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s, 9 Sekvenovani nové generace (2007)
Osekvenovani lidského genomu /

(HGP oficialné zahajen 1990 a dokoncéen 2003)

Trvalo to 13 let k osekovenovani prvniho .. . - -
lidského genomu Zpristupnéni dat verejnosti:

A dnes: WGS — dny; NGS (konkrétni Useky) Masivni rozvoj mikrobiomové védy
- jen desitky hodin!
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1) Sekvenovani v mikrobiologii




Sekvenovani prvni generace (Sangerovo sekvenovani) L
- Panbakterialni PCR Sekvgnovam treti generace
- Typizace nékterych bakterii (spa typy S.aureus) (PacBio, Na,no,pore,) S

- Sekvenovani v realném case

Sanger method Human Genome Complete eukaryotic

» Second generation Research Human Nanospace sequencing
Project genome sequencer: 454 GS20 Microbiome Project
1981 1995 2001 2007 2011 2019
1977 1990 1996 2005 2008 2014
Human mitochondrial Complete cell genome ~ Complete the Human Second ge“eratim:' Third generation The third stage Human
genome sequence Genome Project sequencer: Genetic sequencer: PacBioRS microbiome project

L Analyzer 2

4

Sekvenovani druhé generace (next-generation sequencing)

= masivné paralelni sekvenovadni

- Cely genom (WGS) / exony (metagenom) / jen konkrétni
useky (profilovani)

Mikrobiomy, viromy, genomy bakterii (rezistomy, pribuznost Dr. Marcely Kritové

S laskavym svolenim

pro epidemiologii)



Diagnostika infekci z primarné
/| sterilnich materiald

Kde se to da vyuzit?

Analyzy genomu bakterii (software)
- Virulentni kmeny

- Geny rezistence (ResFinder)

- Klonalni Sifeni (Galaxy

Fekalni mikrobialni terapie
- testovani darcu
- sledovani udrzeni u prijemcl

Studium lidského mikrobiomu
- asociace s neinfekcnimi nemocemi
(IBD, IBS, T1D, obezita aj.)




Panbakterialni PCR Materily?

Primarneé sterilni!

Primer (cilova sekvence pro primer je u viech) Srdeéni chlopné

..ACGGCATT... ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGA... ]
Stafylokok

Punktaty

GCCGTAA i
..ACGGCATT... ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGA... ] Likvor
Streptokok

...ACGGCATF...ACGGCA'ITCGGCAA{ZTGTGCACT[GGA...J Velmi vzacné i krev, BAL
Enterokok
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2. Sekvenov

16S rDNA




Gen pro 16S rRNA

e Je Cast malé ribosomalni
podjednotky bakterii (30S, tvorena
21 proteiny a 16S rRNA)

* Velikost: 1542 bp

e Struktura genu:

» konzervativni oblasti (tam nasedaji
primery) a 9 hypervariabilnich
oblasti V1-V9 (to se amplifikuje a pak
sekvenuje).

* \lyuziva se nejvic oblast V3-V4 (asi
440 bp)

NE Yarza P,. Nat Rev Microbiol; 2014

Mature Reviews | Microbiology



Gen pro 16S rRNA

16S rDNA is a linear structure - > transcribes into a linear rRNA, and folds.

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

vl v [ ova | va [vs|ve| vi| va| vo|

: unspecific applications
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

Figure 1: An example of a 165 rRNA gene. The regions in green are conserved in all microorganisms. These are the sites that are targeted by primers for PCR
amplification so that all the 16S rRNA genes in a sample are amplified. The grey regions are the species-specific regions that-- when sequenced-- allow for
scientists to see which species are present in a community. Image courtesy of: http://wwrw alimetrics net/en/index php/dna-sequence-analysis

Vyhody a proc€ se vyuziva:
* Je to jak vysoce konzervovana, tak ubikvitarni sekvence
e Je torelativné jednoduché a levné sekvenovat
* Existuje dobra referencni databaze (Silva, GreenGenes, RDP)




3.3. Suspected polymicrobial samples

v/ Ve, 7/
D a | S I Vy u Z I t I Figure 7: Suspected polymicrobial samples with single or no pathogen reported by F
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https://static.metagenlab.ch/2023_ESGMD_metagenomics/

1. Hodnoceni krivky PCR

RFU (1043)

10

Amplification

ke Prahovycyklus(ct) .....

] t t +

POZITIVNI
= je v tom bakterie.
Ale jaka?

C, hodnota reflektuje cyklus,
kdy dochazi k narastu
fluorescence nad prah pozadi

Material: Kultivacné negativni

kloubni punktat

] Pozitivni
1 kontrola

Interni
kontrola

10 20

I.._

kontrola



2. Hodnoceni sekvence

Sekvence miri do databaze NCBI BLAST

Hodnoceni:
- Similarita sekvenci (98-100%)
- Pocet shodnych nalez(

Vzorek: BA-9454

CGCCGCGTGAGTGAtGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTG
TGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGAEGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCC


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome




Jsme vic lidi nebo mikrobi (bakterie)?

human cells

A
[ 1

cells
(x107) _Z

M erythrocytes [others M bacteria

Sender et al, PLOS, 2016



Jsme vic lidi nebo mikrobi (bakterie)?

human cells bacteria

A A
[ | |

cells

M erythrocytes [others M bacteria

Sender et al, PLOS, 2016

T
Clovék 2 30 biliond
ﬁ (3.0 x 1013)

Bakterie 38 biliont
@ (3.8 x 1013)

1.3x vice bakterialni



Jsme vic lidi nebo mikrobi (bakterie)?

human cells bacteria

A A
[ | |

cells
(x107) _Z _

M erythrocytes [others M bacteria

Sender et al, PLOS, 2016

Clovék &  30biliond 20-25 tisic
ﬁ (3.0 x 1013) (2.0 x 109
Bakterie 38 bilion( 2-20 miliond
@ (3.8 x 1013) (2.0 x 106 —2.0 x 107)

