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MOLEKULARNE-GENETICKE
METODY ZALOZENE NA PCR
VYUZITELNE PRO DETEKCI

A IDENTIFIKACI MIKROORGA-
NISMU V MLEKARENSTVI

Jaromir CihlaF, Olga Bazalova
Wzkumny Ustav mlékarensky s.r.o., Tabor

PCR-based molecular-genetic methods
suitable for the detection and identification
of microorganisms in the dairy industry

Abstrakt

Identifikace, klasifikace a detekce mikrobialnich
organismi je nedilnou soucasti ukonii provadénych
ve sbirkach, i pfi vyzkumu v potravinarské mikro-
biologii. Rychla detekce a identifikace nezadoucich
mikroorganismii, nebo kontrola Ccistoty pouZivanych
mikrobialnich kultur, je zasadni pro udrzeni kvality
a bezpecnosti potravin. Tradi¢ni metody v potravinarské
mikrobiologii jsou zavislé na kultivaci studovanych
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mikroorganismu. Jejich velkou nevyhodou je zejména
mnozstvi casu potfebného pro detekci a identifikaci
mikroorganismu v testovaném materidlu, coz muze byt
problém obzvlasté u potravin s kratkou dobou trvanli-
vosti, jakymi jsou napiiklad mléc¢né vyrobky. Proto se
pri detekci a identifikaci mikroorganismu stale castéji
uplatiiuji molekuldrné-genetické metody, z nichZ mnohé,
v porovnani s tradicnimi metodami, umoziuji rychlou
detekci, identifikaci, nebo kontrolu cistoty mikroorga-
nismd v potravinafstvi. Toto pojednani shrnuje poznat-
ky z oblasti molekuldrni biologie, konkrétné metod
zaloZenych na polymerdzové fetézové reakci (PCR),
vhodnych nejen pro rutinni detekci a identifikaci
mikroorganismd, ale i pokrocilejSi taxonomii. Dale se
vénuje moznostem a predpokladiim jejich vyuZiti v mik-
robiologickych laboratofich mlékdrenskych provoza.

Klicova slova: mikrobialni organismy, detekce, identi-
fikace, molekularni genetika, PCR

Abstract

Identification and typing of microbial organisms is an
integral part of operations carried out in culture collec-
tions and during research in food microbiology laborato-
ries. Rapid detection of contaminating microorganisms,
or purity check of the microbial cultures used, is essen-
tial for maintaining the quality and safety of food. Tra-
ditional methods in food microbiology are dependent on
the cultivation of the studied microorganisms. Their big
disadvantage is the amount of time required for the de-
tection and identification of microorganisms in the tested
material. This can be a problem especially for foods with
a short shelf life, such as dairy products. That is why mo-
lecular-genetic methods are increasingly being used in
the detection and identification of microorganisms, many
of which enable rapid detection, identification, or control
of the purity of microorganisms in the food industry. This
treatise summarizes findings from the field of molecular
biology, specifically methods based on the polymerase
chain reaction (PCR), suitable not only for routine de-
tection and identification of microorganisms, but also for
more advanced taxonomy. The possibilities and prerequi-
sites for their use in microbiological laboratories of dairy
operations are discussed.

Key words: microbial organisms, detection, identifica-
tion, molecular genetics, PCR

Uvod

S mikroorganismy — bakteriemi, kvasinkami a plisnémi
— se setkavame témér ve vSech aspektech naSeho Zivota.
Jsou znamy jak pro své prospeésné, tak i nepriznivé az
Skodlivé vlastnosti. Proto je rychld detekce a presna
identifikace a klasifikace mikroorganismii nezbytna
v mnoha odvétvich aplikovaného vyzkumu a primyslu,
pocinaje klinickym prostfedim, az po produkci potravin.
Dlouhou dobu byly identifikace a klasifikace mikrobial-

