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Stanoveni Zivo¢iSnych tkani v krmivech metodou RT-PCR

pro prezvykavce

Michaela Riizkova

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky, Za Opravnou 4, 150 06 Praha
michaela.ruzkova@ukzuz.cz

1 Uvod a cil prace

Na zéklad¢ zadosti Evropského parlamentu zaCala Evropska komise revidovat Natizeni
Komise (ES) ¢.999/2001, ptilohu IV, kterym se uvazuje o povoleni zkrmovat Zivo¢isny
protein farmovym zvifatim s vyjimkou piezvykavych. Vzhledem k dosavadnimu omezeni
zkrmovani zivocisnych proteinti byla zavedena mikroskopicka metoda jako jedina referen¢ni
metoda. Ta vSak nedokaze stanovit druhovou specifikaci ptivodu kontaminace. Pro povoleni
zkrmovani zivo¢i$nych proteinti je nutné zavést metodu, ktera umozni specifikovat pivod
proteinu do druhti. Evropska referenéni laboratof pro Zivo¢isné proteiny (EURL-AP) zvolila
jako novou metodu Real Time-PCR (RT-PCR). Na zaklad¢ zadosti DG SANCO se metoda
RT-PCR zkousela formou mezinarodniho kruhového testu, ktery vypsala EURL-AP.
Evropska Komise zaroven reviduje nafizeni Komise (ES) 152/2006, piilohu VI, kde je

metoda popsana.

Cilem této prace bylo zavést a otestovat metodu RT-PCR pro rutinni kontrolu krmiv
na pritomnost zivocisnych protein a jejich konkrétni identifikaci v souladu s postupem
EURL-AP.

2 Teoreticka cast

DNA v sobé nese genetickou informaci pro syntézu vSech enzymu fidicich jakoukoli
biologickou aktivitu. Diky studiu sekvenci DNA mnohymi molekularné-biologickymi
pfistupy je mozZné celkem zietelné rozliSit a identifikovat nejen jednotlivé Zivoc€ichy, ale

I jejich ptibuznost v navaznosti na zdravi i patogenitu ¢i invazivitu (Doeda et al. 2010).

Rada laboratofi se v minulosti zabyvala moznosti aplikace metody RT-PCR pro rutinni

kontrolu krmiv na obsah zakazaného zivoc¢isného proteinu v krmivech (Bottero et al., 2003).
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Avsak jejich vysledky byly velmi nejednotné. Né&kteti poukazovali na to, ze metoda neni
aplikovatelna vzhledem k podminkam pii vyrobé zivocisnych moucek (130 °C; 300 kPa;
20 min), kdy je tfeba uvedené teplotni a tlakové podminky dodrzet, ¢imz se DNA natolik
rozstépi, ze se porusi jeji aktivni ¢ast a zbytek fetézce, 1 kdyz bude dostatecné dlouhy, bude
inaktivni (Raney et al. 2009).

Avsak jind vyzkumna centra velmi intenzivné v této oblasti publikovala se zajimavymi
poznatky (Saunders et al., 2009 a), ze metoda je funkéni, ale malo senzitivni a limit detekce je
v ptipad¢ RT-PCR na urovni (3 — 5) %. Tyto zavéry pusobily problematicky vzhledem
k tomu, ze zkrmovani Zivo¢isného proteinu bylo na zaklad¢ nafizeni Komise (ES) ¢. 999/2001
prilohou IV. striktn¢ zakdzédno u farmovych zvifat s vyjimkou kozeSinovych zvitat.
Mikroskopicka metoda, ktera se pii detekci uzivala, méla limit detekce pod 0,1 %.

Tato metoda specifikuje podminky pro zjistovani slozek Zivoéisného puvodu v krmivech.
Metoda je pouzitelnd pro jakoukoli pfitomnost ZivociSnych tkdni ve vSech druzich krmiv. Lze
rozlisit ptitomnost tkani zvitat na zaklad¢ specifickych ¢asti DNA (primert), které jsou fadné
zmapované a je u nich znama jejich specifickd sekvence nukleotid (Raney et al. 2009). Jedna
se tedy o metodu piisn¢ specifickou, kterd je schopna rozliSit zivoc¢iSnou kontaminaci
az do druhu zivocicha. Podle druhu slozek zivocisného pivodu lze v krmivech prokazat

I mala mnozstvi (limit detekce 0,1 %).

Identifikace vSak musi byt provedena na dokonale homogennim materialu, ktery je umlety
na ¢astice o velikosti 0,5 mm. Velky vyznam pro spravnou identifikaci a néslednou
interpretaci vysledkli ma i1 uspofddani laboratofe (Saunders et al., 2009 b), dodrzovéni
metodického postupu a analyza kritickych bodl standardniho opera¢niho postupu, zejména
kontaminace z prostfedi laboratofe. EURL-AP navrhuje ve svém standardnim opera¢nim
postupu (Berben et al., 2011) ¢isténi pracovnich ploch pravidelnym otiranim 0,1M HCI
auzivani UV sterilace mistnosti spolecné s vyuzitim PCR boxii. Naproti tomu Raney et al.
(2009) udévaji jako lepsi variantu sterilace kombinaci denaturovaného ethanolu a UV zareni
s ohledem na to, ze oSetfeni povrchu nékterych pracovnich ploch 0,1M HCI tyto plochy

neumérné namaha a vyrazné se zkracuje jejich zivotnost.



3 Prakticka ¢ast — testovani metody RT-PCR v podminkach
NRL-RO Praha

3.1 Rozsah pouziti

Metoda umozni rutinni kontrolu krmiv a eventudlné hnojiv na piitomnost zivocisného
proteinu a jeho konkrétni specifikaci. Vychazi z JPP ZK 10652.1 Detekce zivocisnych
proteini RT-PCR metodou.

3.2 Princip

Postup extrakce DNA ze vzorkli krmiv se skladd ze tfi zakladnich krokt: lyze bunék,

vysrazeni proteinl a vysrdzeni a promyvani extrahovanych nukleovych kyselin.

PCR (polymerazova fetézova reakce) je biochemickd reakce, kterd vyuziva enzym DNA-
polymerazu ke kopirovani DNA. Amplifikace (zmnozeni) DNA pomoci PCR je zajisténo
pouzitim dvou primerd, které nasedaji na komplementarni sekvence ve dvou templatovych
vlaknech. Templatovd vldkna vznikaji denaturaci ptivodné dvouvldknové DNA. Primery
natato vldkna nasedaji v protismémné orientaci. Timto vznikne ohrani¢eni Zadaného

amplikonu (PCR produktu) o ur¢ité délce nukleotidové sekvence, napf. cilového genu.

