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ABSTRAKT 
Práce byla zaměřena na selektivní izolaci bakteriální DNA pomocí magnetických nosičů se 
streptavidinem (PGMA-NH2-STV, MPG

® 
Streptavidin). Bylyoptimalizovány podmínky 

funkcionalizace nosičůdvěma biotinylovanými sondami: množství nosiče, množství sondy, 
vazba biotinylové sondy na streptavidin. Pro hybridizaci byla použita purifikovaná DNA 
Lactobacillus. Byla testována vazba DNA na sondu (DNA/DNA hybridizace) a nespecifická 
vazba DNA na částice. Cílová DNA, eluovaná z nosiče, byla identifikována pomocí PCR 

s primery R16-1 a LbLMA1-rev a s primery P_eub a F_eub. Množství sondy navázané na 
nosič bylo stanoveno spektrofotometricky. Bylo zjištěno, že k funkcionalizaci lze použít 
biotinylovanou sondu o koncentraci 5 pmol/μl, přidávanou k nosiči v poměru nosič:sonda 1:1. 

Bylo ukázáno, že nespecifická adsorpce DNA na nosič MPG
® 

Streptavidin je výrazně menší 
než na nosič PGMA-NH2-STV. DNA/DNA hybridizací s využitím nosiče 
MPG

® Streptavidinbyla izolována DNA z čisté kultury Lactobacillus. Postup byl aplikován na 
izolaci DNA z mléčných výrobků. 
 

ABSTRACT 
The aim of the work was the selective isolation of bacterial DNA with help of magnetic 

carriers covered by streptavidine (PGMA-NH2-STV, MPG
® 

Streptavidin). Conditions of 

functionalisation of carriers using two biotinylated probes were optimized: the amount of 

carrier, the amount of probe, binding of biotinyled probe to streptavidine. Purified DNA 

Lactobacilluswas used for hybridization. DNA binding to the probe (DNA/DNA 

hybridization) and nospecific adsorption of DNA to the carrier were tested. Target DNA 

eluted from the carrier was identified using PCR with primers R16-1 and LbLMA1-rev and 

with primers P_eub and F_eub. The amount of probe bound to the carrier was estimated using 

UV spectrophotometry. It was estimated that biotinyled probe can be used for 

functionalisation in concentration 5 pmol/μl added to the carrier in the ration carrier : probe 

1:1. It was shown that nonspecific DNA adsorption to the MPG
® 

Streptavidin is significantly 

lower than to the carrier PGMA-NH2-STV. Using DNA/DNA hybridization and the 

MPG
® 

Streptavidin, DNA from pure culture Lactobacillus was isolated. Procedure was 

applicated for DNA isolation from milk products. 
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1 ÚVOD 
 

Bakterie mléčného kvašení mají pro potravinářský průmysl velký význam. Hrají důležitou roli 
ve výrobě fermentovaných mléčných výrobků, zeleniny a masa, ale také při zpracování jiných 
produktů jako např. víno. Velká pozornost je věnována především jedné skupině bakterií 
mléčného kvašení a to probiotickým bakteriím, které mají pozitivní účinek na zdraví člověka. 
Probiotika mohou zmírňovat laktózovou intoleranci, alergii na potraviny, snižovat hladinu 
cholesterolu, omezovat výskyt průjmů, stimulovat imunitní systém, potlačovat nádory a 
chránit proti rakovině tlustého střeva udržováním rovnováhy zdravé intestinální mikroflóry. 
Pro jejich blahodárné účinky je v současné době zaznamenáván v potravinářském a 
farmaceutickém průmyslu jejich velký rozmach. 
 

Pro izolaci a identifikaci jednotlivých bakterií se využívají molekulárně biologické metody. 
Tyto metody jsou neustále vylepšovány a vyvíjejí se nové technologie, materiály a postupy 
izolace bakteriálních buněk, aby se zefektivnila a urychlila identifikace. Nový trend 
představují především magnetické separační techniky, které využívají mikro- a nanočástice 
s imobilizovaným ligandem, pro separaci biomolekul a buněk. Podle povahy ligandu lze 
izolovat určitou skupinu biomolekul jako např. DNA, RNA, proteiny nebo buňky. Částice 
funkcionalizované streptavidinem lze využít na selektivní separaci DNA. Principem je 
navázání biotinylované sondy na streptavidin a pomocí DNA/DNA hybridizace izolovat 
komplementárního řetězec DNA. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 

2.1 Bakterie mléčného kvašení 
 

Bakterie mléčného kvašení jsou Gram-pozitivní, nepohyblivé, fakultativně anaerobní bakterie 
patřící do rodů Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Enterococcus [1, 2]. Hlavní konečný produkt fermentace bakterií mléčného 
kvašení, kyselina mléčná, je využívaný v potravinářství jako konzervační prostředek [3]. Patří 
mezi nejčastěji používané mikroorganizmy ve fermentovaných potravinách. Hrají důležitou 
roli ve výrobě fermentovaných mléčných výrobků, zeleniny a masa, ale také při zpracování 
jiných produktů jako např. víno [1, 4]. Plní hlavní úlohu při požadovaném kysání příslušných 
poživatin, tj. při fermentaci sacharidů na kyselinu mléčnou a octovou a vedlejšími metabolity 
přispívají k tvorbě typické chuti a aroma příslušného fermentovaného produktu [5].  

 

2.1.1 Bakteriální kultury v mlékařském průmyslu 

 

V mlékařském průmyslu se bakteriální kultury využívají na výrobu jogurtů, kyslomléčných 

nápojů (kysané mléko, acidofilní mléko, kefír, smetana), dále na výrobu zrajících sýrů, 
tvarohů a másla z kysané smetany. Podle optimální teploty růstu lze tyto bakterie rozdělit do 
dvou skupin: mezofilní a termofilní [5, 6]. 

 

2.1.1.1 Mezofilní bakteriální kultury 

 

Mezofilní bakteriální kultury se v mlékařství využívají nejčastěji. Jejich optimální teplota 
růstu je 20 – 30 °C. Mají výbornou kysací a aromatvorní schopnost a využívají se při výrobě 
téměř veškerých mléčných produktů (kromě jogurtů) tj. kysané mléko, kysané smetany na 
výrobu másla, konzumní tvarohy, všechny druhy sýrů. Do této skupiny bakterií patří 
následující druhy homo- a heterofermentativních bakterií mléčného kvašení: Lactococcus 

lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar 

diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. 

dextranicum [5, 6]. 

 

2.1.1.2 Termofilní bakteriální kultury 

 

Mezi termofilní bakteriální kultury patří bakterie rodů Lactobacillus, Streptococcus a 

Bifidobacterium. Termofilní zákysové kultury obsahují kokovité a paličkovité termofilní 
bakterie mléčného kvašení s optimální teplotou růstu v rozmezí 40 až 45 °C. Pro mlékárenské 
fermentace se využívají Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbruckii 

ssp. bulgaricus, Lactobacillus delbruckii ssp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus 

acidophilus [5, 6]. 
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2.1.2 Bakteriální kultury v masném průmyslu 

 

Fermentace je tradiční metoda zpracování a úchovy masných produktů, která dodává stabilitu 
a žádané senzorické vlastnosti. Charakteristickou vlastností fermentovaných masných 
výrobků je jejich typická chuť, aroma a dlouhá trvanlivost [4]. Mezi mikroorganizmy vhodné 
pro tyto účely patři: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus 

pentosus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus damnosus (syn. P. cerevisiae), Pediococcus 

pentosaceus, Streptomyces griseus [5]. 

 

2.2 Probiotika 

 

Probiotika jsou živé mikroorganizmy, které mají blahodárný efekt na zdraví hostitele. Inhibují 
růst nežádoucí mikroflóry v intestinálním traktu, produkují organické kyseliny a 
antimikrobiální látky [7, 8]. Probiotika mohou zmírňovat laktózovou intoleranci, alergii na 
potraviny, snižovat hladinu cholesterolu, omezovat výskyt průjmů, stimulovat imunitní 
systém, potlačovat nádory a chránit proti rakovině tlustého střeva udržováním rovnováhy 
zdravé intestinální mikroflóry [9]. Tento příznivý účinek je podmíněn požitím dostatečného 
množství živých bakterií. Doporučená koncentrace je v rozmezí 106

 – 10
8
 CFU/g produktu 

[8, 10]. 

Ze skupiny bakterií mléčného kvašení patří mezi probiotika některé druhy Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Leuconostoc, Enterococcus, Saccharomyces a Pediococcus. Z bakterií 
neprodukujících kyselinu mléčnou lze mezi probiotika zařadit druhy rodu Bacillus a některé 
druhy kvasinek Saccharomyces (Tabulka 1) [11]. 

 

Tabulka 1: Nejčastěji používaná probiotika [11] 

Lactobacillus Bifidobacterium Jiné bakterie 
Bakterie neprodukující 
k. mléčnou 

L. acidophilus B. adolescentis E. faecalis B. cereus 

L. casei B. animalis E. faecium B. subtilis 

L. crispatus B. bifidum L. lactis S. boulardii 

L. gasseri B. infantis P. acidilactici S. cerevisiae 

L. johnsonii B. lactis   

L. paracasei    

L. reuteri    

L. rhamnosus    

 

Mechanizmus účinku probiotik je různý. Nejčastější je: 
· adheze na buňky 

· produkce kyselin, peroxidů nebo bakteriocinů schopných usmrcovat nežádoucí 
skupiny mikroorganizmů 

· soutěžení s patogenem o vazbu na sliznici střeva 

· soutěžení o substrát 
· stimulace imunitního systému [9]. 

Pro svoje blahodární účinky na zdraví člověka bývají probiotické bakterie přidávány do 
jogurtů a jiných fetmetovaných mléčných produktů [7]. 



11 

 

2.3 Nabídka potravin s obsahem probiotických bakterií v ČR 

 

V současné době je na našem trhu široká škála potravin obsahujících probiotické bakterie. 
Nejvíce zastoupeny jsou v mléčných výrobcích – jogurty, zakysané jogurtové nápoje, sýry, 
ale jsou přidávány také do dětských instantních kaší. Velmi populární jsou i ve 
farmaceutickém průmyslu, kde existuje velké množství preparátů ve formě tablet a 
probiotických doplňků s různým obsahem probiotických bakterií. V menším množství jsou 
využívány i v masném průmyslu při výrobě fermentovaných masných výroků. 
 

2.3.1 Legislativa 

 

Legislativa je zakotvena v sbírce zákonů České republiky. Na potraviny se vztahuje zákon 
110/1997 Sb., o potravinách a tabákových výrobcích a o změně a doplnění některých 
souvisejících zákonů. 
Pro účely tohoto zákona se rozumí potravinami látky určené ke spotřebě člověkem v 

nezměněném nebo upraveném stavu jako jídlo nebo nápoj, nejde-li o léčiva a omamné nebo 
psychotropní látky. Za potravinu podle tohoto zákona se považují i přídatné látky, látky 
pomocné a látky určené k aromatizaci, které jsou určeny k prodeji spotřebiteli za účelem 

konzumace (§2 bod a). Dále se dle tohoto zákona rozumí doplňkem stravy potravina, jejímž 
účelem je doplňovat běžnou stravu a která je koncentrovaným zdrojem vitaminů a 

minerálních látek nebo dalších látek s nutričním nebo fyziologickým účinkem, obsažených 
v potravině samostatně nebo v kombinaci, určená k přímé spotřebě v malých odměřených 
množstvích (§2 bod i) [12]. 

 

2.3.2 Produkty – příklady 

 

Mezi firmy produkující nejznámější produkty patří např. 
 

Danone a.s. (Benešov) 
 

· Actimel 

Actimel je zakysaný jogurtový nápoj, který obsahuje 2 jogurtové kultury Lactobacillus 

bulgaricus a Streptococcus thermophilus a navíc obsahuje unikátní kulturu L. casei (komerční 
název L. casei Defensis). Jedna lahvička Actimelu obsahuje 10 miliard této unikátní kultury. 
Actimel je nabízen v 5 různých příchutích – bílý slazený, jahoda, malina, lesní plody a 
s vanilkovou příchutí [13]. 

 

· Activia 

Activia je zakysaný mléčný výrobek, který je dostupný ve více formách (jogurt, tvaroh, 
nápoj) a s různými příchuti. Obsahuje 2 jogurtová kultury Lactobacillus bulgaricus a 

Streptococcus thermophilus a navíc obsahuje unikátní kulturu s komerčním názvem Bifidus 

ActiRegularis (Bifidobacterium animalis subspecies lactis) [13]. 
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· Dobrá Máma 

Řada výrobků Dobrá Máma nabízí jogurtové nápoje a jogurtové tvarohové výrobky. Druhy 

bakterií nejsou uvedeny. Výrobky mají vyvážený poměr živin, mají vysoký obsah živých 
kultur minimálně 107

 živých kultur na 1g výrobku a jsou přirozeným zdrojem vápníku [13]. 

 

Mlékárna Kunín a.s. (Kunín) 
 

· Acidofilní mléko 

Acidofilní mléko je vyráběno v různých příchutích a baleních (200 ml, 480 g a 950 g) 

Obsahuje probiotickou kulturu Lactobacillus acidophilus, bifidobakterie a další bakterie 
mléčného kvašení [14]. 

 

· Kysané podmáslí 
Kysané podmáslí obsahuje tradiční bakterie mléčného kvašení a probiotickou kulturu. Druhy 
bakterií nejsou uvedeny [14]. 

 

· Smetanový jogurt 
Smetanový jogurt je vyráběn v různých příchutích a objemech. Obsahuje jogurtovou kulturu a 
probiotické kultury – Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium [14]. 

 

Olma a.s. (Olomouc) 

 

· Florian Active 

Florian Active je vyráběn ve formě jogurtů a nápojů, různých příchutí. Obsahuje probioticé 
kultury – Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus [15]. 

 

· Bio jogurt 

Bio jogurt je vyráběn ve formě jogurtů a nápojů, různých příchutí. Obsahuje probioticé 
kultury – Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus [15] 

 

Meggle s.r.o. (Praha) 

 

· Acidofilo 

Adidofilo je kysané neboli acidofilní mléko. Vyrábí se v různých příchutích a různých 
baleních. Je obohaceno probiotickou kulturou Lactobacillus acidophilus [16]. 

 

Hollandia Karlovy Vary, a.s. 

 

· Selský jogurt 
Selský jogurt je vyráběn v různých příchutích a baleních (200 g, 500 g, 1 kg, 5 a 10 kg). 

Obsahuje živé jogurtové kultury a probiotické kultury – Bifidobacterium, Lactobacillus 

acidophilus. Obsahuje nejméně 100 milionů živých bakterií v 1 g [17]. 
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Hipp Czech s.r.o. (Praha) 

 

· Instantní mléčné kaše PROBIO 

Probiotické instantní mléčné kaše jsou vyráběny ve 3 příchutích. Obsahují probiotické 
bakterie mléčného kvašení (rod Lactobacillus). Druhy neuvedeny [18]. 

