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 ÚVOD
Za posledné dve desaťročia sme svedkami narastajúceho 
výskytu infekcií spôsobených mnohonásobne rezistent-
nými mikroorganizmami. Antimikrobiálna rezistencia 
baktérií sa objavila ako problém nielen v humánnom, ale 
aj vo veterinárnom lekárstve. Mnoho štúdií naznačuje, 
že včasné poskytnutie primeranej antibiotickej liečby je 
nesmierne dôležité pri záchrane života. Momentálne sa 
lekári spoliehajú pri výbere empirickej terapie na kombi-
náciu klinických, epidemiologických a demografických 
údajov, pretože získanie výsledkov kultivácie a testovania 
citlivosti na antibiotiká môže trvať 48 hodín a  dlhšie. 
Z tohto dôvodu je tu pokračujúca snaha o vývoj skoršej 
a citlivejšej detekcie rezistentných baktérií. 
Karbapenémy a polymyxín E (kolistín) sú považované za 
jedny z mála liekov určených na liečbu infekcií spôsobe-
ných multirezistentnými gramnegatívnymi baktériami. 
Účinok kolistínu spočíva v  narušení cytoplazmatickej 
membrány, pričom rezistencia voči nemu už bola popí-
saná a vychádza napríklad zo zmien lipopolysacharidu na 
vonkajšej membráne z dôvodu mutácií regulačných gé-
nov, napr. phoQ génu [1]. Narastajúci vývoj rezistencie ku 
karbapenémom u nozokomiálnych patogénov [2] sa stáva 
závažným klinickým problémom hlavne kvôli veľkému 
spektru týchto enzýmov a obmedzenému množstvu tera-
peutických možností. Navyše produkciu karbapenemáz 
nie je možné ľahko vyvodiť z antimikrobiálneho profilu 

rezistencie [3] (karbapenemázy-produkujúce baktérie 
môžu niekedy vykazovať iba mierny nárast hodnoty 
minimálnej inhibičnej koncentrácie pre karbapenémy), 
a  tak šírenie týchto enzýmov medzi nozokomiálnymi 
patogénmi (napr. Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae 
a  Acinetobacter baumannii) je hrozbou pre verejné zdravie 
hlavne kvôli obmedzeniu našich antibiotických mož-
ností a  musí byť pozorne sledované (fenotypové alebo 
genetické testy).
Antibiotické mechanizmy rezistencie u nozokomiálnych 
patogénov sú zvyčajne spojené s: 
a)  enzymatickou inaktiváciou antibiotík,
b)  zníženou priepustnosťou vonkajšej membrány kvôli  

strate vonkajších povrchových proteínov (porínov),
c)  modifikáciou lipopolysacharidov na vonkajšej mem-

bráne a
d)  zvýšenou expresiou efluxných púmp [4–7].
Okrem toho, napríklad u baktérií P. aeruginosa je známe, 
že sú schopné rásť vo forme biofilmu [8], čo je výhodné 
pre patogenitu/kolonizáciu a odolnosť voči antibiotickej 
liečbe. Ďalšie mechanizmy, ako je vývoj tzv. swarming 
kolónií, prísnej odpovedi (tzv. stringent response, t. j. 
odpoveď na nedostatok živín) a formovanie subpopulá-
cie multirezistentných perzistentných buniek (pomaly 
rastúce, alebo nedeliace sa bunky) prispievajú k multi-
rezistentnému fenotypu [9–11]. Z  daných skutočností 
vyplýva, že niektoré baktérie vykazujú vysokú odolnosť 
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problémov v  zdravotnej starostlivosti. V  tomto prehľade 
uvádzame nové metódy na testovanie citlivosti baktérií 
na antibiotiká založené na detekcii markerov antibiotikami 
sprostredkovanej bunkovej smrti, ktoré by sa  mohli stať 
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voči antibiotickej liečbe, ktorá je dosiahnutá prostred-
níctvom kombinácie rôznych faktorov.
Medzi aktuálne používané metódy slúžiace na detekciu 
karbapenemáz u nozokomiálnych patogénov patria bežné 
fenotypové testy (napr. mikrodilučná metóda), CARBA 
NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) test (výsledok 
za 2 hodiny) a  hmotnostná spektrometria – matricou 
asistovaná laserová desorbcia/ionizácia s detekciou času 
letu (MALDI-TOF), ktorá môže byť použitá napríklad na 
detekciu degradačných produktov antibiotík v dôsledku 
ich hydrolýzy po inkubácii s  bakteriálnym izolátom. 
Príkladom toho je napríklad detekcia karbapenemázovej 
aktivity (VIM-2) u P. aeruginosa [12]. Zhrnutie existujúcich 
technológií, ktoré môžu byť aplikované na detekciu an-
tibiotickej rezistencie u  mnohonásobne rezistentných 
baktérií je dostupné v prehľade Mlynárčika et al. [13]. 
V tomto prehľade poskytujeme súhrn molekulárnej pod-
staty bunkovej smrti a prehľad nových metód založených 
na detekcii markerov bunkovej smrti slúžiacich na rýchlu 
detekciu antibiotickej rezistencie u baktérií.

