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ÚVODEM
Vážení přátelé,

přinášíme Vám druhé číslo již 30. ročníku našeho 
Bioprospectu, tentokrát za velmi nestandardních pod-
mínek, kdy coronavirová pandemie prakticky rozvrátila 
náš obvyklý způsob života. Opatření zaměřená k jejímu 
zastavení nás donutila k omezení nebo dokonce k za-
stavení mnoha běžných činností, jejichž důsledkem 
bylo nejen zpoždění v realizaci mnoha obvyklých aktivit,  
ale především ohromné ekonomické ztráty, jejich dů- 
sledky nás budou ovlivňovat řadu příštích let. Musíme 
jen doufat, že „druhá vlna coronavirové pandemie“ se 
neuskuteční a k dalším problémům už nedojde.

Vzhledem k nemožnosti shromažďování a mezis-
tátního cestování jsme museli odložit konání našeho 
biotechnologického symposia „Biotech 2020“. Po po-
drobném zvážení všech okolností jsme se rozhodli sym-
posium odložit přesně o rok, t.j. na 16 – 19. 6. 2021 pod 
stejným názvem BIOTECH 2020 a se stejnou webovou 
stránkou www.biotech2020.cz. Rádi bychom poděko-
vali všem přihlášeným účastníkům, sponzorům a pod-
porovatelům i vedení VŠCHT v Praze za laskavé po-
chopení a podporu. Na zmíněné webové stránce jsme 
publikovali již předběžný program, který je upraven tak, 
aby byl k disposici prostor pro další účastníky, které  
velice rádi uvítáme. Až do konce února 2021 je možné 
se přihlásit za snížený registrační poplatek (early bird) 
a rádi prodiskutujeme se zájemci návrhy na jakoukoliv 
formu spolupráce, včetně organizace různých setkání 
a workshopů.

Vzhledem k tomu, že nám již půl roku značně kom-
plikuje život malý virus a trápení stále ještě není konec, 
připomeňme si několik základních informací o koro-
navirech. Koronaviry (CoV) jsou jednořetězcové RNA 
viry, které snadno mutují a napadají hostitele – různé 
ptáky a také savce. Způsobují obvykle respirační potíže 
a méně často gastrointestinální a neurologické prob- 
lémy.

Koronaviry byly poprvé prokázány u kuřat v r. 1930 
a dlouho se myslelo, že napadají jen ptáky. Poprvé byl 
koronavirus identifikován u lidí až v r. 1960. Ukázalo se, 
že koronaviry jsou rozšířené po celém světě a podílejí 

se zhruba na 10 – 15 % běžných nachlazení, většinou 
v průběhu zimy. Na nachlazeních se někdy podílely 
společně s bakteriemi a takové „ko -infekce“ měly váž-
nější charakter.

Koronaviry mající fatální následky se objevily teprve 
nedávno. V r. 2002 byl detegován kmen označova-
ný jako SARS ‑CoV či prostě Sars (severe acute respi-
ratory syndrome). V následujícím roce Canada’s Na- 
tional Microbiology Laboratory stanovila jeho genom.  
Tento smrtící kmen údajně způsobil smrt 774 lidem. 
Sars se značně podobá současnému pandemickému 
COVID-19.

Zhruba po 10 letech (v r. 2012) byl v Saudské Ara-
bii identifikován koronavirus MERS ‑CoV (Middle East  
respiratory syndrom = Mers). Mers se kromě opakova-
ného výskytu v Saudské Arabii vyskytoval i v Jižní Koreji 
(2015).

V průběhu let byly prokázány další lidské koronaviry, 
které nebyly spojeny s větší úmrtností a žádné z nich, 
včetně SARS -CoV a MERS -CoV nevyvoly pandemii.  
Tu vyvolal až COVID-19 (SARS -CoV-2) vzhledem k šir- 
šímu spektru možností přenosu. V současnosti byly 
zasaženy všechny státy světa kromě Severní Koreje, 
Turkmenistanu a Lesotha, ale věřme tomu.

Příznivou zprávou je, že ve většině případů bývá prů-
běh nemoci mírný a současná medicina má řadu mož-
ností jednotlivé průvodní jevy onemocnění omezit.  
Finálním řešením by měla být očkovací vakcina, pokud 
mezitím virus nezmutuje.

Vážení a milí čtenáři Bioprospectu, přejeme Vám, 
abyste všechny dosavadní problémy překonali, prožili 
příjemnou zaslouženou dovolenou a na podzim jste již 
mohli působit standardním způsobem, jak jste zvyklí. 
Pokud budete mít čas a chuť, napište nám, co byste 
chtěli v rámci naší společnosti zlepšit. Na podzim usku-
tečníme nové volby do Rady Biotechnologické společ-
nosti a rádi uvítáme mladé tváře, které by společnosti 
daly nové podněty pro její další práci.

Se srdečnými pozdravy
Vaši

Jan Káš a Petra Lipovová

Informace o COVID‑19:
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/febs.15375
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ODBORNÉ PŘÍSPĚVKY

STUDIUM MITOCHONDRIÍ ŽIVÝCH BUNĚK POMOCÍ 3D 
SUPER ‑ROZLIŠOVACÍ SVĚTELNÉ MIKROSKOPIE
Anežka Vodičková
Fyziologický ústav AV ČR; anezka.kahancova@fgu.cas.cz

Úvod
Super -rozlišovací mikroskopie se během posledních 

let stala nedílnou součástí vědeckého světa. Její schop-
nost překročit, přesněji řečeno obejít, Abbého difrakč-
ní limit pomáhá získávat nové informace o fungování 
a struktuře organismů. Kromě super -rozlišení, je obrov-
ským benefitem těchto metod možnost zkoumat nejen 
fixované, ale i živé buňky, což kromě možnosti snímat 
in vivo dynamické buněčné procesy v reálném čase při-
náší i možnost vyhnout se artefaktům, které mohou být 
způsobeny fixováním a přípravou vzorku.

Mitochondrie, buněčné elektrárny eukaryot, se neu-
stále těší širokému vědeckému zájmu. Tyto velmi dy-
namické organely prozradí mnohé o svém fyziologic-
kém stavu skrze morfologické změny v tubulární síti, 
ve které jsou obvykle organizovány. Obecně je průměr 
mitochondriálních tubulů obdobný jako rozlišovací li-
mit konfokální mikroskopie (250–500 nm)1, 2, 3. Z toho 
je zřejmé, že pro podrobné zkoumání architektury 
mitochondrií je zapotřebí použití mikroskopie super-
-rozlišovací.

Strategie super ‑rozlišovací mikroskopie
Super -rozlišovací světelná mikroskopie je schopna 

překonat Abbého difrakční limit, který má hodnotu 
mezi 200–250 nm, čehož dosahuje různými přístupy. 
Obejití tohoto omezení je postaveno na třech základ-
ních principech. Jedná se o strukturní iluminační mikro-
skopii (mikroskopii se strukturním osvětlením), lokali-
zační mikroskopii a mikroskopii využívající stimulované 
potlačení emise.

Strukturní iluminační mikroskopie
Strukturní iluminační mikroskopie (SIM, z angl. 

Structured Illumination Microscopy) bývá označovaná 
jako vysoce -rozlišovací (z angl. high -resolution), pro-
tože obvyklé rozlišení v osách xy dosahuje přibližně 
150 nm a v ose z 400 nm. Tato metoda používá excitač-
ní světlo ve formě mřížky, kterým osvětluje vzorek pod 
třemi různými úhly s pěti lineárními posunutími. Vý-
sledná data jsou matematicky rekonstruována pomocí 
Fourierovy transformace obrazu4, 5, 6.

Mikroskopie využívající stimulované 
potlačení emise

Mikroskopická metoda STED (z angl. STtimulated 
Emission Depletion – stimulované potlačení emise) 
dosahuje standardně rozlišení pod 50 nm v osách xy 
a 150 nm v ose z. Tato metoda je variantou skenovací 
konfokální mikroskopie, u které je navíc použit laserový 
paprsek, jenž směřuje do stejného místa jako excitač-
ní laserový paprsek. Tento přidaný paprsek (depleční 

laser) má prstencový profil intenzity a tvoří tak „do-
nut“ s nízkou (prakticky nulovou) intenzitou uprostřed.  
Fluorescenční molekuly vyskytující se v oblasti ozářené 
deplečním laserem jsou donuceny navrátit se do zá-
kladního stavu. Rozlišení potom závisí na velikosti ob-
lasti, ve které nedochází k depleci emise. Ta je omezená 
intenzitou deplečního laseru, která je obecně u biolo-
gických vzorků limitována jejich možným poškoze- 
ním7, 8, 9.

Lokalizační mikroskopie
Metody STORM10 (z angl. STochastic Optical Recon-

struction Microscopy), PALM11 (PhotoActivation Loca-
lization Microscopy) a FPALM12 (Fluorescence Photo- 
Activation Localization Microscopy) využívají stejný prin-
cip a byly objeveny a zveřejněny krátce po sobě v roce 
2006. Tyto metody používají fluorofory se dvěma růz-
nými stavy, jeden vyzařuje fluorescenci, druhý nikoliv. 
Tyto stavy lze měnit použitím světla o různých vlnových 
délkách nebo je lze měnit stochasticky. Záření emituje 
vždy jen náhodný a malý počet molekul, jejichž fluo-
rescence je snímána a zaznamenána. Četným opako-
váním se získá dostatek dat, aby bylo možné každému 
fotonu s použitím rozptylové funkce (PSF, z angl. point 
spread function) matematicky přiřadit souřadnice13. 
Rozlišení, kterého lze dosáhnout, je 30 nm v laterální 
rovině a přibližně 40–60 nm v ose z14, 15, 16.

