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ANOTACE

Tato prace je reSerSe vénovana vyuziti fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) pro
detekci rezistence bakterii. V praci jsou také shrnuty obecné informace o FISH, o podstaté

rezistence bakterii a jsou zminény bézné pouzivané metody pro detekci rezistence bakterii.
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UvVOD

Tato prace je souhrnem informaci o rezistenci bakterii a jejich detekci, zejména
v klinické praxi. Rezistentni bakterie jsou takové bakterie, na které neucinkuje dané
antibiotikum. Mnoho bakterii je pfirozené rezistentnich a odolava urcitému antibiotiku, jelikoz
nema strukturu, na kterou antibiotikum piisobi. Bakterie mohou pomoci mutace nebo dalSich
mechanismt rezistenci i ziskat. Z divodu ziskané rezistence dnes neni mozné nékteré
bakterialni onemocnéni 1é¢it, ackoliv diive byla 1écba pomoci urcitych antibiotik uspé$na.
V takovém ptipadé se musi zvolit antibiotika jina, nékdy dokonce vhodna l1é¢ba neexistuje.

Dnes existuje mnoho metod pro detekci rezistence bakterii. Tyto metody jsou rizné
¢asove naro¢né, maji rozmanité naroky na vybaveni a zkuSenost personalu. Dnes bézné uzivané
metody (diskova difuzni metoda, E-test (Epsilometer test) a mikrodilu¢ni metoda) jsou ¢asové
naro¢né. Vyzaduji pfedchozi kultivaci bakterii z odebraného materialu (pt. vytér z krku nebo
¢ast tkané apod.). DalSim problém je, Ze ne vSechny mikroby lze dobte kultivovat (napiiklad
intracelularné parazitujici bakterie).

V¢asné rozpoznani patogenu a volba vhodné 1é¢by jsou velmi dilezité pro uzdraveni
pacienta. Kvuli infekci zptisobené rezistentnimi a nevhodné 1éCenymi bakteriemi zemie ro¢né
mnoho lidi. Kvuli témto divodim védci vyviji nové metody pro detekci bakterii a jejich
rezistence.

Jednou z moznosti je vyuziti fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Tato metoda
umoziuje detekovat specifické iseky DNA (dédi¢né genetické informace — deoxyribonukleové
kyseliny) ¢i RNA (ribonukleové kyseliny) pomoci takzvanych sond oznacenych fluorescenéni
barvou. Sondy jsou fetézce nukleovych kyselin, které jsou komplementarni ke struktufte, jejiz
piitomnost chceme ve vzorku potvrdit ¢i vyloucit. Pokud se ve snimku z fluorescen¢niho
mikroskopu najdou ve vzorku barevné oznacend mista, je nalez pozitivni. Tato metoda zabere
jen n€kolik hodin a je diky ni moZné pozorovat piitomnost hledanych struktur piimo
Vv bakteriich.

Tato prace shrnuje princip, postup a material potiebny pro fluorescencni in Situ
hybridizaci, mechanismy rezistence bakterii a metody pro detekci bakterialni rezistence.
Zminény jsou metody dnes bézné pouzivané a zejména piiklady vyuziti fluorescencni in situ

hybridizace pro detekci antimikrobialni rezistence.
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1 FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je cytogeneticka metoda, ktera se pouziva pro
detekci a lokalizaci nukleovych kyselin uvnitt bunék (Huber a kol., 2018). Jedna se
0 hybridiza¢ni metodu. Pomoci této skupiny metod je mozné prokdzat piitomnost DNA
(deoxyribonukleové kyseliny) nebo RNA (ribonukleové kyseliny) diky tomu, Ze je mozné je
hybridizovat (spojit) s uméle pfipravenym komplementarnim usekem nukleové kyseliny
(sondou), ktery je oznacen tak, aby byla mozna jeho detekce. Nazev metody je slozen ze dvou
¢asti. In situ znamena, Ze hybridizace probiha pfimo v misté (in situ), kde je hledana struktura.
Neni tedy potieba izolovat DNA ¢i RNA zbunky, tak jako je tomu naptiklad u jinych
hybridiza¢nich metod. Pfivlastek fluorescenéni ma tato metoda, diky tomu, Ze se pro
ni pouzivaji sondy znacené fluorescen¢nimi barvivy (Kocarek, 2007).

Pomoci FISH je mozné zobrazit cytogenetické abnormality jako jsou delece
chromozomti, amplifikace a translokace. Metody FISH maji vyuziti naptiklad v prenatalni
diagnostice, v onkologii pro prukaz sarkomti a pti diagnostice melanomu (Garibyan a Avashia,

2013). Své vyuziti ma tato metoda i v mikrobiologii (Frickmann a kol., 2017).

1.1  Vyvoj FISH

Ptedchtiidcem FISH byly histochemické metody a rizné zptisoby barveni biologického
materidlu. Pomoci barviv je mozné zvyraznit ur¢itou skupinu makromolekul (proteiny, lipidy
¢i sacharidy) v butice. Poptipad¢ je mozné obarvit i specifictéjsi struktury, napiiklad retikuldrni
vlakna nebo elastin.

Prvni detekce specifickych molekul byly provadény pomoci imunochemickych metod,
na zéklad¢ vaznosti antigenu a protilatky. Na zacatku 40. let 20. stoleti se zacaly znacit
protilatky fluorescen¢nimi barvivy (Levsky, 2003). Prvni detekce specifickych nukleovych
kyselin pomoci fluorescencné znacenych protilatek byla provedena pozdéji (Rudkin a Stollar,
1977).

Protilatky postupné nahradily sondy tvofené nukleovymi kyselinami a in situ
hybridizace byla pouzita na konci 60. let 20. stoleti. Sondy se znalily enzymy, zlatem c¢i
radioizotopy. Zlatem znacené vzorky se prohlizely pomoci elektronového mikroskopu.
U vzorkl znacenych radioizotopy se zaznamenavalo emisni zafeni na fotograficky papir.
Znaceni pomoci radioizotopi mélo mnoho nevyhod a postupné se od n¢j upustilo. Nevyhodou

radioizotopt je jejich nestdlost, postupné se rozpadaji a mize se zménit jejich specifi¢nost.
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Mezi dalsi nevyhody patii nebezpecnost pti manipulaci, transportu a likvidaci. Radioizotopové
znaceni je 1 pomérné drahé (Levsky, 2003). Vyhodou metody je dobra citlivost, ale vyzaduje
velmi dlouhou dobu expozice pro zaznamenani signalu (v fadech tydnti pro detekci izotopu
vodiku H%). M4 bohuzel i malé prostorové rozliseni a pozorovani je ruseno signaly pozadi
(Huber a kol., 2018).

Roku 1980 byla poprvé pouzita fluorescencni in situ hybridizace. RNA sonda byla
oznacena na 3‘ konci pomoci fluorescenc¢niho barviva (Bauman a kol., 1980). Od té doby bylo
pouzito mnoho modifikaci s pifimym a nepfimym znacenim. Nepiimé znaceni se pouziva pro
zvyraznéni fluorescencniho signalu. Koncem dvacatého stoleti byly vyvinuty DNA sondy,
na které je mozné navazat vice molekul fluorescenéniho barviva a piimé znaceni tak vykazuje

silny fluorescencni signal (Levsky, 2003).

1.2 Vybaveni pro metodu FISH

Materialové a piistrojové vybaveni pro FISH neni pfili§ specifické a ¢asto je jiz soucasti
mnoha klinickych laboratofi. Je potfebna vodni lazen, inkubator a zejména fluorescenéni
mikroskop nebo pritokovy cytometr. Pokud se pro stanoveni pouziva vice fluorescen¢nich
barev je dalezité, aby mikroskop disponoval riznymi filtry. Pro metodu jsou samoziejmé
klicové sondy oznacCené fluorescencnimi barvami. Sondy musi byt specificky vybrany dle

hledané struktury (Juretschko a Fritsche, 2011).

Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskopie se pouziva pro zobrazeni emisniho zatfeni fluorescencnich
barev, kterymi jsou oznacené sondy. Mikroskop pouziva rizné excitaéni a bariérové filtry
pro detekci raznych vinovych délek (Juretschko a Fritsche, 2011). Fluorescen¢ni mikroskopie
je podobna svételné mikroskopii, je ale schopna dosahnout vétsiho zvétsSeni vzorku. Oproti
optickému mikroskopu pouziva svétlo o mnohem vyssi intenzité. Zdroj svétla excituje
fluorescen¢ni molekuly, které emituji svétlo o nizsi energii a 0 vyssi vinové délce. Emitované
svétlo poté vytvari viditelny obraz. Obraz se foti a mikrofotografie umoziuji vizualizaci
umisténi fluorescenénich molekul (Malek a kol., 2017).

Jako zdroj zateni u fluorescen¢niho mikroskopu slouzi rtut'ova (diive) nebo xenonova
vybojka se Sirokym spektrem kratkovinného zéateni. Pomoci excitacnich filtri je na vzorek
propusténo jen svétlo o kratké vinové délce (modré nebo modrofialové). Svétlo poté prochazi

kondenzorem na vzorek. Zde dojde k excitaci fluorescen¢nich molekul, které zaénou emitovat
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zateni podle toho, jaka fluorescen¢ni molekula byla zvolena pro obarveni. Emitované zatreni
putuje k dalsimu filtru, ktery se nazyva zabranny, a jeho funkci je zamezit piistupu Skodlivych
paprsku do oka pozorovatele. Zabranny filtr musi byt kompatibilni s filtrem excita¢nim(\Votava,
2010).

Na obrazku 1 je vidét schéma fluorescenéniho mikroskopu. Ma mnoho ¢asti podobnych
optickému mikroskopu. Mikroskop je tvofen mechanickou a optickou ¢asti. Mechanicka cast
zahrnuje masivni télo mikroskopu, které zajistuje stabilitu piistroje. Vzorek se umistuje na
stolek, coz je plocha desticka s otvorem uprostfed, umoznujicim prichod svétla vzorkem.
Stolkem se da pohybovat pomoci zaostiovaciho Sroubu nahoru a doli, aby byla zajisténa
spravna ostrost vzorku. Optickou ¢ast mikroskopu tvofi objektiv, okular a zdroj svétla (Votava,
2010). Zdrojem svétla je u mikroskopu na obrazku 1 rtutova vybojka

(www.olympus-lifescience.com, 2019).
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Obrdazek 1: Schéma fluorescenéniho mikroskopu (Www.olympus-lifescience.com, 2019)

Priitokova cytometrie

Nejen pomoci fluorescenéniho mikroskopu, ale i pomoci priutokové cytometrie mizeme
detekovat fluorescencné¢ oznacené buinky, nebo jejich fragmenty. Tato metoda slouZzi
ke kvalitativni a kvantitativni analyze bunék, ale i menSich struktur jako jsou naptiklad
fragmenty DNA v suspenzi. Prutokova cytometrie je schopna detekovat Castice o priméru
1-30 um (Shapiro, 2003). Prutokovy cytometr je tvofen tiemi ¢astmi. Prvni z nich je fluidni

sytém, ktery umoziuje transport ¢astic. Dal$i Cast je optickd, tvofi ji laser, detektory zaieni
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asystémem zrcadel. Treti cast je elektronickd a umoziuje zpracovani signalu pomoci
pocitacového softwaru (Picot a kol., 2012).

Suspenze s detekovanymi buitkami se umistuji do pritokového cytometru vétSinou
ve zkumavkach. Neékteré piistroje maji 1 zdsobniky nebo stojanky, do kterych lze vzorky
ve zkumavkach umistit. Pfistroj je sém postupné zpracovava a rozliSuje pomoci ¢arového kddu
umisténého na zkumavce. Soucasti pfistroje je i zafizeni na promichéni vzorku pied samotnou
analyzou (Picot a kol., 2012).

Prib¢h déje je zachycen na obrazku 2. Vzorek se suspenzi bun€k je nejprve stlacen
a poté prochézi do trysky. Cim vys§i tlak ptisobi na vzorek, tim klesa presnost analyzy vzorku.
U trysky je velmi dilezité, aby byla rovna a precizné kalibrovana. Z trysky se castice dostavaji
do méfici cely, kde na né¢ dopada excitacni zdroj svétla. Jako zdroj svétla se pouzivaji lasery
(Picotakol., 2012). Nekteré prutokové cytometry maji i vice riznych zdroju excitaniho zatreni

(Greimers a kol., 1996).
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Obrazek 2: Schéma priitokové cytometrie (Picot a kol., 2012)

Dalsi casti prutokového cytometru jsou tii typy detektorti. Prvnim z nich je detektor
umistény piimo naproti zdroji zafeni a nazyva se detektor ,,forward scatter*. Forward scatter
umoznuje stanovit velikost bunék (Salzman a kol., 2017). Druhy detektor je umistén kolmo
na osu dopadajiciho zafeni a nazyva se ,,side scatter” a zachycuje granularitu bunék (tento tdaj

se hodi naptiklad pro odlideni lymfocyti od granulocytl). Udaje z téchto detektor jsou
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zpracovany do podoby histogramu, jeho schéma je vidét na obrazku 3 vlevo. Intenzita namétena
na forward scatteru se vynasi na osu X a intenzita zachycena na side scatteru se vynasi na osu
Y. Dalsim detektorem je detektor fluorescencniho zafeni. Osy histogramu se poté oznacuji dle
pouzitého fluorescen¢niho znaceni pro danou strukturu. Bunky, které budou obsahovat dané
struktury se budou v histogramu nachazet v pravém hornim rohu. Buiiky bez hledané struktury,
tedy i bez fluorescencniho znaceni se budou nachazet v histogramu vlevo dole. Princip

zobrazeni je vidét na obrazku 3 vpravo (Jahan-Tigh a kol., 2012).
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Obrazek 3: Histogram (Jahan-Tigh a kol., 2012)

Sondy pro FISH

Sondy jsou useky nukleové kyseliny, které slouzi k prikazu komplementarnich tsekt
DNA nebo RNA v buice (Kocarek, 2007). Prvni sondy byly ziskavany izolaci surové RNA
na konci 80. let a cilily na velké fragmenty chromozomu. V 80. letech se vytvaiely i genové
knihovny. Diky projektu lidského genomu doslo k mnoha pokrokim ve vyvoji
bioinformatickych néstrojii a v syntéze oligonukleotidii. Sondy je mozné diky pokroku snadnéji
navrhnout i syntetizovat a dnes tedy pievladaji sondy syntetické (Huber a kol., 2018).