BUNKOVÁ SMRŤ A JEJ MOLEKULÁRNE  
ZÁKLADY
Programovaná bunková smrť je proces riadený génmi, 
ktorý je zapojený do rozvoja a homeostázy mnohobunko-
vých organizmov [14]. Najbežnejší spôsob programovanej 
bunkovej smrti je apoptóza, ktorá je charakterizovaná 
stereotypným súborom biochemických a  morfologic-
kých znakov. Dwyer et al. popísali, že Escherichia coli tiež 
vykazuje charakteristické znaky apoptotickej progra-
movanej bunkovej smrti (bunková smrť podobná apo-
ptóze, z  anglického Apoptosis-Like Death) po ošetrení 
s baktericídnymi antibiotikami alebo UV žiarením [15]. 
Antibiotikami sprostredkovaná bunková smrť u baktérií 
je všeobecne charakterizovaná nasledovnými biochemic-
kými markermi:
a) 	fragmentácia DNA,
b) 	chromozomálna kondenzácia,
c) 	vystavenie fosfatidylserínu na vonkajšej membráne a 
d) 	strata membránového potenciálu [15].
Vzhľadom k účinku konkrétnych antibiotík bola bunková 
smrť spojená s formovaním zlomov v dvojvláknovej DNA 
po liečbe s inhibítormi topoizomerázy II (tiež známej ako 
DNA gyráza) [16], so zastavením RNA syntézy závislej 
na DNA (po liečbe s rifamycínovými antibiotikami [17], 
s poškodením bunkovej steny a stratou štruktúrnej ce-
listvosti po liečbe s inhibítormi syntézy bunkovej steny 
[18], a  s  bunkovou energetikou, viazaním ribozómu 
a chybnou transláciou proteínov po liečbe s inhibítormi 
syntézy bielkovín [19]. 
Mnohé štúdie naznačujú, že bakteriálny stres spôsobený 
napríklad nedostatkom živín alebo baktericídnymi anti-
biotikami má za následok produkciu škodlivých reaktív-
nych foriem kyslíka (tzv. Reactive Oxygen Species – ROS), 
zahrňujúcich superoxidový anión (O2

−), peroxid vodíka 
(H2O2) a hydroxylový radikál (OH•), prostredníctvom po-
škodenia vyvolaného oxidačným stresom. Toto oxidačné 
poškodenie u grampozitívnych a gramnegatívnych bak-
térií prispieva k bunkovej smrti v dôsledku zmien v cen-
trálnom metabolizme (t. j. zmeny v  Krebsovom cykle 
– cyklus trikarboxylových kyselín) a metabolizme železa 
[20, 21]. Bolo zistené, že primárna interakcia antibiotika 
s  jeho cieľovým miestom (aminoglykozidy interagujú 

s ribozómami, chinóny s DNA gyrázou a β-laktámy s pe-
nicilín-viažucimi proteínmi) stimuluje oxidáciu NADH 
(nikotínamid adenín dinukleotid) prostredníctvom elek-
trónového transportného reťazca, ktorý je závislý na 
Krebsovom cykle. Zvýšená aktivita tohto elektrónového 
transportného reťazca stimuluje tvorbu superoxidu (O2

