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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 známo, že izolace DNA z mlé-
kárenských výrobků je poměrně obtížná vzhledem
k vysokému obsahu kationtů Ca2+, tuků a dalších látek,
které brání působení enzymů nutných pro její úspěšnou
izolaci. Na trhu existuje několik komerčních souprav pro
izolaci bakteriální DNA z mlékárenských výrobků, ovšem
jejich výtěžnost je poměrně nízká a cena za izolaci vysoká.
Vzhledem k tomu, že zastoupení případných zdravotně
i technologicky nežádoucích bakterií bývá ve srovnání
s celkovým složením bakteriální populace v mlékáren-
ských výrobcích minoritní, je zapotřebí použít takovou
metodu izolace celkové bakteriální DNA, která zaručí
získání dostatečného množství DNA o vysoké kvalitě. Tato
práce přináší návrh nového postupu izolace celkové bakte-
riální DNA vyskytující se v sýrech polotvrdých a tvrdých,
s různými obsahy sušiny a mléčného tuku, pro následnou
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molekulárně biologickou analýzu. Tato analýza má vazbu
na průkaznou a spolehlivou detekci, identifikaci a kvan-
tifikaci zdravotně i technologicky nežádoucích bakterií
negativně ovlivňujících jakost a bezpečnost dohřívaných
sýrů a produktů z nich vyrobených. Originální postup izo-
lace DNA je možno využít v kontrolních i ve vědecko-
výzkumných laboratořích při jištění zdravotní bezpečnosti,
technologické nezávadnosti a požadované jakosti dohří-
vaných sýrů.

Klíčová slova: nový pracovní postup, izolace celkové
bakteriální DNA, dohřívané sýry, zdravotní bezpečnost,
kontrolní skríning.

Abstract

From the scientific literature it is well known that DNA
isolation from dairy products is relatively difficult due to
the high content of Ca2+ 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.

Úvod

Přestože deoxyribonukleová kyselina (DNA) tvoří jen
malou část buňky, její význam je obrovský. Právě díky
kódování genetické informace a její exprese patří DNA
mezi zcela nepostradatelný typ biopolymeru všech živých
soustav (Nečas, 2000; Rozsypal, 2006). Izolace DNA může
být v současné době provedena mnoha způsoby. Mezi
rozhodující kritéria pro výběr vhodného postupu může
patřit nejenom požadovaná koncentrace a čistota izolované
DNA, ale např. i rychlost izolace, obtížnost provedení či
cenová dostupnost použitých chemikálií (Lusk a kol.,

2013). Izolace DNA je klíčovým krokem pro všechny
molekulárně biologické metody, které mohou být použity
pro rychlou a účinnou detekci různých typů mikroorganis-
mů, včetně bakterií. V současnosti se pro detekci pato-
genních bakterií, technologicky nežádoucích bakterií
a i zdraví prospěšných bakterií využívají především metody
založené na polymerasové řetězové reakci (PCR).

Z odborné literatury je známa celá řada metod izolace
celkové bakteriální DNA z potravinových výrobků
(Monnet a kol., 2012, Quigley a kol., 2012; Lusk a kol.,
2013). Izolace DNA z mlékárenských výrobků je však
poměrně obtížná vzhledem k vysokému obsahu kationtů
Ca2+, tuků a dalších látek, které brání působení enzymů
(např. lysozymu, RNAsy, proteinasy K) nutných pro úspěš-
nou izolaci DNA. Na trhu existuje řada komerčních
souprav pro izolaci genomové DNA fungujících na různých
principech. Tyto soupravy se dají použít i pro mlékárenské
výrobky, ovšem jejich výtěžnost je většinou poměrně nízká
a cena za izolaci vysoká. Využívají jednak afinitní chro-
matografii s realizací v kolonkách s křemíkovým nosičem,
dále fungují na principu iontoměničů. V posledních letech
je populární izolace na principu využití magnetických
mikrokuliček (kity jsou dostupné např. u Elizabeth
Pharmacon, s.r.o., CZE), které s využitím reverzní adsorpce
umožňují navázání celkové DNA a její oddělení od zbytku
buněčných stěn, bílkovin, atd. (Křížová a skol., 2005).

V následujícím textu jsou uvedeny informace, které
s problematikou obecné izolace DNA (nejenom) z bakterií
úzce souvisejí. Jedná se především o charakteristiku
nukleových kyselin, také o představení počáteční fáze izo-
lačního postupu v kroku přípravy buněk, dále o specifikaci
kroku lyze (konkrétně jsou popsány: enzymatická, mecha-
nická, fyzikální a chemická lyze), se závěrečnými informa-
cemi o extrakci nukleových kyselin, a také precipitaci,
purifikaci a eluci DNA. 

