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SUHRN

Antimikrobidlna rezistencia nozokomidlnych patogénov
sa ukazala v novom tisicroci ako jeden z najvyznamnejsich
problémov v zdravotnej starostlivosti. V tomto prehlade
uvadzame nové metddy na testovanie citlivosti baktérii
na antibiotikd zalozené na detekcii markerov antibiotikami
sprostredkovanej bunkovej smrti, ktoré by sa mohli stat

ABSTRACT

Mlynarcik P., Kolaf M.: Detection of cell death markers
as a tool for bacterial antimicrobial susceptibility testing
Antimicrobial resistance among nosocomial pathogens has
emerged as one of the most important health care problems
in the new millennium. In this review, we present new methods
for bacterial antimicrobial susceptibility testing, based on

Uvop

Za posledné dve desatrocia sme svedkami narastajiiceho
vyskytu infekcii spdsobenych mnohondsobne rezistent-
nymi mikroorganizmami. Antimikrobidlna rezistencia
baktérii sa objavila ako problém nielen v humannom, ale
aj vo veterinarnom lekarstve. Mnoho $ttidii naznacuje,
Ze v€asné poskytnutie primeranej antibiotickej liecby je
nesmierne dolezité pri zdchrane zivota. Momentdlne sa
lekari spoliehaju pri vybere empirickej terapie na kombi-
naciu klinickych, epidemiologickych a demografickych
udajov, pretoze ziskanie vysledkov kultivacie a testovania
citlivosti na antibiotikd mozZe trvat 48 hodin a dlhsie.
Z tohto dévodu je tu pokracujica snaha o vyvoj skorsej
a citlivejSej detekcie rezistentnych baktérii.
Karbapenémy a polymyxin E (kolistin) st povazované za
jedny z mala liekov urcenych na lie¢bu infekcii spésobe-
nych multirezistentnymi gramnegativnymi baktériami.
Ucinok kolistinu spociva v naruseni cytoplazmatickej
membrany, pricom rezistencia vo¢i nemu uz bola popi-
sand a vychadza napriklad zo zmien lipopolysacharidu na
vonkaj$ej membrane z dévodu mutacii regulacnych gé-
nov, napr. phoQ génu [1]. Narastajuci vyvoj rezistencie ku
karbapenémom u nozokomidlnych patogénov [2] sa stava
zavaznym klinickym problémom hlavne kvoli velkému
spektru tychto enzymov a obmedzenému mnoZstvu tera-
peutickych mozZnosti. Navyse produkciu karbapenemadz
nie je mozné lahko vyvodit z antimikrobidlneho profilu

v blizkej buducnosti cennymi alternativami k uz existujicim
fenotypovym metddam.
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rezistencie [3] (karbapenemazy-produkujtice baktérie
mozu niekedy vykazovat iba mierny narast hodnoty
minimalnej inhibi¢nej koncentracie pre karbapenémy),
a tak Sirenie tychto enzymov medzi nozokomialnymi
patogénmi (napr. Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae
a Acinetobacter baumannii) je hrozbou pre verejné zdravie
hlavne kvéli obmedzeniu na$ich antibiotickych moz-
nosti a musi byt pozorne sledované (fenotypové alebo
genetické testy).
Antibiotické mechanizmy rezistencie u nozokomiilnych
patogénov st zvycajne spojené s:
a) enzymatickou inaktivaciou antibiotik,
b) zniZenou priepustnostou vonkajsej membrany kvéli
strate vonkajsich povrchovych proteinov (porinov),
¢) modifikaciou lipopolysacharidov na vonkajsej mem-
branea
d) zvySenou expresiou efluxnych pamp [4-7].
Okrem toho, napriklad u baktérii P. aeruginosa je zname,
Ze st schopné rast vo forme biofilmu [8], ¢o je vyhodné
pre patogenitu/kolonizaciu a odolnost voci antibiotickej
lie¢be. Dalsie mechanizmy, ako je vyvoj tzv. swarming
kolénii, prisnej odpovedi (tzv. stringent response, t. j.
odpoved na nedostatok Zivin) a formovanie subpopula-
cie multirezistentnych perzistentnych buniek (pomaly
rastiice, alebo nedeliace sa bunky) prispievaju k multi-
rezistentnému fenotypu [9-11]. Z danych skuto¢nosti
vyplyva, Ze niektoré baktérie vykazuji vysoku odolnost
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voci antibiotickej liecbe, ktord je dosiahnuta prostred-
nictvom kombinacie réznych faktorov.