 

Mlékárna Valašské Meziříčí, spol. s. r.o 

 

· Acidofilní mléko 

Acidofilní mléko je kysaný mléčný výrobek. Obsahuje bifidogenní mikroorganizmy a ATB 
kulturu (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus) [19] 

 

· Kefírová mléko 

Kefírové mléko se vyrábí v různých příchutích. Obsahuje bifidogenní mikroorganizmy a ATB 

kulturu (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus) [19] 

 

Madeta a.s. (České Budějovice) 
 

· Jihočeský zákys 

Jihočeský zákys je kysaný mléčný výrobek obohacený o vitaminy C, E a o probiotické 
kultury (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium lactis). Je 

vyráběn v různých příchutích [20]. 

 

2.4 Molekulárně biologické metody pro identifikaci mikroorganizmů 

 

2.4.1 Izolace DNA s využitím magnetických nosičů 

 

Od roku 1970 se začali hodně využívat magnetické částice nanometrových a mikrometrových 
rozměrů v biologických a lékařských oborech. Magnetické částice pro biomedicínské aplikace 
mají superparamagnetické vlastnosti, to znamená, že vykazují magnetické vlastnosti jen 
v přítomnosti vnějšího magnetického pole [21]. Základ magnetické částice tvoří jádro z oxidu 

železa (magnetit Fe3O4, maghemit γ-Fe2O3), které je pokryto inertní nízko- nebo 

vysokomolekulární sloučeninou (polymer, oxid křemíku nebo hliníku), která zabraňuje 
nežádoucí nespecifické interakce a zajišťuje stabilizaci. Na tuto vrstvu jsou pak navázány 
funkční skupiny (OH, COOH, PO(OH)2, NH2), pro izolaci různých biomolekul  [22, 23]. 

 

Magnetické částice umožňují rychlou a efektivní separaci z reakční směsi bez použití filtrace 

nebo centrifugace [22]. Princip magnetické separace je velmi jednoduchý. Magnetické částice 
s imobilizovaným afinitním nebo hydrofobním ligandem se smíchá se vzorkem obsahujícím 
cílovou sloučeninu. V průběhu inkubace se cílová sloučenina naváže na magnetické částice a 
tento komplex se jednoducho odseparuje ze vzorku pomocí magnetického separátoru. Po 
vymytí kontaminantů, může být cílová sloučenina eluována a použita pro další práci 
(Obrázek 1) [21, 24].  
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Obrázek 1: Schematické znázornění purifikace nukleových kyselin. Upraveno dle [24] 

 

Využití magnetických částic v oblasti biotechnologie a biomedicíny se během posledních pár 
let dramaticky zvyšuje. Aplikace můžeme rozdělit do dvou kategorií a to na in vitro a in vivo 

aplikace. In vitro aplikace mají důležité využití v diagnostice a separaci biomolekul, jako jsou 

proteiny, buňky, RNA/DNA zatímco in vivo aplikace můžou být dále rozděleny na 
terapeutické (transport léčiv) a diagnostické [21]. Magnetické částice funkcionalizované 
specifickým ligandem nám dávají možnost selektivní izolace např. DNA, RNA, buněk nebo 
proteinů [25]. Selektivní izolace DNA/RNA je proces založený na hybridizaci 
oligonukleotidové sekvence s komplementární cílovou biomolekulou. Tato sekvence je přímo 
navázaná na povrchu částice pomocí kovalentní vazby nebo nepřímo pomocí biotinylovaného 
oligonukleotidu navázaného na částice funkcionalizované streptavidinem [24]. Využití 
magnetických částic se streptavidinem je uvedeno na Obrázku 2. 
 

 
Obrázek 2: Selektivní využití magnetických částic se streptavidinem. Upraveno dle [26] 

 

2.4.2 Streptavidin-biotin 

 

Vazba mezi avidinem a biotinem byla objevena v roce 1941. Avidin je protein izolován z 
bílku vejce, zatímco biotin je vitamin nacházející se v každé buňce. Streptavidin je bakteriální 
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obdoba avidinu izolován z bakterie Streptomyces avidinii, je častěji používána a taky 
komerčně dostupnější v různých průmyslových formách. Streptavidin má tetramerní strukturu 
s molekulovou hmotností 55 000 Da, který naváže 4 moly biotinu na mol proteinu. Vazba 

mezi streptavidinem a biotinem je považována za nejpevnější nekovalentní biologickou 
vazbu, s disociační konstantou Kd ~ 10

-15. Vazba vzniká velmi rychle a je stálá v širokém 
rozmezí pH a teplot. Inkubací v neionogenním roztoku se zvýšenou teplotou (70 °C) dojde 
k rozbití vazby mezi streptavidinem a biotinem. Při vyšších teplotách však dochází 
k denaturaci streptavidinu [27, 28]. 

 

2.4.3 Fragmentace DNA 

 

Fragmentaci DNA lze rozdělit na dva typy – sekvenčně specifická a nespecifická. První typ je 
zprostředkován pomocí enzymů, tzv. restrikčních endonukleáz (restriktáz). Nespecifická 
fragmentace může být enzymová nebo mechanická [29]. 

 

Specifická fragmentace 

Ke specifické fragmentaci DNA se používají restrikční endonukleázy neboli restriktázy 
typu II. Jsou izolovány z bakteriálních buněk a je známých už více než 200 enzymů s různou 
specifickou sekvencí [30, 31]. Štěpí cizorodou DNA dříve, než se může replikovat a řídit 
syntézu nových fágových částic. Vlastní bakteriální DNA je před napadením chráněna tím, že 
nese metylové skupiny, které blokují degradativní působení enzymu [29, 32, 33]. Ke své 
funkci vyžadují přítomnost iontů Mg2+

 a štěpí fosfodiesterové vazby na definovaných místech 
obou vláken DNA uvnitř sekvence, kterou rozpoznávají. Jedná se o krátké nukleotidové 
sekvence o délce 4 – 8 párů bází. [31, 32]. Tyto sekvence jsou palindromní tj. u 
dvouřetězcové molekuly ji na jednom řetězci můžeme číst zprava doleva stejně jako zleva 
doprava na řetězci druhém [30]. Restriktázy mohou štěpit DNA za vzniku tupých nebo 
kohezních konců, přičemž ligace komplementárních kohezních konců je ve srovnání s ligací 
tupých konců mnohem efektivnější. Kompatibilní kohezní konce se mohou vzájemně spojit 
prostřednictvým vodíkových vazeb komplementárních bazí a vzniká tak relativně stabilní 
struktura [33]. Příklady některých restriktáz jsou uvedeny v Tabulce 2. 
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Tabulka 2: Restrikční endonukleázy [32] 

Označení enzymu Bakteriální zdroj Rozpoznávané sekvence a místa štěpení 

Eco RI Escherichia coli 
5´- G↓

AATTC - 

        - CTTAA↑G - 5´ 

Hind III Haemophilus influenzae 
5´- A↓

AGCTT - 

        - TTCGA↑A - 5´ 

Hpa II Haemophilus influenzae 
5´- C↓

CGG - 

        - GGC↑C - 5´ 

Pst I Providencia stuartii 
5´- CTGCA

↓
G - 

        - G↑ACGTC - 5´ 

Pvu II Proteus vulgaris 
5´- CAG

↓
CTG - 

        - GTC↑GAC - 5´ 

Sma I Serratia marcescens 
5´- CCC

↓
GGG - 

        - GGG↑CCC - 5´ 
 

Nespecifická fragmentace 

a) enzymová 

Nespecifická degradace DNA je prováděna pomocí deoxyribonukleázy I (DNáza I), která je 
izolována z hovězího pankreatu. Tento enzym náhodě degraduje jak jednořetězcovou 
(ssDNA) tak dvouřetězcovou DNA (dsDNA), štěpí náhodně jednotlivé esterové vazby. 
DNáza I štěpí v přítomnosti Mn2+

 iontů oba polynukleotidové řetězce dsDNA najednou za 
vzniku tupých konců nebo konců s krátkým přesahem. 
SI nukleáza izolovaná z Aspergillus oryzae degraduje jednořetězcovou DNA za vzniku mono- 

a oligonukleotidů. Dále hydrolyzuje esterové vazby v jednořetězcových úsecích dsDNA a 
dokonce i vazby ve smyčce vlásenkovité struktury [29]. 

 

b) mechanická 

Mechanické přetrhávání molekul DNA je způsobeno vysokým střihovým napětím, které 
vzniká např. při laminárním toku kapaliny kapilárou. Střižné napětí působící na molekulu je 
úměrné rychlostnímu gradientu. Se zvětšujícím se gradientem se molekuly natahují a orientují 
ve směru toku. Proti orientaci působí tepelné pohyby molekuly. Když dosáhne střižné napětí 
v molekule meze její pevnosti v tahu, molekula se přetrhne přibližně uprostřed [29]. 

Pro degradaci DNA se používá i mixer s vodorovnou vrtulkou zanořenou do válcovité nádoby 

s roztokem DNA. Fragmenty velmi malých velikostí (10
4
 bp) lze připravit pomocí ultrazvuku 

[29]. 

 

2.4.4 Hybridizace nukleových kyselin 

 

Hybridizací je označován proces vytváření dvouřetězcové molekuly z jednořetězcových DNA 
nebo molekul RNA za předpokladu, že jejich sekvence se vyznačují úplnou nebo částečnou 
komplementaritou bází. Této schopnosti je využíváno k vyhledávání a charakterizaci 
specifických nukleotidových sekvencí v genomových knihovnách, v cytologických 
preparátech, při mapování genomu atd. [34]. Používají se k tomu DNA sondy, což jsou 
značené molekuly komplementární DNA. 
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2.4.5 Polymerázová řetězová reakce 

 

Polymerázová řetězová reakce (Polymerase chain reaction, PCR) je důležitou diagnostickou 
metodou pro amplifikaci DNA, která má široké spektrum využití v oblastech molekulární 
biologie [35, 36]. Tato metoda byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mulisem a znamenala 

obrovský přínos pro molekulární biologii. Za objevení této techniky mu byla v roce 1993 

udělena Nobelova cena. PCR se stala nepostradatelnou ve všech biologických laboratořích, 
přičemž se neustále vyvíjejí nové typy PCR a objevují se nové možností jejího využití 
[34, 35, 37]. Tato metoda umožňuje selektivně naamplifikovat až milion kopií požadovaného 
úseku DNA in vitro [35]. Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza nových 
řetězců, vybraných úseků DNA, ve směru 5´ → 3´ prostřednictvím DNA termostabilní 
polymerázy (Taq DNA polymeráza izolovaná z bakterie Thermus aquaticus). Úsek, který 
chceme amplifikovat je vymezen dvojicí oligonukleotidových primerů, které se vážou na 
protilehlé řetězce DNA. Syntéza nových vláken probíhá na obou matricových řetězcích 
protisměrně [34, 35]. 

 

Amplifikace DNA pomocí PCR probíhá ve třech krocích (Obrázek 3): 

1. denaturace dvouřetězcové DNA (dsDNA) za zvýšené teploty (~ 94 °C) 
2. hybridizace – připojení primerů (30 – 65 °C) 
3. syntéza nových řetězců DNA (65 – 75 °C) 

 

 
Obrázek 3: Průběh PCR [38] 
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3 CÍL PRÁCE 
 

Cílem práce bylo izolovat DNA s využitím magnetických nosičů PGMA-NH2-STV pokrytých 
streptavidinem, funkcionalizovaných biotinylovanou DNA sondou a přítomnost izolované 
DNA prokázat pomocí PCR. K izolaci byla použita purifikovaná DNA Lactobacillus. 

Jednotlivé kroky byly soustředěny na řešení následujících postupů: 
1. Optimalizace funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou (testovat množství 

nosiče, množství sondy, vazba sondy na nosič) 
2. Testování nespecifické adsorpce DNA na nosiče 

3. Testování selektivní izolace DNA pomocí funkcionalizovaných nosičů 

4. Aplikace postupu pro izolaci DNA z mléčných výrobků 
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4 MATERIÁL 
 

4.1 Bakteriální kultury 

 

V experimentech byly použity bakteriální kmeny, které byly získány z České sbírky 
mikroorganizmů (CCM, Brno, ČR) a České sbírky mlékařských mikroorganizmů (CCDM, 
Tábor, ČR) 

· Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T 

· Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 212/06 

 

4.2 Použité potravinové výrobky 

 

· Actimel s vanilkovou příchutí (DANONE a.s., Benešov, ČR) 
Balení: 4 x 374,8 ml 
Složení: mléko, cukr (V, PL) nebo tekutý cukr (B), glukóza, vanilková složka 5% (cukr, voda, 
tapiokový modifikovaný škrob, vanilkové aroma), jogurtová kultura a L.casei DN 114001, 

vitamíny B6, D. Obsah tuku nejméně 1,1% hmot. 
 

· Florian Active drink bílý (OLMA a.s., Olomouc, ČR) 
Balení: 320 g 

Složení: mléko, ochucující složka, probioticé kultury (Lactobacillus acidophilus, 

Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus). Neobsahuje lepek ani přidané konzervační 
látky. 

 

· Smetanový jogurt Jahůdka (Mlékárna Kunín a.s., Kunín, ČR) 
Balení: 150 g 

Složení: smetana min. 10% tuku, jahodová složka 17% (cukr, jahodová dřeň, glukózo-

fruktózový sirup, aroma), jogurtová + probiotická kultura (Lactobacillus acidophilus, 

Bifidobacterium) 

 

4.3 Chemikálie 

 

Všechny chemikálie byly v čistotě p.a. Roztoky byly připravovány ze sterilních zásobních 
roztoků (sterilizace při 121 °C, 20 min). Ředění bylo prováděno sterilní destilovanou vodou. 
 

· Agar (Lachema, Brno, ČR) 
· Agaróza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 

· Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
· Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma-Aldrich

®
, St. Louis, USA) 

· Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, ČR) 
· Ethidiumbromid (EtBr)  (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich

®
, St. Louis, USA) 

· Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 

· Fenol (pH = 7,8 – 8,2) (Lachema, Brno,ČR) 
· Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
· Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
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· Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
· Izoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
· Kyselina boritá (H3BO3) (Penta, Chrudim, ČR) 
· Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
· Lyzozym (Serva, Heidelberg, SRN) 

· MRS Broth (Oxoid, Londýn, Velká Británie) 
· Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
· Polyethylen glykol (PEG) 6000 (Sigma-Aldrich

®
, St. Louis, USA) 

· Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN) 
· RNáza A (Serva, Heidelberg, SRN) 

· Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Serva, Heidelberg, SRN) 
 

Ostatní chemikálie v čistotě p.a. pocházely z běžně dostupných komerčních zdrojů. 
 

4.4 Kultivační média 

 

· MRS médium 

Příprava: 
Médium se připravilo podle návodu výrobce. 52 g MRS Broth média bylo rozpuštěno 
v 1000 ml destilované vody, pomocí 1 M NaOH se upravilo pH na hodnotu 6,5 – 7,0. 

Médium se sterilizovalo v autoklávu 20 min. při teplotě 121 °C. 
 

· MRS agar 

Příprava: 
MRS médium se připravilo podle návodu od výrobce. K 1000 ml MSR média se přidalo 15 g 

agarózy. Médium se sterilizovalo v autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 20 minut, poté se 
rozplnilo do Petriho misek a uchovávalo v ledničce. 

