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abstrakt
 
Molekulárně-genetické metody se v mikrobiologic-

kých laboratořích čím dál častěji používají pro rutinní 
určování druhů mikroorganismů. V naší ministudii jsme  
se zaměřili na určení druhů pomocí polymerázové 
řetězové reakce v reálném čase (RT-PCR) následovanou 

vysoko rozlišující analýzou křivky tání (HRM analýza). 
Tato studie se zaměřila především na způsob přípravy 
templátu pro tuto analýzu pomocí upravené colony PCR 
tak, aby nedocházelo k nákladnému izolování bakteriální 
DNA.

Klíčová slova: HRM RT-PCR, bakterie, colony PCR, 
izolace DNA

abstract

Methods of molecular-genetics are widely used in the 
laboratory of microbiology as the routines method for 
the exact species determination of the microorganisms. 
In this paper we focused on the use of the High Resolu-
tion Real Time PCR melting analysis (HRM RT-PCR), 
which is widely used and function as the determining 
tool.  Instead of expensive and time consuming DNA iso-
lation we used modified colony PCR for providing the 
DNA template.

Key words: HRM RT-PCR, bacteria, colony PCR, 
DNA isolation

Úvod

V běžné praxi se pracovníci v mikrobiologické labo-
ratoři neustále potýkají s nutností přesně a rychle stano-
vit druhy mikroorganismů, které se ve vzorku nachází. 
Klasické mikrobiologické metody stanovení závisí 
především na správně nastavených podmínkách jejich 
kultivace. Nevhodné kultivační podmínky mohou přesné 
určení druhu mikrobů značně ztížit. Základní metody 
 optické mikroskopie umožňují sice relativně rychlé, 
avšak ne zcela přesné stanovení mikroorganismů, někdy 
je správné určení druhu dokonce naprosto nemožné. Pro 
personál je tak přesné určení mikrobů velmi náročné, 
vyžaduje speciální proškolení a také značnou zkušenost.

Použití molekulárně-genetických metod je proto pou-
žíváno stále častěji. Tyto metody používané v labo-
ra tořích dovolují relativně snadno a rychle detegovat 
a určit, zda a jaký mikroorganismus se ve vzorku vy-
skytuje. Používané jsou například tzv. ribotypizace 
využívající jedinečnost genetické informace ribozomální 
RNA (rRNA) za použití enzymů – restrikčních endonuk-
leáz (Yansanjav a kol., 2003; Massi a kol., 2004). Ovšem 
nejčastějšími metodami pro rozlišení jednotlivých druhů 
především probiotických mikroorganismů (například 
různých druhů rodu Lactobacillus), jsou metody založené 
na polymerasové řetězové reakci (PCR) - například Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA (RAPD, Daud a kol., 
1997), rep-PCR (Gevers a kol., 2001). V posledních 
letech je také stále oblíbenější použití analýzy křivky 
tání – High Resolution Melting Analysis (HRM) jak pro 
rozlišení jednotlivých druhů mikroorganismů (především 
u bakterií rodu Lactobacillus – Šimec a Potočník, 2011), 
nebo celých skupin mikroorganismů ve vzorcích (kvasy, 
potravinářské výrobky – Pontonio a kol. 2017, Ripari 
a kol. 2016). Z těchto studií vyplývá, že HRM analýza je 
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PCR a následné HRM analýze bez nutnosti izolace ge-
netické informace bakterií. Metoda colony PCR, neboli 
PCR na koloniích bakterií či kvasinek, byla představena 
roku 2013 a slouží především jako nástroj pro ověření 
rekombinace při genetických manipulacích s bakteriemi 
či kvasinkami. Tato metoda využívá vysoké senzitivity 
PCR, kdy stačí jen velmi malé množství vstupního ma-
teriálu (templátu) a dvojic primerů umožňující diskrimi-
naci kolonií, u kterých došlo ke správné rekombinaci. 
Jako templát je využívána buď DNA izolována pomocí 
hydroxidu sodného (tzv. hrubý lyzát z buněk), případně 
malé množství buněk (v případě použití Escherichia 
coli), které je přímo přidáno z petriho misky do PCR 
reakce (Bergkessel a Guthrie, 2013). Naším úkolem bylo 
ověřit, zda budeme tuto techniku moci použít pro výrobu 
templátu pro následnou HRM RT-PCR. 

