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I. CIL METODIKY

Cilem predkladané certifikované metodiky (dale jen ,,metodiky*) je navrzeni nového
originalniho postupu izolace celkové bakterialni DNA, vyskytujici se v syrech polotvrdych
a tvrdych s riznymi obsahy susiny a mlé¢ného tuku, pro naslednou molekularné-biologickou
analyzu. Tato analyza muze prispét zejména K prikazné a spolehlivé detekci, identifikaci
a kvantifikaci jak technologicky, tak zdravotné rizikovych bakterii, negativné ovliviiyjicich
jakost a bezpecénost téchto syra a produkti z nich vyrobenych.

II. VLASTNI POPIS METODIKY
A) UVOD

Ptestoze DNA tvofi jen malou ¢ast buiiky, jeji vyznam je obrovsky. Pravé diky kodovani
genetické informace a jeji exprese patii DNA mezi zcela nepostradatelny typ biopolymeru
vsech zivych soustav (Necas, 2000; Rozsypal, 2006). 1zolace DNA miize byt v sou¢asné dobé
provedena mnoha zpasoby. Rozhodujici kritéria pro vybér vhodného postupu mohou byt nejen
pozadovana koncentrace a Cistota izolované DNA, ale napiiklad i rychlost izolace, obtiZnost
provedeni ¢i cenova dostupnost pouzitych chemikalii (Lusk a kol., 2013). Izolace DNA je
kli¢ovym krokem pro vSechny molekularné-biologické metody, které mohou byt pouzity pro
rychlou a u¢innou identifikaci bakterii. V soucasnosti se vyuzivaji predev§im metody zalozené
na polymerasové fetézové reakci (PCR), napi. v souvislosti se stanovenim piitomnosti
zdravotné rizikovych patogenti, technologicky rizikovych mikroorganismi, ale i zdravi
prospésnych mikroorganismdi.

B) SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

B—1) Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou polynukleotidy, tj. polymery mononukleotidii spojenych
navzajem fosfodiesterovymi vazbami. Nukleotid se sklada ze tfi zékladnich slozek: zbytku
kyseliny ortofosfore¢né, pétiuhlikatého cukru (DNA obsahuje deoxyribosu, v ptipadé RNA se
jedna o D-ribosu) a dusikaté baze, coz jsou heterocyklické slouceniny odvozené bud’
od pyrimidinu (cytosin, C; thymin, T, pro DNA, uracil, U, pro RNA) nebo od purinu (adenin,
A, guanin, G). Monomery (deoxyribonukleotidy) nachazejici se v kyselin¢ deoxyribonukleové
(DNA) jsou tvoreny: kyselinou deoxyadenylovou (dAMP), kyselinou deoxyguanylovou
(dGMP), kyselinou deoxycytidylovou (dCMP) a kyselinou deoxytymidylovou (dTMP)
(Soukup, 2005; Rozsypal, 2006). Jejich struktury jsou uvedeny na Obr. 1 (Murray, 2002).
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Obr. 1 Struktury deoxyribonukleotidi (AAMP, dGMP, dTMP, dCMP), jez jsou soucasti
DNA (Murray, 2002; upraveno).
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B-2) Izolace DNA

Mezi prvni fazi vétSiny molekularnich metod patii izolace DNA z biologického
materidlu. Metody izolace nukleovych kyselin vyuzivaji rozdilné rozpustnosti biologickych
makromolekul, adsorpce na pevny podklad nebo odstiedovani za vysokych otacek
v gradientnich roztocich (Smarda a kol., 2005). Ackoli jsou metody izolace
deoxyribonukleovych kyselin z riznych organismti odli$né, zakladni kroky izolace DNA se
u jednotlivych metod prakticky nelisi. Je vzdy nutné piipravit biologicky material a uvolnit
zng nukleové kyseliny, dale odd¢lit nukleové kyseliny z nadmolekularnich struktur,
purifikovat DNA a nakonec ji eluovat (Vondrejs a Storchova, 1997).

B-3) Piiprava bunék

Dostate¢né mnozstvi bakterialnich nebo eukaryotickych bunék pro ptipravu nukleovych
kyselin 1ze nahromadit kultivaci (délka kultivace zavisi na druhu mikroorganismu, miize byt
24h ale 1 72h). Pied izolaci DNA je tfeba oddélit bunky od rustového média bud’ odstfedénim
(v ptipadé tekuté matrice) nebo vytfepanim do pfislusného pufru a naslednym odstfedénim
(v ptipadé pevné matrice) (Vondrejs a Storchova, 1997; Smarda a kol., 2005). Enzymy
pfitomné v bunééném extraktu by mohly zpisobit degradaci nukleovych kyselin. Riziko

poskozeni DNA je tedy sniZeno, pokud je vstupni material Cerstvy, zamraZeny nebo
lyofilizovany (Smarda a kol., 2005).

