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(57)  Anotace:

Zpusob detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex,
pii kterém se pouziva par tvofeny oligonukleotidem
SelenoFor2 tvofeného sekvenci 5'-CGG-GGA-CGA-
ATG-TGC-AGT-ATT-T-3’, a oligonukleotid
SelenoRev1 tvoreny sekvenci 5-GGC-TTC-GCT-GCT-
CTC-TGT-CCA-3", nebo oligonukleotid SelenoRev2
tvofeny sekvenci 5-GGT-TTA-TGG-GGT-TCG-CTT-
GG-3". Smés se vlozi do termocykleru, kde nejprve po
dobu 60 az 300 s dochazi k pocate¢ni denaturaci pii
teploté 94 az 98 °C a nasledn¢ probiha 30 az 40
amplifikacnich cykld, z nichz kazdy obsahuje fazi
denaturace, ktera probiha po dobu 20 az 30 s pfi teploté
94 az 98 °C, fazi nasedani oligonukleotidt, ktera probiha
po dobu 20 az 30 s pii teploté 66 az 69 °C a fazi extenze,
ktera probiha po dobu 30 az 90 s pfi teploté 72 °C, nacez
nasleduje konecna extenze, ktera probiha po dobu 300 s
pfi teploté 70 az 80 °C a ukoncovaci faze, ktera probiha
pfi teploté 4 °C.
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Zpisob detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpisobu detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex.

Dosavadni stav techniky

Selenomonas je rod striktné anaerobnich, gramnegativnich, ty¢inkovitych, pohyblivych,
mezofilnich, fermentujicich, nesporulujicich bakterii, které se bézné vyskytuji napt. v Ustni
duting ¢loveka, v bachoru bylozravcet, ve stievech prasat a nékterych hlodavci, apod. Do tohoto
rodu je v soucasné dobé¢ zarazeno 11 druhti bakterii, pfi¢emz minimalné jeden z nich — konkrétné
Selenomonas lacticifex byl izolovan také ve spojitosti s kontaminaci pivovarskych kvasnic, resp.
pivovarského zafizeni. Tento druh bakterii ma ptitom schopnost tzv. ,.kazit* pivo, nebot’ béhem
svého zivotniho cyklu produkuje fadu chemickych sloucenin, jako napf. kyselinu mlécnou,
octovou, propionovou, apod., které negativné ovliviiuji organoleptické i vizualni vlastnosti piva,
kdyz zvysuji jeho kyselost, a zpiisobuji charakteristicky masivni zakal a neptijemny zapach.

Pfitomnost bakterii druhu Selenomonas lacticifex v pivovarskych kvasnicich a/nebo pivu a/nebo
Vv pivovarském provozu a/nebo pivovarském zatfizeni je vSak jen velmi tézko zjistitelnd, nebot
vzhledem ke specifickym rlstovym pozadavkim bakterii tohoto druhu nelze pro jejich
identifikaci pouzit konvenéni membranovou filtraci, a v soucasné dobé neexistuje pro detekci
téchto bakterii ani zadna selektivni pida. Z téchto divodi napf. ani Evropska pivovarska
konvence nezahrnuje identifikaci rodu bakterii Selenomonas ve svych doporucenych
mikrobiologickych metodach (viz napt. Analytica EBC, 2013).

V ¢lanku Juvonen et al.: “Group-specific PCR-RFLP and real-time PCR methods for detection
and tentative discrimination of strictly anaerobic beer-spoilage bacteria of the class Clostridia”
Int. J. Food Microbiol. 125: 162-169, 2008, byly sice popsany metody skupinové identifikace
anaerobnich bakterii rod Pectinatus, Megasphaera, Selenomonas a Zymophilus, které spocivaji
v provedeni polymerazové fetézové reakce (PCR) s vyuZzitim univerzalnich oligonukleotidovych
sekvenci, avsak jejich nevyhodou je nutnost pro identifikaci konkrétnich rodd bakterii nasledné
Stépit produkt této reakce specifickym restrikénim enzymem (tzv. PCR-RFLP metoda), diky
¢emuz dochazi nejen k prodlouzeni doby nutné pro detekci, ale také k navySeni financnich
nakladl a zvyseni pravdépodobnosti kiizové kontaminace vzorkii nebo chyby laboranta.

