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ABSTRAKTA

Bakal&ska prace ,Moderni metody detekce patégepitné vod" je zanmeiena na problematiku
mikrobidlni kontaminace pitné vody. Uvodni kapitsla ¥nuje obecnému popisu, raehi

a vyuziti vod. Prvnéast prace je shrnutim nejvyznafjdich mikroorganistin vyskytujicich se ve
vodéch. Mikroorganismy jsou zde rethy podle hygienického a zdravotniho vyznamu na
indikatory obecného zusteni, fekalniho zn&Sténi a na mikroorganismy hygienicky vyznamné.
Pro kazdou skupinu mikroorganigrsou uvedeny klasické metody stanoveni i modegiody,

které popisuje odborna literatura.

Druh& ¢ast prace z#na Uvodem do genetiky — vyéenim zakladnich termin a pokrauje
popisem metody PCR (polymerazaedzova reakce) a jejich modifikaci. Konkr§irjsem se
zantrila na metodu real-time PCR, jejiipEh, vyhody i nevyhody. Tato metodaiptmodernim
velmi presnym a celogtove rozSfenym metodam, jejichz vyuZziti v rdmci detekce patbg

Vv pitné vod je na vzestupu.

Zawr shrnuje moznosti této pammé nové molekulard biologické metody, kterou lze pouzit
v mnoha oborech — napve zdravotnictvi (weni genetickych vad a onemeéoi detekce
patoge v klinickych materialech), kpkazu mikroorganish ve vzorcich vody ¢i

v kriminalistice (fingerprinting).

Kli¢ovéa slovamikroorganismy, voda, DNA, RNA, PCR, real-timefPC



ABSTRACT

Thesis "Modern methods of detection of pathogendrimking water is focused on microbial
contamination of drinking water. Introductory chaptdeals with the general description,
distribution and use of water. The first part suanmary of the most important microorganisms
occurring in the waters. Microorganisms are claskifaccording to hygienic and medical
importance of the indicators of general pollutio faecal contamination of hygienically relevant
microorganisms. For each group of microorganisnesetiare presented classical and modern

methods of measurement methods, as describedariké literature.

The second part begins with an introduction to e an explanation of basic terms, and goes
on to describe PCR - polymerase chain reactiortgntbdifications. More specifically, | focused
on the method of real-time PCR, its course, adgastand disadvantages. This method belongs to
very accurate and widespread used methods whesstialeiof pathogens in drinking water is on
the rise.

The conclusion summarizes these relatively neweulalebiological methods, which can be used
in many fields - such as health care (identificatid genetic defects and disease, detection of
pathogens in clinical materials) for the detectisimicroorganisms in water samples and
in criminology (fingerprinting).

Key words microorganisms, water, DNA, RNA, PCR, real-tin@eRP
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1 VODA

Voda je stalou sa@sti vSech zivych systém Tvari nejwtSi podil hmotnosti wloveka
i u Zivagicha. V lidském zarodku je voda az z 95%, u dEm cloveéka jen 60%; porrne

mnozstvi vody se kem snizuje [Jirasedt al, 1966].

Voda je univerzalni pragdi, dilezité pro piib¢h slozitych Zivotnich &a. Fitomnost vody
v organismu umaiuje latkovou a energetickou v¢mu i vSechny fyziologické funkce.&&ina
latek je vyuZitelna ve forthroztoku, proto je voda takéldZzitym rozpoudilem. Cast vody je
vazana na latky koloidni. V organismu je voda zgsoa jako intracelularni i extracelularni

tekutina.

Zdrojem vody jsou nejen napoje, ale i pevné poatsavdelenina (az 98 % vody), ovoce, (90 %),
maso (75 %). # oxidaci Zivin se tvéi tzv. metabolicka voda (cca 350 ml/den). Depfiime
dosgly clovek asi 2,5 | vody a stejné mnozstviipermne vylowti. Voda neni jen iezita
transportni latka a praeti pro biochemické &k, ale je pimym (astnikem zakladniho
biochemického pochodu, ktery umiaje Zivot na planéf a to fotolyzy vody [Hygienicky
vyznam..., 1979].

1.1 fyzikalni a chemickeé vlastnosti vody

V systému latek méa voda vyjieree postaveni. Vodik a kyslik maji gedh izotopech, Ize tedy
fici, Ze voda je sus 42 latek (slotenina fi riznych kysliki se temi iznymi vodiky). Mezi
ostatnimi  slodeninami nema voda z fyzikéhthemického hlediska obdoby. Ve vSech
vlastnostech vykazuje anomalie. Prostorovym i#gj@mim molekul je dan jeji polarni charakter.
Pokud by se chovala voda stejako podobné slaeniny, neexistoval by na Zemi Zivot v takové

podol#, jak je zndme [Hygienicky vyznam..., 1979].

1.2 vyskyt a zdroje vody

Voda je souasti pevnin, ocedni atmosféry. Zdroje vody&ime na podzemni a povrchové
(souwést hydrosféry). Pod pojmem vodni zdroj se rozumatghové a podzemni vody, které jsou
vyuZivané nebo vyuzitelné v budoucnu pro pokrytigio spolénosti [Hygienicky vyznam...,
1979].
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1.3 dleni vod

Podle vyskytu &ime vody na povrchové a podzemni. Povrchové vadly dlime na tekouci
a stojaté. Podle ztigteni ctlime vody na saprobni, katarobni, oligosaprobnisasegprobni

a hyperpolysaprobni pasma. Saprobita — gtapeisteni [Hygienicky vyznam..., 1979].

1.4 voda a hygiena

Voda je jednim z limitujicich faktarrozvoje spolénosti v oblasti vyroby i Zivotniho prdsti.
Zdroje vody nejsou nevgrpatelné. Pitna voda nesmi Biginkem penosu chorob, nesmi ohrozit
lidské zdravi, a to ani svym chemickym sloZeniimm&autité biologické vlastnosti [Hygienicky

vyznam..., 1979].
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2 MIKROORGANISMY VE VOD E

Prirodni voda obsahuje vzdycité mnoZzstvi mikroorganisimty jsou jejim Zivym spotgnstvem.
Jejich mnozstvi a druhové zastoupeni je Erowé a zavislé na vice faktorech. Zakladem
mikrobiologického vySéeni vod je sledovani mikroorganigpkteré ukazuji na obecné a fekalni
zneisteni vody. Krong patogennich bakterii se ve vodach sleduje i vyskyt [Hygienicky
vyznam..., 1979].

2.1 Indikatory obecného znéisténi

Mezi bakterie obecného zfi&eni radime d¥ skupiny organotrofnich bakterii. Organotrofni
bakterie tvé nesourodou skupinu mikroorgani&nTyto organismy maji jednu charakteristickou
vlastnost — ziskavaji Ziviny i zdroj uhliku a dusplouze z organickych latek [Clark a Pagel, 1977].

Prikaz €chto bakterii informuje o stavu vodniho zdroje edeim k jeho okoli a o typu celkového
mikrobialniho oZiveni vody. Meztasté zastupce patnag. pseudomonady, gramnegativni
nefermentujici &inky, sporulujici bakterie, které kvasinky, aktinomycety, apod. Indikétor
obecného zr&tni se zhygienického hlediska tipsuje takovy vyznam jako
mikroorganisnim fekalniho zn&sténi. Riziko, Ze se mezi nimi mohou vyskytovat i @i
mikroorganismy je poginé nizké. Udaje o jejich vyskytu slouzi k informaci celkovém
mikrobialnim zneisténi. Stanoveniéthto mikroorganistintedy slouzi k ekologickému posouzeni
kvality. Princip stanoveni je zaloZzen na schopnbstiterii tvdit okem viditelné kolonie
[Hygienicky vyznam..., 1979].

2.1.1Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginogiedstavuje klinicky nejvyznandj$i druh z celého rodBseudomonas
[Mena a Gerba, 2009]. Vyskytuje se Rojnriznych vodach, ve igi obratlovd, v rostlinach
I v pade.

Vzhledem k nenatmosti mikroorganismu a charakteristickym zimakkolonii je jejich pimy
dikaz snadny. iHezitostrg je proclovéka patogenni, zejména pro starSi osoby, niilé #ojence
[Votavaet al, 2003].

Vyskyt Pseudomonas aeruginosa stanovuje u balenych vod. NejvysSi mezni iage® KTJ
(kolonie tvdicich jednotek) [252/2004 Sb.]. Alternativni metodpouZivanou pro detekci
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Pseudomonas aeruginoga FT-IR spektroskopie a vicero&ma analyza. Touto metodou Ize
rozlisit blizce pibuzné bakterie podle roztli biochemickych a fenotypovych viastnostech [Al-
Qadiriet al, 2006].

Obr.1Pseudomonas aeruginosa
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2.2 Indikatory fekalniho znetisténi

Pri ovérovani mikrobiologické nezavadnosti vody se celtus®é pouziva metoda tzv. indikator
fekalniho zn&steéni. Mezi ukazatele fekalniho zZm&eni fadime koliformni bakterie, enterokoky
a anaerobni klostridia. Tyto bakterie se vyskyhgjen v lidskych a ziécich fekaliich, ale
i ve vrgjSim prostedi. V hygies vody maji tyto bakterie mintédny vyznam. Jejichi#taz je
rozhodujici pro posouzeni, zda je vigeana voda vhodna pro zasobovani, vyrobu potiajmmy

pramysl [Hygienicky vyznam..., 1979].

