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Zvysujici se vyskyt antibiotickych rezistenci patfi k zavaznym problémim 21. stoleti. Vyskyt bakteridlnich kment
rezistentnich k antibiotikiim nasledné zuzuje spektrum vhodnych antibiotik pouzitelnych pro 1é¢bu i béznych bakterialnich
infekei nebo pro prevenci jejich vyskytu, napt. v chirurgii. Cistirny odpadnich vod, nemocnice, ale i potravinovy fetdzec
patfi k ohniskiim, kde nejcastéji dochdzi ke vzniku ¢i Sifeni novych i stavajicich kmend bakterii rezistentnich
k antibiotikiim a genti rezistence k antibiotikiim.

Ke stanoveni antibiotickych rezistenci se v laboratofich standardné pouzivaji fenotypové kultivacni metody, které jsou
vsak naro¢né na Cas i praci a ¢asten¢ i presnou interpretaci vysledktll. Z tohoto diivodu jsou hledany rychlejsi alternativni
metody detekce bakterii rezistentnich k antibiotikim nebo pfimo gent rezistence k antibiotikim. Pfikladem alternativni
metody detekce bakterii rezistentnich k antibiotikiim je napiiklad pouziti fenotypové metody vyuzivajici hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem pro stanoveni producentii
beta-laktamas. Zrychleni a zaroven vétsi piesnost detekce poskytuji genotypové metody. Pomoci polymerasové fetézové
reakce lze ptimo detekovat a kvantifikovat geny rezistence k antibiotikim. Pro dal$i zrychleni a vyssi specifitu detekce
amplikontl z PCR lze pouZit mikrocipy.

Metody masivniho paralelniho sekvenovani poskytuji ucelenou informaci o rezistomu daného prostredi. Umoziiuji
sekvenovat DNA amplikony ¢i jednotlivé molekuly DNA pro detekci determinant antibiotické rezistence. Metody masivni-
ho paralelniho sekvenovani maji potencial nahradit konven¢ni charakterizaci patogenti a umoznuji detekci vSech mikroor-
ganismu ve vzorku (vCetné obtizné kultivovatelnych ¢i nekultivovatelnych mikroorganismi).
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Obsah bakterie znaénému evolu¢nimu tlaku®. Jedna se zejména
o nadmérné ¢i nespravné pouzivani ATB v humanni medi-
1. Uvod cing & v Zivodisné vyrob&'. Je viak nutno podotknout, Ze
2. Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci rezistence k ATB je zaroven i pfirozeny fenomén, ktery se
a ionizaci za (i¢asti matrice s priletovym objevil jiz davno pted objevem a pouzivanim prvnich
analyzatorem (MALDI-TOF MS) ATB (cit.?).
3. Polymerasova fetézova reakce Producenty pfirodnich ATB jsou né&které plisné
4. Metody izolace DNA a bakterie®. Ostatni bakterie byly tedy vystaveny piisobeni
5. Izotermalni amplifikace ATB jiz davno pred jejich zavedenim do mediciny. Prave
6. DNA mikro&ipy tento kontakt bakterii s ATB v pfirodnim prostiedi vedl ke
7. Masivni paralelni sekvenovani vzniku a selekci gend zodpovédnych =za rezistenci
8. Zaver k antibiotikim (ARG, antibiotic resistance genes). Tyto

geny byly nalezeny v riznych nedotéenych ekosystémech,
jako je naptiklad permafrost® & terestricky podpovrch®.

1. Uvod Rezistence k ATB mize byt ptirozena nebo ziskana’.
Prirozena rezistence k ATB znamena, ze bakterie ptiroze-

Rezistence k antibiotikim (ATB) je v soucasné dobé né postradaji cilové struktury, na které dané ATB piisobi.
celosvétovym problémem v oblasti vefejného zdravi. Vy- Naopak ziskanad rezistence znamend, Ze se tyto cilové
skyt a Sifeni bakteridlnich kmeni rezistentnich k ATB struktury bud’ dodate¢né zménily (napf. mutaci) nebo byly
ohrozuje vétSinu terapeutickych a preventivnich opatfeni ziskany ¢i vyvinuty geny kodujici struktury (napf. speci-
pro kontrolu bakterialnich infekci, nebot’ vétSina pouziva- fické enzymy ¢i ochranné proteiny), které pusobeni ATB
nych ATB jiz pfestava byt uginna'. Tato rezistence je zpi- na tyto cilové struktury inhibuji’. Ziskani ARG je téz
sobena ptedevsim nevhodnou aplikaci ATB, coz vystavuje umoznéno horizontalnim genovym transferem, béhem
Chem. Listy /17, 358-364 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230358
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kterého dochézi k pfenosu ARG napf. na plazmidech ¢i
pomoci transpozond®. Mechanismy rezistence k ATB
zahrnuji enzymovou degradaci (napf. produkce
beta-laktamas) ¢i modifikaci ATB, modifikaci cilového
mista puisobeni (napf. mutace vazebnych mist pro fluoro-
chinolony v pfipad€ genl pro gyrasy a dalsi topoisomera-
sy) a snizeni koncentrace ATB v buiice (zména poctu ¢i
priméru porint ¢i aktivni odéerpavani ATB pomoci eflux-
nich pump)®'°.