materiál�a�metody

Použité kmeny a jejich kultivace
Pro pokusy byly vybrány 4 druhy laktobacilů ze sbírky 

mlékařských mikroorganismů Laktoflora: CCDM451 
(Lbc. sanfranciscensis), CCM7190 (Lbc. delbruckeii ssp. 
bulgaricus) CCDM777 (Lbc. reuteri) a Lbc. helveticus 
(CCDM108). Dále byly použity další dva poddruhy Lbc. 
sanfranciscensis (JCM 12444 a jiný, blíže neurčený kmen) 
k ověření, zda pomocí naší metodiky budeme schopni od 
sebe rozeznat i bakterie v rámci jednoho druhu. Dále po 
jednom kmeni druhů Lbc. planta rum, Lbc. brevis, Lbc. 
rossiae, Lbc. paralimetarius, Lbc. zymae, Lbc. xiangfan-
gensis a Lbc. mindensis, které byly vyizolovány z různých 
druhů kvasových vzorků. Také byly použity dva druhy 
stafylokoků (Staphylococcus epidermis a Staphylococcus 
warneri) pro případné zařazení i jiných druhů bakterií. 
Kultivační podmínky a media byly použity v závislosti na 
druhu bakterie (tab. 1). Nejčastěji bylo použito De Man, 
Rogosa and Sharpe růstové medium (MRS, GranuCult®, 
Merck KGaA, EMD Millipore Corporation; de Man 
a kol., 1960). Dále M103 medium – APT Broth M227 
(Himedia, Čaderský-Envitek, s.r.o.) + maltóza (7 g/L, 
Sigma-Aldrich spol. s.r.o.), fruktóza (7 g/L, Sigma-Al-
drich spol. s.r.o.), glutamát sodný (2 g/L, Sigma-Aldrich 
spol. s.r.o.). A také M225 medium (připraveno dle Line 
a Sugihara, 1971) – malt extrakt (25 g/L), kvasničný ex-

velmi dobrý nástroj pro určování druhů mikroorganismů. 
Během postupného zahřívání dochází k tavení dvoušrou-
bovice DNA, čímž se z ní uvolňuje předem navázané 
fluorescenční barvivo a dochází k poklesu fluorescence, 
jež je monitorováno příslušným přístrojem a vyhodno-
ceno softwarem. Přítomnost heteroduplexu v analyzo-
vaném amplikonu DNA mění tvar křivky tání, který je 
charakteristický pro konkrétní záměnu na konkrétní po-
zici daného amplikonu. V naší ministudii jsme se proto 
zaměřili na adaptaci této metody do našich laboratorních 
podmínek a její menší modifikaci za předpokladu snížení 
nákladů na její provedení. 

Vzrůstající dostupnost, vyšší kvalita a klesající ceny 
v posledních letech mezi základní a rutinně používané 
metody určení přesného druhu mikroorganismu zařazuje 
také přímé sekvenování mikrobiálních nukleových 
kyselin, nejčastěji ribozomálního 16S rRNA genu. 
Ovšem ve vzorcích s vysokým výskytem různých druhů 
mikroorganismů se mnoho mikrobiologických laboratoří 
stále potýká s finančním zatížením, kterým příprava 
vzorků pro sekvenaci a i samotný sekvenační servis ještě 
stále jsou. Samotnému sekvenování také předchází nut-
nost izolace bakteriální DNA, která navyšuje výdaje. Na 
trhu existuje řada komerčních souprav pro izolaci geno-
mové DNA fungujících na různých principech. Většina 
operuje na principu afinitní chromatografie s realizací 
v kolonkách s křemíkovým nosičem (silica-gel), případně 
fungující na principu iontoměničů. V posledních letech 
je stále populárnější izolace DNA za využití magnetic-
kých mikrokuliček, které s využitím reverzní adsorpce 
umožňují navázání celkové DNA a její oddělení od zbyt-
ku buněčných struktur a jejího obsahu (proteinů apod.). 

