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DNA Z DOHRIVANYCH SYRU
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Design of working procedure for the isolation
of total bacterial DNA from semi-hard and
hard cheeses

Abstrakt

Z odborné literatury je znamo, Ze izolace DNA z mlé-
karenskych vyrobkt je pomérné obtizna vzhledem
k vysokému obsahu kationtd Ca®*, tukd a dal§ich litek,
které brani pusobeni enzymui nutnych pro jeji dspéSnou
izolaci. Na trhu existuje nékolik komerénich souprav pro
izolaci bakteridlni DNA z mlékarenskych vyrobkil, ovSem
jejich vytéznost je pomérné nizkd a cena za izolaci vysoka.
Vzhledem k tomu, Ze zastoupeni pfipadnych zdravotné
i technologicky nezadoucich bakterii byva ve srovnani
s celkovym slozenim bakteridlni populace v mlékéren-
skych vyrobcich minoritni, je zapotfebi pouzit takovou
metodu izolace celkové bakterialni DNA, kterd zarudi
ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA o vysoké kvalité. Tato
prace pfinasi navrh nového postupu izolace celkové bakte-
ridlni DNA vyskytujici se v syrech polotvrdych a tvrdych,
s riznymi obsahy suSiny a mlééného tuku, pro naslednou
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molekularné biologickou analyzu. Tato analyza ma vazbu
na prikaznou a spolehlivou detekci, identifikaci a kvan-
tifikaci zdravotné i technologicky nezadoucich bakterii
negativné ovliviiyjicich jakost a bezpecnost dohfivanych
syrti a produktl z nich vyrobenych. Originalni postup izo-
lace DNA je mozno vyuZit v kontrolnich i ve védecko-
vyzkumnych laboratofich pfi jiSténi zdravotni bezpecnosti,
technologické nezavadnosti a poZadované jakosti dohfi-
vanych syru.

Klicova slova: novy pracovni postup, izolace celkové
bakteridlni DNA, dohfivané syry, zdravotni bezpecnost,
kontrolni skrining.

Abstract

From the scientific literature it is well known that DNA
isolation from dairy products is relatively difficult due to
the high content of Ca*" cations, fats content and other sub-
stances that can inhibit enzymes activities necessary for its
successful isolation. Several commercial kits for isolation
bacterial DNA from dairy products are available on the
market, but their yield is relatively low and the costs for
isolation are high. Considering that the presence of poten-
tially technologically undesirable bacteria is relatively
minor in dairy products in comparison with the total com-
position of bacterial population, it is necessary to use such
a method for isolation total bacterial DNA which will gua-
rantee obtaining sufficient amount of DNA in high quality.
This work proposes a new, original, working procedure for
isolation of total bacterial DNA occurring in semi-hard and
hard cheeses with various contents of dry matter and milk
fat, for subsequent molecular biological analysis. This
analysis is linked to evidence-based and reliable detection,
identification and quantification of both healthy and tech-
nologically undesirable bacteria that negatively affect the
quality and safety of semi-hard and hard cheeses and pro-
ducts made from them. The original DNA isolation proce-
dure can be used both in control and scientific research
laboratories to ensure health safety, technological non-
riskiness and the required quality of the semi-hard and hard
cheeses.

Key words: new working procedure, isolation of total
bacterial DNA, semi-hard and hard cheeses, heath safety,
control screening.

Uvod

Prestoze deoxyribonukleova kyselina (DNA) tvofi jen
malou ¢ast buiiky, jeji vyznam je obrovsky. Pravé diky
koédovani genetické informace a jeji exprese patii DNA
mezi zcela nepostradatelny typ biopolymeru vSech Zivych
soustav (Necas, 2000; Rozsypal, 2006). Izolace DNA miZe
byt v soucasné dobé provedena mnoha zpusoby. Mezi
rozhodujici kritéria pro vybér vhodného postupu muze
patfit nejenom pozadovana koncentrace a Cistota izolované
DNA, ale napt. i rychlost izolace, obtiZnost provedeni ¢i
cenova dostupnost pouzitych chemikalii (Lusk a kol.,

2013). Izolace DNA je klicovym krokem pro vsSechny
molekularné biologické metody, které mohou byt pouzity
pro rychlou a u¢innou detekci riznych typt mikroorganis-
mu, véetné bakterii. V soucasnosti se pro detekci pato-
gennich bakterii, technologicky nezadoucich bakterii
a i zdravi prospésnych bakterii vyuzivaji predevsim metody
zaloZené na polymerasové fetézové reakci (PCR).

Z odborné literatury je znama celd fada metod izolace
celkové bakterialni DNA 2z potravinovych vyrobku
(Monnet a kol., 2012, Quigley a kol., 2012; Lusk a kol.,
2013). Izolace DNA z mlékarenskych vyrobka je vSak
pomérné obtiZznd vzhledem k vysokému obsahu kationtl
Ca*, tuka a dalSich latek, které brani pusobeni enzymil
(napf. lysozymu, RNAsy, proteinasy K) nutnych pro aspés-
nou izolaci DNA. Na trhu existuje fada komercnich
souprav pro izolaci genomové DNA fungujicich na riznych
principech. Tyto soupravy se daji pouzit i pro mlékarenské
vyrobky, ov§em jejich vytéznost je vétSinou pomérné nizka
a cena za izolaci vysoka. Vyuzivaji jednak afinitni chro-
matografii s realizaci v kolonkach s kfemikovym nosic¢em,
dale funguji na principu iontoménici. V poslednich letech
je populdrni izolace na principu vyuZiti magnetickych
mikrokulicek (kity jsou dostupné napf. u Elizabeth
Pharmacon, s.r.o., CZE), které s vyuZitim reverzni adsorpce
umoziuji navazani celkové DNA a jeji oddéleni od zbytku
bunéénych stén, bilkovin, atd. (KfiZova a skol., 2005).

