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Testovani citlivosti bakterii k antibiotikUm

S rozvojem a rozsirenim rezistence k antibiotikim u bakteridlnich patogen( vzrista
potreba rutinniho testovani citlivosti klinickych izolatl - nastaveni spravné lécby

Rozvoj rezistence — zachyceni gen( rezistence mobilnimi elementy, pfrenos genli mezi
rdznymi molekulami DNA a prestavby molekul DNA

Rozsireni rezistence — prenos genl rezistence v populacich bakterii pomoci plazmidu,

konjugativnich transpozonu, aj. IR, IR,
ISEcp1 H
" thp 9]
blacry .3

Kluyvera ascorbata

(chromozom) pryil
IR, Ry blacryp1s
ISEcp1-blacry y.15-0rf4774
(transpozi¢ni jednotka) o a77A
tnp
pJIE113 (Incl1 plazmid) TCATA 'R IRq TCATA

E. coli, Sydney
pKDOL1 (IncFll, plazmid)
K. pneumoniae, Brno blaty 15




In vitro metody detekce rezistence k antibiotikum

Fenotypové metody Molekularni metody

e Difuzni metody: e Genotypové metody:
— Diskova difuzni metoda — PCR
— E-test — Real-time PCR

* Dilucni metody: — DNA-DNA hybridizace
— bujonova — Sangerovo sekvenovani
— agarova — Nova (a treti) generace

sekvenovani

e Testy pro detekci specifickych
mechanizmU rezistence  Hmotnostni spektrometrie

Serologické metody
e Aglutinacni testy

Detekce rezistence musi byt provadéna u Cistych bakterialnich kultur!
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Vyhody a nevyhody fenotypovych a molekularnich metod-‘,%g,:
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Fenotypové metody Molekuldrni metody \ &

Vyhody: Vyhody: =)

. Nizi naklady + Rychlost T4

* Jednoduchost provedeni Vysoka specificita — detekce konkrétniho /?E_é

* Pro mnoho patogenu jiz nastavena mechanizmu rezistence HE
interpretacni kritéria (lale pro Nevyhody: :

nektere chybil) * Fale$né pozitivni vysledek: }ij‘;{;

*  Nizsi specifita —umoznuje zachytit i — Detekce deletovanych/nefunkénich r:f:s*(’*:‘-r

dOF_)OSUd NEpopsane mecha.mzmy gen( — izolat mGZe byt fenotypové \ﬁ\lh

rezistence/mechanizmy rezistence citlivy .‘_ff,.‘. -

zajisténé rlznymi geny . L, wiid

o o e FaleSné negativni vysledek =

* Fenotypova citlivost — kritérium , ¥ %

vr s ue ilw otz — Detekce pouze popsanych Y 4

vyuzivané pri vybéru lécby e . p

hod mechanizmu rezistence .

Nevyhody: vvr AN

Y y o o e VysSinaklady "«-,":};:E\i‘.'

* Casova narocnost - zdrzeni cilené v . —_ A

.\ e VysSi kvalifikace pracovniku )
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Genotypové metody

Vyhody: Rychlost ziskani vysledku, mozny prikaz pfimo v klinickém vzorku
bez nutnosti kultivace (ale to neplati o vSech)

Nevyhody: ziskani falesné negativniho vysledku — detekce pouze znamych
mechanizm rezistence; ziskani faleSné pozitivniho vysledku — detekce
nefunkénich/deletovanych gen, které by se neuplatnily pfi pouziti daného
|éCiva

PCR a elektroforéza

real-time PCR = kvantitativni PCR (qPCR)
DNA-DNA hybridizace - microarraye
Sangerovo sekvenovani

Metody nové (a treti) generace sekvenovani
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Konvencni PCR

