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Probentypen

Resektat Biopsie Flussige Proben
In einer OP oder Autopsie Entnahme einer (kleineren) Minimal-invasiv oder nicht-invasiv
entnommene Organe oder Gewebe Gewebeprobe gewonnene Proben
* Lungen-Wedge-Resektat * (Fein)Nadelbiopsie * Punktionen (z.B. Erglisse)
* Hemikolektomie * Stanzbiopsie e Blut, Urin
e Prostata-Resektion e Zangenbiopsie e Sputum, PAP-Abstrich

Nativ oder in Rohrchen mit
spezifischen Zusatzen (EDTA,
Nahrmedien, Fixationsmittel, ...)

Formalin-fixiert und in Paraffin Formalin-fixiert und in Paraffin
eingebettet (FFPE), Gefriermaterial eingebettet (FFPE)




Aufarbeitung infektionspathologischer Falle

Fallbeschreibung * Arztbericht, Symptome, Krankengeschichte, Fragestellung

Histopathologie

Molekularpathologie

Pathologie Bericht



Der Weg zur FFPE Probe

Zuschnitt
1
O
Fixation in Formalin Formaldehyd
(Methanal)
60% Ethanol
80% Ethanol
90% Ethanol
Entwassern 100% Ethanol

100% Ethanol
100% Xylol

Einbetten in Paraffin v

Formalin = 4-10% Formaldehyd in wassriger Losung

Tendenz zur Polymerisation (vernetzt sich selbst, Proteine und
Nukleinsauren = Crosslinking)

Stoppt Autolyse, dadurch dauerhafte Haltbarkeit

Aufsteigende Alkoholreihe zum Entfernen von Wasser
Verhindert das Schrumpfen von Gewebe

Ermoglicht bzw erleichtert Eindringen von Paraffin
(flissig wenn erhitzt, nicht wasserloslich)

Paraffin ist geruch- und geschmacklos, ungiftig, elektrisch isolierend,
wasserabstossend, sehr lange Haltbarkeit

Lagerung bei Raumtemperatur = Grosse Archive kostenglinstig



Limitierte Methodenauswahl fur fixiertes Gewebe

* Keine unfixierten fllissigen Proben & kaum Abstriche
- Keine Schnell-Analytik

* Gewebe wird fixiert
- Keine Kulturen
—> Kein MALDI-TOF

- Kein Antibiotika-Sensitivitats-Test (AST)

* DNA wird durch Fixierung fragmentiert
- Keine Analyse nativer DNA
- Kein long-read sequencing (Nanopore)
— Identifikation der (pathogenen) Spezies an kurzen DNA Fragmenten

* Probe enthilt hauptsachlich humanes Gewebe (und DNA)




Aufarbeitung infektionspathologischer Falle

Fallbeschreibung Arztbericht, Symptome, KrankengeSChIChtel FrageSte”ung

i . Gewebe-Morphologie, Anzeichen fir Infektion, Pathogene
istomorphologie

Reaktion des Korpers: Infiltrierende Immunzellen, Granulome, Nekrose etc.

Spezifischer Nachweis
(IHC & ISH)

Gezielter Nachweis individueller Pathogene (z.B. CMV, EBV, ...)

Molekularpathologie

Pathologie Bericht
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Herausforderungen bei unspezifischen Farbungen

* Bild 1: Cytomegalovirus (CMV) infizierte Zellen (Zellplasma & Kern)
* Bild 2: Adenovirus (ADV) infizierte Zellen (Zellkern)

 Bild 3: Basidiobolomykose
* Bild 4: Makrophagen mit intrazellularer Hefe

* Bild 5: Entamoeba histolytica Trophozoiten

» Schwierig, virale Einschliisse auf entzlindlichem Hintergrund zu identifizieren

* Fehlende Entzindungsreaktion kann infiziertes Gewebe “normal” erscheinen lasssen
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Spezifischer Nachweis mittels IHC oder ISH




Aufarbeitung infektionspathologischer Falle

Fallbeschreibung Arztbericht, Symptome, KrankengeSChIChtel FrageSte”ung

Gewebe-Morphologie, Anzeichen fir Infektion, Pathogene
Histomorphologie

Reaktion des Korpers: Infiltrierende Immunzellen, Granulome, Nekrose etc.