3.3  Pristroje a pomiicky

1 Umeélohmotné mikrozkumavky 2 ml.

2 Umélohmotné mikrozkumavky (2 ml) se Sroubovacim uzavérem a gumovym
tésnénim.

3 PCR box.

4 Vortex.

5 Stolni centrifuga s rotorem pro mikrozkumavky (2 ml), s nastavitelnou hodnotou

14000 g a pracovni teplotou 4 °C.

6 Mrazak s pracovni teplotou —20 °C.
7 Purifikator KingFisher mL.
8 ROCHE Lightcycler 2.0 se sklenénymi kapilarami.



3.4 Chemikalie

Vsechny chemikalie museji byt v Cistoté pro molekularné-biologické analyzy.

1 Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 10 mol/I.

2 Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 4 mol/l.

3 Ethanol, C,HsOH, roztok, ¢(C,HsOH) = 70 %.

4 Komer¢né doddvany Wizard Magnetic DNA Purification Systém for Food

(Promega) kit pro izolaci a purifikaci.

5 Isopropanol, CH3CH3;CHOH.

6 Primery a proby syntetizovany subdodavatelsky u firmy ROCHE podle sekvence
ze standardniho operacniho postupu EURL-AP.

7 MasterMix 1Q od firmy BIORAD.

8 Voda ve vysoké ¢istot¢ pro molekularni biologii, H,O (rezistivita 18,2 MQ/cm).

3.5 Priprava vzorku

3.5.1 Navazka vzorku

Navazuje se (0,1000 = 0,0001) g (Wang et Rossman, 1994), vzdy paralelné pro sniZeni
zatizeni chybou (Ausubel, 1989). Stanoveni se provadi za stejnych podminek, paralelni
stanoveni vzdy z unikatni navazky totozného vzorku. Navazovany materidl (vzorek) se vklada

do pfedem UV ozatenych 2ml centrifuga¢nich mikrozkumavek.
3.5.2 Izolace a purifikace DNA

Na zakladé¢ standardniho opera¢niho postupu EURL-AP byla v NRL pro detekci zivocisnych
proteini zavedena metoda izolace zalozend na extrakci z komeréné dodavaného Kitu
(Promega) Wizard Magnetic DNA Purification System for Food. Nevyhodou této metody je
fakticky nezndmé ptresné chemické slozeni jednotlivych komponent kitu. Laboratof vyuziva

moznosti semiautomatického postupu izolace a purifikace.

Do centrifuga¢ni mikrozkumavky se vzorkem se pfida 500 pl lyzaéniho pufru A a5 pl RNA
pufru (20 mg/ml) a smés ve zkumavce se promicha vortexem 15 s. Ke smési se pfida 250 pl
lyza¢niho pufru B a smés ve zkumavce se opét promicha vortexem 15 s. Zkumavka
se vzorkem aroztoky se inkubuje 10 min pfi laboratorni teploté¢ (22 — 25) °C. Poté
se do zkumavky ptida 750 ul precipitaéniho roztoku a smés ve zkumavce se promicha

vortexem 15 s. Zkumavky se centrifuguji 10 min pii 13000 ot/min.

4



Do purifika¢nich nadob do automatického purifikatoru se ptipravi:

. Do prvni pozice 50 pl magnetickych kulicek. K nim se ptfida 1000 ul supernatantu
zZ centrifugacni zkumavky a 800 pl isopropanolu.

. Do druhé¢ pozice se napipetuje 250 ul lyza¢niho pufru B.

. Do tieti a do ¢tvrté pozice se napipetuje 1000 ul ethanolu.

J Do paté pozice 300 ul DNA ¢isté vody.

Purifikace probiha 20 min v pfistroji KingFisher ml pomoci naprogramované sekvence krokd.

Po ukonceni purifikace zlstava v paté pozici pristroje izolovana Cista DNA.

353 RT-PCR

Piedem pfipravena reakéni smés obsahuje 5 ul PCR vody, 1,10 pl primeru piimého,
1,10 pl primeru zpétného (konc. 10 uM), 0,73 ul proby (konc. 5 uM) a 12,02 ul MasterMixu.

Do kapilary pro light cycler se nejprve pipetuje 5 ul vycisténé DNA (DNA templatu) a poté
se ptida 20 pl mixu. Kapildra se zazatkuje a vklada do karuselu light cycleru. Kazdé stanoveni
probihd stzv. pozitivni a negativni kontrolou, kde je vzdy do sady se vzorky nebo
kontrolovanym materialem ddvana i kapilara s PCR vodou a mixem (jako negativni kontrola)

a izolatem definované hledané DNA a mixem (jako pozitivni kontrola).

3.6 Vlastni zavedeni metody RT-PCR

Samotnému zavedeni metody piredchazela validaéni studie, kterou se EURL-AP snazila ovéfit
a upfesnit limit detekce pro metodiku, vyloucit chyby pfistrojového vybaveni a upfesnit

pouziti chemikalii pro nasledné testovani v jednotlivych narodnich referen¢nich laboratofich.
3.6.1 Priprava kalibra¢ni kfivKky a test zpisobilosti (Proficiency Test PCR 2012)

3.6.1.1 Priprava kalibra¢ni kiivky

Pted testem zptisobilosti obdrzely NRL EU kalibra¢ni roztoky (680 kopii DNA, 177 kopii
DNA, 46 kopii DNA), jejichZ pomoci si mély pfipravit kalibraci pfistroje a vyhodnotit limit
detekce resp. cyklus (C;), odpovidajici limitu detekce (obr. 1 a obr. 2), coz je 15 kopii
v roztoku, coz odpovida cca 0,025 % pivodni kontaminace krmiva Zivo€iSnym proteinem
(obr. 2). Vzhledem k validac¢ni studii, ze které vyplyva, Ze kritickymi body pro RT-PCR jsou
predevsim typ pfistroje, ale také MasterMix, v jehoz sloZeni nesmi byt bovinni extrakt, byla
kazda z laboratofi vystavena zasadnimu testovani, a to pfedevSim vyhleddnim vhodného

MasterMixu, nebot’ jejich slozeni podl¢hd firemnimu tajemstvi a neni publikovéno.



Standard Curve

Log Concentration

Obr. 1. Standardni kfivka vyhodnocena programem ROCHE LightCycler 2.0.
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Obr. 2. Kfivka amplifikace pii méieni standardnich roztoki (680 kopii DNA, 177 kopii
DNA, 46 kopii DNA).



