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INFOLEHT

Rakuvaba DNA (cfDNA) on rakuviline DNA, mis koosneb veres ja teistes bioloogilistes
vedelikes leiduvatest inimese ja mikroobide nukleiinhappe fragmentidest. cfDNA sisaldab
endas nakkuseid puudutavat informatsiooni ning seda sekveneerides saab leida infot {ile
terve organismi haigusttekitavate patogeenide kohta.

Kéesoleva t00 eesmérgiks on anda referatiivne iilevaade seni avaldatud teadustoddest
mikroobide tuvastamisel cfDNA-st ning tutvustada erinevaid meetodeid patogeensete
mikroorganismide identifitseerimiseks. Rakuvilise DNA sekveneerimine annab vdimaluse

haiguste varajaseks diagnoosimiseks ning efektiivse ravikava maaramiseks.

Mairksdnad: cfDNA, sekveneerimine, mikroorganismid, tuvastamine

CERCS: B110 (Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika)

Cell-free circulating DNA (cfDNA) consists of human and microbial fragments of nucleic
acid that are found from blood and other body fluids. cfDNA integrates information about
infections from all over the body. Sequencing of cell-free plasma can help detect
infection-causing pathogens.

The purpose of this study is to present a review of published scientific articles concerning
detection of microbes from cfDNA thus far and introduce different methods for identifying
pathogenic microorganisms. Sequencing of cfDNA gives an opportunity for early

diagnosis of diseases and the determination of an effective treatment plan.

Keywords: cfDNA, sequencing, microorganisms, detection, identification

CERCS: B110 (Bioinformatics, medical informatics, biomathematics, biometrics)
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SISSEJUHATUS

Rakuvaba DNA (cfDNA) koosneb viikestest nukleiinhappe fragmentidest, mis on leitav
verest ja teistest kehavedelikest. See voib sisaldada nii inimese enda DNA molekule kui ka
mikroobset DNA-d. Olenevalt inimese tervislikust seisundist vdib cfDNA koostis ja
kontsentratsioon vereplasmas muutuda. cfDNA-d analiiiisides on vdimalik tuvastada seal
leiduvaid patogeenseid mikroorganisme. Konventsionaalsed haiguste
diagnoosimismeetodid nduavad tihti invasiivseid proovivotmise meetodeid ja on
ajakulukad. cfDNA koostise analiilisimine sekveneerimise abil on potentsiaalne alternatiiv
mitteinvasiivseks ja kiireks haigusttekitavate patogeenide tuvastamiseks. Varajane
efektiivse ravikava rakendamine patsiendile vOib vdhendada infektsioonidest tingitud
suremust.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on anda iilevaade mikroobide tuvastamise meetoditest ning
koostada kokkuvote seni avaldatud teadustdéodest, mis puudutavad cfDNAst mikroobide

madramist ja selleks kasutatavatest arvutiprogrammidest.



KASUTATUD LUHENDID

AMR

AFB
BALF
BC/GS
BKV

bp
BSI

cfDNA
ctDNA
EBV
HSV
IFD

mcfDNA

mNGS

MS

MTB

antimicrobial resistance

acid fast bacillus

Bronchoalveolar lavage fluid

blood culture/ Gram stain analysis

base pair

bloodstream infection
cell-free DNA
circulating tumor DNA
Epstein-Barr virus
Herpes simplex virus
invasive fungal disease

microbial cell free DNA

metagenomic next generation

sequencing

mass spectrometry

Mycobacterium tuberculosis

antimikroobne resistentsus

happekindel bakter

bronhoalveolaarne loputusvedelik

verekultuur/ Grami meetodil
varvimine

BK poliioomiviirus
aluspaar

vereringe infektsioon
rakuvaba DNA
ringlev kasvaja DNA
Epstein-Barri viirus
Herpes simplex viirus
invasiivne seennakkus

mikroobne rakuvaba DNA

metagenoomne jargmise

polvkonna sekveneerimine

massispektromeetria

Kochi kepike ehk
tuberkuloosibakter (kitsalt liigi

tdhenduses)



MTC

MRSA

M/Z
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NPC
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PMF
SIQ
TB
TOF
UTI
VAP
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WMS

qPCR

Mycobacterium tuberculosis
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next generation sequencing
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primer-dimer
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KIRJANDUSE ULEVAADE

1. PATOGEENSETE MIKROOBIDE TUVASTAMINE

Inimhaiguste pohjustajateks on seni teadaolevalt iile 1000 erineva mikroorganismi, mis
kollektiivselt pdhjustavad ainuiiksi Ameerika Uhendriikides ligikaudu 5 miljonil inimesel
haiglaravi vajava seisundi (Blauwkamp et al., 2019). Varane patogeensete mikroobide
tuvastamine on efektiivse ravi rakendamise votmeks (Kumar et al., 2009). Paljudel juhtudel
on mikroobide tuvastamine aeg-kriitiline, néiteks sepsise puhul on digete antibiootikumide
manustamine elulise tdhtsusega (Grumaz et al., 2016). Sellistes olukordades voib juhtuda, et
traditsioonilised patogeenide ning antimikroobse resistentsuse (AMR) tuvastamismeetodid,
mis vOivad mojutada patsiendi ravikava midramist, ei ole piisavalt kiired (Ramanan et al.,
2018). AMR on mikroobide (viiruste, bakterite, seente ja algloomade) vdime muutuda
vastupanuvdimeliseks seni toiminud antimikroobsetele preparaatidele (nt. antibiootikumid)

(2023, https://www.sm.ee/amr). Teatavatel juhtudel on haigusttekitavate patogeenide

identifitseerimine raskendatud ka seetdttu, et neid on kas liiga keeruline voi lausa voimatu
véljaspool organismi kultiveerida (Fenollar and Raoult, 2007). See aitab omakorda kaasa
haigestumise, suremuse ning teiste ebasoodsate tulemuste (nt. ravi maksumuse) kasvule

(Ramanan et al., 2018).

Koiki bakteriaalseid nakkusi kahjuks ainult simptomite pdhjal alati tuvastada ei saa, seega on
levinud empiirilise antibiootikumravi kasutamine kuni patsiendi mikrobioloogiliste proovide
tulemused selguvad (Schreckenberger ja McAdam, 2015). Empiirilist antibiootikumiravi saab
keskmiselt iga viies patsient USAs ning seda seostatakse antibiootikumidele resistentsete
patogeenide pdhjustatud nakkustega (Sameer et al., 2021). Marquet jt. viisid 14bi uurimuse,
kus Medline vahendusel (2004-2014 jooksul) otsiti siistemaatiliselt ebasobivaid empiirilise
antibiootikumiravi juhtumeid tdsiste nakkustega (nagu vereringeinfektsioonid, kopsupdletik,
sepsis jm.) patsientidel. Koostati 27 artikli pohjal metaanaliiiis, kus selgus, et ebasobiv
empiiriline antibiootikumiravi tdstab oluliselt haiglapatsientide suremust raskesse infektsiooni

30 péeva jooksul, sest ei ole suunatud digele haigustekitajale (Marquet et al., 2015).


https://www.sm.ee/amr

Antibiootikumide liigtarbimisega seotud riskid hdlmavad endas ka antibiootikumresistentsete
mikroorganismide, tdsiste haiguste, haiguse kulu pikkuse, tiisistuste tekkimise, suremuse,
haiglaravi maksumuse, (elu)ohtlike korvalmdjude ning iseparanevate nakkuste
medikaliseerimise kasvu (Llor ja Bjerrum, 2014). Varane efektiivne mikroobidevastane ravi
on nakkustest tervenemise ja AMR é&drahoidmise puhul kriitilise tdhtsusega. Antimikroobse

resistentsuse vastu testimine aitab valida optimaalse antibiootikumi ravi (Weis et al., 2022).

1.1. Kultiveerimine

Bakterite kultiveerimine on meetod laboratoorsetes tingimustes bakterirakkude kasvatamiseks
s00tme peal voi sees. Bakterid peavad kasvama s06tmel isoleeritult ning uurimiseks tuleb
eraldada puhaskultuurid. Puhaste bakterikultuuride kultiveerimine on vajalik peale liigi
identifitseerimise ka selleks, et wuurida nende virulentsust ja vastuvotlikkust
antibiootikumidele. Peale kultiveerimist on vdimalik sekveneerida mikroorganismide

genoom, mis aitab moista ja ravida tema pohjustatud haiguseid (Lagier et al., 2015).

1.1.3. Kliiniline tihtsus

Bakteriaalsete infektsioonide efektiivne ravimine nduab tihti kiiret ja tdpset bakterite
tuvastamist steriilsetes kehavedelikes nagu veri ja tserebrospinaalvedelik (CSF). Selle jaoks
kdige levinum meetod on kultuuride kasvatamine s66tmel, mis nduab vdhemalt 8 tunnist
inkubatsiooniaega, millele jérgnevad biokeemilised ja/vdi immunoloogilised testid, et bakter
identifitseerida. Vajaminev aeg bakterite identifitseerimiseks vOib olla isegi pikem, kui
tegemist on aeglaselt kasvavate organismide voOi bakteri populatsioonidega (Greisen et al.,
1994). Miinimumaeg organismi tuvastamiseks ja identifitseerimiseks on 24-48 tundi (Nieman
et al., 2016), kusjuures testi tundlikkus on kriitilises seisus patsientidele umbes 70% ning
1segi viiksem ndudlike mikroorganismide puhul (Beutz et al., 2003).

Suureks viéljakutseks on olnud patogeensete mikroorganismide puhaskultuuri isoleerimine
mikrobiootast (Chapin ja Lauderdale, 2007), sest enamus uuringud ja testid on usaldusviirse

tulemusega vaid puhaskultuuris (Kumar, 2012).



Verekultuur

Verekultuur koos Grami meetodil varvimisega (BC/GS) on meditsiiniline laborianaliiiis, mis
on bakteriaalsete ja seenhaiguste tuvastamise iiks peamiseid viise, kuid see nduab suurt proovi
mahtu ja teiste meetoditega vorreldes pikemat inkubatsiooniaega, et maksimeerida proovi
tundlikkust (Tsalik et al., 2010). See on nt. sepsise diagnoosimise standardmeetod, kuid
paljudel juhtudel pole kultiveerimie piisavalt tundlik ega spetsiifiline (Grumaz et al., 2019).
Verekultuuri tundlikkus vdheneb, kui antimikroobse raviga alustatakse enne kultiveerimist
(Ramanan et al., 2018). Enamus kliinilisi patogeene saab tuvastada peale 24 - 48 tunnilist
inkubeerimist, kuid rutiinseks kontrolliks tuleb proove inkubeerida vihemalt 5 pdeva (Chapin,
2007). Néiteks Helicobacter pylori’t, mis pohjustab seedetrakti haavandeid, saab tuvastada
alles peale viiepdevast inkubeerimist (Marshall ja Warren, 1984). Lisaks on organisme, kes ei
kasva rutiinsetes vereseerumites (nt. Coxiella burnetii, Tropheryma whipplei, ja Rickettsia

liigid) ning jadvad seetdttu tuvastamata (Ramanan et al., 2018).

