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Anotace 

Tato práce se věnuje různým způsobům izolace DNA z bakterie Pseudomonas aeruginosa. 

Zabývá se popisem rodu Pseudomonas a jeho jednotlivých zástupců. Podrobněji rozebírá 

bakterii Pseudomonas aeruginosa. Dále se zaměřuje na různé způsoby izolace DNA. 

V praktické části je popsána izolace DNA pomocí různých způsobů a sad. 
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Annotation 

This Bachelor thesis focuses on different methods of DNA isolation from Pseudomonas 

aeruginosa. It deals with the description of the genus Pseudomonas and its individual 

representatives. It analyses in detail Pseudomonas aeruginosa. It also focuses on different 

methods of DNA isolation. The practical part describes the isolation of DNA using various 

methods and kits. 
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Úvod 

Tato práce se zabývá různými metodami izolace DNA z bakterie Pseudomonas aeruginosa. 

Zaměřuje se obecně na rod Pseudomonas a jeho jednotlivé druhy. Podrobněji se věnuje 

Pseudomonas aeruginosa, což je oportunní patogen, který je nebezpečný především pro osoby 

s cystickou fibrózou. Běžně se vyskytuje v nemocničním prostředí, kde kolonizuje především 

vodní kohoutky a další podobné povrchy. Má řadu faktorů virulence, kvůli kterým je velmi 

odolná, a to i vůči některým dezinfekcím. Typické jsou pro ni pigmenty pyoverdin, pyocyanin, 

pyomelanin a pyorubin, jež jsou zároveň faktory virulence. Diagnostikovat ji lze několika 

způsoby, a to kultivačně, pomocí PCR nebo například hmotnostní spektrometrií. 

DNA je nukleová kyselina, jež se nachází ve všech buňkách a některých virech. Byla 

objevena v roce 1869 Friedrichem Miescherem. Kóduje genetickou informaci. Skládá se 

z nukleotidů složených z cukerné složky, fosfátu a nukleové báze. Dvoušroubovice vzniká 

spojením bází z nukleotidových řetězců pomocí vodíkových vazeb. DNA je možné izolovat 

z jakéhokoliv biologického materiálu. Získaná DNA má mnoho využití v medicíně. Izolace 

DNA se skládá z několika kroků, a to lyze buněk, inaktivace nežádoucích látek a separace 

DNA. Izolace DNA je důležitou metodou pro další diagnostiku všech mikroorganismů, proto 

je více metod, pomocí nichž se dá DNA izolovat. V experimentální části porovnáváme několik 

způsobů izolace DNA, a to fenol chloroformovou extrakci, adsorpci na silikátové kolonky 

v podobě komerčně vyráběných sad a rychlou metodu izolace pomocí komerční sady. 
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1. Teoretická část 

1.1. Rod Pseudomonas  

Rod Pseudomonas patří do čeledi Pseudomonadaceae. Jsou to kataláza pozitivní 

saprofytické gramnegativní aerobní bakterie. Obvykle jsou to rovné nebo mírně zahnuté 

tyčinky, měřící 0,5-0,8 µm na šířku a 1,5-3 µm na výšku. Netvoří spory a pohybují se pomocí 

jednoho polárního bičíku. Jsou psychrofilní, ideální teplota pro jejich růst je 0-41 °C. Pro přežití 

potřebují pH 4,5 a vyšší. Vyskytují se všude v přírodě. Často se vyskytují v nemocnicích, kde 

infikují pacienta prostřednictvím vody. Některé druhy Pseudomonas jsou zodpovědné 

za hnilobu potravin [1, 2]. Tvar a Gramovo barvení je vidět na obrázku 1. 

 

Obrázek 1: Gramovo barvení Pseudomonas aeruginosa [3]. 

1.1.1. Výskyt 

Vyskytují se všude v přírodě, obývají půdu, vodu a vegetaci. Kolonizují též kůži a sliznice 

zdravých osob. Často se vyskytují v nemocnicích, kde se uchytávají na potraviny, dřezy, 

kohoutky, mopy a dýchací zařízení a infikují oslabené jedince. Jednotlivé druhy se rozlišují 

biochemickými a DNA hybridizačními testy. Antiséra na lipopolysacharidy a proteiny vnější 

membrány vykazují zkříženou reaktivitu mezi sérovary. Pseudomonas je možné kultivovat na 

většině univerzálních médií a identifikovat pomocí biochemických médií [4].  

1.1.2. Podmínky kultivace 

Zástupci rodu Pseudomonas jsou nenáročné mikroorganizmy. Rostou na jednoduchých 

selektivních i neselektivních médiích. Mezi neselektivní patří například Columbia nebo 

Tryptic Soy agar. Selektivní jsou například King agar, MacConkey agar nebo selektivní 

médium pro Pseudomonas. To obsahuje cetrimid, kyselinu nalidixovou, cefaloridin, 

penicilin G, pimaricin, malachitovou zeleň a další inhibiční činidla. Rostou přibližně 

24-48 hodin při 28-42 °C. Kolonie na pevném médiu jsou většinou ploché. U pacientů 

s cystickou fibrózou byl pozorován hlavně mukoidní nárůst. Všechny fluorescenční druhy 

produkují žlutý pyoverdin [5, 6]. 
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1.1.3. Druhy  

Pseudomonas (P.) maltophilia je hned po Pseudomonas aeruginosa (P. a.) druhým 

nejčastěji izolovaným druhem v klinických laboratořích. Vyskytuje se ve vodě a mléku. Je to 

oportunní patogen a způsobuje pneumonie, endokarditidy, infekce močových cest a ran, 

septikémie a meningitidy.  

P. cepacia je hlavně rostlinný patogen, který je též oportunně patogenní. Jedná se 

o nozokomiální patogen způsobující například zápal plic, infekce ran a močových cest. Stejně 

jako P. a. napadá pacienty s cystickou fibrózou, ale působí systémově, zatímco P. a. působí 

na plíce. P. cepacia je velmi odolná vůči mnohým druhům antibiotik. 

P. mallei a P. pseudomallei mohou způsobovat onemocnění u zdravých jedinců. P. mallei je 

původcem vozhřivky u koní. U lidí často způsobuje smrtelné infekce, ale někdy též chronická 

onemocnění. Do těla se dostává respiračním traktem nebo přes odřenou kůži. P. pseudomallei 

vyvolává melioidózu zvířat a u lidí plicní infekce [7]. 

P. fluorescens je rostlinná saprofytická rhizobakterie, využívá tedy ke svému životu 

rozkládající se části rostlin a kolonizuje povrch kořenů. Je schopna podporovat růst rostlin 

přímou stimulací růstu a předcházením škodlivým účinkům patogenů. Produkuje nazelenalé 

pigmenty, fluoreskující pod ultrafialovým (UV) světlem. Vyskytuje se na nejrůznějších 

místech, například v půdě, na rostlinách, nesterilních léčivech a na sprchových hlavicích. 

U člověka není patogenní, ale oslabeným jedincům může způsobit bakteriémii, kdy se pacient 

infikuje prostřednictvím kontaminovaných krevních produktů nebo zařízením na intravenózní 

infuzi. Bakterie může být dále spojena s některými infekcemi dýchacích cest a u některých 

pacientů s Crohnovou chorobou byla prokázána tvorba sérových protilátek proti P. fluorescens 

[8, 9].  

P. alcaligenes je vzácný oportunní lidský patogen obývající půdu a vodu. Tento druh 

nedokáže využívat cukry, kromě fruktózy, jako zdroje uhlíku. Roste při teplotách až 41 °C, což 

je vyšší než většina druhů Pseudomonas [10, 11].  