nich organismi provddény vyhradné na zakladé feno-
typovych, nebo biochemickych vlastnosti zkoumanych
mikroorganismu. Tato metodika vSak ¢asto vedla k nejis-
totam, nebot klasické mikrobiologické metody stanoveni
zavisi predevsim na spravné nastavenych podminkéch kul-
tivace mikroorganismi. Nevhodné kultivacni podminky
mohou vést k nepfesnosti ve fenotypové speciaci mikro-
bialnich kment. Z vySe uvedeného je patrné, Ze standardni
mikrobiologické postupy jsou velmi ¢asové naro¢né a na
persondl provadéjici identifikaci kladou vysoké odborné
ndroky. Fenotypové vlastnosti, ve smyslu morfologic-
kych znakli mikroorganismi, lze déle studovat pomoci
mikroskopickych technik. Zakladni metody optické mik-
roskopie umoziuji, za predpokladu, Ze jsou provadény
zkuSenymi taxonomy, relativné rychlé a presné urceni
mikroorganismd, jedna-li se naptiklad o vlaknité houby.
V pripadé bakterii a kvasinek je pak spravné druhové
urceni Casto naprosto nemozné. DalSim problém identifi-
kace mikroorganismt Cisté na zdkladé fenotypovych, nebo
morfologickych vlastnosti spociva v tom, Ze stejné, nebo
velmi podobné vlastnosti/morfologické znaky mohou nést
organismy, které jsou geneticky jen velmi mélo podobné.
Bylo prokazano, ze klasické metody identifikace a klasifi-
kace mikroorganismu jsou pro zcela spravné taxonomické
zafazeni Castokrat nedostate¢né (Donelli a kol., 2013) a Ze
je potfebné pozorované vlastnosti davat do kontextu s ge-
netickou vybavou zkoumaného vzorku.

Koncem dvacatého stoleti zacala mikrobiologie tézit
z prohlubujicich se znalosti v oboru molekularni gene-
tiky. Byt maji klasické metody v mikrobiologickych
laboratorich stale své pevné misto, molekularné-gene-
tické techniky nam oteviely do té doby netusené moz-
nosti detekce ¢i identifikace mikroorganismd, a to véetné
téch nekultivovatelnych. Doposud bylo vyvinuto mnoz-
stvi molekuldrné-genetickych metod vhodnych pro de-
tekcei, identifikaci a typizaci mikrobidlnich organismi.
Mnoho z téchto metod, jako napt. diive oblibena ribo-
typizace, ¢i gelova elektroforéza v pulznim poli (Olive
a Been, 1999), jiz zastaralo a bylo nahrazeno vhodné;jsi-
mi, rychlejSimi, nebo levnéjSimi metodami. VEtSina
z nich je zaloZena na nékteré z variant analyzy mikro-
bialni deoxyribonukleové kyseliny (DNA) amplifikované
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), riznymi
metodami mapovani polymorfismi v homolognich
sekvencich DNA pocinaje a pfimym sekvenovanim PCR
produktii konce (Olive a Been, 1999). Nasleduje prehled
pouzivanych metod analyzy DNA, z nichZ kazda, ze své
podstaty, ma své vyhody i nevyhody, a tudiZ je vhodna
pro riizna vyuziti, at jiz k detekci, identifikaci, nebo
k typizaci mikroorganismi v kultufe, nebo zkoumaném
vzorku (Sharma a kol., 2020).

Metody analyzujici polymorfismy fragmentii DNA
Jednou z prvnich ¢etné uzivanych metod je PCR-RFLP

(z anglického Restriction Fragment Length Polymor-
phism), pfi které restrikéni enzymy pisobi na vybra-
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nou oblast DNA (vétSinou cast ur¢itého genu), ktera je
v prvnim kroku amplifikovand pomoci PCR. Vzniklé
fragmenty jsou nasledné oddéleny elektroforézou na
agar6zovém gelu a obarveny vhodnym interkalacnim
barvivem. Identifikace zkoumanych mikroorganismu
ve vzorku poté spocivd ve vizualizaci a analyze profilu
fragmentd/prouzkii na gelu, které jsou unikatni pro kazdy
mikrobialni kmen, kdy blizce pribuzné kmeny maji pro-
fily fragmentli identické nebo velmi podobné, a naopak
rozdily v profilech fragmentil indikuji genetickou diver-
zitu studovanych kmeni. I pfes sva negativa spocivajici
v obtiZzné interpretovatelnosti generovanych profild
(Olive a Been, 1999) miZe byt tato metoda uspésné
vyuZzivana k identifikaci riznorodych mikroorganismi
(Baffoni a kol., 2013; Diguta a kol., 2011, Pramunadipta
a kol., 2022).