Narodni referencni laboratof pro detekci zivociSnych proteini v krmivech pfipravila
kalibra¢ni kifivku a vyhodnotila dle vypoctu limit detekce odpovidajici 15 kopim DNA
v 37,29 cyklu (viz obr. 2 a obr. 3). Pro nasi laboratof tedy vzorky, které se budou projevovat

jako pozitivni po tomto cyklu, jsou fakticky pod limitem detekce a tudiz vyhodnoceny jako

negativni.
Determination of the cut-off of a PCR
platform
(TNO Triskelion ruminant PCR test)
Exact copy
Calibrants numbers
680
Introduce the exact values of
160 copies 177 copy numbers
40 copies 46
The cut-off of your PCR platform will be
Cut-off at 15 determined  after  performing 16
copies SOZBRREZY @D < calibrations (runl, run 2, run 3 and run
4)

Obr. 3. Vyhodnoceni limitu detekce.

3.6.1.2 Test zpisobilosti (PCR Proficiency Test 2012)

Po ptipravé kalibrace a upravé standardniho opera¢niho postupu na podminky laboratote byl
vytvofen jednotny pracovni postup, ktery zahrnuje nejen identifikaci vhodného MasterMixu,
ale 1 nastaveni limitu detekce pro LightCycler firmy ROCHE, kterym je laboratof vybavena.
Z EURL-AP obdrzela laboratot celkem 10 kontrolnich vzorka pro provedeni PCR Proficiency
testu 2012. Laboratof vzorky analyzovala ve shodé¢ s pfipravenym jednotnym pracovnim

postupem a vyhodnotila.
3.6.2  Vysledky

NRL pro detekci zivocisSnych proteini v krmivech na zakladé¢ vyhodnoceni RT-PCR
Proficiency testu EURL-AP 1spé$n¢ zavedla metodu detekce zivocisného proteinu

v krmivech.



Hodnoceni EURL-AP pro NRL CR

Laboratot bezchybné absolvovala test zptisobilosti. Také v ptipadé kalibracni kiivky se NRL

CR shodla s laboratotemi, které se ptivodné Gi¢astnily pouze validaéni studie.

4 Z7.avér

Metoda RT-PCR pro detekci zivodisnych proteini v krmivech byla uspé$né zavedena,
kalibrovana i vyhodnocena na zakladé mezinarodniho testu zpusobilosti (RT-PCR Proficiency

test) jako metoda provéfena. Metoda bude akreditovana béhem dozorového auditu CIA.
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Izolace a stanoveni po¢tu probiotickych kvasinek

(Saccharomyces cerevisiae) podle CSN EN 15789

Katerina Starikova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tUstav zemd&d&lsky, Narodni referen¢ni laboratof,
Oddéeleni mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod a cil prace

Probiotika jsou definovana jako ,,zivé mikroorganismy, které, jsou-li podavany v adekvatnim
mnozstvi, prispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele”. Jako probiotické kultury
se pouzivaji bakterie, kvasinky a plisné, které¢ pfirozené obyvaji travici trakt.
U hospodaiskych zvifat maji pfiznivy vliv na uzitkové vlastnosti (dojivost, snaSka vajec,
ptirtistky hmotnosti) i na zdravotni stav.

Nejcastéji pouzivané probiotické kvasinky jsou Saccharomyces cerevisiae. Jedna se
0 fakultativné anaerobni mikroorganismy elipsoidniho nebo kulovitého tvaru, které vytvareji
kolonie na selektivnim agaru S kvasniénim extraktem, gluk6zou a chloramfenikolem.

Na oddéleni mikrobiologie a biochemie UKZUZ se pro stanoveni kvasinek rodu
Saccharomyces v rdmci kontroly oznacovani krmiv dosud pouzivala metoda Stanoveni
obsahu kvasinek rodu Saccharomyces — obecny postup (postup JPP ZK 10120.1). Cilem prace
bylo zavést metodu dle CSN EN 15789 Krmiva — lzolace a stanoveni poétu probiotickych
kvasinek. Tato metoda byla vyvinuta pro stanoveni poctu probiotickych kvasinek

v doplnkovych latkach, premixech a krmivech.

2 Princip

Zakladem metody je homogenizace vzorku, pfiprava vychozi suspenze, fedici fady
ainokulace zalitim médiem. Plotny se inkubuji v aerobnich podminkdch 2 dny
pii (35 = 1) °C. Narostlé kolonie se spocitaji, kvasinky se ovéfi podle mikroskopické

morfologie a vyjadii se jako kolonie tvorici jednotky (CFU) v g nebo kg krmiva.
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Pristroje a pomiicky

Analytické vahy.

Vahy s ptesnosti 0,01 g.

pH metr.

Magnetické michadlo.

Ptistroj ke sterilizaci teplem — autokldv, susarna nebo tlakovy hrnec.

Termostat s teplotou udrzovanou na (35 + 1) °C.

Vodni lazen.

Vortex.

Mikroskop s imerznim objektivem (zvétSeni 100 x).

Sterilni laboratorni sklo — lahve suzavérem, Erlenmeyerovy baiky, kadinky,
zkumavky, Petriho misky, podlozni a kryci sklicka.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (100 — 1000) pul a sterilni Spicky bez
filtru.

Jednorazové plastové nebo sterilni sklenéné hokejky.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojdnky na zkumavky, odpadni

nadoby.

Podle charakteru materialu se sterilizuje a dekontaminuje bud’ tepelné v susarné 1 h pfi
(115 - 120) °C, nebo 15 min v autoklavu p#i (121 + 1) °C nebo chemicky napt. 70%

ethanolem, Savem, apod.

4

Chemikalie

PouZivaji se chemikalie Cistoty p. a., pokud neni uvedeno jinak.

Z:iakladni Fedici roztok pro pripravu vychozi suspenze

Redici roztok pro ptipravu vychozi suspenze

Chlorid sodny NaCl 8¢
Chlorid draselny KCI 0,29
Hydrogenfosforecnan sodny Na,HPO,4 1,159
Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO4 0,29
(re)destilovana voda
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Chemikalie se rozpusti v (re)destilované vodé a doplni do objemu 1 1. Upravi se pH
na hodnotu (7,3 £ 0,2). Takto pfipraveny roztok se sterilizuje v autoklavu 15 min pfi (121 +
1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci. Pfed pouzitim se roztok vytemperuje na laboratorni

teplotu.

Redici roztok pro pripravu série redéni

Bakteriologicky pepton 19
Chlorid sodny NaCl 8,50
(re)destilovana voda

Chemikalie se rozpusti v (re)destilované vod¢ a doplni do objemu 1 1. Upravi se pH
na hodnotu (7,0 £ 0,2). Takto pfipraveny roztok se sterilizuje 15 min v autoklavu pii (121 +
1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci. Pfed pouzitim se roztok vytemperuje na laboratorni
teplotu.

