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Motto m�síce: 

Bu� jako bakterie, 
spolupracuj! 

Editorial 

Milé 
tenáYky, milí 
tenáYi, 

EVOLUCI nelze zastavit, a tak i naae redak
ní rada (RR) po tYech 
letech své 
innosti pochopila výhody d�lby práce. Proto jsou nov� 
n�které rubriky nastálo pYid�leny jednotlivým 
lenkám a 
lenom 
naaí rozaíYené RR. Hanka s Eliakou napYíklad vyfasovaly 
Mikrobio(m)novinky, ve kterých se mo�ete tentokrát t�ait na 
„Mikrobiom m�stských ekosystémo“ a „Rozvoj viromu u d�tí“. Ale 
�ádný strach, kvalitu samozYejm� nem�níme, tak�e PetYe 
metodické okénko zostává (a jen tak mimochodem, za
átkem 
února pYipravila Petra skv�lou dvojpYednáaku o sekvena
ních 
metodách a analýze mikrobiomu, kterou jsme pro dalaí generace 
uchovali na naaem YT kanálu https://www.youtube.com/channel/
UCmLnoyGDaYkuDYyj9SPcyHw). 

Co je ale NOVINKA ze vaech nejv�taí??? Bouchn�te aampaIské, 
setYete slzu z oka, sv�t literatury u� nás nemo�e ignorovat – MÁME 
ISSN! V souvislosti s tím se musíme za
ít chovat jako opravdové 
novináYky a novináYi, tak�e u� �ádné 
lánky bez podpisu a ka�dá 
stránka p�kn� o
íslovaná! Ae mo�ete citovat :D. 

Tak. P�kn� jsme se pochválili a te� si poj�me pYiznat, �e sv�t se 
neto
í jen kolem nás lidí! Bakterií je na planet� mnohem, 
mnohem víc, jsou tu mnohem déle, a my pYi vaí snaze jen 
pomalinku a nepatrn� poodhalujeme jejich neuv�Yiteln� 
komplexní a propracovaný sv�t. 
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 Téma m�síce:   

 Záhada zvaná Biofilm
Jedna z teorií vysv�tlujících, pro
 lidé (v podstat� neaikovní, neobratní,       

a primárn� bezbranní)  v evoluci dokázali pYeválcovat vaechny ostatní 

druhy, viní z naaeho úsp�chu schopnost domluvit se a spolupracovat. D�ti 

to u
íme od mali
ka, tYeba na pYíkladu jistého Svatopluka, jeho tYí syno       

a n�kolika v�tví. Ale tváYí v tváY bakteriím si musíme pYiznat, �e v tomto 

ohledu jsme rozhodn� neobjevili Ameriku jako první. Na rozdíl od nás 

navíc bakterie rozhodn� nejsou xenofobní! Vzájemn� výhodné interakce 

navazují nejen s pYísluaníky svého vlastního spole
enstva, ale i mezi 

pom�rn� vzdálenými taxony v
etn� zástupco odlianých Yíaí. TvoYí tak 

vzájemn� spolupracující spole
enství, které nazýváme biofilm. Výjimkou 

nejsou smíaené biofilmy bakterií, kvasinek i archaea [1]. S jistou mírou 

nadsázky lze biofilm pYirovnat k tak komplexnímu spole
enství, jakým je 

napYíklad les. Biofilm je asi nejstaraí a nej
ast�jaí formou �ivota na zemi.     

V biofilmech �ije a� 80 % bakterií. N�kteYí autoYi spekulují, �e voln� 

(planktonn�) rostoucí buIky prost� jen zatím nenaaly vhodný substrát, na 

který by se pYichytily a za
aly tvoYit biofilm. 

Jak málo toho stále víme a co vaechno bychom se od bakterií mohli 

nau
it, si tentokrát uká�eme na pYíkladu biofilmo. Asi logicky se nám 

hlavní téma trochu zvrtlo sm�rem k tomu, jaké nám biofilmy d�lají potí�e v 

medicín� a jak proti nim bojovat. Ale abychom nebyli nespravedliví, pYíat� 

Vám uká�eme, co skv�lého mohou biofilmy pro lidstvo vykonat (je toho 

tolik a je to tak moc zajímavé, �e to vydá na vlastní 
íslo). 

Za celou redak
ní radu Vám pYejeme, aby se Vám náa dosp�lejaí                 

a uspoYádan�jaí zpravodaj líbil a pYinesl Vám tu správnou kombinaci 

pou
ení, radosti a ú�asu nad vynalézavostí Matky pYírody. 

Lucie Najmanová 

Konference: 

16. 4. 2024 od 9:00 

Sympozium Spole
nosti pro 
probiotika a prebiotika, 
Praha ZDE 

27.–30. 4. 2024 Barcelona 

European Congress of 
Clinical Microbiology and 
Infectious DIseases 
(ECCMID) ZDE 

26.–29. 6. 2024 KodaI 

EuroBioFilms 2024. ZDE

Biofilm bývá obvykle definován jako organizovaná komunita mikroorganismo osidlující n�jaké pevné povrchy. 