Podobnou metodou je AFLP (z anglického Amplified
Fragment Length Polymorphism), kterd detekuje poly-
morfismy v délce amplifikovanych fragmentt. Na rozdil
od predchozi metody jsou restrikéni enzymy pouZity
k fragmentaci celé genomové DNA (gDNA) a vzniklé
fragmenty jsou pak enzymaticky spojovany se special-
nimi adaptérovymi molekulami DNA. Nasleduje PCR
amplifikace komplext restrik¢nich fragmenta a adaptéru
za pouziti primerd, které jsou komplementarni k adap-
torovym sekvencim. Diky tomu se amplifikuji pouze
nékteré podskupiny restrikénich fragmentli obsahujici
komplementarni adaptér. K analyze AFLP pak znovu
dochazi pomoci gelové elektroforézy, ¢imz je ziskan pro-
fil fragmentt DNA z jediné mikrobidlni genomové DNA
(Sharma a kol., 2020). Diky adaptérim a k nim komple-
mentarnim primerim mé tato metoda oproti RFLP
vyhodu v tom, Ze ji lze provést i bez pfedchozi znalosti
jakékoliv genomové sekvence studovaného organismu.
AFLP lze pouzit k posouzeni genetické diverzity v rdm-
ci druhu (typizace) nebo mezi blizce pribuznymi druhy
(Paun a Schonswetter, 2012). Proto byla metoda AFLP
efektivné vyuzivana pro genotypizaci mikroorganismu
patficich do vSech tfi domén Zivota (de Barros Lopes
a kol., 1999, Singh a kol., 2009).

Dalsi metodou identifikace a typizace je RAPD-PCR
(z anglického Random amplified polymorphic DNA), pfi
které jsou amplifikovany useky polymorfni DNA, které
jsou pritomné v genomech vSech organismi. Na rozdil od
vyse popsanych metod vyuzivd RAPD-PCR kratké primery
(8—12 nukleotidii dlouhé) s libovolnymi sekvencemi, které
se nespecificky vazou na templiatovou DNA. Ty ndsledné
amplifikuji ndhodné oblasti templatové DNA za vzniku
jedine¢ného profilu PCR amplikond. Srovnani vzniklych
profili pak slouzi k identifikaci studovanych organisml
(Sharma a kol., 2020). Jako templat pro RAPD-PCR mtize
byt pouZita jak izolovand gDNA, tak i mikrobidlni lyzaty,
kdy odpadéd nutnost izolace gDNA. RAPD-PCR, stejné
jako AFLP, nevyzaduje Zadnou predchozi znalost sekvence
genomu cilového mikroorganismu (Sharma a kol., 2020)
a lze ji pouzit k identifikaci i typizaci rozmanitych mik-
robidlnich druht (Abdollahniya a kol., 2018; Reale a kol.,

2013). Vzhledem k pouziti kratkych nahodnych sekvenci
primerd a moznosti jejich nespecifického nasedani na tem-
platovou gDNA, mé vSak tato metoda obtiznou reproduko-
vatelnost vysledki (Olive a Been, 1999).

Reseni vySe popsaného problému s reprodukovatel-
nosti vysledki do urcité miry nabizi Rep-PCR. Tato
metoda je zalozena na pritomnosti velkého mnozstvi
nekddujicich, opakujicich se sekvenci DNA v genomech
bakterii, archaei a eukaryot. Rep-PCR vyuZiva specidlni
primery zacilené na nékolik téchto opakujicich se oblasti
a PCR k vytvoreni jedine¢nych DNA profilli jednotlivych
mikrobialnich kment (Sharma a kol., 2020). Kratka doba
analyzy, nizké naroky na vstupni mnoZzstvi DNA urcené
k analyze a relativné vysoka rozliSovaci schopnost me-
tody z ni déla ucinny nastroj pro studium mikrobidlni
diverzity na druhové az vnitrodruhové urovni (Gevers
a kol., 2001). Mezilaboratorni reprodukovatelnost vsak
muzZe byt riznou mérou ovlivnéna napiiklad zptisobem
extrakce DNA, pouzivanymi PCR reagenciemi, ¢i zvo-
lenymi podminkami gelové elektroforézy (Sharma a kol.,
2020). Je tedy potieba mit tyto aspekty na zreteli.

