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Piedmluva

Prokazovani falSovani potravin patii mezi priority z hlediska ochrany zdravotnich i
ekonomickych zajmut spotiebitele. Ovérovani ptitomnosti deklarovanych piipadné detekce
nedeklarovanych Zivoc¢isnych druhti patii mezi zdkladni kontrolni postupy stanoveni autenticity
potravin a krmiv vychazejici z platné legislativy (z. 110/1997, z. 166/1999). Ne vzdy se totiZ
oznaceni na obalu shoduje s redlnym obsahem vyrobku. Pro identifikaci druhti ve zpracovanych
potravinarskych produktech je proto potieba pouzit detekéni postupy (Prusakova et al., 2018;
Izadpanah et al.,, 2018), zaloZzené zejména na analyze proteini nebo DNA molekuly
extrahovanych z zivociSnych tkani (napf. metoda polymerazové fetézové reakce - PCR
(Matsunaga et al., 1999; Mousavi et al., 2015; Kim and Kim, 2017; Izadpanah et al., 2018),
kvantitativni PCR - gPCR (Fajardo et al., 2008; Kesmen et al., 2009; Camma et al., 2012; Ren
et al., 2017; Dalsecco et al., 2018), digitalni PCR - ddPCR (Cai et al., 2017; Shehata et al.,
2017), ptipadné sekvenovani nové generace - NG sekvenovani (Carvalho et al., 2017; Ribani
et al., 2018). Dosud publikované metodické postupy jsou z velké ¢asti zalozeny na detekci
prevazné mitochondrialniho genomu (control regions, cytochrom b). Multiplexni array (XMAP
technologie) zaloZena na analyze genomové DNA piedstavuje inovativni piistup v detek¢nich
metodach pro ovéfeni druhového sloZeni potravin. Pfedmétem této metodiky je specificka
forma xMAP array - multiplexni oligonukleotidova ligace (MOL-PCR), kterd& pomoci
fluorescencné znacenych sond (oligonukleotidll) umoziniuje specifickou detekci ZivociSnych
druhta (Reslova et al., 2017). V oblasti detekce falSovani potravin byla technologie xMAP
pouZzita k prikazu rostlinnych komponent v mouce a ve zpracovanych potravinach a krmivech
(Ponzoni et al., 2013) a detekci parvalbuminu jako hlavniho alergenu ryb v potravinach
(Hildebrandt, 2010). Vysledky tykajici se identifikace zivo¢isnych druhti v potravinach pomoci
MOL-PCR nebyly dosud védecky publikovany.

l. Cil metodiky
Cilem metodiky je simultanni detekce DNA skotu (Bos taurus), prasete (Sus scrofa
domesticus), kura (Gallus gallus f. domestica), ovce (Ovis aries) a kozy (Capra aegagrus
hircus) v potravinach a krmivech s ohledem na jejich sloZeni, za ic¢elem ovéfeni autenticity

druht deklarovanych, piipadné priikkaz druhti nedeklarovanych.



1. Vlastni popis metodiky
1. Princip MOL-PCR

Technologie XMAP je zaloZzena na zachyceni fluorescencné znacenych cilovych molekul ze

vzorku pomoci navrzenych druhové specifickych sond (MOLig), z nichZ jedna obsahuje
specifickou sekvenci (tzv. TAG), ktera je komplementarni k antiTAGu na povrchu magneticke
mikrosféry. Ptistroj MagPix rozpozna typ kuli¢ky podle fluorescence a pokud je na ni navazana
cilova sekvence oznacéena jinou fluorescen¢ni barvou, je potvrzena ptitomnost cile ve vzorku.
Tato technologie se pouziva predevSim pro detekci napt. alimentarnich patogent, ale také
v oblasti detekce proteint nebo nizkomolekularnich latek, protoze na magnetické kulicky lze
navézat také antigeny, protildtky nebo hapteny. MOL-PCR (Multiplexed Olignucleotide
Ligation-PCR) je zaloZena na ligaci syntetizovanych oligonukleotidti v pfitomnosti cilové
molekuly DNA (Song et al., 2010), nasledné amplifikaci s univerzalnimi primery, hybridizaci
MOL-PCR produktii smichanych s kulickovym mixem a po pfidani analyza¢niho pufru vlastni

analyze v ptistroji MagPix, zpracovani dat a interpretaci vysledka (Obr. 1).

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza

Zelend dioda = odeéteni
Ligovana MOLiga Fluorescenéné znaéeny fluorescence reportéru

MOLigo2 MOLigo1 I e ——— produkt MOL-PCR
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. ¢ nti-TAG ¢
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1_ : I‘ anti-TAG . R _
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setumikrosfer

Obrézek 1: Schéma prubéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.