V nasledujicim textu jsou uvedeny informace, které
s problematikou obecné izolace DNA (nejenom) z bakterii
uzce souviseji. Jednd se predev§im o charakteristiku
nukleovych kyselin, také o pfedstaveni pocatecni faze izo-
la¢niho postupu v kroku pfipravy bunék, dale o specifikaci
kroku lyze (konkrétné jsou popsany: enzymatickd, mecha-
nicka, fyzikalni a chemicka lyze), se zavére¢nymi informa-
cemi o extrakci nukleovych kyselin, a také precipitaci,
purifikaci a eluci DNA.

Nukleové Kkyseliny. Nukleové kyseliny jsou polynuk-
leotidy, tzn. polymery mononukleotidi spojenych navza-
jem fosfodiesterovymi vazbami. Nukleotid se sklada ze tfi
zakladnich slozek: zbytku kyseliny ortofosforecné, pétiuh-
likatého cukru (DNA obsahuje deoxyribosu, v piipadé
RNA se jedna o D-ribosu) a dusikaté baze, coz jsou hete-
rocyklické slouceniny odvozené bud od pyrimidinu (pro
DNA: cytosin C; thymin T; pro RNA: uracil U) nebo od
purinu (adenin A, guanin G). Monomery (deoxyribonuk-
leotidy) nachazejici se v DNA jsou tvoreny: kyselinou
deoxyadenylovou (dAMP), kyselinou deoxyguanylovou
(dGMP), kyselinou deoxycytidylovou (dCMP) a kyselinou
deoxytymidylovou (dTMP) (Soukup, 2005; Rozsypal,
2006).

Izolace DNA. K prvnim krokim vétSiny molekularnich
metod patii izolace DNA z biologického materialu. Metody
izolace nukleovych kyselin vyuzivaji rozdilné rozpustnosti
biologickych makromolekul, adsorpce na pevny podklad
nebo odstfedovani za vysokych otacek v gradientnich
roztocich (Smarda, 2003). Ackoli jsou metody izolace
deoxyribonukleovych kyselin z rtznych organismi
odli$né, zdkladni kroky izolace DNA se u jednotlivych
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metod prakticky nelisi. Je vZdy nutné pfipravit biologicky
materidl a uvolnit z néj nukleové kyseliny, dale oddélit nuk-
leové kyseliny z nadmolekularnich struktur, purifikovat
DNA a nakonec ji eluovat (Vondrejs a Storchova, 1997).

Priprava bunék. Dostate¢né mnozstvi bakterialnich
bunék pro piipravu nukleovych kyselin Ize nahromadit kul-
tivaci (délka kultivace zavisi na druhu bakterie a muze trvat
od 24 h do 72 h). Pred izolaci DNA je tfeba oddélit bunky
od kultivaéniho média bud odstfedénim (v ptipadé tekuté
matrice) nebo vytfepanim do pfisluSného pufru a nasled-
nym odstfedénim (v pripad€ pevné matrice) (Vondrejs
a Storchovd, 1997; Smarda, 2003). Enzymy pfitomné
v bunééném extraktu by mohly zpisobit degradaci nuk-
leovych kyselin. Riziko poskozeni DNA je tedy sniZeno,
pokud je vstupni material Cerstvy, zamraZeny nebo lyofili-
zovany (Smarda, 2003).

Lyze bunék. U bunék majicich bunéfnou sténu je
k uvolnéni jejich vnitfniho obsahu obvykle nutné tuto sténu
rozruSit. Pouzivaji se k tomu napriklad povrchové aktivni
latky iontové povahy, napt. dodecylsiran sodny (SDS) nebo
soli zZlucovych kyselin ¢i rizné enzymy, jako napf. lysozym
¢i lytikasa. Vybér zpisobu navozeni bunééné lyze zavisi na
typu buiiky (Vondrejs a Storchové, 1997; Smarda, 2003).
Po rozruseni bunécné stény a cytoplazmatické membrany
se uvolni bunécny obsah a v pufrovaném roztoku tak
vznikd komplexni smés degradacnich produktd biomem-
bran, zbytkii bunéénych stén, DNA, RNA, proteind, lipidd,
sacharidti nizkomolekuldrnich latek a uhlovodikd. Lyze
buniky Casto zpusobi fragmentaci chromozomové DNA.
Pouzitim vhodnych lyzac¢nich podminek (tj. udrZovanim
lyzacni smési v pufrovaném médiu, které kromé detergen-
ti obsahuje kyselinu etylendiaminotetraoctovou EDTA,
a chladu) 1ze zachovat DNA neporuSenou. EDTA vaze
ionty Ca** a Mg?, ¢mZ brani nukleasim uvolnénym
z lyzovanych bunék, aby rozStépily cerstvé uvolnénou
DNA. Dilezité je také vyvarovat se rozpadu DNA, ke
kterému muZe dojit napfiklad pfi pipetovani lyzatu
(Raclavsky, 2003; Smarda, 2003).

