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I. Cíl metodiky 

 Cílem metodiky je izolovat DNA v kvalitě vhodné pro PCR z komplexních vzorků, 

zejména mléčných výrobků a dalších potravin, potravinových doplňků, trusu, výkalů aj. 

vzorků potenciálně obsahujících směsnou mikroflóru a/nebo inhibitory PCR, pomocí 

magnetických mikročástic.  
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II. Vlastní popis metodiky  

Metodika je založena na izolaci DNA z tekutých i tuhých potravin, potravinových 

doplňků a z trusu/feces pomocí magnetických nosičů funkcionalizovaných karboxylovými 

skupinami. Skládá se z následujících částí: 

 1. příprava vzorků pro analýzu, 

 2. lyze buněk, 

3. příprava směsí s magnetickými mikročásticemi, separace DNA reversibilně navázané na 

magnetických mikročásticích a eluce DNA z mikročástic, 

4. ověření amplifikace DNA pomocí  PCR. 

 

Potřebné přístroje: 

Centrifuga na Eppendorfovy zkumavky, automatické pipety o objemu 1000, 20-200, 

2-20 a 0.5-10 μl, termostat na 55 ˚C, magnetický separátor, zařízení pro konvenční PCR s 

gelovou elektroforézou pro detekci produktů PCR příp. zařízení pro PCR v reálném čase 

Materiál:  Eppendorfovy zkumavky 1,5 ml, špičky modré, žluté, bílé, 0,2 ml zkumavky (pro 

konvenční PCR), třecí miska, běžné laboratorní sklo na přípravu roztoků. 

Chemikálie: PBS pufr (137 mM NaCl, 137 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, 

pH 7,4), TE pufr (10 mMTris-HCl, pH 7,8; 1 mM EDTA,pH 8,0) 20 % SDS, lysozym, 

proteinasa K, mutanolysin, 5M NaCl, 40% polyethylenglykol 6000, komponenty pro PCR, 

agarosa, TBE pufr (45 mM kyselina boritá, 45 mM Tris-base, 1 mM EDTA, pH 8,0) pro 

gelovou elektroforézu na agarose, velikostní DNA standard, magnetické mikročástice na bázi 

silikagelu (magnetického skla) nebo organické polymery pokryté karboxylovými skupinami s 

magnetickým jádrem. 

 



3 

 

1. Příprava vzorků pro analýzu  

a) tekuté potraviny a potravinové doplňky  

- z homogenizovaného tekutého výrobku odebrat 1 ml vzorku do sterilní Eppendorfovy 

zkumavky (1,5 ml), 

- po centrifugaci (12 000g) po dobu 3 minut odstranit supernatant a získaný sediment 

promýt v 1 ml sterilní vody, 

  - po centrifugaci (12 000g) po dobu 5 minut odstranit supernatant a získaný sediment použít 

pro lyzi buněk. 

b) tuhé potraviny a potravinové doplňky 

- 5 g vzorku rozetřít ve sterilní třecí misce s 12,5 ml sterilní vody, 

- vzniklou suspenzi přefiltrovat přes sterilní gázu, 

- odpipetovat 3 ml suspenze, 

- suspenzi stočit při 12 000g/3 min, supernatant slít  

- získaný sediment použít pro lyzi buněk. 

c) tuhé potravinové doplňky 

- obsah 1 tablety/1 tobolky přemístit do Eppendorfovy zkumavky a  

- použít pro lyzi buněk 

d) trus (výkaly, feces) 

- trus (50 mg)  2x promýt v 1 ml PBS pufru (137 mM NaCl, 137 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 

1,47 mM KH2PO4,  pH 7,4), 
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- buňky sedimentovat centrifugací (12 000 g/3 min), 

- sediment promýt TE pufrem (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0), 

- suspenzi centrifugovat (12000g/3min), 

- získaný sediment použít pro lyzi buněk. 