Takovým pevným povrchem mo�e být kámen v Yece, náa zub, vrstva mucinu ve stYev� nebo tYeba jen pevná 


ástice, která se do stYeva dostala s potravou  a voln� se pohybuje. Spole
ným rysem biofilmo je vazba bun�k na 

extracelulární matrix, 
asto ozna
ovaná anglickou zkratkou EPS (extracelular polymeric substance). EPS tvoYí 

strukturovaný sdílený prostor, jeho� vlastnosti se odvíjí od druhového slo�ení biofilmu a prostYedí, ve kterém se 

biofilm tvoYí, a zp�tn� ovlivIují vlastnosti i funkce biofilmu. EPS mo�e být tvoYena polysacharidy, proteiny, 

extracelulární DNA (eDNA), lipidy, celulózou, nejrozn�jaími amyloidními vlákny a minerálními látkami. EPS buIkám 

zajiaeuje �ivotní prostYedí s dobYe vyYeaeným transportem vody a �ivin. V biofilmu jsou buIky mnohem lépe 

chrán�ny pYed nepYíznivými podmínkami prostYedí v
etn� osmotického stresu, extrémních teplot a pH, nebo pYed 

posobením antibiotik 
i imunitního systému hostitele. 

U buIky jednoho druhu mo�eme odliait tYi fenotypov� odliané stavy: buIku rostoucí voln� (planktonn�), buIku 

rostoucí v biofilmu a buIku uvoln�nou z biofilmu na konci jeho �ivotního cyklu (Obrázek 
. 1).  

https://academic.oup.com/femsre/article/46/5/fuac024/6595875?casa_token=gEx2uiMfQcUAAAAA:PtLmdhHLljx3qltpBI2thblIcd7naLgSIBJIet6TDGYPySO78gcqwurbbaUHIFyhqwhS7NLXBpyngQ
http://www.mikrobiom-cms.cz
https://www.mikrobiom-cms.cz/sympozium-spolecnosti-pro-probiotika-a-prebiotika-16-4-2024/
https://www.eccmid.org/
https://eurobiofilms2024.dk/
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Obrázek 
. 1 }ivotní cyklus bun�k v biofilmu 

Tato tYi fyziologická stadia se mohou velmi liait svým metabolismem i citlivostí k vn�jaím podn�tom, jako 
jsou napYíklad antibiotika nebo slo�ky imunitního systému. V porovnání s planktonn� rostoucími 
buIkami mohou stejné buIky v biofilmu bez problémo snáaet Yádov� vyaaí koncentrace antibiotik [2]. 
Mechanismo, které pYispívají ke zvýaené odolnosti biofilmu, je celá Yada, a výsledný efekt je v�dy 
kombinací mnoha z nich: 

a) EPS ovlivIuje volnou difúzi látek z prostYedí. 

Bývá tvoYena pozitivn� nabitými molekulami (proteiny, glykoproteiny, glykolipidy), které efektivn� vá�í 

záporn� nabité látky, a ty se tak k cílovým buIkám vobec nedostanou. Typickým pYíkladem jsou 

aminoglykosidy, jejich� aktivní vychytávání v EPS dramaticky zvyauje rezistenci biofilmu vo
i t�mto 

antibiotikom.  Krom� toho se mo�e uplatnit vliv hustoty prostYedí – EPS mo�e zabránit pronikání 

n�kterých molekul 
ist� z dovodo jejich velikosti. Jiné látky ovaem mohou procházet voln�, napY. 

fluorochinolony difundují experimentálním biofilmem Pseudomonas aeruginosa bez omezení. 

b) Zpomalení prostupu potenciáln� toxických látek biofilmem dává ní�e ulo�eným buIkám 
as      

k adaptaci. Krom� toho vzniká koncentra
ní gradient dané látky; buIky na okraji biofilmu mohou být 

ohro�eny, ale buIky uvnitY jsou vystaveny a� Yádov� ni�aím koncentracím, které mohou mít zcela odlianý 

fyziologický ú
inek (viz dále). 

c) Adaptace mo�e vycházet i z vyaaí míry mutageneze v biofilmu v porovnání s planktonním 

rostem (v biofilmech byla prokázána vysoká koncentrace ROS - reactive oxygen species, které mohou 

zposobovat zm�ny v DNA). Fyzická blízkost bun�k a vysoká koncentrace DNA (eDNA ) také pYispívají       

k Yádov� vyaaí míYe vým�ny genetického materiálu mezi buIkami (horizontální genový transfer, 
astý 

mechanismus pYedávání geno rezistence k antimikrobiálním látkám). 

https://academic.oup.com/femsre/article/41/3/276/3089981?login=false
http://www.mikrobiom-cms.cz
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d) Adaptací mo�e být také pYechod bun�k v nejstaraích vrstvách zralého biofilmu                                
do perzistentního nebo dormantního stavu. Pro biofilm bývá typický gradient �ivin a saturace kyslíkem 
a s tím související druhová variabilita a rozdílná metabolická aktivita bun�k v rozných vrstvách biofilmu.      
V dosledku horaí dostupnosti �ivin pak mohou buIky spodních vrstev biofilmu postupn� utlumovat svou 
metabolickou aktivitu a pYecházet do n�kterého z výae uvedených klidových stavo. Vzhledem k tomu, �e 
v�taina antibiotik cílí na bun�
né mechanismy spojené s rostem a metabolickou aktivitou, pYedstavuje 
tento útlum aktivity dalaí z mechanismo, jakým bakterie v biofilmu mohou napY. pYekonat antibiotickou 
terapii.  

e) V EPS se mohou kumulovat exoenzymy, které mohou antibiotika inaktivovat (typicky napY. 
beta-laktamázy). Staraí maturované biofilmy P. aeruginosa tak mohou vykazovat vyaaí míru rezistence ne� 
mladý biofilm stejného organismu. U smíaených biofilmo samozYejm� extracelulární hydrolýza antibiotik 
chrání i ty 
leny spole
enstva, které sami potYebné enzymy produkovat nemohou. 