B—4) Lyze bunék

U bun¢k majicich bunéénou sténou je k uvolnéni jejich vnitiniho obsahu obvykle nutné
tuto sténu rozrusit. Pouzivaji se k tomu naptiklad povrchove aktivni latky iontové povahy, napf.
dodecylsiran sodny (SDS) nebo soli zZlu¢ovych kyselin ¢i riizné enzymy jako naptiklad lysozym
¢i lytikasa. Vybér zpusobu indukce bunééné lyze zavisi na typu buiky (Vondrejs a Storchova,
1997; Smarda a kol., 2005). Po rozru$eni bun&éné stény a cytoplazmatické membrany se uvolni
bunéény obsah a v pufrovaném roztoku tak vznikd komplexni smés degradacnich produkta
biomembran, DNA, RNA, proteint, lipidt, sacharidii nizkomolekularnich latek a uhlovodik.
Lyze buiiky Casto zplsobi fragmentaci chromozomové DNA. PouZitim vhodnych lyza¢nich
podminek (tj. udrzovanim lyza¢ni smési v pufrovaném médiu, které kromé detergentti obsahuje
kyselinu etylendiaminotetraoctovou - EDTA, a chladu), Ize zachovat DNA neporusenou.
EDTA vaze ionty Ca?* a Mg?*, ¢imz brani nukleasam uvolnénym z lyzovanych bunék,
aby rozstepily Cerstvé uvolnénou DNA. Dilezité je také vyvarovat se rozpadu DNA, ke kterému
muize dojit p¥i pipetovani lyzatu (Raclavsky, 2003; Smarda a kol., 2005).

B-5) Enzymaticka lyze

U bakterii se pro odstranéni bunééné stény vétSinou vyuziva enzym lysozym, ktery se
ptirozené vyskytuje napf. ve vaje¢ném bilku a slzach. Soucasné s lysozymem, ktery narusuje
peptidoglykany v bunééné sténé, se pouzivaji detergenty pro solubilizaci cytoplazmatické
membrany (napt. SDS ¢i N-laurylsarkosin, a také chelata¢ni Cinidla, jako napf. EDTA nebo
citronan sodny). Chelata¢ni ¢inidla vazi dvojmocné kationty, ¢imz dojde ke snizeni jejich
reaktivity, a destabilizuji tak vnéj$i bakterialni membranu. Mimo jiné, tato ¢inidla také inhibuji
deoxyribonukleasy (DNasy) (Vondrejs a Storchové, 1997; Raclavsky, 2003; Smarda a kol.,
2005). Pro zvyseni Cistoty izolované DNA se né€kdy k lyza¢nimu roztoku piidava enzym

proteinasa K, ktery §tépi bilkoviny, véetné histonli vazanych na strukturu DNA (Raclavsky,
2003).
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B—6) Mechanicka lyze

Jak uz bylo zminéno vyse, mechanicka lyze se ¢asto vyuziva pro rozruseni bunécné
stény rostlin a hub, a to nejéast&ji v kombinaci s piisobenim degradaénich enzymi (Smarda
a kol., 2005). V ptipad¢ pevnych tkani, ale také bun¢k s bunécnou sténou, se k jejich rozruseni
vyuziva pusobeni mechanické sily, a to napiiklad protfepavanim se sklenénymi nebo
zirkoniovymi kulickami. Dal§i moZnosti, vyuzivanou hlavné u rostlin, je drceni tkdn¢ zmrazené
tekutym dusikem v tfeci misce (Raclavsky, 2003; Parayre a kol., 2007). Mezi mechanické
metody dale patii ultrasonikace, ptipadné muze byt celistvost buiiky rozrusena ru¢nim

rozemletim, kuli¢kovymi mlynky nebo automatickymi homogenizatory (Musilova a Glatz,
2011).

B-7) Fyzikalni lyze

Mezi techniky fyzikalniho rozruseni buné¢né stény se fadi osmoticky nebo teplotni Sok
(Musilova a Glatz, 2011). Klyzi buiky muze tedy dojit opakovanym zmrazovanim
a rozmrazovanim nebo zahfivanim pii vysSi teploté, kdy dochdzi k denaturaci proteini.
Fyzikélni dezintegrace bunééné stény muze byt i mechanicka. V tomto ptipad¢ se vyuzivaji
napf. tryskové homogenizatory nebo vysokootackové mixery (Prochazkova, 2010).

