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Čre ve sna mi kro bio ta ima v člo veš kem pre bav nem trak tu po memb no vlo go. Omo go ča di -
na mi čen od nos z go sti te ljem, po ma ga ohra nja ti ho meo sta zo epi te lij skih ce lic, vpli va na
pri do bi va nje hra nil in urav na va nje ener gi je, fi zič no pre pre ču je ko lo ni za ci jo po vr ši ne čre -
ve sa s pa to ge ni mi mi kroor ga niz mi in so de lu je pri proi zvod nji vi ta mi nov ter krat kih ve -
rig maš čob nih ki slin. Čre ve sno mi kro bio to po leg gliv, ar hej in vi ru sov v ve či ni se stav lja
3 × 1013 bak te rij, ki jih uvrš ča mo v vsaj ti soč raz lič nih bak te rij skih vrst. Se sta vo mi kro -
bio te in nje no vlo go v čre ves ju lah ko opre de lju je mo s šte vil ni mi me to da mi, ki se raz liku -
je jo v loč lji vo sti. Upo rab nost re zul ta tov, ki jih do bi mo, je tako od vi sna od iz bra ne me to de.
Z ne ka te ri mi me to da mi lah ko le re la tiv no pri mer ja mo se sta vo mi kro bio te v raz lič nih vzorcih,

1 Dr.�Ro�bert�Šket,�mag.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za�zoo�teh�ni�ko,
Bioteh�niš�ka�fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�robert.sket@kclj.si

2 Dr.�Zala�Pre�vor�šek,�univ.�dipl.�inž.�zoot.,�Ka�te�dra�za�ge�ne�ti�ko,�ani�mal�no�bio�teh�no�lo�gi�jo�in�imu�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek
za zoo�teh�ni�ko,�Bio�teh�niš�ka�fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na

3 Deni�Ko�še�to,�mag.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za�zoo�teh�ni�ko,�Bio�teh�niš�ka
fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�SINTEF�Ocean,�Strind�ve�ien�4,�7034�Trond�heim,
Nor�veš�ka�

4 Alek�san�dar�Se�ba�sti�ja�no�vi�ć,�mag.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za
zoo�teh�ni�ko,�Bio�teh�niš�ka�fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�In�sti�tut�Jo�žef�Ste�fan,
Ja�mo�va�ce�sta�39,�1000�Ljub�lja�na

5 Si�mo�na�Kon�da,�mag.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za�zoo�teh�ni�ko,
Bio�teh�niš�ka�fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�Lek�far�ma�cevt�ska�druž�ba,�d. d.,
Ve�rovš�ko�va�uli�ca�57,�1000�Ljub�lja�na

6 Jer�ca�Ba�juk,�mag.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za�zoo�teh�ni�ko,�Bio�teh�niš�ka
fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�Krka,�d.�d.,�Novo�me�sto,�Šmar�ješ�ka�ce�sta�6,
8501�Novo�me�sto

7 Izr.�prof.�dr.�Blaž�Stres,�univ.�dipl.�mi�kro�biol.,�Ka�te�dra�za�mi�kro�bio�lo�gi�jo�in�mi�krob�no�bio�teh�no�lo�gi�jo,�Od�de�lek�za
zoo�teh�ni�ko,�Bio�teh�niš�ka�fa�kul�te�ta,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Jam�ni�kar�je�va�uli�ca�101,�1000�Ljub�lja�na;�In�šti�tut�za�zdravs�tve�no
hi�dro�teh�ni�ko,�Fa�kul�te�ta�za�grad�be�niš�tvo�in�geo�de�zi�jo,�Uni�ver�za�v Ljub�lja�ni,�Haj�dri�ho�va�uli�ca�28,�1000�Ljub�lja�na;�Cen�ter
za�kli�nič�no�tok�si�ko�lo�gi�jo�in�far�ma�ko�lo�gi�jo,�In�ter�na�kli�ni�ka,�Uni�ver�zi�tet�ni�kli�nič�ni�cen�ter�Ljub�lja�na,�Za�loš�ka�ce�sta�7,
1000�Ljub�lja�na

211Med�Razgl.�2019;�58�(2):�211–34� •� Pregledni članek



dru ge nam do do lo če ne mere omo go ča jo po pis se sta ve mi kro bio te (mi kro mre že, sek ven -
ci ra nje pom nož kov ge nov za 16S ri bo som sko RNA, sek ven ci ra nje me ta ge no ma) in kot
nad grad nja temu: z ne ka te ri mi opre de li mo tudi de jav nost po sa mez nih pred stav ni kov čre -
ve sne mi kro bio te (mi kro mre že tran skrip tov, sek ven ci ra nje me ta tran skrip to ma), ki se odraža
v ak ti vi ra nju ge nov za do lo čen pro ces. Iz ka že se, da se li near no s šir šo upo rab nost jo me -
to de oz. z ve ča njem ob se ga re zul ta tov po ve ču je jo tudi stroš ki ana li ze. Opi sa ni so pri meri
me tod za po sa me zen na čin opre de lje va nja čre ve sne mi kro bio te, iz po stav lje ne so nji ho -
ve po zi tiv ne ter ne ga tiv ne last no sti in upo rab nost teh me tod. Tak so nom ska kla si fi ka cija
in po pis funk cio nal nih ge nov pa med se boj niso po ve za ni (determinacijski koeficient < 0,3).
Prav tako raz lič ne tak so nom ske rav ni dajo raz lič ne sli ke od no sov med vzorci. Majh ne raz -
li ke v tak so nom skem po pi su so ne kon si stent ne, saj so za nji hov po pis po tre bo va li ve li -
ke ko hor te (šte vi lo prei sko van cev > 2.000). Nas prot no pa lah ko na ravni me ta bo lo mov
eno stav no lo či mo raz lič ne sku pi ne, ki jih z upo ra bo po pi sa mi kro bio ma ne mo re mo.

aBSTRaCT

KEY�WORDS:�16S�ri�bo�so�mal�ri�bo�nuc�leic�acid,�me�ta�ge�no�mics,�me�ta�bo�lo�mics,�bi�oin�for�ma�tics,�per�so�na�li�zed

me�di�ci�ne

In te sti nal mi cro bio ta plays an im por tant role in the hu man ga stroin te sti nal tract. It en -
ables dyna mic re la tions hip with the host, helps main tain ho meo sta sis of epit he lial cells,
af fects the ac qui si tion of nu trients and re gu la tion of energy, physi cally pre vents the co -
lo ni za tion of the in te sti ne sur fa ce by pat ho ge nic mi croor ga nisms and it is in vol ved in
the pro duc tion of vi ta mins along with short chain fatty. Hu man in te sti nal mi cro bio ta,
in ad di tion to the fun gi, arc ha ea, and vi ru ses, con sists of 3 × 1013 bac te ria, which are clas -
si fied into at least a thou sand dif fe rent bac te rial spe cies. The com po si tion of the mi cro -
bio ta and its role in the gut can be de fi ned using dif fe rent met hods with very dif fe rent
re so lu tions. Ap pli ca bi lity of the ob tai ned re sults thus de pends on the met hod cho sen.
With some met hods one can only re la ti vely compare the com po si tion of the mi cro bio ta
in dif fe rent sam ples ot hers al low us to some ex tent ab so lu te des crip tion of the mi cro -
bio ta com po si tion (mi croar rays, am pli con se quen cing of 16S ri bo so mal RNA ge nes, me -
ta ge no me se quen cing) and as an up gra de to that some met hods made it pos sib le to de fi ne
the ac ti vity of in di vi dual mi cro bes (mi croar rays, me ta trans crip to me se quen cing), which
is ref lec ted in the ac ti va tion of ge nes for a spe ci fic pro cess. It turns out that li nearly with
the broa der ap pli ca bi lity of the met hods, the cost of analy sis ex pands. Here we des cri -
be met hods of de fi ning the hu man in te sti nal mi cro bio ta and ex po se po si ti ve and ne ga -
ti ve fea tu res of their usa bi lity. Ta xo no mic clas si fi ca tion and the list of func tio nal ge nes
are not well cor re la ted (coef fi cient of de ter mi na tion < 0.3). Also, dif fe rent ta xo no mic le -
vels give dif fe rent ima ges of the re la tions hip bet ween sam ples. The small dif fe ren ces in
the ta xo no mic in ven tory are in con si stent sin ce they nee ded lar ge co horts for their de li -
nea tion (sam ple size > 2,000). On the ot her hand, at the le vel of the me ta bo li tes, we can
ea sily di stin guish bet ween dif fe rent groups that could not be se pa ra ted by mi cro bio me
analy sis.
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UvOD
Gle de na do se daj zbra ne po dat ke ima čre -
ve sna mi kro bio ta ključ no vlo go pri ohranjan -
ju zdrav ja lju di. Ude le že na je pri ob li kovan -
ju ho meo sta ze epi te lij skih ce lic, omo go ča
proi zvod njo vi ta mi nov in fi zič no one mo -
goča raz rast pa to ge nih mi kroor ga niz mov
(1, 2). Za laž jo opre de li tev vlo ge čre ve sne
mi kro bio te je tre ba opre de li ti nje no se sta -
vo v čre ves ju zdra ve ga člo ve ka. To je cilj ra -
zi skav v ok vi ru pro jek tov Člo veš ki mi kro -
biom in MetaHIT (Me ta ge no mics of the
Hu man In te sti nal Tract) (3, 4). Več kot 90 %
vseh bak te rij skih vrst v čre ve sni mi kro bio -
ti spa da v le dve bak te rij ski deb li, to sta Bac -
te roi de tes in Fir mi cu tes (4). Nato sle di ta debli
Pro teo bac te ria in Ac ti no bac te ria ter v manj -
šem de le žu deb la Fu so bac te ria, Ver ru co mi -
cro bia in Cya no bac te ria (5). Kaj lah ko po ve -
mo o se sta vi ali pa de jav no sti mi kro bio te
v prei sko va nem vzor cu, je od vi sno od iz bra -
ne me to de. Z raz lič ni mi me to da mi lah ko:
• pri mer ja mo se sta vo mi kro bio te med raz -

lič ni mi vzor ci, 
• opre de li mo, ka te ri mi kro bi se stav lja jo mi -

kro bio to in kak šna so raz mer ja med nji mi,
• ugo to vi mo, kak šen je pre snov ni po ten cial

mi kro bov z nji ho vi mi na bo ri ge nov in
med se boj no sood vi snost jo in 

• preu či mo, kak šna je nji ho va pre snov na
vlo ga oz. kaj prav za prav poč ne jo v tre nut -
ku od vze ma vzor ca. 

V tej sme ri na raš ča tudi ne do re če nost me -
tod, saj za mer je nje de jav no sti in situ ne ob -
sta ja jo me to de za mer je nje ve li ke ga šte vi la
vzor cev.

METODE OPREDELJEvaNJa
KOMPLEKSNOSTI MIKROBNE
ZDRUŽBE 
Poz na mo več me tod za opre de li tev čre ve -
sne mi kro bio te, ki jih v gro bem de li mo na
tra di cio nal ne in mo le ku lar ne. Med tra di cio -
nal ne me to de šte je mo ti ste, ki vklju ču je jo
go je nje. Pri mer tak šnih me tod sta štet je ko -
lo nij na trd nem (se lek tiv nem) go jiš ču in me -

to da naj ver jet nej še ga šte vi la ce lic. Po leg
tega, da mo ra mo pri delu poz na ti rast ne
zah te ve mi kroor ga niz ma, ki ga go ji mo, je
glav na sla bost teh me tod ano ma li ja števnih
plošč (angl. great pla te count ano maly). Na
go jiš čih na mreč lah ko zra ste le 0,01–10 %
vseh pri sot nih ce lic v mi krob nem vzor cu,
od vi sno od vzor ca (6). Za ra di tega da nes pri
ugo tav lja nju se sta ve mi kro bio te in šte vi la
po sa mez nih mi kro bov v pre bav nem trak tu
upo rab lja mo raz lič ne mo le ku lar ne me to de
(ta be la 1) (7). Go ji tve ne teh ni ke s pri dom
upo rab lja mo pri ru tin skih ana li zah kli nič -
nih vzor cev.

