
Metody molekulární 
diagnostiky bakterií



Identifikace bakterií
• Cílem typizace  je určení jednotlivých kmenů 

(nebo klonů), drůhů, taxonů jiné úrovně
– Klinické účely
– Epidemiologické účely
– Fylogenetické účely

• Existují dvě velké skupiny metod
– Fenotypové

• Tradiční (morfologické, biochemické, sérologické)
• Citlivost k antibiotikům
• Chemotaxonomické
• Fagotypizace
• MALDI-TOF MS

– Genotypové – založené na DNA



Molekulární (DNA)-diagnostika
• Využívá stanovení rozdílů v sekvenci DNA

– Identifikace (konzervované specifické sekvence)
• 16S rRNA
• Jedinečné geny

– typizace (konzervované sekvence s variabilním motivem)
• Na základě sekvence

– SNP, alely genů
– Repetice
– Mezerníky

• Fingerprintové metody
• Předpokládá, že jedinci (kmeny) se shodným genomem 

jsou klonálně příbuzní
• Předpokládá, že rozdíly v sekvenci DNA ovlivňují určité 

fenotypové znaky (obvykle není nutno studovat fenotyp)
• Nahrazuje jiné typizační metody, např. serologické, 

biochemické



Molekulární diagnostika

Typizace

Léčba choroby

Prevence

Vyhledání zdroje / původce

Identifikace

Fylogenetické studie



Genotypové metody
• Výhodou genotypových metod oproti 

fenotypovým je 
– nezávislost na expresi specifických genů v umělém prostředí 

(laboratorní média)
– genotypové znaky jsou na rozdíl od fenotypových (biotyp, sérotyp, 

antibiogram) relativně stálé
– dávají reprodukovatelné výsledky analýz i za různých 

laboratorních podmínek
– jsou rychlé a zpravidla nevyžadují předchozí kultivaci 

mikroorganismů
– Umožňují identifikaci nekultivovatelných mikroorganismů
– metody založené na chromozomální DNA mají na rozdíl od 

fenotypových metod 100% typovatelnost, protože všechny 
baktérie mají chromozóm a proto se tyto metody zaměřují na 
stupeň a povahu polymorfismů DNA



Složky prokaryotického genomu a 
jejich využití pro diagnostiku



Hodnocení kvality typizačního 
systému

• Typizační systém je charakterizován 
7 kritériemi (Maslow, 1993)
– Typovatelnost
– Reprodukovatelnost
– Stálost
– Rozlišovací síla
– Epidemiologická shoda
– Snadnost interpretace
– Jednoduchost provedení



• Typovatelnost je vyjádřena 
procentem izolátů, které může 
typizační systém jednoznačně přiřadit 
k určitému typu, v ideálním případě 
všechny izoláty

• Reprodukovatelnost je schopnost 
typizačního systému při opakovaném 
testování přidělit stejnému kmenu 
znovu stejný typ



• Stálost je biologická vlastnost 
klonálně odvozených izolátů 
exprimovat stálé markery během 
času a generací
– Stabilita markerů může být přijatelná i 

při přítomnosti změn pod podmínkou, že 
typizační systém umožňuje rozpoznání 
klonální příbuznosti a nevede ke špatné 
klasifikaci subklonálních variant jako 
epidemiologicky nepříbuzných



• Rozlišovací síla typizačních systémů je 
definována jako průměrná 
pravděpodobnost, že rozdílné genotypy 
budou přiřazeny do dvou nepříbuzných  
kmenů v populaci daného rodu 
– Je počítána pomocí vzorce Simpsonova 

indexu diverzity (Hunter a Gaston 1988)
– Před výpočtem je třeba vyloučit netypovatelné 

kmeny
– Tento index závisí na počtu typů a na četnosti 

rozšíření kmenů každého typu 



Simpsonův index diverzity

– D je diskriminační index
– N je počet nepříbuzných testovaných kmenů
– S je počet rozdílných typů
– nj - počet kmenů patříčích k j-tému typu

V praxi je přijatelný typizační systém s idexem 
větším než 0,95, což odpovídá 5% 
pravděpodobnosti chybného přiřazení 
nezávislých izolátů ke stejnému klonu



• Epidemiologická shoda je schopnost 
typizačního systému správně klasifikovat 
do stejného klonu všechny 
epidemiologicky příbuzné izoláty z dobře 
popsaného propuknutí infekční choroby

• Snadnost interpretace a jednoduchost 
provedení jsou kritéria důležitá pro to, aby 
metoda byla ochotně přijata klinickými 
mikrobiology, kteří obvykle postrádají větší 
odbornost potřebnou k rozpoznání rozdílů 
mezi kmeny 



Srovnání rozlišovací schopnosti 
genotypových a fenotypových 

metod

• Větší rozlišovací schopnost  zpravidla u 
metod genotypových
– není ovlivněna proměnlivostí vyjádření 

určitého znaku, např. proměnlivostí vyjádření 
rezistence při stanovování antibiogramu 
(hlavní typizační metoda v mnoha 
nemocnicích při epidemických 
onemocněních). 



