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Antibiotická rezistence



Antibiotická rezistence

• Soustavně narůstající výskyt 

• U lidí, zvířat, v prostředí – cesty přenosu nejsou komplexně 
popsány

• Problém pro medicínu – hrozí až postupný návrat do 
„preantibitiocké éry“

• Předpovědi WHO – v roce 2050 bude umírat na komplikace 
spojené s léčbou infekcí rezistentních k antibiotikům více lidí 
ročně než na kardiovaskulární choroby a rakovinu dohromady

• Vývoj nových ATB – pomalý, ekonomicky nevýhodný



Původ ATB rezistence

• Rezistence k sloučeninám typu antibiotik 
se začala u bakterií tvořit již dávno díky 
jejich soužití s ostatními organismy 
(plísně, jiné bakterie), které tyto látky 
produkují

• Masivní šíření s používáním antibiotik –
významný je horizontální přenos 
rezistence pomocí mobilních genetických 
elementů (plazmidy, transpozony, 
inzerční sekvence)



Mechanismy ATB rezistence

• Změna cílového místa

• Efluxní pumpy

• Bránění vstup ATB do buňky

• Enzymatický rozklad ATB

• Všechny mechanismy 
rezistence mají svůj 
genetický podklad kódovaný 
v DNA bakterií

Převzato z Levy, B. 1998. The Challenge of Antibiotic Resistance. Scientific American. vol. 3; 



DNA a získání její sekvence



DNA – deoxyribonukleová kyselina

• 1869 - Miescher z lidských bílých krvinek poprvé 
izoloval DNA.

• 1944 - Avery ukázal, že genetická informace je 
uchovávána pravděpodobně molekulou DNA a nikoli 
proteiny, jak se do té doby věřilo.

• 1953 - Watson a Crick s na základě dat Franklinové 
a Wilkinse poprvé postulovali model sekundární 
struktury molekuly DNA

• 1966 - Nirenberg, Ochoa a Khorana rozluštili 
genetický kód.

• 1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxam s 
Gilbertem vyvinuli techniky sekvenování DNA

• 1985 - Mullis spolu s kolegy vynalezl PCR



Funkce DNA

• Nese genetickou informaci

• Přepisování do RNA (ve chvíli 
potřeby)

• RNA je templát pro vytvoření 
proteinů

• Proteiny jsou základní 
stavební a funkční jednotky 



PCR – polymerázová řetězová reakce

• Polymerázová řetězová reakce

• Slouží k amplifikaci úseků DNA

• Při malém množství DNA je problém ji 
vizualizovat

• Znalost úseku, který chceme zmnožit

• 1. Denaturace

• 2. Nasednutí primerů

• 3. Syntéza DNA – taq polymeráza

• Opakování cyklů – exponenciální 
amplifikace daného úseku



Sangerovo sekvenování

• DNA je amplifikovaná – namnožená do více 
kopií (dnes pomocí PCR, dříve izolace 
velkého množství DNA) 

• Dvouvláknová molekula je pomocí tepla 
rozpojena – jednovlákonová slouží jako 
templát

• Primery, DNA Polymeráza, Nukleotidy 

• 4 zkumavky – každý doplněn o jeden typ 
modifikovaného „vadného“ nukleotidu, který 
je po čase začleněn a zastaví reakci

• Paralelně probíhá velké množství reakcí –
„vadný“ nukleotid je začleněn na všechna 
místa, kam patří

• Srovnání hmotnosti fragmentů - elektroforéza



Problémy v získání kompletní informace

• PCR není vhodnou metodou pro získání sekvence určité DNA

• Hodí se pro detekci genů, které očekáváme

• Sangerovo sekvenování je limitováno délkou úseků, které 

můžeme získat 

• Řádově maximálně tisíce páry bazí

• DNA jednoduchých organismů jako bakterie mají řádově miliony bp

• Časově a finančně náročné



Sekvenování nové generace



Sekvenování nové generace (Next-
generation Sequencing)

• Vytvoření postupů, které umožňují rychlé a 

levnější určení sekvence DNA

• 1. Založené na paralelním sekvenování 

milionů fragmentů DNA – short read 

sequencing

• 2. Syntéza komplementárního vlákna jediné 

molekuly DNA a záznam použitých 

nukleotidů v čase – long read sequencing



Sekvenování „short read“ 

• DNA pro sekvenování je fragmentovaná (cca 
300 bp)