Pro vytvafeni a testovani sond se pouZivaji rlizné softwary a databiaze jako ARB
softwarovy bali¢ek, probeCheck nebo mathFISH. Vhodné sondy nebo jejich smési se Casto
vybiraji podle vysledkli Gramova barveni (Frickmann a kol., 2017). Barveni dle Grama
se pouziva pro diferenciaci gram pozitivnich a gram negativnich bakterii. Do téchto dvou
skupin se d¢€li bakterie na zakladné€ odliSnosti ve stavbé bunécné stény (Votava, 2010).

Klicovymi vlastnostmi sondy jsou sekvence, délka a koncentrace v hybridizaénim
roztoku (Kocarek, 2007). Sondy mohou mit rizny pocet nukleotidli, ¢imZ je ovlivnéna pfimo
délka sondy. Dnes se upiednostiiu;ji krat$i sondy o délce 15-30 bp (base pair, part bazi) (Amann
akol., 2001), pouzivaji se ale i sondy delsi, o délce 200-400 bp. Kratké sondy snadno pronikaji
do bunky. Nevyhodou kratkych sond mlze byt nizk4 specifita, pokud se komplementarni
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sekvence bude nachéazet na vice mistech v genomu. Dlouhé sondy jsou specificté;si, ale je
u nich riziko, ze nebudou zachyceny malé delece. Dlouhé sondy hybridizuji pomaleji a mize
se stat, Ze se na rozvinuty fetézec DNA navaze opét piavodni komplementarni fetézec DNA
pravé misto sondy. Sondy musi byt v hybridizaénim roztoku v nadbytku oproti cilové DNA,
tim se zajisti, Ze pfi reasociacnich podminkach se bude denaturovand DNA hybridizovat
se sondou (Kocarek, 2007).

Sondy mohou byt tvofeny ribonukleotidy (RNA sondy) (Huber a kol., 2018), nukleotidy
(DNA sondy) (Juretschko a Fritsche, 2011), nebo jinymi syntetickymi strukturami jako
napiiklad peptidovymi nukleovymi kyselinami spojenymi s bazemi (PNA sondy)
a tzv. uzam¢enymi nukleovymi kyselinami (LNA, locked nucleic acids). LNA sondy jsou
podobné RNA sonddm, maji vysokou afinitu k cilové struktufe a kratkou dobu hybridizace
(Silahtaroglu a kol., 2004). Vyhodou PNA sond je vyssi stabilita pfi vysSich teplotach
(Cerqueira a kol., 2008). PNA sondy jsou také odolnéjsi vii¢i nukleazam a proteazam oproti
DNA sondam. Tyto sondy byvaji i kratsi (13-18 bp) a snadno tedy pronikaji pfes bunécnou
sténu bakterii. PNA sondy se 1épe vazi k DNA ¢i RNA komplementarnim sekvencim (Jung

a kol., 2018). Chemické struktury sond jsou zobrazena na obrazku 4.
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Obrazek 4: Chemicka struktura sond (upraveno dle Xia a kol., 2017)

Cilovou strukturou, na kterou se sondy navazuji, je U mikroorganismt zejména rRNA
(ribozomalni ribonukleova kyselina). Cilit na rRNA je vyhodné z mnoha divodi. Ribozomalni
RNA se nachazi v bunkach vSech organismi v poétu az nékolik tisic molekul. (Amann a kol.,
2001) a jedna se o stabilni molekulu (Laflamme a kol., 2009). Jednotlivé skupiny
mikroorganismi je mozné identifikovat podle charakteristickych tsekii rRNA. Bakterie
a archea obsahuji tfi typy podjednotek rRNA, a to 5S, 16S a 23S. Velmi ¢asto jsou metody
cileny na gen pro 16S podjednotku rRNA (Amann a kol., 2001). Gen pro 16S podjednotku
rRNA se pouziva pro taxonomické stanoveni bakterii 1 archebakterii a je mozné je porovnavat
s genem pro 18S podjednotku rRNA u eukaryot (Clarridge, 2004). Casto musi byt kromé

specifické sondy zafazena 1 kontrolni sonda, kterd je specifickd naptiklad na cely rod bakterii.
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Dnes je mozné pouzit dohromady nékolik sond, kdy kazda ma jinou specifitu (Frickmann a kol.,
2017). Oznacené sondy miizeme poté pozorovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu nebo

pomoci pratokové cytometrie (Cerqueira a kol., 2008).

Fluorescenc¢ni barvy pouZivané pro znaceni sond

V soucasnosti se pro znaceni sond pouzivd mnoho barviv i jejich kombinaci. Pokud
se pouziva vice sond a kazda je oznacena jinou fluorescen¢ni barvou, musi se dbat na to, aby
se emisni spektra nepiekryvala. V tabulce 1 jsou uvedeny ¢asto pouzivané fluorescenéni barvy
a barvy pouzité v experimentech uvedenych Vv posledni kapitole. V tabulce je uvedena barva

emitovaného zafeni, excitacni a emitovana vinova délka (Juretschko a Fritsche, 2011).

Tabulka 1: P#iklady vybranych fluorescenénich barev (Juretschko a Fritsche, 2011;
Cerqueira a kol., 2011, Haas a kol., 2008; Laflamme a kol., 2009; Rohde a kol., 2016,
www.thermofisher.com, 2020)

Vinova délka v nm

Nazev fluorescencni barvy Barva fluorescence e -
excitacni emisni
Alexa fluor 488 zelena 490 525
Alexa fluor 594 cervena 590 617
Cy3 ¢ervenooranzova 554 568
Cy5 ¢ervenofialova 650 667
6-FAM zelena 488 517
Fluorescein (FITC) zelena 490 525
CAL Fluor Red 610 cervena 590 610
DAPI modra 350 470
Tetramethylrhodamin (TRITC) oranzova 557 576
Texaska cerven tmavé Cervena 596 615

Pomoci miseni barev lze vytvofit doplinkové barvy, jak je vidét na obrazku 5
(Amann a kol., 1996). Kombinaci ¢ervené¢ a modré barvy se ziska rizova, kombinaci modré
a zelené tyrkysova, kombinaci Cervené a zelené barva zlutd a barva bila vznikd smisenim vSech

tfi zakladnich (modrd, Cervend, zelend) barev (Juretschko a Fritsche, 2011).
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Obrazek 5: Diagram miseni barev (Amann a kol., 1996)

Sondy se fluorescen¢nim barvivem znaci pifimo, nebo nepiimo. U ptimého znaceni jsou
fluorescenéni barvy navazany piimo na sondu. Nepifimé znaCeni pomoci haptenu spada
do imunohistochemickych metod. Hapteny jsou malé molekuly, které jsou schopné po navazani
na veétsi molekulu vyvolat imunitni reakci. Hapten neni sdm o sob& ve fluorescencnim
mikroskopu viditelny. Pro detekci ¢asti nukleové kyseliny, na kterou je hapten navazany,
se pouziva fluorescenéné znaena protilatka se specifitou k danému haptenu (Chen a Chen,
2013).

1.3 Postup metody FISH

Metodu lze rozdélit do 4 kroki: fixace a zvySeni propustnosti bunééné membrany
uvzorku (Amann a kol.,, 2001), hybridizace, promyti a vyhodnoceni vzorku. Proces
je schematicky znazornén na obrazku 6.

Prvni krok zahrnuje fixaci preparatu. Fixace je nutna, aby byla zachovana morfologicka
struktura buniky. Fixace se provadi jak u volnych bakterii, tak i u vzorku tkané. Pro fixaci
se pouzivaji aldehydy (paraformaldehyd, glutaraldehyd), ethanol, methanol a mnoho dalSich
latek. Jsou i metody, u kterych se fixativum nepouziva (Frickmann a kol., 2017).

Dale je nutné zajistit priinik sond do bunék. Nektera fixa¢ni ¢inidla slouZi jako slabé
detergenty a mohou zajistit lepsi propustnost bunééné membrany. U grampozitivnich bakterii
¢inidla, naptiklad rtizné saponiny. U gramnegativnich bakterii neni vZdy potiebné pouzit
permeabilizacni ¢inidlo a zejména malé sondy proniknou do buiiky snadno (Frickmann a kol.,
2017).

Dal$im krokem je hybridizace. Béhem hybridizace se fluorescencné znacené sondy,
specificky vazi na komplementarni sekvenci DNA nebo RNA.

Poté je nutné promyti, aby se odstranily nenavazané sondy. Vzorek tkan¢ (Chen a Chen,

2013) nebo suspenze s kulturou je poté prohlizen ve fluorescen¢nim mikroskopu (Frickmann a
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kol., 2017). Kazda fluorescenén¢ znacena s

se zobrazi v dané buiice jako fluoreskujici bod

onda, ktera se navaze na cilovou strukturu,

(Chen a Chen, 2013).
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Obrazek 6: Schématicky pribéh FISH (Pgi a Rathnayaka, 2018)

1.4 Modifikace FISH

CARD-FISH (TSA)

U bézné FISH pozorujeme v nekterych piipadech slaby fluorescenc¢ni signal, hlavné
pokud je v bunce malo cilovych molekul (Kubota, 2013). CARD-FISH umoziuje
az desetindsobné zvyraznéni fluorescencéniho signalu. Tato modifikace je schopna detekovat
I pomérné maly pocet kopii genl v bunce a to 20 az 50 kopii v nékterych piipadech. Jako
detek¢ni limit je u této metody uvadéno rozmezi 100 az 1000 kopii daného genu

v prokaryotické bunce (Laflamme a kol., 2009).
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CARD-FISH byla vyvinuta na konci 80. let 20. stoleti a jeji nazev vychazi z poc¢atecnich
pismen anglického nazvu catalysed reporter deposition, nékdy se také pouziva oznaceni TSA
z anglického tyramide signal amplification (Laflamme a kol., 2009).

Metoda vyuziva sondy, které jsou ozna¢ené HRP (horse radish peroxidase, kienovou
peroxidazou). K témto sondam se pfidava fluorescencné oznaceny tyramid, ktery diky HRP
ptejde do formy radikalu. Radikal tyramidu reaguje s aromatickymi molekulami, jako je tyrosin
a tryptofan. Tato reakce probiha jen v blizkosti molekuly HRP. Kolem molekuly HRP
se nahromadi velké mnozstvi fluorescenéné znaceného tyramidu a diky tomu se siln¢€ zvyrazni
sondy navazané na cilové struktury v bunice. Nevyhodnou této modifikace je, ze molekula HRP
je velka (40 kDa). Samotny fluorochrom je mensi, ma jen 0,5-1 kDa. HRP limituje teplotu
hybridizace a promyvani, tyto kroky by mély probihat maximalné pii 57 °C. Pti vyssi teploté
dojde k inaktivaci kienové peroxidazy (Kubota, 2013).

CARD-FISH ma v soucasnosti jest¢ dalsi modifikaci nazyvanou two pass TSA-FISH.
Modifikace spociva ve dvojim navazani tyramidu. Nejprve se na HRP navazuje tyramid
znaceny DNP (dinitrofenolem). Poté se na DNP navaze protilatka znac¢ena HRP specificka
k DNP. Na HRP na molekule protilatky se v dal§im kroku vaze tyramid znaeny
fluorochromem. Tato modifikace ma jesté vyraznéjsi fluorescenéni signal a vyssi specifitu.

Schématicky je princip obou metod znazornén na obrazku 7 (Kubota, 2013).

Two-pass TSA-FISH Tyramide-fluorophore

CARD-FISH Tyramide-fluorophore
¥ P Tyrarmide- a”"ge" HRP-labeled g 8
g 8 Antlbudy 8 g
HRP
3 Probe g Deposited Deposited
TTTTTUTT tyramide-fluorophore Probe / tyramide-fluorophore
TGTACAC TGTACAC //

jgevacavsiss 333 souh8i0E08)  HMM v "eGeicldo
T " yramice-antigen i L

Target sequence Aromatic eompounds in call & Target sequence 3

Aromatic compounds in cell

Obrdazek 7: Princip CARD a TSA-FISH (upraveno podle Kubota, 2013)

FISH na vlakné DNA (Fibre-FISH)

Pro tuto modifikaci je nutné nejprve izolovat DNA. Nejedna se tedy vylozen€ o in situ
hybridizaci. Modifikace se vyuziva ve vyzkumu a ma uplatnéni pfi citlivé detekci mikrodeleci
a pro mapovani pozice gend. Tato metoda neni vhodna pro detekci pfestavby chromozomt, ani

pro zjisténi poctu chromozom (Kocarek, 2007).
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Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace byla prvni metodou slouzici k porovnani celého
genomu. Pomoci CGH je mozné sledovat zmény v poctu gent (mikrodelece a amplifikace).
Pro provedeni metody je nutné izolovat DNA z testovanych a z referencnich bun¢k. DNA
pacienta a referenéni DNA se oznaci odliSnou fluorescencni barvou a poté se spoji pomoci
hybridizace (Pinkel a Albertson, 2005). Pii normalnim nalezu je chromozom obarven obéma
sondami rovnomérné. Pokud pievlada v chromozomu barva, kterou byla oznacena referen¢ni
DNA, znamena to, ze se v DNA pacienta nachazi delece. Pokud pievlada barva, kterou byla
oznacena DNA pacienta, znamena to, ze v DNA doslo k amplifikaci nékterych gent (Kocarek,

2007).

Mnohobarevné pruhovani (M-BAND)

Mnohobarevné pruhovani slouzi ke sledovani zmén na chromozomu. Slouzi
pro pozorovani rozsahu deleci, inverzi, ¢i dalsich zmén na chromozomu. Tato modifikace neni
vhodna pro sledovani zmén tykajicich se vét§iho po¢tu chromozomi. Pouziva smés sond

a kazda sonda je specificka k ur¢itému tiseku na chromozomu (Kocarek, 2007).