Charakteristika typizačních systémů.  
Typizační systém Typovatelnost 

(1 – 2) 
Reprodukovatelnost 

(1 – 4) 
Rozlišovací 
schopnost 

(1 – 5) 
FENOTYPOVÉ METODY 

biotypizace ++ +++ + 
citlivost k antibiotikům ++ +++  
sérotypizace + ++ +++ 
fagotapizace + +++ + 
imunobloting ++ ++++ ++ 
multilokusová 
enzymová elektroforéza 

++ ++++ ++ 

GENOTYPOVÉ METODY 
analýza plazmidů + +++ +++ 
restrikční analýza 
(RFLP) 

++ ++ +++ 

ribotypizace ++ ++++ +++ 
pulzní elektroforéza 
(PFGE) 

++ +++ ++++ 

PCR-RFLP ++ ++++ +++ 
AP-PCR (RAPD) ++ ++ ++++ 
sekvencování ++ ++++ +++++ 
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Molekulární metody pro detekci 
polymorfizmů v genomech

• Cílem je charakterizace
– Chromozomální DNA
– Plazmidové DNA
– Celkové genomové DNA

• Posouzení parametrů genomu a výběr relevantních 
sekvencí pro detekci polymorfizmů
– Bodové mutace versus události rekombinace

• 2 skupiny metod
– Přímé

• Detekce polymorfizmů na úrovni primární sruktury (např. 
sekvenování, real-time PCR pro detekci SNP)

• Nejpřesnější, ale časově a finančně náročné
– Nepřímé

• Poskytují různé typy fingerprintů (otisk DNA) dostupných ve formě 
obrazů gelu nebo hybridizačních membrán

• Rozdělují se na techniky 
– bez amplifikace DNA
– s amplifikací DNA
– Identifikace konformačních polymorfizmů nukleových kyselin



Metody studia sekvenčního polymorfizmu DNA
• 1. Přímá metoda:

– Sangerovo sekvencování
– NGS a sekvenování třetí generace
– Sekvencování prostřednictvím hybridizací
– metody pro specifickou detekci jednonukleotidových polymorfizmů

• Enzymatické reakce na DNA-čipech
• Hmotnostní spektrometrie
• real-time PCR s alelově specifickými sondami

• 2. Nepřímé metody: fingerprinting (otisky DNA)
– RFLP – polymorfizmus délek restrikčních fragmentů
– AFLP – polymorfizmus délek amplifikovaných fragmentů
– SSLP– polymorfizmus délek fragmentů s jednoduchou repeticí
– CFLP– polymorfizmus délek fragmentů vytvořených kleavázou
– SSCP – polymorfizmus konformace jednořetězců
– DSCP – polymorfizmus konformace dvouřetězců



Přímé metody pro identifikaci

• Více než 100 ortologních genů vhodných 
pro identifikaci a fylogenetické studie 

• Rozdílná úroveň konzervovanosti
sekvencí – pro každý rod jiné geny

• Nejpoužívanější lokusy:
– 16S rRNA
– Hsp60 (Cpn60, GroEL)
– RpoB
– DnaJ/DnaK
– gyrA



Sekvence genu pro 16S-ribozomální RNA
• Ribosomal Database Project (Release 10)

http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp

http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp


SILVA rRNA database
• https://www.arb-

silva.de/

https://www.arb-silva.de/


EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/)
• veřejný portál pro analýzu genů pro 16S rRNA a WGS
• pro taxonomii, ekologii a metagenomiku



Sekvence genu pro 60 kDa chaperonin 
(cpn60, Hsp60 nebo GroEL)

• cpnDB: A Chaperonin Database
https://www.cpndb.ca/



Integrované databáze
• Identifikace na základě sekvencí více genů 

(gyrB, recA, sodA, rpob, tmRNA, tuf, groES, 
groEL, dnaK, dnaJ, fusA)

• BioInformatic Bacteria Identification (BIBI)
• UBCG: Up-to-date bacterial 

core gene set and pipeline 
for phylogenomic tree 
reconstruction



MLSA – multilokusová sekvenční 
analýza pro identifikaci

• fylogenetická analýza založená na analýze 
částečných sekvencí několika ortologních
genů (nebo proteinů) 

• konkatenované sekvence
• používaná pro definici druhu v taxonomii
• může nahradit srovnání celogenomových

sekvencí



Přímé metody pro typizaci
• SLST – jednolokusová sekvenční typizace

• Stanovení polymorfní sekvence jednoho genu 
obsahujícího např. repetitivní hypervariabilní regiony

• Přiřazení do typů
– Např. spa-typizace u stafylokoků 

(https://spa.ridom.de/spatypes.shtml)
• PCR amplifikace + Sangerovo sekvenování repetitivní oblasti
• zvláště zajímavý pro rychlou diagnostiku v nemocničním prostředí
• Harmonizace mezi laboratořemi

REPETICE Spa-typy



Ridom StaphType
• příklad jednolokusové typizace genu pro 

stafylokokový protein A



Přímé metody pro typizaci
• MLST – multilokusová sekvenční typizace

• Stanovení sekvence několika (obvykle 7) genů 
rozmístěných pokud možno rovnoměrně genomu

• Přiřazení sekvencí do alelových typů
• Kombinace typů alel tvoří sekvenční typ (ST)

– Zavedena u celé řady druhů
– Databáze přístupná na webu
– S vhodnými statistickými algoritmy umožňuje provádět 

shlukovou analýzu a dedukci klonálních linií



PubMLST.org – databáze 
(https://pubmlst.org/) 

https://pubmlst.org/


Příklad MLST databáze



Rekonstrukce fylogeneze klonů
• eBurst – algoritmus pro analýzu MLST typů a 

definici „klonálních komplexů“
• Klonální komplexy jsou definovány jako ST, 

které odpovídají centrálnímu genotypu (ST) na 
čtyřech nebo více lokusech.