2.2.1 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie jsou povaZzovany za nggfitjSi ukazatel fekalniho ztigteéni. Jde o skupinu
strevnich bakterii ZelediEnterobacteriaceaeJsou to gramnegativni anaerobuingy, netvdici
spory. NejastjSim zastupcem jsou bakterie z roHacherichia Citrobacter a Enterobacter
Stanoveni koliformnich bakterii se provadi metosh@mbranovych test cytochromoxidazovym

testem, testem praikiaz tvorby plyii a kvasnou zkouskou [Hygienicky vyznam..., 1979].

2.2.1.1Escherichia

Rod Escherichigjsou gramnegativni &inky, bézné se vyskytujici ve stvnim traktu lidi i zviat.
Vyzn&uji se znénou tvarovou variabilitou; typické jsou peritrictniéiky, ale jsou i nepohybliveé

kmeny [Hygienicky vyznam..., 1979].

Escherichia coli

Jde o nejvice zkoumany druh, nébtouzi jako modelovy organismus pro biochemickégtické
i fyziologické studie [Silhankovéa, 2008 scherichia colje kultivovatelnd na Siroké Skalédh Na
Endow agaru je napadna purpurova barva koloniiédedu sodasti stevni mikroflory zdravych
lidi. Ve stew se podili na tvogbrekterych vitamii, predevsim vitaminu K. Jde ale o podénih
patogenni mikroorganismus, kteryire zgisobit i chorobné stavy. Mimoteto je téndi vzdy

patogenni [Votavat al, 2003].

DetekceE. coli se provadi metodou membranovychtiltlalez je hodnocen jakerstvé fekalni
zneiisteni. Vyskyt se stanovuje v balené ¥adve zdrojich vejného i individualniho zasobovani.
Pro v3echny vzorky je NMH dana jako 0 KTJ [252/2804. Pro detekdt. colive vzorcich vody
byla vyvinuta metoda rapid real-time NASBA. V tétoetod je pouZzito specifickych
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molekularnich sond, pouzivanych k detekci mRNshdmn reakce NASBA. Metoda je vysoce
citliva, vyhodou je ziskani vysletli pribéhu 3 — 4 hodin [Heijnen a Medema, 2009].
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Obr.2Escherichia coli

2.2.1.2Citrobacter

Tento mikrob se &&ne vyskytuje ve gevnim traktu lidi, ale ve vyéél’ch koncentracictizen

Citrobacter freundi{Silhankova, 2008].

Pro detekci a kvantifikacCitrobacter freundiise pouziva 5-nukledza polymerazdegzova
reakce. Kvalitativni varianta metody sestava z kainvi PCR a kvantitativni varianta pouziva
kinetickou real-time PCR [Kaclikogt al, 2005].

Obr.3Citrobacter freundii

2.2.1.3Enterobacter

Enterobaktery jsou druhou né&foejSi bakterii lidského stva. Praloveéka jsou podmigné

patogenni. Nejvyznang§i druhy pro ¢lovéka jsou Enterobacter choacaeE. aerogenes
a E. sakazakiVotavaet al, 2003].

Metoda FT-IR spolu s vicerozmou statistickou analyzou mohou byt pouZity k kigfeozliSeni

a identifikaci kmeti Enterobacter sakazakilvV porovnani s klasickymi mikrobiologickymi
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metodami je tato metodaildzZita pro zeréklstvi, potravinéstvi i ve zdravotnické oblasti diky
rychlé a pesné detekci bakterialnich vzorkin et al, 2009].

Obr.4Enterobacter sakazakii

2.2.2Enterococcus

Fekalni streptokokyili enterokoky jsou grampozitivni koky, ktet@sto tvai diplokoky; rékteré
jsou pohyblivé. Jsou fakultativranaerobni, resistentniidy antibiotikim a teplat. Jsoucastymi
piavodci zargta maovych cest, endokarditid, sepsi a meningitid. Vigkyse v intestinalnim
traktu a v mlénych produktech. Jsou dalSim vyznamnym indikatofekélniho zn&stni
a zavaznych hygienickych zavad. Enterokokové ifefsou wloveka z 90% vyvolany

Enterococcus faecal[$lygienicky vyznam..., 1979].

Enterococcus faecalsEnterococcus faeciutmyly navrzeny jako indikatory fekalniho zieni,
avSak vyskytuji se i na rostlinach, které iy s fekaliemi do styku. Proto jsou tyto

mikroorganismy méhspecifické neEscherichia col[Silhankova, 2008].

Laboratorni diagnostika je zaloZzena ingm ptikazu — na mikroskopii a kultivaci na krevnim
agaru a napna mdé Slanetzog-Bartleyho [Votaveet al, 2003]. Vyskyt enterokdkse stanovuje
u vSech vzork vody. NejvysSi mezni hodnota je 0 KTJ [252/200§ Bluletekci enterokak ve
vzorcich vody je mozno pouzit metodu Taq DNA&0 metod se néti fluorescenini signél on-
line, tim je umozZ&éno imé vyhodnoceni vysledkpo PCR detekci bez dalSich kilokkkouska je
ukontena do asi 5 h [Frahm a Obst, 2003].

TR

Obr.5Enterococcus faecalis
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2.2.3Clostridium

Rod Clostridiumzahrnuje sporulujici bakterie rostouci za anaéchipodminek. Nejvyznanysi
vtéto skupig jeClostridium perfringens malo toxicky mikroorganismus, jehoZitpmnost
ve stevech je tért konstantni, proto se jehdilciz ve vod pouziva jako indikator fekalniho
zneisteéni [Votavaet al, 2003].

Klostridia se dofe kultivuiji, vytv&eji zn&né mnozstvi plynu a jejich rozliSeni na diagnogtibk
padach je jednoduché a jednoam@ Tvdi spory, které se ve ¥8im prostedi udrzuji dlouho,
aproto nalez échto bakterii ve vad pokladame za ukazatel starSiho ¢&#ni. Vyskyt
anaerobnich sporutaindikuje gitomnost ¥tSiho mnozstvi rozkladajicich se organickych latek
[Hygienicky vyznam..., 1979].

Clostridium perfringengprodukuje toxin, ktery ma letalni a nekrotizujicinky [Votavaet al,
2003]. Podle druhu produkovaného toxinu Ize &lizkimeny do gti typt [Messelhaeusset al,
2007]. Kultivacnim mediem pro detekci klostridii je masopeptorenysr. Metoda stanoveni slouzi
predevsim k posuzovani jakosti vod z hlediska ekck@fio. Jde o tzv. indikator virologické
a parazitologické kvality pitné vody [Hygienicky znjam..., 1979]. Klasické metody stanoveni
nejsou schopné rozlisit o jaky typ klostridia jékeo detekci toxinu se pouziva metoda real-time
PCR. Metodu Ize pouZzit pro rychlou detekci a snadf@zeni izolél C. perfringensa jako rychly
screening 1 podeZeni na otravu potravinou kontaminovanou klostritifesselhaeusset al,
2007].

Obr.6Clostridium perfringens
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2.3 Hygienicky vyznamné mikroorganismy

2.3.1Salmonella

Rod Salmonellapati do ¢eledi EnterobacteriaceaeJde o skupinu gramnegativnich bakterii
(fakultativré anaerobni t§inky), které jsou pralovéka patogenni. Pétsem @ivodci paratyfu,
briSniho tyfu adalSi druhy, jejichziimzenymi hostitelem jsou Zata. Salmonely jsou
negasejSimi pivodci alimentarnich nadkaz. Salmonelam $erysetovani vod ¥nuje v sodasné
doke zvySend pozornostiiRejich prokazani ve vadim musime fisuzovat miméadny vyznam,
neba zakladnim pozadavkem normy je, Ze voda nesmi obagltadné patogenni bakterie
[Hygienicky vyznam..., 1979]. Existuji dva druhylmsanel s ®kolika poddruhy. VSechny

salmonely vyznamné petoveka pati do druhuSalmonella entericB/otavaet al, 2003].

Obr.7Salmonella typhi

2.3.1.1 Primarré antropogenni salmonely

Do této skupiny p#t Salmonella TyphiSalmonella Paratyph®, B aC. Jde o velmi zavazné
pivodce tyfi (resp. paratyl). Do organismu vnikaji &vem, avSak &vni iznaky nejsou ifflis
vyrazné.Salmonella Typhize vygéstovat z krve a niy pozdji i z kostni derg. BfisSni tyfus je
typickym infelkinim onemocénim v zemich se zhorSenou hygienickou Urovni (Sduvi

s kontaminaci vodnich zdtgj[Votavaet al, 2003].

2.3.1.2 Primarné zoopatogenni salmonely

Zoopatogenni salmonely jsou ¢agtjSim pivodcem sevnich bakterialnich nakaz u nas. Jejich
odolnost Wi zevnim viivim je porémé velka.Casto jsou tyto bakterie pohyblivéi Rakaze jde
vétSinou o klasickou Btvni infekci bez komplikaci. Charakteristické jgméjmy, nékdy zvraceni

a horeka. U malych dti a u straSich nebo oslabenych osob hrozi salma@nsépse, kteratibe

byt smrtelna. Jde o typickou fek&aralni infekci. Jako vehikulum je vzdy peiba potravina.
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Pfenos Zloveka naclovéka je vzacny. Zdrojem infekce jétSinou dfibez, hlava vodni, kdy je
velka pravdpodobnost nakazy od veliétajicich ptak [Votavaet al, 2003].

Salmonely tvéi laktazonegativni kolonie na Endoagaru. Ke stanoveni salmonel se pouziva
metoda ELISA. Ve srovnani s kultird metodou je tato metoda rychla, citliva a spediipro
detekciS. typhiz potravin nebo vzotkvody. ELISA miZe byt pouZita jako rychly screening pro
sledovani Zivotniho prasdi [Kumaret al, 2008].

