNNNCNTGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTG

TAAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGC

ATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGC

ACGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGT

TTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCAC

CGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAA

ACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCTAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAAT

ATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTG

CGCGACAAGCGTGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAAGCGTTCGTT

GAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAG

ATGGTATCGGCGTTGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTT

TACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACC

CGTACCCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACC

GGTGACGATGGCGNGGGGGGGGCGTAAGAAATAAAAAAAGANNTGGTCCCCTTTTTTGGGCCG

CCTCTTTAAAATAAAAAAATACCTAAAGAGAAATTTTTCNAAAATTTTAAAAATTTGC 

 

M2 gyrB 

CNNGNNCNNGNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA

AGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCCGTACAGGATGATGGGCGCGGCATT

CCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTTGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCG

TCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAAC

CGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATAT
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GAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCG

CGACAAGCGTGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGA

ATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACCGAAAAAGAC

GGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAACATCTACTGCTTTAC

CAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCCGT

ACCCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTTAGCGCCACCGGT

GACGATGCTNNAGGGCCGGGAATATATAAAAAAAAAAAAGGTGGCTTATCCTCCACTAAAGGA

AATGAATTAACTGCAACGGCGTATTCCTACCCGATAGGAGGTTACCGTGTAAAAACTTA 

 

M3 gyrB 

NNNNNCAATGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA

AGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCATT

CCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCG

GTGACGATGCGNGGGCGGGCGNAATAAAAATAAAAAAAAAAACCCTTTGCGGAACTTTTTGGG

CAATTTAAAGAGTCCTAGGTCCTCTGCGTACGCCATCTTTTGGAGAGTGTTAAATGCAAT 

 

M4 gyrB 

GNNNNAACGTCNNGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACT

GTAAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGG

CATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTG

CACGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTG

TTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCA

CCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAA

AACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAA

TATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCT

GCGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGT

TGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAA

GACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCT

TTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGAC

CCGTACTCTGAACGCCTACATGGACGAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAACCTCAGCGCCAC

CGGGGACGATGCGCGTGCGGNNGTGAAAAAAAAAAAAAAAANTGTTGAAATGGTGANNTCAA

CGGGTCTTCTTCCTGATCGAGATATACCGTGAAGAGNTCTGATTTCAAGTCTGATTAGC 

 

M5 gyrB 

NNNNNNNCTCANNGNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACT

GTAAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGG

CATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTG

CACGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTG

TTTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCA

CCGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAA

AACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAA

TATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCT

GCGCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGT

TGAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAA

GACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCT

TTACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGAC

CCGTACCCTGAACGCCTACATGGACGAAGAACGCTACGGCAAAGCAAGCCAACCTAAGCGCCG



 

 

71 

CGGGTGCGATGCGGTGCAGGNNNCTATATAACAAAAAAAATNGAGTTTTGAGCCCGTTGGTCC

TGACCCGCGCTTCCTTCTGAGGACCTGTTTCATGAGATGGACGTCATGTAAGGTTTTN 

 

M8 gyrB 

CTNGGAGCGNNNATAGTCTGGTGTTGAGATTGGCCCGCGGTCCCTCGAGAGGTATGGGGGGTA

TCCACTGTGTGCTCGCCCCTTCGCGCGCCGGGGGGGCCTCCCGAGGTAGGTTGGGAAAAGCGGC

TCCTGGAGGTTGATAACTTCACCGATGGAGCAGCGGCGGCTACTTTTCTGCAATTTTTGAGCAG

CCGGGGGCAGAAATCAGAATGAGTCCCGTCCTGATCCAGGGGTCGCATGGTTAGGTGTTGCAG

AGGATAACACCCAAACAATTAGGCTCAACATACGTATTGCCCGAACATTTATAAATTGACGTGG

AATCTCAAGAAAAGAGCACACAACCCCGACTTTTGGATACGGCCACAATATAAAAACCCTGGT

CGTGTTGCGGATCTAGCCTAGATTCGGGACTTTGAGCAACGGGACCGAATGCGCGGAGCACATT

CCGGCAAAACGGACTGGCGGTAGTCTGTGTTTTTCCATCCCAGTCTCTTCTTCTGAGCAACAAAC

GTCACATCGAAAAGGAGACTTTTATAGGTAGCGGGCACTTATCTTCGTGGTGTGTATAATCATA

AGCACACGCCGAACCCCCCATATTTTTTCCTGCTAAAACCAAGAGCTATTCCCACGGTTTAACTC

GTTAAAAGGAAATCGGCCGATAAGAAAAAAATATTATTTTTTACAAAACACTGTTCACTTTTTC

ACAGAGGCACCCCCGAGGCTTCCACGTGAAGGGGGAACGCACACCACCGCGCCCCCTCTGGGG

AAAAAAAAGNTCTTTATCTCGGTAAGGATGACTGGCCCTGGCGGTGGGACGGGTATTACACGC

GGAACAAGCGCGTATCGGACGACGGAAGCTCTTCGTGACTGTTCTTCGAGCAAAGCGGAAAAT

NTTGCGAAAACTTCCTTAAACAGCGCACGGAGGTCCGCACAG 

 