Použití komerčně vyráběných kitů pro izolaci DNA 
však celý proces stanovení druhu mikroorganismu ještě 
více ekonomicky zatěžuje, především pak ve vzorcích 
s vysokým celkovým počtem mikroorganismů. Naší 
snahou tedy je najít metodiku, která nebude obsaho-
vat nutnost izolace DNA pomocí kitu a celý proces tak 
udělá ekonomicky zajímavější, zachová stávající kvali-
tu a především rychlost přesného určení jednotlivých 
druhů mikroorganismů v takových vzorcích. Naše me-
todika je založená na použití různých páru primerů 
používaných k identifikaci mikroorganismů na základě 
sekvenování 16S rDNA genu, použití upravené colony 

Tab. 1  Seznam použitých kmenů a jejich kultivační podmínky      

název kult. metody kult. podmínky název kult. metody kult. podmínky

Lbc. crustorum M103 30°C, AN Lbc. rossiae MRS 30°C, AN

Lbc. brevis M103 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis CCDM451 M225 30°C, AN

Lbc. delbruckeii ssp. bulgaricus MRS 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis JCM 12444 M103 30°C, AN

Lbc. helveticus MRS 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis (blíže neurčený) MRS 30°C, AN

Lbc. mindensis FHN 30°C, AN Lbc. xiangfangensis M225 30°C, AN

Lbc. paralimentarius M103 30°C, AN Lbc. zymae MRS 30°C, AN

Lbc. plantarum MRS 30°C, AN Staph. epidermis BHI 30°C, A

Lbc. reuteri MRS 30°C, AN Staph. warneri BHI 30°C, A
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trakt (3 g/L), čerstvý kvasničný extrakt (15 ml/L), Tween 
80 (0,3 g/L), trypton (6 g/L). V případě bakterií rodu 
Staphylococcus pak Brain Heart Infusion medium (BHI, 
Himedia, Čaderský-Envitek, s.r.o., Atlas 2004). Bakterie 
byly kultivovány v příslušném tekutém mediu (5 ml) 
přes noc (dokud A620 = 0,5 - 1,0), poté byla suspenze 
centrifugována (4 000 g, 3 min), část použita rovnou pro 
PCR (cca 1μl narostlé kultury, viz. dále) a zbytek byl 
použit pro izolaci bakteriální DNA. 

Výroba templátu pro HRM RT-PCR
Bakteriální DNA byla izolována ze suspenze centrifu-

govaných bakterií pomocí DNeasy UltraClean Microbial 
Kit (Quiagen), postupovaly jsme přesně dle stanovených 
instrukcí v manuálu. 20 ng DNA bylo poté použito jako 
templát při RT-PCR a pro následnou HRM analýzu. 

Polymerázová řetězové reakce (PCR) na „koloniích“ 
Dříve popsaná metodika PCR na bakteriálních 

koloniích Bergkessel a Guthrie (tzv. colony PCR, 2004) 
byla modifikována následovně: namísto lyzování buněk 
pomocí NaOH byl pomocí sterilní kličky odebrán 1 μl 
stočených bakterií (centrifugace 4000 g, 3 min) do 50 μl 
sterilní vody bez nukleáz, vše bylo promícháno pomocí 
vortexu, ponecháno 30 min v lednici (7°C). 0,5 μl této 
vodné suspenze bylo následně použito jako templát pro 
PCR. Místo použití dvojice primerů, pomocí které by 

byl  amplifikován jen velmi krátký úsek daného genu 
(do 1 kb) byly použity primery, kdy amplikon dosaho-
val více než než 1,5 kb (tab. 2). Byly zhotoveny i dvě 
negativní kontroly: 1) kontrola vzniku nespecifických 
amplikonů, kde byla jako templát použita kolonie Sac-
charomyces cerevisiae, a 2) 0,5 μl sterilní vody bez 
nulkeáz bylo použito jako kontrola případné kontami-
nace použitých roztoků (pufru, primerů, vody). Samot-
ná PCR sestá vala z Q5 polymerázy (NEB) ve finální 
koncentraci 0,01 U/μl (oproti výrobcem doporučených 
0,02 U/μl), 1x pufr, 200 μM dNTP’s, 0,5 μM forward 

