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Метагеномный подход

2

Установлениедиагноза

Сбор генетическогоматериала

Диагностическое исследование(молекулярное + биоинформатическое)



Общая схема метагеномного подходав диагностике патогенов

Отборпроб
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Тотальное выделениеДНК/РНК

ПротоколPathoSense
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MinION (Oxford Nanopore)Нанопоровый секвенатор

 Мобильный секвенатор ( 87 г.) Режим реального времени Возможность получения длинныхпрочтений ( max = 2 млн. п.о.) Чтение РНК + ген. модификации Цена прибора
Низкая точность прочтений (нюансысвязанные с бактериальнымигеномами)Маленький срок службы ячейки(поры живые)

2 048 пор
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Общая схема метагеномного подходав диагностике патогенов
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Свинокомплекс №1(Респираторные проблемы)
Проблемный возраст: 40-60 дней
Смертность на доращивании ≈ 23.8%
+ 1.5% больных с нарушениями ЦНС
Отбор проб: 4 пулированных образца1. мазки с органов от павшихживотных,2. трахеобронхиальные смывы (TBS)от вынужденно убитых животных,3. назальные мазки от живыхживотных,4. мазки с органов от вынужденноубитых животных с патологиейнервной системы



• Геном вируса РРСС во всехобразцах• 2 подтип Европейского РРСС(РРСС-1)• Больше в TBS и от животныхс нарушениями ЦНС
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• Вирус КЧС (вакцинныйштамм )

ORF5 ORF7
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Наиболее превалирующие видыбактерий и вирусов в назальныхмазках от живых животных(Свинокомплекс №1)
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Свинокомплекс №2(Комплексные проблемы)
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Клиническая картина:Подозрение на рожу (бородавчатыйэндокардит + крапивница)
Отбор проб: 4 пулированных образца1. кровь от живых животных2. мазок с селезенки от павшихживотных,3. мазок с сердца от павшихживотных,4. мазок с сустава от павшихживотных

Рис. Кожная форма рожи свиней (MSD.Merck & Co., Inc., Rahway, NJ, USA)
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Результатбиоинформатическогоанализа мазка с сердечныхтканей от павшихживотных,
E. rhusiopathiae



Свинокомплекс №3(Кишечные проблемы)
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Отбор проб: 4 образца2 пула кишечных мазков от живыхживотных с разныхрепродукторов2 пула мазков со стеноккишечника от павших животных сразных репродукторов

Клиническая картина: отставание в росте у молодняка +кишечная патология (у павших)
Результаты:2 разных подтипа Ротавируса Ана одном свинокомплексе• G4P[6]• G5P[13]

Нанопоровое метагеномное секвенирование позволяет типироватьвирус!
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Результатыбиоинформатического анализаодного из образцов,полученного от живыхживотных с выраженнойкишечной патологией

Rotavirus AG4P[6]



Заключение
• Новый инструмент в экспресс диагностикеинфекционных патогенов• Обнаружение геномов всех вирусов и бактерийв образце• Не только установление наличия патогена, но:1. Идентификация патогена до вида,подвида, субтипа2. Установление природы патогена(вакцинный штамм)3. Получение полного генома патогена (прибольшом количестве ген. материала)• Антибиотекорезистентность

Сложности:1. Трудности в обучении персонала(молекулярная + биоинформатическаячасти)2. Сложность транспортировки образцов издальних регионов в лаборатории (+4℃)3. Отбор проб; важно не упустить момент ! (прияркой клин. картине)4. Стоимость услуги ? (Полученный результатможет окупить затраты)
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