2.3.2Shigella

Jde o gramnegativni patogenni bakterie, kterénspohyblivé. Jsou fakultativranaerobni, ale
nejlépe rostou za aerobnich podminek. Z morfolégiok hlediska jsou shigely typickymi
enterobakteriemi. Z této skupiny jsou nejchoulégivco do odolnosti. Do rodbhigellapati ctyii
druhy: Shigella disenterigeShigella flexneri Shigella sonneia Shigella boydii[Hygienicky
vyznam..., 1979].

Shigely nachazime pouze v gastrointestinalnim urakbvéka a opic. Jedinym dtkzitym
infekénim zdrojem je tedglovek; jde o ciste lidsky patogenShigellaje pivodcem bacilarni
Uplavice (shigelozy). Ekteré kmenyS. dysenterieprodukuji tzv. shiga toxin, ktery ma
enterotoxické, neurotoxické a cytotoxickéniy. Uplavice seifdka fenasi alimentad protoze
mikrob nema schopnost se v potravinadlspyrazré pomnozit. Benasi seipdevsim Spinavyma
rukama. V dnesni debje Uplavice vzadsi nez salmoneldza.fiPadné epidemie se mohou

vyskytovat v progedi socialé nebo psychicky postizenych osob [Votatal, 2003].

V diagnostice se uplatje metoda kultivace, biochemickytgaz a antigenni analyza. Pro detekci
virulentni Shigellaspp v oblasti Zivotniho prosdi vzorki vod byla vyvinuta metoda rapid PCR
[Theronet al, 2001].

Obr.8Shigella flexneri
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2.3.3Vibrio

Rod Vibrio zahrnuje vice nez Sedesat diuRrokazatekhumannimi patogeny je dvanact z nich
[Votava et al, 2003]. Vibria jsou kratké gramnegativni obvyldice zakvené tginky, cile
pohyblivé, s jednim Bikem. Maji ¥tSinou maléirstové naroky, snaseji debalkalické prosedi;
jsou halofilni, v kyselém prastdi rychle hynou. Jsou velmi citliva na zvySenquiote a na
desinfekni prostedky. Jsou fakultativnanaerobni. Kultivan¢ jde o velmi nenatmé bakterie.

Rostou dote i na chudychgaéach za strikithaerobnich podminek [Hygienicky vyznam...,1979].

Vibria jsou roz&ena ve vodnim prasidi teplejSich oblasti. Mohoutgmbovat pijmy, infekce
ran, usi a septikémie. Nejvyznatjiiim onemoceénim, které vibria zfisobuiji je cholera [Votavet

al., 2003]. Rezervoarem vibrii v endemickych obldstsou vodni toky a nadrze. Ve vodach
mohou pezivat az &kolik let bez ztraty virulence. Ve stolicigzivaji ti tydny, na pednttech
nékolik dni a vledu az Sest tyiinOnemoceni u lidi je spojené s pozitim kontaminované vody
¢i s konzumaci kontaminovanych piodhare. Vodni vibria maji vyznamippatrani po zdroji
cholerové infekce; od patogennich vibrii je monédlisit fermentaci sachatithebo sérologicky

[Hygienicky vyznam..., 1979].

2.3.3.1Vibrio cholerae

Je mivodcem cholerovych gyimu. Do Evropy byla cholera zaviena z IndieVibrio cholerae
pozité s ¥tSim mnozstvim vody nebo potraviny je schoprekgnat kyselé prasdi Zaludku.
Tato bakterie je toxicka a neinvazivni. Klasickélera ¢holera asiaticase projevuje jako prudka

gastroenteritida s celkovou intoxikaci organismatgvaet al, 2003].

Novou metodou stanoveni vibrii je semi-nested Plaia metoda zahrnuje kombinaci obohaceni
a rychlou pipravu vzork adava moznost rychlé detekce toxikogenni cholerae

v environmentalnich vzorcich vod [Theretral, 2000].

Obr.9Vibrio cholerae
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2.3.4Legionella

Bakterie rodu_egionellajsou Stihlé pleomorfni &nky, ¢asto skoro viakna. Jsou gramnegativni,
barvi se Spat) protoZe jejich shy obsahuji unikatni mastné kyseliny. Legionelygskytuiji

v prirodnim progedi velmi ¢asto, vzdy ve vodach. Odolavaji poné vysokym teplotam

i chlorovym desinfeénim prostedkim [Votavaet al, 2003].

Dva nové druhy legionel izoloval vysSkovsky mikrdbm Viadimir DraSar. Jsou tbegionella

moravicaalegionellabrunensigWilkinson et al, 1988].

Nekteré druhy legionel Zigobuji onemoaini dychacich cest spojené s bolestmi hlavy, nestino
hore&kou a kaslem. Mohou #pobovat i zapal plic, fimy, zvraceni a bolestificha. Infekce se
$ifi vzduchem [Silhankova, 2008]. Potendidratogenni jsou vdechny legionely. Do organismu
vstupuji prevazrt inhala&ni cestou infikovanym aerosolem. Mezilidskyemos neni mozny
[Votavaet al, 2003]. \&tSina legionelovych infekci pochazi z infikaoegionella pneumophila
Infekce legionel6za mé& dklinické formy. Legion&ska nemoc (pneumonie) se projevegkym
zapalem plic. V plicnich tkanich jsou mikroabscéésni-li rychle pistoupeno k I&¢, mize byt
nemoc smrtelnd. Vice ohrozZeni jsou pacienti sesaizimunitou, stalidé, kuraci a pacienti po
transplantaci. # onemocgni jsou poskozeny i ledviny, jatra, centralini ng&/osoustava

a gastrointestinalni systém. Pontiacka #i@ge druha forma legioneldzy. Provazi ji zimnice,
tresavky, teploty, bolesti swalOnemocni trva 2 - 5 dni a spontahkorti. Legionelové infekce

jsou celoswtove rozsfené onemocimi [VVotavaet al, 2003)].

Legionely Ize stanovit metododimého pikazu na mediu BCYE. V ndolze metodou ELISA
zachytit legionelovy antigen. Molekuld&rbiologické metody zatim nejsou v praxiilip
vyuzivany vzhledem k nizké citlivosti (diky inhitmdm v klinickych vzorcich). B stanoveni
legionel ve vod je vS8ak mozné pouzit metodu RT-PCR. Tato metoda grovnani s kultivaci
(7 dni) mnohem rychlejSi [Coopetral, 2009)].

Obr. 10Legionella pneumophila



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 24

2.3.5Staphylococcus

Stafylokoky jsou grampozitivni koky, usigolané jednotli; v tetradach, parech nebo ve velmi
kratkych fetizcich. Nejastji se vSak vyskytuji v nepravidelnych shlucich tvdmroznu. Jsou

nepohyblivé a netidspory [Votaveet al, 2003].

Rod Staphylococcumd vedle aerobniho metabolismu i metabolismusr@lmaie takZe jsou tyto
koky schopné zkvaSovat cukry za tvorby kyselinfyfetieoky tvori Zluté az oranzové kolonie
(nckteré kmeny tvid i kolonie bilé). Nejastji se vyskytuji na #Zi a u teplokrevnych zkat
aclovéka i na mukoznich membranach, hapnosni duti. Je hostitelentady bakterioféd
[Silhankova, 2008].

Zatimco fivodré se rozeznavaly jen dva druhy stafylokok- Staphylococcus aureus
aStaphylococcus epidermidiexistuje nyni (r. 2003) 47fanych stafylokol. Tuto skupinu lze
rozclit podle jejich schopnosti koagulovat plasmu nadwazapozitivni a koagulazanegativni
stafylokoky [Votaveet al, 2003]. V taxonomii stafylokakvynikl prof. Vaclav Hajek z Lékaké
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Stafylokoky jsou iistow malo naréni, pati k odolnym mikroorganisim. Odolavaji vyschnuti
(v hnisu) i zakevu kolem 60°C. Stafylokoky jsou odoln&ifenolu a sloteninam rtuti. Alkohol

je nehubi, jen ,konzervuje®. Jsou ale cifji vi¢i nenasycenym mastnym kyselinam a bazickym
barvivim. Dol¥e rostou fi velkém teplotnim rozmezi (10 — 42°C) a fiobnasejijfidavek NaCl

v kultivacni padeé. Stafylokoky jsou rezistentniu® chlorovym preparém; pati mezi jedny

Z nejodolrjSich nesporulujicich mikroorganignfHygienicky vyznam..., 1979]. &které druhy
rodu Staphylococcugprodukuji enterotoxiny, tim se stavaji pro orgamwis nebezgaymi —
mohou zjisobit vazné otravy,skdy az smrtelné. &které z toxii se inaktivuji delSim varem

[Panneerseelan a Muriana, 2009].

