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Diagnostickd souprava pro multiplexni detekci DNA skotu, prasete, ovce, kozy a kura
V potravinach a krmivech metodou MOL-PCR

Oblast techniky

Predlozené technické feSeni je zaméfeno na diagnostiku péti hlavnich potravinaiskych druhd
zvifat - 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
sloZzeni, za UuCelem ovéefeni autenticity druhi deklarovanych, piipadné prikazu druht
nedeklarovanych. Predmétem technického feSeni je jedinecnd forma xMAP array, tzv. MOL-
PCR, coz je multiplexni oligonukleotidova ligace v ptitomnosti cilové genomové DNA spojend
s naslednou amplifikaci ligované DNA pomoci PCR a vizualizaci jednotlivych PCR produktti
pomoci fluorescenéné znacenych sond (oligonukleotidl) navazanych na magnetické
mikrokulicky.

Dosavadni stav techniky

Prokazovani falSovani potravin patfi mezi priority z hlediska ochrany zdravotnich i
ekonomickych zajmt spotiebitele. Ovefovani ptitomnosti deklarovanych, ptipadné detekce
nedeklarovanych, zivociSnych druhti patii mezi zdkladni kontrolni postupy stanoveni autenticity
potravin a krmiv vychazejici z platné legislativy. Ne vzdy se oznaéeni zivoci$ného druhu na
obalu vyrobku (potraviny, krmiva) shoduje s realnym obsahem vyrobku. Pro identifikaci druhi
ve zpracovanych potravinarskych produktech je proto nutné aplikovat detekéni postupy, které
jsou zaloZené zejména na analyze proteinti nebo molekul DNA extrahovanych z zivo¢isnych
tkani. V soucasné dobé neni k dispozici zadnad legislativné zavazna metoda pro detekci
a identifikaci zivoc¢isnych tkani v potravinach a krmivech. Aktualné jsou dostupné komercni
produkty napf. firmy Biotecon Diagnostics pro jednodruhovou identifikaci skotu, prasete, kong,
ovce, kozy, kufete a osla, nebo od firmy Eurofins k detekci DNA skotu, prasete, koné, ovce,
kozy, osla, kufete, krity, kachny nebo husy. Firma R-biopharm nabizi detekéni soupravy —
tetraplexy pro detekci tfi druhG plus interni amplifikaéni kontrola (IAC), ostatni kity jsou
vét§inou zaméfeny pouze na jednodruhovou detekci. Dale je v odborné literatufe popsana cela
fada PCR metod pro prikaz zivocisnych komponent v potravinach a krmivech. Tyto metody
V pfevazné vétsin€é nebyly validovany podle platnych kritérii a jejich vyuZziti v podobé
diagnostické soupravy pro rutinni pouziti tak neni mozné (napt. metoda polymerazové fetézové
reakce - PCR nebo real-time PCR). Tyto metody jsou obvykle také zaméfeny na detekci
jednotlivych druhti (tzv. monoplexni reakce) v ramci jedné analyzy, coz ve svém dusledku
zvySuje financ¢ni naklady na materidl a lidskou praci. Dal§i metoda — sekvenovani - NG
sekvenovani (sekvenovani pokrocilé generace, next generation sequencing) dokaze definovat
jednodruhové matrice, v ptipadé vyskytu smésného vzorku vSak muZe nastat problém
s interpretaci vysledkti ziskanych sekvenovanim. Stejné tak sekvenovani DNA izolované
z vysoce tepelné i jinak technologicky (chemicky, mechanicky) opracované potraviny, piipadné
potraviny obsahujici dal§i pfimési a aditiva, mlze znemoznit uspé$né vyhodnoceni celé
sekvenacni analyzy. Pfi technologickém opracovani dochazi k procestim, které vedou ve vétsi ¢i
mensi mife k rozpadu molekuly DNA na jednotlivé fragmenty (obvykle mensi nez 150 bp). Je
tedy rozhodujici, jak velky usek se pouzije k sekvenaci. Obecné ¢im delsi je detekovany usek,
tim méné je pravdépodobné, Ze tak dlouhy usek bude zachovéan iuvysoce technologicky
opracovanych potravin.