Super ‑rozlišovací mikroskopie živých 
buněk

Všechny tyto tři přístupy mohou být aplikovány i na 
snímání živých vzorků a lze skrze ně získat fascinující 
obrazy vnitrobuněčných struktur. Největší výzvou po-
sledních let je optimalizace výkonu každé techniky tak, 
aby stejná data získaná běžně na neživých (fixovaných) 
vzorcích mohla být rutinně snímána právě i s použitím 
živých buněk. Mezi hlavní řešené problémy patří zejmé-
na fototoxicita a rychlost snímání. Nižší vlnová délka 
excitačního světla obecně zlepšuje rozlišení obrazu, leč 
světlo s kratšími vlnovými délkami, než ultrafialové je 
pro buňky toxické.

Strukturní iluminační mikroskopie je nejsnadněji 
použitelná pro zobrazování živých vzorků, protože vy-
žaduje nízký počet (obvykle 15) snímků k rekonstrukci 
super -rezolučního obrazu. Omezení této metody přiná-
ší výrazné snížení intenzity snímaného signálu v čase 
(zesvětlení, z angl. photobleaching), a/nebo příliš rychlý 
pohyb ve vzorku během získávání obrazu. Jsou -li zobra-
zované procesy rychlé, vyžaduje jejich zobrazení velmi 
krátkou expozici a vysoký výkon laseru, což může způ-
sobit poškození buněk. Touto super -rozlišovací techni-
kou je možné získat data pro jeden obraz v čase mezi 
několika sekundami až po desetiny sekund v závislosti 
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na konstrukci mikroskopu17, 18. Vzhledem k rychlému 
snímání obrazu, velkému zobrazovacímu poli a sku-
tečnosti, že můžeme použít libovolný fluorofor, je SIM 
častou volbou pro zobrazování živých buněk (Obr. 1).

Rozlišení mikroskopie využívající stimulované 
potlačení emise nemá žádné teoretické omezení. 
Závisí na intenzitě deplečního i excitačního laseru. Je 
jasné, že v živém vzorku jsou intenzity limitovány mož-
ným poškozením vzorku. U zobrazování živých buněk 
touto metodou hledáme kompromis mezi rozlišením, 
rychlostí snímání a oblastí, kterou lze zobrazit, proto-
že se jedná o skenovací techniku, a rychlost je tedy 
nepřímo úměrná ploše. Pro zjišťování kolokalizace 
proteinů v biologických vzorcích je nesmírně důležité 
mít možnost pořizovat snímky ve dvou různých kaná-
lech. K tomu jsou zapotřebí dvě standardní barviva,  
ke kterým jsou vyžadovány dva excitační paprsky, a dva 
depleční lasery, avšak sladit takovýto systém je velmi  
náročné19. Alternativním přístupem je použití stan- 
dardního barviva a k tomu druhého barviva s velkým 
rozdílem mezi absorpční a emisní vlnovou délkou,  
takže stejný depleční laser lze použít pro obě bar- 
viva20.

Hlavním omezením lokalizační mikroskopie při 
zobrazování živých buněk je rychlost snímání obrazu. 
Doba získání dostatečného množství snímků (deseti-
tisíce) je obvykle nejméně několik minut, ale mnoho 
procesů v buňkách se odehrává v mnohem kratším  
časovém intervalu. V posledních letech však bylo zve-
řejněno několik dílčích zlepšení, které slibují jedno- 
dušší zobrazování dynamických změn v živých buň-
kách, a to především v těchto oblastech: jasnější fluo- 
rofory, které způsobí, že buňka je osvětlována kratší  
dobu, leč zaznamenaný počet fotonů je stejný; dále 
budování mikroskopů s rychlým, samočinně nastavitel- 
ným ovládáním laserů, které umožní přepínání a bu-
zení fluoroforů ve velmi krátkých časových intervalech;  
a vývoj metod analýzy, díky čemuž bude třeba získat 
méně dat21, 22.

3D super ‑rozlišovací mikroskopie
Je dáno optickou konstrukcí fluorescenčního mikro-

skopu, že laterální rozlišení (rovina xy) je výrazně lepší 
ve srovnání s axiálním rozlišením (osa z). Tato diskre-
pance je způsobena pozorováním vzorku pouze z jed-
noho směru, a to pomocí mikroskopické čočky. Zčásti 
lze tento problém vyřešit použitím skenovacího kon-
fokálního mikroskopu se sekvenčním zobrazováním 
v různých ohniskových rovinách s následnou korekcí 
trojrozměrného obrazu.

Nejběžnějším způsobem stanovení souřadnic mo-
lekuly v ose z v lokalizační mikroskopii je použití  
astigmatismu, tj. předvídatelné deformace tvaru roz-
ptylové funkce (PSF), která vznikne po vložení spe- 
ciální válcové čočky před kameru mikroskopu. Stupeň 
deformace se snadno zohlední během rekonstrukce  
obrazu23.

Při hledání všeobecného přístupu, který by sloužil 
k zobrazení celé buňky v ose z, byl navržen nový způ-
sob, který využívá tzv. světelné listy (z angl. light sheet). 
Nejjednodušší variantou je režim HILO (z angl. Highly 
Inclined and Laminated Optical Sheet). V tomto pří-
padě se excitační světlo šíří vzorkem jako tenká vrst-
va o tloušťce několika mikrometrů, která je relativně  
nakloněna k ohniskové rovině. Toto nastavení výrazně 
snižuje signál pozadí. Zorné pole dostupné při skeno-
vání v režimu HILO je však velmi úzké a zobrazení tak  
malého předmětu, jako jsou jednotlivé buňky, je obtíž-
né. Nejslibnějším přístupem je použití tzv. Besselových 
paprsků vytvořených pomocí speciálně zakřivených 
čoček. Tato metoda byla pojmenována LLSM (z angl. 
Lattice Light -Sheet Microscopy)24. Kombinace LLSM 
a strukturované iluminační mikroskopie pomocí 
fluorescenčních proteinů umožňuje dosáhnout izot-
ropního rozlišení asi 100 nm v živých buňkách25. Kom-
binace LLSM a mikroskopie využívající stimulované 
potlačení emise může zlepšit axiální rozlišení mikro-
skopu26, 27, 28.

Mitochondrie v nanosvětě
Mitochondrie jsou dvoumembránové, semiauto-

nomní organely pravděpodobně prokaryotického pů-
vodu. Mitochondrie se ve většině buněk vyskytují jako 
podlouhlá, dynamická, vnitřně propojená tubulární síť, 
která komunikuje s ostatními kompartmenty buňky. 
Mitochondriální síť je schopna změnit tvar, velikost, po-
čet či polohu během několika sekund. K tomu jí po-
máhá především proces dělení (štěpení), kdy se jeden 
mitochondriální tubul rozdělí na dva či více fragmentů, 
a proces fúze, což je opačná akce. Tento proces vyža-
duje nejvyšší možnou koordinaci, je nutné rozdělit či 
spojit obě mitochondriální membrány, aniž by došlo 
k závažné ztrátě obsahu matrix a mezimembránového 
prostoru mitochondrie. Hlavní úlohou fúze a štěpe-
ní mitochondriální sítě je sdílení obsahu, když je část 
mitochondrií poškozena nebo ztratila některé své seg-
menty29, 30, 31. Vnější membrána mitochondrií je porézní 
a propustná, vnitřní je nepropustná pro protony a roz-
dělena vchlípeninami, které se nazývají kristy, a její  
fosfolipidové složení se liší od membrány vnější. Uspo-
řádání a morfologie krist nejsou náhodné, naopak  

Obr. 1: Změny v morfologii mitochondriálních sítí 
živých INS‑1E buněk způsobené redukcí exprese  
mitochondriálního proteinu inhibičního faktoru 1 (IF1)  
pomocí transientího umlčení genu kódujícího IF1. 
Mitochondrie byly označeny pomocí MitoView Dye a zobra- 
zeny strukturní iluminační mikroskopií (SIM). Vlevo jsou 
kontrolní INS-1E buňky (CTRL -si), vpravo INS-1E buňky  
(IF1-si) s umlčeným genem kódující regulátor ATP synthasy 
IF1, jejichž mitochondriální síť je více fragmentovaná a jed- 
notlivé tubuly širší.
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jejich tvar a počet odpovídá energetickému stavu a po-
žadavkům buňky.

