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Souprava pro multiplexni detekci DNA hospodarskych zvirat

Oblast techniky

Predlozené technické feSeni je ureno pro komplexni identifikaci a kvantifikaci vyznamnych
a minoritnich druhi az osmnacti hospodaiskych zvifat metodou multiplexni (kvantitativni)
transkripéni polymerazové fetézové reakce v realném cCase (multiplexni real-time PCR neboli
gPCR) s pouzitim interni amplifika¢ni kontroly (IAC) pfi analyze kazdého jednoho vzorku.
Metoda zahrnuje identifikaci téchto druhii: prase doméaci (Sus scrofa), tur domdci (Bos faurus),
ovce domaci (Ovis aries), koza domaci (Capra hircus), kin domaci (Equus caballus), buvol
domaci (Bubalus bubalis), osel domdaci (Equus asinus), kralik domaci (Oryctolagus cuniculus),
zajic polni (Lepus europaeus), klokan (Macropus), krokodyl (Crocodylus), kur doméci (Gallus
gallus), kruta domaci (Meleagris gallopavo), husa domaci (Anser anser), kachna domaci (Anas
platyrhynchos), kiepelka japonska (Coturnix japonica), pstros dvouprsty (Struthio camelus) a
perlicka kropenatd (Numida meleagris). Navrzeny postup testovani lze wvyuzit v oblasti
bezpecnosti potravin k autentizaci druhového slozeni potravin ¢i krmiv, ale také pro kontrolu
produktd farmaceutického nebo kosmetického prumyslu.

Dosavadni stav techniky

Moznost komplexni analyzy pro ovéfeni autenticity a zdravotni nezavadnosti potravin a krmiv
patii k zakladnim principim ochrany vefejného zdravi i ekonomickych zajmu spotiebiteld.
Ackoli je falSovani potravin zpravidla motivovano finan¢nim ziskem, jeho disledkem je nejen
sniZeni kvality potravin, ale i ohrozeni zdravi spotfebiteld.

V soucasné dob¢ neni k dispozici zadna legislativné zavaznd metoda pro detekci a identifikaci
zivocisSnych tkédni v potravindich a krmivech. V laboratorni praxi se vyuzivaji metody
metabolomické a metody proteinové analyzy (imunologické, chromatografické a spektroskopické
metody), pouziti téchto metod je vSak u viceslozkovych a technologicky opracovanych potravin
limitovano. V soucasné dobé se zaCina prosazovat v identifikaci tkani ZivociSného piivodu
v potravinach a krmivech ve zvySené mitfe vyuziti molekularné-genetickych metod, zalozenych
na amplifikaci a vizualizaci relativné teplotné stabilni DNA metodou kvantitativni polymerazové
retézové reakce (QPCR). qPCR je vysoce specificka, citliva, rychla a v laboratorni praxi bézné
ekonomicky dostupnd metoda.

Na sou¢asném trhu jsou dostupné komer¢ni produkty k identifikaci pouze zakladnich majoritnich
druhti. Mezi nejvyznamnéjsi globalni distributory patii spole¢nost ThermoFisher Scientific, ktera
nabizi kity RapidFinder™ pro detekci driibeze, jelena, koné, kozy, krity, kura, ovce, prasete,
srnce a tura. Jako dalsi piiklad setu dostupného v Ceské republice 1ze uvést sady od vyrobce
Qiagen k identifikaci buvola, jelena, kong, kozy, krity, kura, ovce, prasete a tura, ¢i vyrobce MB
minerva biolabs s kitem Meat ID™ Screen k urceni konég, kozy, krity, kura, osla, ovce, prasete,
ryb, tura, velblouda a zebry. Sety Food safe kit od vyrobce Biopremier umoznuji detekovat
v potravinach DNA pouze jednoho konkrétniho druhu. V nabidce ¢eského dodavatele jsou zatim
k dispozici sety pro detekci tura, koné, prasete, kura, kachny a krtty. Identifikaci zivoc¢isnych
druhii pomoci qPCR je mozné si objednat i jako sluzbu, jako akreditovany semikvantitativni test
ji nabizi naptiklad firma Eurofins. V nabidce je detekce kura, husy, kachny, krity, ovce, prasete,
tura a kon€. Cena této sluzby zavisi na poctu detekovanych druhli a na mife zpracovani potraviny.