P. putida patří mezi fluorescenční druhy bakterií. Vyskytuje se především ve znečištěné 

vodě, půdách a na rostlinách. Jedná se o rychle rostoucí nenáročnou bakterii, vysoce odolnou 

vůči oxidačnímu stresu a toxickým chemikáliím. Málokdy způsobuje onemocnění člověka, 

popřípadě způsobuje infekci kůže nebo měkkých tkání u oslabených jedinců. Dále byly 
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zaznamenány případy, kdy P. putida způsobila pneumonii, tonzilitidy nebo například infekci 

krevního řečiště [12, 13]. 

P. aeruginosa, jakožto nejznámější zástupce rodu Pseudomonas, bude popsána ve vlastní 

kapitole. 

1.2. Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativní aerobní bakterie, vyskytující se všude v přírodě.  

Je to oportunní nozokomiální patogen, který způsobuje mnoho akutních i chronických 

onemocnění. Nejvíce ohroženou skupinou jsou pacienti s cystickou fibrózou. Kvůli řadě 

mechanizmů adaptace, přežití a rezistence vůči mnohým léčivům, dezinfekcím a antibiotikům, 

může P. a. způsobovat život ohrožující infekce [14]. 

1.2.1. Výskyt  

Vyskytuje se všude v přírodě. Dokáže tvořit biofilmy, a tak se snadno přichytává 

na nejrůznější povrchy. Velkým problémem jsou biofilmy ve zdravotnictví, kdy se P. a. 

přichytává například na kontaktní čočky, katetry a implantáty.  Tímto způsobem zasahuje 

i do potravinářského průmyslu, kdy se P. a. zachytává v kádích či nádržích [15]. 

1.2.2. Virulence 

P. a. má řadu buněčných a extracelulárních faktorů virulence, které přispívají k její 

patogenezi a jsou řízeny vzájemně propojenými regulačními okruhy a signalizačními systémy. 

Nejdůležitějšími faktory virulence jsou: 

• Vnější membrána 

• Biofilm 

• Bičík (Flagellum) 

Vnitřní strana membrány je fosfolipidová a vnější lipopolysacharidová a je v ní uloženo 

kolem 300 proteinů. Zabraňuje průniku škodlivých látek do buňky. 

Biofilm, který P. a. tvoří, je velmi odolný k antibiotikům, dezinfekcím a obranným 

mechanizmům hostitele. Kvůli biofilmu je odstraňování této bakterie náročnější. Tvoří ho 

hlavně kapsulární polysacharid, alginát (mukoidní exopolysacharid) a agregátní polysacharidy. 

Mimo jiné obsahuje také extracelulární deoxyribonukleovou kyselinu a proteiny. Zralé biofilmy 

mají houbovitou strukturu a tvoří síť kanálků, která rozvádí živiny a kyslík do buněk 

a odstraňuje odpadní látky. 
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P. a. má jeden polární bičík, který jí umožňuje pohyb ve vodném prostředí nebo v prostředí 

s nízkou viskozitou. Dochází k rotaci vývrtkovým způsobem, čímž vzniká síla schopná bakterii 

posouvat. Pohyblivost je důležitá pro vazbu P. a. na epitel dýchacích cest. Přichycení bičíku 

pomáhá počátečnímu vytvoření biofilmu. 

Dalším faktorem virulence jsou pily, vláskovité bičíky, skládající se z pilinu. Podílejí se 

na hybnosti a adhezi buněk a zároveň napomáhají tvorbě houbovité struktury biofilmu.  

P. a. má také sekreční systémy, vylučující různé druhy toxinů z buňky. Nejtoxičtějším je 

exotoxin A, způsobující nekrózu v místě kolonizace. Dalšími vylučovanými látkami jsou 

barviva. Pyocyanin, jenž poškozuje několik enzymů a deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), 

čímž způsobuje lýzu buňky, je jedním z nich. Mimo jiné zodpovídá za modrozelenou barvu 

kolonií. Pyoverdin pravděpodobně slouží k získávání železa z hostitele. Pyomelanin chrání 

P. a. proti oxidačnímu stresu a pomáhá jí v získávání železa. Posledním barvivem je pyorubin, 

který potlačuje tvorbu jiných mikroorganismů. Mezi další vylučované látky patří například 

ramnolipidy a antioxidační enzymy [16, 17, 18, 19, 20]. 

1.2.3. Pigmenty 

P. a. produkuje čtyři pigmenty, zelený pyoverdin, modrý pyocyanin, hnědý pyomelanin 

a červený pyorubin. Tyto pigmenty hrají roli v odolnosti a virulenci bakterie. 

Pyoverdin je velmi stabilní fluorescenční sideroforní barvivo (obr. 2). Dříve byl označován 

jako fluorescein a díky schopnosti chelatovat železo, se označoval také jako enterobactin. 

Kromě P. a. je produkován také Pseudomonas fluorescens a Pseudomonas putida. Skládá se 

ze tří částí, a to chinolinového kruhu, peptidu a dikarboxylové kyseliny nebo amidu. Peptid má 

šest až dvanáct aminokyselin. Fluorescenční vlastnosti má pyoverdin díky chinolinovému 

kruhu, který působí jako chromofor. Pyoverdin je nejvíc produkován při pH 8 a jeho tvorba 

může být stimulována prolinem. Výroba pyoverdinu souvisí s koncentrací železa. Pokud se 

ke kultuře přidá látka chelatující železo, produkce pyoverdinu stoupne [21].  
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Obrázek 2: Fluorescence kolonií Pseudomonas aeruginosa [22]. 

Pyocyanin je modrozelené fenazinové barvivo typické pouze pro P. a. (obr. 3). Může 

inhibovat růst bakterií a plísní. Pyocyanin má redoxní vlastnosti a pokud je redukován 

na leukopyocyanin, může redukovat železo a kyslík, a tak vytvářet hydroxylové radikály. 

Leukopyocyanin může mimo jiné extrahovat železo z transferinu jeho redukcí na železnatý 

kationt. Pyocyanin inaktivuje katalázu a superoxidázu, což jsou enzymy odpovědné 

za snižování účinků reaktivních forem kyslíku [21]. 

 

Obrázek 3: Struktura pyocyaninu [23]. 

Pyomelanin je tmavý pigment patřící mezi melaninová barviva. Má mnoho funkcí, podílí se 

na odolnosti vůči oxidativnímu stresu, příjmu železa a virulenci. Vyšší produkce melaninu se 

často vyskytuje u pacientů s cystickou fibrózou a při zánětech močových cest [19]. 

Pyorubin je červený pigment, který pravděpodobně chrání bakterii před působením 

kyslíkových radikálů. Kromě toho má antibakteriální aktivitu způsobující potlačení růstu jiných 

bakterií. P. a. je jednou z mála bakterií produkujících tento pigment [20]. 

Na obrázku 4 jsou kolonie P. a. se všemi zmíněnými pigmenty. 
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Obrázek 4: Pigmentace kolonií Pseudomonas aeruginosa, převzato a upraveno z [24]. 

1.2.4. Onemocnění  

P. a. je oportunně patogenní mikroorganizmus a využívá oslabeného hostitele. 

Nejohroženější skupinou jsou pacienti s cystickou fibrózou, u kterých způsobuje infekce 

dýchacích cest. Způsobuje mnoho druhů infekcí od téměř neškodných až po život ohrožující. 

Vyvolává infekce kůže v místě jejího poranění a očí u pacientů používajících kontaktní čočky. 

Mezi další postižené orgány patří uši, srdce, měkké tkáně, klouby, dýchací cesty, 

gastrointestinální trakt, močové cesty a centrální nervový systém. Pneumonie a sepse způsobuje 

především u pacientů na jednotkách intenzivní péče [25, 26].  