Vzhledem k tomu, že super -rozlišovací techniky  
při studiu mitochondrií musí být schopné zodpovídat 
různorodé otázky, je zřejmé, že jediná metoda nemů-
že univerzálně sloužit všem účelům. Výběr zobrazovací 
metody bude záviset především na požadované rych-
losti snímání, typu vzorku a preferovaném způsobu 
značení32, 33, 34. Díky svému axiálnímu rozlišení ve stu- 
diích o mitochondriální architektuře živých buněk vy-
niká mikroskopie STED. Zobrazení živých HeLa buněk, 
které exprimovaly fúzní protein SNAP -tag značíci kris-
ty35, pomocí mikroskopie STED, dosahovalo rozlišení  
až 50 nm v ose xy, avšak s malým zorným polem. Vel-
ké zorné pole zajišťuje použití metody SIM. Jako na-
příklad při zobrazení buněk COS-7 značených pomocí 
MitoTracker Green36 nebo MCC13 buněk exprimujících 
marker vnější membrány mEmerald -TOM2037. Ačkoli 
k zobrazování pomocí lokalizační mikroskopie se vět-
šinou používají fixované buňky, nedávno byly publiko-
vány38 časosběrné snímky STORM buněk BS -C-1 zna-
čených MitoTracker Red, který značí vnitřní mitochond-

riální membránu. Při zobrazování mitochondrií v živých 
buňkách je třeba mít na zřeteli jejich vysokou citlivost  
na jakýkoli diskomfort (zobrazovací medium, teplo-
ta atp.), který se okamžitě projevuje morfologickými 
změnami (přílišným štěpením). Obdobně může znače-
ní proteinem a/nebo jeho nadměrná exprese interfero-
vat s mitochondriální funkcí či architekturou, proto jsou 
nezbytné kontrolní experimenty39, 40.

Závěr
Není pochyb, že super -rozlišovací mikroskopie bude 

čím dál častěji využívána právě pro svou schopnost zob-
razovat žádané struktury s výborným rozlišením v de-
sítkách nanometrů nejen ve fixovaných, ale i v živých 
buňkách. To elektronová mikroskopie, která dosahuje 
ještě lepších rozlišení, nedokáže. Se stále se zlepšujícím 
rozlišením stále dostupnějších super -rozlišovacích mik-
roskopů je očekávatelné, že bude stále snazší zkoumat 
rychlé, dynamické buněčné procesy, a bude tak velmi 
jednoduché získat naprosto nový vhled do struktury 
a fungování organismů.
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Souhrn
Vodičková A.: Studium mitochondrií živých buněk pomocí 3D super ‑rozlišovací světelné mikroskopie
Super -rozlišovací mikroskopie je schopna různými způsoby obejít difrakční limit a dosahovat izotropického rozlišení desítek nanomet-
rů. V současné době se vyvíjí značné úsilí, aby stejná kvalita výsledků, které lze získat s fixovanými vzorky, byla dosažitelná i s buňkami 
živými. Vzhledem k četnosti dynamických vnitrobuněčných procesů je žádoucí, aby super -rozlišovací 3D mikroskopie byla co nejdříve 
běžným a dostupným způsobem, jak tyto procesy pozorovat a zkoumat. Mitochondrie, semiautonomní buněčné elektrárny, skrývají stále 
spoustu nezodpovězených otázek, na které by v budoucnu právě 3D super -rozlišovací mikroskopie živých buněk mohla nalézt odpovědi.
Klíčová slova: Super -rozlišovací mikroskopie, živé buňky, mitochondrie

 
Summary
Vodičková A.: Study of mitochondria in living cells using 3D super ‑resolution light microscopy
Super -resolution microscopy can variously circumvent the Abbe’s diffraction limit and achieve an isotropic resolution of tens of na-
nometers. Considerable efforts are currently being made to ensure that the same quality of results that can be obtained using fi-
xed samples are achievable using living cells. Since the numerous intracellular dynamic processes occur in cells, it is desirable to 
make super -resolution 3D microscopy an available method as soon as possible in order to investigate these processes. Mitochondria,  
semi -autonomous cellular power -plants, still hide a lot of unanswered questions, to which specifically 3D super -resolution microscopy 
of living cells could find answers in the future.
Keywords: super -resolution microscopy, live -cell, mitochondria
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Úvod
Pro zachování historických kinematografických mate-

riálů a fotografií pro další generace, je nutné v archi-
vech zajistit vhodné skladovací podmínky1. Biodegra-
dace neboli jakákoli nežádoucí změna (tvorba skvrn, 
změny struktury) uchovávaných sbírkových předmětů 
je způsobená činností mikroorganismů, převážně bak-
teriemi a mikroskopickými houbami. Ve většině přípa-
dů jde o konsorcia několika mikrobiálních druhů2. Bak-
terie, oproti mikroskopickým houbám, nepředstavují 
tak velké riziko, s ohledem na jejich omezené enzymo-
vé vybavení a požadavek vyšší vlhkosti potřebné pro je-
jich růst3. V řadě případů však byly z kontaminovaných 
vzorků izolovány oba typy zmíněných mikroorganismů. 
Bučková a kol. (2014) prokázala biodegradaci želatino-
vých tisků současně mikroskopickými houbami i bak-
teriemi4. Poškození fotografií přítomností obou mikro-
biologických domén je také popsáno ve studii Sclocchi 
a kol. (2017)5. V archivních depozitářích se sleduje ne-
jen mikrobiální kontaminace uskladněných materiálů, 
ale i přítomnost nežádoucích mikroorganismů v ovzdu-
ší. Přítomnost mikrobiální kontaminace v prostoru  
budov je ovlivněna např. prouděním vzduchu, teplotou, 
ale i přítomností a pohybem osob3.

Z optimálních podmínek pro růst mikroorganismů 
v prostředí archivů jsou nejdůležitější teplota (více než 
20 °C), relativní vlhkost (více než 65 – 70 %) a v nepo-
slední řadě složení zkoumaných materiálů, jinými slovy 
přítomnost vhodného zdroje uhlíku nezbytného pro 
růst mikroorganismů5-7.

Pro identifikaci mikroorganismů přítomných na ar-
chiváliích lze využít klasické metody založené na kulti- 
vaci na agarových půdách, kdy získáme jednotlivé čisté  
izoláty, které mohou být následně identifikovány. Tyto 
klasické metody jsou vhodné pouze pro mikroorga-

nismy kultivovatelné za laboratorních podmínek, což 
zahrnuje pouze malé procento mikrobiálních druhů8.  
Naprostá většina mikroorganismů je v laboratorních 
podmínkách stále nekultivovatelná, ačkoli ve zkouma-
ném prostředí se přirozeně vyskytují9. V posledních le-
tech se proto rozšířily takzvané metagenomické ana-
lýzy, které jsou založeny na izolaci celkové DNA nebo 
RNA z testovaného materiálu a následně je přítomnost 
mikroorganismů vyhodnocena sekvenací tzv. next-
-generation sequencing. Výhoda těchto metod je, že 
jsou vysoce citlivé a jsou tedy vhodné pro zkoumání 
kultivovatelných, obtížně kultivovatelných i nekultivo-
vatelných organismů7, 10.

Izolace mikroorganismů
Odběr vzorků

Pro izolaci mikroorganismů z archiválií je nutné pou-
žít co nejšetrnější metodu odběru vzorků, při které ne-
bude poškozen jejich povrch. Výběrem vhodné metody 
pro odběr z fotografických a filmových archivních ma-
teriálů se zabývala ve své studii Hricková a kol. (2019),  
ve které bylo porovnáno šest různých metod odběru 
mikroorganismů: suchý stěr vatovou tyčinkou, suchý 
stěr štětečkem, otisk na vlhký filtrační papír, otisk na 
suchou houbičku, otisk na suchý samet a otisk na kul-
tivační médium Hygicult. Vhodnost těchto metod byla 
vyhodnocena mikroskopicky sledováním povrchu foto-
grafického materiálu, ze kterého byl odběr proveden. 
Jediná metoda, která nezpůsobila žádné poškození po-
vrchů, ať už se jednalo o albumin, kolodium nebo že-
latinu, byl otisk na suchou houbičku, jako je například 
stěrový tampon PUR -Blue (BioIng, s. r. o., CZ). Vybraná 
metoda byla proto doporučena pro monitoring konta-
minace zmíněných archivních fotomateriálů11.
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Pro monitorování mikrobiální kontaminace ovzduší 
v archivech lze použít dvě metody – spady nebo aero-
skop3, 12. Princip aeroskopu je založen na nasávání pře-
dem zvoleného objemu vzduchu, a jeho přímým kon-
taktem s kultivačním médiem v otevřené Petriho mis-
ce. Po kultivaci při vhodné teplotě je výsledkem počet 
mikroorganismů ve zvoleném objemu vzduchu. Oproti 
tomu sedimentační technika spadů využívá přímého 
kontaktu agarového média se vzduchem ve sledované 
oblasti a výsledkem je nárůst mikroorganismů odpoví-
dající době expozice otevřené misky s agarovým růsto-
vým médiem. Metoda odběru vzduchu aeroskopem má 
nesporné výhody ve srovnání se spadovou metodou. 
Analyzuje totiž větší objem vzduchu za mnohem kratší 
dobu a díky zvolenému objemu lze přesně určit počet 
mikroorganismů13. Aeroskop byl využit například ve stu-
dii Rojase a kol. (2012) při analýze ovzduší v sedmi his-
torických budovách, ve kterých byly uchovávány knihy 
a fotografický materiál. Byla zde prokázána vysoká míra 
mikrobiální kontaminace ve všech testovaných prosto-
rech. Díky použité metodě bylo zachyceno více mikro-
organismů za kratší dobu12.

