Molekularni diagnostika mikroorganismu
Molekularni diagnostika salmonel. Moderni metody
sekvenovani DNA
Ivan Rychlik

Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi v.v.i. Brno



CSN EN ISO 6579 Mikrobiologie potravin a krmiv
Horizontalni metoda prukazu bakterii rodu Salmonella

Predpomnozeni v neselektivni tekuté pudé
Pomnozeni v selektivnich tekutych pudach
Vyockovani a identifikace

Konfirmace

Dalsi typizace



Predpomnozeni v neselektivni tekuté pudé

Pufrovana (tlumiva) peptonova voda
Buffered peptone water

25 g vzorku do 225 ml pudy

16 - 20 hod pfi 37 C



Pomnozeni v selektivnich tekutych pudach

Pldda podle Rappaporta a Vassiliadise
(pro prukaz bakterii rodu Salmonella
v trusu zvirat a vzorcich
z prostredi prvovyroby,
muUzZe byt semisolidni)

Inokulace 0,1 ml z predpomnozovaci pldy do 10 ml RV pudy
inkubace pfi 41,5 °C po dobu 24 h (dle potreby i dalsich 24 h)
Inhibi¢ni efekt vysoké koncentrace MgCl2 a malachitové zelené
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Pldda podle Mullera a Kaufmanna s tetrathionatem a
novobiocinem

inkubace pfi 37 °C po dobu 24 h (dle potfeby i dalSich 24 h)
Inhibicni efekt briliant zelené, jodu a jodidu draselného,
zlu€ovych kyselin, thiosiranu sodného a novobiocinu
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Vyockovani a identifikace

Z pomnozovaci ptdy se klickou vyockuje na
1. xyloso-lysin-deoxycholatovy agar (XLD)

2. jakoukoliv selektivni pudu urcena pro stanoveni salmonel tedy napt.
Briliant Green Agar (BGA)
Rambach agar



Xyloso-lysin-deoxycholatovy agar (XLD)

Xyldza, laktdza, sachardza

L-lysine

thiosiran sodny

citronan zelezity

fenolova Cerven — pouze indikator
Sodium desoxycholate — potlacuje rist G+

Salmonella vyuziva thiosiran a metabolizuje jej na

H2S. Vznikly sirovodik pak reaguje s citronanem

za vzniku ¢erného precipitatu FeS. Salmonella sice
fermentuje xylozu, ale ne zbyvajici dva cukry.
Salmonella soucCasné dekarboxyluje lysin za vzniku
bazického kadaverinu. Ten neutralizuje kyselé

pH vzniklé fermentaci xyldzy. E. coli vSak fermentuje

i laktdzu a dekarboxylace lyzinu nestaci neutralizovat pH.
To se projevi zménou barvy fenolové Cervené do zluté.




Brilliant Green Agar

Laktdza, sachardza — nejsou fermentovany salmonelami
fenolova Cerven jako indikator pH

briliant zelen

Salmonella roste jako Ccervend nebo rlizova kolonie

Laktdza nebo sachardza fermentujici baktérie
rostou jako drobné Zluté kolonie
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Rambach agar

Propylene glycol -> acids (pouze Salmonella)
neutral Cerven v kyselém prostredi precipituje

Salmonella proto roste jako vyrazné Cervena

X-Gal, proto Lac pozitivni E. coli rostou modre

deoxycholat na potladeni rlistu Gram pozitivnich
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Konfirmace

Nejméné 5 kolonii ze selektivnich agar( se subkultivuje na zivny agar k dalsi testaci pomoci
biochemickych a sérologickych test(

Triple Sugar Iron agar (TSI agar, s glukdzou, laktézou, sachardzou a citranem Zelezitym)
Agar s mocovinou
PlGda k otestovani dekarboxylace L-lyzinu

Pestra rada cukr( slouzi ke sledovani schopnosti mikroorganisma vyuzivat rtizné druhy cukru.
Testy jsou provadény v tekuté pudé s pridavkem 0,5-1 % substratu.

Nejcastéji se testuje schopnost utilizovat glukozu, laktézu, sachardzu, ribdzu, atd.