f) EPS mo�e obsahovat zna
né mno�ství eDNA. Záporn� nabitá DNA mo�e chelatovat hoYe
naté 
ionty, 
ím� sni�uje jejich efektivní koncentraci v prostYedí.   U testovaných druho P. aeruginosa a S. 

enterica to vedlo k aktivaci PhoPQ-PmrAB systému, který zajiaeuje buIkám rezistenci k ATB poslední 
volby, polymyxinom. Obdobný aktiva
ní efekt mo�e mít i lokální sní�ení pH v dosledku akumulace eDNA. 

g) PYekvapiv� tvorbu biofilmu ovlivIuje i dalaí rezisten
ní mechanismus, který je typický pYedevaím 
pro mikroorganismy produkující antibiotika, efluxní pumpy (membránové proteiny zajiaeující aktivní 
export antibiotik z buIky ven). PYesný mechanismus není známý, ale na modelu E. coli bylo prokázáno, �e 
mutace v rozných genech pro efluxní pumpy významn� redukovala schopnost bun�k tvoYit biofilm. Na 
mnoha pYípadech byla dokumentována n�kolikanásobn� vyaaí exprese geno pro efluxní pumpy u bun�k 
rostoucích v biofilmu ve srovnání s planktonn� rostoucími jedinci stejného druhu. 

h) V dneaním moderním sv�t� u� i malé d�ti v�dí, �e skute
nou moc pYedstavují informace. 
Bakterie se dorozumívají pomocí vysílání a pYijímání chemických signálo, tzv. quorum sensing (QS).  Na 
základ� vyhodnocení chemických signálo mohou buIky zjistit, jak velká a denzní je jejich populace i jak 
je rozmanitá, jestli je stále dost �ivin nebo jestli nehrozí n�jaké nebezpe
í, a mohou adekvátn� uzposobit 
svoj metabolismus. Zablokování QS mo�e v biofilmu zposobit podobnou katastrofu, jako kdy� doma 
d�tem vypnete WIFI. Látky blokující QS sni�ují schopnost tvoYit biofilm a sni�uje odolnost biofilmu vo
i 
vn�jaím vlivom. 

To vae ovaem staví v�dce pYed poYádný problém – v�taina bakterií v t�le roste v biofilmu, ale kdy� v 
laboratoYi testujeme antibiotické ú
inky nových látek, stále to d�láme nej
ast�ji metodou stanovení MIC 
(minimální inhibi
ní koncentrace) s planktonn� rostoucí monokulturou. To je pYitom ta nejmén� 
pravd�podobná forma, v jaké bychom patogen v t�le potkali. Planktonní infekce jsou v�tainou dobYe 
lé
itelné antibiotiky a zcela vylé
itelné. Naproti tomu infekce zposobené biofilmy je velmi obtí�né 
eradikovat, a 
asto se to nepodaYí. Pak nemoc pYechází do chronického stavu (typicky napY. cystická 

http://www.mikrobiom-cms.cz
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fibróza, nebo parodontitida). Volbu vhodné lé
by zna
n� komplikuje i fakt, �e n�které antitibakteriální 
látky mohou v subterapeutické koncentraci rost biofilmu dokonce podpoYit (Obrázek 
. 2). 

Obrázek 
. 2 Ukázka, jak rozné koncentrace antibiotika mohou zamezovat rostu biofilmu, ale i ho podporovat 

(PYevzato z Ranieri et al., 2018 [3])  MIC = minimální inhibi
ní koncentrace; antibiotikum v mno�ství dosahujícím nebo 

pYevyaujícím MIC rost bun�k blokuje, v porovnání s kontrolou bez ATB (vehicle control) vaak koncentrace ½ a ¼ MIC 

rost biofilmu naopak stimulovala. 

Tento jev byl popsán jak pro dezinfek
ní 
inidla, pou�ívaná napYíklad na opera
ních sálech, tak 
pro antibiotika. Kastilské mýdlo pou�ívané chirurgy pro mytí rukou pYed operací svou funkci 
skv�le plnilo v koncentrované form� i pYi mírném Yed�ní. Pokud byl ale pou�íván pouze 30–
40% roztok kastilského mýdla, byl rost biofilmu naopak stimulován! Analogicky posobily i velmi 
nízké koncentrace Yady b��n� pou�ívaných antibiotik, a dokonce i mnoho aktivních slo�ek 
humánních lé
iv neantibiotické povahy [4]. Podrobn� je tato problematika popsána ve 
webináYi Lori L. Burrows [5], její� tým se této problematice dlouhodob� v�nuje.  

Jak tedy s biofilmy bojovat?  

Klí
em je PREVENCE. Ve snaze zabránit buIkám biofilm vytvoYit mo�eme pou�ívat nejrozn�jaí 
pYístupy a jejich kombinace.  

Z fyzikálních metod se 
asto pou�ívá k oaetYení povrcho slabé elektrické pole, které usazení 
prvních kolonizátoro brání. Tato metoda je ú
inná zejména v potravináYském promyslu 
(napYíklad k oaetYení trubek pro transport mléka). Ú
inným pomocníkem mo�e být ultrazvuk 
(známe dobYe napYíklad z dentální hygieny). Jisté úsp�chy byly zaznamenány i s rozn� 
strukturovanými nebo naopak absolutn� vyhlazenými povrchy, které bu� principem „vyjetých 
kolejí“ brání aíYení biofilmu mimo vyhrazený prostor nebo jsou naopak tak „klouzavé“, �e 
neumo�ní uchycení bakterií.  

