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abstrakt

Identifikace, klasifikace a detekce mikrobiálních 
organismů je nedílnou součástí úkonů prováděných 
ve sbírkách, i při výzkumu v potravinářské mikro-
biologii. Rychlá detekce a identifikace nežádoucích 
mikroorganismů, nebo kontrola čistoty používaných 
mikrobiálních kultur, je zásadní pro udržení kvality 
a bezpečnosti potravin. Tradiční metody v potravinářské 
mikrobiologii jsou závislé na kultivaci studovaných 
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mikroorganismů. Jejich velkou nevýhodou je zejména 
množství času potřebného pro detekci a identifikaci 
mikroorganismů v testovaném materiálu, což může být 
problém obzvláště u potravin s krátkou dobou trvanli-
vosti, jakými jsou například mléčné výrobky. Proto se 
při detekci a identifikaci mikroorganismů stále častěji 
uplatňují molekulárně-genetické metody, z nichž mno hé, 
v porovnání s tradičními metodami, umožňují rych lou  
detekci, identifikaci, nebo kontrolu čistoty mikroorga-
nismů v potravinářství. Toto pojednání shrnuje poznat-
ky z oblasti molekulární biologie, konkrétně metod 
založených na polymerázové řetězové reakci (PCR), 
vhodných nejen pro rutinní detekci a identifikaci 
mikroorganismů, ale i pokročilejší taxonomii. Dále se 
věnuje možnostem a předpokladům jejich využití v mik-
robiologických laboratořích mlékárenských provozů. 

Klíčová slova: mikrobiální organismy, detekce, identi-
fikace, molekulární 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

Úvod

S mikroorganismy – bakteriemi, kvasinkami a plísněmi 
– se setkáváme téměř ve všech aspektech našeho života. 
Jsou známy jak pro své prospěšné, tak i nepříznivé až 
škodlivé vlastnosti. Proto je rychlá detekce a přesná 
identifikace a klasifikace mikroorganismů nezbytná 
v mnoha odvětvích aplikovaného výzkumu a průmyslu, 
počínaje klinickým prostředím, až po produkci potravin. 
Dlouhou dobu byly identifikace a klasifikace mikrobiál-

ních organismů prováděny výhradně na základě feno-
typových, nebo biochemických vlastností zkoumaných 
mikroorganismů. Tato metodika však často vedla k nejis-
totám, neboť klasické mikrobiologické metody stanovení 
závisí především na správně nastavených podmínkách kul-
tivace mikroorganismů. Nevhodné kultivační podmínky 
mohou vést k nepřesnosti ve fenotypové speciaci mikro-
biálních kmenů. Z výše uvedeného je patrné, že standardní 
mikrobiologické postupy jsou velmi časově náročné a na 
personál provádějící identifikaci kladou vysoké odborné 
nároky. Fenotypové vlastnosti, ve smyslu morfologic-
kých znaků mikroorganismů, lze dále studovat pomocí 
mikroskopických technik. Základní metody optické mik-
roskopie umožňují, za předpokladu, že jsou prováděny 
zkušenými taxonomy, relativně rychlé a přesné určení 
mikroorganismů, jedná-li se například o vláknité houby. 
V případě bakterií a kvasinek je pak správné druhové 
určení často naprosto nemožné. Dalším problém identifi-
kace mikroorganismů čistě na základě fenotypových, nebo 
morfologických vlastností spočívá v tom, že stejné, nebo 
velmi podobné vlastnosti/morfo lo gické znaky mohou nést 
organismy, které jsou gene tic ky jen velmi málo podobné. 
Bylo prokázáno, že  klasické metody identifikace a klasifi-
kace mikroorganismů jsou pro zcela správné taxonomické 
zařazení častokrát nedos tatečné (Donelli a kol., 2013) a že 
je potřebné pozorované vlastnosti dávat do kontextu s ge-
netickou výbavou zkoumaného vzorku.