Pri ve či ni mo le ku lar nih me tod kot
filoge net ski oz na če va lec za tak so nom sko
uvršča nje or ga niz mov upo rab lja mo gene za
bak te rij sko, ar hej sko, gliv no in pro to zoj sko
ri bo som sko RNA (rRNA). Gre za re gi je 16S
in 18S rRNA ter no tra nji pre pi sni vme snik
ri bo som ske DNA (angl. in ter nal trans cri bed
spa cer, ITS). Edins tve na zna čil nost ge nov za
rRNA je nji ho va splo šna ohra nje nost pri
vseh bak te ri jah, ar he jah ter ev ka rion tih,
pa tudi ana lit sko do volj ve li ka med vrst na
razno li kost za ugo tav lja nje is to vet no sti (8).
Tako lah ko preu ču je mo mi krob no raz no li -
kost, do bi mo po dat ke o kva li ta tiv ni (pri sot -
nost in od sot nost sku pin) in kvan ti ta tiv ni
za sto pa no sti bak te rij skih vrst ter prou ču -
je mo di na mi ko spre memb mi krob ne združ -
be v pri me ru bo lez ni sko zi čas in v po pu -
la ci ji raz lič nih go sti te ljev.

Hi bri di za ci ja in situ
Hi bri di za ci ja in situ omo go ča pre poz na va -
nje po sa mez nih mi krob nih ce lic in s tem fi -
lo ge net sko pre poz na va nje. Te me lji na hi bri -
di za ci ji krat ke ga fluo res cent no oz na če ne ga
oli go nu kleo ti da s kom ple men tar no sek -
ven co v rRNA. Fluo res cent no oz na če ne ce -
li ce lah ko opa zu je mo z epif luo res cenč nim
ali kon fo kal nim mi kro sko pom oz. pre toč nim
ci to me trom. Me to da je zelo raz šir je na v mi -
krob ni eko lo gi ji in zna na pod ime nom fluo -
res cenč na in situ hi bri di za ci ja (6). Sla bost
me to de je, da ne omo go ča od kri va nja še
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Ta be la 1.Pre�gled�upo�rab�lja�nih�me�tod�za�ka�rak�te�ri�za�ci�jo�čre�ve�sne�mi�kro�bio�te.�qPCR –�kvan�ti�ta�tiv�na�ve�rižna
reak�ci�ja�s po�li�me�ra�zo�(angl.�quan�ti�ta�ti�ve�poly�me�ra�se�chain�reac�tion),�rRNA –�ri�bo�som�ska�RNA,�DNA –�deok�-
si�ri�bo�nu�klein�ska�ki�sli�na,�PCR –�ve�riž�na�reak�ci�ja�s po�li�me�ra�zo�(angl.�poly�me�ra�se�chain�reac�tion),�DGGE –�gelska
elek�tro�fo�re�za�v gra�dien�tu�de�na�tu�ran�ta�(angl.�de�na�tu�ring�gra�dient�gel�elec�trop�ho�re�sis),�TGGE –�gel�ska�elektro�-
fo�re�za�v tem�pe�ra�tur�nem�gra�dien�tu�(angl.�tem�pe�ra�tu�re�gra�dient�gel�elec�trop�ho�re�sis),�T-RFLP –�re�strik�cijski
po�li�mor�fi�zem�dol�ži�ne�konč�nih�frag�men�tov�(angl.�ter�mi�nal�re�stric�tion�frag�ment�lenght�poly�morp�hism),�ARISA –
av�to�ma�ti�zi�ra�na�ana�li�za�no�tra�nje�pre�pi�sa�ne�re�gi�je�ri�bo�som�ske�DNA�(angl.�au�to�ma�ted�ri�bo�so�mal�in�ter�ge�nic
spa�cer�analy�sis),�FISH –�fluo�res�cenč�na�in�situ hi�bri�di�za�ci�ja.

Me to da Opis Prednosti Slabosti 

Go je nje osa�mi�tev�bak�te�rij�na se�mik�van�ti�ta�tiv�na�me�to�da, ve�li�ko�la�bo�ra�to�rij�ske�ga�dela,
se�lek�tiv�nem�me�di�ju po�ce�ni go�ji�ti�je�mo�go�če�manj�kot

30%�čre�ve�sne�mi�kro�bio�te

qPCR pom�no�ži�tev�in�kvan�ti�fi�ka�ci�ja omo�go�ča�fi�lo�ge�net�sko vpliv�na�pak�pri�PCR,
16S�rRNA,�reak�cij�ska iden�ti�fi�ka�ci�jo,�kvan�ti�ta�tiv�na ne�mo�re�mo�pre�poz�na�ti
me�ša�ni�ca�vse�bu�je�spo�ji�no, in�hi�tra�me�to�da nez�na�nih�vrst
ki�fluo�res�ci�ra,�ko�se�ve�že�
na�dvo�ve�riž�no�DNA

Po lia kri la mid na lo�če�va�nje�16S�rRNA- se�mik�van�ti�ta�tiv�na�in�hi�tra fi�lo�ge�net�sko�pre�poz�na�va�nje
gel ska elek tro fo re za -pom�nož�kov�na�gelu me�to�da,�lise�lah�ko�izre�že�mo ni�mo�go�če,�vpliv�na�pak�pri
v gra dien tu z do�dat�kom�de�na�tu�ran�ta za�na�dalj�njo�ana�li�zo PCR
de na tu ran ta (DGGE)�ali�vi�ša�njem

tem�pe�ra�tu�re�(TGGE)

T-RFLP pom�no�ži�tev�s fluo�res�cent�no se�mik�van�ti�ta�tiv�na,�po�ce�ni fi�lo�ge�net�sko�pre�poz�na�va�nje
oz�na�če�ni�mi�za�čet�ni�mi in�hi�tra�me�to�da ni�mo�go�če,�vpliv�na�pak�pri
oli�go�nu�kleo�ti�di�in�nato PCR,�niz�ka�loč�lji�vost
re�strik�ci�ja�16S�rRNA-
pom�nož�kov�z en�ci�mi,�
sle�di�lo�či�tev�frag�men�tov�
z gel�sko�elek�tro�fo�re�zo

ARISA pom�no�ži�tev�od�se�ka�med se�mik�van�ti�ta�tiv�na,�po�ce�ni fi�lo�ge�net�sko�pre�poz�na�va�nje
16S�in�23S�RNA,�sledi�ločitev in�hi�tra�me�to�da ni�mo�go�če,�vpliv�na�pak�pri
frag�men�tov�s ka�pi�lar�no PCR
elek�tro�fo�re�zo

FISH hi�bri�di�za�ci�ja�fluo�res�cent�no omo�go�ča�fi�lo�ge�net�sko us�pe�šnost�me�to�de�je
oz�na�če�nih�oli�go�nu�kleo�tid�nih pre�poz�na�va�nje, od�vi�sna�od�nu�kleo�tid�ne�ga
sond�z geni�16S�rRNA,� se�mik�van�ti�ta�tiv�na� za�po�red�ja�son�de,�ne
za�tem�sprem�lja�nje�po�ja�va me�to�da,�ni�vpli�va� mo�re�mo�do�lo�či�ti�
fluo�res�cen�ce�s pre�toč�nim na�pak�pri�PCR nez�na�nih�vrst
ci�to�me�trom

DNA-mi kro mre že hi�bri�di�za�ci�ja�fluo�res�cent�no omo�go�ča�fi�lo�ge�net�sko navz�križ�na�hi�bri�di�za�ci�ja,
oz�na�če�nih�oli�go�nu�kleo�tid�nih pre�poz�na�va�nje, vpliv�na�pak�pri�PCR,
sond�s kom�ple�men�tar�ni�mi se�mik�van�ti�ta�tiv�na� zah�tev�no�zaz�na�va�nje
nu�kleo�tid�ni�mi�za�po�red�ji, in�hi�tra�me�to�da ma�lo�šte�vil�nih�vrst
sprem�lja�nje�fluo�res�cen�ce
z la�ser�jem

Sek ven ci ra nje klo�ni�ra�nje�ce�lot�ne�ga omo�go�ča�fi�lo�ge�net�sko vpliv�na�pak�pri�PCR,
klo ni ra ne 16S pom�nož�ka�16S�rRNA, iden�ti�fi�ka�ci�jo,�kvan�ti�ta�tiv�na zah�tev�no�iz�ve�dlji�va�in
rRNA-ge nov sek�ven�ci�ra�nje�po�San�ger�ju me�to�da dra�ga�me�to�da,�na�pa�ke�

in�ka�pi�lar�na�elek�tro�fo�re�za� pri�klo�ni�ra�nju

Sek ven ci ra nje 16S glo�bo�ko�sek�ven�ci�ra�nje omo�go�ča�fi�lo�ge�net�sko dra�ga�in�zah�tev�no�iz�ve�dlji�va
rRNA-pom nož kov pom�nož�kov�16S�rRNA� pre�poz�na�va�nje�in me�to�da,�vpliv�na�pak�pri�PCR

pre�poz�na�va�nje�nez�na�nih
bak�te�rij,�kvan�ti�ta�tiv�na�
in�hi�tra�me�to�da



nezna nih oz. neo pi sa nih mi kroor ga niz mov
in je za ra di de lov ne in ten ziv no sti pri mer -
nej ša za sle de nje ene ga ali ne kaj tarč nih mi -
kroor ga niz mov kot pa za ugo tav lja nje struk -
tu re mi kro bio te. 

Po lia kri la mid na gel ska
elek tro fo re za v gra dien tu
de na tu ran ta 
Gel ska elek tro fo re za v gra dien tu de na tu -
ranta (angl. de na tu ring gra dient gel elec trop -
ho re sis, DGGE) je elek tro fo ret ska me to da, ki
jo naj več krat upo rab lja mo za oce no raz lik
v se sta vi mi kro bio te med pri mer ja ni mi
vzor ci, saj omo go ča lo če va nje med raz lič -
ni mi mi krob ni mi sku pi na mi na os no vi raz -
lik v za po red ju DNA, kar vpli va na sta bil -
nost DNA. Za ra di teh raz lik pri de do raz lič ne
elek tro fo ret ske mo bil no sti del no de na tu ri -
ra ne dvo ve riž ne mo le ku le DNA (angl. double
stran ded DNA, dsDNA) v po lia kri la midnem
gelu z li near nim gra dien tom de na tu ran ta.
Več ja kot je vseb nost pa rov gva nin-ci to zin,
bolj je mo le ku la dsDNA od por na na de na -
tu ra ci jo in kot taka se bo raz kle ni la ter po -
sle dič no us ta vi la pri viš ji kon cen tra ci ji de -
na tu ran ta. To na gelu vi di mo v ob li ki lise
(angl. band) (9). Na da lje lah ko iz DGGE-gela
izre že mo do lo če ne lise, z ve riž no reak ci jo
s po li me ra zo (angl. poly me ra se chain reac -
tion, PCR) po nov no pom no ži mo tam prisotno
DNA in s sek ven ci ra njem iz ve de mo filo ge -
net sko iden ti fi ka ci jo. Po dob no kot DGGE
tudi gel ska elek tro fo re za v tem pe ra turnem

gra dien tu (angl. tem pe ra tu re gra dient gel elec -
trop ho re sis, TGGE) omo go ča oce ni tev se sta -
ve mi kro bio te, le da v tem pri me ru na mesto
gra dien ta de na tu ran ta med po te kom ana -
li ze vi ša mo tem pe ra tu ro (10). 

