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Metody klasyczne vs ,,nowoczesne”

_ Metody ,,nowoczesne” Metody klasyczne

Koszt poczatkowy czesto bardzo wysoki; niski poczatkowy i niski w
nizszy w trakcie trakcie uzytkowania
uzytkowania

Szybkosc¢ badania yreal time” Minuty/godziny/dni/
/minuty/godziny tygodnie
czutos¢ wysoka (VBNC —viable czesto niska

but non-culturable)

Wymagania dotyczgce niskie czesto wysokie
wykonania (doswiadczenie....)
(sprzet/pracownicy)



serotypowanie, PCR, hybrydyzacja, PFGE, MLVA,
sekwencjonowane, wykrywanie genow opornosci/wirulencji

Whole-genome-sequencing

WGS

,Jeden, by wszystkimi rzqdzic,

)

Jeden, by wszystkie odnalez¢...”




In science, read, by
preference, the newest
works; in literature, the

oldest. The classic

literature is always
modern.

g : Edward G. Bulwer-Lytton
a English Novelist
QUOTEHD.COM 1803 - 1873




Diagnostyka mikrobiologiczna - Metody

/ \

Hodowlane NiehOdOWIane

= Identyfikacja " Preparat

- . . " Wykrywanie specyficznych sekwencji
= Wrazliwosc DNA oparte na fainicuchowej reakc;ji

= Typowanie serologiczne polimerazy (PCR)

" Sekwencjonowanie wybranych genéw

= Typowanie molekularne
yp "WGS

Klasyczne / tradycyjne / konwencjonalne

> Mikroskopia
» Hodowla
> Wykrywanie antygenow, Serologia

> Biochemia




Mikroskopia

preparat bezposredni (pmr)

Barwienie metoda Grama

Barwienie biekitem metylenowym

Barwienie oranzem akrydyny



Barwienie metodg Grama - zalety

75-90% pozytywnych hodowli PMR jest pozytywne w tym
barwieniu
Ukierunkowanie terapii

Szybkie, tatwo dostepne badanie, niski koszt

Po przeszkoleniu kazdy moze je wykona¢

»gold standard” diagnostyka pasozytéow (malaria) ale
w wiekszosci przypadkow stanowi diagnoze wstepna



Barwienie Gram




Wykrywanie antygenow

® testy lateksowe

® surowice diagnostyczne




Testy lateksowe - zalety

Bardzo szybka identyfikacja czynnika etiologicznego rowniez
bezposrednio z materiatu klinicznego

Test prosty w wykonaniu i interpretacji

Mozliwa identyfikacja czynnika etiologicznego nawet po
zastosowaniu leczenia przeciwbakteryjnego, kiedy wyniki
hodowli sg zazwyczaj ujemne (wykrywaniu antygenow takze
z uszkodzonych i zabitych bakterii)

nie moga byc¢ stosowane jako substytut hodowli
bakteryjnej!!!




Serotypowanie
Streptococcus pneumoniae

» Quellung reaction (reakcja pecznienia otoczek)

Pierwszy raz opisana w 1902 przez niemieckiego uczonego
Freda Neufelda; Quellung niemieckie stowo oznaczajace
~pecznienie”

» 1940s the Streptococcus Unit at Statens Serum Institute,
Denmark, wyprodukowanie diagnostycznych surowic
pneumokokowych i ich wprowadzenie do sprzedazy



Quellung reaction
(reakcja pecznienia otoczek)

»gold standard”, wysoce specyficzny test

»becznienie otoczki” jest wynikiem reakcji polisacharydu
otoczki bakteryjnej z specyficznymi przeciwciatami

badanie polega na wymieszaniu oczka ezy kolonii bakteryjnych

z rowng ilosci poszczegodlnych surowicy, a nastepnie zbadani
pod powiekszeniem 1000X —obserwacja ”pecznienia otoczek”
(mikroskop kontrastowo-fazowy)

[ o

Jesli reakcja jest pozytywna, otoczka
sie (wyglada na speczniata) e

.