Mnohobarevna FISH (M-FISH)

Mnohobarevnd FISH souZi k identifikaci vSech 24 lidskych chromozomil a pomaha
identifikovat translokace jednotlivych chromozomi, dale je metoda vhodna pro detekci vétSich
deleci (pt. celé chybéjici raménko chromozomu). Pomoci M-FISH nejde identifikovat inverze
ani amplifikace chromozomu. Pomoci M-FISH je mozné sledovat pouze chromozomy
vV metafdzi. PouZivaji se takzvané malovaci sondy, kterych je 24 a kazda sonda je oznafena
jinou barvou. Pro M-FISH je nezbytné, aby mél fluorescen¢ni mikroskop 6 filtrii a bylo tak
mozné zobrazit vSechny pouzité fluorescen¢ni barvy. M-FISH se pouziva ke studiu karyotypu

dalSich organismu (Kocarek, 2007).

Spektralni karyotypizace (SKY)

U spektralni karyotypizace se také pouziva 24 sond najednou. Kazda sonda je specificka
na jeden z lidskych chromozomu a je odlisné oznacena, jednou az ¢tyimi fluorescenc¢nimi
barvami. Diky miseni barev se vytvoii dostate¢né mnozstvi odstind. Kazdy chromozom
je oznacen jinou barvou (Macville a kol., 1997). U této modifikace neni nutné, aby m¢l

fluorescencni mikroskop nékolik filtrti. Obraz se snima cely najednou a vyhodnocuje se pomoci
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takzvaného interferometru, ktery je spojen s kamerou. Software vytvoii vysledny obraz,

na némz jsou riznobarevné chromozomy (Kocarek, 2007).

1.5 Vyuziti FISH v mikrobiologii

FISH muize byt v mikrobiologii vyuzita pro rychly prikaz patogent ve vzorcich. Diky
FISH je mozné snaze identifikovat mikroby, jejichz kultivace je slozita. Spatné se kultivuji
bakterie, které jsou intracelularnimi parazity bunky (mykoplazmata, chlamydie). FISH je také
vhodna i pro rychlou detekci rezistence bakterii. Nékteré FISH metody mohou detekovat
bakterie pfimo v primarnich vzorcich a obejdou se bez kultivace bakterii. Tim se metoda stava
velmi rychlou. Vysledky vySetfeni mohou byt zniamy béhem 60-90 minut. Cas prace
laboratorniho personalu je u téchto metod 5-15 minut. Ve srovnani s metodami PCR
(polymerazové fetézové reakce) jetato metoda z hlediska provoznich nakladi levnéjsi
(Frickmann a kol., 2017).

Pro vyhodnoceni metody FISH je potifebny zkuSeny personal, jelikoz se jedna
0 optickou metodu. Pro FISH je klicovy a nékdy problematicky vybér detekénich sond. Musime
doptedu védét/odhadnout, jakou bakterii nebo konkrétni mutaci ve vzorku hledame.
V nékterych piipadech se pro zjednoduseni vybéru sond nejprve provadi barveni dle Grama.
Metody FISH pro detekci rezistence jsou pievazné omezeny na prukaz rezistenci zpisobenych
mutaci v rRNA (Frickmann a kol., 2017). V ptipad¢ detekce rezistenci podminénych malym
po¢tem gent, napiiklad gent v chromozomu ¢i plazmidu je nutné vyuzit modifikovanou FISH,

ktera bude mit zesileny signal, naptiklad CARD-FISH (Laflamme a kol., 2009).
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2 REZISTENCE MIKROORGANISMU

Vznik rezistence u mikroorganismi je pfirozeny jev, ktery je ale ovliviiovan
aurychlovan pouzivanim antibiotik ve zdravotnictvi, zemédélstvi a zivotnim prostiedi.
Nartst rezistence je také ovlivnén hygienickymi standardy, cestovanim, migraci a zplisobem
kontroly kvality antimikrobialnich latek (Holmes a kol., 2016).

Na zacatku 20. stoleti doslo k vyznamnému pokroku ve vyvoji antibakteridlnich 1é¢iv
a zaCaly se zavadét kroky k zamezeni $ifeni infekci. Pokrok v 16¢bé bakterialnich onemocnéni
se vyrazné zleps$il na pocatku 40. let, kdy se penicilin zacal dostavat mezi veétSi mnozstvi
pacientd. Tehdy na kratkou dobu zavladl pocit vitézstvi nad bakterialnimi infekcemi. Bakterie
se vSak dokazou na pisobeni antibiotik adaptovat. V prib¢hu minulych let bylo vyvinuto
mnoho antimikrobidlnich l1é¢iv. Bakterie se t¢émto okolnostem dokazaly piizptsobit a vytvofily
si rizné mechanismy rezistence, své obrany. Lécba bakterialnich infekci se dnes stava
komplikovanéjsi (Tenover, 2006).

Rezistentni bakterie jsou pfi¢inou mnoha tmrti kazdy rok. Studie ECDC (European
centre for disease prevention and control, Evropské stfedisko pro prevenci a kontrolu nemoci)
ECDC také uvadi, Ze 75 % onemocnéni zplisobenych rezistentnimi bakteriemi je zplisobeno
nevhodnou zdravotni péc¢i. Mély by proto byt zavedeny piisnéjsi opatieni pro kontrolu a
prevenci infek¢énich onemocnéni (www.sukl.cz, 2018).

Velké mnozstvi pacientll trpicich onemocnénim zplisobenym rezistentnimi kmeny
by mohlo byt zachranéno, kdyby se jim v€as podalo spravné antibiotikum. V¢asné podani
vhodného antibiotika je kli¢ové hlavné u pacientli na jednotkach intenzivni péce. Vhodny vybér
antibiotik také zpomali vyvoj a §ifeni rezistentnich bakterii (Santiso a kol., 2011). V Ceské
republice jsou bohuzel velmi Casto ptredepisovana Sirokospektra antibiotika. Pacienti, ktefi
je uzivaji jsou vystaveni velkému mnozstvi nezadoucich G¢inkd a tento vybér 1é¢by urychluje
rozvoj rezistence. Dobrym smérem se ubird zemé&délstvi v CR. Spotieba veterinarnich
antibiotik klesla mezi roky 2006 az 2016 na polovinu. Béhem ledna roku 2019 Vlada CR
schvalila akéni plan Narodniho antibiotického programu platného pro rozmezi let 2019-2022.
Cilem planu je zachovani U¢inné 1écby infek¢énich onemocnéni u lidi i1 zvifat. Tento plan
se zamétuje na informovanost vSech ohledné antibiotické rezistence, na kontrolu a prevenci

antibiotické rezistence a na podporu védy a vyzkumu (www.mzcr.cz, 2019).
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2.1 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky jsou ptfirodni nebo syntetizované latky, které jsou schopné zabijet
mikroorganismy, nebo inhibovat jejich rust (Burnett-Boothroyd a McCarthy, 2011). Velkou
skupinu téchto latek tvofi latky mikrobidlniho ptivodu, které nazyvame antibiotika (ATB).
Synteticky pfipravené antimikrobialni latky se nazyvaji chemoterapeutika. Dnes se i pro
chemoterapeutika uziva pojem ATB (Votava, 2005). ATB jsou obecné latky, které cili
na struktury a metabolismy prokaryotnich bunék a neposkozuji buiky eukaryotické
(napft. bunky lidského téla) (Benes, 2018). Pro pfedepisovani, ¢i uzivani ATB plati souhrn

pravidel oznacovanych jako racionélni antibioticka terapie (Votava, 2010).

Zasady racionalni antibiotické terapie

Je nutné védét, ze ATB se chovaji jinak nez bézna 1éciva. Vlivem $patného uzivani
je zpasobovan selekéni tlak na rezistentni kmeny bakterii a ty se poté vice §ifi. Spatné vybrané
1é¢ivo u jednoho pacienta mtze ovlivnit i dal$i Zivé organismy (Karen a kol., 2018). Naptiklad
zvySena teplota neni jasnym ptiznakem bakteridlni infekce, ale mize byt zplisobena napf. viry.
V takovém ptipad¢ je uzivani ATB nevhodné (Votava, 2010).

Pro vhodnou antibiotickou terapii by mély byt vybrana ATB uc¢inna
jen na predpokladané nejéastéj$i patogeny. Neméla by byt pfedepsana ATB Sirokospektra
a vybér vhodného ATB by mél byt vzdy individudlni (Karen a kol., 2018).

Utinek ATB by mél u skupiny baktericidnich ATB nastat do 1 az 2 dni a u ATB
bakteriostatickych béhem 3 az 4 dnti. LéCba by tedy neméla byt pred¢asné ménéna. M¢la by byt
dodrZena i spravna délka 1écby, tu je moZné ukoncit ptiblizné po 3 dnech od zlepSeni ptiznakl

nemoci (Votava, 2010).

Déleni antibiotik

ATB lze d¢lit dle riznych hledisek. Muzeme je dé¢lit podle zptisobu pfipravy
na chemické (vyrobeny chemickou syntézou) a na ptirodni (izolované z bakterii a hub). Podle
schopnosti usmrtit bakterii, ¢i jen zpomalit jeji rust délime ATB na bakteriocidni
a bakteriostaticka. ATB také délime na uzkospektra a Sirokospektra podle toho, na jak Sirokou
Skalu mikroorganismi jsou u¢innd. Velmi cCasté je také déleni na zaklad€ chemické struktury
ATB (napf. heterocyklicka, makrolidy, aj.) (Benes, 2018).

ATB jsou také Casto délena podle mechanismu tc¢inku. Mechanismy zahrnuji ptisobeni

na syntézu bunécné stény, inhibici syntézy proteinti, ptisobeni na syntézu nukleovych kyselin,
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inhibici metabolickych pochodut a narusovani struktury bakterialni membrany (Tenover, 2006).
Priklady ATB rozdé¢lenych dle mechanismu ucinku jsou vypsany v tabulce 2 (Votava, 2010).

Tabulka 2: Pi‘ehled antibiotik dle mechanismu ucinku (Votava, 2010)

Cil pusobeni ATB Podtrida Konkrétni ATB/skupina ATB

peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy,
Beta-laktamy
karbapenemy

Buné¢na sténa

Glykopeptidy vankomycin

Antituberkolotika isoniazid, bakteriostaticky ethambutol

bakteriostatické makrolidy, linkosamidy,
Na 50 S rRNA
chloramfenikol

Syntéza proteini baktericidni aminoglykosidy,
Na 30 S rRNA
bakteriostatické tetracykliny

Nove¢ vyvijena streptograminy, oxazolidinony

‘ chinolony, flucytosin, griseofulvin,
Inhibujici DNA ) _
Syntéza NK nitromidazoly

Inhibujici RNA  rifampin

sulfonamidy,trimethoprim,
Metabolické drahy kyselina p-aminosalicylova, baktericidni

cotrimoxazol

polymyxin B, kolistin, ketokonazol,
Bunééna membrana o
flukonazol, amfotericin B

2.2 Mechanismy rezistence mikroorganismi

Bakterie mohou byt piirozené neboli primarné rezistentni vici jedné i vice tfidam
antimikrobialnich latek. Bakterie mohou rezistenci také ziskat diky mutaci nebo pfijeti gend
podminujicich rezistenci od jinych organismi, tento druh rezistence nazyvame sekundarni
(Tenover, 2006). Graficky jsou mechanismy rezistence i mechanismy pusobeni ATB shrnuty
na obrazku 8 (Wright, 2010).
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Antibiotic Targets  Antibiotic Resistance .

Cell Wall Fluoroquinolones

B-lactams — Aminoglycosides
Vancomycin

Tetracyclines
DNA/RNA Synthesis

p-lactams
Macrolides
Fluoroquinolones
Rifamycins

Immunity

& Bypass
Tetracyclines
Trimethoprim
Sulfonamides
Vancomycin

Target Modification

Fluoroquinolones
Trimethoprim q

Sulfonamides leamycnns_
Vancomycin
Penicillins
Cell Membrane Protein Synthesis Inactivating Enzymes Macrolides
Daptomycin Linezolid p-lactams Aminoglycosides
Tetracyclines Aminoglycosides
Macrolides Macrolides
Aminoglycosides Rifamycins

Obrazek 8: Cile piisobeni ATB a mechanismy resistence bakterii (Wright, 2010)

Primarni rezistence je dana stavbou nebo metabolickymi drahami mikroorganismi. Lze
ji vyuzit pro izolaci wurcité skupiny bakterii a charakterizuje tak dany kmen.
Naptiklad gramnegativni ~ bakterie jsou pfirozené rezistentni ke glykopeptidim
a enterokoky k B-laktamovym antibiotikiim (Benes, 2018).

Sekundarni rezistence je rezistence ziskana v pribéhu zivota mikroorganismu. Vznika
diky mutaci nebo pfenosu gent podminujicich rezistenci pomoci riznych mechanismi (Bello
a Dingle, 2018). Diky ziskanym geniim mohou bakterie produkovat enzymy, které nici
antibakterialni 1é¢ivo, mohou exprimovat efluxni systémy (diky kterym je 1é¢ivo vylouceno
z bakterie a nemuze tak zasahnout cilenou strukturu v bunce), nebo dochazi k modifikaci
cilového mista, kde by mélo 1é¢ivo ptisobit. Bakterie mtize ziskat genetickou informaci pro
rezistenci pomoci konjugace, transformace nebo transdukce (Tenover, 2006). Mechanismy,

kterymi se bakterie brani ptisobeni ATB jsou podrobnéji popsany V nasledujicich odstavcich.

Enzymaticka inaktivace antibiotika

Bakterie se brani ptisobeni ATB pomoci tvorby enzymu, ktery rozklada molekulu ATB.
Napftiklad gramnegativni bakterie se brani pisobeni B-laktamovych ATB vytvafenim enzymu
B-laktamazy, ktera molekuly ATB hydrolyzuje. Geny pro B-laktamazu najdeme u bakterii jak

na chromozomu, tak i na plazmidech a traspozonech, coz usnadiiuje jejich Sifeni. B-laktamaz

existuje vice druhti (Bello a Dingle, 2018). Dalsimi enzymy schopnymi modifikovat ATB jsou
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transferazy. Je to rozsahla skupina enzymi, ktera je schopné kovalentné upravovat hydroxylové

a aminové skupiny (Wright, 2005).