Pho = fosfatova skupina umoznujici ligaci; cerné = sekvence specifickd pro zachycovany cil;
Sed¢ = vazebna sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementéarni
k anti-TAGu na mikrosférach; ¢ervené = fluorescenc¢ni reportér.

Univerzalni primery:

Univerzalni primery byly pfevzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je zna¢en
fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery v reakci slouzi jako reportérova molekula znacici
vysledny produkt.

uni FW: 5- CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -3 (20)

uni REV: 5 - BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3 (20)

Tato sada univerzalnich primerti amplifikuje produkty ligace o vysledné délce 106 bp.



1.1. Detekéni cile metodiky

Sondy (MOLigo 1 a 2) pro vSech pét zivocisnych druht byly navrzeny na zéklad¢ selekce
sekvenci dostupnych v genové bance (GenBank). Po jejich vzajemném srovnani (14
zivociSnych druhli pro gen micall, 25 druhli pro gen RPS7 a 23 druhti pro gen rps16) byly
vytipovany druhové specifické oblasti pomoci programu BioEdit (Tab. 1).

Tabulka 1. Piehled cilovych oblasti, TAGU a regiond mikrosfér pro jednotlivé zivocisné druhy.

Zivotisny druh  Cilovadoblast TAG na sondé MOLigo2  Mikrosféry (region)

Skot RPS7 MTAG-A056 013
Prase micall MTAG-AQ027 021
Kur micall MTAG-A057 014
Ovce RPS16 MTAG-A061 015
Koza micall MTAG-A029 029

Sekvence MOL.ig:

Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
prase/kozu/skot/ovci/kura; mala pismena = TAG sekvence MTAG-
A027/A029/A056/A061/A057 umoziujici specifickou vazbu k mikrosféram; PHO = fosfatova

skupina.

Prase

Su_MOLigol V01

5- Pho-TATGGTTTAGAATGCAAAGGCTCTCACTTCTTACTACCGCG - 3
Su_MOLigo2_V01

5-
ACTCGTAGGGAATAAACCGTaagatgatagttaagtgtaaGTTATGAAATCATTAAATGTGT
AAAGGGTG - 3

Koza

Cap_MOLigol v02

5 - Pho-TTCAGTGAGAGCCCAGCAGTCTCACTTCTTACTACCGCG - 3
Cap_MOLigo2_v02




5'_
ACTCGTAGGGAATAAACCGTttaagtgagttatagaagtaGTAGGCCAGAAGGACAAGAAA
CAG-3%

Skot

Bo_MOLigol v01

5 - Pho-CGGGTAAAGGAGGAGCGTCTCACTTCTTACTACCGCG -3
Bo_MOLigo2 v01

5'_
ACTCGTAGGGAATAAACCGTaattagaagtaagtagagtttaagGCGACTTTGATCCGGTTCTT
-3

Ovce

Ovi_MOLigol V02

5 - Pho-TCTGCTGACCTCCATGAGCTCTCACTTCTTACTACCGCG -3
Ovi_MOLigo2_ V02

5' -
ACTCGTAGGGAATAAACCGTtattagagagaaattgtagagatt CCTGAGCAGAGCTTCACTG -
3

Kur

Gal_MOLigol_V01

5 - Pho-CCTCATCGTGTGGGTTTGCTCTCACTTCTTACTACCGCG -3
Gal_MOLigo2_V01

5' -
ACTCGTAGGGAATAAACCGTagagtattagtagttattgtaagt TCTTCACAGCCTCGTTGCTT -
3

1.2. Interni amplifika¢ni kontrola

Interni kontrola (IC) je ptidavana do kazdé reakce a Slouzi k odhaleni fale$né negativnich
vysledkt v disledku inhibice MOL-PCR reakce. IC byla navrzena tak, aby pro vsechny MOL-
PCR systémy mohl byt pouzit stejny par IC MOIig a stejna sada univerzalnich PCR primert;
jedna se tedy o univerzalni IC. Pti pfiprave IC byla pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence

zalozena na DNA sekvencich dvou vyhynulych druhti; konkrétné se jedna o mitochondridlni



DNA vakovlka tasmanského (Thylacinus cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptaka moa
(Dinornis struthoides, Acc. No. AY326187.1). Tato kontrolni synteticka sekvence o délce 150
bp byla pievzata z Mikel et al. (2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto
piipraveny konstrukt je zcela arteficialni a podobna sekvence se nevyskytuje v zadném znamém
zivoc€isném, rostlinném, ¢i bakteridlnim druhu. IC je tedy mozné pouzit pro jakykoliv templat

¢1 matrici.