1.3x vice bakterialni 100x vice bakterialni



Jsme vic lidi nebo mikrobi (bakterie)?

human cells bacteria

A A
[ [ |

cells
H 13 10 - 0.2 M erythrocytes [ others W bacteria

M adipocytes B muscle cells

mass
[ke]

Sender et al, PLOS, 2016

Clovék ® 30 biliond 20-25 tisic 70-100 kg
(3.0 x 1013) (2.0 x 10%)
Mikrobi 38 bilionu 2-20 milion0 0.2 kg
@ (3.8 x 1013) (2.0 x 105 - 2.0 x 107)

1.3x vice bakterialni @ 100x vice bakteridlni @ 350-500x vic clovék ﬁ%



Mikrobiom

Mikrobiom = charakteristickd mikrobidlni
komunita, ktera obyva urcity racionalné vymezeny
habitat s typickymi fyzikdlnimi a chemickymi

podminkami

Berg et al, Microbiome, 2020

0 C

Microbiome

Microbiota @<= “Theatre of activity”

Microbial structural elements

| Bacteria | Archaea
- i ( Proteins/ ' - Poly-
ung | ot | peptides Hlpias sacharides

Algae " Nucleic acids
— ! structural DNA/RNA

| mobile genetic elements
Internal/external structural elements | g

incl. viruses/phages relic DNA

Microbial metabolites

Environmental " signalling Toxi (An)organic
conditions molecules ONins molecules |

Berg et al, Microbiome, 2020

~

Strevni mikrobiom

Respiratory Oral
Actinobacteria Firmicutes
Firmicutes Pro{eobf?crena
Proteobacteria iaffergtd?te;
Bacteroidetes clinobaciena
Fusobacteria
Skin S
Actinobacteria Gut
Bacteroidetes Actinobacteria
Cyanobacteria Bacteroidetes
Firmicutes Firmicutes
Proteobacteria illae
Streptococtt
Enterobacteria
< 7
Vagina U
Lactobacilli

Hou et al, Sig Transduct Target The, 2022

[ Bakteriom ][ Archeom ][ Virom ] [ Proteom

Mykobiom ][ Parazitom ][ Transkriptom ] [ Metabolom




Metody studia stfevniho mikrobiomu

~ Extrakce DNA

" Qjacube (Qiagen)

Sbér vzorku stolice
V domacnosti pacientd
Skladovani:

- kratkodobé pfi-18°C
- dlouhodobé pfi -80°C

Profilovani 16S/18S rDNA

Metagenomické sekvenovani

>——<
PCR pro 165/18S rDNA Nihodné
Lo i o fragmenty,
Masivné }:zar,alelnl e VEECHNA DNA
sekvenovani —_—
i ’ Sekvenovani
?JQ,%'{,kr%{‘n‘{ ASV/OTU s referenéni S , .
o, estaveni genomu
databazi
, ] Hodnoceni jak taxonomie (vice do hloubky), tak i
Hodnoceni taxonomie . oy .. .
\ predikce funkénich schopnosti mikrobiomu
Komplexni
bioinformaticka
analyza

a hodnoceni vystupl




Fyziologické funkce stfevniho mikrobiomu

[ Obrana pred infekci } [ Traveni ]

U s EUBIOZA
o Ofp:fhnc?gzjic — / = rovnovaha ve sloZeni a
Vyvoj imunity microbes wsreak T funkci stfevniho mikrobiomu

food

©%ﬁe i@@? "-’},'8\/ Metabolismus ]

immune system Gut Microbes

Synthesize + analyza metabolomu

vitamins

Protect epithelial
cells of the gut

Integrita strevni stén ]
[ & y Sommer & Backhend, Nat Rev Microbiology, 2013




Dysbidza strevniho mikrobiomu

Vagindlni porod

Kojeni

IDieta bohatd na vlakninu I

Fyzicka aktivita

Genetika

EUBIOZA z



Co je presné
strava bohata na
viakninu?

*11
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,Thirty different plants
per week”

(Knight et al, American Gut Project, 2012)

Weekly defecation b

Monday
Ci: °

Diet low in animal fat and protein | l}
but high in plant fibres Lg

Host enzyme | Acid Wednesday

digestion | hydrolysis
Indigestible
polysaccharides Thursday
Fermentation Sualfur
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OO fermentable Friday
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Microbiota related to metabolic health | Sunday

e

Saturday

amino acids

* Methionine
= Cystine

= Cysteine

= Taurine

Diet high in animal fat and protein
but low in plant fibres

Host
proteases

DO Peptides

Other Aromatic
amino acids amino acids

l Proteolysis

Tyrosine Phenylalanine Tryptophan
. N E NN
% ‘

| Aberrant microbiota related to metabolic diseases

|
Sulfate * Deamination Miscellaneous
1 reduction * Decarboxylation reactions
SCFAs
AhfGets £ Hydrogen « Ammonia Phenylacetate T Luminal pH
secretion sulfide = Amines
. Hb = p-Cresol = Indole
- = Phenyl- propionate
Propionate Acetate Butyrate T Methane 1 ::‘;f:tsion - EH‘ p.—op'l{)nage = Indole
« Organic acetate
acids = Indole
L Luminal pH
T Acetaldehyde
PCR-41/43
e o PPARY
c’go\ y B-Oxidation
Essll Gut hormones TBCFAs T TMAO PAMPs (LPS)
PYY or GLP-1
/
»
O 80 o:oo. ooooooOO enos:/ L
o © o®®° oro0LC S %&fl 0 o
1 Blood T Energy T Glucose-stimulated T Blood T Metabolic L Glucose-stimulated
glucose expenditure insulin secretion glucose endotoxaemia insulin secretion

Fan &Pedersen; Nature Reviews Microbiology, 2020



Mastné kyseliny s kratkym retézcem
(Short chain fatty acids, SCFA)

