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Tradicni mikrobiologie

mikroskopie
kultivace, ID a testovani citlivosti na ATB
detekce antigenu

sérologie a protilatky

¥ B & s %}a
M a@%wﬂﬁ
; rgr@,? 5 fﬁ. (% (@O©’® .- &

A e 98889 |

PE0999699e



Ustav Iékafské mikrobiologie
2. LF UK a FN Motol

VCERA




Molekularni mikrobiologie

Analyza DNA Ci RNA pro ucely:
diagnostiky

epidemiologie
detekce genu virulence
detekce genu rezistence




Detekce DNA ¢i RNA z duvodu diagnostického

Vyhody

Diagnostika kultivacné negativnich infekCnich stavu
« zachyt nekultivovatelnych agens, pomalu rostoucich, "narocnych"
* pfi podavané antibioticke lecbé
 vysoka senzitivita metody

Rychlost provedeni

Kvantifikace (urCeni virové naloze)




Detekce DNA ¢i RNA z davodu diagnostického

Nevyhody
nastrahy v interpretaci, na prvni pohled neviditelné:

» pochazi detekovana DNA ze Zivého agens?

* pozitivni vysledek: artefakt, kontaminace, kolonizace Ci patogen?




PCR a jeho "falesna pozitivita"

Hospitalisation
Shortness of breath

Presymptomatic phase

SARS-CoV-2 viral load -

Prah detekce
antigenniho testu
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« PCR diky své citlivosti mize zachytit pacient neinfekcni, tj. pokud Ize
jedince, ktery se stane infekéni o par vyloucit, ze se pacient nenachazi v
chvil pozdeji, antigenni test ho uvodni fazi infekce
nezachyti




DNA diagnostika

/

na predem zvoleny jeden na predem zvolené mikroorganismy

mikroorganismus

(patogen-specifické vysSetreni

(patogen-specifické vySetreni) v multiplexu; syndromova PCR)

« otevreny systém
* uzavieny systém (vyuzitelny jako POCT; point-of-care testovani)




E DNA diagnostika

FN MOTOL

na predem zvoleny jeden

mikroorganismus
(patogen-specifické vySetreni)

Otevreny systém:

SARS-CoV-2
Bordetella pertussis
EBV (kvantifikace)

PVL




E DNA diagnostika

FN MOTOL

na predem zvoleny jeden

mikroorganismus
(patogen-specifické vySetreni)

Uzavreny systém:

« SARS-CoV-2
« RSV
chripka

* M. tuberculosis do 15 minut za 80 minut




DNA diagnostika

/

na predem zvoleny jeden na predem zvolené mikroorganismy

mikroorganismus

(patogen-specifické vysSetreni

(patogen-specifické vySetreni) v multiplexu; syndromova PCR)

Otevreny systém:
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Respiracni infekce virové

chripka A vCetné typizace
chripka B

RSV

rhinoviry
enteroviry

viry parainfluenzy
adenoviry
parechovirus
bocavirus
metapneumovirus
koronaviry sezonni
SARS-CoV-2

Respiraé€ni infekce atypické

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia psittaci
Legionella pneumophila
Pneumocystis jirovecii
Cryptococcus neoformans

Strevni infekce

Salmonella
Campylobacter
Shigella/ E. coli (EIEC)
Shiga toxin (EHEC)
Clostridium difficile (toxin A,B)
Aeromonas

Yersinia

Sapovirus

Rotavirus

Norovirus

Adenovirus

Astrovirus

Giardia intestinalis
Cryptosporidium spp.
Entamoeba histolytica

Sexualné pf'evno’sné

onemochéni
Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum
Ureaplasma parvum
Trichomonas vaginalis
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E DNA diagnostika

/

na predem zvoleny jeden

mikroorganismus
(patogen-specifické vySetreni)

Uzavreny systém:

Respiracni infekce virové

chiipka A
chfipka B
RSV
SARS-CoV-2

na predem zvolené mikroorganismy
(patogen-specifické vysSetreni
v multiplexu; syndromova PCR)

za 60 minut




Meningitidy
S. pneumoniae enteroviry
N. meningitidis HSV1
H. influenzae HSV2

FN MOTOL

VzVv
S. agalactiae CMV
E. coli HHV6
L. monocytogenes parechovirus

Cryptococcus neoformans

he FilmArray Pouch

Sample
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Pneumonie

chripka A

chripka B

RSV

rhinoviry/enteroviry

viry parainfluenzy
adenoviry
metapneumovirus
koronaviry sezonni
SARS-CoV-2
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Legionella pneumophila
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae
Proteus spp.