Re strik cij ski po li mor fi zem
dol ži ne konč nih frag men tov 
Re strik cij ski po li mor fi zem dol ži ne konč nih
frag men tov (angl. ter mi nal re stric tion frag -
ment lenght poly morp hism, T-RFLP) tako
kot DGGE in TGGE omo go ča oce no se sta -
ve mi kro bio te v vzor cu. Me to da omo go ča
lo če va nje med raz lič ni mi mi kro bio ta mi na
pod la gi sprem lja nja ve li ko sti konč nih re -
strik cij skih frag men tov DNA. Me to do iz ve -
de mo tako, da tarč no DNA ob pom no ževanju
z me to do PCR na kon cu 5’ oz na či mo s fluo -
ro kro mom in po re strik ci ji z en do nu klea -
zo lo či mo s ka pi lar no elek tro fo re zo (11, 12).

av to ma ti zi ra na ana li za no tra nje
pre pi sa ne re gi je ri bo som ske
deok si ri bo nu klein ske ki sli ne 
Av to ma ti zi ra na ana li za no tra nje pre pi sa ne
re gi je ri bo som ske DNA (angl. au to ma ted ri -
bo so mal in ter ge nic spa cer analy sis, ARISA) je
me to da, kjer v po stop ku PCR pom no ži mo
raz no li ke ne ko di ra jo če od se ke bak te rij ske
DNA med 16S in 23S RNA, ki jih nato po
ve li ko sti lo či mo s ka pi lar no elek tro fo re zo.
Me to do upo rab lja mo za pri mer ja vo se sta -
ve mi kro bio te med raz lič ni mi po pu la ci ja -
mi (13, 14). 
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DNa-mi kro mre že 
Me to da omo go ča fi lo ge net sko pre poz na va -
nje čre ve sne mi kro bio te in se upo rab lja za
pri mer ja vo se sta ve mi kro bio te med raz lič -
ni mi po pu la ci ja mi. Prin cip me to de te me lji
na oli go nu kleo tid nih son dah, ki so pri tr je -
ne na ste kle ni ploš či ci. Ko na ploš čo do damo
fluo res cent no oz na če ne pom nož ke tarč ne
DNA, pri de do hi bri di za ci je med pom nož -
ki in spe ci fič ni mi son da mi. Fluo res cen co
veza nih pom nož kov nato sprem lja mo z la -
ser jem (15, 16). 

Glav ne te ža ve zgo raj na ve de nih teh nik
so pred vsem ve lik ob seg roč ne ga dela, ne -
stan dar di zi ra ne pri pra ve ma te ria lov ter
po sle dič no ve li ka spre men lji vost v me jah
ozad ja, zaz na va nja in kvan ti fi ka ci je ter li -
near no sti zaz na va nja teh teh nik.

ve riž na reak ci ja s po li me ra zo
v real nem ča su 
Kvan ti ta tiv na ve riž na reak ci ja s po li me razo
(angl. quan ti ta ti ve poly me ra se chain reac tion,
qPCR) je kvan ti ta tiv na me to da, ki omo go -
ča pre poz na va nje že poz na nih bak te rij skih
vrst oz. viš jih tak so nom skih sku pin in oce -
no šte vi la bak te rij v vzor cih. Prin cip me to -
de je po do ben obi čaj ne mu PCR, le da je pri
qPCR do da no fluo ro ge no oz na če va nje za -
čet nih oli go nu kleo ti dov, sond ali pom nož -
kov. Sled nje omo go ča sprot no sprem lja nje
po te ka reak ci je. Po ve ča nje ko li či ne pom nož -
ka DNA sprem lja mo kot po ve ča nje fluo res -
cent ne ga sig na la, ki ga zaz na mo z de tek tor ji
v na pra vi za qPCR. Ko li či no sproš če ne
fluo res cen ce pri ka že mo gra fič no v od vi sno -
sti od šte vi la ci klov PCR in gle de na po tek
ra sti iz mer je ne fluo res cen ce do lo či mo ci -
kel, kjer je reak ci ja preš la prag zaz na ve. Toč -
ka, ime no va na CT (angl. cycle thres hold) je
od vi sna od za čet ne ko li či ne tarč ne DNA. Ko -
li či no tarč ne DNA v vzor cu kvan ti fi ci ra mo
gle de na stan dard no kri vu ljo, ki jo izri še -
mo na pod la gi pom no že va nja stan dar da
z zna no ko li či no tarč ne DNA (17, 18). Stran -
ski uči nek ve li ke ga ob se ga kon tro le v de -
lo va nju te teh ni ke je, da lah ko kvan ti ta tiv no

sprem lja mo le po sa mez ne spe ci fič ne sku -
pi ne, ki smo jih po se bej iz bra li za zaz na va -
nje in za nje pri pra vi li ter ume ri li ana lit ski
si stem, zato je tak so nom ska ši ri na temu pri -
mer no ozka, ome je na na le ne kaj iz bra nih
sku pin.

Sek ven ci ra nje 
Sek ven ci ra nje pred stav lja zla ti stan dard
ka rak te ri za ci je čre ve sne mi kro bio te in je
neod vi sno od go je nja mi kro bov. Gre za po -
sto pek do lo ča nja za po red ja deok si ri bo -
nukleo ti dov (angl. deox yri bo nuc leo ti de tri -
phospha te, d NTP) ade ni na, gva ni na, ci to zi na
in ti mi na v mo le ku li DNA ali RNA, pri dob -
lje nih iz bak te rij, ar hej, rast lin, ži va li ali ka -
kr šne ga koli dru ge ga vira ge net skih po -
datkov (19). Upo ra ba sek ven ci ra nja je zelo
ši ro ka, tako lah ko do lo či mo za po red ja po -
sa mez nih ge nov, več jih ge net skih re gij
(kla stri ali ope ro ni), ce lot nih kro mo so mov
ali kom plet nih ge no mov. In for ma ci je, pri -
dob lje ne s sek ven ci ra njem, omo go ča jo pre -
poz na vo spre memb v ge nih, po ve zav med
bo lez ni mi in fe no ti pi ter ugo tav lja nje ka -
zal cev kro nič nih bo lez ni in tarč nih mest de -
lo va nja zdra vil. Sek ven ci ra nje se upo rab lja
tudi v evo lu cij ski bio lo gi ji pri prou če va nju
raz vo ja in po ve zav med raz lič ni mi or ga niz -
mi. Po leg tega, da s sek ven ci ra njem fi lo -
genet sko pre poz na va mo in kvan ti fi ci ra mo
prei sko va no mi kro bio to, lah ko od kri je mo
tudi ne poz na ne in v majh nih ko li či nah pri -
sot ne mi kroor ga niz me (19, 20).

Za čet ni po sku si sek ven ci ra nja so bili us -
mer je ni v sek ven ci ra nje naj bolj do stop nih,
re la tiv no či stih vrst mo le kul RNA, kot so
mi krob na in for ma cij ska RNA, pre na šal na
RNA ali ge no mi eno ve riž nih RNA-bak te rio -
fa gov (21). Za čet ke av to ma ti zi ra ne ga sek -
ven ci ra nja DNA, ki mu pra vi mo tudi prva
ge ne ra ci ja sek ven ci ra nja, so pred sta vi li
Fre de rick San ger in so de lav ci leta 1977 (22).
Upo rab lja li so ra di oak tiv no oz na če ne ke mič -
ne ana lo ge d NTP, t. i. di deok si nu kleo ti de
(angl. di deoxy nuc leo ti de trip hosp ha te, ddNTP)
Nji ho va zna čil nost je, da ni ma jo 3’ hi drok -
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sil ne sku pi ne, po treb ne za po dalj ša nje ve -
ri ge DNA, zato ne pri de do nji ho ve ve za ve
s 5’ fos fat no sku pi no na sled nje ga d NTP. Ra -
di oak tiv no oz na če ni ddNTP se na ha ja jo
v reak cij ski me ša ni ci sku paj s stan dard ni -
mi d NTP. Vsa kič, ko DNA-po li me ra za vgra -
di dd NTP, se sin te za ve ri ge DNA us ta vi. Kot
re zul tat do bi mo ve li ko šte vi lo frag men tov
DNA raz lič nih dol žin. Ka dar iz va ja mo šti -
ri vzpo red ne reak ci je, od ka te rih vsa ka vse -
bu je svo jo vr sto ra di oak tiv no oz na če ne ga
dd NTP, lah ko po lo če va nju vzor cev na po -
lia kri la mid nem gelu s po moč jo av to ra dio -
gra fi je ugo to vi mo za po red je nu kleo ti dov
v iz vir nem za po red ju DNA (22). Ta me to -
da sek ven ci ra nja je pre vla do va la od 80. let
prejš nje ga sto let ja do leta 2000. V tem ob -
dob ju je priš lo do ve li ke ga teh no loš ke ga na -
pred ka. Kot iz bolj ša va me tod prve ge ne ra -
ci je sek ven ci ra nja se po jav lja jo me to de
sek ven ci ra nja na sled njih ge ne ra cij, ki omo -
go ča jo učin ko vi tej še sek ven ci ra nje in nižje
stroš ke po stop ka (23). Glav na pred nost teh
me tod sek ven ci ra nja je, da za sek ven ci ra -
nje ni po treb na klo ni ra na DNA kot pri me -
to di po San ger ju, am pak lah ko ne po sred no
ugo tav lja mo nu kleo tid no za po red je skup -
ne DNA mi krob ne združ be. 

V sklop dru ge ge ne ra ci je sek ven ci ra nja
uvrš ča mo trž no do stop ne plat for me, kot so
Roc he/454, Il lu mi na/So le xa, Ap plied Biosy -
stems/SO li D in He li cos Bio Scien ces. Ome -
nje ne me to de sek ven ci ra nja omo go ča jo
ka rak te ri za ci jo tarč ne ga ge no ma s pre cej
niž ji mi stroš ki v pri mer ja vi s sek ven ciranjem
prve ge ne ra ci je (24). 

Me to da 454-pi ro sek ven ci ra nja (Roc he)
te me lji na pom no že va nju mo le kul DNA zno -
traj vod nih kap ljic v olj ni raz to pi ni (PCR
v emul zi ji), pri če mer vsa ka vod na kap ljica
vse bu je eno mo le ku lo DNA, ki je pri tr je na
na kro gli co, na ka te ri so za čet ni oli go nu kleo -
ti di. Po kon ča nem pom no že va nju na kro glici
do bi mo klon sko ko lo ni jo. Sek ve na tor vse -
bu je šte vil ne pi ko ti tr ske vdol bi ne, v ka terih
se na ha ja jo po ena kap lji ca z DNA in en ci -
mi, ki omo go ča jo ke mi lu mi nis cenč no za -

zna va nje. Sek ven ci ra nje po te ka tako, da
DNA-po li me ra za do da ja po sa mez ne nu kleo -
ti de v ve ri go gle de na ori gi nal ni za pis DNA.
Ko je po sa me zen nu kleo tid do dan v ve ri go,
s po moč jo en ci mov ATP-sul fu ri la ze in lu ci -
fe ra ze na sta ne svet lo ba, ki jo me ri mo (25).

Pri me to di sek ven ci ra nja Il lu mi na na
na ključ ne frag men te DNA ve že mo adap ter -
je in frag men te imo bi li zi ra mo na trdo pod -
la go, na ka te ri po te ka me to da mo stov ne ga
pom no že va nja (angl. brid ge PCR) (26). Mo -
le ku le DNA se mno ži jo tako, da se for mirajo
lo kal ne klon ske ko lo ni je DNA ali »kla stri
DNA«. Za do lo či tev za po red ja DNA do damo
šti ri vr ste re ver zi bil nih ter mi na cij skih baz,
vse os ta le nu kleo ti de, ki se niso ve zali, pa iz -
pe re mo. Ka me ra na re di sli ko fluo res cenč no
obe le že nih nu kleo ti dov. Za tem se bar va,
vključ no z blo ka tor jem na kon cu 3’, ke mič -
no od ce pi od mo le ku le DNA in je na ta na -
čin omo go če na na sta vi tev pro ce sa oz. za če -
tek no ve ga ci kla. Sled nje omo go ča op ti mal no
pre pust nost in teo re tič no neo meje no zmog -
lji vost sek ven ci ra nja. Tako je da nes pre -
pust nost lah ko več kot 1.000.000 nu kleo ti -
dov na se kun do, kar je prib liž no ena ko
ene mu člo veš ke mu ge no mu z en kratno po -
kri tost jo na uro de lo va nja in stru men ta (27).