Whole genome multi locus 
sequence typing (wgMLST)

• Celogenomové sekvenování – finančně výhodnější
• Vyžaduje vývoj databází alel, výběr vhodných alel, 

výpočetně náročné
• Využití bioinformatických přístupů pro analýzu 

jednonukleotidových polymorfizmů
– wgSNP - Whole genome SNP analysis
– wgMLST - Whole genome MLST
– cgMLST – Core genome MLST

• Vysoké rozlišení, reproducibilní, hierarchická nomenklatura



Nepřímé metody pro 
identifikaci a typizaci



Klasifikace technik pro fingerprinting DNA prokaryot



Metody bez amplifikace 
DNA



Analýza celkové chromozomové DNA
1. Analýza počtu chromozómů (kvasinky 

Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Candida; 
protozoa; Aspergillus)

2. Polymorfizmus délky restrikčních fragmentů, 
restrikční analýza (RFLP)
– Analýza malých fragmentů
– Analýza velkých fragmentů
– Makrorestrikční analýza (pulzní gelová elektroforéza)

3. Selektivní hybridizace se sondou (Southernův 
přenos restrikčních fragmentů na membránu a 
následná hybridizace)



Princip RFLP
RFLP vzniká přestavbami sekvencí

inzercemi
delecemi
substitucemi bazí uvnitř restrikčních míst



Restrikční analýza chromozomální DNA (REA)
• Jedna z prvních DNA typizačních metod zahrnující 

analýzu počtu a velikosti restrikčních fragmentů 
vznikajících štěpením specifickou restrikční 
endonukleázou (RE).

• Rozdíly mezi fragmenty se označují jako polymorfizmus 
délek restrikčních fragmentů (RFLP). 

• Metoda restrikční analýzy 
zahrnuje následující kroky:
– izolace chromozomární DNA
– výběr vhodné RE. 
– štěpení RE, která rozpoznává 

4 až 6 bp dlouhé sekvence
– standardní elektroforéza DNA fragmentů o velikosti 20 000 -

1000 bp v agarózovém gelu
– vizualizace barvením v etidiumbromidu a densitometrické 

vyhodnocení 



Analýza velkých nebo malých fragmentů
• Nevýhodou RE analýzy celkové 

chromozomální DNA  je velké množství 
vytvářených restriktů s podobnou 
pohyblivostí v tradičním agarózovém gelu. 

• Výsledkem je spektrum pruhů vizuálně 
obtížně odlišitelných. 

• Pro přesné vyhodnocení míry podobnosti 
spekter je nutné použít 
– densitometrické měření 
– korelační srovnání densitometrických křivek

• Analýzu zjednodušit hodnocením pouze 
• malých fragmentů 50 – 1000 bp (PAGE + 

barvení stříbrem)
• velkých fragmentů 5 - 15 kb (FIGE)

• Přes uvedené obtíže byla REA použita ke 
studiu příbuznosti u řady bakteriálních 
druhů Campylobacter, Legionella, 
Neisseria, Staphylococcus, streptokoky aj.



Makrorestrikční analýza 
chromozomální DNA pomocí PFGE

• Metoda slouží pro stanovení 
RFLP genomové DNA při 
použití restrikčních 
endonukleáz, které štěpí 
DNA na < 30 místech. 

• Vznikají velké fragmenty 
chromozomální DNA (10 -
1000 kbp), které jsou 
separovány pulzní gelovou 
elektroforézou. 

• Pro izolaci intaktní DNA není 
vhodná konvenční metoda, 
ale používá se specifický 
postup. Příklad pulzní gelové elektroforézy DNA 

různých kmenů Staphylococcus carnosus. 



Příprava vzorků pro PFGE
• Kultivace buněk do přesně stanovené hustoty
• Smíchání buněk s roztavenou agarózou (107 buněk/ml)
• Nalití směsi do malé formičky
• lyze buněk v agarózových bločcích 
• deproteinace DNA
• Promytí a odstranění proteinázy K 

(fenyl-metyl sulfonyl fluorid, PMSF)
• Štěpení restrikční endonukleázou, 

která štěpí s nízkou frekvencí 
(velikost fragmentů 50 - 10 000 kbp)

• Vlastní PFGE 5- 10 µg DNA v jamce
• Barvení gelu v etidiumbromidu



Základní termíny týkající se 
PFGE

• Pulzní pole (pulsed field). 
Elektroforetický proces, který 
používá více než jedno elektrické 
pole, a ve kterém se elektrická 
pole střídavě aktivují.

• Pulzní interval (switch interval, switch time, pulse 
time). Čas, po který je každé ze střídajících se 
elektrických polí aktivováno.

• Reorientační úhel (reorientation angle). Úhel mezi 
dvěma střídajícimi se elektrickými poli, tj. úhel mezi 
různými směry, ve kterých molekuly DNA putují.

• Homogenní pole (homogeneous field). Elektrické 
pole, které má uniformní potenciálové rozdíly po 
celém poli.



