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1. Uvod

Virus afrického moru prasat (ASFV) patfi mezi viry zdsadné¢ ohroZujici velkochovy
a malochovy prasat domécich. JelikoZ spotieba veptového masa patii v Ceské republice
dlouhodobé¢ k nejvys$Sim, m4 jeho Siteni znacny ekonomicky dopad. Tento virus je relativné
odolny vici okolnim podminkdm a v prostfedi bohatém na proteiny je jeho odolnost jeste
zvysena. V tkénich infikovanych prasat mize pretrvavat az n¢kolik mésicii, za béZnych teplot
az mésic i bez nosné matrice. Z toho diivodu je dilezitd jeho spolehliva a rychléd detekce. Pro
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protilatek, nebo na ptimé detekci agens, ptipadné virové DNA.

ASFV je jediny zéastupce Celedi Asfaviridae. Jedna se o obaleny virus, jehoZ genom je tvofen
dvéma vldkny DNA. Virion se skldda z ikosahedralni kapsidy o velikosti 200 nm sestavajici
se z nékolika koncentrickych vrstev, pficemz zraly virion AMP je tvofen vnéjSim obalem,
kapsidou, vnitfnim obalem a dalSim obalem obsahujicim nukleoid. Délka jeho genomu se
pohybuje mezi 170-194 kb a kéduje, 150-167 proteinti, véetné téch, které jsou nutné k jeho
replikaci (Alonso et al. 2018; Dixon et al. 2019).

Prikaz genomu ASFV pomoci polymerdzové ftetézové reakce v redlném cCase (qPCR)
predstavuje vysoce citlivou, specifickou a rychlou metodu. S jejim pouzitim je moZna nejen
detekce, ale i kvantifikace virovych agens (genomu) v riznych typech matric. Provedeni této
reakce predchdzi krok izolace nukleovych kyselin. Je nutné ziskat DNA v dostateCném
mnoZzstvi a Cistoté. Pro ASFV zatim neni dosud popsian zplsob izolace virovych cCastic
(ptipadné virovych nukleovych kyselin) z masa ¢i masnych vyrobkl. V piipad¢ ZivocisSnych
tkdni se nejCastéji pouzivd 10% tkdnovy homogenit. Dédle je pro maso moZna izolace
nukleovych kyselin z masové §t'dvy, pro jiné masné vyrobky vsak tento zplisob neni vhodny.
Jako vhodna metoda se jevi fenol-chloroformové extrakce DNA s naslednou izolaci nukleové

kyseliny na magnetickych kulickach.

Maso a masné vyrobky jako komplexni matrice obsahuji celou fadu latek, které muzZou
pusobit inhibici qPCR a tim zkreslovat jeji vysledky. Pouziti interni amplifika¢ni kontroly
(IAC) ptipravené in vitro a jeji ptidani do kazdé qPCR reakce umozni identifikovat vzorek

obsahujici PCR inhibitory. Pro kvantifikaci viru by mély byt vysledky vztazeny k zndmé



koncentraci cilové sekvence DNA a méla byt vytvorena kalibracni kiivka. Ke kontrole Cistoty
prace a kiiZzovych kontaminaci béhem analyz vzorkll je vhodné pouZit systém negativnich

kontrol (negativni kontrola izolace nukleovych kyselin a negativni kontrola qPCR).

2. Piredmét funkéniho vzorku

Cilem funkcéniho vzorku bylo optimalizovat a zavést metodu pro izolaci a detekci DNA
ASFV v matricich masa a tepeln¢ neopracovanych masnych vyrobkt. Pro kontrolu spravnosti
postupu, minimalizaci faleSn¢ pozitivnich nebo faleSné¢ negativnich vysledki se v

popisované metod¢ nachdzi systém kontrol.

3. Vlastni popis metodiky funkéniho vzorku

3.1. Predmluva

Pro izolaci virovych ¢astic z potravin se pouzivaji rizné metody v zdvislosti od typu nosné
matrice, ze které je virus izolovan. Metody pro izolaci virovych ¢éstic jsou standardizovany
pro drobné ovoce, listovou zeleninu, mlZe, stéry z prostiedi a pitnou vodu v norméach ISO/TS
15216 (Anonymous 2013a, b; Lowther et al. 2019). BohuZel, pro maso a masné vyrobky
standardizované metodiky ziskani virovych nukleovych kyselin zatim chybi. Pro viry jejichz
genom je tvoien RNA byly popsdany metody homogenizace ve vodé (Hennechart-Collette et
al. 2019), fosfatovém pufru (PBS) ¢i roztoku na bazi TRIreagent® (Moor et al. 2018). Pro
virovd agens s DNA genomem je nejcastéjSim zpusob extrakce virové DNA z tkédni piiprava
5-10% tkanového homogenatu v PBS (Aguero et al. 2004), nebo masové Stavy u izolaci ze

svaloviny (McKillen et al. 2010), piipadné 1yze RLT pufrem (Monini et al. 2016).

