
Molekulární mikrobiologie

Pavel Dřevínek



tradiční mikrobiologie
mikroskopie 
kultivace, ID a AST 
detekce antigenu

sérologie a protilátky



nová mikrobiologie
analýza DNA či RNA:
• diagnostika (ID)
• epidemiologie
• virulence
• antimikrobiální rezistence



MALDI TOF



Výhody

• záchyt nekultivovatelných agens, pomalu rostoucích, "náročných" 

• rychlost provedení

• vysoká citlivost metody

• detekce i při současně podávané antibiotické léčbě

• kvantifikace

Detekce DNA či RNA z důvodu diagnostického



Nevýhody

nástrahy v interpretaci, na první pohled neviditelné:

• pochází detekovaná DNA ze živého agens?

• pozitivní výsledek: artefakt, kontaminace, kolonizace či patogen?

Detekce DNA či RNA z důvodu diagnostického



DNA diagnostika

na předem zvolený 
mikroorganismus

(patogen-specifické vyšetření)

Příklady agens

Clostridium difficile
Mycobacterium tuberculosis
SARS-CoV-2

na kterýkokoliv 
mikroorganismus 

(širokospektré vyšetření)

Příklady situací

infekční endokarditidy (srdeční chlopně)
kloubní infekce (kloubní punktáty, tkáně)
abscesy, biopsie ...



Pracovní kuchařka:

jak si vlastně "rozchodit" PCR tak, aby 
dělalo to, co si přejeme, že má dělat



detekce zaměřena na nukleotidovou sekvenci

ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACA

TGCCGTAAGCCGTTGACACGTGAACCTGTATATGT

primer

primer

Jak vypadá 
výsledek 

PCR

fluorescenční sonda

Hodnota Ct = cyklus PCR, 
kdy začíná narůstat PCR signál

čím je Ct hodnota nižší, tím více je 
detekovaného agens ve vzorku



Má pacient černý kašel?
(potřeba detekovat bordetelu, ostatní mikroorganismy mě nezajímají)

DNA diagnostika

na předem zvolený 
mikroorganismus

(patogen-specifické vyšetření)

na kterýkokoliv mikroorganismus 
(širokospektré vyšetření)



ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACA

TGCCGTAA

bordetella

ACTGCATT AATACAACTGCATT AATACAACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACAACGGCATA AATACAjiná bakterie

ACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCAAA GATACAACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCAAA GATACAACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCAAA GATACAa ještě jiná

cílová sekvence pro primery musí být unikátní pro bordetelu



PCR pozitivita  

DETEKCE bordetely



Horečka. Co je příčinou?
(potřeba detekovat kteroukoliv bakterii, 

protože kterákoli bakterie může způsobit sepsi)

DNA diagnostika

na předem zvolený 
mikroorganismus

(patogen-specifické vyšetření)

na kterýkokoliv mikroorganismus 
(širokospektré vyšetření)



stafylokok ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACA

streptokok ACGGCATTCGATTACTGTACACTTGCCCATATACAACGGCATT TATACA

enterokok ACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACAACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACA

cílová sekvence pro primery je přítomna u všech bakterií

TGCCGTAA

Situace B



PCR pozitivita  

DETEKCE bakterie, 
ale které vlastně?

IDENTIFIKACE 
konkrétní bakterie  

+ sekvenace  



Výsledek sekvenace PCR produktu:

C T G A

S. aureus



stafylokok ACGGCATTCGGCAACTGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACA

primery

streptokok ACGGCATTCGATTACTGTACACTTGCCCATATACAACGGCATT TATACA

enterokok ACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACAACGGCATTCGTCCACAGTGCACTTGGACATATACAACGGCATT TATACA

cílová sekvence pro primery je přítomna u všech bakterií

gen pro 16S rRNA

situace B !



DNA diagnostika

na předem zvolený 
mikroorganismus

(patogen-specifické vyšetření)

Příklady agens

Clostridium difficile
Mycobacterium tuberculosis
SARS-CoV-2

Příklady syndromů

respirační infekce
meningitidy
střevní infekce

na předem zvolené mikroorganismy
(patogen-specifické vyšetření 

v multiplexu)

MRSA
VRE
KPC
NDM



Respirační infekce virové

chřipka A včetně typizace
chřipka B
RSV
rhinovirus
parainfluenzaviry
adenovirus
metapneumovirus
koronaviry

Sexuálně přenosná 
onemocnění

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

Meningitidy

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

Střevní infekce

Salmonella
Campylobacter
Shigella
enterohemoragická E. coli

Atypické pneumonie

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Chlamydia psittaci
Legionella pneumoniae
Pneumocystis jiroveci



K dispozici mnoho technologií, komerčně nabízených
"dvě mouchy jednou ranou" v případě multiplexu