Izolace čisté mikrobiální kultury
Z mikroorganismů, které přežily vzorkování i trans-

portní stres, se v dalším kroku kultivačními metodami 
získají čisté kolonie14. Růst mikroorganismů je limitován 
podmínkami prostředí, ve kterém se vyskytují. V prvé 
řadě se jedná o dostupnost vhodných živin, relativní 
vlhkost, teplotu, pH a koncentraci kyslíku15, 16. Pro prvot-
ní izolaci bakterií a mikroskopických hub se v archivech 
využívají většinou komerčně dostupná širokospektrá 
kultivační média. Pro mapování mikrobiální kontamina-
ce archivních fotografií a filmů, byly v několika studiích 
použity agary se sladovým extraktem (MEA) a brambo-
rové agary s dextrózou (PDA). Oba agary jsou vhodné 
pro kultivaci mikroskopických hub a kvasinek. Pro po-
tlačení současného růstu bakterií jsou do těchto půd 
přidávány antibiotika. Pro záchyt bakterií byl využit na-
příklad Luria Bertani agar (LB10), škrobový nebo živný 
agar17.

Kultivační metody byly využity také Sclocchim a kol. 
(2013), kteří monitorovali mikrobiální kontaminaci na 
fotografických materiálech. Pro záchyt bakterií použili 
živný agar a mikroskopické vláknité houby byly kulti-
vovány právě na agarech MEA a PDA. Přítomnost xe-
rofilních druhů plísní, které jsou schopné růstu při níz-
ké vodní aktivitě a vysoké koncentraci zdroje uhlíku, 
byla navíc sledována pomocí média DG18 (dichloran-
-glycerol). Vedle různých druhů mikroskopických hub 
byly získány i jednotlivé druhy bakterií. Většina plísní 
byla zařazena do rodů Alternaria, Cladosporium a Tri
choderma. Konkrétní druhy bakterií zmíněny nebyly18.

Komplexní média, která se většinou v archivech vy-
užívají, zachytí pouze malou část mikrobiálních druhů. 
Nejsou vhodné například pro obtížně kultivovatelné 
nebo pomalu rostoucí mikrobiální populace. Média 
bohatá na živiny podporují růst rychle rostoucích mi-
kroorganismů na úkor pomalu rostoucích druhů, které 
mohou vytvářet kolonie až po několikatýdenní kultiva-
ci. Může tak dojít k předčasnému ukončení kultivace 

v době, kdy pomalu rostoucí druhy ještě nezačaly tvořit 
viditelné kolonie. Navíc, jejich růst může být inhibován 
rychle rostoucími mikroorganismy19, 20. Možnost, jak zvý-
šit záchyt a diverzitu mikroorganismů, které se na ar-
chiváliích vyskytují, je současné použití médií s různým 
obsahem živin15. Například pomocí Reasonerova R2A 
agaru lze kultivovat pomalu rostoucí bakterie, jejichž 
růst je podporován nízkou koncentrací živin (po 0,5 g/L 
škrobu a dextrózy). Médium navíc obsahuje pyruvát 
sodný, který zvyšuje regeneraci mikroorganismů vysta-
vených stresovým podmínkám21. Tímto způsobem byly 
úspěšně izolovány dříve nekultivovatelné druhy z růz-
ných typů životního prostředí15.

K izolaci jednotlivých kolonií se používají tři techniky. 
První možností je metoda křížového roztěru (tzv. čárko-
vání), která je založena na postupném zřeďování kultu-
ry. Druhou možností je metoda roztěru, kdy se na dané 
kultivační médium rozetře 100 µl kultury a dále metoda 
přelivu, kdy se vytemperovaným médiem přelije 1 ml 
kultury. Tyto metody jsou založeny na desítkovém ře-
dění vzorku s cílem získat jednotlivé kolonie. Konfirma-
ce čistoty se před identifikací potvrzuje mikroskopicky 
a jednotlivé kolonie různých mikroorganismů se dále 
mohou identifikovat biochemickými testy, spektromet-
ricky pomocí MALDI -TOF nebo za použití molekulárně-
-biologické metody – polymerázové řetězové reakce 
(PCR) a následné sekvenace22.

Identifikace mikroorganismů
Identifikace bakterií pomocí biochemických testů

Izolovanou kulturu lze identifikovat na základě jejích 
biochemických vlastností. Do jednotlivých rodů lze bak-
terie zařadit na základě jejich růstu na selektivních či 
chromogenních médiích, díky přítomnosti specifických 
substrátů či inhibitorů. Na trhu je dostupná řada ko-
merčních souprav, které jsou určeny pro různé skupiny 
mikroorganismů a jsou založeny na jejich biochemic-
kých vlastnostech22. Příkladem testovacích souprav, 
založených právě na biochemických reakcích, jsou 
soupravy API kity (existují soupravy pro gramnegativ-
ní tyčinky, stafylokoky, kvasinky, a další), ENTEROtest 
vhodný pro čeleď Enterobacteriaceae, STREPTOtest24 
pro rozlišení streptokoků a enterokoků nebo například 
ANAEROtest 23 pro identifikaci anaerobů23, 24. Někdy 
však získané výsledky mohou být zavádějící. V případě, 
že se jedná o nový druh, který ještě není v příslušné 
databázi, ale využívá substráty podobně jako druh z da-
tabáze, může být identifikace nesprávná. V případě,  
že není jasné, který druh lze ve vzorku očekávat, jako je 
tomu často v environmentální mikrobiologii, je vhodné 
tyto metody kombinovat s molekulárně -biologickými25.

Identifikace mikroorganismů pomocí MALDI ‑TOF
Hmotnostní spektrometrie je analytická metoda zalo-

žená na analýze poměru hmotnosti ku náboji různých 
sloučenin26. Jejím základním principem je ionizace mo-
lekuly a následné stanovení iontů a jejich rozpadových 
produktů ve vakuu27. Nejrozšířenější variantou je využití 
ionizace laserem za přítomnosti matrice v kombinaci 
s detektorem doby letu, MALDI -TOF MS, z anglické-
ho matrix -assisted laser desorption ionization -time of  
flight mass spectrometry26. Směs matrice a vzorku je za-
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sažena laserem, čímž dojde k ionizaci. Ionty jsou poté 
urychlovány v elektrickém poli a separovány v hmot-
nostním analyzátoru podle jejich poměru hmotnost/ 
náboj. Po opuštění elektrického pole vstoupí ionty pul-
sem do letové trubice, kde letí různou rychlostí v závis-
losti na jejich hmotnosti27.

MALDI-TOF MS se v poslední době stále častěji pou-
žívá pro identifikaci izolovaných jednodruhových kolo-
nií mikroorganismů. Nelze ji použít pro stanovení více 
druhů ve směsi. Další limitací použití je databáze re-
ferenčních mikroorganismů, kterou má používaný pří- 
stroj k dispozici27. Vzorek pro měření představuje jed-
nu kolonii, která je nanesena na speciální ocelovou 
destičku pro MALDI -TOF MS. Kolonie je následně pře-
kryta speciální matricí, například kyselinou sinapovou,  
α -kyano-4-hydroxyskořicovou nebo 2,5-dihydroxyben-
zoovou28, 29. Pokud má mikroorganismus silnou buněč-
nou stěnu, jako je tomu v případě kvasinek a mikrosko-
pických hub, je vhodné před překrytím matricí zařadit 
nejprve extrakční krok s využitím ethanolu, acetonitri-
lu a kyseliny mravenčí. Tento krok lze provést rychleji  
přímo na ocelové destičce přidáním kyseliny mravenčí 
na vysušený vzorek26.

V práci Krakové a kol. (2018) byla použita metoda 
MALDI -TOF MS pro identifikaci mikroorganismů izolo-
vaných z archivovaných knih. Nejčastěji izolované bak-
terie byly Bacillus cereus, B. subtilis, Microbacterium 
aerolatum a Staphylococcus succinus. Nejčastěji izo- 
lované mikroskopické vláknité houby byly Aspergillus 
niger, Penicillium chrysogenum, P. spinulosum a Rho
dotorula mucilaginosa30. V současné době se MALDI-
-TOF MS využívá hlavně v klinické a potravinářské mik-
robiologii. V dostupných databázích jsou tedy prozatím 
převážně mikroorganismy významné pro tato dvě od-
větví.

Identifikace mikroorganismů založené  
na polymerázové řetězové reakci (PCR)

Analýzy využívající PCR, z anglického polymerase  
chain reaction, jsou založeny na amplifikaci (namnože-
ní) vybrané oblasti DNA pomocí specifických primerů31. 
Vlastní reakce se skládá ze tří kroků, které se několi-
krát opakují: denaturace DNA – oddělení obou vláken, 
nasednutí krátkých nukleotidů (primerů) na jednot-
livá vlákna, dosyntetizování druhého vlákna s pomocí 
DNA polymerázy. Během jednoho cyklu se počet mo-
lekul (částí) DNA zvýší dvakrát. Obvykle reakce probíhá  
v 30 – 35 cyklech32. Vlastní stanovení začíná izolací DNA 
ze vzorku. Pro tyto účely lze využít komerční kity, napří-
klad, Qiagen DNeasy kit, který je velice účinný, co se 
týče kvality a kvantity získané DNA33.