Dalsim aspektem je zacileni dosud publikovanych metodickych postupti na detekci prevazné
mitochondrialniho genomu (control regions, cytochrom b), jehoz sekvence jsou u detekovanych
organismu velmi podobné, coz miize jak pii pouZiti sekvenovani, tak pfedevsim pfi pouZziti metod
PCR predstavovat problém se specificitou a S tim spojenou interpretaci vysledku.
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Podstata technického feSeni

Nedostatky soucasnych postupti na detekci a identifikaci druhového slozeni potravin a krmiv fesi
predkladana diagnosticka souprava, ktera je urena pro postupy zalozené na metodé MOL-PCR.
Metoda MOL-PCR piedstavuje inovaci v metodologii kontroly slozeni potravin a krmiv, jejiz
ptinos spociva predevsim v multiplexnim simultdnnim stanoveni né¢kolika Zivocisnych druht
v ramci jedné analyzy. MOL-PCR byla poprvé popsana v roce 2010 (Deshpande, A. et al. A
rapid multiplex assay for nucleic acid-based diagnostics. Journal of Microbiological Methods 80,
155-163, 2010), a jeji provadéni zahrnuje tii kroky: multiplexni oligonukleotidovou ligaci dvou
sond (moligonukleotidil) ¢astecné komplementarnich k sousedicim Gsekim templatu a nesoucich
useky pro nasedani PCR primerti, naslednou monoplexni PCR amplifikaci produktii ligace
s pomoci PCR primert nasedajicich na prislusné useky produktd ligace, a naslednou detekci
signalu, naptiklad prostfednictvim hybridizace produkti PCR amplifikace Kk oligonukleotidim
navazanym na magnetickych mikrokulickach a detekci na téchto mikrokulickach, naptiklad
s vyuzitim fluorescen¢ni znacky vazané na jenom z primert pouzitych v PCR amplifikaci
(MagPix detekce).

Predmétem predkladaného feSeni je tedy diagnostickd souprava pro stanoveni pfitomnosti 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, jejiz podstatou je to, Ze
obsahuje specifické moligonukleotidy, o nasledujicich sekvencich.

Ve zde uvedenych sekvencich moligonukleotidii znamenaji podtrzené casti sekvence nasedajici
na templatovou DNA pfislusného druhu, tuén€¢ vyznacené casti sekvence pro nasedani
univerzalnich primert, a ¢ast bez tuéného vyznaceni a podtrzeni v moligonukleotidu 2 odpovida
TAG sekvenci MTAG-A027/A029/A056/A061/A057 umoziujici  specifickou  vazbu
k magnetickym mikrokuli¢kam. ,,Pho* znamena fosfatovou skupinu.

Sekvence moligonukleotidil pro ligacni detekci DNA prasete:

SuMOL1

5-Pho-TATGGTTTAGAATGCAAAGGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

SuMOL2

5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTATGAAATCATTAAATGTGTAAAGGGTG-3"

Tyto moligonukleotidy SUMOL1 a SuMOL?2 nasedaji na ¢ast genu MICALL v rozsahu 3001 az
3047 bp (Acc. No. NC_010443.5:¢75522760-75511692).

Sekvence moligonukleotidi pro liga¢ni detekci DNA kozy:
CapMOL1

5-Pho-TTCAGTGAGAGCCCAGCAGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

CapMOL2

5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTTTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTAGGCCAGAAGGACAAGAAACAG-3’

Tyto moligonukleotidy CapMOL1 a CapMOL2 nasedaji na ¢ast genu MICALLv rozsahu 5675 az
5714 bp (Acc. No. NC_030816.1 (28007621-28019243).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

Cz 33424 U1

Sekvence moligonukleotidi pro liga¢ni detekci DNA skotu:
BoMOL1

5’-Pho-CGGGTAAAGGAGGAGCGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

BoMOL?2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGGCGACTTTGATCCGGTTCTT-3"

Tyto moligonukleotidy BoOMOL1 a BoMOL2 nasedaji na ¢ast genu RPS7 v rozsahu 2265 az
2301 bp (Acc. No. NC_037335.1:¢110992366-110987214).

