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SOUHRN

V posledni dekadé doslo k velkému rozmachu vyuziti molekularné-genetickych metod v klinické
mikrobiologii. Tyto metody prinaseji nové poznatky a pristupy v celé oblasti mikrobiologie —
v taxonomii a identifikaci mikrobu, diagnostice infekénich agens, epidemiologii infekénich
onemocnéni a antibiotické rezistence. Predkladany text nabizi zavéry z jednani Pracovni skupiny
molekularni mikrobiologie (PSMM-TIDE) v ramci 2. vyro¢niho zasedani Spolec¢nosti pro lékarskou
mikrobiologii CLS JEP.

Kli¢éova slova: molekularni mikrobiologie - typizace - identifikace - taxonomie - PCR - klinicka
mikrobiologie.

SUMMARY

Hrabak J., Bunéek M., Dendis M., Horvath R., Chronakova A., Libra A., Nesvera J., Pantucek
R., Piskunova N., Pliskova L., Razi¢ka F., Sauer P., Sedlaéek I., Trubaé P., Zampachova E.,
Zemli¢kova H., Scharfen J.: The Use of Molecular Genetics Techniques in Clinical
Microbiology — Final Report from the Workshop of the Molecular Microbiology Working Group
TIDE

In the last decade, there has been a rapid development in the use of molecular genetics methods
in clinical microbiology. Novel technologies bring new knowledge and approaches to various
disciplines of microbiology - taxonomy, identification of microbes, clinical diagnosis,
epidemiology of infectious diseases and antibiotic resistance. This article summarizes the
conclusions from the workshop of the Molecular Microbiology Working Group TIDE held during
the Second Annual Meeting of the Society for Medical Microbiology of the J. E. Purkyne Czech
Medical Association.

Key words: molecular microbiology - typing - identification - taxonomy - PCR - clinical
microbiology.

Uvod ké mikrobiologii. Nejéastéji vyuzivanou metodou
je pravdépodobné polymerazova ietézova reakce
(PCR) v riznych uspotradanich — at jiz v realném

V posledni dekadé doslo k velkému rozmachu ¢ase, s analyzou velikosti produktu na agarézo-
vyuziti molekularné-genetickych metod v klinic- vém gelu, s vyhodnocenim hybridizaci vysledné-
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ho produktu atp. Nasledné se do rutinni dia-
jakymi jsou napi. sekvenace DNA nebo in situ
hybridizace.

Vyuziti téchto metod pokryva celé spektrum
mikrobiologie — virologii, bakteriologii, mykologii
a parazitologii. Pfesto vSak nelze tento metodic-
ky piistup z mikrobiologické diagnostiky vytés-
novat a ziskané vysledky interpretovat bez obec-
né znalosti oboru klinické mikrobiologie jako
celku. Lze zaznamenat, Ze je molekularné-gene-
tickym metodam piisuzovana vétsi role, nez je
z obecné platnych zakonitosti oboru mozné. Jsou-
-li témito metodami prokazovany obligatni pato-
geny, byva interpretace vysledku snazsi. Pokud
v8ak prokazujeme patogeny fakultativni, coz
reprezentuje prevaznou céast bakteriologické
a mykologické diagnostiky, nemusi byt interpre-
tace vysledkta snadna. Vidy je nutné vzit v dva-
hu, Ze se jedna o vzajemnou interakeci dvou (pii-
padné vice) zivych organismt — mikrobialniho
agens a hostitele.

Na 1. vyroénim zasedani Spole¢nosti pro
lékaiskou mikrobiologii CLS JEP, konaném ve
dnech 19. a 20. ¢ervna 2009, byl iniciovan vznik
pracovni skupiny, ktera se bude zabyvat apli-
kaci molekularné-genetickych metod v klinické
mikrobiologii. Pracovni skupina molekularni
mikrobiologie — TIDE (PSMM, Taxonomie,
Identifikace, Diagnostika, Epidemiologie) byla
ustavena na svém prvnim zasedani dne 16. 9.
2009.

Tento dokument vznikl jako konsenzus z jedna-
ni PSMM-TIDE na 2. vyroénim zasedani Spolec-
nosti pro lékaiskou mikrobiologii CLS JEP ve
dnech 19. a 20. tnora 2010 v Nemocnici Na
Homolce.