 

4.5 Roztoky pro lyzi bakteriálních buněk 

 

· 0,5 M EDTA (pH 8,0) 

Příprava: 
186,1 g EDTA se rozpustilo v 800 ml destilované vody a umístilo na magnetickou míchačku. 
Pomocí NaOH se upravilo pH na 8,0. Roztok se doplnil do objemu 1 l destilovanou H2O, 

rozdělil do alikvotů a sterilizoval v autoklávu (121 °C/20 min.). 

 

· 1 M Tris-HCl (pH 7,8) 

Příprava: 
12,1 g Tris-báze se rozpustilo v 70 ml destilované H2O. Pomocí koncentrované HCl se 

upravilo pH na 7,8. Roztok se doplnil destilovanou vodou do objemu 100 ml a sterilizoval 

v autoklávu (121 °C/20 min.). 
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· Lyzační roztok A 

Příprava: 
Roztok se připravil sterilně ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). Smíchal se 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody. 
 

· Lyzační roztok B 

Příprava: 
Sterilně se smíchal 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody. 

Lyzozym se přidal do lyzačního roztoku A v množství 3 mg/ml těsně před použitím. Roztok 

se připravoval vždy čerstvý. 
 

· 20 % SDS 

Příprava: 
20 g SDS se rozpustilo v 80 ml sterilní destilované vodě při teplotě 68 °C. Pomocí 
koncentrované HCl se upravilo pH na 7,0. Roztok se doplnil do 100 ml destilovanou vodou. 

Nemusí se sterilizovat. 
 

· Proteináza K (1 mg/ml) 

Příprava: 
Na analytických vahách se navážilo 10 mg proteinázy K, roztok se doplnil destilovanou 
vodou do 10 ml a rozdělil do alikvotů. Uchovává se při teplotě – 20 °C. 
 

4.6 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA 

 

4.6.1 Roztoky pro fenolovou extrakci 

 

· Fenol 

Destilovaný fenol nasycený v TE pufru, pH 7,8 

 

· CIZ 

Směs chloroformu a izoamylalkoholu v poměru 24:1 

 

· 3 M octan sodný (pH 5,2) 
Příprava: 
V 800 ml destilované vody se rozpustilo 408,1 g trihydrátu octanu sodného. Upravilo se pH 
na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Roztok se doplnil destilovanou vodou do 1 000 ml, 

rozdělil do alikvotůa sterilizoval v autoklávu (121 °C, 20 minut). 

 

· 1 M NaOH 

Příprava: 
V 800 ml destilované vody se rozpustilo 40 g NaOH. Roztok se doplnil do 1 000 ml, rozdělil 
do alikvotů a sterilizoval v autoklávu (121 °C, 20 minut). 
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· TE pufr 

Příprava: 
Roztok se připravil sterilně ze zásobních roztoků 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 

(pH 8,0). Smíchal se 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 200 µl EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 
vody. 

 

4.6.2 Roztoky pro izolaci DNA pomocí magnetických nosičů 

 

· 5M NaCl 

Příprava: 
58,4 g NaCl se rozpustilo ve 150 ml destilované vody. Doplnilo se destilovanou vodou do 

200 ml a sterilizovalo se v autoklávu (121 °C/20 minut). 

 

· 40 % PEG 

Příprava: 
40 g PEG 6000 se rozpustilo v 60 ml sterilní destilované vody. Doplnilo se sterilní 
destilovanou vodou do 100 ml. Uchovávat při 4 °C. 
 

· 70 % ethanol 

Příprava: 
Smíchalo se 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody. 
 

· TE pufr (vis 4.6.1) 

 

4.6.3 Roztoky pro selektivní izolaci DNA 

 

Postupy přípravy roztoků byly provedeny podle komerčně dostupných návodů [39] 

 

· 1 M NaCl („hybridizační pufr“) 
Příprava: 
Rozpustilo se 5,6 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se doplnil 

destilovanou vodou na objem 100 ml, promíchal a sterilizoval v autoklávu (121 °C/20 minut). 

 

· 2 M NaCl („promývací pufr“) 
Příprava: 
Rozpustilo se 11,2 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se 
doplnil destilovanou vodou na objem 100 ml, promíchal a sterilizoval v autoklávu 
(121 °C/20 minut). 

 

· 2 M KCl („vazebný pufr“) 
Příprava: 

Rozpustilo se 15 g KCl v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se doplnil 
destilovanouvodou na objem 100 ml, promíchal a sterilizoval v autoklávu (121 °C/20 minut). 
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4.7 Komponenty pro PCR 

 

· PCR voda (Top-Bio, Praha, ČR) 
· PPP master mix (Top-Bio, Praha, ČR) – Taq-Purple DNA polymeráza PCR Master 

Mix s 5 mM MgCl2, 2x koncentrovaný. 
Složení: 150 mM Tris-HCl, pH 8,8, 40 mM (NH4)2SO4, 0,02 % Tween 20, 5 mM 

MgCl2, 400 µM dATP, 400 µM dCTP, 400 µM dGTP, 400 µM dTTP, 100 U/ml Taq 

Purple DNA polymerázy, stabilizátory a aditiva 

· Oligonukleotidové primery (10 pmol/μl) (GeneriBiotech, Hradec Králové, ČR): 
LbLMA1-rev, R16-1, R16-1 s přisyntetizovaným biotinem na 5´ konci (5´bioR16-1), 

F_eub, P_eub, P_eub s přisyntetizovaným biotinem na 5´ konci (5´bioPeub) 
· DNA standard – 100 bp DNA Ladder (NewEngland Biolabs Ltd., IPSWICH, VB) 

· Nanášecí pufr (6x koncentrovaný) – Gel Loading Dey, Blue (6x) (NewEngland 

Biolabs Ltd. IPSWICH, VB) 

 

4.8 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 

 

· TBE pufru (5´  koncentrovaný) 
Příprava: 
54 g Tris-HCl 

27,5 g H3BO3 

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 

Jednotlivé chemikálie se smíchali a doplnili do objemu 1000 ml sterilní destilovanou vodou. 
Roztok se před použitím 10x naředil v destilované vodě. 
 

· Agarózový gel pro elektroforézu 

Příprava: 
0,8 %: 0,8 g agarózy se rozpustilo ve 100 ml 5x koncentrovaného TBE pufru 

1,8 %: 1,8 g agarózy se rozpustilo ve 100 ml 5x koncentrovaného TBE pufru 

 

· Ethidium bromid (1μg/ml) 
Příprava: 
100 μl roztoku EtBr o koncentraci 5 mg/ml se zředilo 500 ml destilované vody. 
 

· DNA standard 

Obsahuje fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 

200 a 100 bp 

 

· Nanášecí pufr (6x koncentrovaný) 
Roztok se před použitím smíchá se vzorkem hrubého lyzátu nebo purifikované DNA v 

poměru 1:5. 
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4.9 Magnetické nosiče 

 

· PGMA-NH2-STV (Praha, ČR) 

Magnetické neporézní polyglycidylmethakrylátové částice pokryté streptavidinem; 1,34 mg 

streptavidinu/g; koncentrace zásobního roztoku neuvedena. Částice byly připraveny na 
Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze (Ing. Daniel Horák, CSc.). 
 

· C22 (Praha, ČR) 

Magnetické neporézní polyglycidylmethakrylátové částice bez streptavidinu (PGMA dextran 

coated). Koncentrace zásobního roztoku 2 mg/ml. Částice byly připraveny na 
Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze (Ing. Daniel Horák, CSc.). 
 

· Streptavidin-Coated immunomagnetic beads (Merck KGaA, Darmstadt, SRN) 

Paramagnetické neporézní částice pokryté streptavidinem. Složení: 10 mg magnetických 
částic/ml v PBS, 1% BSA, ≤ 0,1% azid sodný (NaN3), pH 8,0. Určený pro izolaci 
biotinylovaného proteinu. 
 

· MPG
®

 Streptavidin (Middlesex, New Jersey) 

Magnetické porézní sklo, částice pokryté streptavidinem. Koncentrace zásobního roztoku 
10 mg/ml. 

 

· Fkol 135ox (Praha, ČR) 
Magnetické neporézní polyglycidylmethakrylátové (PGMA) částice s navázanými 
karboxylovými skupinami (-COOH). Koncentrace zásobního roztoku 2 mg/ml. Částice byly 

připraveny na Makromolekulárním ústavu Akademie věd ČR v Praze (Ing. Daniel Horák, 
CSc.). 

 

4.10 Pomůcky a přístroje 

 

· Analytické váhy pioneerTM
 PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA) 

· Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN) 

· Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, Riga, Litva) 

· Exikátor (KIF LAB, Freiburg, SRN) 
· Hybridizační inkubátor model 2000 (SciGeneSunnyvale, CA USA) 
· Laboratorní váhy CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 

· Magnetický separátor DynaMagTM
-2 magnet (Invitrogen, Oslo, Norsko) 

· Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 μl (PZ HTL, Varšava, 
Polsko) 

· Mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, ČR) 
· MiniCycler

TM
 PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA) 

· NanoPhotometr
TM

 (Implen, Mnichov, SRN) 

· Rotor Gene 6000 (CorbettReserch, Sydney, Autrálie) 
· Termocykler PTC 200 (BIO-RAD Lab., USA) 

· Termostat – Mini Incubator 230V (Labnet, New Jersey, USA) 

· Termostat BT 120 (Praha, ČR) 
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· TransiluminátorSpectroline®
 TVR-312A/F (SpectronicsCorporatin, Westbury, USA) 

· Zařízení pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (OwlScientific, USA) 

· Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu EnduroTM
300V (Labnet, New Jersey, 

USA) 

 

· Běžné laboratorní sklo, umělohmotný laboratorní materiál a pomůcky 

 

5 METODY 
 

Není-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle skript od Španové a Ritticha 

(2010) [40]. 

 

5.1 Kultivace bakteriálních buněk 

 

Jednotlivé kmeny bakterií druhu Lactobacillus paracasei a Lactobacillus casei narostlé v 
MRS médiu, byly přeočkovány do 10 ml tekutého MRS média (inokulace 1 – 3 %) a aerobně 
kultivovány v termostatu při 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlá bakteriální kultura byla 
přeočkována křížovým roztěrem na Petriho misky s MRS agarem. Kultivace probíhala 
aerobně při 37 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byl zkontrolován vzhled kolonií na Petriho 

miskách a misky byly dále uchovávány v lednici. 

 

5.2 Příprava a lyze bakteriálních buněk 

 

Příprava buněk 

· 1 ml kultury buněk narostlé v tekutém živném médiu MRS se přeneslo do 
Eppendorfovy zkumavky 

· Vzorky se centrifugovaly při 13400 otáčkách po dobu 3 minut 

· Slil se supernatant a sediment se nechal okapat 

 

Lyze buněk – příprava hrubého lyzátu buněk 

· Sediment se resuspendoval v 1 ml roztoku A 

· Vzorky se centrifugovaly při 13400 otáčkách po dobu 3 minut 

· Slil se supernatant 

· K sedimentu se přidalo 500 μl lyzačního roztoku B (10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 5 ml 

EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml) 

· Vzorky se inkubovaly 1 hodinu při laboratorní teplotě, za občasného promíchání 
· K suspenzi se přidalo 12,5 μl 20 % SDS a 5 μl proteinázy K (1 mg/μl) 
· Vzorky se inkubovaly v termostatu při teplotě 55°C 1 hodinu, za občasného 

promíchání = hrubý lyzát buněk 
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Příprava hrubého lyzátu buněk z mléčného výrobku 

· 1 ml výrobku byl odebrán do sterilní Eppendorfovy zkumavky 

· Vzorky se centrifugovaly při 13400 otáčkách po dobu 5 minut 
· Slil se supernatant a sediment se promyl ve sterilní vodě 

· Po centrifugaci při 13400 otáčkách po dobu 5 minut, byl supernatant opět slit a 
sediment se nechal okapat 

· Sediment se rozsuspendoval s 1 ml lyzačního roztoku B (10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 

5 ml EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml) 

· Vzorky se inkubovaly ½ hodiny při laboratorní teplotě 

· K vzorkům se přidalo 50 μl 20 % SDS a 5 μl proteinzy K (1 mg/ml) 

· Vzorky se inkubovaly v termostatu při teplotě 55°C 1 hodinu, za občasného 
promíchání 

 

5.3 Izolace celkové bakteriální DNA metodou fenolové extrakce 

 

Fenolová extrakce 

· K lyzátu buněk (500 μl) se přidal stejný objem fenolu (předestilovaného, pH upraveno 
na 7,8) a směs se kývavým pohybem opatrně promíchávala po dobu 4 minut (čas se 
měřil stopkami) 

· Směs se centrifugovala při 13400 otáčkách po dobu 3 minut 
· Do čisté Eppendorfovy zkumavky se odebrala vodní fáze 

· K vodní fázy s DNA se přidalo 700 μl CIZ (chloroform-izoamylalkohol, 24:1) a směs 
se kývavým pohybem opatrně promíchávala po dobu 4 minut (čas se měřil stopkami) 

· Vzorky se centrifugovaly při 13400 otáčkách po dobu 15 minut 

· Vodní fáze s DNA se odebrala do čisté Eppendorfovy zkumavky 

 

Přesrážení DNA ethanolem 

· Ke vzorku DNA se přidala 1/10 (1/20) objemu 3 M octanu sodného, promíchalo se 

· Přidalo se 800 μl 96% etanolu a obsah se promíchal 
· DNA se nechala vysrážet při – 20°C po dobu 15 minut (v kovovém bločku v mrazáku) 
· Vzorky se centrifugovaly při 13400 otáčkách po dobu 15 minut, slil se supernatant a 

sediment se sušil v exsikátoru cca 15 minut 
· Po usušení se DNA rozpustila ve 100 μl TE pufru (pře noc) 

 

5.4 Izolace DNA pomocí magnetických nosičů 

 

· Do Eppendorfových zkumavek se připravila separační směs dle následující tabulky: 
 

Pořadí komponent Komponenta Objem jednotlivých komponent [μl] 
1. 5 M NaCl 400 

2. hrubý lyzát buňek 300 

3. 40% PEG 200 

4. částice (2 mg/μl) 100 

Výsledný objem [μl] 1000 
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· Směs se inkubovala 15 minut při laboratorní teplotě a poté se částice s navázanou 
DNA separovali při laboratorní teplotě pomocí magnetického separátoru po dobu 
15 minut 

· Po separaci se opatrně odpipetoval supernatant 
· Nosiče s navázanou DNA byly promyty 1 ml 70 % etanolu 

· Částice se separovali pomocí magnetického separátoru při laboratorní teplotě po dobu 
cca 30 s 

· Částice se promyly 1 ml 70 % etanolu 

· Zkumavky se nechali krátce usušit při teplotě 55 °C v termostatu (do vypaření 
etanolu) 

· DNA se pak eluovala při laboratorní teplotě do 100 μl TE pufru do druhého dne 

· Částice se odseparovaly na magnetickém separátoru a vyeluovaná DNA se 
odpipetovala do čisté Eppendorfovy zkumavky a uchovávala se v ledničce. 