• Výsledkem jsou krátké sekvence

• Jedna pozice v genomu je v procesu 
sekvenování přečtena několikrát a je součástí 
více získaných krátkých sekvencí (typicky 
desítek), které mají různý posun vůči sobě –
krátké sekvence lze skládat do delších úseků

• Výhody – při nastavení vysoké 
prosekvenovanosti vzorku je nízká chybovost

• Nevýhody – metoda je citlivá na místa, která se 
v genomu opakují (typicky inzerční sekvence) –
není schopná navázat a udělá zlom, 
nedostaneme uzavřený genom a kompletní 
informaci o pozici genů 

• Sekvenování technikou Illumina 



Illumina 



Sekvenování „long read“

• Získány dlouhé úseky DNA

• Pouze v jedné/dvou kopiích –
větší možnost začlenení 
chybného nukleotidu

• PacBio – přesnější ale drahé

• MinIon – cenově dostupný, 
vyšší chybovost

https://www.researchgate.net/publication/338048326_Current_challenges_and_best-practice_protocols_for_microbiome_analysis/figures?lo=1



Pacific Biosciences („long ready“)

• SMRT (Single Molecule
Real Time)

• Enzym DNA polymerázy v 
póru

• Prochází jediné vlákno 
DNA a syntetizuje se
komplementární vlákno a 
je vyzářen flourescenční
signál, kterým je příslušný
nukleodit značen



MinION („long ready“)

• MinION

• Jediné vlákno DNA je 

elektroforeticky vedeno přes 

nanopór v elektricky nabité 

membráně

• V průběhu průchodu je 

změřena změna napětí 

membrány

• Z této hodnoty se určí, která 

báze v danou chvíli pórem 

prošla



MinION („long ready“)

• Výhody 

• Velmi rychlé

• Skladné zařízení

• Velikost flash disku

• Lze vzít do terénu

• Sekvenování ve 

vesmíru

• Nevýhody

• Větší chybovost 

• Firma vyvíjí novější 

přístupy pro zpřesnění



Hybridní sekvenační data

• Pokud chceme získat uzavřené 
sekvence a zároveň mít vysokou 
přesnost získaných dat (vhodné 
například pro referenční genom u 
fylogenetických studií), je vhodné 
využít tzv. hybridní assembly, 
které kombinuje data z „long“ a 
„short read“ sekvenování

• Dlouhé „ready“ umožňují získat 
představu o tom, jaké je pořadí 
jednotlivých úseků genomu

• Kombinace se krátkými „ready“ 
zvyšuje přesnost



Výběr sekvenační metody

• Finance, dostupnost přístroje

• Typ analýzy

• V tomto kurzu se seznámíme s prací s krátkými 
ready získanými technologií Illumina (přístroj 
Miseq)



Illumina – postup sekvenování



Izolace DNA

• Cíl – získání celogenomové DNA 

• Problémy 

• Znečištění proteiny, organickými 
látkami

• Fragmentace DNA

• Správná volba kitu/postupu je 
důležitá pro dosažení dostatečné 
kvality sekvenačních dat



Příprava knihoven

• Fragmentace DNA

• Adaptery – indexy, úseky 
pro navázání primerů

• Smíchání DNA všech 
vzorků 



Sekvenační proces

• Navázání fragmentů

• Můstková PCR

• Sekvenování pomocí 
DNA syntézy

• Záznam signálu 
jednotlivých 
nukleotidů



Analýza sekvenačních dat u 
bakteriálních izolátů



Analýza NGS dat („short ready“)

• Zpracování raw dat

• Odstranění adepterů

• Odfiltrování dat s nízkou kvalitou

• Assembly

• Skládání získaných úseků DNA 
do větších celků (contigů)

• De novo x mapování



Assembly
• Ze souboru .fastq, který obsahuje všechna čtení 

(tzv. „raw data“) a informaci o kvalitě získáme 
pomocí assembly .fasta soubor, který obsahuje 
pouze konsenzus dané sekvence ve formě 
jednotlivých contigů

