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Hodnoceni:

 Aktivita pri hodinach
 Prezentace — na zakladé c¢lanku
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"ARENT THERE ENOUGH PROBLEMS IN THE WORLD ALREADYZ"



Osnova prednasek:
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Téma
Uvod do metagenomiky
Sekvenovani druhé generace, principy 454, lllumina, lon Torrent
Principy Minion, PacBio, prohlidka laboratofi
Odbéry vzorkd, izolace, priprava knihoven 16S rRNA
Celometagenomové sekvenovani, sekvenace eukaryot a vir(
Vyhodnocovani sekvenaci
Metatranskriptomika, Metabolomika
Mikrobiom vody a plidy, Metagenomika v klinické praxi
Strevni mikrobiom
Pozvani odbornici
Pozvani odbornici
Prezentace
Prezentace

Ustni zkouska
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Prvni pozorovani mikrooganismu
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Objeveni pGvodct chorob
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Ztohotn onemocnélého pokusného
izolovén z nemocného objektu musi byt izodovan mikroorganismus

jedince a vypestovan identicky 5 tim, ktery byl pozorovana

mimo néj v laboratoli
v Cisté kulture.

;.g

pokusny oh]ekt musi po nao&kovanl
dostatecného potiu jedinci této isté kultury cnemocnét a
wykazovat stejné piinaky onemocnénl Jako v bodé 1.

izolovin v pivodnim nemocném jedinci.

http://content.answers.com/main/content/img/scitech/HSroberh.jpg



Objev domeény Archea
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Prvni pOZOfOVénl’ VypraCOVénll Objev domény Archea’ studium
mikroorganism( Kochovych postulatd
genu 16S rRNA
Bacteria Archaea Eucarya

Nature Reviews | Microbiology

Yarza, P. et al; Nat. Rev. Microbiol. 12; 2014

Aniraly

V 80. letech — 12 kmenu bakterii, kazdy s kultivovatelnym
reprezentantem

Nyni: vice nez 100 kmenu, 2/3 bez kultivovatelného
reprezentanta




Nekultivovatelné mikroorganismy
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Gut Check: Exploring Your Microbiome

~0,1-0,01 %
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Noveée technologie
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MozZnost studia i nekultivovatelnych mikroorganismu




Mikrobiom = soubor mikroorganismu

Mikroorganismus — jednobunécny organismus
pozorovatelny pouze pod mikroskopem

— Bakterie
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— Plisné
— Kvasinky
— Rasy a prvoci

Patogenni bakterie - bakterie zplsobujici onemocnéni




Vyzkum bakterii

Na svéte je cca 4-6 x 103° prokaryot

Vice nez 99,9 bakterii je nekultivovatelnych

V databazi vice nez 1 mil. genu
Nové pristupy — objev novych genu
— ATB

— Enzymy

genome analysis

— LécCiva

— Degraduji kontaminanty v prostredi



Definice metagenomiky

Metagenomika je definovana jako véda

zabyvaj

Na ahnd

ici se biologickou diverzitou. Je zalozena
yze genomu pribuznych, ale ne zcela

identic

kych mikrobnich populaci za pouziti

genetickych a molekularnich technik. Celkové
metagenomickeé studie umoznuji porozumet
dynamice mikrobniho spolecenstvi a zahrnuji
analyzy nukleotidovych sekvenci, struktury,
regulace a funkce (Handelsman a kol., 1998).




Metagenomika

Metagenome = Parts list of the community



Metagenomika
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http://www.cbs.dtu.dk/researchgroups/metagenomics/metagenomics.php



Mikrobiom a clovéek

1r Microbiota metabolites ¥ Host metabolites
@ Microbiota protein @ Host protein

Nature Reviews | Urology

Whiteside, S. A. et al. (2015) The microbiome of the urinary tract—a role beyond infection
Nat. Rev. Urol. doi:10.1038/nrurol.2014.361



Vyzkum mikrobiomu- minulost

- lzolace Cistych kultur,
biochemické reakce
(,fenotyp” bakterie, ruzné
podminky)

- Fingerprintové metody

(RFLP, rep PCR, ribotypizace,
DGGE)

- Identifikace pomoci sond
(dot-blot hybridizace, FISH)

Molekularni

techniky — i

nekultivovatelné
mikroorganismy:!



Ribotypizace

manualni ribotypizace
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Rep PCR

Step 1 rep-PCR primers bind to many specific repetitive sequences interspersed Tl NPT
throughout the genome. Multiple Fragments of various lengths are amplified. F
+~Lb. salivarius
— - s |—Lb.plmumm
— o
oo B Do
] Lb. plantarum
Lb. formentum

Step 2 Fragments can be separated by size and charge. A unique rep-PCR fingerprint
profile is created containing multiple bands of varying sizes and intensities.

Leuc. pseudomesenteroides
Lb. ghanensis

Ped. acidilactici
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DGGE

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

Extract DNA from each Add GC clamp
Samples from different community (anchors DNA together once it’s denatured)
microbial communities
PCR fragment
OO Q Q Denatured PCR fragment

o
o™

Shared genes amongst communities

Charge

Unique genes within the
communities

Denaturing gradient
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Metagenomika - sekvenace

Dva hlavni pristupy

Environmental Sample

— Cilené sekvenovani

Sekvenovani specifickych genu
(16S rRNA) a seskupeni vzniklych
sekvenci do fylogenetického
vztahu

— (Celo)Metagenomové
sekvenovani

Nahodné sekvenované useky
DNA (nebo RNA) a porovnani
vzniklych sekvenci v NCBI
databazi na zakladné podobnosti
s referencni sekvenci.

Metabolism & Transport Lateral Gene Phylegeny Co n'lDareG nes.
Transfer? from Environments
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http://legacy.camera.calit2.net/education/what-is-metagenomics




Funkcni metagenomika

Hunting novel antibiotic resistance genes

Functional metagenomics

.. 48

Sewage sample mm Genomic DNA sheared DNA fragments higated
into - 2kb fragments into plasmid vector

W[ - @ gn @
PCR amplification of Functional screen on Transformation of

aﬂm functionally-selected genes antibiotic containing media  electocompetent E.coli




Sangerovo sekvenovani

Seqvencing by capilary electrophoresis
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Gag abres pet run [log veale|

Sekvenovani nové generace
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Newest lllumina HiSea X 10 > 1 Tb of seauene data