Escherichia coli
Haemophilus influenzae

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella aerogenes
Moraxella catarrhalis
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus agalactiae

CTX-M

IMP

KPC

NDM

VIM

OXA-45-like
mecA/C a MREJ




DNA diagnostika

—

na predem zvoleny jeden na kterykokoliv

mikroorganismus mikroorganismus
(patogen-specifické vySetreni) (Sirokospektré vysetreni)




Pracovni kucharka:

jak si vlastné "rozchodit" PCR tak, aby
delalo to, co si prejeme, ze ma delat




detekce zamérena na nukleotidovou sekvenci

primer fluorescencni sonda

- i —
] ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACA [————

TGCCGTAAGCCGTTGACACGTGAACCTGTATATGT |

primer

Amplification Curves

Hodnota Ct = cyklus PCR,

kdy zacina narustat PCR signal detekovaného agens ve vzorku




Ma pacient Cerny kasel?
(potfeba detekovat bordetelu, ostatni mikroorganismy mé nezajimaji)

DNA diagnostika

/

na predem zvoleny
mikroorganismus
(patogen-specifické vySetienti)




cilova sekvence pro primery musi byt unikatni pro bordetelu

TGCCGTAA
>  —

bordetella | ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

TGCCGTAA
P

jina bakterie | ACGGCATA [CGGCAACTGTGCACTTGGACA|AATACA |

a jesté jina | ACGGCARAICGTCCACAGTGCACTTGGACA|GATACA]




InfekCni endokarditida. Co je priCinou?
(potfeba detekovat kteroukoliv bakterii,
protoze kterakoli bakterie muze zpusobit endokarditidu)

DNA diagnostika

~—

na kterykokoliv mikroorganismus
(Sirokospektré vysetreni)




cilova sekvence pro primery je pritomna u vsSech bakterii

TGCCGTAA
>

stafylokok  |ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

streptokok | ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA| TATACA |

enterokok | ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

Situace A




cilova sekvence pro primery je pritomna u vsSech bakterii

TGCCGTAA
>

stafylokok  |ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

streptokok  [ACGGCATT FCGATTACTGTACACTTGCCCAT TATACA]

enterokok | ACGGCATT [CGTCCACAGTGCACTTGGACA] TATACA |

Situace B




PCR pozitivita + sekvenace
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DETEKCE bakterie, IDENTIFIKACE

ale které vlastné? konkrétni bakterie




Vysledek sekvenace PCR produktu:

mmp S. Qureus




cilova sekvence pro primery je pritomna u vSech bakterii

primery
> s

stafylokok  |ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

streptokok  [ACGGCATT FCGATTACTGTACACTTGCCCAT TATACA]

enterokok | ACGGCATT [CGTCCACAGTGCACTTGGACA] TATACA |
situace B !

gen pro 16S rRNA

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp




DNA diagnostika

na kterykokoliv

mikroorganismus
(Sirokospektré vysetreni)

* Z primarne sterilnino materialu

.... Jinak se stane tohle:




LTGCTAGTGEACNGGHNGANACC
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DNA diagnostika

~

na vsechny na kterykokoliv

mikroorganismy mikroorganismus
(metagenomika) (Sirokospektré vysetreni)

Metoda Metoda

Masivné paralelni sekvenovani PCR genu pro 16S rRNA
(NGS) a Sangerovo sekvenovani




Zaver

* Klinicka mikrobiologie vyuziva moznosti molekularni genetiky
v kazdodenni diagnostické praxi z duvodu:

- rychlosti vysSetreni

- citlivosti, specificity

- detekce nekultivovatelnych agens

- detekce pri souCasné podavané ATB lécbe

* InfekCni diagnostika
- Siroka skala patogen specifickych PCR
- v nabidce i panbakterialni PCR




vzorek




na predem zvolené
mikroorganismy

Infekce krevniho reciste

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecium

na kterykokoliv
mikroorganismus
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PCR genu pro 16S rRNA
a Sangerovo sekvenovani

S. aureus, S. lugdunensis, S. epidermidis, S.
hominis, S. haemolyticus, H. influenzae, S.
pneumoniae, S. pyogenes, S. intermedius, S.
mitis, L. monocytogenes, E. faecalis, E. faecium,
E. coli, S. enterica, E. cloacae, P. stuartii, M.
morganii, P. mirabilis, P. vulgaris, C. jejuni, C.
foetus, N. meningitidis, B. fragilis, P. gingivalis, F.
necrophorum, P. micros, F. magna,




Zaver

* Klinicka mikrobiologie vyuziva moznosti molekularni genetiky
v kazdodenni diagnostické praxi z duvodu:

- rychlosti vysSetreni

- citlivosti, specificity

- detekce nekultivovatelnych agens

- detekce pri souCasné podavané ATB lécbe

* InfekCni diagnostika
- Siroka skala patogen specifickych PCR
- v nabidce i panbakterialni PCR

* Interpretace vystupu je nutna; zalozena na znalostech mikrobiologie a
dané technologie




Automatizace provozu (diagnostiky zaloZzené na kultivaci)