Non-starch
polysaccharides

Resistant
starch

Aceto-

Acetyl CoA

Acetyl-CoA

Oxalo-
acetate

> {sucanate |

Lactic ac
bacteria

id

Bacteroides

Ruminococci

Lactic acid

bacteria

)
I | h 4

| Acetate | Butyrate I Propionaa
Bacteroides I Clostridia Bacteroides
Bifidobacteria Eubacteria Clostridia
Clostridia I Fusobacteria I Propionibacteria
Desulfovibrio Ruminococci Veilonella
Eubacteria I I
Fusobacteria e —
Peptococci

Peptostreptococci
Propionibacteria
Ruminococci
Veillonella

Ramakrishna BS. J
Gastroenterol Hepatol 2013

Vyziva pro enterocyty:

» podporuji proliferaci a opravy bunék

* podporuji difernciaci
* upeviuji spojeni (tight junctions)



Dysbioza strevniho mikrobiomu

Vagindlni porod

Kojeni

Dieta bohata na vlakninu
Fyzicka aktivita

Genetika

EUBIOZA z



Dysbidza strevniho mikrobiomu

Dysbidza = nerovnovaha ve slozeni a
funkci stfevnich mikrobu

Aterosklerdza

Diabetes,
obezita

Nadorova

Syndrom drazdivého
tracniku (IBS)

Nespecifické strevni

zanéty (IBD)

onemocnéni

Alergie, astma,
celiakie (CeD)




\\ Lidsky mikrobiom |

- Jak se to hodnoti?




Jak muze vypadat vysledek

British Gut Project o microbio. ; i df

el YOUR AMERICAN GUT SAMPLE

What's in your American Gut sample?

sl . Firmicules Your most abundant microbes:  Your most enriched microbes:

a0 | = Bacteroideies
= Prateabactera Taxanamy Sample Taxonomy Sample Population Fold
; &0 Actinobactaria Genus Bacteroldes 26.6% Ganus Peptoniphilus 1.21% 011%  1ix
£ I ;’:m‘;“b‘“ Genus Faecalibacterium  15.8% Genus Lachnospira 7.29% 0.88%  Bx
(= = Cyanbacieria Family Lacnnosu_raceae 10.5% conl. Genus Aumnococcus  1.78% 0.71% 3

20 | mm Fusobacteria Genus Lachnospira 7.3% Genus Pyramidobacter 0.07% 0.00% 37x

= Other

ol e howeall | Your sample contained 8 rare taxa. induding the following: Genus Actinabacuim, Genus Arcanobactarium, Genus Anaero-

& oF ‘ar@ o fustis, Genus Seinomenas, Genus Succinclasicum,
{Uﬁﬁ*ﬁe@}%@ff@

How do your gut microbes compare to others? = @Q2E™ - oves - unsonctes

[~ Focal
[ Pt Fecal
[ ~cP suin

[ Haupicmer Skin

W »cp oral

1] HPicenar Ol

[T amanndians
W raavars

Dilerent Body Sites Different Nationalities The American Gut Population




Kompozice - co tam bydli?
Hlavni kmeny Tridy Priklady rodt

Actinobacteria Actinobacteria Actinomyces; Bifidobacterium

Bacteriodota Bacteroidia Bacteroides; Prevotella; Alistipes

Firmicutes Bacilli Bacillus; Staphylococcus

Enterococcus; |Lactobaci/lus; Lactococcus;
Streptococcus; Leuconostoc

Bl Firmicules
| Bacieroidoles
Pratecbaciera

Actinohactaria
Vermucomicrobia
i Tenericules R A .
| 5 vuekacor Clostridia Clostridium,; Coprococcus; Roseburia;
N Crihar . . .
- Faecalibacterium;|Ruminococcus
Negativicutes Veillonella
Proteobacteria Epsilonproteobacteria Helicobacter; Campylobacter

Gammaproteobacteria  Citrobacterj Escherichia; $higella; Klebsiella;
Providencia ....

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Akkermansia




ta - alfa a beta

lverzi
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Weighted Unifrac distance, PCoA, the level of genus
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Alfa diverzita — priklad Shserved Sharmen

*kk *kk

*kk

*kx

 Alfa-diverzita je snizena mezi 100;
zdravymi a skupinami s ulcerdzni
kolitidou (UC) a Crohnovou
nemoci (CD) (p<0.001)

50

0. o o whbee

NI e P
) —_— Y @ —_—
< naive < naive

Vogel et al, J Crohn Colitis — under review, 2024



Priklad beta-diverzity (pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA))

component_2 (24%])

Posun ve ,,zdravém smeéru“ je patrny i v longitudinalnim sledovani.

05 0.0 05
0.5 : ! ;
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0.0 C8mpylobacterota—— X 5 U_oDesu'hBrdct& ota
® Verradomigiobigld™ £e 4% a5 Samples from
Lo}
. Fusobacteripta ® CTR
|
éo, ( IBD_off
I,' IBD_on
| ® JA off
/ JIA on
-0.51 /
fll
0.5 0.0 0.5

component_1 (47%)

Hurych et al, J Crohn Colitis, 2024
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Faecal calprotectin levels

o Calprotectin meg/g stool

\ T \ \
0.2 0.0 0.2 04

* >250 ug/g — stfevni patologie
Hurych et al, J Crohn Colitis, 2024




Mimo bakterie: Blastocystis

External environment
L 8 & & &8 B &8 B &8 &8 & _§B &8 §B &8 &8 &8 &8 &8 &8 §B &8 &8 B &8 B B |

Large intestine

AT G F
y ¥ 4
¥

Gut microbiota

* Nejvice zastoupeny eukaryont v lidském strevé 13

» Marker vysoké bakterialni diverzity +>

eleeoN> ~

High bacterial diversity and richness
Anaerobic conditions

s i
% Y i
i@.:;’”