M10 gyrB 

NNNNNNNGCANTGGTATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTG

TAAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGT

ATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGC

ACGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGT

TTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCAC

CGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAA

ACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAAT

ATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTG

CGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTT

GAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAG

ACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTG

TACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGGCGATGAC

CCTTACTATGAGCGCCTACGTGGACGAAGAACGATAGCGTTATCAACCAACCTCAACTCCACCG

GGGGGGGAGACGGTGCGTCNCGGTAGAAGAAAAAAAAANNNTAGCGTTATNGATGCACTGTG

AGCGNGTCTACCTCCGTCATACTGCATATACGGNNNNACATCATCATGGNNAGTTANN 

 

M11 gyrB 

AANNNAAACGCCTTCTTTTTGNGGNGGTGATAACGCTATCGCCNAAGCGCTCGCGGGTCCTGTA

AAGAATTTATTGGCATTTCACACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCAT

TCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGGGTTTCCATTCTTCTGC

GCGATAAACGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCCATCCACCCGAATATCTTTTACTTTTCCACCCAAAAAGA

CAGTGTTGGGGCCTAAATGCGGTTTCAAAGCGAAGATGTCTTCCAGGAAAACATCTACTGTTTT

TTTTAACAACATTCCGCAGCGTGTCGGCGGTAGTCTTCAGGTAGGTGTCTTACAAAACAATGAT

TACCACCCCGTACCCCTCCCCGGGCAACACACAAGNACTGTGTGTCTGGCCGGGATGATGGGCG

ATGGTTTGGGGGAGGATTCAATGTGTTCGGGGAGTATCTCACGCGCAACTGAGCTTGACCTTCT

CCATGCAGTGGTATATTTGACAATACTCCTATAAGGGACGGACGTCTGTCCGCGTT 

 

63 gyrB 

GNNNNNTCGNGCATGCAGCATGCCTACTAGCGCGTACTGTTTGCCTGCGGTCAGAGAACTGTCT

GAGTTACGCTCTTCCCCGGTGTTTTTACCCAGCAGCAGTCGATCTGAGAAGAAACGAGCCTGCT
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GACCGTCGCCTTCAACGTTCAGGCGATCAACAACGTCCTGTTCGCCCTGGAGTGGACGAACCAG

AGATAGACCAAAACGTGCAGCTGCCTGGGCCATAGACAGGGTTGCAGACCCGCCACCGGCTTT

CGCTTCAACCACCTCAGTACCCGCGTTCTGGATACGTTTGGTCAGATCAGCCACTTCCTGCTCGG

TAAAACTAACGCCAGGAACCTGTGACAGCAGCGGCAGAATGATAACACCAGAGTGACCACCAA

TAACCGGCACTTCAACTTCGCCTGGCTGTTTGCCTTTCAGTTCCGCAACACAGGTGTTGGAACGA

ATGAAATCCAGCGTGAAAACGCCGAACAGTTTGTTTTTGTCATAAACGCCGGCTTTTTTCAGCA

CTTCAGTCGCCATCGCAACTGTAGTGTTCACGGGGTTAGTGATAATACCAATGCACGCTTTCAG

GTAGGTTTTCGCAACTTGATGTACGAGGCTGTTCACGATACCGGCGATGACGTTAAACAGGTTG

CAACGATCCATATGCGGTTGACGCGCTACCCCTGTGGAGATAAGAACGACATCTGCACCGTACC

AGCGCCGAAGTCGCATCTTCACCTGAAAAACCTTTGATTTTCACAGCAGTAGGTATATGCCTCA

CATCGACAGCGACGCTGGGAGAAACTGGAGCGATATCATACAGATATAGTTCTGCACTTGACG

CATTTGGGTTTTTAACAGTGGAGCAAGCGCCTGTCATCAGCAGAGTGCCAGCG 

 

65 gyrB 

NNNNANNAANNGNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGT

AAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCA

TTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCA

CGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTT

TCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCTCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACCCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCG

GTGACGATGCTAAAGGGGNGGNGGNATNANNNANATAAAAAAACTTTGTGCGGCAAATTATAA

GAGCCCAGGGGCCCTGCACCACGCTACCTTTGGGCCCCATGTTAACATGCAAAGGAAA 

 

67 gyrB 

NNNNGACTCNNGNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTA

AAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCAT

TCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCG

GTGACGATGGNAAGGGGCGGGCGANCTGATANAAAAAAAAAAACTCTATTCCTAGGTGATAGG

GTAAAACCGGGTAAGAACATATTATTTAAAATTTGACTAGACTTCTGTCAGCTGGGATT 

 

68 gyrB 

NNCNNANGCNNNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTA

AAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCAT

TCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCTAGCCTCGAAACTTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGACAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG
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AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACCCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTTAGCGCCACCG

GTGACGATGCGNGGGCGGNGTGATATAGAATAAAAANAGTCCCCGACTAACCTATCTTTGGGA

CCATTTTTATAAATAAATGTATCTTTAATAATTTTTTCACACATTTCACAAACTTTTCC 

 

69 gyrB 

NNNNNNNNNGGNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAA

AGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCATT

CCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCAC

GCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTT

CGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCG

GTGACGATGCNNGGGCGGGGGAAAAATAAAAAAAAAGTAGTTTGTCAAGTCCGGTGGATGCCG

CCATCGTTAAGATGATTACCTCCACGCCCACGTGCGTAGAGGAGTCATTGAGTACCATCC 

 

72 gyrB 

NNGNACGNCNNGNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGT

AAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCA

TTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCA

CGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTT

TCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACC

GTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAA

CCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATA

TGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGC

GCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTG

AATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAGA

CGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTT

ACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGACCC

GTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACCG

GTGACGATGCGNGNGGGGCGGGANAAAAAAAAAAAANAAATGACTTTTTCGAAGTTTTGGCTC

CGTTCAAATATCTAGCTTCCACTCTTCTAATTCTGGCGGAGAGAATAAAAAAATCCAA 

 

73 gyrB 

NCNGANNGNNNATGNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTG

TAAAGAAATTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGC

ATTCCGACCGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGC

ACGCAGGCGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGT

TTCGGTAGTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCAC

CGTCAGATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAA

ACCGGCACCATGGTGCGTTTCTGGCCAAGCCTTGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAAT

ATGAAATTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTG

CGCGATAAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTT

GAATATCTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTTTCCACCGAAAAAG

ACGGTATTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTT

TACCAACAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGTTTCCGTGCGGCGATGACC

CGTACTCTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTCAGCGCCACC

GGTGACGTGCGNGGGGGGGGGNANTATATATAAAAAAAACTNNCGTNGTNNTTTNTTCGGTCG

TGCAGCCCTGCTTTCTATCGATAAGATTCATCTCCCACTAGGAGTGTGTAGTTCGTTT 



 

 

71 

75 gyrB 

NNNNNNNATTCGAGGTGGTAGATAACGCTATCGACGAAGCGCTCGCGGGTCACTGTAAAGAAA

TTATCGTCACCATTCACGCCGATAACTCTGTCTCTGTACAGGATGACGGGCGCGGCATTCCGAC

CGGTATTCACCCGGAAGAGGGCGTATCGGCGGCGGAAGTGATCATGACCGTTCTGCACGCAGG

CGGTAAATTTGACGATAACTCCTATAAAGTGTCCGGCGGTCTGCACGGCGTTGGTGTTTCGGTA

GTAAACGCCCTGTCGCAAAAACTGGAGCTGGTTATCCAGCGCGAGGGTAAAATTCACCGTCAG

ATCTACGAACACGGTGTACCGCAGGCCCCGCTGGCGGTTACCGGCGAGACTGAAAAAACCGGC

ACCATGGTGCGTTTCTGGCCCAGCCTCGAAACCTTCACCAATGTGACCGAGTTCGAATATGAAA

TTCTGGCGAAACGTCTGCGTGAGTTGTCGTTCCTCAACTCCGGCGTTTCCATTCGTCTGCGCGAC

AAGCGCGACGGCAAAGAAGACCACTTCCACTATGAAGGCGGCATCAAGGCGTTCGTTGAATAT

CTGAACAAGAACAAAACGCCGATCCACCCGAATATCTTCTACTTCTCCACTGAAAAAGACGGTA

TTGGCGTCGAAGTGGCGTTGCAGTGGAACGATGGCTTCCAGGAAAACATCTACTGCTTTACCAA

CAACATTCCGCAGCGTGACGGCGGTACTCACCTGGCAGGCTTCCGTGCGGCGATGACCCGTACC

CTGAACGCCTACATGGACAAAGAAGCTACAGCAAAAAAGCCAAAGTTAGCGCCACCGGTGCGT

GNNGGGGCGGGGCGAATATATATATAAAAAAAGCGNGTTGCNGCANAGTGAGCTTCGCAACTG

GAGCCTGGTCGTAGCATGATAGATCCTACCAGTGAACTACTAGCGTCAGGATGAGAAGAA 

 

 recA (ATP/GTP vezavni motiv) 