Stanoveni vyskytu stafylokékje ukeno gedevsim ke kontrole jakosti desinfakho &inku
chloru ve vod plaveckych bazdéna koupali§, nebd stafylokoky jsou podstatrvice rezistentni
nez ostatni indikatorové mikroorganismy. Sledujénlsere vyskyt hemolytickych stafylokak
Kultivacnim mediem je telurito-vajay agar, krevni agar s NaCl a Ester-Faulcaiwnagar. H
kultivaci se sleduje gb¢h hemolyzy. P&et vyrostlych kolonii vykazujicich hemolyzu na kiéw
agaru a zkvaSovani mannitu secssnou koagulaci plasmy sepaitava na 100 ml vzorku vody.
Vyskyt stafylokoki ve vodach vSech tyge nutno klasifikovat jako hrubou hygienickou zdwa
[Hygienicky vyznam..., 1979].
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Pro detekci toxih SEA a SEB v potravinach bylo zavedeno imunomagi@tPCR zesileni
signalu metodou iIPCR-SA [Panneerseelan a Muriad@] 20

2.3.5.1Staphylococcus aureus

Jde ocasty lidsky patogen.iifozeré se vyskytuje nai a sliznicich lidi, ficemz nevyvolava
Zzadné potize. Jakékoliv 2ma — porucha —fpozené imunity, fize mit za nasledek vazné
onemoctni. Infekce se 1i¥e projevit jako banalni hnisavé afekty rigikale také jako zaty
vnittnich orgad, které mohou vést az ke smrtelné sepsi. Kr@ithto hnisavych onemogmi,
miZe Staphylococcus aurewgvolat i otravy z potravin, tedy i z vody. Staflgbkové toxiny jsou
vysoce termostabilni molekuly, které snesou vaptdzhodiny a odolavaji dinkim travicich

enzynmi. Vyvolavaji zvraceni a pjem [Votavaet al, 2003].

Obr.11Staphylococcus aureus

2.3.5.2Staphylococcus epidermis

Je zastupce skupiny koaguldzanegativnich stafyiokdkdravého hostitele vyvolavaji infekce jen
vzacre. Rizikovou skupinou jsou intravenozni narkomangzrali novorozenci a pacienti
s implantaty. NejasgjSim onemocenim jsou infekce krevnihiggisté, projevuijici se bakteriémii.
Koaguldzanegativni stafylokoky byvaji odolné gana protistafylokokova antibiotika [Votaed
al., 2003].
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2.3.6Streptococcus

Do roduStreptococcupati fakultativre anaerobni grampozitivni katalazanegativni kolgrékse
shlukuji do dvojic aZetizki; jsou nepohyblivé. Jejich kolonie jsou velmi drébRati sem jak
druhy obligatd patogenni, tak iffslusnici normalni mikroflory sliznic lidi a 2at [Votavaet al,
2003]. Patogenni druhy roditreptococcugpisobuji hnisava onemadmi, spalu, anginu, zubni
kazy, apod. [Silhankova, 2008].

Patogenni druhy t¥d enzymy, které rozkladajervené krvinky a zjsobuji tak hemolyzu.
Céasteny rozklad, ktery se na krevnim agaru projevi Zetérzonami kolem kolonii, se ozige

jako o-hemolyza. Uplny rozklad, projevujici se jasnyminadi kolem kolonii se nazyva
B-hemolyza. Jaka-reakce se ozigje situace, kdy k rozkladu nedochaabec [Silhankova,
2008]. Uplnou hemolyzu #gobujeStreptococcupyogenescasteéna hemolyza je typicka pro

StreptococcupneumonigVotavaet al, 2003].

a-, i B-hemolytické streptokoky jsou dost rezistentidi chloru ve vod, a proto snadnoigzivaji
ve vodach bazéna koupali§, které jsou zn#Sténé sekrety sliznic dychacich cest. Tyto
streptokoky jsou povazovany za indikatory zavazrglgienického znésteni vod v plaveckych
bazénech a na koupalistich. Na jinych lokalithcfegeh stanoveni provadi jen vinedrenych

pripadech [Hygienicky vyznam..., 1979].

Kultivacnim mediem pro stanoveni streptokgk agarové medium dle Haase a krevni agar.
Po kultivaci se zvlaSodeitaji kolonie tvdici a-hemolyzu (zelené) a zvia®ezbarvené kolonie
sc¢istou aureolouf-hemolyza) [Votavaet al, 2003]. Z novych metod detekce Ize pro stanoveni

raznych sérotyp streptokok pouzit metodu sekveéni multiplex PCR [Antoniet al, 2009].

Z rodu Streptococcusbyly vyelenény nehomolyzujici nepatogenni kmeny, které se pajiizi
v mlékarenstvi. Tyto druhy byly #mzeny do no¥ vytvoreného rodu Lactococcus

Nejvyznamgijsi jeLactococcus lactifSilhankova, 2008].

2.3.6.1o-hemolytické streptokoky — viridujici

Do skupinyo-hemolytickych streptokdksefadi Streptococcus pneumontgtreptococcudovis

aStreptococcusuis Dale sem pétrada druli tzv. Ustnich (oralnich) streptokiok

Streptococcus pneumonie

Jde o grampozitivni opouizhy kok ovoidniho tvaru. Na vihkych obohacenyédgeh vytista
pneumokok v hlenovitych bezbarvych koloniigippminajicich tvarem kapku oleje [Hygienicky
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vyznam..., 1979]. Pneumokoky jsotitpmné v nosohltanu nejme&n 10% zdravych dosjych.
Jsou hlavnim jvodcem komunitniho zétu plic. Pneumokok je také w®eptjSi pricinou
meningitidy u osob starSich 60 I€iasty je pneumokokovy z&nmozkovych blan po Urazech
hlavy a akutni zas stedniho ucha.

Zdrojem pneumokokovych infekci jovek, i kdyZz vzacs mize Streptococcugpneumonie
vyvolat infekce i u zvat. Dxive byl pneumokok citlivy na&Sinu antibiotik, nyni se ale ve&y
objevuji kmeny rezistentni na penicilin [Votaatzal, 2003].

2.3.6.2-hemolytické streptokoky — pyogenni

Z této skupiny jsou prd@loveka z hlediska patogenity vyznamné dva druhgtreptococcus

pyogenesa Streptococcus agalactiae

Streptococcus pyogenes

Je jednim z nejvice patogennich drubdu StreptococcusFisobi hnisavé infekce hltanu @ze.
Je schopny vyvolat i celkové onemé&ahStreptococcus pyogeneskultivatné porrerné nara@ny;
vyZaduje Zivné fidy obohacené krvi. Na ol®jném agaru roste SpatrKolonie jsou drobné
a byvaji obklopeny ohrateénou zonog-hemolyzy. Hemolyzu pottalje gitomnost redukujicich
sacharid v mediu. GileZitym faktorem virulence je pouzdro z hyalurondyseliny [Votavaet
al., 2003].

NejbézngjSim onemocenim zpisobenymStreptococcus pyogengsangina. B nakaze kmeny,
produkujicimi exotoxiny se kifznakim anginy pidava vyrazka acervenani jazyka — spéala. Mezi
pozdni nasledky streptokokovych infekci fpaevmaticka hortka. Stanoveni streptokibkse
provadi metodou membranovych filtrna krevnim agaru. Moderni metodou stanoveni
Streptococcus pyogengsmetoda real-time PCR. Ve srovnani s &rdadkultivacni metodou, je

nowjSi metodaasow vyhodrejSi [Dawsoret al, 2009].

Obr. 12Streptococcus
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2.3.7Aeromonas

Rod Aeromonage druhym rodendeledi Vibrionaceaea obsahuje druhéxeromonasydrophilg
Aeromonagunctataa Aeromonassalmonicida Aeromonady svymi biochemickymijstovymi

a morfologickymi vlastnostmi ukazuji n&lpuznost s vibrii [Hygienicky vyznam..., 1979]. ddo
kratké gimé tyinky se zaoblenymi konci. Jsou gramnegativni, fakuh¢ anaerobni a jsou
rezistentni k vibriostatikm. Jsou to nen&tné, odolné mikroorganismy, které delrostou na
rutinnich zakladnich a selekti4diagnostickych fidach. Od enterobakterii se liSi produkci

oxidazy; jsou katalazapozitivni [Votaeaal, 2003].

Pfi mikrobiologickém rozboru tdd aeromonady dité procento kolonii na End®vagaru
s koliformnimi bakteriemi. K odliSeni se pouzivdochromoxidazovy test. Ve vodnim piesti
pri stanoveni indikatdr fekalniho zn&steni byvaji aeromonady veln@iasto gicinou hrubych
chyb, nebd jejich kolonie se snadno s koliformnimi z&amji [Hygienicky vyznam..., 1979].
Pro detekciAeromonas hydrophilize pouzit metodu polymerazoiezové reakce PCR. Tato
metoda mé uplatni jako druh rychlého testu specifické virulencelfiglaet al 1995].

Aeromonady jsoudtSinou vodni mikroorganismy. Lze je r@itido dvou skupin. Prvni skupinu
tvoii vétSinou nepohyblivé organismy, které maji optimuisiu kolem 6 — 10°C. Tato skupina je
znané nehomogenni. Jsou ragsié ve sladkych vodach, kdeigpbuji onemoaini lososovitych
ryb. Druhda skupina je t¥ena mezofilnimi pohyblivymi mikroorganismy, ktergvhji ¢asto
izolovany z klinického materialu. Aeromonady |zéedaolovat z masa, mléka, zeleniny, ze vSech
typd vod, zvodovodnich kohoutk vylevek izrozvoll destilované vody [Hygienicky
vyznam...,1979].

Obr. 13Aeromonas
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2.3.8Candida

Kvasinky Candidase nazyvaji nepravymi kvasinkami, protoze newgivarecko s askosporami.

RozmnoZuji se formou blastospor iRy jsou sférické az ovoidni [Silhankové, 2008].