Zabrana pristupu antibiotika k cilovému mistu

V membrané bakterii se nachéazeji poriny, kterymi prochazeji hydrofilni latky dovnitt
bunky. Diky porinim mohou do bunky vniknout i hydrofilni ATB (B-laktamy, tetracykliny,
chloramfenikol a fluorochinolony). Hydrofobni ATB (napi. makrolidy) nejsou zavislé na
pritomnosti porinli 8 mohou volné projit lipidovou membranou. Diky selekénimu tlaku ATB
piezivaji mutované bakterie bez porinti, nebo se zménénymi poriny. Napiiklad u Pseudomonas
aeruginosa byly nalezeny mutace, které¢ vedly ke ztraté funkce porinu, diky ¢emuz se nemohly
do bakterie dostat ATB. U celedi Enterobacteriaceae byla nalezena mutace, diky které byl
prusvit porint zazen a molekuly ATB, tak nemohly pronikat dovniti buniky (Bello a Dingle,
2018).

Efluxni pumpy

Pro antimikrobidlni G¢innost nckterych antibiotik je nutné, aby pronikly piimo
do bakterialni bunky. Bakterie si proto vyvinuly mechanismus, diky kterému jsou schopné
pomoci takzvanych efluxnich pump vyloucit ATB ven z buiiky. Tento proces vyzaduje dodani
energie v podobé ATP (adenosintrifosfat). Geny nesouci informaci pro vytvoifeni efluxnich
pump mohou byt pfenaSeny pomoci plazmidi (Bello a Dingle, 2018). Ptikladem hojné
vyskytujiciho se typu efluxni pumpy je komplex AcrAB-TolC, ktery najdeme u mnoha
gramnegativnich bakterii. Tato pumpa dokaze zbuilkky vyloucit mnoho riznych ATB

(Du a kol., 2014).

Zabrana aktivace antibiotika

Nektera antibiotika jsou v 1é¢ivu v neaktivni form¢ (prodrug) a potiebuji byt aktivovana
enzymy bakterie. Ptikladem antibiotika, které vyzaduje aktivaci je metronidazol. Nékteré
bakterie se adaptovaly a tvofi pozménény neti¢inny enzym nebo utlumi produkci ptivodniho

enzymu. Antibiotikum bez aktivace je poté neucinné (Benes, 2018).

Modifikace cilového mista

Diky modifikaci cilového mista se bakterie brani naptiklad piisobeni B-laktamt

(penicilin) diky zméné struktury molekuly, na kterou se toto ATB vaze (Votava, 2010). Jiné
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bakterie se brani pasobeni fluorochinolonu diky mutaci DNA gyrazy ¢i topoizomerazy IV
(Bello a Dingle, 2018). Oba tyto enzymy patii mezi skupinu topoizomeraz. Topoizomerazy jsou
obecné enzymy schopné stoit nebo naopak i rozvolnit DNA (Stipek, 1997). Gyraza je tvofena
ze dvou podjednotek a pro obranu pied piisobenim antibiotika postaci, aby Se pozménila stavba

jedné z nich a bakterie se tak stane rezistentni (Bello a Dingle, 2018).

Nahrada zablokované metabolické drahy

Bakterie mohou zabranit blokaci své dulezité metabolické drahy vlivem antibiotika tim,
byl pozorovan u enterokokt rezistentnich na sulfonamidy. Sulfonamidy blokuji syntézu
kyseliny listové, rezistentni bakterie dokazou vyuzit kyselinu listovou ze svého okolniho

prostiedi (Benes, 2018).

2.3 Prenos geni podminujicich rezistenci bakterii

wewvr

mechanismu, kterymi se bakterie brani toxickym vlivim prostiedi (Harbottle a kol., 2006).
Geny se mohou S§ifit pomoci tzv. klondlniho Sifeni. Tento pojem charakterizuje pfenos
rezistence z generace na generaci mikroorganismi (Benes, 2018). Sifeni genii, probihajici diky
komunikaci bunék mezi sebou na intracelularni urovni, se nazyva pfenos horizontalni. V této
kategorii zname 3 hlavni mechanismy: transformaci (pfijem DNA), transdukci (pfenos pomoci
bakteriofagti) a konjugaci (pfenos plazmidy a dalS$imi konjugacnimi prvky) (Boerlin
a Reid-Smith, 2008).

Transformace je mechanismus pfijeti exogenni volné DNA. Pro tento proces je nutné,
aby méla bakterie vhodn¢ uzptisobenou bunéénou membranu. Tento proces pienosu genetické
informace je mezi bakteriemi velmi rozsifeny (Claverys a kol., 2009).

Transdukce je proces, pii kterém jsou do bakterie pfeneseny geny viru pomoci
bakteriofaga. Timto mechanismem se pienasi casto R-plazmidy (rezistentni plazmidy), které
nesou geny pro enzymy schopné degradovat antibiotika. Tento mechanismus je Casty

u grampozitivnich bakterii (Votava, 2010).
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Konjugace probihd pomoci ptimého propojeni dvou bun¢k diky sex-fimbriim a Castéji
se vyskytuje u gramnegativnich bakterii (Votava, 2010). Je to jeden z kli¢ovych mechanismu
pro pienos rezistence k antibiotikiim (Haaber a kol., 2017). Grafické znazornéni transformace,

transdukce a konjugace je zachyceno na nasledujicim obrazku 9.

a Bacterial transformation

Release of
DNA
o N

Donor cell Antibiotic- Recipient cell
resistance gene

b Bacterial transduction

Y

phage

Phage-infected donor cell Recipient cell

c Bacterial conjugation

Transposon-  Donor cell Recipient cell

Obrazek 9: Mechanismy pienosu genu podmiriujicich rezistenci (Furuya a Lowy, 2006)
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3 METODY PRO DETEKCI BAKTERIALNI REZISTENCE

Tato kapitola shrnuje bézné pouzivané metody pro zjisteéni citlivosti a rezistence bakterii
na ATB. Jsou zde zahrnuty starSi a bézné pouzivané metody (diskova difuzni metoda, E-test
a mikrodilu¢ni metoda), které se provadi na agaru nebo na mikrotitrani desti¢ce. V kapitole
jsou uvedeny i modernéjsi metody, PCR ve spojeni s elektroforézou a MALDI-TOF MS
(hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gc¢asti matrice s priletovym
analyzatorem), které vyzaduji specialni pfistrojové vybaveni.

V mikrobiologii se urcuje nékolik stupnii uCinku ATB na bakterie. Subinhibicni
ATB, ktera uz lehce poskozuje bakterii, nebo méni jeji chovani, ale bakterie je stale schopna
této koncentraci odoldavat (BeneS, 2018). Druhou nejcastéji stanovovanou hodnotou
je minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a je uréena jako nejniz$i koncentrace, pii které
je zastaven rast mikroorganismu (Votava, 2010). Hodnota této koncentrace slouzi jako ukazatel
pro ucinnost ATB (Benes, 2018). Posledni hodnotou je minimélni baktericidni koncentrace
(MBC), ktera je urCena jako nejniz$i koncentrace, ktera béhem 24 hodin zahubi vétSinu

pivodniho patogenu (Votava, 2010).

3.1 Diskova difuzni metoda

Diskova difuzni metoda se provadi pomoci diski, které jsou napustény znamymi
koncentracemi ATB. Tato metoda se stale ¢asto pouziva v mikrobiologickych laboratotich
pro sledovani antimikrobidlni rezistence. Na Petriho misku se nejprve nanese suspenze
pripravena z izolovaného testovaného kmene podle predepsaného stupné zakalu stupnice dle
McFarlanda. Suspenze se poté nanese na povrch agaru. Disky se umisti pomoci davkovace
na povrch agaru. Takto pfipravené Petriho misky se zpravidla inkubuji 1624 hodin pii 35 °C.
Po inkubaci se odecitaji priméry inhibi¢nich zon, které se vytvofily kolem jednotlivych diski.
Podle referen¢nich hodnot v tabulkach se porovné, zda velikosti zony spadd do jedné
Z kategorii — citlivy mikroorganismus (S), stfedn¢ citlivy (I) nebo rezistentni (R) (Sandle,
2016).

Na obrazku 10 je vidét agar, na kterém je naockovana Klebsiella pneumoniae.

Na povrch agaru jsou pfilozeny disky s riznymi ATB o zndmych koncentracich. Kolem
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jednoho disku (vpravo nahote) je vidét, ze se nevytvorila inhibi¢ni zéna a naockovany kmen

je tedy na toto antibiotikum rezistentni (Le Page a kol., 2015).

——

o
o °
00

Obrazek 10: Diskova difuzni metoda (Le Page a kol., 2015)

3.2 E-test (Epsilometer test)

Tento test se provadi pomoci prouzku, ktery je napustén postupné se zvysujici
koncentraci ATB, jehoz ti¢inek na mikroorganismus se testuje. MIC se odecita z priméru zony,
ve které neroste mikroorganismus (Mishra a kol., 2006). Na jednu misku Ize umistit i nékolik
prouzkll pro otestovani vice antibiotik, jak je vidét na obrazku 11, tim ovSem rychle nartista

cena provedeného testu (Balouiri a kol., 2016).

Obrazek 11: E-test (www.biomerieux-usa.com, 2019)
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3.3 Mikrodilu¢ni bujénova metoda

Tato metoda se provadi pomoci mikrotitracni desticky. Do desticky se pipetuji
dvojkovym fedénim testované antimikrobidlni latky, vétSinou do kazdého tfadku jeden druh
latky. Do kazdé jamky se poté pipetuje stejny obsah suspenze piipravené z fyziologického
roztoku a testovaného organismu. Suspenze se¢ piipravuje tak, aby jeji zakal odpovidal
stanovené hodnoté zdkalu stupnice McFarlanda (Tenover, 2009). Takto pfipravend desticka
se inkubuje nékolik hodin podle toho, jak}'/ organismus je testovan. Po inkubaci odecteme
inhibovan rust mikroorganisma (Balouiri a kol., 2016). Na obrazku 12 je prlklad této metody.

Jamky s MIC jsou znazornény na obrazku ¢ervené (www.szu.cz, 2019).

e QOO0 1
. QOOOOO0
rovtn (IO

e QOOOOOO

Obrazek 12: Mikrodilucni bujonova metoda (www.szu.cz, 2019)

3.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova rekce (PCR) je molekularni metoda umoznujici namnoZeni
nukleové kyseliny. Genetickou informaci je poté moZzno osekvenovat, porovnat s databazi
a diky tomu prokazat mikroorganismus (Valones a kol., 2009). PCR umoziiuje rychle detekovat
s dostate¢nou citlivosti i bakterie, které neni mozné jednoduse kultivovat (Amann a kol., 2001).
PCR byla vynalezena uz roku 1980 a Kary Mullis ziskal za tento objev roku 1994 Nobelovu
cenu (Valones a kol., 2009).

Prvnim krokem je izolace DNA z bakteridlni suspenze. Poté se provadi namnoZeni
cilenych usektit DNA. Pro oba kroky se pouzivaji piedpfipravené sady (kity), jejichZ soucasti
jsou reakéni roztoky. Pro PCR rekcei jsou klicové zejména roztoky obsahujici specifické primery
pro namnozeni hledaného useku DNA (Adwan, 2014).

Béhem PCR reakce je nejprve provedena denaturace DNA pfi vysoké teploté kolem

92-96 °C po dobu nékolika sekund. Poté nasleduje nasednuti primeri pii nizsi teploté kolem
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45-65 °C. Primery nasedaji na specifické useky DNA. Poslednim krokem je elongace DNA,
kterd probiha pifi 72 °C. Pocet opakovani téchto cykll ovlivni vysledné mnozstvi mnozené
DNA. Cim vicekrat cyklus zopakujeme, tim bude vétsi vytéZzek reakce (Mazura a kol., 2001).
Zmnozena DNA je poté separovana a vyhodnocena pomoci elektroforézy (Adwan, 2014).
Pokud se na elektroforetickém gelu v misté odpovidajicimu velikosti namnozenému useku
objevi prouzek, je nalez pozitivni. Pokud se prouzek neobjevi, hledana struktura v buiice neni
a dany tisek DNA tedy nemohl byt namnozen (Strommenger a kol., 2003). Schematicky je cely

proces znazornén na obrazku 13.

PCR A& y
— — . — y

200 - 500 pl cell A 5 pl DNA sample - Analyze 5 pl of [ b
culture supernatant the PCR sample
Extract Bacterial
DNA

Obrdazek 13: Schéma detekce rezistence bakterii pomoci PCR a elektroforézy
(www.promocell.com, 2019)

3.5 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS je zkratka anglického nazvu Matrix Assisted Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry a pteklada se jako hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem. Prvni varianta
této metody pro detekci mikroorganismt byla pouzita uz v roce 1975 a od té doby se vyrazné
zdokonalila (Wieser a kol., 2012).

Tato metoda se pouziva v mikrobiologii pro rychlou detekci bakterii, kvasinek nebo
I pro zjisténi rezistence u bakterii. MALDI-TOF MS identifikace je zalozena na analyze
a porovnani 16S podjednotky ribozomu. Namétené hodnoty jsou porovnany s databazi. Nékteré
organismy, které jsou malo odlisné v 16S podjednotce ribozomu nejde identifikovat
(napft. Shigelly). Mikroorganismy je pomoci této metody mozné detekovat piimo ze vzorku
(napt. krevni kultura, moc¢ atp.). Délka méfeni zavisi na poctu vzorki. Jeden vzorek je proméfen
ptiblizné€ za 5 minut. Schéma pfistroje a princip metody je zachyceno na nasledujicim obrazku
14 (Wieser a kol., 2012).
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Obrdazek 14: Princip metody MALDI-TOF MS (Wieser a kol., 2012)

Tato technika je velmi citlivd a pro méfeni se vyuzivd jen velmi malé mnozZstvi
bakteridlni suspenze. Béhem méteni je nutné, aby ve stroji bylo vzduchoprazdno. Pomoci pulzi
laseru jsou jednotlivé vzorky odpafovany a ionizovany. Vzniklé ionty jsou jesté pied vstupem
do letové trubice urychleny elektromagnetickym polem. V trubici se pomoci detektoru méfi
doba letu (TOF) kazdé castice. TOF je pro kazdou castici charakteristicky, zaznamenava
se a tvoti charakterizujici spektrum vzorku (Wieser a kol., 2012).