Spezifischer Nachweis

(IHC & ISH) Gezielter Nachweis individueller Pathogene (z.B. CMV, EBV, ...)

Molekularpathologie

Pathologie Bericht



Reaktionsfreudiges Formaldehyd

' ' histones
. proteins
== [ormaldehyde crosslink

‘ DNA strand breakage

* VVernetzt die DNA mit Histonen! und
anderen Proteinen?

e Bindet an? und vernetzt* die DNA

e FUhrt zu Veranderungen der DNA-
Sequenz>®

e Fihrt zu Brichen im Einzel-8 und
Doppelstrang

 Manche Veranderungen sind (zum Teil)
reversibel

* Inkubation bei hoheren Temperaturen = De-
Crosslinking oder Antigen Retrieval

* Ausschneiden der Uracile mittels
Uracil Dehydrogenase (UDG)

13



Formalin-induzierte Fragmentierung der DNA

Genomic DNA B Amplicon size (bp)

Hmw FFPE FFPE 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 850
Prostate Placenta

Formalin-induzierte Strangabbriiche limitieren
. die maximale Amplicon-Lange in einer PCR

* Der unterbrochene Strang steht fir eine PCR
e an dieser Stelle nicht mehr zur Verfiigung

12.0 kb

Genomic
HMW

LR

1.0 kb

0w * BeiProben mit besonders fortgeschrittener
Fragmentierung steigt die Gefahr von falsch-
negativen Ergebnisse

o1e  ® PCR zur DNA-Qualitatskontrolle:
Was kann die Probe leisten?

EERE1

-
—
-
-
-
-

T

Genomic
FFPE
tissue

0.1 kb

* FFPE Artefakte in der DNA: Typische DNA-

. Veranderungen sind Folge von zu langer
Proben in 2020 2021 2022 Formalin-Inkubation
Kein Fragment 3% 2% 0% * Cytosin zu Uracil ,
5-Methylcytosin zu Thymin
max. 120bp 13% 9% 7% o _ _ _
* Besonders anfallig sind kleine (Biopsie-)
max. 250bp 26% 29% 14% Proben

max. 500bp 58% 60% 79%



Aspekte beim Design einer PCR

Amplicon-Lange - Je langer, desto... Primer-Lange - Je langer, desto...
... mehr genetische Information ... spezifischer
... desto einfacher die Identifikation ... mehr self-annealing
... desto hohere Anforderung an die ... mehr Sekundarstrukturen
DNA Qualitat (Fragment-Lange) (z.B. loops & hairpins)

A N T G
Qualitativ / Quantitativ Primersequenz AIT/G/C
- Qualitativ: Einfaches Gel, Amplicon - Prazise Sequenz vs «Wildcards»
sequenzierbar, glinstig 5’ 3'OH (degenerierter Code) = kompatibel zu
- Quantitativ: Schnell, Angaben zur einer oder mehreren Spezies
Menge, spezielle qPCR Gerate, - Basenmodifikationen modulieren
i.d.R. nicht sequenzierbar Bindungsstarke

(z.B. TagMan)

Primer-Modifikationen ] Aufeinanderfolgende PCRs

- Polymerase «blind» fiir 5" Ende PCR-Programm, Pufferbedingungen, - PCR Produkt als Template fir zweite
- z.B. Fluorophore oder je nach Ponmer;ase-Typ, " _ PCR verwenden

Funktion zusatzliche DNA Sequenz ziii 3?2 ig::c ;n;::ljr:iit:rat'on - Mit innen liegenden Primern: hohere
(z.B. Restriktionsschnittstellen, Step3 [54°C  [20sec  [annealing 3@ Spezifitat (Ausschluss anderer Spezies)
universelle Primerbindungsstellen, Stepd |72°C |4>sec  lelongation - Mit denselben Primern: Sensitivitat

Step5 [72°C 8mi final el ti .
NGS Adapter oder Barcodes, ...) St:EG VSR P e e— héher (Anstieg des Backgrounds)




Aufarbeitung infektionspathologischer Falle

Fallbeschreibung

Histomorphologie

Spezifischer Nachweis
(IHC & ISH)

Spezies-spezifische PCR

Syndromic Panel

Metagenomics WGS

Pathologie Bericht

Arztbericht, Symptome, Krankengeschichte, Fragestellung

Gewebe-Morphologie, Anzeichen fir Infektion, Pathogene

Reaktion des Korpers: Infiltrierende Immunzellen, Granulome, Nekrose etc.

