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Резюме 

Delftia acidovorans е аеробeн, неферментиращ глокозата Грам-отрицателен бактерий 

(NFGNB), срещащ се в почвата, водата и в болнична среда. Видът рядко има клинично 

значение и най-често засяга хоспитализирани или имунокомпрометирани пациенти. 

Настоящото проучване има за цел да изследва геномните характеристики на български 

клиничен изолат D. acidovorans (обозначен като Dac759) в сравнение с всички налични 

геноми на този вид, депозирани в базата данни на NCBI Genome (n = 34). Dac759 беше 

изолиран през 2021 г. от храчка на 65-годишен имунокомпетентен пациент от женски пол с 

диагноза бронхит, лекувана амбулаторно. Бяха извършени видова идентификация чрез 

MALDI-TOF мас-спектрометрия, тестове за антимикробна чувствителност, целогеномно 

секвениране (WGS) и филогеномни анализи. Изолатът показа висока степен на 

резистентност към колистин (16 mg L⁻¹); резистентност към гентамицин; намалена 

чувствителност към пиперацилин, пиперацилин-тазобактам, цефтазидим, цефепим, 



ципрофлоксацин и левофлоксацин; както и чувствителност към имипенем, меропенем, 

амикацин и тобрамицин. Наблюдаваните размер на генома (6.43 Mb) и GC съдържание 

(66.76%) са съпоставими с достъпните данни за секвенирани геноми на щамове D. 

acidovorans. В сглобения геном бяха идентифицирани ограничен брой детерминанти на 

резистентност, включително: blaOXA-459, emrE, oqxB и mexCD-oprJ. Филогеномният анализ 

показа висока хетерогенност сред включените геноми на D. acidovorans. В заключение, 

доколкото ни е известно, това е първият документиран случай на клинично значим изолат 

на D. acidovorans в България. За разлика от повечето съобщения в литературата, Dac759 

беше изолиран от пациент без злокачествени заболявания или други предшестващи 

коморбидности. С оглед на това, неговата геномна последователност представлява ценен 

ресурс за фундаментални изследвания на редки бактериални патогени с обществено 

здравно значение. 

 

Abstract 

Delftia acidovorans is an aerobic, non-fermenting Gram-negative bacterium (NFGNB), found in 

soil, water and hospital environments. It is rarely clinically significant, most commonly affecting 

hospitalized or immunocompromised patients. The present study aimed to explore the genomic 

characteristics of a Bulgarian clinical D. acidovorans isolate (designated Dac759) in comparison 

to all strains of this species with available genomes in the NCBI Genome database (n = 34). Dac759 

was obtained in 2021 from the sputum of a 65-year-old female immunocompetent outpatient with 

bronchitis. Species identification using MALDI-TOF mass spectrometry, antimicrobial 

susceptibility testing, whole-genome sequencing (WGS), and phylogenomic analysis were 

performed. The isolate demonstrated high-level resistance to colistin (16 mg L-1); resistance to 

gentamicin; reduced susceptibility to piperacillin, piperacillin-tazobactam, ceftazidime, cefepime, 

ciprofloxacin, and levofloxacin; and susceptibility to imipenem, meropenem, amikacin, and 

tobramycin. The observed genome size (6.43 Mb) and GC content (66.76%) were comparable with 

the accessible data from sequenced D. acidovorans genomes. A limited number of resistance 

determinants were identified in the assembled genome as follows: blaOXA-459, emrE, oqxB, and 

mexCD-oprJ. The phylogenomic analysis indicated a high heterogenicity of the included D. 

acidovorans genomes. In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first documented 

case of a clinically relevant D. acidovorans isolate in Bulgaria. Unlike the majority of reports in 

the literature, Dac759 affected a patient with no malignancies or other preexisting comorbidities. 

With this in mind, its genome sequence is a valuable resource for the fundamental study of 

uncommon bacterial pathogens of public health importance. 

 

 

Strateva T, Keuleyan E, Peykov S. Genomic insights into NDM-1-producing Pseudomonas 

aeruginosa: Current status in a Bulgarian tertiary hospital and on the Balkans. Acta Microbiol 



Immunol Hung. 2024 Jun 10;71(2):99-109. doi: 10.1556/030.2024.02309. PMID: 38857113. 

IF=1.3, SJR=0.31 (Q3) 

 

Резюме 

Настоящото проучване има за цел да изследва геномните характеристики на осем 

карбапенем-резистентни изолата Pseudomonas aeruginosa, продуциращи метало-β-

лактамаза от Ню Делхи-1 (NDM-1) и изолирани в българска болница (2021-2023 г.), както 

и да ги сравни с blaNDM-1-позитивни щамове с произход от Балканите. Бяха проведени 

тестове за антимикробна чувствителност, фенотипни анализи за карбапенемазна активност, 

PCR скрининг, целогеномно секвениране (WGS) и филогеномни анализи. Седем от 

изследваните CRPA изолати (с минимални инхибиторни концентрации на имипенем и 

меропенем >32 mg L⁻¹) бяха също резистентни към пиперацилин-тазобактам, цефтазидим, 

цефтазидим-авибактам, цефепим, цефтолозан-тазобактам, амикацин, тобрамицин, 

ципрофлоксацин и левофлоксацин, но остават чувствителни към колистин (0.5-2 mg L⁻¹) и 

цефидерокол (0.25-1 mg L⁻¹). Изолатът P. aeruginosa Pae57 (обозначен като Pae57) също 

така е запазил чувствителност и към аминогликозиди. WGS анализът разкри съвместното 

наличие на blaNDM-1 и blaGES-1. Изолатите принадлежат към високорисковия клон ST654, с 

изключение на Pae57 (ST611). Подравняването спрямо референтни последователности 

показа наличие на транспозон Tn21, съдържащ bleMBL-blaNDM-1-ISAba125. Тази структура 

беше сходна с транспозона, открит при щам P. aeruginosa ST654 NDM1_1 

(GCA_020404785.1) от Сърбия. Филогеномният анализ показа, че седемте изолата от ST654 

се различават помежду си с не повече от 44 еднонуклеотидни полиморфизми (SNPs). Pae57 

(ST611) беше значително по-различен (>21 700 SNPs) в сравнение с всички балкански 

щамове. В заключение, доколкото ни е известно, това е първото съобщение за изолиране на 

blaNDM-1-позитивен P. aeruginosa ST611, което демонстрира динамиката на предаване на 

тази детерминанта между високорискови и потенциално високорискови клонове на P. 

aeruginosa. Получените резултати разкриват разпространението на клонално свързани и 

NDM-1 продуциращи щамове P. aeruginosa в наблюдаваната болница за приблизително 

двугодишен период. 