Sekvence moligonukleotidt pro liga¢ni detekci DNA ovce:
OvMOL1

5-Pho-TCTGCTGACCTCCATGAGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

OvMOL?2

5’-ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCCTGAGCAGAGCTTCACTG-3”

Tyto moligonukleotidy OvMOL1 a OvMOL2 nasedaji na ¢ast genu RPS16 v rozsahu 906 az
943 bp (Acc. No. NC_040265.1 (52017815-52020331).

Sekvence moligonukleotidi pro ligacni detekci DNA kura:
GalMOL1

5’-Pho-CCTCATCGTGTGGGTTTGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

GalMOL2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGAGTATTAGTAGTTATTGTAAGTICTTCACAGCCTCGTTGCTT-3"

Tyto moligonukleotidy GalMOL1 a GalMOL2 nasedaji na ¢ast genu MICAL1v rozsahu 8109 az
8147 bp (Acc. No. NC_006113.5:29839-40913).

Souprava obsahujici vySe uvedené moligonukleotidové sekvence umoziiuje analyzu vzorka
potravin a krmiv na piitomnost DNA skotu (Bos taurus), prasete (Sus scrofa domesticus), kura
(Gallus gallus f. domestica), ovce (Ovis aries) a kozy (Capra aegagrus hircus). Souprava mize
dale umoznovat kontrolu celého analytického postupu pomoci interni amplifikacni kontroly (IC).
IC byla navrzena tak, aby pro vSechny MOL-PCR systémy mohl byt pouzit stejny par IC
moligonukleotidil a stejnd sada univerzalnich PCR primert; jedna se tedy o univerzalni IC. Pti
ptipravé IC byla pouzita nekompetitivni synteticka sekvence zaloZzena na DNA sekvencich dvou
vyhynulych druhti; konkrétné¢ se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasménského
(Thylacinus cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptaka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni synteticka sekvence o délce 150 bp byla prevzata z (Mikel, P. et al.
Preparation of MS2 Phage-Like Particles and Their Use As Potential Process Control Viruses for
Detection and Quantification of Enteric RNA Viruses in Different Matrices. Frontiers in
Microbiology 7, doi:10.3389/fmicb.2016.01911, 2016) syntetizovana de novo a klonovana do
plazmidu (vysledny plazmid je zde nazyvan IC plazmid).
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Sekvence moligonukleotidi pro IC:
IC_ 2 M1

5’- Pho- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3’

IC_2_M2

5'- ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACACACGCAATCACCAC- 37

Tyto moligonukleotidy IC 2 M1 a IC 2 M2 nasedaji na de novo syntetizovanou 150 bp
dlouhou sekvenci v rozsahu 84 az 126 bp (oblasti nasedani jsou podtrzeny, oblast pro jeden
moligonukleotid je navic kurzivou, pro druhy bez kurzivy):

CGCTTCCGTCAAACCCCTAAACCGGATGATAGACCTCACCTCCCCGCCCAATACTGA
AATCTCATTAATACGCATACCCCCACTATACACACGCAATCACCACATTAGCACAATGA
ATAATCATCGTACGGGAGAAAACATTCTAAACCC.

