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Historické paralely 

Johaness Gutenberg (1450)
Vynález knihtisku

Zpřístupnění vědomostí 
veřejnosti (=ztráta vlivu církve)



A jak to bylo mikrobiologii? 

Osekvenování lidského genomu 
(HGP oficiálně zahájen 1990 a dokončen 2003)

Zpřístupnění dat veřejnosti: 
Masivní rozvoj mikrobiomové vědy

Sekvenování nové generace (2007)

Trvalo to 13 let k osekovenování prvního 
lidského genomu 

A dnes: WGS – dny;  NGS (konkrétní úseky) 
- jen desítky hodin!



Něco co vědce zajímá a možná by mělo i vás

Prados-Bo, Casino, Plos One, 2021

Za 12 let 10x více 
článků na Pubmedu

A nejen na 
Pubmedu



1) Sekvenování v mikrobiologii



S laskavým svolením 
Dr. Marcely Krůtové

Sekvenování první generace (Sangerovo sekvenování)
- Panbakteriální PCR
- Typizace některých bakterií (spa typy S.aureus) 

Sekvenování druhé generace (next-generation sequencing) 
= masivně paralelní sekvenování
- Celý genom (WGS) / exony (metagenom) / jen konkrétní 

úseky (profilování)
- Mikrobiomy, viromy, genomy bakterií (rezistomy, příbuznost 

pro epidemiologii)

Sekvenování třetí generace 
(PacBio, Nanopore) 
- Sekvenování v reálném čase



Kde se to dá využít? 

Studium lidského mikrobiomu 
- asociace s neinfekčními nemocemi 
(IBD, IBS, T1D, obezita aj.)

Analýzy genomu bakterií (software) 
- Virulentní kmeny 
- Geny rezistence (ResFinder) 
- Klonální šíření (Galaxy

Fekální mikrobiální terapie
- testování dárců 
- sledování udržení u příjemců 

Diagnostika infekcí z primárně 
sterilních materiálů



Panbakteriální PCR Materiály? 
Primárně sterilní!

Srdeční chlopně

Punktáty

Likvor

Velmi vzácně i krev, BAL

Ještě vzácněji narostlé kultury 



Jak se to dělá?  
• Dvoukolový proces

1. Amplifikace 16S rDNA

2. Sekvenování amplikonu
16S rDNA



Gen pro 16S rRNA

Yarza P,. Nat Rev Microbiol; 2014

• Je část malé ribosomální 
podjednotky bakterií (30S, tvořena 
21 proteiny a 16S rRNA)

• Velikost: 1542 bp
• Struktura genu: 

• konzervativní oblasti (tam nasedají 
primery) a 9 hypervariabilních
oblastí V1-V9 (to se amplifikuje a pak 
sekvenuje). 

• Využívá se nejvíc oblast V3-V4 (asi 
440 bp) 



Gen pro 16S rRNA

Výhody a proč se využívá:
• Je to jak vysoce konzervovaná, tak ubikvitární sekvence
• Je to relativně jednoduché a levné sekvenovat
• Existuje dobrá referenční databáze (Silva, GreenGenes, RDP)



Další využití 
panbakteriálního PCR

• Zkouší se i z NESTERILNÍCH 
MATERIÁLŮ (tedy často 
polymikrobiálních)

• Obtížná interpretace

https://static.metagenlab.ch/2023_ESGMD_metagenomics/

U zkoušky, ale platí, že indikace 
panbakteriálního PCR jsou 

primárně sterilní materiály! 

https://static.metagenlab.ch/2023_ESGMD_metagenomics/


1. Hodnocení křivky PCR 

Cíl

Interní 
kontrola

Pozitivní 
kontrola

Negativní 
kontrola

Prahový cyklus (Ct)

Materiál: Kultivačně negativní 
kloubní punktát

POZITIVNÍ 
= je v tom bakterie. 

Ale jaká? 