B-8) Chemicka lyze

Chemické metody vyuzivaji k rozruseni bunéénych stén chemicka cinidla, jako jsou
napiiklad organickd rozpoustédla, tenzidy, solné roztoky a dalsi chemickd Ccinidla
(Prochazkova, 2010). Organicka rozpoustédla mohou byt pouzita samotnd nebo nafedéna
vodou. Pro extrakci polarnich metabolitt se vyuzivaji predevsim methanol, ethanol nebo
acetonitril; pro lipofilni slou¢eniny pak chloroform, ethylacetat ¢i hexan. Nékdy se pouziva
smés methanolu, chloroformu a vody - jeji vyhodou je soucasnid extrakce polarnich
i nepolarnich metabolitt, a to selektivné do dvou fazi (jednu fazi tvoii chloroform, druhou
methanol a voda). Vyhodou extrakce organickymi rozpoustédly je hlavné jeji jednoduchost.
Jinou moznosti chemické lyze je kysela extrakce (HCIO4, CCI3CO2H, HCI) nebo bazicka
extrakce (KOH, NaOH) extrakce. Po tomto kroku musi byt z média odstranény zbytky bunék
a neutralizovano pH. Chemicka lyze pomoci extrakce je sice velmi rychla, ale kvili extrémnim
zménam pH neni pfili§ Setrna (Musilova a Glatz, 2011).

B-9) Extrakce nukleovych kyselin

Odstranéni RNA z purifikované DNA lze dosahnout pisobenim enzymu ribonukleasy
(RNasy), ktery stépi RNA. RNasy jsou velmi odolné, a proto vydrzi i zahtati na teplotu 65 °C,
pii které se odstranuji nezadouci deoxyribonukleasy (DNasy). Nékdy jsou k odstranéni RNA
dostacujici nasledné purifika¢ni kroky nebo neni kontaminace v daném postupu na zavadu. Pak
je mozné tento krok vynechat. Dilezitym krokem je odstranéni proteinli, protoze obsahuji
enzymy, které nukleové kyseliny degraduji. Navazani proteinii na DNA miZze také omezovat
ucinnost naslednych experimentl. Proteiny se z bunéénych lyzath odstraiiuji pomoci proteaz,
nejcastéji proteinazy K nebo pronasy E, které je degraduji na malé peptidy ¢i na aminokyseliny.
Proteiny se daji extrahovat 1 pufrem ekvilibrovanym fenolem nebo smési fenolu a chloroformu
(1:1). Po pfidani organickych latek do vodného roztoku bunééného lyzatu se vytvoii dveé vrstvy
—horni vodna a dolni fenol/chloroformova. Dikladnym protiepanim smési dojde k miseni fazi,
pfi¢emz dochdzi k denaturaci proteinti pfitomnych ve vodné fazi a jejich vysraZzeni (ptisobenim
fenolu). Pro dokonalé rozdé€leni fazi je roztok odstfedovan. Pokud byl do smési pfidan
1 isoamylalkohol, dojde ke zvySeni rozpustnosti fenolu, ktery tak po ukonceni protfepavani
piejde do fenol/chloroformové faze. Pokud byl pouzit fenol ekvilibrovany neutralnim nebo
alkalickym pufrem, zistavaji nukleové kyseliny ve vodné fazi. V piipadé pouziti kyselého
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fenolu zlstava ve vodné fazi jen RNA, DNA piechazi do organické faze. Na rozhrani fazi se
po odstiedéni objevi bily prstenec srazenych proteint. Aby doslo k tplnému vycisténi DNA, je
nutné extrakci vodné faze opakovat, dokud se nepfestane vytvaret proteinova srazenina.
V ptipad¢ izolace DNA zrostlin, hub nebo nékterych bakterii je obCas potfeba odstranit
polysacharidy. Vyuziva se k tomu extrakce s cetyltrimetylamonium bromidem (CTAB).
Na zaveér se jesté jednou extrahuje smési chloroformu a izoamylalkoholu (24:1), coz slouzi
k odstranéni zbytki fenolu v roztoku, které by mohly byt na obtiz pii dalsi praci s purifikovanou
DNA (Vondrejs a Storchova, 1997; Raclavsky, 2003; Smarda a kol., 2005). Dalii ¢asto
pouzivanou metodou je adsorpce DNA na silikat. K tomu dochézi v ptitomnosti chaotropnich
soli. Protfepavanim smési roztoku s lyzovanym bunénym obsahem, chaotropnich soli
a suspenze silikatovych castic je usnadnéno ulpivani DNA na ¢éstice, ostatni slouceniny
zustavaji volné v roztoku. Po usazeni ¢astic je roztok odsan a Castice proplachnuty novym
pufrem s chaotropnimi solemi. Poté je opét odsan roztok. Na ¢asticich je pfilnuta Cista DNA,
ktera se z povrchu Castic uvolni pfidanim vody nebo pufru bez chaotropnich soli. Po odstfedéni
zustanou na dn¢€ zkumavky Cisté ¢astice, DNA se vznasi nad nimi v roztoku (Raclavsky, 2003).