Sekvence MOL.ig pro IAC:

IC_2 M1
5'- PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3°

IC 2 M2

5-

ACTCGTAGGGAATAAACCGT attgtgaaagaaagagaagaaattTATACACACGCAATCACCA
C-3

Tyto sondy jsou komplementarni k iseku kontrolni syntetické sekvence o délce 43 bp. Celkova

délka produktu ligace detek¢nich sond, a tim i amplikonu = 107 bp.

2. Predmét a pusobnost

Tato metodika popisuje multiplexni oligonukleotidovou liga¢ni polymerazovou fetézovou
reakci (MOL-PCR) s interni amplifika¢ni kontrolou (IAC) slouZici k simultanni identifikaci
péti druhti potravinaisky vyznamnych zvifat v potravinach a krmivech na zakladé detekce
vybranych oblasti genomové DNA. Kvalitativni detekce probiha prostfednictvim odeéteni
fluorescen¢niho signdlu vzorku oproti negativni kontrole. Vyvinuty systém umoziuje
dodate¢né pridani dalSich cili podle aktualnich pozadavki. Metodika je vyuZitelnd jako
diagnosticky nastroj pro odhalovani falSovani potravin a krmiv zptsobenym druhovou

zameénou.

3. Pristroje a pomucky

Véahy
Centrifuga MiniSpin

Termoblok



Vortex

Chladni¢ka (do 5 °C)

Mraznicka (do -20 °C)

Ultrasonic Cleaning Bath (BioTech, Ceska republika)

Magneticky separator

Mikroskop - hemocytometr (Biirkerova komurka)

Termocykler

UV box

Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, USA)

Bio-Plex Manager™ MP software (Bio-Rad, USA)

Bio-Plex Manager™ 6.1 software (Bio-Rad, USA)

Sada pipet s nastavitelnym rozsahem (100 — 1000 ul, 10 — 100 pul, 1 - 10 ul, 0.1 - 2 pl)
Spicky s filtrem k pipetdm s ptisluinym rozsahem

Sterilni mikrozkumavky o objemu 1.5a 2 ml

Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separatnimi vicky

PCR deska s jamkami na objem 0,2 ml

4. Chemikalie a roztoky

Izolaéni kit DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Némceko)
Chlorofom

Magnetické kulicky (MagPlex® Microspheres 12,5 x 10, Luminex Corp., USA; XX = 12-78,
dle seznamu dostupnych seti)

Pierce EDC Powder

anti-TAGy

valida¢ni TAGy

EDC

Tween-20 (promyvaci pufr 1) 0.02%

SDS, 10% roztok (promyvaci pufr 11) 0.1%

MagPix Performance Verification kit

MagPix Calibration kit

Hifi Tag DNA liga¢ni pufr 10x

Hifi Taq DNA ligaza

2X Elizyme™ HS Robust MIX

PCR H20



MES (aktivacni pufr) 0.1 M

NaCl 5 M

TE pufr, 100X (uchovévani), 1X

Analyzaéni pufr (1 M Tris-Cl, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, Tween 20, H>0)
dH20

70% isopropanol

0,1 N NaOH

15% Savo Original

MAGPIX® Drive Fluid (Luminex Corp., USA)
Univerzalni primery (1. Princip MOL-PCR)

Druhové specificka MOLiga (1.1. Detekéni cile metodiky)
IAC (1.2. Interni amplifika¢ni kontrola)

4.1.Priprava magnetickych kuli¢ek
4.1.1. Potahovani kuli¢ek antiTAGem

Aktivace kuli¢ek: Vybrané sety kuli¢ek uréené k potazeni vortexujeme a sonifikujeme asi 30 s.

Pfeneseme 400 pl (5.0 x 10°) kulidek (objem kuli¢ek zavisi na poétu reakci, napt. 400 pl
odpovida 800 reakcim) do Eppendorf Low Bind zkumavek a nechdme odstat na magnetickém
separatoru 1-2 min. Opatrné odstranime supernatant, pelet resuspendujeme na vortexu ve 45 pul
0.1 M MES pufru (pH 4.5), sonifikujeme 20 s.