 

2. Lyze buněk  

a) sedimenty buněk z potravin a potravinových doplňků, obsah tablety/tobolky  

- resuspendovat v 1 ml lyzačního roztoku s lysozymem (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM 

EDTA,  pH 8,0;  lysozym10 mg/ml), roztok připravovat vždy čerstvý,         

- suspenzi inkubovat 30 minut při laboratorní teplotě,  

- k suspenzi přidat 50 µl 20 % SDS a 10 µl proteinasy K (100 µg/ml), 

- vzorky inkubovat při 55 °C do druhého dne (18 hod), 

- takto připravené  lyzáty buněk použít pro izolaci DNA magnetickými mikročásticemi. 

b) sedimenty buněk trusu 

- sediment buněk resuspendovat v 1ml lyzačního pufru s mutanolysinem (10 mM Tris-HCl, 

pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; lysozym 10 mg/ml), přidat 2 l mutanolysinu (5 U/l), 

 - směs inkubovat 1 hod při 37 °C, 

- přidat 10 μl proteinasy K (1mg/ml) a 50 μl 20 % SDS, 

- směs inkubovat při 55 °C po dobu 24 hod,  

- takto připravené lyzáty buněk použít pro izolaci DNA magnetickými mikročásticemi. 
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3. Příprava separačních směsí s magnetickými mikročásticemi, separace 

reversibilně vázané DNA a eluce DNA. 

 DNA se izoluje z lyzátů buněk adsorpcí  na  vhodné magnetické mikročástice pokryté 

karboxylovými skupinami nebo magnetické sklo (magnetický silikagel) v prostředí vysoké 

koncentrace NaCl a PEG 6000  (konečná koncentrace 16 % PEG 6000; 2,0 M NaCl).  

 Do čisté Eppendofovy zkumavky napipetovat komponenty separační směsi v pořadí dle 

následující Tabulky 

 

 

 

 

 

 

- DNA nechat 15 minut vázat na magnetické částice, 

- na 5 minut vložit Eppendorfovu zkumavku do magnetického separátoru 

a supernatant odpipetovat a odstranit, 

- částice s navázanou DNA 2x promýt 70 % ethanolem (1x 1 ml a 1x 0,5 ml), separace 

částic 1 min., supernatant odpipetovat a odstranit 

 Eppendorfovu zkumavku s DNA navázanou na nosiči vyjmout z magnetického 

separátoru a napipetovat do ní 100 µl TE pufru (10mM Tris-HCl, pH 7,8; 1 mM 

EDTA, pH 8,0), 

 eluci DNA z mikročástic nechat probíhat 15 min, 

Pořadí Komponenta V [µl] 

1. NaCl (5 M) 400 

2. Lyzát buněk 350 

3. PEG 6000 (40 %) 200 

4. Magnetické mikro částice 

(2 mg/ml) 

50 
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 Eppendorfovu zkumavku vrátit do magnetického separátoru a odseparovat magnetické 

částice.  DNA zůstává v supernatantu. 

 supernatant s eluovanou DNA přepipetovat do čisté Eppendorfovy zkumavky,  

- izolovanou DNA lze skladovat rozpuštěnou v TE pufru při 4 °C po dobu asi 3 

měsíců,  

         - ověřit kvalitu izolované DNA v PCR. 

 

4. Ověření kvality izolované DNA pomocí PCR s primery specifickými pro 

doménu Bacteria  

Množství izolované DNA záleží na výrobku, na množství buněk, ze kterých byly 

připraveny lyzáty. Za podmínek použitých při izolaci DNA se z magnetických částic 

přednostně eluuje DNA na rozdíl od RNA. Množství a kvalitu DNA lze ověřit 

spektrofotometricky (z hodnoty A260nm se stanoví koncentrace DNA, z poměru 

A260nm/A280nm lze usuzovat na kontaminaci proteiny). Intaktnost izolované DNA lze ověřit 

pomocí gelové elektroforézy na agarose (0,8%).  

DNA je izolovaná v kvalitě vhodné pro PCR. Amplifikovatelnost lze ověřit pomocí 

konvenční PCR s primery Feub a Reub specifickými pro doménu  Bacteria (1). Tato PCR  

byla optimalizována tak, aby byla citlivá, specifická, rychlá a úsporná. Použitá teplota 

hybridizace (55 °C) a počet cyklů (30) nevede k amplifikaci nespecifických produktů PCR 

na cykleru MJ Research 200. Specifické produkty PCR (466 bp) dostatečné intenzity jsou 

detekovány pomocí gelové elektroforézy na agarose (1,5%, 0,5xTBE pufr) po amplifikaci 

10ng až 100fg DNA/PCR směs.  

a) Reakční směs pro konvenční PCR obsahuje komponenty uvedené v následující 

tabulce: 
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Komponenta Objem (μl) 