Nukleové kyseliny. Nukleové kyseliny jsou polynuk-
leotidy, tzn. polymery mononukleotidů spojených navzá-
jem fosfodiesterovými vazbami. Nukleotid se skládá ze tří
základních složek: zbytku kyseliny ortofosforečné, pětiuh-
líkatého cukru (DNA obsahuje deoxyribosu, v případě
RNA se jedná o D-ribosu) a dusíkaté báze, což jsou hete-
rocyklické sloučeniny odvozené buď od pyrimidinu (pro
DNA: cytosin C; thymin T; pro RNA: uracil U) nebo od
purinu (adenin A, guanin G). Monomery (deoxyribonuk-
leotidy) nacházející se v DNA jsou tvořeny: kyselinou
deoxyadenylovou (dAMP), kyselinou deoxyguanylovou
(dGMP), kyselinou deoxycytidylovou (dCMP) a kyselinou
deoxytymidylovou (dTMP) (Soukup, 2005; Rozsypal,
2006). 

Izolace DNA. K prvním krokům většiny molekulárních
metod patří izolace DNA z biologického materiálu. Metody
izolace nukleových kyselin využívají rozdílné rozpustnosti
biologických makromolekul, adsorpce na pevný podklad
nebo odstřeďování za vysokých otáček v gradientních
roztocích (Šmarda, 2003). Ačkoli jsou metody izolace
deoxyribonukleových kyselin z různých organismů
odlišné, základní kroky izolace DNA se u jednotlivých
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metod prakticky neliší. Je vždy nutné připravit biologický
materiál a uvolnit z něj nukleové kyseliny, dále oddělit nuk-
leové kyseliny z nadmolekulárních struktur, purifikovat
DNA a nakonec ji eluovat (Vondrejs a Storchová, 1997). 

Příprava buněk. Dostatečné množství bakteriálních
buněk pro přípravu nukleových kyselin lze nahromadit kul-
tivací (délka kultivace závisí na druhu bakterie a může trvat
od 24 h do 72 h). Před izolací DNA je třeba oddělit buňky
od kultivačního média buď odstředěním (v případě tekuté
matrice) nebo vytřepáním do příslušného pufru a násled-
ným odstředěním (v případě pevné matrice) (Vondrejs
a Storchová, 1997; Šmarda, 2003). Enzymy přítomné
v buněčném extraktu by mohly způsobit degradaci nuk-
leových kyselin. Riziko poškození DNA je tedy sníženo,
pokud je vstupní materiál čerstvý, zamražený nebo lyofili-
zovaný (Šmarda, 2003). 

Lyze buněk. U buněk majících buněčnou stěnu je
k uvolnění jejich vnitřního obsahu obvykle nutné tuto stěnu
rozrušit. Používají se k tomu například povrchově aktivní
látky iontové povahy, např. dodecylsíran sodný (SDS) nebo
soli žlučových kyselin či různé enzymy, jako např. lysozym
či lytikasa. Výběr způsobu navození buněčné lyze závisí na
typu buňky (Vondrejs a Storchová, 1997; Šmarda, 2003).
Po rozrušení buněčné stěny a cytoplazmatické membrány
se uvolní buněčný obsah a v pufrovaném roztoku tak
vzniká komplexní směs degradačních produktů biomem-
brán, zbytků buněčných stěn, DNA, RNA, proteinů, lipidů,
sacharidů nízkomolekulárních látek a uhlovodíků. Lyze
buňky často způsobí fragmentaci chromozomové DNA.
Použitím vhodných lyzačních podmínek (tj. udržováním
lyzační směsi v pufrovaném médiu, které kromě detergen-
tů obsahuje kyselinu etylendiaminotetraoctovou EDTA,
a chladu) lze zachovat DNA neporušenou. EDTA váže
ionty Ca2+ a Mg2+, čímž brání nukleasám uvolněným
z lyzovaných buněk, aby rozštěpily čerstvě uvolněnou
DNA. Důležité je také vyvarovat se rozpadu DNA, ke
kterému může dojít například při pipetování lyzátu
(Raclavský, 2003; Šmarda, 2003).

Enzymatická lyze. U bakterií se pro odstranění buněčné
stěny většinou využívá enzym lysozym, který se přirozeně
vyskytuje např. ve vaječném bílku a v slzách. Současně
s lysozymem, který narušuje peptidoglykany buněčné
stěny, se používají povrchově aktivní látky pro solubilizaci
cytoplazmatické membrány (např. SDS či N-lauryl-
sarkosin, a také chelatační činidla, jako např. EDTA nebo
citronan sodný). Chelatační činidla váží dvojmocné kation-
ty, čímž dojde ke snížení jejich reaktivity, a destabilizují tak
vnější bakteriální membránu. Mimo jiné, tato činidla také
inhibují deoxyribonukleasy (DNasy) (Vondrejs a Stor-
chová, 1997; Raclavský, 2003; Šmarda, 2003). Pro zvýšení
čistoty izolované DNA se někdy k lyzačnímu roztoku
přidává enzym proteinasa K, který štěpí bílkoviny i v pří-
tomnosti SDS, a při zvýšených teplotách (50-70 °C)
(Raclavský, 2003).

Mechanická lyze. V případě pevných tkání (např. u ros-
tlin a hub), ale také u buněk s buněčnou stěnou (tzn. i u bak-
terií), se k jejich rozrušení využívá působení mechanické

síly, a to např. protřepáváním se skleněnými nebo zirko-
niovými kuličkami. Další možností je drcení v třecí misce
s použitím zmrazeného tekutého dusíku (Raclavský, 2003;
Parayre a kol., 2007). Mezi další mechanické metody patří
ultrasonikace, případně může být celistvost buňky rozruše-
na ručním rozemletím, kuličkovými mlýnky nebo automa-
tickými homogenizátory (Musilová a Glatz, 2011).