Vysetteni citlivosti k ATB se v laboratofich bézné
provadi pomoci standardizovanych kultivacnich fenotypo-
vych metod'!, které testuji schopnost riistu daného bakteri-
alniho kmene v pfitomnosti ATB. NejcastejSimi zplsoby
provedeni jsou diskova difuzni metoda ¢i E-test s pouzitim
agarovych ploten, anebo mikrodiluéni metoda pti rastu
v bujonu'?.

Mezi vyhody kultivacnich fenotypovych metod patii
nizka cena, vysoka citlivost, zavedené diagnostické testy
a standardizace® (nap. dokumenty vydévané organizacemi
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSD®
a European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST)'). Prvnim krokem t&chto metod je
izolace a identifikace ¢istych kultur’. Omezeni kultivad-
nich fenotypovych metod spociva v tom, Ze n¢které patogeny
jsou obtizn€ ¢i pomalu kultivovatelné a fenotypové metody
jsou téZ naroéné na mnoZstvi materialu, as a praci’.

Hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci a ionizaci za ucasti matrice

s pruletovym analyzatorem
(MALDI-TOF MS)

S Cistymi bakteridlnimi kulturami pracuje i dalsi feno-
typova metoda MALDI-TOF MS, ktera se v klinické praxi
Siroce pouziva predevsim k presné, rychlé a levné identifi-
kaci mikroorganismui na zaklad¢ jejich proteinového spek-
tra'’. Tato metoda viak také nasla uplatndni pii vy3etieni
rezistence k ATB (cit."®).

Prvnim pfistupem je analyza ziskaného proteinového
spektra s cilem stanovit pro bakteridlni izolaty s urcitym
typem rezistence specificky proteinovy profil ¢i jeho ¢asti
(tj. konkrétni vrcholy)'®. Usp&sng byl takto stanoven napf.
typicky proteinovy profil tzv. VRE kmenl E. faecium
(kment rezistentnich k vankomycinu)'”.

Druhym pfistupem je vyuziti MALDI-TOF MS pro
detekci bakteridlnich kment, které jsou producenty enzy-
mi degradujicich ¢i modifikujicich ATB. Principem je
piima detekce této enzymové aktivity, kdy dochazi
k detekci odpovidajicich substrati a produkt po inkubaci
bakterialni kultury v roztoku ATB. Tyto zmény lze pak
pozorovat metodou MALDI-TOF MS jako posun jednotli-
vych vrcholti odpovidajicich ATB (cit.'®). Tento piistup
byl zaveden v roce 2011 Hrabdkem a spol. pro stanoveni
beta-laktamasové aktivity u Pseudomonas aeruginosa
a u &eledi Enterobacteriaceae" alze jej pouzit i pro detek-
¢i enzymové modifikace aminoglykosidi'®. V piipadé
enzymové aktivity beta-laktamas dochazi k hydrolyze

359

Chem. Listy 717, 358-364 (2023)

beta-laktamového kruhu ATB (zvySeni molekulové hmot-
nosti ATB o 18 Da), pfipadné nasledované spontanni de-
karboxylaci (snizeni molekulové hmotnosti ATB
0 44 Da). V porovnani s fenotypovymi kultiva¢nimi meto-
dami (minimalné 16 hodin inkubace i pro rychle rostouci
mikroorganismy) poskytuje tento pfistup vyrazné rychle;jsi
vysledek'. U vétsiny beta-laktamas lze jejich aktivitu
stanovit jiz po 1-2 hodinach inkubace bakterialni kultury
v roztoku ATB (cit."®).

Toto stanoveni lze provadét i s bakteridlnimi burika-
mi izolovanymi z krevnich kultur (pfi odstranéni ostatnich
slozek krve). Pti vyuziti MALDI-TOF MS i pro identifi-
kaci piivodce onemocnéni se jednd o cenny nastroj pro
zahdjeni Casné ATB terapie, kdy vysledek stanoveni
(identifikace bakterialniho kmene a jeho produkce
beta-laktamas) je pro pozitivni krevni kulturu ziskan do
2-3 hodin (cit.'®). Pro toto stanoveni lze standardné pouzit
napt. kit MBT Sepsityper IVD kit (Bruker Daltonics,
Némecko)?*2!.