Tepelné neopracované maso a masné vyrobky pfedstavuji komplexni matrici sestdvajici ze
zvySeného obsahu proteinti a tukii. Obé uvedené latky zptsobuji zpomaleni enzymatickych
reakci, mezi které patii i qPCR. U nevhodné zvolené metody izolace nukleové kyseliny
mohou zbytky uvedenych sloZzek vzorek kontaminovat a ptisobit inhibici qPCR reakce a
zkresleni jejich vysledkl. Oplach matrice pomoci lyza¢niho pufru zpiisobi rozruseni povrchu
matrice a uvolnéni viri do roztoku. Pfiddnim smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu
a naslednym intenzivnim promichdvanim dochdzi k separaci roztoku do dvou fazi — vodné

obsahujici DNA a organické obsahujici fenol a chloroform. Na rozhrani téchto dvou fazi se
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hromadi proteiny. Po centrifugaci je mozné vodnou fazi odd¢lit od zbytku a izolovat
nukleovou kyselinu. Pro samotnou izolaci nukleové kyseliny existuje k dispozici velké
mnoZstvi izolaCnich souprav, zaloZenych na pouZiti magnetickych ¢4stic nebo silikagelovych
kolonek, kde se nukleova kyselina zachyti, promyje a nasledn¢é, vlivem zmény vazebnich

podminek, eluuje.

Pro izolaci virové DNA zmasa a masnych vyrobkid jsme pouZili kombinaci fenol
chloroformové extrakce DNA a jeji dalSi izolace pomoci komer¢ni soupravy na principu
separace na magnetickych kulickdch. Hlavni vyhodou tohoto typu izolace je moznost pouZzit
vétsi objemovy rozsah — od 1 aZ po 10 ml vzorku. Vyznamnou vyhodou je také pouZiti fenol-
chloroformové extrakce v prvnim kroku izolace, které zplisobi inaktivaci viru. Tento krok
umozni, Ze v prostorach laboratofe se zabezpecenim tfetiho stupné (BL3) muze byt provedena
pouze pocatecni price — oplach matrice. Dalsi vyhodou je moZnost néasledujici zpracovani
vzorku pomoci automatického analyzatoru nukleovych kyselin, co mlize v budoucnu urychlit

N s

samotnou metodu a sniZi jeji pracnost.

3.2. Metodika funkéniho vzorku

Experimentdlni prace s ASFV je mozné provadét jenom v prostorich BL3. Z toho divodu
jsme pro vyvoj a optimalizaci metody pouZili ,,ndhradni* virus, jehoZ vlastnosti (napf. genom
a pfitomnost obalu) jsou podobné ASFV, s nimzZ je mozno pracovat v laboratofich se stupném
zabezpeceni 2 a lze ho bez problémi kultivovat na bunéénych liniich — bovinni herpes virus 1
(BHV 1, kmen CAPM V-402). Uvedeny virus (Celed Herpesviridae, podceled
Alphaherpesviridae, rod Varicellovirus) je obaleny virus ikozahedrdlni symetrie, genom je

tvoren DNA.

3.2.1. Izolace virovych nukleovych Kyselin z matric masa a masnych vyrobku

Pro izolaci virovych nukleovych kyselin z matrice masa a masnych vyrobkll byla pouZita
navazka 5 g vychozi matrice. Jako vzorova matrice bylo pouZito mleté veprové maso a vinna
klobésa (typ tepelné neopracovaného masného vyrobku). Tato navazka vzorku byla uméle
kontaminovdna definovanym mnoZstvim kmene CAPM V-402 (4x10° genomovych
ekvivalentl; kvantifikace dle qPCR).