K detekci se pouziva acidobazicky indikator (napr. bromthymolova modr,

bromkrezolovy purpur, fenolova ¢erven). V pozitivhim pripadé dochazi zkvasovanim substratu
ke tvorbé organickych kyselin, které okyseluji médium a zpUsobi zménu indikatoru,

tj. reakéni smés zméni barvu z plvodni zelené, resp. ¢ervené, na Zlutou.

Serologie

PCR



Konfirmace - biochemie
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Konfirmace - serologie




Serotypizace - O antigeny salmonel
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Serotypizace — H antigeny salmonel

NAYETIDISL QNASASAIGS YQVGSNGAGT VASVAGTATA SGIASGTVNL200

VGGGQVKNIA IAAGDSAKAI AEKMDGAIPN LSARARTVFT ADVSGVIGGS
LNFDVTVGSN TVSLAGVTST QDLADQLNSN SSKLGITASI NDKGVLTITS300
ATGENVKFGA QTGTATAGQV AVKVQGSDGK FEAAAKNVVA AGTAATTTIV

TGYVOLNSPT AYSVSGTGTQ ASQVFANASA AQKSSVASVD xsrwiw




Konfirmace - PCR

cilové geny z ostrova patogenity SPI11 = velmi specifické pro rod Salmonella
hilA, invA



Dalsi typizace a charakterizace - rezistence k antibiotikim




Dalsi typizace a charakterizace

Next Generation sekvenovani

Dideoxysekvenovani, sekvenovani dle Sangera,
s vyuzitim dideoxyterminatoru extenze retézce

Next generation (NextGen) sekvenovani, ale uz je
na trhu od roku 2008 ...



Bakterialni genomy

Prvni sekvenovany bakterialni genom

Haemophilus influenzae a Mycoplasma genitalium
v roce 1995

Escherichia coli v roce 1997

Salmonella Typhimurium v roce 2001

Human genome, duben 2003



. lllumina
10,000,000 sequences,
each 600 bp

MinlION
long sequences
upto 10,000 bp
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NextGen sequencing (Roche, lllumina)
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100 000 sekvenci, kazda 400 bp
tedy 400 x 100 000 bp genetické informace

tedy 40 000 000 bp, tedy 40 Mbp genetické informace

Velikost genomu E. coli?



Sekvenovani smésnych vzorku
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Sekvenovani smésnych vzorku
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Sekvenovani mRNA, exprese genetické informace

vzorek jaterni tkané
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makrofag pred kontaktem se
Salmonella Enteritidis

vzorek tkané slepého streva
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makrofag 4 hodiny po kontaktu se
Salmonella Enteritidis



DNA sequencing — 16S rRNA gene

Sample Barcode Primer Sequence
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Targeted Region \ X /

16S rRNA Gene Variable Regions




Vyuziti NextGeneration sekvenovani

. Sekvenovani genému ¢istych kultur
N\ L . Exprese
Sekvenovani smeésnych vzorku = ¢ venovani mRNA
(cDNA)

- Sekvenovani DNA

/" N\

Sekvenovani ,.total“ DNA Sekvenovani
metagenom amplifikacnich

produktu



NextGen sekvenovani DNA

lllumina MiSeq
10,000,000 sequences,
each 600 bp -> 6 Gbp of total sequence

lllumina NextSeq
400,000,000 sequences,
each 300 bp -> 120 Gb of total sequence

CCGCAGTATATCGA GTAGTCGTGGTA ACTCATGATATCTCA GTAGTCGTGGTA ATACGCTAGATTGA



Sekvenovani genomu (bakterialnich chromozému)

lllumina MinION
10,000,000 sequences, long sequences
each 600 bp upto 10,000 bp
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NextGen sekvenovani DNA

Cena okolo 100 Euro za sekvenaci jednoho bakterialniho
genomu



Mam sekvenci, ale co s ni?

Plasticita genomu - core genome vers accessory genom
Porovnanim genomu 61 rGznych izolatl E. coli se zjistilo, Ze
velikost se pohybuje od 4,56 Mbp az 5,7 Mbp

sdili pouze 1472 stejnych genu (core genom E. coli)

Number
of gene
families

———  Core genome
——  Pan genome

dohromady kodovaly 13 296 (pangenom E. coli) | 1 nersmeteme -

15000

accessory genom 11 824 genl

10000

5000

Oksana Lukjancenko, Trudy M. Wassenaar and David W. i
Ussery. Comparison of 61 Sequenced Escherichia coli |
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Mam sekvenci, ale co s ni?