1.2.5. Diagnostika 

Pro zajištění včasné a účinné léčby je důležitá rychlá a přesná diagnostika P. a. Lze 

ji rozpoznat při nárůstu na živných půdách. Nejedná se však o spolehlivou metodu, protože 

P. a. má různorodou morfologii. Může tvořit malé kolonie, které budou hrubé, vrásčité nebo 

mohou tvořit biofilm a tehdy se jedná o lepivé kolonie (obr. 5). Existuje mnoho přístrojů, které 

poskytují přesnější diagnostiku, avšak většinou postrádají specifičnost, vyžadují vysoce 

kvalifikovaný personál a časté referenční testy. Kromě kultivace sputa existují nové rychlejší 

a přesnější metody.  
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Obrázek 5: Nárůst Pseudomonas aeruginosa na živné půdě [27]. 

Mezi molekulárně biologické metody patří polymerázová řetězová reakce (PCR). Využívá 

se na amplifikaci a detekci sekvencí DNA a RNA. Pomocí této metody můžeme stanovit 

virovou infekci v počátečním stádiu, mikroorganizmy ve vodě, vzduchu, půdě a potravinách. 

Je to rychlá a vysoce citlivá metoda, která vyžaduje minimální matrici. Kromě klasické PCR 

v dnešní době existuje několik dalších druhů této metody. Multiplexní PCR je zaměřena na 

amplifikaci více genů zároveň v jedné reakci. Uplatňuje se několik párů specifických primerů, 

které jsou komplementární k určitým sekvencím. Kvantitativní PCR (qPCR) se používá pro 

kvantitativní stanovení dané bakterie ve vzorku. Používají se při ní fluorescenční barviva, která 

se vážou na dvouvláknovou DNA a následně se měří fluorescence. Intenzita fluorescence je 

přímo úměrná množství replikované DNA.  

Dalšími způsoby diagnostiky jsou hmotnostní spektrometrie a detekce biosenzorem 

s nanočásticemi. Hmotnostní spektrometrie vytváří peptidové mapování (PMF) zkoumaných 

mikroorganismů na bázi ribozomálních proteinů, které se porovnávají s referenční databází 

PMF za účelem identifikace a charakterizace bakterií v klinických vzorcích. Metoda není 

ovlivněna kultivačními podmínkami, jako jsou kultivační média a délka kultivace. Jedním 

z barviv produkovaných P. a. je pyoverdin, což je fluorescenční siderofor, obsahuje tedy železo. 

Z toho důvodu je možné P. a. stanovit biosenzory pomocí nanočástic zlata. Jedná se o rychlou 

a spolehlivou metodu [28, 29, 30]. 

1.2.6. Kultivace 

P. a. nejlépe roste při 37 °C, ale je to psychrofilní bakterie a přežívá tedy v rozmezí teplot 

od 4 °C do 42 °C. Teplota pod 30 °C výrazně snižuje virulenci bakterie. Narostlé bakterie se 
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skladují při 4 °C ideálně po dobu jednoho týdne. P. a. je aerobní bakterie, ale je možné 

ji kultivovat též anaerobně na některých zdrojích uhlíku za přídavku dusičnanů jako akceptorů 

dusíku. 

P. a. roste na krevním, Endově a MacConkey agaru a mnoha dalších univerzálních médiích. 

Velmi se jí daří na médiu Luria-Bertani. Na krevním agaru tvoří často -hemolýzu z důvodu 

tvorby fosfolipázy C a termostabilního glykolipidu. Na Endově agaru tvoří nepravidelné 

kolonie s nerovnými okraji a perleťovým leskem. Kolonie P. a. mají charakteristickou ovocnou 

vůni. Dále se využívají média speciálně určená pro P. a., která jsou upravená pro studium vlivu 

uhlíku, dusíku a síry na růst a virulenci bakterie. Pro izolaci čisté kolonie P. a. se využívá 

Pseudomonas izolační agar, selektující P. a. od Escherichia coli a King agar, jež stimuluje 

produkci pyocyaninu [31, 32]. 

1.2.7. Terapie  

Léčba infekcí způsobených P. a. je složitá, protože se jedná o velmi rezistentní druh. 

Standardně se závažné infekce léčí intravenózně kombinovanou léčbou piperacillinu nebo 

ceftazidimu s aminoglykosidem. Kmeny P. a. jsou citlivé na širokospektré peniciliny 

a cefalosporiny, aminoglykosidy, monobaktamy, karbapenemy a fluorochinolony. Avšak 

objevují se i kmeny rezistentní, proti nimž je třeba využít jiných léčiv. Jako další se používaly 

například kolistin a polymyxin B, což jsou starší léčiva. Od těchto látek se upustilo z důvodu 

toxicity a vedlejších účinků. Proti těmto léčivům si však kmeny P. a. brzy také vybudovaly 

rezistenci. Z důvodu vysoké rezistence se začala používat kombinovaná léčiva. Používá se 

kombinace cefalosporinů a -laktamáz, konkrétně ceftazidim-avibaktam 

a ceftolozan-tazobaktam. Nově se používá cefiderocol, který je strukturně příbuzný 

cefalosporinům a z betalaktamových antibiotik je v současné době nejúčinnější na záněty 

močových cest. Za zmínku též stojí plazomicin na močové infekce a murepavadin na infekce 

dolních cest dýchacích [26, 33]. 

1.2.8. Prevence 

V minulosti byla snaha o vytvoření vakcíny proti P. a. V 90. letech 20. století byla vyvinuta 

vakcína pro imunizaci pacientů s cystickou fibrózou. Vakcína byla relativně účinná, 

ale nepokračovalo se v její výrobě. Další vakcína byla zaměřena proti bičíkům a prokázala se 

aktivní imunizace pacientů s cystickou fibrózou. Třetím pokusem byl dvacet let dlouhý vývoj 

vakcín založený na fúzních proteinech vnější membrány jako antigenu. Vakcína byla velmi 
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nadějná, ale nebyla schválena. Nyní tedy neexistuje žádná vakcína, ale jsou známy antigeny, 

které by do budoucna potencionálně mohly být užitečné.  

P. a. je nozokomiální patogen a z tohoto důvodu jsou v nemocnicích zavedeny postupy, 

které chrání pacienty i nemocniční personál. Důležitá je hygiena rukou a dezinfekce prostředí. 

P. a. si velmi snadno vytváří rezistenci na antibiotika, a proto je třeba se vyhnout dlouhodobému 

užívání antibiotik. Vzhledem k tomu, že často kontaminuje vodní kohoutek a následně ruce 

při mytí, instalují se do vodovodních baterií speciální filtry, které brání vzniku bakterií [26, 34]. 

1.3. Deoxyribonukleová kyselina 

Deoxyribonukleová kyselina je organická chemická látka složité molekulární struktury. 

Nachází se ve všech prokaryotických a eukaryotických buňkách a v některých virech. Kóduje 

genetickou informaci organizmu. Obsahuje tedy všechny informace potřebné k vybudování 

a udržení organizmu. V jádře tvoří DNA komplex s proteiny zvaný chromatin. Je velmi stabilní 

a z tohoto důvodu může sloužit jako templát pro replikaci dalších molekul DNA nebo 

pro produkci RNA [35, 36]. 

