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I. CIL METODIKY

Certifikovand metodika nabizi standardizovany postup detekce tkéni 18 hospodarsky
vyznamnych zivo¢iSnych druht: prase domaci (Sus scrofa), tur doméaci (Bos taurus), ovce
domaci (Ovis aries), koza doméci (Capra hircus), kun domaci (Equus caballus), buvol domaci
(Bubalus bubalis), osel doméci (Equus asinus), kralik doméci (Oryctolagus cuniculus), zajic
polni (Lepus europaeus), klokan (Macropus), krokodyl (Crocodylus), kur domaci (Gallus
gallus), krita domaci (Meleagris gallopavo), husa domaci (Anser anser), kachna domaci (Anas
platyrhynchos), kiepelka japonska (Coturnix japonica), pStros dvouprsty (Struthio camelus) a
perlicka kropenata (Numida meleagris), ktery je zaloZen na ptitomnosti vybranych unikatnich
sekvenci ve struktuie DNA (kyselina deoxyribonukleova). Metodu Ize pouZit pro detekci vSech
typt tkani, které mohou byt hlavni ¢i vedlejsi surovinou obsazenou v potravinach a krmivech;
mezi tyto tkdné patii svalovina, tuk, chrupavky, vnitinosti, krev a krevni derivaty, klize a jeji
derivaty, stfeva, mezenterium, plazma, zelatina a proteiny. DNA pfedstavuje oproti proteinim
stabilni molekulu, kterou je mozné v rizném stupni fragmentace extrahovat i z technologicky
zpracovanych potravin a krmiv (tj. i z potravin vyrobenych s vyuzitim vysokého stupné
mélnéni surovin, riznych Grovni tepelné upravy ¢i za pouziti vysokého tlaku). Nove navrzené
pentaplexni qPCR eseje, zaloZené na principu detekce vybranych tseki genomové DNA, jsou
vysoce citlivé; lze jimi prokéazat pritomnost tkani danych druhi pii koncentraci DNA 0,05
ng/ul. Certifikovana metodika je plné¢ vyuzitelna nejen pro ucely kontroly sloZeni a ovérovani
autenticity potravin a krmiv, ale také pro kontrolu produktd farmaceutického nebo

kosmetického primyslu, které pracuji se stejnou surovinovou zakladnou.

Il. VLASTNI POPIS METODIKY

0. Predmluva

Moznost komplexni analyzy pro ovéfeni autenticity a zdravotni nezdvadnosti potravin a krmiv
patii k zdkladnim principtim ochrany veiejného zdravi i ekonomickych zajml spotiebitelt.
Prtukaz kvality a autenticity potravin a krmiv a s tim spojené feSeni metodickych postupti pro
odhalovani falSovani potravin a krmiv patii mezi klicové cilové oblasti aplikované védy a
vyzkumu. Ackoli je falSovani potravin zpravidla motivovano finanénim ziskem, jeho
disledkem miize byt nejen snizeni kvality a jakosti produkti, ale i pfimé ohroZeni vetejného
zdravi. U vybranych typa potravin pak falSovani postihuje i aspekt nabozensky, eticky ¢i

socialni, které mohou byt klicové v zivotnim stylu specifickych komunit spotiebitelt.



Tradi¢ni postupy pro zajisStovani bezpecnosti a kvality potravin zaloZené na detekci nebezpeci
a jeho eliminaci v pribéhu vyroby nejsou vhodné pro prevenci zamérného falSovani, které je
zaloZené na zcela jiném principu. V soucasnosti je rozvinutad piedevS§im oblast identifikace
nebezpeci s naslednou reakci na jejich ptitomnost. Ekonomicky motivované falSovani vzdy
definuji tfi faktory: 1) moznost falSovani provést; 2) motivace - finan¢ni zisk; 3) absence
kontrolnich mechanismti (vnitini systémy, standardy, analytika, apod.). Je zfejmé, Ze pro
zajisténi zdravotni nezdvadnosti a potvrzeni autenticity potravin a krmiv je nezbytné nutné
rozvijet strategii prevence, tedy omezeni pfilezitosti k falSovani a zamezeni moznosti vyuZziti
zpusobu falSovani. K dosaZeni tohoto cile se jevi jako nezbytné zavedeni multidisciplinarniho
ptistupu, ktery slouci analytické postupy (laboratorni analyzy) s poznatky z obori technologie
vyroby potravin a krmiv, psychologie a kriminologie a aplikace potravinového a obchodniho
prava. Tento pfistup by mél byt implementovan do strategickych dokument a kontrolnich
systémt ve forme revize standardii pro bezpecnost potravin a krmiv ve vSech segmentech od
prvovyroby pies zpracovatele az po globalni distributory, a to jak v oblasti prodeje, tak v oblasti

gastronomie.

V dutsledku stale se rozsitujiciho globalniho trhu se jako nova cilova oblast jevi také falSovani
potravin pro konzumenty se specifickymi naboZzenskymi, socidlnimi nebo kulturnimi
pozadavky. Typickou komoditou jsou tzv. halal potraviny, suroviny a krmiva. Definice halal
potravin je soucasti islamského prava, které rozdéluje potraviny na halal (povolené) a haram
(zakazané) (Ceranic a Bozinovic, 2009). Pocet prislusnika hlasicich se k islamu pfedstavuje asi
¢tvrtinu celkové svétové populace a kazdym rokem se pocet muslimti zvySuje (Hackett et al.,
2015). Soucasné tak nariistaji i pozadavky na produkci halal potravin a tim i tlak na kontrolu
jejich autenticity s cilenou detekci pfitomnosti nepovolenych slozek. S rostoucim poctem
vyrobct i distributort halal potravin a také se zvySujicim se poc¢tem gastro-provozi nabizejicich
halal menu, pak logicky nartista problém mozného falSovani téchto produktii obsahujicich
zivoCisné slozky. Toto falSovani (at’ uz zamérné z ekonomickych divodii nebo nezdmérné
zpusobené vlivem neznalosti ndbozenskych pravidel) mize zahrnovat napiiklad ptidani
vepfového masa, vnitinosti, tuku ¢i ktizi do masnych vyrobki ¢i pouziti veprovych stiev jako
obalt, nebo ptidani slozek, které pochazi z prasat — plazma, Zelatina, proteiny, kozni derivaty,
které mohou byt pouzivany jak masném tak pekdrenském, cukrarenském c¢i lahtdkarském

pramyslu, v gastronomickych provozech ¢i ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu.



Vyvoj rychlé, spolehlivé, vysoce citlivé a ¢asoveé i ekonomicky pouzitelné metody pro detekci
a identifikaci tkdni 18 vyznamnych a minoritnich Zivocisnych druhii byl identifikovan jako
jeden z klicovych cili projektu NAZV QJ1530107 a certifikovana metodika Pentaplexni
diagnostické gPCR systemy pro simultanni identifikaci a kvantifikaci tkani vyznamnych a
minoritnich druhii hospodarskych zvirat s definovanou moznosti vyuziti pro kontrolu etickych

pozadavkii halal potravin dokladuje jeho uspésné splnéni.

0.1. Sekvence genu

Primery a sondy byly navrzeny pomoci programu Oligo 7 (Rychlik, 2007).

0.1.1. BRAP (BRCAZ1 associated protein)
Protein, ktery je kddovan genem BRAP je cytoplazmaticky protein, ktery je schopen regulovat

transport bilkovin do bunécného jadra tim, Ze zadrzuje proteiny obsahujici jaderny lokalizaéni
signal v cytoplazmé. Tento protein kontroluje rizné druhy mezibunéénych signalta. Je
povazovan za prahovy modulétor, ktery kontroluje citlivost MAPK signaliza¢ni drahy, ¢imz
udrzuju homeostazu v tkanovém prostredi a fidi jadernou translokaci nuklearniho faktoru kappa
B (NF-kB). Gen BRAP je asociovan také s nékolika onemocnénimi, které jsou zpuisobeny
zanétlivymi zménami vcetné infarktu myokardu, aterosklerozy karotidnich arterii nebo

centralni obezity (Zhang et al., 2014).

Sekvence primert a sondy pro BRAP gPCR — identifikace perlicka (Numida meleagris):
RT_F80: 5- GCA GCG CTG GCG TTAAGT TCC-3

RT_R80:5- CCACTA AAAAGAGCCCGGCACC-%

RT_P80: 5~ CY5-CGT GGG TGG GAA GTT TGA GGG CAG G-BHQ2 -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu BRAP v rozsahu 564 — 696 bp (Acc. No.
NC_034422.1:c6468096-6453599) a délka vysledného amplikonu je 133 bp.