1.2. MALDI-TOF

MALDI-TOF MS on kerkinud esile kui paljulubav uus meetod mikroobide
identifitseerimiseks. MALDI-TOF MS ehk maatriksi assisteeritud  laser
desorptsioon-ionisatsioon/  lennuaeg  massispektromeetria  (matrix-assisted  laser
desorption-ionization/time-of-flight mass spectrometry) on Kkiire, tundlik ja vdrdlemisi

6konoomne tehnoloogia oma hinna ning t66j6u kulu poolest (Singhal et al., 2015).

1.2.1. Toopohimote

MALDI-TOF labiviimiseks asetatakse agarplaadil kasvatatud proov MALDI taldrikule, kuhu
lisatakse maatriks (Giuliano et al., 2019). Maatriks on energiat neelav orgaaniline tihend, mis
kuivades kristalliseerub. Tdnu maatriksi kristalliseerumisele kristalliseerub ka kasutatav proov
(proovi-maatriksi segu). Seda proovi ioniseeritakse laseriga (Singhal et al., 2015). Maatriks
aitab laseril kuumuseks muutuda, tdnu millele eemaldub proov taldrikult ning moodustab
seejdrel ioniseeritud molekuli. Molekulid muutuvad gaasiks, mis lendavad vastavalt oma
suurusele ja laengule TOF torusse (Giuliano et al., 2019). TOF-i pdhimdte seisneb selles, et

antud ioniseeritud molekulid kiirendatakse kindla potentsiaalini, kus nad vastavalt m/z suhtele
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iksteisest eralduma hakkavad (Singhal et al., 2015). Viiksema suuruse-laengu suhtega (m/z)
molekulid lendavad kiiremini ja see loob molekulide suurusel ning laengul pdhineva
massi-spektri (Giuliano et al., 2019). MS ongi analiiiitiline tehnika, kus keemilised osakesed
ioniseeritakse laetud molekulideks ning mdddetakse nende massi-laengu suhet (m/z) (Singhal
et al., 2015). Igal organismil on unikaalne massi-spekter, tinu millele saab neid
identifitseerida kasutades raamatukogudes leitavaid standardseid spektri referentsviértuseid
(a library of standard reference spectra) (Paolucci et al., 2010). Vastavalt TOF-ilt saadud
informatsioonile, moodustatakse uuritavatele analiiiitidele peptiidide massi sormejilg (PMF)

(Singhal et al., 2015).

1.2.2. Kliiniline tihtsus

Peamine MALDI-TOF eelis on kiire (alla 5 tunni) kliiniliste patogeenide (seened, bakterid,
viirused) tuvastamine (Giuliano et al., 2019). Seng jt. analiiisisid MALDI-TOF MS
voimekust bakterite identifitseerimisel ning leidsid, et 1660-st bakteri isolaadist suutis
MALDI-TOF MS odigesti tuvastada 95%, millest 84% liigi tasandil ning 11% perekonna
tasandil. Keskmiselt vottis iihe isolaadi identifitseerimine aega kuus minutit (Seng et al.,
2009).

Kiill aga on iiheks limiteerivaks faktoriks uute isolaatide tuvastamisel tdsiasi, et see on
voimalik vaid siis, kui spektri andmebaasis on olemas antud perekonna/ liigi/ alaliigi/ tiive
PMF (Singhal et al., 2015). Hiljuti on avalikkusele kittesaadavaks tehtud uus
massispektri profiile sisaldav andmebaas, mis sisaldab kliiniliselt kdige olulisemaid isolaate ja
nende antibiootikumi tundlikkuse fenotiilipe. See andmestik holmab endas neljast
meditsiiniasutusest kogutud iile 300 000 massi-spektri, koos rohkem kui 750 000 AMR
fenotiitibiga. (Weis et al., 2022)

MALDI-TOF MS laialdane kasutamine on kiirendanud isolaatide identifitseerimist vorreldes
traditsiooniliste biokeemiliste meetoditega, kuid see lahenemine holmab tiitipiliselt endas ka
mikroorganismide esmast kultiveerimist, mis tihendab potentsiaalset ajakulu (Ramanan et al.,
2018). Perez ja kolleegid leidsid, et kasutades MALDI-TOF tulemuste pdhjal peaaegu
koheselt antimikroobseid ravimeid, lithenes vereringeinfektsioonide puhul antimikroobse ravi
kohandamise aeg 46 tunni vorra (Perez et al., 2013). Huang ja kolleegid leidsid, et kui

kombineerida MALDI-TOF analiiiis kandidoosi ja baktereemia korral antimikroobse raviga,
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lithenes optimaalse ravi rakendamise aeg 43 tundi ning antibiootikumiravi aeg 9,7 tundi

(Huang et al., 2013).

Verekultuuris kasutamine

Kui tiitipiliselt rakendatakse MALDI-TOF meetodit isoleeritud kolooniatele agarplaadil, on
mitmed uurimused analiilisinud ka MALDI-TOF meetodi rakendamist otse verekultuurile
(Kothari et al., 2014). Verekultuuri kasutamise korral on vajalik proovi eelnev prepareerimine,
et eemaldada bakter eriitrotsiiiitidest jt. verekultuuri koostisosadest (Croxatto et al., 2012).
Antud meetodil identifitseeritakse bakter umbes 75% juhtudest ning tulemus saadakse

keskmiselt iihe tunniga (Kothari et al., 2014).

Ramanan jt. testisid MALDI-TOF MS meetodit verekultuuril (peale 4 h inkubatsiooniaega),
et identifitseerida Gram(-) baktereid, mis Grami meetodil virvimise jargi proovis leidusid.
MALDI-TOF MS suutis identifitseerida 92% organismidest. See tdhendab, et vorreldes
konventsionaalse testimisviisiga, on vOimalik tulemused saada palju kiiremini ja ka ilma

lisakuludeta, kui seadmed juba laboris olemas on (Ramanan et al., 2018).

1.3. PCR

PCR ehk poliimeraasi ahelreaktsiooni kasutuselevott, tdi diagnostilisse mikrobioloogiasse uue
ajastu. Tema toimemehhanismiks on DNA segmentide paljundamine, mida saab kasutatada

bakterite identifitseerimiseks (Fenollar and Raoult, 2004).

PCR analiiiisi plussideks on tema kiirus ja vOimekus tuvastada baktereid ka juba
antibiootikumravi saaval patsiendil (Scerbo et al., 2016). PCR ei ndua otseselt eelnevat
bakterite kultiveerimist (Schmidt et al., 2016). Vorreldes tavapédrase BC/GS (verekultuur koos
Grami meetodil virvimisega) analiilisiga, piisab PCR testi jaoks vdiksemast proovikogusest (5
ml vs 20-30 ml). Lisaks raporteeritakse PCR testidel suuremat tundlikkust (vihem
vale-negatiivseid vastuseid) vorreldes kultiveerimisega (Scerbo et al., 2016).

Kiill aga leidub testil ka limiteerivaid tegureid. PCR voib tuvastada baktereid, mis ei ole peale
ravi saamist enam elujoulised. Vale-positiivsed tulemused vdivad tulla ka peremeesorganismi

mikrofloora voi saaste tdttu (Scerbo et al., 2016). Saaste vOib tekkida laboriinstrumentidest
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(tuubid, pipetid, pinnad, tehniku riided) voi kanduda iile iihelt proovilt teisele (Fenollar and
Raoult, 2004). Esineda vdivad ebamiirased, raskesti tdlgendatavad tulemused. Tavalise PCRi
abil on raskendatud patsiendi proovis esinevate bakterite koguse ja antibiootikumresistentsuse
markerite kvantitatiivne mootmine (Grumaz et al., 2016). Keerukas on olukord, kus proovis
esineb palju erinevaid patogeene, millest testida on vaja vaid iihte (Scerbo et al., 2016). PCR
ei suuda katta kdoiki esinevaid organisme ning potentsiaalseid resistentsuse médrajaid

(Schmidt et al., 2016).

1.3.1. Reaalaja PCR (real time)

Algse DNA koguse kvantiseerimine on keeruline, sest PCR annab kiillastusfaasi joudes sama
koguse produkti olenemata algsest DNA kogusest. Selle piirangu lahendas 1992 aastal
Higuchi ja tema kolleegid, kes arendasid vilja reaalaja PCR meetodi (Higuchi et al., 1992).
Kvantitatiivne reaalaja PCR (qPCR) on PCR tehnoloogia edasiarendus, kus amplifitseerimine
ja amplifitseeritud produktide tuvastamine toimuvad koos iihes reaktsiooni anumas (Fenollar
ja Raoult, 2004). Produktide tuvastamine voib toimuda kahel viisil, kas fluorestseeruvate ja
interkaleeruvate viarvidega, mis amplifitseerimise kdigus seonduvad mitte-spetsiifiliselt
DNA-ga voi fluorestsentsmirgisega DNA sond, mis seondub spetsiifiliselt sihtmérk piironda
(Mege et al., 1997).

Molema mirke puhul emiteerub fluorestsentsvirv, kui segus on olemas uuritav DNA
kaheahelalises vormis. Varvi intensiivsus kasvab proportsionaalselt produktide koguse
suurenemisega (Fenollar ja Raoult, 2004). Arvestades amplifitseerimise efektiivsust (tavaliselt
kahekordistub molekulide arv iihes tsiiklis), on vdimalik arvutada algsete DNA molekulide
hulk proovis (Kubista et al., 2006).

Reaalaja PCR-l1 on tavapdrase PCR ees mitmeid eeliseid, sh. kiirus, lihtsus,
reprodutseeritavus, kvantitatiivne vdimekus ning fluorestentsmarkega sondi kasutamisel ka

madalam saastuse tuvastamise oht (Fenollar and Raoult, 2004).

1.3.2. Multiplex PCR

Multiplex PCR toimib traditsioonilise PCR-ga samal meetodil, kuid {ihes reaktsioonituubis

tootavad korraga mitmed praimeripaarid (Scerbo et al., 2016). See tdhendab, et korraga
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amplifitseeritakse mitut sithtmérk jérjestust ning lihes reaktsioonituubis saab tuvastada korraga
nii viiruseid, baktereid ja/ voi teisi nakkuslikke patogeene (Elnifro et al., 2000). Testiga saab
tuvastada ka antibiootikumidele resistentseid geene (Giuliano et al., 2019). Multiplex PCR
test aitab alla tuua analiilisi hinda ja laiendada testi diagnostilist vdimekust (Elnifro et al.,

2000).