Parovani antiTAGU s kulickami: V H2O resuspendujeme anti-TAGy na 100 pM (100 pmol/

ul), ptiddme 2 pl 100 pM anti-TAGu do resuspendované¢ho mixu kuli¢ek, vortexujeme. V H20
pfipravime Cerstvy roztok 10 mg/ml EDC, pfidavame 2.5 pl EDC ke kulickdm a ihned
vortexujeme. Inkubujeme 30 min pii laboratorni teplot¢ a v temnu, kazdych 10 min
vortexujeme. Pfipravime druhy Cerstvy roztok 10 mg/ml EDC a opét piidavame 2.5 ul ke
kulickam a vortexujeme. Inkubujeme 30 min za laboratorni teploty a v temnu, kazdych 10 min
zvortexujeme.

Promyvani sparovanych kuli¢ek: Ke sparovanym kulickam s anti-TAGy pfidame 1.0 ml 0.02%

Tween-20, vortexujeme, dame na magneticky separator 1-2 min, pelet resuspendujeme v 1 ml
0.1% SDS, vortexujeme, umistime na magneticky separator, pelet resuspendujeme v 80 pl TE
pufru, vortexujeme a sonifikujeme. Potazené kulicky uchovavme v lednici a v temnu.

Pocitani na hemocytometru (Biirkerova komirka): Kulicky resuspendujeme na vortexu 40 s,

rozfedime 1:100 v H20, zvortexujeme, 10 pl napipetujeme do hemocytometru, pocitame



kulicky v 4 velkych ctvercich. Pro vypocet celkového poctu kuli¢ek pouzijeme vzorec:

koncentrace kulicek (kulicky/pl) = (suma kuli¢ek ze 4 ¢tverct) x 2.5 x 100.

4.1.2. Validace kulicek

Valida¢ni TAG je sekvence shodnd s MTAGem pouzitym v MOLigo2 sond¢, ktera na svém

5konci nese fluorofor BODIPY. Pro ovéfeni kvality parovaci reakce (pouzijeme validacni
TAGy komplementarni k anti-TAGam, kterymi jsme potahli kulicky) je nutné provést validaci
kuli¢ek. Spravna parovaci reakce vykazuje velké rozdily v MFI (median fluorescence intensity)
hodnotach mezi kulickami saturovanymi validacnimi TAGy a kulickami inkubovanymi bez
valida¢nich TAGq.

Ptiprava valida¢niho mixu: V H20 resuspendujeme valida¢ni TAGy na koncentraci 1 mM.
Ctyfi ul od kazdého validaéniho TAGu (1mM) napipetujeme do 1x TE pufru, vortexujeme, 2,5
ul tohoto mixu pieneseme do 997 pul TE pufru, vortexujeme.

Ptiprava pracovniho kuli¢kového mixu - 5 pl na 1 vzorek obsahuje: 2500 kulicek od kazdého
setu (2500 kulicek / koncentrace kuli¢ek [kulicky/ul] = objem daného mixu kuli¢ek k ptidani
[ul]. 0,8 pl 5 M roztoku NaCl (finalni koncentrace 0.8 M), 2.5 pl 0.1 M roztoku MES (finalni
koncentrace 0,05 M), TE pufr 1x — doplnit do celkového objemu 5 pl.

Test hybridizace: Do kazdé jamky (A-F) napipetujeme 5 ul kuli¢kového mixu, pracujeme
v duplikatech. Nasledné pfidime mix valida¢nich TAGa (10fmol/ul) a TE pufr 1x dle Tabulky

2 (celkovy objem bude 15 pl).

Tabulka 2. Test hybridizace.

Jamka Mnozstvi TAG1 Mnozstvi TE pufru
A 0 ul TAGH 10 ul TE
B 0,5 ul TAG# 9,5l TE
C 1 ul TAGG oulTE
D 2 ul TAGA 8ul TE
E 5 ul TAGH 5ul TE
F 10 pl TAG# oul TE

Protokol hybridizace: 94°C/1 min, pomalé ochlazeni na 25°C rychlosti 0.1°C za sekundu,

udrzovani pti 10° do dalsiho zpracovani.



4.2. SlozZeni a priprava analyzaéniho pufru

Tabulka 3. Slozeni a pfiprava analyzac¢niho pufru.