Rod Candida obsahuje na 160 dnthZahrnuje nekvasici druhy idruhy se silnymi kyasin
schopnostmi. Na vhodnychigiach tvéi pseudomycelium aZz pravé myceliumskiéré druhy
slouzi k gipraw krmného drozdi. Cel&éada drufi je ale procloveka fakultativie patogennti;
zpasobuji onemoami kandidozu, kterd se projevuje jako kozni onerdic(postihuje nehty,
meziprstni plochy). Déle jsou kvasink3andidapivodci chorob sliznic dychaciho, zazivaciho
a urogenitalniho systému. ¥ipadt snizené imunity mohou kandidy napadnout kterykaigan.
Vyskytuji se i jako sekundarni onemeah(cukrovka, AIDS, TBC, aj.) [Votawet al, 2003].

Nalez kvasinekCandidave vodach plaveckych bazéfe indikatorem hrubych hygienickych
zavad. Zdrojem infekce nemusi byt jen voda, ateedéci umelohmotné rosty, rohoze a podlahy
v prilehlych prostorach bazén(sauna, sprchy, atd.). Kandidy jsou vysoce registevici
chlorovym i ostatnim desinfékim prostedkim [Votavaet al, 2003].

Kandidy se stanovuji jednoduchou (ale jiz zastajalzetodou membranovych fitrKultiva¢nim
mediem je Vitézovo agarové medium a zakladni tekog@ium pro fermentaci cukrJako
vysledek se udava et kolonii, potvrzeny mikroskopicky a testem fertaea glukozy, sachardzy
a maltdzy, na zpracovanych objem vzorku [Hygienigignam...,1979]. DalSi metodou detekce
kandid je metoda PCR. IkdyZ jsou standardni mefady diagnostiku i nadale nezbytné,
umoziuje PCR stanoveni vysleilkiiblizné o ti dny dive [Wellinghauseset al, 2009].

2.3.8.1Candida albicans

Nejvice patogenni druh rodDandida Casto byvéa izolovan z klinického materialu. &Siny
jedinai jsou gitomny v zazivacim traktu a v poéhnaniz by vyvolavaly chorobnéfipnaky.
NejcastjSim projevem onemoeni je mounivka. Na KiZzi se Candida albicans uplatiuje
v mistech vlhkého zajpeni (Votaveet al, 2003).

Obr. 14Candida albicans
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2.3.9 Leptospiry

Pati mezi spirochéty. Leptospiry se vyzZop spiralovitym tvarem, maji 12—-18 pravidelnych
vinuti a na koncich jsou zahnuté v charakteristiolgky; jsou Ziv pohyblivé [Hygienicky
vyznam..., 1979]. RodL.eptospiralze rozdlit na dva druhy. Nepatogenhieptospira biflexa
aLeptospiranterrogans zahrnujici vSechny patogenni kmeny [Votawal, 2003].

Leptospiry se mnozi aerabipii 28 — 30°C v Ringeray roztoku. Maji pozitivni oxidazovou
a katalazovou reakci, ale v jejich diagnostice nietmiachemické reakce vyznam [Hygienicky
vyznam...,1979]. Leptospiry jsou péme odoIné; ve vihkém prastdi mohou feZivat aZ &kolik
meésiai. V kontaminovaném prasdi vydrzi jen P snizené teplét [Votava et al, 2003].
Leptospira biflexaje casty saprofyt i ve vodovodni vdMa rekteré antigeny spaleé

s patogennimi leptospirami. Proto se hodi k typmspecifické diagnostice leptospir [Hygienicky
vyznam..., 1979].

Leptospir6za je antropozoondza vyvolagierymi zastupci rodueptospira NejwtsSim zdrojem
leptospir jsou krysy, potkani a polni mysi. Kontagji vodu leptospirami vylaienymi md@i.
Infikovana vSak mohou byt i domaci iata (Kin, prase) [Hygienicky vyznam..., 1979]. K infekci
vétSinou dochazi ip koupani nebo piti zigodniho zdroje. Nebezfieonemociini stoupa
prirodnich katastrofach (zaplavy)iiZhaky leptospirdzy jsou podobnéripae, ale mohou mit
ivazrgjSi pribéh jako meningitida, Zloutenka, selhani ledvin a $dktava et al, 2003].
Leptospirdzy jsou i jednim z tzv. profesionalnicieimockni. Postihujcistice kanal, zengdelce,

pracovniky na jatkach, apod [Hygienicky vyznarhi979].

Leptospiry Ize kultivovat v tekutém mediu. Vy&eti PCR se zatim rutidmeprovadi, protoZze
nejsou dostateé zkuSenosti. Multiplex polymerazov@izova reakce byla vyvinuta pro
diagnostiku leptospir6z a pro rozliSovani patogemai saprofytickych leptospir [Kositanattal,
2007]. V hygienické analyze vody seikaz leptospir &né¢ neprovadi, ale néppi koupani
musime brat moZnosti jejich vyskytu riatel [Hygienicky vyznam..., 1979].

Obr. 15Leptospira
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2.3.10 Enteroviry

Jde o ziveisné viry, které maji schopnost se mnozit weveich. Enteroviry jsou odolnéidr

zevnimu prosedi. Virion obsahuje jediezcovou molekulu RNA [Silhankova, 2008].

Do roduEnteroviruspati druhy, které jsou roz&né po celé zetkouli [Votavaet al, 2003].
Vzhledem k roz$éni, typickému mnoZeni, ztre odolnosti a vykkovani ve stolici jsou tyto viry
patogenni pralovéka nefastjSimi kontaminanty vody [Hygienicky vyznam..., 1979edle
poliovirz, zpasobujicich dtskou obrnu p#it mezi enteroviry tak€oxsackievirya Echoviry které

zpasobuiji stevni onemoadni prenasena potravinami (cyklus fekélie — Usta) [Sitbéé, 2008].

Ke stanoveni enterovirze pouzit metody real-time NASBA a RT-PCR. ByjiSténo, Ze real-
time NASBA test je méfcitlivy nez RT-PCR [Rutjest al, 2005].

2.3.10.1 Polioviry

Z lidskych enterovit se vyznduji nejwtsi neurovirulenci. Mohou #pobit grenosnou étskou
obrnu [Votaveet al, 2003]. Viry se vylauji stolici nemocnéhdloveka a &fi se i nedostaténé
hygiert kontaminovanou vodou nebo potravinami. Existujgkapénkovy zfisob nakazy
[Silhéankova, 2008]. Se stoupajici hygienickou Gfeensnizil kontakt lidi (hlawndsti) s polioviry.
Od Sedesatych let se 85 ockuje proti grenosné étské obri [Votavaet al, 2003]. Zdrojem
infekce je pouzélovek.

2.3.10.2 Coxsackieviry

Jsou polytrofni, tzn., Ze vyvolavaji doveéka rfizna klinicka onemoemi. Casto se nachazi
v zaZivacim traktu bez jakychkoliiipnaki. Coxsackievir6zy se vyskytuji po celémétsy

predevsim v letnim obdobi. Zdrojem infekce jsou hlawdti. Coxsackieviry se ienaseji

fekalrs-oralni cestou, na®m nakazy byva kontaminovana voda [Votaval, 2003]. Nemoc
rukou, nohou a Ust jeéné virové onemoeni citi. Je provazeno hatleou a tvorbou aft v Ustech
I na kizi.
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2.3.10.3 Echoviry

Pavodre byly izolovany od zdravych osob. Mohou byicmou aseptickych meningitid, lehkych
respir&nich a devnich onemocmi. Jen vyjimeéné pasobi vazna onemoéni [Votavaet al,

2003]. Zdrojem infekce jdovek. Frenos se &e kontaminovanou vododigkoupani.

Vzhledem k vyraznému pokroku ve vyvoji detieich metod, se v nasledujééisti prace zaim

na molekular&genetické metody vyuZitelné pro vyzkum patogennigioorganisn.
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3. ZAKLADY GENETIKY

Nazev genetika pochazi z latinského slgeaus— rod. Tento termin zaved| v roce 1906 William
Bateson [Koarek, 2004]. Pg&tky genetiky Ize hledat jiz verstiowku a v antice; nikdo ale
nedokazal vysilit pravidla grenosu genetickych znakAZ po roce 1900 byla potvrzena spravnost
Mendelovych pokusa tim polozeny zaklady moderni genetiky. K vyraanéokroku pak doslo
ve 2. polovir 20. stoleti, v navaznosti néefomovou praci Watsona a Cricka (1953)iiktepsali
struktura DNA [Watson a Crick, 1953]. S rozvojenalasti dochazelo také k vyraznému zvySeni
metod vyuZitelnych ke studiu molekul&menetickych viastnosti Zivych organisra tim také

k rozStovani jejich aplikani sféry.

3.1 Buika

Jiz vroce 1665 pozoroval Robert Hooke ddmou sénu oduntielych burk korku. Zanedlouho
poté, v roce 1974, pozoroval holandsky obchodnitk@my von Leeuwenhoek bakterie a prvoky.
Postupemc¢asu vznikla bugtna teorie, ktergika, Ze buka je zakladni stavebni a fumi
jednotkou v3ech Zivych soustawkteré organismy (bakterie, sinice, hodbgrvoci) jsou tvéeny
pouze jedinou hikou, kterd zajlije vSechny poebné funkce. NejmenSimi ikami jsou
bakterie, niif asi 0,5um [Zavodska, 2006].

Kazda buika pochéazi z hiky — Omnis cellula e cellula- to jsou slova zakladatel&édecke
patologie Rudolpha Virchova. Objev kiného dleni vedl k objevu chromozaim[Kocéarek,
2004].
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Obr. 16 Stavba hiky
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3.1.1 Chromozom

Chromozom je specificka barvitelna kamé& struktura eukaryotiipomna v jade. Sklada se

z DNA a histori. Existence chromozairusnaduje rozaleni genetické informace do dirg/ch
burgk. Soubor vSech chromozdnmvjade se nazyvad karyotyp [Rosypal, 1998]. Poprvé
chromozomy pozoroval a popsal Karl Wilhelm von Nidgeoce 1842. To, ze chromozomy nesou
genetickou informaci dokazal Thomas Morgan [Staé&Vv1946].