B-10) Precipitace a purifikace DNA

Ptevedenim DNA z vodného roztoku do malého objemu dojde k jejimu zkoncentrovani;
jeji precisténi lze provést srazenim alkoholem, nejcastéji koncentrovanym ethanolem nebo
izopropanolem. V pfitomnosti jednomocnych iontd (Na*, K*, NH4") se nukleové kyseliny srazi
za vzniku agregatu, ktery pfi odstfedéni sedimentuje na dné¢ zkumavky. To se projevi jako
mlécné zbarveny sediment (tzv. pelet). Srazenina se promyje 70% ethanolem, aby byly
odstrandny soli, které se srazily spolu s DNA (Raclavsky, 2003; Smarda a kol., 2005).
Purifikace DNA miiZze byt provedena i na chromatografickych kolonkach. Kolonky byvaji
vsazeny do mikrozkumavek na odstied’ovani, diky ¢emuz se kombinuje chromatografie
a odstfed’ovani (,,Spin-columns”). PouZzivaji se dva hlavni ptistupy: Afinitni chromatografie
zalozend na interakci mezi makromolekulami vzorku a néplni kolony, pfi¢emz se mize jednat
o interakci elektrické povahy nebo 1 o vice specifickou interakci. DNA je imobilizovdna
na nosici, zatimco nezaddouci molekuly kolonou volné prochézi, a tak se odmyvaji. Pouzitim
jiného pufru se pak DNA uvolni z nosice. Dnes se nejcastéji vyuzivaji komeréné vyrabéné
kolonky a pufry. Druhou moznosti je gelova chromatografie. Vzorek je nanasen na kolonu,
malé molekuly prochazi do porézni matrice a zpomaluji tak svlij pohyb kolonou, kdeZto velké
molekuly DNA prochazi kolonou rychleji. Tento typ purifikace je alternativou k purifikaci
DNA srazenim alkoholem. Cilem purifika¢nich procesi je ziskat nukleovou kyselinu
V nativnim stavu v dostateném mnoZstvi a Cistoté. Vybér metody purifikace DNA tak zavisi
na zptisobu jeji nasledné analyzy (Smarda a kol., 2005).

B-11) Eluce
Poté, co je sraZenina promyta ethanolem nebo je purifikovana jinym zpisobem,

Je odsan supernatant a DNA je rozpusténa ve vodném roztoku, ktery vétSinou obsahuje pufr
Tris-HCI (pH 7,5-8,0) (Smarda a kol., 2005).

C) MATERIAL A METODY

C-1) Vzorky pouZitelné pro postup

Postup izolace celkové bakterialni DNA je pouzitelny pro syry polotvrdé a tvrdé,
konkrétné€ pro syry s nizkodohtivanou syteninou (typu Eidam, Gouda, Cedar, Tylzsky syr, aj.)
a vysokodohiivanou syfeninou (typu Emental, Moravska bochnik, Parmezéan, Pecorino, aj.),
s riznymi obsahy susSiny a mlé¢ného tuku v susing.
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Tento postup ma omezenou pouzitelnost v souvislosti s izolaci celkové bakterialni

DNA z jinych typt syrt, napi. ze syrt Cerstvych, syrt mékkych, syrt plisnovych, syri tavenych
a z tvarohd.

C—2a) Chemické reagencie pouzitelné pro postup

Dihydrat citratu trisodného (2% roztok)

EDTA (0,1 M, pH 7,5)

Chloroform+isoamylalkohol (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1).
LiClO4 v acetonu (roztok 2% LiClO4 v acetonu).

PBS (roztok)

SDS (10%)

ss-fenol

C-2b) Biologické reagencie pouZzitelné pro postup

Agarosa

Lysozym (10 mg.ml™?)

RNAsa A (20 mg.ml™?)

Pufr pro proteinasu K (2x koncentrovany)

Proteinasa K (10 mg.ml™?)

Reagencie pro PCR reakci

Roztok Tris (10 mM, pH 8,0)

Standard GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA)

TBE pufr (45 mM kyselina borita, 45 mM Tris-base, 1 mM EDTA, pH 8,0) pro gelovou
elektroforézu na agarose

C-3a) Laboratorni piistroje a pomucky pouZitelné pro postup

Elektroforeticka vana (s pfislusenstvim)
Inkubator (laboratorni s termostatem)

PCR cycler (laboratorni)

Ptedvazky (laboratorni)

Odstredivka (laboratorni)

Ttepacka (laboratorni, orbitalni s termostatem)

C-3b) Laboratorni pomicky drobné pouzitelné pro postup

Bézné laboratorni sklo na ptipravu roztoka.
Kuli¢ky sklenéné (o priméru 2—4 mm).
Pinzeta (laboratorni, kovova).

Tyc¢inky (laboratorni, sklenéné).

Tteci miska (porcelanova s tlouckem).