Slozka Katalog. ¢. Vysledna MnoZstvi/250 | pH
koncentrace ml
1 M Tris-Cl Sigma T1503* 10 mM 2,5 ml 8,0
0,5M EDTA Amresco E522 0,1 mM 50 pl
5 M NaCl Carl ROTH 3957 90 mM 4,5 ml
100% Tween Alpha Diagnostic Intl Inc 0,02 % 50 ul
20 TW-100100
ultracista Millipore 242,9 mi
H-.0
4 = zasobni Trizma base neobsahuje CI', ten je doplnén béhem upravy pH pomoci HCI kyseliny
4.3. Roztoky pro udrzbu pristroje MagPix
Tabulka 4. Roztoky pro udrzbu pfistroje MagPix.
Slozka Katalog. ¢. Vysledna -\ sctvir250 ml | skladovani
koncentrace
100% PENTA 17510-20005 . pokojova
isopropanol (Ceska republika) 0% 180 mi teplota
PENTA 15760-31000 pokojova
NaOH (Ceska republika) 0.LN 019 teplota
Savo Original Unl_lever SAVO 15% 37 ml pokojova
(Nizozemsko) teplota

5. Postup, provedeni zkouSky

5.1. Izolace DNA

Izolace DNA ze svaloviny a dal$ich tkani a potravinovych produkti byla provedena pomoci

komer¢niho kitu DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) dle navodu vyrobce.

Optimalizované protokoly jsou zaloZzeny na modifikovane CTAB (cetyltrimethylamonium

bromid) extrakci, kdy v kombinaci s proteindzou K dojde nejprve k rozpadu kompaktni tkané

a poté nasleduje vysrazeni proteint a pfipadnych inhibitort pfitomnych v potraving. Inhibitory

se vysrazi centrifugaci, zatimco extrahovand DNA zistava v roztoku. Pfi nasledné extrakci

chloroformem jsou veSkeré komplexy CTAB-proteini, CTAB-polysacharida pievedeny do

organické faze. Pouze vodna faze obsahujici DNA je dale zpracovavana. Smichéa se s vazebnym

pufrem a aplikuje na kolonky (QIAquick Spin Columns). Podle charakteru vychozi suroviny je

mozné pouzit rizné varianty extakénich protokolt dodanych vyrobcem. Pro potraviny, které




byly podrobeny vyssimu stupni tepelného opracovani (vafeni, pasterizace), vysokého tlaku,

ozéfeni, zmén pH nebo suseni, a predpoklada se tak vyssi fragmenatce DNA (100-200 para

bazi), je doporucen protokol pro detekci malych fragmentt (Small Fragment Protocol), pro

vSechny ostatni potraviny by mély byt pouzity standarni protokoly (Standard Protocol). Podle

velikosti vstupniho vzorku jsou piipraveny vzdy dvé varianty protokola (pro vstupni vzorek o

hmotnosti 2 g a vstupni vzorek o hmotnosti 200 mg).

Standrarni protokol pro extrakci celkové DNA ze vzorku (200 mg) syrové nebo zpracované

svaloviny:

1.

Do 2 ml zkumavky se navazi 200 mg vzorku, ptida se 1 ml lyzac¢niho pufru (Food Lysis
Buffer) a 2,5 pl proteindzy K, zvoretxuje.

Smés se inkubuje v tfepaci zahtivaci 1azni pti teploté¢ 60°C po dobu 30 minut a nasledné
ochladi na teplotu 15-25°C.

Smeés se centrifuguje 5 minut pti 2 500 X g.

Do 2 ml zkumavky se napipetuje 500 pl chloroformu a ptida se 700 pl ¢irého
supernatantu. Smés se vortexuje pro dobu 15 s a centrifuguje 15 minut p#i 14 000 x g.
Do dalsi 2 ml zkumavky se napipetuje 350 pl pufru Buffer PB, ptida se 350 pl horniho
¢irého roztoku z Kroku 4 a vse se zvortexuje.

Smés z kroku 5 se napipetuje do kolonky (QlAquick spin column) umisténé v 2 ml
mikrocentrifugacni zkumavky a centrifuguje se po dobu 1 minuty a rychlosti 17 900 x
g. Zcentrifugovany roztok se vylije.

Prida se 500 pl pufru Buffer AW2 a zcentrifuguje za stejnych podminek jako v kroku
6. Zcentrifugovany roztok se vylije a kolonka umisténa v mikrocentrifugac¢ni zkumavce
se znovu zcentrifuguje.

Kolonka se pifemisti do 1,5 ml zkumavky a na stfed kolonky se napipetuje 150 pl
elu¢niho pufru (Buffer EB). Inkubuje se 1 minutu pii laboratorni teploté a zcentrifuguje

1 minutu pti 17 900 X g.

5.2. Ligace

Detekéni sondy se navzajem navazi k cilovym sekvencim prostfednictvim komplementarnich

casti, zatimco sekvence TAGu a vazebnych mist pro PCR primery ¢ni do prostoru. Tato

sekvence zligovanych sond vytvofi templat pro naslednou PCR s univerzalnimi primery,

Z nichz jeden je fluorescen¢né oznacen. Slozeni reak¢éni smési pro jednu reakci v objemu 25 pl

(vZdy pracujeme v duplikatu) je popsano v Tabulce 5.