Definice

Molekularni mikrobiologie je metodickym
a nevyc¢lenitelnym piistupem v ramci oboru kli-
nické mikrobiologie a vychazi ze zakladniho
dokumentu — Koncepce oboru (http:/www.splm.
cz/dokumenty/koncepce_oboru.pdf). Molekular-
né-geneticky pristup musi byt feSen v ramci
komplexniho procesu diagnostiky etiologického
agens infekéniho onemocnéni, zahrnujici v sobé
preanalytickou fazi, spravné metodické prove-
deni v analytické fazi a dale v postanalytické
fazi interpretaci vysledku a navrh terapie
v kontextu p#islu§ného klinického p#ipadu jako
celku. Dalsim specifickym vyuzitim molekular-
né-genetickych metod je typizace mikroba pro
epidemiologické ucely.

—b-

Aplikace metod molekularni biologie
v klinicko-mikrobiologické diagnostice

Metody detekce a analyzy nukleovych kyselin
(NK) se postupné zarazuji mezi standardni mik-
robiologické vysSetifovaci metody. V diagnostice
celé rady patogennich mikroorganismt jsou
dokonce prinosnégjsi nez metody ,tradiéni“, popi-
jsou i jediné v praxi realné pouzitelné (napft. v dia-
gnostice chlamydii, mnohych virovych agens).
Zdravotnicka veiejnost by tedy k témto metodam
méla pristupovat jako ke standardnim a méla by
byt co nejobjektivnéji informovana o jejich opti-
malnim vyuzivani.

Pracovni skupina molekularni mikrobiologické
diagnostiky (PSMM-TIDE) si dava za cil piispét
k technologické i interpretacni standardizaci
téchto diagnostickych postupt v regionu. Jednot-
livymi cily budou:

a) Problematika kontroly kvality a standardizace
prdce laboratori: Zajisténi srovnatelnych kvalit-
nich materialnich a personalnich vstupt, mj.
laboratorntho materialu, diagnostickych kit
apod., a dale otazka kvalifikace pracovnikt mole-
kularnich diagnostickych laboratoii v mikrobiolo-
gii. Vypracovani konsenzualnich doporudeni
v podobé manualu ¢ standardnich operacnich
postupt pro klinické laboratoie. Manualy se obec-
né a pro jednotliva agens zaméri na potieby labo-
ratofi (Jak uchovavat vzorky pted zpracovanim
a jak je archivovat; Jak zpracovavat vzorky pied
izolaci NK; Jak izolovat NK a standardizovat
vytézek; Doporuceni k ,ekvivalentu vySetieného
klinického materialu®; Jaké metody analyzy NK
pouzit?; Jaké jsou vhodné a nevhodné cilové
sekvence s popisem konkrétnich rizik nebo
zvlastnosti, variability apod.; Specificka doporu-
¢eni pro jednotliva agens; Piehled moznosti exter-
niho hodnoceni kvality a kvalitnich referenénich
laboratoti; Zptsob pfipravy naméfenych dat pro
prezentaci kliniktim (uzivatelim); Zpusob inter-
akce a spoluprace na interpretaci mezi mikrobio-
logem a uzivatelem, apod.).

b) Problematika aplikacni a interpretacni: Vypra-
covani konsenzualnich doporuéeni v podobé
manudlt pro pracovniky laboratoii a pro klinické
uzivatele. Manualy se obecné, ale piredevsim kon-
krétné pro jednotlivé agens zaméiri na potieby
a otazky klinickych uzivateltt (Co lze od téchto
metod realné ofekavat?; Jak a kdy odebirat vzor-
ky a jak zasilat do laboratoii?; S jakymi jinymi
diagnostickymi metodami je vhodné molekularné-
-biologickou diagnostiku kombinovat?; Jak rozu-
mét laboratornim vysledktim, tj. co je ,normalni
hodnota“ a co je klinicky vyznamné?; Jak inter-
pretovat kvantitativni vysledky?; Jak hodnotit
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kinetiku infekce mérenou metodami molekularné-
-mikrobiologické diagnostiky?; Jaky je stavajici
stav poznani o asociaci laboratornich vysledka
s klinickym stavem pacienta?).

Pracovni skupina sdruZuje odborniky v oboru
molekularni diagnostiky a zaméfi se primarné na
rutinni klinické aplikace. Pokusi se predevsim
na jednotlivda agens a pusobit jako garant pro
rutinni klinické uzivani molekularnich biologic-
kych metod v klinické diagnostice.