Fyzikální lyze. Mezi techniky fyzikálního rozrušení bu-
něčné stěny se řadí osmotický nebo teplotní šok (Musilová
a Glatz, 2011). K lyzi buňky může tedy dojít opakovaným
zmrazováním a rozmrazováním nebo zahříváním při vyšší
teplotě, kdy dochází k denaturaci proteinů. Fyzikální
dezintegrace buněčné stěny může být i mechanická. V tomto
případě se využívají např. tryskové homogenizátory nebo
vysokootáčkové mixery (Procházková, 2010).

Chemická lyze. Chemické metody využívají k rozrušení
buněčných stěn chemická činidla, jako jsou např. organická
rozpouštědla o různých koncentracích, tenzidy, solné roz-
toky a další chemická činidla (Procházková, 2010). Pro
extrakci polárních metabolitů se využívají především
methanol, ethanol nebo acetonitril; pro lipofilní sloučeniny
pak chloroform, ethylacetát či hexan. Někdy se používá
směs methanolu, chloroformu a vody - její výhodou je
současná extrakce polárních i nepolárních metabolitů, a to
selektivně do dvou fází (jednu fázi tvoří chloroform,
druhou methanol a voda). Výhodou extrakce organickými
rozpouštědly je hlavně její jednoduchost. Jinou možností
chemické lyze je kyselá (HClO4, CCl3CO2H, HCl) nebo
bazická (KOH, NaOH) extrakce. Po tomto kroku musí být
z média odstraněny zbytky buněk a neutralizováno pH.
Chemická lyze je sice velmi rychlá, ovšem vzhledem
k extrémním změnám pH není příliš šetrná (Musilová
a Glatz, 2011).

Extrakce nukleových kyselin. Odstranění RNA z puri-
fikované DNA lze dosáhnout působením enzymu ribonuk-
leasy (RNasy), který štěpí RNA. RNasy jsou velmi odolné,
vydrží i záhřev na teplotu 100 °C, čehož se využívá pro
odstranění nežádoucí aktivity příměsi deoxyribonukleas
(DNAs) (Asubel a kol., 2003). Někdy jsou k odstranění
RNA dostačující následné purifikační kroky nebo není kon-
taminace v daném postupu na závadu. Pak je možné tento
krok vynechat. Důležitým krokem je odstranění proteinů,
protože obsahují enzymy, které nukleové kyseliny degradu-
jí. Navázání proteinů na DNA může také omezit účinnost
následných experimentů. Proteiny se z buněčných lyzátů
odstraňují pomocí proteas, nejčastěji proteinasy K nebo
pronasy E, které je degradují na malé peptidy či aminoky-
seliny. Proteiny se dají extrahovat i pufrem ekvilibrovaným
fenolem nebo směsí fenolu a chloroformu (v poměru 1 : 1).
Po přidání organických látek do vodného roztoku
buněčného lyzátu se vytvoří dvě vrstvy - horní vodná
a dolní fenol-chloroformová. Důkladným promícháním
směsi dojde k mísení fází, přičemž dochází k denaturaci
proteinů přítomných ve vodné fázi a jejich vysrážení
(působením fenolu). Pro dokonalé rozdělení fází je roztok
odstřeďován. Pokud je do směsi přidán i isoamylalkohol,
dojde ke zvýšení rozpustnosti fenolu, který tak po ukončení
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promíchání přejde do fenol-chloroformové fáze. Pokud byl
použit fenol ekvilibrovaný neutrálním nebo alkalickým
pufrem, zůstávají nukleové kyseliny ve vodné fázi. V pří-
padě použití kyselého fenolu zůstává ve vodné fázi jen
RNA, DNA přechází do organické fáze. Na rozhraní fází se
po odstředění objeví bílý prstenec sražených proteinů. Aby
došlo k úplnému vyčištění DNA, je nutné extrakci vodné
fáze opakovat, dokud se nepřestane vytvářet proteinová
sraženina. V případě izolace DNA z některých bakterií,
rostlin nebo hub je občas potřeba odstranit polysacharidy.
Využívá se k tomu extrakce s cetyltrimetylamonium bro-
midem (CTAB). Na závěr se ještě jednou extrahuje směsí
chloroformu a isoamyalkoholu (v poměru 24 : 1), což
slouží k odstranění zbytků fenolu v roztoku, které by mohly
být na obtíž při další práci s purifikovanou DNA (Vondrejs
a Storchová, 1997; Raclavský, 2003; Šmarda, 2003). Další
často používanou metodou je adsorpce DNA na silikát.
K tomu dochází v přítomnosti chaotropních solí. Protře-
páváním směsi roztoku s lyzovaným buněčným obsahem,
chaotropních solí a suspenze silikátových částic je usnad-
něno ulpívání DNA na částice, ostatní sloučeniny zůstávají
volně v roztoku. Po usazení částic je roztok odsán a částice
propláchnuty novým pufrem s chaotropními solemi. Poté je
opět odsán roztok. Na částicích je přilnutá čistá DNA, která
se z povrchu částic uvolní přidáním vody nebo pufru bez
chaotropních solí. Po odstředění zůstanou na dně zku-
mavky čisté částice, DNA se vznáší nad nimi v roztoku
(Raclavský, 2003).