C—4) Laboratorni spoti‘ebni material pouzitelny pro postup

Automatické pipety o riznych objemech (1000, 20-200, 10-100, 2-20, 1-10 pl)
Zdravotnicka gaza

Zdravotnicka vata

Zkumavky typu Eppendorf (objem 1,5 ml)

Zkumavky typu Falcon (objem 50 ml)

Zkumavky pro PCR reakci (objem 0,2 ml)
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C-5) VLASTNI POSTUP IZOLACE CELKOVE BAKTERIALNi DNA ZE SYRU
S DOHRIVANOU SYRENINOU

Originalni pracovni postup izolace celkové bakterialni DNA ze vzorkti dohtivanych syra

je uveden v nasledujicich 19 zakladnich bodech. Postup je vhodny pro vzorky syru ve strouhané
formé.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Pfiblizn¢ 2,5 g strouhaného syra se vlozi do 50 ml zkumavky typu Falcon, ptida se 30 ml
2% roztoku dihydratu citratu trisodného a 10-15 sklenénych kuli¢ek (o priméru 2—4 mm).

Vzorek se tfepe v orbitalni tfepacce pti teploté 37 °C, dokud se nevytvoii homogenni
mlécna suspenze (cca 30—40 min). Cas od Casu se vzorek jesté velmi intenzivné protiepe
Vv ruce.

Na konci doby tiepani se vzorek tiepe jesté 1-2 min velmi intenzivné ru¢né.

Suspenze se prefiltruje pies trojitou vrstvu gazy do nové 50 ml zkumavky typu Falcon;
sklenéné kulicky se jest€ omyji 5 ml 2% roztoku dihydratu citratu trisodného a ptidaji se
k filtratu.

Zkumavky se vyvazi a odstfed’uji se po dobu 10 min, pfi teploté 4 °C a 13 552 x g.

Supernatant se slije a vrstva tuku, ktera se utvorila na okrajich zkumavky, se odstrani vatou
omotanou kolem sklenéné tyCinky nebo pinzety.

Sediment se resuspenduje ve 30 ml 2% roztoku dihydratu citratu trisodného a opakuji se
kroky 5 a 6.

K sedimentu se ptida 1 ml 0,1 M EDTA (o pH 7,5), dikladné se promicha a vznikla
suspenze se prevede do 1,5 ml zkumavky typu Eppendorf. Zkumavka Falcon se je$té omyje
500 ul 0,1 M EDTA (o pH 7,5) a takto vznikla suspenze se piida k suspenzi
v Eppendorfové zkumavce.

Odstied’uje se 2 min pii pokojové teploté, a pii 7168 X g.

Slije se supernatant a sediment se resuspenduje v 500 pul roztoku PBS. Pfida se 10 pl
lysozymu (10 mg.mI™) a 10 ul RNAsy A (20 mg.ml™2).

Inkubuje se 20 min pfi teploté 37 °C. Cas od ¢asu se promicha otadenim.
Ptida se 50 pl 10% SDS a inkubuje se pii teploté 37 °C dalSich 10 min.

Piida se 580 ul 2x koncentrovaného pufru pro proteinasu Ka 20 ul proteinasy K
(10 mg.ml™).

Inkubuje se 10 min pfi teploté 70 °C a ¢as od Casu se promicha.

Lyzat se prepipetuje do 15 ml zkumavky znacky Falcon, ptida se 600 ul ss-fenolu a 600 ul
smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24:1) a dtikladné se promicha.
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16. Zkumavky Falcon se vyvazi a odstted’uji se po dobu 10 min, pii teplot¢ 4 °C
al1l3552xg.

17. Opatrné se odebere horni vodna faze do nové 15 ml zkumavky znacky Falcon (cca 1 ml)
a prida se 2,5 objemu 2% LiCIO4 v acetonu (cca 2,5 ml). Dojde k vysrazeni DNA.

18. Odstted’uje se po dobu 10 min, pfi teploté 4 °C a 13 552 x g.

19. Odstrani se supernatant a vysuseny sediment se rozpusti v 60 ul 10 mM roztoku Tris
(o pH 8,0).

Praktické poznamky k vySe uvedenému postupu

e Poznamka k bodu 2: ¢im je podil tuku v suSin¢ testovanych vzorki pevnych
potravinovych matric vyssi, tim snadnéji se vytvoii homogenni suspenze.

e Poznamka k bodu 17: pro intenzivnéj$i odstranéni zbytku fenolu z vodné faze se
doporucuje opakovat protiepani vodné faze se smési chloroformu a isoamylalkoholu
(Vv poméru 24:1). Zbytkové mnozstvi fenolu je nutno odstranit zcela.

