PREHLEDOVY CLANEK

EQUC zUstava, Ze organismy vyzadujicl ke svému
rdstu jiné podminky nebo specialni Ziviny se ani
touto robustni metodou vykultivovat nepodaf.

Druhy zpUsob zkoumani MM vyuziva jednu
7 pfelomovych technologii molekularnf biologie:
sekvenovani nukleovych kyselin. ProtoZe vétsina
7 nas nesekvenuje nukleové kyseliny kazdy den,
pfipomeneme si zakladni princip: DNA polyme-
rdza syntetizuje novy fetézec komplementarni
DNA dle existujiciho templatu a pofadi inkorpo-
rovanych deoxyribonukleotid-fosfatl desifruje
konkrétni DNA sekvenci (10). Namisto jednoho
si nynf pfedstavte miliony rlznych fragmentt
DNA sekvenované paralelné v jednom okamziku
na ¢ipu velikosti dvou sim-karet v pIné automa-
tizovaném systému, ktery zkrati dobu zpraco-
vani vzorku od odbéru po kompletni precteni
genetické informace na fadové hodiny. V ramci
jednoho pracovniho cyklu (tzv. runu) pfistroje
lllumina MiSeq, ktery je v soucasnosti nejuziva-
néjsi platformou NGS (11), Ize takto zpracovat
DNA z desitek vzorkd rézného pdvodu a bio-
logické povahy (12). Detekce bakterif technikou
sekvenovani je zaloZzena na existenci DNA, kterd
se vyskytuje pouze u prokaryot a nemUze tedy
byt obsaZzena v zadné lidské bunce. Jde o vysoce
konzervovany gen pro 16S rRNA (r jako ribozo-
malni), ktery viak v sobé obsahuje hypervariabil-
ni regiony V1 az V9. Unikatnost hypervariabilnich
regiont se vyuziva pfi NGS k taxonomickému
zafazeni mikroorganisma (13).
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Nevyhodou NGS je, Ze metoda nenf kvantita-
tivni (proto vzdy hovofime o ,relativni abundan-
ci”, tj. procentudinim zastoupeni sekvenci néle-
zejicich urcitému druhu, vztazenému k celkové
kvantité DNA ve vzorku —obr. 1) a krom toho ne-
Ize s jistotou fici, Ze detekované fragmenty DNA
pochazeji z aktualné Zivého mikroorganismu (14).
NGS je dale zatizena fadou metodologickych
pasti a nejasnostf (11), jejichZ rozbor leZi mimo
zaméfeni tohoto ¢lanku.

Zpracovani tézko predstavitelného objemu
generovanych dat je vyhrazeno softwarovym
algoritm@m (15), s jejichZ pomoci se vzniklé sek-
vence filtruji dle délky, odstranujf artefakty a pro-
kazatelné redlné Useky DNA se nakonec porovna-
vaji (opét automaticky a online) s mezinarodnimi
databazemi DNA vsech dosud znédmych mikroor-
ganismd. To umoznuje taxonomické zafazeni do
tzv. operacnich taxonomickych jednotek (OTU).
Dle kontextu mize OTU pfedstavovat druh, rod,
Celed - podle toho, jak podrobné byla DNA ze
vzorkl sekvenovéana a jak jsou ziskané fragmenty
specifické (pro konkrétni druh, rod ¢i jen fad atp.).

| tak zGstava enormni mnozstvi informaci, k je-
jichZ zpracovani byla vyvinuta fada biostatistickych
metod vyuzivanych pvodné v mikrobiologii a eko-
logii, které jsou zaloZzeny na modelovani a konstruk-
ci hypotéz spise nez na tradi¢nim statistickém po-
suzovanim pravdépodobnosti neplatnosti nulové
hypotézy. K popisu mikrobiomu potom pouzivame
nazvoslovi opét pfevzaté z bunécné biologie a eko-

Obr. 1. Graf relativni abundance
kmend zastoupenych v 19 vzorcich
moci (vlastni data autord)

Fig. 1. Relativa abundance graph of
1w phylarepresented in 19 urine samples
ling (original data)