Enzymatickd lyze. U bakterii se pro odstranéni bunécné
stény vétSinou vyuziva enzym lysozym, ktery se prirozené
vyskytuje napf. ve vajecném bilku a v slzich. Soucasné
s lysozymem, ktery narusuje peptidoglykany bunécné
stény, se pouzivaji povrchové aktivni latky pro solubilizaci
cytoplazmatické membrany (napf. SDS ¢i N-lauryl-
sarkosin, a také chelatacni ¢inidla, jako napt. EDTA nebo
citronan sodny). Chelata¢ni ¢inidla vaZi dvojmocné kation-
ty, ¢imZ dojde ke sniZeni jejich reaktivity, a destabilizuji tak
vnéjsi bakteridlni membranu. Mimo jiné, tato ¢inidla také
inhibuji deoxyribonukleasy (DNasy) (Vondrejs a Stor-
chova, 1997; Raclavsky, 2003; Smarda, 2003). Pro zvySeni
Cistoty izolované DNA se nékdy k lyzaénimu roztoku
pridava enzym proteinasa K, ktery Stépi bilkoviny i v pfi-
tomnosti SDS, a pfi zvysSenych teplotich (50-70 °C)
(Raclavsky, 2003).

Mechanickd lyze. V pripadé pevnych tkani (napf. u ros-
tlin a hub), ale také u bunék s buné¢nou st€nou (tzn. i u bak-
terii), se k jejich rozruSeni vyuZiva piisobeni mechanické

sily, a to napf. protfepavanim se sklenénymi nebo zirko-
niovymi kulickami. DalSi moznosti je drceni v tfeci misce
s pouzitim zmrazeného tekutého dusiku (Raclavsky, 2003;
Parayre a kol., 2007). Mezi dal$i mechanické metody patfi
ultrasonikace, pfipadné muze byt celistvost buiiky rozruse-
na ru¢nim rozemletim, kulickovymi mlynky nebo automa-
tickymi homogenizatory (Musilova a Glatz, 2011).

Fyzikdlni lyze. Mezi techniky fyzikdlniho rozruseni bu-
nécné stény se fadi osmoticky nebo teplotni Sok (Musilova
a Glatz, 2011). K lyzi buriky mize tedy dojit opakovanym
zmrazovanim a rozmrazovanim nebo zahfivinim pii vyssi
teploté, kdy dochdzi k denaturaci protein. Fyzikalni
dezintegrace bunécné stény mtize byt i mechanicka. V tomto
ptipadé se vyuzivaji napf. tryskové homogenizitory nebo
vysokootackové mixery (Prochazkova, 2010).

Chemickd lyze. Chemické metody vyuZivaji k rozruSeni
bunécnych stén chemicka Cinidla, jako jsou napf. organicka
rozpoustédla o riznych koncentracich, tenzidy, solné roz-
toky a dalSi chemicka cinidla (Prochdzkova, 2010). Pro
extrakci polarnich metabolitd se vyuzivaji predevsim
methanol, ethanol nebo acetonitril; pro lipofilni slouceniny
pak chloroform, ethylacetat ¢i hexan. Nékdy se pouZziva
smes methanolu, chloroformu a vody - jeji vyhodou je
soucasnd extrakce polarnich i nepolarnich metabolitd, a to
selektivné do dvou fazi (jednu fazi tvofi chloroform,
druhou methanol a voda). Vyhodou extrakce organickymi
rozpoustédly je hlavné jeji jednoduchost. Jinou moZzZnosti
chemické lyze je kysela (HClO4, CCI3CO,H, HCI) nebo
bazicka (KOH, NaOH) extrakce. Po tomto kroku musi byt
z média odstranény zbytky bunc¢k a neutralizovano pH.
Chemickd lyze je sice velmi rychla, ovSem vzhledem
k extrémnim zméndm pH neni pfili§ Setrnda (Musilova
a Glatz, 2011).

Extrakce nukleovych Kkyselin. Odstranéni RNA z puri-
fikované DNA lze dosdhnout pisobenim enzymu ribonuk-
leasy (RNasy), ktery stépi RNA. RNasy jsou velmi odolné,
vydrZi i zéhtev na teplotu 100 °C, cehoz se vyuziva pro
odstranéni nezadouci aktivity prfimési deoxyribonukleas
(DNAs) (Asubel a kol., 2003). Nékdy jsou k odstranéni
RNA dostacujici nasledné purifikacni kroky nebo neni kon-
taminace v daném postupu na zavadu. Pak je mozné tento
krok vynechat. Dulezitym krokem je odstranéni proteind,
protoZe obsahuji enzymy, které nukleové kyseliny degradu-
ji. Navazani proteini na DNA muze také omezit uc¢innost
naslednych experimentd. Proteiny se z bunéénych lyzati
odstraiiuji pomoci proteas, nejcastéji proteinasy K nebo
pronasy E, které je degraduji na malé peptidy ¢i aminoky-
seliny. Proteiny se daji extrahovat i pufrem ekvilibrovanym
fenolem nebo smési fenolu a chloroformu (v poméru 1 : 1).
Po pridani organickych litek do vodného roztoku
bunécného lyzatu se vytvori dvé vrstvy - horni vodna
a dolni fenol-chloroformova. Dikladnym promichanim
smési dojde k miseni fazi, pficemz dochazi k denaturaci
proteinti pfitomnych ve vodné fazi a jejich vysraZeni
(ptisobenim fenolu). Pro dokonalé rozdéleni fazi je roztok
odstfedovan. Pokud je do smési pfidan i isoamylalkohol,
dojde ke zvySeni rozpustnosti fenolu, ktery tak po ukonceni
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promichani prejde do fenol-chloroformové faze. Pokud byl
pouzit fenol ekvilibrovany neutrdlnim nebo alkalickym
pufrem, zlstavaji nukleové kyseliny ve vodné fazi. V pfi-
padé pouziti kyselého fenolu zlstavd ve vodné fazi jen
RNA, DNA prechazi do organické faze. Na rozhrani fazi se
po odstiedéni objevi bily prstenec srazenych proteini. Aby
doslo k dplnému vycisSténi DNA, je nutné extrakci vodné
faze opakovat, dokud se nepfestane vytvaret proteinova
srazenina. V pripad€ izolace DNA z nékterych bakterii,
rostlin nebo hub je obcCas potieba odstranit polysacharidy.
Vyuziva se k tomu extrakce s cetyltrimetylamonium bro-
midem (CTAB). Na zavér se jesté jednou extrahuje smési
chloroformu a isoamyalkoholu (v poméru 24 : 1), coz
slouzi k odstranéni zbytka fenolu v roztoku, které by mohly
byt na obtiz pfi dalsi préci s purifikovanou DNA (Vondrejs
a Storchova, 1997; Raclavsky, 2003; Smarda, 2003). Dalsi
Casto pouzivanou metodou je adsorpce DNA na silikat.
K tomu dochézi v pritomnosti chaotropnich soli. Protie-
pavanim smési roztoku s lyzovanym bunécnym obsahem,
chaotropnich soli a suspenze silikatovych castic je usnad-
néno ulpivani DNA na ¢astice, ostatni slouceniny zlstavaji
volné v roztoku. Po usazeni c¢astic je roztok odsan a ¢astice
proplachnuty novym pufrem s chaotropnimi solemi. Poté je
opét odsan roztok. Na ¢asticich je pfilnuta ¢istd DNA, ktera
se z povrchu ¢astic uvolni pfidinim vody nebo pufru bez
chaotropnich soli. Po odstfedéni zistanou na dné zku-
mavky cisté ¢astice, DNA se vznasi nad nimi v roztoku
(Raclavsky, 2003).