C—6) Ovéreni kvality a mnoZstvi celkové bakterialni DNA izolované z dohfivanych syri

Kvalitu a mnozstvi celkové bakterialni DNA izolované z dohfivanych syri je mozné
ov¢rit elektroforeticky. Na gel se davkuji vzorky DNA (5 ul). Jako standard se pouzije
GeneRuler DNA Ladder Mix (5 ul) (Thermo Scientific, USA), jehoz specifikace je uvedena
nize. Kontrolni elektroforéza se uskuteéni v 1% (hm.) agarosovém gelu, pii konstantnim napéti
60 V. Doba elektroforézy se 1isi podle pouzité velikosti gelu (mohou byt nality razné velikosti
gelt) a piiblizné se pohybuje v rozmezi 75-90 min.

Piiklad ovéfeni kvality a mnoZstvi celkové bakteridlni DNA izolované
ze vzorku dohtivanych syru je uveden na Obr. 2.
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Obr. 2 Pi¥iklad ovéreni pritomnosti celkové bakterialni DNA (o0 velikosti cca 40-50 kbp)
izolované z dohfivanych syri (Eidamu a Ementalu): 1) Emental A, 2) Emental B, 3)
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Emental C, 4) Emental D, 5) Emental E, 6) Emental F, 7) Emental G, 8) Emental H, 9) Eidam
A, 10) Eidam B, ST) standard GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, USA).

111. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Z odborné literatury je znama celd fada metod izolace celkové bakteridlni DNA
z potravinaiskych vyrobkia (Monnet a kol., 2012; Quigley a kol., 2012; Lusk a kol., 2013).

Izolace DNA z mlékarenskych vyrobku je vsak pomérné obtizna vzhledem k vysokému
obsahu kationtti Ca*, tuk® a dalsich latek, které brani ptisobeni enzymi nutnych pro ispésnou
izolaci DNA (lysozym, RNAsa, proteinasa K). Na trhu existuje nékolik komer¢nich souprav,
fungujicich na bazi afinitni chromatografie s realizaci v kolonkéach s kifemikovym nosic¢em.
Tyto soupravy nabizeji izolaci bakterialni DNA a daji se pouzit i pro mlékarenské vyrobky,
ovSem jejich vytéznost je pomérné nizka a cena za izolaci vysoka.

Vzhledem Kk tomu, ze zastoupeni piipadnych zdravotné i technologicky rizikovych
bakterii byva, ve srovnani s celkovym slozenim bakteridlni populace, Vv mlékéarenskych
vyrobcich minoritni, je potfebi pouziti takové metody izolace celkové bakterialni DNA, ktera
zaruci ziskani dostatecného mnozstvi DNA o0 vysoké kvalité.

Na zakladé¢ klasické fenol/chloroformové extrakce DNA (Kirby, 1956) byl vyvinut novy
moderni postup izolace celkové bakteridlni DNA ze vzorkli dohfivanych syrd, s realizaci
v nastrouhané form¢. Popsany postup extrakce celkové DNA z bakterialnich bunék je unikatni
diky opakovanému stfidani extrakcénich/izolacnich a Cisticich krokli. Na mechanickou
a chemickou homogenizaci vychoziho materidlu stfidavé navazuji kroky na odstranéni
nezadoucich slozek materidlu a bunécné hmoty, nésledované Cisticimi postupy vzniklého
extraktu. Béhem nich se stfidaji chemické a enzymatické kroky. Vysledkem je ziskani DNA
Vv dostatecné koncentraci a kvalité, pfiCemZ cena izolace je ve srovnani s komercnimi
soupravami nizsi.

Tato jednoducha, ovsem velmi G¢inna, metoda zahrnuje 5 stéZejnich, dale popsanych,
kroki. 1) Homogenizaci zkoumané pevné potravinaiské matrice pomoci sklenénych kuli¢ek
v roztoku dihydratu citratu trisodného. 2) Lyzi bakteridlnich bunék pomoci lysozymu
a sou€asné odstranéni molekul RNA pomoci enzymu RNasy A. 3) Opracovani lyzatu pomoci
enzymu proteinasy K. 4) Extrakci DNA pomoci fenol/chloroformové smési. 5) Zavérecnou
precipitaci DNA roztokem LiCIO4 v acetonu.

Jedna se tedy o zcela novou nezndmou metodiku podle § 2, odst. 1, pism. b) a pism. c)
zékona €. 130/2002 Sb.

V. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika obsahuje laboratorni postupy a experimentalni doporuceni
tykajici se krokt vhodnych pro G€innou a systematickou kontrolu syrii polotvrdych a tvrdych,
konkrétné syrti s nizkodohtivanou syfeninou (typu Eidam, Gouda, Cedar, Tylzsky syr, aj.)
a vysokodohtivanou syfeninou (typu Emental, Moravska bochnik, Parmezan, Pecorino, aj.),
s riiznymi obsahy susiny a mlé¢ného tuku v susing, v souvislosti s eliminaci pfipadného vyskytu
zdravotné a technologicky rizikovych bakterii nebo i zdravi prospésnych bakterii, pomoci
metody izolace celkové bakterialni DNA, pro naslednou molekularné-biologickou analyzu.