 

ABSTRACT 

The present study aimed to explore the genomic characteristics of eight New Delhi metallo-β-

lactamase-1 (NDM-1)-producing carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa (CRPA) isolates 

from a Bulgarian tertiary hospital (2021-2023) in comparison to blaNDM-1-positive strains 

originating from the Balkans. Antimicrobial susceptibility testing, phenotypic assays for 

carbapenemase activity, PCR screening, whole-genome sequencing (WGS), and phylogenomic 

analysis were performed. Seven of the CRPA isolates investigated (Minimum inhibitory 



concentration values of imipenem and meropenem >32 mg L-1) were also resistant to piperacillin-

tazobactam, ceftazidime, ceftazidime-avibactam, cefepime, ceftolozane-tazobactam, amikacin, 

tobramycin, ciprofloxacin, and levofloxacin, but were susceptible to colistin (0.5-2 mg L-1) and 

cefiderocol (0.25-1 mg L-1). The P. aeruginosa Pae57 isolate (designated Pae57) remained 

susceptible to aminoglycosides as well. WGS uncovered the co-existence of blaNDM-1 and blaGES-

1. The isolates belonged to the ST654 high-risk clone, except for Pae57 (ST611). Alignment 

against reference sequences revealed the presence of a Tn21 transposon harboring bleMBL-blaNDM-

1-ISAba125. It was similar to that found in the P. aeruginosa ST654 NDM1_1 strain 

(GCA_020404785.1) from Serbia. Phylogenomic analysis of our isolates indicated that seven of 

them (ST654) differed from each other in no more than 44 single-nucleotide polymorphisms 

(SNPs). Pae57 (ST611) was strikingly different (>21,700 SNPs) compared to all Balkan strains. 

In conclusion, to our knowledge this is the first report of blaNDM-1-positive P. aeruginosa ST611 

isolation, which indicates the transmission dynamics of this determinant between high-risk and 

potentially high-risk P. aeruginosa clones. Obtained results unveil the dissemination of clonally 

related NDM-1-producing P. aeruginosa strains in the monitored hospital for approximately a 2-

year period. 

 

 

Strateva T, Peykov S. First detection of a cefiderocol-resistant and extensively drug-resistant 

Acinetobacter baumannii clinical isolate in Bulgaria. Acta Microbiol Immunol Hung. 2024 Jan 

23;71(1):25-36. doi: 10.1556/030.2024.02201. PMID: 38261035. IF=1.3, SJR=0.31 (Q3) 

 

Резюме 

Цефидерокол (CFDC) е първият по рода си сидерофорен цефалоспорин с отлична активност 

срещу мултирезистентни Грам-отрицателни бактерии, включително карбапенем-

резистентен Acinetobacter baumannii. Настоящото проучване има за цел да изследва 

механизмите на резистентност към CFDC при изолат A. baumannii от България с разширена 

лекарствена устойчивост. Щамът (обозначен като Aba52) е изолиран през 2018 г. от кръвна 

проба на критично болен пациент. Методологията включва тестове за антимикробна 

чувствителност, целогеномно секвениране (WGS), количествена полимеразна верижна 

реакция в реално време с обратна транскрипция (RT-qPCR), мултилокусно секвенционно 

типизиране и филогеномни анализи. Изолатът демонстрира висока степен на резистентност 

към CFDC (MIC = 64 mg L⁻¹), резистентност към карбапенеми, аминогликозиди, 

флуорохинолони, сулфаметоксазол-триметоприм и тигециклин, като остана чувствителен 

само към колистин. Проведеният резистомен анализ, базиран на WGS, разкри наличието на 

blaOXA-23, blaOXA-66 и blaADC-73. Бяха открити седем неконсервативни аминокиселинни 

замени, засягащи гени, свързани с транспорта на желязо: exbD4 (p.Ser61Pro), tonB2 

(p.Ala268Val), bauA (p.Thr61Ala), ftsI (p.Ala515Val), piuA (p.Gly216Val) и feoB (p.Ser429Pro 

и p.Thr595Ala). Идентифицирани бяха различни фактори на вирулентност, свързани с 



адхезия, образуване на биофилм, ензимна активност, избягване на имунния отговор, 

усвояване на желязо, quorum sensing и двукомпонентни регулаторни системи, като тези 

находки предполагат значителен патогенен потенциал на Aba52. RT-qPCR анализът показа 

редуцирана (0.17) и напълно липсваща експресия на гените pirA и piuA, кодиращи TonB-

зависими сидерофорни рецептори. Aba52 принадлежи към широкоразпространения 

високорисков секвенционен тип ST2 (съгласно схемата на Пастьор). Доколкото ни е 

известно, това е първият документиран случай на CFDC-резистентен A. baumannii в 

България, въпреки че CFDC никога не е бил прилаган в страната ни. Появата на тази 

резистентност подчертава критичната необходимост от национален мониторинг, насочен 

към внедряването на нови антибиотици. 

 

 Abstract 

Cefiderocol (CFDC) is a first-in-class siderophore cephalosporin with potent activity against 

multidrug-resistant Gram-negative bacteria including carbapenem-resistant Acinetobacter 

baumannii. The present study aimed to explore the CFDC resistance mechanisms of an extensively 

drug-resistant A. baumannii isolate from Bulgaria. The A. baumannii Aba52 strain (designated 

Aba52) was obtained in 2018 from a blood sample of a critically ill patient. The methodology 

included antimicrobial susceptibility testing, whole-genome sequencing (WGS), reverse 

transcription quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR), multilocus sequence 

typing, and phylogenomic analysis. The isolate demonstrated high-level resistance to CFDC (MIC 

= 64 mg L-1), resistance to carbapenems, aminoglycosides, fluoroquinolones, sulfamethoxazole-

trimethoprim, and tigecycline, as well as susceptibility only to colistin. WGS-based resistome 

analysis revealed the existence of blaOXA-23, blaOXA-66 and blaADC-73. Seven non-conservative 

missense mutations affecting iron transport-related genes were detected: exbD4 (p.Ser61Pro), 

tonB2 (p.Ala268Val), bauA (p.Thr61Ala), ftsI (p.Ala515Val), piuA (p.Gly216Val), and feoB 

(p.Ser429Pro and p.Thr595Ala). A variety of virulence factors associated with adherence, biofilm 

formation, enzyme production, immune invasion, iron uptake, quorum sensing, and two-

component regulatory systems were identified, suggesting a significant pathogenic potential of 

Aba52. The performed RT-qPCR analysis showed diminished (0.17) and absent expression of the 

pirA and piuA genes, respectively, encoding TonB-dependent siderophore receptors. Aba52 

belonged to the widespread high-risk sequence type ST2 (Pasteur scheme). To the best of our 

knowledge, this is the first documented case of CFDC-resistant A. baumannii in Bulgaria even 

though, CFDC has never been applied in our country. The emerging resistance highlights the 

crucial need for nationwide surveillance targeting the implementation of novel antibiotics. 

 

Doytchinov VV, Peykov S, Dimov SG. Study of the Bacterial, Fungal, and Archaeal Communities 

Structures near the Bulgarian Antarctic Research Base "St. Kliment Ohridski" on Livingston 



Island, Antarctica. Life (Basel). 2024 Feb 19;14(2):278. doi: 10.3390/life14020278. PMID: 

38398787; PMCID: PMC10890693. IF=3.2, SJR=0.71 (Q1) 

 

Резюме 

Като част от най-изолирания континент на нашата планета, микробният състав на различни 

екологични ниши в Антарктида крие множество неописани до момента видове с потенциал 

за редица биотехнологични приложения. Този труд представя нашите открития след 

експедиция до Българската антарктическа база „Св. Климент Охридски“, разположена на 

остров Ливингстън, Антарктида. За анализ на бактериалните, гъбните и архейните 

общности в различните местообитания в и около изследователската станция беше 

използван ампликон-базиран метагеномен подход, насочен към 16S rRNA гените и региона 

ITS2. Идентифицираните доминиращи бактериални групи включваха Oxyphotobacteria, 

Bacteroidia, Gammaproteobacteria и Alphaproteobacteria. Значителна част от прочитите от 

цианобактерии бяха свързани с един некултивируем таксон от семейство Leptolyngbyaceae. 