Morfologii téla fadré spiralizovaného chromozomu Ize nejlépe pozoroeatstadiu anafaze.
Chromozom je pentlicovity Gtvar, tieny d¥ma chromatidami, které jsou propojeny centromerou
[Zavodska, 2006].

0,2-20um

Obr. 17 Chromozdm (1-chromatida, 2-centromera,

3-kratké rameno chromatidy, 4-dlouhé rameno chidg)at
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3.1.2 DNA

Dulezitou sloZzkou vSech chromozéne molekula deoxyribonukleové kyseliny (DNA). & t
nukleova kyselina, ktera je nositelem genetickydbrmaci téns vSech organisin[Kocarek,
2004]. U eukaryot je uvitiburécného jadra, u prokaryot se nachazi ¥alrcytoplazng [Alberts,
2008]. DNA je biologicka makromolekula t@ma d¥¢maretzci nukleotiai. Nukleotid se sklada
ze ti slozek — fosfat, deoxyribdza a nukleova bazet[tdasones, 1998]. Geneticka informace se
v DNA koduje pomoci genetického kodu, ktery jedwmath tripletim piifazuje v procesu translace

aminokyseliny [Barbieri, 2006].

Veskerd geneticka informace ulozena v DNA se naaygaom. Zahrnuje vSechny geny
a nekodujici  sekvence. Sekvence DNA (genetickd esek) je posloupnost ,pismen”,
predstavujici primarni strukturu molekuly DNA. Tatpismena“ jsou ti@ny jednotlivymi

nukleotidy. Jedna se o thymin, adenin, cytosin angu Vzhledem k biologickym funkcim je

moZzné rozliSit sekvence kodujici a nekoduijici [Ae2008].

Mucleoside Mucleotide

3 !
oM H
This group Is OH | | This group is GH
| i ENA, ! [ I BNA,

obr. 18 nukleosid, nukleotid

3.1.2.1 Vyznam DNA v praxi

V moderni kriminalistice je DNA vyuZivana jako mégk urceni totoZznosti — ndjilad pi testech
paternity nebo tzvfingerprinting (geneticka daktyloskopie). Je to metoda forentwgnie,
umoziujici ukit, zda dany Usek DNA paétkonkrétnimu hledanéméloveku. Polymorfismus
vyznamny pro genetickou daktyloskopii se nachdzink-DNA (Useky DNA, které nemaji
Zzadnou funkci). Forenzni analyza pétra po opakbjise sekvencich [Alberts, 2008]. DalSi
vyznamnou metodou je néma DNA-diagnostikaiasto vyuzivana v klinické genetice. ¥pact,

Ze nelze uifit mutaci genu, ktera je zodpmlna za vznik choroby, je mozné vydenckteré
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polymorfni oblasti, které se nachazi v blizkostitigeného genu [K@irek,2004]. Znalosti DNA se
také vyuZziva p detekci nejiizngjSich patogein pomoci molekularibiologickych metod.

3.1.2.2 Replikace DNA

Jde o proces zdvojeni molekuly DNAeBchazi kazdému be&imému dleni a praw replikace
DNA je schopnost zajfiijici cédicnost [Kaséarek, 2004]. V kazdém kole replikace jsou tdt&zce
DNA pouzity jako templaty pro syntézu komplemeritiwnviakna. NejdlezitjSim enzymem
replikainino procesu je DNA-polymeraza, syntetizujici nod@&kno DNA podle pvodniho
fettzce [Alberts, 2008]. Tento enzym pak v modernicHekuarnich metodach slouZi jako

prostedek ke kopirovani vybranych UgdRNA.

3.1.2.3 Transkripce DNA

Transkripce je procesiipnémz je informace ulozend v DNArgpsana do struktury mRNA
(mediatorové RNA) [Rosypal, 1998]. Kr@mprocesu transkripce existuje také procéisktprém
dochazi k pepisu genetické informace z RNA do DNA. Tento sg/wvereverzni transkripce. Jde
0 obraceny postup, nez jaky probiha S pripadi prenosu genetického kddu. Schopnost
reverzni transkripce maji retroviry, u kterych jeoqes podporovan reverzni transkriptazou
[Kocarek, 2004]. Pomoci reverzni transkripce dochagré&& genetického kdédu a napadena
bunka (i jeji potomci) provadi jinotinnost nez je obvyklé.

3.1.2.4 Denaturace

Pisobenim zvySené teploty nebo chemickychuvidochazi k denaturaci DNA — agehi
komplementarnictietzai. Renaturaci (zfiné gipojeni komplementarnictetzai) Ize navodit
snizenim teploty nebo zmou chemického roztoku [Alberts, 2008]. Na princigenaturace
a renaturace DNA je zaloZena fiklad molekulars-biologicka metoda zvana hybridizace. Slouzi
k identifikaci ¢asti genomu, pomoci we pipravenych komplementarnich U8dRNA. Metoda
se vyuziva v diagnostice lidskych chorob, ifijogok k detekci pitomnosti vifi v buikach pacienta
[Kocarek, 2004].
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3.1.3 RNA

RNA je nukleova kyselina, ktera se sklada z vidkmaalentd navazanych nukleotid Od DNA
se liSi pitomnosti hydroxylové skupiny a vyuzitim nukleod® uracilu misto thyminu [Watson,
1982]. V €le ma RNA mnoho funkci. Podle funkce rozliSuiem&N# (mediatorova) - vznika
transkripci DNA a penaSi genetickou informaci; tRNA (transferova) ifiS#aje transport
aminokyselin k ribozému; rRNA (ribozomalni) - stbmé funkce v ribozému; mMiRNA
(microRNA) - ma za ukol genovou expreskierych gei [Alberts, 2008].
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Obr. 19 Struktura nukleovych kyselin DNA a RNA
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3.1.4 Geneticke zrény

Vlivem prostedi, pisobenim chemickych latek neborerdi mize dochazet ke genetickym
zménam nazyvanym mutace. Mutace je proces, kteigatpije ddicné znény v genu [Hartl a
Jones, 1998]. Mohou bytipinou patologickych stavnebo mohou umdbvat ziskani inovované
vylepSené funkce. Dikyeémto mutacim vznika genetickd@iznorodost populace a jsou také
motorem evoluceloveka [SrS@ a Sréova, 2005]. Nkteré mutace vznikaji nahoglspontanni
mutace), nap chybou i replikaci. \&tSinou ale jde o nasledekigobeni chemickych latek, &ir
nebo fyzikalnich faktdr, ozn&ovanych jako mutageny [Karek, 2004; 2008]. Jako mutagenni
Ize oznait vSechny vlivy, které ini strukturu DNA. Znina DNA mize byt velka, (ztrata nebo
strukturni pestavba chromozaijnnebo bodova (zéma malého Useku DNA). Nasledkem mutace
dochazi k poSkozeni genu, ktery je potond’ lagela nefunéni, neboridi syntézu defektniho
proteinu [Kaérek, 2004]. Podle mista mutace Ize rozliSit muggsiovou, chromozémovou
agenomovou [Sréea Sréova, 2005]. Bsobenim mutaci vznikaji nové formy genu, které

ovliviuji projev gislusného znaku [Karek, 2008].

Mnohé mutace jsou Skodlivé, protoZzeigmbuji zavazna onemagn, vyvojové vady, poruchy
metabolismu, aj. Jsou popsany i tzv. letéini mytteed jsou ficinou umrti jedince jestve stadiu
embrya nebo plodu [Karek, 2008]. Jestlize bka vlivem mutace ztraci schopnost regulace
buré¢ného dleni, mize neomezena nekontrolovatefhrist, coz ma za nasledek vznik nadoru
[Alberts, 1998]. Ne vSechny mutace vSak maji neghatiasledky. Bdi se vibec nemusi projevit,

T

jedince. Takové mutace se uplai pri evoluci organisria [Kocarek, 2008].

Mutace je vyznamnym zdrojem variability. Variakilije jednim z typickych znékZzivého
organismu [K&arek, 2004]. Bsobenim mutaci vznikaji nové alely, které auliy podobu nového
znaku. Alela je konkrétni forma genu. Kazdy gei¥enmit rgkolik forem — alel. Jednotlivé alely
se mohou projevovat nezavisle, nebo si mohou remwzgptlgovat, podporovati menit sujj
fenotypovy projev. Sirsi variabilita potomstvaize mit velky vyznam pro jehdegiti a nasledny
vyoj [Koc¢arek, 2008].
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Obr. 20 Schéma replikace DNA

3.1.5 Variabilita DNA

Jde o vzajemnou odliSnost jedingednoho druhu. Prognlivost je podmitna viivem vigjSiho
prostedi i genetickymi faktory [Ke&arek, 2004]. Vyznamnym zdrojem variability jsou aug.
Piisobenim mutaci vznikaji nové alely daného genuyiayici podobu daného znaku [Rosypal,
1998]. Rikladem Zné variability jsou naptyto znaky: vyska, inteligence, sexualni prefeeen
nebo osobnostni typ; u mikroorganisipak nagiklad rezistence k antibiofikn (Hartl a Jones,
1998].