Smlouva o uplatnéni metodiky QJ1210300 CM5 je uzaviena mezi poskytovateli
a uzivatelem, kterym je spole¢nost EUROFINS CZ, s.r.o. UZivatel vyuzije metodiku Vv ramci
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poskytovanych sluzeb, konkrétn¢ analyz mikrobiologického charakteru, pro potieby svych
zékaznikd.

Je mozné konstatovat, Ze novy, originaln¢ navrzeny, pracovni postup izolace celkové
bakterialni DNA ze vzorkd dohfivanych syrG je vhodny jak pro pouziti Vv kontrolnich
laboratofich, tak také ve védecko-vyzkumnych laboratofich, a dale v kontrolnich laboratotich
dozorovych organti a zkusebnich laboratoii poskytujicich klientim analyzy na komer¢ni bazi,
s hlavnim cilem zajistit zdravotni bezpecnost, technologickou nerizikovost a pozadovanou
jakost vyrabénych dohiivanych syrt.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

V soucasnosti je v oblasti potravinaistvi kladen diraz nejenom na prumyslovou vyrobu
zdravotné bezpecnych a jakostnich potravinaiskych vyrobku, ale také na ekonomicky dopad
jejich vyrob. Napt. nedostate¢na mikrobiologicka jakost vstupnich mlékarenskych surovin
mize negativné ovlivnit jakost koneénych vyrobku, tj. syrd, pokud jsou tyto kontaminovany
zdravotné 1 technologicky rizikovymi bakteriemi, zptisobujicimi vazné texturni i senzorické
zmeény, projevujicimi se formou nezddoucich defektii. ZlepsSeni mikrobiologické jakosti syrt
by se mélo uskuteciiovat nejenom diky jednorazovym kontroldm, ale pfedev§im diky
planovanému periodickému screeningu, za pomoci erudovanych pracovniki kontrolnich
laboratofi, kteti ovladaji i techniky modernich detek¢énich metod, mezi které patii napi. metody
zZ oblasti molekularni biologie.

V nasledujicich statich je pfedlozen kvalifikovany odhad nékladi a trzeb zisku, které
metodika pfinese svym piimym uzivatelim.

Naklady spojené se zavedenim a aplikaci certifikované metodiky

A) Pfinos pro uZivatele

Zavedeni metodiky QJ1210300 CMS5S umozni kontrolnim laboratofim dozorovych
organii a zkuSebnim laboratofim poskytujicim klientim analyzy formou sluzeb v popisu
uplatnéni metodiky rozsitit spektrum poskytovanych PCR analyz (viz ,,Srovnani novosti
postupi I11* na str. 9-10.). V soucasné dobé tuto metodiku vyuzije odhadem 5 laboratofi. Kazda
Z nich ro¢né zpracuje ptiblizné 50 vzorkd, za které utrzi cca 300,- K¢ za jeden vzorek, coz bude
predstavovat 75 tis. K& rocné a co bude za obdobi 5 let ¢init ¢astku 375 tis. K&. Pfi odhadovaném
zisku 10 % z trzeb to bude ¢init ¢astku ptiblizné 7,5 tis. K¢ ro¢né, coz bude za obdobi 5 let
piedstavovat ¢astku 37,5 tis. K¢.

Hlavni ekonomicky piinos metodiky spociva ve zvySeni urovné jiSténi zdravotni
bezpecnosti, hygienické nerizikovosti a jakosti syrt a zarovein vede ke sniZzeni ndkladii na [é¢bu
0sob s alimentarnimi onemocnénimi ¢i na likvidaci neshodnych $arzi vyrobkii. Odhad téchto
pfinost u nepfimych uZivatell je nad ramec této metodiky.

B) Piinos pro konkrétniho uzZivatele - EUROFINS CZ, s.r.o.

B-a) Investi¢ni naklady - EUROFINS CZ, s.r.o.

Na zaklad¢ toho, ze je pracovisté uzivatele metodiky, tj. spolecnost EUROFINS CZ,
S.r.0., vybaveno pfistroji a laboratornimi pomtickami pro molekularné-biologické prace, neni
zapotiebi, aby uzivatel metodiky investoval finance napf. do nakupu chlazené odstfedivky,
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elektroforetické vany s pfislusenstvim, PCR cykleru, apod. Celkové investicni naklady
pro praktické zrealizovani certifikované metodiky nejsou tedy uvazovany a planovany.