1.3.1. Historie  

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) byla objevena v roce 1869 švýcarským biochemikem 

Friedrichem Miescherem, když chtěl zjistit chemické složení leukocytů. Při pozorování buněk 

se brzy zaměřil na jádro. Při působení kyseliny na jádro vznikala sraženina, kterou nazval 

nuklein. Později byl tento název změněn na nukleovou kyselinu. DNA se zabýval též Albrecht 

Kossel, který dokázal, že nukleová kyselina (NK) se skládá z purinové a pyrimidinové báze, 

cukru a fosfátu. Theodor Boveri a Walter Sutton v roce 1902 zjistili, že jednotky dědičnosti 

jsou umístěny na chromozomech. V roce 1909 byla objevena ribonukleová kyselina (RNA), 

nazvaná podle ribózy, kterou obsahuje. Ve 30. letech 20. století byly objeveny čtyři báze 

a deoxyribóza, podle níž se DNA nazývá. Další významný objev učinil americký biochemik 

Erwin Chargaff, který zjistil, že molekuly DNA určitého druhu obsahují vždy stejné množství 

bází adenin, thymin, cytosin a guanin. V roce 1941 bylo dokázáno, že za produkci jednoho 

enzymu je zodpovědný jeden gen. Prvními vědci, co sestavili strukturu molekuly DNA, byli 

James Watson a Francis Crick. Dále byla v roce 1956 objevena DNA polymeráza, která je 

zodpovědná za replikaci DNA. Na konci 50. let Francis Crick zavedl pojem, označovaný jako 

centrální dogma molekulární biologie, kde říká, že informace je přepsána z DNA do RNA 

a následně je převedena na protein. Dále přinesl informaci o tom, že tři báze v DNA vždy kódují 
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jednu aminokyselinu v proteinu. Mechanizmus replikace DNA poprvé popsali Matthew 

Meselson a Franklin Stahl v roce 1958 [37, 38]. 

1.3.2. Struktura a funkce 

Molekula DNA se skládá ze dvou dlouhých polynukleotidových řetězců složených ze čtyř 

typů nukleotidových podjednotek. Základní části nukleotidů jsou pospojovány pomocí 

vodíkových vazeb. Nukleotidy jsou složeny z cukru, ke kterému je připojena jedna či více 

fosfátových skupin pomocí fosfodiesterové vazby a báze obsahující dusík. U DNA je cukr 

deoxyribóza spojena s jednou fosfátovou skupinou. Báze u DNA jsou adenin – A, guanin – G, 

cytosin – C a thymin – T (obr. 6). U RNA je místo thyminu uracil – U. Fosfátová skupina je 

tvořena atomem fosforu se čtyřmi atomy kyslíku. Nukleotidy jsou v řetězci spojeny kovalentní 

vazbou přes cukry a fosfáty.  

 

Obrázek 6: Struktura bází u DNA [39]. 

Chemická polarita řetězce je dána způsobem, jakým jsou spojeny nukleotidové podjednotky. 

Každý cukr má na jedné straně 5´fosfát a na druhé straně 3´hydroxyl, které do sebe vždy 

zapadají a jsou orientovány stejným směrem.  

Dvoušroubovice je tvořena spojením bází z nukleotidových řetězců pomocí vodíkových 

vazeb. Báze jsou na vnitřní straně dvoušroubovice a cukr s fosfátem jsou na vnější straně. 

Vodíkovými vazbami se páruje vždy purinová báze (adenin a guanin) s pyrimidinovou bází 

(thymin a cytosin). Párování bází poskytuje DNA schopnost sbalit páry bází uvnitř 

dvoušroubovice v energeticky nejvýhodnějším uspořádání. Každý pár bází má při tomto 

uspořádání podobnou šíři a může tak držet cukry a fosfáty ve stejné vzdálenosti od sebe. 
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Dvoušroubovici vytváří nukleotidy stočené do sebe, což maximalizuje účinnost sbalení bází. 

Vlákna dvoušroubovice musí být vždy opačně orientované, aby do sebe mohly zapadnout 

jednotlivé páry bází. Struktura DNA je zobrazena na obrázku 7 [40, 41]. 

 

Obrázek 7: Struktura DNA, převzato a upraveno z [42]. 

1.3.3. Výskyt  

DNA je možné izolovat z jakéhokoliv biologického materiálu. Většina DNA se nachází 

v buněčném jádře, kterému se říká jaderná DNA. Část DNA také obsahují mitochondrie, což 

jsou buněčné organely, které využívají energii k buněčnému dýchání. DNA v nich obsažená se 

nazývá mitochondriální [43]. 

1.4. Izolace DNA 

Extrakce NK a proteinů je základ v molekulární biologii. Tyto molekuly mohou být 

izolovány z jakéhokoli biologického materiálu. DNA, izolovaná z biologických vzorků, se 

může používat pro mnoho dalších aplikací. Příkladem takové aplikace je sekvenace DNA, PCR, 

qPCR nebo příprava genomové knihovny. V medicíně se využívá těchto aplikací DNA 

pro diagnostiku genetických onemocnění, genovou terapii, farmakogenomiku pro predikci 

účinnosti léků nebo nežádoucích reakcí na léky. V mikrobiologii je možné pomocí analýzy NK 

určit mutace vedoucí k rezistenci na antibiotika [44, 45].  
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1.4.1. Historie  

Jak již bylo řečeno v kapitole Historie deoxyribonukleové kyseliny, objevil ji Friedrich 

Miescher v roce 1869. Následně se snažil oddělit DNA od proteinů. Vymyslel nový způsob 

k oddělení buněčných jader od cytoplazmy a následně izoloval DNA. Při prvním pokusu získal 

pouze malé množství DNA. Následně vyvinul způsob, kterým získal dostatečné množství 

DNA. Po Miescherovi se o izolaci DNA pokusilo mnoho dalších. Z počátku byly laboratorní 

postupy založeny na centrifugaci v hustotním gradientu. Jako další se využívalo rozdílné 

rozpustnosti chromozomální DNA, plazmidů a proteinů v alkalickém pufru. Dnes existuje 

mnoho specializovaných metod nejen na extrakci DNA, ale i RNA a proteinů. Velká část metod 

je v dnešní době v komerčních sadách, které zjednodušují izolaci [46, 44]. 

1.4.2. Manipulace s biologickým materiálem 

U biologického materiálu je třeba brát ohled na to, že analyzované biomolekuly jsou 

náchylné k degradaci způsobené fyzikálními, chemickými a biologickými faktory. Dále je třeba 

brát v potaz, že buňky v biologickém materiálu zůstávají nativní a může u nich docházet 

ke stresové reakci, která může mít vliv na transkriptom daného vzorku. Při manipulaci se 

vzorkem je proto nutné dodržovat zásady, jež ho co nejvíce ochrání před znehodnocením. 

Vzorek se nesmí kontaminovat a musí se co nejdříve uložit do stabilizačního roztoku nebo 

zamrazit. Při zamrazování DNA stačí teplota -20 °C, ale obecně platí, že by biologický materiál 

měl být uchováván v co nejnižší teplotě [47]. 

1.4.3. Obecný postup 

Obecný postup izolace NK se skládá ze tří kroků, a to z lýzy buněk, inaktivace nežádoucích 

látek a separace požadované NK.  

Nejprve je třeba z buněk uvolnit genetický materiál, což se provádí detergenty nebo 

fyzikálně-chemickými postupy. Detergenty jsou buď iontové povahy nebo neionogenní. 

Iontové jsou například dodecylsulfát sodný (SDS) nebo soli žlučových kyselin. Neionogenní je 

například Triton X100. Mezi fyzikálně-chemické metody patří rozrušení membrány 

ultrazvukem. Během rozpadu buňky se uvolňují též proteiny. Tyto proteiny je nutné rozložit, 

protože mohou znehodnotit DNA. Na jejich odstranění se používá proteinkináza A. Dalšími 

nežádoucími látkami jsou dvojmocné ionty, které jsou kofaktory pro činnost 

deoxyribonukleázy (DNáza). Odstraňují se pomocí chelatačních činidel, například 

ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA). DNA může být znečištěna RNA, a proto je třeba 

ji rozložit pankreatickou ribonukleázou (RNáza). Pro extrakci požadované NK existuje 
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v dnešní době řada metod. Některé z těchto metod byly upraveny pro použití ve formě 

soupravy, což může zjednodušit celý extrakční proces. Nejvíce se využívají metody založené 

na roztoku (fenol-chloroformová extrakce) nebo koloně (adsorpce na silikátové kolonky). 