Kultivacni ptida

Agar s kvasni¢nim extraktem, gluk6zou a chloramfenikolem.

Kvasni¢ni extrakt 59
Glukéza 209
Chloramfenikol 0,19

Agar (12-15¢
(re)destilovana voda 1000 ml.

Chemikalie se rozpusti v (re)destliované vodé za varu. Upravi se pH na hodnotu (6,6 + 0,4).
Doplni se do objemu 1 |. Sterilizuje se 15 min v autoklavu pii (121 = 1) °C nebo 30 min
Vv tlakovém hrnci. Pied pouzitim k zalévani inokula se ptida uchovava pii (48 £ 1) °C.

Lze vyuzit komer¢né vyrdbény agar (naptf. chromogenni agar), ktery se pfipravuje podle
navodu vyrobce.

Plotny lze uchovavat v chladni¢ce 7 dnid. Pfed pouZzitim se plotny nechaji vytemperovat

na laboratorni teplotu.
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Fyziologicky roztok

Chlorid sodny NaCl 0,859
(re)destilovana voda 100 ml.

Chlorid sodny se rozpusti v (re)destilované vodé a doplni do objemu 100 ml. Upravi se pH
na hodnotu (7,4 + 0,2) roztokem hydroxidu sodného (1 mol/l, viz nize). Takto pfipraveny
roztok se sterilizuje 15 min v autoklavu pfti (121 =+ 1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci. Pied

pouzitim se roztok vytemperuje na laboratorni teplotu.

Ostatni potiebné chemikalie

Hydroxid sodny ¢ (NaOH) = 1 mol/l, 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a doplni na vysledny
objem 250 ml v odmérné barice.

(re)destilovana voda.

Denaturovany 70% ethanol.

Imerzni ole;j.

5 Testovany material

Pro zavedeni nové metody se pouzil vzorek ¢. 1123/2012 — Mineralni krmivo pro skot —
dojnice dodany do laboratofe ke stanoveni mnozstvi Saccharomyces cerevisiae v ramci cilené
kontroly pfitomnosti doplitkovych latek v krmivech metodou ¢. 10120.1 s deklarovanym

mnozstvim min. 670 x 10° CFU (jednotek tvoficich kolonie) v 1 kg krmiva.

Soucasné byl pouzit kontrolni kmen Saccharomyces cerevisie na zelatinovém disku

pro testovani médii z Ceské sbirky mikroorganismal.

6 Pracovni postup

Uvari se a vysterilizuje se agar s kvasnicnim extraktem, glukézou a chloramfenikolem.
Navazi se (20 = 0,1) g vzorku ve tiech paralelnich navazkach a ptida se k nému (180 =+
0,1) ml zakladniho fediciho roztoku pro piipravu vychozi suspenze. Takto pfipravené vzorky
se michaji 5 min na michadle nastaveném na vysokou rychlost. Poté se nechaji 30 min stat
anakonec se opét michaji 2 min na michadle nastaveném na vysokou rychlost. Timto

postupem se ziskd zékladni fedéni 10™. Podle predpokladaného obsahu kvasinek
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Saccharomyces cerevisiae ve vzorku se pfipravi fedici fada — série zkumavek s 9 ml fediciho
roztoku pro pripravu série fedéni (dale pepton). 1 ml vychozi suspenze 107 se prenese
do zkumavky s peptonem. Vzniklé fedéni je 102 Tato smés se 4dn& promicha na vortexu
a prenese se do dalsi zkumavky obsahujici pepton. Postup se opakuje, dokud se neziskaji dvé
po sobé jdouci fedéni vhodna pro inokulaci a inkubaci. Z kazdé vybrané zkumavky se odebere
1 ml vzorku a pfenese se na Petriho misku. Inokulum se zalije asi 15 ml agaru, peclivé
se krouzivymi pohyby promichd a necha se utuhnout. Naockované misky se prevrati dnem
vzhlru a umisti se do termostatu. Misky se inkubuji 48 h pii (35 £ 1) °C. Po uplynuti této

doby se narostlé kolonie spocitaji.

7 Pocéitani kolonii

Pro vypocet se pouziji misky, které¢ obsahuji ne vice nez 300 kolonii ve dvou po sobé& jdoucich
fedénich.

Kolonie narostlé na miskdch jsou smetanové zbarvené, vypouklé, neprihledné,
nepravidelného tvaru. Jejich velikost kolisa od 1 mm do 6 mm. Ve spodni vrstvé agaru mohou
nariist 1 kolonie Saccharomyces cerevisie ze spodniho kvaseni, které jsou smetanovée
zbarvené, neprisvitné a maji nepravidelny tvar i okraje.

U vybranych kolonii se provede tzv. fenotypova charakteristika, tzn. kontrola mikroskopickeé
morfologie za pouziti olejové imerze. Kvasinky jsou tvofeny buiitkami kulovitého nebo

elipsoidniho tvaru, mnohdy s projevy puceni.

Celkovy poc¢et mikroorganismi [V na g vzorku se vypocte podle vztahu

»c

N =

F[ﬂl T 'D, lﬂ:]ﬂr
ZC  soudet viech kolonii spocitanych na vybranych plotnéch,
v objem inokula aplikovaného na misku v ml,
1 pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni,
M2 pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedént,
d

faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni,
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Vysledek se vyjadii jako celkovy pocet mikroorganismil na g nebo kg vzorku jako ¢islo 1,0 az

9,9 nasobené 10*, kde x je mocnina 10.

8 Vysledky a diskuse

Provedly se tfi na sob€ nezavislé analyzy stejného vzorku. Vzorek se vZzdy stanovil ve tiech
paralelnich navazkach. Podle ptfedpokladaného mnozstvi kvasinek rodu Saccharomyces
ve vzorku se pro inokulaci a inkubaci zvolila fedéni 107 a 10, Sougasné se provedla kontrola
média kmenem z Ceské sbirky mikroorganismi (obr. 1). Po 48h inkubaci ploten se provedla
fenotypova charakteristika vybranych kolonii jak zkontrolniho kmene (obr. 3), tak
I vybranych kolonii analyzovaného vzorku (0br. 4) a spocitaly narostlé kolonie na miskach
analyzovaného vzorku (obr. 2). Pocty narostlych kolonii a z nich vypocitané celkové pocty

mikroorganismt N na kilogram vzorku jsou uvedeny v tabulce 1.