Koncem dvacátého století začala mikrobiologie těžit 
z prohlubujících se znalostí v oboru molekulární gene-
tiky. Byť mají klasické metody v mikrobiologických  
laboratořích stále své pevné místo, molekulárně-gene-
tické techniky nám otevřely do té doby netušené mož-
nosti detekce či identifikace mikroorganismů, a to včetně  
těch nekultivovatelných. Doposud bylo vyvinuto množ-
ství molekulárně-genetických metod vhodných pro de-
tekci, identifikaci a typizaci mikrobiálních organismů. 
Mnoho z těchto metod, jako např. dříve oblíbená ribo-
ty pizace, či gelová elektroforéza v pulzním poli (Olive  
a Been, 1999), již zastaralo a bylo nahrazeno vhodnější-
mi, rychlejšími, nebo levnějšími metodami. Většina 
z nich je založena na některé z variant analýzy mikro-
biální deoxyribonukleové kyseliny (DNA) amplifikované 
pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR), různými 
metodami mapování polymorfismů v homologních 
sekvencích DNA počínaje a přímým sekvenováním PCR 
produktů konče (Olive a Been, 1999). Následuje přehled 
používaných metod analýzy DNA, z nichž každá, ze své 
podstaty, má své výhody i nevýhody, a tudíž je vhodná 
pro různá využití, ať již k detekci, identifikaci, nebo 
k typizaci mikroorganismů v kultuře, nebo zkoumaném 
vzorku (Sharma a kol., 2020). 

Metody�analyzující�polymorfismy�fragmentů�dna

Jednou z prvních četně užívaných metod je PCR-RFLP 
(z anglického Restriction Fragment Length Polymor-
phism), při které restrikční enzymy působí na vybra-
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2013). Vzhledem k použití krátkých náhodných sekvencí 
primerů a možnosti jejich nespecifického nasedání na tem-
plátovou gDNA, má však tato metoda obtížnou reproduko-
vatelnost výsledků  (Olive a Been, 1999). 

Řešení výše popsaného problému s reprodukovatel-
ností výsledků do určité míry nabízí Rep-PCR. Tato 
metoda je založena na přítomnosti velkého množství 
nekódujících, opakujících se sekvencí DNA v genomech 
bakterií, archaeí a eukaryot. Rep-PCR využívá speciální 
primery zacílené na několik těchto opakujících se oblastí 
a PCR k vytvoření jedinečných DNA profilů jednotlivých 
mikrobiálních kmenů (Sharma a kol., 2020). Krátká doba 
analýzy, nízké nároky na vstupní množství DNA určené 
k analýze a relativně vysoká rozlišovací schopnost me-
tody z ní dělá účinný nástroj pro studium mikrobiální 
diverzity na druhové až vnitrodruhové úrovní (Gevers 
a kol., 2001). Mezilaboratorní reprodukovatelnost však 
může být různou měrou ovlivněna například způsobem 
extrakce DNA, používanými PCR reagenciemi, či zvo-
lenými podmínkami gelové elektroforézy (Sharma a kol., 
2020). Je tedy potřeba mít tyto aspekty na zřeteli.

Poslední relativně často využívanou metodou analýzy 
variabilních úseků DNA je DGGE (z anglického De-
naturing Gradient Gel Electrophoresis). Tato metoda je 
založena na separaci DNA fragmentů podobných, nebo 
stejných délek v denaturačním gradientu na polyakryla-
midovém gelu, který obsahuje močovinu, nebo formamid. 
K analýze se používají hypervariabilní oblasti, nejčastěji 
v rámci genů pro rRNA, na které je během PCR amplifi-
kace navázána 30-50 bp dlouhá oblast obsa hující pouze 
GC nukleotidy (tak zvaná GC-svorka). Výsledné PCR 
produkty jsou denaturovány na základě jejich sekvencí, 
protože na GC bohatý konec není denaturován. DGGE 
byla použita a ukázala se jako vhodná metoda pro analýzy 
různých mikrobiálních komunit (Hong a kol., 2016). 
Vzhledem k tomu, že předchozí kultivace studovaných 
miroorganismů není nutná, má velkou výhodu oproti řadě 
jiných metod. Limitujícím faktorem DGGE je však špatná 
detekce mikroorganismů, které jsou v komunitě přítomny 
v nízké koncentraci, a naopak v některých případech může 
dojít k nadhodnocení mikrobiální diverzity ve zkoumaném 
vzorku v důsledku přítomnosti bakterií s heterogenními 
rRNA operony (Sharma a kol., 2020). 