−), 
ktorý môže poškodiť esenciálne enzýmy obsahujúce 
zhluky železa a síry (tzv. [4Fe-4S] zhluky). Táto oxidačná 
inaktivácia esenciálnych enzýmov má za následok tvorbu 
[3Fe-4S] zhlukov a uvoľňovanie dvojmocného železa (Fe2+), 
ktoré je následne k dispozícii pre Fentonovú reakciu [22]. 
Fentonová reakcia vedie k  formovaniu hydroxylového 
radikálu (OH•) a hydroxylové radikály poškodzujú DNA, 
proteíny a lipidy, čo prispieva k antibiotiku indukovanej 
bunkovej smrti [21] – obrázok 1. Ďalej bolo zistené, že 
chinolóny, β-laktámové antibiotiká a  aminoglykozi-
dy tiež spúšťajú formovanie hydroxylových radikálov 
a  bunkovú smrť prostredníctvom tzv. obalového – cell 
envelope (Cpx) a redox-reagujúceho (Arc) dvojzložkové-
ho systému [23]. Účasť Cpx systému pri antibiotikami 
sprostredkovanej bunkovej smrti ukazuje, že membrá-
nová integrita je dôležitá pre prežitie baktérií. Aktivácia 
tohto dvojzložkového systému je objasnená u  amino-
glykozidov, avšak zostáva neobjasnená pre β-laktámové 
antibiotiká a chinolóny. U β-laktámových antibiotík sa 
predpokladá, že táto membránová integrita je ovplyvne-
ná priamo prostredníctvom interakcie cieľového miesta 
s antibiotikom, zatiaľ čo s aminoglykozidmi vyzerá, že 
membránová funkcia a integrita je najviac ovplyvnená 
s  chybnou transláciou proteínov vyvolanou antibioti-
kami. V krátkosti, interakcia medzi aminoglykozidmi 
a ribozómami zapríčiňuje chybnú transláciu a chybné 
skladanie membránových proteínov. Začlenenie týchto 
chybných proteínov do bunkových membrán stimuluje 
spomínané dvojzložkové systémy Cpx a Arc. Aktivácia 
týchto systémov následne narušuje bunkový metaboliz
mus (zmeny v Krebsovom cykle) a membránový poten-
ciál, čo má za následok vznik smrteľných hydroxylových 
radikálov [23] – obrázok 1. Na druhej strane však iné 
štúdie preukázali, že ROS neboli jedinými arbitrami an-
tibiotikami sprostredkovaného zabitia [24]. Je to založené 
na skutočnosti, že smrtiaci efekt antibiotík bol významne 
znížený, nie však úplne eliminovaný za striktne anae-
róbnych podmienok. Allison et al. popísali, že toleran-
cia E. coli rastúca v  biofilme bola zmiernená pridaním 
metabolitov, ktoré obnovujú schopnosť generovať OH• 
pomocou hyperoxidácie NADH odvodenej z  Krebsovho 
cyklu [25]. Navyše zistenie, že doplnenie dusičnanov 
zlepšuje baktericídny účinok antibiotík za anaeróbnych 
podmienok nielen podporuje názor, že bunkové dýchanie 
sa podieľa na antibiotickej letalite, ale tiež znamená, že 
činidlá zvyšujúce respiračnú aktivitu alebo elektrónový 
transport môžu zlepšiť antibiotické zabíjanie [26]. 