Posledni relativné casto vyuZivanou metodou analyzy
variabilnich dsekit DNA je DGGE (z anglického De-
naturing Gradient Gel Electrophoresis). Tato metoda je
zaloZena na separaci DNA fragmentd podobnych, nebo
stejnych délek v denaturacnim gradientu na polyakryla-
midovém gelu, ktery obsahuje mocovinu, nebo formamid.
K analyze se pouzivaji hypervariabilni oblasti, nejcastéji
v ramci gentl pro rRNA, na které je béhem PCR amplifi-
kace navazana 30-50 bp dlouha oblast obsahujici pouze
GC nukleotidy (tak zvand GC-svorka). Vysledné PCR
produkty jsou denaturoviny na zdkladé jejich sekvenci,
protoze na GC bohaty konec neni denaturovan. DGGE
byla pouZita a ukdzala se jako vhodnd metoda pro analyzy
riznych mikrobidlnich komunit (Hong a kol., 2016).
Vzhledem k tomu, Ze predchozi kultivace studovanych
miroorganismi neni nutnd, ma velkou vyhodu oproti fadé
jinych metod. Limitujicim faktorem DGGE je vSak $patna
detekce mikroorganismd, které jsou v komunité pfitomny
v nizké koncentraci, a naopak v nékterych piipadech miize
dojit k nadhodnoceni mikrobiélni diverzity ve zkoumaném
vzorku v dusledku pfitomnosti bakterii s heterogennimi
rRNA operony (Sharma a kol., 2020).

Metody analyzujici specifické oblasti DNA

Béhem posledniho desetileti hledali védci rychlejsi
a ucinnéjsi prostiedky mikrobidlni detekce a identifikace.
Tu umoziuji metody vyuzivajici kapacit PCR v redlném
case (Real Time). RT-PCR oproti konvenénim PCR me-
toddm poskytuje mnoho vyhod, jako je vyssi citlivost,
presnost a schopnost monitorovat amplifikaci DNA v real-
ném case na zdkladé intenzity fluorescence. Tim odpada
nutnost provadéni naslednych detekcnich technik (napfr.
elektroforéza na agar6zovém gelu, hybridizace a podobné).
RT-PCR muze byt také kvantitativni (Lin a Génzle, 2014)
nebo semikvantitativni za pouZiti hodnoty Cq (Cislo cyklu,
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pfi kterém intenzita fluorescence stoupd nad detekovatel-
nou uroven). Metoda je pouzitelnd na razné druhy vzorki,
byla naptiklad pouzita pro identifikaci bakterii v mléce,
které jsou obtizné kultivovatelné (Taponen a kol., 2009).

V poslednich letech je také stile oblibené€jsi me-
toda detekce jednotlivych druhl, nebo celych skupin
mikroorganismil ve vzorcich na zdkladé analyzy kiivky
tani — High Resolution Melting Analysis (HRM). Pri
této metodé dochdzi k postupnému zahfivani a taveni
dvousroubovice DNA, ¢imz se z ni uvoliuje predem
navazané fluorescencni barvivo a dochazi k poklesu fluo-
rescence, kterd je monitorovdna pfisluSnym pfistrojem
a vyhodnocovana softwarem. Pfitomnost heteroduplexu
v analyzovaném RT-PCR produktu/amplikonu méni tvar
ktivky tani, ktery je charakteristicky pro konkrétni ziménu
na konkrétni pozici daného amplikonu. Tato metoda se tak
stava rychlym, spolehlivym, pfesnym a nakladové efek-
tivnim néstrojem pro genotypizaci mikroorganismu nejen
jednotlivé nakultivovanych, ale v nékterych pripadech
i ve smésnych kulturéach, ¢i potravinach (Bazalova a kol.,
2022). HRM analyza nachazi své uplatnéni i v riznych
sbirkdch mikroorganismii, kde muze slouzit jako rychla
a levna metoda pro kontrolu Cistoty pri pasazich sbirko-
vych kmeni (Bazalova a Cihlar, 2019).