Binary fission

* Prevalence se lisSi

* \y$3i v rozvojovych zemich (40-100%) 68

 Nizsi v industrializovanych zemich (7-50%) a stfevnich Amoeboid
onemocnéni (do 5%) *12 ~TD

Stensvold, Trends in Parasitology, 2020

* Klasifikuje se do subtypl (ST1-ST41) 13

* Potvrzeno 37 STs 1)Tito. Gut. 2019; 2) Andersen. FEMS Microbiol Ecol. 2015; 3) Rostami.
. o . ., v Parasitol Res. 2017; 4) Clark. Adv Parasitol. 2013; 5) Cinek. Parasit Vectors.
e Ztoho 15 u ¢lovéka (ST1-5T4 prEdStaVUJl 90% VSECh) 2021; 6) Poulsen. Am J Trop Med Hyg. 2016; 7) Mohammad. Asian Pac J Trop

Med. 2017; 8) Oliveira-Arbex; Infect Genet Evol. 2018; 9)Wawrzyniak. Ther
Adv Infect Dis. 2013; 10) Stensvold. Parasitol Int. 2016; 10) Bart. BMC Infect
Dis. 2013; 11) El Safadi. BMC Infect Dis. 2016; 11) Scanlan. Infect Genet Evol.
2016. 11) Scanlan. FEMS Microbiol Ecol. 2014. 12) Lhotska. Front Cell Infect
Microbiol. 2020; 13) Hernandez, J Eukaryot Microbiol, 2023)



Bacteriome alpha-diversity in the presence of Blastocystis

p <109 *+* p<10-9mm p <109 *** p <105 p = 0.007**

Obsemed Chaol ACE Shannon Simps:
400
- .
50

] }
* All indices higher in the | * * I
presence of the protists a ANE ; t L

* All p<10* i E |

The alpha-diversity of the
bacteriome is increased in the

Alpha Diversity Measure

presence of protists
1004 10 1 :
]

c [ D
= = = = =

aneba

Positivity for Blastocystis or Dientamoeba
Hurych et al, Par Vect, 2023
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Co je ,dobry a spatny” vysledek?
DOBRY SPATNY

Vysoka alfa diverzita (300-1000 species) Nizka alfa diverzita (méné nez 100
species)

Anaerobni prostredi (napf. velmi malo Mnoho fakultativnich anaerobt (napf.

Proteobacteria) vice Proteobacteria)

Vice producentt SCFA Malo producentt SCFA

Blastocystis pozitivni Blastocystis negativni

Zdravy mikrobiom?




Pojem zdravy mikrobiom neexistuje

-
L .
gse (: MS CMS ~ Pro odborniky ~ Pro pacienty a laiky ~ Podcasty  Procleny  English ~
0

A jaké by tedy mél mit zdravy clovéek slozeni mikrobiomu?
NEVIME - a nevi to zatim nikdo, ani komer&ni subjekty, které nabizeji, ze VAm mikrobiom opravil

Védci maji jisté véeobecnou predstavu o slozeni mikrobiomu, ale pro konkrétniho ¢lovéka v konkrétni Zzivotni situaci to definovat zatim nelze.

Vezmeme-li v potaz, Ze pocet gend mikroorganismd ve stievnim traktu je 100-150x vétsi, nez poéet gent v genomu ¢lovéka, a zaroveri je
geneticka informace mikroorganismu vysoce individualni a variabilni, odpovida to na otazku, proc¢ je tak tézké mikrobiom studovat a proé
nejsou vysledky vice uplatiiované v praxi. Zatim je prozkoumana pouze ¢ast mikroorganizmu, u nichz vime, jake Ziviny spotrebovavaji a jake
latky produkuji. Mnohé jsou prospésné, nékteré mohou za urgitych podminek organismu kodit, o jinych zatim nevime téméf nic.

V nékterych pripadech Ize skuteéné fict, Ze konkrétni slozeni mikrobiomu je nezdravé (napf. prevaha patogennich kmena bakterie Clostridioides
difficile zpusobujicich uporné prajmy), ale nikdo dosud nedokazal presné definovat ,zdravé” nebo ,spravné” slozeni mikrobiomu.

www.mikrobiom-cms.cz



https://www.mikrobiom-cms.cz/stanoviska-cms/analyza-mikrobiomu-uvod-do-problematiky/

KdyZ se rodi¢e /pacienti zeptaji

na strevni mirobiom

Reknéte jim at:

Co mUZete délat jako lékafi:

- Jedi Sirokeé spektrum

rostlinnych potravin - Rikejte jim to samé bez vyzvani
- Dobre spi, cvicia jsou - Pfedepisujte ATB jen kdy? je to

venku ‘ tieba - antibiotika nejsou lentilky!
b 1
A & o - Nelecte Blastocystis u
D% NN asymptomatického pacienta
> B

%D '5-’ \} g 9
TR N W
R & E
CREY ¥
‘¥ T3
> N 2







Patogeneze Crohnovy hemoci —

vliv stfevni dysbidzy

1)
2)

3)

Nizka alfa diverzita 14

Dysbidza u CD (s prevahou
Proteobacteria) 11!

Lécba anti-TNF méni strevni
mikrobiom 12-16

1 diverzita
1> anaeroby

\l/ Proteobacteria

1)

2)

Jak zmény vypadaji v dlouhodobém
meéritku? A jak u déti?

Je zména slozeni mikrobiomu
odpovéd bakterii na anti-TNFa nebo
znamka vylééeného zanétu?