Ve stejném ¢lanku byla dale popsana také metoda, ktera spociva v pouziti tzv. Real-time PCR
(kvantitativni polymerazové tetézové reakce) a ndsledném odliSeni jednotlivych rodtu bakterii
obsazenych ve vzorku na zaklad¢ analyzy kiivky teploty tdni DNA. Nevyhodou této metody je
vSak nejen vysokad pofizovaci cena pristrojového vybaveni a spotfebniho materialu, ale také
pozadavek na zaskolenou a zkuSenou obsluhu tohoto vybaveni, diky ¢emuz neni tento zpisob
prakticky pouzitelny v béZzném pivovarském provozu.

V ¢lanku Vavrova et al.: ,MALDI-TOF MS Analysis of Anaerobic Bacteria Isolated from
Biofilm-Covered Surfaces in Brewery Bottling Halls“ J. Am. Soc. Brew. Chem., 2014 (v tisku),
pak bylo pro identifikaci bakterii tohoto druhu navrzeno pouziti hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci a ionizaci s pruletovym analyzatorem (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry, ve zkratce MALDI-TOF MS), avsak
nevyhodou tohoto zplsobu je také nejen vysokd pofizovaci cena potiebného pristrojového
vybaveni, ale také pozadavek na jeho zaskolenou a zkuSenou obsluhu, diky ¢emuZz neni tento
zpusob prakticky pouzitelny v bézném pivovarském provozu.
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Cilem vynalezu je zptsob detekce bakterii tohoto druhu, ktery by byl pouzitelny v bézném
pivovarském provozu, pfipadn€é v servisni laboratofi vyuzivané pivovarem, bez nutnosti
pofizovani specidlniho laboratorniho vybaveni, pouzivani nakladného spotiebniho materidlu a
zaskolovani obsluhy.

Podstata vyndlezu

Cile vynalezu se dosihne zpusobem detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex, jehoz
podstata spocivd v polymerazové fetézové reakci (PCR), pfi které se pouzije DNA alespoii
jednoho druhu bakterii obsazenych v daném vzorku, napt. piva a/nebo vzorku odebraném
Vv pivovarském provozu a/nebo zafizeni, a par oligonukleotidi (primerti) komplementarnich
k ¢asti sekvence 16S rDNA bakterii druhu Selenomonas lacticifex, a to konkrétné oligonukleotid
SelenoFor2 a oligonukleotid SelenoRevl, nebo oligonukleotid SelenoRev2. Oligonukleotidy
SelenoFor2, SelenoRev1 a SelenoRev2 jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Oznacdeni Oligonukleotidova sekvence
SelenoFor2 | 5'-CGG-GGA-CGA-ATG-TGC-AGT-ATT-T-3’
SelenoRevl | 5-GGC-TTC-GCT-GCT-CTC-TGT-CCA-3’
SelenoRev2 | 5'-GGT-TTA-TGG-GGT-TCG-CTT-GG-3°

Pfi urcovani téchto oligonukleotidd se izolovala chromozomalni DNA kmenti bakterii nejcastéji
kontaminujicich pivo — konkrétné kmenti Selenomonas lacticifex DSM 20757, Megasphaera
paucivorans DSM 16981, Pectinatus brassicae DSM 24661, Pectinatus haikarae DSM 16980,
Zymophilus paucivorans DSM 20756 a Zymophilus raffinosivorans DSM 20765, pii¢emz
prostfednictvim univerzalnich oligonukleotidd se amplifikovaly a osekvenovaly geny kddujici
16S rRNA. Takto ziskané oligonukleotidy vSech uvedenych kment bakterii se vzajemné
srovnaly, na zakladé cehoz se zjistilo, ze pary vyse uvedenych oligonukleotidd, jsou specifickée
pouze pravé pro druh Selenomonas lacticifex.

