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Patogenní bakterie pZedstavují závažný zdravotnický problém, neboť jsou schopné 

vyvolávat široké spektrum infek�ních onemocnění u lidí i zvíZat. Schopnost těchto 

mikroorganismů způsobovat onemocnění 

vlastností, které jsou zakódovány v jejich genomu. Studium bakteriálních genomů je proto 

klí�ové pro pochopení mechanismů infekce, pZenosu a rezistence vů�i antibiotikům.

Tato práce se zaměZuje na studium genomu 

konkrétně rodů Tyto bakterie patZí mezi 

klinicky významné patogeny, které mohou způsobovat jak běžné komunitní infekce, tak 

závažné nozokomiální nákazy. Znalost jejich genetické výbavy je nezbytná nejen pro vývoj 

nových diagnostických a terapeutických pZístupů, ale i pro sledování epidemiologických trendů 

a efektivní kontrolu šíZení infekcí.

úvodní �ásti mikroorganismů

ě sekvenování DNA, které umožňují 

těchto patogenů. Práce se věnuje tradi�ním metodám sekvenování

tak i moderním pZístupům, v�etně technologií tZetí a �tvrté generace, které pZinášejí nové 

možnosti v oblasti mikrobiální genomiky

bakteriálních genomů dnes pZedstavuje nedílnou sou�ást 

mikrobiologického výzkumu i klinické praxe. Tato práce si klade za cíl pZiblížit význam

a praktické využití těchto poznatků a metod v kontextu sou�asné biomedicíny.



Bakterie jsou jednobuně�né prokaryotické organismy s poměrně jednoduchou 

strukturou. Jejich tvar je kokovitý (kulatý) nebo ty�inkovitý. Podle složení buně�né stěny

můžeme rozdělit na grampozitivní a gramnegativní. Grampozitivní bakterie mají buně�nou 

stěnu složenou ze silné vrstvy peptidoglykanů, gramnegativní bakterie mají buně�nou stěnu 

složenou z tenké vrstvy peptidoglykanů a tu pZekrytou vnější membránou. Bakt

pZírodě nenahraditelné, ve významu koloběhu látek, symbiózy s �lověkem �i poziti

vlivem na ekosystém. Vedle těchto prospěšných bakterií jsou některé bakterie spojovány 

nemocemi neboli patogenitou. Na základě toho lze bakterie obecně rozdělit na nepatogenní, 

oportunně patogenní a primárně patogenní [1].

infekci jen pokud je poškozen obranný mechanismus jedince, s �ímž samozZejmě souvisí 

mikroorganismy jsou nekonfliktní, nezpůsobují onemocnění ani 

jiné škodlivé reakce a můžeme zaZadit mikroorganismy vzdušné flóry

mikroflóry (napZíklad na kůži, sliznicích �i ve stZevě) oportunně patogenních bakterií

této práci zaměZím na Primárně patogenních bakteri

mnoho a onemocnění jimi způsobeným se snažíme zabránit o�kováním, v

zaměZím na rod 

je schopnost vyvolat onemocnění u hostitele

které vyjadZují jaké míry dokáže mikroorganismus hostitele poškodit

dobZe dokáž unikat imunitní obraně hostitele a rychle se dokáže replikovat

Zadíme vylu�ované látky mikroorganism

buně�ného povrchu Další faktory virulence jsou 

, které umožňují pZichyce zajišťující 

PZítomnost těchto faktorů bývá podmíněna specifickými jsou �asto 

sou�ástí tzv. ostrovů virulence

Zkoumání bakterií výrazně rozvinuli Robert Koch a Louis Pasteur. Louis Pasteur 

roce 1859, že kvašení způsobují bakterie, také zastával názor, že bakterie 

pZí�inou . Toto tvrzení potvrdil Robert Koch, který studoval původce cholery



a následně , že bakterie opravdu způsobuj

roce 1905 obdržel Nobelovu cenu [1].

Stafylokoky Zadíme mezi grampozitivní bakterie, kulovitého tvaru. Pokud je budeme 

mikroskopem, uvidíme shluky ve tvaru hroznů. Nej�astěji se vyskytují v

a na kůži �lověka. NejrozšíZenější druhy, na které se zaměZím v

Tuto bakterii najdeme nej�astěji v nosní dutině nebo na kůži. Zadíme mezi 

fakultativně anaerobní bakterie. PZi kultivaci na bohatém živném médiu tvoZí 

poměrně velké žluté kolonie. PZi kultivaci na krevním agaru způsobuje �asto hemolýzu [

široké. 

antibiotikům, produkci velkého množství extracelulárních proteinů (enzymů i toxinů)

Právě tvorba biofilmu umožňuje pZežívat na plast

a způsobovat tak nozokomiální nákazy. způsobuje různě žné infekce

a onemocnění kůže až po těžké systémové stavy.