Zalozena na principu replikace DNA, amplifikace useku DNA ohrani¢eného primery
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Vyhodnoceni pomoci gelové elektroforézy — separace molekul DNA podle velikosti
v elektrickém poli

simplexni PCR — detekce pouze 1 genu, vyznam napf. pri detekci novych pripadu pfi
nemocnicni epidemii
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— Na simplexni PCR muze navazovat restrikéni Stépeni amplikonu — prukaz
mutaci v amplikonu, nebo Sangerovo sekvenovani 2 52
i

multiplexni PCR — detekce vétsiho poctu genl, podminky:
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— Vysoka specifita primerl, primery se nesmi navzdjem vyvazovat, identické
podminky reakce pro vSechny dil¢i reakce, rozdilné velikosti jednotlivych
amplikon(
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— Detekce ESBL, karbapenemaz
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Hodnoceni elektroforetogram

Simplexni PCR
+ ... Pozitivni kontrola — do kazdého radku! —

dikaz, Ze reakce probéhla standardné

- ... Negativni kontrola — staci do jedné komurky gelu —
dikaz, Ze nejsou kontaminované komponenty PCR
smesi

L ... Hmotnostni standard —
fragmenty DNA o definované délce — do kazdého
radku! — pro odecet velikosti amplikont

Multiplexni (duplexni) PCR
+ =] o 2.3 240 58 6SES

Kontaminace negativni kontroly! -
pouzit novou PCR vodu, novou PCR
smés, otestovani stavajicich primer( a
pripadné priprava novych primeru




Hodnoceni elektroforetogramu A
[ /s
Multiplexni (kvadruplexni) PCR + ... Pozitivni kontrola — ‘i“\“
L +- 1234567 89101112 13141516L do kazdého radku! ’\ :g'l‘“\
- ... Negativni kontrola — staci do f:_"\'g
jedné komdrky gelu «—%_:é

--------

23 4 5 6 7 89

10 1112

L ....Hmotnostni standard —
fragmenty o definované délce —
do kazdého radku!
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Kvadruplexni reakce ... pouze 3 kontroly M /'
— dobra amplifikace, u 4. genu — mozna falesrrﬁ' (ﬂ
negativita - ovéfeni interakce primer(, pfiprava 2
novych primer( a pozitivni kontroly, optimaliza aﬁ\

PCR, rozdéleni na duplexni/simplexni reakce,

*Kontaminace izolatu — nutné precisténi R

kultury!! \béf@;



Optimalizace PCR

optimalizace parametr( reakce:
optimalizace PCR smési/volba komeréni
PCR smési, design primeru, teplota
pfipojeni primeru, pocet cykld, Cistota
DNA, ...
PCR Toubleshooting Guide: napt.
https://www.neb.com/tools-and-
resources/troubleshooting-guides/pcr-
troubleshooting-guide
Software/on-line ndstroje pro ndvrh
primerQ:
— OligoAnalyzer
— Primer BLAST:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/p
rimer-
blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome
- automaticky ndvrh primera,
vhodnégjsi je manualni navrh
— Primer3: http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/ - automaticky navrh primerd

Primery pro detekci AMR — EURL AMR:
https://www.eurl-
ar.eu/CustomerData/Files/Folders/25-
resourcer/459 primerliste-til-web-07-11-

2018.pdf
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Oligo Analyzer - 1.0.2 3/12,/2017 |
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blaTEM-Rw Primer &' -» 3 E

WBCGCTCAGT GGASY

Name : blaTEM-Rv :

Primer : 5°-ACGCTCAGTGGAACGARRAC-3 MName: |blaTEM-F

Reverae 1 3 -CARRLGCALGETGACTCGCRA-S . '

. - Pmpenes|
Length : 20 nt

Tm (basic) : 60.0 =C :
Tm (=alt) : 8.4 =C
Tm (MH) : 62.6 3C

|

GC % : 50.0 % l

d= : —383.5 kCal/mol | :

5 i

3'-tail GC £ : 42.9 % '

3'-tail d4dG : -12.4 kCal/mol

Molecular weight @ 6206.0 g/mol
1 ml of the primer solution with an

absorbance of 1 at 260 nm i= 4.28 pM |
and contains 26.6 pg ssDHA |

blaTEM-Bv =elf annealing:

Hone!