Voda pro PCR 19,0 

Reakční pufr kompletní (10x koncentrovaný) 2,5 

Směs dNTP (10 mmol/l) 0,5 

Primer 1 (10 μmol/l) 0,5 

Primer 2 (10 μmol/l) 0,5 

Taq DNA polymerasa (1 U/μl) 1,0 

DNA matrice 1,0 

 

Sekvence  primerů Feub a Reub specifických pro doménu  Bacteria (1) je následující : 

     Primer F eub: 5´- TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3´ 

Primer R eub: 5´-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT-3´ 

Při provádění PCR se vždy provádí negativní kontrola (místo DNA se do směsí pro PCR 

přidává voda). Vhodné je provádět i pozitivní kontrolu s DNA, jejíž amplifikovatelnost 

byla nezávisle ověřena. 

 

b) Podmínky amplifikace 

- amplifikace sestává z následujících kroků: 5 min denaturace při 95 °C (hot start), 30 s 

denaturace při 95 °C, 30 s připojení primerů při 55 °C, 30 s syntéza při 72 °C. Poslední krok 

při 72 °C prodloužit na 7 min, celkový počet cyklů 30,   

- přítomnost produktů PCR specifických pro doménu Bacteria (466 bp) lze ověřit gelovou 

elektroforézou na agarose (1,8 % agarosa) v 0.5 × TBE pufru.  Jako DNA standard použít 

100 bp žebříček.  

 

III Srovnání novosti postupů a jejich zdůvodnění 
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Identifikace bakterií v komplexních vzorcích potravin či v jiných komplexních 

matricích může být provedena s využitím klasických kultivačních postupů či s využitím 

postupů založených na amplifikaci DNA. K amplifikaci DNA se využívá metoda 

polymerázové řetězové reakce (PCR). PCR je zvláště vhodná pro identifikaci jednotlivých 

druhů bakterií mléčného kvašení, u nichž nejsou k dispozici selektivní media umožňujících 

jejich druhovou identifikaci. 

 DNA používaná k amplifikaci musí být v kvalitě vhodné pro PCR, aby nedocházelo 

k inhibici amplifikace a tím ke snížení citlivosti reakce nebo k falešně negativním výsledkům. 

Inhibice amplifikace může být zapříčiněna přítomností inhibitorů PCR. Tyto inhibitory 

mohou být buď vnitrobuněčného původu, nebo mohou pocházet z exogenních zdrojů, jsou-li 

analyzovány komplexní biologické vzorky (např. mléčné výrobky, masné výrobky, doplňky 

stravy, klinický materiál (2-6). Komplexní vzorky obsahují často látky, které interferují 

s PCR.  Vzhledem k tomu, že tyto látky bývají koextrahovány spolu s DNA, je základním 

předpokladem identifikace mikroorganismů s využitím PCR izolace DNA v kvalitě vhodné 

pro PCR. 

 Jedním ze způsobů, jak izolovat DNA v kvalitě vhodné pro PCR z komplexních 

vzorků obsahujících inhibitory PCR je metoda využívající reversibilní adsorpce DNA na 

pevnou fázi. Jako pevná fáze mohou být využity nejrůznější materiály. S výhodou se 

používají magnetické mikročástice (nosiče).  

Magnetické mikročástice mají jedinečné vlastnosti a schopnost interagovat s různými 

molekulami a proto v současné době nacházejí uplatnění v celé řadě oblastí jako je analytická 

chemie (7), magnetická extrakce na pevné fázi (8,9), nosiče enzymů pro katalýzu (10,11), 

biosenzory (12,13), cílený transport léčiv (14), magnetem indukovaná hypertermie a 

zobrazování magnetické rezonance (15,16).  
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Bylo ukázáno (17), že DNA v kvalitě vhodné pro PCR lze izolovat z hrubých lyzátů 

buněk s použitím magnetických polymethakrylátových nosičů funkcionalizovaných 

karboxylovými (-COOH) skupinami. Využít lze i jiné magnetické nosiče funkcionalizované 

karboxylovými skupinami nebo silikagel. DNA v požadované čistotě lze izolovat 

z komplexních reálných vzorků obsahujících inhibitory PCR. DNA se na nosiče váže 

v prostředí vysokých koncentrací NaCl a PEG 6000. Po promytí je DNA eluována do pufru o 

nízké iontové síle (17). 