Precipitace a purifikace DNA. Převedením DNA z vod-
ného roztoku do malého objemu dojde k jejímu zkoncentro-
vání; její přečištění lze provést srážením alkoholem,
nejčastěji 96% ethanolem nebo isopropaholem. V přítom-
nosti jednomocných iontů (Na+, K+, NH4

+) se nukleové
kyseliny sráží za vzniku agregátu, který při odstředění sedi-
mentuje na dně zkumavky. Sraženina se promyje 70%
ethanolem, aby byly odstraněny soli, které se srazily spolu s
DNA (Raclavský, 2003; Šmarda, 2003). Purifikace DNA
může být provedena i na chromatografických kolonkách.
Kolonky bývají vsazeny do mikrozkumavek na
odstřeďování, díky čemuž se kombinuje chromatografie
a odstřeďování ("spin-columns"). Používají se dva hlavní
přístupy. Afinitní chromatografie založená na interakci mezi
makromolekulami vzorku a náplní kolony, přičemž se může
jednat o interakci elektrické povahy nebo i o více specific-
kou interakci. DNA je imobilizována na nosiči, zatímco
nežádoucí molekuly kolonou volně prochází, a tak se odmý-
vají. Použitím jiného pufru se pak DNA uvolní z nosiče.
V současnosti se nejčastěji využívají komerčně vyráběné
kolonky a pufry. Druhou možností je gelová chro-
matografie. Vzorek je nanášen na kolonu, malé molekuly
prochází do porézní matrice a zpomalují tak svůj pohyb
kolonou, kdežto velké molekuly DNA prochází kolonou
rychleji. Tento typ purifikace je alternativou k purifikaci
DNA srážením alkoholem. Cílem purifikačních procesů je
získat nukleovou kyselinu v nativním stavu v dostatečném
množství a čistotě. Výběr metody purifikace DNA tak závisí
na způsobu její následné analýzy (Šmarda, 2003).

Eluce. Poté, co je sraženina promyta ethanolem nebo je
purifikována jiným způsobem, je odsán supernatant a DNA
je rozpuštěna ve vodném roztoku, který většinou obsahuje
pufr Tris-HCl (pH 7,5-8,0) (Šmarda, 2003).

Cílem této práce bylo vytvoření nového originálního pra-
covního postupu izolace celkové bakteriální DNA, vysky-
tující se v sýrech polotvrdých a tvrdých s různými obsahy
sušiny a mléčného tuku, pro následnou molekulárně bio-
logickou analýzu. Tato analýza má vazbu na průkaznou
a spolehlivou detekci, identifikaci a kvantifikaci zdravotně
i technologicky nežádoucích bakterií negativně ovlivňu-
jících bezpečnost a jakost dohřívaných sýrů a produktů
z nich vyrobených.

Materiál a metody

Použití dohřívaných sýrů pro nový pracovní 
postup

Pro nový pracovní postup izolace celkové bakteriální
DNA byly použity sýry tvrdé a polotvrdé ve strouhané
formě. Konkrétně se jednalo vzorky sýru s vysokodohří-
vanou sýřeninou typu Ementál (45 % t. v s.) a vzorky sýrů
s nízkodohřívanou sýřeninou typu Eidam (30 % t. v s.),
s různými obsahy sušiny a mléčného tuku v sušině. Sýry
byly zakoupeny v tržní síti České republiky. 

Návrh nového pracovního postupu izolace celkové
bakteriální DNA ze sýrů s dohřívanou sýřeninou 

Nový originální pracovní postup pro izolaci celkové
bakteriální DNA ze sýrů s dohřívanou sýřeninou je uveden
v následujících 19 bodech a je doplněn o dvě praktické
poznámky.

1. Přibližně 2,5 g strouhaného sýra se vloží do 50 ml zku-
mavky typu Falcon, přidá se 30 ml 2% roztoku dihy-
drátu citrátu trisodného a 10-15 skleněných kuliček
(o průměru 2-4 mm).

2. Vzorek se třepe v orbitální třepačce při teplotě 37 °C,
dokud se nevytvoří homogenní mléčná suspenze
(přibližně 30-40 min). Čas od času se vzorek ještě
velmi intenzivně protřepe v ruce.

3. Na konci doby třepání se vzorek třepe ještě 1-2 min
velmi intenzivně ručně.

4. Suspenze se přefiltruje přes trojitou vrstvu gázy do
nové 50 ml zkumavky typu Falcon; skleněné kuličky
se ještě omyjí 5 ml 2% roztoku dihydrátu citrátu
trisodného a přidají se k filtrátu.