Molekulárne základy antibiotikami sprostredkovanej 
bunkovej smrti sú najlepšie preštudované u modelového 
organizmu E. coli. Produkcia škodlivých ROS molekúl, ako 
je uvedené u E. coli, bola popísaná aj u ostatných bakteriál- 
nych druhov (P. aeruginosa, Salmonella enterica, A. baumannii, 
Mycobacterium tuberculosis, apod.), a preto sa predpokladá, 
že tento fenotyp je vysoko konzervatívny. Breidenstein 
et al. [27] popísali komplexný ciprofloxacínový rezistóm 
u  P.  aeruginosa, ktorý zahŕňal napríklad mutácie v  nie-
koľkých génov podieľajúcich sa na transporte železa, čo 
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Obr. 1. Model spoločnej dráhy bunkovej smrti pre baktericídne antibiotiká

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

Skratky: Cpx = obalový dvojzložkový systém, Arc = redox-reagujúci dvojzložkový systém, DNA = deoxyribonukleová kyselina,  
mRNA = mediátorová ribonukleová kyselina, 30s/50s = ribozómové podjednotky, O2

− = superoxidový anión, NADH/NAD+ = nikotínamid 
adenín dinukleotid, Fe-S = železo a síra, Fe3+ = trojmocné železo, Fe2+ = dvojmocné železo, OH• = hydroxylový radikál a H2O2  
= peroxid vodíka.

Abbreviations: Cpx = two-component envelope system, Arc = redox-reactive two-component system, DNA = deoxyribonucleic acid, 
mRNA = messenger ribonucleic acid, 30s/50s = ribosomal subunits, O2

− = superoxide anion, NADH/NAD+ = nicotinamide adenine  
dinucleotide, Fe-S = iron and sulfur, Fe3+ = trivalent iron, Fe2+ = bivalent iron, OH• = hydroxyl radical, and H2O2 = hydrogen peroxide.

proLékaře.cz | 23.10.2025



88 EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE      2016, 65, č. 2

SOUHRNNÉ SDĚLENÍ

je v súlade s názormi, ktoré naznačujú úlohu voľných 
radikálov pri antibiotikami sprostredkovanom zabití [21]. 
U P. aeruginosa a E. coli rastúcich v biofilmoch bol ďalej zis-
tený vplyv prísnej odpovedi pri udržiavaní nízkej hladiny 
ROS [11, 28], čo zvyšuje pravdepodobnosť, že kontrola 
antibiotikami indukovaného oxidačného stresu pomocou 
prísnej odpovedi je tiež bežná v baktériách. Je zaujímavé 
preto predpokladať, že ROS odvodené od antibiotikami 
indukovaných fyziologických zmien sa môžu podieľať na 
generalizovanej stresovej odpovedi, ktorá má za následok 
úhyn baktérií pri letálnych hladinách, ale podporuje 
mutagenézu pri subletálnych dávkach.
Stojí za zmienku spomenúť, že poškodenie DNA je spo-
jené s tzv. SOS stresovou odpoveďou, ktorá predstavuje 
dráhu regulujúcu opravu DNA. SOS odpoveď riadia dve 
hlavné proteíny – LexA (tzv. utlačovateľ) a  RecA (tzv. 
induktor), pričom LexA potláča transkripciu regulónu 
zahrňujúceho viac ako 50 génov. Pri poškodení DNA 
alebo v dôsledku ROS sa mení neaktívna forma RecA na 
jej aktívnu formu, ktorá stimuluje samoštiepenie LexA, 
čo vedie k derepresii SOS génov. Za neprítomnosti poško-
denia DNA bazálna hladina expresie LexA zaisťuje deakti-
váciu systému [29]. Pokiaľ je poškodenie DNA nezvratné, 
nastáva bunková smrť podobná apoptóze [30] – obrázok 
2. Z  daných skutočností vyplýva, že RecA predstavuje 

multifunkčný proteín, ktorý plní smrtiace aj životne 
dôležité úlohy. Letálna aktivita aktívneho RecA je ne-
gatívne regulovaná prostredníctvom ClpP proteázového 
komplexu ClpXP [15]. Inými slovami povedané, komplex 
ClpXP potláča smrtiacu aktivitu RecA. Tieto faktory tiež 
tlmia LexA-regulované bakteriálne poškodenie DNA (ale-
bo SOS) v dôsledku stresovej odpovedi, ktoré je dôležité 
pre účinnú indukciu apoptóze-podobnej bunkovej smrti 
pri odozve na bunkový stres (obr. 2).