Obr. 1 Petriho miska s kmenem kvasinek Saccharomyces cerevisiae z Ceské sbirky
mikroorganismi.
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Obr. 2 Petriho miska s koloniemi kvasinek Saccharomyces cerevisiae z analyzovaného
vzorku ¢. 1123/2012.

Obr. 3 Fenotypova charakteristika kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae z Ceské
sbirky mikroorganismi.
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Obr. 4 Fenotypova charakteristika vybrané kolonie kvasinek Saccharomyces cerevisiae
z analyzovaného vzorku ¢. 1123/2012.

Tabulka 1. Vysledky tii na sobé nezavislych analyz vzorku 1123/2012 (35 °C, inkubace
48 h).

Pocet kolonii Pocet kolonii N
Redéni 107 Redéni 10 (CFU v 1 kg)
70 7 7,0 x 10™
23.8.2012 62 6 6,18 x 10™
59 7 6,0 x 10"
66 8 6,73 x 10™
29. 8. 2012 60 7 6,09 x 10™
65 6 6,45 x 10
65 5 6,36 x 10"
13.9. 2012 64 7 6,45 x 10"
68 8 6,91 x 10™
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Z vysledkt uvedenych v tabulce vyplyva, ze ackoli probehly tfi na sobé nezavislé analyzy,
pocet kolonii narostlych na miskach v obou dvou fedénich a celkovy pocet mikroorganismti N

Z nich urceny jsou ptiblizné shodné. Vysledky odpovidaji deklarované hodnote¢.

Pro mikrobiologické analyzy je dulezité, aby se paralelni stanoveni shodovala v tadu, coz

odpovida ve vsech ptipadech vysledki analyzy vzorku 1123/2012.

9 Statistika

Variabilita v ramci jednotlivych stanoveni vypoétena jako variaéni koeficient Cinila 8,34 %;

4,99 % a 4.49 %. Nebyl nalezen rozdil mezi priméry jednotlivych méfeni (anova).

10  Zavér

Cilem prace bylo piejit od dosud pouzivané metody pro stanoveni pocétu probiotickych
kvasinek rodu Saccharomyces (postup &. 10120.1) v krmivech k postupu dle CSN EN 15789
Krmiva — Izolace a stanoveni poctu probiotickych kvasinek. VVzhledem k tomu, ze jsou v dané
norm¢ uvedeny veskeré podminky pro zpracovani vzorku, ptipravu vychozi suspenze, fedéni,
kultivacni pudy, inokulaci a inkubaci, byla tato metoda pouze otestovana a adaptovana

na podminky laboratore OMB.

11 Literatura

1 prEN 15789, Animal feeding stuffs — Isolation and enumeration of yeast probiotic
strains, CEN, 2008. ’
2 CSN EN 15789, Krmiva — Izolace a stanoveni poctu probiotickych kvasinek, Utad

pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkuSebnictvi, 2010.
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Zavedeni detekce screeningovych sekvenci nptll, bar,

P-FMV, crylA(b), pat

Katerina Starikova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemé&délsky, Narodni referen¢ni laboratof,
Oddéleni mikrobiologie a biochemie, Hroznova 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod a cil prace

Geneticky modifikované plodiny byly vyvinuty ve snaze zlepSit kvalitu potravin a vyftesit
nckteré problémy spojené s jejich péstovanim, napi. odolnost vici chorobam, hmyzim
Skidctim, herbicidim aj. Péstitelské plochy, druhy geneticky modifikovanych rostlin a typy
genetickych modifikaci ve svété postupné narlstaji. Mezi nejvice péstované modifikované
rostliny patii soja, kukufice, bavlna a fepka. V EU a tedy i Ceské republice je povoleno
péstovani geneticky modifikované kukufice MONS810 a brambor Amflora. Pro dovoz
a zpracovani jsou v EU povoleny nékteré genetické modifikace bavlny, cukrové fepy,
kukufice, fepky a soji. Vétsina z nich se do Ceské republiky nedovazi, piesto nelze vyloudit
jejich pfitomnost v krmnych surovinach. Podle predpisit EU museji byt krmiva, ktera obsahuji

geneticky modifikované organismy (dale GMO), nebo ktera jsou z GMO vyrobena, oznacena

(13 (13

slovy ,,geneticky modifikovany ...“ nebo ,,vyrobeno z geneticky modifikované¢ho ...
Vyjimku z oznaovani maji produkty, u kterych tvoii obsah geneticky modifikovaného
materidlu neimysIné a technicky nevyhnutelné pfimési v EU povolenych GMO v mnoZstvi

nepiesahujicim 0,9 %.

V Ceské republice se kazdoro¢né monitoruji zemédélské produkty — krmiva a osiva.
Monitoring je zaméfen jednak na ovéfeni pritomnosti GMO, které v EU nebyly povoleny
k uvedeni do ob¢hu, tak na kontrolu spravného oznacovani produkti z GMO, které jiz

povoleni k uvedeni do obéhu v EU ziskaly.

Geneticky modifikovany organismus je podle zakona ¢. 78/2004 Sb. definovan jako takovy
organismus (kromé c¢loveka), jehoz dédicny material byl zménén genetickou modifikaci,

tj. cilenou zménou genetického materidlu zptisobem, kterého se nedosédhne ptirozen¢.
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V piipadé¢ geneticky modifikovanych rostlin je ve vétSin€ piipadii touto cilenou zménou
vneseni genového konstruktu do rostlinné DNA. Genovy konstrukt je laboratorné pfipraveny
usek dédicné informace ve formé deoxyribonukleové kyseliny a skladd se ze sekvence
strukturniho genu a z regulacni sekvence. Strukturni gen urcuje, co se bude podle genového
konstruktu v rostliné produkovat. Volba strukturniho genu proto zavisi na pozadavku na nové
ziskanou vlastnost transgenni rostliny. Volba regulacni sekvence je také velmi dilezita,

protoze urcuje kde, kdy a za jakych podminek se pfenaSeny gen uplatni.

Stanoveni jednotlivych soucésti genového konstruktu, a to regulac¢nich sekvenci (promotoru,
termindtoru), ale i sekvenci zodpovédnych za nékteré pozadované vlastnosti transgenni
rostliny, jsou pfedmétem tzv. screeningu. Jedna se o prvni krok detekce GMO, jehoz
vysledkem je orienta¢ni zjisténi, zda analyzovany vzorek obsahuje nebo neobsahuje

genetickou modifikaci.