blaTEM-Rv loops:

I
l
Hone! - |

4 T 5

Results not saved! | Project: Mot saved
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Vyhody:

, , A
Vyhody a nevyhody PCR 's{f:"-‘
P
\
Nevyhody: R ‘Q
Ziskani vysledku - < 4 h = 24 h * Relativné vysoka koncentrace f%
(v pfipadé navazujicich test() cilové sekvence — nutna . BA
Jednoduché provedeni predchozi kultivace a izolace DNA :”'
L (ale! moznost provést colony PCR) ;
Relativné nizké naklady Y _ . P
* Snizeni citlivosti PCR - pritomnost =

Moznost optimalizaci
multiplexnich reakci

inhibitort PCR v klinickych

vzorcich (hemoglobin/heparin
v krvi; soli kys. mocCové v modi,
polysacharidy ve stolici apod.)
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Sangerovo sekvenovani .
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* Vyuziva procesu replikace, ktera je predcasné ukoncena pomoci dideoxynukleotid( .jﬁs
(ddNTP), kazdy ddNTP je oznacen fluorescencni znackou, separace ruzné dlouhych \ ¥

»

amplikonU probiha pomoci kapilarni elektroforézy

e Jak hodnotit sekvenci?
* Pomoci software: Chromas — vizualizace sekvenci;
MEGA — alignment sekvenci; Geneious
* Hodnotime kvalitu sekvence a délku sekvence
(Chromas/Geneious) — pozor na prekryvajici se
piky --- znamka kontaminace/vice variant v jedné
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bunécné linii = \ | A

e trimujeme” konec sekvence (v nékterych = N ..
pripadech neni treba) — odmazeme/zakryjeme = i
nejasnou sekvenci ccarT N

‘
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CCTTTCGATCT TnTGG.G_A.GA.G.AA-GA.A.G.G_A.AG.G.GG-A.
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Sangerovo sekvenovani - vyvhodnoceni A

* Hodnovérna je sekvence od oblasti, kde nejsou prekryvajici se piky (idedlné odecitani 4
od 50. nt) -t
 Délka chromatogramu 500 — 1000 bp

ECTTTCGATCTTAT GGIG—G-G_G_GIG_GIGIGG—G_G-G GEGEGT
| : J
v

Sekvence dobré kvality — ostré piky, nizka uroven pozadi

Ltrimovani“ nehodnotitelné

sekvence (rGzovy prouzek) 70
Consensus G IMTIENA ¢ GITIEA A
identiy W
smesné piky — kontaminace I f\
kultury/vice kopii genu / -
L+ 1. Testsamplel GTTCCAGGTCA'CAG
O+ 2 AF244145 TTCCA-GTCACAG

> blalMP-4 gene

L& 3. HQBTHET3 T TCCAGGETCACAID
¥ blalMP-38 gene

Nehodnotitelna
sekvence - nutné
opakovani sekvenace

~ i APAVAY WY AT A O e A A |
:GG-GIG_G-G_GGGGG-G-G—G-G-G-
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Sangerovo sekvenovani - vyhodnoceni 'f:'f’!'f!"
* Jak uréujeme alely genU rezistence? :"{‘:
Priklad enterobakterie: \ ;.::}
— Pro zakladni orientaci predbézné urcime, o jakou cilovou sekvenci se jedna "-,:y"j:-.;-,
pomoci ndstroje BLAST A
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSea ’/":'-‘-"
rch&LINK LOC=blasthome) "//qf.’é

nebo ResFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ ) ;

— vyhledame referencni sekvence... Tyto databaze poskytnou Accession Numbersv |
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ ):

* Geny beta-laktamaz: http://www.lahey.org/Studies/
Geny PMQR: http://www.lahey.org/gnrStudies/

Geny tet a MLS: http://faculty.washington.edu/marilynr/
Integrony: http://integrall.bio.ua.pt/

* Geny rezistence: http://ardb.cbcb.umd.edu/

— Porovname ziskanou sekvenci s referenc¢ni sekvenci pomoci software/on-line
nastroji: BLAST/MEGA/Geneious