patZí enterotoxikózy (způsobené produkovaným enterotoxinem), syndrom opaZené kůže 

neboli Ritterův syndrom (způsobený exfoliatinem což je epidermolytický toxin). Z dalších 

produkovaných toxinů ještě zmíni hemolyziny (alfa, beta, gama, delta), které způsobují 

lýzu erytrocytů

, což

poslední době pZedstavuje velké problémy.

není pZíliš nebezpe�ný ale pro pacienty s oslabenou imunitou �i otevZenými ránami 

už nebezpe�ný je. sou�asné době se k lé�bě využívá vankomycin všem vzhledem 

neustále se zvyšující minimální ú�inné koncentraci, vzniká 

lé�bě antibiotiky pZistupuje jen ve vážných pZípadech

nekrotizující pneumonie, infek�ní endokarditida



závažnější

(SAB). Bakteriémie obecně znamená, že v

Tato konkrétní bakteriémie je nej�astější infekcí krevního Ze�iště s vysokou incidencí (tj. po�et 

nemocných za ur�itý �asový úsek neboli pravděpodobnost onemocně ur�itou diagnózou) 

a letalitou (tj. smrtnost, poměr po�tu zemZelých na danou chorobu vů�i celkovému po�tu živých 

Jedná se o bakterii nej�astěji se vyskytující na kůži, jak lze odvodit z ůvodně 

že pZi kultivaci na bohatém živném 

tvoZí malé bílé a kulovité kolonie. PZi kultivaci na krevním agaru nezpůsobuje hemolýzu, což 

odlišností od . PZi běžném výskytu na pokožce není 

patogenem, ovšem v nemocni�ním prostZedí patogenem může. Stejně jako 

produkuje biofilm, který ho chrání pZed působením antibiotik a 

hostitele. Díky tvorbě biofilmu poté ulpívá na katetrech a dalších pZístrojích a ná�iních. Většin

onemocnění, které způsobuje apZíklad 

Jde o rod kokovitých grampozitivních bakterií, charakteristického Zetízkovitého 

uspoZádání. Najdeme zde zastoupení bakterií pZirozeně se vyskytujících u lidí i zvíZat, bakterie 

využívající potravináZském průmyslu, ale

rodu způsobují infekce pZedevším horních a dolních dýchacích cest Tento rod můžeme rozdělit 

na tZi skupiny, a to skupinu A, B a pneumokoky podle pZítomných antigenů

Zadíme streptokoky jichž

a je zodpovědný za jejich virulenci které Zadíme do skupiny B

polysacharid, který je důležitý pro jejich 

jsou rizikové pZedevším pro novorozence, těhotné ženy a starší jedince

konkrétně jsou původcem napZ. meningitid a sepsí

polysacharidový antigen, který je klí�ový v



hemolýzy. Y

je to výhradně lidský bakteriální patogen, způsobující lehk

kůže a sliznic, až hnisavé toxicko invazivní onemocnění, která �asto bývají smrtelná. Virulentní 

se dokáže vyrovnat 

se všemi úrovněmi imunitní obrany hostitele, tudíž ho považujeme za velmi nebezpe�ný 

Mezi významná onemocnění spojená se můžeme zaZadit postsreptokokovou

glomerulonefritidu, což je autoimunitní onemocnění většinou vyvolané opakovanými 

. Dále akutní revmatickou hore�ku a revmatické onemocnění srdce

Revmatická hore�ka je zánětlivé systémové onemocnění pojivových tkání

se vyzna�uje hore�kou, postižením kloubů, kůže a srdce Evropě se 

je spíše problémem rozvojových zemí. Ovšem revmatická hore�ka může pZejít až v

onemocněni srdce což je velmi vážný stav. Název je odvozen na základě podobností pZíznaků 

PZi těžší pZípadech může dojít až k selhání srdce. Problém však pZedstavuje

i samotné zjizvení tkáně chlopní anamnézou prodělané streptokokové 

Na tyto onemocnění ro�ně umZe půl milionu lidí, v celosvětovém měZítku. Ú�innými 

lé�í, jsou peniciliny a cefalosporiny, ovšem rezistence 

vů�i všem ostatním antibiotikům neustále stoupá [

patZí také mezi grampozitivní bakterie, pZi 

kultivaci na krevním agaru je alfa hemolytický, netvoZí spory a je nepohyblivý. 