0.1.2. E2 (coagulation factor 11, thrombin)

Gen F2 kéduje koagulacni faktor IT (protrombin), glykoprotein, ktery je syntetizovany v jatrech
jako inaktivni prekurzor enzymu (zymogen), jehoz tvorba zdvisi na pfitomnosti vitaminu K.
Protrombin je dale aktivovan na serinovy protedzovy trombin, ktery je hlavnim enzymem
koagulacni kaskady a hraje dlilezitou roli pfi homeostaze a tromboze — pieménuje fibrinogen
na fibrin pfi tvorbé krevnich srazenin, stimuluje agregaci krevnich desticek a aktivuje
koagula¢ni faktor V, VIII a XIII. Mutace v genu F2 zpusobuji rizné formy trombdzy a

dysprotrombinémie (Lancellotti a De Cristofaro, 2009).



Sekvence primeru a sondy pro F2 qPCR — identifikace husa (Anser anser):

RT _F21:5-CTT GTG CGT GCTCTTCTCCCTGA-3

RT_R21:5-CGT GTT CAG AGC AGT GTAGATGTCC-3%

RT_P21:5-HEX- CTC AAA CAT CATTCC TCT GTC ATT CTC ACG GGG TG - BHQ2
-3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu F2 v rozsahu 5863 — 5996 bp (Acc. No.
NW_013185657.1:10766418-10778807) a délka vysledného amplikonu je 134 bp.

0.1.3. HPX (hemopexin)

Produktem genu HPX (hemopexin) je glykosylovany protein s nejvyssi zndmou vazebnou

afinitou k hemu, jehoz funkce spociva v transportu hemu z plazmy do jater a podili se tak na
ochrané bunék pied oxidac¢nim stresem prostiednictvim endocytézy LRP1 proteintl, kterd vede
ke katabolismu hemové oxygenazy 1 (heme oxygenase-1) a naslednému uvolnéni Zeleza

z feritinu (Lawson et al., 2017).

Sekvence primert a sondy pro HPX gPCR — identifikace zajic (Lepus europaeus):

RT_F68: 5~ CTC CCT CTAGTC TGT CCT GTAGC -3

RT_R68: 5~ ATA CAA TAG AAT TCAGCAGTAAGG TTC ATG -3

RT_P68: 5~ ATTO425 - ATC CTT GAC TCT CCC CAC TGC CCT TAT GAT-DAB -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu HPX v rozsahu 411 — 540 bp (Acc. No.
FJ811725.1) a délka vysledného amplikonu je 130 bp.

0.1.4. MICAL1 (microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain

containing 1)

Produkt genu MICAL1 (microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain

containing 1) patfi do rodiny multidoménovych proteinit MICAL, které se podileji na kontrole
dynamiky cytoskletu a s tim souvisejicich zakladnich biologickych procesech, jako je napft.
kontakt bunck, bunécna diferenciace a migrace, rist axontll, vétveni dendritd, formovani
neuromuskularnich spojt, angiogeneze, transport vacku a také genova transkripce (Vitali et al.,

2016).

Sekvence primert a sondy pro MICAL1 gPCR — identifikace prase (Sus scrofa):




RT_F3:5-CCC CGC AAATCCCTCAACCA-3

RT _R3:5-TTC CACTTC CCATCACCAAAACTACC-3

RT_P3: 5-HEX -CTG ACT TGC CAC CGC TCACAG CCGAG-BHQ1-3%

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MICAL1 v rozsahu 1046 — 1203 bp (Acc. No.
NC_010443.5:¢c75522760-75511692) a délka vysledného amplikonu je 158 bp.

Sekvence primert a sondy pro MICAL1 qPCR — kur (Gallus gallus):

RT_F17:5-TTC ACAGCC TCG TTG CTT CCT CAT -3

RT_R16: 5- AGG CAG CATGGAGAGTTTGTTCG -3

RT_P14:5- ATTO425 - TGC CCC CAA GTG AGC CCCCAGTGC-DAB-3%

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MICALL v rozsahu 8111 — 8262 bp (Acc. No.
NC_006113.5:29839-40913) a délka vysledného amplikonu je 152 bp.

Sekvence primert a sondy pro MICAL1 qPCR — klokan (Macropus):

RT_F67:5-CTT GGA TGT GGT ACA GGG GCA GAG -3

RT_R367: 5-GTG TCA ACATCC CAG CATGCACGC -3

RT_P67: 5-ROX - AGT GGT TGA GGG ATG GAG CTG GGT GTA GG -BHQ2 -3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MICAL1 v rozsahu 6118 — 6205 bp (Acc. No.
ENSMEUG00000004627) a délka vysledného amplikonu je 88 bp.

0.1.5. MICALLI1 (MICAL like 1)
Produkty genu MICALLL nalezi do skupiny proteinti vazajicich lipidy s vy3Si afinitou pro

kyselinu fosfatidovou. Na endozomélni membrané mohou ptisobit produkty genu MICALL1
jako downstreamovy efektor proteini Rab, které prostfednictvim cytosolickych proteint
reguluji tubulaci membréany. Dale se mohou podilet na pozdni fazi endocytézy a nepiimo hrat

roli v rastu neuritd (Giridharan et al., 2013).

Sekvence primert a sondy pro MICALL1 qPCR — identifikace ovce (Ovis aries):

RT_F62: 5~ CTC AGC CTG TGG CCAGTGCTG -3

RT_R62: 5~ CCT TGA AGA TGA GGT GAC CAG GCC -3

RT_P62: 5~ HEX — CCA CGT GGG AAG TGC TGT GTC AGA GGG - BHQ1 -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MICALL1 v rozsahu 2253 — 2343 bp (Acc.
NW _011942415.1:¢2949713-2922279) a délka vysledného amplikonu je 91 bp.

0.1.6. MED17 (mediator complex subunit 17)




.....

transkripce. Mediatorovy komplex zprostfedkovava pienos informaci z transkripcnich faktort,
které dokdzi rozpoznat DNA enhancer (zesilovac) a timto zpusobem piimo regulovat iniciaci

transkripce pomoci RNA polymerazy Il (Hirabayashi et al., 2016).

Sekvence primeru a sondy pro MED17 gPCR — identifikace krita (Meleagris gallopavo):
RT_F50: 5- GGT GCT GCC CTT GGG TCAC -3

RT_R50: 5-CCAGGT CCCTTTCTG CCAAGC-3

RT_P50: 5- FAM - CAG CAA TAC AGG CGT GGG AAAGAG TGG C-BHQ1 -3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MED17 v rozsahu 1635 — 1724 bp (Acc. No.
NC_015011.2:¢c180858832-180845598) a délka vysledného amplikonu je 90 bp.

0.1.7. MMAB (metabolism of cobalamin associated B)

Gen MMAB koduje protein kobalamin adenosyltransferazu (ATR), ktery katalyzuje finalni krok
VvV pfeméné vitaminu B12 prostfednictvim pfenosu adenosylové skupiny z ATP na kobalamin
za vzniku adenosylkobalaminu (AdoCbl) a také slouzi jako chaperon pii prenosu AdoCbl na
methylmalonyl-CoA-mutazu (MCM). Mutace v tomto genu jsou pfi¢inou methylmalonové
acidurie (lllson et al., 2013).

Sekvence primert a sondy pro MMAB gPCR - identifikace koza (Capra hircus):
RT_F84:5-GCACTT CTG TCG GGC CGT GTG -3

RT_R84:5-CAC CGC CCCCTCCAACTGC-3

RT_P84: 5 - ROX - CGA GCT GAG AGA CGG TAC AGG GCC TC-BHQ2 -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu MMAB v rozsahu 8625 — 8714 bp (Acc. No.
NC_030824.1:c7494575-7482857) a délka vysledného amplikonu je 90 bp.

0.1.8. PHKAZ2 (phosphorylase kinase reqgulatory subunit alpha 2)

Gen PHKA2 koduje alfa podjednotku fosforylazy-kinazy, ktera hraje hlavni roli pti regulaci
rozkladu glykogenu. Podjednotky, které jsou kddovany genem PHKA2 v jatrech a PHKAL ve
svaloveé tkani, prostfednictvim fosforylace, reguluji aktivitu katalytickych podjednotek gama,
které obsahuji aktivni misto enzymu a pini tak funkci fosforylazy-kindzy. Mutace v tomto genu
jsou pfi¢inou jaterni glykogendzy zpusobujici nedostatek enzymu glykogensyntetazy v jatrech
(Choi et al., 2016).