Gezielter Nachweis individueller Pathogene (z.B. CMV, EBV, ...)

Einzelne Spezies, sehr sensitiv (> 1 Genom), schnell (2-3 Tage), glinstig
Mehrere (40-96) Spezies oder Genera, sensitiv (> 1-10 Genome), 2-5 Tage

«Alle» Spezies, limitierte Sensitivitat (> 100 Genome), 5-10 Tage



Spezies-spezifische PCRs an FFPE Gewebe

Spezies-spezifische PCR

Syndromic Panel

Metagenomics WGS

individuelle PCR Analysen

o Bartonella (quintana & henselae) 0 Mycobacterium tuberculosis O Echinococcus species

O Borrelia species O Mycobacteria atypical 0 Leishmaniaspecies

O Brucellaspecies O Nocardia species* O HPV Typisierung

o Chlamydia (trachomatis & psittaci) 0 Treponema pallidum (Lues) 0 HSV1& 2Herpes Simplex Virus
o F.tularensis species (Tulardmie) O Tropheryma whipplei 0 HHVE8 Human Herpesvirus 8

O Helicobacter pylori O pan-bakterielle gPCR O MCPyV Merkel-Zell-Polyomavirus
O Resistenzenin H. pylori 0 Aspergillus O EBV Epstein-Barr Virus

O Helicobacter heilmannii o Mucor species (Mykosen) O VZV varizella-Zoster-Virus

O Helicobacter species 0 pan-fungale species O CMV Zytomegalie-Virus

O Yersinia (pseudotuberculosis & enterocolitica) o SARS-COV-2

Die Bearbeitungszeit der individuellen PCRs betrdgt ca. 2-3 Werktage
"species"-Assays werden zur Identifikation der Spezies mittels Sanger sequenziert, Bearbeitungszeit daher ca. 4-5 Werktage

Fir definierte, eng gefasste Fragestellungen — z.B. «Ist Mycobacterium tuberculosis
die Erklarung fur die nekrotisierenden Granulome im vorliegenden Lungengewebe?»

Sensitiv und schnell, aber die Anzahl der durchfiihrbaren Assays ist durch die

Der Zugewinn medizinisch nutzlicher Information steht und fallt mit der Erfahrung

verfligbare Probenmenge und Probenqualitat begrenzt.

der Infektionspathologen, den richtigen Erreger (Assay) zu wahlen.

Seltene Infektionen werden verpasst.




Quantitativer SARS-CoV-2 Nachweis im Gewebe

Spezies-spezifische PCR

Metagenomics WGS

Range of viral load in FFPE samples

Syndromic Panel
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Kidney | ..., 68% Adrenal gland
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(N=31)
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(N=140)
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Nienhold R et al. Nature Communications 2020
Schwab N & Nienhold R et al. Frontiers in Medicine 2022



Infektion statt Lungentumor

Fallbeschreibung

Histomorphologie

Spezies-spezifische PCR

Pathologie Bericht Francisella tularensis



Syndromic Panel Analysen

Spezies-spezifische PCR

Syndromic Panel

Metagenomics WGS

Respiratorische Erreger-Panel

Corona- & Influenza-Panel
Influenza A virus (pan)
Influenza A virus (HIN1)
Influenza A virus (H3N2)
Influenza B virus

Human coronavirus 229E
Human coronavirus HKU1
Human coronavirus NL63
Human coronavirus 0C43

Bearbeitungszeit ca. 2-3 Werktage
MERS
SARS-COV-1
SARS-COV-2

Bakterien- & Pilz-Panel
Bordetella (pan)