Crohnova

nemoc (CD) J diverzita
J, anaeroby

'I‘ Proteobacteria

protilatkami
anti-TNFa

Eubioticky Dysbioticky
mikrobiom mikrobiom

1. Lloyd-Price J, Nature 2019; 2. Joossens M, Gut 2011; 3. Clooney AG, Gut 2021; 4. Pascal V, Gut 2017; 5. Gevers D, Cell

Host Microbe 2014; 6. Vich Vila A, Sci Transl Med 2018; 7. Sokol H, Gut 2017; 8. Ananthakrishnan AN, Cell Host Microbe

2017; 9. Metwaly A, Nat Commun 2020; 10. Zhou Y, Front Nutr 2021; 11. Vester-Andersen MK, Sci Rep 2019; 12. Wang

Y, J Crohns Colitis 2018; 13. Wang Y, Gut Microbes 2021; 14. Ventin-Holmberg R, Sci Rep 2022; 15. Ventin-HolmbergR, J
Crohns Colitis 2021; 16. Hoyhtya M, Inflamm Bowel Dis 2022.



Design studie — Crohnova nemoc vs. JIA

A multicentric

* Exploratorni analyza multcents SBRy 165 DNA
longitudinal i profiling
22
®e

longitudinalnich dat na

. observational study :
bakteriom (va region)

( H nuclear

Stool samples ® ® |

= 530 magnetic
B resonance
ncluding 67 from

healthy controls

Crohn'’s disease Juvenile idiopathic arthritis
(n=362) (n=101)

 Hledani bakteridlnich taxont
asociovanych s vylécenim
zanétu ve streve

Srovnat s jinou diagndzou na anti- S 80| comificont chnc S
oV v v % significant change \o change
TNF, ale bez postizeni streva T o
g Samples prior
v 40 4 Samples prior to anti-TNF
T 59 | toanti-TNF — >
& b samples JIA samples
0 | after anti-TNF after anti-TNI
T T

Juvenilni idiopaticka artritida
Months (before and after anti-TNF)




Taxony, jejichZ mnoZstvi se vyznamnée zmeénilo pfi anti-TNF terapii u CD

Crohnova Zména pfi anti-TNF terapii u Juvenilni Zmeéna pfii anti-TNF
choroba (CD) pacientt s CD idiopaticka terapii u pacient@ s JIA
artritida (JIA)

Bakterialni taxon Primérny vyskyt Primérna P hodnota Prdmérny vyskyt Primérna P-hodnota
taxonu u zména pfi korigovana na poet  taxonu u zména pti lé¢bé nekorigovana
pacientdis CD  |é¢bé test. taxont pacient(is JIA  (procentni body)

(% z celk. poctu ¢teni)  (procentni body) (% z celk. poctu cteni)

p. Bacteroidota

Lc. Bacteroidia 29 % -8.1 [ 0.0061 | 2% +4.1
- 0. Bacteroidales
2.6% -1.9 9.2 x 10* 2.4% +0.68 0.38, NS
2.7 % -2.0 0.0024 2.4% +0.71 0.37, NS

p.Firmicutes | 54 % +9.7 1.7 x 10 64 % 4.8 0.19, NS
L- c. Clostridia 43 % +11 | 2.7x10°5 | 58 % -3.6 0.33, NS

|- 0. Peptostreptococcales 2.0% +1.4 0.0055 1.8% +0.29 0.53, NS

1.7% +1.1 0.017 1.7 % +0.35 0.44, NS
0.74 % +0.75 0.0019 0.56 % +0.13 0.47, NS
26 % +9.4 3.7x10°¢ 30% 4.3 0.12, NS
26 % +9.4 6.4 x 10 31% -4.1 0.14, NS
2.3% +2.7 0.015 0.2% 0.0 0.94, NS

g. Flavonifractor 0.4% +0.38 0.042 0.2% -0.05 0.32, NS




Relativni ¢etnost trid Clostridia a Bacteroidia v ¢ase

Class Clostridia Class Bacteroidia
IBD JIA IBD JIA

P=0.006 P=0.34

P=2.7x107

75%
60%

50% Anti-TNFa

= off
= on

40%

Relative abundance of taxon

25% 20%

0% 0%

3 2 -1 0 1 2 3 3 2 1 0 1 2 3
Time (months) Time (months)

s g oy . Hurych et al, J Crohn Colitis, 2023
IBD = Crohnova choroba, JIA = Juvenilni idiopatickd artritida

Barvy odpovidaji terapii anti-TNF

- modra = vzorek stolice odebrany v dobé, kdy nebyl podavan Anti-TNF; Nasli jsme taxony asociované s vylé€enim
- &ervena = vzorek stolice odebrany pfi podavani anti-TNF. stfevniho zanétu

P-hodnota u Crohnovy choroby je korigovana na pocet testovanych taxonu



DIAGNOSTIKA CD PREDIKCE ODPOVED NA LECBU

10

log10 abundance

XGB-importance = 4 1 8 9 6 5 2
RF-importance 6 1 5 18 4 30 3 9 2 16

* Co je tim rozdilem?
log2foldchange -0.2 32 03 -02 14 07 -48 08 02 35

[ ]

Bacteroides Fo F & Lo o L &P £ °
» Holdemanella S L S F & & & #
* Escherichia-Shigella Q,o*g%& F & \0&00%@"‘@ & E &

& & ‘ ©

Vogel et al, J Crohn Colitis — v recenznim rizeni, 2024



DIAGNOSTIKA CD PREDIKCE ODPOVED NA LECBU

* Opét rakouska metaanalyza E 1.001
(détské kohorty)
* Rozdily mezi respondery (R) a g 0757
non-respondery (NR) g
* Alfa-diverzita: NS g 0.501
e Beta-diverzita: p < 0,001 @
* Co je tim rozdilem? = 02
AUC = 0.89
* Bacteroides 0.00 (0.86-0.92)
* Holdemanella 000 025 050 075 1.00

False positive rate

Profilovani mikrobiomu umoznuje rozlisit odpovéd na Vogel et 1, Crohn Colits —v recenznim fizent, 2024

|écbu u détské Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitidy
(AUC 0,89)




K ¢emu je celé studium lidského mikrobiomu?