Souprava dale obsahuje univerzalni amplifika¢ni primery pro PCR reakce. Univerzalni primery
byly ptevzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je znacen fluoroforem BODIPY -
TMRX, ktery v reakci slouZi jako reportérova molekula znacici vysledny produkt. Tyto primery
maji nasledujici sekvence:

forward primer: 5'- CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -3’
reverse primer: 5" — BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3’

Souprava podle technického feseni s vyhodou obsahuje jednu nadobku obsahujici reakéni smés
pro ligaci, ktera zahrnuje liga¢ni pufr, smés moligonukleotid 1 a 2 0 vyse uvedenych sekvencich
pro vSechny uvedené zivoc¢isné druhy a vodu v kvalité pro PCR, volitelné i moligonukleotidy 1
a 2 pro interni amplifikacni kontrolu, a volitelné IC plazmid; druhou nadobku obsahujici enzym
ligazu; a tfeti nadobku obsahujici reakéni smes zahrnujici enzym polymerazu, reakéni pufr pro
PCR, smés deoxynukleosid trifosfatd (dANTP), univerzalni forward primer, univerzalni reverse
primer a vodu v kvalité pro PCR.

Detekéni souprava umoziiuje podle technického feSeni multiplexni simultanni stanoveni péti
zivocisnych druhd v rdmci jedné analyzy. Vyhodou soupravy je podle technického feseni také jeji
schopnost detekce velmi kratkych DNA fragmentd (ptiblizné 100 bp), ¢imz mize byt usnadnéna
druhova identifikace ve zpracovanych potravinach, kdy vlivem technologickych procesti dochazi
Casto k degradaci DNA a jejimu rozpadu na kratsi fragmenty. Navrzené technické feSeni dokaze
ptekonat také nedostatek dosud pouzivanych metod, ktery spociva v problematické identifikaci
zivo¢isnych druhti ve smésném vicedruhovém vzorku (potraving). Poskytuje totiz feSeni, které
kombinuje cilenou detekci (podobné jako PCR), ktera je citlivéjsi a dokaze identifikovat
jednotlivé komponenty ve viceslozkovych potravinach, s necilenou multiplexni detekci (podobné
jako sekvenovani), ktera je schopna identifikovat $irsi spektrum cilt.

Navrzené MOL-PCR systémy jsou navic podle technického feSeni zaloZzeny na amplifikaci
genomové DNA, kterd oproti standardné pouzivanym cilim v mitochondrialni DNA poskytuje
vyssi specificitu, a predevsim bude zaruceno, Ze v tkanich bude vZdy stejné mnozstvi kopii cilové
DNA, na rozdil od mitochondrialni DNA. V kombinaci s interni amplifikacni kontrolou dochazi
zaroven k eliminaci falesné negativnich vysledkl zptsobenych ptitomnosti inhibitort. Souprava
podle technického feseni tak umoziuje rychly skrining vysetfovaného vzorku na Sirokou Skalu
zivocisnych druhti v jedné reakci, coz v porovnani s monoplexnimi PCR systémy snizuje financni
naklady a ¢as nutny na komplexni analyzu jednoho vzorku.
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Popsané technické feSeni (diagnosticka souprava vhodna pro identifikaci DNA cilovych druht
metodou MOL-PCR) bylo cilené navrzeno a otestovano pro prukaz pfitomnosti DNA cilovych
druhti jak ve vzorcich syrovych tkani, tak u zpracovanych potravin a krmiv nebo jejich
komponent. Metodu Ize podle technického feSeni pouzit pro detekci vSech typt tkéni, které
mohou byt hlavni ¢i vedlejsi surovinou obsaZenou v potravinach a krmivech; mezi tyto tkané
patii svalovina, chrupavky, vnitinosti, kiize a jeji derivaty nebo stfeva. DNA piedstavuje oproti
proteinim stabilni molekulu, kterou je mozné vrizném stupni fragmentace extrahovat
i z technologicky zpracovanych potravin a krmiv (tj. iz potravin vyrobenych s vyuzitim
vysokého stupn€ mélnéni surovin, riznych trovni tepelné upravy ¢i za pouziti vysokého tlaku).

Souprava byla testovana také na specificitu. Nebyla nalezena zadna kiizova reakce s jinymi
druhy hospodatskych, domacich a volné Zijicich zvifat, ¢i rostlinnych komponent, které by mohly

byt soucasti potravin nebo krmiv.