1 primer nasedající na 16S rRNA gen a 0,5 μM reverse 
1 primer nasedající na 16S rRNA gen (sekvence primerů 
v tab. 2) a vše bylo doplněno do celkového objemu 7 μl ste- 
 rilní vodou bez nukleáz. Vše bylo řádně smícháno a vlo-
ženo do thermocycleru (Biometra). Zvolený program: 1) 
95°C – 5 min; 2) 35 cyklů: 95°C – 30 s, 52°C – 30 s, 
72°C – 90 s; 3) 72°C – 10 min. Po skončení PCR bylo 
5 μl použito pro kontrolu správně proběhlé reakce po-
mocí gelové elektroforézy (ukázka - obr. 1), 2 μl vzorku 
byly smíchány s 98 μl vody bez nukleáz a dále použity 
jako templát pro RT-PCR a následnou HRM analýzu.

Polymerázová řetězová reakce v reálném čase  
(RT-PCR) a vysoko rozlišující analýza křivky tání 
(HRM analýza)

RT-PCR byla provedena pomocí přístroje StepOne™ 
Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems) v 0,1 ml 
zkumavkách (Applied Biosystems). 20 ng vyizolované  
bakteriální DNA, nebo 3 μl 50x naředěné DNA po 
upra vené colony PCR reakci bylo použito jako templát  
v 12 μl RT-PCR reakci (AccuMelt™ HRM Super-
Mix – 1x, Quantabio, 0,4 μM HRM-F primer, 0,4 μM 
HRM-R primer, H2O bez nukleáz). Namnožení produktů 
probí halo dle následujícího protokolu: 1) 95°C – 5 min; 
2) 35 cyklů: 95°C – 15 s, 60°C – 60 s (+měření míry 
fluorescence po každém cyklu); 3) kontinuální měření 
křivky tání: 95°C – 60 s, 60°C – 60 s, následované vz-
estupným zvyšování teploty o 0,3°C po každých 15 s 
až do dovršení 95°C (+kontinuální měření míry fluores-
cence). Primery použité v HRM RT-PCR byly umístěny 
uvnitř amplikonu po colony PCR (obr. 2). Pro vyhodno-
cení byl použit  StepOne™ v 2.3 software a High Resolu-
tion Melt Software v 3.0. Výsledné grafy a tabulky byly 
zpraco vány pomocí excell (Microsoft). Všechny vzorky 
byly amplifikovány v oddělených zkumavkách ve dvou 
opakováních. Vždy byla prováděna negativní kontrolu 
bez přidaného templátu (pouze s vodou). Celý proces byl 

Obr. 1   Kontrola správnosti colony PCR. Jamka 1 jako 
templát použita suspenze Staphylococcus epidermis, 
2 Staphylococcus warneri, 3 a 4 jsou negativní kontroly 
(v jamkách by se neměly objevit žádné viditelné 
proužky), v jamkách 5-10 byly použity různé druhy 
laktobacilů.

Obr. 2   Grafické znázornění umístění použitých párů 
primerů pro colony PCR a HRM RT-PCR v rámci 
16S rDNA. Primery označené PCR fw a PCR rev 
byly použity při colony PCR, primery označené 
qPCR fw a qPCR rev byly použity v HRM RT-PCR 
reakci.