Chemické metody zahrnují nej
ast�ji n�jakou formu úpravy povrcho látkami, které n�jakým 
zposobem s rostem bakterií interferují, nicmén� jak bylo uvedeno výae, antibiotika (a dokonce  
i n�které dezinfek
ní látky) mohou být dvojse
nou zbraní. Dobrých výsledko je ale dosahováno 
napYíklad oaetYením povrchu 4% roztokem EDTA (chelata
ní 
inidlo, které z prostYedí 
odstraIuje ionty dole�ité pro funkci celé Yady enzymo, 
ím� velmi efektivn� blokuje 
metabolismus). 

http://www.mikrobiom-cms.cz
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1369527418300237?via=ihub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6108420/
https://www.youtube.com/watch?v=Q8JDp8KkIkU
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Poslední skupinou jsou metody biologické. Jisté úsp�chy byly zaznamenány s pou�itím 
probiotik (v boji o �ivotní prostor mohou zabrat místo problemati
t�jaím „nájemníkom“). 
PYíkladem mo�e být vyu�ití laktobacilo v boji proti kazotvorným streptokokom v zubním plaku. 
Laktobacily mohou dokonce produkovat látky (bakteriociny), které jsou pro orální streptokoky 
baktericidní. Bohu�el i laktobacily mohou posobit zubní kazy, tak�e výsledný efekt není tak 
ro�ový, jak by se mohlo zdát. V poslední dob� jsou v souvislosti s antibakteriální terapií 
skloIovány bakteriofágy. Efektivnímu vyu�ití stojí v cest� fakt, �e bakteriofágy jsou 
asto vysoce 
specifické, zatímco biofilmy bývají polymikrobiální. Asi nejv�taí nad�je mo�eme upínat k vyu�ití 
nejrozn�jaích enzymo, a to bu� samostatn� nebo v kombinaci s antibiotiky. Jak bylo uvedeno 
výae, biofilm nemo�e dobYe fungovat bez efektivní komunikace (Co nám to jen pYipomíná?). 
Látky blokující QS vykazují v boji proti biofilmu velmi dobré výsledky [6]. Testují se také enzymy 
schopné at�pit slo�ky EPS. Antibiotika mají v kombinaci s metodami naruaujícími integritu 
biofilmu (enzymy i mechanická disrupce) výrazn� v�taí aance. 

A
koli to tak vobec nebylo zamýaleno, vychází z naaeho pojednání biofilm jako p�kný padouch,  
který na nás 
íhá za ka�dým rohem, a se kterým je tYeba bojovat vaemi zbran�mi. V zájmu 
spravedlnosti ale musíme pYiznat, �e t�ch pár nepYíjemných infekcí, za kterými biofilmy stojí 
(pYibli�n� vaechny myslitelné infekce vaech lidských tkání a infekce veakerého pYedstavitelného 
zdravotnického materiálu; Obrázek 
. 3) pYedstavuje jen malou 
ást neuv�Yitelné biodiverzity 
této formy �ivota. 

Obrázek 
. 3 Biofilmy lidských tkání a zdravotnického materiálu 

Biofilmy mohou konat i mnoho dobrého. PYíznivci kuchyIského okénka jist� vzpomenou svou 
oblíbenou formu biofilmu, kefírová zrna, která z pohledu schopnosti formovat biofilm popsali 
Han et al., 2018 [7]. Prosp�aných (z antropocentrického pohledu) forem biofilmu je ovaem tolik, 
�e si to necháme na dalaí 
íslo Mikrobio(m)novin.  

https://www.intechopen.com/chapters/72109
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30043188/
http://www.mikrobiom-cms.cz
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T A K E - H O M E  M E S S A G E   

Dominantní �ivotní formou bakterií je organizovaná komunita nazývaná biofilm; bakterie rostoucí             
v biofilmu mají jiný fenotyp ne� tyté� bakterie rostoucí voln�.  

Spole
ným rysem biofilmo je vazba bun�k na extracelulární matrix rozného povodu. 

V biofilmu jsou bakterie chrán�ny pYed nepYíznivými podmínkami prostYedí v
etn� osmotického stresu, 
extrémních teplot a pH nebo pYed posobením antibiotik 
i imunitního systému hostitele. 

V�tainu antibakteriálních lé
iv testujeme in vitro na planktonních formách, pYi
em� v reálné situaci 
(infekce) je mnohem pravd�podobn�jaí výskyt v biofilmu. Lé
ba biofilmu je ovaem velmi náro
ná,            
a 
asto není mo�né ho eradikovat zcela. 

N�která ATB, a dokonce i n�které léky neantibiotické povahy, mohou v subterapeutických dávkách rost 
biofilmu stimulovat. 

Lucie Najmanová 
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[3] Ranieri, Michael RM, Cynthia B. Whitchurch, and Lori L. Burrows. "Mechanisms of bioûlm sAmulaAon by subinhibitory 

concentraAons of anAmicrobials." Current opinion in microbiology 45 (2018): 164-169. 

[4] Maier, Lisa, et al. "Extensive impact of non-anAbioAc drugs on human gut bacteria." Nature 555.7698 (2018): 623-628. 

[5] h\ps://www.youtube.com/watch?v=Q8JDp8KkIkU 

[6] Dincer, Sad1k, FaAma Masume Uslu, and Anil Delik. "AnAbioAc resistance in bioûlm." Bacterial bioûlms. IntechOpen, 2020. 