 

5.5 Purifikace nukleových kyselin nosičem MPG®
 Streptavidin 

 

Byl použit postup uveden v návodu z komerčních nosičů MPG®
 Streptavidin [39]. 

 

5.5.1 Příprava MPG®
 Streptavidin s navázanou komplementární DNA sondou 

 

· Ze zásobního roztoku se odebralo 100 μl (1,0 mg) MPG
®

 Streptavidin. Provedla se 

magnetická separace (30 s) a odebral se supernatant 
· Přidalo se 100 μl 2 M KCl (2x vazebný pufr) a směs se rozmíchala na vortexu. 

Provedla se magnetická separace a odebral se supernatant 
· V jiné zkumavce se smíchalo 500 pmol biotinylované komplementární DNA sondy, 

50 μl 2 M KCl (2x vazebný pufr) a doplnilo se sterilní deionizovanou vodou do 
100 μl. Směs se přidala k nosičům MPG®

 Streptavidin. Směs se dobře rozmíchala na 
vertexu a inkubovala po dobu 3 až 5 minut při laboratorní teplotě za stálého 
promíchávání. Provedla se magnetická separace a odebral se supernatant 

· Přidalo se 100 μl 2 M NaCl (promývací pufr) ke komplementární sonde navázané na 
MPG

®
 Streptavidin a směs se rozmíchala na vortexu. Provedla se magnetická separace 

a odebral se supernatant. 

 

5.5.2 Hybridizace nukleové kyseliny 

 

· V jiné zkumavce se smíchalo 50 μl 1 M NaCl (hybridizační pufr), nukleové kyseliny a 
doplnilo se do 100 μl sterilní deionizovanou vodou. Zkumavka se umístnila do 70 °C 
vodní lázně na 2 až 3 minuty na denaturaci sekundární struktury. Tato směs se přidala 
k nosičům MPG®

 Streptavidin s navázanou komplementární biotinylovanou sondou a 
inkubovala se 5 minut při laboratorní teplotě. Provedla se magneticá separace a 
odebral se supernatant. 

· Přidalo se 100 μl 2 M NaCl (promývací pufr) a směs se rozmíchala. Provedla se 
magnetická separace a odebral se supernatant. 
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5.5.3 Eluce hybridizované nukleové kyseliny 

 

· K nosičům MPG®
 Streptavidin s navázanou nukleovou kyselinou se přidalo 100 μl 

TE pufru nebo sterilní deionizované vody. Zkumavka se směsí se umístnila do 70 °C 
vodní lázně na 2 až 3 minuty, aby se uvolnila purifikovaná nukleová kyselina. 
Provedla se magnetická separace a rychle se odebral supernatant s nukleovou 

kyselinou do nové zkumavky. Krok byl opakován ještě jednou. 

· Nukleova kyselina může být uskladněna sušená, zmrazená na – 20 °C v TE pufru nebo 

v ethanolu při 20 °C. 
 

5.6 Selektivní izolace bakteriální DNA – modifikovaný postup 

 

Byl použit modifikovaný postup uveden v návodu z komerčních nosičů MPG®
 [39]. 

 

5.6.1 Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

 

· Za zásobního roztoku nosiče PGMA-NH2-STV (v PBS) se odebralo 20 μl do sterilní 
Eppendorfovy zkumavky 

· Zkumavky se umístnily do separátoru a provedla se magnetická separace (cca 30 s) a 
odebral se supernatant 

· Nosiče se promyly 200 μl 2 M KCl, na magnetickém separátoru se nosiče 
odseparovaly a odebral se supernatant 

· K nosičům se přidalo 20 μl biotinylované sondy 5´bioPeub (5´bioR16-1) o koncentraci 

5 pmol/μl (v PCR vodě) 
· Směs se inkubovala po dobu 10 minut při laboratorní teplotě za stálého promíchávání, 

následně se nosiče odseparovaly a odebral se supernatant 
· Nosiče s navázanou biotinylovanou sondou se promyly 200 μl 2 M NaCl, provedla se 

magnetická separace a odebral se supernatant, tento krok se zopakoval ještě jedenkrát 
· Nosiče se promyly 200 μl TE pufru, odseparovaly na magnetickém separátoru a 

odebral se supernatant 

· Promyté částice s navázanou sondou se rozsuspendovali ve 20 μl TE pufru 

 

5.6.2 Hybridizace a izolace DNA pomocí funkcionalizovaných částic 

 

· Částice s navázanou biotinylovanou sondou (20 μl) se umístnily do separátoru a 
provedla se magnetická separace (cca 30 s) a odebral se supernatant 

· V jiné zkumavce se smíchalo 10 μl DNA o koncentraci 10 ng/μl s 10 μl 1 M NaCl a 

provedla se denaturace při teplotě 99°C/ 4 min s následným prudkým ochlazením ve 
směsi voda + led 

· Denaturovaná DNA se přidala k částicím s navázanou sondou a inkubovala se při 
laboratorní teplotě po dobu 15 minut, za stálého promíchávání, pak se částice 
odseparovaly a odstranil se supernatant 

· Částice s přihybridizovanou DNA se promyly 200 μl 2 M NaCl, odseparovaly a 

odebral se supernatant. Tento krok se opakoval 5krát a následně se směs přepipetovala 
do nové sterilní Eppendorfovy zkumavky 
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· Částice s přihybridizovanou DNA se opět promyly 200 μl 2 M NaCl, odseparovaly a 

odebral se supernatant. Tento krok se opakoval 5krát a následně se směs přepipetovala 
do nové sterilní Eppendorfovy zkumavky 

· Částice s přihybridizovanou DNA se promyly 200 μl TE pufru, provedla se 

magnetická separace a odstranil se supernatant. Tento krok se opakoval 3krát 
· Nakonec se částice rozsuspendovali v 20 μl TE pufru a směs se inkubovala při teplotě 

99 °C po dobu 4 minut = eluce DNA do pufru 

· Směs se co nejrychleji odseparovala a supernatant s vyeluovanou DNA se odebral do 

nové sterilní Eppendorfovy zkumavky 

· Zbylé částice se rozpustili v 20 μl TE pufru 

 

5.7 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA 

 

Spektrofotometrické stanovení koncentrace bylo prováděno na přístroji NanoPhotometerTM
od 

firmy Implen, pomocí speciální kyvety LabelGuard
TM. Měření bylo prováděno za laboratorní 

teploty a vzorky byly před měřením vytemperovány na laboratorní teplotu a dobře 
promíchány. 
 

· Do přístroje se vložila speciální kyveta LabelGuardTM
 ve směru procházejícího 

světelného paprsku 

· Pomocí tlačítek na přístroji se vybral program pro analýzu nukleových kyselin (Label 
Guard Applications → Nucleic acid → ds DNA/ss DNA) 

· Bylo vybráno víčko s vhodným lid faktorem podle Tabulky 3 

· Provedla se kalibrace přístroje pomocí slepého vzorku (TE pufr) 
· Proměřily se vzorky a z displeje se odečetly hodnoty absorbance při dané vlnové délce 

(A230nm, A260nm, A280nm, A320nm a poměru A260nm/A280nm) a koncentrace [ng/μl]. 
· Víčko i kyveta se po každém měření očištilo ethanolem 

 

Tabulka 3: Výběr víčka s vhodným lid faktorem 

Víčko lid 5 lid 10 lid 50 lid 100 

Optická dráha (nm) 2 1 0,2 0,1 

Objem vzorku (μl) 6 - 10 3 - 5 0,7 - 4 0,7 - 3 

Měřitelný rozsah DNA (ng/μl) 7 - 350 14 - 700 250 - 4000 500 - 8000 

 

Poměr absorbancí čisté DNA se pohyboval v rozmezí 1,8 – 2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny 

je poměr A260nm/A280nm < 1,8 v případě obsahu RNA je poměr ≥ 2,0. 
 

5.8 Rodově specifická PCR Lactobacillus 

 

Pro identifikaci bakterií rodu Lactobacillus byla použita rodově specifická PCR. Pro 
amplifikaci PCR produktu o velikosti 250 bp byly použity rodově specifické primery R16-1 a 

LbLMA1-rev (Dubernet el al., 2002). Sekvence primerů je uvedena v Tabulce 4. 
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Tabulka 4: Primery specifické pro rod Lactobacillus [41] 

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp) 

LbLMA1-rev 

R16-1 

5´-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3´ 
5´-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3´ 

250 

 

5.8.1 Příprava 25 μl PCR směsi 
 

· Všechny komponenty PCR reakce se před použitím zkontrolovaly, promíchaly a 
krátce centrifugovaly 

· PCR směs se připravila do Eppendorfových zkumavek o objemu 200 μl, množství 
jednotlivých komponent je uvedeno v Tabulce 5. (případné změny v objemech jsou 

uvedeny u jednotlivých výsledků) 
· Jako DNA matrice byla použita purifikovaná DNA izolovaná danou metodou, ředěna 

na koncentraci 10 ng/µl 
· Byla připravena negativní kontrola (kontrola kontaminace komponent) – místo DNA 

matrice byla do PCR směsi přidána PCR voda 

· Pozitivní kontrola (kontrola specificity PCR reakce) – jako DNA matrice byla použita 
purifikovaná DNA bakterií rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/μl 

 

Tabulka 5: Komponenty pro příprava 25 μl PCR směsi 
Komponenta množství [μl] 

PPP master mix 12,5 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) 1 

primer R16-1 (10 pmol/µl) 1 

DNA (10 ng/µl) 1 

PCR voda 9,5 

 

Poznámka: 
Při testování funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou (5´bioR16-1) byly tyto částice 
použity v PCR směsi místo primeru R16-1. 

 

5.8.2 Provedení PCR reakce 

 

· Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi se promíchaly a krátce centrifugovaly 

· Zkumavky se vzorky se umístnily do termocykleru a nastavil se program pro průběh 
PCR při detekci bakterií rodu Lactobacillus dle Tabulky 6 

· Kroky 2 – 4 se opakovaly 30krát (není-li ve výsledcích uvedeno jinak) 
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Tabulka 6: Program PCR pro detekci bakterií rodu Lactobacillus 

Krok Teplota [°C] Čas 

1. počáteční denaturace 95 5 min 

2. denaturace 95 30 s 

3. hybridizace primerů 55 30 s 

4. syntéza DNA 72 30 s 

5. poslední cyklus 72 5 min 

 

Po skončení reakce se PCR produkty detekovali agarózovou gelovou elektroforézou na 1,8 % 
agarózovém gelu nebo se uchovávali při teplotě – 20°C v mrazáku. 
 

5.9 PCR pro doménu Bacteria 

 

Pro izolaci všech bakterií (doména Bacteria) byly navrženy primery F_eub, R_eub a P_eub, 
kde primer P_eub slouží jako sonda (Haarman a Knol, 2006). Pro amplifikaci PCR produktu o 
velikosti ~ 220 bp byly použity primery F_eub a P_eub. Sekvence primerů je uvedena 
v Tabulce 7. 

 

Tabulka 7: Primery specifické pro doménu Bacteria [42] 

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp) 

F_eub 

R_eub 

5´-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3´ 
5´-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT -3´ 

466 

P_eub 

F_eub 

5´-CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC AC-3´ 
5´-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3´ 

~ 220 

 

5.9.1 Příprava 25 μl PCR směsi 
 

· Všechny komponenty PCR reakce se před použitím zkontrolovaly, promíchaly a 
krátce centrifugovaly 

· PCR směs se připravila do Eppendorfových zkumavek o objemu 200 μl, množství 
jednotlivých komponent je uvedeno v Tabulce 8. (případné změny v objemech jsou 

uvedeny u jednotlivých výsledků) 
· Jako DNA matrice byla použita purifikovaná DNA izolovaná danou metodou, ředěna 

na koncentraci 10 ng/µl 
· Byla připravena negativní kontrola (kontrola kontaminace komponent) – místo DNA 

matrice byla do PCR směsi přidána PCR voda 

· Pozitivní kontrola (kontrola specificity PCR reakce) – jako DNA matrice byla použita 
purifikovaná DNA bakterií rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/μl 
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Tabulka 8: Komponenty pro příprava 25 μl PCR směsi 

Komponenta množství [μl] 

PPP master mix 12,5 

primer F_eub (10 pmol/µl) 1 

primer P_eub (10 pmol/µl) 1 

DNA (10 ng/µl) 1 

PCR voda 9,5 

 

Poznámka: 
Při testování funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou (5´bioPeub) byly tyto částice 
použity v PCR směsi místo primeru P_eub. 
 

5.9.2 Provedení PCR reakce 

 

· Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi se promíchaly a krátce centrifugovaly 

· Zkumavky se vzorky se umístnily do termocykleru a nastavil se program pro průběh 
PCR při detekci domény Bacteria dle Tabulky 9 

· Kroky 2 – 4 se opakovaly 30krát (není-li ve výsledcích uvedeno jinak) 
 

Tabulka 9: Program PCR pro detekci domény Bacteria 

Krok Teplota [°C] Čas 

1. počáteční denaturace 95 5 min 

2. denaturace 95 30 s 

3. hybridizace primerů 55 30 s 

4. syntéza DNA 72 30 s 

5. poslední cyklus 72 5 min 

 

Po skončení reakce se PCR produkty detekovaly agarózovou gelovou elektroforézou na 1,8 % 
agarózovém gelu nebo se uchovávaly při teplotě – 20°C v mrazáku. 
 

5.10 Agarózová gelová elektroforéza 

 

5.10.1 Gelová elektroforéza s bakteriální DNA 

 

· Připravil se 0,8 % agarózový gel (0,3 g agarózy, 50 ml 0,5x TBE pufru), suspenze se 

pečlivě rozvařila v mikrovlnné troubě, nalila do misky s hřebínkem a nechala se 

zatuhnout 

· Na polyethylenovém proužku se smíchalo 15 μl DNA s 3 μl nanášecího pufru (poměr 
1 : 5). Směs se nanesela do komůrky gelu 

· Vanička s gelem se opatrně převrstvila potřebným množstvím 0,5x TBE pufru a 

zapnul se zdroj napětí (70 V/ 1,5 hod.) 

· Po skončení elektroforézy se gel barvil ethidium bromidem (1 μg/ml) po dobu 0,5 -

 1 hod. 

· Gel se opláchnul v destilované vodě, umístnil na transiluminátor, kde se pozoroval v 

UV světle a udělala se fotodokumentace 
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5.10.2 Gelová elektroforéza PCR produktů 

 

· Připravil se 1,8 % agarózový gel (0,9 g agarózy, 50 ml 0,5x TBE pufru), suspenze se 

pečlivě rozvařila v mikrovlnné troubě, nalila do misky s hřebínkem a nechala se 

zatuhnout 

· PCR směs o objemu 25 μl se nanesela do komůrky gelu 

· Do jedné komůrky se naneslo 5 μl standardu (100 bp žebříček) 
· Vanička s gelem se opatrně převrstvila potřebným množstvím 0,5x TBE pufru a 

zapnul se zdroj napětí (70 V/ 1,5 hod.) 

· Po skončení elektroforézy se gel barvil ethidium bromidem (1 μg/ml) po dobu 0,5 – 

1 hod. 