5. Zkumavky se vyváží a odstřeďují se po dobu 10 min,
při teplotě 4 °C a 13 552 × g.

6. Supernatant se slije a vrstva tuku, která se utvořila na
okrajích zkumavky, se odstraní vatou omotanou kolem
skleněné tyčinky nebo pinzety.

7. Sediment se resuspenduje ve 30 ml 2% roztoku dihyd-
rátu citrátu trisodného a opakují se kroky 5 a 6.

8. K sedimentu se přidá 1 ml 0,1 M EDTA (o pH 7,5),
důkladně se promíchá a vzniklá suspenze se převede
do 1,5 ml zkumavky typu Eppendorf. Zkumavka
Falcon se ještě omyje 500 μl 0,1 M EDTA (o pH 7,5)
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a takto vzniklá suspenze se přidá k suspenzi v Eppen-
dorfově zkumavce (High Pure PCR Template
Preparation Kit, Rosche s.r.o., CZE).

9. Odstřeďuje se 2 min při pokojové teplotě, a při 
7168 × g.

10. Slije se supernatant a sediment se resuspenduje
v 500 μl roztoku PBS. Přidá se 10 μl lysozymu
(10 mg ml-1) a 10 μl RNAsy A (20 mg ml-1).

11. Inkubuje se 20 min při teplotě 37 °C. Čas od času se
promíchá otáčením. 

12. Přidá se 50 μl 10% SDS a inkubuje se při teplotě
37 °C dalších 10 min.

13. Přidá se 580 μl 2 × koncentrovaného pufru pro pro-
teinasu K (30 mM Tris-HCl, pH 8.0) a 20 μl pro-
teinasy K (10 mg ml-1). 

14. Inkubuje se 10 min při teplotě 70 °C a čas od času se
promíchá.

15. Lyzát se přepipetuje do 15 ml zkumavky značky
Falcon, přidá se 600 μl ss-fenolu (tzn. fenolu
nasyceného solí/salt saturated phenol) a 600 μl směsi
chloroformu a isoamylalkoholu (v poměru 24 : 1)
a důkladně se promíchá.

16. Zkumavky Falcon se vyváží a odstřeďují se po dobu
10 min, při teplotě 4 °C a 13 552 × g.

17. Opatrně se odebere horní vodná fáze (přibližně 1 ml)
do nové 15 ml zkumavky značky Falcon a přidá se
2,5 objemu 2% LiClO4 v acetonu (přibližně 2,5 ml).
Dojde k vysrážení DNA.

18. Odstřeďuje se po dobu 10 min, při teplotě 4 °C
a 13 552 × g.

19. Odstraní se supernatant a vysušený sediment se roz-
pustí v 60 μl 10 mM roztoku Tris (pH 8,0).

Poznámky k pracovnímu postupu
• Poznámka k bodu 2. Čím je podíl tuku v sušině

testovaných vzorků pevných potravinových
matric vyšší, tím snadněji se vytvoří homogenní
suspenze.

• Poznámka k bodu 15. Pro intenzivnější odstranění
zbytku fenolu z vodné fáze se doporučuje opako-
vat protřepání vodné fáze se směsí chloroformu
a isoamylalkoholu (v poměru 24 : 1). Zbytkové
množství fenolu je nutno odstranit zcela.

Ověření kvality a množství celkové bakteriální
DNA izolované z dohřívaných sýrů

Kvalita a celistvost celkové bakteriální DNA izolo-
vané z dohřívaných sýrů byla ověřena elektrofore-
ticky. Na gel byly dávkovány vzorky DNA (5 μl).
Jako standard byl použit GeneRuler DNA Ladder
Mix (5 μl) (Thermo Scientific, USA), jehož speci-
fikace je uvedena na Obr. 1. Jednotlivé bandy stan-
dardu přesně definovaly množství DNA a na základě
těchto údajů se dala odhadnout koncentrace izolo-
vané DNA. Kontrolní elektroforéza byla uskutečněna
v agarosovém gelu (1 % hm.) (Sigma, USA) při kon-
stantním napětí 60 V. Doba elektroforézy se lišila

podle použité velikosti gelu (byly nality různé velikosti
gelů) a trvala přibližně 75-90 min. Přesná koncentrace
a čistota DNA byla stanovena také spektrofotometricky
(spektrofotometr UltrospecTM 2100 pro, Amersham
Biosciences Corp., USA), a to měřením absorbance při
vlnové délce 235 nm, 260 nm a 280 nm.

Výběr, kultivace, stanovení počtu buněk
a uchovávání kmenů Acinetobacter spp. 

V souvislosti s cílenou kontaminací testovaných sýrů byl
pro experimenty vybrán sbírkový kmen A. baumannii
CCM 4353 (původem z pasterovaného mléka, izolovaný na
průmyslovém závodě OLMA a.s.) a již dříve identifikovaný
kmen A. johnsonii O9/328 (původem ze syrového
mléka/cisterny č. 7, izolovaný na nejmenovaném mlékáren-
ském průmyslovém závodě v České republice) (Šviráková
a kol., 2015a). Důvodem byl fakt, že se acinetobakterie
v mlékárenské výrobní praxi vyskytují relativně často jako
kontaminanti se statutem technologicky nežádoucích bak-
terií (Šviráková a kol., 2015a). Kmeny byly uloženy do
Sbírky mikroorganismů na Ústavu konzervace potravin
VŠCHT Praha. 