Taxonomie a identifikace v bakteriologii
pomoci analyzy DNA

Taxonomie si klade za cil charakterizovat mik-
roorganismy a zaradit je urcitym zptusobem do
taxonomickych jednotek, tzv. taxont, a to na
zakladé prukazu jejich vlastnosti a vzajemného
ptibuzenského vztahu. Mikrobiologicka taxono-
mie v sobé zahrnuje klasifikaci, nomenklaturu
a identifikaci bakterii. Fenotypové vlastnosti
doplnéné o vysledky metod molekularni biologie
studujici genetickou ptibuznost (DNA/DNA hyb-
ridizace, DNA/rRNA hybridizace, sekvenovani
gent pro rRNA a nékteré proteiny, PCR typizace)
a také o chemotaxonomické tdaje jsou nazyvany
jako fylogeneticka klasifikace. Studium nukleo-
vych kyselin bylo poprvé aplikovano do problema-
tiky (tehdy pouze bakterialni klasifikace) pied
vice nez 40 lety a stale ztistava jednou z hlavnich
technik u prtkazu klinicky vyznamnych mikroor-
ganismu. Tyto metody jsou zaméreny bud na cel-
kovou DNA (Mol %G + C, RFLP analyza, PFGE,
velikost genomu, DNA-DNA hybridizace), nebo
jen na urcity asek DNA (ribotypizace, AFLP, PCR
metody — ERIC-PCR, rep-PCR, tRNA-PCR, DNA
sondy, DNA sekvenovani, plazmidova DNA),
a mohou umoznit rozdéleni druhtt do mnozstvi
odlignych typt [8].

Nozologické jednotky jiz od dob Pasteura
a Kocha jsou svazany se zaiazenim a pojmenova-
nim mikroorganismu a s jeho prukazem (identifi-
kaci) v klinickém materialu. Ke stanoveni etiolo-
gie infekéniho procesu byla vyvinuta zvlastni
pravidla (Kochovy postulaty). I kdyz tato pravidla
byla v historii modifikovana (virologie, priony),
neustale je tieba tato pravidla dodrzovat a kulti-
vovat. Se samotnou identifikaci a zejména s inter-
pretaci vysledku identifikace je tfeba zachézet
v Sir§im kontextu znalosti primarnich a potenci-
alnich (oportunnich) patogenti, znalosti rezident-
ni flory c¢lovéka, znalosti patogenity a faktoru
virulence organismt a dnes stale vice znalosti
stavu imunity pacienta. Zejména u imunodefi-
cientnich pacienttt mohou vyvolavat onemocnéni

—b-

bakterie z prostiedi, které béZznym zptsobem ne-
Ize identifikovat a pFi¢inné souvislosti lze inter-
pretovat s obtiZemi (kontaminace).

Zdokonaleni molekularné-mikrobiologickych
metod, nap¥. sekvenovani, prineslo zpresnéni kla-
sifikace a nasledné i identifikace z fylogenetické-
ho hlediska. Zaroven se vSak vynoiily nékteré
problémy pro obor 1ékaiské mikrobiologie:

a) zmény v nomenklatuie komplikuji standardi-
zované postupy v klinickych laboratoiich;

b) nemoznost identifikovat néktera agens pomoci
rutinnich fenotypovych metod;

¢) nejasny vztah k etiologii onemocnéni v pripadé
molekularné-genetického prtkazu mikroorganis-
m v klinickém materialu.

Uplatnéni metodik molekularni typizace mik-
roorganismu vyzaduje neustale rozvijet poznani
v oblasti taxonomie a zaroven je nutné aplikaci
téchto poznatka v oboru podrobit jasné definova-
nym pravidlam tam, kde tyto poznatky maji p¥i-
my dopad na zdravi a nemoc pacienta. Tomuto
predpokladu odpovida polyfazova taxonomie, coZ
je taxonomie zaloZena na kombinaci udaja ziska-
nych rozmanitymi laboratornimi technikami
a obsahuje vSechny dostupné genotypové, fenoty-
pové a fylogenetické informace [1]. Pro plné
pochopeni piibuznosti mezi jednotlivymi zastupci
mikroorganismt je pouziti jen jedné metody
nedostatecné a je vyzadovan mnohostranny pri-
stup — tzv. polyphasic approach. Tento pristup je
nyni plné aplikovan v bakteriologii pii popisu
novych druha bakterii a archaei; kompletni pie-
hled v§ech validné publikovanych jmen je dostup-
ny na adrese http://www.bacterio.cict.fr, piicemz
tato databaze je mési¢né aktualizovana.