Pocitacovy software poté porovnd naméfené hodnoty s rozsahlou databazi
a vygeneruje takzvané skore (Ciselna hodnota). Hodnota skoére udava, sjakou presnosti
je mikroorganismus ur¢en. Pro pfesné urceni musi byt hodnoty skoére vyssi nez 2. Rozmezi
skore 1,7 - 2 je dostacujici pouze pro rodové zatazeni daného izolatu. Na obrazku 15 je ptiklad
pocitatového vyhodnoceni méteni. Na zaznamu je vidét, Ze hodnota skore je u nékolika

zastupcu E. faecium vyssi nez 2 a jedna se tak jisté o tento mikroorganismus. Shodu databaze

najde i s jinymi zastupci kmene, kde vyhodnoti skore nizsi (Wieser a kol., 2012).

(++) Enterococcus faecium DSM 17050 DSM

(++) Enterococcus faecium 20218_1 CHB

(++) Enterococcus faecium 11037 CHB

(++) Enterococcus faecium DSM 13589 DSM

(++) Enterococcus faecium DSM 2146 DSM

(++) Enterococcus faecium DSM 2918 DSM

(+) Enterococcus faecium PX_21086109_IIT MLD

(+) Enterococcus faecium DSM 6177 DSM 1.862 1352

Obrazek 15: Zaznam pocitacového vyhodnoceni méieni pomoci MALDI-TOF MS
(Wieser a kol., 2012)
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Ptednosti MALDI-TOF MS je rychlost, pfesnost, jednoducha obsluha pfistroje a nizka
cena za jednotlivé méfeni. Je mozné méfit velké mnozstvi vzorkl najednou. Pro ziskani
spravnych vysledkil je dulezité, aby bylo méfeni vyhodnoceno proskolenym personalem
a vysledky byly spravné odecteny. Vysledek méfeni by mél byt porovnan s chorobopisem

pacienta a internetovou databazi (Scharfen, 2013).
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4 APLIKACE FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE
PRO DETEKCI BAKTERIALNI REZISTENCE

Tato kapitola se vénuje nékolika pfipadiim, které vyuzily pro detekci rezistence

mikroorganismu klasickou nebo modifikovanou fluorescenéni in situ hybridizaci.
4.1 PNA-FISH pro detekci rezistence na klarithromycin u H. pylori

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori je gramnegativni ty¢inkovita bakterie zpusobujici onemocnéni
Zaludku (zalude¢ni viedy, lymfomy a karcinomy zaludku) (Thung a kol., 2016). K 1é¢bé&, ktera
trva vétsinou 7-14 dni, je pfedepisovan metronidazol, amoxicilin nebo klarithromycin (Yilmaz,
2007). Lécba ma velmi nepiijemné vedlejsi ucinky. Rezistence na klarithromycin u H. pylori
je zpusobena diky bodové mutaci v genu pro 23S rRNA. Tuto rezistenci najdeme v Evropé
az U 20 % izolath. Nejcastéjsi tf1 bodové mutace jsou oznaCované A2142G, A2143G a A2142C,
nebo také analogicky Hpl, Hp2, Hp3 (Cerqueira a kol., 2011).

Sondy a jejich cilové struktury

Sondy byly pro tento experiment navrzeny tak, aby byly komplementarni ke tfem
zminénym typum mutaci. Byla jesté pouzita ¢tvrta sonda pro detekci bézné vyskytujicich se
kmena H. pylori Hpwt (H. pylori wild type, divoky typ). Pro metodu byly pouzity PNA sondy
o délce 15 nukleotidl. Sekvence, nazev a oznaceni sond jsou shrnuty v tabulce 3 (Cerqueira a
kol., 2011).

Tabulka 3: Piehled sond pro detekci rezistence na klarithromycin u H. pylori
(Cerqueira a kol., 2011)

Nazev sondy Cilova struktura Sekvence sondy Fluorochrom

Hpl A2143G 5’-GGG TCT CTC CGT CTT-3’ Alexa Fluor 488
Hp2 A2142G 5°-GGG TCT TCC CGT CTT-3’ Alexa Fluor 488
Hp3 A2142C 5-GGG TCT TGC CGT CTT-3’ Alexa Fluor 488
Hpwt 5’-GGG TCT TTC CGT CTT-3 Alexa Fluor 594
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Hybridizace

Pro experiment byly pouzity vodné bakterialni suspenze. Pro permeabilizaci a fixaci byl
pouzit 4% paraformaldehyd a 50% ethanol. Hybridiza¢ni roztok byl sloZen z: 4 hybridiza¢nich
sond (celkova koncentrace 200 nM), 10% dextran sulfatu, 10 mM NaCl, 30% formamidu,
0,1% difosfore¢nanu tetrasodného, 0,2% polyvinyl pyrrolidinu, 0,2% Ficoll (2-(chloromethyl)
oxirane;(1R,2S,3R,4S,6R)-4-[(2R,3S,4S,5R)-3,4-dihydroxy-2,5-bis(hydroxy-methyl)oxolan-2-
yl]Joxy-6-(hydroxymethyl)cyclohexane-1,2,3-triol), 0,5 mM disodium EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova), 0,1% Triton X-100 a 50 mM Tris-HCI. Hybridizace probihala
lhodinu pti 70°C. Poté byly vzorky promyty promyvacim roztokem, ktery
obsahoval: 5 mM Tris pufru, 15 mM NaCl a 1% Triton X-100. Promyvaci krok trval 30 minut
a byl proveden pfi teploté 70 °C (Cerqueira a kol., 2011).

Vysledky experimentii

Pro prvni experiment bylo pouzito celkem 33 kmend H. pylori, ztoho 31 bylo
klinickych izolath a 2 kmeny byly vybrany ze sbirky. V prvnim experimentu bylo 20 kmend,
Z 33 pouzitych kmend, rezistentnich. Experiment byl poté upraven pro pouziti na vzorcich
tkan¢ zaludku. Pro tento ucel bylo pouzito 39 vzorki ziskanych od pacientt, u kterych byla
prokazana rezistence pomoci antibiogramu. Vzorky tkané byly fixovany pomoci parafinu
abyly zality do bloc¢ki. Blocky byly nafezany na fezy o tloustce 3 um. Pomoci xylolu
a ethanolu byly vzorky zbaveny parafinu a rehydratovany. U zaschnutych vzorki tkané byla
provedena hybridizace za stejnych podminek (kromé fixace) jako u bakterialnich suspenzi.
Cely experiment v tomto piipadé¢ trval 4 hodiny a 15 minut. Pro ovéfeni vysledkd FISH byl
pouzit E-test a sekvenace. Vysledky kontrolnich méteni a FISH byly shodné. Metoda je tedy
schopna rozlisit rezistentni a citlivé kmeny H. pylori v bakterialni suspenzi i ve vzorcich
Zaludec¢ni tkané. Na obrazku 16 je zdznam z fluorescencniho mikroskopu s bakterialni suspenzi
H. pylori. Pti pouziti ¢erveného filtru jsou viditelné citlivé bakterie, na které byly navazany
sondy Hpwt oznacené Cervenou fluorescenéni barvou Alexa Fluor 594. Pii pouziti zeleného
filtru jsou viditelné rezistentni bakterie, na které se navazaly sondy Hpl, Hp2 a Hp2 oznacené
zelenou fluorescen¢ni barvou Alexa Fluor 488. Pti pouziti obou filtrti je dobie viditelna smés
rezistentnich a citlivych kmena H. pylori. Na obrazku 17 jsou snimky tkani s H. pylori, citlivé
a rezistentni bakterie jsou oznaceny analogicky, jako u vzorku bakterialni suspenze (Cerqueira
a kol., 2011).
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Obrazek 16: Zaznam z fluorescencéniho mikroskopu: H. pylori citlivé i rezistentni bakterie
(Cerqueira a kol., 2011)

Obrazek 17: Zaznam z fluorescenéniho mikroskopu: H. pylori ve vzorcich 7 biopsie
(Cerqueira a kol., 2011)

Priklady podobnych studii

Jiz diive bylo publikovano nékolik podobnych studi. V roce 2005 byl v Journal of
Clinical Microbiology publikovan ¢lanek popisujici vyuziti komeréné dostupné testovaci FISH
sady (seaFASTH, pyloriCombi-Kit; SeaPro Theranostics International, Lelystad, Nizozemi)
pro detekci H. pylori a jeho citlivosti ke Klarithromycinu. Testovaci sada obsahovala Ctyfi
sondy, ti'i sondy byly komplementarni k bodovym mutacim a jedna sonda slouzila pro odhaleni
H. pylori. Pro metodu byly pouzity vzorky tkané zaludku. Vzorky byly zalité do parafinovych
blockll a pfed provedenim FISH byly parafinu zbaveny. Po odstranéni parafinu tato metoda
zabrala piiblizné 3 hodiny. Metoda byla testovana na 35 vzorcich tkané bez H. pylori,
35 vzorcich tkan¢ se senzitivnimi kmeny H. pylori a 33 vzorcich s rezistentnim kmeny
H. pylori. Vysledky metody byly ovéfeny agarovou dilu¢ni metodou a shodovaly se (Morris
a kol., 2005).
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Ve Spanglské studii z roku 2007 byla pouzita komeréné dostupna testovaci sada pro
FISH (creaFAST, Oxoid Ltd., vyrdbéna ve Velké Britanii). Komeréné dostupnd sada
obsahovala opét ¢tyfi sondy, téi komplementarni k bodovym mutacim podminujicim rezistenci
na klarithromycin a jednu sondu k detekci H pylori. Bylo testovano 33 vzorku zalude¢ni tkané
détskych pacientd. Tato studie je zajimava tim, ze se zaméfuje na vzorky ziskané od déti. Obsah
bakterii ve tkani zaludku déti byva nizsi nez u dospélych se stejnym onemocnénim. Pouzita
testovaci sada nebyla primarné ur¢ena pro sledovani bakterii v tkani. Doporuc¢ovany postup
testovaci sady musel byt lehce pozménén, z ditvodu ruseni pozadi. Jako kontrolni metoda byl
pouzit E-test. U dvou vzorka vysly u E-testu a FISH odlisné vysledky, dle metody FISH
se jednalo o bakterie citlivé na klarithromycin, dle E-testu byly tyto dva vzorky oznaceny jako
intermediarni. Tato studie se také odkazuje na Sest jiz diive provedenych studi, jednou z nich
je studie uvedena v ptedchozim odstavci (Vega a kol., 2007)

V roce 2007 byla publikovana podobna studie v franu. Ve studii bylo pomoci metody
FISH otestovano 50 vzorkt zalude¢ni tkan€. Pro ovéteni spravnosti vysledkil byl pouzit E-test.
Vysledky E-testu a metody FISH byly shodné (Moosavian a kol.,2007).

Roku 2017 byly v Turecku provedena studie, kdy bylo pomoci komeréné dostupné sady
(BactFUSH H. pylori Combi-Kit IZINTA Trading Co. Ltd, Budapest, Mad’arsko) otestovano
234 vzorkl tkané zaludku od pacientti. Sada opét obsahovala Ctyfi jiz zminéné sondy. Byly
pouzity vzorky tkang zalité do parafinovych blockt, pred hybridizaci byly opét nejprve zbaveny
parafinu. Provedeni testu zabralo necelé 3 hodiny (Demiray-Giirbiiz a kol., 2017).

PNA sondy byly pouzité také v Korejské studii z roku 2018. Studie byly provedena

na 70 vzorcich a byla v 98,6% shodné se Sangerovou metodou sekvenovani (Jung a kol., 2018).

4.2 FISH pro detekci rezistence na makrolidy u Campylobacter spp.

Campylobacter spp.

Kampylobaktery (napt. C. jejuni, C. coli, C. lari, a C. upsaliensis) zptsobuji té¢zka
prijmova onemocnéni (Haas a kol., 2008) a aborty u domacich zvirat. Kampylobaktery
se bézné vyskytuji v zazivacim traktu ptaki a zvitat a jsou to gramnegativni spiralovité bakterie
(Votava, 2010).

Pro 1écbu kampylobakteriozy se casto predepisuji makrolidy. Rezistence na tato
antibiotika nartsta. Rezistentni kmeny maji mutaci genu pro 23S rRNA. Kampylobaktery

zpusobujici onemocnéni u lidi jsou az u 5 % ptipadu rezistentni, u zvitat je vyskyt rezistentnich
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kmeni Cast&jsi, rezistentnich je az 80 %. Mechanismus G¢inku makrolidi spociva ve vazbé

na 50S podjednotku ribozomu, ¢imz brani syntéze proteinti (Haas a kol., 2008).

Sondy a jejich cilové struktury

Pro hybridizaci byly pouzity dva typy oligonukleotidovych sond. Byla pouzita sonda
Cwt 23S pro identifikaci divokych (citlivych) kampylobaktert. Pro identifikaci rezistentnich
kmenii byla pouzita sonda Cres 23S 2059A>G. Dalsi informace o sondach jsou uvedeny

v tabulce 4 (Haas a kol., 2008).

Tabulka 4: Piehled sond pro detekci rezistence na makrolidy u Campylobacter spp.
(Haas a kol., 2008)

Nazev sondy Sekvence sondy Fluorochrom
Cwt 23S 5’-CGG GGTCTT TCCGTC TT -3’ 6-carboxyfluores-cein (6-FAM)
Cres 23S 2059A>G  5°-CGG GGT CTC TCC GTC TT -3’ Cy3

Hybridizace

Bakterialni kultury byly fixovany pomoci 2% paraformaldehydu po dobu 30 minut
(Haas a kol, 2008). Po fixaci byly bakterie jest¢ dehydratovany pomoci 50%, 80%
a 96% ethanolu. Po fixaci byl pfidan hybridizaéni roztok, ktery obsahoval: 0,9 M NaCl,
0,02 M Tris/HCI, 0,01% SDS (dodecylsiran sodny), 30% formamid a 5 ng/ul kazdé sondy.
Hybridizace probihala 90 minut pfi 46 °C ve vlhké komurce. Vzorky byly promyty
promyvacim pufrem zahfatym na 48 °C. Promyvaci pufr obsahoval: 0,112 M NaCl,
20 mM Tris/HCI a 0,01% SDS. Vzorky byly jest¢ oplachnuty PBS (fosfatovy pufr)
a zafixovany do montovaciho média. Poté byly pozorovany pomoci fluorescenéniho

mikroskopu a vyhodnoceny (Trebesius a kol, 2000).

