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EVOLUCI nelze zastavit, a tak i nase redakéni rada (RR) po tfech

24.4.2024 letech své Cinnosti pochopila vyhody délby prace. Proto jsou nové

RNDr. Eva Budinské, Ph.D.,
Recetox, Mikrobiom a solidni
nadory ZDE

nékteré rubriky nastélo pridéleny jednotlivym ¢lenkédm a ¢lendm
nasi rozsirené RR. Hanka s Eliskou napfiklad vyfasovaly
Mikrobio(m)novinky, ve kterych se mizete tentokrét tésit na
«Mikrobiom méstskych ekosystémi” a ,Rozvoj viromu u déti”. Ale

@ Lokl o @
Flaet o 5
]

zadny strach, kvalitu samoziejmé neménime, takze Petfe
metodické okénko zlstavé (a jen tak mimochodem, zacatkem
Unora pripravila Petra skvélou dvojprednésku o sekvenacnich
metodéach a analyze mikrobiomu, kterou jsme pro dal$i generace
uchovali na nasem YT kanalu https://www.youtube.com/channel/

2935:2024 UCmLnoyGDaYkuDYyj9SPcyHw).

Mgr. Petra Videnska, Ph.D.,

Mendelova univerzita v Brnég, Co je ale NOVINKA ze vSech nejvétsi??? Bouchnéte Sampaniské,
Mikroorganismy kolem nas setfete slzu z oka, svét literatury uz nds nemuze ignorovat - MAME
aneb komprimované ISSN!'V souvislosti s tim se musime zadit chovat jako opravdové

povidani o tom, pro¢
bychom si to s nimi neméli
rozhazet. ZDE

novinarky a novinari, takZe uz zadné ¢lanky bez podpisu a kazda
strdnka pékné ocislovana! At muZete citovat :D.

Tak. Pékné jsme se pochvalili a ted'si pojdme pfiznat, ze svét se
netodi jen kolem nas lidil Bakterii je na planeté mnohem,
mnohem vic, jsou tu mnohem déle, a my pfi vsi snaze jen

pomalinku a nepatrné poodhalujeme jejich neuvéritelné
komplexni a propracovany svét.
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Jak mélo toho stéle vime a co véechno bychom se od bakterii mohli
naudit, si tentokrat ukédZzeme na pfikladu biofilmd. Asi logicky se nam
hlavni téma trochu zvrtlo smérem k tomu, jaké ndm biofilmy délaji potize v
mediciné a jak proti nim bojovat. Ale abychom nebyli nespravedlivi, pristé
Vam ukazeme, co skvélého mohou biofilmy pro lidstvo vykonat (je toho
tolik a je to tak moc zajimavé, ze to vyda na vlastni ¢islo).

Za celou redakéni radu Vam prejeme, aby se Vam nés dospélejsi
a usporadanéjsi zpravodaj libil a prinesl Vam tu spravnou kombinaci
pouceni, radosti a GZasu nad vynalézavosti Matky prirody.

Lucie Najmanové

Téma meésice:

Zihada zvana Biofilm

Jedna z teorii vysvétlujicich, pro¢ lidé (v podstaté nesikovni, neobratni,

a primarné bezbranni) v evoluci dokazali prevélcovat véechny ostatni
druhy, vini z naseho Uspéchu schopnost domluvit se a spolupracovat. Déti
to u¢ime od malicka, tfeba na pfikladu jistého Svatopluka, jeho tfi synd

a nékolika vétvi. Ale tvafi v tvar bakteriim si musime pfiznat, Ze v tomto
ohledu jsme rozhodné neobijevili Ameriku jako prvni. Na rozdil od nés
navic bakterie rozhodné nejsou xenofobni! Vzajemné vyhodné interakce
navazuji nejen s prislusniky svého vlastniho spolecenstva, ale i mezi
pomérné vzdalenymi taxony véetné zastupcl odlisnych Fisi. Tvori tak
vzajemné spolupracujici spolecenstvi, které nazyvame biofilm. Vyjimkou
nejsou smisené biofilmy bakterii, kvasinek i archaea [1]. S jistou mirou
nadsazky lze biofilm pfirovnat k tak komplexnimu spolecenstvi, jakym je
napfiklad les. Biofilm je asi nejstarsi a nej¢astéjsi formou zivota na zemi.
V biofilmech Zije az 80 % bakterii. Néktefi autofi spekuluji, Ze volné
(planktonné) rostouci burky prosté jen zatim nenasly vhodny substrét, na
ktery by se prichytily a zac¢aly tvofit biofilm.

Biofilm byvé obvykle definovan jako organizovand komunita mikroorganismu osidlujici néjaké pevné povrchy.