[7] Han, Xue, et al. "InvesAgaAon of microorganisms involved in keûr bioûlm formaAon." Antonie Van Leeuwenhoek 111 (2018): 

2361-2370. 
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Metodické okénko aneb pro
 o stYevním mikrobiomu stále 

h…o, pardon, STOLICI víme 

Vaichni známe poYekadlo, �e nic není staraího ne� v�erejaí noviny. A s lítostí vám vaem musím 
oznámit, �e se to týká i mého okénka. Asi p�t okének zp�t jsem tu dopodrobna popisovala 
technologii Illumina, jako nejpou�ívan�jaí, nej�ast�jaí atd. Vlastn� potud je to stále tak. Ta 
technologie se nezm�nila, stále ji naleznete tém�Y na vaech stolech v sekvena�ních laboratoYích 
(vyjma 
íny a dalaích speciálních pYípado) a stále se na ní sekvenuje nejvíc. PYesto se v posledních 
m�sících situace dramaticky zm�nila. Pokud v dneaní dob� chcete zakoupit sekvenátor na krátká 
�tení, menu je mnohem bohataí, a své chueové pohárky tak mo�ete pot�ait delikatesami 
nepoznanými, le� stejn� chutnými. Dnes si tedy pYedstavíme nejnov�jaí pYístroje a nové technologie, 
nicmén� to vezmeme hezky od podlahy. Rozhodla jsem se vám pYedstavit vaechny sekvena�ní 
platformy, které proaly naaím trhem, dnes na krátká �tení. PYíatí okénko se podíváme na zoubek 
sekvenátorom na dlouhá �tení. 

U vaech platforem pro krátká �tení po fragmentaci a pYidání adaptoro (pYíprav� knihovny) dochází     
k amplifikaci fragmentu. Tím se zmno�í templát tak, aby pYi sekvenaci bylo mo�né identifikovat 
jednotlivé báze. PYístroje se tedy liaí v tom, jakým zposobem amplifikují fragmenty, pou�itou 
technologií za�leIování jednotlivých nukleotido a zposobem, jak probíhá detekce (viz Tabulka �. 1). 

Tabulka �. 1 Vaechny sekvena�ní platformy (nebo aspoI jejich v�taina) pro krátká �tení, které byly nebo jsou dostupné           
v 
esku  EMP PCR 3 emulzní PCR, RCA 3 rolling circle amplification, amplifikace otá�ivou kru�nicí, SBL 3 Sequencing by 
ligation, SBS 3 Sequencing by synthesis, SBB 3 Sequencing by binding

SBL 3 sequencing by ligation
Tuto technologii vyu�íval pouze SOLiD. Je to tak slo�itá technologie, �e jí v dneaní dob� nikdo nemusí 
rozum�t. Proto si její vysv�tlování tady odpustím. Kdyby ale n�kdo trp�l jistou formou masochismu a cht�l si 
ji nastudovat, má aanci zde [1].
SBS 3 sequencing by synthesis
Sekvenování syntézou je metoda sekvenování DNA, pYi které se k replikaci (syntéze) Yet�zce, který má být 
sekvenován, pou�ívají DNA polymerázy a dNTP. Mo�eme rozliait dva typy
a. Báze se pYidávají postupn� (prvn� A, pak T, …) a inkorporují se bez �ádného blokování 3 tedy je-li na 
Yet�zci 5xA, inkorporuje se 5xT a detekuje se zvýaený signál 3 velká chybovost, nebývalo jasné, zda se 
inkorporovalo 5 nebo 8 stejných nukleotido, ji� se nepou�ívá. Výsledkem byly rozn� dlouhé sekvence. Tuto 
technologii vyu�ívalo 454 a IonTorrent.

b. Vaechny báze se pYidají najednou, ka�dá báze má svoji barevnou zna�ku a je blokovaná. Inkorporuje 
se v�dy jen jedna báze, po pYe�tení zna�ky se odstraní fluorofor a blok, a mo�e dojít k dalaímu cyklu. Vzniklé 
sekvence jsou stejn� dlouhé (i kdy� pYi trimmingu se nekvalitní báze zejména u konce odstraIují a v dosledku 
toho stejn� dlouhé sekvence nemáme). Výsledkem je v�taí pYesnost, zejména homopolymerech. Tuto 
technologii vyu�ívá Illumina a MGI.

SBB 3 sequencing by binding

Tuto technologii vyu�ívá AVITI, ONSO, ale jsou mezi nimi velké rozdíly. Zna�ené nukleotidy jsou navázány, 
ale ne za�len�ny do rostoucího Yet�zce DNA, Yet�zec je prodlu�ován nezna�enými nukleotidy. V podstat� se 
tedy jedná o dvoukrokový proces. To má tu výhodu, �e se eliminuje tzv.  molecular scarring, co� je mo�né 
zhoraení kvality v dosledku SBS technologie, kdy mohou po odstran�ní fluoroforu zostávat tzv. linker arms. 
Po ur�itém mno�ství cyklo mohou tato molekulární rezidua kumulativn� interferovat s polymerázou, a tím 
sni�ují pYesnost sekvenování.