Na zédklad¢ dostupnych dat byly pro vybér nejvhodnéjsi metody pro izolaci DNA testovany

zpusoby izolace pomoci TRIreagent® a fenol/chloroformové extrakce s néslednou izolaci
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DNA na magnetickych kulickach. V rdmci izolace pomoci TRIreagent® jsme provedli
z jednoho vzorku jak izolaci DNA, tak 1 RNA, jelikoZ izolovand RNA ¢asto obsahuje 1 DNA.
Po provedeni jednotlivych izolaci byly srovndny dcinnosti jednotlivych postupli a vybrana
nejvhodnéjsi metoda (tabulka 1). K vybrané metodé€ byl stanoven limit detekce a byla ovéfena

na genomu ASFV.

3.2.2. Detekce a kvantifikace kmene CAPM V-402

K detekci a zejména kvantifikaci kmene CAPM V-402 byla zavedena a optimalizovana
gPCR. K prtikazu specifické oblasti genomu BHV 1 byly vybrany specifické oligonukleotidy
(primery a sonda) dle publikace (Chandranaik et al. 2013). K systému byla k rozliSeni faleSn¢
negativnich (inhibovanych) a skute¢né¢ negativnich vzorkii ve form¢ plazmidové DNA
pfidana interni amplifikacni kontrola (IAC) dle publikace (Slana et al. 2008). Amplifikace a
detekce fluorescence byla provedena na piistroji LightCycler 480 Instrument (Roche
Molecular Diagnostics) a nésledujici analyza s pouZzitim “Fitpoint analysis” programu Light
Cycler 480 Software release 1.5.0 (verze 1.5.0.39). Mnozstvi CAPM V-402 bylo stanoveno
na zdkladé kvantifikaéniho standardu (plazmidové DNA; koncentrace 1x10°, 1x10°, 1x10%,

1x10%, 1x10% a 1x10" kopif/pl).

Plazmidovd DNA byla pfipravena naklonovanim PCR produktd ziskanych pomoci primerii
specifickych pro BHV 1 a IAC do pDrive Cloning Vector (Qiagen) s nasledujici transformaci
do chemokompetentnich bunék Escherichia coli. Po selekci pozitivnich kolonii a pomnozeni
byly plazmidové inzerty ovéfeny sekvenovanim a zdkladé zméfenych koncentraci byly

nafedény na pozadované koncentrace.

3.2.3. Detekce a kvantifikace genomu ASFV

K pritkkazu a mozné kvantifikaci genomu ASFV byla zavedena a optimalizovdna qPCR, ktera
vychdzela ze standardniho operaniho postupu Evropské referen¢ni laboratofe pro africky
mor prasat (Gallardo and Nieto, 2018). K systému byla ptiddana IAC dle (Slana et al. 2008).
gPCR byla provedena v celkovém objemu 20 pl: 10 pl of LightCycler 480 Probes Master
(Roche Molecular Diagnostics), 10 pmol primerti King-s, King-a, IAC F a IAC F, 4 pmol
sondy King-probe, 2 pmol sondy IAC P, 0,2 U Uracil DNA Gylcosylase (Roche), 10° IAC a

5 |l templatové DNA. Amplifikace a detekce fluorescence byla provedena na pfiistroji



LightCycler 480 Instrument (Roche Molecular Diagnostics) za ndsledujicich podminek:
denaturace pii 95 °C/4 min s nésledujici amplifikaci pti 95 °C/10s a 58 °C/30s, 45 cykli.
Mnozstvi dekovaného ASFV (genomovych ekvivalentl) bylo stanoveno na zdkladé
kvantifika¢niho gradientu (plazmidovd DNA; koncentrace 1x10°, 1x10°, 1x10%, 1x10°, 1x10?
a 1x10' kopif/ul) a programu Light Cycler 480 Software release 1.5.0 (Fitpoint analysis,
verze 1.5.0.39).

Plazmidovd DNA byla pfipravena naklonovanim PCR produktd ziskanych pomoci primerii
specifickych pro ASFV a IAC do pDrive Cloning Vector (Qiagen) s nasledujici transformaci
do chemokompetentnich bunék Escherichia coli. Po selekci pozitivnich kolonii a pomnoZeni
byly plazmidové inzerty ovéfeny sekvenovdnim. Na zdkladé zméfenych koncentraci byly

nafedény na pozadované koncentrace.

K zavedeni a optimalizaci qPCR byl pouzit kmen Ba71V ASFV, systém byl nasledné ovéien

na terénnich vzorcich, které pochazely z vyskytu afrického moru prasat v okrese Zlin.

