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V klinickom mikrobiologickom laboratériu sa v su¢asnosti Coraz CastejSie vyuzivaju metody zaloZzené na sekve-
novani DNA. Tradiénym postupom pouzivanym pri identifikacii a typizacii patogénnych baktérii je sekvenovanie
samostatnych lokusov, najc¢astejSie génu pre 16S rRNA alebo siedmich génov kédujtcich proteiny pomocou me-
tody MLST. V poslednom obdobi sa v§ak rychlo rozvijaju aj metédy celogenédmového sekvenovania, ktoré posky-
tuju komplexni informaciu o pévodcovi ochorenia, ale vyzaduju narocné bioinformatické vyhodnocovanie zis-
kanych dat. Na porovnavanie genémov baktérii mozno vyuzit viaceré aplikacie dostupné na internete, napriklad
celogenémovu MLST alebo nastroj PATRIC. Viaceré Specializované databazy umozniuju aj predikciu pritomnos-
ti génov rezistencie proti antibiotikam.
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DNA sequencing in laboratory diagnostics of bacterial pathogens

Presently, methods based on DNA sequencing are frequently used in clinical microbiology laboratory. Single lo-
cus sequencing is a traditional method used for bacterial identification and typing, 16S rRNA gene and MLST
are the most frequently used ones. Recently the whole genome sequencing methods were applied in the clinical
microbiology. This approach provides complex information about infectious agents. However, they demand ad-
vanced bioinformatic data evaluation. Bacterial genomes could be compared by several web-based applications;
the examples are the whole genome MLST approach and PATRIC server. Several specialized databases are also

devoted to detection of antibiotic resistance genes in sequenced bacterial genomes.
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V klinickom mikrobiologickom laboratériu sa na identifika-
ciu a typizaciu povodcov infekénych ochoreni tradi¢ne pouzi-
vaju fenotypové diagnostické metddy zalozené na kultivacii
mikroorganizmov, mikroskopickych technikdch a Speciali-
zovanych postupoch, ako je biotypizacia, sérotypizacia ale-
bo stanovenie citlivosti na antibiotika. Zaroven v sucasnosti
dochadza k vyznamnému rozvoju technoldgii sekvenovania
DNA, ¢o umoznuje v praktickych mikrobiologickych aplika-
ciach Coraz viac vyuzivat priame genotypové metady.

Sekvenovanie jednotlivych génov

V taxonémii baktérii sa tradiCne vyuziva Uplné alebo Cias-
to¢né sekvenovanie génu pre 16S rRNA zodpovedného za
syntézu RNA malej podjednotky ribozému. Ako prvy tento
pristup zaviedol Carl Woese, ktory na zdklade porovnania
sekvencii rRNA v roku 1977 definoval Archea ako samostat-
nu taxonomickd skupinu prokaryotov liSiacu sa od klasic-
kych baktérii®. 16S rRNA gén ma dizku priblizne 1,5 kbp a na-
chdadzaju sa na niom konzervativnejSie a variabilnejSie Useky.
To umoznuje navrhnut univerzalne primery (pre vsetky bak-
térie alebo skupinovo $pecifické), ktoré sa pouzivaji na PCR
a sekvenovanie. Pri analyze je dolezité, ze ziskané sekven-
cie mozno porovnavat s databazami sekvencii, a tym vyhod-
notit pribuznost kmernov ziskanych v rozlicnych stadiach.
Existuje niekolko relevantnych databaz ribozémovych sek-
vencii: Ribosomal Database Project, Silva, GreenGenes. Da-
tabdza Living Tree Project (http://www.arb-silva.de/projects/
living-tree/) obsahuje sekvencie 16S and 23S rRNA génov ty-
povych kmenov validne opisanych druhov baktérii a archei
délezitych na taxonomické ucely®.

Okrem nespornych vyhod ma vSak identifikacia baktérii na
zdaklade 16S rRNA génu svoje limity. Prvou nevyhodou je vy-
soka konzervativnost 16S rRNA sekvencii, preto v niektorych
pripadoch nemozno jednoznacne odlisit kmene patriace do
pribuznych druhov, ako su niektoré streptokoky a enterobak-
térie, a tiez nie je mozna diskriminacia medzi réznymi kmen-
mi rovnakého druhu. Zaroven gendmy baktérii obsahuju via-
cero képii rRNA operénu (napriklad geném E. coli ma sedem
rRNA operonov), ktoré nie st sekvencne identické, ¢o znizu-
je presnost pri stanoveni pribuznosti kmenov®.