• Contig – sekvence DNA poskládána z krátkých 
readů, až do místa zlomu, kde už nebylo možné 
dále navázat

• Kvalitu assembly lze rozpoznat 

• Nízkého počet contigů – čím méně zlomů, tím kvalitnější data 
máme

• Délky nejdelšího contigu

• N50 – délka contigu, který je uprostřed, pokud bychom dostali 
101 contigů pro jednu sekvenci, pak by šlo o délku 51. 
contigu

• Celkové velikosti genomu – pokud je příliš malá, data nám 
chybí, pokud je významně větší, došlo ke kontaminaci jinou 
bakterií

• Program QUAST a jiné



Hodnocení NGS dat u bakterií
Centrum genomové epidemiologie (Dánská technická univerzita)

• Využití databází a programů pro mapování

• SpeciesFinder

• ResFinder

• VirulenceFinder

• PlasmidFinder

• SerotypeFinder

• MLST

• pMLST

• online tooly x příkazová řádka

• Nutné sledovat verzi databáze (geny 
jsou průběžně přidávány)

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/

• Video 1. CGE úvod



Hodnocení NGS dat u bakterií
Centrum genomové epidemiologie (Dánská technická univerzita)

Tresholdy pro mapování dat

• Identita genu

• Možnost nastavit filtr před samotným spuštěním toolu

• Výchozí hodnota 90 % 

• Nastavené tresholdy by měly být udané v jakýchkoliv výstupech

• Pro reportování genu s menší než 100 % ID lze použít doplnění „like“ např. 
blaTEM-1-like 

• Funkce genu může a nemusí být obdobná (ale ani 100 % shodný gen se v 
jiném organismu stejného druhu nemusí chovat stejně – jak se gen projeví 
ovlivňuje širší okolí genu a další interakce)

• Query coverage



Hodnocení NGS dat u bakterií
Centrum genomové epidemiologie (Dánská technická univerzita)

Tresholdy pro mapování dat

• Query coverage

• Již popsané geny mají známou velikost (počet párů bazí – bp)

• Query coverage udává, poměr (procento) velikosti úseky, který byl v našich datech 
skutečně detekován ku očekáváné velikosti daného genu

• Výchozí pro cge tooly obvykle 60 % 

• Coverage pod 100 % nutně neznamená, že gen není v organismu přítomen celý, 
data mohou být nedostatečně prosekvenovaná, gen může být rozdělen včleněním 
inserční sekvence, je proto lepší očekávat jeho nefunkčnost, nemá-li další důkazy 
potvrzující opak



Hodnocení NGS dat u bakterií

• Antibiotická rezistence

• Existují geny a chromozomální mutace, na jejichž podkladu 
rezistence k ATB vzniká

• Popsané geny a mutace jsou ukládány v databázích a na 
základě jejich přítomnosti je možné predikovat, k jakým ATB 
může být bakterie rezistentní 

• Přítomnost genu ve NGS datech nezaručuje rezistentní fenotyp 
(ale shoda je dle studií nad 90 %)

• Nepřítomnost genu rezistence k dané ATB skupině v NGS 
datech nezaručuje, že bakterie nebude rezistentní (existují a 
dále se vyvíjejí další nepopsané geny a mechanismy)



Hodnocení NGS dat u bakterií

• ResFinder

• Video 2. ResFinder

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/Re
sFinder/

https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• MLST (z anglického Multi-locus 
sequence typing)

• Typizace bakterií na základě alelických 
variant vybraných genů 

• Původně laboratorní technika – určeno na 
základě PCR a Sangerova sekvenování

• Pro E. coli schéma se sedmi geny

• Znalost sekvenčních typů může pomoci 
predikovat jejich vlastnosti (druhová 
klasifikace pro to není dostačující)

https://journals.plos.org/plosone/article/figure?id=10.1371/journal.pone.0005958.g002



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• MLST

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLS
T/

• Video 3. MLST

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• Virulence

• Individuální vlastnost bakterie vyjadřující patogenitu určitého kmene 
ve srovnání s ostatními stejného druhu