Tab. 2  Použité primery  

primer sekvence 5´ - 3´ teplota 
nasedání 

[°C]

velikost 
produktu 

[bp]

PCR fw AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 52°C 1500-1700

PCR rev ACGGCTACCTTGTTACGACTT

qPCR fw GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 60°C 400-600

qPCRrev TCCTACGGGAGGCAGCAGT
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analýza odhalila po záporné derivaci fluorescence 
oproti teplotě pouze jeden pík v křivce tání (označen 
Tm – melt temperature = teplota tání). Na obrázku 4 
jsou pak kmeny, jejichž křivky tání vykazovaly po 
záporné derivaci píky 2, které se dále mohou lišit 
profilem jednotlivých křivek (vše vyhodnoceno soft-
warem High Resolution Melt Software v 3.0.1.). Ač 
je z výsledků patrné, že se hodnoty Tm liší v závis-
losti na použité metodě přípravy templátu pro HRM  
RT-PCR (hodnoty P value jsou u většiny <0.05,  
tab. 3 a 4), k amplifikaci dochází a jsme schopni 
rozlišit jednotlivé druhy mikroorganismů mezi sebou 
(s výjimkou Lbc. paralimentarius vs. Lbc. mindensis, 
k jejich rozlišení však nedochází HRM analýzou ani 
po izolaci DNA) a dokonce jsme schopni i rozlišit jed-
notlivé poddruhy u Lbc. sanfanciscensis. 

diskuze�a�závěr

Předmětem této mini studie bylo zjistit, zda budeme 
schopní amplifikovat pomocí RT-PCR DNA dříve ampli-
fikovanou pomocí modifikované colony PCR, abychom 
se mohli vyhnout nákladnému použití kitu pro izolaci 
bakteriální DNA. Z našich výsledků vyplývá, že k ampli-
fikaci takto připraveného vzorku dochází zcela bez 
problémů, oproti klasicky izolované bakteriální DNA 
sice dochází k určitým statisticky významným změnám 
v teplotě tání jednotlivých amplikonů, ovšem u některých 
vzorků k tomu nedošlo (Lactobacillus reuteri, Lactoba-
cillus rossiae, Staphylococcus epidermis a Staphylocco-

3x opakován (izolace DNA, colony PCR i RT-PCR spolu 
s HRM analýzou). Výsledky byly statisticky vyhodno-
ceny pomocí softwaru GraphPad Prism 8.2.1. a to buď 
pomocí Studentova t-testu, nebo jednocestné ANOVy.

výsledky

Výsledky HRM analýzy námi studovaných kmenů 
bakterií jsou uvedeny na obrázcích 3 a 4. Zkoumali 
jsme nejen to, zda pomocí HRM dokážeme rozlišit stu-
dované bakteriální kmeny, ale také zda jsme schopni 
dosáhnout stejného výsledku HRM analýzy i bez izol-
ace DNA z bakterií, ale za použití modifikované colony 
PCR. Na obrázku 3 jsou uvedené kmeny, jejichž HRM 

Obr. 3   HRM RT-PCR – vyhodnocení analýzy křivky teploty tání 
(Tm) amplikonů bakterií, u kterých po derivaci míry 
fluorescence oproti teplotě byl pouze jeden pík. Černé 
sloupce – templátem byla DNA izolována z bakterií  
pomocí kitu. Šedivé sloupce – templátem byla 50x 
zředěná colony PCR.

Obr. 4   HRM RT-PCR – vyhodnocení analýzy křivky teploty tání 
(Tm) amplikonů bakterií, u kterých po derivaci míry 
fluorescence oproti teplotě byly 2 píky. Jako první je 
uvedena hodnota Tm vyššího píku (sloupce - odstíny 
černé) a jako druhá hodnota píku nižšího (sloupce 
- odstíny modré). Pouze u Lbc. plantarum vyšší pík 
odpovídal nižší hodnotě Tm, u ostatních studovaných 
bakterií vyšší pík odpovídal vyšší hodnotě Tm. černý  
a tmavě modrý sloupec – templátem byla DNA izolována 
z bakterií pomocí kitu. Šedivý a světle modrý sloupec – 
templátem byla 50x zředěná colony PCR.