Sekvenovani DNA se v posledni dobé stava béz-
né dostupnym na mnoha pracovistich molekular-
ni mikrobiologie. Ukolem PSMM-TIDE v oblasti
taxonomie a identifikace mikrobt bude podpora
multioborového pristupu k této problematice
a aplikace do rutinnich mikrobiologickych tech-
nik formou metodickych doporuéeni.

Molekularni epidemiologie infek¢énich
nemoci

Nastroje molekularné-genetické analyzy piine-
sly presnégjsi pohled na typizaci bakterii, at se jiz
jedna o vySetfovani outbreak, Sifeni antibiotické
rezistence, popt. hledani zakonitosti v epidemicité
a patogenité infekénich agens. Tyto metody
v nékterych ptripadech zcela nahradily starsi
fenotypizaéni pristupy, jako napi. fagotypizace,
biotypizace atp. To je zptisobeno jejich vyssi dis-
kriminaéni schopnosti. Presto se vSak vzdy jedna
0 pouhou aproximaci skuteéného stavu — popis
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omezeného poétu marker, protoZze uplné vysled-
ky pro srovnavani dvou mikrobt muze piinést
pouze stanoveni kompletni sekvence genom,
které je napi. u bakterii v rutinni praxi zatim
neproveditelné. V roce 2007 bylo publikovano
doporuceni pro typizaci bakterii, které vypracova-
la Pracovni skupina epidemiologickych markert
Evropské spole¢nosti klinické mikrobiologie
a infekéniho lékaistvi (ESGEM-ESCMID) [2].
Toto doporuceni povazujeme za zakladni metodo-
logii typizace bakterii, ktera mutze byt aplikovana
v rutinni praxi.

Pracovni skupina molekularni mikrobiologie
(PSMM-TIDE) sdruzuje odborniky, kteti se zaby-
vaji praktickou aplikaci ruznych molekularné-
-typizaénich metod, at jiz na lokalni trovni epide-
miologie nozokomialnich infekci (nemocniéni
zafizeni), tak 1 na drovni vyzkumné, v oblasti
referen¢ni éinnosti, pokryvajici spektrum gram-
pozitivnich i gramnegativnich bakterii [3-6, 9].
Vzhledem k velké §ifi pouzivanych molekularné-
-typizaénich metod je vytvoieni odborné skupiny,
ktera bude garantovat praktické aplikace téchto
metod, optimalnim ¥eSenim pro oblast Ceské
republiky.

Nedilnou souéasti molekularné-epidemiologic-
kého vySetieni je interpretace vysledku. Ta musi
byt podpotfena dokonalou znalosti principu pouZi-
vané metody. Vzhledem k tomu, Ze se v pripadé
riznych mikrobt pouzivaji rtizné typizacéni pii-
stupy, existuje konsenzus PSMM-TIDE o vyuziti
stavajicich center pro typizaci bakterii (napft.
NRL pro antibiotika, Poradenské centrum pro
identifikaci a epidemiologii beta-laktaméaz — pro-
jekt LF UK v Plzni, SZU a Nemocnice Na Homol-
ce, Ceska sbirka mikroorganism® atp.). Proble-
matiku typizace nelze zastitit jednim centralnim
typiza¢nim centrem.

Problémem vyuziti molekularné-epidemiologic-
kych metod na tizemi CR neni technické zabezpe-
¢eni laboratoii a praktické zvladnuti téchto
metod, ale spiSe interpretace a aplikace vysledkt
v prevenci nozokomialnich infekci. Na tuto pro-
blematiku je nutné se v dalsi ¢innosti PSMM-
-TIDE cilené zamétit.

Zavér

Molekularné-genetické metody nasly nezastupi-
telné misto v diagnostické praxi klinické mikro-
biologie. Piesto je nutné jejich indikace a nasledné
interpretace vysledkt hodnotit se znalosti veske-
rych limita téchto metod tak, jako je tomu v pii-

—b-

padé ostatnich mikrobiologickych technik. PSMM-
-TIDE si vyty¢ila za zakladni cil byt odbornym
garantem v aplikaci téchto metod v mikrobiologii
— molekularni mikrobiologii. PSMM-TIDE vita
zapojeni dalSich odbornikt z oblasti molekularni
mikrobiologie do prace skupiny. Vysledkem by
meéla byt metodicka doporuceni v oblasti moleku-
larné-mikrobiologické diagnostiky, taxonomie
a identifikace za pouziti zminénych metod a v pro-
blematice molekul4rni epidemiologie.
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