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SOUHRN

Sekvenovéni genll 16S, 18S a ITS regionl se stalo jednim z nejdllezitéjsich nastroju v molekularni diagnostice, zejména v oblasti mikrobiologie, patologie
a soudniho lékafstvi. Vy$e zminéné geny, obsahujici konzervované i variabilni oblasti, jsou hojné vyuzivany pro taxonomické zarazeni bakterii a eukaryot.
Sekvenovani 16S rDNA umoznuje detekci bakteridlnich infekci, zatimco sekvenace ITS regionli a 18S rDNA je vyuzivéna pfi identifikaci mykotickych, pfipadné
parazitarnich infekci, a to predevsim v piipadech, kdy tradi¢ni metody selhavaji.

Tento clanek se zaméfuje na rozsitené moznosti téchto metod, jejich uplatnéni v klinické diagnostice a vyzkumu, zkouma vyhody a nevyhody, a diskutuje
potencidlni budouci vyvoj v oblasti technologie sekvenovani nové generace (NGS).
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16S, 18S gene, and ITS region Sequencing: Expanded Applications in Pathology Diagnostics and
Research

SUMMARY
Gene sequencing of 16S, 18S, and ITS regions is a crucial tool in molecular diagnostics, especially in microbiology, pathology and forensic medicine. These
genes contain conserved and variable regions and are widely used for the taxonomic classification of bacteria and eukaryotes. Sequencing of 16S rDNA helps
detect bacterial infections, while sequencing of ITS regions and 18S rDNA is used to identify fungal or parasitic infections, especially when traditional methods
are ineffective.
This article focuses on the expanded possibilities of these methods, their application in clinical diagnostics and research, their advantages and disadvantages,

and discusses potential future developments in the field of next-generation sequencing (NGS) technology.
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Technologie sekvenovani gentl 16S, 18S a ITS region( pfines-
ly revolu¢ni zménu v molekuldrni diagnostice, zejména v oblasti
mikrobiologie, patologie a soudniho lékarstvi (1).

Pfimé sekvenovani genu 16S rDNA je schopno prokézat pfi-
tomnost bakteridlni nukleové kyseliny a na zakladé ziskanych
dat je mozné dourceni mikroorganismu fadové do rodu, v pfi-
padé dostatecné dlouhé a cisté sekvence az do druhového po-
jmenovani (2). Gen 16S rDNA kéduje ¢ast malé podjednotky
prokaryotického ribozomu. Mezidruhové se nachézi v rizném
poctu kopii, ale v rdmci jednoho konkrétniho bakteridlniho
druhu je pocet kopii stejny. Sekvence genu ma pfiblizné 1500
parQ bazi, coz znameng, Ze se jedna o Usek dostatecné dlou-
hy k identifikaci mikroorganismu, ale ptitom optimalné kratky,
bylo mozZno provést Sangerovo sekvenovani (3-5). Vysetieni
se provadi pfimo z klinickych vzorkd rlznych materiald, nej-
castéji jsou to punktaty, stéry, biopsie nebo kusy infikovanych
tkani (1).

P¥imé sekvenovani genu 18S rDNA a ITS region( slouzi k de-
tekci eukaryotickych mikroorganismd. Jedna se predevsim
o identifikaci mykotickych infekci, potencionalné také parazit(.
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Po sekvenaci je mozné zafazeni organismu radové do rodu. Vse-
obecné je detekce eukaryotickych organismu, zejména parazi-
tické DNA, limitovana jak z dlivodu nizké specificity ziskanych
sekvenci, tak i diky prevaze lidské DNA, jejiz zastoupeni ve vzor-
ku dominuje (6). Bohuzel v tomto pfipadé nelze pouzit metody
k jejimu odstranéni, jako tomu mUze byt u diagnostiky bakteri-
alni 16S rDNA. Lidska DNA obsahuje stejny gen 18S rDNA, jaky
nachéazime u parazitll nebo hub. Sekvence genu 18S rDNA ¢ini
kolem 840 par( bazi (7).

ITS (Internal Transcribed Spacers) regiony se déli na dva - ITS
1 aITS 2. Obklopuji gen 5.8S a spojuji ho s geny 18S (ITS 1) a 26S
(ITS 2) (8). Opét se jedna o metodu, kterou dochézi k detekova-
ni eukaryotické DNA ve vzorku. Délka fragmentu pfi amplifikaci
ITS region( je variabilni, pohybuje se pod 300 bp/jeden region,
v zavislosti na pouzitych primerech a amplifikované oblasti (9).
Metoda s pouzitim ITS region md vice moznosti uziti od detek-
ce fylogenetickych vztahl mezi jednotlivymi druhy az po iden-
tifikaci vicedruhového zastoupeni mikroorganism0 ve vzorku
(oddéleni jednotlivych amplifikovanych fragmenti se poté pro-
vadi na agarézovém gelu po gelové elektroforéze), ve vysledku
se ale nejednd o primarni metodu pro detekci extrahumanni
DNA. Tou stéle zUstava sekvenace genti 16S a 18S (10).

Metody sekvenace gend 16S a 18S jsou obzvlasté ucinné pfi
diagnostice infekci, které nejsou snadno detekovatelné tradi¢ni-
mi metodami, jako je kultivace, mikroskopie nebo PCR (11).

Sekvenovani nové generace (NGS) umoznuje analyzu mnoha
vzorkl nardz s velkou pfesnost, coz umoznuje rychlou a efektiv-
ni detekci infek¢nich agens, které by jinak zlstaly neodhaleny
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