Metody�analyzující�specifické�oblasti�dna�

Během posledního desetiletí hledali vědci rychlejší 
a účinnější prostředky mikrobiální detekce a identifikace. 
Tu umožňují metody využívající kapacit PCR v reálném 
čase (Real Time). RT-PCR oproti konvenčním PCR me-
todám poskytuje mnoho výhod, jako je vyšší citlivost, 
přesnost a schopnost monitorovat amplifikaci DNA v reál-
ném čase na základě intenzity fluorescence. Tím odpadá 
nutnost provádění následných detekčních technik (např. 
elektroforéza na agarózovém gelu, hybridizace a podobně). 
RT-PCR může být také kvantitativní (Lin a Gänzle, 2014) 
nebo semikvantitativní za použití hodnoty Cq (číslo cyklu, 

nou oblast DNA (většinou část určitého genu), která je 
v prvním kroku amplifikovaná pomocí PCR. Vzniklé 
fragmenty jsou následně odděleny elektroforézou na 
agarózovém gelu a obarveny vhodným interkalačním 
barvivem. Identifikace zkoumaných mikroorganismů 
ve vzorku poté spočívá ve vizualizaci a analýze profilu 
fragmentů/proužků na gelu, které jsou unikátní pro každý 
mikrobiální kmen, kdy blízce příbuzné kmeny mají pro-
fily fragmentů identické nebo velmi podobné, a naopak 
rozdíly v profilech fragmentů indikují genetickou diver-
zitu studovaných kmenů. I přes svá negativa spočívající 
v obtížné interpretovatelnosti generovaných profilů 
(Olive a Been, 1999) může být tato metoda úspěšně 
využívána k identifikaci různorodých mikroorganismů 
(Baffoni a kol., 2013; Diguta a kol., 2011, Pramunadipta 
a kol., 2022). 

Podobnou metodou je AFLP (z anglického Amplified 
Fragment Length Polymorphism), která detekuje poly-
morfismy v délce amplifikovaných fragmentů. Na rozdíl 
od předchozí metody jsou restrikční enzymy použity 
k fragmentaci celé genomové DNA (gDNA) a vzniklé 
fragmenty jsou pak enzymaticky spojovány se speciál-
ními adaptérovými molekulami DNA. Následuje PCR 
amplifikace komplexů restrikčních fragmentů a adaptéru 
za použití primerů, které jsou komplementární k adap-
torovým sekvencím. Díky tomu se amplifikují pouze 
některé podskupiny restrikčních fragmentů obsahující 
komplementární adaptér. K analýze AFLP pak znovu 
dochází pomocí gelové elektroforézy, čímž je získán pro-
fil fragmentů DNA z jediné mikrobiální genomové DNA 
(Sharma a kol., 2020). Díky adaptérům a k nim komple-
mentárním primerům má tato metoda oproti RFLP 
výhodu v tom, že ji lze provést i bez předchozí znalosti 
jakékoliv genomové sekvence studovaného organismu. 
AFLP lze použít k posouzení genetické diverzity v rám-
ci druhu (typizace) nebo mezi blízce příbuznými druhy 
(Paun a Schönswetter, 2012). Proto byla metoda AFLP 
efektivně využívána pro genotypizaci mikroorganismů 
patřících do všech tří domén života (de Barros Lopes 
a kol., 1999, Singh a kol., 2009). 

Další metodou identifikace a typizace je RAPD-PCR 
(z anglického Random amplified polymorphic DNA), při 
které jsou amplifikovány úseky polymorfní DNA, které 
jsou přítomné v genomech všech organismů. Na rozdíl od 
výše popsaných metod využívá RAPD-PCR krátké primery 
(8–12 nukleotidů dlouhé) s libovolnými sekvencemi, které 
se nespecificky vážou na templátovou DNA. Ty následně 
amplifikují náhodné oblasti templátové DNA za vzniku 
jedinečného profilu PCR amplikonů. Srovnání vzniklých 
profilů pak slouží k identifikaci studovaných organismů 
(Sharma a kol., 2020). Jako  templát pro RAPD-PCR může 
být použita jak izolovaná gDNA, tak i mikrobiální lyzáty, 
kdy odpadá nutnost izolace gDNA. RAPD-PCR, stejně 
jako AFLP, nevyžaduje žádnou před chozí znalost sekvence 
genomu cílového mikroorga nismu (Sharma a kol., 2020) 
a lze ji použít k identifikaci i typizaci rozmanitých mik-
robiálních druhů (Abdolla hniya a kol., 2018; Reale a kol., 
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při kterém intenzita fluorescence stoupá nad detekovatel-
nou úroveň). Metoda je použitelná na různé druhy vzorků, 
byla například použita pro identifikaci bakterií v mléce, 
které jsou obtížně kultivovatelné (Taponen a kol., 2009). 