Ct hodnota reflektuje cyklus, 
kdy dochází k nárůstu 
fluorescence nad práh pozadí



2. Hodnocení sekvence

Sekvence míří do databáze NCBI BLAST

Hodnocení: 
- Similarita sekvencí (98-100%)
- Počet shodných nálezů

Vzorek: BA-9454
CGCCGCGTGAGTGAtGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTG
TGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGAgATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCC

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome


2) Lidský mikrobiom
- Co to je?



Jsme víc lidi nebo mikrobi (bakterie)? 

= 30

= 30

Sender et al, PLOS, 2016



Jsme víc lidi nebo mikrobi (bakterie)? 

Počet buněk Počet genů Hmota

Člověk 30 bilionů
(3.0 x 1013)

20-25 tisíc
(2.0 x 104)

70-100 kg

Bakterie 38 bilionů
(3.8 x 1013)

2-20 milionů 
(2.0 x 106 – 2.0 x 107)

0.2 kg

1.3x více bakteriální 100x více bakteriální Pořád víc člověk

Sender et al, PLOS, 2016
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Jsme víc lidi nebo mikrobi (bakterie)? 

Počet buněk Počet genů Hmota

Člověk 30 bilionů
(3.0 x 1013)

20-25 tisíc
(2.0 x 104)

70-100 kg

Mikrobi 38 bilionů
(3.8 x 1013)

2-20 milionů 
(2.0 x 106 – 2.0 x 107)

0.2 kg

1.3x více bakteriální 100x více bakteriální 350-500x víc člověk

Sender et al, PLOS, 2016



Mikrobiom = charakteristická mikrobiální 
komunita, která obývá určitý racionálně vymezený 
habitat s typickými fyzikálními a chemickými 
podmínkami

Berg et al, Microbiome, 2020

Mikrobiom

Střevní mikrobiom

Bakteriom Archeom

Mykobiom Parazitom

Virom Proteom

Transkriptom Metabolom

Hou et al, Sig Transduct Target The, 2022

Berg et al, Microbiome, 2020



Metody studia střevního mikrobiomu 
Extrakce DNA
Qiacube (Qiagen)

Metagenomické sekvenování

Sběr vzorků stolice
V domácnosti pacientů 
Skladování: 
- krátkodobě při -18°C 
- dlouhodobě při  -80°C

Profilování 16S/18S rDNA

Náhodné 
fragmenty, 
VŠECHNA DNA

Sekvenování 
Sestavení genomů

Hodnocení jak taxonomie (více do hloubky), tak i 
predikce funkčních schopností mikrobiomu

PCR pro 16S/18S rDNA

Masivně paralelní 
sekvenování 
amplikonůPorovnání ASV/OTU s referenční 
databází

Hodnocení taxonomie

Komplexní 
bioinformatická

analýza 
a hodnocení výstupů



Fyziologické funkce střevního mikrobiomu
Obrana před infekcí

Sommer & Bäckhend, Nat Rev Microbiology, 2013

Trávení

Vývoj imunity

Integrita střevní stěny

EUBIÓZA
= rovnováha ve složení a 
funkci střevního mikrobiomu

Metabolismus

+ analýza metabolomu



Vaginální porod 

Kojení 

Dieta bohatá na vlákninu

Fyzická aktivita

Genetika 

Dysbióza střevního mikrobiomu



Fan &Pedersen; Nature Reviews Microbiology, 2020

Co je přesně 
strava bohatá na 

vlákninu?

„Thirty different plants
per week“

(Knight et al, American Gut Project, 2012)



Mastné kyseliny s krátkým řetězcem 
(Short chain fatty acids, SCFA)

Ramakrishna BS. J 
Gastroenterol Hepatol 2013 

Výživa pro enterocyty:
• podporují proliferaci a opravy buněk
• podporují difernciaci
• upevňují spojení (tight junctions)



Vaginální porod 

Kojení 

Dieta bohatá na vlákninu

Fyzická aktivita

Genetika 

Dysbióza střevního mikrobiomu



Diabetes, 
obezita

Nespecifické střevní 
záněty (IBD)

Ateroskleróza

Syndrom dráždivého 
tračníku (IBS)

Alergie, astma, 
celiakie (CeD)

Nádorová 
onemocnění

Dysbióza = nerovnováha ve složení a 
funkci střevních mikrobů

Dysbióza střevního mikrobiomuDysbióza střevního mikrobiomu



2) Lidský mikrobiom
- Jak se to hodnotí?