Takovym pevnym povrchem mUze byt kdmen v fece, nés zub, vrstva mucinu ve stfevé nebo tfeba jen pevna

Castice, kterd se do stfeva dostala s potravou a volné se pohybuje. Spoleénym rysem biofilmd je vazba bunék na

extraceluldrni matrix, ¢asto oznacovanéa anglickou zkratkou EPS (extracelular polymeric substance). EPS tvofi

strukturovany sdileny prostor, jehoz vlastnosti se odviji od druhového slozeni biofilmu a prostredi, ve kterém se

biofilm tvofi, a zpétné ovliviuji vlastnosti i funkce biofilmu. EPS mdze byt tvofena polysacharidy, proteiny,

extraceluldrni DNA (eDNA), lipidy, celuldzou, nejraznéjsimi amyloidnimi vidakny a minerédlnimi latkami. EPS bunkam

zajistuje Zivotni prostfedi s dobfe vyfesenym transportem vody a zivin. V biofilmu jsou bufiky mnohem lépe

chranény pred nepfiznivymi podminkami prostredi véetné osmotického stresu, extrémnich teplot a pH, nebo pred

plsobenim antibiotik ¢i imunitniho systému hostitele.

U bunky jednoho druhu mizeme odlisit tfi fenotypové odlisné stavy: buriku rostouci volné (planktonné), buriku

rostouci v biofilmu a buriku uvolnénou z biofilmu na konci jeho Zivotniho cyklu (Obrézek ¢. 1).
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Obrézek ¢. 1 Zivotni cyklus bunék v biofilmu

Tato tfi fyziologické stadia se mohou velmi ligit svym metabolismem i citlivosti k vnéj$im podnétdm, jako
jsou napriklad antibiotika nebo slozky imunitniho systému. V porovnani's planktonné rostoucimi
burikami mohou stejné buriky v biofilmu bez problém snaset radové vyssi koncentrace antibiotik [2].
Mechanism, které pfispivaji ke zvy$ené odolnosti biofilmu, je celd fada, a vysledny efekt je vzdy
kombinaci mnoha z nich:

a) EPS ovliviiuje volnou difuzi latek z prostiedi.

Byva tvorena pozitivné nabitymi molekulami (proteiny, glykoproteiny, glykolipidy), které efektivné vazi
zaporné nabité latky, a ty se tak k cilovym burikdm vibec nedostanou. Typickym prikladem jsou
aminoglykosidy, jejichZ aktivni vychytavéani v EPS dramaticky zvySuje rezistenci biofilmu viéi témto
antibiotikdm. Kromé toho se mdze uplatnit vliv hustoty prostfedi - EPS mdze zabrénit pronikani
nékterych molekul &isté z dlvodd jejich velikosti. Jiné latky ovSem mohou prochézet volné, napf.

fluorochinolony difunduji experimentalnim biofilmem Pseudomonas aeruginosa bez omezeni.

b) Zpomaleni prostupu potencialné toxickych latek biofilmem déva nize ulozenym burkam cas

k adaptaci. Kromé toho vzniké koncentraéni gradient dané latky; buriky na okraji biofilmu mohou byt
ohrozeny, ale buriky uvnitf jsou vystaveny az radové nizsim koncentracim, které mohou mit zcela odlisny
fyziologicky ucinek (viz dale).

c) Adaptace muze vychazet i z vy$si miry mutageneze v biofilmu v porovnani s planktonnim

ristem (v biofilmech byla prokazéna vysoka koncentrace ROS - reactive oxygen species, které mohou
zplUsobovat zmény v DNA). Fyzicka blizkost bunék a vysoka koncentrace DNA (eDNA ) také pfispivaji

k Fadoveé vyssi mite vymény genetického materialu mezi bunkami (horizontalni genovy transfer, ¢asty

mechanismus predavani gend rezistence k antimikrobialnim latkam).
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d) Adaptaci maze byt také pFechod bunék v nejstarsich vrstvach zralého biofilmu

do perzistentniho nebo dormantniho stavu. Pro biofilm byva typicky gradient Zivin a saturace kyslikem
a s tim souvisejici druhové variabilita a rozdilnd metabolicka aktivita bunék v rdznych vrstvach biofilmu.
V dusledku hor$i dostupnosti zivin pak mohou buriky spodnich vrstev biofilmu postupné utlumovat svou
metabolickou aktivitu a prechazet do nékterého z vy$e uvedenych klidovych stavi. Vzhledem k tomu, ze
vétsina antibiotik cili na bunécné mechanismy spojené s rlistem a metabolickou aktivitou, predstavuje
tento Utlum aktivity dalsi z mechanism, jakym bakterie v biofilmu mohou napf¥. pfekonat antibiotickou
terapii.

e) V EPS se mohou kumulovat exoenzymy, které mohou antibiotika inaktivovat (typicky napf.
beta-laktamazy). Stars$i maturované biofilmy P. aeruginosa tak mohou vykazovat vy$si miru rezistence nez
mlady biofilm stejného organismu. U smiSenych biofilmd samoziejmé extracelularni hydrolyza antibiotik
chraniity ¢leny spolecenstva, které sami potrebné enzymy produkovat nemohou.