Ion Tor rent pol pre vod niš ko sek ven ci ra -
nje te me lji na stan dard ni teh no lo gi ji sek -
ven ci ra nja, ven dar z upo ra bo no ve ga pol -
pre vod niš ke ga si ste ma zaz na va nja. Ta
me to da sek ven ci ra nja te me lji na zaz na va -
nju vo di ko vih io nov, ki se spro sti jo med po -
li me ri za ci jo DNA. Upo rab lja se ploš ča z mi -
kro luk nja mi, ki vse bu je jo eno ve ri go
mo le ku le DNA, ki se sek ven ci ra. Do da ja se
en nu kleo tid naen krat. V luk nji, v ka te ri je
priš lo do ve za ve nu kleo ti da za ra di ho mo -
lo gi je, pri de do spro sti tve vo di ko ve ga iona,
ki ga zaz na iz jem no ob čut lji vi sen zor. V pri -
me ru, da so pri sot ne ho mo po li mer ne po no -
vi tve, se bo več is tih nu kleo ti dov ve za lo na
is tem me stu v enem ci klu, več vo di ko vih
io nov pa se bo spro sti lo, kar bo pri pe lja lo
do so raz mer no viš je ga elek tron ske ga sig -
na la (28). 

217Med�Razgl.�2019;�58�(2):



V dru go ge ne ra ci jo sek ven ci ra nja spa -
da ta še me to di SOL i D in DNA na no ball. Pri
prvi sek ven ci ra mo v kro gli cah pom no že ne
mo le ku le DNA kot pri pi ro sek ven ci ra nju in
na kon cu do bi mo sek ven ce, ki ima jo pri mer -
lji vo ko li či no in dol ži no kot pri Il lu mi na
sek ven ci ra nju (29, 30). Pri dru gi me to di pa
upo rab lja mo teh ni ko krož ne ga pom no že va -
nja (angl. rol ling circ le re pli ca tion) za po -
množe va nje majh nih frag men tov ge nom ske
DNA v t. i. na no žo ge DNA (angl. DNA na -
no balls). Ta me to da omo go ča, da se ve li ko
šte vi lo na no žog sek ven ci ra naen krat, pri če -
mer so stroš ki rea gen tov v pri mer ja vi z dru -
gi mi me to da mi sek ven ci ra nja na slednje
ge ne ra ci je zelo niz ki (31). Po dru gi stra ni pa
se iz vsa ke na no žo ge do lo či jo le krat ka zapo -
red ja, za ra di če sar je ma pi ra nje krat kih odčit -
kov z re fe renč nim ge no mom ote že no (32).

Hkra ti z raz vo jem teh no lo gij se po ve -
ču je pre pust nost me tod in se ni ža jo stroški
ter čas, po treb ni za pri do bi va nje re zul ta tov,
kar je cilj me tod sek ven ci ra nja tret je ge ne -
ra ci je (33). Sem vklju ču je mo me to de, ki te -
me lji jo na: 
• sin te zi, 
• bra nju za po red ja DNA, do kler mo le ku la

DNA pre ha ja sko zi na no po ro in 
• mi kro skop skih teh ni kah, kot sta mi kro -

sko pi ra nje z atom sko silo in tran smi sij -
ska elek tron ska mi kro sko pi ja. 

Te me to de se upo rab lja jo za ugo tav lja nje
po lo ža ja po sa mez nih nu kleo ti dov zno traj
dol gih frag men tov DNA, ki so več ji od 5.000
baz nih pa rov. Ko mer cial no naj po go ste je
upo rab lje ni plat for mi sta Pac Bio (Pa ci fic
Bios cien ces) in Min ION (Ox ford Na no po -
re Tech no lo gies).

Eno mo le kul sko sek ven ci ra nje v real nem
ča su (angl. sin gle mo le cu le real time se quen -
cing) pod jet ja Pa ci fic Bios cien ces te me lji na
pri sto pu sek ven ci ra nja s sin te zo. DNA se
sin te ti zi ra v majh nih luk nji cah (angl. zero-
mode wave-gui des), v ka te rih je na dno pri -
tr je na DNA-po li me ra za. Nato se pri do da -
ja nju fluo res cenč no oz na če nih nu kleo ti dov

v ve ri go DNA sproš ča fluo res cen ca. Re zul -
tat so od čit ki 20.000 ali več nu kleo ti dov
s pov preč no dol ži no 5.000 baz nih pa rov (34). 

Na no por na me to da sek ven ci ra nja DNA
pod jet ja Ox ford Na no po re Tech no lo gies
te me lji na od čit ku elek trič nih sig na lov, ki
se po jav lja jo v ča su pre ho da nu kleo ti dov
sko zi be lja ko vin sko na no po ro. Kon cept iz -
vi ra iz ide je, da eno ve riž ne mo le ku le DNA
ali RNA v li near nem za po red ju elek tro fo -
ret sko pre va ja mo sko zi bio loš ko poro, pri
tem pa se spre me ni elek tron ski tok. Spre -
mem ba je od vi sna od ob li ke, ve li ko sti in dol -
ži ne za po red ja DNA, saj vsak od nu kleo ti dov
spre me ni elek tron ski tok za raz lič no ča sov -
no ob dob je. Sig na li, ki us tre za jo za po red ju
nu kleo ti dov, se nato ovred no ti jo (35). Za us -
pe šno iz va ja nje je ključ ne ga po me na na tan -
čen nad zor pre ho da mo le ku le DNA sko zi
poro (36). Ob sta ja ta dve me to di na no por ne -
ga sek ven ci ra nja; me to da sek ven ci ra nja
v trd nem sta nju in me to da, ki te me lji na
upo ra bi be lja ko vin (35, 37).

Pra vi len od vzem vzor ca in ka ko vost na
ek strak ci ja nu klein skih ki slin (DNA, RNA,
de ple ci ja rRNA, re verz na tran skrip ci ja v kom -
ple men tar no DNA) sta os no va pra vil ne raz -
la ge re zul ta tov. Na sled nji ko rak je sek ven -
ci ra nje DNA z zgo raj opi sa ni mi pri sto pi.
Po sto pek sek ven ci ra nja je se stav ljen iz pri -
pra ve knjiž nic, pom no že va nja in sek ven ci -
ra nja dob lje nih pom nož kov ter nato bi oin -
for mat ske in sta ti stič ne ana li ze dob lje nih
po dat kov. Gle de na na čin iz ved be sek ven -
ci ra nja lah ko do lo ča mo: 
• mi krob ne sek ven ce do lo če ne ga mi krob -

ne ga od se ka mi kro bov v združ bi, 
• na ključ ne od se ke iz ce lot nih sek venc

teo re tič no vseh mi kro bov v združ bi in
• sek ven ce mi krob nih mo le kul rRNA ce lot -

ne združ be. 

Ana li zo po dat kov sek ven ci ra nja lah ko opra -
vi mo na več na či nov in z upo ra bo več pro -
gram skih oro dij, od vi sno od tega, ali smo
do lo ča li nu kleo tid no za po red je mi krob -
nega pom nož ka ali ce lo kup nih mi krob nih
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ge no mov v vzor cu. Pri tem že li mo od go vo -
ri ti na vpra ša nja: 
• Kako raz no li ka je mi kro bio ta? 
• Kako se dve ali več mi kro biot raz li ku je -

ta/jo med sabo? 
• Kdo so čla ni prei sko va nih mi kro biot? 
• Kako so ti čla ni med se boj po ve za ni? 

Pri is ka nju od go vo rov upo rab lja mo številna
sta ti stič na in bi oin for mat ska orod ja (38–40).
Od go vo ri so kva li ta tiv ni, če prei sku je mo,
ali je do lo čen član pri so ten ali od so ten, ter
kvan ti ta tiv ni, če preu ču je mo, npr. kako ve -
li ke so sku pi ne, gle da no pri ena kem šte vi -
lu upo rab lje nih kakovostnih sek venc.

Za do volj in for ma tiv ne po dat ke sek -
ven ci ra nja je tre ba za go to vi ti, da je do lo čen
od sek prei sko va ne ga mi krob ne ga gena do -
volj krat pre bran oz. sek ven ci ran. Teh no logi -
je sek ven ci ra nja nove ge ne ra ci je kot re zul -
tat po da jo od 250 in do več 1.000 baz nih
pa rov ve lik od sek. Šte vi lo branj, ki jih do -
bi mo pri sek ven ci ra nju, opre de li mo z izra -
zom glo bi na sek ven ci ra nja. S teh nič ne ga
vidi ka iz ved be sek ven ci ra nja mora biti glo -
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bi na sek ven ci ra nja tako ve li ka, da je mo go -
če raz liko va ti med ma lo šte vil ni mi mi krob -
ni mi sku pi na mi in na pa ka mi sek ven ci ra -
nja. Poka že se na mreč, da je pri vsa ki iz ved bi
sek ven ci ra nja do lo čen od sto tek branj na pa -
čen, iz kus tve no lah ko tudi več kot 50% vseh
sek venc v do lo če nem vzor cu. Zato z us trez -
no glo bi no sek ven ci ra nja za go to vi mo, da
imajo tudi ma lo šte vil ne sku pi ne mi kro bov
zadost no šte vi lo branj, in jih lah ko nato lo -
či mo od na pak. Z bio loš ke ga vi di ka glo bi -
no sek ven ci ra nja po sa mez ne ga vzor ca gra -
fič no po na zo ri mo z ra re fak cij sko kri vu ljo,
kjer fi lo ge net ska raz no li kost na raš ča z glo -
bi no sek ven ci ra nja (sli ka 1) (41). Op ti malna
glo bi na sek ven ci ra nja je do se že na ta krat, ko
se fi lo ge net ska raz no li kost, kljub ve ča nju
glo bi ne sek ven ci ra nja, ne po ve ču je več (42).

Z upo ra bo sek ven ci ra nja dru ge ge ne ra -
ci je, kjer se proi zve de jo sek ven ce dol ži ne
do 1.000 baz nih pa rov z vi so ko ka ko vost jo,
mora mo pri me to di sek ven ci ra nja do lo če -
ne ga mi krob ne ga od se ka za go to vi ti vsaj
30.000–40.000 branj na vzo rec, pri kom -
pleksnih mi krob nih združ bah pa tudi do 105
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ne�ga�pla�to�ja.�Zu�na�nje�črte�po�na�zar�ja�jo�95%�in�ter�va�le�zau�pa�nja�(41).�OTU –�ope�ra�cij�ska�tak�so�nom�ska�enota
(angl.�ope�ra�tio�nal�ta�xo�no�mic�unit).



branj na vzo rec. Pri sek ven ci ra nju me ta ge -
no ma je po treb na glo bi na sek ven ci ra nja vsaj
106 branj na vzo rec in me ta tran skrip to ma
vsaj 107 branj na vzo rec po od stra ni tvi 16S
rRNA in re verz ni tran skrip ci ji v DNA (43).
Med na ključ no sek ven ci ra ni mi od se ki ge -
nov bo pri sot nih ve li ko branj ge nov ti stih
bak te rij, ki so v združ bi pri sot ne v ve li kem
šte vi lu, pri ma lo šte vil nih bak te ri jah pa je
po kri tost sla ba. Po kri tost sek ven ci ra nja, ki
je izra ču na na kot raz mer je med skup no dol -
ži no branj, ki jih us pe mo zdru ži ti v skupke,
in ve li ko sti teh skup kov, pa bo pred stavlja -
la po da tek o re la tiv ni za sto pa no sti bak te -
rij skih pred stav ni kov v združ bi (sli ka 2) (44).