VysledKky experimenti

Nejprve byly sondy otestovany na jednom citlivém a jednom rezistentnim kmenu
C. coli. Ne/pfitomnost mutace byla podlozena pomoci FRET PCR (Real-time fluorescence
resonance energy transfer PCR). Na zaznamu z fluorescenéniho mikroskopu na obrazku 18
je vlevo citlivy kmen, ktery je dobfe viditelny pfi pouziti zelené¢ho filtru. Doslo zde k navazani

sond Cwt 23S oznacenych zelenou fluorescencni barvou. Pii pouziti Cerveného filtru nejsou
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citlivé bakterie se zelen¢ zbarvenou sondou dobfe viditelné. Na snimcich vpravo je rezistentni
kmen C. coli, ktery je lépe viditelny pii pouziti ¢erveného filtru. Na rezistentni kmeny
se navazaly sondy Cres 23S 2059A>G (Haas a kol., 2008).

resistant
C. coli

sensitive
C. coli

)

< A \r L
wild type probe (6-FAM) resistance probe (Cy3) wild type probe (6-FAM) resistance probe (Cy3)

Obrdazek 18: Snimky z fluorescenéniho mikroskopu: C. coli (Haas a kol., 2008)

Po tomto uvodnim experimentu byla metoda otestovana na 70 kmenech
Campylobacter spp., z nichz bylo 33 kmenu citlivych (MIC <2 ug/l), 33 s vysokou rezistenci
(MIC >8 pg/ml) a 4 s mirnou rezistenci (MIC 2-8 pg/ml). Toto rozdé€leni bylo uréeno na
zaklad¢ E-testu a mikrodilu¢ni bujonové metody (Haas a kol., 2008).

Tato metoda se prokazala jako spolehliva pro detekci rezistence na makrolidy.
Provedeni testu zabralo mén¢ nez 2 hodiny. Dnes bézn¢ vyuzivané metody zaberou 1 - 2dny.
Princip metody by mohl byt vyuzitelny pro detekci rezistence na makrolidy u dalSich bakterii.

Pro dalsi vyuziti metody je nutné vhodné upravit sondy (Haas a kol., 2008).

Priklady podobnych studii

Dalsi piiklady vyuziti FISH pro detekci rezistence u Campylobacter spp. nejsou znamé.
V roce 2013 byl publikovan souhrn metod pro detekci rezistence u Campylobacter spp. V této
publikaci jsou uvedeny piiklady vyuziti sekvenace a PCR metod a je zde zminéna uvedena

FISH pro detekci rezistence na makrolidy (Ge a kol., 2013).
4.3 LNA-FISH pro detekci rezistence na linezolid u Enterococcus spp.

Enterococcus spp.

Enterokoky jsou béZnou soucasti lidské sttevni mikroflory, mohou vSak zpiisobovat
infekce krevniho ob&hu. Vyznamnymi zastupci jsou Enterococcus faecalis a Enterococcus

faecium (Garvey a kol., 2017). Jsou to grampozitivni koky, u kterych se objevuji rezistence
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na vankomycin. Tyto rezistentni kmeny se oznaCuji jako VRE (vankomycin rezistentni
enterokoky). Pro lécbu infekci zpisobenych VRE se pouziva linezolid (Werner a kol., 2007).
Bohuzel i na linezolid vznikaji rezistence. Rezistence na linezolid je zpusobena mutaci
(2576G>T) v genu pro 23S podjednotku rRNA. Kmeny bakterii, které maji MIC vyssi, nebo
rovnou 8 mg/l jsou definované jako rezistentni. Rizné druhy bakterii maji rizny pocet alel pro
23S rRNA. Staphylococcus aureus nese 5 alel, E. faecalis 4 alely a E. faecium 6 alel.
U E. faecium zpisobi rezistenci na linezolid mutace uz v 1 alele ze vSech 6, u E. faecalis
je pro vytvoreni rezistence nutna mutace 2 alel ze 4 (Werner a kol., 2004). Mechanismus u¢inku

linezolidu spociva v inhibici syntézy proteini (Werner a kol., 2007).

Sondy a jejich cilové struktury

Pro metodu byly pouzity celkem tfi DNA sondy obsahujici LNA na misté bodové
mutace. Sonda pro detekci enterokoku citlivych na linezolid byla oznacena zelené a sonda
pro detekci rezistentnich enterokoki byla oznacena Cervené. Pro pozitivni kontrolu hybridizace
byla pouzita sonda EUB338, ktera se vaze téméf na vSechny bakterie. Sondy, jejich sekvence

a oznaceni fluorochromem jsou shrnuty v tabulce 5 (Werner a kol., 2007).

Tabulka 5: Piehled sond pro detekci rezistence na linezolid u Enterococcus spp.
(Werner a kol., 2007; Amann a kol., 1990)

Nazev sondy Rezistence Sekvence sondy Fluorochrom

Bez nazvu citlivy kmen 5°- CCC AGC TCG CGT GC-3’

Bez nazvu linezolid 5’- CCC AGC TAG CGT GC -3 Cy3
EUB338 kontrolni sonda 5’- GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3°  neuvedeno
Hybridizace

Pro experiment byly pouzity kultury kultivované na agaru s ov¢i krvi. Po kultivaci byly
bakterie resuspendovany ve fyziologickém roztoku a byla pfipravena bakteridlni suspenze
se stupném zakalu 0,5 dle McFarlanda. Suspenze byla nanesena na sklicko a zafixovana pomoci
methanolu (Peters a kol., 2006). Ke vzorktim byl pfidam hybridiza¢ni roztok obsahujici sondy,
formamid, 0,9 M NaCl, 20 mM TrisIHCI o pH 7,2 2 0,01 % SDS (Manz a kol., 1992).

Hybridizace a promyvani bylo provedeno za pomoci mikrovin. Hybridiza¢ni komurka

byla umisténa do nadobky s vodou ptedehiatou na 46 °C a byla pomoci mikrovin zahtata
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na 48 °C, poté se nechala vychladnout opét na 46 °C. Tento proces byl zopakovan
pro hybridizaci ¢tytikrat (Peters a kol., 2006).

Nenavazané sondy byly odstranény pomoci promyvaciho roztoku: 20 mM Tris pufr,
0,01 % SDS, 180 mM NaCl, 5 mM EDTA. Promyvani probihalo pti 48 °C 20 minut béhem ti
mikrovinnych cykla zahtati. Kazdy cyklus zahfivani trval 4,5 minuty, celkem tedy hybridizace
a promyti zabrali méné nez 1 hodinu (Peters a kol., 2006). Poté byly vzorky oplachnuty

destilovanou vodou, ususeny a bylo pfidano montovaci médium (Manz a kol., 1992).

Vysledky experimenti

Experiment byl proveden nejprve na 23 kmenech Eneterococcus spp. Poté byl
experiment proveden na 83 klinickych izolatech. Oba experimenty potvrdily, ze je tato metoda
ve 100 % pripadech spolehliva pro identifikaci mutace v genu pro 23S podjednotku rRNA
zpisobujici rezistenci na linezolid. MIC u bakterii byla stanovena pomoci mikrodilu¢ni metody.
U rezistentnich bakterii byl ur¢ovan pocet mutovanych alel pro 23S rRNA gen pomoci
technologie LabChip a pomoci aparatury BioAnalyzer 2100 (Werner a kol, 2007).

Priklady podobnych studii

Dalsi priklady vyuziti FISH pro detekci rezistence na linezolid u enterokokti nejsou
znamé. Vroce 2004 byl publikovan c¢lanek popisujici detekci rezistence na linezolid
u E. faecium pomoci Real-Time PCR. Metoda cilila na stejnou bodovou mutaci (2576G>T)
v genu pro 23S podjednotku rRNA, jako ptedchozi popisovana FISH metoda. Metoda byla
otestovana na 72 kmenech E. faecium a vysledky metody byly shodné s vysledky LabChip
technologie s vyuzitim aparatury BioAnalyzer 2100 (Werner a kol., 2004).

4.4 FISH a CARD-FISH pro detekci rezistence u spor Bacillus cereus

Bacillus cereus a jeho spory

Spora je klidové stadium bakterie a diky moznosti piejit do tohoto stadia mohou bakterie
prezit i velmi nepfiznivé podminky. Spory rodu Bacillus dokazou dlouhou dobu odolavat UV
zafeni, y zafeni, nepfiznivému pH, extrémni teploté, tlaku a suchu a jsou odolné¢ vici
dezinfekénim prostifedkiim. Metoda FISH pro detekci spor bakterii musi byt modifikovana,
protoze diky velké odolnosti spor nemohou dovnitf buiiky proniknout sondy. Byly proto

vyvinuty efektivni postupy pro permeabilizaci spor (Laflamme a kol., 2009).
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Spora je obalena nékolika ochrannymi vrstvami a kazda vrstva ma jiné slozeni.
Na vngjsi stran¢ je exosporium, které je tvofené proteiny, polysacharidy a lipidy. Poté
nasleduje plast spory, ktery je tvofen proteiny. Dalsi vrstvou je kiira, ktera je tvofena stlacenymi
lipidy. Tato vrstva je malo propustnd a chrani jadro obsahujici DNA. Pfesna stavba spory
je u kazdé bakterie jina. Proto je postup permeabilizace pro kazdy mikroorganismus jiny
(Laflamme a kol., 2009).

Pro experiment bylo vyuzito né¢kolik kmenti B. cereus. Rezistentni spory B. cereus byly
ziskany diky transformaci plazmidu pC194. Rezistentni spory B. cereus m¢ly 20-50 plazmida
pC194 na chromozom. Tento plazmid obsahuje tzv. cat gen, ktery je zodpovédny za rezistenci
na chloramfenikol. Do dalsiho kmene B. cereus byl pomoci elektroporace vlozen plazmid
PMTL500Eres nesouci erm gen zpusobujici rezistenci na erythromycin. Spory obsahovaly
2 kopie erm genu na chromozom. Byl pouzit i B. cereus rezistentni na rifampicin. Tato
rezistence byla podminéna polymorfismem jednoho nukleotidu na chromozomu. Kmeny byly
kultivovany spolecné s danymi antibiotiky a Spory byly ziskany kultivaci na YLHG médiu
po 7-14 dnech pii 37 °C (Laflamme a kol., 2009).

Byla testovana klasicka metoda FISH, CARD-FISH a in situ PCR. Metody byly

provedeny na zminénych kmenech B. cereus (Laflamme a kol., 2009).

Sondy a jejich cilové struktury

Pro metodu bylo pouzito Sest oligonukleotidovych sond. Jako kontrolni sodna
pro oveteni permebailizace byla pouZita sonda EUB338 a pro negativni kontrolu byla pouzita
sonda notEUB383. Sonda EUB338 byla znafena biotinem, a byla poté inkubovana
se streptavidinem na ktery byla navazana fluorscen¢ni barva Alexa 488 (zelend). Dale byly
pouzity dvé sondy pro detkci rezistence na rifampicin (RIF) (pozitivni Rif 1432-1450M a
negativni kontrola Rif 1432 1450WT), jeda sodna pro detekci rezistence na chlormafenikol
(CAT) (pC194cat134) a sonda pro detekci rezisetnce na erythromycin (ERY) (pMTLerm129).
Tyto sondy byly oznaceny fluoresceinem (FITC) pro metodu FISH a pro metodu CARD-FISH
byly oznaceny biotinem. Pfehled sond je shrnut v tabulce 6 (Laflamme a kol., 2009).
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Tabulka 6: Piehled sond pro FISH a CARD FISH pro detekci rezistence u B. cereus
(Laflamme a kol., 2009)

Nazev sondy Rezistence Sekvence sondy Oznaceni
EUB338 bez 5°-GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3’ biotin
notEUB338 bez 5’-CGA CGG AGG GCA TCC TCA-3’ biotin
pC194cat134 CAT 5’-AGC AGA CAA GTA AGC CTC CTA-3"  biotin,
pMTLerm129 ERY 5’-AAC GAC GAA ACT GGC TAA A-3’ biotin,
Rif 1432-1450M  RIF 5’-GAG TTA ACT TAT AAA CGA A-3° biotin,
Rif 1432-1450WT bez 5’-GAG TTA ACT CAT AAA CGA A-3’ biotin,
Hybridizace

Hybridizaci pfedchazela permeabilizace. Permeabilizacni ¢inidlo bylo navrzeno tak,
aby zUstala zachovana integrita spor, a pfitom mohla sonda dobte proniknout do burky.

Spory byly nejprve inkubovany s enzymem proteinkinasou K, aby bylo rozruseno
exosporium. Proteiny v plasti byly denaturovany pomoci smési mocoviny, SDS a DTT
(dithiotreitol; (2S,3S)-1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol). Na ktru bylo ptisobeno smési lysozymu
a mutanolysinu. Nakonec byly pomoci 1% SDS rozpustény stlac¢ené lipidy v kuie.

Pro béZznou FISH byl nejprve zahtat hybridiza¢ni roztok na 42 °C. Hybridiza¢ni roztok
se skladal z: 0,9M NacCl, 0,01% SDS, 20 mM Tris—HCl o pH 7,6, 6,5 ng/ml dané sondy. Kazdy
vzorek byl hybridizovan pii 46 °C po dobu 2 hodin.

Pro CARD FSH byl pouzita komeréné dostupna sada (kit 22 od sopec¢nosti Molecular
Probes). Po provedeni hybridizace byl pfidan blokovaci roztok. Poté byl pfidan roztok
obsahujici HRP-streptavidin a po ném byl pfidan tyramid. Mezi jednotlivymi kroky byly spory
promyty pomoci PBS (Laflamme a kol., 2009).