V posledních letech je také stále oblíbenější me-
toda detekce jednotlivých druhů, nebo celých skupin 
mikroorganismů ve vzorcích na základě analýzy křivky 
tání – High Resolution Melting Analysis (HRM). Při 
této metodě dochází k postupnému zahřívaní a tavení 
dvoušroubovice DNA, čímž se z ní uvolňuje předem 
navázané fluorescenční barvivo a dochází k poklesu fluo-
rescence, která je monitorována příslušným přístrojem 
a vyhodnocována softwarem. Přítomnost heteroduplexu 
v analyzovaném RT-PCR produktu/amplikonu mění tvar 
křivky tání, který je charakteristický pro konkrétní záměnu 
na konkrétní pozici daného amplikonu. Tato metoda se tak 
stává rychlým, spolehlivým, přesným a nákladově efek-
tivním nástrojem pro genotypizaci mikroorganismů nejen 
jednotlivě nakultivovaných, ale v některých případech 
i ve směsných kulturách, či potravinách (Bazalová a kol., 
2022). HRM analýza nachází své uplatnění i v různých 
sbírkách mikroorganismů, kde může sloužit jako rychlá 
a levná metoda pro kontrolu čistoty při pasážích sbírko-
vých kmenů (Bazalová a Cihlář, 2019). 

RT-PCR a HRM analýza poskytují rychlou a přesnou 
identifikaci a detekci mikrobiálních organismů. Tyto me-
tody však vyžadují náročnou přípravu vzorků, spočívající 
v extrakci DNA, a pro jejich provádění je potřeba sofis-
tikovaného, a tedy drahého vybavení (RT-PCR termo-
cykler). LAMP (z anglického Loop-mediated isothermal 
amplification; Notomi a kol., 2000) má potenciál stát se 
levnou alternativou k těmto detekčním metodám. Tato 
nová metoda amplifikace nukleových kyselin se od kla-
sické PCR odlišuje tím, že cílová sekvence je pomocí Bst 
DNA polymerázy a 4-6 různých primerů amplifikována 
za konstantní teploty v rozmezí 60-65 °C takzvanou au-
tocyklickou syntézou DNA. Přítomnost či nepřítomnost 
detekované DNA se posuzuje vizuálně podle výskytu 
bílé sraženiny pyrofosforečnanu hořečnatého nebo podle 
změny barvy po přidání vhodného interkalačního bar-
viva do reakce. Velkou výhodou LAMP je, že je ampli-
fikace prováděna za konstantní teploty, a tudíž eliminuje 
potřebu drahých termocyklerů. Zároveň je tato metoda 
méně citlivá na přítomnost inhibitorů, čímž se zkracuje 
čas potřebný pro přípravu vzorků. LAMP metoda byla 
použita a úspěšně testována pro detekci alimentárních 
patogenů i dalších mikroorganismů způsobující znehod-
nocení potravin (Niessen a kol., 2013; Yang a kol., 2018). 
Určitým limitujícím faktorem jsou primery nasedající na 
různé části amplifikovaného genu, pro jejichž návrh je 
potřeba použít specializovaný software.

Metody�založené�na�přímém�sekvenování�dna

Zásadním problémem většiny výše popsaných me-
tod je, že bez použití vhodných bioinformatických 
nástrojů lze výsledky jen obtížně porovnat mezi jed-

notlivými laboratořemi, tedy reprodukovatelnost je 
velmi nízká. Naproti tomu sekvenační metody přinášejí 
možnost archi vace dat ve formě univerzálního genetic-
kého kódu. Přímým sekvenováním (zjištěním pořadí 
nukleotidových bází v molekule DNA) PCR produktů 
tak získáváme data, sekvence vybraných úseků DNA, 
umožňující jednoduché sdílení ve formě knihovny či 
databází. K identifikaci mikroorganismů pak dochází na 
základě porovnání získané sekvence se sekvencemi již 
dostupnými v různých, často on-line, databázích. Rozvoj 
sekvenačních metod k identifikaci mikroorganismů 
šel ruku v ruce se vzrůstající dostupností, vyšší kvali-
tou a klesajícími cenami sekvenačních služeb. Úměrně 
s rostoucím počtem DNA sekvencí z bakteriálních a hou-
bových izolátů dostupných ve veřejných databázích pak 
rostla i oblíbenost sekvenačních metod. Rychlá ampli-
fikace vybraných oblastí DNA i z malého množství 
výchozího materiálu dělá ze sekvenování PCR produktů 
jednu z nejcitlivějších dostupných technik pro detekci 
a identifikaci mikrobiálních organismů. 