SEKvENCIRaNJE
16S RIBOSOMSKE
RIBONUKLEINSKE KISLINE
aLI RaJE METaGENOMIKa?
Nav kljub vses plo šne mu ni ža nju cen sek ven -
ci ra nja se z ve ča njem zah tev po glo bi ni sek -
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ven ci ra nja do lo če ne ga vzor ca ve ča jo tudi
stroš ki sek ven ci ra nja, saj lah ko z is tim
orod jem se daj ana li zi ra mo manj še šte vi lo
vzor cev. Pri dob lje ne sek ven ce mi krob nih fi -
lo ge net skih oz na če val cev, iz bra nih funk cio -
nal nih ge nov ali ce lot ne ga me ta ge no ma je
tre ba nato bi oin for mat sko in sta ti stič no ob -
de la ti (38–40). Pri tem je po treb na ra čun ska
moč za izra čun, so raz mer na s ko li či no pri -
dob lje nih po dat kov oz. z glo bi no sek ven ci -
ra nja. Z ve ča njem glo bi ne sek ven ci ra nja se
ne po ve ču je le po tre ba po več ji ra čun ski mo -
či, am pak je po treb na tudi dru gač na ar hi -
tek tu ra cen tral nih pro ce sor skih enot od
kla sič nih HPCC (angl. high-per for man ce com -
pu ting clu ster), saj ana li ze vse bu je jo ve li ko
prei skav raz lič nih za po re dij z več po dat -
kovni mi ba za mi. Pot na prej v tem pri me -
ru pome ni na jem pro sto ra in ka pa ci tet za
izra ču ne v ob la ku, s či mer pa se od pre jo
teža ve, ko gre za ohra nja nje ano nim no sti
po dat kov o prei sko va nih bol ni kih.
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Sek ven ci ra nje pom nož kov 16S
ri bo som ske ri bo nu klein ske ki sli ne
Pri do lo ča nju baz ne se sta ve mi krob ne ga od -
se ka do lo če ne ga gena naj več krat do lo ča mo
se sta vo ge nov za 16S rRNA, npr. bak te rij,
lah ko pa tudi dru gih (ar he je, gli ve, pro to -
zo ji, po sa mez ni funk cio nal ni geni). Pr votna
ob de la va pri dob lje nih sek venc je v gro bem
se stav lje na iz na sled njih sklo pov. 

Naj prej sek ven ce z upo ra bo fil tra oči -
sti mo mo le ku lar nih sig na lov pod mejo
zah te va ne ka ko vo sti, po rav na mo na re fe -
renč no po rav na vo in od stra ni mo ne bak te -
rij ske (ar hej ske, mi to hon drij ske, klo ro plast -
ne in ev ka riont ske) sek ven ce ter umet ne
kon struk te DNA, ki so na sta li kot po sle dica
na pak med po te kom sek ven ci ra nja. Težave
pri raz la gi re zul ta tov pred stav lja jo obdela -
va dob lje nih branj in od pra va ter po prav -
lja nje si stem skih na pak, ne da bi od stra nili
tudi sig na le, ki pri pa da jo re snič nim sek ven -
cam. Brez pra vil ne ob de la ve lah ko do bi mo
pre ce nje ne po dat ke o raz no li ko sti mi kro bio -
te v vzor cu in na pač no zdru že vanje v skup -
ke ter na pač no kla si fi ka ci jo. Temu se že li -
mo izog ni ti, zato (45): 
• Upo ra bi mo fil ter za od stra ni tev na pak

sek ven ci ra nja, s ka te rim od stra ni mo vse
sek ven ce, ki niso za doš ča le kri te ri jem. To
so mi ni mal na dol ži na sek ven ce, mak si -
mal na dol ži na sek ven ce, mak si mal na
dolži na sek venc z iden tič ni mi ba za mi ter
šte vi lo sek venc, kjer je bila med po te kom
sek ven ci ra nja ka te ra od šti rih baz (ade nin,
ti min, gva nin, ci to zin) dvoum no do lo če -
na (angl. am bi gu ous base calls) ali pa je bil
sig nal pod zah te va no mejo ja ko sti in tako
pro gram ne more ja sno do lo či ti, ka te ra
baza se na ha ja na do tič nem me stu.

• Z upo ra bo pro gra ma (npr. UCHIME) od -
stra ni mo umet ne kon struk te mo le kul
DNA, t. i. hi me re, ki med po te kom sek ven -
ci ra nja na sta ne jo kot po sle di ca zdru ži tve
raz lič nih sek venc.

• Pre poz na mo ter od stra ni mo sek ven ce, ki
se niso uvr sti le v prei sko va no deb lo mi -
kroor ga niz mov, npr. med bak te ri je, ali so

se uvr sti le kot ar he je, ev ka rion ti, klo ro pla -
sti ali pa mi to hon dri ji.

Po dat ke sek ven ci ra nja po čiš če nju lahko na -
da lje ana li zi ra mo tudi tako, da sek vence raz -
de li mo v ope ra cij ske tak so nom ske eno te
(angl. ope ra tio nal ta xo no mic unit, OTU) raz -
lič nih tak so nom skih re so lu cij (od do me ne
do vr ste, 97 % OTU). Do teh pri de mo na tri
na či ne: na os no vi po dob no sti za po red ja
(raz po ni 80–97 % iden tič nost sek venc), gle -
de na tak so nom sko uvr sti tev v de fi ni ra ne
ka te go ri je spre je te tak so no mi je, npr. NCBI
(Na tio nal Cen ter for Bio tech no logy In for -
ma tion), Ber gey, UNITE (User-friendly Nor -
dic ITS Ec tomy corr hi za) ter gle de na fi loge -
net sko dre vo. Prva je fi lo ge net sko neod vi sna
ali kar me to da OTU, dru ga je od vi sna od re -
pre zen ta tiv nih sek venc, uvrš če nih v do lo -
če no tak so nom sko sku pi no, tret ja pa je od
fi lo ge ni je od vi sna ali kar fi lo ge net ska me -
to da (46–48). Pred nost pri sto pa, ki te me lji
na OTU, je, da ni tak so nom ske pri stran sko -
sti, ven dar je ra čun sko zelo in ten ziv na in
pod vr že na ve li kim vpli vom neod stra nje nih
na pak iz sek ven ci ra nja. Med tem ko je fi lo -
ge net ski pri stop upo rab nej ši za preu če va -
nje po dob no sti in raz lik v združ bi, je ja sno,
da je ra čun ska stop nja ge ne ri ra nja ogrom -
nih fi lo ge net skih dre ves ena naj bolj vpraš -
lji vih in prib liž nih (47). Kljub temu da še ni
spre je te ga so glas ja, ka te ra me to da je bolj -
ša, tre nut na sli ka v ob ja vah ka že, da ve čina
ra zi sko val cev ubi ra sred njo pot in v anali -
zah pom nož kov upo rab lja tak so nom sko
kla si fi ka ci jo v ob sto je če sku pi ne. Te ža va,
ki se po ja vi, je, da je tak so no mi ja kon strukt
člo veš ke kla si fi ka ci je in ne odra ža sta nja
v na ra vi, saj šte vi lo ka te go rij eksponentno
naraš ča z ve ča njem re so lu ci je pro ti rav ni
vr ste, med tem ko na rav ni se vov od sto pa
(sli ka 3). Prav tako zno traj tak so nom ske ga
ni vo ja niso vsi tak so ni (tak so nom ski ni voji)
de fi ni ra ni na enak na čin, am pak so ne ka -
te re sku pi ne fi li gran sko raz de la ne, čeprav
med nji mi na ni vo ju 16S rRNA ni ve li kih
raz lik. 
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Pro sto do stop ni pro gram ski plat for mi,
ki nam omo go ča ta iz ved bo zgo raj ome nje -
nih ana liz, sta QIIME in mot hur (46, 49).
Raz li ka med plat for ma ma je pred vsem
v tem, da QIIME pri mar no te me lji na fi lo -
ge net ski me to di, mot hur pa pri mar no na
me to di OTU, ven dar omo go ča vse tri (takso -
nom sko, fi lo ge net sko, OTU). Obe plat formi
omo go ča ta ana li zo raz no li ko sti mi kro biote
in, po memb ne je, omo go ča ta iz ved bo ana -
li ze, s ka te ro po sku ša mo po ja sni ti, kako so
čla ni združ be med se boj no po ve za ni. Raz -
liku je ta se pred vsem po tem, do kak šne
mere lah ko upo rab nik nad zi ra po sa mez ne
stop nje ana liz. QIIME iz va ja svo je ana li ze
v pro gram skem je zi ku python, med tem ko
je mot hur na pi san v pre gled nem pro gram -
skem je zi ku C++, kjer upo rab nik sam spre -
je ma od lo či tve in na stav lja pa ra me tre
po sa mez nih sto penj ana liz, za kar pa je po -
treb ne ga več zna nja in iz ku šenj. 

Za pre poz na va nje in šte vilč no do lo -
čanje za sto pa no sti po sa mez nih tak so nov
v prei sko va ni mi krob ni združ bi lah ko
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v prvem ko ra ku očiš če ne sek ven ce se daj raz -
vr sti mo z raz vrš če val cem rRNA. Pri mer je
naiv ni Ba ye sov raz vrš če va lec rRNA, ki je del
baze RDP (50, 51). V upo ra bi so še os ta le
baze po dat kov: Green ge nes, SILVA in NCBI,
med ka te ri mi se stop nja ažu ri ra no sti raz -
li ku je (52–54). Prav sled nje se po go ste je iz -
po stav lja kot ve li ko te ža vo, pred vsem pri
po dat kov ni bazi Green ge nes, ki je bila zad -
nji krat os ve že na maja 2013, in tako pred -
stav lja pre cej za sta re lo sli ko tak so nom skih
raz vr sti tev.

Ne na zad nje, na enak na čin, kot ana li -
zi ra mo sek ven ce 16S ali 18S rRNA ali ITS,
lah ko ana li zi ra mo tudi sek ven ce, pri dob lje -
ne iz glo bo ke ga sek ven ci ra nja funk cio nal -
nih ge nov (38).

Sek ven ci ra nje me ta ge no mov
Do lo ča nje za po red ji ge nov 16S rRNA za go -
tav lja ve li ko po dat kov o prei sko va ni mi krob -
ni združ bi, ven dar je glav na te ža va v tem,
da je le del gena za 16S rRNA pom no žen
in sek ven ci ran. Z raz vo jem teh no lo gij sek -
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ven ci ra nja se je po ve ča la ko li či na pri dob -
lje nih po dat kov in zmanj ša li so se stroš ki
iz ved be take ana li ze. Za ra di tega če da lje več
ra zi skav vklju ču je sek ven ci ra nje ce lot ne ga
me ta ge no ma, to rej ugo tav lja mo nu kleo -
tid no za po red je frag men tov mi krob nih ge -
nov, ki so zbra ni v skup ku vseh ge no mov
prei sko va ne mi krob ne združ be. Tak šno sek -
ven ci ra nje omo go ča ano ta ci jo ve či ne naj -
bolj za sto pa nih mi krob nih ge nov zno traj
vzor ca, od ka te rih lah ko več ji del predstav -
lja jo gos po dinj ski geni mi kroor ga niz mov,
ki so nuj ni za pre ži vet je in so kot tak šni
ohra nje ni pri ve či ni mi kroor ga niz mov. Z iz -
ved bo sek ven ci ra nja me ta ge no ma tako
opre de li mo tudi funk cio nal no vlo go mi -
krob ne združ be v do lo če nem eko si ste mu in
iz ve mo, ali so spre mem be v se sta vi mi krob -
ne združ be vzrok ali po sle di ca npr. do lo če -
ne ga bo le zen ske ga sta nja (42, 55). Po dat ki
me ta ge nom skih ra zi skav so pri dob lje ni v ve -
li kih ko li či nah in zelo raz drob lje ni, kar
pred stav lja ve lik iz ziv pri is ka nju, zbi ra nju
in pre de lo va nju ko rist nih bio loš kih po dat -

kov (56, 57). Pri mer je sek ven ci ra nje me tage -
no ma člo veš ke ga čre ve sne ga mi kro bioma,
kjer je bilo pre poz na nih 3.300.000 ge nov, se -
stav lje nih iz 567,7 giga baz nih pa rov sek -
ven ci ra nih po dat kov (4). Do da ten vpo gled
v de lo va nje in do met me ta ge nom skih ana -
liz nam po ka že tudi eno stav na po ve za nost
med teh nič ni ma po no vi tva ma sek ven ci ra -
nja is te ga vzor ca, ki po ka že, da je za ka -
kovostne ana li ze po treb nih pre cej več sek -
venc na po sa mez no ka te go ri jo zaz na ne ga
funk cio nal ne ga gena (sli ka 4). Pri nizkem
števi lu sek venc na ka te go ri jo gena ve li ko
skupin ge nov na mreč zaz na mo v eni od po -
no vi tev sek ven ci ra nja, v dru gi pa sploh ne.
To je po ka za telj, da se li mi te zaz na va nja in
kvan ti fi ka ci je sek ven ci ra nja ge nov iz do lo -
če nih ka te go rij funk cio nal nih ge nov med
se boj raz li ku je jo in jih v prak si ne zna mo
do bro nad zo ro va ti. 