 

M1 recA 

NNNNNNNNGNAGCTGTACACGCACCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTCACGCCCAGATCAAC

CAGTTCGCCATAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGC

GCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACACGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTC

ACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCG

GTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCA

GCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGC

CGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCC

ACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGT

GCCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTG

CATAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTCCTTTTCACGCTAAA

AAAAAGGTCGATATCACCTCTATTGTAGTCTTTGTCCCCGGATACCCTTCGGCACCGTGATCCGG

TGAGGGGTGCTGTCTGGAGGGTGAATGACTAAACTGGAAGTTTGGCAAAGCGAGCCCATGTTT

AATCTGCTGTTACCCGACCACCGGCNAAGAAAGGTTCTT 

 

M2 recA 

NNNANNNTTGTAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAA

CCAGTTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGAAATTCAGCCTGTTTAAACGG

TGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTT

CACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACC

GGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATC

AGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTG

CCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCC

ACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGT

GCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTATCGATATCGACGCCCAGTTTACGTG

CGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTCCCTTTCACGCTCAA

ANGTCCACGGCGCGGAAACCGACTCACCGGGCGGCTGGGCAGCTGCTGCCTGTCGTCATGCAG

AACAGCTGACCTCCTTGTGTGGCTTCAGCATGACAAACTGGAGGTCCTGGACGGCCAAAAAGA

GGATAAACTCTGGGNTATN 

 

M3 recA 

GNNANNNNTTGTGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCAA

CCAGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGG

CGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTT

CACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACC

GGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATC

AGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTG

CCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCC
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ACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGT

GCCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTG

CGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTANCNTCCCACGCTAAA

GNTCTCGTCGTCGTCGCAGCTGTAGCGTTGTCGCTGCCGACCGTCGCCGTGCGCAGTGGGAGAC

TTGCAGAGTGCTGCCTGGTTACCGGGTGGGTAGGATGGACGGCTGAATGACTGAAAGCTGCTGT

CTCTGCGGTGATGG 

 

M4 recA 

NNNNGNTNTGNAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCA

ACCAGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACG

GCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTT

TCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCAC

CGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGAT

CAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGT

GCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCG

CCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCA

GTGCCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACG

TGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTCCTTTTCACGCTA

AAAAGGTACGGGGCGTGAAAACCGGATGGCCGGCCTCCGTTGCCGGTGCGGACCGCCGTACAG

GTGAACCTGCTGACCGGGTTGGGCTTGAGCAAGATGGAACTGCAGGATGTCCTGGATAGGCAA

AACCTGAAGGTTGCCGGGTTAATGAGAT 

 

M5 recA 

ANNNNTNNTTGTAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCA

ACCAGTTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGAAATTCAGCCTGTTTAAACG

GTGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTT

TCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCAC

CGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGAT

CAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGT

GCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCG

CCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCA

GTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTATCAATATCGACGCCCAGTTTACG

TGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTACCTTTCACGCTA

AAACGCGTCTCCCCCATCGTACCACCTGGTCGCTTGCCGCCTCCCGATCCTCGTGCGGTACAACT

GAAGACCCTGCCGGGGCGGCTGCCGGATGACCATGGAGGTCCTGATGGACGGGATGAAGGACT

GCTCTGCTGCTGATCACCCGGGTGNAG 

 

M8 recA 

NNANGNTTGNNGCTGTACACGCACCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTCACGCCCAGATCAACC

AGTTCGCCATAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCG

CAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACACGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCA

CCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGG

TAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAG

CAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCC

GCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCA

CGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTG

CCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGC

ATAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTCCTTTCCCACGCTAAAN

GCGGGACCAAAGACGACGTAACGGCTGGCCGGACAGCGTGGCCGCTCGTGCCTGCGCGTACAG

GTGAACTCGCTGACCGGCTTGTGCGGGACCAACTGGACGATCCGGAAGGTCCGGAGAGGTGAA

AACTGGAGAACTCCCTGGTNNG 

 