» Zkouma patogenezi nemoci spojenych s dysbidozou

* Pomocny diagnosticky nastroj



o ‘

3) Fyziologicka mikrobiota




Mikrobiom

Mikrobiom = charakteristickd mikrobidlni
komunita, ktera obyva urcity racionalné vymezeny
habitat s typickymi fyzikdlnimi a chemickymi

podminkami

Berg et al, Microbiome, 2020

0 C

Microbiome

Microbiota

| Bacteria | Archaea

Fungi | Protists |

Algae

K |

Internal/external structural elements |

Environmental
conditions

' Proteins/ '

“Theatre of activity”

Microbial structural elements

= Poly-
peptides Ak sacharides
Nucleic acids
structural DNA/RNA
mobile genetic elements
incl. viruses/phages relic DNA
Microbial metabolites
' Signalling . (An)organic
molecules Touins molecules |

Berg et al, Microbiome, 2020

Strevni mikrobiom

Respiratory Oral
Actinobacteria Firmicutes
Firmicutes Pro{eobf?crena
Proteobacteria iaffergtd?te;
Bacteroidetes clinobaciena
Fusobacteria
Skin S
Actinobacteria Gut
Bacteroidetes Actinobacteria
Cyanobacteria Bacteroidetes
Firmicutes Firmicutes
Proteobacteria illae
Streptococtt
Enterobacteria
< 7
Vagina U
Lactobacilli

Hou et al, Sig Transduct Target The, 2022

[ Bakteriom ][ Archeom

Virom ] [ Proteom

Mykobiom ][ Parazitom

Transkriptom ] [ Metabolom

~




FYZIOLOGICKA
MIKROBIOTA

NejCastéjsi materialy s fyz. mikrobiotou
Stér kuze

Vytéry z nosu a nosohltanu

Vytér z krku

Vytér z vaginy

Vytér z rekta a stolice

(Sputum a aspiraty z DCD —to je ale
kontaminace z HCD)

NOS
KN stafylokoky, SA
difteroidni tycinky, MC

NOSOHLTAN
difteroidni tyCinky
viridujici streptokoky
ustni neisserie

DO, ZALUDEK
viridujici streptokoky
stni neisserie
veillonelly, GNAC
prevotelly, bakteroidy
v Zaludku vse

v mensim mnoZstvi

DCD A PLICE
dynamicka mikrobiota
(viridujici streptokoky,
prevotely, veillonelly)

TENKE STREVO
laktobacily
bifidobakterie
bakteroidy
streptokoky
enterobakterie aj.

DISTALNI URETRA
KN stafylokoky
difteroidni tyCinky
enterokoky

VAGINA (DOSP. ZENA)
laktobacily
korynebakterie

KN stafylokoky
streptokoky, bakteroidy
G. vaginalis, M. hominis
et genitalium

U. urealyticum

kvasinky (zejm. rod
Candida)

VNE)Si GENITAL
KN stafylokoky
difteroidni tyCinky
Mycobacterium
smegmatis

TLUSTE STREVO
obligatni anaeroby:
bifidobakterie
eubakterie
fusobakterie
peptostreptokoky
klostridie aj.
fakultativni anaeroby:
napr. enterokoky
enterobakterie

KOZE

KN stafylokoky*, SA*
difteroidni tycinky*

C. acnes, mikrokoky
NEHTY

vSe oznacené *

+ mykotické organismy




Stér kuze Koaguldza-negativni stafylokoky,
difteroidy

Vytéry z nosu a nosohltanu Koaguldza-negativni stafylokoky,
difteroidy, nosiCstvi S. aureus

Vyter z krku Viridujici streptokoky a neiserie,
anaeroby

Sputum a aspiraty z DCD Témér ,sterilni“

Vytér z vaginy Laktobacily, koaguldza-negativni
stafylokoky

Vytér z rekta a stolice Enterobakterie, enterokoky, koagulaza-

negativni stafylokoky



Stér kuze Koaguldza-negativni stafylokoky,
difteroidy

Vytéry z nosu a nosohltanu Koaguldza-negativni stafylokoky,
difteroidy, nosiCstvi S. aureus

Vyter z krku Viridujici streptokoky a neiserie,
anaeroby

Sputum a aspiraty z DCD Témér ,sterilni“

Vytér z vaginy Laktobacily, koaguldza-negativni
stafylokoky

Vytér z rekta a stolice Enterobakterie, enterokoky, koagulaza-

negativni stafylokoky



v L L un

. aureus

CoNS nejsou jen S. epidermidis a S. saphrophticus

. capitis

. epidermidis

hominis

. haemolyticus

. lugdunensis

. saphrophticus

Ano
Ne
Ne
Ano

Ano

Ne

++

++

Fyziologicky v nose (asi 20%);

Patogenni potencial:

- IKMT, ortopedické, pneumonie (!
PVL+), IMC, IKR,

- Enterotoxikdza, STSS, SSSS

Fyziologicky na kuzi;
Kolonizace katetrd, nahrad a chlopni

Fyziologicky na kugzi;

IKMT, ortopedické, endokarditida, IKR
Fyziologicky na k(zi;

IMC

* |[KMT = infekce kdize a mé&kkych tkani; IKR =

infekce krevniho recisté; IMC = infekce mocovych cest; STSS =
stafyl. syndrom toxického Soku; SSSS = stafyl. syndrom oparené klze; PVL = Panton-valentin(v leukocidin)




* Kde je ma smysl resit? U vSech
materidll s rizikem tvorby
* Hemokultury*
Katetry se sign. kvantitou*

Ortopedické materidly (tkané, stéry,
punktaty)

Stéry ran u spondylochirurgickych
pacientl

Hluboké rany se znamkami infekce

Biofilm Staphylococcus aureus odebrany z infikovaného zavedeného katétru (The
Role of Bacterial Biofilms in Antimicrobial Resistance, ASM, 2023)



Pozitivni:

2/4 lahvicek

16.12.2023-00:12
16.12.2023-09:48

0
mater: prijato:
upi+lok:
oddél:

aerobni periferie

INDM Interna - standard. 7_stanice uzavieno:

D-Maldi I C-ceka I H-Dohfati I O-opak I E-Klin IV—Iden.KDkyIZ—Zamraz'rlI S-ser I H-mimo IF—DUPLIKATl

L-ldentif

Hzolace

*‘l Vymaz Kopie | F2-ramec F3-oper Fé-vys

Operace Visledek ([F10]-vstup do editoru, [Ins]- tisk, [Ctrl /ins] - kopie operace , [Altins] - kopie vétve, [Shiftins] - vioZit kopii )

MIKROSKOPICKY

17.12-05:41 I Preparat z klinického materialu:

18.12-07:16 I Maldi - koky

citl zony Stafylokoky (3 fady)
Doba do pozitivity

MacCon key puda HK

17.12-07:55
. 17.12-00:52
L 17A12-05:41

g+koky wve shlucich

Staphylococons epidermidis

OXA+ PEN? COT+ ERY+ KLI+ TET+ RIF+ OFL+ VAN- TEI- GEN+ LNZ+ TGC+ CPT+

14 Ok 4im

Materid:  Hemokultivace aerobni periferie
VyZetfeni: hemokultivace, hemokultivace pozitivni , hemokultivace vyockovani

MIKROSEOPICKEY

Preparat z klinického materidlu: g+koky ve shlucich

Kultivace

Walez 1: Staphylococcus epidermidis

BANTIBIOGRAM (diskovd difucni metoda)

oxacilin.... C ofloxacin. C
kotrimoxazol C gentamicin C
ErythromyCin.ce ceenn sesanannan C linezolid. ceennveeenannnncnnas C
KlindamyCine e ssenssssanannnn C tigecyklin.eese v eeenennnncnnnn C
tetracyklin. e ienns siii e C ceftaroline. .o cene e nne cnnnn C
rifampiciNeiesesssassasansnnnns C

Zkratky: C = citlivy, R = rezistentni, I = intermedidlni, * = vysledek k dispozici po konzultaci

ATB stiediskem




Signifikantni

kvantita (>15 CFU)

15.12.2023-12:01
16.12.2023-13:33

=]

centréini Zilni
CH34 3_chir_klinika-JIP asept uzavieno:

= — aldi I C-ceka I H-Dohfati I O-opak I E-Klin IV—IUen.KDkyIZ—Zamraz'rtI S-zer I X-mimo IF—DUPLIKAT'

Vysledek ([F10]-wvstup do editoru, [Ing] - tisk, [Ctrl /ins] - kopie operace | [AltIns] - kopie vétve, [Shiftng]

16.12-08:12 || izolace na Krevni agar dete
18.12-08:32 I Maldi - koky Staphylococcus hominis
18.12-10:23 citl zény Stafylokoky OXA PEN? COT ERY FKLI TET RIF OFL VAN TEI GEN LNZ TGC CPT
16.12-08:12 | | kvantita > 15 CFO

. 16.12-08:12 |] duplikat operace
16.12-08:12 I izolace na Krevni agar
18.12-08:32 I Maldi - koky

J (=H . 15.12-13:33  Krevni agar (Columbia) SONO negativni
J L 15.12-13:33  Trypton-sojovy bujon

Materidl:  Katetr cévni centralni Zilni
VySetfeni: céwni katetr - vySetfeni

MRAET

Walez 1: Staphylococcus hominis =15 CFU

SO0ND

Nalez: pegqativni




o 12.12.2023-10:40
pfijato: 12.12.202313:54

Tkai
]II"IE (nutno uvest Iokahzam) TEP genus |. sin.

mater:
upi+lok:

uzaviena:

Kult Dat Operace Vysledek ([F10]-vstup do editoru, [Ins] - tisk, [Ctrl /ins] - kopie operace |, [AltIns] - kopie vétve, [Shiftins] - vioZit kopii ) T(U|O

WMIKROSKOPICKY

J 12121354 I Preparat z klinického materialu: bunééna drt, lenkocyty masivné, bez mikrobun

J__I—I III
L 12121354 I Krevni agar se stafyl.Carou (Columbia) negativni -

|| L 12.12-06:50 [ doniati asse = O

| 12 12-1354  MacConkey agar e

. 12.12-13:54 | | bujén thioglykolatovy
. 1212-1354 I Kkrevni agar (Columbia) - pomnozeni dees

14.12-08:18 I Maldi - koky Staphylococcus epidermidis

14.12-08:18 | | citl zony Stafylokoky (3 fady) OXA- PEN? COT+ ERY- KLI- TET+ RIF+ OFL- VAN+ TEI+ GEN+ LNZ+ TGC+ CPT+
. 1212-13:54  MacConkey agar - pomnoZeni

— . 1212-1354  Schaedler - 1.éteni Begativad < |oco O
s . 12121354 Schaedler VL Wysledek prodlomZené kultivace sdélime dodatedné. -
|+ . 12.12-13:54 | Bujén pro anaerobni kultivaci - thioglykolatovy O
b sarster. wackonos. ey - [ . O
| (= . 1212—13:54. Schaedleniv agar - primokultivace a5 - O x
| |: 1412—07:05. Maldi - anaerobi il s e |eea O D

14.12-08:33 | | kvantita seela—-ojedinsle = O



Co tento nalez?