Vedle téchto testl je v odborné literatufe popsana cela fada qPCR metod designovanych
a provadénych v laboratofich pro prikaz zivo¢isnych komponent v potravinach a krmivech.
Kvalita téchto qPCR metod je ovSem rizna a ve vétSin€ piipadl nesplituji kritéria kladena na
diagnostické soupravy pro rutinni pouziti. Toto zahrnuje mimo jiné systém pozitivnich
a negativnich kontrol procesu izolace DNA a nasledné analyzy pomoci qPCR vcetné pouziti
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interni amplifika¢ni kontroly (IAC), ktera je naprosto nezbytna k odliSeni skute¢né negativnich
a inhibovanych vzorki a ktera musi byt soucasti kazdé diagnostické soupravy zalozené na qPCR.
Dal$im nedostatkem pievazné vétsSiny téchto qPCR systémi, ale i vySe uvedenych komercnich
feSeni, je nutnost provadét analyzy na prikaz jednotlivych zivocisSnych druhl v sérii
monoplexnich qPCR reakci, coz ve svém disledku zvySuje financni naklady na material a
lidskou praci.

Podstata technického feSeni

Uvedené nedostatky soucCasnych postupll technicky fe$i vyvinutd analyticka souprava pro
simultanni multiplexni identifikaci a kvantifikaci alespoii dvou, a nejvyse 18, nejen vyznamnych,
ale 1 minoritnich druhii hospodéiskych zvifat metodou multiplexni qPCR s pouzitim interni
amplifikacni kontroly pfi analyze kazdého jednoho vzorku. Podstata technického feseni spociva
v tom, ze obsahuje specifické primery a TagMan sondy o unikatni oligonukleotidové sekvenci.
Sondy lze znacit libovolnymi fluorofory a zhéseci dle vybrané kombinace a pouzitého pfistroje.
Vhodné fluorofory zahrnuji napi. HEX, FAM, Cy5, ATTO425. Vhodné zhaseCe zahrnuji napf.
BHQI, BHQ2, DAB.

Souprava podle predkladaného technického tfeseni tedy obsahuje alespoii dvé sady pro detekci
DNA hospodatskych zvitat vybrané z nasledujicich sad:

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA prasete domaciho (Sus scrofa):

forward primer: 5'- CCC CGC AAATCC CTCAAC CA-3’
reverse primer: 5 - TTC CAC TTC CCATCA CCAAAACTACC-3’
sonda: 5'- CTG ACT TGC CAC CGC TCA CAG CCG AG -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu MICALI v rozsahu 1046 az 1203 bp (Acc. No.
NC 010443.5:¢75522760-75511692) a délka vysledného amplikonu je 158 bp.

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA tura domaciho (Bos taurus):

forward primer: 5'- GCC CTT TGC CCA CCA CAG C -3’
reverse primer: 5'- CCC GTG AGC TTC TTATAG ACACCA -3
sonda: 5'- CTA CCG TCC CCT GTG TGT GTT GTG ACC ATT -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu RPS7 v rozsahu 4978 az 5096 bp (Acc. No.
NC _037335.1:¢110992366-110987214) a délka vysledného amplikonu je 119 bp.

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA ovce domaci (Ovis aries):

forward primer: 5'- CTC AGC CTG TGG CCA GTG CTG -3’
reverse primer: 5 - CCT TGA AGA TGA GGT GAC CAG GCC -3
sonda: 5'- CCA CGT GGG AAG TGC TGT GTC AGA GGG -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu MICALLI v rozsahu 2253 az 2343 bp (Acc.
NW _011942415.1:¢2949713-2922279) a délka vysledného amplikonu je 91 bp.