Díky své vysoké evoluční konzervovanosti a z toho 
plynoucí specifitě pro každý mikrobiální druh se uni-
verzálním markerem pro identifikaci a typizaci všech 
mikrobiálních organismů rychle staly oblasti kódující 
ribozomální RNA (16S rRNA u bakterií; ITS region, 
18S rRNA a 26S/28S rRNA u kvasinek a plísní) (John-
son a kol., 2019, Schoch a kol., 2012). Standardní postup 
identifikace je amplifikace vybrané oblasti rRNA pomocí 
PCR, následovaná sekvenováním a porovnáním získané 
sekvence s již známými sekvencemi uloženými v on-line,  
či jinak dostupných databázích. Díky své konzervova-
nosti jsou oblasti rRNA ve většině případů dostatečné 
pro identifikaci zkoumaného MO až na druhovou úroveň. 
V případech, kdy jsou oblasti rRNA identické u dvou 
blízce příbuzných druhů, přistupuje se k identifikaci na 
základě jiných konzervovaných genů. Těmi jsou u bak-
terií například geny pro RNA polymerázu, DNA gyrázu, 
transkripční faktor Tu, heat shock proteiny a podobně 
(Maiden a kol., 2013). Alternativně lze sekvenovat více 
těchto genů najednou a identifikaci blízce příbuzných 
bakterií provést metodou multilocus sequence typing 
(MLST; Maiden a kol., 2013), kterou lze studovat ge-
netickou variabilitu mikroorganismů v rámci jednot-
livých druhů. Metoda MLST je postavená na principu 
zvyšování počtu fylogeneticky relevantních dat sekveno-
váním většího množství variabilních lokusů (genů). 
Analýze pak předchází tvorba velkých alignmentů, tj. 
souborů, ve kterých jsou získané sekvence zarovnány za 
sebou a porovnány se sekvencemi blízkých druhů. Pro 
snazší interpretaci jsou následně konstruovány fyloge-
netické stromy, grafické výstupy, znázorňující genetic-
kou příbuznost studovaných bakterií. 

U kvasinek pro určení druhu postačují ve většině 
případů sekvence ITS regionů (úsek jaderné DNA kódu-
jící krátké části RNA malé a velké ribozomální podjed-
notky obsahující vnitřní přepisované distanční sekvence) 
(Schoch a kol., 2012). U některých druhů kvasinek 
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kity nabízejí možnost rychlé a pohodlné extrakce mik-
robiální DNA, a to dokonce přímo z různých materiálů, 
včetně potravin, bez nutnosti kultivace jednotlivých 
mikrobiálních kolonií (Baptista a kol. 2021). V případě, 
kdy pracujeme s již kultivovanými mikroorganismy, lze 
za určitých podmínek proces extrakce gDNA vynechat, 
konkrétně metodou PCR z jediné kolonie (Colony PCR; 
Bergkessel a Guthrie, 2013). Tato metoda je vhodná pro 
rychlou identifikaci, kdy bakteriologická klička, použitá 
k odebrání kolonie bakterií nebo kvasinek, například 
pro jiná mikrobiologická vyšetření, je opláchnuta ve 
zkumavce obsahující směs pro PCR reakci. Nabízí také 
možnosti optimalizace pro konkrétní způsoby použití 
(Bazalová a Cihlář, 2019). V případě práce s vláknitými 
houbami se kroku extrakce gDNA nelze vyhnout. Silné 
buněčné stěny hub vyžadují použití mechanické síly 
pro uvolnění buněčného obsahu, včetně gDNA. Navíc 
mnoho hub produkuje různé metabolity a barviva, které 
mají schop nost inhibovat následné enzymatické procesy 
včetně PCR. Extrakci houbové DNA pro běžné analýzy 
lze však provést rychle a nenákladně mechanickým 
rozrušením  biologického materiálu a následným vyso-
lením, například pomocí NaOH (Kavková a kol., 2021). 