Tabulka 5. Slozeni reakéni smési pro ligaci.

Reagencie 1 reakce Vysledna koncentrace
PCR H20 doplnit objem

Hifi Tag DNA Ligase Buffer 10x 2,5ul 1X

MOLigo 1 a 2 pro druh (1 pmol/ul) 2 x0,125 pl 5nM
MOLigo 1 a2 pro IAC (1 pmol/ul) 2 x0,125 pl 5nM

IC plazmid 10%/ul 0,1 pl 1x10° kopii

Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul

DNA 2,5l

Celkem 25 ul

Ligacni protokol:

95°C/10 min, 95°C/30 sec + 59°C/1 min, 20 x opakovani, udrzovani pii 10°C do dalsiho

zpracovani

5.3. PCR

Slozeni reak¢ni smési pro jednu reakci v objemu 24 ul je popsano v Tabulce 6.

Tabulka 6. Slozeni PCR reakéni smési.

Reagencie 1 reakce Vysledna koncentrace
PCR H20 5,25 pl

EliZymeTM HS Robust MIX (2x) 12 pl 1X

Fw primer uni (10 pmol/pul), 0,15 ul 0,0625 uM

Rev primer uni BODIPY (10 pmol/pl) 0,6 0,25 uM
Produkt ligace 6 ul

Celkem 24 ul

PCR protokol:
95°C/2 min, 95°C/15 sec + 60°C/15 sec + 72°C/15 sec, 40 x opakovani, udrzovani pti 10°C do

dalSiho zpracovani.



5.4. Analyza MOL-PCR produktt

Fluorescen¢né znaceny MOL-PCR amplikon hybridizuje prostiednictvim své TAG sekvence a
antiTAG sekvence na magnetické kouli.
Do kazdé jamky podle poctu vzorkli (neznamy vzorek, negativni kontrola, BLANK = kontrola

pozadi), napipetujeme 5 pl kuliCkového mixu (Tab. 7):

Tabulka 7. Ptiprava kulickoveho mixu

Reagencie 1 reakce Vysledna
koncentrace

MES 0,1 M 2,5ul 0,05 M
NaCl5 M 0,8 ul 08M
Smés potazenych MagPlex® Microspheres 2 500*

Y mikrosfér/set
TE pufr 1X doplnit objem
Celkem 5ul

*2 500 kulicek / koncentrace kulicek [kuli¢ky/pl] = objem daného mixu kuli¢ek k ptidani [pl]

Ptidame 10 ul MOL-PCR produktu, do BLANK piidame 10 pl H20.

Protokol hybridizace: 94°C/1 min, pomalé ochlazeni na 25°C rychlosti 0.1°C za sec, udrZzovani

pti 4°C do dalsiho zpracovani.

Ke kazdému vzorku ptidame déle 45 pl analyza¢niho pufru (Tab. 3) do kone¢ného objemu 60
pl. Vzorky analyzujeme na piistroji MagPix: program v PC softwaru Bio-Plex Manager MP —
Create/Run protocols, New — Select Analytes — Select panel— MagPix Quick Start, kde
ozna¢ime piislusné regiony kulicek. V kategorii Format plate naformatujeme rozloZeni
jednotlivych vzorka (X — neznamy vzorek, B — BLANK, C — kontrola, S — standard). Analyzu
spustime pies ikonu Start, z pfistroje vyjede rampa, na které doplnime chemikéalie do
piislusnych kolonek dle pozadavki zobrazeného schématu (dH2.O - kolonka A, 70%
isopropanol — kolonka B, 0.1 M NaOH - kolonka C). V zobrazeném okné navolime typ
pouZivanych zkumavek/desek (PCR plate) a spustime analyzu. Po ukonc¢eni analyzy provedeme
Export vysledki pies hlavni panel do pozadované slozky a mizeme vysledky analyzovat

v softwaru Bio-Plex Manager 6.1.