Medzi aktudlne pouzivané metddy sliziace na detekciu
karbapenemdz unozokomialnych patogénov patria bezné
fenotypové testy (napr. mikrodilu¢nd metéda), CARBA
NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) test (vysledok
za 2 hodiny) a hmotnostna spektrometria - matricou
asistovana laserova desorbcia/ionizacia s detekciou ¢asu
letu (MALDI-TOF), ktord mozZe byt pouzita napriklad na
detekciu degradacnych produktov antibiotik v désledku
ich hydrolyzy po inkubdcii s bakteridlnym izolatom.
Prikladom toho je napriklad detekcia karbapenemazovej
aktivity (VIM-2) uP. aeruginosa [12]. Zhrnutie existujicich
technolégii, ktoré mozu byt aplikované na detekciu an-
tibiotickej rezistencie u mnohondasobne rezistentnych
baktérii je dostupné v prehlade Mlynarcika et al. [13].
V tomto prehlade poskytujeme stthrn molekuldrnej pod-
staty bunkovej smrti a prehlad novych metéd zaloZenych
na detekcii markerov bunkovej smrti sliZiacich na rychlu
detekciu antibiotickej rezistencie u baktérii.

BUNKOVA SMRT A JEJ MOLEKULARNE
ZAKLADY

Programovana bunkova smrt je proces riadeny génmi,
ktory je zapojeny do rozvoja a homeostazy mnohobunko-
vych organizmov [14]. NajbeZnejsi spésob programovanej
bunkovej smrti je apoptéza, ktord je charakterizovana
stereotypnym stborom biochemickych a morfologic-
kych znakov. Dwyer et al. popisali, Ze Escherichia coli tiez
vykazuje charakteristické znaky apoptotickej progra-
movanej bunkovej smrti (bunkova smrt podobna apo-
ptoze, z anglického Apoptosis-Like Death) po oSetreni
s baktericidnymi antibiotikami alebo UV Ziarenim [15].
Antibiotikami sprostredkovana bunkova smrt u baktérii
je vSeobecne charakterizovand nasledovnymi biochemic-
kymi markermi:

a) fragmentdcia DNA,

b) chromozomalna kondenzacia,

c) vystavenie fosfatidylserinu na vonkajsej membrane a
d) strata membranového potencidlu [15].

Vzhladom k i¢inku konkrétnych antibiotik bola bunkova
smrt spojend s formovanim zlomov v dvojvldknovej DNA
po liecbe s inhibitormi topoizomerdzy II (tieZ znamej ako
DNA gyraza) [16], so zastavenim RNA syntézy zavislej
na DNA (po lie¢be s rifamycinovymi antibiotikami [17],
s poskodenim bunkovej steny a stratou Struktirnej ce-
listvosti po liecbe s inhibitormi syntézy bunkovej steny
[18], a s bunkovou energetikou, viazanim ribozému
a chybnou translaciou proteinov po liecbe s inhibitormi
syntézy bielkovin [19].