Jak může vypadat výsledek



Kompozice - co tam bydlí? 
Hlavní kmeny Třídy Příklady rodů
Actinobacteria Actinobacteria Actinomyces; Bifidobacterium

Bacteriodota Bacteroidia Bacteroides; Prevotella; Alistipes

Firmicutes Bacilli Bacillus; Staphylococcus

Enterococcus; Lactobacillus; Lactococcus; 
Streptococcus; Leuconostoc

Clostridia Clostridium; Coprococcus; Roseburia; 
Faecalibacterium; Ruminococcus

Negativicutes Veillonella

Proteobacteria Epsilonproteobacteria Helicobacter; Campylobacter

Gammaproteobacteria Citrobacter; Escherichia; Shigella; Klebsiella; 
Providencia ....

Verrucomicrobia Verrucomicrobiae Akkermansia

90%
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Alfa diverzita – příklad 

• Alfa-diverzita je snížena mezi
zdravými a skupinami s ulcerózní 
kolitidou (UC) a Crohnovou 
nemocí (CD) (p<0.001)

Vogel et al, J Crohn Colitis – under review, 2024



Příklad beta-diverzity (pomocí analýzy hlavních komponent (PCA))

Posun ve „zdravém směru“ je patrný i v longitudinálním sledování.

Hurych et al, J Crohn Colitis, 2024 Hurych et al, J Crohn Colitis, 2024

* >250 ug/g – střevní patologie

*



Mimo bakterie: Blastocystis

Stensvold, Trends in Parasitology, 2020

• Nejvíce zastoupený eukaryont v lidském střevě 1-3

• Marker vysoké bakteriální diverzity 4,5

• Prevalence se liší 
• Vyšší v rozvojových zemích (40-100%) 6-8

• Nižší v industrializovaných zemích (7-50%) a střevních 
onemocnění (do 5%) 9-12

• Klasifikuje se do subtypů (ST1-ST41) 13

• Potvrzeno 37 STs
• Z toho 15 u člověka  (ST1-ST4 představují 90% všech)

1)Tito. Gut. 2019; 2) Andersen. FEMS Microbiol Ecol. 2015;  3) Rostami.
Parasitol Res. 2017; 4) Clark. Adv Parasitol. 2013; 5) Cinek. Parasit Vectors. 
2021; 6) Poulsen. Am J Trop Med Hyg. 2016; 7) Mohammad. Asian Pac J Trop 
Med. 2017; 8) Oliveira-Arbex; Infect Genet Evol. 2018; 9)Wawrzyniak. Ther
Adv Infect Dis. 2013; 10) Stensvold. Parasitol Int. 2016; 10) Bart. BMC Infect 
Dis. 2013; 11) El Safadi. BMC Infect Dis. 2016; 11) Scanlan. Infect Genet Evol. 
2016. 11) Scanlan. FEMS Microbiol Ecol. 2014. 12) Lhotska. Front Cell Infect 
Microbiol. 2020; 13) Hernandez, J Eukaryot Microbiol, 2023)



Bacteriome alpha-diversity in the presence of Blastocystis

• All indices higher in the 
presence of the protists

• All p < 10-4

The alpha-diversity of the
bacteriome is increased in the 

presence of protists

Hurych et al, Par Vect, 2023



Co je „dobrý a špatný“ výsledek? 

DOBRÝ
Vysoká alfa diverzita (300-1000 species)

Anaerobní prostředí (např. velmi málo 
Proteobacteria)

Více producentů SCFA

Blastocystis pozitivní

ŠPATNÝ
Nízká alfa diverzita (méně než 100 
species)

Mnoho fakultativních anaerobů (např. 
více Proteobacteria)

Málo producentů SCFA 

Blastocystis negativní

Zdravý mikrobiom? 