Bordetella holmesii
Bordetella pertussis
Chlamydophila pneumoniae

Haemophilus Influenzae
Klebsiella pneumoniae complex
Legionella pneumophila
Moraxella catarrhalis

Bearbeitungszeit ca. 2-3 Werktage
Mycoplasma pneumoniae
Staphylococcus aureus
Streptococcus pneumoniae
Pneumocystis jirovecii

erweitertes Viren-Panel

Human coxsackievirus

Enterovirus D68

Parechovirus

VZV varizella-Zoster-Virus

EBV Epstein-Barr Virus

CMV Zytomegalie-Virus

Human betaherpesvirus 6B (HHV6)

Human rhinovirus

Human adenovirus

Human metapneumovirus

Human respiratory syncytial virus A
Human respiratory syncytial virus B
Measles virus, genotype D8 & H1

Bearbeitungszeit ca. 2-3 Werktage
Mumps virus
Human parainfluenza virus 1
Human rubulavirus 2
Human parainfluenza virus 3
Human parainfluenza virus 4a+b
Human bocavirus

* Fragestellungen konnen «offener» formuliert werden (z.B. anhand der
A A ACACACATA: Symptomatik des Patienten)

* Antworten (Set detektierbarer Spezies) sind vordefiniert

* Moglichkeit von «unerwarteten» Entdeckungen



COVID-19 Verdacht — aber bakterielle Infektion

 Mannlich, 73 Jahre
Fallbeschreibung  * Hamorrhagische Pneumonie
* Kardiale Dekompensation
* Ende 2020, mitten in der 2.
Welle der COVID-19 Pandemie

* Lungengewebe zeigt deutliche
Histomorphologie Anzeichen einer Infektion

Spezies-spezifische PCR ®*  SARS-CoV-2 PCR negativ

Validierung der negativen SARS-CoV-2 PCR: Infektion mit Legionella pneumophila

Syndromic Panel

* Fazit: Verpasste Legionellose

Pathologie Bericht | o |nformation an Kantonsarzt, Suche von Infektionsherden, Frage nach Typisierung



COVID-19 associated deaths per week

Kein COVID-19 Verdacht — aber SARS-CoV-2 Infektion

O
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Schwab N & Nienhold R et al. Frontiers in Medicine 2022



New Kid on the (FFPE) Block: Metagenomics WGS

Spezies-spezifische PCR

Syndromic Panel

Metagenomics WGS

o Metagenomics™® - pan-bakterielles & pan-virales NGS
Deckt ca. 5'000 pathogene Bakterienspezies und bis zu 10'000 DNA-basierte Viren ab, Durchfiihrung 1x pro Woche

NGS
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Offene Fragestellung, Hypothesen-freie & Ergebnis-offene Analyse

PCR-frei und dadurch ohne Bias durch Amplifikation, aber auch reduzierte Sensitivitat

Moglichkeit zur Validierung von PCR Ergebnissen
* Regelmassig «unerwartete» Resultate

* Prufung der Plausibilitat mittels Vergleich der vorhandenen klinischen Daten:
«Kann die detektierte Spezies fiur die Histomorphologie verantwortlich sein?»




Infektion statt Lungentumor

08.2019

12.2019 01.2020

03.2021

Erstdiagnose durch Hausarzt:

Bronchialsekret (rechts):

71jahrig, weiblich
Gewichtsverlust von 20kg
innerhalb 5 Monate

CT Abdomen unauffallig
aber Unterlappen-Infiltrat
pulmonal rechts

Keine B-Symptomatik,
Dyspnoe, Husten oder
Auswurf

Nikotinstopp zirka 1975,
kumulativ 10 py

*  Keine Anhaltspunkte fur Malignitat .
*  Granulozytar entziindliches Zellbild .