Nejvýznamnější pro genotypovou identifikaci bakterií 
je gen ribozomální RNA (rRNA), konkrétně podjednotka 
16S. Tento gen je univerzální, vyskytuje se tedy u všech 
prokaryot, ale zároveň obsahuje konzervativní i variabil-
ní oblasti, které jsou specifické pro daný taxon.31

Molekulární identifikace mikromycet je založena na 
použití ITS regionů (internal transcribed spacer). Tato 
nekódující oblast je velmi citlivá, protože je v genomu 
organismu obsažena v několika kopiích jako součást 
tandemově opakované jaderné rDNA. Tyto oblasti mají 
díky evoluci větší variabilitu v sekvenci mezi blízce pří-

buznými druhy než konzervativnější kódující regiony 
rRNA genů. Díky tomu ITS region poskytuje větší taxo-
nomické rozlišení.10

Následujícím krokem po amplifikaci specifických úse-
ků DNA (jimiž jsou například gen 16S rRNA nebo regi-
on ITS, jež jsou zmíněny výše) je sekvenace34. Metoda 
sekvenace umožňuje zjistit pořadí bází v genomech, 
a následně tak identifikovat různé organismy. Metoda 
se stala technicky proveditelnou na konci šedesátých 
let díky enzymové dideoxy Sangerově metodě35, 36. Tato 
metoda umožňuje sekvenaci pouze jednotlivých vzor-
ků, tzn. DNA izolovanou z čistých izolátů, které byly zís-
kány pomocí kultivace, a tak ji nelze používat pro zpra-
cování komplexních vzorků, které často obsahují stovky 
až tisíce různých DNA (metagenomické analýzy)37.

Kvantitativní PCR
Další možností využití PCR je tzv. kvantitativní PCR 

v reálném čase (qPCR), která využívá fluorescenční 
značku, díky které lze sledovat amplifikaci a kvantifika-
ci produktů v reálném čase38. Fluorescenční značkou 
může být nespecifické barvivo, interkalující se do dvou-
řetězcové DNA (SYBR Green) nebo sonda (například 
TaqMan sonda), která je specifická pro námi vybranou 
sekvenci. Pro vyhodnocení mikrobiální kontaminace 
archiválií pomocí qPCR lze využít dvě strategie. První 
možností je zhodnocení míry (kvantity) mikrobiální 
kontaminace fotografického materiálu i ovzduší39, 40. 
V tomto případě musí být nejdříve ze vzorku (fotogra-
fický materiál nebo ovzduší) izolována celková metage-
nomová DNA. Ta se izoluje většinou pomocí komerč-
ních kitů přímo ze stěrovky, která byla využita k odběru 
vzorku z fotografického materiálu. V případě sledování 
kontaminace ovzduší se přímo v aeroskopu používá 
speciální filtr (např. PTFE filtry s porozitou 0,22 µm,  
ø 90 mm od Merck Millipore, USA). Po izolaci DNA ná-
sleduje amplifikace cílových genů, které jsou vhodné 
pro kvantifikaci mikromycet (ITS region) nebo bakte-
rií (16S rRNA gen). Takto získáme informaci o celkové 
kontaminaci, ne však o zastoupení jednotlivých druhů.

Druhý přístup využívá amplifikace genů specifických 
pro určité druhy mikroorganismů. Pro gen hemolysinu 
lze využít pro identifikaci bakterie Bacillus cereus41, kte-
rá byla izolována z knih30. Dalším příkladem je gen pgsB 
kódující enzym biosyntézy kyseliny poly ‑γ-glutamové 
pro detekci Bacillus amyloliquefaciens42. Pro identifika-
ci a taxonomickou klasifikaci druhů rodu Staphylococ
cus se jako užitečné ukázaly vysoce konzervované geny 
hsp60 (kódující protein teplotního šoku) a tuf (kódující 
elongační faktor). Pro koagulasa negativní druhy rodu 
Staphylococcus se jako vhodný gen prokázal sodA kó-
dující superoxiddismutasu s manganem43. Druhy rodů 
Bacillus a Staphylococcus se již podařilo identifiko- 
vat na kinematografických filmech uložených v archi-
vech44.

V dnešní době se qPCR využívá pro rutinní analýzy 
v laboratořích klinické a potravinářské mikrobiologie. 
Výhodami této metody jsou vysoká citlivost a reprodu-
kovatelnost45. Metoda qPCR je vhodná například pro 
přesnou a rychlou kvantifikaci mikroskopických hub, 
což bylo využito při studiu kontaminace historických 
budov a pergamenů mikromycety pomocí genu β -ak-
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tinu46. Díky vysoké citlivosti a malému objemu vzorku, 
který snížil možnost poškození památek při vzorkování, 
jej autoři doporučili i pro mapování dalších kulturních 
památek. Nicméně, využití v environmentální mikrobio-
logii, a tím i při studiích kontaminace kulturních pamá-
tek, je však stále vzácná47, 48. Jedním z důvodů jsou také 
poměrně vysoké finanční náklady na analýzy metodami 
molekulární biologie ve srovnání s náklady na klasické 
kultivační metody48.

Metagenomické přístupy identifikace 
mikroorganismů

Metagenomika je založena na analýze celkové gene-
tické informace přítomné ve vzorku. Tak může poskyt-
nout komplexní informace o zastoupení všech mikro-
biálních druhů kontaminujících uchovávané archiválie. 
Tento přístup, byl poprvé použit koncem 90. let, avšak 
pro studium mikroorganismů kontaminující předměty 
v depozitářích se rozšířil především v posledních deseti 
letech49. Princip je založen na odběru cílového vzorku, 
izolaci celkové metagenomové DNA (většinou se využí-
vají komerční kity), amplifikaci genu 16S rRNA (bakte-
rie) a ITS regionu (mikromycety) pomocí PCR a identi-
fikaci nukleové kyseliny na základě vysokokapacitního 
sekvenování, založeného na paralelním čtení bází z více 
templátů DNA. V současné době lze pro tyto účely efek-
tivně využít techniky sekvenování nové generace NGS, 
z anglického next -generation sequnecing. Jejich další 
výhodou je i snižující se cena analýz jednoho vzorku2, 37. 
Technologie NGS jsou dnes již komerčně dostupné 
a zahrnují pyrosekvenování (Roche 454) nebo platfor-
mu Illumina, která se v poslední době využívá nejvíce50.

Metoda sekvenace – Roche 454
Jedná se o první úspěšnou techniku NGS, která využí-

vá pyrosekvenování51. Je založena na detekci uvolňova-
ného pyrofosfátu během syntézy DNA. Během kaskády 
enzymových reakcí, jež začíná inkorporací známého 
nukleotidu, vzniká viditelné světlo, které je úměrné 
počtu začleněných nukleotidů52. Metoda je výhodná 
s ohledem na relativně dlouhé čtecí délky a relativně 
vysokou rychlost51, 53. Mezi nevýhody patří vyšší finanč-
ní náklady a také výskyt možné systematické chyby ve 
čtecím rámci54. Tato sekvenační metoda byla například 
využita pro identifikaci mikroskopických hub a řas na 
budovách v britském Belfastu, kde je většina budov 
postavena z pískovce, jenž je celosvětově významným 
stavebním materiálem pro stavbu kulturních pamá-
tek. Místo bylo vybráno s ohledem na celoročně níz-
ké teploty a časté srážky. Pyrosekvenováním zde byla 
zjištěna vysoká taxonomická rozmanitost, a to převáž-
ně vzácných druhů55. Dalším příkladem je studie Ro-
sado a kol. (2014), kde byla metoda využita pro popis  
mikrobiálních populací na nástěnných malbách v kos-
tele a paláci v Portugalsku. Mimo pyrosekvenování byly 
v tomto případě využity k identifikaci mikroorganismů 
i klasické metody kultivace. Ve srovnání s kultivační me-
todou byla pyrosekvenováním logicky stanovena vyšší 
biodiverzita. Podařilo se identifikovat 60 různých dru-
hů plísní patřících například do rodů Penicillium, Cla
dosporium, Aspergillus a bakterií z rodů jako například 
Streptococcus, Lactobacillus či Anaerococcus56.

Metoda sekvenace – Platforma Illumina
Illumina, známá také jako Solexa, byla původně pou-

žita v environmentální mikrobiologii, kdy rozšířila počet 
stanovených mikrobiálních druhů mikroorganismů53, 57. 
Metoda využívá principu amplifikace jednořetězcových 
fragmentů vytvořených denaturací, za vzniku klastrů, 
které obsahují klonované DNA fragmenty58. V kroku sa-
motné sekvenace je využita polymeráza spolu se čtyřmi 
fluorescenčně odlišně značenými nukleotidy, které mají 
chemicky inaktivované 3‘ OH skupiny. Modifikace zajiš-
ťuje, že do každého cyklu bude zahrnuta pouze jedna 
příslušná báze. Po každém začlenění je provedena ex-
citace a je odblokována 3‘ OH skupina, aby mohl být 
v dalším cyklu začleněn další nukleotid37. Signál je za-
chycen pomocí CCD technologie58.

Tato metoda je široce využívána pro různé aplikace, 
a to díky jednoduchosti a rychlosti analýzy, poměrně 
vysoké hloubce sekvenování, a vysoké přesnosti51, 54, 59. 
Uvádí se, že v porovnání s metodou pyrosekvenování 
Roche 454 jsou finanční náklady na metodu Illumi-
na 100x nižší60. Díky této metodě lze navíc získat vět-
ší množství sekvencí. Avšak kvůli relativně krátké čtecí 
délce představuje pro mikrobiální plošné studie určitá 
omezení. Platí totiž, že čím delší je sekvence, tím přes-
nější je taxonomické zařazení. To však bylo překoná-
no platformou MiSeq, která je vhodná i pro delší čtecí  
délky53.