Kuigi multiplex PCR testid on kiired, vajavad enne testi tegemist eeldatavat diagnoosi
(Blauwkamp et al., 2019). Multiplex analiiiise on ka raskem disainida, sest kdik produktid,
mis korraga reaktsioonis osalevad, voistlevad reagentide iile. Et vihendada vdistlust, tuleb
kasutada piiratud arvu praimereid (Kubista et al., 2006). Rohkem kui iihe praimeri olemasolu
reaktsioonis tdstab vdimalust, et moodustuvad praimeri dimeerid, mis takistavad praimeritel

sihtmairgile seonduda (Brownie et al., 1997).

Praimerite valikust soltub suuresti amplifitseerimise edukus (Suzuki ja Giovannoni, 1996).
Praimerid peavad omavahel sobima nii, et nende vahel ei toimuks sekkumist. Samas peavad
praimeripaarid kaasama nii palju sihtmérk patogeenide tiivesid kui voimalik ning need peavad
olema lihtsasti tuvastatavad nditeks geel-elektroforeesil (Elnifro et al., 2000). Praimerite
disainimine on ka keerulisem, sest praimerite vahel ei tohi olla komplementaarsust (Kubista et
al., 2000).

2008. aastal kiitis USA Toidu- ja Ravimiamet (FDA) heaks esimese PCR multiplex paneeli
(hingamisteede patogeenidele). Sellele on jargnenud veel mitme hingamisteede ja seedetrakti
patogeenide paneeli vastu votmine. Need analiilisid tuvastavad korraga 12-20 patogeeni

(Schreckenberger ja McAdam, 2015).

1.4. Metagenoomne sekveneerimine 16S piirkonnast (eelneva amplifitseerimisega)

16S rRNA geen on peaaegu koikidel bakteritel olemasolev, umbes 1550 aluspaari pikk geen,
mis koosneb nii varieeruvatest kui ka konserveerunud aladest (Ranjan et al., 2016). 16S rRNA
geenijirjestuste vordlemine lubab perekonnatasemel eristada erinevaid organisme ning
klassifitseerida tiivesid liikide ja alamliikide tasemel (Clarridge, 2004). Disainides praimerid,
mis on komplementaarsed varieeruvate aladega, on teoorias voimalik tuvastada iikskdik mis
bakteri olemasolu, mille DNA jérjestus on olemas andmebaasis (Fenollar ja Raoult, 2004).

Mignard ja Flandrois viisid 14bi uurimuse, kus 30 kuu viéltel proovisid kliinilistelt proovidelt
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identifitseerida 683 bakteri isolaati. 83% juhtudest said nad vaste liigitasandil, 15% jdi vaste
perekonnatasemele ning vaid 1% uuritud tulemustest jdid tuvastamatuks. Autorite hinnangul
on 16S rRNA geeni amplifitseerimisel ja sekveneerimisel oluline roll bakteriaalsete
patogeenide tuvastamisel, eriti aeglaselt kasvavate, ebatavaliste ja ndudlike liikide puhul, kui
ka bakterite, keda konventsionaalsete meetoditega on raske eristada (Mignard ja Flandrois,
2000).

Kui traditsiooniliselt sooritati 16S rRNA geeni sekveneerimist Sangeri meetodil, siis jirgmise
polvkonna sekveneerimise (NGS) kasutuselevotmine on seda protsessi oluliselt lihtsustanud.
Niitid véimaldavad no “kapipealsed NGS masinad” laboritel 16S rRNA geeni paari paevaga
pohjalikult sekveneerida (Sanschagrin ja Yergeau, 2014).

Tema eelisteks on kuluefektiivsus, juba kindel andmeanaliilisimise meetod ning suur
olemasolev referentsjarjestuste andmebaas (Ranjan et al., 2016). Samas voib 16S rRNA
geeni sekveneerimine tuvastamata jétta haigustekitaja, kui tegemist on seene, parasiidi voi
viirusega. Ta ei pruugi ndidata ka koiki baktereid ning ei kuva informatsiooni
virulentsusfaktorite, antibiootikumresistentsuse voi tiive tiilipide kohta (Afshinnekoo et al.,

2017). Seetdttu ei ole antud metoodika kliinilises praktikas praeguseks eriti levinud.

1.5. Mikroobide tuvastamine isolaadi genoomi sekveneerimisel (WGS)

Erinevalt 16S geeni sekveneerimisest, identifitseerib terve genoomi sekveneerimine (WGS)
mikroorganismid koikidest taksonoomilistest kuningriikidest: nii bakterid, viirused, seened
kui algloomad ning teeb kindlaks nende nukleotiidse jirjestuse (Ranjan et al., 2016). WGS
annab vOimaluse iseloomustada nii geneetilist ja genoomset mitmekesisust, kui ka infot
potentsiaalsete ning uute funktsioonide kohta (ldbi geeni poolt kodeeritavate valkude
funktsiooni ennustamise) analiiiisitud keskkonnas (Pérez-Cobas et al., 2020). WGS-i saab
kasutada mikroobide taksonoomiliseks liigitamiseks, potentsiaalsete funktsioonide

kirjeldamiseks ning terve genoomi jdrjestuse taastamiseks. (Quince et al., 2017).
Koigepealt kultiveeritakse huvipakkuvad organismid, seejirel eemaldatakse need taldrikult

ning eraldatakse DNA. Edasi tuleb koostada raamatukogu ja sekveneerimine véljavalitud

platvormil. Peale sekveneerimist assambleeritakse lugemid bioinformaatilise programmiga
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ning kasutades referents andmebaase, tuvastatakse huvipakkuvad organismi (Hilt ja Ferrieri,
2022).

[Nlumina ja Thermo Fisher pakuvad lithikese lugemiga (100-400 aluspaari (bp)) platvorme.
Pacific Biosciences ja Oxford Nanopore Technologies (ONT) pakuvad pika lugemiga
sekveneerimisi (>500 bp) (Shendure ja Ji, 2008). Igal platvormil on enda eelised ja puudused,
arvestades tépsust, efektiivsust ja hinda. Olenemata kasutatud tehnoloogiast, on vaja
bioinformaatilisi teadmiseid, et andmeid td6odelda ja analiiiisida (Petersen et al., 2019).
Bioinformaatiline analiilis nduab professionaalseid todtajaid ja péddevaid analiilisimise
instrumente (k.a. referents andmebaas, arvuti infrastruktuur, standardsete protseduuride
loomine) (Gu et al., 2019).

Esialgne proovide ettevalmistus, kus pdrilikkusaine tuleb isoleerida, kvaliteedinditajad
kontrollida ning raamatukogu ettevalmistamise protokoll paika panna, vOib votta aecga tunde
kuni péevi. Sekveneerimine ise kestab 1-6 pdeva, olenevalt kasutatavast platvormist, lugemite

pikkusest ja genereeritud andmete kogusest (Petersen et al., 2019).

1.6. Mikroobide tuvastamine sekveneerimisel ilma eelneva amplifitseerimiseta (WMS)

Metagenoomne sekveneerimine (WMS) ehk shotgun (i.e. ilma sihtmérgita) sekveneerimine
on koigi (“meta”) proovis leiduvate mikroobide genoomide suure ldbilaskevoimega
sekveneerimine, mis voOimaldab iihes proovis teostada genoomseid analiilise kdikidele
mikroobidele (Quince et al., 2017). Mitmed uurimused on ndidanud, et metagenoomse
sekveneerimise tehnoloogiad on paljulubav viis identifitseerida ja jdlgida ka nakkushaiguste
etioloogiaid ning tuvastada AMR-1 teket (Rasko et al., 2011; Kdser et al., 2014; ).

Metagenoomne teise poOlvkonna sekveneerimine ehk mNGS vdimaldab otse proovist
sekveneerida samaaegselt koiki seal esinevaid nukleiinhappeid, vdimaldades tuvastada
suurema osa proovis leiduvatest mikroobidest (Wu et al., 2022; Wang et al., 2019). Tdnu
sellele on mNGS abil voimalik tuvastada ka uusi ja haruldasi mikroorganisme (Diao et al.,
2022). mNGS-i saab rakendada suurele hulgale erinevatele proovidele (roga, kori
tampooniproov, veri, alveoolide loputusvedelik, pleuravedelik, tserebrospinaalvedelik, méda,
koeproovid jne.), kust siis otse nukleiinhappeid tuvastada (Zheng et al., 2021). Tulemused on
viiksema tOendosusega mdojutatud eelnevast antibiootikumiravist kui traditsioonilise

kultiveerimismeetodi puhul (Miao et al., 2018). Antud meetodiga on vdimalik analiiiisida
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hingamisteede mikrobioomi, inimorganismi vastuseid erinevatele teguritele (antibiootikumid,
vaktsiinid jm.) ning ennustada ravimiresistentsust (Diao et al., 2022).

mNGS hindab proovis leiduvate mikroorganismide tiiiipe ldhtudes sekveneerimisel saadud
informatsioonist ning vorreldes ja analiilisides neid tuntud mikroobijirjestuste andmebaasiga
(Zinter et al., 2019). Peaaegu kogu paérilikkusaine enamustes kliinilistes proovides on parit
inimeselt, samas on mNGS puhul huvipakkuvad mikroobse péritoluga nukleiinhapped. Seega
on patogeenide leidmine vordne ndela heinakuhjast otsimisega (Gu et al., 2019). Kuna mNGS
on &dirmiselt tundlik, voivad ilmneda ka wvale-positiivsed tulemused. Nukleiinhapete
saastumine vOib toimuda alates proovi korjamisest kuni selle to6tlemiseni, kusjuures
saastumine saab tulla ka timbritsevast keskkonnast, nt. proovi hoidmise ndust (Zheng et al.,
2021). Kuigi saastumist l0plikult elimineerida on vdimatu ning keeruline on eristada
saastumise kdigus ilmnenud mikrooset jdrjestust digest jirjestusest, on voimalik kasutada
ettevaatusabindusid, et saastumisohtu minimeerida. See hdlmab endas nt. tihedamat
materjalide ja pindade puhastamist 10% naatriumhiipokloritiga ning tihesuunalise t66voo ja

fliiisilise eraldatuse hoidmist (Diao et al., 2021).

Erinevad uurimused on patogeenide tuvastamisel hinnanud mNGS tundlikkuseks 70%-94%
ning spetsiifilisuseks 63%-90%, kasutades referentseteks standarditeks konventsionaalsete
meetodite kasutamist (Long et al., 2016; Blauwkamp et al., 2019). Huang ja kolleegid leidsid,
et 240 kopsupdletiku kahtlusega patsiendi seast tuvastas mNGS nakkuse 89%-1, samas kui

konventsionaalne meetod tuvastas nakkuse vaid 26%-1 (Huang et al., 2020).