Бактериалният профил на лагуната в близост до базата показва индикации за активност на 

пингвини, характеризираща се с по-високо изобилие на Clostridia, подобно на пробите от 

литотелми в района на Хана Пойнт. Въпреки че повечето прочити от гъби в пробите не 

можаха да бъдат идентифицирани до ниво вид, бяха открити интересни родове като 

Betamyces и Tetracladium. Количеството на археи беше незначително, като 

преобладаващите групи включваха Woesearchaeales, Nitrosarchaeum, Candidatus 

Nitrosopumilus и Marine Group II. 

 

Abstract 

As belonging to one of the most isolated continents on our planet, the microbial composition of 

different environments in Antarctica could hold a plethora of undiscovered species with the 

potential for biotechnological applications. This manuscript delineates our discoveries after an 

expedition to the Bulgarian Antarctic Base "St. Kliment Ohridski" situated on Livingston Island, 

Antarctica. Amplicon-based metagenomics targeting the 16S rRNA genes and ITS2 region were 

employed to assess the metagenomes of the bacterial, fungal, and archaeal communities across 

diverse sites within and proximal to the research station. The predominant bacterial assemblages 

identified included Oxyphotobacteria, Bacteroidia, Gammaprotobacteria, and 

Alphaprotobacteria. A substantial proportion of cyanobacteria reads were attributed to a singular 

uncultured taxon within the family Leptolyngbyaceae. The bacterial profile of a lagoon near the 

base exhibited indications of penguin activity, characterized by a higher abundance of Clostridia, 

similar to lithotelm samples from Hannah Pt. Although most fungal reads in the samples could not 

be identified at the species level, noteworthy genera, namely Betamyces and Tetracladium, were 



identified. Archaeal abundance was negligible, with prevalent groups including Woesearchaeales, 

Nitrosarchaeum, Candidatus Nitrosopumilus, and Marine Group II. 

 

 

Dimov, S.G.; Doytchinov, V.V.; Neykov, N.; Muleshkova, T.; Kenderov, L.; Ilieva, R.; Georgieva 

Miteva, D.; Kitanova, M.; Peykov, S.; Iliev, M. Observations on the Antagonistic Relationships 

between Fungi, Archaea, and Bacteria in Livingston Island (Maritime Antarctica) with the Use of 

Amplicon-Based Metagenomics. Diversity 2024, 16, 56. https://doi.org/10.3390/d16010056 

IF=2.2, SJR=0.59 (Q1) 

 

Резюме 

Ампликон-базираният метагеномен анализ на археи, гъби и бактерии, проведен на остров 

Ливингстън, Морска Антарктида, разкри модели на антагонизъм между тези три 

надцарства. Той се изразяваше се в обратно пропорционална зависимост между богатството 

на трите типа микроорганизми в много от изследваните проби. Антагонизмът беше 

количествено оценен въз основа на общия брой прочити и броя на оперативните 

таксономични единици (OTUs), както и чрез четири параметъра на алфа-разнообразието, а 

именно индексите на Шанън, Симпсън, Chao1 и ACE. Установихме, че най-

дисриминативни резултати при измерването на антагонизма се получават при сравняване 

на броя на OTUs и параметъра ACE, отразяващ богатството на видове в общността. 

Антагонизмът между археите и гъбите беше най-силно изразен, следван от този между 

археите и бактериите. Антагонизмът между гъбите и бактериите беше слабо забележим. 

Корелационният анализ на Пиърсън и Спиърман също показа статистически значима 

отрицателна корелация между ефективните прочити на гъбите и археите, докато 

корелацията между разнообразието на археите и бактериите беше положителна. Бяха 

установени и индикации за реда на първичната микробна сукцесия в безплодни екологични 

ниши, което демонстрира, че археите и бактериите са пионери, следвани от гъбите, които с 

течение на времето изместват археите. 

 

Abstract 

An amplicon-based metagenomic survey of archaea, fungi, and bacteria was performed on 

Livingston Island, Maritime Antarctica. In many of the samples, patterns of antagonism between 

these three superkingdoms were observed in the form of an inversely proportional dependence of 

the richnesses of the three types of microorganisms. The antagonism was quantified—based on 

the observed numbers of the total tags and the numbers of the operational taxonomic units (OTUs), 



and on four alpha diversity parameters—using the Shannon, the Simpson, the Chao1, and the ACE 

indices. We found that the most discriminative results in the antagonism measuring were obtained 

when the numbers of the OTUs and the ACE community richness estimator were compared. The 

antagonism between archaea and fungi was most potent, followed by that of archaea and bacteria. 

The fungi–bacteria antagonism was slightly detectable. Pearson and Spearman correlation 

analyses also showed a statistically significant negative correlation between the fungal and 

archaeal effective tags, while the correlation between archaeal and bacterial diversity was positive. 

Indications of the order of primary microbial succession in barren ecological niches were also 

observed, demonstrating that archaea and bacteria are the pioneers, followed by fungi, which 

would displace archaea over time. 

 

Dimov, S.G., Posheva, V., Georgieva-Miteva, D., Peykov, S., Kitanova, M., Ilieva, R., Dimitrov, 

T., Iliev, M., Gotcheva, V. and Strateva, T. (2023), Artisanal cheeses relying on spontaneous 

fermentation as sources of unusual microbiota – The example of the Bulgarian ‘mehovo sirene’ 

skin bag cheese. Int J Dairy Technol. https://doi.org/10.1111/1471-0307.12982  IF=3.1, SJR=0.64 

(Q2) 

 

Резюме 

Българското „мехово сирене“ е вид регионално занаятчийско сирене, приготвяно от сурово 

овче мляко в кожен мях чрез спонтанна ферментация. Метагеномен анализ разкри 

необичаен микробиом, съдържащ полезни бактерии като Staphylococcus equorum, 

Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus 

kefiranofaciens, Lactococcus raffinolactis, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus 

fermentum и Loigolactobacillus coryniformis. Нашите резултати предполагат, че „меховото 

сирене“ може да притежава функционални хранителни свойства и да бъде източник на 

полезни микроорганизми. 

 

Abstract 

The Bulgarian ‘mehovo sirene’ cheese is a type of regional artisanal cheese prepared from raw 

ewe milk in a skin bag relying on spontaneous fermentation. A metagenomics study revealed an 

unusual microbiome comprising beneficial bacteria such as Staphylococcus equorum, Lactococcus 

lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus kefiranofaciens, 

Lactococcus raffinolactis, Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus fermentum and 

Loigolactobacillus coryniformis. Our findings suggest that ‘mehovo sirene’ could have some 

functional food properties and is a source of beneficial microorganisms. 