Zpusob detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex, podle vynalezu pak spociva v tom, Ze se
do reak¢ni smési, ktera obsahuje DNA-polymerazu, nukleotidy (deoxyribonukleosidtrifosfaty:
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a Mg?" ionty, ptida par synteticky pfipravenych oligonukleotidii
obsahujici oligonukleotid SelenoFor2 a oligonukleotid SelenoRevl nebo SelenoRev2, a DNA
izolovana z alesponi jednoho druhu bakterii obsazenych ve vzorku, Castéji vSak smeésna DNA
izolovand zvice druhli bakterii obsazenych v tomto vzorku. Tato smes se poté ulozi do
termocykleru, ve kterém prob&hne sekvence rychlych zmén teploty a polymerazova fetézova
reakce. Béhem fady experimentd se pritom zjistilo, ze kliCova teplota faze nasedani
oligonukleotidii béhem polymerazové fetézové reakce je pro vSechny vySe uvedené varianty pari
oligonukleotidt 66 az 69 °C.

Po ukonceni polymerazové tetézové reakce (pokud tato reakce vilbec probe&hne) se oveéti
pfitomnost reakéniho produktu, a pokud je pfitomen, separuje se tento produkt z reakéni smési
napf. gelovou elektroforézou s velikostnimi standardy, nasledné se obarvi interkalaénim
barvivem, (napf. ethidium bromidem), vizualizuje UV zafenim a srovnanim s velikostnimi
standardy, které se separuji soubézné s nim, se ur¢i jeho charakteristicka délka. Podle této
charakteristické délky se nasledné detekuje DNA bakterii druhu Selenomonas lacticifex v daném
vzorku DNA, a tim pfitomnost bakterii tohoto druhu v daném vzorku, resp. prostiedi, ze kterého
byl vzorek odebran. Charakteristicka délka produktu polymerazové fetézové reakce v piitomnosti
DNA bakterii tohoto rodu je pfitom pfi pouziti paru oligonukleotidii SelenoFor2 a SelenoRev1
824 bp a pii pouziti paru oligonukleotidi SelenoFor2 a oligonukleotidu SelenoRev2 850 bp.
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V piipad€ pouziti zafizeni pro tzv. Real Time PCR, tj. kvantitativni polymerazovou fetézovou
reakci, u kterého je mozné sledovat nartstajici mnozstvi produktu jiz v prubehu polymerazové
fetézove reakce, neni tieba tento produkt po ukonceni polymerazové fetézové reakce separovat a
urCovat jeho charakteristickou velikost dodatecné.

Priklady uskutecnéni vynalezu

Ptiklad 1 — Pouziti oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRev1

Do reakéni smési, kterd obsahovala DNA-polymerazu, nukleotidy a Mg?* ionty (konkrétné se
pouzila sm&s PCR Master-mix, vyrobce Top-Bio, Sr.0.) se pfidaly synteticky pfipravené
oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRevl a DNA izolovana z bakterii kmene Selenomonas
lacticifex DSM 20757. Vysledny objem reakéni smési, byl 50 ul, ptiéemz oligonukleotidy
SelenoFor2, SelenoRev1 a DNA bakterii se dodaly v pufru, v mnozstvi dle tabulky 2.

Tabulka 2
Slozka reak¢ni smési MnozZstvi
PCR Master Mix 25 pl
SelenoFor2 (10 uM v pufru) 2 ul
SelenoRev1 (10 uM v pufru) 2 ul
DNA 50 az 100 ng v pufru
H.O doplnéno do 50 pl

Polymerazova fetézova reakce pak probéhla v termocykleru (konkrétné TGradient, spol.
Biometra, Némecko) pii¢emz nejprve po dobu 60 s probihala poc¢ate¢ni denaturace pii teploté 94
°C, poté probéhlo 35 amplifika¢nich cykld, z nichZ byl kazdy slozen z faze denaturace (94 °C, 30
s), nasedani oligonukleotidli (68 °C, 20 s) a extenze (72 °C, 90 s), poté nésledovala konecna
extenze, kterd probihala po dobu 300 s pfi teplot¢ 72 °C, naceZ byla polymerazova fetézova
reakce ukoncena za teploty 4 °C.

V priubéhu polymerazové tetézové reakce se namnozil prislusny tsek DNA bakterii kmene
Selenomonas lacticifex DSM 20757 ohraniCeny pouzitym parem oligonukleotidl, v daném
piipadé tedy SelenoFor2 a SelenoRevl. Vytvoreny produkt, ktery se nasledné z reakéni smési
izoloval gelovou elektroforézou s velikostnimi standardy, se obarvil ethidium bromidem a
vizualizoval UV zafenim; jeho charakteristicka délka byla 824 bp.