M10 recA 

GNNAATNNTTTTGTAGCTGTACNCGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTC

AACCAGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAAC

GGCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTC

TTTCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACC
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ACCGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAG

ATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATAC

GTGCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCC

GCCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCC

AGTGCCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTAC

GTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTCCNTTCACGCTNA

AAACCGGATCGTCGTCCTCGTACCGGCTGGCTGGATTCCGATTGCCCGTTCGTCGTGCGGTACA

GTTGAACTCCCTGTCTGGGTTCTGCCTGACTAAACTGGACATTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTT

AAACTCTCTGCTGC 

 

M11 recA 

NNNNNNNNTNNAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCA

ACCAGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACG

GCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTT

TCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCAC

CGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGAT

CAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGT

GCCGCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCG

CCACGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCA

GTGCCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACG

TGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTACCTTTTACACGCT

ANAAAGGNCGTAGTCNGCGAAACGGACGGACGGCCTGCGTGGCCGCTCGTACTGCGCGACAAG

TGAACAGCTGACTGGCTTGTGTGTGTTTAGACTGGACGTCTGGATGGTCTGAAGAGCTGAAAAA

CTGAAGNTCTTCCGGTGTAATACTGTAGTAAGAGTTTT 

 

65 recA 

NNANNNNGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACCAGT

TCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCGCAG

CGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCACCG

CGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGGTAG

TGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAGCAG

CGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCCGCA

AGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCACGG

AGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTG

CTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAG

ATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTNCAACNNAAGGNNNAGGCCGGC

CGGGTCGTCGTCCCACGATCCGGCTGGTTGGTTGCCGCTGCCGAGCTACCTGCGGTATAGTTGA

ACTCCCTGTCTGGTTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGACTGAAAGAGGTTAAACT

CTCTGCAGA 

 

67 recA 

NNNNTNTNNNGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCAACC

AGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCG

CAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCA

CCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGG

TAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAG

CAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCC

GCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCA

CGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTG

CCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGC

GTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTCAACAGGATCACGTCANT

TGTTTTTAAAAAGGAAAGGTTCTTACGTTTGTCCTACGTCCTGCGCCCCAGTGAACTCCCCACGG

GTGGAGCATGATAGTCTGGACGTCTAGATGGCCTGAGAAGGTAAGTCTGTGTATCTCCCAAGCC

AGCACAAGCAGCAGTCGAAATTAAAAAGGTGATCACTGACGCATTCGACCCAATCGTCAAACA

T 
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68 recA 

NNNNTNNAGCTGTNCACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACCAGT

TCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGAAATTCAGCCTGTTTAAACGGTGCAG

CGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCACCG

CGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGGTAG

TGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAGCAG

CGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCCGCA

AGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCACGG

AGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTG

CTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTATCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAG

ATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGNTNAACTNGGGTNNANNNNTGAG

ACCATGAACAATTGTTGGATTTTTGAAGTAGACCAACGAAGAGTCATTAACGGACGGGTGCTAC

CGGGTGGCTGCGTGAC 

 

69 recA 

NNTTTNNNGCTGTACACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCAACCAGC

TCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCGCAG

CGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCACCG

CGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGGTAG

TGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAGCAG

CGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCCGCA

AGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCACGG

AGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTG

CTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAG

ATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTCCCCGAAGGTTAGGCCANGCG

GAAGCACTGGGGAAAAAGGGCAGAATCCTTGAGGTTTGCCCGAGAGAAGCGGAGGTAGAGAG

GGGGTCCCACGACTGGCTCGTGCGTGAATTAGCTGGGAAGTACAGAGAGACCGGGCCGCGCTG

TCTCTGTGACAAACTCGAGCATAGGGCAGGGAGATGGCCATTCTAGACGGGTGTGCGTAGGCTT

ATTCTGTCGACACGCTTCGGGCCCACAAAAAAA 

 

72 recA 

NNNNNTNNAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCAACC

AGCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCG

CAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCA

CCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGG

TAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAG

CAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCC

GCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCA

CGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTG

CCTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGC

GTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTCCTGGGGTTNGCCANAA

NGTGAGACCAGGTAAATGGGGCACCCGCGCCGCCCCTCCGTCGACGTGTTTATTAACGGGGGGT

GCTACCGGGAGCTGGAGATTTGTTGGCGGTTAGATCAACCGCGGCCCGTCGTGGATGTTAGTTG

ACCCCCCTACCGGCAAGAGATAGTTCGTCATGAGGAATTGCTTGTCGATTCCTGCCTGTACGAT

CTGGGTACTACAAAAAAN 

 