— Pro spravné urceni alely je nutné porovnat tzv. ,single-locus variants” — tj. alely,
které se od sebe |isi pouze v jednom nukleotidu
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Druha/Nova generace sekvenovani (NGS)

Oproti Sangerovu sekvenovani umoznuji rozsahlé paralelni analyzy, maji vysokou
vykonnost a relativné nizkou cenu

Zachyti rGzné cilové geny a umoZiiuje subtypizovat varianty gen(

Vyhledavani genl rezistence pomoci databazi a bioinformatickych pristup(, je moziné
provést opétovnou analyzu sekvenci po aktualizaci pfislusnych databazi (mcr-1)

Soucasné nevyhody pro rutinni diagnostické pouziti NGS:
— Chybi ,uzivatelsky pratelské” bioinformatické platformy

3 kroky: - pfiprava knihovny (nahodna fragmentace DNA a jeji oznaceni)
— Amplifikace fragmentd DNA = knihovny pomoci specifické PCR
— Sekvenace - detekce svétla/fluorescence/zmény pH

RGzné technologie a pfristupy:
— 454 GS Junior/FLX (Roche) - zaloZzena na pyrosekvenovani
— MiSeq/NextSeq (lllumina) - nejvyssi vykonnost, nejméné chyb
— SOLID (Life Technologies) - Sequencing by Oligo Ligation Detection
— lon Torrent PGM (Life Technologies)



lNlumina Genome Analyzer Workflow

Adapter ligation Bridge amplification

Surface attachment

lllumina

 Knihovna s adaptory je denaturovana a navazana na specialni
desticku (flowcell)

e ,Bridge-amplification”

* Vytvoreni skupin s identickou sekvenci DNA

* Sekvenovani syntézou DNA - reverzibilni terminace amplifikace:

o Ctyfi druhy NTs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) oznaéené fluorescenéni
znackou detekovanou v redlném case, fluorescencni znacka
ukoncuje polymerizaci, po detekci je odstépena, dochazi k
regeneraci 3-OH skupiny

* Nizka cena, vysoka presnost, relativné mala pracnost

Denaturation
| A
il i|i
Clusters
| \" o

Sinale base extension

Y

v
o ==

Imaging

THEENMNNS o (sanalec



Metoda 454 — nejstarsi metoda NGS

Roche (454) GSFLX Workflow:
Library construction Emuision PCR

* Detekce svétla pfi
syntéze DNA (uvolnéni
PP, pfi zaclenéni NT)

* Velice pracné
laboratorni zpracovani

e Relativné vyssi
cena/vzorek

« Casté chyby v ATP

; Luciferin
1 DNA capture bead
homopolymernich contaning mlkons \/\}’_/
of copies of a single

oblastech Snally rilie0 Light + Oxy Luciferin
e V soucasné dobé uz e

neni podporovana Pyrosequencing reaction TRENDS in Genetics




lon Torrent

Sekvenovani na polovodicovém cCipu

Kdyz je nukleotid inkorporovan do retézce DNA polymerazou — uvolni se
proton --- méri se zména pH

VysSi rychlost, nizsi cena, mensi velikost sekvenatoru, priprava vzorku je 6-
8 hodin

Chyby v homopolymernich oblastech

Tato technologie se uplatnila pri epidemiologickém Setreni epidemie
vyvolané Escherichia coli 0104:H4 v roce 2011 v Némecku

T ) . - , o ﬂoo Hﬁoo
@ \’H+ ©
T C

pH change
S—
—
B——
—

IJ\/\k

TA CGTACGTACGTATCGT
nucleotides




SOLID - Sequencing by Oligo Ligation Detection

Odvozena od schopnosti DNA ligazy detekovat a inkorporovat baze specifickym
zplsobem

Knihovny jsou sekvenovany pomoci ligace sond

Sondy obsahuiji ligacni misto (2 baze na 3 konci sondy), restrikéni misto,
fluorescencni znacCku