Priklad 2

Zpuasob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRevl1 se dale ovéfil na
sbirkovych kmenech Selenomonas lacticifex VTT E-86269 a Selenomonas lacticifex VTT E-
86273, pricemz se pouzili stejné materialy a stejné podminky polymerazové fet€zové reakce jako
v piikladu 1. Charakteristickd délka produktu této reakce pak byla 824 bp. Z toho vyplyva, Ze
pouzité oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRevl jsou specifické pro druh Selenomonas
lacticifex.

Priklad 3

Zpuasob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidii SelenoFor2 a SelenoRevl1 se dale testoval na
péti kmenech bakterii ¢eledi Veillonellaceae piibuznych s druhem Selenomonas lacticifex, u
nichz se opravnéné predpokladala podobna sekvence v 16S rDNA, a to Pectinatus cerevisiiphilus
DSM 20467, Pectinatus frisingensis DSM 20465 a RIBM 2-86, Megasphaera cerevisiae DSM



10

15

20

25

30

35

40

45

Cz 307973 B6

20461 a DSM 20462. Pfi pouziti izolované DNA téchto kmenti bakterii a stejnych materialt a
podminek jako v ptikladu 1, vSak polymeradzova fetézovd reakce neprobéhla, coz potvrzuje
ptedpoklad, Ze pouzité oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRevl jsou specifické pouze pro druh
Selenomonas lacticifex, a pfi jejich pouziti v souvislosti s jinymi mikroorganismy nedochazi
K polymerazové fetézové reakci.

Ptiklad 4

Zpusob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidii SelenoFor2 a SelenoRevl1 se dale testoval na
souboru vzorkd odebranych z pivovarského provozu, u kterych byly pii mikroskopickém
pozorovani objeveny mj. typické prohnuté tyCinkové (mesiCkovité) bakterie, o kterych se
predpokladalo, ze se jedna o bakterie druhu Selenomonas lacticifex. Charakteristicka velikost
produktu polymerazové fetézové reakce, ktera probehla za pouziti stejnych materialt a podminek
jako v prikladu 1, pfitom byla 824 bp.

Pro ovéfeni se dale oligonukleotidové sekvence produktu polymerazové fetézové reakce
sekvenovaly a srovnaly se sekvenci 16S rDNA bakterii kmene Selenomonas lacticifex DSM
20757, pticemz se zjistila jejich 100% homologie, ktera potvrdila, Ze dané bakterie jsou bakterie
druhu Selenomoas lacticifex, a soucasné i specificitu pouzitych oligonukleotidi SelenoFor2 a
SelenoRev1 pro tyto bakterie.

Ptiklad 5 — Pouziti oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRev2

Do reakéni smési, ktera obsahovala DNA-polymerazu, nukleotidy a Mg?* ionty (konkrétné se
pouzila smés PCR Master-mix, vyrobce Top-Bio, sr.0.) se pfidaly synteticky piipravené
oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRev2 a DNA izolovana z bakterii kmene Selenomonas
lacticifex DSM 20757. Vysledny objem reakéni smési byl 50 ul, pficemZ oligonukleotidy
SelenoFor2, SelenoRev2 a DNA bakterii se dodaly v pufru, v mnozstvi dle tabulky 3.

Tabulka 3
SloZka reak¢ni smési MnozZstvi
PCR Master Mix 25 pl
SelenoFor2 (10 uM v pufru) 2 ul
SelenoRev2 (10 uM v pufru) 2 ul
DNA 50 az 100 ng v pufru
H-O doplnéno do 50 pl

Polymerazova fetézova reakce probihala ve stejném termocykleru a za podminek stejnych jako
v piikladu 1. V jejim pribéhu se namnozil pfislusny usek DNA bakterii kmene Selenomonas
lacticifex DSM 20757 ohrani¢eny pouzitym parem oligonukleotidi, v daném piipadé tedy
SelenoFor2 a SelenoRev2. Vytvofeny produkt, ktery se nasledné zreakéni smési izoloval
gelovou elektroforézou s velikostnimi standardy, se obarvil ethidium bromidem a
vizualizoval UV zafenim; jeho charakteristicka délka byla 850 bp.