 

Strateva T, Trifonova A, Sirakov I, Borisova D, Stancheva M, Keuleyan E, Setchanova L, Peykov 

S. Analysis of biofilm formation in nosocomial Stenotrophomonas maltophilia isolates collected 

in Bulgaria: An 11-year study (2011-2022). Acta Microbiol Immunol Hung. 2023 Jan 13;70(1):11-

21. doi: 10.1556/030.2023.01920. PMID: 36640262.IF=1.3, SJR=0.31 (Q3) 

 

Резюме 

Настоящото проучване има за цел да изследва генотипните и фенотипните характеристики 

на образуването на биофилм при български нозокомиални изолати Stenotrophomonas 

maltophilia (n = 221) за периода 2011-2022 г. За целта беше проведен скрининг за наличие 

на гени, свързани с този процес (spgM, rmlA и rpfF), тяхната мутационна вариабилност и 

оценка на адхерентния растеж на щамовете върху полистиренова повърхност. 

Методологията включва: PCR амплификация, целогеномно секвениране (WGS) и кристал-

виолет микротитърен тест за количествено определяне на продуцирания биофилм. Общата 

честота на биофилм-асоциирани гени беше: spgM – 98.6%, rmlA – 86% и rpfF – 66.5%. Най-

разпространеният генотип беше spgM+/rmlA+/rpfF+ (56.1%), следван от 

spgM+/rmlA+/rpfF- (28.5%) и spgM+/rmlA-/rpfF+ (9.5%), като те значително преобладаваха 

в изолати от долните дихателни пътища в сравнение с други източници (P < 0.001). Всички 

изследвани щамове бяха характеризирани като силни биофилм-продуценти (OD550 от 0.224 

± 0.049 до 2.065 ± 0.023), с изключение на един щам, който показа слаба био-филм-

образуваща способност (0.177 ± 0.024). Не бяха установени значими разлики в образуването 

на биофилм според източника на изолация, както и между изолатите от пациенти с и без 

COVID-19 (1.256 ± 0.028 срещу 1.348 ± 0.128, съответно). Освен това, не беше установена 

корелация между количеството биофилм и съответните генотипове. WGS показа, че rmlA 

натрупва по-голям брой варианти (0.0086 на база) в сравнение с другите биофилм-

асоциирани гени, което предполага, че продуктът му няма критична роля в био-

филмообразуването. Допълнително, два от изолатите съдържаха клас 1 интегрони 

(съответно 7-kb и 2.6-kb), съдържащи sul1 в своите 3' консервативни краища, което води до 

резистентност към сулфонамиди. Доколкото ни е известно, това е първото проучване върху 

биофилмообразуването при S. maltophilia в България, което също така идентифицира нови 

секвенционни типове (ST819, ST820 и ST826). То демонстрира сложната природа на този 

адаптивен механизъм в мултифакторната патогенеза на биофилм-асоциираните инфекции. 

 

Abstract 

The present study aimed to explore the genotypic and phenotypic characteristics of biofilm 

formation in Bulgarian nosocomial Stenotrophomonas maltophilia isolates (n = 221) during the 



period 2011-2022, by screening for the presence of biofilm-associated genes (BAG) (spgM, rmlA 

and rpfF), their mutational variability, and assessment of the adherent growth on a polystyrene 

surface. The methodology included: PCR amplification, whole-genome sequencing (WGS) and 

crystal violet microtiter plate assay for biofilm quantification. The overall incidence of BAG was: 

spgM 98.6%, rmlA 86%, and rpfF 66.5%. The most prevalent genotype was spgM+/rmlA+/rpfF+ 

(56.1%), followed by spgM+/rmlA+/rpfF- (28.5%), and spgM+/rmlA-/rpfF+ (9.5%), with their 

significant predominance in lower respiratory tract isolates compared to those with other origin (P 

< 0.001). All strains examined were characterized as strong biofilm producers (OD550 from 0.224 

± 0.049 to 2.065 ± 0.023) with a single exception that showed a weak biofilm-forming ability 

(0.177 ± 0.024). No significant differences were observed in the biofilm formation according to 

the isolation source, as well as among COVID-19 and non-COVID-19 isolates (1.256 ± 0.028 vs. 

1.348 ± 0.128, respectively). Also, no correlation was found between the biofilm amounts and the 

corresponding genotypes. WGS showed that the rmlA accumulated a larger number of variants 

(0.0086 per base) compared to the other BAG, suggesting no critical role of its product to the 

biofilm formation. Additionally, two of the isolates were found to harbour class 1 integrons (7-kb 

and 2.6-kb sized, respectively) containing sul1 in their 3' conservative ends, which confers 

sulfonamide resistance. To the best of our knowledge, this is the first study on S. maltophilia 

biofilm formation in Bulgaria, which also identifies novel sequence types (ST819, ST820 and 

ST826). It demonstrates the complex nature of this adaptive mechanism in the multifactorial 

pathogenesis of biofilm-associated infections. 

 

Strateva T, Trifonova A, Stratev A, Peykov S. Genotypic and phenotypic insights into virulence 

factors of nosocomial Stenotrophomonas maltophilia isolates collected in Bulgaria (2011-2022). 

Acta Microbiol Immunol Hung. 2023 Jul 4;70(3):220-230. doi: 10.1556/030.2023.02059. PMID: 

37405903. IF=1.3, SJR=0.31 (Q3) 

 

Резюме 

Настоящото проучване имаше за цел да изследва вирулентните характеристики на 221 

български нозокомиални изолати Stenotrophomonas maltophilia (2011-2022 г.) чрез скрининг 

за наличие на вирулентни гени, тяхната мутационна вариабилност и съответната ензимна 

активност. Бяха проведени PCR амплификации, ензимни анализи, целогеномно 

секвениране (WGS) и количествено определяне на биофилм върху полистиренова плака. 

Честотата на вирулентните детерминанти беше следната: stmPr1 (кодиращ основната 

екстрацелуларна протеаза StmPr1) – 87.3%, stmPr2 (минорна екстрацелуларна протеаза 

StmPr2) – 99.1%, Smlt3773 (външно-мембранна естераза) – 98.2%, plcN1 (нехемолитична 

фосфолипаза C) – 99.1% и smf-1 (тип-1 фимбрии, ген, свързан с биофилма) – 96.4%. Най-

често срещаният алел на stmPr1 беше 1621-bp (61.1%), следван от комбинирания алелен 



профил (17.6%), stmPr1-негативен генотип (12.7%) и 868-bp алел (8.6%). Протеазна, 

естеразна и лецитиназна активност се наблюдаваха съответно при 95%, 98.2% и 17.2% от 

изолатите. Изолатите, подложени на WGS (n = 9), формираха две групи. Пет изолата 

притежаваха само 1621-bp варианта на stmPr1, характеризираха се с по-висока способност 

за биофилмообразуване (оптична плътност при λ = 550 nm (OD550): 1.253-1.789) и по-нисък 

брой мутации в протеазните гени и smf-1. Три други изолата съдържаха само 868-bp 

варианта, демонстрираха по-слабо биофилмообразуване (OD550: 0.788-1.108) и имаха по-

висок брой мутации в тези гени. Единственият слабо биофилм-продуциращ щам (OD550 = 

0.177) не притежаваше stmPr1 алели. В заключение, сходните нива на детекция на алели 

чрез PCR не позволиха разграничаване на изолатите, докато WGS осигури диференциация 

въз основа на алелите на stmPr1. Доколкото ни е известно, това е първото българско 

проучване, представящо генотипни и фенотипни аспекти на вирулентните фактори при 

изолати oт вид S. maltophilia. 