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA kozy domaci (Capra hircus):
forward primer: 5'- GCA CTT CTG TCG GGC CGT GTG -3’

reverse primer: 5'- CAC CGC CCC CTC CAA CTG C-3°
sonda: 5'- CGA GCT GAG AGA CGG TAC AGG GCCTC - 37
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Tyto oligonukleotidy nasedaji na cast genu MMAB v rozsahu 8625 az 8714 bp (Acc.

NC 030824.1:¢7494575-7482857) a délka vysledného amplikonu je 90 bp.
- sada oligonukleotidti pro detekci DNA koné domaciho (Equus caballus):
forward primer: 5'- CCA GTG CCC TCA CGT GTGATCT -3’

reverse primer: 5'- AGA AGA GAG CTG GAT CAT TAG ACT GAG -3’
sonda: 5'- TCA GCT CAAAGG AAG AGG ACG TGT TAG CCC -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu RPS14 v rozsahu 5300 az 5430 bp (Acc.

NC 009157.3:26891344-26897275) a délka vysledného amplikonu je 131 bp.
- sada oligonukleotidl pro detekci DNA buvola domaciho (Bubalus bubalis):
forward primer: 5’- GTA GAG GGA AGA GCG GTG AGG -3’

reverse primer: 5'- CTC AAATCG ACA GCAAAA GTAAACAAT G-3°
sonda: 5'- CAG TGG GCG CGG TGG GGT AAAGCA -3

Tyto oligonukleotidy nasedaji na cast genu RPS7 v rozsahu 2667 az 2777 bp (Acc.

NC 037547.1:c173616710-173610980) a délka vysledného amplikonu je 111 bp.
- sada oligonukleotidt pro detekci DNA osla domaciho (Equus asinus):
forward primer: 5'- GGA GTC AGG ATT CTT TGG TTT CAG G -3’

reverse primer: 5'- CCA GGA TGT ACC CTT CCA GAT GG -3’
sonda: 5'- CCG GGT GAG GTT CTG CTG TCT CTG TCT TCT -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu RPSI4 v rozsahu 1369 az 1472 bp (Acc.

NW_014638069.1:c1889717-1883571) a délka vysledného amplikonu je 104 bp.
- sada oligonukleotidt pro detekci DNA kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus):
forward primer: 5'- GCG ACA ACA CTG CAG AGC ACC -3’

reverse primer: 5'- CTA AAG GGC TTC GGT GAG ATG GTATC- 3’
sonda: 5'- AGT GTC AGC AGA GTC GCC GAG TAT CAG C - 3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na Cast genu PHKA2 v rozsahu 25152 az 25233 bp (Acc.

NC 013690.1:¢c4749748-4678201) a délka vysledného amplikonu je 82 bp.
- sada oligonukleotidt pro detekci DNA zajice polniho (Lepus europaeus):
forward primer: 5'- CTC CCT CTA GTC TGT CCT GTA GC -3’

reverse primer: 5'- ATA CAA TAG AAT TCA GCA GTAAGG TTC ATG -3’
sonda: 5'- ATC CTT GAC TCT CCC CAC TGC CCT TAT GAT -3’

No.

No.

No.

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu HPX v rozsahu 411 az 540 bp (Acc. No. FJ811725.1)

a délka vysledného amplikonu je 130 bp.
- sada oligonukleotidti pro detekci DNA klokana (Macropus):
forward primer: 5- CTT GGA TGT GGT ACA GGG GCA GAG - 3’

reverse primer: 5'- GTG TCA ACA TCC CAG CAT GCA CGC -3
sonda: 5'- AGT GGT TGA GGG ATG GAG CTG GGT GTA GG -3’
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Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu MICALI v rozsahu 6118 az 6205 bp (Acc.
ENSMEUG00000004627) a délka vysledného amplikonu je 88 bp.