https://www.cell.com/trends/genetics/fulltext/S0168-9525(08)00023-1?_returnURL=https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168952508000231?showall=true
http://www.mikrobiom-cms.cz
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Prvn� za�neme trochu nostalgicky a zavzpomínáme na sekvena�ní platformy, které ji� nejsou mezi 
námi. PatYí sem SOLiD, 454 a Ion Torrent (Obrázek �. 1). Vaechny pro pomno�ení fragmento 
vyu�ívaly emulzní PCR, u které byla snaha na kuli�ku navázat pouze jednu molekulu DNA, a tu 
zmno�it. Její obdoba se v dneaní dob� pou�ívá tYeba u digitální PCR. Zatímco SOLiD se evolu�n� 
neosv�d�il, prakticky tém�Y vobec, dalaí dva pYístroje se i v naaem malém rybní�ku na pár let ohYály. 
Detekce se sice liaila (u 454 kaskáda enzymatických reakcí kon�ící zábleskem o intenzit� odpovídající 
mno�ství inkorporovaných bází vs u Ion Torrentu detekce uvoln�ných protono m�Yených zm�nou pH; 
op�t, �ím v�taí zm�na, tím více inkorporovaných nukleotido), ale ob� technologie trp�ly nepYesností                    
v homopolymerech, a nebylo tedy jisté, zda je v sekvenci napY. 6 adenosino za sebou, nebo 8. A to u� 
vám trochu naruaí �tecí rámec nejenom tohoto okénka.

S nostalgií a se zvlhlým okem musím konstatovat, �e a� nyní kolem m� b�hají dv� malé esence at�stí 
(popravd� jsou to dv� VELKÉ instantní katastrofy, ale to se prý o vlastních d�tech neYíká, tak�e paaat), 
moje první dít� byl 454 Junior. Kolik lásky a pé�e jsem mu b�hem doktorátu v�novala, tolik mi oplácel 
krásnými a hodnotnými sekvencemi. A pak pYiala na trh Illumina. Poskytovala v�taí mno�ství sekvencí 
za výrazn� ni�aí cenu. Celé trápení klonální amplifikace, kterou jste u 454 (i Ion Torrentu) strávili 
minimáln� dva dny v laboratoYi se strachem v srdci, zda máte dostatek správn� obohacených kuli�ek, 
se najednou d�lala sama v pYístroji b�hem pár hodin.  A na mnoho let byla tato technologie, jí� jsme si 
ji� v dYív�jaím okénku podrobn� vysv�tlili, tém�Y monopolní sekvena�ní technologií. Ale nic netrvá 
v��n�, a od minulého roku se vyskytuje konkurence i v naaich kon�inách.

Obrázek �. 1 3 Vyhynulé platformy (pYevzato z [2])

Do naaich luho a hájo jsme pYivítali hned tYi nová�ky, a to MGI, AVITI a ONSO. V podstat� vaechny 
nové pYístroje mají jednu v�c spole�nou, a to je klonální amplifikace, které se Yíká RCA, anglicky 
rolling circle amplification a �esky amplifikace otá�ivou kru�nicí. Popularitu této technologii zajiaeují 
jisté výhody, které �ádná z pYedchozích nem�la. 

1. Kopíruje se v�dy jen originální sekvence, nedochází tedy na rozdíl od mostkové amplifikace ke 
kopírování kopie ³ nízký bias zposobený PCR amplifikací

2. }ádný index hoping (Ano, a� to nerada pYipouatím, v sekvenacích na Illumin� se rozmohl 
takový neavar, a to pYeskakování indexu, které nastává v dosledku fyzického za�len�ní indexu vzorku   
z jedné knihovny do fragmentu vzorku z jiné knihovny, a tím pádem dojde k chybnému pYiYazení 

http://www.mikrobiom-cms.cz
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sekvence mezi vzorky). Upss, ale lze tomu pYedejít vyu�itím tzv. UDI adaptéro, kdy z ka�dé strany 
sekvenovaného vlákna je jiný index, co� umo�Iuje filtrovat sekvence, u kterých doalo k index hopingu. 
Více si mo�ete po�íst zde [3] a zde [4].

3. }ádné PCR duplikáty (i s nimi se alo poprat vyu�itím tzv. UMI adaptero, kdy má ka�dý 
adapter svoj individuální molekulární barcode, a tedy kdy� se naliguje na sekvenci jeat� pYed 
amplifikací, pomo�e odliait práv� duplikáty vzniklé amplifikací od vzácných variant. Více se mo�ete 
podívat zde [5].)

Pokud se bojíte, �e s vyu�itím n�které z nových platforem si budete muset zvykat na nový zposob 
pYípravy knihoven, tak vás mohu s klidným srdcem uklidnit. V�tainu knihoven majících na svých 
koncích oblasti P5 a P7 (tedy knihovny sekvenující se na Illumin�) lze snadno konvertovat a pou�ít. 
Ale samozYejm� pokud by si to vaae srdce �ádalo, mo�ete si poYídit i kity na pYípravu knihoven pYímo 
daného výrobce. Pokud pou�ijete knihovny, které mají Nextera nebo TruSeq indexy, nemusíte ani 
pYidávat primery pro �tení indexo, jsou ji� sou�ástí kito.

A�koliv k naamplifikování fragmentu vaechny tyto nové technologie pou�ívají RCA, jak jsme si ji� výae 
psali, je v jednotlivých technologiích rozdíl, co� pYináaí své výhody i nevýhody. U AVITI RCA probíhá 
v pYístroji, kde se cirkularizovaná knihovna pYichytí k navázaným oligonukleotidom na flowcell, 
vzniknou tzv. polonies. U MGI klonální amplifikaci provedete ve svém oby�ejn� neoby�ejném cykleru, 
a vytvoYíte si tzv. nanoballs. Ty následn� sami �i s pomocí speciálního loadovacího pYístroje nanesete na 
flowcell, která je paternovaná, tedy jsou na ni spoty (+ náboj), na které se pYichytí negativn� nabitá 
DNA. Díky tomu je (prý) velmi t��ké pYeloadovat knihovnu (dát v�taí koncentraci ne� bylo v úmyslu, 
a tím si pokazit sekvena�ní b�h), a nemusíte tedy být tak opatrní pYi správném stanovování 
koncentrace. U ONSA vám prozradím jen to, �e amplifikace probíhá ve speciálním pYístroji, a vaechno 
ostatní je tajné! Tak ne �e budete opisovat!