Jednou z novějších metod je adsorpce na magnetické částice [48, 49]. 

1.4.4. Druhy izolace 

Extrakce DNA se dělí do dvou kategorií, a to na chemické metody (metody založené na 

roztoku) a metody extrakce DNA na pevné bázi. Metody založené na roztoku využívají 

organické a anorganické roztoky. Jako organické látky se používají fenol a chloroform a při 

izolaci založené na bázi anorganického roztoku se používají soli, jako jsou chlorid sodný, octan 

draselný a octan amonný v kombinaci s proteinázou K. Mezi metody izolace DNA na pevné 

bázi patří adsorpce na silikátové kolonky a magnetická separace. Při izolaci na silikátové 

kolonky se DNA adsorbuje na kuličky nebo membrány z oxidu křemičitého. Tato metoda je 

jednodušší a rychlejší než fenol-chloroformová extrakce. Separace na magnetické částice je 

založena na reverzibilní vazbě DNA na magnetické kuličky, které jsou potaženy protilátkou 

vázající DNA. Jedná se o rychlou a jednoduchou metodu, jež je však nákladnější [50, 51]. 

1.4.4.1. Fenol-chloroformová extrakce 

Velmi častou metodou k izolaci DNA je extrakce vzorků organickými rozpouštědly, kdy se 

používá směs fenolu s chloroformem. Roztok je možné doplnit o isoamylalkohol, který zvyšuje 

rozpustnost fenolu v chloroformu a snižuje tak kontaminaci vodné fáze fenolem.  

Smícháním vzorku s fenol-chloroformem vzniká dvoufázová emulze, jenž se 

odstřeďováním rozdělí na dvě fáze. Dolní organická fáze obsahuje fenol a horní vodná fáze 

obsahuje DNA. Na rozhraní fází se vytváří bílý prstenec vysrážených proteinů. Pro dokonalé 

odstranění proteinů z roztoku se může opakovat extrakce, dokud nepřestane vznikat mezifáze 

s proteiny. Roztok se nakonec zbavuje zbytků fenolu extrakcí směsí chloroformu 

s isoamylalkoholem.  

Ve vodném roztoku dochází k interakcím mezi fosfáty obsaženými v DNA a polárními 

molekulami vody. Po přidání ethanolu nebo isopropanolu, tedy látkou méně polární než voda, 

se interakce mezi vodou a DNA zeslabí. K úplnému ukončení interakcí dochází, když se 

do roztoku přidají jednovazebné soli, například sodné, amonné nebo lithné. Aby se předešlo 

rozkladu DNA, sráží se při nízkých teplotách. Doba srážení závisí na velikosti a koncentraci 

DNA, přičemž platí, že čím jsou menší fragmenty a nižší koncentrace, tím je potřeba delší doba. 

Po vysrážení se DNA odstřeďuje a vzniká tak peleta obsahující kromě DNA také nežádoucí 
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soli, které musí být odstraněny promytím 70% ethanolem. Po odstranění supernatantu se peleta 

rozpustí ve vodě nebo pufru a obsahuje již jen čistou DNA. Schéma fenol-chloroformové 

extrakce je zobrazeno na obrázku 8 [48, 49, 52]. 

 

Obrázek 8: Fenol-chloroformová extrakce, převzato a upraveno z [53]. 

1.4.4.2. Adsorpce na silikátové kolonky 

Metoda izolace na pevnou fázi je založena na navázání molekul DNA na matrici na bázi 

oxidu křemičitého za přítomnosti chaotropních látek. Jedná se o velmi rychlou, jednoduchou 

a spolehlivou metodu [51].  

Silikagel je syntetická amorfní forma oxidu křemičitého. Vyrábí se buď v podobě 

nepravidelných zrn nebo jako kuličky. Na povrchu silikagelu jsou póry poskytující veliký 

povrch a to až 800 m2/g. Podle průměru se póry dělí na mikropóry s poloměrem menším než 

1 nm, mezopóry o poloměru 1,25 nm a makropóry s poloměrem nad 25 nm. Silikagel je 

vyráběn reakcí alkalických silikátů s minerální kyselinou. Nejčastěji se používá křemičitan 

sodný a kyselina sírová. Silikagel je rozpustný ve vodě. Pro vznik voděodolného materiálu se 

do něho přidává oxid hlinitý. Při vyšším množství oxidu hlinitého se snižuje jeho adsorpční 

schopnost. Dobře se na něj váže voda a organické sloučeniny pomocí Van der Waalsových sil. 

Je možné ho regenerovat několika způsoby. Jednou z možností je zahřátí silikagelu. 

Pro odstranění vody se používá teplota 120 °C a pro odstranění organických sloučenin teplota 

110 °C. Další možností je přidání adsorbentu, na nějž se látka váže silněji. Tím je například 

aktivní uhlí [54]. 

Nejdříve se buňky musí rozložit pomocí detergentu a proteázy v lyzačním pufru. Následně 

se vzorek smíchá s chaotropní látkou, jenž narušuje vazby v DNA a ta pak adheruje 

na silikátové kolonky. Během centrifugace projde roztok s kontaminujícími složkami přes 
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membránu. DNA navázaná na membráně se promývá směsí chaotropního pufru se solí. 

Po promytí DNA se kolonka přenese na další zkumavku. DNA se vyváže z membrány pomocí 

roztoku obsahujícího minimální množství solí [55, 56]. Schéma adsorpce na silikátové kolonky 

je zobrazena na obrázku 9. 

 

Obrázek 9: Adsorpce na silikátové kolonky [57]. 

1.4.4.3. Adsorpce na magnetické částice 

Magnetické částice se uplatňují v biomedicínských a biotechnologických oborech. Používají 

se pro transport léčiv, magnetickou rezonanci, izolaci biomolekul nebo například pro značení 

buněk [58].  

Magnetická separace je jednou z moderních bioseparačních metod. Využívá se k separaci 

DNA ze vzorků biologického původu. DNA izolovaná touto metodou bývá velmi čistá [59]. 

Magnetické částice s malým průměrem mají některé vlastnosti jiné než běžné materiály. Lze 

je rozdělit do tří skupin na oxidy kovů, čisté kovy a magnetické slitiny. V biomedicínských 

aplikacích se používají hlavně částice s kobaltem, železem a niklem. Pro práci s nukleovými 

kyselinami se nejvíce používá magnetit (Fe3O4) a maghemit (-Fe2O3). 

Na syntézu magnetických částic se používají fyzikální, chemické a biologické metody. 

Fyzikální metody nevyžadují chemická činidla ani ruční obsluhu. Jejich nevýhodou je špatná 

kontrola velikosti částic. Biologické metody zahrnují pěstování bakterií, hub, kvasinek a virů, 

které jsou schopné tvořit magnetické částice. Tyto metody jsou ekologické, nízkoenergetické 

s vysokou mírou regenerace. Jedinou nevýhodou je dlouhá doba inkubace mikroorganizmů. 

Nejvyužívanějšími metodami pro syntézu magnetických mikročástic jsou metody chemické. 

Používá se například oxidace, chemická koprecipitace, syntéza sol-gel a další. Pomocí 

chemické syntézy vznikají částice přesného tvaru a velikosti. 