f) EPS muZe obsahovat znaéné mnozstvi eDNA. Zaporné nabitd DNA mize chelatovat horecnaté
ionty, ¢imZ snizuje jejich efektivni koncentraci v prostfedi. U testovanych druhl P. aeruginosa a S.
enterica to vedlo k aktivaci PhoPQ-PmrAB systému, ktery zajistuje bunkam rezistenci k ATB posledni
volby, polymyxiniim. Obdobny aktivaéni efekt maze mit i lokalni snizeni pH v dasledku akumulace eDNA.

g) Prekvapivé tvorbu biofilmu ovliviiuje i dalsi rezistenéni mechanismus, ktery je typicky predevsim
pro mikroorganismy produkujici antibiotika, efluxni pumpy (membranové proteiny zajistujici aktivni
export antibiotik z buriky ven). Pfesny mechanismus neni zndmy, ale na modelu E. coli bylo prokézano, ze
mutace v riznych genech pro efluxni pumpy vyznamné redukovala schopnost bunék tvorit biofilm. Na
mnoha pfipadech byla dokumentovéna nékolikandsobné vyssi exprese genl pro efluxni pumpy u bunék
rostoucich v biofilmu ve srovnéni's planktonné rostoucimi jedinci stejného druhu.

h) V dnesnim modernim svété uz i malé déti védi, ze skute¢nou moc predstavuji informace.
Bakterie se dorozumivaji pomoci vysilani a pfijimani chemickych signald, tzv. quorum sensing (QS). Na
zékladé vyhodnoceni chemickych signali mohou bunky zjistit, jak velkd a denzni je jejich populace i jak
je rozmanitd, jestli je stéle dost Zivin nebo jestli nehrozi néjaké nebezpecdi, a mohou adekvatné uzpisobit
svlj metabolismus. Zablokovéani QS muze v biofilmu zpUsobit podobnou katastrofu, jako kdyz doma
détem vypnete WIFI. Latky blokujici QS snizuji schopnost tvofit biofilm a snizuje odolnost biofilmu vici
vnéjsim vlivim.

To vSe ovéem stavi védce pred poradny problém - vétsina bakterii v téle roste v biofilmu, ale kdyz v
laboratofi testujeme antibiotické Gcinky novych latek, stale to déldme nejcastéji metodou stanoveni MIC
(minimalni inhibi¢ni koncentrace) s planktonné rostouci monokulturou. To je pfitom ta nejméné
pravdépodobné forma, v jaké bychom patogen v téle potkali. Planktonni infekce jsou vétSinou dobre
|é¢itelné antibiotiky a zcela vylécitelné. Naproti tomu infekce zplsobené biofilmy je velmi obtizné
eradikovat, a Casto se to nepodafi. Pak nemoc prechazi do chronického stavu (typicky napr. cysticka
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fibréza, nebo parodontitida). Volbu vhodné é¢by znaéné komplikuje i fakt, Ze nékteré antitibakterialni
l&tky mohou v subterapeutické koncentraci rdst biofilmu dokonce podpofit (Obrazek &. 2).

Obrézek ¢. 2 Ukazka, jak rizné koncentrace antibiotika mohou zamezovat ristu biofilmu, ale i ho podporovat
(Pfevzato z Ranieri et al., 2018 [3]) MIC = minimalIni inhibi¢ni koncentrace; antibiotikum v mnoZstvi dosahujicim nebo
prevysujicim MIC rast bunék blokuje, v porovnani's kontrolou bez ATB (vehicle control) viak koncentrace ¥ a ¥4 MIC
rast biofilmu naopak stimulovala.

Tento jev byl popsan jak pro dezinfekéni ¢inidla, pouzivana napriklad na operacnich sélech, tak
pro antibiotika. Kastilské mydlo pouzivané chirurgy pro myti rukou pred operaci svou funkci
skvéle plnilo v koncentrované formé i pfi mirném redéni. Pokud byl ale pouzivan pouze 30-
40% roztok kastilského mydla, byl rist biofilmu naopak stimulovén! Analogicky plsobily i velmi
nizké koncentrace fady bézné pouzivanych antibiotik, a dokonce i mnoho aktivnich slozek
humannich [éciv neantibiotické povahy [4]. Podrobné je tato problematika popséna ve
webinari Lori L. Burrows [5], jejiz tym se této problematice dlouhodobé vénuje.

Jak tedy s biofilmy bojovat?

Klicem je PREVENCE. Ve snaze zabranit burikdm biofilm vytvorit mdzeme pouzivat nejriiznéjsi
pristupy a jejich kombinace.

Z fyzikalnich metod se ¢asto pouziva k oSetfeni povrchd slabé elektrické pole, které usazeni
prvnich kolonizatord brani. Tato metoda je Gc¢inna zejména v potravinaiském primyslu
(napfiklad k osetieni trubek pro transport mléka). U¢innym pomocnikem maze byt ultrazvuk
(zndme dobre napfiklad z dentélni hygieny). Jisté Uspéchy byly zaznamenany i s rdzné
strukturovanymi nebo naopak absolutné vyhlazenymi povrchy, které bud'principem ,vyjetych
koleji” brani sifeni biofilmu mimo vyhrazeny prostor nebo jsou naopak tak ,klouzavé”, ze
neumozni uchyceni bakterii.