Me ta ge nom ska ana li za je se stav lje na iz
več ko ra kov. Po sek ven ci ra nju je tre ba pri -
dob lje ne od čit ke naj prej oči sti ti in nato zlo -
ži ti v več je skup ke (angl. con tigs). Od vi sno
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od na ših po dat kov se stav lja nje opra vi mo de
novo ali gle de na re fe ren co. Sled nje je pri
ana li zah kom plek snih me ta ge no mov te -
žav no, saj pri se stav lja nju me ta ge no mov
pra vi lo ma ne vemo, ka te rim mi kroor ga niz -
mom sek ven ce pri pa da jo. Zato se na če lo ma
upo rab lja jo od re fe ren ce neod vi sni pri sto -
pi. Skup ke ge nov gru pi ra mo v »draft ge no -
me«, na po ve mo ko di ra jo če in ne ko di ra jo če
gene ter opra vi mo funk cio nal no ano ta ci jo
teh s pri mer ja vo s po dat kov ni mi ba za mi. Na
kon cu sle di sta ti stič na ob de la va po dat kov
in raz la ga re zul ta tov (58). Iz bi ra pro gra mov
za iz ved bo ana li ze me ta ge nom ske ga sek -
ven ci ra nja je se daj še ved no v fazi pre ver -
ja nja si stem ske ga vpli va gle de na iz bi ro
do lo če ne ga pro gra ma, s skup nim ci ljem
zmanj še va nja al go ri tem ske ga šu ma in po -
ve če va nja stan dar di za ci je pro to ko lov za
ana li zo po dat kov, kar bi nas v ideal nem pri -
me ru pri pe lja lo do pri mer lji vo sti po dat kov
med raz lič ni mi ra zi ska va mi, ne gle de na to,
ka te ri pro gram oz. pro to kol je bil upo rab -
ljen pri ana li zi.

Pred za čet kom bi oin for ma cij ske ana li -
ze mo ra mo naj prej pre ve ri ti kakovost dob -
lje nih sek venc. Po da tek o tem je ko di ran
v FASTQ for ma tu sek venc, ki nam po leg
baz ne se sta ve pove tudi ver jet nost, da je do -
lo če na baza na do lo če nem me stu v za po red -
ju na pač na. Orod ja, ki omo go ča jo ana li zo in
pri kaz raz po re di tev na pak teh ver jet no sti,
so NGS QC Tool kit, Kra ken in HTQC (59–61).
V ko ra ku fil tri ra nja sek venc od stra ni mo
dvoj ni ke sek venc, ar te fak te in nu kleo tid ne
baze z niz ko kakovostjo ter go sti te lje ve
sek ven ce. Go sti te lje vo DNA pre poz na va mo
z orod jem, ki poiš če uje ma nje z go sti te lje -
vo DNA na pod la gi re fe renč ne ga ge no ma.
Pri me ra oro dij za od stra nje va nje ev ka riont -
skih ge nom skih za po re dij DNA sta Eu-De -
tect in De Con seq (62, 63). 

V na sled njem ko ra ku očiš če ne sek ven -
ce zdru ži mo v skup ke. Z vi di ka ra čun ske
mo či ta stop nja pred stav lja ozko grlo ana -
li ze in ni po pol no ma za nes lji va, saj so me -
ta ge nom ski po dat ki zelo zgoš če ni in krat -

kih dol žin, kar pa pred stav lja vi so ko ver jet -
nost za na pa ko. Ob sta ja več pro gra mov za
se stav lja nje od čit kov. Pro gra mi, kot sta
Vel vet as semb ler in SOAP de no vo, so bili op -
ti mi zi ra ni za kraj še od čit ke, ki jih proi zva -
ja sek ven ci ra nje na sled nje ge ne ra ci je z upo -
ra bo gra fov De Bruijn (64). Pri se stav lja nju
te ža ve pov zro ča jo po nav lja jo če se sek ven -
ce DNA, pred vsem za ra di raz li ke v re la tivni
šte vilč no sti vrst, ki so pri sot ne v vzor cu, in
na sta nek hi mer nih skup kov, kjer pri de do
se stav lja nja od čit kov iz več kot ene mi krob -
ne vr ste (65). Pri se stav lja nju si lah ko po -
ma ga mo z upo ra bo re fe renč nih ge no mov,
ki omo go ča jo se stav lja nje če da lje več je ga
šte vi la mi krob nih vrst, saj na raš ča šte vi lo
mi krob nih de bel, za ka te re so sek ven ci rani
ge no mi do stop ni. Kljub temu te ža vo v tem
ko ra ku lah ko pred stav lja jo po manj klji vo
se stav lje ni re fe renč ni ge no mi, ka te rih ano -
ta ci je se sko zi čas spre mi nja jo, zato se pre -
fe renč no v prak si upo rab lja jo pro gra mi, ki
te me lji jo na ana li zi De Bruij no vih gra fov
(65, 66).

Se stav lja nju sle di na po ved ge nov oz. oz -
na či tev ko di ra jo čih re gij v se stav lje nih
skup kih in ano ta ci ja. Na po ved ge nov lah -
ko opra vi mo na dva na či na (65). Pre poz nava
ge nov v pr vem pri sto pu te me lji na ho mo -
lo gi ji z geni, ka te rih za po red ja so že jav no
do stop na v po dat kov nih ba zah. Tako pre gle -
da mo funk cio nal ne mo ti ve in ce lič ne lo ka -
cij ske sig na le za na po ve da ne be lja ko vin ske
sek ven ce z orod ji, kot npr. PRIAM za en -
cimsko uvrš ča nje, HMM-Pfam in TIGRFAM
za funk cio nal ne mo ti ve, TMHMM za pre -
pozna va nje tran smem bran skih po ten cial nih
do men, ter z upo ra bo br skal ni ka BLAST, kjer
za re fe ren co upo ra bi mo nu kleo tid no in be -
lja ko vin sko bazo PANDA (67–70). To vr sto
pri sto pa upo rab lja pro gram MEGAN (71, 72).
Pri dru gem pri sto pu se upo rab lja jo bis tve -
ne zna čil no sti za po red ja za na po ved ko di -
ra jo čih re gij, ki te me lji jo na sklo pu ge nov
iz so rod nih or ga niz mov. Tak šen pri stop je
im ple men ti ran v pro gra mih, kot sta Gene -
Mark in GLIMMER (73). Glav na pred nost
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take na po ve di je, da omo go ča od kri va nje ko -
di ra jo čih re gij, ki ni ma jo ho mo log nih za po -
re dij v po dat kov nih ba zah. Naj bolj na tanč -
no na po ve do va nje pa opra vi mo, ko ima mo
na vo ljo ve li ke re gi je so sed nje ge nom ske
DNA za pri mer ja vo (57). Vsee no pa ni nič
ne na vad ne ga, če de lež nea no ti ra nih za po -
re dij v me ta ge no mu pred stav lja tudi 60 %
vseh sek venc tega vzor ca. Tudi po dat kov -
ne baze zna nih be lja ko vin se ne pre sta no raz -
vi ja jo in do pol nju je jo, kar ka že, da je po so -
dab lja nje po dat kov nih baz nova prio ri te ta
pri ana li zah me ta ge nom skih po dat kov na
strež ni kih ve li kih zmog lji vo sti. 

Da bi po ve za li raz no li kost mi krob ne
združ be in nje no funk ci jo v me ta ge nomih,
je tre ba sek ven ce spo ji ti. Spa ja nje (angl. bin -
ning) je pro ces po ve zo va nja sek venc z do -
lo če nim or ga niz mom (65). Pri spa ja nju, ki
te me lji na po dob no sti, z me to do BLAST iš -
če mo fi lo ge net ske oz na če val ce ali po dobna
za po red ja v ob sto je čih po dat kov nih bazah.
Re zul ta te iz baze BLAST uvo zi mo ne po -
sred no v pro gram MEGAN, kjer sek ven ce
z upo ra bo baze po dat kov NCBI tak so nom -
sko uvr sti mo in nato opra vi mo še funk -
cionalno ana li zo in na po ved pred vi de nih
pre snov nih poti z upo ra bo si ste ma raz vrš -
ča nja SEED ali KEGG (71, 72, 74, 75). V upo -
ra bi je tudi orod je Phymm BL, ki upo rab lja
in ter po li ra ne Mar ko ve mo de le za do de li -
tev ali na ka zo va nje vlo ge branj sek ven cira -
nja (57). Meta Phl An in AMPHORA sta dve
me to di, ki za oce nje va nje re la tiv ne obil no -
sti or ga niz mov upo rab lja ta edins tve ne oz -
na če val ce tak so nom skih sku pin (76). Ko so
sek ven ce spoje ne, je mo go če iz ve sti pri mer -
jal no ana li zo.

Ogrom na ko li či na eks po nent no ra sto -
čih me ta ge nom skih po dat kov in pri pa da jo -
čih me ta po dat kov pred stav lja iz je men iz ziv,
ki pa ima zelo ve lik po ten cial za ra zu me -
va nje med se boj ne ga de lo va nja mi kro bov ter
med se boj ne ga de lo va nja med mi kro bi in go -
sti te ljem na raz lič nih ni vo jih, ki jih po kriva
si stem ska me di ci na. Me ta po dat ki vključujejo
po dat ke o po sku su, prei sko van cih, kemijske/