Pozitivni vysledek screeningu vede k dalsimu kroku detekce, a to identifikaci konkrétni
genetické modifikace. Protoze existuji i genetické modifikace, které elementy stanovované
screeningem neobsahuji, musi se u nich provést piima identifikace GMO bez provedeni

screeningu.

Spravny vybér screeningovych metod vede nejen ke snizeni poc¢tu zkousek a tim doby trvani

analyzy, ale 1 ke snizeni nakladli na analyzu.

Metody pouzivané k detekci GMO jsou validovany laboratoti EURL (Eropean Union
Reference Laboratory for GM Food and Feed).

Cilem prace bylo rozsifit dosud pouzivané screeningové metody o dalSich pét znamych
screeningovych sekvenci spole¢nych pro vice genetickych modifikaci a tim urychlit analyzu
vzorku a snizit ndklady na analyzu. Mezi nové zavadéné screeningové prvky patii: nptll, bar,
P-FMV, crylA(b) a pat.

Neomycin phosphotransferase gen (nptll) je selekéni gen z E. coli, ktery zajistuje rezistenci
vici kanamycinu (aminoglykosidové antibiotikum).

Phosphinotricin N-acetyltransferase gen (bar) je gen z bakterie Streptomyces hygroscopicus
kodujici fosfinotricinacetyl transferasu, kterd zajiStuje odolnost vic¢i herbicidu s ucinnou
latkou fosfinotricinem.

Promotor z modifikovaného viru krti¢niku (Figworth Mosaic Virus) (P-FMV) se pouziva

jako tzv. regulacni sekvence (¢ast molekuly DNA) nutna pro spusténi transkripce genu.
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Gen mikroba Bacillus thuringiensis, ktery koduje protein crylA(b), zajiStuje rostlinam
produkci bilkoviny s insekticidnim uc¢inkem.

Phosphinotricin N-acetyltrasferaze gen (pat) je gen odvozeny z bakterie Streptomyces
viridichromogenes kodujici fosfinotricinacetyltransferazu, ktera zajistuje odolnost vuci

herbicidu s uc¢innou slozkou glufosinatem.

2 Princip

Zakladem metod screeningu je polymerazova fetézova reakce (dale PCR). Jedna se o hojné

pouzivanou metodu, pti které dochazi k mnohonasobnému zmnozeni urcitého tiseku DNA.

PCR se provadi automatizované v termalnim cykleru. Pfed vlastni PCR je dilezité provést
uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti, Ze pfi prvnim kroku cyklu nedojde pouze
k ¢astetnému oddéleni komplementarnich fetézcli, ale vSechny molekuly puvodni DNA
budou jednofetézcové a pristupné primerim. Nasleduje denaturac¢ni krok prvniho cyklu.
Béhem druhého kroku, tzv. annealingu ptisedaji primery ke specifickym sekvencim matricové
DNA. Primery jsou navrzeny tak, ze se vazou k protilehlym fetézciim dvousroubovice
3’- konci smérem k sobé a vymezuji délku amplifikovaného useku. Ve tfetim kroku cyklu
jsou primery prodluzovany DNA-polymerazou ve sméru od 5°- konce ke 3’- konci, tzv.
extenze. Nasledujici cyklus za¢ind opét denaturaci dvouvldknové DNA a vSe se opakuje.
Vzhledem ke specifické sekvenci primert je amplifikovany usek mezi nimi stale stejny.
Celkovy produkt PCR se nazyva amplikon. Miva definovanou délku pohybujici se od desitek

az po tisice part bazi (bp), kterd se stanovi pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

w

Pristroje a pomiicky

Analytické vahy.

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vortex.

Minitfepacka.

Laminarni box.

Termalni cykler.

Elektromagnetické michadlo s ohievem.

Elektroforetickd vana a zdroj napéti.

© 00 N o o B~ W N

Transiluminator.
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10 Fotodokumenta¢ni zafizeni a software.

11 Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky
s filtrem.

12 Plastové zkumavky o objemu 0,20 ml, 0,5 ml, 2 ml.

13 Vyrobnik ledu.

14 Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl na odpad, stojanky

na zkumavky, odpadni nadoby, nddoba na uchovani ledu.

Podle charakteru materidlu se sterilizuje a dekontaminuje bud’ tepeln€ v susarné 1 h pii (115 —
120) °C, nebo 15 min v autoklavu pii (121 = 1) °C nebo chemicky napi. 70% ethanolem,

Savem, apod.

4 Chemikalie

REDTaq”ReadyMix™PCR Reaction Mix with MgCl,, Sigma-Aldrich
REDTaqReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..
PCR voda.

Amplifika¢ni primery, kupuji se od ovéieného dodavatele, napr. Generi Biotech, s.r.o.,
Hradec Kralové

APH2 F: CTC ACCTTG CTC CTG CCG AGA

APH2 R: CGC CTT GAG CCT GGC GAA CAG

RapB-F1: ACA AGC ACGGTCAACTTCC

RapB-R1: GAG GTC GTC CGT CCACTC

FMV1: AAG CCT CAA CAA GGT CAG

FMV2: CTG CTC GAT GTT GAC AAG

CRY2-F: CCC ATC GAC ATC AGC CTG AGC

CRY2-R: CAG GAA GGC GTC CCACTG GC

pat_16-L (F): GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT

pat_16-R (R): TTC CAG GGC CCA GCG TAAG

Ptiprava amplifikacnich primer(: Primery se rozpusti, fedi a rozdéli do potfebnych mnoZzstvi
nasledujicim zplisobem.

Zasobni roztok o koncentraci 100 uM: Do zkumavky s primerem v podob¢ prasku na dné,

ktery nemusi byt viditelny, se ptida voda vhodné pro PCR, v mnozstvi uvedeném vyrobcem.
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Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se ziska zasobni roztok, ktery se rozpipetuje po 50 ul
do sterilnich zkumavek o objemu (0,5 — 0,6) ml. Pokud se rozd¢li zasobni roztok v jinych
mnozstvich, uvede se objem na zkumavku. Zkumavky s primery se zamrazi a uchovavaji
pii teploté (20 + 1) °C.

Pracovni roztok o koncentraci 20 uM: Do jedné zkumavky zéasobniho roztoku se ptida
Ctyfnasobny objem vody vhodné pro PCR. Tim se ziska pracovni roztok. Rozdéli se po (20 —
25) ul a zamrazi na teplotu (20 £+ 1) °C.

Do reak¢éni smési PCR se ptidavaji pracovni roztoky primert.

Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE

Disodna sl kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA.

Trizma base.

Ledov4 kyselina octova.

Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vod¢ a doplni na vysledny objem 250 ml v odmérné

bance.