· Gel se opláchnul v destilované vodě, umístnil na transiluminátor, kde se pozoroval v 

UV světle a udělala se fotodokumentace 
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6 VÝSLEDKY 
 

6.1 Kultivace bakteriálních buněk a kontrola čistoty bakteriální kultury 

 

Bakteriální kmeny Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp. 

paracasei CCDM 212/06 byly kultivovány dle kapitoly 5.1. Po 48 hodinách kultivace při 
37 °C v tekutém MRS médiu se ve zkumavkách vytvořil hustý mléčný zákal. 
Čistota bakteriální kultury byla ověřena křížovým roztěrem. Po 48 hodinách kultivace při 
37 °C na MRS agaru byla vizuálně ověřena čistota kultury.  
 

ü Na Petriho miskách narostly bílé neprůhledné lesklé kolonie, pravidelného tvaru o 
stejné velikosti 

ü Bakteriální kultura je čistá 

 

6.2 Izolace bakteriální DNA metodou fenolové extrakce 

 

Bakteriální DNA z čisté kultury kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T a 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 212/06 byla izolována metodou fenolové 
extrakce dle kapitoly 5.3. Přítomnost DNA byla ověřena agarózovou gelovou elektroforézou 
na 0,8 % agaróze  (kapitola 5.10.1) a prokázána v purifikované DNA i v hrubém lyzátu buněk 
(Obrázek 4). Výsledky jsou shrnuty v tabulce. 

 

 
Obrázek 4: Agarózová gelová elektroforéza hrubých lyzátů a purifikované DNA 

 

 

DNA 

DNA 
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běh DNA 
objem 

vzorku [μl] 
objem nanášecího 

pufru [μl] 
detekce 

DNA 

1 
hrubý lyzát 

(L.  paracasei ssp. paracasei) 
15 3 + 

2 
hrubý lyzát 

(L.  casei ssp. casei) 
15 3 + 

3 
purifikovaná DNA 

(L.  paracasei ssp. paracasei) 
15 3 + 

4 
purifikovaná DNA 

(L.  casei ssp. casei) 
15 3 + 

+ DNA byla detekována 

 

ü DNA byla izolována. Je relativně intaktní a vhodná pro PCR 

 

Množství a čistota vyizolované DNA byla stanovena spektrofotometricky dle kapitoly 5.7 a 

DNA byla naředěna TE pufrem na koncentraci 10 ng/µl. 
 

6.3 Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

 

Funkcionalizace nosiče PGMA-NH2-STV biotinylovanými sondami (5´bioR16-1 a 

5´bioPeub) byla provedena dle kapitoly 5.6.1. Byly optimalizovány následující podmínky: 
vliv KCl na navázání biotinylované sondy na nosič, ředění nosiče, ředění sondy a specificita 
vazby. Množství navázané sondy bylo stanoveno spektrofotometricky. Byl otestován i 
komerční nosič Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB). 

 

6.3.1 Testování vlivu KCl na navázání sondy (5´bioPeub) na nosič 

 

Byl testován vliv 0,25 – 1 M KCl na navázání sondy na nosič. Biotinylovaná sonda 
(5´bioPeub) byla ředěna v poměru 1:1 různě koncentrovaným KCl (0,5 – 2). Funkcionalizace 

byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 1. 
 

Schéma 1: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

Vzorek 1 2 3 4 5 

nosič [µl] 10 

c (KCl) [mol/l] - - 0,5 1 2 

množství KCl [µl] - - 5 

PCR voda [µl] - 5 - 

množství sondy (10 pmol/µl) [µl] 10 5 5 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub 10 pmol/µl (v PCR vodě) – ředěná KCl resp. PCR vodou 

 

PCR směs byla připravena dle Tabulky 10. Bylo testováno, jestli má různá koncentrace KCl 
vliv na navázání biotinylované sondy na nosič. Přítomnost navázané sondy byla zjišťována 
pomocí PCR (kapitola 5.9). Pro amplifikaci produktu PCR o velikosti ~ 220 bp byly použity 
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primery F_eub a P_eub. Částice s navázanou sondou o objemu 5 µl byly v PCR použity jako 
primer. Výsledky agarózové gelové elektroforézy jsou uvedeny na obr. 5. 

 

Tabulka 10: Příprava 25 µl PCR směsi 
 K* PK 1 2 3 4 5 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer F_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 1 

nosič + sonda 5´bioPeub [µl] 1 (voda) 1 (P_eub) 5 5 5 5 5 

DNA (10 ng/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 1 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 

 

 
Obrázek 5: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR – testování vlivu KCl na navázání 
biotinylované sondy (5´bioPeub) na nosiči se strepravidinem 

 

běh č. nosič [µl] 
5´bioPeub 

10 pmol/µl 
[µl] 

mn. KCl 

(vody) přidané 

k sondě [µl] 

konc. 

přidané KCl 
nosič s navázanou 

sondou v PCR [µl] 

detekce 

produktu 

PCR 

ST       

NK*  0 (voda)    - 

PK  1 (Peub)    +++ 

1 

10 

10 0  

5 

++ 

2 

5 

5 (PCR vody)  ++ 

3 

5 

0,5M + 

4 1M +/- 

5 2M - 

ST = standard 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl)  

+/-, +, ++, +++ různá intenzita detekovaného PCR produktu 

-  PCR produkt nebyl detekován 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

~ 220 bp 

1000 bp 

1500 bp 
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ü Byly detekovány PCR produkty o velikosti ~ 220 bp různé intenzity. Intenzita PCR 

produktu nepřímo závisela od přítomnosti KCl. 
 

6.3.2 Testování naředěného nosiče PGMA-NH2-STV 

 

Bylo testováno, zda je možné na funkcionalizaci použít 2x, 4x, 6x, 8x a 10x naředěné nosiče. 
Nosiče PGMA-NH2-STV byly naředěny 1x PBS. Jako sonda byl použit primer P_eub 
s přisyntetizovaným biotinem na 5´konci (5´bioPeub) o koncentraci 10 pmol/µl. 
Funkcionalizace byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 2. 
 

Schéma 2: Funkcionalizace různého množství nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

vzorek č. 1 2 3 4 5 

ředění nosiče v 1x PBS 2x 4x 6x 8x 10x 

množství ředěného nosiče PGMA-NH2-STV [µl] 10 

množství sondy 5´bioPeub 10 pmol/µl [µl] 10 

poměr nosič:sonda 1:1 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub 10 pmol/µl (v PCR vodě) 
 

Pomocí PCR bylo zjišťováno navázání biotinylované sondy na nosič se streptavidinem. Do 
PCR směsi byla použita purifikovaná DNA Lactobacillus o koncentraci 10 ng/µl a částice 
s navázanou sondou byly použity místo jednoho z primerů. Příprava PCR směsi je uvedena 
v Tabulce 11. Amplifikované produkty PCR byly detekovány agarózovou gelovau 
elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (obr. 6). 

 

Tabulka 11: Příprava 25 µl PCR směsi 
 K* PK 1 2 3 4 5 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer F_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 1 

nosič + sonda 5´bioPeub [µl] 1 (voda) 1 (P_eub) 5 5 5 5 5 

DNA (10 ng/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 1 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5 
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Obrázek 6: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR – testování 2, 4, 6, 8 a 10krát 
ředěných PGMA-NH2-STV nosičů 

 

 

běh č. nosič [µl] 
ředění nosiče 

v 1x PBS 

5´bioPeub 

10 pmol/µl [µl] 
nosič s navázanou 

sondou v PCR [µl] 
detekce PCR 

produktu 

ST      

K*   0 (voda)  - 

PK   1 (P_eub)  +++ 

1 

10 

2x 

10 5 

++ 

2 4x ++ 

3 6x ++ 

4 8x ++ 

5 10x + 

ST = standard 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+ detekce PCR produktu o slabé intenzitě 

++ detekce PCR produktu o střední intenzitě 

+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

-  PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Byly detekovány PCR produkty o velikosti ~ 220 bp různé intenzity v závislosti na 
ředění nosiče PGMA-NH2-STV 

ü Relativně intaktní produkty PCR byly detekovány i po ředění nosiče 8x 

ü Na nosičích PGMA-NH2-STV je dostatečné množství streptavidinu 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

~ 220 bp 

1000 bp 

1500 bp 
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6.3.3 Testování různého množství sondy (5´bioR16-1) 

 

Bylo testováno, jaké minimální množství sondy lze na funkcionalizaci použít. Sonda 
(5´bioR16-1) byla ředěna PCR vodou na koncentraci 5 – 0,5 pmol/µl. Funkcionalizace byla 

provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 3. 
 

Schéma 3: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioR16-1 

vzorek 1 2 3 4 

nosič [µl] 30 

c sondy (5´bioR16-1) [pmol/µl] 5 2,5 1 0,5 

sonda 5´bioR16-1 [µl] 30 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: R16-5´bio 5 pmol/µl (v PCR vodě) – ředěná na koncentraci 2,5; 1; 0,5 pmol/µl v PCR 

vodě 

 

PCR směs byla připravena dle Tabulky 12. Do PCR směsi bylo pipetováno 5 µl nosiče 
s navázanou biotinylovanou sondou (5´bioR16-1). Množství sondy bylo prokázáno v PCR 

pomocí rodově specifických primerů Lactobacillus R16-1 a LbLMA1-rev a detekováno 

agarózovou gelovou elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu (Obrázek 7). 

 

Tabulka 12: Příprava 25 µl PCR směsi 
 K* PK 1 2 3 4 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 

nosič + sonda 5´bioR16-1 [µl] 1 (voda) 1 (R16-1) 5 5 5 5 

DNA (10 ng/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 
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Obrázek 7: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR o velikosti ~ 250 bp – testování 
množství sondy 5´bioR16-1 použité na funkcionalizaci 
 

běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioR16-1 

[µl] 
c 5´bioR16-1 

[pmol/µl] 
nosič s navázanou 

sondou v PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

NK  1 (10 pmol/µl)   - 

K*  0 (voda)   - 

PK  1 (10 pmol/µl)   +++ 

1 

30 30 

5 

5 

+++ 

2 2,5 + 

3 1 - 

4 0,5 - 

ST = standard 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
NK = negativní kontrola – bez DNA, místio DNA matrice byla použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+++ PCR produkt silné intenzity 

+ PCR produkt slabé intenzity  

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Byly detekovány produkty PCR o velikosti ~ 250 bp různé intenzity v závislosti na 
množství použité sondy 

ü Pro funkcionalizaci je třeba používat sondu o koncentraci 5 pmol/µl 

200 bp 

100 bp 

300 bp 

1500 bp 

1000 bp 

~ 250 bp 
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6.3.4 Testování specificity vazby biotinylované sondy na nosič 

 

Pro testování specificity vazby byl použit nosič C22 (PGMA dextran coated Fe3O4 v 1x PBS), 

který je připraven podobně jako nosič PGMA-NH2-STV, není však funkcionalizován 
streptavidinem. Pomocí částic bez streptavidinu bylo testováno, zda se biotinylovaná sonda 
váže na nosič specificky, nebo zda dochází k nespecifické vazbě. Funkcionalizace nosiče 
biotinylovanou sondou byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 4. 

 

Schéma 4: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

vzorek 1 2 

typ nosiče PGMA-NH2-STV C22 

nosič [µl] 10 

sonda 5´bioPeub 5 pmol/µl [µl] 10 

poměr nosič:sonda 1:1 

Nosič:  PGMA-NH2-STV (v PBS) 

 C22 = PGMA dextran coated bez streptavidinu (v PBS) = kontrola specificity vazby 

Sonda: 5´bioPeub 5 pmol/µl (v PCR vodě)  
 

PCR směs byla připravena dle Tabulky 13. Pro amplifikaci produktu PCR o velikosti 

~ 220 bp byly použity primery P_eub a F_eub, přičemž částice s navázanou sondou byly do 
PCR směsi použity místo primeru P_eub. Výsledky agarózové gelové elektroforézy na 1,8 % 
agarózovém gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrázku 8. 

 

Tabulka 13: Příprava 25 µl PCR směsi 
 K* PK 1 2 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer F_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 

nosič + sonda 5´bioPeub [µl] 1 (voda) 1 (P_eub) 5 5 

DNA (10 ng/µl) [µl] 1 1 1 1 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
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Obrázek 8: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR – testování vazby biotinylované 
sondy na nosič C22 

 

běh č. nosič nosič [µl] 
5´bioPeub 

(5 pmol/µl) [µl] 
nosič s navázanou 

sondou v PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

K*   0 (voda)  - 

PK   1 (10 pmol/µl)  + 

1 PGMA-NH2-STV 
10 10 5 

+ 

2 C22 (bez STV) - 

ST = standard 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+ PCR produkt detekován  

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Produkty PCR byly detekovány po amplifikaci DNA izolované pomocí nosiče 
PGMA-NH2-STV s navázanou sondou 5´bioPeub 

ü Biotinylovaná sonda se na nosič PGMA-NH2-STV váže specificky 

ü Na nosič C22 (bez streptavidinu) nebyla prokázána vazba sondy 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

1500 bp 

1000 bp 

~ 220 bp 



43 

 

6.3.5 Testování nosiče Streptavidin-coated immunomagnetic beads 

 

Byl testován komerční nosič Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB) a různé 
množství sondy 5´bioPeub přidávané k tomuto nosiči. Funkcionalizace nosiče různým 
množstvím sondy 5´bioPeub byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 5. 
 

Schéma 5: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

vzorek č. 1 2 3 4 

Množství nosiče SCIB [µl] 10 10 10 10 

Množství sondy 5´bioPeub 10 pmol/µl [µl] 20 15 10 0 

Výsledná konc. 5´bioPeub [pmol/µl] 10 10 10 0 

Poměr nosič:sonda 1:2 1:1,5 1:1 1:0 

Nosič: Streptavidin-coated immunomagnetic beads (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub 10 pmol/µl (v PCR vodě) 
 

PCR směs byla připravena dle Tabulky 14. Pro amplifikikaci produktu o velikosti ~ 220 bp 

byly použity primery P_eub a F_eub, přičemž částice s navázanou sondou byly do PCR směsi 
použity místo primeru P_eub. Výsledky agarózové gelové elektroforézy na 1,8 % agarózovém 
gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrázku 9. 