Chemické metody zahrnuji nejcastéji néjakou formu Gpravy povrch latkami, které néjakym
zpUsobem s rlstem bakterii interferuji, nicméné jak bylo uvedeno vyse, antibiotika (a dokonce
i nékteré dezinfekéni latky) mohou byt dvojseénou zbrani. Dobrych vysledkd je ale dosahovéano
napfiklad oSetfenim povrchu 4% roztokem EDTA (chelataéni ¢inidlo, které z prostredi
odstranuje ionty dulezité pro funkci celé rady enzymd, ¢imz velmi efektivné blokuje
metabolismus).
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Posledni skupinou jsou metody biologické. Jisté Uspéchy byly zaznamenany s pouzitim
probiotik (v boji o Zivotni prostor mohou zabrat misto problematic¢téjsim ,najemnikam”).
Prikladem muize byt vyuziti laktobacill v boji proti kazotvornym streptokokim v zubnim plaku.
Laktobacily mohou dokonce produkovat latky (bakteriociny), které jsou pro oréini streptokoky
baktericidni. Bohuzel i laktobacily mohou pusobit zubni kazy, takze vysledny efekt neni tak
rlZovy, jak by se mohlo zdat. V posledni dobé jsou v souvislosti s antibakterialni terapii
sklonovany bakteriofagy. Efektivnimu vyuziti stoji v cesté fakt, Ze bakteriofagy jsou casto vysoce
specifické, zatimco biofilmy byvaji polymikrobialni. Asi nejvétsi nadéje mizeme upinat k vyuziti
nejraznéjsich enzym, a to bud samostatné nebo v kombinaci s antibiotiky. Jak bylo uvedeno
vyse, biofilm nemize dobre fungovat bez efektivni komunikace (Co ndm to jen pripomina?).
Latky blokujici QS vykazuji v boji proti biofilmu velmi dobré vysledky [6]. Testuji se také enzymy
schopné stépit slozky EPS. Antibiotika maji v kombinaci s metodami narusujicimi integritu
biofilmu (enzymy i mechanické disrupce) vyrazné vétsi Sance.

Ackoli to tak vibec nebylo zamysleno, vychéazi z naseho pojednéani biofilm jako pékny padouch,
ktery na nas ¢iha za kazdym rohem, a se kterym je tfeba bojovat véemi zbranémi.V zajmu
spravedInosti ale musime priznat, Ze téch par neprijemnych infekci, za kterymi biofilmy stoji
(priblizné vsechny myslitelné infekce vsech lidskych tkani a infekce veskerého predstavitelného
zdravotnického materidlu; Obréazek ¢. 3) predstavuje jen malou ¢ast neuvéritelné biodiverzity
této formy Zivota.

Obrézek &. 3 Biofilmy lidskych tkéni a zdravotnického materialu

Biofilmy mohou konat i mnoho dobrého. Pfiznivci kuchynského okénka jisté vzpomenou svou
oblibenou formu biofilmu, kefirova zrna, kterd z pohledu schopnosti formovat biofilm popsali
Han et al., 2018 [7]. Prospésnych (z antropocentrického pohledu) forem biofilmu je ovsem tolik,
Ze si to nechame na dalsi ¢islo Mikrobio(m)novin.


https://www.intechopen.com/chapters/72109
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30043188/
http://www.mikrobiom-cms.cz

www.mikrobiom-cms.cz 2/2024 7

TAKE-HOME MESSAGE

Dominantni zivotni formou bakterii je organizovana komunita nazyvana biofilm; bakterie rostouci
v biofilmu maji jiny fenotyp nez tytéz bakterie rostouci volné.

Spoleénym rysem biofilmu je vazba bunék na extraceluldrni matrix rizného pavodu.

V biofilmu jsou bakterie chranény pred nepfiznivymi podminkami prostfedi véetné osmotického stresu,
extrémnich teplot a pH nebo pred plsobenim antibiotik ¢i imunitniho systému hostitele.

Vétsinu antibakteridlnich 1é¢iv testujeme in vitro na planktonnich formach, pfi¢emz v reédIné situaci
(infekce) je mnohem pravdépodobnéjsi vyskyt v biofilmu. Lééba biofilmu je oviem velmi naroéna,
a ¢asto neni mozné ho eradikovat zcela.

Neékterd ATB, a dokonce i nékteré Iéky neantibiotické povahy, mohou v subterapeutickych davkach rist
biofilmu stimulovat.