Ptiklad 6

Zptsob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRev2 se dale ovéfil na
sbirkovych kmenech Selenomonas lacticifex VTT E-86269 a Selenomonas lacticifex VTT E-
86273, ptiCemz se pouzily stejné materidly a stejné podminky polymerazové fetézové reakce jako
v piikladu 5 Charakteristicka délka produktu této reakce pak byla 850 bp. Z toho vyplyva, ze
pouzité oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRev2 jsou specifické pro druh Selenomonas
lacticifex.
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Priklad 7

Zpusob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRev2 se dale testoval na
péti kmenech bakterii Celedi Veillonellaceae ptibuznych s druhem Selenomonas lacticifex, u
nichz se opravnéné predpokladala podobna sekvence v 16S rDNA, a to Pectinatus cerevisiiphilus
DSM 20467, Pectinatus frisingensis DSM 20465 a RIBM 2-86, Megasphaera cerevisiae DSM
20461 a DSM 20462. Pti pouziti izolované DNA téchto kmenti bakterii a stejnych materiald a
podminek jako v ptikladu 5, vSak polymerdzova fetézovd reakce neprobéhla, coz potvrzuje
ptedpoklad, Ze pouzité oligonukleotidy SelenoFor2 a SelenoRev2 jsou specifické pouze pro druh
Selenomonas lacticifex, a pfi jejich pouziti v souvislosti s jinymi mikroorganismy nedochazi
Kk polymerazové fetézové reakci.

Priklad 8

Zpusob podle vynalezu s vyuzitim oligonukleotidi SelenoFor2 a SelenoRev2 dale také testoval
na souboru vzorktl odebranych z pivovarského provozu, u kterych byly pti mikroskopickém
pozorovani objeveny mj. tyCinkovité prohnuté (mésickovité) bakterie, u kterych se
predpokladalo, ze se jedna o bakterie druhu Selenomonas lacticifex. Charakteristicka velikost
produktu polymerazové fetézové reakce, ktera probehla za pouziti stejnych materialt a podminek
jako v ptikladu 5, pfitom byla 850 bp.

Pro ovéfeni se dale oligonukleotidové sekvence produktu polymerazové ftetézové reakce
sekvenovaly a srovnaly se sekvenci 16S rDNA bakterii kmene Selenomonas lacticifex DSM
20757, pticemz se zjistila jejich 100% homologie, ktera potvrdila, ze dané bakterie jsou bakterie
druhu Selenomoas lacticifex, a soucasné i specificitu pouzitych oligonukleotidi SelenoFor2 a
SelenoRev2 pro tyto bakterie.

V dalsich experimentech se se stejnymi vysledky pouzily libovolné pary obsahujici
oligonukleotidy SelenoFor2, nebo jiny oligonukleotid, ktery mél s oligonukleotidem SelenoFor2
alesponi 95% homologii, a oligonukleotid SelenoRevl, nebo jiny oligonukleotid, ktery mél
s oligonukleotidem SelenoRev1 alespont 95% homologii, nebo oligonukleotid SelenoRev2, nebo
jiny oligonukleotid, ktery mél s oligonukleotidem SelenoRev2 alespot 95% homologii.

Zpuasob a oligonukleotidy podle vynalezu se dale testovaly také za jinych podminek pribéhu
jednotlivych krokl polymerazové fetézové reakce. Pfitom se zjistilo, Ze pro Gspésny prubéh této
reakce muze probihat pocate¢ni denaturace po dobu 60 az 300 s pfi teploté 94 az 98 °C, nasledné
amplifika¢ni cykly (30 az 40) musi obsahovat fazi denaturace, kterd mtize probihat po dobu 20 az
30 s pii teploté 94 az 98 °C, fazi nasedani oligonukleotidii, kterd musi probihat po dobu 20 az 30
S pfi teploté 66 az 69 °C a fazi extenze, ktera mlize probihat po dobu 30 az 90 s pfi teploté 72 °C,
nasledna kone¢na extenze pak muze probihat po dobu 300 s pfi teploté 70 az 80 °C, nacez pfi
teploté 4 °C probiha ukoncovaci faze této reakce.