29 

 

Vzniklé magnetické částice lehce oxidují. Pro vyšší stabilitu a dispergovatelnost v roztoku, 

se na povrch aplikuje povlak, který vytvoří jakýsi plášť. Do povrchové vrstvy je možné přidat 

různé chemické skupiny podle toho, k čemu chceme částice použít. Nejvíce se používají 

magnetické částice potažené oxidem křemičitým, aminoskupinou nebo karboxylovou skupinou 

[60, 61]. 

Oxid železitý je schopný adsorbovat DNA, ale vznikem agregátů dochází ke zmenšení 

adsorbční plochy. Proto se koloidní magnetit povrchově modifikuje silanizací. Sloučeniny 

silanu navázané na magnetit, který je derivatizovaný karboxylovými skupinami, jsou schopny 

extrahovat DNA z roztoků s polyethylenglykolem (PEG). DNA je možné izolovat též pomocí 

modifikovaných bakteriálních magnetitových částic za přítomnosti aminosilanových sloučenin 

a hyperrozvětveného polyamidoaminového dendrimeru. Další možností je povrchová 

modifikace magnetických nanočástic alkoxysilany nebo polyethyleniminem. 

Kvůli malé velikosti částic se magnetické koloidy špatně oddělují klasickými magnety, 

protože Brownovy síly jsou vyšší než magnetická síla. Pro lepší oddělení fází se připravují 

magnetické latexy interagující s NK [60]. 

Postup při separaci magnetickými částicemi je tvořen čtyřmi kroky a to promývání, 

imobilizace, promývání a eluce. Před izolací je třeba smíchat vzorek s lyzačním roztokem 

pro rozrušení buněk. Při promývání se magnetické částice napipetují do mikrozkumavky, která 

se umístí na magnetický stojánek. Částice se shluknou u stěny mikrozkumavky a odpipetuje se 

přebytečný roztok. Ke shluku částic se přidá promývací roztok a promíchají se, čímž se promyjí. 

Dále se částice magnetem přitáhnou ke stěně a promývací roztok se odpipetuje. Promytí se 

může několikrát opakovat. Po odstranění promývacího roztoku následuje imobilizace. 

K částicím se přidá lyzovaný vzorek a imobilizační roztok. Mikrozkumavka se nejdřív 

protřepává a následně centrifuguje. Jako další se provádí promývání, kdy se částice několikrát 

promyjí promývacím pufrem. Posledním krokem je eluce. K magnetickým částicím 

s navázanou DNA se přidá eluční roztok, který oddělí DNA od částic. Pomocí magnetu se 

částice shluknou ke stěně zkumavky a DNA se odpipetuje do nové zkumavky [58]. Postup 

izolace DNA magnetickými částicemi je na obrázku 10. 
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Obrázek 10: Adsorpce na magnetické částice, převzato a upraveno z [60]. 

1.4.5. Stanovení koncentrace a čistoty 

Nedílnou součástí izolace DNA je zjištění, v jaké koncentraci a čistotě se DNA podařilo 

získat. Běžnou metodou pro stanovení koncentrace DNA je spektrofotometrické stanovení. 

Využívá schopnosti dusíkatých bází, obsahujících aromatické struktury, absorbovat ultrafialové 

(UV) záření o určitých vlnových délkách. Absorpční maximum nukleových kyselin je 

při 260 nm. Z Lambert-Beerova zákona vyplývá, že absorbance vzorku je přímo úměrná 

množství NK ve vzorku. NK mohou být znečištěny proteiny, které nebyly dostatečně 

odstraněny nebo organickými a anorganickými látkami, které vzorek kontaminovaly během 

izolace. Měří se poměr mezi absorbancemi při vlnových délkách 260 nm a 280 nm. U čistého 

vzorku DNA je poměr absorbancí uvedených vlnových délek 1,7 – 2, přičemž ideální hodnota 

je 1,8. Při znečištění proteiny se hodnoty pohybují pod 1,7 a při znečištění ribonukleovou 

kyselinou a organickými látkami nad 2. 

Další možností stanovení koncentrace NK je fluorescenční stanovení. Tato metoda je 

citlivější než absorbance, především u vzorků s nízkou koncentrací. NK se obarví 

fluorescenčním barvivem a měří se intenzita fluorescence navázaného barviva. Množství 

molekul v roztoku je přímo úměrné intenzitě fluorescence. Použitím barviva vázajícího DNA 

umožní specifičtější měření DNA, než u spektrofotometrických metod [47, 62, 63]. 

1.4.6. Elektroforéza 

Elektroforéza je separační metoda, při které dochází k migraci nabitých částic. Separuje se 

DNA, RNA nebo proteiny na základě jejich pohyblivosti, jež je dána jejich velikostí. Pohyb 

v elektrickém poli od záporného pólu (katody) ke kladnému pólu (anodě) je dán záporně 

nabitým fosfátem v NK. Molekuly jsou separovány přes póry v gelu, které fungují jako síto 

a umožňují menším molekulám rychlejší pohyb k anodě. Je možné separovat molekuly 

v požadovaném rozmezí úpravou podmínek. 
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Obecně platí, že větší částice migrují pomaleji než menší. Existují však výjimky, protože 

některé molekuly jsou kruhové a jiné lineární, a tak procházejí gelem různě. Další výjimkou 

jsou plazmidy, jež mohou existovat ve formě supercoiled neboli nadšroubovicové vinutí. Tato 

forma jim umožňuje rychlejší průchod gelem, než by na svou velikost měly mít. 

Jednotlivé molekuly se rozdělí podle své velikosti do fragmentů. Čím menší molekuly, tím 

dál budou od startovacího místa. Velikost fragmentů DNA je možné určit porovnáním se 

standardním měřítkem složeným z fragmentů DNA známých velikostí. 

Gel pro separaci je často vyroben z agarózy. Tento polysacharid v suché, vločkovité formě, 

se zahřeje v pufru a po zchladnutí se přemění na pevný gel. Tento gel je tvořen molekulami 

agarózy spojenými pomocí vodíkových vazeb a tvoří póry. Jeho koncentrace závisí 

na předpokládané velikosti separovaných molekul. Gel má na jednom konci jamky, vytvořené 

pomocí tzv. hřebínku, kde se umísťuje vzorek. Ještě před přidáním vzorku se gel umístí do 

elektroforetické vany, která je připojena k elektrodám. Box je naplněn tlumivým roztokem se 

solí, který vede proud. Aby fragmenty migrovaly, musí se gel do vany umístit správně. Částice 

migrují od katody k anodě, a proto se část se vzorky umísťuje směrem ke katodě. Schéma 

elektroforézy je na obrázku 11. 

 

Obrázek 11: Gelová elektroforéza, převzato a upraveno z [64]. 

Do jamek se nanesou vzorky obarvené barvivem, díky kterému je migrace molekul vidět. 

Do jedné z jamek se nanese standard se známými velikostmi fragmentů DNA. Pomocí něho se 

následně určují velikosti fragmentů vzorku [65, 66, 67, 68]. Rozdělení fragmentů podle 

velikosti je zobrazeno na obrázku 12.  
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Obrázek 12: Schéma gelové elektroforézy, převzato a upraveno z [69]. 