RT-PCR a HRM analyza poskytuji rychlou a pfesnou
identifikaci a detekci mikrobidlnich organismi. Tyto me-
tody vSak vyzaduji naro¢nou pripravu vzorkil, spocivajici
v extrakci DNA, a pro jejich provadéni je potieba sofis-
tikovaného, a tedy drahého vybaveni (RT-PCR termo-
cykler). LAMP (z anglického Loop-mediated isothermal
amplification; Notomi a kol., 2000) ma potencidl stat se
levnou alternativou k t€émto detekénim metodam. Tato
nova metoda amplifikace nukleovych kyselin se od kla-
sické PCR odlisuje tim, Ze cilova sekvence je pomoci Bst
DNA polymerazy a 4-6 riznych primerti amplifikovana
za konstantni teploty v rozmezi 60-65 °C takzvanou au-
tocyklickou syntézou DNA. Pritomnost ¢i nepfitomnost
detekované DNA se posuzuje vizudlné podle vyskytu
bilé srazeniny pyrofosforeCnanu horecnatého nebo podle
zmeény barvy po pridani vhodného interkalacniho bar-
viva do reakce. Velkou vyhodou LAMP je, Ze je ampli-
fikace provadéna za konstantni teploty, a tudiZ eliminuje
potebu drahych termocyklerti. Zaroven je tato metoda
méné citlivd na pritomnost inhibitorti, ¢imZ se zkracuje
¢as potiebny pro pfipravu vzorki. LAMP metoda byla
pouzita a uspésné testovana pro detekci alimentdrnich
patogent i dalSich mikroorganismt zptsobujici znehod-
noceni potravin (Niessen a kol., 2013; Yang a kol., 2018).
Urc¢itym limitujicim faktorem jsou primery nasedajici na
rizné casti amplifikovaného genu, pro jejichZ navrh je
potreba pouzit specializovany software.

Metody zalozené na pfimém sekvenovani DNA
Zasadnim problémem vétSiny vySe popsanych me-

tod je, Ze bez pouZziti vhodnych bioinformatickych
nastroji lze vysledky jen obtizné porovnat mezi jed-

notlivymi laboratofemi, tedy reprodukovatelnost je
velmi nizkd. Naproti tomu sekvenacni metody prinaseji
moznost archivace dat ve formé univerzilniho genetic-
kého kodu. Pfimym sekvenovanim (zjiSt€énim poradi
nukleotidovych bazi v molekule DNA) PCR produkt
tak ziskdvame data, sekvence vybranych tsekii DNA,
umoziujici jednoduché sdileni ve formé knihovny c¢i
databézi. K identifikaci mikroorganismii pak dochéazi na
zéakladé porovnani ziskané sekvence se sekvencemi jiz
dostupnymi v riznych, casto on-line, databazich. Rozvoj
sekvenacnich metod k identifikaci mikroorganismil
Sel ruku v ruce se vzrlstajici dostupnosti, vyssi kvali-
tou a klesajicimi cenami sekvena¢nich sluzeb. Umérné
s rostoucim poctem DNA sekvenci z bakteridlnich a hou-
bovych izolatl dostupnych ve vefejnych databazich pak
rostla i oblibenost sekvenacnich metod. Rychla ampli-
fikace vybranych oblasti DNA i z malého mnozZstvi
vychoziho materidlu déla ze sekvenovani PCR produktt
jednu z nejcitlivéjSich dostupnych technik pro detekci
a identifikaci mikrobidlnich organismil.