je sou�ástí pZirozené mikroflóry horních cest dýchacích. Pokud však hostitel má slabou imunitu, 

se šíZí do dolních cest dýchacích a dalších orgánů, tkání a stává se 

tak patogenním. Obzvlášť nebezpe�ný je pro malé děti, seniory a imunokompromitované 

způsobuje pneumokoková onemocnění jako napZíklad: pneumonii 



(obvykle lobárního typu), paranasální sinusitidu, meningitidu (ta je většinou až sekundární 

byl popsán v roce 1894 a je jedním z nejrozmanitějších 

a nejrozšíZenějších bakteriálních rodů, jehož druhy byly izolovány po celém světě ve všech 

typech prostZedí od Antarktidy po tropy. Zástupci rodu jsou většinou pohyblivé 

gramnegativní ty�inky. Rozsáhlé rozšíZení tohoto rodu je způsobeno nenáro�ností na prostZedí 

a nutri�ní všestrannost. Jsou schopny využívat velké množství organických slou�enin jako zdroj 

uhlíku a dusíku. Některé druhy jsou dokonce schopny žít v destilované vodě díky pZítomnosti 

stopových živin. Jsou odolné vů�i většině používaných antibiotik. Naštěstí jsou nákazy tímto 

rodem spíše oportunní neboli omezené na pacienty se špatnou imunitou �i jinými vážnými stavy

je gramnegativní bakterie, která je známá pZedevším kvůli 

své pZirozeně vysoké rezistenci vů�i antibiotikům. Dále má schopnost udržet plazmidy 

informací o rezistenci vů�i dalším antibiotikům, tudíž je obávaným a nebezpe�ným 

olonizovat povrchy ve formě biofilmu, kvůli kterému jsou její 

buňky neprostupné vů�i terapeutickým koncentracím antibiotik. Konkrétně způsobuje různé 

druhy infekcí, ať už se jedná o infekce mo�ových cest nebo respira�ní infekce

jsou tyto infekce těžce lé�itelné a problematické.

bakterií je nej�astější u pacientů s se zvyšuje 

věkem pacienta a také tím, že kolonizace jiných mikroorganismů je �asto nahrazována právě 

í jsou �asté kolonizace způsobené hlavně tím že se patogen 

nevyskytuje pZevážně v plicích ale kolonizace pZichází z

fibrózou si navíc �asto tento patogen pZedávají mezi s Ú�inných antibiotik je opravdu 

málo napZ. gentamicin. Bohužel vů�i některým kmenům nejsou ú�inná žádná antibiotika, takže 

některých pZípadech je infekce nevylé�itelná a �asto smrtelná [



soubor všech genů uložených v pZípadě některých virů 

RNA) obsažených v buňkách organismu. Sekvence genomu pZedstavu poZadí 

všech nukleotidů v

, pětiuhlíkatého monosa

zbytků kyseliny fosfore�né

rozlišovacími znaky �eledi, 

mikroorganismů odlišeny na základě

důležitější funk�ní �ástí buňky

uspoZádaných do sp ho rámce, které tvoZí kompaktní trojrozměrné struktury

Zedstav

Rekonstrukce trojrozměrné struktury chromatinu 

(komplexu DNA a proteinů) rozměrné lineární sekvence DNA pZedstavuje 

fyzikálním omezením prostorového uspoZádání buně�ném jádZe poněkud

trojrozměrné struktury genomu je uvedena na Obr. 

bakterií je zpravidla tvoZen pouze jedním 

mohou být lokalizovány i na plazmidech, ostrovech virulence nebo být sou�ástí mobilních 

genetických elementů, jako jsou profágy a transpozony. Tyto faktory zahrnují napZíklad geny 

pro toxiny, adheziny, invaziny, enzymy nebo sekre�ní systémy, které umožňují patogenu 

onemocnění

jádZe sv konkrétní místo, které je dále rozděleno na chromozomové 

kompartmenty, topologicky asociované domény (TAD) a chromatinové smy�ky. Skládání 

, pZi�emž transkrip�ní kontrola je 

zprostZedkována fyzickými kontakty mezi cílovými geny a pZíslušnými enhancery 

se váž regula�ní proteiny. Funk�ní smy�ka mezi gen a regula�ní doménou 

ovlivněny 

nejen epigenetickými markery v jednorozměrných lineárních sekvencích DNA, ale také jej



nenáhodným prostorovým uspoZádáním Organizace trojrozměrné 

pZímo souvisí s funk�ností genomu [

Trojrozměrná organizace genomu

Hlavní funkcí genomu je udávání specifity dané buňky.  Jednotlivé typy buněk jsou 

definovány ur�itými programy genové exprese a liší se 

napZíklad rozsahem a umístěním heterochromatinových domén. Jedním z pZedpokladů 

organizace je, že celkový 

by se měl lišit mezi jednotlivými buně�nými typy a 

rostoucí evolu�ní vzdáleností buně�ných linií. Struktura genomu jasně souvisí s jeho funkcí, 