Mezi omezeni této metody patfi pfitomnost takovych
dalsich mechanismii rezistence, které snizuji koncentraci
beta-laktamového ATB v buiice (sniZeni propustnosti
porinti ¢i efluxni pumpy), coz vyrazné ¢i zcela snizuje
miru jeho hydrolyzy pfitomnymi beta-laktamasami
(typické napt. u Pseudomonas spp. a Acinetobacter spp.).
Tento problém lze vyftesit pfidavkem 0,01% dodecylsulfa-
tu sodného®® ke smési ATB a bakterialni suspenze, nebot
tento detergent narusuje vnéjsi bunéénou membranu a ¢ini
ji tak propustnou pro ATB nezavisle na pisobeni dalSich
mechanismii rezistence' .

3. Polymerasova fetézova reakce

Genotypové molekuldrni metody analyzuji DNA
a lze je tak pouzit pro zjisténi ptitomnosti konkrétniho
ARG (v&etné bodovych mutaci)''. Fenotypové metody
mohou trvat nékolik dni, zatimco genotypové testy pro
analyzu DNA i pouze n&kolik hodin®'".

Zakladni technikou pro analyzu DNA je amplifikace
zvolenych tsekli pomoci polymerasové fetézové reakce
(PCR)'"'. PCR Ize pouzit pro detekci a/nebo kvantifikaci
vybranych ARG ve vzorku testované DNA, at’ jiz izolova-
né z konkrétniho bakteridlniho kmene (vyskyt ARG
v genomu daného kmene) nebo z metagenomického vzor-
ku (napt. klinické vzorky, vzorky pud, odpadnich vod,
biofilmu, potravin). Zasadnim krokem pro detekci vybra-
nych ARG je navrh primert, jak dostate¢né specifickych
(detekujicich pozadované varianty ARG), tak selektivnich
(nedetekujicich jiné, necilové sekvence). Pro navrh prime-
rl je vSak potfeba znat sekvenci celého genu ¢i jeho ¢asti
a dodrzet i dalsi pravidla pro jejich navrh (napft. obsah CG
par)'.

V odborné literatute bylo dosud popsano velké mnoz-
stvi protokolt pro detekci a/nebo kvantifikaci ARG pomo-
ci PCR, rozsah jejich standardizace je vSak zatim pouze
omezeny™>. Jednotlivé PCR protokoly se li§i nejen v sek-
vencich a poétu pouzitych primerd (monoplex nebo multi-
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plex PCR pro detekci a/nebo kvantifikaci jednoho ¢i vice
ARG), ale i v PCR reagenciich a jejich koncentraci
v reakéni smési a pouZitém reakénim protokolu (teplota
a délka jednotlivych fazi, poget cykli)®. Multiplexové
uspofadani PCR umoZiluje provést napt. paralelni detekci
a/nebo kvantifikaci vice ARG odpovidajicich za shodny
fenotyp rezistence (napt. detekce riznych ARG kodujicich
beta-laktamasy s podobnym spektrem substrat)'’.
V pripadé multiplexového uspofadani PCR vs8ak PCR
amplikony musi mit rozdilné velikosti nebo je nutno pou-
7it odlisné znagené DNA sondy (v piipadé qPCR)"".

V soucasné dob€ jiz existuje nckolik databazi
(tabulka I), které shromazd’uji sekvence primerii pouZiva-
nych pro PCR amplifikaci ARG. Tyto sekvence byly pte-
vzaty z ruznych odbornych zdroji. Jednotlivé databaze se
li$i zejména vybérem ARG, rozsahem anotaci ¢i referenc-
nimi sekvencemi®*. Déle existuji rizné databaze, které
shromazd’uji referencni sekvence ARG, potfebné pro na-
vrh primerd. Nej€astéji pouzivané a aktualizované databa-
ze jsou databaze CARD (cit.”’) a SARG (cit.?**®). Databé-
ze CARD si klade za cil shromazd'ovat informace o Siroké
skale ARG, bez ohledu na experimentalni potvrzeni jejich
vyskytu. Nicméné vyskyt vétSiny ARG uloZenych
v databazi CARD potvrzen je*’. Naopak daldi databaze
ResFinder™ se piednostné soustied’'uje na ty ARG, u kte-
rych bylo prokazéno, ze jsou pfitomny na mobilnich gene-
tickych elementech, a proto mohou byt horizontalné pte-
né$eny mezi bakterialnimi druhy®”*.