Okrem ribozémovych génov sa pri identifikacii a typizacii
baktérii Casto vyuziva sekvenovanie génov kédujucich pro-
teiny. Takéto sekvencie mozno porovnavat na Urovni nuk-
leotidov (vysoka variabilita spésobena degenerativnostou
genetického kédu) alebo na trovni aminokyselin (vyssia kon-
zervovanost vhodna pri porovndavani vzdialenejsich taxénov).
Spa typizacia, zalozena na sekvenovani variabilnych oblasti
spa génu kddujiceho stafylokokovy protein A, je ¢asto pou-
Zivana metdda na stanovenie pribuznosti kmenov Staphylo-
coccus aureus®.

V roku 1998 bola na stanovenie pribuznosti kmenov Nei-
seria meningitidis zavedena metdéda multilokusovej sekvenc-
nej typizacie (Multi-locus sequence typing, MLST) a neskor
sa tato metdda zacala pouzivat aj pri typizacii inych klinic-
ky vyznamnych baktérii®. Metdda je zalozena na sekveno-
vani (najCastejsie) siedmich génov rozlozenych v réznych
Castiach bakteridlneho genému. Cielové gény su odliSné pre
rozne bakteridlne druhy, ale plati zasada, ze sa vyberaju gé-
ny zédkladného metabolizmu (tzv. housekeeping gény), kto-
ré predstavuju najstabilnejSiu Cast bakteridlneho genému.
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Pri baktériach je Castym javom horizontalny transfer génov
medzi nepribuznymi baktériami. Preto pri sekvenovani iba
jedného lokusu, ktory bol v predchadzajicom obdobi pred-
metom génového transferu, sa mézu dva kmene javit ako
identické, ale sekvenovanim inych ¢astiich genémov sa zisti,
Ze tieto kmene nie su pribuzné. Sekvenovanim v ramci MLST
sa preto urci/eliminuje vplyv horizontalneho transferu génov
medzi nepribuznymi baktériami.

Metéda MLST ma oproti klasickym typizacnym technikam
(ako napr. PFGE) vyhodu v digitadlnom charaktere sekvenc-
nych dat. Pri vyhodnocovani pribuznosti kmerov sa postu-
puje tak, ze sekvencie z jedného lokusu (génu) sa navza-
jom porovnaju a jednotlivé alely sa ocisluju v takom porad;i,
v akom sa ziskali (1. j. sekvencia lokusu z prvého sekveno-
vaného kmena ma Cislo 1, sekvencia nasledujuceho kmena
lisiaca sa aspon o jeden nukleotid ma ¢islo 2 atd.). Na za-
klade kombinacie alel zo vsetkych lokusov (alelického pro-
filu) sa kmenu priradi vysledné ¢islo nazyvané sekvencny typ
(ST). Vyhodnocovanie a uchovavanie MLST dat sa uskutoc-
nuje v databazach Specifickych pre jednotlivé druhy baktérii.
Vacsinu z tychto databaz mozno najst na stranke http://pub-
mist.org/databases/, na konci roku 2018 tam bolo depono-
vanych 105 schém pre baktérie a 10 schém pre eukaryotic-
ké mikroorganizmy.

Pri vyhodnocovani podobnosti medzi izolatmi sa vycha-
dza z alelickych profilov. Pribuzné kmene maju rovnaké ST
alebo ST, ktoré sa liSia len v niekolkych alelach, nepribuzné
kmene maju sekvenciu odlisnid vo vacsine lokusov. Tymto
sposobom sa pribuzné ST zhlukuju do tzv. klondlnych kom-
plexov, ktoré zahrnuju subor geneticky pribuznych, ale nie
Uplne identickych baktérii®.

Metdéda MLST umoznuje dobre rozlisit kmene bakterial-
nych druhov s vysokou vnutrodruhovou variabilitou, napr.
Neiseria meningitidis, Campylobacter sp., Streptococcus pne-
umoniae, Cronobacter sp. Na druhej strane existuju patogény
napr. Bacillus anthracis alebo Yersinia pestis, ktoré sa vyzna-
€uju vysokou genetickou homogenitou a pre ich typizaciu je
metdda MLST malo diskriminativna®9,