transkrip�ní 

genů. Stejně tak je však zZejmé, že samotná struktura neur�uje funk�ní stav genu. alší

patZí pZi�emž obě í na struktuZe 

, které jsou ovlivňovány regula�ními oblastmi 



Od roku 1995, kdy byly zveZejněny první dvě kompletní sekvence bakteriální

ů, se věda o bakteriích dramaticky změnila. Pomocí sekvenování DNA tZetí generace je 

možné kompletně sekvenovat bakteriální genom během několika hodin a také 

identifikovat některé typy metyla�ních míst podél genomu. Sekvenování bakteriálních genomů 

z desítek tisíc bakteriálních genomů mají 

zásadní vliv na náš pohled na svět bakterií. sou�asnosti jsou k dispozici sekvence více než 

genomů různých bakteriálních kmenů. ozložení je však zna�ně nevyvážené

ve prospěch několika kmenům, které zahrnují modelové organismy. Rozsah 

však stál rozšiZuje, pZi�emž zaměZují na doplňování méně 

charakterizovaných taxonomických skupin. Nutno zmínit, že na měla a má velký 

pZímo z prostZedí napZ. půdy, vody nebo obsah žaludku). Právě díky této metodě 

bylo objeveno velké množství nových druhů mikroorganismů [1

Důvodem, pro� je sekvenování genomů tak důležité je, že umožňuje mnoho praktických 

aplikací, napZíklad modelování metabolismu v měZítku 

rozumíme ur�ování poZadí nukleotidů v

Metody sekvenování můžeme rozdělit na klasické metody a metody nové generace. 

Mezi klasické metody Zadíme metodu dle Sangera (1977) a metodu Barnesa (1978). Tyto 

metody byly schopné zjistit jen pZibližné poZadí bází u krátkých fragmentů DNA. Metody nové 

nerace jsou založené na masivní paralelní syntéze pomocí DNA polymerázy s

za�leňováním bází [1

Hlavní rozdíl mezi tradi�ními metodami a sekvenováním nové generace spo�ívá

v objemu dat, který lze analyzovat. Zatímco tradi�ní metody umožňují sekvenovat pouze jeden 

fragment DNA v �ase, NGS technologie dokáže ve jednom běhu zpracovat velké množství 

fragmentů sou�asně. To pZináší výhody nejen z hlediska �asu, ale i nákladů. Tudíž pro 

sekvenování většího objemu dat je lepší NGS ale pokud se zaměZujeme na nízký po�et cílů 



bude vhodnější tradi�ní sekvenování. má nevýhodu oproti tradi�nímu sekvenování 

pZedevším ve složitější analýze dat a ve složitějším pracovním postupu

Crick v roce 1953 na základě krystalografických dat Rosalindy 

Franklinové a Maurice Wilkinse vyZešili trojrozměrnou strukturu DNA, což pZispělo

k vytvoZení koncep�ního rámce pro replikaci DNA i kódování proteinů v nukleových 

kyselinách. Schopnost "�íst" neboli sekvenovat DNA však nenásledovala objasnění 

se, že strategie vyvinuté k ur�ování sekvence proteinových Zetězců

se nedají snadno použít pro výzkum nukleových kyselin. Molekuly DNA byly mnohem delší

a skládaly se z menšího po�tu jednotek, které si byly navzájem podobné, takže bylo obtížnější 

je rozlišit. Po�áte�ní snahy se soustZedily na sekvenování nejsnáze dostupných populací 

relativně �istých druhů RNA, jako jsou mikrobiální ribozomální nebo transferová RNA nebo 

genomy bakteriofágů s jednoZetězcovou RNA. Výhodou bylo, že nejsou komplikovány 

ním vláknem a jsou �asto podstatně kratší než molekuly eukaryotické DNA. 

Navíc již byly známy a k dispozici enzymy RNázy schopné štěpit Zetězce RNA na specifických 

místech. Navzdory těmto výhodám zůstával pokrok pomalý, dosavadní te

analyzovat pouze složení nukleotidů, nikoliv jejich poZadí. V

a jeho kolegům podaZilo vytvoZit první sekvenci celé nukleové kyseliny. Souběžně s tím Fred 

Sanger a jeho kolegové vyvinuli pZíbuznou techniku založenou na detekci �áste�ně štěpených 

radioaktivně zna�ených fragmentů po dvourozměrné frakcionaci, která výzkumníkům 

umožnila postupně doplňovat rostoucí 

Také díky této metodě dvourozměrné frakcionace se v laboratoZi Waltera Firse podaZilo v roce 

1972 získat první kompletní sekvenci genu kódujícího bílkoviny, o �tyZi roky později pak 