okolj ske last no sti vzor ca, fi zič ne po dat ke
o me stu in me to do lo gi ji vzor če nja itd. in so
nuj no po treb ni, tako za za go tav lja nje po nov -
lji vo sti ana li ze kot tudi za nje no us pešnost.
Pri mer orod ja za zdru ži tev za po re dij DNA
in me ta po dat kov, ki omo go ča jo pri merjalne
ana li ze raz lič nih na bo rov po dat kov z upo -
ra bo eko loš kih in dek sov, je MG-RAST (77).
Da nes, 10 let od us ta no vitve, strež nik vse -
bu je 135,08 tera baz nih parov oz. 286.340
me ta ge no mov s 1.024 mi li jar da mi sekvenc.
Ser ver omo go ča tudi ano ta ci jo, izra čun tak -
so nom ske po raz de li tve vrst, šte vilč no sti
in α-raz no li ko sti ter se sta ve na po ve da nih
ko di ra jo čih re gij ge nov v funk cio nal ne ka -
te go ri je in pod si ste me. Prav tako vse bu je
orod ja za pri mer ja vo in vi zua li za ci jo po dat -
kov tako iz last nih kot tudi iz prej na lo že -
nih baz po dat kov. Zato taka in te gra ci ja ra -
čun skih oro dij s shra nje va njem po dat kov
pre stav lja in fra struk tu ro za me ta ge no mi -
ko in me ta tran skrip to mi ko na ni vo ju ure -
je no sti, kot jo je vča sih po me ni la upo ra ba
NCBI Gene Bank za ana li ze po sa mez nih sek -
venc, le da je se daj ra ven komplek sno sti ne -
kaj sto penj viš ja. Za ra di poe no te ne ana li ze
so re zul ta ti vse bin sko bolj pri mer lji vi med
raz lič ni mi ra zi ska va mi, saj je ana lit ski šum
ob čut no zmanj šan. Si stem IMG/M tudi za -
go tav lja zbir ko oro dij za funk cio nal no ana -
li zo mi krob nih združb, ki te me lji na nji ho -
vem me ta genom skem za po red ju ter na
ge nom skem za po redju re fe renč nih izo la tov,
ki so vključe ni v si stem IMG ter v pro jekt
GEBA (Ge no mic Encyc lo pe dia of Bac te ria
and Arc ha ea) (78). Za po red je uka zov in
oro dij za ano ta ci jo po sa mez nih branj ali pa
skup kov branj, pri dob lje nih z me ta ge nom -
skim sek ven ci ra njem, pred la ga tudi In šti -
tut J. Craig Ven ter (79). Tako po sta ja jo orod -
ja, ki so bila na me nje na hkrat nim ana li zam
tak so nom ske ga in funk cio nal ne ga opi sa
mi kro bio te v dru gih oko ljih po sred no vir in -
for ma cij in po dat kov za ana li ze, ki vklju ču -
je jo po dat ke z več ni vo jev člo veš ke ga te lesa,
to rej si stem ske in bolj per so na li zi ra ne me -
di ci ne, ki se ana li zi ra jo v sklo pu pro jek tov,
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kot je npr. CA15120 – Open Multiscale Sys -
tems Medicine (80). Hkra ti nam za raz voj
no vih pri sto pov na po droč ju mikrof lui di ke
slu ži tudi Port ASAP (81). 

Se ve da pa rav no upo ra ba is tih po dat -
kov na raz lič nih tak so nom skih ni vo jih vodi
v za čet no zme do, ko upo rab ni ki še ne spre -
je ma jo dejs tva, da ana li ze is tih po dat kov na
raz lič nih ni vo jih tak so nom ske ali funk cio -
nal ne re so lu ci je lah ko ge ne ri ra jo zelo raz -
lič ne od go vo re in od no se med vzor ci kot
tudi med prei sko va ni mi sku pi na mi, ki jim
ti vzor ci pri pa da jo (sli ka 5).
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Sta ti stič na ana li za
Pri preu če va nju raz no li ko sti mi kro bio te
že li mo iz ve de ti, ko li ko raz lič nih čla nov je
v po sa mez ni združ bi (α-raz no li kost). To
lah ko pred sta vi mo na gra fu z ra re fak cij sko
kri vu ljo, kjer je šte vi lo v vzor cu od kri tih tak -
so nov funk ci ja šte vi la sek venc (sli ka 2). Na
ta na čin opi še mo bo ga tost združ be in pre -
ve ri mo, ali smo za je li ce lot no raz no li kost
vzor ca. V tem pri me ru kri vu lja do se že pla -
to, kar po me ni, da se z ve ča njem šte vi la sek -
venc šte vi lo tak so nov ne ve ča več. Ka zal ca
α-raz no li ko sti sta tudi Chao1, ki s pomočjo
ek stra po la ci je izra ču na va vrst no bo ga tost,
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Sli ka 5.Po�ve�za�va�med�opi�si�od�no�sov�mi�krob�nih�združb�40�me�ta�ge�no�mov�pre�bav�ne�ga�trak�ta.�Me�ta�ge�nome
smo�ana�li�zi�ra�li�na�raz�lič�nih�tak�so�nom�skih�in�funk�cio�nal�nih�ni�vo�jih�in�na�vsa�kem�ni�vo�ju�izra�ču�na�li�di�stančne
ma�tri�ke�raz�dalj�med�po�sa�mez�ni�mi�vzor�ci.�Den�dro�gram�pri�ka�zu�je�ko�re�la�ci�je�med�temi�ma�tri�ka�mi,�kako�se
z ve�ča�njem�tak�so�nom�ske�re�so�lu�ci�je�spre�mi�nja�jo�od�no�si�med�vzor�ci�zno�traj�po�sa�mez�ne�ga�ni�vo�ja,�pred�vsem
pa�ilu�stri�ra�niz�ko�po�ve�za�vo�med�tak�so�nom�skim�in�funk�cio�nal�nim�ni�vo�jem�obrav�na�va�nih�me�ta�ge�no�mov.
Šte�vil�ke�na�ve�jiš�čih�ka�že�jo�pod�po�ro�ve�ja�nja�(angl.�boot�strap).�



in Simp son, ki odra ža šte vi lo tak so nov, kar
opre de li mo z izra zom bo ga tost združ be, ter
re la tiv no za sto pa nost tak so nov v vzor cu, kar
opre de li mo z izra zom ena ko mer nost združ -
be (82–84). Te ža va pri ana li zi so ve li ke asi -
me trič ne ma tri ke (majh no šte vi lo vzor cev
in ve li ko šte vi lo ka te go rij mi kroor ga niz -
mov) z ve li kim šte vi lom ni čel (sli ka 6).

Za opis raz lik ali po dob no sti med združ -
ba mi (β-raz no li kost) upo ra bi mo ka zal ce
po dob no sti, s ka te ri mi izraču na mo ma tri -
ko raz dalj, to pa nato upo ra bi mo za gra fični
pri kaz uvrš ča nja združb v sku pi ne. Pri tem
upo rab lja mo me to de, ki za izra čun ma tri -
ke raz dalj in te sti ra nje zna čil no sti raz lik
upo rab lja jo evo lu cij sko po ve za nost za po re -
dij, npr. me to da Uni Frac, ter ka zal ce raz noli -
ko sti kot npr. Bray-Cur tis, Mo ri si ta-Horn in
Sören sen (47, 83). Na da lje s te stom HOMOVA
te sti ra mo, ali je ge net ska pe strost med
dve ma združ ba ma ho mo ge na in s te stom
ana li ze mo le ku lar ne va rian ce AMOVA pre -
ve ri mo, ali je ge net sko od vi sna pe strost med
dve ma ali več mi krob ni mi združ ba mi raz -
lič na od pe stro sti vseh združb sku paj (38–40,

84–86). Ka dar pri mer ja mo več sku pin vzor -
cev, mo ra mo opra vi ti tudi po pra vek več -
kratnih pri mer jav (87, 88). Prav tako lah ko
s pri sto pi stroj ne ga uče nja, kot so umet ne
ne vron ske mre že, na ključ ni gozd (angl.
ran dom fo rest), te sti Lef se, Me ta stats in in -
di ka tor ske vr ste pre poz na mo tak so nom -
ske ali funk cio nal ne sku pi ne, ki se sta ti stič -
no zna čil no raz li ku je jo med vzor ci (38–40,
89–91). S te stom AWKS lah ko te sti ra mo pri -
sot nost tak so nom skih ali funk cio nal nih
sku pin v raz lič nih vzor cih in to gra fič no
pred sta vi mo na os no vi po dat kov o pri sot -
no sti, šte vilč no sti in po go sto sti prei sko va -
nih sku pin v vzor cih (39, 92). Za gra fič ni pri -
kaz raz no li ko sti lah ko upo ra bi mo me to do
glav nih kom po nent ali pa ne me trič no več -
di men zio nal no les tvi če nje, ki ga lah ko med
dru gim iz ve de mo s pa ke tom ve gan v pro -
gram skem oko lju R (93). Rav no tako lah ko
raz ši ri mo na še ana li ze na ana li ze me ta bol -
nih mrež in mrež so po jav no sti mi kroor ga -
niz mov ali funk cio nal nih ge nov z do lo če -
ni mi last nost mi go sti te lja ali nje go ve ga
oko lja (sli ka 7).
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Operacijske taksonomske enote (OTU; N = 3.500)
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Sli ka 6.Pre�gled�za�sto�pa�no�sti�in�raz�po�re�di�tve�pri�sot�no�sti�in�od�sot�no�sti�sek�venc�po�pr�vih�3.500�naj�bolj�zasto�-
pa�nih�ope�ra�tiv�nih�tak�so�nom�skih�eno�tah�v 54�vzor�cih.�Naj�bolj�za�sto�pa�ne�sku�pi�ne,�ki�so�pri�sot�ne�v ve�či�ni
vzor�cev�z naj�več�jim�šte�vi�lom,�so�obar�va�ne�rde�če�(levo),�če�da�lje�manj�za�sto�pa�ne�sku�pi�ne�so�obar�va�ne�sivo,
bela�po�lja�pri�ka�zu�je�jo�od�sot�nost�do�lo�če�ne�ope�ra�tiv�ne�tak�so�nom�ske�eno�te�v do�lo�če�nem�vzor�cu.�Sama�podol�-
go�va�ta�ob�li�ka�ma�tri�ke�z na�raš�ča�jo�čim�de�le�žem�be�lih�lis�v de�sno�smer�naj�bolj�pri�ka�že�ome�nje�no�nu�me�rično
asi�me�tri�jo�obrav�na�va�nih�ma�trik�po�dat�kov.Za�pri�mer�ja�vo�glej�sli�ko�2.�OTU –�ope�ra�cij�ska�tak�so�nom�ska�enota
(angl.�ope�ra�tio�nal�ta�xo�no�mic�unit).



Pri ce lot ni ana li zi po dat kov se je tre ba
za ve da ti ome ji tev, ki iz vi ra jo iz (92):
• na ra ve po dat kov, 
• teh no loš ke (ne)po nov lji vo sti sek ven cira -

nja, po ve za ne z naj manj ši mi prei sko va -
ni mi sku pi na mi, ki jih še lah ko na tanč no
do lo či mo z upo rab lje nim ana lit skim pri -
sto pom in so opi sa ne z: 
• li mi to spo sob no sti zaz na ve, 
• li mi to spo sob no sti kvan ti fi ka ci je,
• li mi to zaz na va nja praz nih sku pin in 
• li mi to li near ne ga od zi va za po sa mezno

tak so nom sko ali funk cio nal no sku pi no, 
• ne po sred ne ne pri mer lji vo sti po stop kov in

prib liž ne oce ni tve po sa mez nih al go rit -
mov ter 

• raz vo ja sta ti stič nih me tod, ki za go tav ljajo
do lo če no sta ti stič no moč ra zi skav. 