Celogenémové sekvenovanie

Prvym bakterialnym druhom so zndmym genémom bol
Haemophilus influenzae, publikovany v roku 19957, Na je-
ho sekvenovanie bol pouzity klasicky pristup pripravy ge-
némovej kniznice v plazmidovych vektoroch, sekvenovanie
nahodnych fragmentov pomocou Sangerovej metddy a bio-
informatické skladanie ziskanych sekvencii do vyslednej mo-
lekuly, preto bol tento postup pracny, pomaly a cenovo naroc-
ny. V sucasnosti ho nahradili viaceré metédy sekvenovania
novej generacie, ktoré su zalozené na vysokokapacitnom pa-
ralelnom sekvenovani DNA molekul. Tieto metédy su schop-
né generovat obrovské mnozstva zakladnych sekvencnych
dat v kratkom Case a pri nizkych nakladoch na jednu sekve-
novanu bazu. Cena samotného sekvenovania, ktora sa v su-
Casnosti pohybuje pod sumou 100 € za geném, uz nie je li-
mitujicim faktorom, a tak sa celogendmové sekvenovanie
stava dostupnym aj pre mnohé rutinné laboratéria. Napriklad
v USA su od roku 2013 sekvenované genomy vSetkych izola-
tov z humannych klinickych pripadov L. monocytogenes®9,

Délezitou sucastou sekvenovania bakterialnych gené-
mov je bioinformatické vyhodnocovanie ziskanych dat. Vo

vacsine sucasnych next-gen techoldgii je vystupom velké
mnozstvo kratkych navzajom sa prekryvajucich sekvenc-
nych Citani. Preto prvym krokom pri analyze dat je sklada-
nie (assembly) sekvencii do ¢o najdlhsich kontinualnych
Usekov (contigov). ZloZené sekvencie, najcastejsie vo forme
viacerych nespojenych linearnych sekvencii (whole genome
contigs), sa v klinickom mikrobiologickom laboratériu mézu
dalej vyuzit na presnu identifikaciu pévodcu ochorenia, sta-
novenie génov virulencie a rezistencie proti antibiotikdm a na
urcenie pribuznosti kmenov pri epidemiologickych stadiach.

Pre spracovanie Udajov z next-gen sekvenovania je po-
trebné mat k dispozicii bioinformatické nastroje, ktoré su
schopné spracovat velké mnoZstvo dat vo velkych subo-
roch kmenov. Je ziaduce, aby tieto nastroje boli jednodu-
ché na obsluhu a dostupné pre Sirokd odbornu verejnost
bez hibsich znalosti z informatiky a programovania. Jednou
z moznosti pri vyhodnocovani je vyuzitie dostupnych webo-
vych programov, napriklad pomocou aplikacii pristupnych na
stranke Center of genomic epidemiology (http://www. geno-
micepidemiology.org/). Program SpeciesFinder vyhladava
v CiastoCne sekvenovanych genémoch 16S rRNA gény a na
zdaklade najpribuznejsej sekvencie zaradi kmen do bakteri-
alneho druhu. Iny spésob na druhovu identifikaciu je K-mer-
Finder, ktory porovnava v gendémovych sekvenciach pritom-
nost navzajom sa prekryvajticich k-merov s dizkou 16 bp bez
zohl'adnenia ich lokalizacie na chromozéme a kmen zaradi
na zaklade najpribuznejsSieho kmena z databdzy. Tento pri-
stup je velmi rychly a dostatoéne presny. Dal$ie programy
umoznuju zistit z celogenémovych sekvencii niektoré dole-
Zité vlastnosti kmenov: napr. MLST, spa typ, sérotyp, pritom-
nost plazmidov, génov virulencie a génov rezistencie proti
antibiotikdam9,

Inym spdésobom porovnavania celogenémovych sekven-
cii je vyuzitie pristupu MLST, tzv. celogenémové MLST (wg-
MLST) pomocou softvérového nastroja BIGSdb (Bacterial
Isolate Genome Sequence Database)®. Tento program ex-
trahuje z celogenémovych sekvencii bakteridlnych izolatov
sekvencie jednotlivych génov, sekvenciam priradi Cisla alel
podobnym spdsobom ako v klasickej MLST, a potom porov-
nava kmene na zaklade zhody alebo rozdielov v alelach jed-
notlivych génov. Program je vytvoreny hierarchicky a mozno
v nom [ubovolne zvolit stibor génov, ktoré sa pouZiju pri ana-
lyze. Rovnaku databazu preto mozno vyuzit na druhovu iden-
tifikaciu pévodcu ochorenia pomocou analyzy ribozomovych
génov (rMLST), na zaradenie kmenov do sekvenc¢nych typov
a klonalnych komplexov pomocou klasickej MLST aj na typi-
zaciu kmenov s vysokou diskriminaciou (napr. pri sledova-
ni vyvoja epidémii v rdmci jednej nemocnice), ked' sa porov-
navaju sekvencie vSetkych spolo¢nych génov (wgMLST)®™,