Piiprava TAE pufru

Piiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Ptiprava 0,5 M zasobniho roztoku EDTA: 186,1 g Na,EDTA se vmicha do 750 — 800 ml
(re)destilované vody. Na;EDTA se uplné¢ nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0.
pH se upravi na 8,5 ptfidinim NaOH. Potom se doplni (re)destilovanou vodou do objemu
1000 ml. Ptefiltruje se pies fritu pfedem oSetfenou (30 — 60) min pii (115 — 120)° C. Roztok
se skladuje pfi laboratorni teploté.

2. Priprava 2 M Tris: Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody.
Ptida se 57,1 ml ledové kyseliny octové a 100 ml pfedem piipraveného 0,5 M zasobniho
roztoku EDTA (pH 8,5). Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml.
Neautoklavuje se. Uchovéva se v té€sné uzaviené 1ahvi pti laboratorni teploté.

Piiprava pracovniho roztoku 1 X TAE pro elektroforézu a pripravu gelu

Odméii se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu

1000 ml.
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Ostatni

Voda vhodna pro PCR.

(re)destilovana voda.

Ethidium bromid, zasobni roztok. Dodava se komer¢né.

Ethidium bromid, pracovni roztok. Ziskd se zfedénim zasobniho roztoku 10 X (re)
destilovanou vodou.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. GeneRuler™50bp DNA Ladder).

(0,5 — 1)% roztok chlornanu sodného.

70% etanol.

Testovany material
Pozitivni kontroly se pouzivaji pro potvrzeni ptfitomnosti amplifikovaného useku. Negativni

kontroly se pouzivaji pro prokazani specifity reakce.

nptll

ERM®BF416b (nase oznaeni CRM 1/2012) obsahujici 0,1 % kukufice MON 863 a ERM"-
BF416c¢ (naSe oznaceni CRM 2/2012) obsahujici 0,98% kukufice MON 863, IRMM Institute
for reference Material and Measurements.

bar

pozitivni kontrola MS8xRf3 s naSim oznacenim CRM 12/2009 ze setu Rapeseed GMO
Standard Set for Rapseed GT73, GS40/90,MS8xRf3 and Oxy235 obsahujici 1% geneticky
modifikované DNA, Sigma-Aldrich.

P-FMV

AOCS 0304-B — naSe oznaceni CRM 6/2006, jednd se o pozitivni kontrolu genetické
modifikace fepky GT73 s obsahem 99,19 % genetické modifikace, AOCS (American Oil
Chemists” Society).

CrylA(b)

ERM®BF411b (naSe oznaGeni CRM 2/2008) obsahujici 0,1 % kukufice Bt176
a ERM®BF411d (nase oznateni CRM 6/2009) obsahujici 1% kukutice Bt176, IRMM
Institute for reference Material and Measurements.

pat

ERM®BF418b (nase oznateni CRM 5/2012) obsahujici 0,1 % kukufice 1507 a ERM*BF418¢
(naSe oznaCeni CRM 6/2012) obsahujici 0,99 % kukufice 1507, IRMM Institute
for reference Material and Measurements.
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5 Pracovni postup

Pro zavedeni detekce novych screeningovych sekvenci byly vyuzity jiz zavedeny JPP postup

Stanoveni ptritomnosti GMO metodou PCR (postup ¢. 10250.1) a metody validované EURL.

Sekvence jednotlivych amplifikacnich primerd a amplifikacni programy byly pfevzaty

Z metod validovanych EURL.

nptll
amplifikaéni program:

teplota (°C) cas (s) pocet cykli
pocatecni denaturace 95 600 1
denaturace 95 25
annealing 60 30 35
extenze 72 45
finalni extenze 72 420 1
délka amplikonu: 215 bp
bar
amplifikacni program:

teplota (°C) ¢as (s) pocet cyklu

pocateéni denaturace 95 900 1
denaturace 95 10 45
annealing 60 15
délka amplikonu: 60bp
P-FMV
amplifikacni program:

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 94 180 1
denaturace 94 30
annealing 54 30 0
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extenze 12 40
finalni extenze 72 180 1

délka amplikonu: 196bp

CrylA(b)

amplifikaéni program:

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
dekontaminace 50 120 1
pocateéni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
annealing a extenze 60 60 S
délka amplikonu: 129 bp
pat
amplifikacni program:

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykla
pocate¢ni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
annealing a extenze 60 60 0

délka amplikonu: 186 bp

5.1  Polymerazova retézova reakce

Laminarni box se (20 — 30) min vysviti UV zéafenim. Laminarni box a v ném umisténé
predméty se dekontaminuji 70% etanolem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem, sterilni
zkumavky, odpadni nadoba s vlozenym sackem na pouzity material, stojanky, apod.

Stanovi se pocet reakci (tj. pocCet vzorki, beztemplatovd, negativni a pozitivni kontrola).
Podle tabulky reakéni smési (Tabulka 1) se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce.

Jelikoz se reagencie uchovavaji v mrazdku, museji se pfedem rozmrazit bud’ pii laboratorni

25



teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek se promichaji pfevracenim nebo

kratkym vortexovanim a zcentrifuguji na minicentrifuze.

PCR smés se pripravuje na ledu. Celkova reakéni smes se sterilné smiché v poradi, v jakém
jsou jeji slozky uvedeny v tabulce (Tabulka 1). Reakéni smés se dikladné, ale opatrné
promicha (obraceni zkumavky, vortex) a rozd€li se po 22,5 ul do oznacenych zkumavek.
Poté se do zkumavek prida 2,5 ul templatové DNA. Do beztemplatové kontroly se misto

DNA pftida voda vhodna pro PCR.

Pipetuje se v tomto poradi: beztemplatova kontrola, negativni kontrola a nakonec pozitivni
kontrola. Zkumavky se peclivé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce.
Mirnym poklepanim se promichaji, centrifuguji na minicentrifuze, vlozi se do termdlniho
cykleru a zah4ji se ptislusna PCR amplifikace.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési.

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 9
REDTagReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl, 12,5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Templat 25

5.2 Priprava agar6zového gelu

Pro hodnoceni amplifikovanych fragmentli se pouziva 2% agar6zovy gel. Do Erlenmeyerovy
banky se navazi (1,6 + 0,1) g praskové agardzy a piida se 80 ml pracovniho 1 x TAE pufru.
Vati se (15 — 20) min pti (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle do doby,
az se vyceti roztok a vzduchové bubliny vymizi 1 po krouZivém zamichdni. Mezitim
se pfipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek.