Precipitace a purifikace DNA. Prevedenim DNA z vod-
ného roztoku do malého objemu dojde k jejimu zkoncentro-
vani; jeji precisténi lze provést sraZenim alkoholem,
nejcastéji 96% ethanolem nebo isopropaholem. V piitom-
nosti jednomocnych iontd (Na*, K*, NH4") se nukleové
kyseliny srazi za vzniku agregétu, ktery pii odstfedéni sedi-
mentuje na dné¢ zkumavky. SraZenina se promyje 70%
ethanolem, aby byly odstranény soli, které se srazily spolu s
DNA (Raclavsky, 2003; Smarda, 2003). Purifikace DNA
miZe byt provedena i na chromatografickych kolonkach.
Kolonky byvaji vsazeny do mikrozkumavek na
odstfedovani, diky ¢emuz se kombinuje chromatografie
a odstfedovani ("spin-columns"). Pouzivaji se dva hlavni
pristupy. Afinitni chromatografie zaloZena na interakci mezi
makromolekulami vzorku a naplni kolony, pficemz se mize
jednat o interakci elektrické povahy nebo i o vice specific-
kou interakci. DNA je imobilizovdna na nosici, zatimco
nezadouci molekuly kolonou volné prochézi, a tak se odmy-
vaji. PouZitim jiného pufru se pak DNA uvolni z nosice.
V soucasnosti se nejcastéji vyuzivaji komercné vyrabéné
kolonky a pufry. Druhou mozZnosti je gelova chro-
matografie. 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 purifikacnich procesu je
ziskat nukleovou kyselinu v nativnim stavu v dostatecném
mnozstvi a Cistoté. Vybér metody purifikace DNA tak zavisi
na zpisobu jeji nasledné analyzy (Smarda, 2003).

Eluce. Poté, co je srazenina promyta ethanolem nebo je
purifikovana jinym zptisobem, je odsan supernatant a DNA
je rozpusténa ve vodném roztoku, ktery vétSinou obsahuje
pufr Tris-HCI (pH 7,5-8,0) (Smarda, 2003).

Cilem této prace bylo vytvoreni nového originalniho pra-
covniho postupu izolace celkové bakteridlni DNA, vysky-
tujici se v syrech polotvrdych a tvrdych s riznymi obsahy
suSiny a mlééného tuku, pro naslednou molekularné bio-
logickou analyzu. Tato analyza ma vazbu na prukaznou
a spolehlivou detekci, identifikaci a kvantifikaci zdravotné
i technologicky neZddoucich bakterii negativné ovliviiu-
jicich bezpecnost a jakost dohfivanych syrti a produktd
z nich vyrobenych.

Material a metody

PouZiti dohrivanych syrit pro novy pracovni
postup

Pro novy pracovni postup izolace celkové bakteridlni
DNA byly pouzity syry tvrdé a polotvrdé ve strouhané
formé. Konkrétné se jednalo vzorky syru s vysokodohfi-
vanou syfeninou typu Emental (45 % t. v s.) a vzorky syrt
s nizkodohtivanou syfeninou typu Eidam (30 % t. v s.),
s riznymi obsahy suSiny a mlééného tuku v suSiné. Syry
byly zakoupeny v trzni siti Ceské republiky.

Navrh nového pracovniho postupu izolace celkové
bakteridlni DNA ze syrii s dohrivanou syreninou

Novy originalni pracovni postup pro izolaci celkové

bakteridlni DNA ze syra s dohfivanou syfeninou je uveden
v nasledujicich 19 bodech a je doplnén o dvé praktické
poznamky.