Sekvence primert a sondy pro PHKA2 gPCR — identifikace kralik (Oryctolagus cuniculus):




RT_F74:5-GCG ACA ACACTG CAGAGCACC-3

RT_R74:5-CTA AAG GGC TTC GGT GAG ATGGTATC-3

RT_P74:5-FAM - AGT GTC AGC AGA GTC GCC GAG TATCAGC-BHQ1 -3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu PHKA2 v rozsahu 25152 — 25233 bp (Acc.
No. NC_013690.1:c4749748-4678201) a délka vysledného amplikonu je 82 bp.

0.1.9. RPSY (ribosomal protein S7)

Ribozomy jsou organely bun¢k katalyzujici syntézu proteind, které jsou slozeny z malé (40S)
a velké (60S) podjednotky. Tyto podjednotky se skladaji ze 4 druhtit RNA a pfiiblizn¢ 80
strukturné odlisnych proteini. Gen RPS7 kdduje ribozomalni protein, ktery je soucasti malé
podjednotky (40S) ribozomil. Tento gen se déle podili na regulaci apoptézy bun¢k a progresi
p53 bunééného cyklu. Prostfednictvim signdlni drahy PI3K/AKT a MAPK, produkty genu

RPS7 mohou také pusobit jako tumor supresory u karcinomu vajeénikt (Zhang et al., 2016).

Sekvence primert a sondy pro RPS7 gPCR — tur (Bos taurus):

RT_F29:5-GCC CTT TGC CCACCACAGC-73

RT R29:5-CCCGTGAGCTTC TTATAGACACCA-3

RT_P29:5-FAM-CTA CCG TCC CCT GTG TGT GTT GTG ACC ATT -BHQ1 -3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS7 v rozsahu 4978 — 5096 bp (Acc. No.
NC_037335.1:¢110992366-110987214) a délka vysledného amplikonu je 119 bp.

Sekvence primert a sondy pro RPS7 gPCR — buvol (Bubalus bubalis):

RT_F41:5- GTA GAG GGA AGA GCG GTG AGG -3

RT_R41:5-CTC AAATCG ACA GCA AAAGTAAACAATG-3

RT_P41: 5- ATTO425 - CAG TGG GCG CGG TGG GGT AAAGCA-DAB-3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS7 v rozsahu 2667 — 2777 bp (Acc. No.
NC_037547.1:¢c173616710-173610980) a délka vysledného amplikonu je 111 bp.

Sekvence primert a sondy pro RPS7 gPCR — pstros (Struthio camelus):

RT _F34:5-GCCTGG TGC CTCTTG TCC TGT -3

RT_R34:5- AAATCT CCCATCTCT CAATCCTCTCG -3
RT_P34:5-ATTO425-CTG GCC CCATCC TCT CGACACCCT CC-DAB-3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS7 v rozsahu 2011 — 2138 bp (Acc. No.
NW_009270584.1:328779-335836) a délka vysledného amplikonu je 128 bp.

0.1.10. RPS14 (ribosomal protein S14)




Gen RPS14 koduje ribozomalni protein, ktery je souéasti malé podjednotky (40S) ribozomd.
Tento gen je zapojen v 5q syndromu, ktery je zptisoben deleci dlouhého raménka chromozomu
5 u lidi. Produkty tohoto genu negativné reguluji aktivitu c-Myc, ktery je nezbytny pro normalni
bunécny rist a vyvoj u savct. Nadmérna exprese c-Myc zvySuje onkogenezi bun¢k, naopak
deficience zpusobuje, ze buiniky vystupuji z bunééného cyklu a blokuji bunéénou proliferaci.
Produkty genu RPS14 prostiednictvim piimé inhibice transkripéni aktivity ovliviiuji funkci c-

Myc zprostiedkovanim degradace mRNA pomoci miRNA (Zhou et al., 2013).

Sekvence primert a sondy pro RPS14 gPCR — identifikace kan (Equus caballus):
RT_F32:5-CCAGTG CCCTCACGTGTGATCT-3

RT _R32:5- AGA AGA GAG CTG GAT CAT TAG ACT GAG -3
RT_P32:5-CY5-TCA GCT CAA AGG AAG AGG ACG TGT TAG CCC-BHQ2 -3
Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS14 v rozsahu 5300 — 5430 bp (Acc. No.
NC_009157.3:26891344-26897275) a délka vysledného amplikonu je 131 bp.

Sekvence primeru a sondy pro RPS14 gPCR — identifikace osel (Equus asinus):
RT_F76:5-GGAGTC AGGATTCTTTGG TTTCAGG-3

RT_R76:5-CCA GGATGT ACCCTT CCAGATGG -3

RT_P76:5-FAM - CCG GGT GAG GTTCTGCTG TCT CTG TCT TCT -BHQ1 -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS14 v rozsahu 1369 — 1472 bp (Acc. No.
NW _014638069.1:¢1889717-1883571) a délka vysledného amplikonu je 104 bp.

0.1.11. RPS21 (ribosomal protein S21)

Gen RPS21 kéduje ribozomalni protein, ktery je soucasti malé podjednotky 40S ribozomt,
ktery je slozen z18S rRNA a 33 proteinovych podjednotek. Protein nalezi k rodiné
ribosomalnich proteini S21E a hraje duleZitou roli pfi iniciaci translace, podili se na regulaci

syntézy bilkovin a rustu bunék (Verras et al., 2004).

Sekvence primert a sondy pro RPS21 gPCR — identifikace ki‘epelka (Coturnix japonica):
RT_F35:5-GCT CGG TTC GGT CCATCCAC-3

RT_R35:5-GCC ACAGCCCCTTTCTCATCC-3

RT_P35:5-ROX -CGG AAATGG TGA GTG GGG CTG CGG TATT-BHQ2 -3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu RPS21 v rozsahu 329 — 444 bp (Acc. No.
NC_029535.1:¢7098188-7094238) a délka vysledného amplikonu je 116 bp.



0.1.12. SERPINES (serpin family E member 3)
Produkty genu SERPINES3 patii do velké skupiny inhibitorti serpinovych proteaz, které nalezi

do skupiny inhibitorGi serinovych protedz. Serpiny hraji roli ve vytvafeni spravného
mikroprostiedi pro rist a rozSifovani tumora a pii lokalizaci metastaz rakoviny prsu a plic

(Switnicki et al., 2016).

Sekvence primeru a sondy pro SERPINE3 gPCR — identifikace kachna (Anas platyrhynchos):
RT F26:5-GTGATTTTCCACTCATCGCTCCATT-3

RT_R26: 5~ GGA AAT CCA ATA ATG TCT CAG AAACTCACA-3

RT_P26: 5- CY5-TGA GTC CTG GGT AAA TCA AGG GGA GGG AAA GT - BHQ2 -
3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu SERPINE3 v rozsahu 1485 — 1605 bp (Acc.
No. NW_004677545.1:59514-69324) a délka vysledného amplikonu je 121 bp.

0.1.13. TRIB1 (tribbles pseudokinase 1)

Tribbles proteiny nalezi u savct do rodiny proteintl, které¢ nevykazuji Zadnou detekovatelnou

kin4dzovou aktivitu a ptsobi ptedevsim jako molekularni adaptéry regulujici jiné kindzy anebo
jejich cile. Produkty genu TRIB1 hraji roli v metabolismu lipida, lipoproteint i glukozy a jsou

spojeny se steatdzou jater nebo leukémii (Soubeyrand et al., 2017).

Sekvence primert a sondy pro TRIB1 gPCR — identifikace krokodyl (Crocodylus):

RT F75:5-GGA CTG CTT TAG AGACAT TAG ATTTCATAG-3

RT R75:5-GTTCTTTCCATTATTAATGTTGCTTGCTTGC-3

RT P75:5-HEX-AGA TCATCG AGT CCAGCCCCCTTTACCTTG-BHQ2-3

Témito primery je mozné amplifikovat ¢ast genu TRIB1 v rozsahu 1906 — 2033 bp (Acc. No.
NW_017728886.1:253501338-253506930) a délka vysledného amplikonu je 128 bp.

0.2. Interni amplifikac¢ni kontrola

Slouzi ke sledovani inhibice vlastni PCR, coz umozni odhalit fale$né negativni vysledek reakce.
Sekvence primert a sondy pro IAC:

IAC nep/F57F: 5" — AGA GGA CCG GGATAT TCGAC -3

IAC nep/F57R: 5" —= AGG TAG TCC GAG GAA AACTCT AAAC-3




IAC gPCRTM: 5" - Cy5-GGC TCT TCT ATG TTC TGA CCT TGT TGG A-BHQ -3’

Délka vysledného amplikonu je 141 bp.