Obecn¢ investicni naklady urené pro laboratof, ktera by nebyla dostate¢né erudované
vybavena pro prace z oblasti molekuldarni biologie, by mély byt vénovany na nakup
cenou do 200 tis. K¢ bez DPH) nebo piipadné laboratorniho qPCR cykleru (s orientac¢ni
pofizovaci cenou do 500 tis. K¢ bez DPH), dale napiiklad chlazené odstiedivky (S orienta¢ni
potizovaci cenou do 80 000 K¢ bez DPH), elektroforetické vany s ptisluSenstvim (s orientacni
pofizovaci cenou do 15 tis. K¢ bez DPH), laboratorni tfepacky (s orienta¢ni pofizovaci cenou
do 20 tis. K¢ bez DPH) aj.

B-b) Provozni naklady —- EUROFINS CZ, s.r.o.

Provozni naklady spojené s realizaci a periodickou aplikaci metodiky na pracovisti
uzivatele budou tvoteny polozkami, specifikovanymi nize.

e Enzym lysozym (cena cca 1,2 tis. K¢ véetné DPH; mnozstvi 1 g).

e Enzym proteinasa K (cena cca 3 tis. K¢ v¢etné DPH; mnozstvi 1 ml).

e Sklenéné kulicky o priméru 3 mm (cena 381 K¢ véetné DPH; mnozstvi 1 kg) (BDL Czech
Republic s.r.0., CR).

e Drobny laboratorni spotiebni material (napt. $pi¢ky s filtry, zkumavky typu Eppendorf; cena
cca do 3 tis. K¢ véetné DPH).

e Bézné chemikalie typu citrat sodny, EDTA, PBS, apod. (cena cca do 1 tis. K¢ véetné DPH).

Provozni naklady na jednu reakci izolace celkové DNA byly kalkulovany a jsou
planovany ve vysi 50 K¢ (véetné DPH).

B—c) Piinos pro uzivatele vysledki certifikované metodiky — EUROFINS CZ, s.r.0.

e Financ¢ni pfinos pro uzivatele vysledki metodiky, charakterizovany trzbami a ziskem, se
odrazi — co se trzeb tykd — predevSim v oblasti rozSifeni spektra a poctu analyz izolace
celkové bakterialni DNA a jeji nasledné molekularné-biologické analyzy (napt. pro PCR)
v oblasti provadéni rutinniho screeningu a Servisniho poradenstvi v souvislosti se
zajiStovanim bezpecnosti a jakosti primysloveé vyrabénych potravinaiskych vyrobki.

e Dle kvalifikovaného odhadu mize rocni financni pfinos pro uzivatele metodiky cCinit
priblizné az 15 tis. K¢ (véetné DPH), coz za Sleté obdobi aplikovani metodiky muze
predstavovat ¢astku az 75 tis. K¢ (véetné DPH), za piedpokladu finanéni kalkulace 300 K¢
(v€etné¢ DPH) za jednu izolaci celkové bakterialni DNA. Dale je mozné uvazovat
o0 finan¢nim pfinosu z nasledné uskute¢novanych molekularné-biologickych analyz (napf.
pfi pouziti metody PCR).

e Piiprovoznich nékladech 50 K¢ (véetné¢ DPH), a pti kalkulaci mnozstvi 50 vzorkt uréenych
pro izolaci celkové bakterialni DNA béhem jednoho roku s cenou 300 K¢ (veetné DPH)
za jednu uskute¢nénou izolaci DNA, by mohl ¢isty zisk pro uzivatele ¢init 12,5 tis. K¢. Tato
finan¢ni kalkulace je provedena bez tivahy mzdovych nékladd, které nejsou poskytovateli
certifikované metodiky znamy.
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Za zhotovitele;

V Praze dne'_ 14. 11. 2016 .-(-,-_,-;_;,-mr.‘{: ............... WL e N
Ing. Eva Svirakova, Ph.D.

Certifikovand metodika QJ1210300 CMS pro laboratorni kontrolni praxi
byla podporovina FeSenim projektu Ministerstva zemédélstvi,
Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektem KUS QJ1210300.

.................................................................................................................................

OPONENTI DVOU NEZAVISLYCH OPONENTNICH POSUDKU

1. posudek odbornika v daném oboru:

Ing. Lukas Valihrach, Ijh.D.,
Biotechnologicky tustav AV CR, v. v. i.

2. posudek pracovnika prisluSného odborného organu statni spravy:

MVDr. Jiri Hlavacek
odborny rada
Odbor veterinarni hygieny a ekologie,
Ustiedni veterinarni sprava Statni veterinarni spravy.

.................................................................................................................................

PRILOHY, DOKUMENTY A DOKLADY
K CERTIFIKOVANE METODICE

e Uzaviena smlouva s uZivatelem.
e Dva nezavislé oponentni posudky:
- jeden posudek odbornika v daném oboru,

- jeden posudek pracovnika ptisluSného odborného organu statni spravy.

o Osvédceni o uznani certifikované metodiky.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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