Princip separace molekul v pulzním poli
• A. Molekuly DNA o různých velikostech v prostředí bez 

elektrického pole
• B. Separace molekul v konvenční  gelové elektroforéze 

(molekuly o velikosti 50 - 500 kb se pohybují stejnou rychlostí)
• C.  Při pulzní elektroforéze je elektrické pole E1 přerušeno a 

nahrazeno polem E2 v jiném směru. Aby mohla DNA ve směru 
druhého pole migrovat, musí se nejdříve reorientovat ve směru 
u nového pole. Čím jsou molekuly větší, tím delší dobu 
spotřebují ke své reorientaci, a dochází tak ke zpomalení jejich 
pohybu.

• Pokud jsou obě pole stejná 
(směr, napětí, pulzní časy), 
bude výsledná dráha pohybu
přímá, složená z jednotli-
vých „cik-cak“ kroků.



Výběr vhodných restrikčních enzymů 
pro makrorestrikční analýzu DNA

1. Výběr na základě délky rozpoznávací sekvence RE 
Délka rozpoznávací sekvence by měla být > 6 bp 
SfiI  5' GGCCN↓NGGCC 3'    příklad RE s 10 bp rozpoznávací sekvencí 
I-SceI 5' TAGGG↓ATAA↑CAGGGTAAT 3' příklad intronem kódované endonukleázy s 
18 bp dlouhou rozpoznávací sekvencí 
2. Výběr na základě obsahu GC 
Bakteriální druhy se velice liší v obsahu GC v jejich genomech.  
Enzymy s GC-bohatou rozpoznávací sekvencí jsou vhodné pro AT-bohaté genomy   
SmaI  5' CCC↓GGG 3'    NotI  5' GC↓GGCCGC 3' 
 a enzymy s AT-bohatou rozpoznávací sekvencí jsou vhodné pro GC-bohaté genomy. 
SspI  5' AAT↓ATT 3'    SwaI  5' ATTT↓AAAT 3' 
3. Výskyt určitých sekvenčních motivů  v rozpoznávací sekvenci 
Přítomnost sekvence odpovídající terminačnímu kodonu v rozpoznávacím místě RE může 
ovlivnit ftrekvenci štěpení. 
XbaI  5' T↓CTAGA 3' amber 
4. Restrikční endonukleázy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA 
Některé enzymy neštěpí DNA jestliže se v rozpoznávacím místě vyskytuje  
5-metylcytozin. 
MluI  5' A↓C*GC*GT 3'  tento enzym štěpí savčí DNA méně často než SfiI 


1. Výběr na základě délky rozpoznávací sekvence RE


Délka rozpoznávací sekvence by měla být > 6 bp


SfiI

5' GGCCN(NGGCC 3'
   příklad RE s 10 bp rozpoznávací sekvencí
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5' TAGGG(ATAA(CAGGGTAAT 3'
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2. Výběr na základě obsahu GC


Bakteriální druhy se velice liší v obsahu GC v jejich genomech. 
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3. Výskyt určitých sekvenčních motivů  v rozpoznávací sekvenci


Přítomnost sekvence odpovídající terminačnímu kodonu v rozpoznávacím místě RE může ovlivnit ftrekvenci štěpení.
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4. Restrikční endonukleázy citlivé na metylaci typu CpG jsou vhodné eukaryotické DNA


Některé enzymy neštěpí DNA jestliže se v rozpoznávacím místě vyskytuje 
5-metylcytozin.


MluI

5' A(C*GC*GT 3'  tento enzym štěpí savčí DNA méně často než SfiI




Intrpretace výsledků PFGE při 
typizaci bakterií

Typ genetické 
změny 

Původní 
počet 

fragmentů 

Výsledek v PFGE ve vztahu 
k standardnímu kmeni 

Výsledný 
počet 

fragmentů 

Bodová mutace 

tvorba RE-místa 
5 Ztráta 1 fragm. standardního kmene, 

vznik 2 menších fragm. (suma 
velikostí se rovná velikosti fragm. 
st. kmene)  3 rozdíly ve fragmentech 

6 

Bodová mutace 

ztráta RE-místa 
5 

Vznik nového většího fragm., 
nepřítomného u st. kmene a ztráta  
2 malých fragm.  3 rozdíly ve 
fragmentech 

4 

Inzerce fragm. 
DNA bez RE-
místa 

5 Počet fragm. stejný, vznik většího  
fragm. 2 rozdíly ve fragmentech 5 

Delece fragm. bez 
RE-místa 5 Počet fragm. stejný, vznik menšího 

fragm. 2 rozdíly ve fragmentech 5 
 


		Typ genetické změny

		Původní počet fragmentů

		Výsledek v PFGE ve vztahu k standardnímu kmeni

		Výsledný počet fragmentů



		Bodová mutace


tvorba RE-místa

		5

		Ztráta 1 fragm. standardního kmene, vznik 2 menších fragm. (suma velikostí se rovná velikosti fragm. st. kmene)  3 rozdíly ve fragmentech

		6



		Bodová mutace


ztráta RE-místa

		5

		Vznik nového většího fragm., nepřítomného u st. kmene a ztráta 


2 malých fragm.  3 rozdíly ve fragmentech

		4



		Inzerce fragm. DNA bez RE-místa

		5

		Počet fragm. stejný, vznik většího  fragm. 2 rozdíly ve fragmentech

		5



		Delece fragm. bez RE-místa

		5

		Počet fragm. stejný, vznik menšího fragm. 2 rozdíly ve fragmentech

		5







Kritéria pro interpretaci PFGE

 
 

Kategorie 

Počet 
genetických 

změn u 
standardního 

kmene 

Počet změn ve 
velikostech 

fragmentů oproti  
standardnímu 

kmeni 

 
 