1. Predmét a pusobnost

Tato metodika je z&vazné pro izolaci DNA ze vzorku ZivociSnych tkani (tj. svalovina, tuk,

chrupavka, vnitinosti, krev a krevni derivaty, ktize a jeji derivaty, stfeva, mezenterium, plazma,

zelatina, proteiny), ze vzorkt potravin, potravinovych surovin zivo¢isného ptvodu

a krmiv, kterd jsou urCena pet zvifata, a to za ucelem QPCR identifikace 18 druhu

hospodatskych zvitat.

Podstata zkousky

Podstatou zkousky je izolace DNA sledovaného agens z testovaného vzorku pomoci

komer¢niho kitu a systém multiplexnich kvantitativnich PCR (qPCR) s interni amplifika¢ni
kontrolou (IAC).

Vyvinutid metoda je schopna identifikovat nasledujici tkané nebo jejich komponenty 18 druht

hospodaiskych zvitat:

svalovina — pouziti masa pro Ucely vyzivy lidi nebo zvirat

tuk — surovina pro vyrobu masnych vyrobkl nebo i ostatnich typt potravin (napf.
pekérenské nebo cukrarské vyrobky), pouZiti v restauracich a gastroprovozech pro
tepelnou Upravu smazenim nebo restovanim nebo jako soucast vaienych pokrmi

kize a jeji derivaty — kozni emulze, pouziti do masnych vyrobku

vnitifnosti — pouziti do masnych vyrobku; pouziti jako vedlejsi suroviny zivoc¢isného
ptvodu do krmiv pro zvifata

stieva — pfirodni (jedly) obalovy material pro masné vyrobky, mohou se pouzivat jako
vedlejsi suroviny zivoc¢isného ptivodu do krmiv pro zvirata

mezenterium — obalovy material pro kulinarni vyuziti

krev — surovina do masnych vyrobkl; mize se pouzivat jako vedlejsi surovina
zivoc¢iSného pivodu do krmiv pro zvitata

plazma — nahrada masa do masnych vyrobki

zelatina — surovina pro potravinarsky, kosmeticky nebo farmaceuticky pramysl

proteiny — surovina pro produkci enzymu pro farmaceuticky a kosmeticky primysl



2. Mérici prostiredky

e sada pipet:
0 s rozsahem nastavitelnym od 200 — 1000 ul (s chybou do 5 %)
0 s rozsahem nastavitelnym od 20 — 200 ul (s chybou do 5 %)
0 srozsahem nastavitelnym od 2 — 20 pl (s chybou do 5 %)
0 srozsahem nastavitelnym od 0,5 — 10 pl (s chybou do 5 %)
0 s rozsahem nastavitelnym od 0,1 — 2,5 ul (s chybou do 5 %)

e Spicky s filtrem k pipetam s ptisluSnym rozsahem

e kit naizolaci DNA DNeasy mericon Food Kit

e Sroubovaci zkumavky o objemu 2 ml

e sterilni mikrozkumavky o objemu 1,5a 2 ml

e pinzeta, nizky, niz, alobal

e chladnicka

e mrazici box (-20/-80 °C)

e Vahy, tfida pfesnosti |

e termomixer Biosan TS-100

e vortex MixMate

e centrifuga MiniSpin Plus

e termoblok

e piistroj LightCycler 480 Instrument

e 96 jamkova bila plata, LightCycler 480

e centrifuga 5430

e vortex/centrifuga FVL-2400

e laminarni box

3. Chemikalie a roztoky

3.1. Souprava na izolaci DNA

Izolace DNA se provadi s vyuzitim kitu DNeasy mericon Food Kit, dodavatel Qiagen,
katalogové Cislo 69514. Kit je urCen pro izolaci DNA z potravin a krmiv, v¢etné vzorku,
u kterych je DNA zna¢éné degradovana vlivem mechanického, tepelného ¢i tlakového
opracovani surovin. Tento kit umoziuje izolaci i fragmentované DNA a efektivni odstranéni

necistot a inhibitort naslednych molekularné-genetickych analyz. 1zolace DNA je zaloZena na



modifikované CTAB metodé v kombinaci s vyuZitim proteinazy K, kdy dochazi nejprve k lyzi
tkani a bunék a nasledné k vysrdZeni bilkovin se sou¢asnym vysraZzenim jinych bunéénych a
potravinovych inhibitort. Po extrakci chloroformem se vodna faze obsahujici DNA smicha
s vazebnym pufrem umoziujici imobilizaci DNA na koloné se silikonovou membranou.
Purifikovand DNA je posléze eluovana roztokem s nizkym obsahem soli. 1zola¢ni soupravu je

mozné skladovat pfi teploté 15 — 25 °C.

3.2. Mastermix gPCR
LightCycler® 480 Probes Master (Roche), katalogové ¢islo 04 887 301 001. Master Mix je

nutné skladovat pii teploté od -25°C do -15 °C, nedoporucuje se opakované zamrazeni
s n&slednym rozmrazovanim pro dalsi analyzu. Po prvnim rozmrazeni I1ze Master Mix skladovat
po dobu max. 4 tydna pi#i teploté od 2+0,5 °C do 8+0,5°C.

3.3. Vodapro gPCR

Pro fedéni v§ech komponent gPCR reakce se pouziva PCR ultra ¢ista voda, dodavatel Top-Bio,

katalogové ¢islo PO40.

3.4. _Ethanol
PouZzivat vyhradné nedenaturovany 96 % etanol, dodavatel P-Lab, katalogové ¢islo E02301.

3.5. Uracil-DNA-glykosylaza
Kazda kompetitivni gPCR reakce obsahuje UNG, dodavatel Roche, katalogové Ccislo
11 775 375 001.

3.6. Primery
Originalni primery jsou dodéavény v lyofilizovaném stavu od vyrobce KRD, Ceska Republika.

Podle ndvodu uvedeného vyrobcem jsou na pracovisti rozpustény v PCR ultra Cisté vodé tak,
aby vyslednd zasobni koncentrace byla 100 pmol/pl. Primery jsou evidovany a uloZeny
v mraznicce pfi teploté cca — 20 °C + 4 °C po dobu max. 5 let. Je zakazano pipetovat primery

do gPCR piimo ze zasobni zkumavky.

3.7. Sondy
Originalni sondy jsou dodavany v lyofilizovaném stavu od firmy Generi Biotech (Ceska

Republika). Podle navodu uvedeného vyrobcem jsou na pracovisti rozpustény v PCR ultra Cisté

vodé tak, aby vyslednd zésobni koncentrace byla 100 pmol/pl. Sondy jsou evidovany



a uloZeny v mraznicce pii teploté cca -20 °C £ 4 °C po dobu max. 5 let. Je zakézano pipetovat

sondy do gPCR ptimo ze zasobni zkumavky.

3.8. Kvantifikaéni plazmidovy gradient

Pro urceni zastoupeni jednotlivych zivo¢isnych komponent v potravinach bylo mnozstvi DNA

ve vzorku stanoveno pomoci kvantifikaéniho standardu tvoieného fedénim DNA izolované

z daného druhu v rozsahu (10; 5; 1; 0,5; 0,1; 0,05 a 0,01 ng/ pl).

3.9. Interni amplifika¢ni kontroly (IACs)

IAC byla pievzata zjiz diive zavedeného systému pro detekci M. avium subsp.
paratuberculosis (Slana et al., 2008). Ve zkratce, k casti sekvence StTS1 genu pochazejici z
brambor (Solanum tuberosum) jsou pfipojena vazebna mista pro hybridni primery nep/F57.
Cast sekvence téchto primert je odvozena z genomu lackovky (Nepenthes), ast z genomu
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Takto vytvofeny DNA konstrukt byl klonovan
do TA vektoru pCR 2.1 (Invitrogen) a transformovan do chemokompetentnich bun¢k
Escherichia coli. Po selekci pozitivnich kolonii a pomnoZeni v tekutém mediu byly plazmidové
inzerty ovéfeny sekvenovanim. U potvrzenych plazmida byla urcena koncentrace a Cistota
pomoci méfeni absorbance. ZjiSténa koncentrace byla prepoctena na pocet plazmidovych kopii
na objem zasobniho roztoku. Z n¢j byly desitkovym fedénim piipraveny standardni roztoky
IAC v rozmezi 108 az 10° kopii na pl. Plazmidovy gradient IAC byl rozpustén v TE pufru bez
ptidavku ¢isté DNA z rybich spermii a skladovan pti teploté cca

-20 °C £ 4 °C ve 2 ml zkumavkéch se Sroubovacim vickem do vypotfebovani.