 

Tabulka 14: Příprava 25 µl PCR směsi 
 K* PK 1 2 3 4 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer F_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 

nosič + sonda 5´bioPeub [µl] 1 (voda) 1 (P_eub) 5 5 5 5 

DNA (10 ng/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 

K* – kontrola – nosiče bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK – pozitivní kontrola, primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
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Obrázek 9: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR – testování komerčního nosiče 
Streptavidin-coated immunomagnetic beads a vlivu množství použité sondy 5´bioPeub. 
 

běh č. nosič [µl] 
5´bioPeub 

10 pmol/µl [µl] 
nosič s navázanou 

sondou v PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST     

K*  0 (voda)  - 

PK  1 (P_eub)  + 

1 

10 

20 

5 

- 

2 15 - 

3 10 - 

4 0 - 

ST = standard 

K* = kontrola – nosič bez sondy (primeru) + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl)  

+ PCR produkt detekován  

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Produkt PCR nebyl detekován 

ü Vazba sondy 5´bioPeub na komerční nosič Streptavidin-coated immunomagnetic 

beads nebyla prokázána 

ü Nosič obsahuje málo straptavidinu 

 

100 bp 

1500 bp 

200 bp 

300 bp 

1000 bp 

~ 220 bp 
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6.3.6 Spektrofotometrické stanovení množství navázané sondy 

 

Pomocí nanofotometru byla sledována změna koncentrace sondy R16-5´bio (5 pmol/µl) před 
a po navázání na nosič PGMA-NH2-STV (kapitola 5.6.1). Z rozdílu hodnot bylo vypočteno, 

kolik sondy se navázalo na nosič. Postup přípravy je uveden níže. Výsledky jsou uvedeny 
v tabulce 7. 

 

Postup: 

· k 30 µl zásobního nosiče PGMA-NH2-STV promytého 2 M KCl se přidalo 30 µl 
sondy 5´bioR16-1 o koncentraci 5 pmol/µl – změřila se koncentrace sondy dle 
kapitoly 5.7 (3x) před přidáním k nosiči (Tabulka 15) 

· nosič se sondou byl inkubován 15 min. při laboratorní teplotě za stálého promíchávání 
· nosiče se odseparovaly na magnetickém separátoru, odebral se supernatant a změřila 

se koncentrace sondy (3x) v roztoku (Tabulka 15) 

 

Tabulka 15: Koncentrace sondy 5´bioR16-1 v roztoku 

c R16-5´bio [ng/µl] 1 2 3 Ø 

PŘED navázáním na nosič 60,7 49,6 57,0 ~ 58 

PO navázání na nosič 3,5 3,9 4,6 ~ 4 

 

Výpočet množství navázané sondy: 
58 ng/µl  ..................... 100 % 

4 ng/µl  ........................... x % 

%9,6
58

4
100 =×=x  

množství navázané sondy = %1,939,6100 =-  

 

ü 93,1 % sondy se váže na nosič – při použití sondy 5´bioR16-1 o koncentraci 5 pmol/µl 
a množství nosiče a sondy v poměru 1:1 
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6.4 Testování citlivosti PCR s primery R16-1 a LbLMA1-rev 

 

Bylo testováno, jaké minimální množství DNA jsme schopni pomocí PCR amplifikovat za 
vzniku amplikonů detekovatelných v PCR. DNA byla naředěna TE pufrem na koncentraci 
10 ng/μl až 10 fg/μl. PCR směs byla připravena dle Tabulky 16. Výsledky agarózové gelové 
elektroforézy na 1,8 % agarózovém gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrázku 10. 

 

Tabulka 16: Příprava 25 μl PCR směsi 
 1 2 3 4 5 6 7 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 

(10 pmol/µl) [µl] 
1 1 1 1 1 1 1 

primer LbLMA1-rev 

(10 pmol/µl) [µl] 
1 1 1 1 1 1 1 

DNA [µl] 1 1 1 1 1 1 1 

c DNA 10 ng/μl 10fg/μl 100fg/μl 1pg/μl 10 pg/μl 100 pg/μl 1 ng/μl 
PCR voda [µl] 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 

 

 
Obrázek 10: Testování citlivosti PCR. V PCR směsích bylo amplifikováno od 10 ng/μl do 
10 fg/μl DNA. V PCR byly použity rodově specifické primery R16-1 a LbLMA1-rev pro rod 

Lactobacillus. 

~ 250 bp 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

1000 bp 

1500 bp 
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běh č. c (DNA) detekce produktu PCR 

ST   

1 10 ng/μl +++ 

2 10fg/μl +/- 

3 100fg/μl +/- 

4 1pg/μl +/- 

5 10 pg/μl + 

6 100 pg/μl +++ 

7 1 ng/μl +++ 

ST = standard 

+/- detekce produktu o velmi slabé intenzitě 

+ detekce PCR produkt o slabé intenzitě 

+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü V rodově specifické PCR s primery R16-1 a LbLMA1-rev bylo detekováno jako 
nejnižší množství DNA v PCR směsi 10 pg. Toto množství DNA se amplifikovalo za 
vzniku produktů PCR detekovaných na gelu 

 

6.5 Hybridizace a selektivní izolace DNA pomocí funkcionalizovaných částic 

 

Hybridizace a selektivní izolace byla testována pomocí dvou nosičů: PGMA-NH2-STV a 

MPG
®
 Streptavidin, na které byla navázána biotinylovaná sonda (5´bioPeub, 5´bioR16-1). 

Hybridizace byla provedena dle kapitoly 5.6.2. Byly optimalizovány následující podmínky: 

promývání částic s navázanou sondou po hybridizaci (3, 7, 12, 13 a 15 násobné promytí), více 
cyklů v PCR, prodloužení času hybridizace, 2násobné zakoncentrování vyeluované DNA. 
Jako kontrola specificity hybridizace byly použity dané nosiče bez navázané sondy. 
 

6.5.1 Testování 3krát promývaných částic 

 

Byla testována specifická izolace bakteriální DNA, pomocí nosiče PGMA-NH2-STV 

funkcionalizovaného biotinylovanou sondou 5´bioPeub o koncentraci 5 pmol/µl. 
Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou byla provedena dle kapitoly 5.6.1 

a Schématu 6. Jako kontrola specificity byly použity nosiče PGMA-NH2-STV bez navázané 
sondy. Selektivní izolace byla provedena s DNA (10 ng/µl) (dle kapitoly 5.6.2), která byla 
izolována metodou fenolové extrakce z čisté kultury. Hybridizace probíhala při laboratorní 
teplotě po dobu 10 minut. Po hybridizaci DNA s biotinylovanou sondou 5´bioPeub byly 
nosiče 3x promyty – 1x 2 M NaCl a 2x TE pufrem. 

 

Schéma 6: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

vzorek č. 1 (2,3,5) 4 (6) 

Množství nosiče PGMA-NH2-STV [µl] 50 

Množství sondy 5´bioPeub 5 pmol/µl [µl] 50 0 

Vzorky 5 a 6 = částice po eluci DNA ze vzorků 1 a 4 rozpuštěné v 20 µl TE pufru 
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Byla testována DNA, která byla selektivně vyizolována pomocí nosičů PGMA-NH2-STV 

s navázanou biotinylovanou sodou. Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti 
~ 250 bp byly použity rodově specifické primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod 

Lactobacillus. PCR směs byla připravena dle Tabulky 17. Amplifikované PCR produkty byly 
detekovány agarovou gelovou elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 

(Obrázek 11). 

 

Tabulka 17: Příprava 25 µl PCR směsi 

   DNA po eluci 

kontrola 

bez 

sondy 

nosiče po 

eluci DNA 

 NK PK 1 2 3 4 5 6 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 1 1 

primer LbLMA1-rev 

(10 pmol/µl) [µl] 
1 1 1 1 1 1 1 1 

DNA [µl] 0 1 (10 ng/µl) 2 3 4 2 2 2 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 8,5 7,5 6,5 8,5 8,5 8,5 

 

 
Obrázek 11: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR o velikosti ~ 250 bp s rodově 
specifickými primery R16-1 a LbLMA1-rev. Testování selektivní izolace DNA pomocí nosičů 
PGMA-NH2-STV s navázanou biotinylovanou sondou (5´bioPeub). Nosiče byly po hybridizaci 

3krát promyty. 

 

 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 
~ 250 bp 

1500 bp 

1000 bp 
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běh č. nosič [µl] 
5´bioPeub 

5 pmol/µl [µl] 
mn. DNA do 

PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST     

NK   0 (voda) - 

PK   1 (10 ng/µl) +++ 

1 

50 

50 2 + 

2 50 3 ++ 

3 50 4 ++ 

4 0 2 (izolace bez sondy) ++ 

5 50 2 (částice po eluci) +++ 

6 0 2 (částice po eluci) +++ 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – bez DNA, místo DNA matrice byla použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl)  

+ detekce PCR produkt o slabé intenzitě 

++ detekce PCR produktu o střední intenzitě 

+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü DNA se váže nespecificky (na částice bez sondy) 
ü Specifický produkt PCR o velikosti ~ 250 bp byl amplifikován po izolaci DNA ze 

všech vzorků 

ü Intenzivní produkty PCR byly amplifikovány v PCR po přidání částic po eluci DNA 

 

I když se nosiče po hybridizaci promývaly 7krát stále byl po amplifikaci detekován produkt 
PCR to znamená, že je DNA navázána nespecificky. DNA se rovněž amplifikovala na 
nosičích po eluci DNA, stejně intenzivně jako při trojnásobném promývání. 
 

6.5.2 Testování 12krát promývaných částic 

 

Postup byl stejný jak v přededchozím případě, jenom po hybridizaci s DNA (kapitola 5.6.2) 

byly nosiče 10x promyty 2 M NaCl a 2x TE pufrem Funkcionalizace nosiče biotinylovanou 

sondou je shrnuta ve Schématu 7. 

Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~ 250 bp byly použity rodově 
specifické primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR směs byla připravena 

dle Tabulky 17. Amplifikované produkty PCR byly detekovány agarovou gelovou 
elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 12). 

 

Schéma 7: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

vzorek č. 1 (2,3,5) 4 (6) 

Mn. nosiče PGMA-NH2-STV [µl] 20 

Mn. sondy 5´bioPeub 5 pmol/µl [µl] 20 0 

Vzorky 5 a 6 = částice po eluci DNA ze vzorků 1 a 4 rozpuštěné v 20 µl TE pufru 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub o koncentraci 5 pmol/µl (v PCR vodě) 
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Obrázek 12: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR o velikosti ~ 250 bp s rodově 
specifickými primery R16-1 a LbLMA-1. Testování 12krát promývaných částic. 

 

běh č. nosič [µl] 
5´bioPeub 

5 pmol/µl [µl] 
mn. DNA do 

PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST     

NK   0 (voda) - 

PK   1 (10 ng/µl) + 

1 

20 

20 2 - 

2 20 3 - 

3 20 4 - 

4 0 2 (izolace bez sondy) - 

5 20 2 (částice po eluci) - 

6 0 2 (částice po eluci) - 

+ PCR byl detekován 

-  PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Většina DNA byla navázána nespecificky a vymyla se 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

1500 bp 

1000 bp 

~ 250 bp 

dimery 

primerů 
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6.5.3 Testování 12krát promývaných částic a 40 cyklů PCR 

 

· v testu byly použity vzorky z předešlého pokusu, byl zvýšen počet cyklů v PCR na 40 

· do PCR bylo přidáváno po 5 µl vyizolované DNA a po 5 µl nosičů po eluci (v TE 
pufru) 

 

Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 5´bioPeub je shrnuta ve Schématu 8. Pro 

amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~ 250 bp byly použity rodově specifické 
primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR směs byla připravena dle 
Tabulky 18. Amplifikované PCR produkty byly detekovány agarovou gelovou elektroforézou 
na 1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (obr. 13). 

 

Schéma 8: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

vzorek č. 1 (3) 2 (4) 

Množství nosiče PGMA-NH2-STV [µl] 20 

Množství sondy 5´bioPeub 5 pmol/µl [µl] 20 0 

Vzorky 3 a 4 = částice po eluci DNA ze vzorků 1 a 2 rozpuštěné v 20 µl TE pufru 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub o koncentraci 5 pmol/µl (v PCR vodě) 
 

Tabulka 18: Příprava 25 µl PCR směsi 

   DNA po eluci 
kontrola 

bez sondy 

nosiče po 

eluci DNA 

 NK PK 1 2 3 4 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 1 1 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) 1 1 1 1 1 1 

DNA [µl] 0 1 (10 ng/µl) 5 5 5 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 
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Obrázek 13: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR o velikosti ~ 250 bp s rodově 
specifickými primery R16-1 a LbLMA1-rev. Testování 12krát promývaných částic a 40 cyklů 
PCR. 

 

běh č. nosič [µl] 
5´bioPeub 

5 pmol/µl [µl] 
mn. DNA do 

PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

nespecifické 

amplikony 

ST      

NK   0 (voda) - + 

PK   1 (10 ng/µl) + + 

1 

20 

20 5 + + 

2 0 5 (izolace bez sondy) + + 

3 20 5 (částice po eluci) + + 

4 0 5 (částice po eluci) + + 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – bez DNA, místo DNA matrice byla použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – primery + purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl)  

+ PCR produkt byl detekován 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü produkt PCR byl detekován po izolaci DNA nosičem se sondou i bez sondy 

ü DNA se váže na nosič nespecificky 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

1500 bp 

1000 bp 

~ 250 bp 

nespecifické 

amplikony 
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6.5.4 Testování 13krát promývaných částic s použitím degradované DNA 

 

Pro hybridizaci byla DNA mechanicky degradována pomocí injekční stříkačky. Bylo 
testováno intenzivnější promývání – 13krát. Byl aplikován stejný postup (kapitola 5.6.2), 

nosič, sonda a primery jako u předešlých testů, funkcionalizace nosiče je shrnuta ve 
Schématu 9. Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~ 250 bp byly použity 
rodově specifické primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. Do PCR směsi, která 
byla připravena dle Tabulky 19, bylo pipetováno 5 µl vyizolovné DNA resp. nosiče po eluci 

DNA. Amplifikované produkty PCR byly detekovány agarovou gelovou elektroforézou na 
1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 14). 

 

Schéma 9: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

vzorek č. 1 (5) 2 (6) 3 (7) 4 (8) 

Mn. nosiče PGMA-NH2-STV [µl] 30 

Mn. sondy 5´bioPeub 5 pmol/µl [µl] 30 30 0 0 

denaturovaná DNA 10 ng/µl [µl] 30* 30 30* 30 

* DNA byla degradována pomocí jehly 

Vzorky 5, 6, 7 a 8 = částice po eluci DNA ze vzorků 1-4 rozpuštěné v 30 µl TE pufru 

Nosič: PGMA-NH2-STV (v PBS) 

Sonda: 5´bioPeub o koncentraci 5 pmol/µl (v PCR vodě) 
 

Tabulka 19: Příprava 25 µl PCR směsi 
 NK PK 1-8 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

DNA [µl] 1 (voda) 1(10 ng/µl) 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 
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Obr. 14: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR s rodově specifickými primery R16-1 

a LbLMA1-rev. Testování 13krát promývaných částic s použitím degradované DNA 

 

běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioPeub 

[µl]  
denaturovaná DNA 

použita na hybridizaci 
mn. DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

NK     - 

PK     + 

1 

30 

30 degradovaná 

5 

- 

2 30 nedegradovaná - 

3 0 degradovaná - 

4 0 nedegradovaná - 

5 30 degradovaná 

5částice 

- 

6 30 nedegradovaná - 

7 0 degradovaná - 

8 0 nedegradovaná - 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – místo DNA matrice použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+ PCR produkt byl detekován 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Specifický produkt PCR nebyl detekován s výjimkou pozitivní kontroly 

 

6.5.5 Testování částic s navázanou sondou 5´bioR16-1 

 

Na selektivní izolaci byla testována další sonda a to 5´bioR16-1. Byla testována izolace 
degradované a nedegradované DNA. Navázání biotinylované sondy 5´bioR16-1 na nosič se 
streptavidinem (PGMA-NH2-STV) bylo provedeno dle Schématu 10. DNA byla před 
hybridizací 2x zředěna 1 M NaCl. Hybridizace byla provedena v prostředí 1 M NaCl.  Nosiče 
byly po hybridizaci s DNA 15krát promyty a 2krát přepipetovány do nové Eppendorfovy 

zkumavky. Pro amplifikaci specifického produktu PCR o velikosti ~ 250 bp byly použity 

~ 250 bp 

100 bp 

200 bp 
300 bp 

1000 bp 

1500 bp 
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rodově specifické primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR směs byla 
připravena dle Tabulky 20. Amplifikované PCR produkty byly detekovány agarózovou 

gelovou elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 15). 