Laialdast rakendamist hoiab tagasi korge hind ning vastuste saamiseks kulub, olenevalt
tehnoloogia kéttesaadavusest, parimal juhul 24-48 tundi (Petersen et al., 2019). Kiill aga on
enamus mNGS testides saadaval vaid kolmandate osapoolte laboratooriumites, mis tdhendab,
et transpordi peale kulub palju aega ning proovi vitmisest 1dppdiagnoosi saamiseni ldheb
keskmiselt 98 tundi (48 - 243 tundi) (Farnaes et al., 2019). Hinna langemisel muutub
tehnoloogia kittesaadavamaks ning omakorda litheneb diagnoosimiseks kuluv aeg (Han et al.,

2020).
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2. MIKROOBIDE TUVASTAMINE VEREPLASMAST

2.1. Millest koosneb cfDNA, millised on tema omadused

Rakuvaba ringlev DNA (cfDNA) avastati esmalt 1948. aastal (Mandel ja Metais, 1948).
Ta koosneb nukleiinhappe fragmentidest, mis leiduvad veres ja teistes bioloogilistes
vedelikes (Weerakoon ja McManus, 2016). Lisaks inimese DNA-le leidub plasmas ka
mikroorganismide nukleiinhappeid (mcfDNA). Usutakse, et nukleiinhapped périnevad
kehas leiduvatelt lagunevatelt mikroorganismidelt, kes surres enda sisu verre vabastavad
(Fernandez-Carballo et al., 2019). Mikroobne DNA vdib vereringesse sattuda kahel viisil:
kas 1dbi vélismaailmaga suhtlevate organite epiteeli limaskesta (seedetrakt, suu,
reproduktiivorganid jm.) voi kui kudede limaskest on lokaalse nakkuse voi fiiiisilise
kahjustuse tottu kahjustunud. Vereringes lagundatakse mikroobsed nukleiinhapped
nukleaaside poolt, mis seejdrel moodustavad viikesed DNA fragmendid ehk mcfDNA
(Han et al., 2020).

Enamus rakuvilisest DNA-st (kuni >99%) moodustab inimese DNA ning ilejdanud
mcfDNA, millest 0,08%-4,85% pirineb bakteritelt, 0,00%-0,01% seentelt ning
0,00%-0,16% viirustelt/faagidelt (Huang et al., 2018). Grumaz jt. nditasid, et haiguslikus
seisundis vOib see osakaal muutuda. Nt. sepsise korral oli mikroobse DNA osakaal
plasmas keskmiselt 9,8%, kui tervetel patsientidel oli see keskmiselt 3,5% (Grumaz et al.,
2020).

Tervete inimeste vereplasmas on DNA kontsentratsioon vordlemisi madal: 3,6-5,0 ng/ml,
kusjuures enamus DNA fragmente on 180 aluspaari pikad (Suzuki et al., 2008). IImselt
tdnu enda liihikesele pikkusele, suudab osa DNA-st ka neerud iiletada ning uriini jouda
(Lichtenstein et al., 2001). Uuringud on naidanud, et cfDNA omadused ja kontsentratsioon
voivad muutuda erinevates fiisioloogilistes voi haiguslikes tingimustes (Weerakoon ja
McManus, 2016). Niiteks sepsise puhul on tdheldatud cfDNA kontsentratsiooni suurt
kasvu, eriti infektsiooni algusjargus on cfDNA kontsentratsioon keskmiselt 197 ng/ml -
377 ng/ml, mis viitab suuremale bakterite koormusele. Suurenenud cfDNA tasemeid on
kirjeldatud ka teistel fiisioloogilistel voi patoloogilistel tingimustel, nt. raseduse, pdletike,

traumade, vihi ja operatsioonide tottu (Grumaz et al., 2016).
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2.1.1. ¢cfDNA Kliiniline tahtsus

Uks levinumaid cfDNA analiiiisi kasutusalasid on loote varane ja mitteinvasiivne
geneetiline analiilis (NIPT), tdnu sellele, et loote DNA ringleb ema veres (Sayres ja Cho,
2011). Paljulubav on cfDNA analiiiis ka onkoloogias, kus “vedela biopsia” abil saab
kiirelt, kuluefektiivselt ja mitteinvasiivselt analiiiisida apoptoosis vOi nekroosis
kasvajarakkude eritatud ringlevaid DNA fragmente (ctDNA), et kasvajarakke monitoorida
voi kirjeldada (Qin et al., 2016). Kolmas paljulubav ala cfDNA kasutamiseks on
siirdamiste  valdkond, kus rakuvdlise DNA kogust saab kasutada organi

aratoukereaktsiooni markerina (Moreira et al., 2009).

Hong jt. nditasid, et puhastatud plasmast saab sekveneerimisega identifitseerida patogeene,
mis on pdrit erinevatest organitest. See tdhendab, et cfDNA integreerib infektsioone
puudutavat informatsiooni iile keha (Hong et al., 2018). NGS meetodiga on kerkinud
vOimalus mitteinvasiivselt mikroobset cfDNA-d sekveneerides tuvastada iihe analiiiisiga
infektsioone {ile terve keha, tinu millele saab cfDNA sekveneerimist kasutada varajaseks
diagnoosimiseks (Blauwkamp et al., 2019; Weerakoon ja McManus, 2016).

Huvi nakkushaiguste diagnoosimiseks cfDNA-st aina kasvab, eriti haiguste puhul, millel
pole lihtsasti kasutatavaid vere voi uriini teste (Ferndndez-Carballo et al., 2019). mcfDNA
sekveneerimine suudab identifitseerida patogeene ka siis, kui tavapédrased testid on
negatiivsed voi diagnostilisi proove on liiga keeruline votta (O’Grady, 2019). See toimib
ka juhtumite korral, kus enne proovi votmist on juba alustatud antibiootikumikuuriga voi

kui bakterid on muidu raskesti kultiveeritavad (Han et al., 2020).

Oluline mure mcfDNA analiitisimisel on nukleiinhappe saastumine, kas siis inimese DNA
vO1 proovi tootlemisel vilise mikroobse DNAga. Kuna mcfDNA-d leidub plasmas niivord
vihe, vdhendab patsiendi DNA foon oluliselt testi tundlikkust ning vo0ib esineda
vale-negatiivsust (Han et al., 2020). Vilise mikroobse DNAga saastumine tostab tulemuste
tolgendamise keerukust ning vOib esineda vale-positiivne tulemus (Eisenhofer et al.,

2019).
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2.2. Niiteid bakterite tuvastamisest cfDNAst

2.2.1. Sepsis

Sepsist defineeritakse kui eluohtlikku organite talitlushdiret, mis on pdhjustatud
peremeesorganismi reguleerimata vastusest infektsioonile (Purcarea ja Sovaila, 2020).
Sepsise juhtumid on viimaste aastakiimnetega kahekordistunud ning ennustatakse jatkuvat
kasvu. Seda vananeva populatsiooni, siirdamiste, kemoteraapia, invasiivsete protseduuride
ning immunosupressiivse ravi ja krooniliste tervisemurede kasvu tottu (Mayr, 2014).
Sepisega kaasneb korge haigestumus ja suremus; et tulemusi parandada, on vaja rakendada

kohest ravi (Purcarea ja Sovaila, 2020).

Blauwkamp jt. hindasid Kariuse testi voimekust tuvastada sepsist pohjustav patogeen 348
patsiendi hulgas. Kariuse test on kvantitatiivne mikroobse cfDNA sekveneerimise test, mis
identifitseerib inimese verest 1250 inimpatogeeni nende genoomse DNA jargi. Kdikidele
patsientidele teostati nii cfDNA sekveneerimine kui ka verekultuur. Vorreldes
verekultuuriga, oli cfDNA sekveneerimise tundlikkus 93,7%. Kariuse test andis
positiivseid vasteid ka patsientidel, kes olid eelnevalt saanud antibiootikume voi kellel
esines viiruseid, eukariiootseid patogeene ja kultiveerimatuid baktereid. Nendel
verekultuur positiivset vastet ei ndidanud.

Leiti, et sepsiseohus patsientide testimisel oli cfDNA sekveneerimisel suurem patogeenide
tuvastamise maar (169/348) kui verekultuuril ning teistel mikrobioloogilistel testidel (koe
ja vedelike kultiveerimine, seroloogia, nukleiinhapete testimine) kokku (132/348). Kariuse
testiga oli keskmine vastuse saamise aeg 53,0 tundi, traditsioonilistel tuvastamismeetoditel
oli see 92,4 tundi.

27,7% patsientidest olid saanud antimikroobset ravi kahe nddala jooksul enne proovi
andmist ning nendest suutis cfDNA sekveneerimine tuvastada sepsist pOhjustavaid
patogeene 47,9%-1. Verekultuuril oli see voimekus vaid 19,6%.

Organismid, keda cfDNA sekveneerimine identifitseeris kui voimalikke v3i ebatdenéolisi
sepsise pohjustajaid, hdlmasid endas aktiveerunud herpesviiruseid ja kroonilisi nakkuseid
nagu Helicobacter pylori ning inimese papilloomiviirus. Aslimptomaatiliste patsientide
proovidest leiti mikroobset cfDNA-d 22,8% juhtudes, tuvastades kdige tihedamini H.
pylori, Klebsiella pneumoniae ja Haemophilus influenzae bakterid (Blauwkamp et al.,

2019).
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Grumaz jt. analiiiisisid iihe aasta jooksul 120 patsiendi vereplasmat, et sekveneerimise abil
tuvastada haigust pohjustavad mikroobid rakuvabast DNA-st. Nad néitasid, et proovi
votmisest tulemusteni ldks aega kuni 30 tundi. Tuvastati, et cfDNA sekveneerimise
tulemused olid heas korrelatsioonis verekultuuri jt. bioloogiliste proovidega, kuigi leidus
paar erandit:

1) Uhel patsiendil ei niidanud sepsise jooksul verekultuur kordagi positiivset vastet,
kiill aga haavalapid ning kdhukoopa loputus andsid Escherichia coli ja Enterococcus
faecium vasted. Sepsise alguses voetud cfDNA proovid nditasid E. coli, E. faecium, ja
Bacteroides fragilis baktereid. Nakkuse jooksul jdi patsient ka kopsupdletikku, mida
pohjustasid traditsioonilistel meetoditel tuvastatud E. coli, Stenotrophomonas maltophilia
ja Klebsiella pneumoniae. cfDNA NGS néitas vasteid K. pneumonia ja B. fragilis
bakteritele. Seitsmendal pdeval tuvastas qPCR HSV1 viiruse, mida kinnitas cfDNA
sekveneerimine plasmast. Antud patsiendi juhtum néitab, et NGS ldhenemine v3ib olla
tundlikum ja spetsiifilisem kui verekultuur.

2) Teisel patsiendil tuvastas verekultuur koos qPCR-iga Staphylococcus aureus’e.
Seda kinnitas plasma cfDNA sekveneerimine. Seitsmendal pdeval tuvastas vereplasma
sekveneerimine HSV1 viiruse, mille tuvastas ka qPCR 14-ndal pdeval. Kultiveerimine
nditas ka véikest kogust Candida albicans seent, mis sekveneerimisel ei tulnud vilja kui
oluline organism.