3.2.4. Kvantifikace izolované DNA kmene CAPM V-402 a ASFV, stanoveni

ucinnosti a limitu detekce metody

Ke kazdému qPCR experimentu byl pfiddn kvantifikaéni gradient (koncentrace 1x10°, 1x10°,
1x10% 1x10% 1x10? a 1x10' kopii plazmidové DNA/UI). Podle piislusné kalibraéni kiivky
byla provedena absolutni kvantifikace cilové DNA pro kazdy analyzovany vzorek. MnoZstvi
prokdzanych cili ve vzorku bylo stanoveno dle vzorce:

Nkopii DNA* = (N kopii DNA ve stanovovaném vzorku/5) x y

* - celkovy pocet kopii DNA (genomovych ekvivalenti) BHV1/ASFV v celkové izolované DNA
X - pocet kopii cile v reakci (QPCR)
y — mnoZzstvi, do kterého je eluovédna izolovand nukleova kyselina (uddvéano v pl, v popsané metodé 100 pl)

Stanoveni tc¢innosti vybrané metody bylo provedeno dle vzorce:
ucinnost izolace (%) = Nkopii DNA*/z x 100

* - pocet kopii DNA pro BHV1/ASFV v celkové izolované DNA
z — mnozstvi genomovych ekvivalentd BHV1/ASFV, kterym byl vzorek uméle kontaminovan

Limit detekce vybrané metody byl stanoven na zdkladé umélé kontaminace 5 g masa a

masného vyrobku mnozstvim viru definovanym na zdkladé¢ qPCR. Nasledn¢ byla provedena

izolace DNA, qPCR a vypocty dle vySe uvedenych vzorcii. Vzorek byl povazovan za



pozitivni, pokud byl zachycen fluorescencni signdl alespoil v jednom z duplikdti qPCR

reakce.

3.3. Vysledky

3.3.1. Vybér metody

ve

Na zdklad¢ srovndni ucinnosti jednotlivych metod pro izolaci DNA pro matrice masa
a masnych vyrobkil jsme zvolili metodu, kterd poskytuje nejvyssi hodnoty zpétné izolace
virové DNA a ma vyhovujici parametry Cistoty (hodnoceno jako pomér absorbanci Azeo/A2so
a A260/A230). Primérné hodnoty Gcinnosti pro jednotlivé metody jsou uvedeny v tabulce 1. Na

zéklad¢ hodnot ucinnosti jsme jako nejvhodnéj$i metodu vybrali metodu fenol/chloroform

v kombinaci s Nuclisense® magnetic extraction reagents (Biomerieux).

Tabulka 1: Metody pouZité k izolaci nukleovych kyselin ze vzorkli masa a masnych vyrobkt

Metoda Utinnost n Cistota NK

(priamér +50) A260/Anso  Az60/A230
TRIrea® DNA maso 0,6 +£0,3 9 ~1,7 ~1,0
TRIrea® DNA klobasa 32+1,7 9 ~1,7 ~1,4
TRIrea® RNA maso 1,1 +0,3 9 >1.8 >1.8
TRIrea® RNA klobasa 0,2+0,3 9 ~1,7 ~1,0
Fenol/Chloroform 40,7+ 11,0 6 >1.8 >1,8

3.3.2. Popis vybrané metody izolace DNA kmene CAPM V-402 a ASFV ze

vzorki masa a masnych vyrobku

Ke vzorku masa nebo masného vyrobku bylo pfiddno 5 ml lyzaéniho roztoku pro izolaci
DNA (2% SDS; 400mM NaCl, 100mM TrisCl pH 8,0, SOmM EDTA). Po intenzivnim
promichdni (vortex, 30s) bylo ke smési piidino 5 ml roztoku fenol: chloroform:
izoamylalkohol =25:24:1 a smé&s byla opé&t intenzivné protfepana (vortex, 30 s). Po inkubaci
3 min, nédsledovala centrifugace (4300 rpm/10 min/4 °C). Vznikld vodna faze (~5 ml) byla
opatrn¢ prenesena do Cisté zkumavky a smichand s 10 ml lyzacniho roztoku Nuclisens®
(BioM¢érieux). Nasledna izolace nukleové kyseliny probihala dle ndvodu vyrobce, od tohoto

kroku je moznd automatizace izolace nukleovych kyselin. Po krocich promyvani nukleové



kyseliny byla tato nasledné¢ eluovdna do 100 ul elu¢niho roztoku. Jeji koncentrace a Cistota
byla zméfena na pfistroji NanoDrop. 5 ul izolované nukleové kyseliny bylo pouZito pro
kvantifikaci mnoZzstvi cilové sekvence pomoci qPCR, vypocet ucinnosti metody a stanoveni

limitu detekce.