 

Schéma 10: Funkcionalizace nosič biotinylovanou sondou 

vzorek 
nosič PGMA-NH2-STV 

[µl] 
5´bioR16-1 

(5 pmol/µl) [µl] 
denaturovaná 

DNA (ng/µl) [µl] 
1 (5) 

50 

50 50* 

2 (6) 50 50 

3 (7) - 50 

4 (8) - - 

* DNA byla před denaturací degradována pomocí jehly 

Vzorky 5-7 = částice po eluci DNA ze vzorků 1-3 rozpuštěné v 50 µl TE pufru, vzorek 4 resp. 

8 byly jen čisté promyté částice, bez navázané sondy a DNA 

 

Tabulka 20: Příprava 25 µl PCR směsi 
 NK PK 1-8 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

primer LbLMAev1- (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

DNA [µl] 0 (voda) 1 (10 ng/µl) 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 

 

 
Obrázek 15: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR (250 bp) s rodově specifickými 
primery R16-1 a LbLMA1-rev. Testování selektivní izolace DNA pomocí nosičů PGMA-NH2-

STV s navázanou biotinylovanou sondou (5´bioR16-1). 

 

 

1500 bp 

1000 bp 

100 bp 

200 bp 

300 bp 
~ 250 bp 
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běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioR16-1 

[µl]  
denaturovaná DNA 

použita na hybridizaci 
mn. DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

NK     - 

PK     + 

1 

50 

50 degradovaná 

5 

- 

2 50 nedegradovaná - 

3  degradovaná - 

4  nedegradovaná - 

5 50 degradovaná 

5částice 

- 

6 50 nedegradovaná - 

7  degradovaná - 

8  nedegradovaná - 

 

ü PCR produkt nebyl detekován (s výjimkou pozitivní kontroly) 
 

Stejná DNA byla použita v další PCR, ale byl navýšen počet cyklů na 35. Ani po 35 cyklech 
v PCR se nepodařilo amplifikovat produkt PCR u žádného vzorku. Po zvýšení času 
hybridizace na 1 hod, byl po 35 cyklech v PCR amplifikován PCR produkt o velmi slabé 
intenzitě na nosičích po eluci. Dále byla selektivně vyizolovaná DNA použita v další PCR 
jako DNA matrice – ve všech vzorkách byl detekován smír (čmouha). 
 

6.5.6 Testování komerčních částic MPG®
Streptavidina sondoy 5´bioPeub 

 

Byl použit postup dodávaný výrobcem vis kapitola 5.5 (PureBiotech LLC). 

Byla testována selektivní izolace DNA pomocí komerčních částic MPG®
 Streptavidin. Pro 

izolaci byl použit postup uvedený od výrobce. Na částice byla navázaná oligonukleotidová 
sonda 5´bioPeub o koncentraci 10 pmol/μl (v PCR vodě), která byla ředěna v poměru 1:1 
v 2 M KCl. Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou je uvedena ve Schématu 11. Před 
hybridizací byla celková DNA denaturována na vodní lázni o teplotě 70°C. 
 

Schéma 11: Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

vzorek nosič [µl] 
5´bioPeub 10 pmol/µl 

v 2M KCl 1:1 [µl] 
denaturovaná 

DNA [µl] 
1 (3) 

30 
30 30 

2 (4) - 30 

Nosič: MPG®
Streptavidin 

Sonda: 5´bioPeub 10 pmol/μl (v PCR vodě) ředěna v poměru 1:1 2 M KCl 

Vzorky 3 a 4 = částice po eluci DNA ze vzorků 1 a 2 rozpuštěné v 30 µl TE pufru 

 

DNA vyizolovaná pomocí nosičů MPG®
 Streptavidin-5´bioPeub byla testována v PCR. 

Jednotlivé komponenty byly do PCR směsí pipetovány dle Tabulky 21. Specificita vazby byla 

testována pomocí nosiče MPG®
 Streptavidin bez navázané biotinylované sondy. 

Amplifikované PCR produkty (~ 220 bp) byly detekovány gelovou elektroforézou na 

agarózovém gelu (Obrázek 16). 
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Tabulka 21: Příprava 25 µl PCR směsi 
 NK PK 1 – 4 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 

primer P_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

primer F_eub (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 

DNA [µl] 0 1 (10 ng/µl) 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 

 

 
Obrázek 16: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR s primery P_eub a F_eub – 

testování komerčního nosiče (MPG
®Streptavidin) a sondoy 5´bioPeub (10 pmol/µl). DNA 

byla denaturována a eluována při teplotě 70°C. 
 

běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioPeub 10 pmol/µl 

v 2M KCl 1:1 [µl]  
mn. DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST     

NK    - 

PK    + 

1 

30 

30 
5 

+/- 

2  - 

3 30 
5částice 

- 

4  - 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – místo DNA matrice použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+ PCR produkt byl detekován  

- PCR produkt nebyl detekován 

~ 220 bp 

100 bp 

200 bp 

300 bp 

1500 bp 

1000 bp 
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ü Po amplifikaci DNA izolované pomocí nosiče se sondou 5´bioPeub byl detekován 
produkt PCR slabé intenzity 

ü Po přidání částic, co zbyly po eluci DNA, do PCR směsi, produkty PCR detekovány 
nebyly 

 

6.5.7 Testování částic MPG®
Streptavidin-5´bioPeub. Vyšší teplota denaturace 

 

Byla testována selektivní izolace pomocí komerčních částic MPG®
 Streptavidin. Postup daný 

výrobcem (kapitola 5.5) byl částečně modifikován – teplota denaturace DNA byla zvýšena na 

99°C/4 minuty, po hybridizaci byly nosiče 3x promyty 2 M KCl a 2x TE pufrem. 

Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou je shrnuta ve Schématu 12. 
 

Schéma 12: Funkcionalizace nosiče MPG®
 Streptavidin biotinylovanou sondou 5´bioPeub 

vzorek nosič [µl] 
5´bioPeub10 pmol/µl 
v 2 M KCl 1:1 [µl] 

denaturovaná 

DNA [µl] 
1 (4) 

30 

30 30* 

2 (5) 30 30 

3 (6) - 30* 

* DNA byla před denaturací degradována pomocí jehly 

Vzorky 4-6  = částice po eluci DNA ze vzorků 1-3 rozpuštěné v 30 µl TE pufru 

Nosič: MPG
®

 Streptavidin 

Sonda: 5´bioPeub10 pmol/μl (v PCR vodě) 
 

DNA vyizolovaná pomocí funkcionalizovaných částic byla testována v PCR pomocí primeru 
P_eub a F_eub. Do PCR směsí (Tab. 13, kapitola 5.9) bylo pipetováno 5 µl DNA. Specificita 

vazby byla testována pomocí nosiče MPG®
 Streptavidin bez navázané biotinylované sondy. 

Amplifikované produkty PCR (~ 220 bp) byly detekovány gelovou elektroforézou na 

agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 17). 
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Obrázek 17: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR s primery P_eub a F_eub – 

testování částic (MPG®
 Streptavidin) funkcionalizovaných biotinylovanou sondou 5´bioPeub. 

DNA byla denaturována a eluována při teplotě 99°C. 
 

běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioPeub 10 pmol/µl 

v 2 M KCl 1:1 [µl] 
denaturovaná DNA 

použita na hybridizaci 
mn. DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

NK    0 (voda) - 

PK    1 (10 ng/µl) +++ 

1 

30 

30 degradovaná 

5 

+++ 

2 30 nedegradovaná +++ 

3  degradovaná + 

4 30 degradovaná 

5částice 

- 

5 30 nedegradovaná - 

6  degradovaná - 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – místo DNA matrice použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

+ detekce PCR produktu o slabé intenzitě 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Intenzivní PCR produkty byly detekovány, po selektivní izolaci DNA z degradované 
i nedegradované DNA denaturované 99 °C/ 4 minuty 

ü Produkt PCR slabé intenzity byl detekován i na nosiči bez sondy (kontrola) 

ü DNA se na nosiče váže i nespecificky 

 

100 bp 

200 bp 

300 bp 
~ 220 bp 

1000 bp 

1500 bp 
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6.5.8 Selektivní nosiče MPG
®

Streptavidin a různé teploty při eluci DNA 

 

Byla testována selektivní izolace DNA pomocí komerčních částic MPG®
 Streptavidin 

s navázanou biotinylovanou sondou 5´bioR16-1 o koncentraci 10 pmol/μl (v PCR vodě), která 
byla ředěna v poměru 1:1 v 2 M KCl. Funkcionalizace nosiče je uvedena ve Schématu 13. 
Vyizolovaná DNA (kapitola 5.6.2) byla eluována do 10 µl TE pufru (byla 2x 

zakoncentrována) a eluce byla prováděna při teplotě 99°C a 60°C. Bylo testováno zda-li při 
dané teplotě dojde k rozštěpení vazby streptavidin-biotin nebo jenom k denaturaci DNA. 

Specificita vazby byla testována pomocí nosiče MPG®
 Streptavidin bez navázané 

biotinylované sondy. 
 

Schéma 13: Funkcionalizace nosičů biotinylovanou sondou 

vzorek nosič [µl] 
5´bioR16-1 10 pmol/µl 

v 2 M KCl 1:1 [µl] 
denaturovaná 

DNA [µl] 
1 (4) 

20 

20 20 

2 (5, 7) 20 20 

3 (6, 8) - 20 

Vzorky 4-6  = částice po eluci DNA ze vzorků 1-3 rozpuštěné v 20 µl TE pufru 

Nosič: MPG
®

 Streptavidin 

Sonda: 5´bioR16-1 10 pmol/μl (v PCR vodě) 
 

Selektivně vyizolovaná DNA byla testována v rodově specifické PCR Lactobacillus pomocí 
primeru R16-1 a LbLMA1-rev. PCR směs byla připravena dle Tabulka 22. Amplfikované 
PCR produkty (~ 250 bp) byly detekovány gelovou elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu 
dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 18). 

 

Tabulka 22: Příprava 25 µl PCR směsi 
 NK PK 1 – 6 7 – 8 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 0 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 

DNA [µl] 0 1 (10 ng/µl) 5 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 6,5 

Vzorky 7 a 8 byly použity i jako DNA i jako primer R16-1 – testovalo se zda-li se při eluci 
rozrušila vazba streptavidin-biotin a sonda 5´bioR16 (primer) se uvolnila do roztoku s DNA. 
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Obrázek 18: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR s primery R16-1 a LbLMA1-rev – 

testování různé teploty (99°C, 60°C) eluce DNA navázané na částicích MPG® 
Streptavidin 

s navázanou biotinylovanou sondou 5´bioR16-1 a rozrušení vazby streptavidin-biotin 

 

běh č. 
nosič 

[µl] 
5´bioR16-1 10 pmol/µl 

v 2 M KCl 1:1 [µl] 
mn. DNA 

do PCR [µl] 
Teplota 

eluce [°C] 
detekce 

produktu PCR 

ST      

NK   0 (voda)  - 

PK   1 (10 ng/µl)  +++ 

1 

20 

20 

5 

99 +++ 

2 20 60 +++ 

3  60 +/- 

4 20 

5částice 

99 + 

5 20 60 + 

6  60 +/- 

7 20 
5 

60 +++ 

8  60 - 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – místo DNA matrice použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

+ detekce PCR produktu o slabé intenzitě 

+/- detekce PCR produktu o velmi slabé intenzitě 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Produkty PCR byly detekovány po amplifikaci DNA eluované z nosiče při 99 °C 
a 60 °C. DNA byla selektivně vyizolována (běh č. 1, 2) 

ü Produkt PCR nízké intenzity byl amplifikován z nosiče bez sondy (běh č. 3) 
ü DNA se váže na nosiče i nespecificky 

~ 250 bp 
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6.5.9 Izolace DNA z potravin pomocí magnetických nosičů Fkol 135ox 

 

Na izolaci byly použity 3 potravinové výrobky: Actimel s vanilkovou příchutí (Danone), 
Florián activ (Olma) a smetanový jogurt Jahůdka (mlékárny Kunín). Z každého mléčného 
výrobku se odebralo 2x po 1 ml, zlyzovalo pomocí lyzačního roztoku a z hrubých lyzátu se 
izolovala celková DNA pomocí magnetických částic Fkol 135ox dle kapitoly 5.4. V PCR 

pomocí rodově specifických primerů R16-1 a LbLMA-1 se testovala přítomnost bakterií rodu 
Lactobacillus ve vybraných mléčných výrobcích. PCR směs byla připravena dle Tabulky 23. 

Amplfikované produkty PCR o velikosti ~ 250 bp byly detekovány gelovou elektroforézou na 
1,8% agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrázek 19). 

 

Tabulka 23: Příprava 25 µl PCR směsi 
 NK PK 1 – 6 

PPP master mix[µl] 12,5 12,5 12,5 

primer Peub (10 pmol/µl)[µl] 1 1 1 

primer Feub (10 pmol/µl)[µl] 1 1 1 

DNA[µl] 0 1 (10 ng/µl) 1 

PCR voda[µl] 9,5 9,5 9,5 

 

 
Obrázek 19: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR (~ 250 bp) s rodově specifickými 
primery R16-1 a LbLMA-1. Ze tří mléčných výrobků byla DNA izolována pomocí 
magnetických částic Fkol 135ox 

 

~ 250 bp 
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běh č. výrobek 
množství DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

PK  1 (10 ng/µl) +++ 

NK  0 (voda) - 

ST    

1 
Actimel 

1 

+++ 

2 +++ 

3 Florián 

activ 

+ 

4 + 

5 smetanový jogurt 
Jahůdka 

++ 

6 ++ 

ST = standard 

NK = negativní kontrola – místo DNA matrice použita PCR voda 

PK = pozitivní kontrola – purifikovaná DNA Lactobacillus (10 ng/µl) 
+++ detekce PCR produktu o silné intenzitě 

++ detekce PCR produktu střední intenzitě 

+ detekce PCR produktu slabé intenzitě 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü DNA byla vyizolována ze všech vzorků potravin 

ü V PCR byla u všech výrobků amplifikována DNA rodu Lactobacillus 

 

6.5.10 Selektivní izolace DNA z potravin pomocí nosičů (PGMA-NH2-STV) 

 

Ze dvou mléčných výrobků (Actimel, smetanový jogurt Jahůdka) byla selektivně izolována 
DNA pomocí nosičů se streptavidinem (PGMA-NH2-STV, MPG

®
Streptavidin) s navázanou 

biotinylovanou sondou 5´bioR16-1 (kapitola 5.6.2). Izolace byla provedena jak z hrubých 
lyzátů, tak i z DNA purifikované pomocí částic Fkol 135ox. Částice byly po hybridizace 15x 
promyty a 2x přepipetovány do nové Eppendorfovy zkumavky. DNA byla po vyizolování 2x 
zakoncentrována – částice byly eluovány do polovičního množství TE pufru, než byl původní 
objem nosiče. PCR směs byla připravena dle Tabulky 24. Specificita vazby byla testována 
pomocí nosiče bez navázané biotinylované sondy. Amplfikované produkty PCR (~ 250 bp) 

byly detekovány gelovou elektroforézou na 1,8% agarózovém gelu dle kapitoly 5.10.2 

(Obrázek 20). 