Minimalni poZzadavek na slozeni reakéni smeési je pfitom ve vSech variantach 1 az 1,5 u
termostabilni DNA-polymerazy, 0,2 mM kazdého z nukleotidii (deoxyribonukleosidtrifosfaty:
dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1,5 mM mnozstvi Mg?* iontii ve form& MgCl,, pii¢emz s vyhodou
se pouzije jiz pramyslove pripravena smeés, napt. smé¢s PCR Master-mix, vyrobce Top-Bio, S r.0.
Koncentrace oligonukleotidii je doporucovana v rozmezi 0,2 az 1 uM, avsak dle provedenych
experimentl postacuje ijen 0,1 pM.

Minimalni doporu¢ované mnozstvi DNA bakterii v reakéni smési je pak pro dosaZeni
spolehlivého vysledku 20 az 100 ng.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob detekce bakterii druhu Selenomonas lacticifex, vyznacujici se tim, ze ze vzorku
obsahujiciho alespoil jeden druh bakterii se izoluje DNA téchto bakterii, ktera se v mnozstvi
alespon 20 ng v pufru piida do reak¢ni smési, ktera obsahuje alespoii 1 u termostabilni DNA-
polymerazy, alespon 0,2 mM kazdého z nukleotidi dATP, dCTP, dGTP, dTTP a alespon 1,5 mM
Mg?" ionti, pficemz pfedtim a/nebo soub&Zné se do této smési piida par oligonukleotidii tvofeny
alesponi 0,1 uM oligonukleotidu SelenoFor2 tvorené¢ho sekvenci 5'-CGG-GGA-CGA-ATG-
TGC-AGT-ATT-T-3"a alesponn 0,1 uM oligonukleotidu SelenoRev1 tvofen¢ho sekvenci 5°-
GGC-TTC-GCT-GCT-CTC-TGT-CCA-3" nebo oligonukleotidu SelenoRev2 tvoreného sekvenci
5’-GGT-TTA-TGG-GGT-TCG-CTT-GG-3", pficemz se tato smés vlozi do termocykleru, kde
nejprve po dobu 60 az 300 s dochazi k jeji pocatecni denaturaci pii teploté 94 az 98 °C a nasledné
probihd 30 az 40 amplifikac¢nich cykll, z nichz kazdy obsahuje fazi denaturace, kterd probiha po
dobu 20 az 30 s pfti teploté 94 az 98 °C, fazi nasedani oligonukleotidl, ktera probiha po dobu 20
az 30 s pfi teploté 66 az 69 °C a fazi extenze, kterd probiha po dobu 30 az 90 s pfi teploté 72 °C,
nacez nasleduje konecna extenze, ktera probihd po dobu 300 s pii teplot¢ 70 az 80 °C a
ukoncCovaci faze, kterd probiha pfi teploté 4 °C, pricemz a/nebo po ¢emz se sleduje zda mezi
parem oligonukleotidi a DNA dané¢ho kmene bakterii probiha/probéhla polymerazova fetézova
reakce, a pokud tato reakce probiha/probéhla, urCuje se béhem jejiho pritbéhu nebo po jejim
ukonceni charakteristickd délka jejiho produktu, z niz se usuzuje na to, zda zkoumanad DNA patfi
nebo obsahuje podil DNA bakterii druhu Selenomonas lacticifex nebo ne, a zda tedy zkoumany
vzorek obsahuje bakterie tohoto rodu nebo ne.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze zkoumana DNA patii nebo obsahuje podil
DNA bakterii druhu Selenomonas lacticifex, pokud pfi pouziti paru oligonukleotid SelenoFor2
tvofeného sekvenci 5-CGG-GGA-CGA-ATG-TGC-AGT-ATT-T-3" a  oligonukleotidu
SelenoRevl tvofeného sekvenci 5-GGC-TTC-GCT-GCT-CTC-TGT-CCA-3" ma produkt
polymerazové fetézové reakce charakteristickou délku 824 bp.

3. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze zkoumana DNA patii nebo obsahuje podil
DNA bakterii druhu Selenomonas lacticifex, pokud pii pouziti paru oligonukleotidi SelenoFor 2
tvofeného sekvenci 5-CGG-GGA-CGA-ATG-TGC-AGT-ATT-T-3" a  oligonukleotidu
SelenoRev2  tvofeného sekvenci 5'-GGT-TTA-TGG-GGT-TCG-CTT-GG-3'ma  produkt
polymerazové fetézové reakce charakteristickou délku 850 bp.



	Bibliographic_Data
	Abstract
	Description
	Claims