4. Vzorkovani, manipulace se vzorkem a jeho priprava

4.1. Odbér a priprava vzorku

Vzorky (tkané, potraviny, potravinové suroviny zivocisného ptivodd, krmiva pro pet zvifata)
jsou odebrany ve sterilnim laboratornim prostedi z origindlniho obalu v mnozstvi 100 g s
maximalni odchylkou 5 g. Po odbéru jsou vzorky fadné oznaceny a skladovany pii -20 °C.

Evidence vzorki se tidi vnitinimi pfedpisy laboratote.

4.2. lzolace DNA

4.2.1 Pred vlastni izolaci

1) Piedehiat termomixer na 60 °C.



4.2.2
1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)
8)

9)

Vlastni izolace DNA

Do zkumavky se Sroubovacim vickem (objem 2 ml) navazit 200 mg vzorku.

a) Tkané, potraviny nebo krmiva (granule, konzervy, polokonzervy), které zvysuji po
pfidani roztoku sviij objem: navazit 2 x 100 mg a rozdélit do dvou zkumavek o0
objemu 2 ml.

b) Potraviny a krmiva konzistence tekutiny: odebrat 200 pl.

c) Tuk nebo tukové kryti: odebrat 2 x 200 mg a rozd¢lit do 2 zkumavek (celkem
400 mg).

K navéZenému vzorku pfidat 1 ml Food Lysis Buffer a 2,5 ul Proteinase K, zvortexovat

10ss.

Vzorky inkubovat v termomixeru pti 60 ° C za stalého tfepani 800 rpm pi‘es noc (cca 18

hodin).

Vzorky ochladit na pokojovou teplotu.

Vzorky centrifugovat 5 min pii 4.700 rpm.

Do cisté zkumavky napipetovat 500 pl chloroformu a piidat maximalni mnozstvi (cca

700 — 800 pl) ¢istého supernatantu ziskaného v kroku 5. Pokud na povrchu vznikne

povlak, odebere se ¢ira tekutina pod povlakem.

Zkumavky vortexovat 15 s a centrifugovat 15 min pfi 11.000 rpm.

Do c¢isté zkumavky napipetovat 700 pl Buffer PB a 700 ul horni vodné faze (nebo

maximalni mnoZstvi) ziskané v kroku 7, zvortexovat 10 s, kratce centrifugovat.

Roztok ziskany v kroku 8 pienést na kolonku (maximaln¢ 750 pl), centrifugovat 1 min

pii 12.500 rpm, odpad vylit. Opakovat tento krok, dokud nebude zpracovan veskery

roztok ziskany v kroku 8. Pokud dojde k ucpani kolonky, Ize pro jeden vzorek pouzit

vice kolonek.

10) Do kolonky pfidat 500 ul Buffer AW2, centrifugovat 1 min p#i 12.500 rpm, odpad vylit

a znovu centrifugovat 1 min pii 12.500 rpm.

11) Kolonku vlozit do nové ¢isté 1,5ml zkumavky, pfidat 75 ul Buffer EB, inkubovat 5 min

pfi pokojové teploté a poté centrifugovat 1 min pii 12.500 rpm.

12) Opakovat krok 11 (nanést na stejnou kolonku 75 pl Buffer EB, inkubovat 5 min pfi

pokojové teploté a centrifugovat 1 min pii 12.500 rpm).

13) Vysledkem je ziskani 150 pl DNA z analyzovaného vzorku.



5. Postup zkousky

5.1. Bezpecnostni opatieni

Provedeni metody nevyZzaduje Zadné zvlastni bezpe¢nostni opatieni.

5.2. Okolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyZaduje kontrolu Zadnych okolnich podminek.

5.3. Mnozstvi vzorku

DNA se izoluje z 200 mg tuhych vzorki, 200 pl kapalnych vzorkti nebo 2 x 200 mg tuku nebo
tukového kryti. Do qPCR reakce se pouziva 5 ul vzorku nafedéného na koncentraci DNA 5 —
20 ng/pul.

5.4. Slepy pokus

5.4.1. Negativni izola¢ni kontrola (NIC)
Provadi se stejné jako izolace DNA ze vzorku tkani. Jako vzorek do izola¢niho kitu je misto

alikvotu tkané pouzita voda v ekvivalentnim mnozstvi. Jedna NIC musi byt pouZita na kazdou

izolaci. Jedna série zahrnuje maximaln¢ 11 vzorka a 1 NIC, tj. celkem 12 analyz.

5.4.2. Pozitivni izola¢ni kontrola
Tato kontrola se neprovadi.

5.4.3. Negativni PCR kontrola
Jako vzorek je do PCR reakce piidana PCR ultra ¢ista voda v ekvivalentnim mnozstvi. Jeden

slepy vzorek musi byt pouZit pii kazdém gPCR experimentu.

5.4.4. Pozitivni PCR kontrola
Jako pozitivni kontrola slouzi kvantifika¢ni standardy (sériové nafedéna DNA ptislusnych

zivoc¢isnych druhi). Musi byt pouzita pii kazdém gPCR experimentu.

5.5. Kalibrace mériciho prostiedku pied zkouskou

Kalibrace LightCycler pfistroje je zajiSténa vnitinim testem, ktery je soucasti dodaného

softwarového vybaveni.



5.6. Provedeni zkousky

5.6.1. Priprava amplifika¢ni smési pro PCR
V prvnim kroku pfipravit 4 rizné mixy (detailné popsano v tabulkéach nize) obsahujici vSechny
primery i sondy pro detekci vySe uvedenych Zivoc¢isnych druhti a primery, sondu i plasmidy

pro IAC. Namichat mixy pro vice b&hti, vytvofit alikvoty a skladovat pti cca -20 °C £ 4 °C po

dobu nejdéle 6 mésica. Alikvoty mixu lze opakované zamrazovat a rozmrazovat.

Tabulka 1: Sestaveni mixi

Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix4
Kur doméci Buvol doméci PStros dvouprsty Zajic polni
(ATTO425) (ATTO425) (ATTO425) (ATTO425)
Tur doméci Krélik doméaci Kruta doméaci Osel doméci
(FAM) (FAM) (FAM) (FAM)
Prase domaci Ovce doméci Husa domaci Krokodyl
(HEX) (HEX) (HEX) (HEX)
IAC Koza domaci Kiepelka japonska Klokan
(CY5) (ROX) (ROX) (ROX)
Kan domaci Kachna domaci Perlicka
(CY5) (CY5) (CY5)
Tabulka 2: Piiprava mixu 1
Vysledné mnozstvi na Mnozstvi na
Slozka 1 reakei 1000 pl mixu
(na 1 reakci prijde 1l mixu)
PCR voda 848 ul
Primer RT_F17 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R16 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P14 (100 puM) 0,2 pmol 2 ul
Primer RT_F29 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R29 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P29 (100 pM) 1 pmol 10 pl




Primer RT_F3 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R3 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P3 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Primer IAC nep/F57 F (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer IAC nep/F57 R (100 puM) 1 pmol 10 pl
Sonda IAC F57 P (100 pM) 4 pmol 40 pl
IAC (107) 105 kopif 10 pl
Tabulka 3: Priprava mixu 2
Slovka Vysledné mnozstvi na %ggisfvi na
1 reakci o R mixu -
(na 1 reakci piijde 1l mixu)
PCR voda 648 pl
Primer RT_F41 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R41 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P41 (100 puM) 0,2 pmol 2 ul
Primer RT_F74 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R74 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P74 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F62 (100 pM) 10 pmol 100 pl
Primer RT_R62 (100 uM) 10 pmol 100 pl
Sonda RT_P62 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F84 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R84 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P84 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F32 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R32 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P32 (100 puM) 4 pmol 40 pl

Tabulka 4: Priprava mixu 3




Slozka

Vysledné mnozstvi na

Mnozstvi na
1000 pl mixu

1 reakei (na 1 reakci piijde 1pl mixu)
PCR voda 828 ul
Primer RT_F34 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R34 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P34 (100 uM) 0,2 pmol 2 ul
Primer RT_F50 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R50 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P50 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F21 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R21 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P21 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F35 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R35 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P35 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F26 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R26 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P26 (100 uM) 4 pmol 40 pl
Tabulka 5: Pfiprava mixu 4
< Vysledné mnozstvi na Mnozstvi na
Slozka 1 reakei 1OOQ |.1.|'mIXU _
(na 1 reakci piijde 1pl mixu)
PCR voda 828 ul
Primer RT_F68 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R68 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P68 (100 uM) 0,2 pmol 2 ul
Primer RT_F76 (100 pM) 1 pmol 10 pl




Primer RT_R76 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P76 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F75 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R75 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P75 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F67 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R67 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P67 (100 puM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_F80 (100 pM) 1 pmol 10 pl
Primer RT_R80 (100 uM) 1 pmol 10 pl
Sonda RT_P80 (100 pM) 4 pmol 40 pl

Bezprostiedné pied vlastni analyzou pfipravit premix 1-4 obsahujici pfislusny mix 1-4, UNG

a probes master, piesné slozeni viz Tabulka 6.