Vysledky experimentu

Tato studie ukazuje, ze je mozné detekovat ptitomnost genli podminujicich rezistenci
u B. cereus pomoci in situ metod béhem piiblizné 6 hodin. Pomoci klasické FISH nebylo mozné
detekovat ani jednu testovanou rezistenci. CARD-FISH byla schopna detekovat pouze cat gen,
ktery byl ptitomen v poc¢tu 20-50 kopii. V dalsich dvou ptipadech se CARD-FISH neosvédcila.
Jako detekéni limit se u CARD-FISH uvadi 100-1000 kopii daného genu Vv prokaryotické

bunce. Vysledek experimentu tak neni ptekvapivy. In situ PCR umoznila detekci vSech
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hledanych gend. V porovnani s klasickou FISH ma in situ PCR signal 50-100krat silngjsi
a oproti CARD-FISH 7-20 krat silngjsi.

Na snimcich na obrazku 19 je zachycen snimek z metody CARD-FISH se sporami
B. cereus. Na spory obsahujici cat gen se navazala sonda pC194cat134 znaCena biotinem,

na ktery byla navazana DAPI (modra barva) (Laflamme a kol., 2009).

Obrazek 19: Detekce rezistence na chloramfenikol u spor B. cereus
(Laflamme a kol., 2009)

Priklady podobnych studii

Dalsi metody pro detekci rezistence u spor Bacillus spp. nejsou znamy. Roku 2012 byla
popsana metoda pro detekci a vypocet nozstvi spor B. pulmius SAFR-032 pomoci FISH. Tato
metoda vyuzila pro naruseni pouzdra spor velmi podobny protokol, jako metoda pravé popsana.
Byly pouzity dvé FISH sondy, EUB338 a sonda BP15 specificka pro B. pulmilus SAFR-032
(Mohapatra a La Duc, 2012).

4.5 Detekce rezistence na ATB inhibujici syntézu peptidoglykanii

Tato metoda slouzi k detekci bakterii, které jsou rezistentni na ATB, ktera plsobi
na bunécnou sténu. Princip metody spociva v pozorovani, zda bakterie vystavena antibiotiku
a poté lyzacnimu ¢inidlu bude mit naru§enou bunéénou membranou ¢i nikoliv. U rezistentnich
bakterii ziistdva bunécna sténa neporusend. U bakterii bez rezistence se do okolniho prostiedi

uvolni DNA. Pritomnost DNA se zobrazuje pomoci FISH (Santiso a kol., 2011).
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Rezistence na ATB inhibujici syntézu peptidoglykani

Rezistence na hojné pouzivané B-laktamy (peniciliny, cefalosporiny, karbapenemy,
monobaktamy, aj.) je zpisobena fadou mutaci. Mize byt zplisobena zménou propustnosti
bunécné membrany, snizenim poctu porinll v bunééné membrang, zvysenou syntézou efluxnich
pump, zvysenou syntézou penicilin vazajicich proteinti (PBPs), nebo zméné¢ struktur PBPs.
Nejcast¢jsim mechanismem je tvorba enzymu B-laktamazy, ktery ni¢i B-laktamové ATB (Bush

a Jacoby, 2010).

Sondy a jejich cilové struktury

U této metody byly pouzity dvé celogenomové sondy, které byly piipraveny izolaci
DNA z testovanych bakterii. Sondy byly oznaceny biotinem. Biotin byl na DNA sondy navazan
pomoci procesu, ktery se oznacuje jako nick-translation (Santiso a kol., 2011) neboli metoda
vyuzivajici posun jedno fetézcovych zloml. Metoda vyuzivd plsobeni dvou enzymd,
ato nejprve enzym DNAsu, ktera vytvori jednofetézcové zlomy. Poté se pomoci enzymu
DNA polymerazy 1 zlomy opravi a dojde k jejich posunu ke 3¢ konci (Beranek, 2016). Diky

této metode se do vlakna zacleni oznacené nukleotidy (Kocarek, 2007).

Hybridizace

Bakterialni kultury byly nejprve kultivovany s ATB. Bakterie byly dehydratovany
v né€kolika krocich pomoci roztoku tvofeného methanolem a kyselinou octovou, poté pomoci
zvySujici se koncentrace ethanolu (70, 90, 100%). Sklicka s kulturou byly ponoteny do roztoku
75% formamidu, 2 x SSC pufr (saline-sodium citrate buffer, pufr tvofeny roztokem citronanu
sodného a chloridu sodného) 0 pH 7 a teploté 67 °C na 90 sekund, tim byla zajisténa denaturace
DNA. Poté byla skli¢ka s kulturami opét ponofena do lazni s postupné rostouci koncentraci
ethanolu (70, 90, 100%) o teploté 20 °C, do kazdé vzdy na 5 minut.

Na vysusena sklicka byl pfidan hybridiza¢ni roztok o pH 7 obsahujici denaturované
sondy o koncentraci 4,3 ng/ul sond, 50% formamid, 2 xSSC, 10% dextran sulfat,
100 mM fosforecnan vapenaty. Hybridizace probihala pii 37 °C ptes noc ve Vlhké komtrce
bez piistupu svétla. Poté byla sklicka dvakrat promyta pomoci promyvaciho roztoku o slozeni:
50% formamid, 2 x SSC o pH 7,0, vZdy po dobu 5 minut a poté byla dvakrat promyta pomoci
dalsiho promyvaciho roztoku obsahujiciho 2 xSSC o pH 7,0, po dobu 3 minut pti 37 °C. Poté
byl pridan blokovaci roztok: 4 x SSC, 0,1% Triton X-100, 5% BSA (bovine serum albumin,

hovézi sérovy albumin) na 5 min opét pii 37 °C. Na sklicka byl pfidan roztok obsahujici
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streptavidin oznaceny fluorochromem Cy3 v roztoku s 4 x SSC, 0,1% Triton X-100, 1% BSA
(1:200). Sklicka byla promyta tiikrat pomoci 4 x SSC, 0,1% Triton X-100 vzdy po dobu 2 minut
a poté byla kontrastn¢ obarvena pomoci DAPI (Santiso a kol., 2011).

Vysledky experimentu

Bylo provedeno n¢kolik experimentii. Nejprve byl proveden experiment pro potvrzeni
schopnosti rozlisit citlivé, intermediarni a rezistentni bakterie. Pro tento ucel bylo vybrano 10
kmeni E. coli. Kmeny byly kultivovany sriznymi koncentracemi amoxicilinu
a kyseliny klavulanové. Koncentrace byly stanoveny tak, aby bylo mozné urcit, zda se jedna
ocitlivy kmen (lyze pii koncentraci 8 pg/ml amoxicilinu a 4 pg/ml k. klavulanové),
intermediarni (lyze pti koncentraci 32 pg/ml amoxicilinu a 16 pg/ml k. klavulanové), nebo
rezistentni (bakterie zlstaly nezménény). Snimky z tohoto experimentu jsou na obrazku 20.
V prvnim sloupci jsou snimky vzorki, ke kterym nebylo pfidano zadné ATB. Na téchto
snimcich je dobfe vidét ptirozeny tvar E. coli. Ve druhém sloupci, jsou vzorky bakterie,
ke kterym bylo pfidano 8 pg/ml amoxicilinu a 4 pg/ml k. klavulanové. Na prvnim fadku,
druhého sloupce je citlivy kmen a jeho membrany byly rozruSeny i nizkou koncentraci ATB.
Na druhém tadku, druhého sloupce je vidét intermedialni kmen. Ve tfetim sloupci jsou snimky
vzorkt, ke kterym bylo pfidano 32 pg/ml amoxicilinu a 16 pg/ml K. klavulanové. Na poslednim
fadku jsou snimky zachycujici rezistentni kmen, ktery odoldva 1 vysoké koncentraci ATB

a jeho membrany zustavaji z velké ¢asti neporuseny (Santiso a kol., 2011).

Obrazek 20: Zaznamy z fluorescencéniho mikroskopu: E. coli testovand na citlivost
k amoxicilinu a klavulanové kyseliné (Santiso a kol., 2011)
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V dal$im kroku bylo pozorovano pozadi vzorkt a byla provadéna jeho optimalizace.
Byl zkouman i vliv kultiva¢nich podminek a inkubacni doby na spravnost ode¢tu vysledku
méieni. Kultura, ktera neroste nebo je ve stacionarni fazi, neni tolik nachylna k p-laktamtm.
Doba kultivace s antibiotiky byla stanovena na 60 minut u kultur rostoucich 24 hodin na tuhém
médiu a na 30 minut pro kultury rostouci exponencialné v tekutém médiu. Nakonec byla
metoda otestovana na 46 klinickych izolatech. Tato metoda je tedy vhodna pro klinické vyuziti

ale i pro vyzkum mechanismu ptasobeni ATB na buné¢nou sténu (Santiso a kol., 2011).

Piiklady podobnych studii

Bylo publikovano nékolik ¢lanka popisujicich podobnou metodu. Tyto ¢lanky ovsem
nepouzivaji pro oznaceni DNA sondy, ale barvi DNA pi#imo, napiiklad pomoci fluorochromu
SYBR Gold. V roce 2009 byly provedeny dv¢ studie (Tamayo a kol., 2009; Santiso a kol., 2009).
Prvni z nich popisuje piisobeni chinoloni, konktrétné ciprofloxacinu na E. coli. Bylo popsano,
ze fragmentace DNA se zvySuje s rostouci davkou ATB a také, Ze bakterie kultivované
v tekutém LB (Luria-Bertani) médiu méli po ptisobeni ciprofloxacinu vice poSkozenou DNA,
nez bakterie vystavené stejnym podminkam ale kultivované na LB agaru (Tamayo a kol., 2009).
Druhy ¢lanek popisuje aplikaci vyvinuté testovaci sady, diky které je mozné detekovat
rezistentni kmeny E. coli na ciprofloxacin. Tento test zabere 80 minut a byl proveden na 95
odlisnych klinickych izolatech E. coli. Vysledky testu byly porovnany s E-testem, mikrodilu¢ni
metodou a vSechny pouzité kmeny byly osekvenovany. Vysledky vSech testi byly shodné
(Santiso a kol., 2009).

Vroce 2012 byla publikovdana dal$i velmi podobna studie popisujici detekcei
rezistentnich kment Acinetobacter baumannii na karbapenemy (konkrétné meropenem)
a ciprofloxacin. Princip metody je naprosto shodny s pfedchozimi zminénymi metodami.
Bakterie jsou vystaveny nejprve pisobeni ATB a poté lyza¢nimu roztoku. Bakteridlni DNA
je obarvena SYBR Gold. Vysledky se vyhodnocuji pomoci fluorescenéniho mikroskopu, kdy
u citlivych bakterii dojde k fragmentaci DNA a ta je uvolnéna do okoli, u rezistencich bakterii
DNA zlistava uvnitt buniky. Tato metoda byla pouzita na 322 klinickych izolatech A. baumannii
(Bou a kol., 2012). Roku 2013 byla publikovana dals$i podobna studie popisujici detekci
rezistentnich kment A. baumannii na kolistin. Metoda byla opét velmi podobna. Byla
provedena na 66 izolatech a celkovy Cas této metody je 3 hodiny a 30 minut (Tamayo a kol.,
2013).
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4.6 Detekce tsekii plazmidi kodujicich p-laktamazy

Tato metoda je zajimava tim, Ze popisuje detekci molekul mRNA. Dale byly pomoci
imunofluorescence identifikovany odpovidajici proteiny. Tyto dva testy byly jesté porovnany
s kolorimetrickym hodnoceni

TEM pB-laktamazy (Rohde a kol., 2016).

nitrocefinovym  testem  pro enzymatické  aktivity

Bakterie s rezistenci na ATB inhibujici syntézu peptidoglykanii

Bakterie schopné produkovat B-laktamazy se bézné vyskytuji v prostiedi a produkce
B-laktamaz je jednou z nejcastéjSich pficin rezistence k antimikrobidlnim latkdm. Geny
podmifiujici tuto rezistenci se ¢asto nachazeji na plazmidech a diky tomu se mohou snadno §ifit

mezi jednotlivymi kmeny (Rohde a kol., 2016).

Sondy a jejich cilové struktury

Pro tuto metodu FISH byly pouzity celkem tfi sondy. Jejich oznaceni a cilova struktura
jsou shrnuty v tabulce 7. Jeden typ sond cilil na ptepis TEM B-laktamaz do mRNA. Dalsi typ
cilil na rRNA, tento typ sondy slouzil pro ur¢eni druhu bakterii. Hybridiza¢ni roztok obsahoval
vyssi koncentrace sond cilenych na mRNA, diky tomu bylo mozné mRNA molekuly detekovat.
Detekovat mMRNA v bakteriich neni tak snadné, jako detekovat rRNA, jelikoz mRNA

je v bakterii mensi mnozstvi (Rohde a kol., 2016).