Mnohé stadie naznacuju, Ze bakteridlny stres spésobeny
napriklad nedostatkom zivin alebo baktericidnymi anti-
biotikami ma za nasledok produkciu $kodlivych reaktiv-
nych foriem kyslika (tzv. Reactive Oxygen Species - ROS),
zahriujacich superoxidovy anién (O,"), peroxid vodika
(H,0,) a hydroxylovy radikal (OH'), prostrednictvom po-
Skodenia vyvolaného oxida¢nym stresom. Toto oxidacné
poskodenie u grampozitivnych a gramnegativnych bak-
térii prispieva k bunkovej smrti v désledku zmien v cen-
tralnom metabolizme (t. j. zmeny v Krebsovom cykle
- cyklus trikarboxylovych kyselin) a metabolizme Zeleza
[20, 21]. Bolo zistené, Ze primarna interakcia antibiotika
s jeho cielovym miestom (aminoglykozidy interaguja
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sribozémami, chinény s DNA gyrazou a -laktamy s pe-
nicilin-viaZucimi proteinmi) stimuluje oxiddciu NADH
(nikotinamid adenin dinukleotid) prostrednictvom elek-
trénového transportného retazca, ktory je zavisly na
Krebsovom cykle. Zvysena aktivita tohto elektronového
transportného retazca stimuluje tvorbu superoxidu (0,),
ktory moZe poskodit esencialne enzymy obsahujuce
zhluky Zeleza a siry (tzv. [4Fe-4S] zhluky). Tato oxida¢nd
inaktivacia esencialnych enzymov ma za nasledok tvorbu
[3Fe-4S] zhlukov a uvoltiovanie dvojmocného Zeleza (Fe*),
ktoré je nasledne k dispozicii pre Fentonovi reakciu [22].
Fentonova reakcia vedie k formovaniu hydroxylového
radikdlu (OH") a hydroxylové radikaly poskodzuji DNA,
proteiny a lipidy, ¢o prispieva k antibiotiku indukovanej
bunkovej smrti [21] - obrazok 1. Dalej bolo zistené, Ze
chinolény, B-laktamové antibiotikd a aminoglykozi-
dy tiez spustaju formovanie hydroxylovych radikalov
a bunkovi smrt prostrednictvom tzv. obalového - cell
envelope (Cpx) a redox-reagujtceho (Arc) dvojzlozkové-
ho systému [23]. Ucast Cpx systému pri antibiotikami
sprostredkovanej bunkovej smrti ukazuje, Ze membra-
nova integrita je d6lezita pre prezitie baktérii. Aktivacia
tohto dvojzlozkového systému je objasnend u amino-
glykozidov, av§ak zostava neobjasnena pre p-laktamové
antibiotika a chinolény. U B-laktamovych antibiotik sa
predpokladd, Ze tito membranova integrita je ovplyvne-
na priamo prostrednictvom interakcie cielového miesta
s antibiotikom, zatial ¢o s aminoglykozidmi vyzera, ze
membrinova funkcia a integrita je najviac ovplyvnend
s chybnou translaciou proteinov vyvolanou antibioti-
kami. V kratkosti, interakcia medzi aminoglykozidmi
a ribozémami zapricinuje chybnu transliciu a chybné
skladanie membranovych proteinov. Zaclenenie tychto
chybnych proteinov do bunkovych membran stimuluje
spominané dvojzlozkové systémy Cpx a Arc. Aktivacia
tychto systémov nasledne narusuje bunkovy metaboliz-
mus (zmeny v Krebsovom cykle) a membranovy poten-
cidl, o ma za nasledok vznik smrtelnych hydroxylovych
radikalov [23] - obrazok 1. Na druhej strane vsak iné
studie preukazali, Ze ROS neboli jedinymi arbitrami an-
tibiotikami sprostredkovaného zabitia [24]. Je to zaloZené
na skutocnosti, ze smrtiaci efekt antibiotik bol vjznamne
zniZeny, nie vSak iplne eliminovany za striktne anae-
robnych podmienok. Allison et al. popisali, Ze toleran-
cia E. coli rasttica v biofilme bola zmiernena pridanim
metabolitov, ktoré obnovuju schopnost generovat OH
pomocou hyperoxidacie NADH odvodenej z Krebsovho
cyklu [25]. Navyse zistenie, Ze doplnenie dusi¢nanov
zlepsuje baktericidny uc¢inok antibiotik za anaerébnych
podmienok nielen podporuje nazor, Ze bunkové dychanie
sa podiela na antibiotickej letalite, ale tieZznamen4, Ze
¢inidla zvySujtce respiracnu aktivitu alebo elektrénovy
transport mozu zlepsit antibiotické zabijanie [26].