Epidemiologická 
interpretace 

Nerozlišitelný 
(identický) 

0 0 Izolát je součástí 
epidemie 

 
Úzce příbuzný 

 
1 

 
2 – 3 

Izolát je pravděpodobně  
součástí epidemie  
(z 1 pacienta při 

opakované izolaci) 
Pravděpodobně 

příbuzný 
 
2 

 
4 – 6 

Izolát je příbuzný kmenům 
z epidemie 

(nemusí být součástí) 
Odlišný 

(nepříbuzný) 
3 a více 7 a více Izolát není součástí 

epidemie 
 


		Kategorie

		Počet genetických


změn u standardního


kmene

		Počet změn ve velikostech


fragmentů oproti 


standardnímu kmeni

		Epidemiologická interpretace



		Nerozlišitelný (identický)

		0

		0

		Izolát je součástí epidemie



		Úzce příbuzný

		1

		2 – 3

		Izolát je pravděpodobně 


součástí epidemie 


(z 1 pacienta při opakované izolaci)



		Pravděpodobně příbuzný

		2

		4 – 6

		Izolát je příbuzný kmenům z epidemie


(nemusí být součástí)



		Odlišný (nepříbuzný)

		3 a více

		7 a více

		Izolát není součástí epidemie







Analýza plazmidové DNA
• Analýza obsahu a počtu plazmidů 
• Restrikční analýza plazmidové DNA (REAP)
• Hybridizace se sondou - detekce specifických genů pro

– virulenci 
– rezistenci k antibiotikům a antimikrobiálním chemoterapeutikům 

• Přenos plazmidů mezi kmeny (i mezi různými druhy a rody) se může 
uskutečňovat:
1. Konjugací          2. Transdukcí          3. Fágem zprostředkovanou konjugací

• Plazmidová analýza je rychlá, jednoduchá a levná metoda. 
• Má následující nevýhody: 

– kmeny bez plazmidů jsou netypovatelné
– interpretace plazmidových profilů není jednoznačná (superhelicita)
– dlouhodobá stabilita plazmidů je diskutabilní



• Příklad analýzy plazmidů u Staphylococcus aureus z 
epidemie na JIP v Olomoucké nemocnici.

• V současné době se plazmidová analýza používá jako 
doplňková typizační metoda u gramnegativních 
(Salmonella, Neisseria, Escherichia) i grampozitivních 
(Staphylococcus, Enterococcus, Helicobacter) bakterií. 



Selektivní hybridizace 
restrikčních fragmentů (SRFH)

• DNA hybridizační diagnostické metody využívají 
Southernův přenos (1975) pro detekci a lokalizaci 
vybraných sekvencí, což umožní zjednodušení RFLP 
analýzy snížením počtu srovnávaných fragmentů.

• Základní metodické kroky při SRFH
– štěpení celkové chromozomální DNA restrikčním enzymem
– separace fragmentů pomocí elektroforézy
– přenos fragmentů z gelu na nitrocelulózovou nebo nylonovou 

membránu
– hybridizace DNA navázané na membráně s jednou nebo více 

značenými sondami homologickými se zkoumanými geny
– detekce navázané sondy

• sondy značené radioizotopy + autoradiografie
• sondy značené neradioaktivně (digoxigenin, biotin, fluorescein, atd.) a 

následná detekce zahrnující enzym (AP) a barvotvorný substrát nebo 
enzym a chemiluminiscenční substrát

– vyhodnocení RFLP



Princip selektivní hybridizace

Příklad hybridizace se 
sondou specifickou 
pro16S rDNA.



Přehled používaných sond pro 
SRFH  u prokaryot

1. Náhodně klonované sondy
– Relativně stabilní oblasti bakteriálního chromozómu 

• Použití: Legionella, Brucella
2. Sondy specifické pro geny kódující metabolické faktory 

nebo faktory virulence 
– Sondy je nutné připravit  individuálně pro určité bakteriální 

druhy, tzn. že tento přístup není použitelný obecně. 
– Sekvence některých genů jsou velice konzervativní a jsou proto 

nevhodné k přípravě sond, naopak geny s určitou sekvenční 
variabilitou, případně geny vyskytující se ve více kopiích jsou 
velice vhodné. 

• Použití: Pseudomonas aeruginosa: gen pro exotoxin A
• Staphylococcus aureus: mec (determinant meticilinové    

rezistence)
– Genově specifické sondy je možné využít k hybridizaci s 

makrorestrikčními fragmenty separovanými pomocí PFGE



3. Sondy odvozené z vícekopiových elementů typu 
inzerčních sekvencí a transpozonů

– Inzerční sekvence (IS) jsou transponovatelné repetitivní DNA 
elementy nacházející se v genomu prokaryotických 
a eukaryotických organizmů.

– Přítomnost elementu na určitých místech chromozómu je 
odrazem chromozomálních přestaveb během evoluce.

– Hybridizace se sondami připravenými z IS elementů vykazují 
vysokou reprodukovatelnost a vysokou diskriminační schopnost 
související s přítomností těchto elementů ve více lokusech na 
chromozómu.

– Bakteriální IS elementy mají na koncích obvykle 10-40 bp 
dlouhé obrácené repetice, sonda se proto připravuje z vnitřních 
sekvencí elementu.

– Výběr restrikční endonukleázy a vhodného elementu pro 
přípravu sondy je nutné provést pro každý bakterální druh.