Tabulka 6: Piiprava premixu

Sloska Mnozstvi na 1 reakci Mnozstvi na
(20 ub) 100 reakci
IPCR voda 3,8 ul 380 pl
Piislusny mix (viz tab.vyse) 1l 100 pl
IUNG (Roche) 0,2 ul 20 pl
H ®

IF;:gBJ([;::)I/\(/:IszsrterAr ?22( conc.) 10wl 1000
ICeIkem 15 pl 1500 pl

5.6.2. Provedeni qPCR experimentu na LC 480

Piipraveny premix rozpipetovat po 15 pl do jednotlivych jamek na 96 jamkovou desti¢ku
(LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, bil). V kazdém gqPCR experimentu musi byt obsaZeny:
kvantifikaéni standardy (sériové nafedéna DNA pfislusnych zivocisnych druhti) o koncentraci
10 ng/ul; 5 ng/ul; 1 ng/ul; 0,5 ng/ul; 0,1 ng/ul; 0,05 ng/ul; 0,01 ng/ul, pipetovat vzdy 5
pl. Nasledné do zbylych jamek pipetovat 5 pl testované DNA (o koncentraci 5-20
ng/ul). Kazdy izolovany vzorek DNA je analyzovan qPCR systemem v duplikéatu.



Vzorky pipetovat na 96-jamkovou desticku v porfadi (1) kvantifikaéni standardy; (2) negativni

kontrola; (3) analyzovaneé vzorky a NIC. Na jednu 96-jamkovou desti¢ku je mozno pipetovat 1

— 4 izola¢ni béhy spolec¢né s kvantifikacnim gradientem (Tabulka 7).

Vzorky oznacené S10 — S0,01 predstavuji kvantifikacni standardy (nafedénd DNA pfisluSnych

zivociSnych druhll). K-neg oznacuje negativni kontrolu. Vzorky oznacené jako vz. 1 — 40

predstavuji analyzované vzorky; oznaceni repl. znac¢i duplikat analyzovaného vzorku. Vzorky

oznacené jako NIC1 — NIC4 piedstavuji negativni izolaéni kontrolu. VSechny multiplexni

gPCR jsou optimalizovany na jednotny qPCR protokol, takZze malé mnozstvi vzorkl je mozné

analyzovat na pfitomnost vice druht v ramci jednoho experimentu.

Tabulka 7: Priklad uspoiadani qPCR desticky

Bl

1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12
A|S10 |vz.l|repl.A2|vz.9 |repl.Ad |vz.17 | repl.A6 | vz.25 | repl.A8 | vz.33 | repl.A10 | NIC1
B |S5 vz.2 | repl.B2 | vz.10 | repl.B4 | vz.18 | repl.B6 | vz.26 | repl.B8 | vz.34 | repl.B10 | NIC2
C|S1 vz.3 | repl.C2 | vz.11 | repl.C4 | vz.19 | repl.C6 | vz.27 | repl.C8 | vz.35 | repl.C10 | NIC3
D|S05 |vz4 | repl.D2 |vz.12 | repl.D4 | vz.20 | repl.D6 | vz.28 | repl.D8 | vz.36 | repl.D10 | NIC4
E |SO0,1 |vz5 | repl.E2 | vz.13 | repl.E4 | vz.21 | repl.E6 | vz.29 | repl.E8 | vz.37 | repl.E10 | repl.Al2
F | S0,05 | vz.6 | repl.F2 | vz.14 | repl.F4 | vz.22 | repl.F6 | vz.30 | repl.F8 | vz.38 | repl.F10 | repl.B12
G [ S0,01 | vz.7 | repl.G2 | vz.15 | repl.G4 | vz.23 | repl.G6 | vz.31 | repl.G8 | vz.39 | repl.G10 | repl.C12
H | K- vz.8 | repl.H2 | vz.16 | repl.H4 | vz.24 | repl.H6 | vz.32 | repl.H8 | vz.40 | repl.H10 | repl.D12

neg

Desticku pielepit kryci folii a centrifugovat 2.000 g po dobu 2 min. Centrifugovanou 96-

jamkovou desticku vlozit do piistroje LC 480 a spustit program (Tabulka 8).

Tabulka 8: Nastaveni teploty, ¢asu a po¢tu opakovani u jednotlivych cykli

Ramp Rate Aquisition mode
Uvodni denaturace 95 °C/7 min 4,4°C/s
Denaturace 95°C/5s 4,4°C]s
Annealing a Extenze 47 cykla 60° C/40 s 2,2 °Cls Single
Chlazeni 40°C/30s 2,2 °Cls




Tabulka 9 a 10: Nastaveni excitatnich a emisnich filtrii (pro méreni fluorescence u

jednotlivych reportéri) v piistroji LightCycler® 480

E E mi s s i on

;( 488 |510 (580 |610 |640 |660

I | 440 X

; 465 X

t 1498

IO 533 X X

n 618 X

Selected Filter Combination List

Excitation Emission Name Melt Factor | Quant Max

Filter Filter Factor Integratic
Time (sec.)

440 488 ATTOA425 1 10 2

465 510 FAM 1 10 2

533 580 HEX 1 10 2

533 610 ROX 1 10 2

618 660 CY5 1 10 2

Hodnoceni experimentl probiha v prostiedi softwaru LightCycler (version LCS480 1.2.0.169)
pomoci druhého deriva¢niho maxima (pro IAC, kanal Cy5) a ,,Fit point* analyzy (pro detekci
zivoCiSnych druhi). Piepocet relativniho mnozstvi ng DNA provadét vzdy podle

kvantifika¢niho gradientu DNA v daném experimentu.

5.7. Vvpoéet a vyjadreni vysledka

Pied zhodnocenim vysledki je nutné nejprve provést tzv. ,,color kompenzaci* pro piislusné

kanaly.

Hodnoceni vysledki déle probiha ve dvou po sob¢ nasledujicich krocich:
5.7.1. Kvalitativni hodnoceni

Hodnoceni se provadi podle nasledujici tabulky a je platné pouze pro LC 480:

Tabulka 11: Postup pfi kvalitativnim vyhodnoceni



o Fluorescence IAC o
Fluorescence cilovych geni ) Celkovy vysledek
(Kanal Cyb)
Pozitivni Pozitivni Vzorek je pozitivni
Pozitivni Negativni Vzorek je pozitivni
Negativni Pozitivni Vzorek je negativni
Negativni Negativni Vzorek je inhibovan

Pokud je vzorek inhibovan, je nutné bud’ zopakovat gPCR experiment s nafedénou izolovanou

DNA, nebo izolaci DNA ze zasobniho duplikatu.

5.7.2 Kuvantitativni hodnoceni
Urceni mnozstvi dané DNA ve vzorcich probiha v softwaru LightCycler (version LCS480
1.2.0.169) na zakladé ode¢tu Cq hodnoty a nasledného vypoctu koncentrace podle kalibra¢ni

ktivky tvotené gradientem DNA daného druhu se znamou koncentraci.

6 Validace

V Cetnosti minimalné 1% za rok provést mezilaboratorni test.

6.1 Specifita

V piipadé gPCR systému nebyla nalezena zadna kiizova reakce s jinymi druhy hospodaiskych,
domaécich a volné zijicich zvifat. Seznam druhli pro ovéfeni specifity testu je znazornén
v Tabulce 12. Pouziti hydrolyzaénich sond jako druhého specifického oligonukleotidu
nevyZaduje dodateéné potvrzeni identity PCR produktu nezavislou metodou (napft.

sekvenovani, Southern blot apod).