Lucie Najmanova
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Metodické okénko aneb pro¢ o strevnim mikrobiomu stale
h...0, pardon, STOLICI vime

Vsichni znime porekadlo, Ze nic neni star$iho nez véerej$i noviny. A s litosti vam vSem musim
oznamit, ze se to tyka i mého okénka. Asi pét okének zpét jsem tu dopodrobna popisovala
technologii Illumina, jako nejpouzivané;jsi, nejcastéjsi atd. Vlastné potud je to stile tak. Ta
technologie se nezménila, stdle ji naleznete témér na vSech stolech v sekvenac¢nich laboratorich
(vyjma Ciny a dalsich specidlnich piipadd) a stéle se na ni sekvenuje nejvic. Piesto se v poslednich
mésicich situace dramaticky zménila. Pokud v dnesni dobé chcete zakoupit sekvenator na kratka
¢teni, menu je mnohem bohatsi, a své chut'ové poharky tak muzete potésit delikatesami
nepoznanymi, le¢ stejné chutnymi. Dnes si tedy predstavime nejnoveéjsi pristroje a nové technologie,
nicméné to vezmeme hezky od podlahy. Rozhodla jsem se vim predstavit véechny sekvena¢ni
platformy, které prosly nasim trhem, dnes na kratka ¢teni. Pristi okénko se podivime na zoubek
sekvenatorim na dlouha cteni.

U vsech platforem pro krétkd ¢teni po fragmentaci a pfidani adaptort (pfipravé knihovny) dochézi
k amplifikaci fragmentu. Tim se zmnozi templat tak, aby pfi sekvenaci bylo mozné identifikovat
jednotlivé baze. Piistroje se tedy lisi v tom, jakym zpisobem amplifikuji fragmenty, pouzitou
technologii za¢lenovéni jednotlivych nukleotida a zptisobem, jak probihd detekce (viz Tabulka €. 1).

Tabulka ¢. 1 Viechny sekvenacni platformy (nebo aspori jejich vétsina) pro kratka Cteni, které byly nebo jsou dostupné
v Cesku EMP PCR - emulzni PCR, RCA - rolling circle amplification, amplifikace ot¢ivou kruznici, SBL — Sequencing by
ligation, SBS — Sequencing by synthesis, SBB — Sequencing by binding

SBL - sequencing by ligation

Tuto technologii vyuzival pouze SOLID. Je to tak slozita technologie, Ze ji v dnes$ni dobé nikdo nemusi
rozumét. Proto si jeji vysvétlovani tady odpustim. Kdyby ale nékdo trpél jistou formou masochismu a chtél si
ji nastudovat, ma $anci zde [1].

SBS - sequencing by synthesis

Sekvenovani syntézou je metoda sekvenovani DNA, pfi které se k replikaci (syntéze) fetézce, ktery ma byt
sekvenovan, pouzivaji DNA polymerazy a dNTP. Mazeme rozlisit dva typy

a. Baze se priddvaji postupné (prvné A, pak T, ...) a inkorporuji se bez zddného blokovani — tedy je-li na
fetézci §xA, inkorporuje se 5xT a detekuje se zvySeny signal — velka chybovost, nebyvalo jasné, zda se
inkorporovalo § nebo 8 stejnych nukleotidy, jiz se nepouziva. Vysledkem byly ruzné dlouhé sekvence. Tuto
technologii vyuzivalo 454 a IonTorrent.

b. Vsechny baze se pfidaji najednou, kazda bdze ma svoji barevnou znacku a je blokovana. Inkorporuje
se vzdy jen jedna bize, po pfecteni znacky se odstrani fluorofor a blok, a muze dojit k dalsimu cyklu. Vzniklé
sekvence jsou stejné dlouhé (i kdyz pfi trimmingu se nekvalitni bize zejména u konce odstranuji a v dasledku
toho stejné dlouhé sekvence nemame). Vysledkem je vétsi presnost, zejména homopolymerech. Tuto
technologii vyuzivd Illumina a MGI.

SBB - sequencing by binding

Tuto technologii vyuzivi AVITI, ONSO, ale jsou mezi nimi velké rozdily. Znacené nukleotidy jsou navazany,
ale ne zaclenény do rostouciho fetézce DNA, fetézec je prodluzovan neznacenymi nukleotidy. V podstaté se
tedy jedna o dvoukrokovy proces. To ma tu vyhodu, Ze se eliminuje tzv. molecular scarring, coz je mozné
zhorseni kvality v dasledku SBS technologie, kdy mohou po odstranéni fluoroforu zustavat tzv. linker arms.
Po ur¢itém mnozstvi cykli mohou tato molekuldrni rezidua kumulativné interferovat s polymerazou, a tim
snizuji presnost sekvenovani.
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Prvné za¢neme trochu nostalgicky a zavzpomindme na sekvenac¢ni platformy, které jiz nejsou mezi
ndmi. Patii sem SOLiD, 454 a Ion Torrent (Obrazek ¢. 1). V§echny pro pomnozeni fragmenti
vyuzivaly emulzni PCR, u které byla snaha na kuli¢cku navazat pouze jednu molekulu DNA, a tu
zmnozit. Jeji obdoba se v dnesni dobé pouziva tfeba u digitilni PCR. Zatimco SOLiD se evolu¢né
neosvedcil, prakticky témér viibec, dalsi dva piistroje se i v naSem malém rybnicku na par let ohtaly.
Detekce se sice lisila (u 454 kaskdda enzymatickych reakci koncici zdbleskem o intenzité odpovidajici
mnozstvi inkorporovanych bazi vs u Ion Torrentu detekce uvolnénych protontd mérenych zménou pHj;
opét, ¢im vétsi zména, tim vice inkorporovanych nukleotidt), ale obé technologie trpély nepfesnosti
v homopolymerech, a nebylo tedy jisté, zda je v sekvenci napt. 6 adenosint za sebou, nebo 8. A to uz
vam trochu narusi ¢teci rimec nejenom tohoto okénka.