Kmeny byly aerobně kultivovány v Trypton-sójovém
bujónu (Merck KGaA, DEU), za individuálních teplotních
podmínek (A. baumannii CCM 4353 byl kultivován při
teplotě 37 °C a kmen A. johnsonii O9/328 při teplotě
25 °C), po dobu 18 h. Počty buněk byly následně zjištěny
plotnovou metodou (technikou přelivu) (ČSN EN ISO
7218, 2008), po 72h aerobních kultivacích na Trypton-
sójovém agaru (Merck KGaA, DEU), při individuálních
teplotách. Kmeny byly během experimentů uchovávány
v chladničce při teplotě 8 °C, a po ukončení experimentů
zamrazeny do glycerolu a uchovávány při teplotě -20 °C
v mrazicím boxu. 

VĚDA, VÝZKUM
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Obr. 1 Příklad ověření přítomnosti celkové bakteriální DNA 
(o velikosti přibližně 40-50 kbp) izolované ze vzorků
vysokodohřívaného sýra typu Ementál (45 % t. v s.) 
a vzorků nízkodohřívaného sýra typu Eidam (30 % t. v s.):
1) Ementál A, 2) Ementál B, 3) Ementál C, 4) Ementál D, 
5) Ementál E, 6) Ementál F, 7) Ementál G, 8) Ementál H, 
9) Eidam A, 10) Eidam B, ST) standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA).
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Výběr dohřívaných sýrů a jejich kontaminace
kmeny Acinetobacter spp. 

K experimentům byly použity vzorky nízkodohřívaného
sýra typu Gouda (48 % t. v s.) zakoupeného v tržní síti
České republiky. V laboratorních podmínkách byl sýr ručně
nastrouhán na struhadle a rozdělen do 5 vzorkovnic po
40 g. Obsah vzorkovnice "K" představoval kontrolní
vzorek. Vzorky sýra (Gouda A, Gouda B, Gouda C
a Gouda D) umístěné do čtyř vzorkovnic byly modelově
kontaminovány (inokulum 1 %) kmeny Acinetobacter spp.,
o různých počtech buněk v řádu 105 KTJ g-1 (viz Tab. 1),
a poté podrobeny dalším vyšetřením.

Detekce bakterií rodu Acinetobacter z cíleně 
kontaminovaných vzorků dohřívaného sýra pomocí
metody PCR s rodově specifickými primery

Pro detekci bakterií rodu Acinetobacter, kterými byly
testované vzorky nízkodohřívaného sýra typu Gouda (48 %
t. v s.) cíleně kontaminovány, byla použita metoda PCR
s rodově specifickými primery AcinetoF1 a AcinetoR2
(jejich sekvence viz Tab. 2). Primery byly originálně
navrženy dr. Jürgenem Felsbergem, CSc. a Ing. Markétou
Jelínkovou, Ph.D. na Mikrobiologickém ústavu AV ČR,
v. v. i, na Středisku sekvenování DNA (Šviráková a kol.,
2015b; Šviráková a kol., 2016). Finální PCR produkt měl
velikost 1228 bp.

Podmínky kontrolní PCR pro detekci a identifikaci
bakterií rodu Acinetobacter

Reakce PCR probíhala v objemu 50 μl a obsahovala 25 μl
Combi PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o, CZE), 20 μl PCR
H2O, 2 μl forward a reverse primeru (10 μmol.l-1) a 1 μl
DNA (40 ng). Individuální PCR probíhala za dále popsa-
ných podmínek v 6 krocích. Krok 1: počáteční denaturace:
95 °C po dobu 5 min. Poté následovalo 40 cyklů s ampli-

fikačním profilem: krok 2: 95 °C po dobu 45 s (denatu-
race), krok 3: 67 °C po dobu 45 s (nasedání primerů), krok
4: 72 °C po dobu 90 s (prodlužování řetězce); krok 5:
konečné dosyntetizování řetězce: 72 °C po dobu 5 min.
Krok 6: reakce PCR byla ukončena při teplotě 4 °C.

Výsledky a diskuse

Ověření kvality a množství celkové bakteriální DNA
izolované ze vzorků dohřívaných sýrů a ověření 
přítomnosti DNA u bakterií rodu Acinetobacter,
jimiž byly vzorky dohřívaných sýrů modelově 
kontaminovány

První část výstupů uvedená v této části představuje
výsledky z uskutečněných experimentů týkajících se
ověření kvality a množství celkové bakteriální DNA izolo-
vané z vybraných vzorků dohřívaných sýrů typu Ementál
a Eidam, které jsou presentovány na Obr. 1.  

Druhá část výstupů představuje výsledky z experimentů
pro ověření přítomnosti DNA izolované z bakterií rodu
Acinetobacter, kterými byly vybrané vzorky dohřívaného
sýra typu Gouda v laboratorních podmínkách modelově
kontaminovány, a které jsou uvedeny na Obr. 2.