Molekularne zdklady antibiotikami sprostredkovanej
bunkovej smrti st najlepsie prestudované u modelového
organizmu E. coli. Produkcia skodlivych ROS molekdl, ako
jeuvedené u E. coli, bola popisana aj u ostatnych bakterial-
nych druhov (P. aeruginosa, Salmonella enterica, A. baumannii,
Mycobacterium tuberculosis, apod.), a preto sa predpoklada,
Ze tento fenotyp je vysoko konzervativny. Breidenstein
etal. [27] popisali komplexny ciprofloxacinovy rezistom
u P. aeruginosa, ktory zahfral napriklad mutacie v nie-
kolkych génov podielajicich sa na transporte Zeleza, ¢o
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Obr. 1. Model spolo¢nej drahy bunkovej smrti pre baktericidne antibiotika

Figure 1. Model of common cell death pathways for bactericidal antimicrobials

Skratky: Cpx = obalovy dvojzlozkovy systém, Arc = redox-reagujuci dvojzlozkovy systém, DNA = deoxyribonukleova kyselina,

mMRNA = mediatorova ribonukleova kyselina, 30s/50s = ribozémové podjednotky, O, = superoxidovy anién, NADH/NAD" = nikotinamid

adenin dinukleotid, Fe-S = Zelezo a sira, Fe* = trojmocné Zelezo, Fe?" = dvojmocné Zelezo, OH' = hydroxylovy radikal a H,0,

= peroxid vodika.

Abbreviations: Cpx = two-component envelope system, Arc = redox-reactive two-component system, DNA = deoxyribonucleic acid,

MRNA = messenger ribonucleic acid, 30s/50s = ribosomal subunits, 0, = superoxide anion, NADH/NAD* = nicotinamide adenine

dinucleotide, Fe-S = iron and sulfur, Fe** = trivalent iron, Fe?" = bivalent iron, OH" = hydroxyl radical, and H,O, = hydrogen peroxide.
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Obr. 2. Bunkova smrt u baktérii a jej charakteristické fyziologické a biochemické znaky

Figure 2. Bacterial cell death and its characteristic physiological and biochemical hallmarks

Skratky: ROS = reaktivne formy kyslika, DNA = deoxyribonukleova kyselina, mMRNA = mediatorova ribonukleova kyselina, RecA = induk-
tor SOS stresovej odpovede, LexA = utlacovatel SOS stresovej odpovede, Cpx = obalovy dvojzlozkovy systém, Arc = redox-reagujuci
dvojzlozkovy systém, ppGpp = guanozin tetra-fosfat, MazF = toxin, ChpBK = homologicky toxin s MazF, H,0, = peroxid vodika, O, =
superoxidovy anion, OH" = hydroxylovy radikal a mazEF = toxin-antitoxin (TA) stresom indukovany systém.

Abbreviations: ROS = reactive oxygen species, DNA = deoxyribonucleic acid, mMRNA = messenger ribonucleic acid, RecA = SOS stress
response inductor, LexA = SOS stress response inhibitor, Cpx = two-component envelope system, Arc = redox-reactive two-component
system, ppGpp = guanosine tetraphosphate, MazF = toxin, ChpBK = MazF toxin homolog, H,0, = hydrogen peroxide, O, = superoxide
anion, OH" = hydroxyl radical, and mazEF = stress-induced toxin-antitoxin (TA) system.

je v silade s nazormi, ktoré naznacujui ulohu volnych
radikalov pri antibiotikami sprostredkovanom zabiti [21].
U P. aeruginosa a E. coli rastticich v biofilmoch bol dalej zis-
teny vplyv prisnej odpovedi pri udrziavani nizkej hladiny
ROS [11, 28], ¢o zvysuje pravdepodobnost, Ze kontrola
antibiotikami indukovaného oxida¢ného stresu pomocou
prisnej odpovedi je tiez beznd v baktériach. Je zaujimavé
preto predpokladat, Ze ROS odvodené od antibiotikami
indukovanych fyziologickych zmien sa mézu podielat na
generalizovanej stresovej odpovedi, ktord ma za nasledok
udhyn baktérii pri letdlnych hladinich, ale podporuje
mutagenézu pri subletdlnych davkach.