• Použití: Mycobacterium tuberculosis IS6110
• další druhy mykobakterií
• Staphylococcus aureus IS257/431



4. Sondy připravené z dalších repetitivních sekvencí
– Pro stanovení polymorfizmů metodou SRFH byly použity některé 

krátké repetitivní sekvence obecně přítomné v genomech 
organizmů. 

– Pouze některé repetice jsou obecně použitelné:
• 15-bp repetice z pozdního genu coa z bakteriofága M13 

– Escherichia coli
– Staphylococcus

• polymorfní tandemová repetice z mykobakterií 
– Mycobacterium tuberculosis (MPTR-SRFH)

• repetitivní sekvence označovaná BOX 
– Streptococcus pneumoniae

• náhodné trinukleotidové repetice jako např. (GTG)5
– Salmonella, Shigella a Mycobacterium, grampozitivní koky.

5. Sondy připravené z dalších variabilních genetických 
elementů integrovaných v chromozómu

• Profágy
• Plazmidy



Princip ribotypizace
• Ribotypizace zahrnuje fingerprinting restrikčních 

fragmentů genomové DNA, které obsahují celý 
nebo část genu kódujícího 16S a 23S rRNA.  

• Hlavní výhody ribotypizace:
– Sekvence genů pro ribozomální RNA jsou velice 

konzervativní, proto pro ribotypizaci všech Eubakterií 
může být použita jediná sonda.

– Jelikož většina bakterií obsahuje několik ribozomálních 
operonů, získáme po hybridizaci dostatečné množství 
fragmentů umožňujícíci mezidruhové i vnitrodruhové 
odlišení kmenů. 



Charakteristika bakteriálního rrn operonu
• rRNA-operon (rrn operon) se vyskytuje na 

bakteriálním chromozómu v několika kopiích.
tRNA

P1 P2 16S-rRNA 23S-rRNA 5S-rRNA T1 T2tRNA

pre-rRNA

transkripce

posttranskripční úprava
(vyštěpení funkčních produktů)

DNA

promotory terminátory

geny

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA 5S-rRNA tRNA

tRNA tRNA



Příklad ribotypu



Automatizace 
ribotypizace



Interpretace elektroforetických vzorů 
proužků a konstrukce dendrogramů

• Otisk DNA je výsledkem většiny molekulárních metod. 
• Získaný vzor, který je viditelný na obarvených 

elektroforetických gelech nebo vyvolaných hybridizačních 
membránách
– Je specifický pro izoláty určitého klonálního původu
– Vzorem se rozumí skladba určitých znaků (kvantitativně 

vyjádřených) jimiž se vyznačuje daný objekt. 
– Znakem je fragment DNA určité velikosti, u kterého se 

hodnotí přítomnost nebo nepřítomnost nebo jeho plocha.
• Při DNA-typizaci jedinců získáme velkou množinu dat, kterou 

je třeba převést do prezentovatelné formy určením tříd nebo 
skupin. 

• K tomuto účelu se využívá shluková analýza
– využívá se k nalezení hierarchického seskupování množin dat s 

mnoha proměnnými
– redukuje počet objektů jejich umístěním do skupin



Shluková analýza
1. Metody nehierarchické 

– dávají jednoduché rozdělení, které optimalizuje homogenitu 
uvnitř skupiny

2. Metody hierarchické 
– členové níže zařazených shluků se stávají členy větších výše 

zařazených shluků, výsledkem je zobrazení souhrnu jejich 
hierarchie 

A. Dělící
– Začínají s předpokladem, že všechny objekty jsou 

částí jednoho shluku 
– Algoritmus štěpí tento velký shluk krok za krokem 

dokud každý objekt netvoří samostatný shluk
B. Aglomerační 

– Na začátku každý shluk obsahuje jeden objekt 
– Shluky jsou postupně spojovány

– cílem obdržet přímé znázornění příbuznosti mezi objekty
• Výsledek hierarchického shlukování je obvykle zobrazen jako 

dendrogram, ve kterém jsou zobrazeny následné jednotky shluků 
společně s hodnotami podobnosti vedoucím k těmto jednotkám



Algoritmus hierarchických aglomeračních 
metod shlukování

1. Vytvoření množiny dat. 
• Soubor hodnot, které nabývají objekty na základě množství 

znaků.
2. Transformace dat. 

• Sjednocení jednotek, vyřazení kvalitativně rozdílných znaků.
3. Sestavení matice podobnosti nebo rozdílnosti. 

• Na základě měření podobnosti nebo rozdílnosti každého páru 
objektů.

4. Shlukování. 
• Výběr vhodného algoritmu, což je v podstatě vztah pro 

opakovaný výpočet rozdílnosti nebo podobnosti nového 
shluku s ostatními shluky.

5. Dendrogram. 
• Znázornění postupného shlukování jednotlivých objektů 

grafickou formou.



Měření podobnosti.
• Při určování podobnosti elektroforetického vzoru (dvou drah proužků) 

a tím i podobnosti mezi dvěma izoláty se využívají koeficienty 
podobnosti založené na
– Přítomnosti nebo absenci proužků
– denzitometrických hodnotách.

