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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 
- Virulentní kmeny 
- Geny rezistence (ResFinder) 
- Klonální šíření (Bionumerics)

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



Další využití 
panbakteriálního PCR

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

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) Fyziologická mikrobiota



Mikrobiom
= genom

Trochu terminologie na začátek

Mikrobiota / mikroflóra
= živé organismy 

Molekulární 
metody 

Kultivační 
metody 

3% !



Koaguláza-negativní 
stafylokoky, difteroidy

Viridující streptokoky, ústní 
neiserie, difteroidy

Viridiující streptokoky 
(zpolykané)

KN stafylokoky, difteroidy, 
enterokoky (103 a méně v 
moči)

Laktobacily, difetroidy
KN stafylokoky, 
viridující streptookoky

Viridující streptokoky, ústní 
neiserie, difteroidy

Téměř vše: 
- kromě původců GI infekcí 
(Campylobacter, Salmonella, 
Yersinia)
- Toxigenní C. difficile and H. 

pylori (ve stolici)
- Parazité (Cryptosporidium, 

Entamoeba histolytica atd.) ale 
nikoliv Blastocystis nejsou-li 
příznaky

Koaguláza-negativní 
stafylokoky, difteroidy, 
mikrokoky (Cutibacterium
acnes)

FYZIOLOGICKÁ MIKROBIOTA



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 Kožní mikrobiota, nosičství S. aureus

Výtěr z krku Viridující streptokoky a neiserie, 
anaeroby 

Sputum a aspiráty z DCD Téměř „sterilní“

Výtěr z vaginy Laktobacily, kožní mikrobiota

Výtěr z rekta a stolice Enterobakterie, enterokoky, kožní 
mikrobiota



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)



Název Hemolýza na KA Patogenita

S. aureus 
(není KNS!)

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)

KNS není jen S. epidermidis a S. saphrophticus



Pozitivní: 
2/4 lahviček



Signifikantní 
kvantita (>15 CFU)







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 in ze vzorku stolice u 
kojenců a batolat



3) Lidský mikrobiom



Mikrobiom
= genom

Trochu terminologie na začátek

Mikrobiota / mikroflóra
= živé organismy 

Molekulární 
metody 

Kultivační 
metody 

3% !



Lidský super-organismus 
Žijí oni s námi nebo my s nimi?



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



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



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



38 bilionů



Fyziologická role mikrobiomu

• Trávení

• Metabolismus (vitaminy 

and mastné kyseliny s 

krátkým řetězcem)

• Regulace imunitního 

systému 

• Obrana před infekcí

• Integrita střevní stěny

Synthetise
vitamins, SCFA



ČÍM JE NEJVÍCE OVLIVNĚN?

DYSBIÓZAEUBIÓZA

Nespecifické střevní 
záněty (IBD)

Obezita, T2D

Ateroskleróza a 
KVO

Alergie, astma, 
celiakie

Syndrom dráždivého 
tračníku (IBS)

Crohnova 
choroba (CD)



Fan &Pedersen; Nature Reviews Microbiology, 2020

Co je tedy 
„dobrá“strava? 

(microbiome-wise) 

„Thirty different plants
per week“

(Knight et al, American Gut Project, 2012)



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)



Jak se to analyzuje? 
Aneb krok za krokem - od vzorku k hezkým obrázkům

Laboratorní práce

Izolace DNA

Příprava knihovny 
DNA

Sekvenování

Získání dat 
(OTU tabulka)

1. PCR #1: amplifikace 16S rDNA
(odstupňované „staggered“ primery) s 
kontrolou na ELFO

2. Přečištění #1

3. PCR #2: indexování

4. Přečištění #2

5. Ekvalizace vzorků 

6. Poolování

7. Získání finálního poolu knihoven DNA



DNA Extraction
DNA stored in -80°C

PCR for 16S rDNA

Mass sequencing of
this gene

Stool collection

Stored at -80°C

>OTU1: AAGCATATGCTATGATCGATCATGACT
>OTU2: CATGATCTGACTATTATTCGCGATTTG
>OTU3: GCGATATTCGATCTATTCGATGCGGAT
..... .. ....

>OTU1: Firmicutes; Clostridia; Clostridium piliforme
>OTU2: Firmicutes; Clostridia; Ruminococcus bromii
>OTU3: Firmicutes; Bacilli; Leuconostoc
..... .. ....

16S rDNA profiling Metagenomic sequencing

Group reads by 
similarity, count them

Classify taxonomy

Analyze composition

Compare cases with
controls

p__Actinobacteriap__Bacteroidetesp__Firmicutesp__Proteobacteriap__Tenericutesp__Verrucomicrobia NA

0

5

10

15

20

0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1

Caco

A
b

u
n

d
a

n
c
e

Data analysis

Randomly
fragment 
total DNA

Sequence, 
assemble genes

Classify genes
by function

Assess functional capabilities of
the microbiome

Compare cases with controls

> glucosidase
> lambda phage capsid
> lactase
> cable pilus
..... .. ....



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)



Jak může vypadat výsledek



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

Bacteriodetes 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%



Diverzita - alfa a beta 

Observed Chao1 ACE Shannon Simpson InvSimpson Fisher
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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)



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? 



Když se rodiče  /pacienti zeptají 
na střevní mirobiom

Řekněte jim ať: 

- Jedí široké spektrum 
rostlinných potravin

- Dobře spí, cvičí a jsou venku

Konzultace výsledků: mj. 
diverzita a četnost anaerobů

Co ovlivňuje střevní mikrobiom

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

Buďte v klidu když uvidíte 
fyziologickou mikrobiotu

- Ale klidně nám radši zavolejte



Take-home message

1. Jste superorganismus (buněčně: 1.3x více mikrobiální než lidksý)

2. Potraviny bohaté na vlákninu jsou nejlepší potravou pro střevní mikrobi, kteří 

produkují SCFA a ty jsou potravou pro enterocyty a udržují mj. střevní integritu

3. Hlavní kmeny bakterií ve střevě jsou Firmicutes a Bacteroides

4. Říkejte pacientům ať jí diverzitu rostlinných potravin, cvičí a popdorujte kojení. 
Předepisujte ATB jen když je to třeba. 

5. Naučte se jak vypadá fyziologický nález z každého vzorku, ať jste pak v klidu 
když ho uvidíte



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