Bol popísaný aj iný typ indukovanej bunkovej smr-
ti u  E.  coli (viď obr. 2), ktorý je nezávislý na proteí-
ne RecA a  je riadený pomocou mazEF toxín-antitoxín 
(TA) systému. Zdá sa pritom, že apoptóze-podobná 
a mazEF dráha sú navzájom prepojené, pričom samotná  
mazEF dráha potláča apoptóze-podobnú dráhu znížením 
mRNA hladín recA [30]. ClpXP sa podieľa na syntéze 
signalizačného faktora quorum sensing, EDF, ktorý 
je označený ako extracelulárny faktor smrti [31]. EDF 
je potrebný pre mazEF-sprostredkovanú bunkovú smrť 
a indukuje endoribonukleatickú aktivitu MazF a ChpBK 
(homologický toxín s MazF) [32]. Čo sa týka napríklad 
baktérií P. aeruginosa, boli u nich prezentované najmenej 
tri TA systémy - relBE, parDE a  higBA (RelE je ako MazF 
u E. coli) [33], avšak ich účasť na bunkovej smrti nebola 

Obr. 2. Bunková smrť u baktérií a jej charakteristické fyziologické a biochemické znaky

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

Skratky: ROS = reaktívne formy kyslíka, DNA = deoxyribonukleová kyselina, mRNA = mediátorová ribonukleová kyselina, RecA = induk-
tor SOS stresovej odpovede, LexA = utlačovateľ SOS stresovej odpovede, Cpx = obalový dvojzložkový systém, Arc = redox-reagujúci 
dvojzložkový systém, ppGpp = guanozín tetra-fosfát, MazF = toxín, ChpBK = homologický toxín s MazF, H2O2 = peroxid vodíka, O2

− = 
superoxidový anión, OH• = hydroxylový radikál a mazEF = toxín-antitoxín (TA) stresom indukovaný systém.

Abbreviations: ROS = reactive oxygen species, DNA = deoxyribonucleic acid, mRNA = 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, H2O2 = hydrogen peroxide, O2

− = superoxide 
anion, OH• = hydroxyl radical, and mazEF = stress-induced toxin-antitoxin (TA) system.
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doposiaľ popísaná. Ďalej bolo u P. aeruginosa popísané, 
že inaktivácia prísnej odpovedi (stresovej odpovedi na 
hlad riadenej produkciou molekuly (p)ppGpp /guanozín 
penta- a tetra-fosfát/, ktorá je katalyzovaná proteínmi 
RelA a  SpoT) prispieva k  bunkovej smrti cez zníženú 
aktivitu superoxid dismutázy a katalázy [11] (viď obr. 2). 
U Pseudomonas putida bolo zistené, že aplikácia ampicilínu 
indukovala oxidačné obranné gény, ako napríklad ahpC 
a DNA opravné gény, ako napríklad ung (kódujúci uracil 
DNA glykozylázu) [34]. Naopak, Aizenman et al. zistili, 
že zvýšená expresia ppGpp potlačila prepis mazEF promó-
tora a napriek tomu indukovala mazEF-sprostredkovanú 
bunkovú smrť u E. coli [35] – obrázok 2. V skratke, spotre-
bovanie antitoxínu MazE v bunke v spojení so zníženým 
stupňom prepisu spôsobilo nárast voľnej formy toxínu 
MazF, ktorý bol schopný vykonávať svoje škodlivé účin-
ky majúce za následok zabitie bunky. Čo sa týka ďalších 
génov, bolo zistené, že oxidačné gény s odpoveďou na 
stres u E. coli boli tiež zapojené do bunkovej smrti pod-
porovaním glykácie alebo neenzymatickej glykozylácie 
proteínov a nukleových kyselín [36]. Bolo tiež popísané, 
že inhibícia expresie chaperonínov GroEL/GroES bola 
spojená so zvýšenou citlivosťou voči aminoglykozidu 
a  následnou bunkovou smrťou [37]. Navyše dostup-
nosť železa bola preukázaná ako dôležitá pre účinok 
antibiotík (zvýšená expresia reduktáz železitých iónov 
urýchľuje antibiotikami sprostredkovanú bunkovú smrť 
u P. aeruginosa) [34]. Z daných faktov vyplýva, že samotná 
dráha antibiotikami sprostredkovanej bunkovej smrti 
predstavuje komplexný proces, ktorý začína interakciou 
antibiotikum-cieľové miesto s  primárnymi účinkami 
príslušných interakcií a  zahŕňa množstvo enzýmov, 
pričom ďalšie molekuly zapojené do tohto javu zostávajú 
neobjasnené.
Existencia dvoch dráh, mazEF a apoptóze-podobnej, kto-
ré sú navzájom prepojené, predstavuje záložný systém 
pri zabezpečení bunkovej smrti a nástroj pri striedaní 
bunkovej reakcie na rôzne typy a intenzitu stresu. Ich 
hlavnou výhodou sa zdá byť, že umožňujú prežívanie 
malej časti bakteriálnej populácie [30, 38] – viď obrázok 
2. Takže, keď sa rastové podmienky stanú menej stre-
sujúcimi, je pravdepodobné, že táto malá populácia 
prežívajúcich buniek sa stane základom novej bunkovej 
populácie.