• Koeficienty založené na proužcích
– Jaccardův koeficient:

– Diceho koeficient:

– Plošně citlivý koeficient:               Ai ,jS i , j  = ni
 + nj

 + ni , j
 

                          

Si,j = podobnost mezi i-tou a j-tou řadou proužků
ni = počet proužků v i-té dráze
nj = počet proužků v j-té dráze
ni,j = počet odpovídajících si proužků v i-té a j-té dráze
Ai,j = hodnota vycházející z počtu odpovídajících si proužků v i-té a j-té dráze,

zohledňující rozdíly v plochách odpovídajících si proužků
α = konstanta
│Bi,k - Bj,k│= absolutní hodnota rozdílu ploch k-tých odpovídajících si proužků v i-té

a j-té dráze

              ni , j
       

Si , j  = 
        ni + nj - ni , j



Výpočet koeficientu podobnosti
A B



Nejčastěji používané metody pro 
shlukování 

• Metoda nevážených průměrů párových 
skupin (unweighted pair group average 
method, UPGMA). 
– Shluky jsou spojovány na základě průměrné 

vzdálenosti mezi všemi členy ve dvou 
skupinách. 

– Tato metoda se využívá při vyhodnocování 
otisků DNA (elektroforetických vzorů)

• Jednoduché spojování
(neighbour joining, metoda nejbližšího 
souseda). 
– Shluky jsou spojovány na základě nejmenší 

vzdálenosti (největší podobnosti) mezi dvěmi 
skupinami. 

– Metoda má použití při sestavování 
fylogenetických stromů odvozených z 
porovnávání částečných sekvencí 
konzervovaných genů, např. 16S a 23S rRNA.
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Software pro 1D gely

• Applied Maths: GelCompar
• BIO-RAD: Quantity One
• KODAK: Molecular Imaging 

Software
• Scanalytics: GELLAB
• Biocompare: Gel Doc
• Fotodyne: Phoretix
• Jenson: UVIsoft Gel Analysis 





Princip normalizace vzorů

Referenční vzor – přítomný v každé 6. dráze gelu







Bands – automatická identifikace 
pruhů na gelu



Denzitometrické křivky



Výpočet koeficientu podobnosti



Optimalizace rozpoznávání vzoru

bez optimalizace s optimalizací





Shluková analýza



Náhodně amplifikovaná DNA
• Náhodná amplifikace využívající jeden nebo více primerů s 

neznámou homologií k cílové sekvenci DNA
• Vzniká více amplikonů s různou velikostí a rozdílným molárním 

množstvím, nevyžaduje se proto štěpení restrikčními 
endonukleázami 

• Úspěšná, rychlá a jednoduchá technika pro DNA fingerprinting 
popsaná nezávisle pod různými označeními:

• AP-PCR (arbitrarily primed PCR fingerprinting)
• RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)
• DAF (DNA-amplified fingerprinting)
• MAAP (multiple arbitrary amplicon profiling)
• PCR-mediated genotyping

• Princip metody:
– Metoda používá obvykle jeden krátký primer (8 - 10 bp nebo M13).
– Teplota pro připojení primeru je mnohem nižší než teoretická hodnota Ta.
– Za těchto podmínek dochází k nasedání primeru s vysokou pravděpodobností na více 

místech na obou řetězcích chromozomální nebo plazmidové DNA.
– Obvykle se vyskytne několik míst pro připojení primeru umožňujících nasednutí primerů 

3‘ konci k sobě, která se vyskytují na protilehlých řetězcích, a nejsou od sebe příliš 
vzdálená.

– Výsledkem je amplifikace mnoha fragmentů s různou délkou (max. 2000 bp).



Náhodně 
amplifikovaná 

DNA (AP-
PCR)

Příklad elektroforézy 
s AP-PCR produkty

300 bp →

1 500 bp →



Analýza mezerníkových oblastí mezi 
repeticemi (Interrepetitivní-PCR, Rep-PCR)
• Technika pro analýzu celého chromozómu využívající přítomnosti 

repetitivních elementů v bakteriálních nebo eukaryotických genomech.
• Princip metody:

– Amplifikace známé sekvence, vyskytující se v genomu ve více kopiích (repetice, IS elementy, 
mezerníky, VNTR)

– Pro získání DNA fingerprintu je třeba kompletní chromozomální DNA podobně jako u AP-PCR, ačkoli 
jsou amplifikovány pouze malé části chromozómu.

– Primery jsou navrhovány tak, aby se připojovaly přímo ke koncovým, konzervativním oblastem 
repeticí. 

– vzniká více amplikonů o různé velikosti, nevyžaduje se proto štěpení restrikčními endonukleázami

• Nejčastěji je interrepetitivní PCR používaána u prokaryot:
• Je třeba navrhnou konsenzní sekvenci primeru a zvolit nížší teplotu pro 

připojení. 3‘ konce primeru směřují směrem k mezerníkovým oblastem tak, 
aby se neamplifikovala samotná repetice.

• Jelikož se mezerníkové oblasti mezi repeticemi liší svou délkou, při 
amplifikaci vzniká směs různě dlouhých amplikonů (fragmentů DNA), které 
dávají jedinečný fingerprint

• V závislosti na zvolené repetici jemožné získat specifický fingerprint pro 
druhy (tRNA-interrepetitivní PCR) nebo kmeny (ERIC, REP, BOX a IS6110 
interrepetitivní PCR).