V odborné literatufe jsou nejcastéji popsany protoko-
ly PCR pro detekei klinicky vyznamnych ARG koédujicich
sirokospektré beta-laktamasy™, déle protokoly zaméfené
na screening ARG u vybraného bakterialniho druhu (napf.
Staphylococcus aureus™) nebo screening jednotlivych
skupin ARG (napt. OXA beta-laktamasy’?). Na trhu jsou
dostupné i kity pro detekci vybranych skupin klinicky
vyznamnych ARG (tabulka IT) pomoci PCR. Pro detekci
bodovych mutaci v cilovych genech lze poté vyuzit napf.
degenerované primery (klasickda PCR) ¢i sekvencné speci-
fické DNA sondy cilici na mutacni oblast (QPCR) nebo
rozdily v kiivee tani (qPCR)".

Tabulka I

Databéze shromazd'ujici sekvence primerti pro amplifikaci ARG

Chem. Listy 717, 358-364 (2023)

4. Metody izolace DNA

Dulezitym kritériem pro spravny pribéh PCR je téz
kvalita (pfedevsim Cistota — absence proteind, RNA, dal-
$ich inhibitort) a mnoZstvi izolované DNA (cit.”®). Volba
konkrétniho protokolu izolace DNA zavisi na matrici
vzorku (napf. ¢istd kultura, komplexni potravinova matri-
ce, klinické vzorky), typu izolované DNA (chromo-
zomalni ¢i plazmidova, intracelularni ¢i extracelularni —
volna DNA) a pozadavku na jeji istotu a téz vytézek™.
Izolace intracelularni bakteridlni DNA se obecné sklada ze
tfi zékladnich krokt, a to naruSeni bunécné stény bakterie
(tepeln€, mechanicky, sonikaci, chemickymi detergenty,
enzymoveé — pouZiti proteinasy, lysozymu pro vétSinu
grampozitivnich bakterii, lysostafinu pro stafylokoky aj.),
oddéleni DNA (napt. extrakce DNA chemickymi latkami
na zakladé fazové separace a jeji nasledna precipitace,
navazani na kolonu ¢i magnetické kuli¢ky) a purifikace
DNA (degradace RNA RNasou jesté pied oddélenim
DNA, purifikace vazané DNA)*. Mezi zékladni metody
patii izolace DNA tepelnou lyzou, laboratorni metody pro
chemickou extrakci pfi vyuZziti detergentu CTAB
(cetyltrimethylamonium bromid) nebo komeréniho pfi-
pravku TRIzol (ThermoFisher Scientific, USA) pro fazo-
vou separaci a dale rizné komeréni soupravy zaloZené na
adsorpci DNA na kolony & magnetické kulicky™.

5. Izotermalni amplifikace

Mezi dalsi techniky pro amplifikaci DNA zavedené
v posledni dob¢ patii techniky smyckou zprostiedkované
izotermalni amplifikace (loop-mediated isothermal ampli-
fication, LAMP) ¢i polymerasové amplifikace s vyuzitim
rekombinasy (recombinase polymerase amplification,
RPA) (cit.'"). Metoda LAMP vyuzivi DNA-polymerasu
a sadu Ctyf specialn€¢ navrzenych primerd, které rozezna-
vaji celkem Sest riznych sekvenci na cilové DNA (cit.**).
Metoda LAMP amplifikuje DNA s vysokou specifitou,
ucinnosti a rychlosti v izotermalnich podminkach bez
nutnosti pouziti termocykléru a pti snadné vizualni detekci

Databaze Vysvétleni zkratky

LCPDB* Literature-Based, Manually-Curated Primer Pairs Database
ARGA* Antibiotic Resistance Gene Analyzer

ARGOY Antibiotic Resistance Genes Online

BLDB*’ Beta-Lactamase Database

LacED™ Lactamase Engineering Database

CARD" Comprehensive Antibiotic Resistance Database

SARG® Structure ARG Reference Database

ResFinder™*° Database of Antimicrobial Resistance Genes

FARME DB®! Functional Antibiotic Resistant Metagenomic Element Database
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Tabulka IT

Prehled komeréné dostupnych kitt pro detekci ARG metodou PCR

Nazev kitu Detekce Vyrobce

Streck ARM-D Kits® detekce vice nez 1000 variant ARG Streck Corporate (USA)

Antibiotic resistance: varianty genu blaggs.| PrimerDesign, Novacyt Group,

blaGES Genesig Resistance kit® (Francie)