Tabulka 12: Vypis Zivo¢iSnych druhi, na kterych byla testovana specifita olig

1 Bazant obecny 21 Los evropsky

2 Buvol indicky 22 Losos obecny

3 Dan¢k skvrnity 23 Medveéd

4 Holub domaci 24 Medvéd hnédy

5 Husa domaci 25 Muflon evropsky
6 Jelen evropsky, sika 26 Myval severni

7 Kachna domaci, divoka 27 Orebice horska




8 Kapr obecny 28 Osel domaci

9 Klokan 29 Ovce doméci

10 Koc¢ka domaci 30 Perlicka domaci
11 Koroptev polni 31 Pes doméci

12 Koza domaci 32 Potkan obecny
13 Kralik doméaci 33 Prase domaci, divoke
14 Krocan domaci 34 Psik myvalovity
15 Krokodyl 35 PStros dvouprsty
16 Kiepelka japonska 36 Sob polarni

17 Kuan domaci, islandsky 37 Srnec obecny

18 Kuna skalni, lesni 38 Tchof tmavy

19 Kur domaci 39 Tur domaéci

20 LiSka obecna 40 Zajic polni

Testy exkluzivity byly dale provedeny na DNA ze vzorku rostlinnych druhd, které patii mezi
Casté komponenty v krmivech a zpracovanych potravinach zivocisného ptivodu. Pro izolaci

DNA byla pouZita semena, listy, plody, hlizy, bulvy nebo pupeny. Seznam testovanych vzorka

je uveden v Tabulce 13.

Tabulka 13: Vypis rostlinnych vzorki, na kterych byla testovana specifita olig

1 |Anyz 27 |Jalovec 53| Pomelo

2 Banan 28 |Jedly kastan 54 | Pomeran¢

3 | Bobkovy list 29 [Kiwi 55 | Psyllium

4 |Boruvka 30 |Kmin 56 | Rajce

5 | Brambora 31 |Kopfiva 57 | Rajce cherry

6 |Brusinka 32 | Kurkuma 58 | Rakytnik

7 | Celer 33 |Liskovy ofech 59 | Rozmaryn

8 |Cibule 34 |Listovy Spenét 60 | Ryngle, pupen

9 |[Citron 35 |Lnéné seminko 61| RyzZe bila

10 |Cizrna 36 |Majoranka 62 | Saturejka

11 |Cekanka 37 |Maliny 63 | Sezamové seminko
12 |Cerny rybiz, pupen |38 |Mandarinka 64 | Skotice mleta

13 | Cervena fepa 39 |Mata peprna 65 | Slune¢nice seminka
14 |Cesnek 40 |Mofské fasy 66 | SOja

15 |Colka velkozrnnd |41 |Mrkev 67 | Spirulina




16 |Dyné 42 | Muskatovy ofisek, mlety 68 | Salvej

17 |Fazole &ervena 43 | Nové kofeni 69 | Svestka, pupen
18 |Fenykl 44 | Oregano 70 | TfeSen, pupen
19 |Hefmanek 45 | Ofesak, pupen 71| Tykev seminka
20 |Hrach 46 |Ostropestiec 72 | Tymian

21 |Hruska 47 | Ostruzina, plod 73 | Vanilka, list
22 |Hiebicek 48 |Pampeliska 74 | Visen, pupen
23 | Chia seminka 49 |Paprika 75 | Vlasky ofech
24 | Chilli mleté 50 |Pepf Cerny 76 | Zazvor

25 |Jablko 51 |Petrzel 77 | Zeleny ¢&aj

26 |Jahoda 52 | Podzemnice olejna 78 | Zluty meloun

Opakovatelnost a uréeni LOD

Kur domaci
naredéna DNA namérena (ng/pl)

(ng/pl) pramér smérodatna odchylka varia¢ni Koeficient

10 11,3250 0,8258 7,2915

5 5,1425 0,3613 7,0266

1 0,7870 0,0679 8,6297

0,5 0,5283 0,0411 7,7746

0,1 0,0876 0,0111 12,6499

0,05 0,0634 0,0038 5,9254

0,01 0,0086 0,0008 9,2341

0,005 0,0057 0,0018 31,7177

0,001 0,0006 0,0003 52,9086

Tur domaci
naredéna DNA namérena (ng/ul)

(ng/pl) prumér smérodatna odchylka varia¢ni koeficient

10 10,9000 0,6364 5,8385

5 4,8025 0,2130 4,4352

1 0,8853 0,0584 6,6020

0,5 0,5030 0,0234 4,6476

0,1 0,1028 0,0072 7,0219

0,05 0,0557 0,0073 13,1824

0,01 0,0095 0,0004 4,5662

0,005 0,0048 0,0014 29,8632

0,001 0,0004 0,0003 71,8935

Prase doméaci

namérena (ng/pl)




nafedéna DNA
(ng/pl) priumér smérodatna odchylka varia¢ni koeficient

10 9,9825 0,3753 3,7592

5 4,7350 0,3012 6,3613

1 0,9568 0,0727 7,5975
0,5 0,5270 0,0495 9,3923
0,1 0,0989 0,0068 6,9031
0,05 0,0624 0,0090 14,3720
0,01 0,0086 0,0010 11,4440
0,005 0,0040 0,0037 93,1129
0,001 0,0030 0,0013 42,3807

Na zékladé testovani opakovatelnosti a urceni citlivosti (LOD) na 3 zékladnich druzich (prase,
tur a kur) byl stanoven LOD ve vsech 3 piipadech na 0,01 ng/ul vstupniho mnozstvi DNA.

Kritériem stanoveni byla hodnota variacniho koeficientu < 30%.

7. Operativni Fizeni jakosti

Je feSeno
1) kontrolou pomoci negativni izola¢ni kontroly béhem izolace DNA (viz bod 5.4.1.),
2) pozitivni a negativni kontrolou béhem qPCR (viz body 5.4.3. 2 5.4.4.),

3) duplicitni izolaci DNA a nezavislou gPCR analyzou.

111. SROVNANI ,,NOVOSTI POSTUPU*

V soucasné dobé neni k dispozici zadna legislativné zavazna metoda pro detekci a identifikaci

zivocCisnych tkani v potravinach a krmivech. V laboratorni praxi se vyuziva jak proteinova
analyza (imunologické, chromatografické a spektroskopické metody), tak metabolomickeé
metody, jejichZ pouZiti je vSak limitovano u viceslozkovych a technologicky opracovanych
potravin. Metody zalozené na teplotné stabilni DNA piedstavuji vhodnou metodickou
alternativu. Molekularné-genetické metody jsou vysoce specifické, citlivé, rychlé, interpretacné
piesné a v soucasné laboratorni praxi bézné ekonomicky dostupné.
Nov¢ navrzeneé gPCR systémy, zaloZené na detekci vybranych tseki genomové DNA jsou
vysoce citlivé a lze ji prokazat pfitomnost tkani analyzovanych druht jiz pfi koncentraci DNA
0,01 ng/ul jak ve vzorcich syrovych tkani, tak u zpracovanych potravin a krmiv nebo jejich
komponent. Vyznamnym novym piistupem popsanych qPCR systémii je fakt, ze jsou zalozeny
na amplifikaci fragment genomové DNA, které se vyskytuji v bufice v jediné kopii. VéEtSina
dosavadnich qPCR systéml pro detekci zivocisné DNA je zalozena na amplifikaci

mitochondrialni a vzhledem k tomu, ze pocet kopii mitochodridlniho genomu zavisi na typu



bunky a tkdné, metody zamétené na jednokopiové geny jsou vhodnéjsi pro kvantifikaci nez
metody amplifikujici fragmenty mitochondridlnich gent. PfedloZzena metodika ptedstavuje
komplexni postup definovany od odbéru a ptipravy vzorka, pres izolaci DNA po nové piivodni
pentaplexni qPCR detekéni systémy vcetné popisu vyhodnoceni a interpretace vysledkd.
Zéroven byly logicky navrzeny tak, Ze prvni multiplex (tur, prase, kur a IAC) bude aplikovan
na kazdy vzorek. Touto analyzou budou ve vzorku identifikovany nejb&zné;jSi suroviny
zivocisného puvodu a diky IAC bude odhalena piipadnd inhibice izolované DNA.

Vzhledem k tomu, Ze prvni multiplexni gPCR systémem bude provadén vzdy, neobsahuji dalsi
gPCR systémy IAC. Metodika je plné vyuzitelna pro ucely kontroly pfitomnosti zivo¢isnych
tkani v potravinach a krmivech a dalSich nepotravinaiskych produktech. Predlozené
mutliplexni qPCR systémy pro detekci tkani vybranych zivocisnych druhu byly zavedeny
s ohledem na jejich budouci diagnostické uplatnéni. Proto u ni byla provedena kompletni
optimalizace, otestovana specificita a citlivost, propracovan systém kontrol, véetné internich
amplifika¢nich kontrol a interpretace vysledkt. PfedloZzené qPCR systémy spliuji vSechny
naroky kladené na diagnosticke soupravy pro rutinni pouZiti.