TYPY REPETICÍ V PROKARYOTICKÝCH GENOMECH
A. Polynukleotidové sekvence a tandemové repetice

– Trinukleotid  TGG – nejčastější trinukleotid E. coli (součást penta nebo oktanukleotidů).
– Nonamer AAGTGCGGT (uptake signal sequence –USS) H. influenzae - 1465 kopií.
– Tandemově opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n nebo (GCC)n - vysoce repetitivní u 

E. coli, S. typhimurium a Shigella sp.
– Short tandemly repeated repetitive (STRR) sequences - heptanukleotidová opakování u sinice 

Calothrix.
– Major polymorphic tandem repeat (MPTR) - polymorfní 10-bp DR u Mycobacterium tuberculosis

a dalších mykobakterií.
B. Krátké roztroušené repetitivní  sekvence (kratší než 50 bp)

– REP (repetitivní extragenové palindromatické sekvence) 33-40 bp, obrácené repetice typu 
palindromů; 500 - 1000 REP u E. coli.

– PU (palindromic units) u E. coli a S. typhimurium. 
– Mnohokopiový 26-mer (nGREP) u Neisseria sp.
– Mnohokopiový 24-mer DR element u Mycobacterium bovis (38 kopií).

C. Dlouhé roztroušené repetitivní elementy (větší než 50 bp)
– Intergenic repeat unit (IRU) 
– Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) 124-127 bp nebo zkrácené formy. 

Chromozomová lokalizace se liší u kmenů a druhů. ERIC-like sekvence přítomné v 30 – 150 
kopiích v celé bakteriální říši. 

– RLEP (545 - 1063 bp) u Mycoplasma leprae 28 (0,6% genomu).
– Mx-REP u Myxococcus xanthus - 87 pb jádrová sekvence.
– Dr-REP (SARK) u Deinocccus radidurans. Element o variabilní délce (150-192 bp).
– RepMP1-2, SDC1 (150 bp – 1 kb) u Mycplasma pneumoniae, v genomu 8-10 kopií.
– RepMP2-like u Staphylococcus

D. Mosaikové repetitivní elementy
– Bacterial Interspersed Mosaic Elements (BIME) – (kombinace REP a sedmi dalších repetitivních 

motivů). 
– REP MP - 1 300 bp element ohraničený kratšími reeptitivními sekvencemi u M.pneumoniae. 
– BOX elementy – 154 bp rozptýlené repetitivní elementy přítomné v 25 kopiích u G+ (Streptococcus 

pneumoniae). 



Příklad gelu s produkty rep-PCR (GTG)5



Analýza mezerníkových oblastí v rDNA 
(RS-PCR, PCR-ribotypizace)

• U prokaryot obsahují rDNA 
operony geny pro všechny tři 
typy rRNA (16S, 23S a 5S). 

• Geny pro 16S a 23S rRNA 
jsou odděleny mezerníkovou 
oblastí, která se liší délkou v 
závislosti na druhu (od 278 
bp u mykobakterií do do 2 kb 
u borrelií). Navíc u většiny 
Eubakterií se vyskytuje více 
kopií rDNA operonu, u nichž 
se vyskytují menší rozdíly v 
délce mezerníků.

100 bp →

500 bp →

U Staphylococcus aureus se nachází v genomu 6 rrn operonů,
všech 6 mezerníků mezi 16S a 23S rRNA se může lišit svou délkou. 



Detekční amplifikační metody 
nevyužívající PCR



Loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP)

• Amplifikace za izotermických podmínek s vysokou specificitou a rychlostí
• Metoda využívá DNA polymerázu vytěsňující řetězec (Bsm, Bst) a 

sadu čtyř primerů
• Primery rozpoznávají celkem šest odlišných sekvencí na cílové DNA
• LAMP iniciuje vnitřní primer obsahující cílové sense a antisense 

sekvence 
• Následující syntéza s vnějším primerem vytěsňuje jednořetězcovou DNA
• Ta slouží jako templát pro syntézu DNA vnitřními a vnějšími primery, 

které hybridizují s druhým koncem, což vede k vytvoření smyčky
• Při následném cyklu LAMP hybridizuje jeden vnitřní primer se smyčkou a 

iniciuje syntézu vytěsněné DNA, čímž se získá původní DNA ve smyčce 
a nová DNA dvojnásobné délky

• Cyklická reakce pokračuje s akumulací 109 kopií cíle za méně než 
hodinu. 

• Konečným produktem jsou DNA s několika obrácenými repeticemi a 
strukturou podobnou květáku s mnoha smyčkami 

• Dna lze detekovat/kvantifikovat vhodným fluorescenčním barvivem

https://academic.oup.com/nar/article/28/12/e63/2359194

https://academic.oup.com/nar/article/28/12/e63/2359194


• Vnitřní primer FIP hybridizuje s 
F2c v cílové DNA a iniciuje 
syntézu komplementárních 
řetězců

• Vnější primer F3, který je o 
několik bází kratší a nižší v 
koncentraci než FIP, pomalu 
hybridizuje s F3c v cílové DNA a 
iniciuje syntézu vytěsnění řetězce 
DNA a uvolňuje komplementární 
vlákno spojené s FIP, které může 
na jednom konci tvořit 
smyčkovou strukturu

• Tato jednořetězcová DNA slouží 
jako templát pro syntézu DNA 
iniciované BIP a následnou 
syntézu DNA s přemístěním 
řetězce s primem B3

• Výsledkem je „dumb-bell“ forma 
DNA, která se rychle amplifikuje v 
cyklické části reakce kdy vznikají 
jak původní kopie, tak násobně 
prodloužené formy

LAMP
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