Fragmenty DNA navazané na kuli¢ky jsou amplifikovany pomoci emulzni PCR

Sonda komplementarni k templatu je ligovana k primeru, fluorescencni znacka je
odstépena a detekovana. Poté se opakuji ligace s novymi sondami. V druhém kole
sekvenace je produkt prvniho kola sekvenace odstranén, k adaptoriim se vaze
novy primer komplementarni k sekvenci adaptoru o 1 nt smérem ke kulicce,
opakuji se ligace

Sekvence je dedukovana po nékolika cyklech (vysoka presnost metody)
T+ + F First Cycle- Mybridization, Ligation, First Cyclo- Visualization
de-Phiosphorylation
i ih-r I rrrrrrr - e
oo ST | e L
% = ostemy - Ws ................
o Firgt Cyele- Cloavage \
Nevyhody: kratké ready, 7 dni pro provedeni, il

naro¢né na zpracovani dat, aj. @1l UL N Y



Treti generace sekvenovani

* Ve srovnani s novou generaci sekvenovani:

— Sekvenace jedné molekuly DNA - nevyZaduje PCR pred sekvenovanim

— Signal je zachycovan v realném case

— Vsoucasné dobé — vyssi chybovost nez NGS

»Single-molecule real-time” (SMRT) - Pacific
Bioscience — 1 molekula ssDNA — templat;
béhem reakce polymeraza inkorporuje NT,
odstépi jeho fluorescencni znacku, signal je
zaznamendn kamerou (format videa)

* Priprava vzorku 4-6 hodin misto nékolika
dni (jako je u nové gen. sekv.), run trva 1
den

* Délka read( vyssi (1300 bp) ve srovnani s
NGS

»Nanopore sequencing”

H
N

v o -
=

Nanopor = biopor s nanopriimérem, ktery se
vyskytuje v proteinovém kanalku ve
dvojvrstvé fosfolipid(i, ktera usnadnuje
vymeénu iont( e
VlozZeni vlakna ssDNA skrze a-hemolysinovy
por v transmembranovém kanalku

Kazdy dNMP charakteristicky méni tok iontd,
tok iont( je obnoven potom, co je nukleotid
vytésnén

Zména toku iontl je detekovdna
elektrofyziologickou metodou
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Real-time PCR — kvantitativni PCR (gPCR)

Umoznuje kvantifikaci amplikonu v realném cCase prostrednictvim detekce a
kvantifikace fluorescencniho signalu

Nutna optimalizace podminek a kinetiky reakce
V prvnich cyklech je fluorescencni signal nizky

Kvantifikacni cyklus (Cq/CT) — bod, pfi kterém se zvysi intenzita fluorescencéniho
signalu nad limit detekce (reakce vstupuje do exponencialni faze), intenzita
fluorescencniho signalu proporcionalné koresponduje se vstupnim mnozstvim
templatové DNA ve vzorku

Absolutni kvantifikace:

— Srovnani amplifikace cilové sekvence se standardem o znamé koncentraci
(kalibraéni krivka)

— Stanoveni poctu kopii dané sekvence v genomu, porovnani mnozstvi DNA ve
dvou vzorcich

Relativni kvantifikace:
— mMRNA — templat (RT-PCR — gPCR s reverzni transkriptazou)

— Stanoveni Urovné exprese cilové sekvence srovnané s konstantné
exprimovanym genem



Real-time PCR — kvantitativni PCR (gPCR)

Nomenclature commonly used in real time
quantitative PCR:

Baseline is defined as PCR cycles in which a reporter
fluorescent signal is accumulating but is beneath the
limits of detection of the instrument.

ARn is an increment of fluorescent signal at each time
point. The ARn values are plotted versus the cycle
number.

Threshold is an arbitrary level of fluorescence chosen
on the basis of the baseline variability. A signal that is
detected above the threshold is considered a real
signal that can be used to define the threshold cycle
(CT) = quantification cycle (Cq) for a sample.
Threshold can be adjusted for each experiment so
that it is in the region of exponential amplification
across all plots.