A jsme u detekce. U AVITI se pou�ívá tzv. Avidite, co� je barvivem zna�ený polymer s více 
nukleotidovými rameny nesoucími stejnou nukleotidovou bázi. Upravená polymeráza vá�e primer 
hybridizované polony a aviditové nukleotidové rameno bez inkorporace nebo extenze. Mnoho ramen 
se vá�e na oblasti hybridizované s primerem, a vytváYí tak ultrastabilní multivalentní komplex. Na 
základ� párování bází vá�e polymeráza správnou aividite ke ka�dé polon�, viz. Obrázek �. 2. A proto�e 
nepotYebujete tolik zna�ených nukleotido, m�la by sekvenace vyjít levn�ji. Teoreticky. 

Obrázek �. 2 - Vazba Avidite k polon� (pYevzato z [6])

http://www.mikrobiom-cms.cz
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Díky bohu MGI detekuje pomocí fluorescen�n� zna�ených nukleotido s terminátorem stejn� jako 
Illumina, tak�e to mo�u pYesko�it, to si mo�ete najít ve staraím �ísle Mikrobio(m)novin. Ale u velmi 
precizn� sekvenujícího ONSA se tomu nevyhnu, a� okénko op�t nabírá biblických rozm�ro. Ale víte 
co? Já vám to Yeknu Obrázkem �. 3.

Obrázek �. 3 3 Detekce nukleotido u platformy ONSO [7]

Slibuji, �e se ji� blí�íme ke konci. Získali jsme od vaech pYístrojo read 1, read 2 i sekvence obou indexo. 
Výsledky jsou FastaQ soubory podobné t�m, na které jste zvyklí z Illuminy, pYesto si n�které softwary 
neporadí s trochu jinou hlavi�kou, ale s tím se dá po porad� s aplika�ním specialistou daného pYístroje 
n�co ud�lat (alias Jak nafingovat Illuminí hlavi�ku v deseti krocích).

A posledních pár zajímavostí, a u� vás nechám vydechnout, na mou duai, na psí uai, na ko�i�í sv�domí.

Délka �tení je u vaech pYibli�n� stejná jako u Illuminy; nejdelaí �tení jsou 2x300 bp.

• AVITI i MGI mají mo�nost jet dva nezávislé runy najednou. Zahájit druhý run jde po v�tainu �asu 
sekvenace prvního runu.

• MGI nemá zatím mo�nost sledovat sekvenaci „on-line z domova“. 

• U MGI se mo�e ka�dá lajna loadovat samostatn�. Jedna flowcell se 4 lajnami tedy mo�e obsahovat 4 
knihovny se stejnými indexy.

• AVITI má flexibilní flowcell. Jde tam naspotovat leccos, zatím klasická oliga pro sekvenování, ale 
do budoucna se po�ítá s tím, �e pojde d�lat obohacené knihovny pYímo na flowcell.” 

Nástup t�chto pYístrojo na trh prosp�je nám vaem, proto�e jak víte z nenavatívených kurzo ekonomie, 
konkurence tla�í cenu dolo. A zatím to vypadá, �e tato konkurence produkuje minimáln� stejn� 
kvalitní sekvence, jako Illumina, a proto by m�ly být i zam�nitelné. Tedy ne, �e bych doporu�ovala být 
promiskuitní, a v rámci jednoho projektu vystYídat vaechny novinky, ale teoreticky by a� na drobné 
odchylky v kvalit� nem�lo ve v�tain� pYípado dojít k n�jakým fatálním nesrovnalostem. Teoreticky.

http://www.mikrobiom-cms.cz
https://www.pacb.com/wp-content/uploads/Onso-brochure.pdf


www.mikrobiom-cms.cz 2/2024       12

A za to, �e jste vydr�eli �íst a� do konce, ode mne dostanete jako dárek ojedin�lé optimistické 
rozlou�ení. Konkurence v sekvena�ních platformách mo�e být dovod, pro� o stYevním mikrobiomu 
budeme v�d�t víc ne� h…o, pardon, STOLICI.

Petra VídeIská 

[1] Mardis, Elaine R. “The impact of next-generation sequencing technology on genetics.” Trends in genetics: TIG 
vol. 24,3 (2008): 133-41. doi:10.1016/j.tig.2007.12.007
[2] https://www.technologynetworks.com/genomics/articles/an-overview-of-next-generation-sequencing-346532
[3] Southard-Smith, Austin N et al. “Dual indexed library design enables compatibility of in-Drop single-cell 
RNA-sequencing with exAMP chemistry sequencing platforms.” BMC genomics vol. 21,1 456. 2 Jul. 2020, 
doi:10.1186/s12864-020-06843-0
[4] https://knowledge.illumina.com/library-preparation/general/library-preparation-general-reference_material-
list/000002344
[5] https://help.geneiousbiologics.com/hc/en-us/articles/4781289585300-Understanding-Single-Cell-technologies-
Barcodes-and-UMIs
[6] Arslan, Sinan et al. “Sequencing by avidity enables high accuracy with low reagent consumption.” Nature 
biotechnology vol. 42,1 (2024): 132-138. doi:10.1038/s41587-023-01750-7
[7] https://www.pacb.com/wp-content/uploads/Onso-brochure.pdf 

Mikrobio(m)novinky 

Mikrobiom m�stských ekosystémo

V moderní dob�, kdy se m�sta rozrostají rychlejaím tempem ne� kdykoliv pYedtím, zvyauje se 
význam v oblasti �ivotního prostYedí, zdraví a udr�itelnosti, se stává zkoumání vlivu m�st na 
pYírodní ekosystémy naléhav�jaím ne� kdy jindy.   