Amplisens ® MDR®* blaxpc, blaoxa (blaoxa-s, blaoxa-162), blawp, InterLabService Ltd. (Ruska
blayiv, blaxpm federace)

Soupravy PCR kitﬁ65 blalMp, blaCTX,M, blaGEs, bla](pc, blale, blaOXA, NZyteCh (Portugalsko)

blaxpm

vzniku tzv. lamplikonl (tvorba zékalu, pouziti specific-
kych barviv)*’, coz vede k mensi Gasové a piistrojové na-
ro¢nosti*. Pouziti metody LAMP pro detekci ARG bylo
zatim popsano naptiklad pro detekci genu pro Sirokospek-
tralni beta-laktamasu blacrxmo (8 naslednou analyzou
vzniklych lamplikont pomoci restrikénich endonukleas)®’
¢i genll mcr-1 az mcr-5 u kolistin rezistentnich bakterif,
coz bylo publikovano v roce 2019 Zhongem a spol.*.
Tyto studie potvrdily, Ze se jedna o rychlou a spolehlivou
diagnostickou techniku, kterou je mozno aplikovat na
klinické vzorky*®*’.

Metoda RPA vyuziva pro amplifikaci DNA
DNA-rekombinasu, ktera vytvoii s kazdym primerem
samostatny komplex. Tento komplex vyhledava sekvenci
dvoutetézcové DNA komplementarni s primerem. Za
ucasti DNA-rekombinasy dojde nésledné k vytésnéni toho
fetézce DNA, ktery neni komplementarni k primeru,
a tento vytésnény fetézec je stabilizovan vazebnymi pro-
teiny. Po nasednuti primeru na komplementarni vlakno
DNA a uvolnéni DNA-rekombinasy je ponechan 3'konec
primeru  pfistupny pro  DNA-polymerasu, kterd
v piitomnosti deoxyribonukleosidtrifosfatli fetézec pro-
dlouzi®®*. Jedna se o vysoce citlivou a selektivni techniku
izotermalni amplifikace, ktera probiha pfi teploté 37 °C az
42 °C s minimalni pfipravou vzorku®. Pouziti této techni-
ky bylo uspé&né testovano pii detekci ARG kodujicich
proteiny zajistujici rezistenci k tetracyklinovym a chinolo-
novym ATB &i polymyxiniim (gen mcr-1)*. Ve srovnani
s qPCR byla RPA metoda 0¢inngjsi diky krat§im reakénim
dobam, jednodussimu vybaveni a vyssi citlivosti, zatimco
specifita byla stejné vysoka*.

6. DNA mikro¢ipy

Rychlou metodou pro detekci PCR amplikontt ARG
jsou DNA ¢ipy. Povrch DNA ¢ipti je tvoten jednoduchou
membranou, na kterou jsou v jednotlivych mistech (tzv.
spoty) imobilizovany az tisice kopii kratkych oligonukleo-
tidovych sekvenci (sondy). Tyto sondy hybridizuji s kom-
plementarnimi fluorescenéné znaenymi oligonukleotidy
(napt. PCR produkty)*'** za vzniku detekovatelné¢ho flu-
orescenéniho signalu®.

DNA ¢ipy se nejcastéji pouzivaji pro studium expres-
nich profil (detekce a kvantifikace cDNA vybranych
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genl). Obecné je ale 1ze pouzit i pro detekci PCR ampli-
kont vcetné téch pro detekci ARG. V takovém piipadé je
mozné soucasna detekce aZ tisici druhit ARG (cit.').
DNA cipy tak lze pouzit ke zkoumani diverzity ARG,
jejich prostorového a ¢asového vyskytu véetné Sifeni ARG
v ramci a mezi rdznymi hostitelskymi zdroji, populacemi
a prostiedimi*’,

Mezi nevyhody pouziti DNA ¢ipt patii jejich pomér-
né vysokd pofizovaci cena. Nejndkladnéj$i komponenty
jsou sondy, jejich pfipojeni k nosic¢i a dale znaceni PCR
amplikont. I pfes zavadéni technik masivniho paralelniho
sekvenovani patii DNA Cipy mezi perspektivni metody,
které jsou dale vyvijeny”.

V praxi jsou dostupné i komeréné vyrabéné DNA
Cipy pro detekci vybranych ARG jako napt. DNA Cip
IDENTIBAC AMR-ve Genotyping kit Version 05
(CLONDIAG/ALERE, Némecko) pro detekci determinant
antibiotické rezistence u klinickych izolath Klebsiella
pneumoniae® nebo souprava Pantype AS-1 (Alere Tech-
nologies GmbH, Némecko), ktera detekuje 60 genl pro
faktory virulence a 47 ARG u Escherichia coli*.

