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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je izolovat DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR z komplexnich vzorkd,
zejména mléénych vyrobkii a dalSich potravin, potravinovych dopliki, trusu, vykali aj.
vzorkll potencidln€ obsahujicich smésnou mikrofléru a/nebo inhibitory PCR, pomoci

magnetickych mikrocastic.



I1. Vlastni popis metodiky
Metodika je zalozena na izolaci DNA z tekutych i tuhych potravin, potravinovych
dopliikdi a z trusu/feces pomoci magnetickych nosi¢li funkcionalizovanych karboxylovymi

skupinami. Sklada se z nasledujicich Casti:
1. ptiprava vzork pro analyzu,
2. lyze bunék,

3. ptiprava smési S magnetickymi mikroc¢asticemi, separace DNA reversibiln¢ navazané na

magnetickych mikrocasticich a eluce DNA z mikrocastic,

4. ovéteni amplifikace DNA pomoci PCR.

Potiebné pristroje:

Centrifuga na Eppendorfovy zkumavky, automatické pipety o objemu 1000, 20-200,
2-20 a 0.5-10 pl, termostat na 55 °C, magneticky separator, zafizeni pro konvencni PCR s

gelovou elektroforézou pro detekci produktit PCR ptip. zafizeni pro PCR v redlném Case

Material: Eppendorfovy zkumavky 1,5 ml, $pi¢ky modré, Zluté, bilé, 0,2 ml zkumavky (pro

konven¢ni PCR), tieci miska, bézné laboratorni sklo na ptipravu roztokd.

Chemikalie: PBS pufr (137 mM NaCl, 137 mM KCI, 4,3 mM Na;HPO4, 1,47 mM KH,PO,
pH 7,4), TE pufr (10 mMTris-HCI, 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 borita, 45 mM Tris-base, 1 mM EDTA, pH 8,0) pro
gelovou elektroforézu na agarose, velikostni DNA standard, magnetické mikrocastice na bazi
silikagelu (magnetického skla) nebo organické polymery pokryté karboxylovymi skupinami s

magnetickym jadrem.



1. Priprava vzorkii pro analyzu

a) tekuté potraviny a potravinoveé dopliky

- Z homogenizovaného tekutého vyrobku odebrat 1 ml vzorku do sterilni Eppendorfovy

zkumavky (1,5 ml),

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

promyt v 1 ml sterilni vody,

- po centrifugaci (12 000g) po dobu 5 minut odstranit supernatant a ziskany sediment pouzit

pro lyzi bunék.

b) tuhé potraviny a potravinové doplnky
- 5 g vzorku rozettit ve sterilni tfeci misce s 12,5 ml sterilni vody,

- vzniklou suspenzi piefiltrovat pies sterilni gazu,

- odpipetovat 3 ml suspenze,

- suspenzi stocit pii 12 000g/3 min, supernatant slit

- ziskany sediment pouzit pro lyzi bunék.

c¢) tuhé potravinové dopliiky

- obsah 1 tablety/1 tobolky piemistit do Eppendorfovy zkumavky a
- pouzit pro lyzi bunék

d) trus (vykaly, feces)

- trus (50 mg) 2x promyt v 1 ml PBS pufru (137 mM NaCl, 137 mM KCI, 4,3 mM Na;HPOQO4,

1,47 mM KHPO,4, pH 7,4),



- bunky sedimentovat centrifugaci (12 000 g/3 min),
- sediment promyt TE pufrem (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0),
- suspenzi centrifugovat (12000g/3min),

- ziskany sediment pouzit pro lyzi bun¢k.

2. Lyze bunék
a) sedimenty bun€k z potravin a potravinovych dopliki, obsah tablety/tobolky
- resuspendovat v 1 ml lyza¢niho roztoku s lysozymem (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM

EDTA, pH 8,0; lysozym10 mg/ml), roztok pfipravovat vzdy Cerstvy,

- suspenzi inkubovat 30 minut pfi laboratorni teplot¢,

- k suspenzi ptidat 50 ul 20 % SDS a 10 pul proteinasy K (100 pg/ml),

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

- takto pripravené lyzaty bunék pouzit pro izolaci DNA magnetickymi mikrocasticemi.

b) sedimenty bun¢k trusu

- sediment bun€k resuspendovat v 1ml lyza¢niho pufru s mutanolysinem (10 mM Tris-HCI,

pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; lysozym 10 mg/ml), pfidat 2 ul mutanolysinu (5 U/ul),
- sm¢s inkubovat 1 hod pti 37 °C,

- ptidat 10 pl proteinasy K (1mg/ml) a 50 ul 20 % SDS,

- sSmés inkubovat pii 55 °C po dobu 24 hod,

- takto pripravené lyzaty bunék pouzit pro izolaci DNA magnetickymi mikro¢asticemi.