Tabulka 7: Piehled
(Rohde a kol., 2016)

sond pro detekci usekiu plazmidic kodujicich p-laktamazy

Nazev sondy Sekvence sondy Cilova Fluorochrom
struktura
b

Enterobac-Alexa488 5’-TCG TGT TTG CAC AGT GCT GTG 23SrRNA
TTT-3°

Enterobac-Komp 5-TCG TGT TTG CAG AGT GCT GTG 23STRNA  ----memmemm-
TTT-3°
5-GGAAATGTTGAATACTCAT AAAAGGGAATAAGGGCGAC

B I a-T E M - CAGGAAGGCAAAATGCCGC GCGTTTCTGGGTGAGCAAA m R NA

C IFI 610 CAGCATCTTTTACTTTCAC CTCGTGCACCCAACTGATC

a u 0 r GATCCAGTTCGATGTAACC CAAGGATCTTACCGCTGTT

GTTCTTCGGGGCGAAAACT AAGTGCTCATCATTGGAAA
CGCCACATAGCAGAACTTT CGTCAACACGGGATAATAC
GACCGAGTTGCTCTTGCCC TCTGAGAATAGTGTATGCG
GTGAGTACTCAACCAAGTC TAAGATGCTTTTCTGTGAC
CTCTTACTGTCATGCCATC TTATGGCAGCACTGCATAA
CCGCAGTGTTATCACTCAT TCGTTGTCAGAAGTAAGTT
TTAGCTCCTTCGGTCCTCC CCATGTTGTGCAAAAAAGC
CAAGGCGAGTTACATGATC TCAGCTCCGGTTCCCAACG
CGTCGTTTGGTATGGCTTC CAGGCATCGTGGTGTCACG
GCAACGTTGTTGCCATTGC GTTCGCCAGTTAATAGTTT
GCCGGGAAGCTAGAGTAAG CCATCCAGTCTATTAATTG
GTCCTGCAACTTTATCCGC GAAGGGCCGAGCGCAGAAG
CAGCAATAAACCAGCCAGC GCTCACCGGCTCCAGATTT
CAATGATACCGCGAGACCC TACCATCTGGCCCCAGTGC
TAACTACGATACGGGAGGG CCTGACTCCCCGTCGTGTA

TATTTCGTTCATCCATAGT
ACCAATGCTTAATCAGTGA

CACCTATCTCAGCGATCTG-3’
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Hybridizace

Bakterialni kultury byly fixovany pomoci roztoku 4% PBS / formaldehyd po dobu 2
hodin pfi teploté¢ 4 °C. Po promyti pomoci PBS, byly buiikky pieneseny do smési PBS
a 50% ethanolu. Tato smés byla pipetovana na sklicko, které bylo vysuSeno pomoci zahtati
na 52 °C. Dalsim krokem byla dehydratace kultury pomoci 50, 80 a 96% ethanolu, vzdy
po dobu 3 minut. Skli¢ka byla potazena hybridiza¢nim roztokem: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI
opH 7,2, 0,01% SDS, 15% formamid a FISH sondy o celkové koncentraci 800 nM (20 nM
kazdé sondy). Hybridizace probihala pfi teploté 30 °C, ptiblizn¢ 1,5 hodiny ve vlhké komtrce,
ve tm¢. Sklicka byla poté oplachnuta destilovanou vodou a promyta roztokem: 310 mM NacCl,
20 mM Tris-HCl o pH 7,2, 0,01% SDS pii 30 °C. Po dal$im oplachu destilovanou vodou byla
skli¢ka vlozena do roztoku obsahujiciho DAPI (Rohde a kol., 2016).

Vysledky experimentu

Kazdy bakteridlni kmen byl testovan ve tfech nezavislych hybridiza¢nich
experimentech. Metoda byla otestovana na n€kolika kmenech bakterii, z nichZ nékteré nesly
rezistenci a jiné byly citlivé. Pouzité kmeny jsou shrnuty v tabulce 8. Metoda zabrala celkové
ptiblizné 5 hodin (Rohde a kol., 2016).

Tabulka 8: Prehled testovanych bakterii u kterych byly detekoviny useky plazmidi
kodujicich p-laktamazy (Rohde a kol., 2016)

Kmen Rezistence Plazmid

E. coli DH5a ampicilin pLitmus38; pUC18; vektor
pBR328

E. coli ATCC35218 ampicilin TEM-1 gen

E. coli DH5 bez rezistence -

E. coli Gene Hogs bez rezistence -

Y. psedotubeculosis ATCC 29833  ampicilin -

Kleibsiella pneumoniae K2 ampicilin -

Kleibsiella pneumoniae My6107 ampicilin -

Yersinia enerocolitica DSM 13030 ampicilin -

Poté bylo pouzito 25 izolati E. coli z riznych environmentalnich vzorkt a s riznymi

TEM variantami k ovéfeni spolehlivosti metod. Na zavér byly piipraveny smési bakteridlnich
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kultur (Salmonella enterica, termofilni Campylobacter spp., Listeria spp., Y. enterocolitica,
E. coli O157). U metody bylo prokazano ze je mozné ji vyuzit i pro druhovou identifikaci.

Na snimcich z fluorescen¢niho mikroskopu na obrazku 21 je vidét Cervené oznacené
TEM B-laktamové mRNA. Zelen¢ jsou oznaceny useky rRNA charakteristické
pro enterobakterie. Prekryti cervené a zelené sondy se projevi oranzovozlutym signalem.

Oranzovozluté zbarveni tedy znaci navazani obou sond (Rohde a kol., 2016).

Obrazek 21:Detekce B-laktamaz u E. coli (Rohde a kol., 2016)

Metoda FISH se v tomto piipadé osvédc¢ila a bylo pomoci ni mozné identifikovat
v§echny kmeny produkujici TEM B-laktamazu béhem ptiblizné 5 hodin. I dalsi dvé provedené
metody mély uspésné vysledky. Nitrocefinova metoda je rychla a dostupna, neni ale vhodna
pro pozorovani jednotlivych bun€k a je méné citliva v pripadé, kdy je ve vzorku malé mnoZzstvi
rezistentnich bakterii. Je ztéchto metod ale nejrychlej$i, zabere méné nez 1 hodinu.
Imunofluorescencni metoda se osvéd¢ila jako velmi citliva. Jeji nevyhodou je nejvyssi cenova
a ¢asova narocnost, zabere pfiblizné 7 hodin a déle (Rohde a kol., 2016). Podobné studie nejsou

zname.

4.7 FISH s nano sondami pro detekci rezistence na ampicilin u E. coli

E. coli

E. coli je gramnegativni bakterie, kterda ma mezi vné&j$i a vnitini membranou
periplazmaticky prostor tvoteny peptidoglykany. B-labaktamovd ATB plisobi pravé na tuto
vrstvu peptidoglykantl, ke které se dostanou skrz poriny ve vnéjsi membrané. B-labaktamy,
mezi které patii napifiklad zminény ampicilin, zabranuji tvorbé peptidoglykanii a tim
I bunéénému déleni. Bakterie se tomuto pisobeni brani tvorbou B-laktamaz (enzymy schopné
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Stépit B-laktamova ATB), nebo zuzenim ¢i snizenim poctu porint ve vnéj$i membrané (Zamani
a kol., 2019). Pro studii byl pouzit kmen E. coli DH5a a pro vytvofeni rezistentniho kmene
E. coli byl pouzit plazmid pUC19 (Lee a kol., 2019).

Sondy a jejich cilové struktury

Pro tuto metodu byly sondy ptipraveny dle schématu na obrazku 22. Nejprve byly
spojeny molekuly fluorescen¢niho barviva s PLGA (2-(2-hydroxyacetyl) oxypropanova
kyselina). Pro kazdy typ sondy bylo pouzité jiné barvivo. PLGA byla pouzita pro zvySeni
stability fluorescencnich barev. Poté byla PLGA napojena na APTMS ((3-aminopropyl)
trimethoxysilan). Dalsim krokem bylo vysolovani pomoci TEOS (tetraethyl orthosilikat)
ve smési cyklohexanu a vodného roztoku L-argininu. Po vysolovani bylo mozné oddélit sondy
pomoci centrifugace. Pfes APTSM byla navazana na sondu dané sekvence ssDNA. V dal§im
kroku se nechala sonda reagovat s biotinem. Po navéazani biotinu a promyti byl ptfidam
k sondam streptavidin. Takto pfipravené sondy byly promyty a rozmichany ve fosfatovém

pufru (Lee a kol., 2019).

Nanoprobe-DNA

APTMS DNA probe f_"‘}l ‘_fJ
}RSQ,? — | —>( il Ve ¥ -3y
TEOS conjugation ! !

F-Nanoprobe
WaVaVaN ’ Ve NAND

PLGA  Fluorescentdye NHS-PEG-Biotin  Streptavidin  Biotin labeled probe-DNA

Obrdazek 22: Schéma piipravy nanosondy (Lee a kol., 2019)

Byly ptipraveny dva typy sond, F nano sonda rrnB pro detekci E. coli, oznacena
zelenou fluorescenc¢ni barvou. F nano sonda rrnB byla komplementarni k useku 16S rDNA.
Druhd sonda nesla oznaceni R nano sonda bla, tato sonda byla oznacena cervenym
fluorescen¢nim barvivem a byla komplementarni k sekvenci bla genu, podminujiciho rezistenci

na ampicilin. Sekvence sond a dalsi informace jsou shrnuty v tabulce 9 (Lee a kol., 2019).
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Tabulka 9: Pi‘ehled sond pro detekci rezistence na ampicilin u E. coli (Lee a kol., 2019)

Nazev sody Sekvence Cilova Barevné
struktura oznaceni

F nano sonda rrnB  5’-GCW GCC WCC CGT AGG WGT-3’ 16S rDNA

Rnanosondabla  5-AGT GGT CCT GCA ACT TTA TCC pla gen rhodamin-B

CTC CGA TCG TTG TCA GAA GTA AG-3’ isothiokyanat

Hybridizace

Pted hybridizaci byly bakterie permeabilizovany pomoci 4% paraformaldehydu v PBS
po dobu 3-12 hodin pii 4 °C. Poté byly bakterie rozmichany v 50% roztoku ethanolu.
Tato suspenze byla pipetovdna na sklicka pokrytd tenkou vrstvou Zzelatiny. Sklicka byla
vysusena. Poté byla sklicka ponotena vzdy na 30 minut do 14zni s rostouci koncentraci ethanolu
(50, 80 a 95%) a nasledné vysuSena. Zahiaty hybridiza¢ni roztok o slozeni: 0,9 NaCl, 20mM
Tris-Cl o pH 8, 0,01% SDS, formamid a 10 pmol nanosond byl pienesen na sklicko
s bakteriemi. Poté bylo pfiloZeno kryci sklicko. Hybridizace probihala 4 hodny pii 46 °C.
Po hybridizaci bylo odstranéno kryci skli¢ko a skli¢ka byla opldchnuta promyvacim roztokem
o slozeni: 5SmM EDTA, 20mM Tris-Cl o pH 8, 0,01% SDS, NaCl. Promyvaci krok probihal 10
minut pii 48 °C, poté byla sklicka oplachnuta studenou vodou (Lee a kol., 2019).

Vysledky experimentu

Na obrazku 23 vidime tfi snimky. Prvni snimek zachycuje bakterie ve svételném
mikroskopu. Dalii dva snimky jsou z fluorescenéniho mikroskopu. Cervena Sipka oznaduje
jednu buiiku, u které se navazaly ob¢ sondy. Tato skutecnost dokazuje, Ze je mozné detekovat
rezistenci 1 bakteridlni druh soucasné. Zelenym fluorescencnim barvivem jsou oznaceny bunky
E. coli, ¢ervenym barvivem jsou oznafeny bunky nesouci gen podminujici rezistenci
na ampicilin. Vyhodou této metody je silny fluorescen¢ni signél sond. Sondy jsou také dobie

stabilni na svétle a maji stabilni pH (Lee a kol., 2019).

F-nanoprobe-rrnB8

R-nanoprobe-bla

Obrazek 23: Snimky E. coli ze svétleného a fluorescencniho mikroskopu
(upraveno dle Lee a kol., 2019)
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Priklady podobnych studii

Dalsi vyuziti nano sond pro detekci rezistence u bakterii neni znamé. Nano sondy se daji
ale vyuzit napiiklad pro v¢asné odhaleni rakoviny. Pomoci nano sond komplementarnich
k mRNA je mozné sledovat pifimo v bunikach nadmérnou expresi mRNA, ¢i detekovat mRNA

spojované s tumory (Li a kol., 2012; Pan a kol., 2013).
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ZAVER

Tato prace shrnuje téma antimikrobialni rezistence a jeji detekce, a to zejména pomoci
fluorescencni in situ hybridizace. Velkou vyhodou FISH pro detekci antimikrobialni rezistence
je rychly odecet vysledkt, a to vramci nékolika hodin. Doba provedeni diagnostiky
se v uvedenych ¢lancich pohybuje v rozmezi 2 hodin az 1 dne. Oproti tradi¢nim kultivaénim
metodam (diskova difuzni metoda, E-test, mikrodiluéni metoda) trvajicim nékolik dni
je to pokrok. Vétsina zminénych metod pracovala az s kultivovanymi a izolovanymi
bakteriemi, a ne pfimo s odebranym vzorkem. U n¢kterych metod FISH je mozné pouzit pfimo
vzorek.

Clankt popisujicich detekci rezistence pomoci FISH zatim neni mnoho. Nasla jsem
pouze 11 ¢lankd popisujicich uplatnéni FISH pro detekci rezistence. Studie cili zejména
na detekci rezistence podminénou bodovou mutaci v genu pro 23S podjednotku rRNA. Cilit
narRNA je vyhodné, protoze rRNA se nachédzi v bunkdch vSech organisml ve velkém
mnozstvi. Pro detekci rRNA lze pouzit béznou FISH. Metodu FISH je mozné pouzit
i pro detekci rezistence u spor. U spor je kli¢ové narusit vSechny vrstvy, aby mohly sondy
proniknout k DNA ¢i RNA.

Dalsi alternativou je pomoci FISH oznacit celou DNA bakterie a pozorovat ptisobeni
antibiotik inhibujicich syntézu peptidoglykan a naruSujicich integritu bunécné stény bakterii.
Tato metoda vyuZziva pfimé plisobeni antibiotik na vzorek. Je moZné ji pouzit i pro ur€eni u¢inné
metoda.

Pokud se pouzije vyssi koncentrace sond, je mozné detekovat i molekuly mRNA.
V ptipadé detekce rezistenci podminénych malym poctem geni je nutné vyuzit modifikovanou
FISH, ktera bude mit zesileny signal. Takovym piekladem je CARD-FISH. Jako detek¢ni limit
je u této metody uvadéno rozmezi 100 az 1000 kopii daného genu v prokaryotické burnce. Pokud
je kopii genu v burnice jesté¢ méng, musi byt zvolena jina metoda, napiiklad in situ PCR.

Kromé CARD-FISH existuje mnoho dalsich modifikaci FISH. Sondy pouzivané
pro FISH jsou zdokonalovany, aby mély lepSi vaznost a stalost. Vyrabéji se uz i komeréné

dostupné testovaci sady pro detekci rezistence.
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