3.3.3. Koncentrace a ¢istota izolované DNA

Koncentrace izolované DNA uvedenou metodou se pohybuje v rozmezi 75 ng/ul az 155 ng/ul
a vykazuje vysokou cistotu (A260/280>1,8; A260/230>1,8), je tedy vhodna pro dalsi pouziti
v qPCR detek¢nich systémech. Pouziti separace na magnetickych kulickdch umoznuje také

efektivni odstranéni zbyvajicich PCR inhibitorg.

3.3.4. Limit detekce a G¢innost metody

Za ucelem stanoveni limitu detekce vybrané metody byly vzorky umeéle kontaminovany
definovanym mnoZstvim cilovych agens (kvantifikace dle qPCR; 4x10°, 4x10%, 4x103, 4x10?
a 4x10' genomovych ekvivalentli/vzorek). Stejnym mnoZstvim bylo vidy uméle
kontaminovdno osm vzorkii. Limit detekce byl specifikovdan jako nejniz§i mnozstvi
stanovenych agens se 100% pravdépodobnosti (tabulka 2). Dle téchto parametrti byl limit
detekce vySe uvedené metody stanoven na 400 genomovych ekvivalenti DNA cilovych

agens.

Tabulka 2: Stanoveni limitu detekce vybrané metody

Uméla Ziskané mnoZstvi Pocet pozitivnich Ucinnost
kontaminace — vzorkil/celkovy ocet metody (%)°
pramér SO ovY . P y (%)
analyzovanych vzork

400 000 111 850 25030 8/8 37,7
40 000 9738 1862 8/8 32,8
4 000 646 114 8/8 21,8
400 115 50 8/8 39,0

40 41 46 4/8 41,8




3.4. Kontrolni body metody

3.4.1. Pouziti interni amplifika¢ni kontroly
Kontrolnim bodem je pouziti IAC, kterd se soucasti kazdé provedené qPCR reakce.
Plazmidovd DNA je pfitomnd v reak¢ni smési, spolecné s pfisluSnymi primery a sondou.
V ptipad¢ neinhibované qPCR probéhne amplifikace plazmidu a na zdznamu pozorujeme
klasickou sigmoidn{ kiivku. V pfipad€ inhibice reakce amplifikace prob&éhne jenom castecné,

nebo neprobéhne viibec. V daném piipade se doporucuje vzorek 10 x a 100 x nafedit.

3.4.2. Vyjadreni vysledku stanoveni mozné pritomnosti DNA ASFV ve vzorku
Hodnoceni experimentu probihd v prostfedi softwaru LightCycler software (version LCS480
1.2.0.169) pomoci ,,Fit point* analyzy (kanil FAM DNA ASFV) a druhého deriva¢niho
maxima (pro IAC, kandl Cy5). Piepocet mnozstvi DNA ASFV ve vzorku je nutno vzdy
provadét podle kvantifikacniho gradientu v daném experimentu. Kvalitativni hodnoceni lze

provadeét dle tabulky 3.

Tabulka 3: Kvalitativni hodnoceni vysledkti gPCR

Fluorescence DNA ASFV Fluorescence IAC Celkovy visledek
(Kanal FAM) (Kanil Cy5) y vy

Pozitivni Pozitivni DNA ASFV pozitivai
Pozitivni Negativni DNA pozitivni
Negativni Pozitivai DNA ASFV negativni
Negativni Negativni Inhibice qPCR*

* vzorek je nutno 10 x a 100 x nafedit a podrobit qPCR, pokud i v tomto piipad¢ je reakce inhibovana, je nutno

opakovat izolaci nukleové kyseliny ze zdsobniho vzorku.

2 w2 2

3.4.3. Operativni Fizeni jakosti
Jakost pfislusné analyzy je fizena pouzitim
a) negativni izola¢ni kontroly béhem izolace DNA
b) pozitivni a negativni kontroly gPCR
¢) provedenim qPCR v duplikétech.

