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tradicni mikrobiologie

mikroskopie
kultivace, ID a AST
detekce antigenu
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Streptococcus pneumoniae

sérologie a protilatky
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nova mikrobiologie

analyza DNA Ci RNA:
diagnostika (ID)

epidemiologie
virulence
antimikrobialni rezistence




MALDI TOF




Detekce DNA ¢i RNA z davodu diagnostického

Vyhody
 zachyt nekultivovatelnych agens, pomalu rostoucich, "narocnych”

* rychlost provedeni

* vysoka citlivost metody
 detekce i pri soucasné podavané antibioticke lecbé

» kvantifikace




Detekce DNA ¢i RNA z duvodu diagnostického

Nevyhody
nastrahy v interpretaci, na prvni pohled neviditelné:

 pochazi detekovana DNA ze Zivého agens?

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

C Detection unlikely? ) | ( PCR - Likely positive )C PCR - Likely negative®
|

Antibody detection

Increasing probability of detection
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Symptom onset

Nasopharyngeal swab PCR Bronchoalveolar lavage/sputum PCR IgM antibody

- Virus isolation from respiratory tract Stool PCR > - IgG antibody




DNA diagnostika

—

na predem zvoleny na kterykokoliv
mikroorganismus mikroorganismus
(patogen-specifické vySetreni) (Sirokospektré vysetreni)

Priklady agens Priklady situaci
Clostridium difficile infek&ni endokarditidy (srde¢ni chlopné)

Mycobacterium tuberculosis kloubni infekce (k'OUbnl' punktéty, tkéné)
SARS-CoV-2 abscesy, biopsie ...




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

Jak vypada
vysledek
PCR

Hodnota Ct = cyklus PCR,
kdy zac€ina nartstat 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)

na kterykokoliv mikroorganismus
(Sirokospektré vysetteni)




cilova sekvence pro primery musi byt unikatni pro bordetelu

TGCCGTAA
>  —

bordetella | ACGGCATT [CGGCAACTGTGCACTTGGACA] TATACA |

Jina bakterie |ACGGCATA [CGGCAACTGTGCACTTGGACA]AATACA |

a jesté jina | ACGGCARAICGTCCACAGTGCACTTGGACA|GATACA]




PCR pozitivita
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DETEKCE bordetely




HorecCka. Co je pricinou?
(potfeba detekovat kteroukoliv bakterii,
protoze kterakoli bakterie muze zpusobit sepsi)

DNA diagnostika

& ~—

na pfedem zvoleny
mikroorganismus
(patogen-specifické vysetfeni)

na kterykokoliv mikroorganismus
(Sirokospektré vysetreni)




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
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DNA diagnostika

/

na predem zvoleny na pfedem zvolené mikroorganismy

mikroorganismus

(patogen-specifické vysetreni

(patogen-specifické vySetreni) v multiplexu)

Priklady agens

Clostridium difficile

Priklady syndromu

respiracni infekce

Mycobacterium tuberculosis meningitidy

SARS-CoV-2

strevni infekce




Respiracni infekce virové
chripka A vCetne typizace
chripka B
RSV
rhinovirus
parainfluenzaviry
adenovirus
metapneumovirus
koronaviry

Sexualné prenosna
onemochneéni

Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma hominis
Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum
Trichomonas vaginalis

Atypické pneumonie

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia psittaci
Legionella pneumoniae
Pneumocystis jiroveci

Strevni infekce

Salmonella
Campylobacter

Shigella
enterohemoragicka E. coli

Meningitidy
Streptococcus pneumoniae
Neisseria meningitidis
Haemophilus influenzae
Escherichia coli
Streptococcus agalactiae
Listeria monocytogenes
HSV a VZV
enteroviry




Patogen-specificka vySetfeni a POCT (point-of-care testing)

K dispozici mnoho technologii, komercné nabizenych
"dvé mouchy jednou ranou" v pripade multiplexu

Chfipka/RSV 20 min E. coli, S. aureus, K. 27 puvodcl pneumonie
C. difficile 45 min pneumoniae, A. baumannii, a 7 markeru rezistence
S. aureus (MRSA) 60 min P, aeruginosa, E. faecium

M. tuberculosis 80 min to vSe za 3,5 hod 60 min




Patogen-specificka vySetfeni a POCT (point-of-care testing)

Cena za uzavreny systém (a omezena kapacita)

Chfipka/RSV 20 min

C. difficile 45 min

S. aureus (MRSA) 60 min
M. tuberculosis 80 min

cca 1,000 Kc/vySetreni

E. coli, S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa, E. faecium
to vSe za 3,5 hod

cca 4,000 Kc/vysetreni

27 puvodcl pneumonie
a 7 markeru rezistence

60 min

cca 3,500 Kc/vysetreni




Patogen-specificka vySetfeni a POCT (point-of-care testing)

Zrady v automatickych odectech

Test Result: SARS-CoV-2 POSITIVE Test Result: ARS-CoV-2 POSITIVE

Analyte Result Analyte Result

Analyte Probe Analyte Probe
Result Check Result Check

Result Result




Patogen-specificka vySetfeni a POCT (point-of-care testing)

Unikaji "off-target" patogeny

On-panel pathogen detections

Drevinek et al. Direct Detection of ESKAPEc pathogens from whole blood using T2Bacteria ... MicrobiologyOpen. 2021




Patogen-specificka vySetfeni a POCT (point-of-care testing)

Cena za uzavreny systém (a omezena kapacita)

Zrady v automatickych odectech

Unikaji "off-target" patogeny

Patogen versus nevinny prihlizejici (infekce vs. kolonizace?)