Stoji za zmienku spomendt, Ze poskodenie DNA je spo-
jené s tzv. SOS stresovou odpovedou, ktord predstavuje
drahu regulujicu opravu DNA. SOS odpoved riadia dve
hlavné proteiny - LexA (tzv. utlacovatel) a RecA (tzv.
induktor), pricom LexA potladc¢a transkripciu reguléonu
zahrriujiceho viac ako 50 génov. Pri po§kodeni DNA
alebo v désledku ROS sa meni neaktivna forma RecA na
jej aktivnu formu, ktord stimuluje samostiepenie LexA,
o vedie k derepresii SOS génov. Za nepritomnosti posko-
denia DNA bazalna hladina expresie LexA zaistuje deakti-
vaciu systému [29]. Pokial je poskodenie DNA nezvratné,
nastava bunkova smrt podobna apoptéze [30] - obrazok
2. Z danych skutocnosti vyplyva, Ze RecA predstavuje
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multifunkény protein, ktory plni smrtiace aj Zivotne
dolezité tlohy. Letdlna aktivita aktivneho RecA je ne-
gativne regulovana prostrednictvom ClpP proteazového
komplexu ClpXP [15]. Inymi slovami povedané, komplex
ClpXP potlaca smrtiacu aktivitu RecA. Tieto faktory tiez
tlmia LexA-regulované bakteridlne poskodenie DNA (ale-
bo SOS) v désledku stresovej odpovedi, ktoré je délezité
pre u¢innu indukciu apoptéze-podobnej bunkovej smrti
pri odozve na bunkovy stres (obr. 2).

Bol popisany aj iny typ indukovanej bunkovej smr-
ti u E. coli (vid obr. 2), ktory je nezavisly na protei-
ne RecA a je riadeny pomocou mazEF toxin-antitoxin
(TA) systému. Zda sa pritom, Ze apoptéze-podobna
a mazEF drdha st navzajom prepojené, pricom samotna
mazEF draha potlaca apoptéze-podobnti drahu znizenim
mRNA hladin recA [30]. ClpXP sa podiela na syntéze
signaliza¢ného faktora quorum sensing, EDF, ktory
je oznaceny ako extraceluldrny faktor smrti [31]. EDF
je potrebny pre mazEF-sprostredkovanu bunkovi smrt
aindukuje endoribonukleatickd aktivitu MazF a ChpBK
(homologicky toxin s MazF) [32]. Co sa tyka napriklad
baktérii P. aeruginosa, boli u nich prezentované najmenej
tri TA systémy - relBE, parDE a higBA (RelE je ako MazF
u E. coli) [33], av8ak ich ti¢ast na bunkovej smrti nebola



doposial popisana. Dalej bolo u P. aeruginosa popisané,
Ze inaktivacia prisnej odpovedi (stresovej odpovedi na
hlad riadenej produkciou molekuly (p)ppGpp /guanozin
penta- a tetra-fosfat/, ktord je katalyzovana proteinmi
RelA a SpoT) prispieva k bunkovej smrti cez zniZenud
aktivitu superoxid dismutdzy a katalazy [11] (vid obr. 2).
U Pseudomonas putida bolo zistené, Ze aplikacia ampicilinu
indukovala oxida¢né obranné gény, ako napriklad ahpC
a DNA opravné gény, ako napriklad ung (kédujici uracil
DNA glykozyldzu) [34]. Naopak, Aizenman et al. zistili,
Ze zvy$ena expresia ppGpp potlacila prepis mazEF promoé-
tora a napriek tomu indukovala mazEF-sprostredkovanu
bunkovid smrt u E. coli [35] - obrazok 2. V skratke, spotre-
bovanie antitoxinu MazE v bunke v spojeni so znizenym
stuptiom prepisu spdsobilo narast volnej formy toxinu
MazF, ktory bol schopny vykonavat svoje skodlivé u¢in-
ky majuce za nasledok zabitie bunky. Co sa tyka dalsich
génov, bolo zistené, Ze oxidacné gény s odpovedou na
stres u E. coli boli tiez zapojené do bunkovej smrti pod-
porovanim glykacie alebo neenzymatickej glykozylacie
proteinov a nukleovych kyselin [36]. Bolo tiez popisané,
Ze inhibicia expresie chaperoninov GroEL/GroES bola
spojena so zvysenou citlivostou voc¢i aminoglykozidu
a naslednou bunkovou smrtou [37]. Navyse dostup-
nost Zeleza bola preukizand ako délezita pre uc¢inok
antibiotik (zvySena expresia reduktaz Zelezitych iénov
urychluje antibiotikami sprostredkovanu bunkovi smrt
u P.aeruginosa) [34]. Z danych faktov vyplyva, Ze samotna
draha antibiotikami sprostredkovanej bunkovej smrti
predstavuje komplexny proces, ktory za¢ina interakciou
antibiotikum-cielové miesto s primarnymi t¢inkami
prislusnych interakcii a zahfia mnoZstvo enzymov,
pricom dalsie molekuly zapojené do tohto javu zostavaji
neobjasnené.