7. Masivni paralelni sekvenovani

Sekvenovani ARG umoziuje stanovit jejich jednotli-
vé varianty, sekvenovani celych bakteridlnich genomut
poté umoziuje nachazet i nové ARG. Tyto znalosti
0 ARG jsou pak nastrojem pro vyvoj novych a co nejvice
ucinnych metod pro detekci, kvantifikaci a sledovani pie-
nosu ARG (cit.*”).

Prvni metody sekvenovani DNA (sekvenovani prvni
generace) byly zavedeny v polovin€ 70. let 20. stoleti.
Tyto metody (Sangerova metoda, metoda chemického
Stépeni vyvinutd Maxamem a Gilbertem) umoziovaly
sekvenaci v fadu stovek béazi za jeden den?’.

Sangerova metoda sekvenovani zistala primarni
technologii sekvenovani az do roku 2005 (cit.”’). Situace
se zménila s rozvojem a zvySenim vykonu sekvenacnich
technologii druhé a tieti generace (oznaCovanych souhrnné
jako masivni paralelni sekvenovani, Massive Parallel
Sequencing, MPS; dfive téZ metody sekvenovani nové
generace, Next Generation Sequencing, NGS)'*’. Obecny
pracovni postup metod MPS zahrnuje izolaci DNA, pfi-
pravu tzv. knihovny (fragmentace vysokomolekularni
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DNA do fragmentl o délce vhodné pro danou platformu;
ligace adaptért na tyto fragmenty; a pripadné amplifikace
fragmentll v zévislosti na dané platform¢) a samotné sek-
venovani*’*¥,

Sekvenovani druhé generace umoziiuje sekvenovat
kratké useky maximaln¢ o délce stovek parli bazi (tzv.
kratké Cteni) a je zalozeno na soubézné imobilizaci mnoha
molekul templatu a jejich nasledné mnohonasobné ampli-
fikaci v daném misté (za vytvofeni tzv. sekvenacénich spo-
tl). V jednotlivych spotech se tak vytvari obrovské mnoz-
stvi jednovlaknovych kopii pivodnich nukleotidovych
sekvenci. Tyto kopie jsou nasledné paralelné cteny po-
stupnym piipojovanim fluorescenéné znacenych nukleoti-
dd, kdy pravé mnozstvi kopii ¢ini fluorescenéni signal
detekovatelnym'. Jednotlivé platformy se li§i zptsobem
amplifikace a sekvenacniho ¢teni. Druhé generaci dominu-
je metoda Illumina Solexa, kterd oproti metodam Roche
454 system (0,7 Gb) ¢i AB SOLiD system (120 Gb) muze
produkovat az 600 Gb sekvenaénich dat*’ (1 Gb odpovida
sekvenci o celkové délce 10° nukleotidi)™.

Principem sekvenovani tfeti generace je piima sekve-
nace jednotlivych molekul DNA bez nutnosti jejich pred-
chozi amplifikace, k ¢emuz bylo vyvinuto vice odlisnych
metod. Naptiklad jednomolekulové sekvenovani v real-
ném case (single-molecule real-time sequencing, SMRT)
umoziuje sledovat replikaci jediné molekuly DNA v redl-
ném cCase. Replikace probihd ve specialni komtrce o roz-
méru nanometri, ktera zaroven slouzi jako optické vlakno
pro ¢teni fluorescenéniho signalu po pfifazeni jednotli-
vych fluorescenéné znadenych deoxynukleotida®'. Tento
pfistup pouzivd napf. systém PacBio RSII spolecnosti
Pacific Biosciences, jehoZ provoz je ovSem financné na-
roény'.