 

Tabulka 24: Příprava 25 µl PCR směsi 
   PGMA-NH2-STV MPG

® 
Streptavidin 

 NK PK 1 – 5 6 – 8 

PPP master mix [µl] 12,5 12,5 12,5 12,5 

primer R16-1 (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 

primer LbLMA1-rev (10 pmol/µl) [µl] 1 1 1 1 

DNA [µl] 0 1 (10 ng/µl) 5 5 

PCR voda [µl] 9,5 9,5 5,5 5,5 
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Obrázek 20: Agarózová gelová elektroforéza produktů PCR (~ 250 bp) – selektivní izolace 
DNA z mléčných výrobků pomocí nosičů se streptavidinem (PGMA-NH2-STV, 

MPG
® 

Streptavidin) s navázanou biotinylovanou sondou 5´bioR16-1 

 

běh č. nosič 
nosič 

[µl] 
5´bioR16 

5 pmol/µl [µl] 
denaturovaná DNA 

použita na hybridizaci 
mn. DNA 

do PCR [µl] 
detekce 

produktu PCR 

NK     0 (voda) - 

PK     1 (10 ng/µl) + 

ST      - 

1 

P
G

M
A

-N
H

2
-S

T
V

 

50 

50 

Actimel purifikovaná 
DNA 

5 

- 

2 Actimel hrubý lyzát - 

3 jogurt purifikovaná DNA - 

4 jogurt hrubý lyzát - 

5 0 
DNA Lactobacillus 

(10 ng/µl) 
- 

6 

M
P

G
®
 S

T
V

 

30 

30 

Actimel purifikovaná 
DNA 

- 

7 Actimel hrubý lyzát - 

8 0 
DNA Lactobacillus 

(10 ng/µl) 
- 

+ PCR produkt byl detekován 

- PCR produkt nebyl detekován 

 

ü Selektivní izolace DNA z mléčných výrobků nebyla v PCR prokázána 

~ 250 bp 
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7 DISKUSE 
 

7.1 Kultivace a kontrola čistoty bakteriální kultury 

 

Bakteriální kmeny Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp. 

paracasei CCDM 212/06 naočkovány v tekutém MRS médiu [41] po 48 hodinách kultivace 
při 37 °C se ve zkumavkách vytvořil hustý mléčný zákal. 
Čistota bakteriální kultury byla ověřena křížovým roztěrem. Po 48 hodinách kultivace při 
37 °C na MRS agaru byla vizuálně ověřena čistota kultury. Na Petriho miskách narostly bílé 
neprůhledné lesklé kolonie, pravidelného tvaru o stejné velikosti. Takýto vzhled kolonií je 
popsán i v literatuře [43] z čehož předpokládáme, že bakteriální kultura je čistá. 
 

7.2 Izolace DNA metodou fenolové extrakce 

 

Metodou fenolové extrakce byla izolována DNA z hrubých lyzátů buněk testovaných kmenů 
Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 

212/06. Přítomnost a kvalita purifikované DNA byla ověřena agarózovou gelovou 

elektroforézou na 0,8 % agarózovam gelu [44]. DNA byla izolována v dostatečném množství 
pro PCR. 

Koncentrace a čistota byla stanovena spektrofotometricky. Vzorky byly proměřeny na 
přístroji NanoPhotometr

TM
 Implen. Poměr absorbancí při vlnových délkách 260 a 280 nm byl 

větší než 1,8 z čehož plyne, že vzorky neobsahovaly proteiny [45]. 

 

7.3 Funkcionalizace nosiče biotinylovanou sondou 

 

Na funkcionalizaci nosiče PGMA-NH2-STV byly použity dvě biotinylované sondy 5´bioPeub 
a 5´bioR16-1 o koncentraci 10 pmol/μl. Byly optimalizovány následující podmínky: vliv KCl 
na navázání biotinylované sondy na nosič, ředění nosiče, ředění sondy a specificita vazby. 
Navázání biotinylované sondy na nosič bylo prokazováno v PCR. Množství navázané sondy 
bylo stanoveno spektrofotometricky. Byl testován i komerční nosič Streptavidin-coated 

immunomagnetic beads (SCIB). 

 

· Vliv KCl na navázání biotinylované sondy na nosič 

Byl testován vliv 0,25 – 1 M KCl na navázání sondy na nosič. Biotinylovaná sonda 5´bioPeub 
o koncentraci 10 pmol/μl byla ředěna v poměru 1:1 různě koncentrovanou KCl (0,5 – 2 mol/l) 

resp. PCR vodou. Takhle připravená sonda byla použita na funkcionalizaci nosiče. Produkt 

PCR (~ 220 bp) o různé intenzitě byl amplifikován v PCR s primery P_eub a F_eub [42], kde 

částice s navázanou biotinylovanou sondou byly použity místo primeru P_eub. Bylo zjištěno, 
že KCl má vliv na navázání biotinylované sondy na streptavidin. Čím vyšší koncentrace KCl, 
tím hůře se biotinylovaná sonda vázala na streptavidinový nosič. Z výsledků dále vyplývá, že 
můžeme sondu 5´bioPeub (10 pom/µl) naředit 2x PCR vodou na koncentraci 5 pmol/µl a 
detekce PCR produktu je o stejné intenzitě jako u sondy o koncentraci 10 pmol/µl, z čehož 
vyplývá, že sonda je přidávána k nosičům v nadbytku. 
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· Ředění nosiče 

Bylo testováno, zda je možné na funkcionalizaci použít naředěné magnetické nosiče.  Nosiče 

PGMA-NH2-STV byly 2x, 4x, 6x, 8x a 10x naředěny 1x PBS. Takhle připravené nosiče byly 
použity pro funkcionalizaci biotinylovanou sondou 5´bioPeub. Množství sondy navázané na 

2x až 10x zředěný nosič nemělo velký vliv na intenzitu produktů PCR, z čehož plyne, že na 
částicích je dostatečné množství streptavidinu. 
 

· Ředění sondy 

Bylo testováno, jaké minimální množství sondy lze na funkcionalizaci použít. Sonda byla 
ředěna PCR vodou na koncentraci 5; 2,5; 1 a 0,5 pmol/µl. Pomocí rodově specifických 
primerů Lactobacillus R16-1 a LbLMA1-rev [41], kde částice s navázanou biotinylovanou 
sondou byly použity místo primeru R16-1, byl amplifikován specifický PCR produkt 
(~ 250 bp) o různé intenzitě v závislosti na koncentraci použité sondy, z čehož plyne, že na 
funkconalizaci je třeba použít sondu o koncentraci 5 pmol/µl. 
 

· Specificita vazby 

Pomocí částic bez streptavidinu bylo testováno, zda se biotinylovaná sonda váže na nosič 
specificky, nebo zda dochází k nespecifické vazbě. Pomocí primerů P_eub a F_eub [42], kde 

částice s navázanou biotinylovanou sondou byly použity místo primeru P_eub, nedošlo v PCR 
k amplifikaci produktu (~ 220 bp), z čehož plyne, že sonda se na nosič váže specificky. 

 

· Spektrofotometrické stanovení množství navázané sondy 

Množství sondy navázané na nosič bylo stanoveno spektrofotometricky z rozdílu koncentrací 
před a po funkcionalizaci nosiče biotinylovanou sondou. Vzorky byly proměřeny na přístroji 
NanoPhotometr

TM
 Implen [45]. Na funkcionalizaci bylo použito množství sondy a nosiče 

v poměru 1:1, o koncentraci sondy 5 pmol/µl (v PCR vodě). Po funkcionalizaci nezbyla 
v roztoku téměř žádná sonda, z čehož plyne, že většina sondy se navázala na nosič. 

 

· Nosič Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB) 

Na funkcionalizaci byl testován i komerční nosič Streptavidin-coated immunomagnetic beads 

(SCIB). Pomocí nosiče Streptavidin coated immunomagnetic beads nedošlo k detekci PCR 

produktu ani při použití dvojnásobného množství sondy. Tento nosič má na sobě 
pravděpodobně navázáno velmi malé množství streptavidinu. 
 

7.4 Citlivost PCR 

 

V rodově specifické PCR Lactobacillus s primery R16-1 a LbLMA1-rev [41] došlo 
k amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti 250 bp. Použitá DNA matrice byla 
ředěna TE pufrem na koncentraci 10 ng/μl až 10 fg/μl. Citlivost PCR byla stanovena na 

10 pg/μl. 
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7.5 Hybridizace a izolace DNA pomocí funkcionalizovaných částic 

 

Hybridizace a selektivní izolace byla testována pomocí dvou nosičů: PGMA-NH2-STV a 

MPG
®
 Streptavidin, na které byla navázána biotinylovaná sonda (5´bioPeub, 5´bioR16-1). 

Byly optimalizovány následující podmínky: promývání částic s navázanou sondou po 
hybridizaci (3, 7, 12, 13 a 15 násobné promytí), více cyklů v PCR, prodloužení času 
hybridizace, 2násobné zakoncentrování vyeluované DNA. Jako kontrola specificity vazby 

byly použity dané nosiče bez navázané sondy. 
Tuto metodu se nepodařilo zoptimalizovat. Bylo však zjištěno, že vazba streptavidin-biotin 

může být rorušena působením teploty 60 °C po dobu 10 minut, což bylo popsáno i 
v odborných článcích [27]. 

 

7.6 Izolace DNA z potravin pomocí magnetických částic 

 

· Izolace DNA z potravin pomocí částic Fkol 135 ox 

Ze třech různých mléčných výrobků (Actimel, Florián activ a smetanový jogurt Jahůdka) byly 
připraveny hrubé lyzáty buněk, ze kterých byla pomocí magnetických částic Fkol 135ox 
izolována celková DNA [46]. 

V PCR byla pomocí rodově specifických primerů R16-1 a LbLMA1-rev [41] testována 
přítomnost bakterií rodu Lactobacillus ve vybraných mléčných výrobcích. Produkty PCR o 

velikosti ~ 250 bp byly detekovány gelovou elektroforézou na 1,8 % agarózovém gelu 
[44, 46]. Byla potvrzena přítomnost bakterií rodu Lactobacillus ve všech výrobcích, což 
souhlasí s údaji deklarovanými na obalu. 

 

· Selektivní izolace DNA z potravin pomocí magnetických částic 

Ze dvou mléčných výrobků (Actimel, smetanový jogurt Jahůdka) byla selektivně izolována 
DNA pomocí nosičů se streptavidinem (PGMA-NH2-STV, MPG

®
Streptavidin) s navázanou 

biotinylovanou sondou 5´bioR16. Izolace byla provedena jak z hrubých lyzátů, tak i z DNA 

purifikované pomocí částic Fkol 135ox [46]. 

DNA nebyla v PCR detekována buď z důvodu, že se nenahybridizovala na částice nebo se 
nahybridizovala v malém množství nebo byla veškeré DNA mnohonásobným promýváním 
vymyta. 
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8 ZÁVĚR 
 

Při studiu selektivní izolace bakteriální DNA s využitím magnetických částic: 
1. Byl optimalizován postup funkcionalizace nosiče PGMA-NH2-STV sondami 

5´bioPeub a 5´bioR16-1. 

2. Optimální postup funkcionalizace nosiče PGMA-NH2-STV biotinylovanými sondami 
5´bioPeub a 5´bioR16-1 je následující: 

 

· Za zásobního roztoku nosiče PGMA-NH2-STV (v PBS) se odebralo 20 μl do sterilní 
Eppendorfovy zkumavky 

· Zkumavky se umístnily do separátoru a provedla se magnetická separace (cca 30 s) 
a odebral se supernatant 

· Nosiče se promyly 200 μl 2 M KCl, na magnetickém separátoru se nosiče 
odseparovaly a odebral se supernatant 

· K nosičům se přidalo 20 μl biotinylované sondy 5´bioPeub (5´bioR16-1) o 

koncentraci 5 pmol/μl (v PCR vodě) 
· Směs se inkubovala po dobu 10 minut při laboratorní teplotě za stálého 

promíchávání, následně se nosiče odseparovaly a odebral se supernatant 
· Nosiče s navázanou biotinylovanou sondou se promyly 200 μl 2 M NaCl, provedla 

se magnetická separace a odebral se supernatant, tento krok se zopakoval ještě 
jedenkrát 

· Nosiče se promyly 200 μl TE pufru, odseparovaly na magnetickém separátoru a 
odebral se supernatant 

· Promyté částice s navázanou sondou se rozsuspendovali ve 20 μl TE pufru 

 

Lze použít i v jiných objemech, za předpokladu, že poměr nosič : sonda musí být 1:1, 
kde koncentrace sondy bude 5 pmol/μl v PCR vodě 

 

3. Bylo ukázáno, že poměr nosič : sonda musí být 1:1 a koncentrace sondy minimálně 
5 pmol/μl PCR vody 

4. Bylo ukázáno, že nespecifická adsorbce DNA na nosič PGMA-NH2-STV je výrazně 
větší než na komerční nosič MPG®

 Straptavidin 

5. Nosič MPG®
 Straptavidin lze funkcionalizovat biotinylovanými sondami za stejných 

podmínek jako nosič PGMA-NH2-STV. Tento nosič lze použít pro izolaci DNA. 
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10 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 

bp pár bazí (base pair) 
CFU kolonie tvořící jednotku (colony forming unit) 
CIZ chloroform-izoamylalkohol 

dATP 2´-deoxyadenin 5´-trifosfát 
dCTP 2´-deoxycytidin 5´-trifosfát 
dGTP 2´-deoxyguanosin 5´-trifosfát 
DNA deoxyribonukleová kyselina 

dsDNA dvouřetězcová DNA 

dTTP 2´-deoxythymidin 5´-trifosfát 
EtBr ethidum bromid 

K* kontrola bez sondy 

MPG z angl. Magnetic Porous Glass 

NK negativní kontrola 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PEG polyetylen glykol 

PGMA polyglycidyl metacrylate 

PK pozitivní kontrola 

RNA ribonukleová kyelina  

SDS dodecylsulfát sodný 

ssDNA jednořětězcová DNA 

ST standard 

STV streptavidin 

TBE Tris-borát-EDTA 

TE Tris-EDTA 