Jako negativni kontrola izolace je v ekvivalentnim vzorku pouZita voda pro PCR, kter4 je déle

zpracovavand jako ostatni vzorky. Pozitivni kontrolu qPCR piedstavuje kvantifikacni
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gradient. Kvantifikacni gradient musi byt pouzity pfi kazdém qPCR experimentu. VSechny

vzorky jsou analyzovany v duplikétu.

3.4.4. Skladovani jednotlivych komponent
Smés pro izolaci nukleovych kyselin (fenol: chloroform: izoamylalkohol; 25: 24: 1) a slozky
Nuclisense® magnetic extraction reagents (Biomerieux) se skladuji na 4-8 °C. Lyzac¢ni pufr
obsahujici SDS se uchovdva pfi pokojové teploté. Pfipravuje se ze zdsobnich roztoki
jednotlivych sloZek a je stabilni tyden ode dne ptipravy.
Reakéni smés pro qPCR a kvantifikacni DNA standard se uchovavaji v malych pomérnych
objemech zamrazeny na -20 °C po dobu nejdéle 6 mésict a Ize je opakované rozmrazovat a

zamrazovat.

4. Srovnani ,,novosti postupi‘

Pro spravnou a ptesnou molekuldrni detekci genomu cile je dilezité ziskat nukleovou
kyselinu v poZadované koncentraci a Cistoté. Matrice masa a masnych vyrobki obsahuji
zvySeny obsah proteind, tuki, ale také soli a kofenicich smési. VSechny tyto latky jsou
potencidlnimi inhibitory qPCR a jejich obsah vizolované nukleové kyselin€ je nutné
minimalizovat. Izolace doposud zndmymi metodami — oplachem vodou, roztoky s pH
v alkalické oblasti, precipitaci s polyetylenglykolem nepfinesla pro uvedené matrice
pozadovany efekt. qPCR byva v uvedenych ptipadech Casto inhibovédna, a vzorky je nutné
fedit. V ptipad¢ nizkého obsahu cilové nukleové kyseliny se nafedénim vzorku tato miiZe

dostat pod limit detekce a vést k vzniku faleSné negativnich vysledki.

Pouzity lyzacni pufr s obsahem SDS efektivné smaci povrch matrice, pfitomnd EDTA
inhibuje DNA4zy. Nasledna extrakce nukleovych kyselin pomoci smési fenolu, chloroformu
a izoamylalkoholu odstrani ze smési proteiny a tuky. Vodni vrstva se pouZije na izolaci
nukleovych kyselin s vyuzitim magnetickych kuli¢ek. Izolovand nukleovd kyselina se
vyznacuje vysokou Cistotou, a vzorky ptred analyzou neni nutné fedit. Hodnoty ucinnosti
izola¢ni metody se pohybuji mezi 20-40 %. Navic je systém Nuclisense® magnetic extraction
reagents kompatibilni s automatickym izoldtorem nukleovych kyselin, co v piipadé

v s

budouciho vyuziti uvedené metody sniZi pracnost izolace a cely proces vyznamné urychli.
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5. Uplatnéni funk¢éniho vzorku

Funk¢ni vzorek je urCen pro izolaci nukleové kyseliny a jeji detekci pro stanoveni mnoZstvi
DNA ASFV v mase a masnych vyrobcich. Miize byt vyuzit pfedevSim Statni veterinarni
spravou CR. Uvedena souprava v§ak miZe byt nabidnuta i dal§im laboratofim pro izolaci
DNA a detekci DNA virovych patogenli v mase a masnych vyrobcich a mize byt vyuZita

v ramci portfolia akreditovanych laboratofi Vyzkumného ustavu veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.

6. Ekonomické aspekty

V soucasném dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout. Naklady na zavedeni metodiky do
laboratoie se tykaji pofizeni spotfebniho materidlu, chemikdlii a souprav pro izolaci
nukleovych kyselin a na provedeni qPCR. Jiné ndklady (spojené s ndkupem drobného
hmotného majetku nutného na provedeni metody (pipety, centrifugy a pod) ani ndklady na
velké pristroje (chlazend centrifuga, real-time thermocycler) nejsou zahrnuty, nebot’ jsou
v soucasnosti standardnim vybavenim laboratofe. Ndklady na materidl na vySetfeni jednoho

vzorku podle uvedené metodiky (bez DPH) jsou 680 K¢.

Dedikace

Funk¢ni vzorek byl vytvotfen v rdmci projektu Ministerstva zeméd¢€lstvi QK1920113.
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