Cq is defined as the fractional PCR cycle number at
which the reporter fluorescence is greater than the
threshold. The Cq is a basic principle of real time PCR
and is an essential component in producing accurate
and reproducible data.

Model of real time quantitative PCR plot
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Amplification

«» 1 PFiklad vysledku - absolutni kvantifikace - qPCR standarda ... . .. ——
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FIGURE 1 | Model calibration curve with the regression equation
(characterized by the slope and intercept) and regression coefficient.




Real-time PCR — kvantitativni PCR (gPCR)

 Monitoring fluorescence:
— Obecnd —interkalacni barvivo (SYBR Green, FAM, Cal Fluor Red, Hex,...)

— Specifickd — sondy TagMan (fluorofor na 5‘ konci, ,,zhasec” = ,,quencher” na 3‘
konci) — hybridizuji se specifickou sekvenci, poté Tag polymerdaza diky své
exonukleazové aktivité odstépi fluorofor a oddéli ho od ,zhasece”--- emise
fluorescencniho signalu

— Specifickd — sondy HYB — nesou dvé razné fluorescencni znacky

— Specificka — sondy tzv. ,,molecular beacons” - v pritomnosti homologni
sekvence za vhodné Tm dojde k oddéleni zhasece a fluoroforu

Probe Sequence
Tagman™ probe Fluoraphore

Reporter Chsenebusr
0,
Forward Hairpin
prinees o . u

DA Target
Roverse DNA Target Fluorophore Quencher
. The Taq polymerase cleaves the Tagman™
‘l Quenching of the fucrescence ‘a probe during sach extension cycle.

This couses émission of fe lucrescence
by the free reporter dye.




Real-time PCR — priklady aplikace

e ,in-house”vs. komercni gPCR
Simplexni qPCR
* RozliSeni alel:

— Enterobakterie: blag,,, /bla;,,— rodina beta-laktamaz zahrnujici Uzkospektré i
Sirokospektré beta-laktamazy

— Enterobakterie: bla ., — ESBL, rozliSeni variant (TagMan sondy) — rychlejsi,
nevyzaduje elfo, ani sekvenaci

— Pomoci gPCR: odliseni variant gen(; pocet kopii genu — zhodnoceni efektu
mobilniho genetického elementu

* Nizky detekéni limit - detekce gent primo z klinického vzorku (moci/stolice) —
nékteré z téchto metod nizsi detekcni limit nez kultivacni metody

; I i\
* Kvantifikace exprese gen(l porind OmpK35 a OmpK36 b/ ';,ft,c*‘:"’(‘ ,
u Klebsiella pneumoniae rezistentni ke karbapenemim? 0 3/@ Mg
, e | B AN
Multiplexni gPCR - mozné rozlisit vice genu v reakci // ' .;{ PALY
podle rdznych Tm (napft. detekce druhu patogena a w‘\& -

jeho genl rezistence — detekce MRSA)
INaas, T. et al. AAC 2011, 55: 4038-4043.

ZLlandman, D. et al. J]IMM 2009;58:1303-1308.




Real-time PCR — vyhody a nevyhody

Vyhody:

* Rychlost (nevyzaduje
elektroforézu/sekvenovani v
nékterych pripadech)

* Vysoka senzitivita (sondy
TagMan/HYB) — umozniuje rozlisit
cilovou sekvenci/rzné cilové
sekvence v multiplexni reakci

Nevyhody: 1 ¢
| §

Interkalacni barviva se mohou

vélenit mezi dimery primer( — ér, |
v diagnostice se vyuzivaji témer | é
vyluéné sondy pro detekci cilové ’ﬁ'k
sekvence

»In-house” qPCR ?\
‘4

Nutna optimalizace — nutno brat v 3.
uvahu Tm primeru i sond \ gt

horsi reproducibilita (pro dobrou @
reproducibilitu nutnost N1
standardizace pripravy DNA,
spravna interpretace dat)