 

Abstract 

The present study aimed to explore the virulence characteristics in 221 Bulgarian nosocomial 

Stenotrophomonas maltophilia isolates (2011-2022) via screening for the presence of virulence 

genes, their mutational variability, and the corresponding enzyme activity. PCR amplification, 

enzymatic assays, whole-genome sequencing (WGS), and biofilm quantification on a polystyrene 

plate were performed. The incidence of virulence determinants was as follows: stmPr1 (encoding 

for the major extracellular protease StmPr1) 87.3%, stmPr2 (minor extracellular protease StmPr2) 

99.1%, Smlt3773 locus (outer membrane esterase) 98.2%, plcN1 (non-hemolytic phospholipase 

C) 99.1%, and smf-1 (type-1 fimbriae, biofilm-related gene) 96.4%. The 1621-bp allele of stmPr1 

was most frequently found (61.1%), followed by the combined allelic variant (17.6%), stmPr1-

negative genotype (12.7%), and 868-bp allele (8.6%). Protease, esterase, and lecithinase activity 

was observed in 95%, 98.2%, and 17.2% of the isolates, respectively. The WGS-subjected isolates 

(n = 9) formed two groups. Five isolates possessed only the 1621-bp variant of stmPr1, higher 

biofilm formation ability (Optical Density at λ = 550 nm (OD550): 1.253-1.789), as well as a low 

number of mutations in the protease genes and smf-1. Three other isolates had only the 868-bp 

variant, weaker biofilm production (OD550: 0.788-1.108), and higher number of mutations within 

these genes. The only weak biofilm producer (OD550 = 0.177) had no stmPr1 alleles. In conclusion, 

the similar PCR detection rates did not allow differentiation of the isolates. In contrast, WGS 

permitted stmPr1 alleles-based differentiation. To the best of our knowledge, this is the first 

Bulgarian study presenting genotypic and phenotypic insights into virulence factors of S. 

maltophilia isolates. 

 



Belouhova, M.; Peykov, S.; Stefanova, V.; Topalova, Y. Comparison of Two Methods for SARS-

CoV-2 Detection in Wastewater: A Case Study from Sofia, Bulgaria. Water 2023, 15, 658. 

https://doi.org/10.3390/w15040658 IF=3.2, SJR=0.72 (Q1) 

 

Резюме 

Наблюдението на отпадъчните води за разпространението на SARS-CoV-2 остава важно 

дори в настоящата ендемична фаза на пандемията от COVID-19. Този подход вече е доказал 

своята стойност, като осигурява ранни предупреждения за разпространението на 

коронавируса в различни общности. Настоящата публикация има за цел да сподели опита 

на Центъра за компетентност „Clean&Circle“ при разработването на ефективна стратегия за 

детекция на SARS-CoV-2 в отпадъчните води на София, България. Използвайки четири 

различни метода за концентрация/екстракция на РНК, установихме, че основният 

ограничаващ фактор за успешното откриване на вируса е наличието на PCR инхибитори в 

пробите. Най-ефективният начин за тяхното неутрализиране се оказа използването на 

специализирана полимераза в RT-PCR реакционния микс. Данните ни показаха, че 

употребата на такъв ензим увеличава ефективността на детекцията от 1.9% на 70.5% при 

проби, в които е добавен контролен вирусен товар. В допълнение оценихме степента на 

възстановяване на вирусните частици при използване на различни методи: силициеви 

колонки (71%), PEG преципитация (23%), ултрафилтрация (15%) и MCE филтрация (10%). 

Получените резултати подкрепят международните усилия за унифициране и 

стандартизиране на различните техники, използвани за мониторинг на SARS-CoV-2 в 

отпадъчни води. 

 

Abstract 

Wastewater surveillance for monitoring the spread of SARS-CoV-2 remains important even in the 

current endemic stage of the COVID-19 outbreak. This approach has already demonstrated its 

value by providing early warnings of coronavirus spread in different communities. The aim of the 

present publication is to share relevant experience from the Center of Competence 

“Clean&Circle”, obtained in the development of an effective strategy for SARS-CoV-2 detection 

in the wastewater of Sofia, Bulgaria. Using four different RNA concentration/extraction methods, 

we revealed that the key hindering factor for successful viral detection was the presence of PCR 

inhibitors in the wastewater. The most efficient way to overcome their presence turned out to be 

the application of a specialized polymerase in the RT-PCR detection setup. Our data showed that 

using such an enzyme increases the detection efficiency from 1.9% to 70.5% in samples with a 

spiked control virus. We also evaluated the recovery rates of viral particles by using silica columns 

(71%), PEG precipitation (23%), ultrafiltration (15%), and MCE filtration (10%). These results 



support the international effort to unify and standardize the various techniques used for SARS-

CoV-2 monitoring in wastewater. 

 

Hubenova Y, Hubenova E, Manasiev Y, Peykov S, Mitov M. Draft Genome Sequence of 

Paenibacillus profundus YoMME, a New Exoelectrogenic Gram-Positive Bacterium. Microbiol 

Resour Announc. 2022 May 19;11(5):e0023522. doi: 10.1128/mra.00235-22. Epub 2022 Apr 11. 

PMID: 35404087; PMCID: PMC9119040., IF=0.7, SJR=0.27 (Q3) 

 

Резюме 

Paenibacillus profundus YoMME е изолиран от анодния биофилм на седиментна микробна 

горивна клетка и идентифициран като една от малкото екзоелектрогенни Грам-

положителни бактерии, способни да пренасят електрони екстрацелуларно. В настоящото 

изследване представяме неговата драфт геномна последователност. Геномният проект е 

депозиран в DDBJ/ENA/GenBank под номер JAJNBZ000000000. 

 

Abstract  

Paenibacillus profundus YoMME was isolated from the anodic biofilm of a sediment microbial 

fuel cell and recognized as one of the few exoelectrogenic Gram-positive bacteria, capable of 

transferring electrons extracellularly. Here, we report its draft genome sequence. The genome 

project is deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the accession number JAJNBZ000000000. 

 

Peykov S, Stratev A, Kirov B, Gergova R, Strateva T. First detection of a colistin-resistant 

Klebsiella aerogenes isolate from a critically ill patient with septic shock in Bulgaria. Acta 

Microbiol Immunol Hung. 2022 Aug 29;69(3):209-214. doi: 10.1556/030.2022.01833. PMID: 

36037044. IF=1.58, SJR=0.33 (Q3) 

 

Резюме 

Колистинът се счита за антибиотик от последна линия за лечение на инфекции, причинени 

от екстензивно лекарствено-резистентни Грам-отрицателни патогени от групата ESKAPE 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter spp.). Настоящото изследване има за цел 

да проучи механизмите на резистентност към колистин при изолат от вид Klebsiella 



aerogenes (по-рано известен и като Enterobacter aerogenes) (Kae1177-1bg), изолиран от 

български критично болен пациент със септичен шок през 2020 г. Бяха проведени тестове 

за антимикробна чувствителност и целогеномно секвениране с използване на технологията 

на ДНК нанотопчета. Получените двойки прочити бяха използвани за драфт геномно 

асемблиране, MLST анализ и скрининг за мутации в гените pmrA/B, phoP/Q и mgrB. 