Pro případy zpětného ověření přítomnosti DNA, presen-
tované na Obr. 1 a Obr. 2, byla použita kontrolní elektro-
foréza jako separační technika, založená na principu
separace nabitých molekul v elektrickém poli. Velikost
DNA (nebo jejího fragmentu) byla určena srovnáním její
elektroforetické pohyblivosti s elektroforetickou pohy-
blivostí molekul DNA (nebo jejích fragmentů) o známé
velikosti, tedy se standardem o známé velikosti (GeneRuler
DNA Ladder Mix, Thermo Scientific, USA). Molekuly
bakteriální DNA byly na agarosovém gelu detekovány jako
proužky (bandy), jejichž intenzita byla úměrná koncentraci
bakteriální DNA. 
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Obr. 2 Gelová elektroforéza produktů PCR (o velikosti
1228 bp) demonstrující přítomnost DNA bakterií
rodu Acinetobacter, jimiž byly vzorky dohřívaného
sýru typu Gouda (48 % t. v s.) cíleně kontaminovány;
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 O9/328 (28 ng), NK) 
negativní kontrola, ST) standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA)

Označení vzorku/ Označení Počet buněk 
vzorkovnice kmene (KTJ g-1)

Gouda A Acinetobacter baumannii CCM 4353 1,6 . 105

Gouda B Acinetobacter baumannii CCM 4353 9,7 . 105

Gouda C Acinetobacter johnsonii O9/328 2,0 . 105

Gouda D Acinetobacter johnsonii O9/328 8,0 . 105

K – –

Tab. 1 Počet buněk kmenů Acinetobacter spp. použitých
pro modelovou kontaminaci vzorků nízkodohřívaného
sýra typu Gouda (48 % t. v s.) v laboratorních 
podmínkách

K… kontrolní vzorek sýra nekontaminovaný kmenem Acinetobacter sp.

Označení primeru Sekvence 5' - - 3'
Forward: AcinetoF1 GGT GAG TAA TRC TTA GGA ATC TG
Reverse: AcinetoR2 CCT TAG CGA TCA TTA GCG CCT AG

Tab. 2 Rodově specifické primery pro identifikaci bakterií
rodu Acinetobacter použité pro PCR (originální
návrh primerů: dr. Jürgen Felsberg, CSc. a Ing.
Markéta Jelínková, Ph.D., MBÚ AV ČR, v. v. i,
Středisko sekvenování DNA) (Šviráková a kol.,
2015b; Šviráková a kol., 2016)
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Jak je vidět z Obr. 1, u všech 8 vyšetřovaných vzorků
vysokodohřívaných sýrů typu Ementál (označených jako
A-H) a dvou vzorků nízkodohřívaných sýrů typu Eidam
(označených jako A a B) byla zpětně ověřena přítomnost
celkové bakteriální DNA o velikosti přibližně 40-50 kbp,
která z nich byla s využitím nově navrženého pracovního
postupu izolována. Aby bylo možné určit přesnou velikost
vyizolované chromozomální DNA, bylo by třeba použít
pulzní elektroforézu, která však nebývá běžným vybavením
laboratoří. Použitý velikostní standard GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific, USA) byl pro tento typ
experimentů vhodně zvolen, jelikož se běžně používá.
Ohraničený band nad úrovní horního fragmentu standardu
o velikosti 10 kp byl považován za důkaz přítomnosti
vyizolované chromozomální DNA v 1% agarosovém gelu.
Slabý "smír" o velikosti 9 kb na gelu v pozicích vzorků 9
a 10 poukazoval na mírnou degradaci DNA. 

Z Obr. 2 je patrné, že kontrolní elektroforéza finálních
produktů PCR o velikosti 1228 bp demonstrující přítom-
nost DNA bakterií rodu Acinetobacter, kterými byly čtyři
vzorky nízkodohřívaného sýry typu Gouda (označené jako:
Gouda A, Gouda B, Gouda C a Gouda D) modelově kont-
aminovány, proběhla s pozitivním výsledkem u všech testo-
vaných vzorků. Byly také detekovány produkty PCR po
amplifikaci u kontrolních kmenů A. baumannii CCM 4353
(36 ng) a A. johnsonii O9/328 (28 ng) (viz Obr. 2). Při izo-
laci chromozomální DNA byla izolována veškerá DNA,
ovšem podíl specifické chromozomální DNA náležející
bakteriím rodu Acinetobacter nebylo možné určit. K tomu
určení následně posloužila metoda PCR se specifickými
primery designovanými pro rod Acinetobacter (viz část
Materiál a metody, Detekce bakterií rodu Acinetobacter).
Pro PCR byla jako templát použita DNA o výchozím
množství srovnatelným s celkovou DNA, aby bylo možné
zjistit přibližné poměrné zastoupení DNA bakterií rodu
Acinetobacter na základě přítomnosti a intenzity PCR pro-
duktů očekávané velikosti.