Tab. 3   Statistické vyhodnocení výsledků pomocí 
Studentova t-testu  

název P value (t test)

Lbc. crustorum 0,0153

Lbc. helveticus 0,0191

Lbc. mindensis 0,0147

Lbc. paralim 0,0001

Lbc. reuteri 0,1955

Lbc. rossiae 0,8707

Lbc. sanfr CCDM451 0,0025

Lbc. sanfr neurčený 0,0043

Lbc. zymae 0,0329

Staph. epidermis 0,879

Staph. warneri 0,5216

Tab. 4   Statistické vyhodnocení výsledků pomocí 
jednocestné ANOVY  

název P value (ANOVA)

Lbc. brevis 0,0001

Lbc. delbruckeii ssp. bulgaricus 0,0001

Lbc. plantarum 0,0001

Lbc. sanfranciscensis JCM 12444 0,0001

Lbc. xiangfangensis 0,0001
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cus warneri). Na druhou stranu i přes tyto změny v hod-
notách Tm křivek tání ještě zcela jasně můžeme rozlišit 
jednotlivé druhy, a dokonce i poddruhy například u Lac-
tobacillus sanfranciscensis (JCM 12444 vs. CCDM451). 
Bohužel dva druhy a sice Lactobacillus paralimentarius 
a Lactobacillus mindensis pomocí HRM analýzy rozlišit 
nedokážeme a to ani v případě izolace DNA pomocí kitu. 
Pro tento prvotní pokus byla pro colony PCR použita Q5 
polymeráza, ale v budoucnu bychom rádi ověřili, zda je 
možno stejný proces zopakovat i s levnějšími variantami 
již předpřipravených PCR master mixů, což sníží výdaje 
celého procesu ještě mnohem razantněji. 
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products

abstrakt

Cílem práce bylo posoudit preference vzorků mléka 
s laktosou a bez laktosy a provést senzorické hodnocení 
tří vzorků bílých bezlaktózových jogurtů. Ve sledované 
skupině hodnotitelů ve věku 21 – 70 let (n=60, 67 % 
žen a 33 % mužů) byla zjištěna vyrovnanost v preferen-
cích pro oba vzorky mléka, s laktosou a bez laktosy 
(46 a 44 %). Senzorické hodnocení bezlaktózových 
jogurtů prokázalo, že hodnotitelé se v preferencích řídili 
především konzistencí a kyselostí jogurtů.

Klíčová slova: laktózová intolerance; bezlaktózové 
mléčné výrobky; senzorické hodnocení

abstract

The aim of the work was to assess the preferences of 
lactose and lactose-free milk samples and to evaluate 
sensory properties of three samples of natural lactose-
free yoghurt. There was found a similar tendencies in 
the preference for both milk samples, with and with-
out lactose (46, and 44%) among the evaluators (age  
21-70 years, n=61; 67% women and 33% men). Sensory 
evaluation of lactose-free yoghurts showed that the pre-
ferences were primarily determined by consistency and 
acidity of the yoghurts.

Keywords: lactose intolerance; lactose-free dairy pro-
ducts, sensory evaluation

Úvod

Laktózová intolerance (LI) je metabolický stav, 
při kterém člověk nemůže trávit disacharid laktosu. 
Nejčastěji vzniká v souvislosti s geneticky podmíněným 
poklesem aktivity enzymu laktasa (β-galaktosidasový 
komplex) po odstavu (Tomar, 2014). Laktasa, produko-
vaná buňkami kartáčového lemu střevní sliznice tenkého 
střeva, rozkládá laktosu na absorbovatelné monosacha-
ridy (glukosu a galaktosu), které poskytují novorozenci 
potřebnou energii. Laktosa mateřského mléka zajišťuje 
přibližně 40 % energetické potřeby (Frühauf, 2010). 
Nejvyšší aktivita laktasy je proto v postnatálním období 