Metody sekvenování první generace spadají do kategorie tradi�ních sekvena�ních 

budou popsány dvě nejvýznamnější z



Další praktickou změnou, která měla velký dopad, bylo nahrazení 2

(která �asto zahrnovala elektroforézu i chromatografii) jedinou separací podle délky 

polynukleotidu pomocí elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, která poskytla mnohem větší 

ozlišovací schopnost. Tuto techniku využil

Technika využívala DNA polymerázu k , pZi�emž byly za�leňovány

radioaktivně zna�ené nukleotidy. Následně byly provedeny dvě polymera�ní reakce, které 

umožnily detekci vzniklých fragmentů " reakce, ve které je pZítomen pouze jeden typ 

nukleotidu, takže všechna rozšíZení kon�í touto bází, a "mínusová" reakce, ve které se používají 

tZi typy nukleotidů vytváZí sekvence kon�ící těsně pZed chybějícím �tvrtým 

rávě touto technikou Sanger a jeho kolegové sekvenovali první 

v mnoha sekvena�ních laboratoZích své místo jako pozitivní kontrolní genom [1

Zásadní průlom, který navždy změnil vývoj technologie sekvenování DNA, však pZišel 

v roce 1977, kdy Sanger vyvinul techniku tzv. Zetězového zakon�ení. Tato technika využívá 

chemické analogy deoxynukleotidtrifosfátů (dNTP), konkrétně dideoxynukleotidtrifos

(ddNTP), které slouží jako terminátory syntézy DNA Zetězce. Dideoxynukleotidtrifosfáty 

(ddNTP) postrádají 3′ hydroxylovou skupinu, která je nutná pro prodlužování Zetězců DNA 

pomocí vazby s 5′ fosfátem dalšího dNTP. Z tohoto důvodu jejich za�lenění do

Zetězce DNA vede k jeho ukon�ení. PZimícháním malého množství radioaktivně zna�ených 

ddNTP do reak�ní směsi obsahující běžné dNTP dochází pZi polymeraci k náhodnému zaZazení 

ddNTP, což vede ke vzniku Zetězců DNA různé délky – vždy zakon�en

Provedením �tyZ paralelních reakcí – každé s jiným typem ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, 

– a následnou elektroforézou v polyakrylamidovém gelu, kde každý pruh odpovídá 

otidů. Na pZíslušné pozici gelu 

se zobrazí radioaktivní pás, který ozna�uje zakon�ení Zetězce konkrétní bází. 

PZestože tato metoda, známá jako Sangerovo sekvenování, pracuje na stejném principu 

jako ostatní techniky (generování Zetězců různých délek a zna�ení kone�ného nukleotidu), 

vyniká svou pZesností a relativní jednoduchostí. Díky těmto vlastnostem se stala na

nejběžnější technologií používanou k sekvenování DNA [1



Jedná se o metodu založenou na chemické 

Tato metoda byla pZedstavena 

Prvním krokem je pZevedení 

jednoZetězcové DNA se pZidá 

polymerázové Zetězové 

specifických pro každou bázi, se tyto Zetězce na �tyZi skupiny, každá skupina 

Výsledkem tedy je, že reakce probíhá ve �tyZech zkumavkách, každá 

radioaktivně zna�enou templátovou 

a) příklad DNA, která má být sekvenována, 



dalo možnost používat sekvenování pro rutinní 

vyšetZování v klinických laboratoZích. NapZíklad lidský genom zvládne sekvenovat už za jeden 

klinice je velmi důležit

genetických onemocnění, 

možnost porovnání pacientova genomu s referen�ním genomem

Technologie NGS prošly vývojem, v jehož rámci se rozlišují různé generace

tZetí, �tvrtá) podle technických principů a úrovně výkonnosti.

ozna�ovaná jako klasické NGS, umožňuje hromadné paralelní sekvenování milionů fragmentů 

DNA sou�asně. Typickými zástupci jsou technologie pyrosekvenování, Illumina, Ion Torrent, 

popsané níže. Proces zahrnuje fragmentaci DNA, její amplifikaci a následné s

nutnost amplifikace a relativně krátká délka �tení (zpravidla 100–300 bp), což může 

komplikovat analýzu složitých genomů

Sekvenování druhé generace, se �asto využívá v

materiálu získaného pZímo ze životního prostZedí). Pyrosekvenování se využívá v

složení

a vznikem různých onemocnění 

Sou�asně s rozvojem rozsáhlého Sangerova sekvenování se objevila další technika, 

která pZipravila půdu pro první vlnu sekvenátorů DNA nové generace. Tato metoda se výrazně 

lišila od stávajících metod tím, že neodvozovala identitu nukleotidů pomocí radioaktivně nebo 

fluorescen�ně zna�ených dNTP nebo oligonukleotidů pZed vizualizací pomocí elektroforézy. 