Patogen-specifická vyšetření a POCT (point-of-care testing)

Chřipka/RSV 20 min
C. difficile 45 min
S. aureus (MRSA) 60 min
M. tuberculosis 80 min



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

27 původců pneumonie 
a 7 markerů rezistence

60 min





Cena za uzavřený systém (a omezená kapacita)

Chřipka/RSV 20 min
C. difficile 45 min
S. aureus (MRSA) 60 min
M. tuberculosis 80 min

cca 1,000 Kč/vyšetření 

x

cca 4,000 Kč/vyšetření cca 3,500 Kč/vyšetření 

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

27 původců pneumonie 
a 7 markerů rezistence

60 min

Patogen-specifická vyšetření a POCT (point-of-care testing)



Cena za uzavřený systém (a omezená kapacita)
Zrady v automatických odečtech

x
x

Patogen-specifická vyšetření a POCT (point-of-care testing)



Cena za uzavřený systém (a omezená kapacita)
Zrady v automatických odečtech
Unikají "off-target" patogeny

x
x
x

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

Patogen-specifická vyšetření a POCT (point-of-care testing)



Cena za uzavřený systém (a omezená kapacita)
Zrady v automatických odečtech
Unikají "off-target" patogeny
Patogen versus nevinný přihlížející (infekce vs. kolonizace?)

x
x
x
x

Patogen-specifická vyšetření a POCT (point-of-care testing)



DNA diagnostika

na kterýkokoliv 
mikroorganismus 

(širokospektré vyšetření)

Příklady situací

infekční endokarditidy (srdeční chlopně)
kloubní infekce (kloubní punktáty, tkáně)
abscesy, biopsie ...

• z primárně sterilního materiálu

.... jinak se stane tohle:





ID materiál 16S sekvenace kultivace

1 trikuspidální chlopeň Staphylococcus aureus negativní

2 aortální chlopeň Bartonella quintana negativní

3 aortální chlopeň Enterococcus faecalis negativní

4 trikuspidální chlopeň Staphylococcus aureus negativní

5 mitrální chlopeň Streptococcus anginosus negativní

6 mitrální chlopeň Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

7 trikuspidální chlopeň negativní negativní

8 trikuspidální chlopeň Staphylococcus aureus negativní

9 aortální chlopeň Bartonella quintana negativní

10 mitrální chlopeň Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis

11 aortální chlopeň Enterococcus faecium negativní

12 trikupidální chlopeň Enterococcus faecium negativní

14 aortální chlopeň Enterococcus faecalis negativní

15 mitrální chlopeň Staphylococcus aureus negativní

16 chlopeň Bartonella quintana negativní

Výsledek širokospektré “16S PCR” 
– vzorky z kardiovaskulární chirurgie:



DNA diagnostika

na kterýkokoliv 
mikroorganismus 

(širokospektré vyšetření)

Metoda

PCR genu pro 16S rRNA
a Sangerovo sekvenování

na všechny 
mikroorganismy 
(metagenomika)

Metoda

Masivně paralelní sekvenování     
(NGS)





DNA diagnostika

na kterýkokoliv 
mikroorganismus 

(širokospektré vyšetření)

Metoda

PCR genu pro 16S rRNA
a Sangerovo sekvenování

na všechny 
mikroorganismy 
(metagenomika)

Metoda

Masivně paralelní sekvenování     
(NGS)

užitečné pro:

• diagnostiku neobjasněných stavů (přímo z klinického materiálu)



Diagnostika neobjasněných stavů a NGS



DNA diagnostika

na kterýkokoliv 
mikroorganismus 

(širokospektré vyšetření)

Metoda

PCR genu pro 16S rRNA
a Sangerovo sekvenování

na všechny 
mikroorganismy 
(metagenomika)

Metoda

Masivně paralelní sekvenování     
(NGS)

užitečné pro:

• diagnostiku neobjasněných stavů (přímo z klinického materiálu)
• epidemiologii (z čistých kultur)



Epidemiologie (molekulární) a NGS



Rod Druh Kmen

Identifikace kmene genotypizačními metodami



• „Gel (image)-based“

Metody genotypizace



• „Sequence-based“

všechny geny  

= whole genome 

sequencing (WGS)

Metody genotypizace

jen vybrané geny  

= multilocus sequence 

typing (MLST)



Příklad 2: "sequence-based" (WGS)



Závěr

• Hlavní důvody použití molekulární mikrobiologie: 

- rychlost vyšetření
- citlivost, specificita
- detekce nekultivovatelných agens
- detekce při současně podávané ATB léčbě

• Metodika je propracovaná

- nabídka široké škály patogen-specifických PCR
- někdy i panbakteriální PCR

• obor se světlou budoucností 

• NGS a metagenomika, epidemiologie