S nostalgii a se zvlhlym okem musim konstatovat, ze a¢ nyni kolem mé béhaji dvé malé esence $tésti
(popravdé jsou to dvé VELKE instantni katastrofy, ale to se pry o vlastnich détech nefik, takze pssit),
moje prvni dité byl 454 Junior. Kolik lasky a péce jsem mu béhem doktoratu vénovala, tolik mi oplacel
krasnymi a hodnotnymi sekvencemi. A pak pfisla na trh Illumina. Poskytovala vét$i mnozstvi sekvenci
za vyrazné nizs$i cenu. Celé trapeni klonalni amplifikace, kterou jste u 454 (i Ion Torrentu) stravili
minimalné dva dny v laboratofi se strachem v srdci, zda mate dostatek spravné obohacenych kulicek,
se najednou délala sama v pfistroji béhem par hodin. A na mnoho let byla tato technologie, jiz jsme si
jiz v drivéj$im okénku podrobné vysvétlili, téméf monopolni sekvenaéni technologii. Ale nic netrva
vécné, a od minulého roku se vyskytuje konkurence i v nasich kon¢inach.

Obrazek ¢. 1 — Vyhynulé platformy (pfevzato z [2])

Do nasich luht a haja jsme privitali hned tfi novacky, a to MGI, AVITI a ONSO. V podstaté vSechny
nové pristroje maji jednu véc spolecnou, a to je klonalni amplifikace, které se fikd RCA, anglicky
rolling circle amplification a cesky amplifikace otacivou kruznici. Popularitu této technologii zajist'uji
jisté vyhody, které zadna z predchozich neméla.

I Kopiruje se vzdy jen origindlni sekvence, nedochazi tedy na rozdil od mistkové amplifikace ke
kopirovani kopie — nizky bias zptisobeny PCR amplifikaci

2. Zédny index hoping (Ano, a¢ to nerada pfipoustim, v sekvenacich na Illuminé se rozmohl
takovy nesvar, a to preskakovani indexu, které nastava v dasledku fyzického zaclenéni indexu vzorku
z jedné knihovny do fragmentu vzorku z jiné knihovny, a tim padem dojde k chybnému pfirazeni


http://www.mikrobiom-cms.cz
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sekvence mezi vzorky). Upss, ale lze tomu predejit vyuzitim tzv. UDI adaptéra, kdy z kazdé strany
sekvenovaného vldkna je jiny index, coz umoznuje filtrovat sekvence, u kterych doslo k index hopingu.
Vice si muzete pocist zde {3} a zde [4].

3. Zadné PCR duplikéty (i s nimi se $lo poprat vyuzitim tzv. UMI adaptert, kdy mé kazdy
adapter svij individualni molekuldrni barcode, a tedy kdyz se naliguje na sekvenci jesté pred
amplifikaci, pomuze odlisit pravé duplikaty vzniklé amplifikaci od vzacnych variant. Vice se muzete
podivat zde [5].)

Pokud se bojite, Ze s vyuzitim nékteré z novych platforem si budete muset zvykat na novy zptsob
pfipravy knihoven, tak vas mohu s klidnym srdcem uklidnit. Vétsinu knihoven majicich na svych
koncich oblasti P5 a P7 (tedy knihovny sekvenujici se na Illuminé) lze snadno konvertovat a pouzit.
Ale samoziejmé pokud by si to vase srdce zadalo, mazete si poridit i kity na pfipravu knihoven pfimo
daného vyrobce. Pokud pouzijete knihovny, které maji Nextera nebo TruSeq indexy, nemusite ani
pridavat primery pro ¢teni indexd, jsou jiz soucasti kita.

Ackoliv k naamplifikovani fragmentu v§echny tyto nové technologie pouzivaji RCA, jak jsme si jiz vyse
psali, je v jednotlivych technologiich rozdil, coz pfinasi své vyhody i nevyhody. U AVITI RCA probiha
v pristroji, kde se cirkularizovana knihovna prichyti k navazanym oligonukleotidiim na flowcell,
vzniknou tzv. polonies. U MGI klondlni amplifikaci provedete ve svém obycejné neobycejném cykleru,
a vytvofite si tzv. nanoballs. Ty nasledné sami ¢i s pomoci specidlniho loadovaciho pfistroje nanesete na
flowcell, kterd je paternovand, tedy jsou na ni spoty (+ ndboj), na které se pfichyti negativné nabita
DNA. Diky tomu je (pry) velmi tézké pieloadovat knihovnu (dat vétsi koncentraci nez bylo v imyslu,
a tim si pokazit sekvena¢ni béh), a nemusite tedy byt tak opatrni pfi spravném stanovovani
koncentrace. U ONSA vam prozradim jen to, Ze amplifikace probiha ve specidlnim pfistroji, a vS§echno
ostatni je tajné! Tak ne Ze budete opisovat!