3.1.6 Mikrosatelity

Mikrosatelity (STRs — short tandem repeats) jséuesece DNA, které jsou slozené z opakujicich
se motivi 0 1 — 6 nukleotidl Byvaji sowasti kddujicich i nekddujicich oblasti genomu N\idgist

al., 1995].Castiji se tato polymorfni mista vyskytuji v nekodujfcioblastech. Podle sloZeni je
moZzno mikrosatelity rozdit na dokonalé, nedokonalé a sloZzené. K mikrasatelilehlé oblasti

jsou unikatni. To umditije navrhnout primery, které mohou dany markereqéi.

3.1.7 Minisatelity

Typ polymorfismu, ktery byl objeven v sekvenci DNb&hem vyvoje PCR. Minisatelity jsou
ohrantené oblasti DNA, vyzriajici se variabilitou p&iu opakujicich se nukleotidovych sekvenci.
Minisatelity Ize pouZit  hledani genetickych markeasociovanych s fenotypovymi viastnostmi
a také p testech paternity [Stet al, 1996].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 40

3.1.8 Bodové mutace

Jsou to jednoduché mutacé, ligerych se jedna ziyt bazi tvdici DNA zmeni v jinou. Bodové
mutace jsowasto zfisobeny mutagennimi chemikaliemi (kyslikové radikédgké kovy, dehet)
[Kuli¢ka, 2008]. B vzniku bodové mutace doché4i prepisu genetické informace ke &mi
jednoho tripletu nukleotid Tim nize byt do bilkovinnéhéetézce z#azena jind aminokyselina.
Vzniklymi zasahy se gen stavadbuzcela nefuntnim, nebo vznikne jina alela. Poskozeni,
zpasobené bodovou mutaci se projevi jen tehdy, pakuthstni opravny systémikky neopravi

[Alberts, 2008]. sledky mutaci mohou byt nulové, ale také velmi @azn



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 41

4 METODA PCR

Metoda PCR (polymerazovéettzova reakce, polymerase chain reaction) byla obgeve
v roce 1983. O vyznamu objevu vypovida fakt, Zegbjevitel Karry Mullis byl za tento objev
v roce 1993 vyznamenan Nobelovou cenou za cheato. Metoda naslediimoznila vyznamné
pokroky v oboru genetiky a nahradila do té dobyziyané a neefektivni technologie. PCR
probihén vitro [Alberts, 2008].

4.1 Historie PCR

Polymerazovéetzova reakce byla jako laboratorni technika kon@pavv laboraiich Cetus
Corporation v Kalifornii Kary Mullisem vroce 198Rabinow, 1996]. Chronologicky prvni
publikaci o PCR se stala prdgazymatic Amplification of Beta-globin Genomic sempes and
restriction site analysis for diagnosis of sické#l @nemiaz roku 1986 [Saiket al, 1986]. V roce
1986 Karry Mullis Cetus Corporation opustil; obdiZe swij objev prémii 10.000 USD, coz byla
v historii firmy nejvy3Si prémie vyplacenddeckému pracovnikovi. V nésledujicictti fetech je
Mullis uvactn jako prvni autor na vSech publikacich vyzkumniébiektivu Cetus, tykajicich se
techniky PCR [Rabinow, 1996].

obr. 21 Kary Mullis
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4.2 Princip metody PCR

PCR metoda je zaloZzena na pouZziti DNA-polymeraayejnschopnosti syntetizovat novou oblast
DNA, komplementarni k Sablén[Alberts, 2008]. DNA-polymeraza je vyznamnou slmzk
komplexu enzyrh, ktery katalyzuje replikaci DNA [Rosypal, 1998Jakonci PCR je konkrétni
sekvence ,namnozena“ v miliardach kopii (ampliofAlberts, 2008]. Technika amplifikuje
specifickou sekvenci DNA, jez je ohr&ana pomoci specialnich sond tzv. priméerimer je
fetzec o kkolika bazich, ktery ozriaje paéateni misto replikace DNA. Bez primeru by enzym
DNA-polymeraza nebyl schopencitasyntézu novéhdgetzce. Pro polymerdzovotetzovou
reakci se népstji vyuzZivaji syntetické primery. Jsou to oligonudtdy, které jsou

komplementarni k cilovému mistu DNA [Hartl a Joi€88].

V piipact infekéniho agens se jedna o namnoZeni dréil{pegr. rodow) specifického Useku
nukleove kyseliny. JeitkZité, aby tento Usek byl némmy, tj. aby v 8m nedochézelo k bodovym
mutacim [Pavlik, 1999].

DNA, nag. uvolrena z infekniho agens, je nejprve tepeldenaturovana.iPteplog nad 90°C
jsou rozvolgny vodikové nistky, které spojuji pyrimidinové a purinové bazeajemr
komplementarnich nukleofidTim jsou od sebe jednotlivétzce DNA oddleny. Vysledkem je
jedndetzcova DNA (ssDNA; single strand DNA). Ta slouZialdl fazi jako matrix pro syntézu
nového komplementarnitiettzce [Katarek, 2004]. Nasleduje hybridizace prifydj. nasednuti
primeru na sekvenci matricovélbezce. Mista vazby primérvymezuji oblast genomu, ktera
bude amplifikovana. Tato reakce probihi@tpplog kolem 60°C [Hartl a Jones, 1998]. Dale
probih& elongace (prodluzovani) nukleotidoviettzal, pisobenim DNA-polymerazyiteplot
72°C a vytvéi se tak zaklad budouciho fragmentu DNA, ktery ofeeiskat [Kéarek, 2004].
Jednotlivé nukleotidy jsoiazeny podle komplementarity bazi. PolymerazatmgiSoropojeni
cukni fosfodiesterickou vazbou do pétio ietézce. Vysledkem procesu je Usek dititzcové
DNA, tzv. amplikon. ProtoZe se amplifikuji ofeézce matricové DNA, vznikaji v pb¢hu cyklu

Z jedné vychozi molekuly dva amplikony [Pavlik, P9

Druhy cyklus opt zaiina tepelnou denaturaci amplikpnasleduje nasednuti (annealing) primer
a polymerace (elongac®iézai. Ze dvou vychozich molekul, tak vzniknou dat$ti amplikony
[Kocéarek, 2004]. B kazdém dalSim cyklu se ¢t amplikori zdvojnasobuije. Z jediné molekuly,
ktera vstoupi do reakce vzniknghbm ticeti cykli az 1.073.741.824 amplikbnAmplifikacni
profil PCR je uéovan empiricky. Kroré paitu cykli zahrnuije i teplotni &asové udaje pro {inch

jednotlivych fazi cykluCasové tdaje pro jednotlivé faze vyrazavisi na délce amplifikovanych



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 43

Useki. Podle detadni techniky se amplikony ponechavaji v ds fér(alektroforéza), nebo se

chemicky denaturuji na ss formu (hybridizace shytégmi sondami) [Pavlik, 1999].

Denaturace (95°C):
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Obr. 22 Pitbéh PCR

4.3 Reakéni smés pro PCR

PCR probiha v z&eni zvaném termocykler. Ten je zkonstruovan ahly, bylo mozné gmit
automaticky a rychle teplotu pebnou pro jednotlivé kroky reakce, a to idalik desitek stujpi
Celsia [Kaarek, 2004]. Vlastni reakce probiha vtenkmsfch amplifik&nich zkumavkéch
0 objemu 200 nebo 500, podle typu cykleru. ¥tSina modernichifstroji ma vyftivané viko,
aby nedochazelo ke kondenzaci kapalnécreaaesi na vnitni strar vicka zkumavky. Readi
smes obsahuje primery, nukleotidy ve farntrifosfati, vhodnou DNA polymerazu a pufr.
V souasnosti se iz pouZiva ipatentem chirgn systém proti kontaminaci AmpErdSe

(uracil-N-glykosylaza) [Pavlik, 1999].
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4.4 PCR-RFLP

Jde o techniku analyzujici produkt PCR. RFLP (otstn fragment length polymorphism) —
polymorfismus délky restréaich fragmerit je technika, ktera umadje diferenciaci genotin na
zaklad spektra DNA fragmeft Metoda je zaloZzena na sek¥en specifice restribnich
endonukleaz. DNA nebo jeji fragmenty ziskané aikalif se Spi panelem restrikich
endonukleazRestrikini endonukleazy jsou enzymy, které se specifickpuana DNA a $pi ji

ve specifickych mistech nachazejicich se gvmibo blizko rozpoznavaci sekvence. Nezniklé
fragmenty jsou &eny elektroforézou na agarosovém nebo akrylamidogélu. Vyhodou je
nenargnost metody; mezi nevyhody fatizka pravépodobnost detekce mutaci, ktera zavisi i na
poctu pouzitych enzyrin[Huldk et al, 2006]. Metoda RFLP ma vyuZzitii gjistovani genetickych

rozdili mezi rekolika jedinci jednoho druhu, nag prenatalnim tedin na srpkovou anemii.

Po ukorteni PCR se ziska $8) obsahujici velké mnozstvi zmnozenych fragiekieré je
potreba oddlit od zbytki DNA. DileZitou technikou na separacel@hi) nukleovych kyselin je
elektroforéza. Je to fyzikalrchemickd metoda prockéni latek v elektrickém poli. Z&eni se
sklada z elektroforetické vany s anodou, katodowfrem, viastniho drzaku gelu, ve kterém bude
k separaci dochazet, a externiho zdroje stejrosino nagti [Knoll a Vykoukalova, 2002].
Termin ,elektroforéza“ pochazi igtiny a obecé znamena transport pomoci etgkt. Je
zaloZena na izolaci molekul o rozdilné hmotnosticéek, 2004]. Sacharido-fosfatova padA

je pri¢inou rovnomdrného rozlozeni zapornych nalboy molekule. Pohyb elektronegativnich
molekul v elektrickém poli ke kladné elektéoekde k jejich separaci podle molekulové hmotnosti
(agardza tvid v gelu sito o uité velikosti p6h, proto tSi molekuly DNA putuji pomaleji)
[VIaSkova a TreSlova, 2008]. Po skeni elektroforézy se fragmenty v gelu zviditelfid@nim

fluoresceriniho barviva, které se vaze na DNA a v ultrafiatostle jasr z&i [Kocarek, 2004].