3. Priprava separacnich smési s magnetickymi mikrocasticemi, separace

reversibilné vazané DNA a eluce DNA.

DNA se izoluje z lyzati bunék adsorpci na vhodné magnetické mikrocastice pokryté
karboxylovymi skupinami nebo magnetické sklo (magneticky silikagel) v prostiedi vysoké

koncentrace NaCl a PEG 6000 (kone¢na koncentrace 16 % PEG 6000; 2,0 M NaCl).

Do cdist¢ Eppendofovy zkumavky napipetovat komponenty separa¢ni smési v potadi dle

nasledujici Tabulky
Poradi Komponenta V [ul]
1. NaCl (5 M) 400
2. Lyzat bunék 350
3. PEG 6000 (40 %) 200
4, Magnetické mikro ¢astice 50
(2 mg/ml)

- DNA nechat 15 minut vdzat na magnetické Castice,

- na 5 minut vlozit Eppendorfovu zkumavku do magnetického separatoru

a supernatant odpipetovat a odstranit,

- Castice s navazanou DNA 2x promyt 70 % ethanolem (1x 1 ml a 1x 0,5 ml), separace

¢astic 1 min., supernatant odpipetovat a odstranit

— Eppendorfovu zkumavku s DNA navazanou na nosi¢i vyjmout z magnetického
separatoru a napipetovat do ni 100 pl TE pufru (10mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM
EDTA, pH 8,0),

— eluci DNA z mikro¢astic nechat probihat 15 min,



— Eppendorfovu zkumavku vratit do magnetického separatoru a odseparovat magnetické

castice. DNA zlstava v supernatantu.
— Supernatant s eluovanou DNA pfepipetovat do Cisté Eppendorfovy zkumavky,
- izolovanou DNA lze skladovat rozpusténou v TE pufru pii 4 °C po dobu asi 3
meésicu,

- oveérit kvalitu izolované DNA v PCR.

4. Oveteni kvality izolované DNA pomoci PCR s primery specifickymi pro
doménu Bacteria

Mnozstvi izolované DNA zalezi na vyrobku, na mnoZstvi bunék, ze kterych byly
pfipraveny lyzaty. Za podminek pouzitych pii izolaci DNA se z magnetickych ¢astic
pfednostné eluuje DNA na rozdil od RNA. MnoZstvi a kvalitu DNA Ize ovéfit
spektrofotometricky (z hodnoty Agzsonm se stanovi koncentrace DNA, z poméru
Azsonm/ Azgonm 1€ Uusuzovat na kontaminaci proteiny). Intaktnost izolované DNA lze ovéfit

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

DNA je izolovana v kvalité vhodné pro PCR. Amplifikovatelnost lze ovéerit pomoci
konven¢ni PCR s primery Feub a Reub specifickymi pro doménu Bacteria (1). Tato PCR
byla optimalizovana tak, aby byla citlivd, specifickd, rychld a Usporna. Pouzitd teplota
hybridizace (55 °C) a pocet cykli (30) nevede k amplifikaci nespecifickych produkti PCR
na cykleru MJ Research 200. Specifické produkty PCR (466 bp) dostateéné intenzity jsou
detekovany pomoci gelové elektroforézy na agarose (1,5%, 0,5xXTBE pufr) po amplifikaci

10ng az 100fg DNA/PCR smés.

a) Reak¢ni smés pro konvencni PCR obsahuje komponenty uvedené v nasledujici

tabulce:



Komponenta Objem (ul)

Voda pro PCR 19,0
Reakéni pufr kompletni (10x koncentrovany) | 2,5
Smés dNTP (10 mmol/l) 0,5
Primer 1 (10 umol/l) 0,5
Primer 2 (10 umol/1) 0,5
Taq DNA polymerasa (1 U/pl) 1,0
DNA matrice 1,0