DETEKCIA APOPTÓZE-PODOBNÝCH 
MARKEROV PROSTREDNÍCTOM 
KVANTITATÍVNEJ REAL-TIME PCR, VYSOKO 
VÝKONNEJ („HIGH-THROUGHPUT“) mRNA 
ANALÝZY ALEBO RNA SEKVENOVANIA
Jedná sa o štúdium génov bunkových štruktúr a génov 
zapojených do bunkových procesov, ako je Krebsov cy-
klus, SOS odpoveď, prísna odpoveď, oxidačný stres, TA 
komponenty a ostatných génov (založených na podrobnej 
rešerši literatúry) u izolátov nozokomiálnych patogénov, 
ktoré vplývajú na antibiotikami sprostredkovanú smrť. 
Potencionálne markery bunkovej smrti by mohli byť 
spoľahlivými ukazovateľmi na testovanie citlivosti na 
antibiotiká. Ich identifikácia spočíva vo využití real-time 
PCR, vysoko výkonnej („high-throughput“) mRNA ana-
lýzy alebo RNA sekvenovania. Čo sa týka nášho vedomia, 
doposiaľ neevidujeme žiadne pokusy o uskutočniteľnosti 
tohto princípu.

Martín Peña et al. popísali detekciu rezistencie voči 
imipenému, ciprofloxacínu, kolistínu a  amikacínu 
u klinických izolátov A. baumannii použitím real-time PCR 
zameranej na detekciu veľmi zachovaných sekvencií 
ompA génu kódujúceho vonkajší povrchový proteín [39]. 
Zmeny pomeru (z  anglického „fold change“) v  počte 
kópií genomickej DNA po 6 hodinách rastu boli pou-
žité na určenie rezistencie a  výsledky boli porovnané 
s výsledkami získanými s použitím dilučnej mikrome-
tódy. Výsledky real-time PCR boli na 95,8% zhodné so 
zisteniami dilučnej mikrometódy. Podobný princíp, 
avšak založený na detekcii apoptóze-podobných marke-
rov, by mohol byť použitý na stanovenie antibiotickej 
rezistencie [40], pričom by sa po inkubácii baktérií 
s baktericídnymi antibiotikami sledovali iba špecifické 
gény. V krátkosti, čisté kultúry baktérií by boli vysta-
vené rôznym baktericídnym antibiotikám, následne 
by bola vykonaná izolácia celkovej RNA a  jej analýza 
spočívajúca v štúdii zmien v expresii génov súvisiacich 
s bunkovou smrťou. V rôznych časových intervaloch by 
mohla byť odobraná časť vzorky na stanovenie počtu 
kolónií („colony forming units“) prostredníctvom nane-
senia vzorky na LB agarové platničky. Skúmanie vplyvu 
vybraných génov na antibiotikami sprostredkovanú 
bunkovú smrť by mohlo byť overené prostredníctvom 
mutantných kmeňov baktérií. Rozlíšenie na citlivé 
a rezistentné kmene na antibiotiká by bolo založené na 
detekcii zložiek produkovaných pri bunkovej smrti po 
inkubácii s  baktericídnymi antibiotikami (zmena ex-
presie špecifických génov zapojených do bunkovej smrti 
u citlivých a odolných kmeňov). Princíp kvantitatívnej 
real-time PCR spočíva v schopnosti presne kvantifikovať 
počet kópií bakteriálneho genómu vo vzorke. Výhodou 
tohoto prístupu je to, že:
1. 	pri experimentoch môžu byť použité veľmi krátke in-