• Faktory virulence

• adheziny – adheze na povrchy v organismu hostitele,

• invaziny – pomáhají při pronikaní bakterie do buněk a tkaní v hostiteli,

• toxiny

• systémy zajišťující získání potřebných látek z prostředí/hostitele (často především 
záchyt železa)



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• VirulenceFinder

• Video 6. VirulenceFinder

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/Virul
enceFinder/



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• Plazmidy

• Malé kruhové molekuly DNA

• Nacházejí se mimo chromozom

• Mohou se předávat horizontálně (i 
mezidruhově)

• Hrají důležitou roli jako vektory 
rezistence k antibiotikům, 
dezinfekčním látkám a těžkým kovům 

• Dělí se do skupin inkompatibility –
neschopnost plazmidů ze stejné 
skupiny koexistovat v téže buňce 

https://www.slideserve.com/oleg/mimojadern-d-di-nost-d-di-nost-kvantitativn-ch-znak



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• PlasmidFinder

• Video 4. PlasmidFinder

• https://cge.cbs.dtu.dk/ser
vices/PlasmidFinder/

https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• Příbuznost plazmidů

• Typizace vybraných genů

• Určení plazmidového sekvenčního 
typu

• Některé linie plazmidů jsou 
epidemické (vyskytují se často, 
někdy i v různých prostředích)

• Často jsou spojené s konkrétním 
genem rezistence, který nesou



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• pMLST

• Video č. 5 pMLST

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/

https://cge.cbs.dtu.dk/services/pMLST/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• F antigeny

• Bílkoviny fimbrií

• FimTyper

• Video 7. FimTyper

• https://cge.cbs.dtu.
dk/services/FimTy
per/

https://cge.cbs.dtu.dk/services/FimTyper/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• Sérotypy 

• Taxonomické členění E. coli na 
subdruhové úrovni

• Dle antigenních struktur

• O antigen (lipopolysacharid)

• H antigen (flagelární proteiny)

• SerotypeFinder

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/Se
rotypeFinder/

http://www.ecl-lab.ca/en/ecoli/index.asp

https://cge.cbs.dtu.dk/services/SerotypeFinder/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií
Fylogenetická analýza

• Různé programy pro analýzu 
příbuznosti bakteriálních izolátů

• Analýza „core genomu“ (geny, co 
mají dané izoláty společné) – počet 
SNP (odlišných míst, SNP – single 
locus variant)

• Výsledek – fylogenetický strom

• CSI phylogeny

• RAxML

• ParSNP



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií

• CSI Phylogeny

• Video 8. CSI Phylogeny

• https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSI
Phylogeny/

https://cge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny/


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií
Grafické zpracování

• Online tool iTOL

• https://itol.embl.de/login.cgi

• Vizualizace fylogenetických 
studií spolu s doplňujícími daty 
(původ bakterie, geny 
rezistence,…)

• Různé typy datasetů

• Video 9. iTOL úvod

• Video 10. iTOL úvod II

https://itol.embl.de/login.cgi


Hodnocení sekvenačních dat u bakterií
Grafické zpracování

• iTOL

• Typy datasetů - Video č. 11. iTOL datasety úvod

• Tvorba datasetů přes webové rozhraní - Video č. 12 iTOL 
datasety web interface

• Dataset typu Binary – Video 13., 14. a 15. iTOL dataset 
binary 

• Dataset typu text – Video 16. iTOL text dataset

• Export dat – Video 17. iTOL export dat



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií
Aligment 

• Alignment 

• Seřazení minimálně dvou 
sekvencí pod sebe, tak aby 
odpovídající si úseky byly přímo 
pod sebou

• Cílem je srovnat sekvence a z 
jejich podobnosti/rozdílnosti určit  
předpokládanou míru jejich 
možné příbuznosti 

• Program Geneious

• Video 18. Geneious



Hodnocení sekvenačních dat u bakterií
Anotace

• Anotace

• Na základě shody s dříve 
popsanými úseky lze popsat 
přítomné geny a předpokládat, 
jakou by mohly mít funkci

• Shodné úseky s dříve popsanými 
genomy lze hledat přes BLAST

• https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi

• Program Geneious

• Video 18. Geneious

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


Děkuji za pozornost

Dotazy?

h17005@vfu.cz