Sekvenování pomocí platformy Illumina bylo využito 
například pro analýzu mikrobiálních komunit na celu-
losových materiálech30, 61. Ve studii Szulc a kol. (2018) 
bylo identifikováno 10 rodů mikroskopických hub, kdy 
dominoval rod Lecanorales, a více než 26 rodů bakte-
rií. Nejvíce byly zastoupeny rody Gluconobacter nebo 
Ralstonia sp61. Krakové a kol. (2018) se podařilo iden-
tifikovat 112 bakteriálních rodů, kde převažoval rod  
Actinobacteria a 179 rodů mikromycet, kde byl nejvíce 
zastoupen rod Agaricomycetes30. Dalším příkladem je 
studie Dydy a kol. (2018), ve které byla metoda Illumina 
použita pro mikrobiologické zhodnocení historických 
kamenných objektů62 nebo studie Miglioreho a kol. 
(2019), ve které byly analyzovány mikroorganismy  
na pergamenech63.

Z těchto příkladů je zřejmé, že pomocí metageno-
mických analýz je možné získat více informací o mik-
robiální kontaminaci uchovávaných předmětů a identi-
fikovat i obtížně kultivovatelné druhy mikroorganismů, 
které se nacházejí v životaschopném, ale nekultivova-
telném fyziologickém stavu (VBNC = viable but non-
-culturable) a nerostou tedy za kultivačních podmínek 
v laboratoři64-66. Do tohoto stavu se bakterie dostávají 
při dlouhodobém vystavení nepříznivým podmínkám, 
jako jsou nutriční hladovění, extrémní teploty, osmo-
tický stres, změny pH a další. Předpokládá se, že znač-
ná část mikrobiálních populací se v přírodě vyskytuje  
ve stavu VBNC67. Podmínky pro resuscitaci zpět do kul-
tivovatelného stavu, se liší pro různé bakterie. Jedná se 
o komplikovaný proces a pouhé odstranění indukčních 
faktorů nemusí být pro resuscitaci dostačující. U někte-
rých bakterií je resuscitace dokonce nemožná66.

Nevýhodou metagenomických analýz DNA je to, že 
celková DNA je izolovaná jak z živých, tak i z mrtvých 
mikroorganismů přítomných ve vzorku. Při cílené de-
tekci metabolicky aktivních mikroorganismů, je nutné 
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zařadit i analýzu RNA. Její množství je totiž úměrné me-
tabolické aktivitě buněk68. V tomto případě musí být  
ze vzorku izolována metagenomická RNA, ale velkou 
nevýhodou jsou nižší výtěžky a její nestabilita34.

Závěr
Záměrem tohoto článku bylo zhodnocení a shrnutí 

metod používaných pro záchyt a identifikaci mikroor-
ganismů, převážně bakterií a plísní, které kontaminují 
a znehodnocují archiválie uchovávané v depozitářích. 
Metody odběru vzorku a jeho zpracování jsou v první 
řadě ovlivněny jeho původem a složením (papír, foto-
materiál, pergameny, zdivo, kůže, dřevo apod.). Během 
odběru nesmí dojít v žádném případě k poškození ana-
lyzovaného vzorku. Pro izolaci a následné identifikaci 
mikroorganismů lze v zásadě použit dva různé postu-
py: klasický postup, který je založený na kultivaci mik-
roorganismů na agarových půdách a moderní postup 
založený na analýze nukleových kyselin (DNA, RNA), 
nesoucích informace o jednotlivých mikroorganismech. 
V současné době se využívá i sekvenování celého me-
tagenomu, které umožňuje zachytit téměř celé spekt-
rum přítomných mikroorganismů69.

Porovnání klasického kultivačního a metagenomic- 
kého přístupu bylo tématem několika publikací. Ve stu-
diích Sclocchiho a kol. (2017), Krakové a kol. (2018) 
nebo Liuho a kol. (2018) bylo prokázáno, že tyto dva 
metodické přístupy jsou z hlediska záchytu přítomných 
mikroorganismů prakticky nesrovnatelné. Výsledky zís-
kané molekulárně biologickými metodami s následným 
sekvenováním umožnily detekci mnohonásobně vyšší 
biodiverzity než metody závislé na kultivaci5, 30, 70. Z toho 
vyplývá, že metody nezávislé na kultivaci jsou vhodnější 
pro popis mikrobiálních společenství, ale pro celkovou 
charakteristiku detekovaných mikroorganismů zůstá-
vá stále nejlepší volbou kombinace obou technik70, 71.  
Fyziologické vlastnosti mikroorganismů a jejich en-
zymové vybavení přímo související se schopnosti  
degradovat uchovávané archiválie lze totiž vyhodnotit 
pouze po získání jednotlivých druhů v čisté kultuře15.
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Souhrn
Branyšová, T., Demnerová, K., Stiborová, H.: Mikroorganismy kontaminující audiovizuální a fotografické památky kulturního 
dědictví: izolace a identifikace
Historické kinematografické materiály a fotografie podléhají při uchovávání za nevhodných podmínek biodegradaci. Jedná se o nežá-
doucí změny materiálu způsobené činností mikroorganismů. Postupně se mohou projevovat změnou barvy, struktury až celkovou degra-
dací materiálu. Sledování mikrobiální populace vyskytující se na skladovaných archiváliích a v ovzduší depozitářů, dává možnost vybrat 
vhodné metody pro jejich odstranění aplikací vhodných dezinfekčních prostředků. V předloženém článku je uveden přehled izolačních 
a identifikačních metod, které lze využít pro zmapování cílových mikrobiálních populací. Klasické kultivační metody zachycují mikroor-
ganismy schopné růstu na kultivačních půdách. Pro identifikaci izolovaných mikroorganismů lze využít biochemické testy, hmotnostní 
spektrometrie MALDI -TOF nebo molekulárně -biologické metody. Širší spektrum mikrobiálních druhů lze identifikovat sekvenační analý-
zou DNA, izolované z odebraných vzorků.
Klíčová slova: izolace mikroorganismů, identifikace mikroorganismů, metagenomika, sekvenování nové generace

Summary
Branyšová, T., Demnerová, K., Stiborová, H.: Microorganisms contaminating audiovisual and photographic culture heritage: 
isolation and identification
Historical cinematographic materials and photographs are subject to biodegradation when stored under inappropriate conditions.  
In this process undesirable material changes occur caused by microorganisms. Gradually, they manifest themselves by color and structu-
ral changes, or complete degradation of the materials. Monitoring of the microbial populations on archival records and in the atmosphe-
re of depositories give us the possibility to select suitable methods for their removal by application of suitable disinfectants. This article 
presents an overview of isolation and identification methods that can be used to map the microbial populations of interest. Traditional 
culture methods capture microorganisms capable of growing on culture media. For isolates identification the following methods can be 
used: biochemical tests, mass spectrometry MALDI -TOF or molecular biology methods. To identify a broader range of microbial species 
from the samples, sequencing analyses of the isolated DNA have become prevalent in recent years.
Keywords: microbial isolation, microbial identification, metagenomics, next -generation sequencing
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Úvod
Fenolové sloučeniny jsou považovány za jednu 

z nejvýznamnějších skupin sloučenin v rostlinné říši1. 
V současné době jsou polyfenolové látky studovány 
především v souvislosti s jejich vlivem na lidské zdraví. 
Podrobné studium metabolismu přírodních polyfeno-
lů je instrumentálně náročné a mohlo se tak úspěšně 
rozvíjet teprve v posledních letech využitím moderních 
analytických metod.

Účinnost polyfenolových látek ve stravě je ovlivněna 
složením a strukturou daných sloučenin, jejich funkční-
mi skupinami a také možnými synergickými nebo anta-
gonickými interakcemi těchto komponent mezi sebou, 
s ostatními složkami potravy i v rámci metabolizace  
po přijetí organismem. Klíčovou roli v biologické do-
stupnosti polyfenolů, a tím ovlivněné biologické aktivitě 
polyfenolů, má střevní mikroflóra. Polyfenoly s vysokou 
molekulovou hmotností jsou rozkládány mikroorganis-
my do řady lépe absorbovatelných nízkomolekulárních 
fenolických metabolitů, čímž je zlepšena jejich biolo- 
gická dostupnost i účinnost.

Resveratrol, zástupce polyfenolů ze skupiny stilbenů, 
si získal pozornost mnoha vědců̊ i široké veřejnosti. 
Díky svým vlastnostem je resveratrol potencionálním 
kandidátem na léčivo s vícespektrální terapeutickou 
aplikací2. Jeho neuroprotektivní vlastnosti jsou předmě-
tem několika nedávných studií3, 4. Dnes se již resvera-
trol díky svým pozitivním účinkům a vlivům na lidský 
organismus využívá ve formě doplňků stravy jako pre-
ventivní prostředek proti řadě onemocnění5. Resverat-
rol se jako biologicky aktivní látka přirozeně vyskytuje  
ve stravě, avšak jeho biologické účinky jsou silně ome-
zené jeho nízkou biologickou dostupností, která je také 
překážkou rozvoje jeho terapeutických aplikací6.