1. Priblizné 2,5 g strouhaného syra se vloZi do 50 ml zku-
mavky typu Falcon, ptida se 30 ml 2% roztoku dihy-
dratu citratu trisodného a 10-15 sklenénych kulicek
(o priméru 2-4 mm).

2. Vzorek se tfepe v orbitalni tfepacce pii teploté 37 °C,
dokud se nevytvofi homogenni mlécnd suspenze
(priblizng 30-40 min). Cas od Casu se vzorek jests
velmi intenzivné protiepe v ruce.

3. Na konci doby tfepani se vzorek tfepe jeSté 1-2 min
velmi intenzivné rucné.

4. Suspenze se prefiltruje pfes trojitou vrstvu gazy do
nové 50 ml zkumavky typu Falcon; sklenéné kulicky
se jesté omyji S ml 2% roztoku dihydritu citratu
trisodného a pfidaji se k filtratu.

5. Zkumavky se vyvazi a odstfeduji se po dobu 10 min,
pfi teploté€ 4 °C a 13 552 x g.

6. Supernatant se slije a vrstva tuku, ktera se utvofila na
okrajich zkumavky, se odstrani vatou omotanou kolem
sklenéné tyc¢inky nebo pinzety.

7. Sediment se resuspenduje ve 30 ml 2% roztoku dihyd-
ratu citratu trisodného a opakuji se kroky 5 a 6.

8. K sedimentu se pfidda 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 jest¢ omyje 500 ul 0,1 M EDTA (o pH 7.,5)
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a takto vznikla suspenze se pfida k suspenzi v Eppen-
dorfové zkumavce (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Rosche s.r.o., CZE).

9. Odstfeduje se 2 min pfi pokojové teploté, a pri

7168 x g.

10. Slije se supernatant a sediment se resuspenduje
v 500 pl roztoku PBS. Prida se 10 pl lysozymu
(10 mg m1™") a 10 ul RNAsy A (20 mg ml™).

11. Inkubuje se 20 min pfi teploté 37 °C. Cas od Casu se
promichd ota¢enim.

12. Prida se 50 ul 10% SDS a inkubuje se pfi teploté
37 °C dalsich 10 min.

13. Prida se 580 ul 2 x koncentrovaného pufru pro pro-
teinasu K (30 mM Tris-HCI, pH 8.0) a 20 ul pro-
teinasy K (10 mg ml™).

14. Inkubuje se 10 min pfi teploté 70 °C a Cas od Casu se
promicha.

15. Lyzat se prepipetuje do 15 ml zkumavky znacky
Falcon, prida se 600 pl ss-fenolu (tzn. fenolu
nasyceného soli/salt saturated phenol) a 600 pl smési
chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru 24 : 1)
a dikladné se promicha.

16. Zkumavky Falcon se vyvazi a odstieduji se po dobu
10 min, pfi teploté 4 °C a 13 552 x g.

17. Opatrné se odebere horni vodna faze (ptiblizné 1 ml)
do nové 15 ml zkumavky znacky Falcon a prida se
2,5 objemu 2% LiClO4 v acetonu (pfiblizné 2,5 ml).
Dojde k vysrazeni DNA.

18. Odstfeduje se po dobu 10 min, pfi teploté¢ 4 °C
al3552xg.

19. Odstrani se supernatant a vysuseny sediment se roz-
pusti v 60 pl 10 mM roztoku Tris (pH 8,0).

PoznamKy k pracovnimu postupu
* Pozndmka k bodu 2. Cim je podil tuku v suginé

podle pouzité velikosti gelu (byly nality rizné velikosti
gell)) a trvala priblizné 75-90 min. Pfesna koncentrace
a Cistota DNA byla stanovena také spektrofotometricky
(spektrofotometr Ultrospec™ 2100 pro, Amersham
Biosciences Corp., USA), a to méfenim absorbance pfi
vlnové délce 235 nm, 260 nm a 280 nm.

Vyber, kultivace, stanoveni poctu bunék
a uchovdvdni kmenii Acinetobacter spp.

V souvislosti s cilenou kontaminaci testovanych syra byl
pro experimenty vybran sbirkovy kmen A. baumannii
CCM 4353 (piivodem z pasterovaného mléka, izolovany na
prumyslovém zavodé OLMA a.s.) a jiz dfive identifikovany
kmen A. johnsonii 09/328 (pivodem ze syrového
mléka/cisterny €. 7, izolovany na nejmenovaném mlékaren-
ském primyslovém zivod& v Ceské republice) (Svirdkova
a kol., 2015a). Divodem byl fakt, Ze se acinetobakterie
v mlékarenské vyrobni praxi vyskytuji relativné ¢asto jako
kontaminanti se statutem technologicky nezadoucich bak-
terii (Svirdkova a kol., 2015a). Kmeny byly uloZeny do
Sbirky mikroorganismti na Ustavu konzervace potravin
VSCHT Praha.

Kmeny byly aerobné kultivovany v Trypton-séjovém
bujénu (Merck KGaA, DEU), za individudlnich teplotnich
podminek (A. baumannii CCM 4353 byl kultivovan pfi
teplot¢ 37 °C a kmen A. johnsonii O9/328 pii teploté
25 °C), po dobu 18 h. Pocty bunék byly nasledné zjistény
plotnovou metodou (technikou pielivu) (CSN EN ISO
7218, 2008), po 72h aerobnich kultivacich na Trypton-
s6jovém agaru (Merck KGaA, DEU), pfi individudlnich
teplotich. Kmeny byly béhem experimenti uchovavany
v chladnicce pfi teploté 8 °C, a po ukonceni experimentl
zamrazeny do glycerolu a uchovavany pfi teploté -20 °C

testovanych vzorkli pevnych potravinovych
matric vysSi, tim snadnéji se vytvoii homogenni
suspenze.