Originalita nového pracovního postupu izolace
celkové bakteriální DNA

Na základě klasické fenol-chloroformové extrakce DNA
(Kirby, 1956) byl v rámci této práce vyvinut postup izolace
celkové bakteriální DNA ze vzorků dohřívaných sýrů, s prak-
tickou realizací v nastrouhané formě. Navržený postup je
unikátní díky opakovanému střídání extrakčních/izolačních
a čistících kroků. Na mechanickou a chemickou homoge-
nizaci výchozího materiálu střídavě navazují kroky pro
odstranění nežádoucích složek materiálu a buněčné hmoty,
následované čistícími postupy vzniklého extraktu. Během
nich se střídají chemické a enzymatické kroky. Výsledkem
tohoto procesu je získání DNA v dostatečné koncentraci
a kvalitě, přičemž cena izolace je ve srovnání s komerční-
mi soupravami nižší. Tento jednoduchý a účinný izolační
postup zahrnuje 5 stěžejních, dále zevrubně popsaných
kroků A-E. Podle § 2, odst. 1, písm. b) a písm. c) zákona
č. 130/2002 Sb. se jedná o zcela nově vytvořený, neznámý,
pracovní postup.

A. Homogenizace testovaného vzorku sýru pomocí skle-
něných kuliček v roztoku dihydrátu citrátu trisodného.

B. Lyze bakteriálních buněk pomocí lysozymu a součas-
né odstranění molekul RNA pomocí enzymu RNasy A.

C. Opracování lyzátu pomocí enzymu proteinasy K. 
D. Extrakce DNA pomocí fenol-chloroformové směsi. 
E. Závěrečná precipitace DNA roztokem LiClO4 v ace-

tonu. Tento postup, který je rychlejší a účinnější ve
srovnání s precipitací etanolem nebo isopropanolem,
byl vyvinut dr. Jürgenem Felsbergem, CSc. na
Mikrobiologickém ústavu AV ČR, v.v.i. a je připraven
k publikování. 

Realizace nového pracovního postupu izolace
celkové bakteriální DNA 

Nový pracovní postup obsahuje laboratorní kroky
a doporučení pro vhodnou, účinnou a systematickou kon-
trolu sýrů polotvrdých a tvrdých, konkrétně sýrů s nízko-
dohřívanou sýřeninou (typu: Eidam, Gouda, Čedar, Tylžský
sýr aj.) a sýrů s vysokodohřívanou sýřeninou (typu:
Ementál, Moravská bochník, Parmezán, Pecorino aj.),
s různými obsahy sušiny a mléčného tuku v sušině, v sou-
vislosti s eliminací případného výskytu zdravotně a techno-
logicky nežádoucích bakterií, a případně také zdraví
prospěšných bakterií, pomocí metody izolace celkové bak-
teriální DNA, pro následnou molekulárně biologickou
analýzu.

Ekonomické aspekty nového pracovního postupu
izolace celkové bakteriální DNA

V současnosti je v oblasti potravinářství, včetně
mlékárenského průmyslu, kladen důraz nejenom na
průmyslovou výrobu zdravotně bezpečných a jakostních
výrobků, ale také na ekonomický dopad jejich výrob.
Nedostatečná mikrobiologická kvalita vstupních potravi-
nových surovin může negativně ovlivnit jakost koncových
výrobků, pokud jsou tyto kontaminovány technologicky
nežádoucími bakteriemi, způsobujícími závažné senzorické
a texturní změny projevujícími se ve formě různých vad
a defektů, na jejichž odstranění se musí vynaložit nemalé
finanční prostředky. Ke zlepšení zdravotní bezpečnosti,
hygienické nerizikovosti a požadované jakosti potravi-
nových surovin a výrobků by mělo docházet nejenom na
základě jednorázových kontrol, ale především v rámci
plánovaného periodického skríningu, za pomoci eru-
dovaných pracovníků kontrolních laboratoří ovládajících
techniky moderních detekčních metod, mezi které se řadí
mimo jiné i metody z oblasti molekulární biologie. 

Závěr

Výsledky této práce potvrdily, že pro nový originálně
navržený pracovní postup izolace celkové bakteriální DNA
jsou vhodné sýry polotvrdé a tvrdé ve strouhané formě.
Tímto pracovním postupem je vhodné izolovat DNA přede-
vším ze sýrů s nízkodohřívanou sýřeninou (typu: Eidam,
Gouda, Čedar, Tylžský sýr aj.) a ze sýrů s vysokodohří-
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vanou sýřeninou (typu: Ementál, Moravský bochník,
Parmezán, Pecorino aj.), s různými obsahy sušiny a mléč-
ného tuku v sušině. Postup má omezenou použitelnost pro
sýry čerstvé, měkké, plísňové, tavené, a také pro tvarohy. 

Postup je vhodný jak pro použití v kontrolních labora-
tořích, tak ve vědecko-výzkumných laboratořích, včetně
kontrolních laboratoří dozorových orgánů a zkušebních
laboratoří poskytujících klientům analýzy na komerční
bázi, s hlavním cílem jištění zdravotní bezpečnosti, techno-
logické nerizikovosti a požadované jakosti dohřívaných
sýrů. Další přínos postupu spočívá v reálném snížení eko-
nomických nákladů při léčbě osob s alimentárními
onemocněními či při likvidaci neshodných šarží výrobků -
dohřívaných sýrů. 
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