Uurimistulemused néitasid, et cfDNA sekveneerimine suudab suhteliselt véikse
kallutatusega analiilisida vereringe infektsioone ning voib olla eriti kasulik kui klassikaline

mikrobioloogia vdi molekulaardiagnostilised meetodid ei dnnestu (Grumaz et al., 2016).

Abril et al. raporteerisid juhtumit, kus 60-aastane patsient saabus haiglasse palaviku,
korgenenud vererShu ning vaimse seisundi muutustega. Verekultuur ei andnud tulemusi,
misjérel viidi 1dbi mcfDNA sekveneerimine ning leiti, et slimptomid on pdhjustanud
Capnocytophaga canimorsus pohjustatud sepsis. See nditab, et rakuvaba DNA
sekveneerimine on paljulubav meetod raskesti kultiveeritavate patogeenide tuvastamisel

(Abril et al., 2016).
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2.2.2. Tuberkuloos

Tuberkuloos (TB) on hea nidide haigusest, mille puhul ¢cfDNA sekveneerimine on eriti
kasulik (Han et al., 2020). Tuberkuloosi pohjustab Mycobacterium tuberculosis (MTB),
mille kliiniline tuvastamine on raskendatud tema pika peiteaja ja mittespetsiifiliste
stimptomite tottu. Tiilipiliselt diagnoositakse TB happekindla varvingu, kultiveerimise ja
rogast nukleiinhappe amplifitseerimise kaudu (Ushio et al., 2016). See voib aega votta
kuni paar nddalat ning siigavalt juurdunud infektsioonide puhul on tihti vaja teostada
invasiivset biopsiat (Nomura et al., 2019). Varajaseks tuberkuloosi diagnoosimiseks on
loodud mitu PCR meetodil pdhinevat cfDNA testi nii verest kui uriinist, ndidates, et
mcfDNA on kasulik biomarker tuberkuloosi tuvastamiseks ja ravi jdlgimiseks

(Fernandez-Carballo et al., 2019).

Click jt. uurisid 40 patsiendi seas plasma cfDNA vdimekust diagnoosida tuberkuloosi
vorreldes traditsiooniliste meetoditega ning leidsid, et isegi kui ei esine miikobaktereemiat,
suudab qPCR tuvastada vereplasmast Mycobacterium tuberculosis complex (MTC)
DNA-d 45% haigetest. Uuringu ldbiviijate seisukoht on, et cfDNA uurimine qPCRi abil
on paljulubav meetod tuberkuloosi diagnoosimiseks, mida tuleb veel optimiseerida (Click

et al., 2018).

2.2.3. Kopsupoletik

Kopsupdletik on levinud nakkus, millele tihti ei suudeta diagnoosi panna. Paljudele
patsientidele méératakse antibiootikumid, mis vdivad vdhendada kultiveerimise edukust.
Kopsupdletiku diagnoosimisel muudab sekveneerimistulemuste analiiiisi keerulisemaks
suufloora mikroobne foon, kus esinevad bakterid vdivad teatavatel juhtudel olla ka
patogeenid. Seega vOib kvantitatiivsetest vOi semikvantitatiivsetest —statistilistest

analiiiisidest olla abi, et eristada infektsiooni kolonisatsioonist (Gu et al., 2019).
Langelier viis koos kolleegidega 1dbi uurimuse, mille eesmirgiks oli néidata, et plasma

cfDNA sekveneerimine suudab patsientide verest tuvastada kopsupdletikku pdhjustavate

patogeenide DNA, kaasa arvatud patsientidel, kelle verekultuur on negatiivne. Valimi
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suurus oli 25 kriitiliselt haiget patsienti, kellest 18-1 oli kopsupdletik ning seitsmel akuutne
hingamisteede haigus. Teiseks eesmirgiks oli vorrelda plasma cfDNA ja hingamisteede
vedeliku mNGS vasteid patogeenidele (viimast peetakse tdpseks kopsupdletiku
diagnoosimise meetodiks). Uurimusele eelnevalt olid 83% patsientidest saanud empiirilist
laia spektriga antibiootikumide ravi.

Esmalt tehti mNGS kontrolltestid kultiveerimise kéigus tdestatud baktereemiale
(Cytomegalovirus viremia) ja leiti, et plasma cfDNA sekveneerimine identifitseeris
patogeenid igal juhtumil.

Uurimuse kidigus said kaks patsienti ventilaatorpneumoonia (VAP) diagnoosi. Nendel
juhtudel oli plasma cfDNA sekveneerimine esimene, mis tuvastas patogeensed bakterid.
Kultiveerimine andis sama tulemuse 4 péeva hiljem. Nendeks bakteriteks olid esimese
patsiendi puhul Enterobacter cloacae ja Staphylococcus aureus ning teise patsiendi puhul
Serratia marcescens. Teine patsient sai juba ravi (tsefriaksoon) Escherichia coli ja
Klebsiella pneumoniae vastu, kuid mNGS tuvastas ka SRT-1 B-laktamaas geeni, mis
pOhjustab tsefriaksooni resistentsust ning pdhjendab, miks VAP vais tekkida.

Sekveneeriti ka seitse kriitiliselt haiget, kuid negatiivse kopsupdletiku tulemusega
patsienti, kellel esines hingamispuudulikkus. Kahel juhtumil ei leitud mikroobe, kuid viiel
patsiendil ilmnes teiste patogeenide seas Inimese Herpesviirus 6, mis v3ib esineda tervetel
indiviididel ja muutuda aktiivseks sepsise korral. Sellistel juhtumitel voivad tuvastatud
mikroobid olla kopsupdletiku tekitajad voi1 hoopis sattunud sinna soolestikust,
hingamisteedest, nahast vO0i mujalt. Patogeenide Ileidmine nditab, et cfDNA
sekveneerimine on kasulik tdiendav diagnoosimeetod kui verekultuur on negatiivne.
Naéidati, et plasma mNGS ei ole nii tipne kui hingamisteede mNGS (67% vs 100%), kuid
suudab tuvastada kultiveerimisega tdestatud hingamisteede patogeene cfDNA-st ning voib
olla védrtuslik abivahend, kui hingamisteede proove ei saa votta. Tulemused néitasid ka, et
kuigi verekultuur on negatiivne, vOib toimuda siiski patogeense DNA vabanemine

vereringesse (Langelier et al., 2020).

Wu jt. teostasid 502 kopsupodletiku kahtlustusega patsiendi seas mNGS
bronhoalveolaarsest loputusvedelikust (BALF), et leida haigusttekitav patogeen. Tulemusi
vorreldi konventsionaalsete mikrobioloogiliste testidega. Leiti, et mNGS tundlikkus oli
72,5% ning tipsus 74,9%. Konventsionaalsete testide seas olid need tulemused vastavalt
25,4% ja 36,9%. Nende patsientide seast diagnoositi kopsupdletik 84,1%-le ning 15,9%-1

esines mittenakkav haigus. 355-1 patsiendil suudeti tuvastada pohjustav patogeen, kuid

23



67-1 patsiendil jdi see teadmata. Uhesugused haigustekitajad suutsid mNGS ja
konventsionaalsed meetodid tuvastada 120-1 juhul. 239 patogeeni suutis tuvastada mNGS
tiksi ning 12 patogeeni vaid konventsionaalsed meetodid.

Kokkuvotteks voib oelda, et hingamisteede mNGS néitas paremat diagnostilist voimekust
kui konventsionaalsed meetodid, eriti miikoplasma, klamiilidia ja viiruste korral.
Acinetobacter baumannii, Nocardia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ja
Legionella puhul ei leitud selle valimi juures kahe diagnoosimismeetodi vahel statistiliselt

olulist erinevust (Wu et al., 2022).

2.2.4. Kuseteede haigused

Kuseteede haigused (UTI) on iihed levinumad inimeste nakkused. Semikvantitatiivne
bakterite kultiveerimine on UTI-de diagnoosimise standardmeetod, kuid see on
aegandudev ning ei pruugi olla usaldusvddrne, kui patsient saab antibiootikume.
Metagenoomne uriini cfDNA sekveneerimine voib olla viirtuslik abivahend

nakkustekitaja identifitseerimiseks (Janes et al., 2022).

Burnham jt. testisid uriinis leiduva rakuvaba DNA kasulikkust bakteriaalsete ja viraalsete
kuseteede haiguste monitoorimiseks. Nad testisid NGS meetodil 141 uriiniproovi ning
leidsid, et iihe analiiisiga on voOimalik infot saada nii uriini ¢cfDNA koostise,
antibiootikumitundlikkuse, bakterikasvu diinaamika, siirdatud neeru vigastuste kui ka
peremeesorganismi nakkuse vastuse kohta. Peaaegu koikides proovides, kus leidus
kliiniliselt toestatud viraalseid vOi bateriaalseid kuseteede infektsioone, suutis cfDNA
sekveneerimine identifitseerida pdhjustava patogeeni. Uhes tuvastas kultiveerimine
bakteri, mis cfDNA-s ei kajastunud: Raoultella ornithinolytica. Lisaks tuli cfDNA-st vélja
baktereid, keda praegune Kkliiniline praktika tuvastada ei suuda, nt. Haemophilus
influenzae, mis pohjustas patsiendil baktereemia ning selgus 16puks ka kultiveerimise
kdigus, kui antud proov uuesti Sokolaadi agarile kiilvati. Uuring leidis, et uriini cfDNA
sekveneerimine on viga mitmekiilgne vahend UTI haiguste monitoorimiseks (Burnham et

al., 2018).
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Janes jt. vordlesid metagenoomse uriini cfDNA sekveneerimise tulemusi traditsioonilise
bakterite kultiveerimisega. Nad analiilisisid 86 uriiniproovi, millest 43 olid kultiveerimisel
saanud positiivse tulemuse ning 43 negatiivse.

86st proovist identifitseeriti 200 bakteriliiki, millest kdige rohkem esinesid Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Aerococcus urinae, Bifidobacterium longum, Serratia marcescens,
Morganella morganii ja Actinotignum schaalii. cfDNA sekveneerimine tuvastas
positiivseteks 39 proovi, millest 87% olid diged positiivsed. Viit vale-positiivset tulemust
tolgendas kultiveerimine kui fekaalne saaste. 47st negatiivsest proovist olid périselt
negatiivsed 38 ehk 81%. Uheksast valenegatiivsest tulemusest kaheksa olid
Gram-postiivseid baktereid, millest v3ib jdreldada, et cfDNA sekveneerimine tuvastab
paremini Gram-negatiivseid baktereid kui Gram-postiivseid.

Kadikidel teistel proovidel suutis uriini cfDNA sekveneerimine tuvastada rohkem liike kui
kultiveerimine, kaasa arvatud patogeene, keda kultiveerimine tihti tuvastada ei suuda, nt. 4
schaalii. Uurimine niitas, et uriinist mcfDNA sekveneerimine voOib olla vaértuslik

diagnoosimeetod (Janes et al., 2022).