* Poznamka k bodu 15. Pro intenzivnéjsi odstranéni
zbytku fenolu z vodné faze se doporucuje opako-
vat protfepani vodné faze se smési chloroformu
a isoamylalkoholu (v poméru 24 : 1). Zbytkové
mnozstvi fenolu je nutno odstranit zcela.

Ovéreni kvality a mnoZstvi celkové bakteridlni
DNA izolované z dohrivanych syri

Kvalita a celistvost celkové bakteridlni DNA izolo-
vané z dohfivanych syrti byla ovéfena elektrofore-
ticky. Na gel byly davkovany vzorky DNA (5 pl).
Jako standard byl pouzit GeneRuler DNA Ladder

Lrosay and
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Mix (5 ul) (Thermo Scientific, USA), jehoz speci-
fikace je uvedena na Obr. 1. Jednotlivé bandy stan-
dardu presné definovaly mnozstvi DNA a na zékladé
téchto udaji se dala odhadnout koncentrace izolo-
vané DNA. Kontrolni elektroforéza byla uskute¢néna
v agarosovém gelu (1 % hm.) (Sigma, USA) pfi kon-
stantnim napéti 60 V. Doba elektroforézy se liSila

Obr. 1 Priklad ovéreni pfitomnosti celkové bakterialni DNA

(o velikosti pfiblizné 40-50 kbp) izolované ze vzork(
vysokodohfivaného syra typu Emental (45 % t. v s.)

a vzork( nizkodohrivaného syra typu Eidam (30 % t. v s.):
1) Emental A, 2) Emental B, 3) Emental C, 4) Emental D,
5) Ementdl E, 6) Emental F, 7) Ementdl G, 8) Emental H,
9) Eidam A, 10) Eidam B, ST) standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA).
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Tab. 1 Pocet bunék kmenti Acinetobacter spp. pouZitych
pro modelovou kontaminaci vzorkil nizkodohfivaného
syra typu Gouda (48 % t. v s.) v laboratornich
podminkach

Pocet bunék
(KT g7)

Oznaceni
kmene

0znaceni vzorku/

vzorkovnice

Gouda A Acinetobacter baumannii CCM 4353 1,6-10°

Gouda B Acinetobacter baumannii CCM 4353 9,7-10°

Gouda C Acinetobacter johnsonii 09/328 2,0-10°

Gouda D Acinetobacter johnsonii 09/328 8,0-10°
K - -

K... kontrolni vzorek syra nekontaminovany kmenem Acinetobacter sp.

Vybér dohfivanych syri a jejich kontaminace
kmeny Acinetobacter spp.

K experimentim byly pouzity vzorky nizkodohtivaného
syra typu Gouda (48 % t. v s.) zakoupeného v trzni siti
Ceské republiky. V laboratornich podminkéch byl syr ruéné
nastrouhdn na struhadle a rozdélen do 5 vzorkovnic po
40 g. Obsah vzorkovnice "K" predstavoval kontrolni
vzorek. Vzorky syra (Gouda A, Gouda B, Gouda C
a Gouda D) umisténé do ¢tyf vzorkovnic byly modelové
kontaminovany (inokulum 1 %) kmeny Acinetobacter spp.,
o riznych poétech bunék v fadu 10° KTJ g (viz Tab. 1),
a poté podrobeny dal§im vySetfenim.

Detekce bakterii rodu Acinetobacter 7 cilené
kontaminovanych vzorki dohiivaného syra pomoci
metody PCR s rodové specifickymi primery

Pro detekci bakterii rodu Acinetobacter, kterymi byly
testované vzorky nizkodohfivaného syra typu Gouda (48 %
t. v s.) cilené kontaminovany, byla pouzita metoda PCR
s rodové specifickymi primery AcinetoFl a AcinetoR2
(jejich sekvence viz Tab. 2). Primery byly origindlné
navrzeny dr. Jiirgenem Felsbergem, CSc. a Ing. Markétou
Jelinkovou, Ph.D. na Mikrobiologickém tstavu AV CR,
v. v. i, na Stfedisku sekvenovani DNA (Svirdkova a kol.,
2015b; Svirdkova a kol., 2016). Findlni PCR produkt mél
velikost 1228 bp.

Tab. 2 Rodoveé specifické primery pro identifikaci bakterii
rodu Acinetobacter pouZité pro PCR (origindlni
navrh primerd: dr. Jirgen Felsberg, CSc. a Ing.
Markéta Jelinkova, Ph.D., MBU AV CR, v. V. i,
Stredisko sekvenovéni DNA) (Svirékova a kol.,
2015b; Svirdkové a kol., 2016)

Sekvence 5' - - 3'
GGT GAG TAA TRC TTA GGA ATC TG
CCT TAG CGA TCA TTA GCG CCT AG

Oznaceni primeru
Forward: AcinetoF1

Reverse: AcinetoR2

Podminky kontrolni PCR pro detekci a identifikaci
bakterii rodu Acinetobacter

Reakce PCR probihala v objemu 50 ul a obsahovala 25 ul
Combi PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o, CZE), 20 ul PCR
H,0, 2 ul forward a reverse primeru (10 pmol.I") a 1 pl
DNA (40 ng). Individualni PCR probihala za dale popsa-
nych podminek v 6 krocich. Krok 1: pocate¢ni denaturace:
95 °C po dobu 5 min. Poté néasledovalo 40 cykla s ampli-

fikacnim profilem: krok 2: 95 °C po dobu 45 s (denatu-
race), krok 3: 67 °C po dobu 45 s (nasedani primeri), krok
4: 72 °C po dobu 90 s (prodluZovani fetézce); krok 5:
konecné dosyntetizovani fetézce: 72 °C po dobu 5 min.
Krok 6: reakce PCR byla ukoncena pfi teploté 4 °C.