Diky své vysoké evolu¢ni konzervovanosti a z toho
plynouci specifité¢ pro kazdy mikrobidlni druh se uni-
verzalnim markerem pro identifikaci a typizaci vSech
mikrobidlnich organismt rychle staly oblasti kodujici
ribozomdalni RNA (16S rRNA u bakterii; ITS region,
18S rRNA a 26S/28S rRNA u kvasinek a plisni) (John-
son a kol., 2019, Schoch a kol., 2012). Standardni postup
identifikace je amplifikace vybrané oblasti rRNA pomoci
PCR, nasledovana sekvenovanim a porovnanim ziskané
sekvence s jiz znamymi sekvencemi uloZenymi v on-line,
¢i jinak dostupnych databédzich. Diky své konzervova-
nosti jsou oblasti TRNA ve vétSiné piipadd dostatecné
pro identifikaci zkoumaného MO aZ na druhovou trover.
V pripadech, kdy jsou oblasti rRNA identické u dvou
blizce pribuznych druht, pfistupuje se k identifikaci na
zakladé jinych konzervovanych genti. Témi jsou u bak-
terii naptiklad geny pro RNA polymerazu, DNA gyrazu,
transkripcni faktor Tu, heat shock proteiny a podobné
(Maiden a kol., 2013). Alternativné lze sekvenovat vice
téchto gent najednou a identifikaci blizce pribuznych
bakterii provést metodou multilocus sequence typing
(MLST; Maiden a kol., 2013), kterou Ize studovat ge-
netickou variabilitu mikroorganismii v ramci jednot-
livych druht. Metoda MLST je postavend na principu
zvySovani poctu fylogeneticky relevantnich dat sekveno-
vanim vétsiho mnoZstvi variabilnich lokust (geni).
Analyze pak predchédzi tvorba velkych alignmenti, tj.
soubord, ve kterych jsou ziskané sekvence zarovnany za
sebou a porovnany se sekvencemi blizkych druhti. Pro
snazsi interpretaci jsou nasledné konstruovany fyloge-
netické stromy, grafické vystupy, znazoriujici genetic-
kou ptibuznost studovanych bakterii.

U kvasinek pro urceni druhu postacuji ve vétSiné
pripada sekvence ITS regiont (dsek jaderné DNA kodu-
jici kratké casti RNA malé a velké ribozomalni podjed-
notky obsahujici vnitini prepisované distancni sekvence)
(Schoch a kol., 2012). U nékterych druhi kvasinek
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(napt. Kazachstania pseudohumilis) je tento region sice
dobte amplifikovatelny, avsak za standardnich podminek
ziejmé kvuli sekundérni struktufe generovaného PCR
produktu, obtizné sekvenovatelny (Kieleczawa, 2006).
V takovych pripadech se pfistupuje k sekvenovani D1/
D2 regionu — ¢asti 26S rRNA velké ribozomalni pod-
jednotky. U vlaknitych hub bylo zjisténo, Ze sekvence
oblasti ITS generuji neptresnosti v identifikaci na Grovni
druhu, zejména u blizce pribuznych druht (Kiss, 2012).
Vléaknité houby/plisné jsou casto nezddouci kontaminan-
ty potravin. Mimo senzorického a vyZivového znehod-
noceni potravin mohou produkovat toxické ¢i alergenni
metabolity. Proto je spravnd identifikace t€chto organismu
v potravinich nezbytnou podminkou pro adekvatni za-
sah. Pro presnou identifikaci vlaknitych hub jsou pak
nejcastéjSimi alternativnimi markery geny kodujici esen-
cidlni bunééné proteiny jako aktin, tubulin, kalmodulin
a dalsi (Raja a kol., 2017). Stejné jako v pripadé bakterii
1ze pro navySeni fylogeneticky relevantnich dat sekveno-
vat vice markert pro takzvané molekularni barkddovani
(Raja a kol., 2017). Pro snazsi identifikaci, interpretaci
a mezilaboratorni kompatibilitu sekvenci houbovych
organismi laboratore sekvenuji pravé tyto standardizo-
vané markery/barkédy a diky znalosti téchto sekvenci
Ize naptiklad navrhovat druhové specifické primery. Ty
lze pouzit pro detekci konkrétnich druhtit v DNA izolo-
vané z neznamého vzorku, nebo, v pfipadé sbirkovych
kment, detekovat kontaminaci blizce pfibuznym druhem
bez nutnosti sekvenovat dany isek DNA (Kavkova a kol.,
2021).

