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Uplatnenie vysledkov projektu
Vysledky nasho projektu viedli k niekolkym vyznamnym aplikdciam v diagnostike a profylaxii
Q horucky. O nas optimalizovany protokol na pripravu antigénov C. burnetii v syntetickom
médiu ACCM s tryptofanom prejavili zaujem popredné pracoviska - Vyskumny ustav
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Moredun zo Skétska a MultiplexDX zo Slovenska, s ktorymi boli podpisané 2 Licenéné
zmluvy. Zistili sme, Ze takto pripravené antigény su stabilné, vysokokvalitné a bez krizovej
reaktivity s inymi podobnymi druhmia antigén 2 mdze sluzit aj ako vakcina pre malé
prezuvavce.

Okrem toho sme Uspesne vyvinuli a Standardizovali model ELISA testu na diagnostiku Q
horucky. Ten preukazal vysoku senzitivitu a Specifickost’ pri detekcii IgG a IgM protilatok
proti C. burnetii. Vyvinuty test bol nasledne validovany porovnanim s komer&nymi
supravami, ¢im sa zabezpecila jeho spofahlivost’ a robustnost pre klinické pouZzitie.

Okrem toho sme pomocou rekombinantnych technik pripravili dva diagnostické antigény, a
to CBU0307 a CBU1398. Tieto proteiny boli exprimované v Escherichia coli, purifikované a
ich diagnosticky potencial bol testovany pomocou ELISA na fudskych a zvieracich sérach.
Oba antigény vykazovali vysoku zhodu s vysledkami komercnych suprav ELISA.

VSetky nase aplikované vystupy boli uspe$ne testované v Narodnom referencénom centre
pre surveillance a laboratérnu diagnostiku rickettsioz, €im sme vyznamne zlepSili schopnost’
Slovenska odhalit' a zvladnut’ infekcie sposobené s C. burnetii.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Identifikaciou a charakterizaciou vyznamnych rozdielne hojnych biomakromolekul C. burnetii
a hostitelskych buniek podobnych makrofagom sme Uspesne spinili hlavny ciel projektu.
Pomocou bioinformatiky sme analyzovali transkriptomové a protedmové udaje v skorych (3
dni) a neskorych (7 dni) Stadiach infekcie kmerimi Nine Mile a S. Tato analyza identifikovala
metabolické a regulané procesy ovplyvnené infekciou a objasnila kmeriovo Specifické
patogénne mechanizmy. Okrem toho nas vyskum biomarkerov, ktory identifikoval
secernované proteiny v hostitelskych bunkach v réznych stadiach infekcie, vyznamne
prispel k zlepSeniu diagnostiky Q horucky.

Vykonali sme aj systematicku analyzu markerov suvisiacich s rezistenciou na antibiotika,
pricom sme zaznamenali znizenu metabolicku aktivitu a transformaciu na bunky podobné
sporam. Proteomické analyzy odhalili proteiny zapojené do detoxikacie a membranovej
homeostazy, ¢o naznacuje aktivaciu mechanizmov na zabranenie vstupu antibiotik. Aj
fotodynamicka inaktivacia sa ukazala ako slubna antimikrobialna stratégia, ktora preukazala
vysoku ucinnost proti C. burnetii. Nasledna proteomicka analyza podrobne popisala
dbsledky tejto terapie.

Pouzili sme opticku a fluorescencnu mikroskopiu, ako aj prietokovu cytometriu na Studium
ucinnosti infekcie s C. burnetii. ,Single-cell* transkriptdmova analyza infikovanych buniek
podobnych makrofagom odhalila odliSné profily transkriptov vo vztahu k sile infekcie, ¢o
pravdepodobne suvisi s rozdielmi v stave aktivacie makrofagov. Okrem toho sme Studovali
vstup baktérie do slinnych Zliaz klieStov a cerebrokortikalnych neurénov.

Nase usilie pri vyvoji vakcin a novej diagnostiky viedlo k priprave stabilnych a spolahlivych
antigénov v syntetickom médiu ACCM, vysledkom ¢oho bol podpis 2 licenénych zmluv a
vyvoj vysoko citliveho a Specifického modelu ELISA testu. Taktiez sme pripravili 4
diagnostické antigény pomocou rekombinantnych technik prostrednictvom heterolognej
expresie v E. coli. Proteiny CBU0307 a CBU1398 nasledne uspeSne preukazali svoj
diagnosticky potencial.

Zaverom teda mozno kon$tatovat, Ze projekt ucinne pokrocil v chapani mechanizmov
infekcie C. burnetii, rezistencie na antibiotika a poskytol cenné diagnostické nastroje, ¢im
dosiahol vSetky svoje relevantné Specificke ciele.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The project successfully met its objectives by identifying and characterizing significant
differentially abundant biomacromolecules from C. burnetii and host macrophage-like cells.
Using bioinformatics, we analyzed transcriptome and proteome data at early (3 days) and
late (7 days) infection stages with Nine Mile and S strains. This analysis identified metabolic
and regulatory processes affected by the infection and elucidated strain-specific pathogenic
mechanisms. Additionally, our research on biomarkers, which identified secreted proteins in
host cells at various infection stages, has significantly contributed to improving Q fever
diagnostics.

Formular ZK, strana 2/3



We conducted a systematic analysis of markers related to antibiotic resistance, noting
reduced metabolic activity and transformation to spore-like cells. Proteomic analyses
highlighted proteins involved in detoxification and membrane homeostasis, indicating
activation of mechanisms to prevent antibiotic passage. Photodynamic inactivation emerged
also as a promising antimicrobial strategy with high efficiency demonstrated against C.
burnetii. Subsequent proteomic analysis detailed the consequences of this therapy.

Optical and fluorescence microscopy, as well as flow cytometry, were employed to study the
infection efficiency of C. burnetii. Single-cell transcriptome analysis of infected macrophage-
like cells revealed distinct transcript profiles in relation to the strenght of infection, potentially
associated with distinct macrophage activation states. Additionally, we studied the
bacterium's entry into tick salivary glands and cerebrocortical neurons.

Our efforts in vaccine development and novel diagnostics led to the preparation of stable
and reliable antigens in synthetic ACCM medium, resulting in licensing agreements and the
development of a highly sensitive and specific ELISA test. We also prepared 4 diagnostic
antigens using recombinant techniques through heterologous expression in E. coli. The
proteins CBU0307 and CBU1398 successfully demonstrated their diagnostic potential.

In conclusion, the project effectively advanced the understanding of C. burnetii infection
mechanisms, antibiotic resistance, and provided valuable diagnostic tools, achieving all of
its relevant specific objectives.
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