A jsme u detekce. U AVITI se pouziva tzv. Avidite, coz je barvivem znaceny polymer s vice
nukleotidovymi rameny nesoucimi stejnou nukleotidovou bazi. Upravend polymeraza vaze primer
hybridizované polony a aviditové nukleotidové rameno bez inkorporace nebo extenze. Mnoho ramen
se vaze na oblasti hybridizované s primerem, a vytvari tak ultrastabilni multivalentni komplex. Na
zakladé parovani bazi vaze polymeraza spravnou aividite ke kazdé poloné, viz. Obrazek ¢. 2. A protoze
nepotrebujete tolik znac¢enych nukleotidi, méla by sekvenace vyjit levnéji. Teoreticky:

Obrazek ¢. 2 - Vazba Avidite k poloné (pfevzato z [6])


http://www.mikrobiom-cms.cz
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Diky bohu MGI detekuje pomoci fluorescen¢né znacenych nukleotida s terminatorem stejné jako
Illumina, takze to mizu pfeskodit, to si mizete najit ve star$im ¢isle Mikrobio(m)novin. Ale u velmi
precizné sekvenujictho ONSA se tomu nevyhnu, a¢ okénko opét nabira biblickych rozmért. Ale vite
co? Ja vam to feknu Obrazkem ¢. 3.

Obrazek ¢. 3 — Detekce nukleotidd u platformy ONSO [7]

Slibuji, Ze se jiz blizime ke konci. Ziskali jsme od vSech pfistroju read 1, read 2 i sekvence obou indext.
Vysledky jsou FastaQ soubory podobné tém, na které jste zvykli z Illuminy, presto si nékteré softwary
neporadi s trochu jinou hlavickou, ale s tim se da po poradé s aplikacnim specialistou daného pristroje
néco udélat (alias Jak nafingovat Illumini hlavicku v deseti krocich).

A poslednich par zajimavosti, a uz vas necham vydechnout, na mou dusi, na psi usi, na ko¢i¢i svédomi.
Délka ¢teni je u vSech priblizné stejnd jako u Illuminy; nejdelsi ¢teni jsou 2x300 bp.

* AVITI i MGI maji moznost jet dva nezavislé runy najednou. Zahajit druhy run jde po vétsinu ¢asu
sekvenace prvniho runu.

* MGI nem4d zatim moznost sledovat sekvenaci ,on-line z domova“.

* U MGI se muze kazda lajna loadovat samostatné. Jedna flowcell se 4 lajnami tedy muze obsahovat 4
knihovny se stejnymi indexy.

* AVITI ma flexibilni flowcell. Jde tam naspotovat leccos, zatim klasicka oliga pro sekvenovani, ale
do budoucna se pocita s tim, ze ptjde délat obohacené knihovny pfimo na flowcell.”

Nastup téchto pfistroji na trh prospéje nim vSem, protoze jak vite z nenavstivenych kurzt ekonomie,
konkurence tla¢i cenu dold. A zatim to vypadd, Ze tato konkurence produkuje minimalné stejné
kvalitni sekvence, jako Illumina, a proto by mély byt i zaménitelné. Tedy ne, Ze bych doporucovala byt
promiskuitni, a v ramci jednoho projektu vystridat vSechny novinky, ale teoreticky by az na drobné
odchylky v kvalité nemélo ve vétsiné pripada dojit k néjakym fatilnim nesrovnalostem. Teoreticky:
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A za to, ze jste vydrzeli ¢ist az do konce, ode mne dostanete jako darek ojedinélé optimistické
rozlou¢eni. Konkurence v sekvenacnich platformach maze byt davod, pro¢ o stfevnim mikrobiomu
budeme védét vic nez h...o, pardon, STOLICI.

Petra Videnrska

[1} Mardis, Elaine R. “The impact of next-generation sequencing technology on genetics.” Trends in genetics: TIG
vol. 24,3 (2008): 133-41. d0i:10.1016/j.tig.2007.12.007

[2] https://www.technologynetworks.com/genomics/articles/an-overview-of-next-generation-sequencing-346532
[31 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

{51 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 méstskych ekosystému

V moderni dobé, kdy se mésta rozristaji rychlejsSim tempem nez kdykoliv predtim, zvysuje se
vyznam v oblasti Zivotniho prostredi, zdravi a udrzitelnosti, se stava zkoumani vlivu mést na
prirodni ekosystémy naléhavéjsim nez kdy jindy.