Souprava podle technického feSeni optimalné obsahuje

Nazev Objem Slozky Objem  reakci
reakci 20/50 20/50 [ul]

LIGl  440/1100 pl  liga¢ni pufr-Hifi 7ag DNA Ligase Buffer 10x (New 50/125
England BioLabs, Massachusetts, USA)
specifické moligonukleotidy 1 a 2 pro kazdy druh (1 10 x 2,5/10 x

pmol/ul) 6,25
moligonukleotidy pro IC 1 a 2 (1 pmol/ul) 2x2,5/2x%x6,25
IC plazmid 10%/ul 2/5

voda 358/895

LIG2 10/25pl enzym ligaza-Hifi Tag DNA Ligase (New England 10/25
BioLabs, Massachusetts, USA)

PCR  360/900 ul  EliZymeTM HS Robust MIX (2x) (enzym polymerazu, 240/600
reakéni pufr, dNTP) (Elisabeth Pharmacon, Czech

Republic)

univerzalni forward primer (10 pmol/ul) 3/7,5
univerzalni reverse primer (10 pmol/pl), 12/30
voda 105/262,5

MES  50/125 wl pufr MES 0,1 M
NaCl  16/40 l NaCl 5 M
TE 30/76 pl pufr (Tris-EDTA pufr) 1X
MAG 3,6/8,9 ul smés potazenych magnetickych kuli¢ek®
AP 900/2 x analyzacni pufr AP
1125 wl
CP 10 x 5/10 x pozitivni kontrola®
12,5 ul

*MAG MagPlex Microspheres 12.5x10° mikrokuli¢ek/ml, Luminex Corp., Texas, USA); kulicky
byly potazeny anti-TAG sekvencemi podle protokolu dodaného vyrobcem (Bio-Rad, Kalifornie,
USA). 1250 kulicek / koncentrace kuli¢ek [kulicky/ul] = objem daného mixu kulic¢ek k pfidani

[ul]

®CP smés DNA detekovanych druhii o koncentraci 10 ng/pl
LIGL, LIG2, PCR, CP — uchovavat pti -20 °C

MES, NaCl, TE, MAG, AP —uchovéavat pii 2 az 8 °C

Ptehled cilovych oblasti, TAGU a regionti mikrokuli¢ek pro jednotlivé Zivocisné druhy.
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Zivotisny druh  Cilové oblast mg%(gn“uakfg;‘t?g , Mikrokulitky (region)
Skot RPS7 MTAG-A056 013
Prase micall MTAG-A027 021
Kur micall MTAG-A057 014
Ovce RPS16 MTAG-A061 015
Koza micall MTAG-A029 029

Priklady uskutecnéni technického feSeni

V nasledujicich ptikladech byl testovan masny vyrobek — saldm s deklarovanym obsahem
veprového masa. V piikladech byla pouzita souprava o vySe uvedeném optimalnim slozeni.

Izolace DNA

Piedpokladem spravného provedeni celého feSeni je extrakce dostate¢né kvalitni DNA z potravin
nebo krmiv. Ktomuto ucelu byl pouzit kit DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko), ktery je uréen pro izolaci DNA iz vysoce tepelné oSetienych potravin, kde se
predpokladd vysoka mira fragmentace DNA. Podrobny postup extrakce DNA je doddvan
vyrobcem.

Popis metody MOL-PCR

Technologie xXMAP je zalozena na zachyceni fluorescenéné znacenych cilovych molekul ze
vzorku pomoci navrzenych druhoveé specifickych sond (MOLig), znichz jedna obsahuje
specifickou sekvenci (tzv. TAG), kterd je komplementarni k antiTAGu na povrchu magnetické
mikrokulicky. Pristroj MagPix rozpozna typ kulicky podle fluorescence a pokud je na ni
navazana cilova sekvence oznacena jinou fluorescencni barvou, je potvrzena piitomnost cile ve
vzorku. MOL-PCR (Multiplex Olignucleotide Ligation-PCR) je =zalozena na ligaci
syntetizovanych oligonukleotidi v pfitomnosti cilové molekuly DNA, nasledné amplifikaci
S univerzalnimi primery, hybridizaci MOL-PCR produktii smichanych s kulickovym mixem a po
pfidani analyza¢niho pufru vlastni analyze v pfistroji MagPix, zpracovani dat a interpretaci
vysledkd.