Kae1177-1bg демонстрира високо ниво на резистентност към колистин, резистентност към 

цефалоспорини от трето поколение и чувствителност към всички останали тествани 

антибиотици. В нашия изолат беше идентифицирана само една β-лактамаза – клас C 

цефалоспориназа от тип CMY-2. Не бяха открити мобилни гени за резистентност към 

колистин (mcr). Бяха идентифицирани общо три аминокиселинни замени в гените за 

двукомпонентната система PmrA/PmrB. Две от тях се локализират в pmrB (pR57K и 

pN275K), а една – в pmrA (pL162M). Вариантът pN275K беше определен като най-

вероятната причина за резистентността към колистин, тъй като засяга силно консервативна 

позиция в белтъка и е единствената неконсервативна аминокиселинна замяна. В 

заключение, доколкото ни е известно, това е първият документиран клиничен случай на K. 

aerogenes с високо ниво на резистентност към колистин в България и първото 

идентифициране на неконсервативната аминокиселинна замяна pN275K в световен мащаб. 

Колистин-резистентните Грам-отрицателни патогени от групата ESKAPE представляват 

сериозна заплаха за общественото здраве и следва да бъдат обект на строг контрол и мерки 

за управление на инфекциите. 

 

Abstract 

Colistin is considered as the last-line antibiotic for the treatment of infections caused by 

extensively drug-resistant Gram-negative pathogens belonging to the ESKAPE (Enterococcus 

faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, and Enterobacter species) group. The present study aimed to explore the colistin 

resistance mechanisms of a Klebsiella aerogenes (formerly Enterobacter aerogenes) isolate 

(Kae1177-1bg) obtained from a Bulgarian critically ill patient with septic shock in 2020. 

Antimicrobial susceptibility testing and whole-genome sequencing using DNA nanoball 

technology were performed. The resulting read pairs were used for draft genome assembly, MLST 

analysis and mutation screening in the pmrA/B, phoP/Q, and mgrB genes. Kae1177-1bg 

demonstrated high-level resistance to colistin, resistance to 3rd generation cephalosporins and 

susceptibility to all other antibiotics tested. In our strain a CMY-2-type class C cephalosporinase 

was the only β-lactamase identified. No mobile colistin resistance (mcr) genes were detected. A 

total of three missense variants in the genes for the two-component PmrA/PmrB system were 

identified. Two of them were located in the pmrB (pR57K and pN275K) and one in the pmrA gene 

(pL162M). The pN275K variant emerged as the most likely cause for colistin resistance because 

it affected a highly conservative position and was the only nonconservative amino acid 

substitution. In conclusion, to the best of our knowledge, this is the first documented clinical case 



of a high-level colistin-resistant K. aerogenes in Bulgaria and the first identification of the 

nonconservative amino acid substitution pN275K worldwide. Colistin-resistant Gram-negative 

pathogens of ESKAPE group are serious threat to public health and should be subjected to 

infection control stewardship practices. 

 

Grigorov, E.; Peykov, S.; Kirov, B. Novel Microfluidics Device for Rapid Antibiotics 

Susceptibility Screening. Appl. Sci. 2022, 12, 2198. https://doi.org/10.3390/app12042198 IF=3.1, 

SJR=0.49 (Q3) 

 

Резюме 

През последните години прекомерната употреба на антибиотици доведе до широко 

разпространение на феномена на антибиотичната резистентност в глобален мащаб. Това 

явление представлява една от най-сериозните заплахи за общественото здраве, както и 

огромно финансово бреме за здравните системи по света. Същевременно възниква и 

необходимостта от нови, бързи и достъпни методи за скрининг на антибиотичната 

чувствителност за да се преодолее успешно този проблем. В тази статия представяме 

микрофлуиден чип за тестване на антибиотична резистентност, който позволява 

откриването ѝ в рамките на 6 часа. Дизайнът, изработката и експерименталното приложение 

на устройството са подробно описани и анализирани, както и възможностите за бъдеща 

автоматизация на целия процес. За нас беше от първостепенно значение устройството да 

бъде достъпно за всички хора, независимо от техния икономически статус. 

 

Abstract 

In recent years, excessive utilization of antibiotics has led to the emergence of antibiotic microbial 

resistance on a planetary scale. This recent phenomenon represents a serious threat to public health, 

as well as an enormous burden for healthcare systems’ budgets worldwide. Novel, rapid and cheap 

methods for antibiotic susceptibility screening are urgently needed for this obstacle to be 

overcome. In this paper, we present a microfluidic device for on-chip antibiotic resistance testing, 

which allows for antibiotic microbial resistance detection within 6 hours. The design, fabrication 

and experimental utilization of the device are thoroughly described and analyzed, as well as 

possibilities for future automation of the whole process. The accessibility of such a device for all 

people, regardless of economic status, was of utmost importance for us during the development of 

the project. 

 



Svetoslav G. Dimov, Dimitrina Georgieva-Miteva, Tereza Dekova, Meglena Kitanova, Slavil 

Peykov, Tanya Strateva, WGS characterization of Enterococcus faecalis H1041 isolated from the 

traditional Bulgarian green cheese, Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, 

2022, DOI:10.15414/jmbfs.5203 IF=1.05, SJR=0.223 (Q3) 

 

Резюме 

Мукозният имунитет и вродения имунитет на червата играят основна роля в поддържането 

на чревната хомеостаза и защитата срещу микробни патогени. Тозова проучване предоставя 

преглед на механизмите, лежащи в основата на мукозния имунитет и концепцията за вроден 

имунитет в червата. Анализирайки, взаимодействието между чревната микробиота и 

имунната система на гостоприемника, подчертавайки ролята на епителните клетки, 

дендритните клетки и лимфоидни клетки, както и концепцията за вроден имунитет и 

неговата роля за поддържане или смекчаване на възпалението на червата. Ние също така 

анализираме настоящите модели за изследване на мукозния имунитет, техните ограничения 

и как могат да бъдат преодолени. Освен това, ние изследваме потенциалните терапевтични 

последици от модулирането на мукозния имунитет и вродения имунитет при стомашно-

чревни заболявания. Само чрез изясняване на механизмите, лежащи в основата на мукозния 

имунитет и концепцията за вродения имунитет, могат да бъдат приложени иновативни 

подходи за модулиране на имунните отговори и възстановяване на чревната хомеостаза в 

контекста на стомашно-чревните разстройства. 

 

Abstract 

In this study, Enterococcus faecalis H1041 which was isolated from the traditional Bulgarian green 

cheese was characterized in depth by a whole-genome sequencing performed on the Illumina 

HiSeq platform using 2 x 150 bases paired-end reads mode. The bioinformatic analysis performed 

only with free online tools revealed that the strain resembles other cheese-born E. faecalis strains 

by its antibiotics’ resistances and virulence genotype, thus its presence within the green cheese 

should not be considered as a health risk. Only two antibiotic resistance genetic determinants were 

found, but they both carry mutations, and probably are not functional. Furthermore, 18 virulence 

factor genetic determinants were found, but only 6 of them possessed 100% identities with the 

canonical sequences, and being more or less intrinsic for the Enterococcus genus. None of them 

were found on contigs that contain sequences with known plasmid origin of replication. 

Enterolysin A gene was also detected which most probably plays role in ripening process of the 

Bulgarian green cheese. 

 



Strateva T, Setchanova L, Peykov S. Characterization of a Bulgarian VIM-2 metallo-β-lactamase-

producing Pseudomonas aeruginosa clinical isolate belonging to the high-risk sequence type 111. 