Polyfenoly ve stravě
Díky nepřetržitě se zdokonalujícím separačním a iden- 

tifikačním metodám, lze při analýze potravin získávat 
přesnější údaje o obsahu a koncentraci polyfenolů 
v potravě a upřesnění jejich chemických struktur a in-
terakcí7-9. Pomocí nových technologií lze také dokázat 
i jiné než pouze antioxidační účinky polyfenolů. V da-
tabázi vědecké literatury Web of Science bylo od roku 
2008 vydáno více než 60 tisíc článků zabývajících se po-
lyfenoly (Web of Science, www.webofknowledge.com, 
klíčová slova: polyphenols, k datu 01. 03. 2020). Důvo-
dem zvýšené pozornosti a zájmu o polyfenoly, kromě 
již zmíněné biologické aktivity, je i skutečnost, že rost-
linné fenolové a polyfenolové látky zvyšují biologickou 
dostupnost potravin a léků, jichž jsou tyto sloučeniny 
součástí.

V naší současné společnosti je konzumace potravin 
obsahujících zmíněné sloučeniny nedostatečná, a pro-

to odborníci doporučují jejich příjem zvýšit. Dle Světové 
zdravotnické organizace je doporučený průměrný den-
ní příjem přibližně 250 g zeleniny a 150 g ovoce, toto 
množství umožní dostatečný denní příjem fenolových 
látek, který činí minimálně 100 mg10. Koncentrace po-
lyfenolů se liší u různých druhů, ale i u stejného druhu 
rostlinných potravin a to v závislosti na jednotlivých ze-
mích i ročních obdobích ale i např. způsobu zpracování 
potravin11. V některých rostlinných potravinách dosahu-
je koncentrace polyfenolů až 500 mg na 100 g potravi-
ny. Vzhledem k tomu, že polyfenoly částečně vznikají 
i jako ochrana proti býložravcům, vysoké koncentrace 
lze nalézt především na vnějších částech rostlinných 
potravin jako je jablečná nebo bramborová slupka, lis-
tová zelenina, kakaové či kávové boby a obiloviny12-16. 
Největším a nejbohatším zdrojem polyfenolů je beze-
sporu barevné ovoce, obzvláště malé plody, a zelenina. 
Největší podíl na celkovém příjmu polyfenolů v lidské 
stravě mají hroznové víno, jablka, pomeranče a zelené 
fazole17.

Resveratrol
Resveratrol, strukturním názvem 3,4‘,5-trihydroxy-

stilben, je elektronově bohatá molekula se dvěma 
aromatickými benzenovými kruhy vzájemně spojený-
mi ethylenovým můstkem. Oba geometrické isomery 
(trans- a cis- isomer, viz Obr. 1) se v rostlinném ma-
teriálu obvykle vyskytují jako směs, v níž většinou pře-
važuje trans -isomer, který je samovolně přeměňován  
na cis -isomer vystavením UV záření nebo i slunečnímu 
svitu18, 19.

Resveratrol je fytoalexin, jehož syntéza v rostlinách 
může být vyvolána mikrobiálními infekcemi, mechanic-
kým poškozením, ultrafialovým zářením či expozicí ozo-
nu20, 21. Resveratrol byl nalezen ve více než 72 rostlin ných 
druzích, které patří systematicky do 31 rodů a 12 čeledí, 
z nichž se řada uplatňuje i v lidské výživě. Poprvé byl  
resveratrol izolován z podzemní části kýchavice vel-
kokvěté, Veratrum grandiflorum22.

V rostlinách je resveratrol zastoupen nejčastěji v gly-
kosylované formě trans -resveratrolu a jeho analozích,  
jako je piceatannol (trans 3,4,3′,5′-tetra -hydroxystilben),  
pterostilben (4′-hydroxy-3,5-dimethoxystilben), polyda-
tin neboli piceid (resveratrol-3-O ‑β-mono -D-glukosid), 
oxyresveratrol (trans2,30,4,50-tetrahydroxystilben) či  
pinosylvin (3,5-dihydroxystilben)23, případně jsou  
v rostlinném materiálu přítomny dehydrooligomery  
resveratrolu, tzv. konstitutivní stilbeny, které jsou oxidač-
ními produkty resveratrolu23-30. Resveratrol je také syn-
tetizován v epidermis listů a lignifikovaných rostlinných 
tkáních, jako jsou stonky rostlin, jádra bobulí a zbytky 
třapin31-34.
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Resveratrol ve stravě
Ve stravě je hlavním zdrojem resveratrolu ovoce, 

přičemž v ovoci je jeho nejznámější výskyt ve slup-
kách hroznů vinné révy, Vitis vinifera. V listech různých 
odrůd Vitis vinifera dosahuje tento polyfenol koncen-
trace 50 – 400 μg/g hmotnosti čerstvého (nesušené-
ho) listu. Gram čerstvé hroznové slupky obsahuje asi 
50 – 100 μg resveratrolu35. Jeden litr červeného vína 
obsahuje cca 6 – 15 mg resveratrolu. Množství této 
sloučeniny se v různých typech hroznové šťávy a vína 
značně liší, v závislosti na odrůdě révy, vlivu životního 
prostředí ve vinici, podmínkách pěstování révy, techno-
logii výroby a zpracování vína36, 37. Celkové hladiny re-
sveratrolu a jeho glykosylovaného derivátu polydatinu, 
se ve vínech mohou pohybovat od 0 do 25 mg/l38-42. 
Obsah resveratrolu v červeném a bílém víně se znač-
ně liší. Vyšší obsah tohoto stilbenu v červeném víně je 
důsledkem dlouhodobého kontaktu mezi hroznovou 
slupkou a moštem během zpracovávání hroznů vinné 
révy v průběhu technologie výroby. Mošt na červené 
víno se několik dní maceruje se slupkami z hroznů, za-
tímco mošt bílého vína se oddělí od zbytků hroznových 
slupek ihned po rozemletí36.

Kromě vinné révy byl resveratrol nalezen i v oře-
ších, cibuli, brusinkách, listové zelenině, čaji, arašídech 
a v mnoha léčivých rostlinách43. Resveratrol byl proká-
zán v kořenech podzemnice olejné, Arachis hypogaea,  
v arašídech samotných i v arašídových produktech44.  
Arašídy se vyznačují jako jediný jiný druh rostlin  
(než vinná réva), který obsahuje resveratrol ve význam-
ném množství a zároveň je hojně zastoupen i v lidské 
stravě43, 45.

Biologická dostupnost  
a aktivita polyfenolů

Vliv zdravotních účinků polyfenolů závisí na konzumo-
vaném množství a jejich biologické dostupnosti. Nejhoj-
nějšími polyfenoly v naší stravě nemusí být nezbytně ty, 
které mají nejlepší biologickou dostupnost46. Biologic-
ká dostupnost polyfenolů je zkoumána se zaměřením 
na rychlost a rozsah intestinální absorpce polyfenolů. 

Různé polyfenoly se vstřebávají s různou účinností, jeli-
kož jsou rozsáhle metabolizovány střevními a jaterními 
enzymy a střevní mikroflórou. Absorpce těchto slouče-
nin je ovlivněna především jejich chemickou strukturou 
a jejími modifikacemi (např. glykosylace, esterifikace, 
methylace a polymerace), které mají značný vliv jejich 
metabolizaci47. Biologická aktivita polyfenolových látek 
obsažených v potravě může ovlivňovat mikroorganismy 
vyskytující se v trávicím traktu a to jak z hlediska jejich 
zastoupení, tak i působení jednotlivých druhů.

Bylo zjištěno, že polyfenoly, které jsou v nativním sta-
vu přítomné ve formě glykosidů, jsou v lidském organi-
smu podrobeny částečné deglykosylaci, aktivnímu i pa-
sivnímu transportu do krevního oběhu, biotransforma-
cím v játrech a vylučování ve formě svých metabolitů 
a jejich konjugátů. Biologická aktivita těchto přírodních 
látek byla potvrzena zejména v oblasti indukce bio-
transformačních enzymů, inhibice přeměny prekarcino-
genů na karcinogeny in vivo, antioxidační aktivity aj.47.

Vzhledem k tomu, že většina potravinářských výrob-
ků, které jsou denně konzumovány, jsou zpracované 
potraviny nikoliv čerstvé suroviny, je důležité sledovat, 
jakým způsobem se mění potravinářská matrice a slo-
žení potraviny během zpracování, neboť tyto změny 
často mění koncentraci a biologickou dostupnost po-
lyfenolů. Obsahy polyfenolů závisí kromě typů ovoce 
a zeleniny na aspektech, jako jsou podmínky růstu (kli-
ma, půda atd.), ale i skladování a zrání.

Způsoby úpravy ovoce a zeleniny, jako sušení vymra-
zováním (lyofilizace), mletí či tepelné zpracování způso-
bují významné ztráty velkého množství polyfenolů. Tyto 
poklesy polyfenolových látek ve stravě jsou zapříčiněny 
především narušením buněčných organel a enzymatic-
kými degradacemi polyfenolů. Některé úpravy potravy 
bohaté na polyfenolové látky však mohou mít i veli-
ce pozitivní a významný účinek na jejich biologickou  
dostupnost v důsledku zvýšeného přístupu trávi-
cích enzymů. Například u mletí a ohřívání potravin se  
zvyšuje riziko degradace a oxidace polyfenolů, ale na 
druhé straně může změkčit nebo narušit buněčné  
stěny, což usnadňuje uvolňování polyfenolů během  
trávení48.