V tomto kontextu bychom cht�li upozornit na zajímavý pYístup ve výzkumu, jak urbanizace 
ovlivIuje m�stská mikrobiální spole
enství. Ameri
tí v�dci [1] se ne
ekan� obrátili ke v
elám, 
t�m nejmenaím obyvatelom m�st, aby odhalili tajemství m�stských mikrobiomo. Ty jsou klí
ové 
z n�kolika dovodo. OvlivIují kvalitu vzduchu, zdraví rostlin, ale i aíYení nemocí v m�stských 

http://www.mikrobiom-cms.cz
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prostYedích. V
ely se ukázaly být skv�lými bioindikátory, proto�e sbírají 

b�hem svých výleto v okruhu cca tYí kilometro kolem úlu vaechny 
mo�né mikrobiomy jak ze vzduchu, tak z rostlin, pody i lidí, co� odrá�í 
kvalitu prostYedí a biodiverzitu jejich m�stských lokalit. PYi zam�Yení se 
na virulentní faktory lze tyto informace také vyu�ít ke sledování 
epidemiologicky významných agens jak pro samotné v
ely, tak i pro 
lidskou populaci. V rámci této studie se pozornost soustYedila na 
airokou akálu m�st, v
etn� Sydney a Melbourne, které jsou známé svou 
rozsáhlou zelení, Benátky   s jejich unikátními vodními cestami, 
Brooklyn, který pYedstavuje hust� osídlenou m�stskou 
ást New Yorku, 
a Tokyo, metropoli známou svým rychlým tempem �ivota a 
technologickým pokrokem. Rozmanitost a slo�ení mikrobiomo t�chto 
m�st se airoce liaila, co� odrá�í jedine
né environmentální, kulturní         
a geografické charakteristiky ka�dého m�sta. Prom�nlivost m�stských 
mikrobiomo není náhodná. Tato variabilita zdorazIuje nejen 
pYizposobivost a adaptaci, ale i odolnost 
i dokonce negativní odrazy 
mikrobiálních spole
enství v reakci na urbanizaci a lidské aktivity. Ze 
studie vyplývá, �e m�sta, která investují do zelených ploch                      
a udr�itelného plánování, mohou nejen zlepait kvalitu �ivota svých 
obyvatel, ale také podpoYit bohatou mikrobiální diverzitu, která je 
klí
em k udr�itelnému zdraví m�stských ekosystémo. 

M�stské mikrobiomy nejsou jen pasivními obyvateli naaich m�st, ale 
aktivními ú
astníky, kteYí formují zdraví a udr�itelnost m�stských 
ekosystémo. Je na 
ase porozum�t jejich hodnot� a dynamice, je 
as 
zamyslet se nad tím, jak mo�eme tyto systémy ochraIovat a vyu�ívat ve 
prosp�ch airaího spole
enského zdraví. 

Eliaka Pivrncová 
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Rozvoj viromu u d�tí 

V dneaní dob� ji� málokdo pochybuje o vlivu slo�ení mikrobiomu na 

zdraví 
lov�ka a o tom, �e jedním z nejdole�it�jaích období, kdy se 

rozvíjí a ustanovuje tento mikrobiom, jsou první tYi roky �ivota. Dosud 

se ale v�taina prací zabývala bakteriálním slo�ením. Díky rozvoji 

technologií a nebývalému úsilí mnoha v�dco se do popYedí zájmu 

dostává i znalost o zastoupení jednotlivých viro, tzv. virom. Studie 

autoro Zheng et al., 2024, [2] popisuje sou
asné znalosti o virové 

diverzit� v prvních letech �ivota.  Sleduje pestrost vlivo a faktory, které 

formují slo�ení lidského stYevního viromu v prob�hu 
asu. AutoYi zjistili, 

�e podobn� jako u bakterií mno�ství a diverzita viro (a pYedevaím 

bakteriofágo, kteYí tvoYí majoritu viromu) do tYí let roste. Také byla po 

porodu pozorována velká variabilita mezi jedinci, která ale postupn� 

klesala. Rovn�� se potvrdilo, �e virom ovlivIují obdobné faktory, jako 

bakteriom (zposob porodu, zavád�ná potrava apod.), ale pYesný 

mechanismus není znám. A proto�e jsme si v t�chto 

Mikrobio(m)novinách ji� pov�d�li mnoho zajímavostí o biofilmu, ani 

zde nemo�eme pYesko
it zmínku, �e prostYedí ve stYev� mo�e 

ovlivIovat interakce mezi fágy a bakteriemi, a regulovat tak expresi 

bakteriálních geno potYebných pro formaci biofilmu.  V rámci studie 

byl také pYipraven katalog d�tského stYevního viromu, který mo�e 

slou�it jako zdroj informací, a mo�e pomoci odhalit souvislosti mezi 

stYevním viromem a zdravím kojenco. 

Hana Sechovcová 
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