S.pneumoniae Quellung reaction
(capsular swelling)

Qeellung | reachon
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Po reakcji pneumokoka z odpowiedniag surowicg, komorki bakteryjne
powiekSzajg sie, wydaje sie by¢ otoczony aureolg



HODOWLA

Podloza:
 wzbogacone
* réznicujace,
 selektywne

 chromogenne

Podtoza:
» stale

* plynne

Kolonia
bakteryjna

i

Colony forming
units
(CFU/ml)



Ewolucja pozywek

hodowlanych

od pierwszej hodowli bakteryjnej (1860) do ,,CULTUROMICS”

1902 2005
Drigalski 1923 1964 Development of
1872 Selective 1910 Mueller Isolation of chromogenic
Ferdinand 1885 medium with Frederick Tetrathionate Neisseria mediato
Cohn Paul Ehrlich crystal violet, Chopping broth for gonorrhoeae specifically detect
Introduction of Chemical pept_one, lactose Dehydrated selective culture and N. Enterobacter
other sugars to substances have and litmus ol culture of Salmonellae meningitidis sakazakii
caltivate naw antimicrobial select typhoid media and Shigellae
bacteria effects bacilli 1988
1905 1915 Barry Marshall
1817 1888 Alfred Development of Isolation of
Bartholomeo Beijerinck MacConkey anaerobic jar to 1950s Helicobacter
Bizio 1882 Selective medium Bile salts to cultivate genus Better _ pylorifrom
Serratia Koch containing no select lactose Clostridiumin undfarsland.mg gastricand
marcescens on Introduction nitrogenous fermenting anaerobic of biochemical duodenal ulcers
e of agar as compounds to bacteria condition pathways
bread gelling agent cultivate Rhizobium i i l
1673 T T T T
Antonvan 1881 1887 T
Leeuwenhoek Robert Koch Julius 1903 1912 19804
First observation 1st solid media Petri Endo Churchman Interest of 1977 2012
of bacterium - Coagulated egg Invention Typhoid bacilli Use of gentian cowih facoe Joseph McDade Culturomics
% animatiilass albumin of glase Addition of basic violet and brillant ign ciltass and Charles
- Starch paste Petri dish fuchsintoa green to inhibit medi Shepard
- Aseptically cut peptone lactose Gram +bacteria edia Discovery of
slice of a potato medium and crystal violet Legionella
1860 - Gelatin i i neumophila
o — 1884 - - against fungi P P
1st reproducible Frederik Loeffler cen:u i 1919
artificial culture Addition of 7 4 =LQemor James Brown 1960s
ppearance of isolation of Addition of 2002
medium peptone and salt diagnostic Sal e tvishi Development of RILON.OY USA
(ammonium salt, to Koch's culture megdia al ""lo"t;. atyphi blood agar to study antibiotics in Highlighting of
itamins and medium ol haemolysis cu[tur_e fnedla first vancomycin-;
:usar) Cultivation of medium with reactions for genera toinhibit cedistant yein;
Corynebacterium matachiite greén Streptococcus and bacteria
diphtheriae - Bordetand Staphylococcus Staphylococcus
Gengou aureus
Blood potato
medium to
isolate Bordetella
pertussis

Bonnet et al. Evolution of culture media in clinical microbiology; New Microbe and New Infect 2020; 100622
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The Rebirth of Culture in Microbiology through the Example of
Culturomics To Study Human Gut Microbiota

Jean-Christophe Lagier, Perrine Hugon, Saber Khelaifia, Pierre-Edouard Fournier, Bernard La Scola, Didier Raoult

Aix Marseille Université, URMITE, UM&3, CNRS 7278, IRD 198, INSERM 1095, Marseille, France

Culturomics — hodowla i identyfikacja bakterii z zastosowaniem réznych
warunkéw hodowli z uzyciem selektywnych i/lub wzbogaconych podtozy w
potaczeniu z szybka identyfikacja MALDI-TOF MS

Metody molekularne wykrywajg bakterie obecne w stolcu ludzkim w stezeniu 10°
cfu/ml katu pomijajac populacje umniejsz ale potencjalnie patogenne, np. S. typhi,
Yersinia enterocolitica (obecnie w ilosciach < 10° cfu/ml )

,Non-cultivable species”
Badano 3 probki katu

Culturomics: zastosowano 212 réznych warunkéw hodowli : wzbogacanie
pozywek i warunki hodowli; przeanalizowano 32 500 koloni metodg
MALDI-TOF (340 réznych gatunkow : 174 nigdy nie opisane); rekordowa
liczba bakteri wyhodowanych z jednego stolca (219 gatunkow)