DNA microarray/DNA Cipy ;;;
metoda zalozena na DNA-DNA hybridizaci f,’f:
Simultanni identifikace a ¢astecnd charakterizace velkého mnozstvi genl ‘ {';,':\T
(>1000) RS
Sondy specificky navazané a imobilizované na pevném povrchu DNA Cipu ‘:;?1
Analyzovany vzorek DNA je fluorescencné oznacen, v pripadé, ze se vyskytuje :{ f
ve vzorku sekvence komplementarni k sondé — hybridizace N

Detekce fluorescencniho signalu — ziskani velkého mnozstvi dat —
bioinformaticka analyza

»in-house“/komercéné vyrdbéné

Oznadena molekula

sondy pevné prichycena na . R

podkladu

jednotlive

vl astnosti i L.
FIng kormplermentarni molekula ze vzorku

12 pevneé navazana, ¢astedna
kormplermentarni jen slabé,




DNA microarray/DNA Cipy

* Soubézna identifikace bakterialniho druhu izolatu a jeho profilu rezistence
Priklad - CapitalBio DNA microarray pro detekci M. tuberculosis a jeho

profilu rezistence:

* |dentifikace: oligonukleotidové sondy navrzené pro 16S rRNA M.

tuberculosis

* Stanoveni profilu genl rezistence: oligonukleotidové sondy pro detekci
mutaci v rpoB (rezistence k rifampicinu), inhA a katG (rezistence k

izoniazidu)

Vyhody:

Velka analyticka kapacita

Detekce dUlezitych SNPs —
detekce alel

Screening velkého poctu izolatd
Jednoduchost provedeni

Nevyhody

Relativné nizsi rychlost (6-8 h Vv¢.
extrakce DNA)

Moznost zkrizenych reakci

Detekce znamych/zahrnutych
gen(

Relativné vyssi cena



Hmotnostni spektrometrie — MALDI - TOF

(

* ,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectroscopy’
* Pro detekci mechanizm rezistence zatim omezené pouziti
e Aplikace:

— ldentifikace samotného antibiotika a produkty jeho modifikace/degradace

— Detekce proteint zodpovédnych za rezistenci — nutna ¢astecna purifikace
proteinu

Priklad: Identifikace beta-laktamu a jejich degradacnich produkt(

e bakterialni kultura je inkubovana s beta-laktamy, kultura je centrifugovana a
supernatant je analyzovan

* Detekce jediného mechanizmu rezistence - produkce beta-laktamaz, pro odhaleni
jinych mechanizm je nutné zvolit jinou metodiku MALDI-TOF

* Vyhody: rychlost, nizké provozni naklady

* Nevyhody: vysoka porizovaci cena hmotnostniho spektrometru, v soucasné dobé
omezené aplikace, neni vyjasnéna specifita a senzitivita MALDI-TOF u enzymd s
nizSi afinitou, nebo malou katalytickou aktivitou



Serologické metody - Aglutinacni test

ZaloZzeny na aglutinaci suspenze mikrocastic obalenych specifickymi
protilatkami

Vhodné pro rychly screening rezistence u kolonii Cisté kultury, pokud je
hledany mechanizmus rezistence spojeny s jednim antigenem
exprimovanym na povrchu bunék

— detekce MRSA - tzv. ,,penicillin binding protein 2a“ (PBP-2a)
Vysoka specifita, spise nizsi citlivost z rznych vzork

Nevhodné pro screening komplexnich profill rezistence spojené se
strukturné odlisSnymi enzymy (ESBL/karbapenemazy)

MRSA-Screen Gont) “C'.'_V'
A C € [ [Ti] ¢ 0EMmA SEmEN 0D, L1, ‘
e, n—

Copyright Oxoid Ltd. All rights reserved



Dalsi mozné metody detekce rezistence

,PCR/Electrospray lonization Mass Spectrometry” (PCR/ESI MS)

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
Flow cytometrie

Denaturacni vysokoucinna kapalinova chromatografie (dHPLC)

»Microchip gel electrophoresis”
,FilmArray”
Technologie Luminex xMAP

....a rada dalsich....

Diky za pozornost!
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