závěr

Genotypové metody nám umožnily objevit obrovs-
kou diverzitu dříve neznámých mikrobiálních druhů, 
a to včetně těch nekultivovatelných, a v neposlední 
řadě  usnad nily i metagenomické studie na velkých 
a různorodých mikrobiálních komunitách. V dnešní době 
se v identifikaci a klasifikaci mikroorganismů nej více 
uplatňují sekvenační přístupy, které jsou rychlé, dosta-
tečně citlivé a nabízejí velké možnosti optimalizace. 
Další genomické metody, které byly stručně popsány 
v tomto přehledu, mohou být užitečné jako doplňkové 
metody, například v případech, kdy je nutné rozlišit 
různé kmeny v rámci jednoho mikrobiálního druhu. 
Časová náročnost většiny těchto metod spolu s nároky 
na odbornost a náklady spojených s jejich implemen-
tací však komplikují jejich rutinní aplikaci v běžných 
mikrobiologických laboratořích, nebo sbírkách kultur. 
Co se týká detekčních technik, velký potenciál v mik-
robiologických laboratořích má metoda HRM-PCR, 
která je rychlá, přesná a nákladově efektivní metodou 
pro detekci a genotypizaci mikroorganismů. Pro malé 
provozy a lokální laboratoře se do budoucna jeví jako 
ideální použití na obsluhu nenáročné metody LAMP, 
která může být prováděna v obyčejných termoblocích 
a za nízkých nákladů. Vysoká citlivost, které lze optima-
lizacemi dosáhnout, z ní činí potencionálně cenný nástroj 
pro rychlou diagnostiku alimentárních patogenů i dalších 
mikroorganismů způsobujících znehodnocení potravin. 
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(např. Kazachstania pseudohumilis) je tento region sice 
dobře amplifikovatelný, avšak za standardních podmínek 
zřejmě kvůli sekundární struktuře generovaného PCR 
produktu, obtížně sekvenovatelný (Kieleczawa, 2006). 
V takových případech se přistupuje k sekvenování D1/
D2 regionu – části 26S rRNA velké ribozomální pod-
jednotky.  U vláknitých hub bylo zjištěno, že sekvence 
oblastí ITS generují nepřesnosti v identifikaci na úrovni 
druhu, zejména u blízce příbuzných druhů (Kiss, 2012). 
Vláknité houby/plísně jsou často nežádoucí kontaminan-
ty potravin. Mimo senzorického a výživového znehod-
nocení potravin mohou produkovat toxické či alergenní 
 metabolity. Proto je správná identifikace těchto organismů 
v potravinách nezbytnou podmínkou pro adekvátní zá-
sah. Pro přesnou identifikaci vláknitých hub jsou pak 
nejčastějšími alternativními markery geny kódující esen-
ciální buněčné proteiny jako aktin, tubulin, kalmodulin 
a další (Raja a kol., 2017). Stejně jako v případě bakterií 
lze pro navýšení fylogeneticky relevantních dat sekveno-
vat více markerů pro takzvané molekulární barkódování 
(Raja a kol., 2017). Pro snazší identifikaci, interpretaci 
a mezilaboratorní kompatibilitu sekvencí houbových 
organismů laboratoře sekvenují právě tyto standardizo-
vané markery/barkódy a díky znalosti těchto sekvencí 
lze například navrhovat druhově specifické primery. Ty 
lze použít pro detekci konkrétních druhů v DNA izolo-
vané z neznámého vzorku, nebo, v případě sbírkových 
kmenů, detekovat kontaminaci blízce příbuzným druhem 
bez nutnosti sekvenovat daný úsek DNA (Kavková a kol., 
2021).

Problematika�extrakce�dna

Ačkoliv některé z popsaných molekulárních metod 
umožňují práci s hrubými lyzáty buněk, během všech úko-
nů předcházejících identifikaci je vždy výhodnější pra-
covat s nakultivovaným materiálem. Klasické kultivační 
metody tak mají v mikrobiologických laboratořích stále 
své pevné místo. Jedním z těchto nezbytných úkonů je 
 extrakce mikrobiální DNA, neboť lyzáty buněk mohou 
obsahovat mnoho látek a enzymů potenciálně inhi-
bujících amplifikaci pomocí PCR. Extrakce DNA ale 
prodlužuje čas potřebný k analýze mikrobiálních vzorků 
a navyšuje výdaje. Existuje mnoho metod extrakce 
genomové DNA optimalizovaných pro konkrétní typy 
mikroorganismů, z nichž některé zahrnují práci s toxic-
kými chemikáliemi, a tudíž jsou potenciálně nebezpečné 
pro osoby, které izolaci DNA provádějí (Baptista a kol., 
2021). Na trhu existuje řada komerčních souprav pro 
extrakci genomové DNA fungujících na různých princi-
pech. Většina operuje na principu afinitní chromatografie 
s realizací v kolonkách s křemíkovým nosičem (silica-
gel), případně na principu iontoměničů. Populární jsou 
také soupravy pro izolaci DNA za využití magnetických 
mikrokuliček, na které se na principu reverzní adsorpce 
naváže celková DNA a oddělí se od zbytku buněčných 
struktur a dalšího obsahu (proteinů apod.). Komerční 
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