Problematika extrakce DNA

Ackoliv nékteré z popsanych molekuldrnich metod
umoziuji praci s hrubymi lyzéty bunék, béhem vsech tko-
nl predchazejicich identifikaci je vZdy vyhodnéjsi pra-
covat s nakultivovanym materidlem. Klasické kultivacni
metody tak maji v mikrobiologickych laboratofich stéle
své pevné misto. Jednim z téchto nezbytnych tkoni je
extrakce mikrobidlni DNA, nebot lyzaty bunék mohou
obsahovat mnoho litek a enzyml potencidlné inhi-
bujicich amplifikaci pomoci PCR. Extrakce DNA ale
prodluzuje Cas potfebny k analyze mikrobialnich vzorka
a navySuje vydaje. Existuje mnoho metod extrakce
genomové DNA optimalizovanych pro konkrétni typy
mikroorganismil, z nichz nékteré zahrnuji praci s toxic-
kymi chemikaliemi, a tudiZ jsou potencidlné nebezpecné
pro osoby, které izolaci DNA provadéji (Baptista a kol.,
2021). Na trhu existuje fada komercnich souprav pro
extrakci genomové DNA fungujicich na rtiznych princi-
pech. VétSina operuje na principu afinitni chromatografie
s realizaci v kolonkédch s kfemikovym nosi¢em (silica-
gel), pfipadné na principu iontoménicti. Populédrni jsou
také soupravy pro izolaci DNA za vyuZiti magnetickych
mikrokuli¢ek, na které se na principu reverzni adsorpce
navaze celkovd DNA a oddéli se od zbytku bunécnych
struktur a dalSiho obsahu (proteinii apod.). Komeréni

kity nabizeji moznost rychlé a pohodIné extrakce mik-
robidlni DNA, a to dokonce pfimo z riznych materialu,
véetné potravin, bez nutnosti kultivace jednotlivych
mikrobialnich kolonii (Baptista a kol. 2021). V pripadé,
kdy pracujeme s jiz kultivovanymi mikroorganismy, 1ze
za urcitych podminek proces extrakce gDNA vynechat,
konkrétné metodou PCR z jediné kolonie (Colony PCR;
Bergkessel a Guthrie, 2013). Tato metoda je vhodna pro
rychlou identifikaci, kdy bakteriologicka klicka, pouzita
k odebrani kolonie bakterii nebo kvasinek, napiiklad
pro jind mikrobiologickd vySetfeni, je oplachnuta ve
zkumavce obsahujici smés pro PCR reakci. Nabizi také
moznosti optimalizace pro konkrétni zplsoby pouZiti
(Bazalova a Cihlat, 2019). V pripadé prace s vlaknitymi
houbami se kroku extrakce gDNA nelze vyhnout. Silné
bunécné stény hub vyzaduji pouziti mechanické sily
pro uvolnéni bunééného obsahu, véetné gDNA. Navic
mnoho hub produkuje rizné metabolity a barviva, které
maji schopnost inhibovat nasledné enzymatické procesy
véetné PCR. Extrakci houbové DNA pro bézné analyzy
lze vSak provést rychle a nendkladné mechanickym
rozruSenim biologického materidlu a naslednym vyso-
lenim, naptiklad pomoci NaOH (Kavkova a kol., 2021).

Zaver

Genotypové metody nam umoznily objevit obrovs-
kou diverzitu dfive neznidmych mikrobidlnich druhd,
a to vcetné¢ téch nekultivovatelnych, a v neposledni
fadé¢ usnadnily i metagenomické studie na velkych
a riznorodych mikrobidlnich komunitach. V dnesni dobé
se v identifikaci a klasifikaci mikroorganismt nejvice
uplatiiuji sekvenacni pristupy, které jsou rychlé, dosta-
te¢né citlivé a nabizeji velké moZnosti optimalizace.
Dalsi genomické metody, které byly stru¢né popsany
v tomto prehledu, mohou byt uZitecné jako dopliikové
metody, napfiklad v piipadech, kdy je nutné rozliSit
rizné kmeny v rdmci jednoho mikrobidlntho druhu.
Casova naro¢nost vétsiny téchto metod spolu s naroky
na odbornost a naklady spojenych s jejich implemen-
taci vSak komplikuji jejich rutinni aplikaci v béZnych
mikrobiologickych laboratotich, nebo sbirkach kultur.
Co se tyka detekcnich technik, velky potencidl v mik-
robiologickych laboratofich ma metoda HRM-PCR,
ktera je rychld, presnd a ndkladové efektivni metodou
pro detekci a genotypizaci mikroorganismt. Pro malé
provozy a lokalni laboratore se do budoucna jevi jako
idedlni pouziti na obsluhu nenarocné metody LAMP,
kterd mize byt provddéna v obycejnych termoblocich
a za nizkych nakladt. Vysoka citlivost, které 1ze optima-
lizacemi dosahnout, z ni ¢ini potenciondln€ cenny nastroj
pro rychlou diagnostiku alimentarnich patogent i dalSich
mikroorganismil zpisobujicich znehodnoceni potravin.
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