Obr. 1: Chemické struktury isomerů resveratrolu
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Významné účinky na biologickou dostupnost polyfe-
nolů má, jak již bylo zmíněno výše, také typ matrice 
a množství dávky polyfenolových látek ve stravě. Vět-
šina konzumovaných polyfenolů se získává z pevných 
potravin. Ačkoli pevné, složitější potravinové matrice 
mohou zpožďovat dostupnost polyfenolů, mohou také 
stabilizovat určité sloučeniny nebo nabízet ochranu 
před dalšími reakcemi až do dosažení místa absorpce49. 
Výsledky studie Goldberg a kol.50 zabývající se vlivem 
polyfenolů na lidské zdraví naznačují, že i pro srovna-
telně jednoduché tekuté potraviny mohou rozdíly mezi 
matricemi, jako je přítomnost alkoholu, vlákniny nebo 
jiných živin, významně ovlivnit biologickou dostupnost 
polyfenolů.

Biologická dostupnost  
a aktivita resveratrolu

Přípravky obsahující resveratrol byly využívány ode-
dávna v japonské lidové medicíně Kojo -kon k léčbě 
opařenin a spálenin, zánětlivých onemocnění (plísňo-
vých, bakteriálních), atherosklerosy, poruch metabolis-
mu tuků a pro celou řadu dalších terapeutických účelů. 
Plevelná rostlina křídlatka japonská (Polygonum cuspi
datum), vyskytující se především v Asii, je jedním z nej-
bohatších zdrojů resveratrolu. Extrakty z jejích kořenů 
se významně využívají v orientální medicíně.

V současnosti je známo, že při příjmu určitého množ-
ství resveratrolu a současně snížení příjmu potravy  
(kalorické restrikci), se prodlužuje životnost širokého 
spektra druhů organismů, od kvasinek až po savce51. 
Bhatt a kol.52 zjistili, že užívání 250 mg resveratrolu 
denně má pozitivní vliv na glykemickou hodnotu dia
betes mellitus druhého typu. Terapeutický potenciál 
resveratrolu byl prokázán také studií Baur a kol.53 na 
myších krmených vysokokalorickou stravou, kterým 
se prodloužila doba života a zlepšily motorické funkce 
díky příjmu resveratrolu. Tato zajímavá studie nastínila 
nové přístupy léčby onemocnění souvisejících s obezi-
tou a stárnutím. Existují mnohé důkazy, že resveratrol 
zpomaluje nebo zcela zabraňuje nástupu chronických 
onemocnění, jejichž riziko se zvyšuje s přibývajícím vě-
kem, jako je například diabetes54, 55, Alzheimerova cho-
roba56, 57, kardiovaskulární onemocnění54, 55, 58-63 včetně 
infarktu myokardu, arytmií, hypertenze, hypertrofie, 
zánětu vedoucího k fibróze, aterosklerózy a trombózy. 
Resveratrol indukuje neuroprotekci56, 62 a inhibuje pro-
liferaci lidských rakovinných buněčných linií55, 56, 60, 63, 64.

Co se týče biologické dostupnosti, in vivo studie Ber-
telli a kol.65 na myších, potkanech a psech naznačují, 
že resveratrol je absorbován a distribuován v krevním 
oběhu, lze ho tedy detekovat v krvi a v řadě orgánů. 
Resveratrol se rychle metabolizuje rozsáhlou glukuro-
nidací prvního průchodu (I fáze trávení) a dále se mo-
difikuje jak v játrech, tak v buňkách střevního epitelu50, 

66-68. Biologické účinky resveratrolu in vivo se tedy zdají 
být silně omezeny jeho nízkou biologickou dostupnos-
tí, což je překážkou rozvoje jeho terapeutických aplika-
cí. V této souvislosti se dnes stále více studií zaměřilo 
na navrhování nových forem resveratrolu a překonává-
ní jeho špatné rozpustnosti, omezené stability, vysoké 
metabolizace a nízké biologické dostupnosti.

Molekulární a biologické mechanismy působení re-
sveratrolu nejsou dosud dostatečně popsány a jsou 
stále předmětem výzkumu. Většina dosavadních testů 
byla provedena pouze in vitro. Do budoucna lze říci, že 
výzvy spočívají především v přenosu výsledků ze studií 
vlivu resveratrolu na zvířatech do klinického výzkumu 
a potřebě dalších klinických testů a pokračovat ve zkou-
mání všech aspektů vlivu resveratrolu na lidský orga- 
nismus69.

Novým náhledem na dopad resveratrolu ve výživě 
a nutričních intervencích na lidské zdraví jsou mož-
né společné mechanismy působení mezi kaloric- 
kou restrikcí a dlouhodobou suplementací resvera-
trolem, které úzce souvisí s účinky resveratrolu na 
řadu genů zodpovědných za produkci sirtuinů (např.  
NAD -dependentní deacetylázy sirtuinu-1, SIRT170.). Tyto 
enzymy jsou součástí celé řady metabolických pochodů 
souvisejících s buněčnými obrannými reakcemi a moh-
ly by mít vliv na procesy souvisejícími s kardiovaskulár-
ními onemocněními, např. úprava krevního tlaku71.

Velké množství experimentálních studií in vivo a in 
vitro a několik klinických studií předložilo důkazy 
o velkém potenciálu resveratrolu ve spojení s různými 
chemoterapeutiky a cílenými terapiemi. Pro zvýšení 
biologické dostupnosti resveratrolu se aktivní výzkum 
chce v budoucnu zaměřit na dodávací systémy, formu-
laci a modulaci metabolismu resveratrolu. Předmětem 
zkoumání jsou i možné interakce resveratrolu s jinými 
sloučeninami a vývoj více biologicky dostupných analo-
gů dané sloučeniny69, 72.

Závěr
Lidské zdraví není samozřejmé. Ovlivnit svou imunitu 

můžeme hned několika způsoby, z nichž pestrá a vy-
vážená strava plná ovoce a zeleniny je vedle aktivního 
životního stylu jedním z nejdůležitějších aspektů. Díky 
neustále se vyvíjejícím a zdokonalujícím se analytickým 
a metabolomickým metodám a rozvíjejícímu se trendu 
zdravého životního stylu a výživy by mohlo dojít k šir-
šímu uplatnění biologicky aktivních látek jak ve formě 
potravinových doplňků, tak ve formě celodenní stravy. 
Je to právě ovoce a zelenina, které kromě celé řady ji-
ných látek obsahují také významná množství polyfeno-
lů s antioxidační, antimutagenní, antikardiovaskulární, 
protirakovinotvornou a protizánětlivou aktivitou.

Polyfenolové látky se v organismu účastní řady proce-
sů, spojených především se střevní mikroflórou a jsou 
proto intenzivně studovány jako molekuly potenciálně 
využitelné pro terapeutický zásah. Polyfenoly, jako je re-
sveratrol, přirozeně se vyskytující v lidské stravě mohou 
poskytnout novou intervenční strategii, která omezí či 
preventivně ochrání před důsledky řady onemocnění 
a je tak nadějným kandidátem pro vývoj nových léčiv.

Definitivně shrnout biologickou dostupnost a biolo-
gickou aktivitu jediné polyfenolové látky je velice obtíž-
né, protože obecně polyfenoly obsažené v jednotlivých 
potravinách se vyskytují ve směsi a mají tak zatím ne-
probádaný vzájemný synergický vliv. Tato situace by se 
v budoucnu mohla řešit například testováním extraktů 
z daných potravin bohatých právě na polyfenolové lát-
ky, a tak získat vyšší povědomí i o jejich synergickém 
účinku ve stravě.
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Souhrn
Rollová M.: Biologická dostupnost a aktivita resveratrolu ve stravě
Správná výživa a aktivní životní styl hrají v lidském zdraví zásadní roli. Polyfenolové látky, vyskytující se především v ovoci a zelenině, mo-
hou ovlivňovat řadu onemocnění, a to jak způsobem prevence, tak ve formě léčiv a doplňků stravy. Významným zástupcem polyfenolů, 
ze skupiny stilbenů, je resveratrol, který je díky svým vlastnostem potencionálním kandidátem na léčivo s vícespektrální terapeutickou 
aplikací. Tento článek shrnuje poznatky o biologické aktivitě a dostupnosti polyfenolových látek v potravinách se zaměřením na resve- 
ratrol. Cílem tohoto přehledu je popis polyfenolových biologicky aktivních látek ve stravě, účincích polyfenolových látek na lidský orga- 
nismus a také jejich osud v organismu spojený s výzvami biologické dostupnosti, a tedy i jejich aktivitě.
Klíčová slova: resveratrol, polyfenoly, biologická dostupnost, biologická aktivita, zdraví, výživa

Summary
Rollová M.: Bioavailability and biological aktivity of resveratrol in the diet
Proper nutrition and active lifestyle play a key role in human health. Polyphenol substances, mainly found in fruits and vegetables, can 
affect a number of diseases by way of prevention and in the form of medicaments and dietary supplements. An important represen-
tative of polyphenols, from the group of stilbenes, is resveratrol. Resveratrol is, due to its properties, a potential drug candidate with 
multi -spectrum therapeutic application. This article summarizes the knowledge on the bioactivity and bioavailability of polyphenol com-
pounds in food with a major focus on resveratrol. The aim of this review is to describe polyphenol biologically active substances in the 
diet, the effects of polyphenols on the human body and their fate in the organism associated with the challenges of their bioavailability, 
thus their biological activity.
Keywords: resveratrol, polyphenols, bioavailability, biological activity, health, nutrition
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