Na ra va po dat kov nam ka že pre se net lji vo
ugo to vi tev, da ima mo lah ko na ni vo ju tak -
so nom skih ana liz ve li ke raz li ke med prou -
če va ni mi sku pi na mi prei sko van cev, med -
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tem ko mi krob ne združ be na ni vo ju funk -
cio nal nih ge nov vse bu je jo prak tič no identič -
ne funk cio nal ne gene (95). Prav tako ugo -
to vi mo, da so ru tin ske ve li ko sti ko hort, ki
se upo rab lja jo v me di ci ni za mi kro bio loške
ra zi ska ve z upo ra bo sek ven ci ra nja tarčnih
fi lo ge net skih ge nov v splo šnem premajh -
ne. Za to, da bi lah ko lo či li cen troi di oz. sre -
dišč ni toč ki opi sa nih mi krob nih združb
med zdra vi mi in de be li mi prei sko van ci za
1 %, bi mo ra li v vsa ki sku pi ni upo ra bi ti več
kot 2.000 prei sko van cev (96). Zato upo -
raba le ne kaj pet ali de set prei sko van cev
z zelo raz lič ni mi pre hran ski mi, živ ljenj ski -
mi na va da mi, cir ka dia ni mi rit mi, so cial nimi
ni vo ji in oseb no zgo do vi no, kot je po gosto
za sle di ti v me di cin ski li te ra tu ri, eno stav no
ne za do stu je za po glob lje ne ra zi ska ve,
hkrati pa ka že, da ne ka te ri pa ra me tri, ki jih
sprem lja jo, mor da niti ni ma jo tako ob sež -
ne ga vpli va. Tako se npr. ka že, da so se spre -
mem be v člo veš ki fi zio lo gi ji zgo di le dva do
tri ted ne prej, pre den je priš lo do kon si stent -

Sli ka 7.Pri�mer�me�ta�bol�ne�mre�že�mi�krob�nih�ope�ra�tiv�nih�tak�so�nom�skih�enot�s pa�ra�me�tri�mi�krob�ne�ga�okolja
v pre�bav�nem�trak�tu.�Z rde�čo�in�ze�le�no�bar�vo�so�oz�na�če�ne�sta�ti�stič�no�zna�čil�ne�ne�ga�tiv�ne�in�po�zi�tiv�ne�pove�-
za�ve�med�me�ta�bo�li�ti�v oko�lju�ter�mi�krob�ni�mi�ope�ra�tiv�ni�mi�tak�so�nom�ski�mi�eno�ta�mi.�S po�glob�lje�ni�mi�anali�-
za�mi�kom�plek�snih�gra�fov�lah�ko�ugo�to�vi�mo,�ka�te�ri�mi�kroor�ga�niz�mi�ali�nji�ho�vi�funk�cio�nal�ni�geni�so�ključ�ni
pri�med�se�boj�nih�po�ve�za�vah�zno�traj�mi�krob�nih�združb,�ka�te�ri�okolj�ski�pa�ra�me�tri�ključ�no�vpli�va�jo�(po�zi�tivno
ali�ne�ga�tiv�no)�na�do�lo�če�ne�mi�krob�ne�sku�pi�ne�ter�ka�te�ri�pa�ra�me�tri�so�ključ�ni�za�raz�li�ko�va�nje�med�po�sa�mez�-
ni�mi�sku�pi�na�mi�prei�sko�van�cev.�OTU –�ope�ra�cij�ska�tak�so�nom�ska�eno�ta�(angl.�ope�ra�tio�nal�ta�xo�no�mic�unit).



nih spre memb v struk tu ri mi krob nih združb
ali me ta ge nom skem funk cio nal nem opi su
mi krob nih združb, hkra ti pa je bilo na me -
ta bo lom skem ni vo ju mož no zaz na ti spre -
mem be mi krob ne pre sno ve ve li ko prej,
torej so ča sno s spre mem ba mi v člo veš ki fi -
zio lo gi ji (38–40). Iz tega bi lah ko iz pe lja li
eno sta ven pred log, da je pri kom plek snih
bo le zen skih sta njih po memb ne je, kaj mi -
kroor ga niz mi poč ne jo na me ta bol nem ni -
vo ju, kot pa nji ho va tak so nom ska uvr sti tev. 

Upo ra ba za čet nih oli go nu kleo ti dov pri
glo bo kem sek ven ci ra nju je tudi pov zro či -
la, da dol go ča sa ni bilo no be ne ga na pred -
ka pri od kri va nju še preo sta lih mi krob nih
sku pin. Na me sto ve li ke ga šte vi la ve či no ma
iz miš lje nih ocen raz no li ko sti mi krob nih
sku pin iz sek ven ci ra nja pom nož kov je rav -
no me ta ge no mi ka omo go či la od kri va nje ce -
lih dru žin bak te rij in ar hej, ki jih do ta krat
ni bilo mož no opi sa ti, saj se ve zav na me -
sta za za čet ne oli go nu kleo ti de v PCR eno -
stav no raz li ku je jo od zna nih ve zav nih mest
in jih to rej ni smo mo gli zaz na ti s PCR (95).
Rav no kom bi na ci ja glo bo ke ga sek ven ci -
ranja ce lot nih me ta ge no mov nam da nes
omo go ča re kon struk ci jo »draft ge no mov«
mi kroor ga niz mov brez go je nja in nji ho vo
evo lu cij sko ana li zo v kon tek stu do se daj
zna nih ge no mov, raz vo ja oto kov zno traj ge -
no mov, ho ri zon tal nih pre no sov ter re gu la -
ci je eks pre si je in pre sno ve.

Raz voj al go rit mov je pri pe ljal ce lot no
skup nost do toč ke za ve da nja raz no li ko sti
v re zul ta tih, ki je po sle di ca upo ra be raz lič -
nih al go rit mov. Ni pre se net lji vo, da po tekajo
ce lot ne ra zi ska ve, zno traj ka te rih pri mer -
ja jo raz lič ne al go rit me z is ti mi po dat ki, z na -
me nom stan dar di za ci je ana lit skih poti in
iz bo rom al go rit mov, ki da je jo naj bolj še re -
zul ta te (96, 97).

Raz voj sta ti stič nih me tod ka že, da ži vimo
v izred no za ni mi vih ča sih, ko se tehno loš ki
raz voj iz ana lit ske ke mi je in mi krof lui di ke
zač ne odra ža ti tudi na ko li či ni po dat kov
v mi kro bio lo gi ji, s či mer so po ve za ni tudi
zelo po memb ni pre bo ji pri upo ra bi sta ti stič -

nih me tod pri ana li zi to vrst nih po dat kov.
Tipi iz ve de nih ana liz se se daj pre mi ka jo
s po droč ja GWAS (angl. ge no me wide as so -
cia tion stu dies) na po droč ja, kjer se me ta ge -
nom ski, me ta bo lom ski in ge nom ski po -
dat ki in te gri ra jo zno traj sku pi ne ter med
sku pi na mi po dat kov. Zato mi kro bio lo gi ja
kot taka da nes pred stav lja le eno iz med rav -
ni ana li ze kom plek snih si ste mov, kot je člo -
vek. V ta kem si ste mu med se boj no rea gi rajo
ge nom, tran skrip tom, pro teom in me ta bo -
lom člo ve ka, z me ta ge no mi, me ta tran skrip -
to mi, me ta pro teo mi in me ta me ta bo lo mi
mi krob nih združb ter nji ho vi mi kom plek -
sni mi ek stra ce lu lar ni mi ve zi kli, zu naj ce lič -
no DNA in mi kro RNA. Od zi vi si ste ma se
spre mi nja jo sko zi pro stor in čas, v od vi sno -
sti od ak tiv no sti, pre hra ne, cir ka dia ne ga rit -
ma in dru gih last no sti go sti te lja.

Za ra di kom plek sno sti ana liz nam na -
predek v tem tre nut ku omo go ča le pri stop
od zgo raj navz dol, v ka te rem sprem lja mo
mno ži ce po dat kov na vseh teh ni vo jih ter
jih in te gri ra mo v sku pen mo del ce lot ne ga
si ste ma (38–40, 98–100). Po tr di tve ni fak to -
rial ni pri sto pi od spo daj navz gor pa so iz -
ve de ni v nad zo ro va nih eks pe ri men tih, kjer
mno ži ce prej spre men lji vih pa ra me trov
lah ko nad zo ru je mo in ohra nja mo nes pre -
men lji ve ter iz luš či mo vpliv po sa mez nih
spre men ljivk, pre poz na nih v sklo pu pri sto -
pa od zgo raj navz dol (101). 

ZaKLJUČEK 
Med me to da mi za opre de lje va nje se sta ve
mi krob ne združ be v pre bav nem trak tu člo -
ve ka naj bolj za nes lji ve in po ved ne po datke
po nu ja sek ven ci ra nje. Med raz lič ni mi iz ved -
ba mi sek ven ci ra nja se naj po go ste je upo rab -
lja sek ven ci ra nje in for ma tiv nih de lov
mi krob nih ge no mov. Za us pe šno in hi tro iz -
ved bo ana li ze so med dru gi mi ključ ni de -
jav ni ki: ve li kost vzor ca, us trez no rav na nje
z vzor ci, upo ra ba kon trol, one sna že nje z go -
sti te lje vo DNA ali DNA dru gih vzor cev ali
med pot jo od vze ma, ek vi mo lar na raz de li -
tev ko li či ne DNA pri več vzor cih in na zadnje
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do volj ve li ka ra čun ska moč za iz ved bo bio -
in for mat skih in sta ti stič nih ana liz. Kot
slabost se pri preu če va nju več je ga šte vi la
vzor cev po ka že ve lik fi nanč ni vlo žek, ki je
po tre ben za iz ved bo ana li ze. V pri me ru, da
ve lik fi nanč ni za lo gaj ni ome ji tev in da pri -
ča ko va no one sna že nje z go sti te lje vo DNA
ni pre ve li ko, po tem je smi sel no na iz bra nih
vzor cih iz ve sti sek ven ci ra nje me ta ge no -
mov. Tako pri de mo do do dat nih tak so nom -
skih in funk cio nal nih na po ve di. Oro dij, ki
omo go ča jo ob de la vo me ta ge nom skih po dat -
kov, je ve li ko, saj je do tič no po droč je izred -
no ak tiv no in se hi tro raz vi ja. Kljub temu do
se daj še ni raz vi te ga pro gra ma, ki bi omo -
go čal poe no te no ana li zo po dat kov sek ven -
ci ra nja ce lot ne ga ge no ma. Sled nje po go sto
pri ve de do tega, da je dob lje ne re zul ta te
v raz lič nih ra zi ska vah zelo tež ko pri mer ja -
ti med sabo.

Za ra di ne pred stav lji ve ga raz vo ja teh nik,
pri sto pov, sta ti sti ke ter ne na zad nje na či -
na raz miš lja nja zato niti ni več pre se net lji -
vo, da se v skup no sti po jav lja ob ču tek, da
to vrst ne ana li ze niso več del mi kro bio lo gije.
To je v bis tvu na pa čen ok vir raz miš lja nja,
ki pred vsem za vra ča spre mem be na po -
dročju mi kro bio lo gi je. Če ima mo pred očmi
te ža ve Koc ha in Pa steur ja pri uve ljav lja nju
znans tve ne ga mi kro bio loš ke ga na či na raz -

miš lja nja s per cep ci ja mi ke mi kov, fi zi kov in
me di cin cev ta krat ne ga ča sa, se ne mo re mo
izog ni ti spoz na nju, da je mi kro bio lo gi ja teh -
no loš ko pod pr ta in po ga nja na veda, ki se
ple me ni ti s pre sto pa njem psev do tra di cio -
nal nih ok vir jev go je nja, z raz vo jem last nih
ter s spre je ma njem idej z dru gih po dro čij
zna no sti. Na enak na čin je v pre te klo sti
spre je la mi kro sko pi jo od as tro no mi je ter
DGGE iz me di cin ske ana li ze mu ta cij, tako
mi krof lui di ko iz ke mi je, stroj no kr mi lje nje
iz elek tro teh ni ke, ro bo te iz stroj niš tva, bio -
in for ma ti ko in HPCC od ra ču nal niš tva ter
ne pa ra me trič no vejo ana liz iz sta ti sti ke.
Šele sku pek znanj z dru gih po dro čij je tako
omo go čil pre mik mi kro bio lo gi je na prej
s po dro čij, kjer je ko rist no de lo va la pre teklo
sto let je, na po droč ja, kjer je nje na po moč še
to li ko bolj po treb na: slad kor na bo le zen
tipa 2, ast ma, prez god nji po rod, aler gi je,
kronič na ob struk tiv na pljuč na bo le zen, de -
belost, pre snov ni sin drom, de pre si ja itd.
Prav po ve za va znanj z raz lič nih po dro čij,
ki obrav na va jo raz lič ne ve li kost ne raz re de,
pa po nu ja mož no sti za bolj ci lja ne ana li ze
po sa mez nih pri me rov ter nji ho vo bolj in -
di vi dual no obrav na vo. Na ta po droč ja vsto -
pa jo nove teh no lo gi je s po droč ja sek ven ci -
ra nja be lja ko vin, oli go sa ha ri dov, maš čob in
dru gih kom plek snih mo le kul.
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