Funkéni anotace, RAST, PROKKA

Selekce genu pro 16 rRNA, BLAST porovnani s GenBank, (druhova) identita baktérie
Identifikace genl pro rezistence k antibiotikim

|dentifikace faktoru virulence

Serotypizace (pres vyhledani gen, které se podileji na sestaveni O a H antigenu)

Klasifikace do sekvencnich typu (ST) nebo Multi Locus Sequence Typing
(MLST u E. coli - adk, fumC, icd, gyrB, mdh, purA, recA)



Sekvenovani ,total“ DNA - metagenom

Sekvenovani vzorku strevni mikroflory, atypickée
ekologickeé niky - metabolic potential

viry u zvirat bez klinickych pfiznaku
fagy ve stfevnim traktu
genom a mikroflora mamuta

absence jakéhokoli zkresleni vysledku
narocneé na zpracovani



Sekvenovani amplifikacnich produktu

sekvenovani genu kodujici16S rRNA
sekvenovani variabilnich ¢asti imunoglobulint

sekvenovani genovych kazet v integronech



% of total microbiota
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Development of chicken caecal microbiota

12 )

1 - Bifidobacteriaceae
2 - Bacteroidaceae
3 - Porphyromonadaceae
4 - Prevotellaceae
5 - Rikenellaceae
6 - unclassified Bacteroidales
7 - Deferribacteraceae
8 - Lachnospiraceae
9 - Ruminococcaceae
10 - unclassified Clostridiales
11 - Veillonellaceae
12 - Lactobacillaceae
13 - Acidaminococcaceae
14 - Fusobacteriaceae
15 - Desulfovibrionaceae
16 - Enterobacteriaceae

age of chickens (weeks)



Development of chicken caecal microbiota
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Sequencing of variable regions of Ig transcripts
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HBTBXX201DL5
HETEXXZ01460
HETEXX201C00
HETEXXZ01DNY
HETEXXZ01BCY
HETEXXZ01CFZ
HETEXX201BQD
HETEXX2Z01R0J
HETEXX201C8J
HETEXX201CY6
HETEXX2Z01B5I
HETEXXZ01B78
HETEXXZ01CHJ
HETEXXZ01B49
HETBXXZ01B4G
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HETBXXZ01BEE
HETBXXZ01RCY
HETBXXZ01BMS
HETBXXZ01CVI
HETBXXZ01RH3
HETBXXZ01BLV
HETBEXXZ01Dg2
HETBEXXZ01B8Y
HETEXXZ01CR4
HETBXXZ01AT1
HETBXXZ01AGE
HETBXXZ01BLZ
HETBXXZ012JU
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GCAGGCAGCGCTGACTCR GCCGTCCTCEETGTCAGCGRRACCCGEGEAG AARCCETCGAGATCACCTGCTCCGGGEGTAGT AGC
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTCAGCARARCCCEGGAGARRCCETCARGATCACC TECTCCGGEEETAGTG
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGRACCCGEG - ~AGRRRACCGTCAAGATCACCTGCTCCGGEEETGETA
GCAGGCAGCACTGACTCAGCCGGCCTCGGTGTCAGCARARCCCEGGAG ARACCEGTCRAAGATCACCTGCTCCGGGGAT
GCAGGCAGCAGTGACTCAGCCGGCCTCGGETGTCAGCARARCCCAGGAG RAACCGTCAAGATCACCTGCTCCGGGGATE
GCAGGCAGCRACTGACTCAGCAGCCGGCCTCGGTETCAGCRARACCCAGGAGRALAL C CETCRAAGATCRACCTGCTCTGGGEGGCAGC
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGE ACCCEGGAG RARACCGTCAAGATCACCTGCTCCGGGEGG TTR
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGRACCCGEG AGRRACCETCAAGATCACCTGECCCCGGGAGTAGTGGCAGCT
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GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGE ACCCGGGAG RALCCGTCARGATCRACCTGCTCCGGGAGTAGTG
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGETGTCAGCARRACCCGGEGAG RALCCGTCARGATCACCTGCTCCGGGGET LGTG
GCLAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTCAGCGE ACCCGEGAG RALCCGTCRARGATCRACCTGCTCCGGGGEE T L
GCLAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGTCCTCGETGTCAGCGE ACCCGEGEAG RARARCCETCRAAGATCACCTGCTCCGGGRAGTR GT G
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCAR ACCCGGGEAG RRRCCGTCRAAGATCACCTGCTCCGGGGRATAG G
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGGTGTCAGCGRE ACCCGGGEAG GRRCCGTCRAAGATCRACCTGCTCCGGGGGETAG T

GCAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGTCCTCGGTGTCAGCGRAR ACCCGEGAGRRRCCGTCRARAGATCACCTGCTCCGGGGGETGGE
GCAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGRE ACCCGGGEAG RRARCCGTCRAAGATCACCTGCTCCGGGGLTAG [
GCAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGRRCCCGGG AGRRRCCGTCARAGGTCACCTGCTCCGGGGATAGCAGTGGCTGT
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGETGTCAGCARRRACCTGGEAG GRARCCGTCARAGATCACCTGCTCCGGGGGTGGCAGCR
GCAGGCAGCAGTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARRRCCCAGGAG ARRACCETCARGATCACCTGCTCCGGGGATA
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARRAACCTGEEAG AAACCGTCAAGATCACCTGCTCCGGGGATAGT
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGA - ACCCG- GGAGRALACCGTCARAGATCACCTGCTCCGGGGET
GCAGGCAGCAGTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARRACCCAGEAG ARACCETCAAGATCACCTGCTCCGGGGATA
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGA - ACCCGEEAG-ARARCCGTCAAGATCACCTGCTCCGGGGATAGC
GCAGGCAGCAGTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARRACCCAGEAG ARACCETCAAGATCACCTGCTCCGGGGATA
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGA - ACCCGEEAG-ARACCETCAAGATCACCTGCTCCGGGGATA
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARRACCTGGEAG GARCCGTCAAGATCACCTGCTCTGGGGETEET y.
GCAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCGRACCCGGEE——AGRRACCETCAAGATCACCTGCTCCGEGEEETGGTAGTGGCTGT
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCGETGTCAGCGR - ACCCGEGAGAARACCGTCARAGATCACCTGCTCCGGGAGTAGTG
GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGTCCTCAGTGTCAGCAR - ACCCGEEAGAARACCGTCAAGATCACCTGCTCCG-GGGATAG
GCAGGCAGCGCTGRACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARLE - ACCCEEGAGRRACCETCAAGATCACCTGCTCCGGGGETGEGE
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GCAGGCAGCGCTGACTCAGCCGGCCTCGETGTCAGCARL ~ACCCAGGAGRRACCETCAAGATCACCTGCTCCGGGGETGEGE
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TREG CTATGGCTGGTRACCRAGCAGRRL
CRGTTRCTATGGCTGETACCAGCAGRR
T GGCTGETATCAGCAGRR
GCAGCTATGGCTGGTACCRAGCAGRR
GCAGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGRR
GCRLCRACTATGGCTGGTATCRAGCLAGRR
GCLAGCTRACTATGGCTGGTACCRAGCAGRR
AGCTRCTATGGCTGGTATCAGCAGRR
GGCAGCTRACGGCTGGTTCCRAGCAGRR

CAGCTATGCTGGARGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGRRG

TATRAGCTATGGCTGGTACCAGCRAGRR
GGTTAT GGCTGGTTCCRAGCAGRE
GCTATGGTTRACAGCTGGTACCAGCAGRR
GGAGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGRR
CAGCTACGGCTGGTTCCAGCAGAR
GCAGGETACGGCTGGTTCCAGCAGAR
GGAGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGRAR
AGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGAR
GGAGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGRAR
GGAGCTACTATGGCTGGTACCAGCAGRAR
GCTGETATGGCTGGTACCAGCAGAR
GGTTAT GGCTGGTACCAGCAGRR
GCAGCTATGGCTGGTATCAGCAGRAR
GAGCTACTATGGCTGGTATCAGCAGRA

CAGCTATGCTGEAAGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGRAG
CAGCTATGCTGEAAGTTACTATTATGGCTGGTACCAGCAGRAG
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Struktura integronu

5°CS-intl+ att |
centralni variabilni region
3°'CS -sull

intl sull

sull

intl

(=
l
orf