Vysledky a diskuse

Ovéreni kvality a mnoZstvi celkové bakteridlni DNA
izolované ze vzorki dohrivanych syri a ovéreni
pritomnosti DNA u bakterii rodu Acinetobacter,
JimiZ byly vzorky dohFivanych syrii modelové
kontaminovdny

Prvni ¢ast vystupi uvedena v této Casti predstavuje
vysledky z uskute¢nénych experimenti tykajicich se
ovéteni kvality a mnozstvi celkové bakteridlni DNA izolo-
vané z vybranych vzorku dohfivanych syrt typu Emental
a Eidam, které jsou presentovany na Obr. 1.

Druha ¢ast vystupti predstavuje vysledky z experimentt
pro ovéfeni pifitomnosti DNA izolované z bakterii rodu
Acinetobacter, kterymi byly vybrané vzorky dohtivaného
syra typu Gouda v laboratornich podminkdch modelové
kontaminovany, a které jsou uvedeny na Obr. 2.

Pro pfipady zpétného ovéfeni pfitomnosti DNA, presen-
tované na Obr. 1 a Obr. 2, byla pouzita kontrolni elektro-
foréza jako separacni technika, zaloZend na principu
separace nabitych molekul v elektrickém poli. Velikost
DNA (nebo jejiho fragmentu) byla urena srovnanim jeji
elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohy-
blivosti molekul DNA (nebo jejich fragmentd) o znamé
velikosti, tedy se standardem o znamé velikosti (GeneRuler
DNA Ladder Mix, Thermo Scientific, USA). Molekuly
bakteridlni DNA byly na agarosovém gelu detekovany jako
prouzky (bandy), jejichZ intenzita byla imérnd koncentraci
bakteridlni DNA.

il PO
proskl #

- _—

Obr. 2 Gelova elektroforéza produkti PCR (o velikosti
1228 bp) demonstrujici pfitomnost DNA bakterii
rodu Acinetobacter, jimiz byly vzorky dohfivaného
syru typu Gouda (48 % t. v s.) cilené kontaminovany;
pozice na gelu 1-6): 1) Gouda A, 2) Gouda B, 3)
Gouda C, 4) Gouda D, 5) A. baumannii CCM 4353
(36 ng), 6) A. johnsonii 09/328 (28 ng), NK)
negativni kontrola, ST) standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA)
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Jak je vidét z Obr. 1, u vSech 8 vySetfovanych vzorki
vysokodohfivanych syrti typu Emental (oznacenych jako
A-H) a dvou vzorkd nizkodohfivanych syra typu Eidam
(oznacenych jako A a B) byla zpétné ovéfena pritomnost
celkové bakteridlni DNA o velikosti pfiblizné¢ 40-50 kbp,
ktera z nich byla s vyuZzitim nové navrzeného pracovniho
postupu izolovéna. Aby bylo moZzné urcit presnou velikost
vyizolované chromozomdlni DNA, bylo by tfeba pouZit
pulzni elektroforézu, ktera vSak nebyva béZnym vybavenim
laboratoti. Pouzity velikostni standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA) byl pro tento typ
experimentli vhodné zvolen, jelikoZ se béZné pouziva.
Ohraniceny band nad drovni horniho fragmentu standardu
o velikosti 10 kp byl povazovan za dikaz pritomnosti
vyizolované chromozomalni DNA v 1% agarosovém gelu.
Slaby "smir" o velikosti 9 kb na gelu v pozicich vzorkt 9
a 10 poukazoval na mirnou degradaci DNA.

Z Obr. 2 je patrné, Ze kontrolni elektroforéza findlnich
produkti PCR o velikosti 1228 bp demonstrujici pritom-
nost DNA bakterii rodu Acinetobacter, kterymi byly Ctyfi
vzorky nizkodohtivaného syry typu Gouda (oznacené jako:
Gouda A, Gouda B, Gouda C a Gouda D) modelové kont-
aminovany, probéhla s pozitivnim vysledkem u vSech testo-
vanych vzorkil. Byly také detekovany produkty PCR po
amplifikaci u kontrolnich kment A. baumannii CCM 4353
(36 ng) a A. johnsonii 09/328 (28 ng) (viz Obr. 2). Pfi izo-
laci chromozomalni DNA byla izolovana veskerd DNA,
ovsem podil specifické chromozomalni DNA nélezejici
bakteriim rodu Acinetobacter nebylo mozné urcit. K tomu
urceni nasledné poslouZzila metoda PCR se specifickymi
primery designovanymi pro rod Acinetobacter (viz Cést
Material a metody, Detekce bakterii rodu Acinetobacter).
Pro PCR byla jako templat pouzita DNA o vychozim
mnoZstvi srovnatelnym s celkovou DNA, aby bylo moZné
zjistit priblizné pomérné zastoupeni DNA bakterii rodu
Acinetobacter na zakladé pfitomnosti a intenzity PCR pro-
dukt ocekdvané velikosti.