Místo toho vědci využili nedávno objevenou luminiscen�ní metodu pro měZení syntézy 

a spo�ívala ve dvouenzymovém procesu, pZi němž se ATP sulfuryláza používá 

k pZeměně pyrofosfátu na což je hlavní zdroj energie v buňce

se pak používá jako substrát pro luciferázu, �ímž vzniká světlo úměrné množství pyrofosfátu. 

Tento pZístup byl použit k odvození sekvence měZením produkce pyrofosfátu

intenzitě luminescence, pZi postupném promývání každého nukleotidu systémem pZes 



Tato technika pyrosekvenování měla Zadu vlastností, které byly považovány

za pZínosné. Bylo možné ji provádět s použitím pZirozených nukleotidů (namísto silně 

modifikovaných dNTP používaných v protokolech ukon�ujících Zetězce) a umožňovala 

v reálném �ase, �ímž odpadla potZeba 

však bylo ur�ení po�tu po sobě jdoucích stejných nukleotidů

(tzv. homopolymerů). Intenzita uvolněného světla 

ale šum způsobil nelineární ode�et více než �tyZmi nebo pěti stejnými 

Pyrosekvenování bylo později licencováno biotechnologick spole�nost

Sciences, založen úspěšnou 

komer�ní technologii sekvenování nové generace (NGS) [1

přípravu DNA 

uli�ky s navázaným fragmentem se vloží do 

e kuli�ky vloží pikotitra�ní desti�ky. 
ást B) 

sekvena�ní reakci [



Metoda se za�ala používat v

Zetězce. Illumina je velmi rozšíZenou platformou v genomických studiích a zahrnuje šest 

různých typů sekvenátorů [1

Sekvenátory využívají technologii sekvenování syntézou. DNA knihovna s fixními 

adaptéry je nejprve denaturována na jednotlivá vlákna a navázána na povrch průtokové buňky, 

kde následně dochází k můstkové amplifikaci. Tento proces vede ke vzniku klastrů, kt

obsahují klonální fragmenty DNA. PZed samotným sekvenováním se knihovna pomocí 

lineariza�ního enzymu rozštěpí, �ímž vznikají jednoZetězcové templáty. Během sekvena�ní 

reakce jsou k templátu postupně pZipojovány �tyZi druhy nukleotidů, z nichž každý je opatZen 

fluorescen�ním barvivem a do�asně blokující skupinou, která brání pZidání další báze. 

Po každém cyklu je zaznamenán fluorescen�ní signál pomocí CCD (charge

a blokující skupina je následně odstraněna, což 

umožňuje pokra�ování syntézy [

Ze sekvenátoru Illuminy je možné získat od 1,5 – 600 Gb dat na jeden běh dle výběru 

konkrétního sekvenátoru (záleží na typu). Chybovost je do jednoho procenta a kvalita 

fragmentů klesá s nárůstem po�tu bází. Illumina má pZesné vyhodnocení v

Hlavní výhodou této metody je její využitelnost v rámci studia různých onemocnění. 

ZaměZuje se na sekvenování celého exomu, který tvoZí méně než 2

ale zahrnuje pZibližně 85



DNA a vytvoření 

můstková tvořené 

do průtokové kyvety přidá fluorescen�ně 

ozna�ené fluorescen�ních výsledků sekvenování

řevzato a 

Ion PGM (Personal Genome Machine) byl uveden na trh spole�ností Ion Torrent 

roku 2010. PZedstavuje 

využívá polovodi�ovou sekven �ní technologii, která detekuje změny

změn napětí vznikajícími pZi inkorporaci nukleotidů. Pokud je pZidán správný nukleotid

uvolnění vodíkového iontu, což způsobí měZitelnou změn tudíž změn napětí

PZi pZidání nesprávného nukleotidu žádné reakci nedochází

změna Pokud jsou pZidány 2 

dvojnásobné napětí



PZi pZípravě knihovny fragmentů se využívá párové uspoZádání. Nejprve se štěpí DNA 

a ligují se adaptéry na oba konce fragmentů. Po imobilizaci na nosi�ové sféry následuje 

amplifikace pomocí emulzní PCR. Posledním krokem pZípravy knihovny je nanesení sfér 

entrifugací na desti�ku s

na mikro�ipu, který obsahuje vrstv mikrojamek, pod nimiž je vodivá vrstva s integrovaným 

pZi�emž celý systém je umístěn na kZemíkové desti�ce. Schéma mikro�ipu je 

. Mikro�ip je pZekrytý mikrofluidní vrstvou, ve které postupně proudí 

Sekvenování probíhá tak, že báze vstupují do systému v pZesně 

definovaném poZadí. rvní �tyZi odpovídají �tyZem nukleotidům na adaptéru pod primerem. PZi 

každém zaZazení správné báze během syntézy DNA se uvolní vodíkový kation, což se projeví 

jako změna pH v pZíslušné mikrojamce. Tato změna je zaznamenána jako elektrický signál

vodivé vrstvě, která je kovovým sloupkem spojená s

umožňuje �ipu ur�it, který nukleotid byl právě pZipojen, a tak postupně rekonstruovat sekvenci 