Lunge (UL rechts):

*  Keine Anhaltspunkte fur Malignitat .
*  Atypische kleinzellige Infiltrate
*  Tumorinfiltrate sind nicht nachweisbar

*  CT Thorax zeigt persistierendes

Unterlappen-Infiltrat

Bronchialsekret (rechts):

Keine Anhaltspunkte fiir Malignitat
Reichlich neutrophile Granulozyten
Bronchialbiirstenabstrich (rechts):
Keine Anhaltspunkte flir Malignitat
*  \Vereinzelte fragliche Granulome
Bronchus (UL rechts):

*  Keine Anhaltspunkte fir Malignitat
*  \Vereinzelte fragliche Granulome

*  Gemischtes lymphozytéares Infiltrat

*  PCR negativ fir Mycobacterium tuberculosis
*  PCR negativ fir Mycobacterium species
*  PCR negativ fur Francisella tularensis

* PCR positiv fur Tropheryma whipplei * PCR positiv fur Tropheryma whipplei

Metagenomics in human FFPE tissue samples

Lunge (UL rechts) :
*  Vermehrte Alveolarmakrophagen
*  Unscharf begrenzte intraalveoldre Granulome
*  Ausbildung von Riesenzellen
*  Prominente peribronchiale Metaplasie
*  Kein Nachweis einer lymphoproliferativen Erkrankung
*  In Zusatzfarbungen kein Hinweis
fiir eine spezifische Infektion.

*  Vorstellung des Falles an Tumorboard
*  PCR negativ fir Mycobacterium tuberculosis

*  PCR negativ fiir Mycobacterium species
*  PCR-Array negativ fiir 42 respiratorische Erreger

Metagenomics : Tropheryma whipplei

e

* PCR positiv fur Tropheryma whipplei



Mycobacterium avium

Fallbeschreibung

Histomorphologie

Spezies-spezifische PCR

Metagenomics WGS

Pathologie Bericht

Weiblich, 4 Jahre, submandibulare nekrotisierende granulomatose Lymphadenitis

Frage nach nicht-tuberkulésen Mykobakterien

* H&E zeigt verkasende Granulome

Ziehl-Neelson Farbung fur saurefeste Stabchen
(Mykobakterien) an einem Lymphknoten ist negativ

Quantitative PCR schwach positiv fur
M. genus (Ct 35) und M. avium (Ct 34) 4

Patientin negativ flir M. tuberculosis

ARn

Die Metagenomics Analyse zeigt als einzige
pathogene Spezies Mycobacterium avium an
(126 M. avium Reads in 19°000’000 Reads)

Ein derart schwaches Signal ist dusserst selten bei M. avium Infektionen.

Abschliessende Beurteilung: Probe positiv fur M. avium
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Aufarbeitung infektionspathologischer Falle

Fallbeschreibung

Histomorphologie

Spezifischer Nachweis
(IHC & ISH)

Spezies-spezifische PCR

Syndromic Panel

Metagenomics WGS

Pathologie Bericht

Arztbericht, Symptome, Krankengeschichte, Fragestellung

Gewebe-Morphologie, Anzeichen fir Infektion, Pathogene

Reaktion des Korpers: Infiltrierende Immunzellen, Granulome, Nekrose etc.

Gezielter Nachweis individueller Pathogene (z.B. CMV, EBV, ...)

Einzelne Spezies, sehr sensitiv (>1 Genom), schnell (2-3 Tage), glinstig
Mehrere (40-96) Spezies, sensitiv (>1-10 Genome), 2-5 Tage

«Alle» Spezies, limitierte Sensitivitat (>100 Genome), 5-10 Tage

Korrelation der molekularen Resultate, Abgleich mit klinischen Vorbefunden
Synoptische Berichte, bei Bedarf mit Erlauterungen




Wir helfen gerne ...

Molekularpathologen
Gieri Cathomas, Kirsten Mertz, Veronica Zsikla
* Medizinische Interpretation der Resultate

* Planung von Studien & Forschungsprojekten

Molekularpathologie-Labor

* Was kdnnen wir aus einer Probe herausholen?
* Biologie hinter NGS Ergebnissen erlautern

* Verarbeitung von Studienproben

* Technische Fragen klaren

pathologie@ksbl.ch
Sekretariat: 061 925 26 20

Kantonsspital
Baselland
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