73 recA 

NNNNATGNGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGATAAGCTTCTCTTTCACGCCCAGGTCAACCA

GCTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGGAATTCAGCCTGTTTAAACGGCGC

AGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCAC

CGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGGT

AGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAGC

AGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCCG

CAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCACCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCAC

GGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCACCAGAACGTGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGC

CTGCTCGCCAGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCG

TAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTNAAAAAGGGACTCGNGGN
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NCTTTTGGAAGCCCGATGATGCGAAAGGGCAGAATTGTTAACGTTTGCCGATAGTGCTGAGGCA

TAGTTGAACTCCCTGTCTGGCTTGTGACAGACTAGCTGGAAATTCTGGATGGGCTGAACCAGGG

CTTACTCTGTGATAAACCCCAATCGGGGGAAGAGGACCTCCTTCAAGAAACGTGATGGTGGAG

GCGTCCTGCAACAAACGCG 

 

75 recA 

NANNNNNNAGCTGNACNACGCGCCTGCTTTCTCGATCAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACC

AGTTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGAAATTCAGCCTGTTTAAACGGTG

CAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCACGTTTTCGCCCTCTTTCA

CCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGCGTTACCACCGG

TAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAGATCAG

CAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCC

GCAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCA

CGGAGTCAACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTG

CCTGCTCGCCGGTGTCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTATCAATATCGACGCCCAGTTTACGTGC

GTAGATTGGGTCCAGCGCGTGTTCAGCATCGATAAACGCACAGGNTTAAACGGNNAGTCAGAN

NGTTTCCGGTGGCCCCTCAGTCGCCAATGTGAGTATCTTGGAAGCCTCCCCGAAGGGCCGNTAA

CAACGGAGGGTGCCTGNTGGGGGGTGAAGAATAGGCTGGGGAACTGATCACCGAGGCCCGGGC

TGGAAGTTCGAAACCCCGNTTACGGGCAAGAGAACGGTGTAAAAAACGGGTTGGCGATGGATC

CTGGACCAATC 

 

 mdh (malat dehidrogenaza) 

 

M1 mdh 

NNTNTNNGCAGGCGCTTGCACTACTGTTANAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCTG

TATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGAA

AATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTTATC

TCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGCA

TCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCAC

TAACCCGGTTAACACCACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGAC

AAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAAC

TGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCAT

TCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGCTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGCCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAAGGTGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGTGACGGTCAGTACGCACGTTTCTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGCACTCTGAGCGCATATGG

AAAGAACGCGCTGGAAGGTATGCTGGATCCCCTGAAAAAATATATCGCTCTGGCCCAAGGAGT

GCGCTCTATTTTCTNAAAACC 

 

M2 mdh 

TNNNTNNNNCCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCT

CTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCCGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGT

GAAAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTT

ATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCG

GCATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTAT

CACTAACCCGGTTAACACCACTGTTGCAATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTAT

GACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGG

AACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTA

CCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTG

ACCAAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAACGCCGGAGGCGGGCCTGCA

ACCCTGCCCATGCCCAGGCAGCTGCACGATTTGCTCTGTCTCTGGTTCGTGCCCTGCATGCTGAA

CAAGGCGTTGTCTAATGTGCCTACTTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTACTTCTCTCTCCG

CTGCTGTCTGNCACAAGACGGAATGGAAAAGCGTAATTCTATCGGTACCCTGAAACCCTTTAGA

ACATAACGCTTTTGAAGGTATGCGGGAAGCCCTGAAAAAAAAATATCGCTATGGCCCAAGATT

GCATTTTATTATATAAAAAANT 
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M3 mdh 
TNNNNGNNCAGGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCT

GTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGA

AAATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTAT

CTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGT

ATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCA

CTAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGA

CAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAA

CTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACCA

TTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCCAAAGCCGGTGGCGGCTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCACCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCACTGCGAACA

AGGCGTGGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCTAAATCTATCGGTACTCTGAGCTCATTTGAG

CATTTACGCTTTGGAAGGTATGAGGGAATGCTCTGAAAAAATATAATGAATCTTGCGCAGGAGT

TCAGATAATATAATAAAAAAGG 

 

M4 mdh 

TTNNTTNNNNCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCT

GTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGA

AAATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTAT

CTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGT

ATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCA

CTAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGA

CAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAA

CTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACCA

TTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGGCGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTTCTCTCAAAC

CGCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGTACTCTGAGCGCAATAG

AACATAGCGCGCTGGAAGGTATGCTGGATACCCGGAAAAAAAATATCGCTCTGGGGCAGGAGT

ATCATTTAATATATAAAAAAA 

 

M5 mdh 

NNNNNNNTGNNCAGGCGCTTGCACTACTGTTAANACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCT

CTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGT

GAAAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTT

ATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCG

GCATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTTCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTAT

CACTAACCCGGTTAACACCACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTAT

GACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGG

AACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTA

CCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTATTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTG

ACCAAACGTATCCAGAACGCAGGTACTGTATTGGTTGAAGCGAACGTGGTTGGCGGGACTGCA

ACCCTGTCTATGGGCCAGGCTGCTGTTCTTTTTGTTCTGTCTCTGGCACGCTCACTGCAAGACGA

ACAAGGCGTTGTCCAATGTGCCTATGTTGAAGGCGACGGTCAGACGCACGTCTTATTCGCTCAA

CCCGCTGCTGCTGGGTACAAATCGGGTGTAAAACCAAACTCTCTCGGTACCCTGAACCCCATTC

GAACAGATCGCCATTGTAAGGTATGCTGGAATACGCTGAATAAAGATTTTGTC 

 

M8 mdh  
NNNNNANNNNNCAGGGCGCTTGCACTACTGTTANNNCCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTC

TCTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTG

TGAAAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCT

TATCTCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCC

GGCATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATT

ATCACTAACCCGGTTAACACCACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTT
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ATGACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGC

GGAACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGT

TACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGCTTTACCGAGCAGGAAGTGGTTGATC

TGACCAAACGTATCCAGAACTCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAGGCCGGTGGCGCGTCTG

CTACCCTGTCTATGGCCCAGGTTCTGCTCGTTTCGGCCTGTCTCTGGTCCCGCACTGCAAGGTGA

ATAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACTTTTAATGTGACGTTTAGGAAGCCCGTTCCTTCTCTCTCCC

GCTGATGCCCGGGTAAGAGCAGCTTGGAAAGACT 

 

M10 mdh  
NNNTTNGNNCNGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCT

GTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGA

AAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTTAT

CTCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGC

ATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCA

CTAACCCGGTTAACACCACAGTGGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGA

CAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAA

CTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCA

TTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGTCAGGCAGCTGCACGTTTTGGCCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAAGGTGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGTGACGGTCAGTACGCACGTTTCTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGCACTCTGAGCGCATTTGA

AAAGAACGCGCTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGGGCAGGAGTT

CNTTTAAANAAAA 

 

M11 mdh 

TANNTTNGGCCAGGGGCGCTTGCACTACTGTTAANANCCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCT

CTCTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCT

GTGAAAATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTC

TTATCTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGC

CGGTATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATT

ATCACTAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTT

ATGACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGC

GGAACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGTGGTCACTCTGGTGTT

ACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCT

GACCAAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGC

CCCCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGCGA

ACAAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTGAACGTGACGGTCACTACGCTCGTTTCTCTCTCAACC

CGCTGCTGCTGGGTAAAACGGGGCGGAAGAGC 

 

65 mdh  
NNNTNNGGNCCAGGGCGCTTGCACTACTGTTAAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTC

TCTGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTG

TGAAAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCT

TATCTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCC

GGCATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATT

ATCACTAACCCGGTTAACACCACAGTTGCAATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTT

ATGACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGC

GGAACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGT

TACCATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATC

TGACCAAACGCATCCAGAACGCGGGTACTGAAGTGGTTGAAGCGAAGGCCGGTGGCGGGCCTG

CTACCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGCG

AACAAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACAGTCAGTACGCCCGTTTTCTTCTCTC

AACCGCTTGCTGCTGGGTAATGAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGTTCCCTGAACGCA

TTTTCAACAGAACGCGCTGTAAGGTATGCTGGATACGCTGAATAAAAGATACCGCTCCGGGCAC

GAATTCCGTTTATTATATAAAGAAGN 
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67 mdh  
TNANNTNGCCCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTC

TGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTG

AAAATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTA

TCTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGG

TATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATC

ACTAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATG

ACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGA

ACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACC

ATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGA

CCAAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAA

CCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGGCGA

ACAAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGATGAACGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTCTCTCAAC

CGCTGCTGCTGGGTAAGAACGGCNTGGAAGAGCGTCANCTATCGCTACTCTGAACTCATANGA

ACNNAGCGCTGGACGGNTGGTGGAATCCCTGANNNGACTACAGNTGGCGCAAGGAGTTTCAAT

ATATNNNAAANANNN 

 