Komplexnym ndstrojom na analyzu dat z celogenémového
sekvenovania prokaryotickych organizmov je webova aplika-
cia PATRIC (The Pathosystems Resource Integration Center)
(12 PATRIC umoznuije online analyzu bakteridlnych genémov
jednotlivych pouzivatelov a ich porovnavanie s verejne do-
stupnymi udajmi. Program je primarne zamerany na patogé-
ny, preto ma velkd perspektivu vyuzitia v klinickom vyskume.
Jednou z vyznamnych vlastnosti je vyhladavac génov rezis-
tencie proti antibiotikam, ktory vyuziva databazy so znamymi
mechanizmami rezistencie ako CARD (Comprehensive An-
tibiotic Resistance Database) a NDARO (National Database
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of Antibiotic Resistant Organisms). PATRIC dalej umoznuje
identifikovat gény kddujuce virulencné faktory a transportéry,
modelovat metabolické drahy a porovnavat proteémy jednot-
livych organizmov. Na identifikaciu baktérii mozno vyuzit naj-
blizsieho pribuzného organizmu v databéaze a vyhodnotit fy-
logenetické vztahy v ramci vlastnej zbierky mikroorganizmov.
Komplexnost systému PATRIC dopifiaju aj aplikacie umozfiu-
juce zakladné spracovanie sekvencnych dat, t. j. skladanie
(assembly) kratkych ¢itani do contigov a anotacia sekvencii.

Stanovenie citlivosti na antibiotika

Stanovenie citlivosti podvodcu ochorenia k antimikrobial-
nym latkam je jednou zo zakladnych uloh klinického mikrobio-
logického laboratéria. V suc¢asnosti sa testovanie antibiotic-
kej citlivosti urCuje takmer vyhradne fenotypovymi metédami
na zaklade rastu baktérii v pritomnosti antibakterialnych 1a-
tok. Zaroven v$ak sicasné technoldgie umoznuju odvodit re-
zistenciu kmenov pomocou vyhladdvania génov rezistencie
v bakterialnej DNA. Identifikacia génov rezistencie je vhodna
aj na overenie citlivosti kmenoy, ktora bola urCena fenotypo-
vo, a tiez na identifikaciu kmenov so slabou expresiou v pod-
mienkach in vitro. Detekcia tychto génov sa tradi¢ne robi po-
mocou metdd PCR alebo DNA microarray(. Vyhodou analyzy
celogenémovych sekvencii je, ze v principe poskytuju vSetky
udaje na urcenie molekularnych mechanizmov antimikrobial-
nej rezistencie, a to aj bez predchadzajlcej znalosti fenotypu.
Na predikciu génov rezistencie existuju viaceré Specializované
databazy. Jednou z najpouzivanejsich je databaza ARG-ANOT
(Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation), ktori mozno stiah-
nut a vyuzivat pomocou lokalneho softvéru na analyzu sek-
vencii’¥. Druhou moznostou je vyuzitie webovych aplikacii,
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ako je ResFiner (9 alebo CARD(9), ktoré su pravidelné aktua-
lizované. Stanovenie rezistencie priamo z bakterialnych celo-
gendmovych sekvencii zatial' stdle komplikuju nedostato¢né
vedomosti o vSetkych genetickych zmendach veducich k znize-
nej citlivosti bakteridinych kmenov na antibiotika. Najvacsim
problémom pri rutinnej implementacii WGS je aj nedostatok
automatizovanych, pouzivatel'sky privetivych interpretacnych
nastrojov, pomocou ktorych by bolo mozné rychlo a jednodu-
cho poskytnut klinicky vyznamné informécie”. Rychly vyvoj
technoldgii v tejto oblasti je predpokladom efektivneho vyuzi-
tia v blizkej buducnosti.

Zaver

Techniky celogenémového sekvenovania maju velky po-
tencial stat sa pevnou sucastou rutinnych vysetreni v klinic-
kej mikrobioldgii, pretoze umoznuju detailnu analyzu poévod-
cov infekénych ochoreni pomocou univerzalneho pristupu.
Ich vyhodou je aj mozZnost identifikacie patogénov v zmeso-
vych vzorkach bez predchadzajucej kultivacie. Okrem iden-
tifikacie a typizacie mikroorganizmov su tieto techniky prin-
cipidlne vhodné na urCenie rezistencie proti antibiotikam,
aj ked v stcasnosti este nemozno jednoznacne odvodit fe-
notyp mikroorganizmu zo znamej gendmovej sekvencie.
V buducnosti je predpokladom dalSie zlepSovanie technolé-
gii sekvenovania DNA, skratenie Casu a znizenie ceny analyz,
takze tieto postupy budu ¢oraz viac nahradzat tradi¢né meté-
dy zavislé od kultivacie, pouzivané v klinickych laboratériach.
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