V tomto kontextu bychom chtéli upozornit na zajimavy pfistup ve vyzkumu, jak urbanizace
ovliviiuje méstskd mikrobialni spolecenstvi. Americti védci [ 1] se necekané obrétili ke véelam,
tém nejmensim obyvatellim mést, aby odhalili tajemstvi méstskych mikrobiom. Ty jsou kli¢ové
z nékolika dlvodu. Ovliviuji kvalitu vzduchu, zdravi rostlin, ale i Sifeni nemoci v méstskych
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prostredich. Veely se ukazaly byt skvélymi bioindikatory, protoze sbiraji
béhem svych vyletd v okruhu cca tfi kilometrd kolem dlu vSechny
mozné mikrobiomy jak ze vzduchu, tak z rostlin, ptdy i lidi, coz odrézi
kvalitu prostredi a biodiverzitu jejich méstskych lokalit. Pfi zaméreni se
na virulentni faktory Ize tyto informace také vyuzit ke sledovani
epidemiologicky vyznamnych agens jak pro samotné vcely, tak i pro
lidskou populaci. V rdmci této studie se pozornost soustredila na
Sirokou skalu mést, véetné Sydney a Melbourne, které jsou znamé svou
rozsadhlou zeleni, Benatky s jejich unikdtnimi vodnimi cestami,
Brooklyn, ktery predstavuje husté osidlenou méstskou ¢ast New Yorku,
a Tokyo, metropoli zndmou svym rychlym tempem zivota a
technologickym pokrokem. Rozmanitost a sloZzeni mikrobiom téchto
mést se Siroce lisSila, coZ odrazi jedinecné environmentalni, kulturni

a geografické charakteristiky kazdého mésta. Proménlivost méstskych
mikrobiom neni ndhodna. Tato variabilita zdraznuje nejen
prizpUsobivost a adaptaci, ale i odolnost ¢i dokonce negativni odrazy
mikrobialnich spolecenstvi v reakci na urbanizaci a lidské aktivity. Ze
studie vyplyva, Ze mésta, kterd investuji do zelenych ploch

a udrzitelného planovani, mohou nejen zlepsit kvalitu Zivota svych
obyvatel, ale také podpofit bohatou mikrobiélni diverzitu, ktera je
klicem k udrzitelnému zdravi méstskych ekosystéma.

Méstské mikrobiomy nejsou jen pasivnimi obyvateli nasich mést, ale
aktivnimi Gcastniky, ktefi formuji zdravi a udrzitelnost méstskych
ekosystém. Je na Case porozumét jejich hodnoté a dynamice, je Cas
zamyslet se nad tim, jak mdzeme tyto systémy ochranovat a vyuZzivat ve
prospéch Sirsiho spolec¢enského zdravi.

Eliska Pivrncova
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Rozvoj viromu u déti

V dnesni dobé jiz malokdo pochybuje o vlivu sloZzeni mikrobiomu na
zdravi ¢lovéka a o tom, Ze jednim z nejdulezitéjsich obdobi, kdy se
rozviji a ustanovuje tento mikrobiom, jsou prvni tfi roky Zivota. Dosud
se ale vétsina praci zabyvala bakteridlnim sloZzenim. Diky rozvoji
technologii a nebyvalému usili mnoha védcl se do popredi zajmu
dostéva i znalost o zastoupeni jednotlivych vir(, tzv. virom. Studie
autorl Zheng et al., 2024, [2] popisuje soucasné znalosti o virové
diverzité v prvnich letech zZivota. Sleduje pestrost vlivi a faktory, které
formuji sloZeni lidského stfevniho viromu v prabéhu casu. Autofi zjistili,
Ze podobné jako u bakterii mnozstvi a diverzita virli (a predevsim
bakteriofagu, ktefi tvofi majoritu viromu) do tfi let roste. Také byla po
porodu pozorovana velka variabilita mezi jedinci, kterd ale postupné
klesala. Rovnéz se potvrdilo, ze virom ovliviuji obdobné faktory, jako
bakteriom (zplsob porodu, zavddéna potrava apod.), ale presny
mechanismus neni zndm. A protoze jsme si v téchto
Mikrobio(m)novinach jiz povédéli mnoho zajimavosti o biofilmu, ani
zde nemuzeme preskocit zminku, Ze prostredi ve stfevé mize
ovliviiovat interakce mezi fagy a bakteriemi, a regulovat tak expresi
bakteridlnich gend potfebnych pro formaci biofilmu. V rémci studie
byl také pripraven katalog détského strevniho viromu, ktery maze
slouzit jako zdroj informaci, a mize pomoci odhalit souvislosti mezi
stfevnim viromem a zdravim kojencu.

Hana Sechovcové

[1] Hénaff, Elizabeth et al. “Holobiont Urbanism: sampling urban beehives reveals cities' metagenomes.” Environmental microbiome
vol. 18,1 23. 30 Mar. 2023, doi:10.1186/s40793-023-00467-z

[2] Zeng, Shugin et al. “A metagenomic catalog of the early-life human gut virome.” Nature communications vol. 15,1 1864. 29 Feb.
2024. doi:10.1038/s41467-024-45793-2
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Mikrobio - humor

Co na mne tak hloupé zirds? Tak pomuzes$ mi doll z toho receptoru?

Velké podékovani patii rodiné pana Leose Mandela za svoleni ke zvefejnéni laskavého mikrobiélniho kresleného humoru a také RNDr. lljovi

Trebichavskému, CSc., ktery obrazky Leose Mandela shromazdil a knizné vydal.
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