Po mirmém zchladnuti se pfidd 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkalacni
barvivo slouZici ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté se vyjme michadélko
a agar se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti na teploté prostiedi,
lze opatrné vyjmout hiebinek a pfenést gel znalévaci vany do elektroforetické vany

S pracovnim roztokem 1 x TAE pufru.
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5.3 Elektroforéza v agarozovém gelu

2% gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi pracovnim 1 x TAE pufrem nékolik mm
nad jeho povrch. Vzorky se nanesou do jamek gelu v tomto pofadi: beztemplatova kontrola,
negativni kontrola, elektroforeticky marker a pozitivni kontrola. Objem vzorku nanaseného
do jedné jamky zavisi na typu hiebinku a jeho potfebném mnozstvi. Amplifikaty ziskané
pomoci kitu REDTaq"” Ready Mix™ PCR Reaction Mix se nanaseji piimo z PCR zkumavek,
protoze obsahuji nanaseci barvivo pro elektroforézu. Po naneseni kontrol a markerti do jamek
Vv gelu se spusti elektroforéza. Doporucuje se nastaveni zdroje (100 — 140) V, maximum mA,
(30 — 60) min chodu. Tyto hodnoty 1ze ménit dle potieby a pokynd v navodu pro pouziti
elektroforetického zdroje.

Rozd¢€leni a uspotfaddani pruhtl se sleduje prosvicenim na transiluminatoru, vyfotografovanim

a prenesenim do pocitace.

6 Vysledky a diskuze

nptll

Obr 1. 12. 9. 2012 amplifikace useku 215 bp — nptll: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012.
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Obr 2. 13. 9. 2012 amplifikace useku 215 bp — nptll: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryze), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012.

Bt N M P1

Obr 3. 14. 9. 2012 amplifikace useku 215 bp — nptll: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012.
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Obr 4. 26. 9. 2012 amplifikace useku 215 bp — nptll: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni epka), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012.

Bt N==M R P

Obr 5. 27. 9. 2012 amplifikace useku 215 bp — nptll: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufrice), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 1/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 2/2012.
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bar

Obr 6. 6. 9. 2012 amplifikace useku 60 bp — bar: Bt — beztemplatova kontrola, N —
negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 12/2009.

Obr. 7. 12. 9. 2012 amplifikace useku 60 bp — bar: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryze), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 12/2009.
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Obr 8. 13. 9. 2012 amplifikace tuseku 60 bp — bar: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 12/2009.

Obr 9. 14. 9. 2012 amplifikace tGseku 60 bp — bar: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni fepka), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 12/20009.
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Obr 10. 26. 9. 2012 amplifikace useku 60 bp — bar: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufice), M - marker 50 bp, P -
pozitivni kontrola CRM 12/2009.

P-FMV

Obr 11. 6. 9. 2012 amplifikace seku 196 bp — P-FMV: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P -
pozitivni kontrola CRM 6/2006.
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Obr 12. 12. 9. 2012 amplifikace iseku 196 bp — P-FMV: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryZe), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 6/2006.

Obr 13. 13. 9. 2012 amplifikace useku 196 bp — P-FMV: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 6/2006.
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Obr 14. 14. 9. 2012 amplifikace aseku 196 bp — P-FMV: Bt — beztemplatova kontrola, N
— negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni epka), M - marker 50 bp, P — pozitivni
kontrola CRM 6/2006.

Obr 15. 26. 9. 2012 amplifikace useku 196 bp — P-FMV: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufice), M - marker 50 bp, P -
pozitivni kontrola CRM 6/2006.
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CrylA(b)

Obr 16. 6. 9. 2012 amplifikace tseku 129 bp — crylA(b): Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 2/2008, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2009.

Obr 17. 12. 9. 2012 amplifikace useku 129 bp — crylA(b): Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryze), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 2/2008, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2009.
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Obr 18. 13. 9. 2012 amplifikace aseku 129 bp — crylA(b): Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 2/2008, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2009.

Obr 19. 14. 9. 2012 amplifikace useku 129 bp — crylA(b): Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni Fepka), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 2/2008, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2009.
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Obr 20. 26. 9. 2012 amplifikace Gseku 129 bp — crylA(b): Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufice), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 2/2008, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2009.

Pat

Obr 21. 12. 9. 2012 amplifikace useku 186 bp — pat: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2011 (negativni brambory), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012.
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Obr 22. 13. 9. 2012 amplifikace useku 186 bp — pat: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola IRM 1/2010 (negativni ryze), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012.

Obr 23. 14. 9. 2012 amplifikace useku 186 bp — pat: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 1/2001 (negativni s6ja), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012.
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Obr 24. 26. 9. 2012 amplifikace useku 186 bp — pat: Bt — beztemplatova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 5/2006 (negativni epka), M - marker 50 bp, P1 — pozitivni
kontrola CRM 5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012.

Obr 25. 27. 9. 2012 amplifikace useku 186 bp — pat: Bt — beztemplitova kontrola,
N — negativni kontrola CRM 2/2009 (negativni kukufice), M - marker 50 bp, P1 —
pozitivni kontrola CRM 5/2012, P2 — pozitivni kontrola CRM 6/2012.
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Béhem verifikace se postupovalo dle metody JPP (postup ¢. 10250.1) a metod validovanych
EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence primerti

I amplifika¢ni programy.

Z uvedenych vysledkl vyplyva, ze testovany certifikovany referencni material vykazuje pruh
Vv pfislusném misté. Nékteré z téchto pruhti (hlavné u nizs$i koncentrace DNA) jsou vSak
na hranici viditelnosti (zejména v tiSténé verzi, kterd méa ponékud horsi kvalitu oproti

puvodnim snimkim ulozenym v pocitaci).

Detekovatelnost pruhtt DNA zavisi na téchto faktorech:

- Koncentraci templatové DNA.

- Kvalité¢ templatové DNA, kterd zavisi jak na zplsobu izolace, tak na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani alikvotli ve zkumavkach.

- Kvalit¢ amplifika¢nich primert. Jejich kvalita je také zavisld na opakovaném
rozmrazovani a zmrazovani.

- Kvalité gelu a provedeni elektroforézy.

7 Z.avér

Cilem prace bylo zavést pét screeningovych elementil a rozsifit tak spektrum screeningovych
metod provadénych v laboratoii OMB.

Ukol se podatilo splnit a laboratof je schopna v sou¢asné dobé stanovit sedm screeningovych
prvki a tim zkratit dobu trvani analyzy geneticky modifikovanych organisma v krmivech
a osivech.

Tyto metody se zafadi do postupu zkouSeni piitomnosti genetickych modifikaci u vzorkl

krmiv a osiv.
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