Schéma mikro�ipu a zpracování signálu technikou Ion Torrent



PZíkladem použití sekvenátoru Ion Torrent

patogenů. V Německu proběhla v

použití této technologie byly poměrně rychle nalezeny fungující antibiotika. Z �ehož vyplývá, 

že Ion Torrent má potenciál rychlého, ale výkonově omezeného sekvenátoru v pZípadě výskytu 

nového onemocnění

PGM je první komer�ní sekvenátor, který nevyužívá fluorescen�ní zna�ení a skenování 

kamerou, což vede k vyšší rychlosti a menší velikosti pZístroje. Velkou výhodou je i jednodušší 

pracovní postup a dostupnější cena. Nevýhoda spo�ívá v obtížném �tení homopolymerních 

Metoda je ceněná hlavně pro svoji rychlost a je ur�ena spíše pro 

sekvenování menších genomů

Sekvenování třetí generace
O tom, co definuje různé generace technologie sekvenování DNA, se vedou rozsáhlé 

diskuse. Objevují se argumenty, že definujícími znaky tZetí generace by mělo být sekvenování 

ném �ase 

a prostý odklon od pZedchozích technologií. Zde jsou považovány za technologie tZetí generace 

ty, které jsou schopny sekvenovat jednotlivé molekuly, �ímž se eliminuje požadavek

na amplifikaci DNA, který byl spole�ný všem pZedchozím technologiím.

sekvenování tZetí generace jsou extrémně dlouhá �tení (desítky kilobází), což usnadňuje 

analýzu komplexních genomů a strukturních variant. Technologie navíc umožňuje detekci 

epigenetických modifikací. Nevýhodou bývá vyšší chybovost a náro�nější bioinformatické 

První technologie SMS byla vyvinuta v laboratoZi Stephena Quakea, později ji 

komercializovala spole�nost Helicos BioSciences a fungovala v podstatě stejným způsobem 

jako technologie Illumina, ale bez amplifika�ního můstku empláty DNA se pZipojí

k planárnímu povrchu a poté se vlastní fluorescen�ní reverzibilní terminátory dNTP

(tzv. "virtuální terminátory") promyjí vždy po jedné bázi a zobrazí se, na�ež se odštěpí a cykl

okra�uje na další bázi. A�koli je tato technologie relativně pomalá a drahá, byla to první 

technologie, která umožnila sekvenování neamplifikované DNA, �ímž se vyhnula všem 



nej�astěji využívaných technologií tZetí generace je platforma SMRT (

single molecule real time) od spole�nosti Pacific Biosciences, která je k dispozici na pZístrojích 

Zady PacBio. Během analýzy SMRT probíhá polymerizace DNA v soustavách 

mode waveguides (ZMW), což jsou v podstatě

v kovové fólii pokrývající �ip. Tyto ZMW využívají vlastnosti světla 

o průměru menším, než je vlnová délka, což způsobuje jeho 

exponenciální rozklad a osvětlení výhradně samotného dna jamek. To umožňuje vizualizaci 

jednotlivých fluoroforních molekul v blízkosti dna ZMW, protože zóna laserové excitace je tak 

l v roztoku. Během replika�ního procesu dochází

pZi za�lenění fluorescen�ně zna�ených nukleotidů k uvolnění fluorescen�ního signálu (Obr. 

reálném �ase. Tímto postupem 

kuly ve velmi krátkém �ase [

PZínosem této metody, je i možnost sledovaní jiných parametrů studované molekuly 

DNA. NapZíklad detekci methylací, methylenové báze může snadno detekovat, protože pZímo 

ovlivňují kinetiku polymerázy pZi sekvenování. Methylace je jedna z nej�astějších modifikací 

m slouží pro odlišení vlastní DNA od cizí. PZed 

SMRT, byly všechny metody využívané pro studium methylace velmi �asově i finan�ně 

náro�né [

Replika�ní proces sekvenování technikou SMRT



3.5 Sekvenování �tvrté generace

tvrtá generace sekvenování zatím není formálně standardizovaná, ale zahrnuje nové 

pZístupy, které kombinují nebo rozšiZují pZedchozí technologie. Tyto pZístupy uchovávají 

prostorové souZadnice sekvencí RNA a DNA až rozlišení, a umožňují 

tak zpětné mapování sekvena�ních �tení do původního histologického kontextu. 