Obr. 23 Aparatura na elektroforézu
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4.5 Modifikace PCR

4.5.1 RT PCR

ProtoZerada vifi ma pouze RNA, nebylo mozné jejich stanoveni Ktasianetodou PCR. Proto
byla vyvinuta metoda RT PCR (Reverse transcriptiolymerase chain reaction) umajgci
primy dikaz infelénich agens za vyuZiti reverzni transkripce. Enzwereni traskriptaza, ktery
umoziuje prekopirovani RNA do cDNA je termolabilni, nesnapldtl nad 42°C [Pavlik, 1999].
Tento problém byl odstraén diky praci Meyerse a Gelfanda, tktpopsali v roce 1991 reverzni
traskrigsni aktivitu, vazanou naiftomnost MA" iontii u termostabilni DNA-polymerazy, kterou
izolovali z bakterieThermus thermophilusTento enzym je schopen reverzni transkripcé i p
teplog 72°C [Meyers a Gelfand, 1991]. Diky tomuto objevize RT PCR $ vhodné konfiguraci
testu, vyuZivat jediny enzym rTth polymerdzu [Havi999]. Nktefi autdi predpokladaji, Zze
(einnost reverni traskripce in vitro je nizSi nez BRérre, 1992]. Tato metoda byvékdy chybré
zantnovana za real time PCR (Q-PCR, gRT-PCR).

4.5.2 Multiplex PCR

Pri této metod se pouZziva souprava vice priineramci jedné reakce PCR. Z&enim vice geln
najednou Ize z jednoho testu ziskat informace jgichz ziskani by jinak bylo ptba dalSich
¢inidel i¢asu. Multiplex PCR je mozné pouzit pro &msnou amplifikaci vice exénjednoho
genu. Tento Zisob amplifikace se uplatje nagiklad i sowasné detekci interniho kontrolniho
genu neboipkvantitativni detekci [onkologickecentrum.cz].

45.3 Nested PCR

Ke zvySeni citlivosti a ffgsnosti stanoveni byva pouzivana metoda nested JBCRiloZena na
dvou po sob nasledujicich amplifikanich reakcich. Templatem prvni reakce je DNA izafgv
z testovaného vzorku, templatem druhé reakce grigroeakce prvni. Reakce probiha doufézov
Po skokeni amplifikace se detekce produktu provadi gelostektroforézou. Vyhodou této
techniky je vysoka vyZnost a specifita. Nested PCR ale vyZaduje podilmalosti cilovych
sekvenci [Pavlik, 1999].
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4.5.4 Miniprimer PCR

Metoda miniprimer PCR vyuZiva velmi malé primery9-10 nukleotid. Tato metoda byla
aspEsre pouzita pro detekci mikroorganignv prostedi rybnika Puerto Rico. Miniprimer PCR

umoziuje odhalit nové rozsmy pii stanoveni mikrol [Isenbarger, 2008].

455 Real-time PCR

Kvantitativni PCR v redlnéntase (Q-PCR/QRT-PCR; Real-time PCR) je metoda, HKigiad
zavedena teprvagd rekolika lety a vyuziva se jen kratkou dobii. teto technice se kombinuje
amplifikace DNA a detekce produktu v redlnéase [Eurogentec, 2004]ii Rletekci metodou
real-time PCR nedochazi v cykleru pouze k cykliokéstidani teplot, ale je zde také v redlném
¢ase monitorovana fluorescence PCR produktu [Bi&K)8]. Specialni ijistroj umo#uje
kontinualé monitorovat pirastky DNA bthem kazdého cyklu (u klasického PCR se detekuje az
fin&lni produkt). Zakladni podminkou jéitomnost fluoresceimiho substratu, ktery se vaze na
syntetizovanou DNA a Urotiedetekované fluorescence pak odraZzi mnozstvi reggvané
nukleové kyseliny. Data jsou tedy sbiranahdm celého PCR procesu na specialnich

“"termocyklerech" s optikou umidjici excitaci substrata naslednou detekci.

V prabehu paéateinich cykli PCR nedochazi k signifikantnimu stu fluorescence signalu resp.
nedojde ke zvySeni mnozstvi PCR produktu [Tichagtaad, 2003]. S ndistajicim pdtem cykh

v PCR exponenciainvzrista i mnozstvi PCR produktu tedy i fluoresgeého signalu, ktery je
meien [Bilek, 2008]. Optimalnim bodem pro analyzujdagxponencialni faze reakce [de Kaik
al. ,1998]. K detekci vznikajiciho produktu mohou pgtiZity 6zné systémy, které jsou zaloZzeny

na stanoveni zény intenzity fluorescemiho zdéeni khem amplifikace [onkologickecentrum.cz].

Metoda real-time PCR je vysoce citliva gegna a pravproto je ivelice nachylna k detekci
raznych nespecifickych reakciidelevsim p pouziti nespecifickych barviv se vyskytuji prabig
s nespecifickym signalem [Wittwet al, 1997].

Teoreticky existuje kvantitativni vztah mezi mneitst vychoziho vzorku a mnozstvim produktu
PCR v daném cyklu. Real-Time PCR detekuje hrémiagmplikonu Bhem reakce. Udaje se pak
meéii v exponencialni fazi PCR. Tradi metody PCR, které pouzivaji agar6zového gelo jie®
detekni metody, nejsouifliS presné. Real-Time PCR unimge kvantifikaci DNA a RNA
jednodusSeji aiesrtji nez starsi metody [Applied biosystems, 2008].
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Metoda real-time PCR ma Siroké uptativ diagnostice nadorovych onemétin Pouziva seip
véasné detekci nadorovych Wn monitorovani onemoeni v piibéhu terapie a detekci
minimalni zbytkové choroby [ValaSkova, 2006]. Tatetoda je vSak v s¢asnosti také vyuzivana
pro rychlou detekci mikroorganism- nag. pro detekcEscherichia colie mozné vyuzit metodu
rapid real-time PCR [Heijnen, 2009], pro stanov@itiobacter freundiije vhodna metoda
kineticka real-time PCR [Kaclikova, 2005]. RealdiRCR je mozné dale vyuzit pro detekci
klostridii [Messelhaeusser, 2008treptococcus pyogenf3awson, 2009] a enterouifRutjes,
2005].

obr. 24 Detekce fluorescence v real-time P@g&mpji

4.6 PCR vs. real-time PCR

Hlavni vyhodou metody real-time PCR oproti "klagigclu” PCR je moZnost kvantifikace
syntetizovaného produktu, a todbuelativni, tj. porovnanim s jinou skupinou vzarknebo
absolutni, z kalibkai kiivky rekombinantni DNA o znamém mnoZstvii Bodnoceni plati
skute&nost, Zefim vysSi je obsah nukleoveé kyseliny v testovanéonkuz(nap. mRNA jako vyraz
arovre exprese daného genu), tim rychlejSiijeiaptek fluorescence. Z dalSich vyhod je nutno
zminit vysokou specifitu (zejménai goouziti sond) a citlivost (uvadi se, Ze zachyhyg

1 naddoroveé htky na cca 100 000 zdravych kh V rezimu fast umailji pristroje ukoxiit
analyzu do 35 minut mistapodnich 2,5 - 3 hodin.

Metodu real-time PCR je mozno vyuzit k detekcino j8ICR, ale hlavhse vyuziva k novym
aplikacim, @i kterych je tradini PCR mé# (¢inna. Diky sledovani datbem reakce se metoda
PCR rozdila i do aplikaci jako jsou: virova kvantifikaceydatifikace genové exprese gireni

poskozeni DNA, detekce patogenj. [Applied biosystems, 2008].
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ZAVER
Polymerazové#etzova reakce je metoda molekularni biologie pro eratizkou replikaci DNAN

vitro, bez pouziti Zivych organisinProces PCR reakce probiha v termocykleriistrgji, ktery

dokaze pesrt stidat jednotlivé teplotni kroky reakce.

HIlavni vyhodou PCR je jeji vysoka citlivost. Ze dwdaken nukleove kyseliny dokéze wiit@o
tiiceti cyklech 1.073.741.824 molekul produktu. Diggnu stéi pro tuto metodu jen velmi malé
mnozstvi DNA. Primery, ptgbné pro pib¢h PCR je mozné navrhnout tak, Zze fungujifnggm
pri vyskytu danych patogénve vzorku. To Ize vyuZit pro detekci patofyenkrvi pacient, ale
samotzejne také z vodyi jinych vzorki. PCR je vhodna ke stanoveniiyimykobakterii i jinych

mikroorganisni, u kterych je kultivaceiflis nar@na a zdlouhava.

Nevyhodou PCR je pouziti Taqg DNA polymerazy, kteeauspsné pouziva v PCR pro svou
odolnost i vysokych teplotach. Aleippouziti klasické Tag-polymerazy ma PCRitdromezeni,
protoze Taq polymeraza nema tzv. korektorskou iaktigroto i syntéze nového vidknaild

chyby, které neni schopna opravit.

Pii stanoveni patogénve vod, klinickych i jinych vzorcich je vyhodou PCR jejychlost
a presnost proti klasické kultizai metod.
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