2. Praktická část 

2.1. Chemikálie 

2.1.1. Použité kity 

• DEP-25 DNA Extraction Kit od firmy Top-Bio 

• EliGene Viral RNA/DNA FAST Isolation Kit od firmy Elisabeth Pharmacon 

• Kit for isolation of DNA from microorganisms od firmy Generi Biotech 

2.1.2. Ostatní chemikálie 

• Agaróza (Sigma-Aldrich) 

• DNA marker 200-1500 (Top-Bio) 

• Ethanol 95% a 70% (Lach-Ner) 

• Ethidium bromid (Top-Bio) 10 mg/l 

• Extrakční roztok (roztok A + roztok B 1:1) 

• LB médium – Luria-Bertani (Duchefa Biochemie) 

• Octan sodný (NaOAc) 3M, pH 5,2 (Penta) 

• PBS (Phosphate Buffered Saline) 

o 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,42 g/l Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4 

• PCI: fenol-chloroform-isoamylalkohol 50:50:1 (Sigma-Aldrich) 

• PCR ethidium bromid (Top-Bio) 

• PCR vkládací pufr (Top Bio) 
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• Roztok A  

o 0,2 M NaCl, 20 mM EDTA, 10% SDS (sodium dodecylsulphate) 

• Roztok B  

o 100 mM TRIS-HCl, pH 5,7 

• TBE (Tris-borát-EDTA) pufr 

o 108 g Tris substance, 55 g kyseliny borité a 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; 

směs se doplní destilovanou vodou na 1 litr a pro účely pokusu se ředí 1:10 

2.2. Používaný kmen 

• Kmen P. aeruginosa – CCM1960 – Česká sbírka mikroorganismů při Masarykově 

univerzitě v Brně 

2.3. Přístroje 

• Blokový termostat SBH 200D (Stuart) 

• Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 

• Centrifuga Sorvall LYNX 6000 (Thermo Scientific) 

• Enviromental Shaker-Incubator ES-20/60 (Biosan) 

• FTIR spektrometr Nicolet 6700 s ATR nástavcem Pike MIRacle™ osazený 

krystalem ZnSe (Scinco) 

• Inkubátor INCU-Line (VWR) 

• Mikrovlnná trouba (LG) 

• PowerPac Basic Power Supply (Bio-Rad) 

• Třepačka Reax Top (Heidolph) 

• UV transluminátor (Ultra-Lum) 

• Váhy EMB 200-3 (Kern) 

2.4. Ostatní materiály 

• Elektroforetická vana 

• Erlenmayerova baňka 

• Hřebínek 

• Plastový materiál na jednorázové použití (bakteriologické misky, pipetovací špičky, 

rukavice, mikrozkumavky, zkumavky) 

• Odměrný válec 

• Parafilm 

• Skleněné korálky – acid washed, 425-600 µm (Sigma-Aldrich) 
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2.5. Metodika 

2.5.1. Kultivace Pseudomonas aeruginosa 

Vzorek P. a. zmražený na -80 °C se naočkoval na Luria-Bertani (LB) agar a inkuboval se 

v termostatu po dobu 24 h při 37 °C. Po inkubaci se narostlé mikroorganizmy převedly pomocí 

sterilního párátka do 5 ml tekutého LB média. Dále se daly do třepačky na 24 h při 37 °C. 

Následně byla u vzorku změřena optická hustota (OD) při 600 nm. OD u všech vzorků byla 

přibližně 1,2. Vzorek byl odstřeďován 5 minut při 3000 RPM. Vzniklá peleta byla převedena 

do mikrozkumavky a připravena na izolaci. 

2.5.2. Fenol-chloroformová extrakce 

Buňky byly převedeny do sterilní mikrozkumavky a odstřeďovány 5 minut při 

3000 otáčkách za minutu (RPM), supernatant byl odstraněn. Peleta byla resuspendována 

v 0,6 ml extrakčního roztoku, bylo přidáno 0,6 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu (PCI). 

Suspenze byla převedena do zkumavky se skleněnými korálky. Následovalo promíchávání 

5 min pomocí vortexu při maximální rychlosti a odstřeďování na centrifuze 5 min při 

13 000 RPM. Horní vodná fáze byla převedena do nové mikrozkumavky. K ní bylo přidáno 

500 µl roztoku PCI, směs se promíchala pomocí vortexu a opět odstředila 5 min při 

13 000 RPM. Vodná fáze byla opět převedena do nové mikrozkumavky, bylo přidáno 35 µl 

octanu sodného (3 M, pH 5,2) a 1 ml 95% ethanolu. Roztok byl promíchán a dal se na 30 min 

srážet do mrazáku. Po srážení byl roztok odstřeďován 5 min při 13 000 RPM, supernatant byl 

odstraněn a peleta opláchnuta v 75% ethanolu. Nakonec byla peleta resuspendována v 50 µl 

sterilní vody. 

2.5.3. Izolace DNA sadou od firmy Generi Biotech 

Bakteriální kultura se odstřeďovala 2 min při 13 400 RPM a následně byl odstraněn 

supernatant. Peleta se resuspendovala v 180 µl Buffer BL0. Dále bylo přidáno 25 µl 

proteinasy K a zkumavka se promíchala pomocí vortexu. Směs se inkubovala v blokovém 

termostatu 45 min při 56 °C. Vzorek se promíchal pomocí vortexu a odstřeďoval se 5 s při 

3000 RPM. Do vzorku se přidalo 200 µl roztoku Buffer BL1. Vzorek se promíchal pomocí 

vortexu, krátce se odstřeďoval při 3000 RPM a inkuboval 10 min při 70 °C. Zkumavka se 

5 s odstřeďovala při 3000 RPM a přidalo se do ní 210 µl 96% ethanolu. Vzorek se promíchal 

pomocí vortexu a odstřeďoval 5 s při 3000 RPM. Kolonka se umístila do 2 ml sběrné zkumavky 

a přepipetoval se na ni vzorek. Vzorek se odstřeďoval 1 min při 13 400 RPM. Sběrná zkumavka 

s filtrátem se odstranila a kolonka se vložila do nové sběrné zkumavky. Na kolonku se 
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napipetovalo 500 µl Buffer BL2. Směs se centrifugovala 1 min při 13 400 RPM. Tekutina 

ze sběrné zkumavky se odstranila a kolonka se vložila zpět do sběrné zkumavky. Na kolonku 

se napipetovalo 600 µl Wash Buffer BL3 a byla odstřeďována 2 min při 13 400 RPM. Sběrná 

zkumavka s filtrátem se odstranila a kolonka se vložila do nové 1,5 ml zkumavky. Na kolonku 

se napipetovalo 100 µl Buffer BL4 předehřátého na 70 °C. Směs se inkubovala 1 min při 

laboratorní teplotě a následně se odstřeďovala 1 min při 13 400 RPM. Kolonka se odstranila. 

Sběrná zkumavka obsahovala genomovou DNA. 

2.5.4. Izolace DNA sadou od firmy Elizabeth Pharmacon 

Byl připraven lyzační roztok smícháním 5 µl Solution M a 1 ml Lysis Buffer. Do 1,5 ml 

zkumavky se napipetovalo 200 µl vzorku. Ke vzorku se přidalo 200 µl lyzačního roztoku a vše 

se promíchalo na vortexu. Obsah se přepipetoval do kolonky ve sběrné zkumavce a odstřeďoval 

při 12 000 RPM po dobu 1 min. Filtrát se odstranil a sběrná zkumavka znovu použila. Do 

kolonky se přidalo 500 µl Wash Buffer 1 a kolonka se odstřeďovala při 12 000 RPM po 1 min. 

Filtrát se odstranil a zkumavka znovu použila. Do kolonky se přidalo 500 µl Wash Buffer 2 

a odstřeďovala se 1 min při 12 000 RPM. Filtrát se odstranil a sběrná zkumavka se tentokrát 

vyhodila. Kolonka se vložila do nové sběrné zkumavky a odstřeďovala 1 min při 12 000 RPM, 

aby došlo k úplnému odstranění ethanolu. Kolonka se vložila do nové sběrné zkumavky, přidalo 

se 50 µl Elution Buffer. Po 1 min stání se roztok odstřeďoval 1 min při 12 000 RPM. Kolonka 

se odstranila a DNA ze zkumavky se převedla do zkumavky s víčkem. 