Existencia dvoch drdh, mazEF a apoptéze-podobnej, kto-
ré si navzajom prepojené, predstavuje zalozny systém
pri zabezpeceni bunkovej smrti a nastroj pri striedani
bunkovej reakcie na rézne typy a intenzitu stresu. Ich
hlavnou vyhodou sa zda byt, Ze umoziujui prezivanie
malej casti bakterialnej populdcie [30, 38] - vid obrazok
2. Takze, ked sa rastové podmienky stani menej stre-
sujicimi, je pravdepodobné, Ze tato mald populacia
prezivajucich buniek sa stane zakladom novej bunkovej
populacie.

DETEKCIA APOPTOZE-PODOBNYCH
MARKEROV PROSTREDNICTOM
KVANTITATIVNEJ REAL-TIME PCR, VYSOKO
VYKONNE!J (,,HIGH-THROUGHPUT*) mRNA
ANALYZY ALEBO RNA SEKVENOVANIA

Jedna sa o Stidium génov bunkovych $truktir a génov
zapojenych do bunkovych procesov, ako je Krebsov cy-
klus, SOS odpoved, prisna odpoved, oxidacny stres, TA
komponenty a ostatnych génov (zaloZzenych na podrobnej
reSersi literatiry) u izoldtov nozokomidlnych patogénov,
ktoré vplyvaji na antibiotikami sprostredkovanii smrt.
Potencionalne markery bunkovej smrti by mohli byt
spolahlivymi ukazovatelmi na testovanie citlivosti na
antibiotika. Ich identifikdcia spoc¢iva vo vyuziti real-time
PCR, vysoko vykonnej (,,high-throughput“) mRNA ana-
lyzy alebo RNA sekvenovania. Co sa tyka ndsho vedomia,
doposial neevidujeme Ziadne pokusy o uskutoc¢nitelnosti
tohto principu.

SOUHRNNE SDELENI

Martin Pefia et al. popisali detekciu rezistencie voci

imipenému, ciprofloxacinu, kolistinu a amikacinu

u klinickych izoldtov A. baumannii pouzitim real-time PCR

zameranej na detekciu velmi zachovanych sekvencii

ompA génu kédujiceho vonkajsi povrchovy protein [39].

Zmeny pomeru (z anglického ,fold change®) v pocte

koépii genomickej DNA po 6 hodinach rastu boli pou-

Zité na urcenie rezistencie a vysledky boli porovnané

s vysledkami ziskanymi s pouzitim dilu¢nej mikrome-

tédy. Vysledky real-time PCR boli na 95,8% zhodné so

zisteniami dilu¢nej mikrometédy. Podobny princip,
avs$ak zaloZeny na detekcii apoptéze-podobnych marke-
rov, by mohol byt pouZity na stanovenie antibiotickej
rezistencie [40], pricom by sa po inkubacii baktérii

s baktericidnymi antibiotikami sledovali iba $pecifické

gény. V kratkosti, c¢isté kultdry baktérii by boli vysta-

vené réznym baktericidnym antibiotikdm, ndsledne
by bola vykonana izolacia celkovej RNA a jej analyza
spocivajuica v §tudii zmien v expresii génov suvisiacich