Nanoporové sekvenovani je naopak zalozeno na de-
tekei zmén elektrického proudu, pokud vlakno DNA pro-
chéazi nanoporem. Tyto zmény elektrického proudu jsou
pro kazdou prochazejici bazi rizné, coz je zpisobeno je-
jich rznym odporem. Tento systém nanopérového sekve-
novani byl vyvinut v roce 2014 spolec¢nosti Oxford Nano-
pore Technologies a umoziuje sekvenovani tsekti dlou-
hych az 200 000 bazi’*>. Analyzu je mozno provadét
v realném case, nebot vysledky jsou generovany jiz
v pribéhu vlastniho méfeni. K dispozici jsou rizné sekve-
novaci platformy (MinION, GridION a dalsi) lisici se po¢-
tem nanoport a pouzitych pritokovych cel. Napriklad
platforma MinION o rozmérech 105 x 23 x 33 mm ma
512 péri a toto zafizeni 1ze pfipojit ke standardnimu portu
USB' na jakémkoliv poéitaéi s dostate¢nymi technickymi
parametry (16 GB RAM, 1 TB interni SSD)**. Mobilita
a moznost méfit v redlném case ucinily nanoporové sekve-
novani zvlasté atraktivni pro klinickou diagnostiku
v terénu. Naklady na jednotlivé analyzy vzhledem
k mnozstvi ziskanych sekvenacnich dat se navic
v porovnani s piedchozimi systémy vyrazné snizily'. Jed-
nim z hlavnich problému platforem s ,,dlouhym ¢tenim®
pro detekei a sekvenaci ARG je vyssi mira chyb ve srov-
nani s technologiemi ,,kratkého ¢teni“. Mira této chyby tak
mize byt pfili§ vysoka napf. pro presnou detekci specific-

362

Chem. Listy 717, 358-364 (2023)

kych jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) spoje-
nych s nékterymi mechanismy antibiotické rezistence.
Tato nevyhoda vSak miize byt ¢4stecné pfekonana dosaze-
nim vy$§i Cetnosti poctu precteni dané baze (tzv. vyssi
hloubka ¢teni) a zlepSenim algoritmd pro Cteni jednotli-
vych béazi ze ziskaného chromatogramu (tj. pfifazovani
baze k vrcholim chromatogramu). V soucasné dobé jsou
nicméné systémy Illumina prevladajicimi platformami
v klinickych laboratofich'.

Metody MPS (zvlast¢ nanopdrové sekvenovani) vy-
razn¢ snizily cenu sekvenacnich analyz a ucinily je Siroce
pfistupnymi. Pouziti metod MPS v mikrobiologii tak naslo
Casté vyuziti naptiklad jako metoda pro rutinni sekvenova-
ni mikrobialnich genoma*’. Dalsi slibnou oblasti pro vyu-
ziti metod MPS se vztahem k ARG jsou metagenomické
studie. Pouziti metod MPS umoziiuje piimo detekovat
vSechny mikroorganismy pfitomné ve vzorku véetné téch,
které jsou kultivaéné naroéné nebo nekultivovatelné?’. P¥i
pouziti kroku reverzni transkripce lze pak detekovat
i RNA viry”’.

Cilem klinické metagenomiky je ziskat o analyzova-
ném vzorku informace klinického vyznamu, jako je identi-
fikace ptitomnych patogent az na roven druhu a predikce
jejich citlivosti k antimikrobidlnim latkdm na zéklade€ de-
tekce sekvenci ARG pro ucely zavedeni co nejucinnéjsi
antibiotické terapie®’. Klinickd metagenomika za vyu-
ziti MPS pfedstavuje rychly a obecny pfistup pro zis-
kani vSech téchto 1ékaisky relevantnich informaci bé-
hem 6-8 hodin, zatimco soucasna doba provedeni konven-
¢nich kultivacnich metod je 48 hodin. Nevyhodou této
aplikace jsou vysoké naklady, nedostatecnd automatizace
a standardizace”’.

Metody MPS lze vyuzit i pro detekci a studium ARG
v environmentalnich®’ i dalgich metagenomickych studiich
(napf. metagenomické studie potravinového fetézce)™.
Environmentalni rizika spojena s antibiotickymi rezisten-
cemi lze rozdélit na dva typy: riziko Sifeni rezistentnich
kment klinicky vyznamnych patogent v prostiedi a riziko
vzniku a selekce novych variant ¢i novych typt ARG,
které by pozdé€ji mohly byt preneseny do klinicky vy-
znamnych patogeni’’. Metody MPS aplikované na DNA
izolovanou z daného prostiedi umoziuji detekovat a pro-
zkoumat mnohem vétsi soubor ARG najednou nez dosud
pouzivané metody PCR a maji i vyrazné niz8i detekéni
limit pro detekei jednotlivych ARG i schopnost detekovat
dosud nepopsané nové ARG ¢i jejich varianty. Metody
MPS by tak mohly byt zdkladnim kamenem pro systém
v€asného varovani o budoucich rizicich spojenych s ARG.
Vyhodou metod MPS je i skutenost, ze MPS metody
umoznuji snadné zkoumdni i jiz archivovanych vzorkd
izolovanych ze zivotniho prostfedi, a tim i retrospektivné
sledovat piivod ARG a jejich §ifeni mezi rGznymi prostfe-
dimi. Tyto retrospektivni analyzy pomahaji vybrat, jaké
strategie by byly ucinné k zabranéni Sifeni antibiotickych
rezistenci®’.