Pojem zdravý mikrobiom neexistuje 

www.mikrobiom-cms.cz

https://www.mikrobiom-cms.cz/stanoviska-cms/analyza-mikrobiomu-uvod-do-problematiky/


Když se rodiče  /pacienti zeptají 
na střevní mirobiom

Řekněte jim ať: 
- Jedí široké spektrum 

rostlinných potravin
- Dobře spí, cvičí a jsou 

venku

Co můžete dělat jako lékaři: 

- Říkejte jim to samé bez vyzvání
- Předepisujte ATB jen když je to 

třeba - antibiotika nejsou lentilky!
- Nelečte Blastocystis u 

asymptomatického pacienta



2) Lidský mikrobiom
- K čemu to je? 



1) Nízká alfa diverzita 1,4

2) Dysbióza u CD (s převahou 
Proteobacteria) 1-11

3) Léčba anti-TNF mění střevní 
mikrobiom 12-16

Léčba 
protilátkami 
anti-TNFα

Dysbiotický
mikrobiom

Eubiotický 
mikrobiom

1) Jak změny vypadají v dlouhodobém 
měřítku? A jak u dětí? 

2) Je změna složení mikrobiomu 
odpověď bakterií na anti-TNFα nebo 
známka vyléčeného zánětu? 

Patogeneze Crohnovy nemoci –
vliv střevní dysbiózy

↑ diverzita
↑ anaeroby
↓ Proteobacteria

↓ diverzita
↓ anaeroby
↑ Proteobacteria

Crohnova 
nemoc (CD)

1. Lloyd-Price J, Nature 2019; 2. Joossens M, Gut 2011; 3. Clooney AG, Gut 2021; 4. Pascal V, Gut 2017; 5. Gevers D, Cell 
Host Microbe 2014; 6. Vich Vila A, Sci Transl Med 2018; 7. Sokol H, Gut 2017; 8. Ananthakrishnan AN, Cell Host Microbe 
2017; 9. Metwaly A, Nat Commun 2020; 10. Zhou Y, Front Nutr 2021; 11. Vester-Andersen MK, Sci Rep 2019; 12. Wang 
Y, J Crohns Colitis 2018; 13. Wang Y, Gut Microbes 2021; 14. Ventin-Holmberg R, Sci Rep 2022; 15. Ventin-Holmberg R, J 

Crohns Colitis 2021; 16. Hoyhtya M, Inflamm Bowel Dis 2022.

ALE!



• Exploratorní analýza 
longitudinálních dat na 
bakteriom  

• Hledání bakteriálních taxonů 
asociovaných s vyléčením 
zánětu ve střevě 

Srovnat s jinou diagnózou na anti-
TNF, ale bez postižení střeva 

Juvenilní idiopatická artritida

Design studie – Crohnova nemoc  vs.  JIA



Crohnova 
choroba (CD)

Změna při anti-TNF terapii u 
pacientů s CD

Juvenilní 
idiopatická 
artritida (JIA)

Změna při anti-TNF 
terapii u pacientů s JIA

Bakteriální taxon Průměrný výskyt
taxonu u 
pacientů s CD
(% z celk. počtu čtení)

Průměrná
změna při
léčbě
(procentní body)

P hodnota
korigovaná na počet
test. taxonů

Průměrný výskyt
taxonu u 
pacientů s JIA
(% z celk. počtu čtení)

Průměrná
změna při léčbě
(procentní body)

P-hodnota 
nekorigovaná

p. Bacteroidota
└─ c. Bacteroidia

└─ o. Bacteroidales
29 % -8.1 0.0061 22 % +4.1 0.34, NS

└─ f. Rikenellaceae 2.6 % -1.9 9.2 x 10-4 2.4 % +0.68 0.38, NS
└─ g. Alistipes 2.7 % -2.0 0.0024 2.4 % +0.71 0.37, NS

p. Firmicutes 54 % +9.7 1.7 x 10-4 64 % -4.8 0.19, NS
└─ c. Clostridia 43 % +11 2.7 x 10-5 58 % -3.6 0.33, NS