s bunkovou smrtou. V réznych casovych intervaloch by

mohla byt odobrana cast vzorky na stanovenie poctu

kolénii (,,colony forming units®) prostrednictvom nane-
senia vzorky na LB agarové platnicky. Skiimanie vplyvu
vybranych génov na antibiotikami sprostredkovanu
bunkovii smrt by mohlo byt overené prostrednictvom
mutantnych kmenov baktérii. RozliSenie na citlivé
arezistentné kmene na antibiotika by bolo zaloZené na
detekcii zloziek produkovanych pri bunkovej smrti po
inkubdcii s baktericidnymi antibiotikami (zmena ex-
presie Specifickych génov zapojenych do bunkovej smrti

u citlivych a odolnych kmetiov). Princip kvantitativnej

real-time PCR spociva v schopnosti presne kvantifikovat

pocet képii bakteridlneho genému vo vzorke. Vyhodou
tohoto pristupu je to, Ze:

1. priexperimentoch mézu byt pouzité velmi kratke in-
kubacné ¢asy na rozlisenie citlivych od rezistentnych
kmerniov,

2. metdda nie je zavisla na mechanizme rezistencie a test
nepriamo meria fenotypovi rezistenciu zistenim rastu
za pritomnosti testovaného antibiotika. Jej hlavnou
nevyhodou je, Ze si vyZaduje predosla kultivaciu a me-
téda nemoze byt pouzita priamo na klinické vzorky.

DalSou slubnou moznostou je analyza transkriptému

u citlivych a rezistentnych kmerov baktérii pouZitim

vysoko vykonnej (,,high-throughput“) mRNA analyzy po-

uzitim tzv. SmartChip Real-Time PCR systému pri studiu
apoptéze-podobnych markerov. Jedna sa o genémovu
analyzu novej generacie umoznujuicej vysoko vykonnu
mRNA analyzu pouzitim 5184 nanocipov, ktoré by boli
pouzité na skimanie zmien v expresii génov v zavislosti
na bunkovej smrti indukovanej réznymi antibiotikami
($tidium drah bunkovej smrti). Hood et al. popisali
rozdielny transkripény profil u A. baumannii pouzitim
¢ipov v reakcii na NaCl. Podarilo sa im zistit, Ze 18 pred-
pokladanych faktorov spojenych s efluxom antibiotik,
ktoré neboli predtym charakterizované, bolo vyrazne
aktivovanych a indukovali rezistenciu voci levofloxacinu
a amikacinu pocas rastu A. baumannii za fyziologicky rele-
vantnych solnych podmienok [41]. Vyhodou uvedeného
testu je kvalitnejsi vykon SmartChips jamiek o velkos-
ti 100 nl bez potreby preamplifikicie pri variabilnych
nastaveniach testu a vzorky. Tento systém umoziiuje
dosiahnutie velmi reprodukovatelnych vysledkov v ram-
ci opakovanych vzoriek, napriec¢ réznych cipov a silna
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linedrnu korelaciu pri sériovych riedeniach. Dalsimi
prednostami uvedenej metédy je:
1. schopnost detegovat Siroké mnozstvo rozdielnych
génov rezistencie v jednej skuske,
2. vysoka citlivost a $pecifickost na detekciu rezistent-
nych génov,
3. vysledky mézu byt ziskané v priebehu jedného dnia.
Nevyhodou tohto pristupu je, Ze:
1. ziskané data sa nemusia stale zhodovat s fenotypovou
rezistenciou,
2. neposkytuje hodnoty minimélnych inhibi¢nych kon-
centrdcii prislusnych antibiotik.
Obidva pristupy, real-time PCR metéda a SmartChip
Real-Time PCR systém vyuzivaji cDNA ziskanu prepisom
celkovej RNA pouzitim reverznych transkriptaz (ako je
uvedené vyssie) a boli by pouZité na detekciu Specifickych
RNA molekul u baktérii zapojenych do bunkovej smrti.
Identifikované markery bunkovej smrti prostrednictvom
tohto pristupu by mohli byt nasledne vyuZité na stanove-
nie citlivosti baktérii na antibiotika povedzme pomocou
real-time PCR, ktoré by spocivalo iba v sledovani mensie-
ho mnozZstva urcitych génov, markerov bunkovej smrti,
o inkubdcii bakteérii s baktericidnymi antibiotikami.
DalSou alternativnou moznostou je identifikacia mar-
kerov bunkovej smrti pouzitim RNA sekvenovania za
ucelom stidia transkripcnej odpovedi v désledku tcin-
ku antibiotika. V tomto pripade ide o sekvenovanie
cDNA ziskanej prepisom RNA (ako je uvedené vyssie).
Antibakteridlna aktivita, ¢ize citlivost k antibiotiku, by
bola v tomto pripade definovand ako variabilna troven
expresie sledovanych génov bunkovej smrti v porovnani
so sledovanim génovej expresie pri kontrole rastu ale-
bo rezistentného kmena. Inak povedané, transkripcia
sledovanych génov by mohla byt zniZena alebo zvysena
u buniek s indukovanou bunkovou smrtou, zatial ¢o ich
expresia by bola nezmenena pri kontrole rastu alebo rezi-
stentného kmena. Avsak v pripade rezistentného kmeria
bude treba zvazit pripadni zmenu expresie stvisiacu
s vyvojom adaptivnej rezistencie. Henry et al. popisali
detekciu génov podmieriujicich rezistenciu voci kolisti-
nu u A. baumannii pouzitim RNA sekvenovania za ticelom
porovnania transkrip¢nych profilov [42]. Vyhodou met6-
dy je ziskanie obrovského mnozstva dat. Na druhej stra-
ne - dlhy ¢as sekvenovania, zvySené niklady a nutnost
spoluprace s bioinformatikmi pri spracovavani velkého
mnoZstva dat vyzeraja byt klticovymi aspektami pri vyu-
ziti uvedeného pristupu. Napriek tomu sa predpoklada,
Ze sekvenovanie transkriptému, ako aj dalsie formy
sekvenovania, ako celogenomové sekvenovaie alebo sek-
venovanie novej generacie poskytnu v blizkej budticnosti
nové moznosti na predikciu rezistencie.