Vyuziti MPS pro detekci ARG v sekvenaénich datech
(standardné ve formatu fast5 a fastq) vyzaduje jejich ana-
lyzu  specializovanymi  bioinformatickymi  nastroji.
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V piipadé nanopdrového sekvenovani jsou tak napf. pfi-
mym vystupem sekvenace soubory typu fastS, které jsou
pfevedeny do soubori typu fastq tzv. procesem prifazeni
bazi (anglicky basecalling) (probihd ve volné stazitelném
software MinKNOW, Oxford Nanopore Technologies,
UK)*. Detekci ARG ve fastq souborech umoziuji poté
ruzné software, které ziskané sekvence (jak samostatné,
tak po sestaveni bakterialniho genomu v piipadé celogeno-
mového sekvenovani) srovnavaji se sekvencemi ARG
v databézich. Jedn4 se napf. o voln¢ dostupné software
EPI2ME (ONT, UK) nebo ResFinder”, které vyuZivaji
databazi CARD nebo dal8i programové bali¢ky za vyuziti
programovaciho jazyka R ¢i v opera¢nim systému Linux
jako napf. program Staramr>’. Data pro jednotlivé bakteri-
alni kmeny poté umoziuji i srovnani fenotypového proje-
vu s piitomnosti detekovanych ARG (cit.>®).

8. Zavér

Vznik a §ifeni rezistence k ATB patii mezi zdvazné
problémy soucasné doby. Geny zodpovédné za tyto rezis-
tence (ARG) se vyskytuji v nejriizngjSich prostiedich vcet-
né zdravotnickych zatizenich, Cistiren odpadnich vod ¢i
v potravinovém fetézci, kde dochazi k jejich predavani
a ke vzniku bakteridlnich kmeni rezistentnich k ATB.
Z tohoto diivodu je nutné zavadét efektivni metody pro
detekci ARG a predchazet tak jejich Sifeni a vzniku no-
vych variant. Pro detekci ARG se nejcastéji pouziva meto-
da PCR, mikrocipy a metody MPS, které umoziuji sekve-
novat celé bakterialni genomy, DNA z metagenomickych
vzorkl a nachazet tak i nové ARG.

Seznam zkratek

ARG antibiotic resistance genes, geny zodpovédné
za rezistenci k antibiotikiim

ATB antibiotics, antibiotika

PCR polymerase chain reaction, polymerasova
fetézova reakce

LAMP  loop mediated isothermal amplification,
smyckou zprostiedkovana izotermalni
amplifikace

RPA recombinase polymerase amplification,
polymerasova amplifikace s vyuzitim
rekombinasy

MPS massive parallel sequencing, masivni paralelni
sekvenovani
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M. Solcova and S. Purkrtova (Department of Bio-
chemistry and Microbiology, University of Chemistry and
Technology, Prague): Application of Modern Methods
for the Determination of Antibiotic Resistance

The increasing occurrence of antibiotic resistance is
one of the major problems of the 21st century. The occur-
rence of bacterial strains resistant to antibiotics subse-
quently narrows the spectrum of suitable antibiotics usable
for the treatment of common bacterial infections or for the
prevention of their occurrence, e.g., in surgery.
Wastewater treatment plants, hospitals, and also the food
chain belong to the hotspots, where the emergence and
spread of new or existing strains of antibiotic resistant
bacteria and antibiotic resistance genes occur most fre-
quently.

Phenotypic culture methods are routinely used in
laboratories to determine antibiotic resistance, but they are
laborious and time-consuming and the interpretation of
exact results is also difficult. For this reason, faster alter-
natives for the detection of antibiotic resistant bacteria or
even antibiotic resistance genes are sought. Such an exam-
ple of an alternative method for the detection of antibiotic
resistant bacteria is the use of the matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
phenotypic method to identify the beta-lactamase produc-
ers. Genotype methods provide faster analysis and, at the
same time, more accurate detection. Antibiotic resistance
genes can be directly detected and quantified by polymer-
ase chain reaction. Microarrays can be used to further
speed up and increase the specificity of PCR amplicons
detection. Massive parallel methods provide comprehen-
sive information on the resistoma of the specific environ-
ment. They facilitate sequencing of individual DNA mole-
cules or amplicons to detect determinants of antibiotic
resistance. Massive parallel methods have the potential to
replace conventional pathogen characterization and allow
the detection of all microorganisms in a sample (including
difficult-to-cultivate or noncultivable microorganisms).

Keywords: antibiotics, resistance, antibiotic resistance
genes, antibiotic resistance determination
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