Multiplexni qPCR systémy jsou navrzeny tak, aby jejich hlavni analytické parametry vcetné
limitu detekce, meze kvantifikace, robustnosti, opakovatelnosti a presnosti byly srovnatelné se
singlplexnimi reakcemi a zaroven aby dokazaly pracovat s mezi citlivosti nad tzv.
technologickymi kontaminacemi, coz minimalizuje riziko falesn€ pozitivnich vysledkii. Diky
moznosti soubézné detekce, identifikace a kvantifikace nékolika (az 5) zvolenych zivocisnych
druhti dochazi k velmi vyrazné casové Uspote pii pfiprave reakce a také k vyraznému snizeni
finan¢nich nakladt. Hlavni vyhodou vSak zlistdva ptima cilend detekce vybranych zivocisnych
druhti, kdy je mozné vhodnym sestavenim multiplexu zaroven detekovat piitomnost tkani

nedeklarovanych zivocisnych druhti.

IV. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovana metodika je urcena pro pifimou detekci a identifikaci tkéni 18 Zivoc¢isnych druht.

Vysoce citlivou metodu Ize pouzit pro detekci a prukaz pritomnosti vSech typt tkani, kterymi
jsou svalovina, tuk, chrupavky, vnitinosti, krev a krevni derivaty, kiize a jeji derivaty, stfeva,
mezenterium, plazma, Zelatina a proteiny a to jak ve vzorcich nezpracovanych surovin, tak ve
vzorcich potravin a krmiv, které byly technologicky zpracovany. Metodika je cilena také na
ovéfovani slozeni a autenticity potravin a krmiv s definovanymi ndbozZzenskymi a etnickymi

pozadavky, zejména na halal potraviny a krmiva. Uzivatel vyuzije vysledkt certifikované



metodiky pro ucely kontroly slozeni a ovéfovani autenticity potravin a krmiv a pro kontrolu
produktti farmaceutického nebo kosmetického primyslu.

Uzivatelem metodiky bude Statni zeméedélska a potravinarska inspekce, ktera vyuzije vysledki
certifikované metodiky pro rozsifeni portfolia kontrolnich diagnostickych metod v rdmci své
pusobnosti jako statniho kontrolniho a dozorového orgénu. Uzivatelem metodiky / vysledkt
budou piipadné dalsi diagnostické laboratofe pro rozsiteni portfolia preventivné diagnostickych
metod  dostupnych  pro  producenty, zpracovatele a  distributory  potravin

a krmiv pro oveéfovani slozeni a spravnosti ozna¢ovani.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

FalSovani potravin a krmiv zivociSného piivodu patii k aktudlnim a zavaznym problémim.

Globalizace obchodu s potravinami a surovinami pro vyrobu potravin spolu s prudce rostouci
kupni silou populace jsou v ptimé souvislosti se zvySujicim se poftem zamérné i nezamérné
falSovanych potravin. RlUzné statistické zdroje uvadéji procenta chybné nebo klamavé
oznacenych potravin Zivo¢isného ptvodu na hranici 8 % fd — 15 % v zemich Evropské unie, 20
% v Turecku a 19 % v USA (Ali et al, 2014, Ballin et al., 2009, Ulca et al., 2013). V oblasti
vyroby, distribuce a konzumace masnych vyrobku se uplatituji regionalni a etnické konvence a
zvyklosti, jejichz nedodrzeni ¢i ptekroceni predstavuje nejen ekonomicky, ale predevsim
osobni mentalni a nabozensky problém (judaismus, islam). Jednd se napiiklad o omezeni
konzumace krve, organu ¢i dalSich tkani hospodarskych zvitat, anebo dale masa z Selem, psii,
koni, volné zijicich zvifat nebo i prasat. U produktu ze téetich zemi bylo zdmérmné falSovani
prokéazano napf. u masnych polotovari, baleného déleného masa i masnych vyrobki z Ciny,
kdy byla deklarovand jehnéci svalovina nahrazovana svalovinou norkt, liSek nebo krys
(Beijing, 2013). V souvislosti s aktualni celosvétovou migraci obyvatel zacinaji zemé, pro které
byly jesté pied 10 lety halal potraviny okrajovou zélezitosti, produkovat ¢i obchodovat nebo
importovat stale vice téchto potravin, krmiv a ostatnich produktd. Narist muslimské populace
a potfeba zvysené produkce halal potravin se odrazi v objemu jejich produkce. V soucasnosti
se ro¢ni obrat trhu s halal potravinami odhaduje na vice nez 1,6 bilionti dolart a jejich podil na
sveétove produkei potravin bude v pfistich letech nepochybné nartstat (Lubis et al., 2016; Sow
etal., 2017). Nejvice halal potravin se vyrabi v Saudské Arabii, Malajsii, Spojenych Arabskych
Emiratech, Indonésii a Egypté, jejichz produkce predstavuje asi 42 % z celkové vyroby halal
potravin. Mezi zemémi EU nejvétsi podil produkce halal potravin pfipada na Francii, ale
vzhledem k migra¢ni viné se bude mnozstvi téchto potravin zvySovat i v jinych zemich EU
(Benzertiha et al., 2018).



Niklady na zavedeni metodiky do laboratore

Néklady na zavedeni metodiky do laboratoie spocivaji predevS§im v potizeni spotfebniho
materialu, souprav na izolaci DNA a chemikalii na provedeni qPCR. Naklady na pfistroje a
nastroje, jako jsou pipety, centrifugy, vortexy, vahy, termobloky, thermocycler a mechanicky
homogenizator, nejsou zapocitany, nebot’ jsou piedpokladanym vybavenim laboratoie

vyuZivajici metodiku.

Néklady na vySetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratofe jsou uvedeny

v nasledujicich tabulkéach. VSechny ceny jsou aktualni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.

Naklady na material na vySetfeni jednoho vzorku jednim mutliplexem uvedené metodiky.

Kalkulace zahrnuje i primérné naklady na pozitivni a negativni kontroly.

Polozka Obvykla cena
Izolace DNA (cena izola¢ni soupravy, zkumavky) 200 K¢
gPCR (enzymy, vSechny sady primeri a sond) 70 K¢

Spotiebni material (Spicky s filtrem, zkumavky, rukavice a

desinfekce) 100 Ke

Celkem 370 K¢

Komplexni analyza jednoho vzorku vsemi 4 multiplexnimi systémy stoji jen materidlovych
nakladech 570 K¢&. Lidska prace, odpisy a rezijni ndklady nejsou zahrnuty, protoze jejich vyse

je zavisla na dané instituci provadéjici analyzu.

Ekonomicky prinos pro uZivatele:

Problematika kvality a bezpecnosti potravin patii mezi vysoce aktudlni témata feSena jak na
tirovni Evropské unie, tak celosvétové. Mezi zakladni fidici dokumenty Ceské republiky v této
oblasti patii v souc¢asné dob¢ Strategie bezpe¢nosti potravin a vyzivy 2014 — 2020, kde jako
jedno z hlavnich vychodisek pro stanoveni priorit dokument uvadi v negativnich trendech
rozvoj klamani spotfebitele a falSovani potravin, zejména pak naristajici trend chybného
oznacovani potravin s cilem zatajit pfitomnost urcité slozky v potravingé. Za hlavni pfic¢inu je
povazovan stéle silici tlak na cenu potravin a také vysokou poptavku veiejnosti po levnych
potravinach. Mezi zakladni priority pro obdobi 2014-2020 patii aktivni boj proti klamani
spotiebitele v oblasti oznac¢ovani a falSovani potravin. Podobn¢ Ministerstvo pramyslu a

obchodu (MPO) vytvotilo strategicky dokument ,,Priority spotiebitelské politiky 2015 — 2020,



ve kterém se zaméiuje pfedevsim na ochranu zajmu spottebitelti a boj proti nekalym obchodnim
praktikdm jak u potravin, tak u nepotravinaiskych vyrobkda.

Tyto strategické dokumenty dokladaji, nezbytnost vyvoje novych, robustnich, vysoce citlivych
metod a jejich rychlé wuvddéni do laboratorni praxe pro kontrolu kvality
a deklarovaného sloZeni potravin, krmiv a ptfipadné nepotravinaiskych vyrobkl vychéazejicich

ze stejné surovinove zakladny.
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