Infect Dis (Lond). 2021 Nov;53(11):883-887. doi: 10.1080/23744235.2021.1934531. Epub 2021 

Jun 1. PMID: 34060977. IF=2.33, SJR=0.799 (Q2) 

 

Резюме 

Форматът на статията няма резюме. 

 

Abstract 

No abstract available. 

 

S. G. Dimov, A. Gyurova, L. Zagorchev, T. Dimitrov, D. Georgieva-Miteva, S. Peykov, NGS-

based metagenomic study of four traditional Bulgarian green cheeses from Tcherni Vit, LWT – 

Food Science and Technology, vol:152, 2021, pages:112278-0, ISSN (print):0023-6438, ISSN 

(online):0023-6438, doi:https://doi.org/10.1016/j.lwt.2021.112278 IF=5.85, SJR=1.059 (Q1) 

 

Резюме 

Това е първото научно изследване на уникалното българско зелено сирене от Черни Вит, 

базирано на 16S и ITS2 NGS метагеномика, проведено чрез Illumina HiSeq 2 × 250 bp paired-

end секвениране. То бе проведено с цел установяване на цялостния профил на съдържащите 

се в него микроорганизми. Резултатите разкриха богата микробиота, съставена средно от 

120 еубактериални и 16 гъбни вида. Firmicutes бяха представени от семействата 

Streptococcaceae, Lactobacillaceae и Staphylococcaceae, докато Actinobacteria се срещаха 

основно в родовете Brevibacterium и Corynebacterium. Установени бяха и ниски количества 

Proteobacteria, представени предимно от халофилни представители на родовете Cobetia и 

Psychrobacter. Почти всички (99,99%) от идентифицираните гъби принадлежат към 

Ascomycota, представени почти равномерно от семействата Eurotiomycetes (Penicillium 

roqueforti), Saccharomycetes (Debaryomyces, Pichia, Candida и Kluyveromyces) и 

Sordariomycetes (Scopulariopsis flava). Анализите на микробното разнообразие показаха, че 

въпреки известни различия, свързани с фактори на околната среда и времето на зреене, 

всички четири изследвани партиди притежават изключително богата, но сходна 

микробиота. Установихме и потенциално благоприятни микроорганизми, способни да 

инхибират растежа на патогенни бактерии, както и да неутрализират възможно 



продуцирани микотоксини, което е в съответствие с редица изследвания върху млечни 

продукти от сурово мляко. 

 

Abstract 

This is the first scientific study of the unique Bulgarian Cherni Vit green cheese based on 16S and 

ITS2 NGS metagenomics, accomplished on the Illumina HiSeq 2 × 250 bp paired end reads in 

order to obtain an overview of the microbial composition. The results revealed a rich microbiota, 

composed of on average of 120 eubacterial and 16 fungal species. Firmicutes were represented by 

the families Strepotococcaceae, Lactobacillaceae and Staphylococcaceae, while the Actinobacteria 

were represented mainly by the genera Brevibacterium and Corynebacterium. Low counts of 

Proteobacteria were also detected, mainly halophiles of the genera Cobetia and Psychrobacter. 

Almost all (99.99%) of the detected fungi belonged to Ascomycota, represented almost equally by 

the families Eurotiomycetes (exclusively by Penicillium roqueforti), Saccharomycetes (mainly by 

the genera Debaryomyces, Pichia, Candida and Kluyveromyces) and Sordariomycetes (mostly by 

Scopulariopsis flava). The performed diversity analyses revealed that despite some differences, 

which can be attributed to environmental factors, and the time of the ripening, all of the four 

batches displayed very rich but similar microbiota. We found a potentially beneficial microbiota 

with the potential to inhibit the growth of pathogenic bacterial species, as well as to neutralize 

possibly produced mycotoxins, as described in numerous research on raw milk dairy products. 

 

S. Dimov, L. Zagorchev, M. Iliev, T. Dekova, R. Ilieva, M. Kitanova, D. Georgieva-Miteva, M. 

Dimitrov, S. Peykov, “A Snapshot Picture of the Fungal Composition of Bee Bread in Four 

Locations in Bulgaria”, Differing in Anthropogenic Influence, Journal of Fungi, vol:7, issue:10, 

2021, ISSN (online):2309-608X, doi:DOI:10.3390/jof7100845 IF=5.4, SJR=0.98 (Q1) 

 

Резюме 

Информацията за гъбите, намиращи се в пчелния хляб, както и за ферментационните 

процеси, към чието протичане те допринасят значително, е оскъдна. В настоящото 

изследване извършихме NGS-базирано метагеномно проучване на гъбната композиция на 

пчелния хляб от четири локации в България по време на най-активния период на събиране 

на нектар от медоносните пчели в края на юни 2020 г. Местата за вземане на проби бяха 

избрани така, че да се различават значително по климатични условия, ландшафт и 

антропогенно натоварване. За ампликонното метагеномно изследване на ITS2 региона беше 

използвана платформата Illumina 2 × 250 paired-end reads. Установихме, че някои от вече 

описаните видове гъби с благотворно въздействие в литературата присъстват в 



анализираните проби. Въпреки това, за първи път сред доминиращите гъбни родове в 

пчелен продукт бяха отчетени Monilinia, Sclerotinia, Golovinomyces, Toxicocladosporium, 

Pseudopithomyces, Podosphaera и Septoriella. Проучването ни демонстрира, че 

антропогенното натоварване оказва отрицателно въздействие върху гъбната композиция на 

пчелния хляб по два различни начина. Градското и индустриалното замърсяване увеличават 

присъствието на патогенни видове, докато селскостопанското влияние води до намаляване 

на полезните гъби. 

 

Abstract 

Information about the fungal composition of bee bread, and the fermentation processes to which 

the fungi contribute significantly, is rather scarce or fragmentary. In this study, we performed an 

NGS-based metagenomics snapshot picture study of the fungal composition of bee bread in four 

locations in Bulgaria during the most active honeybee foraging period at the end of June 2020. The 

sampling locations were chosen to differ significantly in climatic conditions, landscape, and 

anthropogenic pressure, and the Illumina 2 × 250 paired-end reads platform was used for amplicon 

metagenomics study of the ITS2 region. We found that some of the already reported canonical 

beneficial core fungal species were present within the studied samples. However, some fungal 

genera such as Monilinia, Sclerotinia, Golovinomyces, Toxicocladosporium, Pseudopithomyces, 

Podosphaera and Septoriella were reported for the first time among the dominant genera for a 

honeybee related product. Anthropogenic pressure negatively influences the fungal composition 

of the bee bread in two different ways—urban/industrial pressure affects the presence of 

pathogenic species, while agricultural pressure is reflected in a decrease of the ratio of the 

beneficial fungi. 
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doi:10.3934/agrfood.2020.2.288 IF=1.65, SJR=0.316 (Q2) 

 

Резюме 

Проучването ни представя анотирания драфт геном на щам Enterococcus durans EDD2, 

изолиран от прясно събрани поленови гранули от три различни пчелни кошера. Този изолат 

показа силна инхибираща активност in vitro срещу Paenibacillus larvae ATCC 9545. 

Представената тук геномна последователност ще допринесе за по-доброто разбиране на 

неговия защитен потенциал срещу бактериални патогени, както и за оценката на ползите 

му за пчелните колонии. 