Sekvence primerd Feub a Reub specifickych pro doménu Bacteria (1) je nasledujici :
Primer F eub: 5'- TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3°

Primer R eub: 5'-GGA CTACCA GGG TAT CTAATCCTG TT-3°
Pii provadéni PCR se vzdy provadi negativni kontrola (misto DNA se do smési pro PCR
pridava voda). Vhodné je provadét i pozitivni kontrolu s DNA, jejiz amplifikovatelnost

byla nezévisle ovétena.

b) Podminky amplifikace

- amplifikace sestava z nasledujicich krokt: 5 min denaturace pii 95 °C (hot start), 30 s
denaturace pti 95 °C, 30 s pfipojeni primert pii 55 °C, 30 s syntéza pii 72 °C. Posledni krok
pti 72 °C prodlouzit na 7 min, celkovy pocet cykli 30,

- pritomnost produkti PCR specifickych pro doménu Bacteria (466 bp) lIze ovétit gelovou
elektroforézou na agarose (1,8 % agarosa) v 0.5 x TBE pufru. Jako DNA standard pouzit

100 bp zebricek.

III Srovnani novosti postupii a jejich zdiivodnéni




Identifikace bakterii v komplexnich vzorcich potravin ¢i v jinych komplexnich
matricich mize byt provedena s vyuzitim klasickych kultiva¢nich postupti ¢i s vyuzitim
postuptt zalozenych na amplifikaci DNA. K amplifikaci DNA se vyuzivd metoda
polymerazové tfetézové reakce (PCR). PCR je zvlasté vhodna pro identifikaci jednotlivych
druht bakterii mlééného kvasSeni, u nichz nejsou k dispozici selektivni media umoziujicich

jejich druhovou identifikaci.

DNA pouzivand k amplifikaci musi byt v kvalit¢ vhodné pro PCR, aby nedochézelo
k inhibici amplifikace a tim ke snizeni citlivosti reakce nebo k faleSné negativnim vysledktm.
mohou byt bud” vnitrobuné¢ného ptivodu, nebo mohou pochazet z exogennich zdroja, jsou-li
analyzovany komplexni biologické vzorky (napt. mlé¢né vyrobky, masné vyrobky, dopliky
stravy, klinicky materidl (2-6). Komplexni vzorky obsahuji Casto latky, které interferuji
S PCR. Vzhledem k tomu, ze tyto latky byvaji koextrahovany spolu s DNA, je zdkladnim
piredpokladem identifikace mikroorganismli s vyuzitim PCR izolace DNA v kvalité¢ vhodné

pro PCR.

Jednim ze zpisobu, jak izolovat DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR z komplexnich
vzorkli obsahujicich inhibitory PCR je metoda vyuzivajici reversibilni adsorpce DNA na
pevnou fazi. Jako pevnd fdze mohou byt vyuzity nejrizn€j$i materidly. S vyhodou se

pouzivaji magnetické mikrocastice (nosice).

Magnetické mikrocastice maji jedine¢né vlastnosti a schopnost interagovat s riiznymi
molekulami a proto v soucasné dob€ nachéazeji uplatnéni v celé fadé¢ oblasti jako je analyticka
chemie (7), magneticka extrakce na pevné fazi (8,9), nosi¢e enzymu pro katalyzu (10,11),
biosenzory (12,13), cileny transport lé¢iv (14), magnetem indukovana hypertermie a

zobrazovani magnetické rezonance (15,16).



Bylo ukazéano (17), ze DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR lze izolovat z hrubych lyzath
bunék s pouzitim magnetickych polymethakrylatovych nosici funkcionalizovanych
karboxylovymi (-COOH) skupinami. Vyuzit Ize i jiné magnetické nosic¢e funkcionalizované
karboxylovymi skupinami nebo silikagel. DNA Vv pozadované Cistot¢ Ize izolovat
Z komplexnich redlnych vzorkti obsahujicich inhibitory PCR. DNA se na nosi¢e vaze
Vv prostfedi vysokych koncentraci NaCl a PEG 6000. Po promyti je DNA eluovana do pufru o

nizké iontové sile (17).