Pirosekwencjonowanie 16S rDNA tylko 51 gatunkdw zgodnych z 340
wyhodowanymi (culturomics zwiekszyta o 30% reperytuar
mikrobiologiczny ludzkiego jelita wykryty technikami mikrobiologicznymi)

Clin Microbiol Rev. 2015; 28: 237-64
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Culturomics: a new approach to study the human microbiome

G. Greub

Institute of Microbiology, University Hospital Centre and University of Lausanne, Lausanne, Switzerland

E-mail: gilbert.greub@chuv.ch

TABLE |. Comparison between metagenomics and culturomics

Metagenomics

Culturomics

Definition
Methodology

Limitations

Advantages

Rate of success
Possible future
developments

Method allowing the description of the microbial
compesition by high-throughput sequencing

Pyrosequencing of 165 rRNA amplicons and/or
direct metagenomics without amplification step

Does not provide a strain for further studies

Misses minority population (depth bias)®

Only detects eubacteria®

Does not provide information on enzymatic abilities”

Detects ‘non-cultivable’ microorganisms

Approximately 200 bacterial species/sample?
Increased depth of sequencing because of new technology
Coupling pyrosequencing with direct metagenomics

Method allowing the description of the microbial
composition by high-threughput culture

Use of various selective and/or enrichment culture
conditions coupled to MALDI-TOF MS identification

Misses so-called ‘non-cultivable’ microorganisms

Does not directly provide information on enzymatic abilities

Major workload

Detect minority populations

Open approach

Detects only viable bacteria®

Approximately 100 bacterial spﬂaci.‘a.s.h'.am|:||\ed
Automated detection of microbial growth®
Automated identification’

Miniaturization

Other innovative culture conditions
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Culturomics Approaches Expand the Diagnostic Accuracy for
Sexually Transmitted Infections

Ellinor Anna Wolf ¥, Hannah Clara Rettig Lt Mariia Lupatsii 1 Britta Schliiter 2, Kathrin Schifer !,

1,3 1,3,%

Dirk Friedrich !, Simon Graspeuntner and Jan Rupp

Imt. J. Mol. 5ci. 2021, 22, 10815. https:/ /doi_org,/10.3390/ fjims221910815



OPTOCHINA = Etylohydrokupreina
(pochodna hydrochininy )

 wprowadzona w 1911 roku przez Morgenrotha i Levy'ego z
zamiarem leczenia pneumokokowego zapalenia ptuc.

* Niestety, ze wzgledu na duzg toksycznos¢ podawanie jej
zostato zarzucone w 1917 r.

* w bardzo duzych rozcienczeniach hamuje wzrost
przedstawicieli pneumokokow in vitro (zmienia napiecie
powierzchniowe sciany komorkowej i powoduje lize
komorek)



OPTOCHINA

Krazek o zawartosci5 pug

@

S. mitis S. pneumoniae '/,/
Vg

e opisano szczepy S. pneumoniae oporne na optochine

*  Wyniki fatszywie ujemne obserwowano dla hodowli prowadzonych w
wysokich stezeniach CO,

Zrodio: materiaty wiasne



Rozpuszcaalnos¢ w 10% dezoksycholanie sodu

(sole zotci, 10-20% z6t¢ wotowa)
W obecnosci soli z6fci dochodzi do aktywacji autolizyn (amidase)
i do lizy sciany komdrkowej

Test , ptytkowy” Zrédto: materiaty wlasne



Test ,, probowkowy

‘Streptococcus

umoniae




ldentyfikacja of H. influenzae z uzyciem krazkow
»growth factors X, XV and V”

X - hemin

V - NAD (nicotinamide adenine dinucleotide)

Zrodto: materiaty wtasne



Koagulaza

Koaqulase test:

Free coaqulase
(extracellar coagulase)

Bound coagulase =
clamping factor

Coagulase

Fibrynogen Koagulaza = free coagulase Fibryna

rozpuszczalny CRP (plasma coagulase-reacting factor) skrzep

|

Koagulase/CRP complex




Clumping Factor Test
(correlates with coaqulase)

Staphylococcus Staphylococcus
aureus epidermidis

CoNS - Coagulase - negative staphylococci CoPS - Coagulase —positive staphylococci

1 1

Staphylococcus epidermidis  Staphylococcus aureus

Staphylococcus lugdunensis



Testy biochemiczne
(dawniej krétki i dtugi szereg)
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