kubačné časy na rozlíšenie citlivých od rezistentných 
kmeňov,

2. 	metóda nie je závislá na mechanizme rezistencie a test 
nepriamo meria fenotypovú rezistenciu zistením rastu 
za prítomnosti testovaného antibiotika. Jej hlavnou 
nevýhodou je, že si vyžaduje predošlú kultiváciu a me-
tóda nemôže byť použitá priamo na klinické vzorky.

Ďalšou sľubnou možnosťou je analýza transkriptómu 
u  citlivých a  rezistentných kmeňov baktérií použitím 
vysoko výkonnej („high-throughput“) mRNA analýzy po-
užitím tzv. SmartChip Real-Time PCR systému pri štúdiu 
apoptóze-podobných markerov. Jedná sa o  genómovú 
analýzu novej generácie umožňujúcej vysoko výkonnú 
mRNA analýzu použitím 5184 nanočipov, ktoré by boli 
použité na skúmanie zmien v expresii génov v závislosti 
na bunkovej smrti indukovanej rôznymi antibiotikami 
(štúdium dráh bunkovej smrti). Hood et al. popísali 
rozdielny transkripčný profil u  A. baumannii použitím 
čipov v reakcii na NaCl. Podarilo sa im zistiť, že 18 pred-
pokladaných faktorov spojených s efluxom antibiotík, 
ktoré neboli predtým charakterizované, bolo výrazne 
aktivovaných a indukovali rezistenciu voči levofloxacínu 
a amikacínu počas rastu A. baumannii za fyziologicky rele-
vantných soľných podmienok [41]. Výhodou uvedeného 
testu je kvalitnejší výkon SmartChips jamiek o veľkos-
ti 100 nl bez potreby preamplifikácie pri variabilných 
nastaveniach testu a  vzorky. Tento systém umožňuje 
dosiahnutie veľmi reprodukovateľných výsledkov v rám-
ci opakovaných vzoriek, naprieč rôznych čipov a silnú 
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lineárnu koreláciu pri sériových riedeniach. Ďalšími 
prednosťami uvedenej metódy je:
1. 	schopnosť detegovať široké množstvo rozdielnych 

génov rezistencie v jednej skúške,
2. 	vysoká citlivosť a špecifickosť na detekciu rezistent-

ných génov,
3. 	výsledky môžu byť získané v priebehu jedného dňa.
Nevýhodou tohto prístupu je, že:
1. 	získané dáta sa nemusia stále zhodovať s fenotypovou 

