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-or epidemiologi: Molekylaere data ma alltid
combineres med «vanlige « epidemiologiske data
for a fa noe vettugt ut av analysen.
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Genotyping =
genetisk karakterisering av mikroorganisme
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Hva bruker vi helgenomsekvensering til?

Artsidentifikasjon

Slektskapsanalyse

Biomarkgranalyse resistens/virulens
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Det sentrale dogmaet i molekylzerbiologi
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Grunnenhet - art

Species Genus Family
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Panthera Mephitis Lutra lutra Canis Canis
Species pardus mephitis (European familiaris lupus
(leopard)  (striped skunk) otter) (domestic dog) (wolf)
Genus Panthera Mephitis Lutra Canis
Family Felidae Mustelidae Canidae
DTU Bioinformatics
Order Carnivora

Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Cummings.
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Artsidntifikasjon med MALDI TOF MS

Selectan
isolated colony

Export result
to AST/LIS

Final review by

(= [~ |

Smear using
any sterile transfer

device -
Add matrix up
to one hour after
transfer
MALDI Biotyper
CA System
Sample
Workflow

microbiologist

oftware automatically

ey

generates MALDI-TOF

spectrum

Spectrum instantly

matched against

reference database to
give identification
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Protein fingerprinting

Peptide profiling ||~ Pathogen identification
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Peptide Fingerprinting

Del Chierico et al. 2014 Journal of Proteomics, Volume 97, 2014, 69-87
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Dagens diagnostikk - BAKT

Species identification

- MALDI-TOF {5 min}
- Sanger sequencing for 165, 1TS (24 h)

Antibiotic susceptibility testing

_’. - Vitek
- Di=sc diffusion :I»Ed--ﬂﬁh
E-test

Conventional typing

- Microarray (Clondiag)

- Epa typingMLST
24-36h
- Check-Points

NGS (24 - 72 h)

q -CPE *
= Novellunknown resistance mechanisms

- Bactenal transmission

- Point of care tests (1 - 2 )
- Real-ime PCR (8 - 24 h)
‘Sanger sequencing (24 h)

Deurenberg et al. 2017 Journal of Biotechnology, 250; 2-10
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Kan man «genotype» med MALDI TOF MS?

e Mulig a gjenkjenne stammer som grupperes likt som ved genotyping
* Artsspesifikt

» Spesialkompetanse

* Bruk av spesialprogramvare/databaser

* Maskinlaering/Kunstig intelligens

* FT-IR spektrometri
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Npkkelspgrsmal i molekylzer epidemiologi

* Er disse isolatene like/beslektet?

* Har disse isolatene like egenskaper?

* Er disse isolatene en del av et utbrudd?
 Er utbruddet lokalt/regionalt/globalt?
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NGS sekvenseringsplattformer
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Bruk av NGS i mikrobiologi

A Infectious disease diagnostics ) Resistance gene [} Mobility element

Aa Microorganism identification Ab Antibiotic resistance prediction I Resistance regulatory element

qacEDeltal Cfla or pp-flo

Acinetobacter m
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HIV-1
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Chiu CY & Miiller SA. Nat Rev Genetics 2019
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Bruk av NGS i mikrobiologi

‘ Hinfection MW MNoinfection |
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Chiu CY & Miiller SA. Nat Rev Genetics 2019
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Fylogenetiske treer

* En visuell presentasjon av det genetiske slektskapet mellom arter
* Tenk; slektskapstraer, slektsforskning

* Kan ogsa presenteres som (genetiske) distansematriser

* Mange forskjellige tilnaerminger utfra evolusjonsmodeller
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Fylogenetiske treer

 Tradisjonelt laget av sammenstilling av sekvenser fra enkelt gener/
proteinsekvenser

* Helgenomdata kan brukes for a lage traer basert pa av
* SNP calling
e cgMLST/wgMLST
 Sammenstilling av genomer
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Slektskapsanalyse — 1
Efm ST80 RH cra0 crscos o -
cgMLST

O no group assigned
ST80 CT7034

ST80 CT1921  ciusters SeqSpheredata fra K.Hegstad, UiT
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Arbeidsflyt

llumina- Bioinformatisk
Sekvensering analyse

Ekstraksjon av

s DNA Bib.prep
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Rekvirering av prever

e Hvem?

* Leger ved mikrobiologi og smittevern i samrad med
molekylaerbiologer/spesialbioingenigrer ved utfgrende seksjon

* Slektskapsanalyser mtp. smittesporing bgr alltid koordineres fra SMV
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Rekvirering av prgver

o
* Nar?
eInnlevering av *Bib.prep eDenat. og «QC av radata *Tolkning av data
stammer sekvensering eBioinformatisk eSvar ut
eFrist: kl 12.00 *Sekvensering analyse
eEkstraksjon av over helg
DNA
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Rekvirering av prgver for smv-internt

Tiflcall:

Y K :\S e n S it i Vt\ kva I it et S re g i St re\ METE e Rekvisisjon pa genotyping for smitteoppsporing