Material:  Stér z rany, defektu, pistéle, eflorescence... hluboka operaéni 1.vzorek (Odbér)
VyEetfeni- hluboka rana - kultivace v&. anaerobi

PRIMOEULTIIVACE

Nilez 1: Staphylococcus pseudintermedius
ANTIBIOGRAM [diskovd difusni metodal

OXAC1liN. . wseanssnnnanans naean C VEANKOMYC I e s s s sasnnssamnsnmasn
kotrimoXazZol. e cievnnnvns wnnna C teikoplanin. e veesnnnsnnannas
{=ag ' o e o< 8 AR C gentamicin...eeveeseneennannns
KlindamyCife . es ssnnsanans saeas C linezolid. seeeesassnasannsnmas
tetracVklin. . un ssnnnanansnaean C Ligec¥kliNeuuee sananasannsnmasn
rifampicin...cecievnnnnnsnnnna C ceftarcling. . veerienesnnannas
ofloXacin. seeen ciannnnnnsnnnan C

Walez 2: Corynebacterium sp
ANTIBIOGREM ([diskova difusni metodal

PERIcilin. weeen snnsnanannannan R CefobaXiM. suueevannnananasnnasn

F=111 1 a0 e C rifampicin.. e vneiin s nnsnnas

ElindamyciNes s ssanssnvnsnnnsa 23 VaRKOMYCiNesasssassnnssnnannns

KOLrimOKAZOLl. e cieuwnnnnnannna C linezolid. e snenenesnnanann

noEfloXacin. e v cievnnnnnswnnna C tigecyklin.. e neeinnnennannas
BOMNOZENT

Nalsz: dtto

Enaerobni kultivace

Walez: negativni

NNz ErEE]

e ErEe ]



Prvni zachyt Staphylococcus pseudintermedius
z humanniho klinického materialu v Ceské republice

The first isolation of Staphylococcus pseudintermedius
from a human clinical specimen in the Czech Republic

Petr Petrds, Pavel Svec, Ivana Machovd

— Souhrn « Summary

Staphvlococcus pseudintermedius je jednim z nejnovéjiich stafvlokokovych druht, popsany v roce 2005 u ne-
moenych zvifat. Je pravdépodobné, Ze i tento druh bude hrit roli v lidskych infekeich obdobné jako fenotypové
velice piibuzné kmeny S. intermedius. Tyto dva druhy je modné odlifit pouze s vyuZitim molekulimé-biologic-
k¥ch metod. Prezentovany kmen byl izolovin z vitéru krku pfi faryngitid® majitelky domdciho psiho mazlicka
11 let pfed prvnim popisem druhu v taxonomické literatufe.

Staphyvlococcus pseudintermedius, one of the most recently described staphylococcal species, was isolated from
diseased animals in 2005, Similarly 1o phenorypically highly related 8. intermedius, it is alse likely 10 play a
rafe in human infections. These two species can only be distinguished from each other by molecular biological
methods. The presented strain Staphylococeus peeudintermedius was isolated from a throat swab of a pet dog
owher with pharvagitis 11 vears before the first report of this species in the taxonomic literature.

Zprdvy EM (SZU, Praha) 2010, 193): B5-67.




a ]mdie. visledku sh]uknvé‘annl)"z}' I;}'l rovnéz zafazen do
druhu 5. pseudintermedius (Obrizek 1).

ZLiveér

le pravdépodobné, fe kmeny 8. pseudintermedius budou
hréit svou roli i v lidskych onemocnénich, pfedeviim tam,
kde doflo ke kontaktu se zvifetem, napf. po kousnuoti
psem. Spolehlivd identifikace a odlifeni drubu 5. psewd-
intermedius od 8. intermedius jsou viak moZné pouze
5 vyuZitim molekulirné-biologickych metod.

V soufasnosti existuje v rodu Staphylococcus 32 va-
lidné popsanych taxond. ¥V poslednim &isle taxonomic-
kého casopisu International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology byl zvefejnén popis druhu
5. massiliensis. Jeden kmen tohoto koagulizanegativniho
stafylokoka izolovali francouziti bakteriologové z moz-
kového abscesu 52letého muZe, kiery byl operovin pro
nidor na mozku. Fenotypové je kmen 8. massiliensis
54027767 nejbliZzii s drubem 8. pettenkoferi. Nizev do-

1. HOOVENS LA, VANKSSIDETENET A, 19081 A, 21 Al PICST Case
of Staphviococcns psendintermedius infection in a human.
J Clin Microbiol 2006; 44(12): 4609-4612.

13, Chuang CY, Yang YL, Hsueh PR, Lee PL Catheter-related
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Kdyz neni interpretace mikrobiologa — vzdy mu radeji volat




Vsechno ve sterilnim vzorku:

O Tkané
O Srdecni chlopné

| Hemokultu 'Y (kromé jedné z vicero
lahvicek, kde KN stafylokoky — susp. kontaminace)

O Kloubni aspirat

d Mozkomisni mok

Mimo jiné:

d Vice nez 103 CFU ze
suprapubické punkce

d STD patogeny u déti

d E.coli ze vzorku stolice u déti
do 2 let



Take-home message

* Sekvenovani v mikrobiologii
 VV diagnostice se uplatnuje zejm. panbakterialni PCR
* Material: primarné sterilni - tkané, tekuté materialy

e Lidsky stfevni mikrobiom
* Nevim, co je zdravy mikrobiom, ale vime jak pecCovat o jeho zdravi

* Jeho studium se zabyva mj. otazky patogeneze nekterych onemocnéni a
pomaha vyuziti jako diagnosticky nastroj

* Fyziologicka mikrobiota
* Potreba rozlisit, kdy ,vadi“ a kdy nikoliv



Vice informaci o mikrobiomu a vsem
novém kolem néj nyni najdete snadno!
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CMS EMs v Proodborniky v Propacientyalaiky v Podcasty Procleny  English v
Ceska mikrobiomova spolecnost CLS JEP
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Ceska mikrobiomova P e ey
spoleénost CLS JEP

MIKROBIO(M)NOVINY

Ceska mikrobiomové spoleZnost je mezioborové sdrueni viech
zdjemeu o problematiku mikrobiomu a jeho vlivu na zdravi a

vznik nemoci a to jak z fad odbornikd, tak z fad laické verejnosti

‘ODBORNE AKCE Sleduji

&i pacientskych organizaci.

Ceska mikrobiomova spoleénost CLS JEP

Oficidinf aEet CMS CLS JEP.
Pravidelné informace ze svéta mikrobiomu pro odbornou i laickou vefejnost

https://www.mikrobiom-cms.cz/
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