rezistenciou,
2. 	neposkytuje hodnoty minimálnych inhibičných kon-

centrácií príslušných antibiotík.
Obidva prístupy, real-time PCR metóda a  SmartChip 
Real-Time PCR systém využívajú cDNA získanú prepisom 
celkovej RNA použitím reverzných transkriptáz (ako je 
uvedené vyššie) a boli by použité na detekciu špecifických 
RNA molekúl u baktérií zapojených do bunkovej smrti. 
Identifikované markery bunkovej smrti prostredníctvom 
tohto prístupu by mohli byť následne využité na stanove-
nie citlivosti baktérií na antibiotiká povedzme pomocou 
real-time PCR, ktoré by spočívalo iba v sledovaní menšie-
ho množstva určitých génov, markerov bunkovej smrti, 
po inkubácii baktérií s baktericídnymi antibiotikami.
Ďalšou alternatívnou možnosťou je identifikácia mar-
kerov bunkovej smrti použitím RNA sekvenovania za 
účelom štúdia transkripčnej odpovedi v dôsledku účin-
ku antibiotika. V  tomto prípade ide o  sekvenovanie 
cDNA získanej prepisom RNA (ako je uvedené vyššie). 
Antibakteriálna aktivita, čiže citlivosť k antibiotiku, by 
bola v tomto prípade definovaná ako variabilná úroveň 
expresie sledovaných génov bunkovej smrti v porovnaní 
so sledovaním génovej expresie pri kontrole rastu ale-
bo rezistentného kmeňa. Inak povedané, transkripcia 
sledovaných génov by mohla byť znížená alebo zvýšená 
u buniek s indukovanou bunkovou smrťou, zatiaľ čo ich 
expresia by bola nezmenená pri kontrole rastu alebo rezi-
stentného kmeňa. Avšak v prípade rezistentného kmeňa 
bude treba zvážiť prípadnú zmenu expresie súvisiacu 
s vývojom adaptívnej rezistencie. Henry et al. popísali 
detekciu génov podmieňujúcich rezistenciu voči kolistí-
nu u A. baumannii použitím RNA sekvenovania za účelom 
porovnania transkripčných profilov [42]. Výhodou metó-
dy je získanie obrovského množstva dát. Na druhej stra-
ne – dlhý čas sekvenovania, zvýšené náklady a nutnosť 
spolupráce s bioinformatikmi pri spracovávaní veľkého 
množstva dát vyzerajú byť kľúčovými aspektami pri vyu-
žití uvedeného prístupu. Napriek tomu sa predpokladá, 
že sekvenovanie transkriptómu, ako aj ďalšie formy 
sekvenovania, ako celogenómové sekvenovaie alebo sek-
venovanie novej generácie poskytnú v blízkej budúcnosti 
nové možnosti na predikciu rezistencie.

ZÁVER
Nakoľko je získanie výsledkov testovania citlivosti bak-
térií na antibiotiká časovo náročné, je tu pretrvávajúca 
snaha o vývoj skoršej a citlivejšej detekcie rezistentných 
baktérií. Testovanie citlivosti založenej na detekcii mar-
kerov bunkovej smrti pomocou kvantitatívnej real-time 
PCR, ako aj ostatných prístupov zameraných na štúdiu 
mRNA expresie (mikročipy, RNA sekenovanie) sa zdajú 
byť sľubným nástrojom na testovanie citlivosti baktérií 
na antibiotiká. Samotný postup by vyžadoval použitie 
viac ako 105 buniek na experiment. Predpokladané sú 

stredné náklady, pričom samotný princíp by mohol byť 
manuálny alebo automatický. Ostáva však ešte overiť 
daný princíp, jeho senzitivitu a špecificitu. Identifikácia 
týchto markerov by nám mohla umožniť včasné stano-
venie citlivosti/rezistencie voči antibiotikám u baktérií 
pochádzajúcich z klinických vzoriek. Metódy založené 
na tomto princípe by sa mohli stať v blízkej budúcnosti 
cennou alternatívou k už existujúcim metódam fenoty-
pového testovania citlivosti v klinických laboratóriách, 
a  tak pomôcť pri začatí cielenej antibiotickej liečby. 
V neposlednom rade, nakoľko je celá dráha bakteriálnej 
odpovedi na antibiotikami sprostredkovanú bunkovú 
smrť komplexná a nie dobre známa, lepšie porozumenie 
a charakterizácia dráh bunkovej smrti u bakterií, mecha-
nizmu rezistencie, bakteriálnej odpovedi na antibiotiká, 
ako aj identifikácia apoptóze-podobných markerov, by 
mohli pomôcť pri pochopení a čelení narastajúcej vlne 
bakteriálnych kmeňov odolných voči dostupnej anti-
biotickej liečbe, ako aj pri vývoji nových a účinnejších 
antimikrobiálnych zlúčenín.
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