S m itteve r n \G e n Oty p i n g '::::s Problemstilling: Utbruddsoppklaring

[ . [
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Staphylococcus aureus complex

0.01

------- ‘Strain EMCR19’

—— Staphylococcus aureus subsp. anaerobius DSM 20714*
- Staphylococcus argenteus MSHR1132
- Staphylococcus aureus DSM 20231
- Staphylococcus schweitzeri FSA084
............... Staphylococcus simiae CCUG 51256
U Staphylococcus epidermidis ICM2414
............ Staphylococcus capitis CCM 2734
{ ............ Staphylococcus saccharolyticus NCTC 11807

------------ Staphylococcus capitis subsp. urealyticus DSM6717

-~ Staphylococcus petrasii subsp. jettensis CCUG 62657 *

---------- Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus CCUG 42399
-~ Staphylococcus hominis NCTC11320

AR Staphylococcus warneri NCTC 11044
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr Staphylococcus devriesei CCUG 58238

Plantactinospora veratri CGMCC 4.7143
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Spa-typing

DNA isolation spa-PCR sequencing & upload

of sequence data to database

@ — [\
No. 1 I ‘em EEER

i

No.3
Bacterial gDNA PCR RidomStaph Server
isolates fragments

spa type assignment

sy 5patype 1034
08-16-02-25-34-24-25

sy spa type t011
08-16-02-25-02-25-
34-24-25

==l spa type 1026
08-16-34

spa types
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Rutine for MRSA

MRSA ¢ Fenotypisk

o Og
funnet pa genotypisk

lab (MIK) RN

Sendes e Utfgrer
MRSA ref.lab RIS
oppgaver

St.Olavs

SMV mottar B Legges inn i
svar kvalitetsarkiv
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Antibiotikaresistente enterokokker

Aminoglycosides
{gentamicin and
streptomycin)

ODDO B-lactams
i (ampicilling
[Low-level resistance ! 1'—'3“’“9!3“ E
: DDQD
: - FBPS Reduced
[High-level resistance| 1} J binding
LY affinity

Aminoglycoside-

modifying enzymes
Altered Oxazolidinones
target tllnezulld,'l
binding G
Lipopeptides U 23s rRNA mutations
(daptomycin) and.r’or madifications |
Q -

DUO L] m" . @ stl'epitﬂﬂﬁamlﬂi Altered a f
interaction L Modiﬁcatinnl O target
with cell OOO & binding /
membrane [ Inactivation o-Ala

Efflux

@ O

Reduced

binding
v |l affinity
%]
Cell membrane’ 'Peptidoglycan GOOQ
Glycopeptides
[vancomycin)

Murray et al. 2012

MNature Reviews | Microbiology
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Vancomycin-Susceptible Enterococci

Vancomycin-susceptible enterococci
make cell-wall precursors that have
high affinity for vancomycin.

Vancomycin

Inhibition of cell-
wall synthesis

X=>

Tripeptide containing intermediates
in cell-wall synthesis

Vancomycin-Resistant Enterococci

Vancomycin-resistant enterococci, inthe presence
of vancomycin, make cell-wall precursors that

have low affinity for vancomycin. Vancomycin

-D-Ala-0-x

- Cell-wall
H synthesis
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Vankomycinresistente enterokokker (VRE

Murrey et al. NEJM 2000




Vankomycinresistente enterokokker (VRE) og
linezolidresistente enterokokker (LRE)

 Alle VRE og LRE (E.faecalis/E.faecium) blir rutinemessig
helgenomsekvensert

* Helgenomsekvensen blir sendt til K-res, UNN
* Svarkopi gar til SMV pa lokalitet hvis prgve tatt pa OUS
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Antibiotic A Antibiotic B |Antibiotic C
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Nature Reviews | Microbiology
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Multiresistente Gram-negative (ESBL osv)

Blair et al. 2014




ESBL er ikke en bakterie, men en
resistensmekanisme mange bakterier har.

* Vi helgenomsekvenserer pa mistanke om smittespredning. SMV ma i
samrad med MIK evt. klinisk avdeling rekvirere.

 Alle ESBL-Carba blir sendt til K-res og sekvensert.
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2 Spk

E Videoer
[ Denne PCen

[l Desktop

D Min Musikk

[&=] Mine Bilder

Mine Dokurnenter OUS

i Mine Videoer

* Medlastinger

o DVD RW-stasjon (D)
Fellesormrade (K:)

PFimtudata (\\10.191.48.90) (M:)

Hjemmeomride (P:)

=g miseqdx (\rhs-mtunas-01.ad.cus-hf.nc) (¥:)
1 Biblioteker
Kentrollpanel

la] Papirkury

£ elementer

MNawvn

Cdifficile helgenomsekvensering

Ecoli helgenomsekvensering

Enterckokker helgenomsekvensering
Gramnegative helgenomsekvensering
Grampositive helgenomsekvensering

Klebsiella pneurncniae helgenomsekvensering
Pseudomonas aeruginesa helgenomsekvensering

i -
S.aureus helgenomsekvensering
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