5.5. Kalibrace, verifikace a udrzba pfistroje MagPix
Kalibrace a verifikace se provadi pomoci kalibra¢niho kituMAGPIX® Calibrator Kit, RUO,
25 Uses (Luminex Corp., USA) a verifika¢niho kitu MAGPIX® Performance Verification Kit,

RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA). Pied kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kita
fadné vortexovat a sonifikovat asi 30 s. Bio-Plex Manager™ MP software sam naznaci, kdy je
tieba provést kalibraci a verifikaci pfistroje; kalibrace se provadi asi jednou tydné, verifikace
po kazdém spusténi piistroje pfed analyzou vzorkt. Dale je potieba provadét idrzbu saci jehly,
ktera se promyje a sonifikuje v destilované vodé (dH20), zkontrolovat naplnéni kontejnert pro
Drive fluid a odpad (waste container). Udrzbové rutiny pfistroje i samotna analyza vyzaduji
doplnéni dH20O, 70% isopropanolu, 0,1 N NaOH a 15% sava do kolonek v pfistroji. Roztoky se
ptipravuji za pouziti ultracisté vody (Tab. 4). Po skonceni analyz se pied vypnutim pfistroje

vzdy provadi rutina Shut Down.

5.6. Ovéfeni validity (interni kontrola kvality)

5.6.1. Negativni izola¢ni kontrola

Jako vzorek pfti izolaci DNA je pouzita misto tkdné voda v ekvivalentnim mnozstvi. Pii kazdé

sérii izolaci musi byt provedena jedna negativni izola¢ni kontrola.

5.6.2. Negativni kontrola pou?zita pii ligaci

Jako vzorek je do liga¢ni smési piidana misto DNA voda. Jeden slepy vzorek musi byt pouzit

pii kazdé analyze.

5.6.3. Kontrola pozadi (Blank)

Pti pripravé kulickového mixu dame kromé vzorki a negativni kontroly také Blank pro kontrolu

pozadi (misto MOL-PCR produktu piidame do Blanku ekvivalentni mnozstvi vody).

5.6.4. Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrola slouzi DNA alikvot izolovany ze svaloviny pfislusného zivoc¢isného

druhu, jehoz identifikace byla provedena ptfed porazkou.

5.6.5. Interni kontrola amplifikace

Interni kontrola (IC) je pfidavana do kazdé reakce. Slouzi k odhaleni fale$né negativnich
vysledku v dusledku inhibice MOL-PCR reakce.



5.6.6. Duplicitni analyzy

V prub¢hu metody se provadi duplicitni analyza vSech vzorkd.
5.6.7. Specifita

Specifita MOLig byla porovnana pomoci programu BioEdit (14 ZivociSnych druhti pro gen
micall, 25 druhti pro gen RPS7 a 23 druhu pro gen rps16). Navrzené sekvence MOLig pro
vSech pét ZivociSnych druht jsou 100% identické s referenénimi sekvencemi dostupnymi
v databdzi BLAST (whole genome shotgun) a souCasné nevykazuji shodu se
sekvencemi jinymi zivoc¢isnych druhd. Specifita byla navic prakticky testovana na celé fadé
zivoc¢isnych druhti, které mohou byt vyuzity pro potravinarské tcely (skot, prase, ktn, kralik,
ovce, koza, kufe a dalsi). Specifita pfevzatych univerzalnich primerti byla ovéfena na 13-ti
genotypech Bacillus anthracis v ptipadé Thierry et al. (2013), ale mimo jiné také na 11-ti
sérotypech Escherichia coli (STEC) v publikaci Woods et al. (2016).

5.6.8. Detekéni limit
Detekéni limit MOL-PCR systému byl proveden v podob¢ koncentraéniho gradientu izolované
DNA (100 - 0,01 ng pro dany cil) a byl stanoven na 1 ng/ul (MFI > 200).

Obrazek 2. Detekéni limit MOL-PCR pro kozu (Capra aegagrus hircus)
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5.7. Zpracovani dat a interpretace vysledka

Od namétenych hodnot medidnu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota BLANKu 30
MFI (empiricky stanovena hodnota). Jednotlivé MFI hodnoty vzorku se podéli MFI hodnotou
negativni kontroly NTC (no template control). Je-li vysledny pomér (P) vyssi nez 4 a zaroven

hodnota MFI daného vzorku vyssi nez 200, vzorek je pozitivni.

Pvzorku = MFlvzorku / MFINTC

Priklad:
MFlyzorku = 950 (> 200)
MFInTc = 65

P=950/65=14(>4)

Kuvalitativni hodnoceni se provadi podle nasledujici tabulky.

Tabulka 8. Kvalitativni hodnoceni.

Cil IAC Celkovy vysledek
Pozitivni Pozitivni Vzorek je pozitivni
Pozitivni Negativni Vzorek je pozitivni
Negativni Pozitivni Vzorek je negativni
Negativni Negativni Vzorek je inhibovan

Vzorek je povaZovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespoil v jednom opakovani.