2.2.5. Haruldasemad infektsioonid

Mycobacterium chimaera

M. chimaera on Mycobacterium avium kompleksi kuuluv bakter, mida kirjeldati esmalt
2004 aastal. Ta pohjustab hingamisteede haiguseid, eelkdige immuunpuudulikkusega
patsientidel. Viimasel aastakiimnel raporteeritakse iiha rohkem tema pdohjustatud
infektsioone, eriti avatud stidameoperatsiooni jargselt (Riccardi et al., 2020). M. chimaera
poolt pohjustatud siimptomid on mitte-spetsiifilised, hdlmates endas visimust, higistamist,
palavikku, koha, kaalulangust ja hingeldamist ning need vdivad esineda kuni 6 aastat peale
operatsiooni (Marra et al.,, 2017). Standardne bakterite tuvastamine teostatakse
happekindla bakteri (AFB) kultiveerimise ja vidrvinguga, mis nduab invasiivset
proovivotmist, on limiteeritud tundlikkusega ning miikobakteri kasvamine v3ib votta aega
kuni 8 nddalat (Kohler et al., 2015).

Nomura ja kolleegid testisid iihe aasta jooksul siidameoperatsiooni jargselt kiimmet M.

chimaera bakteriga kokkupuutunud nakkuse kahtlustusega patsienti, teostades neile
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cfDNA sekveneerimise. Plasma cfDNA sekveneerimine tuvastas M. chimaera iiheksal
patsiendil kiimnest, AFB vérving vaid neljal, kusjuures AFB kultiveerimiseks oli vaja
invasiivset proovi votta 90% patsientidest. Proovi vOtmisest tulemuseni liks NGS
meetodiga aega keskmiselt 4 pideva, AFB kultiveerimisel saadi tulemus keskmiselt 41
paeva peale proovi votmist.

Antud valimil oli suremus 60%. Neljal patsiendil, kes infektsiooni iile elasid, tuvastas
NGS esimesena haigustekitaja, mis nditab, et varasel diagnoosimisel on potentsiaal

vihendada suremust (Nomura et al., 2019).

Propionibacterium acnes

Ye et al. raporteerisid juhtumit, kus haruldase juveniilse miielomonotsiitaarse leukeemiaga
2-aastasel poisil esines teadmata piritoluga 166ve ning korge palavik. Traditsiooniline
kliiniline diagnostika ei suutnud tuvastada thtki pohjustavat patogeeni. Vereplasmale
teostatud NGS suutis tuvastada Propionibacterium acnes bakteri. Alustades kohest

spetsiifilist ravi taganesid siimptomid tdielikult viie pdevaga (Ye et al., 2016).

Nakkused peale tiivirakkude siirdamist

Fung et al. kirjeldasid kolmel allogeensete vereloome tiivirakkude siirdamisega patsienti,
kellel oleks vereplasma mcfDNA sekveneerimine holbustanud ja kiirendanud nakkust
poOhjustava bakteri kindlaks tegemist.

Esimesel patsiendil oli palsma NGS positiivne Chlamydia trachomatis bakterile 30 pdeva
enne, kui klassikaline testimismeetod (invasiivne ureteroskoopia stendi paigaldusega) seda
nditas ning oleks lithendanud haiglasoleku aega 10 pédeva vorra.

Teisel patsiendil teostati juba kahenddalane metitsilliinresistentse Staphylococcus aureus
(MRSA) baktereemia ravi ning verekultuur néitas bakteri taganemist. Sellegipoolest tema
ndidud halvenesid. Plasma NGS niitas peale esialgse ravi manustamist veel MRSA
esinemist, kuid verekultuur tuvastas selle alles 10 pédeva hiljem, peale mida patsient suri.
Plasma NGS suudab tuvastada patogeene 2-5 pdeva enne korduva baktereemia tuvastamist
ning jaidb positiivseks keskmiselt 3 pdeva kauem kui verekultuur. Plasma NGS oleks
varasemalt nédidanud baktereemia taas tekkimist ning potentsiaalselt paédstnud patsiendi

elu.
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Ka kolmandal patsiendil esines korduv MRSA baktereemia, kuid nakkust pohjustavaks
patogeeniks tuvastati ekslikult S. epidermidis. Stimptomid siivenesid ja alles kolm péeva
hiljem tuvastas verekultuur S. aureus bakteri. Plasma NGS oleks tuvastanud juba varem
piisiva varjatud infektsiooni, sest peale esialgse ravi saamist jii MRSA niit veel

positiivseks (Fung et al., 2018).

2.3. Niiteid patogeensete seente/pirmide tuvastamisest cfDNAst

Immuunsupresseeriv ravi ja seenevastasele ravile resistentsete organismide kasv on toonud
invasiivsete seennakkuste (IFD) suure kasvu, mis pohjustab immuunpuudulikkusega
patsientide seas suure haigestumise ja suremuse (Perlin et al., 2017). Praegune
diagnostiline meetod jagab IFD kolme klassi: tdestatud, tdendoline (riskikrupis olev
peremeesorganism vastas kliinilistele ja miikoloogilistele kriteeriumitele) ja voimalik
(riskigrupis olev peremeesorganism vastab Kkliinilistele kriteeriumitele kuid mitte
miikoloogilistele) haigus (De Pauw et al., 2008). Vottes arvesse patogeensete seente suurt
mitmekesisust, on kerkinud esile kriitiline vajadus kiire ja mitteinvasiivse meetodi jarele.
Ideaalis peaks see suutma haigustekitajaid identifitseerida liigi tasemeni, et rakendada

spetsiifilist seenevastast ravi (Han et al., 2020).

Hong ja kolleegid analiilisisid 2018 aastal IFD patsientide plasma cfDNA-d ja leidsid, et
sekveneerides on vdimalik tuvastada nakkust pdhjustavad patogeenid, mida on raske
kultiveerida, nende hulgas Aspergillus, Rhizomucor ja Scedosporium liike.

Seitsmel juhul liheksast tuvastas plasma NGS sama seene, mis nakatunud koe (kopsu,
siinuse, aordi, aju jt.) biopsia. Monel juhul tuvastas konventsionaalne mikrobioloogia
hallituse vaid perekonnatasemel (nt. Rhizopus liigi). Uhel juhul tuvastas plasma NGS
Aspergillus  lentuluse, kuid konventsionaalne mikrobioloogia tuvastas Aspergillus
Sfumigatus iigi. A. lentulus ja A. fumigatus on morfoloogiliselt identsed ning jagavad 91%
jarjestuses homoloogiat. Mdnel juhul ei leidnud plasma NGS patogeeni, kuid see voib olla
pdhjustatud proovi votmise hilinemisest. Uhel juhul vdeti plasma proov 20 péeva hiljem
kui teostati biopsia. Teistel juhtudel esinesid biopsiaga tdestatud Aspergillus fumigatus
jarjestused proovis, kuid mitte piisavalt suurel hulgal, et kvalifitseeruks positiivse proovi
alla. Kuuel juhul iiheksast identifitseeris plasma NGS lisaks seentele proovist veel

viiruseid ja baktereid, mida kultiveerimine ei ndidanud.
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Uurimus néitas, et nakkuseid pohjustavaid mikroobe saab mitteinvasiivelt kiiremini
diagnoosida, kui seda voOimaldab nakatunud koe biopsia ning tdestas, et cfDNA

sekveneerimine voib olla hea alternatiiv (Hong et al., 2018).

Armstrong jt. votsid lihe aasta viltel korduvaid vereproove 40-It patsiendilt, et uurida
cfDNA NGS vdoimekust identifitseerida patogeenseid seeni. Kuuel patsiendil esines
mikroskoopiliselt tdestatud IFD, iihel oli tdendoline, 11-1 vdimalik IFD, {ihel oli
korgenenud 1,3-B-d-glukaani tase, kuid ei esinenud Kkliinilisi leide ning 21 patsienti ei
vastanud IFD kriteeriumitele.

Neljal juhul kuuest tdestatud IFD juhtumist identifitseeris cfDNA sekveneerimise sama
patogeeni, mis invasiivne biopsia (kas nahalt, kopsust v0i pseudotsiisti vedeliku
dravoolust) ja verekultuur. Uhel juhul esines kultiveerimisel Rhizopus oryzae, kuid cfDNA
sekveneerimine andis negatiivse vaste. See voib tuleneda lokaliseeritud ja levinud haiguse
erinevusest, sest R. oryzae tuvastati pealmisest nahabiopsiast. Teisel juhul nditas
kultiveerimine Aspergillus fumigatuse kohalolu, kuid cfDNA NGS tuvastas hoopis
Pneumocystis  jirovecii mikroobi, mis vOib seletada temal esinenud normist
korvalekaldunud rinna kompuutertomograafia tulemust koos teiste siimptomitega ning
voib viidata koinfektsioonile.

Tdenéolise IFD-ga patsiendil ei andnud kultiveerimine vastet, kuid cfDNA NGS tuvastas
P. jirovecii.

Koikidel  teistel  juhtumitel kattusid c¢fDNA NGS ja  konventsionaalsete
testimismeetoditega tehtud tulemused (Armstrong et al., 2019).

2.4. Naiteid viiruste tuvastamisest cfDNAst

Viirused mingivad inimese mikrobioomis suurt rolli. Tdiskasvanud terve inimene kannab
endas védga palju erinevaid viirusosakesi, mis varieeruvad indiviiditi. Neid inimeste
viiruslikke mustreid veel suures jaos ei modisteta ning kuna viirustel ei esine iihte
universaalselt geeni, ei saa teostada ka laia amplikonide pdhist uuringut (Kuczynski et al.,

2011).

Burnham jt. analiiiisisid uriinis leiduvat cfDNA-d, et tuvastada UTI tekkepdhjused ning

peaaegu pooltel patsientidest (66/141) tuvastas cfDNA sekveneerimine ka viiruseid, mis
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voivad olla Kkliiniliselt olulised, kuid mida rutiinsed analiilisid ei tuvasta. 5-8%
neerusiirdamise patsientidest kannatavad kolme aasta jooksul nefropaatia (igasugune
mittepdletikuline neeruhaigus) all, mida pdhjustab BK poliiloomiviirus (BKV). Teised
viirused, mis tihti neerusiirdamise patsientidele komplikatsioone tekitavad, on
adenoviirused, JC poliioomiviirus, tsiitomegaloviirus (CMV) ja parvoviirus, mida cfDNA
sekveneerimine suutis edukalt tuvastada.

Kahel proovil, kus patsientidel traditsiooniliste meetoditega parvoviirus B19 infektsioon
diagnoositi, tuvastas cfDNA sekveneerimine antud viiruse esimesel juhul 8 pdeva enne
kliinilist diagnoosi ja teisel juhul 80 pideva enne diagnoosi. Kolmandal patsiendil tuvastas
cfDNA skriinimine viiruse 25 pédeva peale ametlikku diagnoosi. Kusjuures tema
uriiniproovis leidus rohkelt ka BK'V-d, mis korreleerus talle teostatud viirus-spetsiifilise
PCR testiga. Uhe patsiendi cfDNA niitas suures koguses inimese adenoviirus B DNA-d
juba 15 pédeva enne ning 9 paeva peale kliinilist diagnoosi.