Ligace

e  rozmrazit a nasledné promichat LIG1 a LI1G2

e LIGI rozpipetovat po 22 pl do 0,2 ml zkumavek

o k22 ulreakéni smési LIG1 piidat 0,5 ul LIG2

e ke smési LIG1 a LIG2 pridat 2,5 pl izolované DNA, v ptipadé pozitivni kontroly 2,5 pl CP
(po otevieni jednoho alikvotu CP Ize tento uchovat jiz pouze pfi teploté 2 az 8 °C po dobu max.
1 mésice)

e  kratce stocCit

e ligace probiha v termocykleru za piedem stanovenych teplotnich a ¢asovych podminek:
95 °C/10 min, 95°C/30s + 59 °C/1 min, 20 x opakovani, udrzovani pfi 10°C do dalsiho

zpracovani

PCR s univerzalnimi primery
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e rozmrazit a promichat PCR smés

e roztok PCR rozplnit po 18 pl do 0,2 ml zkumavek

e pridat 6 pl liga¢niho produktu z pfedchoziho kroku

o amplifikace liga¢niho produktu s univerzalnimi primery probiha v termocykleru za pfredem
nastavenych teplotnich a ¢asovych podminek: 95 °C/2 min, 95 °C/15s + 60 °C/15s + 72 °C/15 s,
40 x opakovani, udrzovani pti 10 °C do dalsiho zpracovani

Hybridizace

e 7 lednice nachystat MES, NaCl, MAG a TE

e rozpipetujeme podle Tabulky 1 v celkovém objemu 5 pl na jednu reakei

e ke smési MES, NaCl, MAG a TE ptidame 10 ul MOL-PCR produktu a provedeme
hybridizaci v termocykleru za nasledujicich podminek: 96 °C/90 s, 37 °C 30 min, udrzovani pti

10 °C do dalsiho zpracovani.

Tabulka 1. Priprava kulickového mixu

Reagencie 1 reakce 20 x 50 x
MES 0,1 M 2,5 ul 50 ul 125 ul
NaCl 5 M 0,8 ul 16 pul 40 pl
MAG™* 0,18 pl 3,5ul 9 ul
TE pufr 1X 1,52 ul 30,5 pl 76 ul
Celkem S5ul 100 pl 250 pul

*1 250 kulicek / koncentrace kulicek [kulicky/pul] = objem daného mixu kulic¢ek k pfidani [pl]

Analvyza v pfistroji MagPix

e k15 pl hybridiza¢ni smési ptidame 45 ul AP a provedeme vlastni analyzu v pfistroji
MagPix (MagPix device (Bio-Plex MAGPIX, Bio-Rad, Kalifornie, USA) podle navodu vyrobce.

Zpracovani dat a interpretace vysledki

Jednotlivé namétené MFI (medidn intenzity fluorescence) hodnoty vzorkdl se podéli MFI
hodnotou negativni kontroly NTC (no template control). Je-li vysledny pomér (P) vyssi nez 4
a zarovenn hodnota MFI daného vzorku vysSi nez 200, vzorek je pozitivni. Kvalitativni

hodnoceni se provadi podle Tabulky 2.

Tabulka 2. 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
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Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespon v jednom opakovani.

Vysetieny masny vyrobek obsahoval DNA prasete (hodnota MFI byla 1406), ¢imz byla
potvrzena druhova deklarace uvedena na vyrobku.

Prumyslova vyuzitelnost

Souprava je vyuzitelna jako diagnosticky nastroj pro odhalovani falSovani potravin a krmiv
zplisobenym druhovou zaménou prostiednictvim organti statni spravy (SZPI, SVS) v ramci
akreditované laboratote pro detekci falSovani potravin a krmiv na Vyzkumném tstavu
veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i. Brno. Kromé organti statni spravy miize byt metodika vyuzita také
soukromymi subjekty a spotfebiteli pro prokazovani jakosti potravin a krmiv.