│─ o. Peptostreptococcales 2.0 % +1.4 0.0055 1.8 % +0.29 0.53, NS
│ └─ f. Peptostreptococcaceae 1.7 % +1.1 0.017 1.7 % +0.35 0.44, NS
│ └─ g. Intestinibacter 0.74 % +0.75 0.0019 0.56 % +0.13 0.47, NS
│─ o. Lachnospirales 26 % +9.4 3.7 x 10-6 30 % -4.3 0.12, NS
│ └─ f. Lachnospiraceae 26 % +9.4 6.4 x 10-6 31 % -4.1 0.14, NS
│ └─ g. Ruminococcus 2.3 % +2.7 0.015 0.2 % 0.0 0.94, NS
└─ ..... g. Flavonifractor 0.4% +0.38 0.042 0.2% -0.05 0.32, NS

Taxony, jejichž množství se významně změnilo při anti-TNF terapii u CD



Relativní četnost tříd Clostridia a Bacteroidia v čase

IBD = Crohnova choroba, JIA = Juvenilní idiopatická artritida 
Barvy odpovídají terapii anti-TNF 
- modrá = vzorek stolice odebraný v době, kdy nebyl podáván Anti-TNF; 
- červená = vzorek stolice odebraný při podávání anti-TNF.
P-hodnota u Crohnovy choroby je korigována na počet testovaných taxonů

Našli jsme taxony asociované s vyléčením 
střevního zánětu

Hurych et al, J Crohn Colitis, 2023



2. PREDIKCE ODPOVĚĎ NA JAKOUKOLIV LÉČBU

• Opět rakouská metaanalýza
(dětské kohorty)

• Rozdíly mezi respondery (R) a 
non-respondery (NR)

• Alfa-diverzita: NS
• Beta-diverzita: p < 0,001

• Co je tím rozdílem? 
• Bacteroides
• Holdemanella
• Escherichia-Shigella

Vogel et al, J Crohn Colitis – v recenzním řízení, 2024

DIAGNOSTIKA CD PREDIKCE ODPOVĚĎ NA LÉČBU



2. PREDIKCE ODPOVĚĎ NA JAKOUKOLIV LÉČBU

• Opět rakouská metaanalýza
(dětské kohorty)

• Rozdíly mezi respondery (R) a      
non-respondery (NR)

• Alfa-diverzita: NS
• Beta-diverzita: p < 0,001

• Co je tím rozdílem? 
• Bacteroides
• Holdemanella

Profilování mikrobiomu umožňuje rozlišit odpověď na 
léčbu u dětské Crohnovy nemoci a ulcerózní kolitidy 

(AUC 0,89)

Vogel et al, J Crohn Colitis – v recenzním řízení, 2024

DIAGNOSTIKA CD PREDIKCE ODPOVĚĎ NA LÉČBU



K čemu je celé studium lidského mikrobiomu? 

• Zkoumá patogenezi nemocí spojených s dysbiózou 

• Pomocný diagnostický nástroj 



3) Fyziologická mikrobiota



Mikrobiom = charakteristická mikrobiální 
komunita, která obývá určitý racionálně vymezený 
habitat s typickými fyzikálními a chemickými 
podmínkami

Berg et al, Microbiome, 2020

Mikrobiom

Střevní mikrobiom

Bakteriom Archeom

Mykobiom Parazitom

Virom Proteom

Transkriptom Metabolom

Hou et al, Sig Transduct Target The, 2022

Berg et al, Microbiome, 2020



FYZIOLOGICKÁ 
MIKROBIOTA

Nejčastější materiály s fyz. mikrobiotou
• Stěr kůže
• Výtěry z nosu a nosohltanu
• Výtěr z krku
• Výtěr z vaginy
• Výtěr z rekta a stolice

(Sputum a aspiráty z DCD – to je ale 
kontaminace z HCD)



Materiál Fyziologické nálezy

Stěr kůže Koaguláza-negativní stafylokoky, 
difteroidy

Výtěry z nosu a nosohltanu Koaguláza-negativní stafylokoky, 
difteroidy, nosičství S. aureus