 Výhoda použití magnetických nosičů spočívá v tom, že při separaci mikročástic 

s navázaným analytem není potřeba vzorky centrifugovat a proces lze automatizovat. Novostí 

metodiky QJ1210300 CM2 je relativně rychlý postup izolace DNA z komplexních matric. 

Metodika je obzvláště dobře aplikovatelná na obtížně zpracovatelné vzorky jako jsou 

sedimenty, mléčné výrobky nebo trus/feces obsahujících inhibitory PCR. Lze ji použít i k 

izolaci DNA z matric, pro které nejsou k dispozici komerční kity nebo kde použití kitu nedává 

uspokojivý výsledek, případně pro přečištění DNA.   

 

IV. Popis uplatnění certifikované metodiky 

 Metodika QJ1210300 CM2 pro izolaci DNA v kvalitě vhodné pro PCR je univerzální. 

Tato metodika byla uplatněna u uživatele  Ústav živočišné fyziologie a genetiky AV ČR, 

v.v.i. Jedná se o pracoviště, které metodiku využije při identifikaci probiotických aj. bakterií 

pomocí metody PCR ve vzorcích stolic a trávenin různých organismů. Dále lze metodiku 

QJ1210300 CM2 použít k průkazu žádoucích i nežádoucích baktérií v potravinách a 

potravinových doplňcích. Pro tyto účely je metodika QJ1210300 CM2 využitelná ve všech 

mikrobiologických laboratořích zabývajících se kontrolou potravin a potravinových doplňků 
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pomocí PCR z hlediska mikrobiologické bezpečnosti, plnění legislativních parametrů, 

odhalování příčin kažení a dalších aplikací.  

 

V. Ekonomické aspekty  

Výhodou metodiky QJ1210300 CM2 je z ekonomického hlediska skutečnost, že 

metodika nevyžaduje použití kitů, které jsou ekonomicky nákladné (případně nejsou dosud k 

dispozici). Pro laboratoře, které jsou vybaveny zařízením pro provádění PCR je navrhovaný 

postup izolace DNA relativně levný. Vyžaduje běžné chemikálie používané pro práci s DNA 

(Tris, EDTA, NaCl, lysozym, proteinasa K, polyethylenglykol 6000) a běžný umělohmotný 

materiál. Oproti běžně používaným postupům je finančně náročnější pouze vybavení 

laboratoře magnetickým separátorem (asi 15 000,- Kč) a zakoupení magnetických nosičů (asi 

10 000,- Kč /300 mg). Vzhledem k tomu, že se jedná o mikrometodu, pracuje se v malých 

objemech a uvedené množství nosiče postačuje na cca 3000 analýz.  

Vyčíslení ekonomického přínosu pro uživatele 

Celkové náklady na materiál potřebný ke zpracování 1 vzorku (1 izolace DNA) lze 

odhadnout na řádově jednotky Kč. Při započítání nákladů na přístroje, osobní a režijní 

náklady se náklady na zpracování vzorku včetně ověření kvality DNA v PCR pohybují kolem 

jednoho sta Kč. Čas potřebný k provedení analýzy se zkrátí, neboť při vlastní izolaci DNA se 

neprovádí centrifugace vzorku, separace mikročástic magnetem je velmi rychlá a lze paralelně 

zpracovávat více vzorků. Úspora pro uživatele, který provádí rutinně PCR, bude spočívat v 

úspoře času při izolaci DNA (větší průchodnost) a v úspoře nákladů na pořízení kitů 

používaných pro izolaci DNA. Ve srovnání s konvenčním postupem např. izolace DNA 

komerčním kitem Qiagen, který využívá reversibilní adsorpci DNA na kolonku (vzorek asi 
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300 Kč) bude úspora pro uživatele dvoutřetinová (200 Kč/ vzorek). Při analýze např. 200 

vzorků ročně bude proto úspora odhadem 40 tisíc Kč, což za 5 let činí 200 000 Kč.  

Kromě toho zavedení metodiky umožní laboratoři provádět PCR analýzu i u vzorků, u 

kterých by to dříve nebylo možné kvůli vysokému obsahu inhibitorů PCR ve vzorku. Tím se 

rozšíří spektrum prováděných analýz a poskytovaných služeb.  
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