2.5.5. Izolace DNA sadou od firmy Top-Bio 

Do mikrozkumavky se přenesla buněčná kultura v PBS. Buňky se odstřeďovaly tak, aby 

vznikla peleta a supernatant se odstranil. K buňkám se přidalo 75 µl DEP-25 START-Blue 

reagens tak, aby byly kompletně ponořeny v reagens. Vzorek se 10 minut zahříval na 95 °C 

v termobloku. Vzorek se ochladil na pokojovou teplotu. Přidalo se 75 µl DEP-25 STOP reagens 

a obsah se promíchal. Po přidání STOP reagens se START-Blue odbarvil. Zkumavka 

obsahovala vyizolovanou templátovou DNA. 

2.5.6. Elektroforéza 

Mikrozkumavky se vzorky vyizolované DNA se vyjmuly z mrazáku a nechaly se 

rozmrznout při laboratorní teplotě. Do baňky se navážilo 0,6 g agarózového prášku a následně 

se přidalo 60 ml TBE pufru. Suspenze agarózy byla zahřívána v mikrovlnné troubě do úplného 

rozpuštění agarózy. Roztok se ochladil pod tekoucí vodou na 50 °C a byly do něho přidány 4 µl 

roztoku ethidium bromidu (10 mg/ml). Po promíchání se roztok přelil do elektroforetické vany 
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s vloženým hřebínkem. Vzniklé bubliny se odstranily. Gel se nechal 20 minut ztuhnout. Nosič 

gelu s gelem se otočil tak, aby jamky pro nanášení byly blíže katodě, protože DNA putuje 

v alkalickém prostředí k anodě. Vertikálním tahem byl hřebínek vyjmut. Do elektroforetické 

vany se nalil TBE pufr, tak aby došlo k vodivému spojení s elektrodami. Na parafilm se 

napipetovaly 2 µl nanášecího pufru a 10 µl vzorku DNA. Kapky se promísily a vzorky se 

nanesly mikropipetou do jamek. Do každé jamky se naneslo 10 µl vzorku. Do první jamky bylo 

naneseno 6 µl markeru molekulových hmotností smíchaných se 2 µl nanášecího pufru. 

Po nanesení vzorku se uzavřela elektroforetická vana víkem a připojila se ke zdroji elektrického 

napětí s nastavením na 110 V. Bromfenolová modř začala po několika minutách migrovat 

z jamek směrem k anodě. Elektroforéza se nechala běžet asi 40 minut. Následně se vypnul zdroj 

elektrického napětí a odpojily se kabely. Gel se vyjmul z vany a přenesl se na UV 

transluminátor, kde se prohlížel v UV světle přes UV filtr. Molekuly DNA s navázaným 

ethidium bromidem v UV světle fluoreskovaly. 

 

Obrázek 13: Marker molekulových hmotností 200-1500 bp [70]. 

2.6. Výsledky 

Podle zaznamenaných výsledků (tabulka 1) jsme zjistili, že největší množství DNA se 

získalo pomocí sady od firmy Top Bio. Vyextrahovalo se 457,32 ng/µl DNA. Z hodnoty čistoty 

však plyne, že byla velmi znečištěna proteiny. Při fenol-chloroformové extrakci se získalo 

druhé největší množství DNA a to 228,81 ng/µl o čistotě 2,06. To vypovídá o mírném znečištění 

ribonukleovou kyselinou a organickými látkami. Sadou od Generi Biotech se extrahovalo 

112,6 ng/µl DNA o čistotě 2,08, což stejně jako u fenol chloroformové extrakce značí znečištění 

ribonukleovou kyselinou a organickými látkami. Nejmenší množství DNA bylo získáno 
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pomocí sady od Elisabeth Pharmacon a to 38,26 ng/µl o čistotě 1,45. DNA byla tedy znečištěna 

proteiny. 

Tabulka 1: Shrnutí výsledků. 

Metoda izolace Čistota Koncentrace [ng/µl] 

Fenol-chloroformová extrakce 2,06 228,81 

Generi Biotech 2,08 112,60 

Elisabeth Pharmacon 1,45 38,26 

Top Bio 1,26 457,32 

Z výsledku elektroforézy (obrázek 14) lze pouze odhadnout velikost fragmentů DNA, 

protože DNA ze všech izolací je mimo hodnoty DNA markeru. Fragmenty všech izolací mají 

velikost kolem 3000 párů bází. U fenol-chloroformové extrakce se vyskytovaly mimo jiné 

fragmenty o velikosti 1200, 800 a přibližně 100 párů bází, což nám značí, že DNA byla 

znečištěna RNA. 

 

Obrázek 14: Gel z elektroforézy v UV světle: F-CH - DNA získaná fenol-chloroformovou extrakcí, 

GB - DNA vyizolovaná sadou od firmy Generi Biotech, EP - DNA extrahovaná sadou od firmy Elisabeth 

Pharmacon, TB - DNA izolovaná sadou od Top-Bio. 
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3. Závěr 

Cílem této práce bylo prozkoumat různé metody izolace DNA u bakterie Pseudomonas 

aeruginosa. Dále jednotlivé metody a sady porovnat z hlediska čistoty a výtěžku.  

Teoretická část se zabývá rodem Pseudomonas, jehož zástupci jsou přítomni všude 

v přírodě. Jako pokusný mikroorganismus jsme používali bakterii Pseudomonas aeruginosa. 

Ačkoliv se jedná o oportunní patogen, může způsobit závažné infekce dýchacích cest u pacientů 

s cystickou fibrózou. Je to velmi rezistentní bakterie s mnoha faktory virulence. Díky tvorbě 

odolného biofilmu se těžko odstraňuje z povrchů, které kolonizuje. Pro bakterii jsou typické 

čtyři pigmenty, jež jsou též faktory virulence.  

Izolace DNA je důležitou součástí molekulární biologie. Získaná nukleová kyselina se 

následně používá pro nejrůznější účely. V práci jsou uvedeny tři druhy izolace. Starší, ale stále 

využívanou metodou je fenol-chloroformová extrakce. Jako další je adsorpce na silikátové 

kolonky, kde se využívá přichycení DNA na silikagel. Poslední uvedenou metodou je poměrně 

moderní adsorpce na magnetické částice, která z finančních důvodů nebyla provedena. 

V praktické části jsme provedli čtyři izolace. Jako první jsme provedli 

fenol-chloroformovou extrakci. Ačkoliv je tato metoda starší, měla relativně dobré výsledky. 

Získali jsme při ní druhé největší množství DNA, která však byla znečištěna ribonukleovou 

kyselinou a organickými látkami, což jsme si potvrdili i pomocí elektroforézy. Izolaci na 

silikátové kolonky jsme dělali dvěma sadami, a to od firmy Generi Biotech a Elisabeth 

Pharmacon. U obou sad jsme získali poměrně malý výtěžek. DNA získaná sadou od Generi 

Biotech byla znečištěna ribonukleovou kyselinou a organickými látkami. Sadou od firmy 

Elisabeth Pharmacon jsme získali nejmenší množství DNA a byla znečištěna proteiny. Poslední 

izolaci jsme provedli pomocí sady od firmy Top Bio. Tuto izolaci jsme prováděli dvakrát, 

protože poprvé došlo k odbarvení směsi již před přidáním STOP reagens a po izolaci směs 

obsahovala nerozpuštěné části kolonií. Při druhém pokusu směs reagovala podle očekávání 

a získali jsme největší množství DNA. Tato DNA však byla silně znečištěna proteiny. Shrnutím 

výsledků tedy můžeme říct, že metodu izolace si vždy musíme vybrat podle toho, k jakým 

účelům budeme DNA dále používat, tzn. v jak velké koncentraci a čistotě DNA potřebujeme. 
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