Výtěr z krku Viridující streptokoky a neiserie, 
anaeroby 

Sputum a aspiráty z DCD Téměř „sterilní“

Výtěr z vaginy Laktobacily, koaguláza-negativní 
stafylokoky

Výtěr z rekta a stolice Enterobakterie, enterokoky, koaguláza-
negativní stafylokoky



Materiál Fyziologické nálezy

Stěr kůže Koaguláza-negativní stafylokoky, 
difteroidy

Výtěry z nosu a nosohltanu Koaguláza-negativní stafylokoky, 
difteroidy, nosičství S. aureus

Výtěr z krku Viridující streptokoky a neiserie, 
anaeroby 

Sputum a aspiráty z DCD Téměř „sterilní“

Výtěr z vaginy Laktobacily, koaguláza-negativní 
stafylokoky

Výtěr z rekta a stolice Enterobakterie, enterokoky, koaguláza-
negativní stafylokoky



Název Hemolýza na KA Patogenita

S. aureus Ano +++ Fyziologicky v nose (asi 20%); 
Patogenní potenciál: 
- IKMT, ortopedické, pneumonie (! 

PVL+), IMC, IKŘ, 
- Enterotoxikóza, STSS, SSSS

S. capitis Ano +
Fyziologicky na kůži; 
Kolonizace katetrů, náhrad a chlopní

S. epidermidis Ne +

S. hominis Ne +

S. haemolyticus Ano +

S. lugdunensis Ano ++ Fyziologicky na kůži; 
IKMT, ortopedické, endokarditida, IKŘ

S. saphrophticus Ne ++ Fyziologicky na kůži; 
IMC

* IKMT = infekce kůže a měkkých tkání; IKŘ = infekce krevního řečiště; IMC = infekce močových cest; STSS = 
stafyl. syndrom toxického šoku; SSSS = stafyl. syndrom opařené kůže; PVL = Panton-valentinův leukocidin)

CoNS nejsou jen S. epidermidis a S. saphrophticus



Koaguláza-negativní stafylokoky

• Kde je má smysl řešit? U všech 
materiálů s rizikem tvorby biofilmu

• Hemokultury* 
• Katetry se sign. kvantitou*
• Ortopedické materiály (tkáně, stěry, 

punktáty)
• Stěry ran u spondylochirurgických

pacientů
• Hluboké rány se známkami infekce

Biofilm Staphylococcus aureus odebraný z infikovaného zavedeného katétru (The 
Role of Bacterial Biofilms in Antimicrobial Resistance, ASM, 2023)



Pozitivní: 
2/4 lahviček



Signifikantní 
kvantita (>15 CFU)





Co tento nález? 





Když není interpretace mikrobiologa – vždy mu raději volat



POZOR NA TYTO NÁLEZY
s fyziologickou mikrobiotou

Všechno ve sterilním vzorku: 

 Tkáně

 Srdeční chlopně

 Hemokultury (kromě jedné z vícero 
lahviček, kde KN stafylokoky – susp. kontaminace)

 Kloubní aspirát

 Mozkomíšní mok

Mimo jiné: 

 Více než 103 CFU ze 
suprapubické punkce

 STD patogeny u dětí

 E.coli ze vzorku stolice u dětí 
do 2 let 



Take-home message

• Sekvenování v mikrobiologii
• V diagnostice se uplatňuje zejm. panbakteriální PCR 
• Materiál: primárně sterilní - tkáně, tekuté materiály

• Lidský střevní mikrobiom
• Nevím, co je zdravý mikrobiom, ale víme jak pečovat o jeho zdraví
• Jeho studium se zabývá mj. otázky patogeneze některých onemocnění a 

pomáhá využití jako diagnostický nástroj

• Fyziologická mikrobiota 
• Potřeba rozlišit, kdy „vadí“ a kdy nikoliv



Více informací o mikrobiomu a všem 
novém kolem něj nyní najdete snadno!

https://www.mikrobiom-cms.cz/



Kdo si chce něco opakovat při 
prokrastinaci na instagramu může na IG a 

FB účtu @mediciboni
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