I1l.  Srovnani novosti postupii
Metodika je zaloZena na komplexnim postupu zahrnujicim izolaci DNA ze vzorku, pfipravu
magnetickych kuli¢ek (potahovani, validace), ligaci, PCR a vlastni analyzu MOL-PCR
produktt v piistroji MagPix. Metoda MOL-PCR zalozena na ligaci oligonukleotidi nebyla
dosud pro priikkaz autenticity potravin a krmiv védecky publikovéana a vytvaii tak novy
diagnosticky nastroj pro ovéfeni druhové deklarace v potravindch a krmivech. Metodika
predstavuje inovaci v metodologii kontroly sloZeni potravin a krmiv, jejiz ptinos spociva
predevsim v multiplexnim simultannim stanoveni péti Zivo¢isnych druhd v ramci jedné analyzy

s potencialem dodate¢ného pfidani dal$ich druhi s dosahem 50-100 cili. Vyhodou metody je



také jeji schopnost detekce velmi kratkych PCR fragmentd (do 100 bp), ¢imz miuze byt
usnadnéna druhové identifikace ve zpracovanych potravinach, kdy vlivem technologickych
procest dochazi ¢asto k degradaci DNA a jejimu rozpadu na kratsi fragmenty. NavrZzene MOL-
PCR systemy jsou navic zalozeny na amplifikaci genomové DNA, ktera oproti standardné
pouzivanym cilim v mitochondrialni DNA poskytuje vyssi specificitu a predevSim bude
zaruéeno, ze v tkanich bude vZdy stejné mnoZstvi kopii cilové DNA, na rozdil od
mitochondridlni DNA. V kombinaci s interni kontrolou dochazi k eliminaci fale$né negativnich
vysledkti zptisobenych piitomnosti inhibitorti, a sohledem na provedené optimalizace,
stanoveni detek¢niho limitu, systému kontrol a hodnoceni, tak umoziuje rychly skrining

vySetfovaného vzorku na Sirokou $kalu zivocisnych druht.

IV.  Popis uplatnéni Certifikované metodiky
Metodika bude uplatnéna organy statni spravy (SZPI, SVS) prostiednictvim akreditované
laboratofe pro detekci falSovani potravin a krmiv na Vyzkumném ustavu veterinarniho
I¢kaftstvi, v.v.i. Brno jako prostfedek pro monitorovani autenticity vyrobka ve smyslu ovéfeni
spravné druhové deklarace potravin a krmiv. Kromé organa statni spravy muze byt metodika

vyuZita také soukromymi subjekty a spotiebiteli pro prokazovani jakosti potravin a krmiv.

V. Ekonomické aspekty

Naklady na zavedeni metodiky do laboratoie

Naéklady na zavedeni metodiky do bézné laboratorni praxe zahrnuji ndklady na pofizeni
spotiebniho materialu, kitu na izolaci DNA, chemikalii, magnetickych kouli, sond a dalSich
reagencii. Kalkulace nakladd na material na vySetieni jednoho vzorku (duplicitn€) je popsano

v Tabulce 9.

Tabulka 9. N&klady na material na vysetieni jednoho vzorku (duplicitng)

Polozka Cena (k¢)
Izolace DNA (komer¢ni kit) 345
Ligace, PCR, MagPix analyza 105
Spotiebni material (Spicky s filtrem, zkumavky, rukavice, desinfekce) 50
Celkem 450

Naklady na pfistrojové vybaveni (centrifuga, horky blok, vortex, 2 sady pipet, ultrasonic clean

bath, magneticky separéator, termocykler, UV box) jsou pfedpokladanym vybavenim laboratote



vyuzivajici metodiku, tudiZz nejsou zapocitany do nakladt. Pofizeni pfistroje Bio-Plex

MAGPIX Multiplex Reader ptedstavuje polozku cca 700 000 — 800 000 k¢.

Ekonomicky pfinos

Vyvinutd metodika predstavuje ucinny nastroj pro odhalovani falSovani potravin ve smyslu
zamény zivoCiSnych druh v potravinach a krmivech sohledem na druhovou deklaraci
uvedenou na obalu vyrobku. Pii zavedeni metodiky do diagnostické praxe se uSetii Cas i
néklady spojené s analyzou, protoze pii simultannim stanoveni v jedné komplexni reakci dojde
nejen k ovéreni druhové deklarace doprovazejici potravinu, ale zdroveil umozni zachyceni i
dalsich pripadnych nedeklarovanych zivocisnych druhd ve vyrobku. Vzhledem ke
komplexnosti analyzy je tspora nakladt realna, protoze komplexni analyza vzorku v jedné
reakci predstavuje vzdy vyhodu ve srovnani s provadénim oddélenych, jednodruhové cilenych

PCR nebo ELISA postupti.
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