informace jsou aktuálně využívány napZíklad 

pomáhají lépe chápat funk�ní organizaci tkání

�tvrté generace potenciál zásadně změnit možnosti mapování molekulárního mikroprostZedí

nádorů PatZí sem napZíklad sekvenování ování nukleových kyselin pZímo 

ch buňkách integrace s umělou inteligencí. Cílem je dosáhnout ještě 

rychlejší, levnější a pZístupnější sekven v reálném �ase, s důrazem na per

medicínu, klinické využití a možnost 

Shluková analýza (clustering) je statistická metoda používaná k seskupování objektů

základě jejich podobnosti. Použití je vhodné zejména tam, kde objekty mají již své tZídy 

(kmeny, druhy), takže tyto objekty už samy tvoZí shluky [

Obecně uznávané jsou �tyZi základní využití techniky shlukové analýzy a to: vytváZení 

klasifikací homogenních skupin, objevování nových vztahů anebo zkoumání koncep�ních 

schémat, testování hypotéz a potvrzující analýza dZíve identifikovaných klasifikací [1

uplatňuje pZi analýze 

�ních dat, kdy umožňuje identifikovat skupiny genů, které vykazují podobné vlastnosti 

– napZ. podobnou expresi, pZítomnost v ur�itém kmeni, nebo strukturální motivy.

se strukturou genomu pomáhá shluková analýza rozlišit konzervované genové bloky, mobilní 

genetické elementy nebo oblasti s vysokou variabilitou (napZ. ostrovy patogenity). Z hlediska 

funkce je klí�ová pro odhalení funk�ně souvisejících genů – napZ. genů zapojených

do virulence, rezistence vů�i antibiotikům nebo metabolických drah



Díky integraci s dalšími bioinformatickými metodami lze pomocí shlukové analýzy 

odhalit regula�ní sítě a funk�ní moduly, které jsou klí�ové pro adaptaci a patogenitu bakterií. 

Tato metoda tak výrazně pZispívá k porozumění evolu�ních strategií bakteriálních patogenů

a může podpoZit vývoj nových diagnostických �i terapeutických nástrojů.

�asto , což jsou „genealogick

“ studovaných sekvencí. Je vlastně y, které znázorňují vztahy mezi

opera�ní pZedky. můžeme 

vy�íst evolu�ní vzdálenost, což pZedstavuje po� mutací, které oddělují jednotlivé 

dalším výpo�tům, pokud tedy chceme 

, je lepší pracovat se sadou standardně zapsaných znaků.

druhů

mikroorganismů rodů streptokoků a rodu 



ů genomů S. aureus

H29 má nejvyšší po�et unikátních ( ů, které 

37 proteinů

znázorňuje srovnání dvou genomů (SA G5 a SA H29) a jejich 

pZíbuzných kmenů referen�nímu genomu 

kde každý genom 

mavší oblasti v kruhovém genomu ozna�ují 100% sekven�ní podobnost s referen�ním

světlejší oblasti pak pZibližně 70% podobnost. Z těchto výsledků vyplývá, že kmeny 



populace streptokoků

na základě rozdílů v obsahu genů mezi 138 kmeny 

s použitím párových Jaccardových vzdáleností, které se pohybují od 0 do 1. Různé barevně 

odlišené větve ozna� různé druhy



zobrazuje kruhové shlukování 55 izolátů na základě 

profilů typu sekvence. Sekvence ve stejném klonálním komplexu jsou stínovány stejnou barvou



Záv�r
V této práci jsem se zaměZila na analýzu struktury a funkce genomu patogenních 

bakterií, konkrétně rodů 

vlastnosti těchto mikroorganismů a metody sekvenování, které se používají

Momentálně nejv užívanější jsou v

druhé a tZetí generace icméně prostor za�íná postupně dostávat i sekvenování �tvrté generece, 

které ještě ladění však velký smysl hlavně 

pro studium mikroprostZedí karcinomů ale i pro sekvenování genomu bakterií jelikož 

umožňuje sekven ci DNA pZímo ve fix ch buňkách.

Sekvenování DNA umožňuje detailní analýzu genetické informace a je klí�ovým 

nástrojem pro pochopení patogenity, mechanismů rezistence vů�i antibiotikům a pro vývoj 

nových terapeutických strategií. Práce shrnuje sou�asné poznatky o struktuZe a funkci genomu

těchto bakterií a zdůrazňuje význam sekvenování pro výzkum a medicínu. Detailní analýza 

genomu patogenních bakterií pZispívá k lepšímu pochopení jejich biologie a mechanismů, které 

využívají k infikování hostitele a vyhýbání se imunitnímu systému. Tyto po

pro vývoj nových lé�ebných postupů a prevenci infek�ních onemocnění.
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