Acinetobacter baumanii complex  Adenovirus
Enterobacter cloacae complex Coronavirus
MPV
Rhinovirus/Enterovirus
Influenza A
Influenza B
shsisllaanawnaniae group MERS-CoV
RSV
Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens CTX-M
Staphylococcus aureus IMP
Sieptasassusagalactiae KPC
mecA/Cand MREJ
Streptococcus pyogenes NDM
Chlamydophila pneumoniae OXA-48-like
Legionella pneumophila VIM

Mycoplasma pneumoniae




DNA diagnostika

na kterykokoliv

mikroorganismus
(Sirokospektré vysetreni)

Priklady situaci

infek&ni endokarditidy (srde¢ni chlopné)
kloubni infekce (kloubni punktaty, tkané)
abscesy, biopsie ...

* Z primarne sterilnino materialu

.... Jinak se stane tohle:




LTGCTAGTGEACNGGHNGANACC
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Vysledek sirokospektré “16S PCR”
— vzorky z kardiovaskularni chirurgie:

o

material 16S sekvenace kultivace

trikuspidalni chlopen Staphylococcus aureus negativni
aortalni chlopen Bartonella quintana negativni
aortalni chlopen Enterococcus faecalis negativni
trikuspidalni chlopen Staphylococcus aureus negativni
mitralni chlopen Streptococcus anginosus negativni
mitralni chlopen Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
trikuspidalni chlopen negativni negativni

trikuspidalni chlopen Staphylococcus aureus negativni

1
2
3
4
5
6
7
8
9

aortalni chlopen Bartonella quintana negativni
mitralni chlopen Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
aortalni chlopen Enterococcus faecium negativni
trikupidalni chlopen Enterococcus faecium negativni
aortalni chlopen Enterococcus faecalis negativni
mitralni chlopen Staphylococcus aureus negativni

chlopen Bartonella quintana negativni




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
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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

uzite€né pro:

« diagnostiku neobjasnénych stavu (pfimo z klinického materialu)




Diagnostika neobjasnénych stavu a NGS

Sample Material

Culture

165-23SrDNA NGS
Identification

Bacterial
fraction (%)

1

Brain abscess

Porphyromonas asaccharolytica
Porphyromonas somerae
Parvimonas micra

Fusobacterium spp.
Porphyromonas spp.

99,5
0,2

Blood culture

Unidentified gram positive rods

Actinotignum spp.

100,0

Joint tissue

Negative

Rothia mucilaginosa

Corynebacterium spp.
Cutibacterium acnes

Joint punctate

Negative

Capnocytophaga canimorsus

Bloodvessel tissue

Negative

Cutibacterium acnes
Staphylococcus epidermidis
Anaerococcus spp

Brain abscess

Negative

Dialister pneumosintes
Parvimonas micra
and 18 additional identifications

Pleural fluid

Fusobacterium nucleatum

Prevotella pleuritidis
Fusobacterium nucleatum
Actinomyces meyeri




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

uzite€né pro:

« diagnostiku neobjasnénych stavu (pfimo z klinického materialu)
» epidemiologii (z Cistych kultur)




Epidemiologie (molekularni) a NGS




|dentifikace kmene genotypizacnimi metodami




Metody genotypizace

« ,Gel (image)-based”
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Metody genotypizace

 ,Sequence-based”
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jen vybrané geny
= multilocus sequence
typing (MLST)
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vSechny geny
= whole genome
sequencing (WGS)




Priklad 2: "sequence-based" (WGS)

Phylogeny
Clade
20H [Beta VZ) 174
200 {Alpha, V1) 178
| 200 (Gamma_ V3 204
21A [Delta) 206G
211 {Defta) 20B
211 [Delta) 20F
210 {Eia) 20D
| 21G (Lambda) HE(EUL)
21H {Mu)

2020-Mar 2020-lun 2 5 2021-Mar




Zaver

» Hlavni duvody pouziti molekularni mikrobiologie:
- rychlost vySetreni
- citlivost, specificita

- detekce nekultivovatelnych agens
- detekce pri souCasné podavané ATB |écbe

» Metodika je propracovana

- nabidka Siroké Skaly patogen-specifickych PCR
- nékdy i panbakterialni PCR

* NGS a metagenomika, epidemiologie

* obor se svétlou budoucnosti