ZAVER

Nakolko je ziskanie vysledkov testovania citlivosti bak-
térii na antibiotika casovo narocné, je tu pretrvavajica
snaha o vyvoj skorsej a citlivejsej detekcie rezistentnych
baktérii. Testovanie citlivosti zaloZenej na detekcii mar-
kerov bunkovej smrti pomocou kvantitativnej real-time
PCR, ako aj ostatnych pristupov zameranych na stidiu
mRNA expresie (mikroc¢ipy, RNA sekenovanie) sa zdaju
byt slubnym nastrojom na testovanie citlivosti baktérii
na antibiotikd. Samotny postup by vyzadoval pouzitie
viac ako 10° buniek na experiment. Predpokladané su
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stredné naklady, pri¢om samotny princip by mohol byt
manudlny alebo automaticky. Ostdva vsak este overit
dany princip, jeho senzitivitu a Specificitu. Identifikacia
tychto markerov by nam mohla umozZnit v¢asné stano-
venie citlivosti/rezistencie voci antibiotikdm u baktérii
pochddzajucich z klinickych vzoriek. Metédy zalozené
na tomto principe by sa mohli stat v blizkej budicnosti
cennou alternativou k uz existujucim metodam fenoty-
pového testovania citlivosti v klinickych laboratériach,
a tak pomoct pri zacati cielenej antibiotickej liecby.
V neposlednom rade, nakolko je celd draha bakteridlnej
odpovedi na antibiotikami sprostredkovant bunkovi
smrt komplexnd a nie dobre zndma, lepsie porozumenie
acharakterizacia drdh bunkovej smrti u bakterii, mecha-
nizmu rezistencie, bakterialnej odpovedi na antibiotika,
ako aj identifikacia apoptéze-podobnych markerov, by
mohli pomdct pri pochopeni a Celeni narastajuicej vine
bakteridlnych kmeriov odolnych voci dostupnej anti-
biotickej liecbe, ako aj pri vyvoji novych a icinnejsich
antimikrobialnych zlacenin.
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