 

Abstract 

We report the annotated draft genome sequence of Enterococcus durans EDD2 strain isolated from 

freshly collected pollen granules derived from three different beehives. This isolate showed strong 

inhibitory activity in vitro against Paenibacillus larvae ATCC 9545; thus the genome sequence 

presented here will contribute to a better understanding of its protective potential against bacterial 

pathogen invasion, as well as to the assessment of its beneficial potential for the bee colonies. 

 

Dimov SG, Guyrova A, Vladimirova A, Dimitrov M, Peykov S, Strateva T. WGS-based 

characterization of the potentially beneficial Enterococcus faecium EFD from a beehive. Mol Biol 

Rep. 2020 Aug;47(8):6445-6449. doi: 10.1007/s11033-020-05663-5. Epub 2020 Jul 22. PMID: 

32696346. IF=2.21, SJR=0.532 (Q3) 

 

Резюме 

В днешно време много полезни млечнокисели бактерии биват изолирани от различни 

естествени среди поради потенциалното им приложение като пробиотици за хора или 

животни. Сред тях са и представители на рода Enterococcus – доста специфични поради 

своята двойнствена природа, варираща от патогени до пробиотици. В нашето проучване 



представяме подход, базиран на целогеномно секвениране (WGS) за оценка на потенциала 

на бактериоцин-продуциращи щамове от род Enterococcus, изолирани от пчелни кошери 

като естествени средства за защита срещу бактериални инфекции, свързани с пчелите. 

Изолати на Enterococcus spp. от поленови гранули бяха тествани чрез агар-ямков метод за 

продукция на бактериоцини с активност срещу Paenibacillus larvae – причинителят на 

американския гнилец (AFB). Два от щамовете дадоха положителни резултати и бяха 

определени на видово ниво чрез секвениране на 16S rRNA гени. Те бяха подложени на WGS 

чрез платформата Illumina HiSeq. Получените сурови прочити бяха обработени и 

анализирани с помощта само на свободно достъпни уеб-базирани инструменти (Shovill 

pipeline, QUAST, BAGEL4, ResFinder, VirulenceFinder и PlasmidFinder). Анализът показа, че 

двата изолата представляват клонално идентични щамове на един и същ вид. Този 

специфичен щам беше наречен Enterococcus faecium EFD и генотипизиран чрез MLST-2.0 

Server. В сглобения геном бяха идентифицирани пет бактериоцинови гена, което вероятно 

обяснява антимикробните свойства на изолата. Протеиновата природа на инхибиторния 

агент беше потвърдена чрез третиране с протеиназа K. Не бяха открити гени за 

резистентност към клинично важни антибиотици или функционални вирулентни фактори. 

Биоинформатичният анализ на драфт геномната последователност сочи, че E. faecium EFD 

не е патогенен. Наличието му в повече от един кошер в пчелина предполага, че този щам е 

част от нормалната микробиота на кошера. Това откритие, в комбинация с неговата 

антибактериална активност срещу P. larvae, подчертава този нов изолат като потенциален 

естествен защитен агент срещу AFB. Освен това, представеният тук WGS-базиран подход 

се доказа като изключително икономически и времево ефективен за скрининг на 

приложимостта на нови про- и пребиотични щамове на Enterococcus като защитни агенти 

за пчелните кошери. 

 

Abstract 

Nowadays, due to their potential application as probiotics for humans or animals, many beneficial 

lactic acid bacteria have been isolated from different natural environments. These include members 

of the genus Enterococcus - quite specific due to their ambiguous nature, varying from pathogens 

to probiotics. In our work we present a whole-genome sequencing (WGS)-based approach for 

assessing the potential of bacteriocin-producing Enterococcus isolates from beehives to serve as 

natural preserving agents against bacterial infections associated with honeybees. Potential 

Enterococcus spp. isolates from pollen granules were tested with the well diffusion assay for 

bacteriocin activity against Paenibacillus larvae, the causative agent of the American foulbrood 

disease (AFB). Two of them gave positive results and were determined at species level by 16S 

rRNA genes sequencing. They were then subjected to WGS using the Illumina HiSeq platform. 

The resulting raw data reads were processed and further analyzed by using only freely available 

web-based tools (the Shovill pipeline, QUAST, BAGEL4, ResFinder, VirulenceFinder and 

PlasmidFinder). The analysis revealed that both of them represent clonally identical isolates of the 



same strain. This specific strain was named Enterococcus faecium EFD, and was genotyped by the 

MLST-2.0 Server. Five bacteriocin genes were found in the assembled genome, providing a 

possible explanation for the antimicrobial properties of the isolate. The protein nature of the 

inhibitory agent/s was confirmed by treatment with proteinase K. No resistance determinants for 

clinically important antibiotics and functional virulence factor genes were detected. The 

bioinformatic analyses of the draft genome sequence suggest that E. faecium EFD is not 

pathogenic.The observation that E. faecium EFD was present within more than one of the beehives 

in the apiary proposes the idea that E. faecium EFD is there as a part of the normal beehive 

microbiota. This finding, in combination with its antibacterial activity against P. larvae, highlights 

this novel isolate as a potential natural preserving agent against AFB. Furthermore, the WGS-

based approach reported here proved to be very cost- and time- efficient, for screening the 

applicability of new pro- and prebiotic Enterococcus strains as beehive protection agents. 
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of a VanA-type Enterococcus faecalis clinical isolate from Bulgaria. J Glob Antimicrob Resist. 
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Резюме 

Форматът на статията няма резюме. 
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No abstract available. 

 

Peykov SZ, Aleksandrova VD, Dimov SG. Rapid identification of Enterococcus faecalis by 

species-specific primers based on the genes involved in the Entner-Doudoroff pathway. Mol Biol 

Rep. 2012 Jun;39(6):7025-30. doi: 10.1007/s11033-012-1533-z. Epub 2012 Feb 4. PMID: 

22307795. IF=2.2, SJR=0.658 (Q2) 

 

Резюме 

В това проучване представяме нов метод за видова идентификация на Enterococcus faecalis, 

базиран на полимеразна верижна реакция (PCR). Използвани са праймери, специфични за 



eda-гените, кодиращи ензимите от метаболитния път на Entner-Doudoroff, който е наличен 

единствено при този вид сред Грам-положителните бактерии. Изготвените праймери бяха 

тествани върху няколко различни вида Enterococcus, както и върху някои други Грам-

положителни и Грам-отрицателни бактериални видове. За откриване на гена eda-1 бяха 

използвани пет комбинации от праймери, а за eda-2 – три. С изключение на една от 

комбинациите, всички останали дадоха очакваните амплификационни продукти само при 

щамове E. faecalis. 

 

Abstract 

In this study we report a novel method for identification of Enterococcus faecalis based on 

polymerase chain reaction with primers specific for the eda-genes encoding the enzymes involved 

in the Entner-Doudoroff pathway, a pathway present only in this species among Gram-positive 

bacteria. The designed primers were checked in several different Enterococcus species, and with 

some other Gram-positive and Gram-negative bacterial species as well. Five primer combinations 

were used to detect the eda-1 gene, and another three for the eda-2 gene. With the exception of 

one of the primer combinations, all the others gave as results the expected amplification products 

only in E. faecalis strains. 
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