Need andmed nditavad, et uriini ¢fDNA-d saab kasutada nii levinud kui ebaharilike

viiruste tuvastamiseks (Burnham et al., 2018).
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3. PROGRAMMID MIKROOBIDE TUVASTAMISEKS

Metagenoomsete proovide sekveneerimisel on seal leiduvad liigid, perekonnad ja isegi
hoimkonnad teadmata ning eesmairgiks on nende tuvastamine saadud jirjestuste abil nii
tédpselt kui voimalik. Laias laastus on kolm pohimatteliselt erinevat viisi DNA jérjestuste

abil organismide tuvastamiseks:

1) jarjestuste homoloogiaotsingul baseeruv tuvastamine
2) lugemite paigutamine (méppimine) referentsgenoomile ja
3) joondusvabad meetodid

3.1. Homoloogiaotsing BLAST

Jarjestuste homoloogial baseeruv otsinguviis identifitseerib sarnased valgud voi geenid
ning statistiliselt olulise sarnasuse jdrgi tuvastab nende iihise eellase. Tavaliselt
kasutatakse selleks BLASTi. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) on jarjestuse
homoloogial baseeruv tooriist, mis on koige laialdaselt kasutatum ja usaldusvdidrsem nii
DNA kui valgu jérjestuste homoloogiaotsinguks (Altschul, 1997). BLAST Kklassifitseerib
tundmatu jirjestuse, leides sellele parima joonduse genoomijarjestuse andmebaasist. Kuigi
BLASTi ei disainitud spetsiaalselt metagenoomsete jarjestuste jaoks, saab seda holpsalt
selleks otstarbeks rakendada (Brady ja Salzberg, 2009). NGS metagenoomsete andmete
analiilisiks on ta liiga aeglane (Niu et al. 2011). Suure andmestiku protsessimise aeg vOib

vOtta mitmest paevast niddalateni.

3.2. Lugemite paigutamine referentsgenoomile

Peale terve metagenoomi shotgun sekveneerimist, on kogu proovis leiduv DNA analiitisiks
kasutatav miljonite liihikeste nukleotiidijarjestuste lugemitena (Petersen et al., 2017).
Kasutatav programm peab olema suuteline antud FASTQ vormingus jérjestusi méppima
referents andmebaasidesse. Teiseks vOimaluseks on nende lithikeste jérjestuste
kokkupanek kontiigidesse, et neid seejirel referentsgenoomidega vorrelda (Menzel et al.,

2016).
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Uheks probleemiks metagenoomsete jirjestuste vordlemisel on referentsgenoomide
kittesaadavus. Teatavad laialt levinud mudelorganismid vdi patogeenid on andmebaasides
tile-esindatud, teised raskesti kultiveeritavad organismid ala-esindatud, mis teeb mdnede
adrmuslikest keskkondadest voetud proovide klassifitseerimise keeruliseks (Menzel et al.,
2016). Mida suurem on sihtmédrk andmebaas, seda suurem on ka tdendosus suvalise vaste
saamiseks, mis tOstatab vale-positiivsete tulemuste probleemi (Petersen et al., 2017).
Kolmandaks probleemiks on mikroobide (eriti viiruste) kiire muutumine evolutsiooni
kdigus. Seega jadb metagenoomsetel uuringutel tihti suur osa jérjestusi klassifitseerimata
vOi nditavad moned jarjestused vaid viikest sarnasust teadaolevate liikidega (Menzel et al.,

2016).

Uks efektiivsemaid mippimisel pdhinevaid klassifitseerijaid on MGmapper (Petersen et
al., 2017). See voimaldab paralleelselt kasutada mitmeid terve genoomi
referentsjdrjestuste andmebaase: bakterite, viiruste, seente, taimede, selgroogsete ja
selgrootute organismide, samuti ka nditeks AMR geenide ja 16S sRNA voi likskdik mis

kohandatud andmebaasi, mis pohineb FASTA vormingul.

Teine laialt kasutatav liikide médramise tarkvara, mis pohineb lugemite méppimisel, on
MetaPhlAn (Metagenomic Phylogenetic Analysis). See on tooriist, millega on vdimalik
minutitega toddelda miljoneid metagenoomseid Ilugemeid ja neist tipsed
mikroobikoosluste profiilid méérata. Saadud lugemitest hindab MetaPhlAn keskmist
mikroobirakkude arvu ja paigutab need klaadi markerjdrjestuste jirgi vdhemalt
liigitasemele.

MetaPhlAn vordleb proovist saadud metagenoomseid Ilugemeid markerjirjestuste
kataloogiga, mis sisaldab ~4% sekveneeritud mikroobide geenidest. Igal lugemil on tédnu
markeri unikaalsusele vdhemalt iiks korge usaldusvédrsusega vaste. Metagenoomsele
DNA-le ei ole tinu markerjirjestusele tarvis teha ka eeltdotlust (vigade tuvastust,
assambleerimist, geeni annotatsiooni), sest valedele lugemitele ei teki suure tdendosusega
vastet. MetaPhlAn2 sisaldab sekveneeritud alasid iile 7500-It liigilt (iga bakteriliigi kohta
184445 regiooni) (Segata et al., 2012). Tiivespetsiifilised jarjestused vdimaldavad tiivede
médramist, samuti on voOimalik viiruste ja eukariiootsete mikroobide klassifitseerimine

(Tin Truong et al., 2015).
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3.3. Joondusvabad meetodid

Joondusvaba taksonoomiline klassifitseerimine on eelnevatest kiirem ja lihtsam, sest pole
vajadust joondamise ega metagenoomse assambleerimise jédrele. Joondusvaba
klassifitseerimine pohineb taksoni-spetsiifiliste k-meeride tuvastamisel jarjestustest.

K-meer on fikseeritud pikkusega (k) liihike nukleotiidne jérjestus (Ounit et al., 2015).
Kuna see meetod ei ndua geenide leidmist ega nende vordlemist, on tal suur eelis lithikeste
jarjestuste (nditeks mcfDNA fragmentide) identifitseerimisel. Nii toimivad niiteks Kraken
(Wood ja Salzberg, 2014), CLARK (Ounit et al., 2015), StrainSeeker (Roosaare et al.,
2017) ja Phymm (Brady ja Salzberg, 2009). Tavaliselt hoiavad need programmid enda
indekseeritud andmebaasis andmeid koikide uuritavatele organismidele iseloomulike
(spetsiifiliste) k-meeride kohta. Ténu antud andmebaasile saab k-meeride tuvastamisel iga
uuritava jarjestuse kiirelt sobiva taksonoomilise riihma alla lahterdada. Jarjestused, mille
k-meere andmebaasis pole, jddvad tuvastamata (Wood ja Salzberg, 2014). K suurus
miirab otsingu tundlikkuse ja tépsuse. Liiga suure k valimisel ei pruugi vasteid leida ning
liiga véikese k korral voib ilmneda liiga palju vale-positiivseid vasteid (Menzel et al.,

2016). Tavaliselt kasutatakse k-meere kuni 3 1-aluspaarise pikkusega.

3.3.1. Kraken

Kraken on kiire ja korge tdpsusega programm metagenoomsete DNA jérjestuste
taksonoomilisteks riihmateks jagamisel k-meeride kaudu. Tema tdpsus on vorreldav
BLAST programmiga ning kdige kiirema reziimi peal suudab Kraken klassifitseerida iile
4,1 miljoni lugemi minutis, mis on 909 korda kiirem kui Megablast ja 11 korda kiirem kui
MetPhlAn. Kraken suudab kiirelt identifitseerida taustamiira jirjestused enne kui neid
jarjestuse kokkupanekusse kaasatakse (Wood ja Salzberg, 2014).

Kuna Kraken vajab jarjestuste klassifitseerimiseks suurt muutmalu mahtu (72,4 GB), loodi
Kraken2, mis vajab klassifitseerimiseks vaid 10,6 GB maélu, séilitades kdrge tdpsuse ning
tostes kiirust viiendiku vorra. Kraken2 pakub ka suurenenud tundlikkust viiruste
metagenoomseks analiilisiks tdnu uuele transleeritud otsingu programmile (Kraken 2X),
mis kasutab vdhendatud aminohapete tdhestikku valkude andmebaasiga vordlemiseks

(Wood et al., 2019).
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Wool ja Salzberg vordlesid 10 000 jérjestuse klassifitseerimist erinevate meetoditega
(Kraken, PhymmBL, NBC, Megablast, MetaPhlAn) ning modtsid perekonnatasemel
tundlikkust (kui paljud jéirjestused méérati dige perekonna alla) ja tdpsust (positive
predictive value, niitab Oigete klassifikatsioonide hulka kogu mahust). Selgus, et
Megablasti tundlikkus on kdige kdrgem ning Kraken jéi sellele alla vaid 2,5%. Krakeni
tdpsus ja klassifitseerimise kiirus olid kodige korgemad, jargmisel kohal Megablast

(150-240 korda aeglasem) (Wool ja Salzberg, 2014).

3.3.2. StrainSeeker

StrainSeeker on programm, mis suudab otse WGS-ga saadud lugemitest klassifitseerida
bakterite isolaate klonaalsetesse riihmadesse voi klaadidesse. Klassifitseerimine toimub
erinevatel  taksonoomilistel tasemetel jagatud A-meeride arvu jérgi. Juhtpuu
(fillogeneesipuu, mille saab kasutaja vajadusel ise ette anda) pohjal hindab StrainSeeker
proovi fiilogeneetilist sugulust referentsgenoomidega. Tulemused on ndha visuaalselt
kasutatud juhtpuul koos uuritavale isolaadile méédratud koige sarnasema taksoniga.
StrainSeeker on vdimeline assambleeritud NGS andmetest baktereid identifitseerima 1-2
minutiga.

Roosaare jt. voOrdlesid erinevate programmide vOimekust 100 E. coli tiive
identifitseerimisel ning leidsid, et SrainSeekeri antud andmestikul oli taksoni mééramise

tapsus 99% ning Krakeni tipsus 69% (Roosaare et al., 2017).
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ARUTELU

cfDNA sekveneerimine on paljulubav meetod mikroorganismide tuvastamiseks. Jairgmise
pdlvkonna sekveneerimisega on kerkinud vdimalus mitteinvasiivselt mikroobset cfDNA-d
sekveneerides tuvastada iihe analiiiisiga infektsioone iile terve keha, tuvastades nii
baktereid, seeni kui ka wviiruseid. See annab infot nii c¢fDNA koostise,
antibiootikumitundlikkuse ja bakterikasvu diinaamika kohta, kui ka vdimaldab hinnata
haiguse kulgu. cfDNA analiilisi saab kasutada veel loote varajaseks geneetiliseks
analliiisimiseks, kasvajarakkude tuvastamiseks ning organi dratdukereaktsiooni
ennustamiseks.