Vyhoda pouziti magnetickych nosi¢i spociva v tom, Ze pii separaci mikrocastic
S navdzanym analytem neni potieba vzorky centrifugovat a proces lze automatizovat. Novosti
metodiky QJ1210300 CM2 je relativné rychly postup izolace DNA z komplexnich matric.
Metodika je obzvlasté dobie aplikovatelnd na obtizné zpracovatelné vzorky jako jsou
sedimenty, mlécné vyrobky nebo trus/feces obsahujicich inhibitory PCR. Lze ji pouzit i k
izolaci DNA z matric, pro které nejsou k dispozici komer¢ni kity nebo kde pouziti kitu nedava

uspokojivy vysledek, piipadné pro precisténi DNA.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika QJ1210300 CM2 pro izolaci DNA v kvalité vhodné pro PCR je univerzalni.
Tato metodika byla uplatnéna u uzivatele Ustav Zivodisné fyziologie a genetiky AV CR,
V.v.i. Jedna se o pracovisté, které metodiku vyuZije pfi identifikaci probiotickych aj. bakterii
pomoci metody PCR ve vzorcich stolic a travenin riznych organismi. Dale lze metodiku
QJ1210300 CM2 pouzit k prikazu zadoucich 1 nezadoucich baktérii v potravinach a
potravinovych dopliicich. Pro tyto Gcely je metodika QJ1210300 CM2 vyuZitelna ve vSech

mikrobiologickych laboratofich zabyvajicich se kontrolou potravin a potravinovych dopliki



pomoci PCR zhlediska mikrobiologické bezpecnosti, plnéni legislativnich parametrd,

odhalovani pfi¢in kazeni a dalSich aplikaci.

V. Ekonomické aspekty

Vyhodou metodiky QJ1210300 CM2 je zckonomického hlediska skutecnost, Ze
metodika nevyzaduje pouziti kitt, které jsou ekonomicky nakladné (pfipadné nejsou dosud k
dispozici). Pro laboratote, které jsou vybaveny zatizenim pro provadéni PCR je navrhovany
postup izolace DNA relativné levny. Vyzaduje béZzné¢ chemikalie pouzivané pro praci s DNA
(Tris, EDTA, NacCl, lysozym, proteinasa K, polyethylenglykol 6000) a bézny umélohmotny
laboratofe magnetickym separatorem (asi 15 000,- K¢) a zakoupeni magnetickych nosicia (asi
10 000,- K¢ /300 mg). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o mikrometodu, pracuje se v malych

objemech a uvedené mnozstvi nosice postacuje na cca 3000 analyz.

Vycisleni ekonomického ptinosu pro uzivatele

Celkové naklady na materidl potfebny ke zpracovani 1 vzorku (1 izolace DNA) lze
odhadnout na tadové jednotky K¢. Pii zapocitani ndkladi na pfistroje, osobni a rezijni
naklady se naklady na zpracovani vzorku vcetné ovéteni kvality DNA v PCR pohybuji kolem
jednoho sta K¢&. Cas potiebny k provedeni analyzy se zkrati, nebot’ pfi vlastni izolaci DNA se
neprovadi centrifugace vzorku, separace mikro¢éstic magnetem je velmi rychla a lze paralelné
zpracovavat vice vzorkt. Uspora pro uZivatele, ktery provadi rutinné PCR, bude spocivat v
uspofe Casu pii izolaci DNA (vétSi prichodnost) a v uspofe ndkladii na pofizeni kith
pouzivanych pro izolaci DNA. Ve srovnani s konvenénim postupem napt. izolace DNA

komer¢nim kitem Qiagen, ktery vyuziva reversibilni adsorpci DNA na kolonku (vzorek asi

10



300 K¢) bude uspora pro uzivatele dvoutietinova (200 K¢/ vzorek). Pii analyze napt. 200

vzorkll ro¢né bude proto uspora odhadem 40 tisic K¢, coz za 5 let ¢ini 200 000 K¢.

Kromé toho zavedeni metodiky umozni laboratoti provadét PCR analyzu i u vzorkt, u
kterych by to diive nebylo mozné kviili vysokému obsahu inhibitorit PCR ve vzorku. Tim se

rozsiti spektrum provadénych analyz a poskytovanych sluzeb.
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