68 mdh  
NNNTNNNNGCCAGGCGCTTGCACTACTGTTANAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTC

TGTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCCGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTG

AAAATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTTA

TCTCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGG

CATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATC

ACTAACCCGGTTAACACCACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATG

ACAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACTTTTGTTGCGGA

ACTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACC

ATTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGA

CCAAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAA

CCCTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCACGGCGAA

CAAGGCGTTGTCGAAATGTGCCTACGTTGAAGCCGACGGTCAGTACGCCCCGTTTCTTCTCTCA

ACCGCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGTAAGACCGTAATCTATCGGTACCCTGAGCGCTTTTG

AACAGAAGCGCG 

 

69 mdh  
TNNNNNNGCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCT

GTATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGA

AAATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTAT

CTCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGT

ATCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCA

CTAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGA

CAAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAA

CTGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACCA

TTCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGGCGAAC

AAGGCGTTGTCTAATGTGCCTACGATGAAGGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTTCTCTCTACCT

CTGCTGCTGGGTAAAGACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGTTACTCTGAGCGCATATGACC

AGAGCGCTTTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGGACCAATATATCGCTCTGGGCCAAGGATGTCC

ATTTATAAAATAAAAAATTG 

 

72 mdh  
TTNNNGGGCNGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCTG

TATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGAA

AATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTATC

TCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGTA

TCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCAC

TAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGAC



 

 

71 

AAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAAC

TGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACCAT

TCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGGCGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGTACTCTGAGCGCATTTGAA

CAGAACGCGCTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGGGCAGAGAGTT

TTTTTTAAAAAAAA 

 

73 mdh  
NTNNNNGGCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCTG

TATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCTGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGAA

AATCAAAGGTTTTTCAGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGTGCAGATGTCGTTCTTATC

TCTGCAGGCGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGTA

TCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCAC

TAACCCGGTTAACACTACAGTTGCGATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGAC

AAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAAC

TGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGTGGTCACTCTGGTGTTACCAT

TCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGCGCACTGCAGGGCGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCTCGTTTCTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGAAAGAGCGTAAATCTATCGGTACTCTGAGCGCATTTGAA

CAGAACGCGCTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGGCAGAGTTTTTT

TTTAAAAAAA 

 

75 mdh 

NTNNGNNCAGGCGCTTGCACTACTGTTAAAACCCAACTGCCTTCAGGTTCAGAACTCTCTCTGT

ATGATATCGCTCCAGTGACTCCCGGTGTGGCCGTCGATCTGAGCCATATCCCTACTGCTGTGAA

AATCAAAGGTTTTTCTGGTGAAGATGCGACTCCGGCGCTGGAAGGCGCAGATGTCGTTCTTATC

TCTGCAGGTGTAGCGCGTAAACCGGGTATGGATCGTTCCGACCTGTTTAACGTTAACGCCGGCA

TCGTGAAAAACCTGGTACAGCAAGTTGCGAAAACCTGCCCGAAAGCGTGCATTGGTATTATCAC

TAACCCGGTTAACACCACTGTTGCAATTGCTGCTGAAGTGCTGAAAAAAGCCGGTGTTTATGAC

AAAAACAAACTGTTCGGCGTTACCACGCTGGATATCATTCGTTCCAACACCTTTGTTGCGGAAC

TGAAAGGCAAACAGCCAGGCGAAGTTGAAGTGCCGGTTATTGGCGGTCACTCTGGTGTTACCAT

TCTGCCGCTGCTGTCACAGGTTCCTGGCGTTAGTTTTACCGAGCAGGAAGTGGCTGATCTGACC

AAACGTATCCAGAACGCGGGTACTGAGGTGGTTGAAGCGAAAGCCGGTGGCGGGTCTGCAACC

CTGTCTATGGGCCAGGCAGCTGCACGTTTTGGTCTGTCTCTGGTTCGTGCACTGCAGGGCGAAC

AAGGCGTTGTCGAATGTGCCTACGTTGAAGGCGACGGTCAGTACGCCCGTTTCTTCTCTCAACC

GCTGCTGCTGGGTAAAAACGGCGTGGAAGAGCGTAAATCTATCGGTACCCTGAGCGCATTTGA

ACAGAACGCGCTGGAAGGTATGCTGGATACGCTGAAGAAAGATATCGCTCTGGGCAGNNTTTT

TTTTAAAAAAAA 

 

 

 

 

 