Originalita nového pracovniho postupu izolace
celkové bakteridlni DNA

Na zakladé klasické fenol-chloroformové extrakce DNA
(Kirby, 1956) byl v ramci této prace vyvinut postup izolace
celkové bakterialni DNA ze vzorkt dohfivanych syrd, s prak-
tickou realizaci v nastrouhané formé. NavrZzeny postup je
unikatni diky opakovanému stiidani extrak¢nich/izola¢nich
a Cisticich krokd. Na mechanickou a chemickou homoge-
nizaci vychoziho materidlu stfidavé navazuji kroky pro
odstranéni nezadoucich sloZzek materidlu a bunééné hmoty,
nasledované Cisticimi postupy vzniklého extraktu. Béhem
nich se stfidaji chemické a enzymatické kroky. Vysledkem
tohoto procesu je ziskani DNA v dostatecné koncentraci
a kvalité, pricemz cena izolace je ve srovnani s komer¢ni-
mi soupravami niz§i. Tento jednoduchy a ucinny izolacni
postup zahrnuje 5 stéZejnich, dile zevrubné popsanych
krokti A-E. Podle § 2, odst. 1, pism. b) a pism. ¢) zadkona
¢. 130/2002 Sb. se jedna o zcela nové vytvoreny, neznamy,
pracovni postup.

A. Homogenizace testovaného vzorku syru pomoci skle-
nénych kulicek v roztoku dihydratu citratu trisodného.

B. Lyze bakteridlnich bun€k pomoci lysozymu a soucas-
né odstranéni molekul RNA pomoci enzymu RNasy A.

C. Opracovani lyzatu pomoci enzymu proteinasy K.

D. Extrakce DNA pomoci fenol-chloroformové smési.

E. Zavérecna precipitace DNA roztokem LiClO4 v ace-
tonu. Tento postup, ktery je rychlejsi a ucinnéjsi ve
srovnani s precipitaci etanolem nebo isopropanolem,
byl vyvinut dr. Jirgenem Felsbergem, CSc. na
Mikrobiologickém tistavu AV CR, v.v.i. a je pfipraven
k publikovani.

Realizace nového pracovniho postupu izolace
celkové bakteridlni DNA

Novy pracovni postup obsahuje laboratorni kroky
a doporuceni pro vhodnou, Gc¢innou a systematickou kon-
trolu syri polotvrdych a tvrdych, konkrétné syrt s nizko-
dohifvanou syfeninou (typu: Eidam, Gouda, Cedar, TylZsky
syr aj.) a syri s vysokodohfivanou syfeninou (typu:
Ementdl, Moravska bochnik, Parmezan, Pecorino aj.),
s riiznymi obsahy suSiny a mlécného tuku v susiné, v sou-
vislosti s eliminaci pfipadného vyskytu zdravotné a techno-
logicky neZadoucich bakterii, a pfipadné také zdravi
prospésnych bakterii, pomoci metody izolace celkové bak-
teridlni DNA, pro naslednou molekularné biologickou
analyzu.

Ekonomicke aspekty nového pracovniho postupu
izolace celkové bakteridlni DNA

V soucasnosti je v oblasti potravinafstvi, vcetné
mlékarenského primyslu, kladen diraz nejenom na
prumyslovou vyrobu zdravotné bezpecnych a jakostnich
vyrobkul, ale také na ekonomicky dopad jejich vyrob.
Nedostatecna mikrobiologicka kvalita vstupnich potravi-
novych surovin miiZe negativné ovlivnit jakost koncovych
vyrobkl, pokud jsou tyto kontaminovéany technologicky
nezadoucimi bakteriemi, zptisobujicimi zdvazné senzorické
a texturni zmény projevujicimi se ve formé rdznych vad
a defekt, na jejichZ odstranéni se musi vynalozit nemalé
finanéni prostfedky. Ke zlepSeni zdravotni bezpecnosti,
hygienické nerizikovosti a pozadované jakosti potravi-
novych surovin a vyrobkii by mélo dochazet nejenom na
zékladé jednorazovych kontrol, ale predev§im v ramci
planovaného periodického skriningu, za pomoci eru-
dovanych pracovnikd kontrolnich laboratofi ovladajicich
techniky modernich detekcnich metod, mezi které se fadi
mimo jiné i metody z oblasti molekularni biologie.

Zaver

Vysledky této prace potvrdily, Ze pro novy origindlné
navrzeny pracovni postup izolace celkové bakterialni DNA
jsou vhodné syry polotvrdé a tvrdé ve strouhané formé.
Timto pracovnim postupem je vhodné izolovat DNA prede-
v§im ze syru s nizkodohfivanou syfeninou (typu: Eidam,
Gouda, Cedar, Tylzsky syr aj.) a ze syr@i s vysokodohfi-
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vanou syfeninou (typu: Ementdl, Moravsky bochnik,
Parmezan, Pecorino aj.), s riznymi obsahy suSiny a mléc¢-
ného tuku v susiné. Postup ma omezenou pouzitelnost pro
syry Cerstvé, mékké, plisiiové, tavené, a také pro tvarohy.

Postup je vhodny jak pro pouziti v kontrolnich labora-
tofich, tak ve védecko-vyzkumnych laboratotich, véetné
kontrolnich laboratofi dozorovych organti a zkuSebnich
laboratori poskytujicich klientim analyzy na komer¢ni
bazi, s hlavnim cilem jiSténi zdravotni bezpecnosti, techno-
logické nerizikovosti a pozadované jakosti dohfivanych
syrd. Dalsi pfinos postupu spociva v redlném sniZeni eko-
nomickych ndkladt pifi 1é¢bé osob s alimentarnimi
onemocnénimi ¢i pii likvidaci neshodnych Sarzi vyrobki -
dohfivanych syrt.
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