Paljude haiguste korral on korrektne diagnoosimine aeg-kriitiline, kus iga méddunud péaev
vOib pohjustada patsiendi seisundi kiiret halvenemist. Traditsioonilised haiguste
tuvastamise meetodid on tihti ajakulukad - bakterite tuvastamiseks kultiveerimisega 1dheb
aega vihemalt kaks péeva, kusjuures paljud bakteritiived ja seened nduavad veel pikemat
kultiveerimise aega (Greisen et al., 1994). Leidub ka baktereid, keda kultiveerimine ei
suuda tuvastada ning baktereid, keda on keeruline kultiveerida, niiteks Haemophilus
influenzae tuleb kiilvata spetsiaalsele Sokolaadi agarile, kuid seda standardmeetodid ette ei
nde (Burnham et al., 2018). Tavaliselt méératakse antibiootikume enne mikrobioloogilise
testi tulemusi empiiriliselt, vastavalt kliinilistele ettekirjutustele ja epidemioloogiale.
Empiiriline antibiootikumravi toob endaga kaasa antibiootikumresistentsete mikroobide
kasvu ning vOib tdsta oluliselt patsientide suremust raskesse infektsiooni, sest ei ole
suunatud digele haigustekitajale (Marquet et al., 2015). Seega on oluline leida kiirem viis
patogeensete mikroorganismide tuvastamiseks, et rakendada haigusttekitavale patogeenile
suunatud efektiivset ravi.

Mikroobe on vdimalik tuvastada erinevate meetoditega, igal iihel enda plussid ja miinused.
Kultiveerimine on {ipris odav ning hésti uuritud mikroobide tuvastamise viise, kiill aga on
tema tundlikkus piiratud antibiootikumide ja seennakkuste vastaste ravimite tottu ning
viiruseid kultiveerimisega tuvastada ei saa. PCR testid on head, kui potentsiaalne
haigustekitaja on juba eelnevalt diagnoositud. Multiplex PCR testid on kiill kiired, kuid
madala spetsiifilisusega ning esineb korge vale-positiivsete tulemuste oht. MALDI-TOF
on korge spetsiifilisusega ja kiire, kuid nduab eelnevat kultiveerimist. mNGS ldhenemine
kombineerib endas molekulaarbioloogilised tehnikad ja informaatika, et filtreerida inimese

DNA jirjestused ja identifitseerida patogeenide jérjestused otse patsiendi vereplasmast.
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cfDNA sekveneerimine on suuteline véikese kallutatusega tuvastama igat proovis esinevat
mikroorganismi. Ta on suure ldbilaskevdimega ja annab vastused kliiniliselt olulises
ajaaknas. NGS ei ndua eelnevat kultiveerimist ning suudab tuvastada ka haruldasemad
organismid. Kiill aga votab kodigi proovis leiduvate jdrjestuste sekveneerimine aega ning
on kallim kui teised meetodid. NGS meetodil ei ole standardset bioinformaatilist
lahenemist, mistottu vOib andmete analiiisimisel esineda erisusi olenevalt andmete
tootlemisel tehtud wvalikutest, nditeks lugemite joondamisel ja andmete filtreerimise
kriteeriumitest. Tuvastatav organism peab olema leitav ka genoomide andmebaasist.

Tapseks diagnoosimiseks on oluline mikroobi tuvastamine vahemalt liigi tasemele.

cfDNA sekveneerimise tohusus sOltub mitmest faktorist: mcfDNA kontsentratsioon,
sekveneerimismeetod, bioinformaatiline té6voog ning proovi kvaliteet. Erinevad uuringud
on hinnanud cfDNA sekveneerimise tundlikkuseks 70%-94% (Long et al., 2016;
Blauwkamp et al., 2019). Kuna mcfDNA-d leidub plasmas niivord vihe, vdhendab nii
peremeesorganismi DNA foon kui ka vilise mikroobse DNAga saastumine testi
tundlikkust. cfDNA sekveneerimine ei pruugi vahet teha bakteriliigi tiivedel, kui nende
jérjestuses esineb suur homoloogia (Hong et al., 2018). Vastus ei pruugi ilmneda ka siis,
kui nakkus on lokaliseerunud viiksele alale kehas (Armstrong et al., 2019). See vdib olla
tingitud cfDNA sekveneerimise kallutatusest, sest mcfDNA on pirit erinevatest
kehaosadest ning mikroobse DNA osakaal erinevatest allikatest v3ib varieeruda, mis
omakorda voib pohjustada selle tuvastamata jaamise. cfDNA sekveneerimise kallutatus
voib olla tingitud veel mitmest faktorist. Nditeks raamatukogu ettevalmistamine mdjutab
analiilisi tdpsust. PCR amplifitseerimisel vdivad ithed DNA fragmendid olla rohkem
esindatud kui teised. See mojutab jirjestuste tuvastamist ja kvantifitseerimist. Kallutatus
voib soltuda ka GC osakaalust DNA jirjestuses. Vdga korge voi madala GC osakaaluga
piitkondi voib olla raskem tépselt sekveneerida ja ka amplifitseerida raamatukogu

valmistamise kdigus.

Kliinilises praktikas on oluline analiiisi peale kuluv aeg ja selle tdpsus. Olenevalt
patsiendi seisundist vOib vajaminevate invasiivsete proovide vOtmine olla vdimatu.
Sellistel juhtudel on diagnoosimiseks vaja leida mitteinvasiivne ldhenemine. Nende
kriteeriumite jargi on cfDNA sekveneerimisel palju potentsiaali téotada kui standardne
diagnoosimismeetod, kuid selle eelduseks on analiiiisi kittesaadavus ning professionaalsed

tootajad bioinformaatilise analiilisi teostamiseks. Pddeva tehnika soetamine laboritesse
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tdhendab suurt véljaminekut. Teiseks variandiks on proovide saatmine laborisse, kus
vajaminevad instrumendid juba olemas on. See toob kaasa lisakulu transpordile ning
potentsiaalselt pikemat aega tulemuste kittesaamiseni.

Kliinilises diagnostikas mangib suurt rolli ka sekveneerimise hind. Kuigi laialdasem NGS
sekveneerimise kasutuselevotmine aitab langetada hinda, on see ikka vordlemisi kallis.
Kallim hinnaklass vdib potentsiaalselt piirata kriitiliselt haigete patsientide diagnoosimist,
kelle iildine ravikulu pdevas on juba vordlemisi kdrge. Hinna tasuvusel tuleb kaaluda
konkreetseid vajadusi - kui tdpset, tundlikku ja stigavamahulist informatsiooni vaja on.
Juba laialdaselt kasutatava mitteinvasiivse loote geneetilise uuringu (NIPT) pealt on niha,
et hindade alanemine aitab seda laialdasemalt kasutusele votta ning teeb teenuse

kattesaadavamaks.

Antud uurimistod niitas, et cfDNA analiiisimine voOimaldab edukalt tuvastada
patogeenseid  mikroorganisme ka  siis, kui standardsed mikrobioloogilised
uurimismeetodid seda ei suuda. Tulemused on vdimalik saada mitteinvasiivselt kliiniliselt
olulises ajaaknas korge tdpsusega. Kuigi cfDNA mNGS on kallim kui alternatiivsed
meetodid, pakub ta vdirtuslikku infot proovi mikroobse koosseisu ja geneetiliste omaduste
kohta. Kiill aga on esitletud uurimised tehtud vordlemisi vdikeste valimitega ning oleks

vaja koostada suuri uuringuid, et hinnata cfDNA sekveneerimise kliinilist kittesaadavust.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s tutvustatakse mikroobide tuvastamise erinevaid meetodeid ning antakse
ilevaate seni avaldatud teadustoddest, mis puudutavad cfDNAst mikroobide mairamist ja
selleks kasutatavatest arvutiprogrammidest. cfDNA sekveneerimine on suure tundlikkuse
ja tdpsusega viis mitteinvasiivselt patogeensete mikroobide ja viiruste tuvastamiseks.
cfDNA analiilisimine voimaldab edukalt tuvastada patogeenseid mikroorganisme ka siis,
kui standardsed mikrobioloogilised uurimismeetodid seda ei vdoimalda. Kasutades cfDNA
jargmise polvkonna sekveneerimist on vdimalik iihe analiiisiga saada informatsiooni
proovis leiduva mikroobse koosluse, antibiootikumitundlikkuse, bakterikasvu diinaamika
ning haiguse kulgemise kohta. Tulemused on vdimalik saada kliiniliselt olulises ajaaknas
korge tdpsusega. Kuigi cfDNA sekveneerimine on kallim kui alternatiivsed meetodid,
pakub ta laia spektriga informatsiooni, mis on teatavatel haigusjuhtudel elulise téhtsusega.
Patogeensed mikroorganismid on erinevaid bioinformaatilisi programme kasutades
voimalik tuvastada paljudel juhtudel vdhemalt liigi tasemel, tinu millele saab rakendada
efektiivset ravikava. See nditab cfDNA sekveneerimise vdimekust tdiendada

traditsioonilisi diagnoosimismeetodeid.
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SUMMARY

Detection and Identification of Pathogenic Microbes from Cell-Free DNA
Pilleriin Paidla

Cell-free circulating DNA (cfDNA) consists of human and microbial fragments of nucleic
acid that are found from blood and other body fluids. cfDNA integrates information about
infections from all over the body. The purpose of this study was to present a review of
published scientific articles concerning detection of pathogenic microbes from cfDNA
thus far and introduce different methods for identifying microorganisms.

There are many ways to identify infectious agents, all have their pros and cons.
Culture-based methods are often considered the standard for bacterial identification, but
they are time-consuming, labor-intensive and might not detect fastidious organisms. PCR
is a targeted amplification technique that can detect specific DNA sequences or genetic
markers but needs a previous diagnosis. MALDI-TOF is a rapid and cost-effective
technique used for bacterial identification but requires culture-positive isolates. cfDNA
metagenomic next-generation sequencing is a rapid high-throughput DNA sequencing
technology that allows for the identification of known and novel microorganisms,
determination of their genetic composition, and assessment of potential drug resistance or
virulence factors. mNGS has shown great promise in the field of infectious disease
diagnosis and surveillance, enabling rapid and accurate detection of a wide range of
pathogens, especially in cases where the specific pathogen or causative agent is unknown
or difficult to culture using traditional methods.

Although it has higher cost than alternative methods, cfDNA mNGS has high accuracy,
sensitivity, and depth of information provided. Sequencing of cfDNA gives an opportunity
to non-invasively give early diagnosis of infectious diseases and thus the determination of
an effective treatment plan, potentially reducing mortality. It makes cfDNA a great tool for

clinical practices with a potential to become a standard diagnostic method.
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