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Vyznam stanoveni eDNA

* Vertikalni vs. horizontalni prenos genetické informace
* Konjugace — prenos plazmidu mezi D a A bunkou
* Transdukce — zprostredkovani virem
* Transformace — zavedeni, prijeti a exprese cizi volne DNA

* Gene transfer agents

* Nedostatecnost Cistirenskych procesu pfi jejim odstranéni
* Soucasti eDNA i (e)ARG — podpora sireni ATB rezistence transformaci
po vypousteni OV nebo jejich opetovnem vyuziti
* eDNA muze ve vodnim prostredi pretrvat s rGznou zivotnosti (hodiny az
mesice)



Vyznam stanoveni eDNA

* Nedostatecnost Cistirenskych procesu pfi jejim odstranéni
* Soucasti eDNA i (e)ARG — podpora sireni ATB rezistence transformaci
po vypousteni OV nebo jejich opetovnem vyuziti

* eDNA muze ve vodnim prostredi pretrvat s rOznou zivotnosti (hodiny az
mesice)

> Uprava procesU za U¢elem znemoznéni nebo omezeni sifeni eDNA (a s ni
i eARG) vodnim cyklem

»Pro posuzovani ucinnosti procesU ohledné odstranovani eDNA je zasadni
jeji kvantitativni stanoveni
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Podstata — oddeleni frakci DNA
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* Filtrace
- Vazana DNA na membrané, volna ve filtratu

» Zachyt
* Precipitace (Mitobedzska et al. 2019)
* Na 500 ml vzorku — 50 ml octanu sodného a 1 1200 ml ethanolu
* Smeés tohoto objemu se centrifuguje pri 10 oooxg
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* Filtrace
- Vazana DNA na membrané, volna ve filtratu

» Zachyt
* Precipitace (Mitobedzska et al. 2019)
* Na 500 ml vzorku — 50 ml octanu sodného a 1 1200 ml ethanolu
* Smeés tohoto objemu se centrifuguje pri 10 oooxg

* Adsorpce-eluce (Wang et al. 2016)
+ Zakoncentrovani, snizeni potrebného objemu reagencii a objemu k odstredovani



Princip dle Wang et al. 2016

referencni

1) Zachyt DNA na NAAP (= cCastice sorbujici nukleove kyseliny)
- Silikagel preparovany Al(OH),

2) Promyti kolony elucnim roztokem
* NaCl (15 g/l), trypton (30 g/l), hoveézi extrakt (15 g/l), glycin (3,75 g/l), NaOH
(0,28 g/l)
"pH=9,3+0,2

3) Filtrace eluatu
* PES filtr (0,45 pm)

) Precipitace eDNA isopropanolem, resuspendace v a1 ml Tris/[EDTA



Priprava NAAP

referencni

1) Priprava roztoku Al(OH),
* AlCl, + Na,CO, ve vodnem roztoku s pH = 7,2
* Nekolikanasobna centrifugace a resuspendace v roztoku NaCl (0,14 mol/l)
- Sterilizace

2) Kontakt se silikagelem
* Smiseni roztoku Al(OH), (47,8 obj.%) se silikagelem (5-6 %; g/ml)
- Vysuseni




Priprava NAAP

vlastni

1) Priprava roztoku Al(OH),
* AlCl, + Na,CO, ve vodnem roztoku s pH = 7,2
* Nekolikanasobna centrifugace a resuspendace v roztoku NaCl (0,14 mol/l)
- Sterilizace

2) Kontakt se silikagelem
* Smiseni roztoku Al(OH), (47,8 obj.%) se silikagelem (5-6 %; )
- Vysuseni
* 20 ml roztoku na 1 g silikagelu




Postup 1

odtok z nemocnic¢ni COV

1) Zachyt DNA na NAAP (1 g), 200 ml vzorku
2) Promyti kolony elucnim roztokem (5 ml)

-

3) Filtrace eluatu

- Strikackovy filtr z

) Precipitace eDNA isopropanolem
* K precipitaci nedoslo



Postup 2

modelovy vzorek

1) Zachyt DNA na NAAP (3 g), 200 ml vzorku

2) Promyti kolony elucnim roztokem (5 ml)
- NaCl (125 g/l), trypton (30 g/l), hovézi extrakt (15 g/l), glycin (3,75 g/l), NaOH (0,28 g/l)
"pH=9,3£0,2

3) Filtrace eluatu

- Strikackovy filtr z
) Precipitace eDNA isopropanolem, resuspendace v i ml Tris/EDTA

5) Prinasledné izolaci neziskana zadna DNA
* DNeasy PowerSoil Kit; Qiagen



Souhrnne

Postup 1 (odtok z nemocni¢ni COV)

 Smésny elucni roztok - Tris pufr
(pH 9,2 = 8,0)

* Filtr: PES - reg. Celuldza
(pH 9,2 - 8,0)
* Koncentrace eDNA pod LD?

* Nedoslo k precipitaci

Postup 2 (modelovy vzorek)

v'Smésny elu¢ni roztok

* Filtr: PES = reg. Celuléza
(pH 9,2 = 8,0)
v'Modelovy vzorek nad LD

* Kitem nebyla ziskana zadna DNA



Souhrnne

Potencialni prekazky Moznosti optimalizace

* Filtry z hydrofilni regenerované v'Hydrofobni polyethersulfonové
celulézy membranove filtry

- Stejny sorbent v'Mikroskopicka analyza

preparovaneho silikagelu

v'Uprava metody pro skuteéné
vzorky




Zavery/plany do budoucna

* Dosavadni snahy neuspéesne

NI V=

* Nejistota tkvi i v preparaci silikagelu

»Pouziti PES filtrd
» Mikroskopicka analyza preparovaneho silikagelu

» Aplikace na realne vzorky



Podekovani

PFispévek vznikl za finan¢ni podpory projektu TACR TJo2000139 — Vyvoj technologie pro eliminaci vnosu
mikropolutantU a genu rezistence na antibiotika do zivotniho prostredi a lidskeho organismu.

Diky nalezi kolegyni Bukola Lois Ojobe za sdileni zkuSenosti s vybranou metodou a vSem autorim
podilejicim se na prispevku za jejich prinosy v ramci teto prace.
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