NAROKY NA OCHRANU

1. Diagnosticka souprava pro stanoveni pfitomnosti DNA skotu Bos taurus, prasete Sus scrofa
domesticus, kura Gallus gallus f. domestica, ovce Ovis aries a kozy Capra aegagrus hircus

Vv potravinach a krmivech metodou MOL-PCR, vyzna¢ujici se tim, Ze obsahuje kombinaci
moligonukleotidi pro ligacni detekci DNA uvedenych zZivocisnych druhti, pficemz uvedené
moligonukleotidy jsou tvofeny sekvencemi:

SuMOL1

5’-Pho-TATGGTTTAGAATGCAAAGGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3”

SuMOL2

5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTATGAAATCATTAAATGTGTAAAGGGTG-3"

CapMOL1

5’-Pho-TTCAGTGAGAGCCCAGCAGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

CapMOL2

5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTTTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTAGGCCAGAAGGACAAGAAACAG-3’

BoMOL1

5-Pho-CGGGTAAAGGAGGAGCGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

BoMOL2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGGCGACTTTGATCCGGTTCTT-3"

OvMOL1

5’-Pho-TCTGCTGACCTCCATGAGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

OvMOL2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCCTGAGCAGAGCTTCACTG-3’

GalMOL1
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5’-Pho-CCTCATCGTGTGGGTTTGCTCTCACTTCTTACTACCGCG-3’

GalMOL2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGAGTATTAGTAGTTATTGTAAGTTICTTCACAGCCTCGTTGCTT-3"

kde Pho znaci fosfat,

a souprava dale obsahuje univerzalni amplifika¢ni primery pro PCR reakce tvofené nésledujicimi
sekvencemi:

univerzalni forward primer: 5'-CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA-3’

univerzalni reverse primer: 5'-BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT-3".

2. Souprava podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje moligonukleotidy pro interni
amplifika¢ni kontrolu, pfi¢emz uvedené moligonukleotidy jsou tvofeny sekvencemi:

IC_2_M1

5’-Pho- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3';

IC_2_M2

5'-ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACACACGCAATCACCAC-3".

3. Souprava podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje:

- prvni nadobku obsahujici reakéni smés pro ligaci, kterd zahrnuje ligacni pufr, smés
moligonukleotidu 1 a 2 pro v§echny uvedené zivo¢isné druhy, a vodu v kvalité pro PCR;

- druhou nadobku obsahujici enzym ligazu; a

- tfeti nadobku obsahujici reak¢éni smés zahrnujici enzym polymerazu, reakéni pufr pro PCR,
smés deoxynukleosid trifosfatl, univerzalni forward primer, univerzalni reverse primer a vodu
v kvalité pro PCR.

4. Souprava podle naroku 2, vyznacujici se tim, ze obsahuje:

- prvni nadobku obsahujici reakéni smés pro ligaci, kterda zahrnuje ligacni pufr, smés
moligonukleotidii 1 a 2 pro vSechny uvedené zivo¢isné druhy, moligonukleotidy 1 a 2 pro interni
amplifikaéni  kontrolu, IC plazmid sklonovanou kontrolni syntentickou sekvenci
CGCTTCCGTCAAACCCCTAAACCGGATGATAGACCTCACCTCCCCGCCCAATACTGA
AATCTCATTAATACGCATACCCCCACTATACACACGCAATCACCACATTAGCACAAT
GAATAATCATCGTACGGGAGAAAACATTCTAAACCC, a vodu v kvalité pro PCR;

- druhou nadobku obsahujici enzym ligazu; a
- tieti nddobku obsahujici reakéni smés zahrnujici enzym polymerazu, reakéni pufr pro PCR,

smes deoxynukleosid trifosfatl, univerzalni forward primer, univerzalni reverse primer a vodu
v kvalité pro PCR.
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