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA krokodyla (Crocodylus):

forward primer: 5'- GGA CTG CTT TAG AGA CAT TAG ATT TCA TAG -3’
reverse primer: 5'- GTT CTT TCC ATT ATT AAT GTT GCT TGC TTG C -3’
sonda: 5'- AGATCA TCG AGT CCA GCC CCCTTTACCTTG -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na cast genu TRIBI v rozsahu 1906 az 2033 bp (Acc.
NW_017728886.1:253501338-253506930) a délka vysledného amplikonu je 128 bp.

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA kura domaciho (Gallus gallus):

forward primer: 5’- TTC ACA GCC TCG TTG CTT CCT CAT -3’
reverse primer: 5'- AGG CAG CAT GGA GAGTTT GTTCG -3’
sonda: 5'- TGC CCC CAA GTG AGC CCC CAGTGC -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na Cast genu MICALI v rozsahu 8111 az 8262 bp (Acc.
NC _006113.5:29839-40913) a délka vysledného amplikonu je 152 bp.

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA kriity domaci (Meleagris gallopavo):

forward primer: 5'- GGT GCT GCC CTT GGG TCAC -3’
reverse primer: 5'- CCA GGT CCC TTT CTG CCAAGC -3’
sonda: 5'- CAG CAA TAC AGG CGT GGG AAAGAGTGG C -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu MEDI7 v rozsahu 1635 az 1724 bp (Acc.
NC 015011.2:¢180858832-180845598) a délka vysledného amplikonu je 90 bp.

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA husy domaci (4nser anser):

forward primer: 5'- CTT GTG CGT GCT CTT CTC CCT GA - 3’
reverse primer: 5'- CGT GTT CAG AGC AGT GTA GAT GTC C -3’
sonda: 5" - CTC AAA CAT CAT TCC TCT GTC ATT CTC ACG GGG TG -3

Tyto oligonukleotidy nasedaji na c¢ast genu F2 v rozsahu 5863 az 5996 bp (Acc.
NW _013185657.1:10766418-10778807) a délka vysledného amplikonu je 134 bp.

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA kachny domaci (Anas platyrhynchos):

forward primer: 5'- GTG ATT TTC CAC TCATCG CTC CAT T -3’
reverse primer: 5'- GGA AAT CCA ATA ATG TCT CAG AAACTCACA -3’
sonda: 5'- TGA GTC CTG GGT AAATCA AGG GGA GGG AAAGT -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na cast genu SERPINE3 v rozsahu 1485 az 1605 bp (Acc.
NW_004677545.1:59514-69324) a délka vysledného amplikonu je 121 bp.

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA kiepelky japonské (Coturnix japonica):
forward primer: 5'- GCT CGG TTC GGT CCATCC AC -3’

reverse primer: 5’- GCC ACA GCC CCTTTC TCATCC -3"
sonda: 5'- CGG AAA TGG TGA GTG GGG CTG CGGTATT -3’

No.

No.

No.

No.

No.

No.
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Tyto oligonukleotidy nasedaji na cast genu RPS2]/ v rozsahu 329 az 444 bp (Acc. No.
NC 029535.1:¢7098188-7094238) a délka vysledného amplikonu je 116 bp.

- sada oligonukleotidli pro detekci DNA pstrosa dvouprstého (Struthio camelus):

forward primer: 5°- GCC TGG TGC CTC TTG TCC TGT -3
reverse primer: 5'- AAATCT CCC ATC TCT CAATCC TCT CG -3’
sonda: 5'- CTG GCC CCATCC TCT CGA CAC CCT CC -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu RPS7 v rozsahu 2011 az 2138 bp (Acc. No.
NW_009270584.1:328779-335836) a délka vysledného amplikonu je 128 bp.

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA perlicky kropenaté (Numida meleagris):

forward primer: 5'- GCA GCG CTG GCG TTAAGT TCC -3’
reverse primer: 5’- CCA CTA AAA AGA GCC CGG CAC C -3
sonda: 5'- CGT GGG TGG GAA GTT TGA GGG CAG G -3’

Tyto oligonukleotidy nasedaji na ¢ast genu BRAP v rozsahu 564 az 696 bp (Acc. No.
NC 034422.1:c6468096-6453599) a délka vysledného amplikonu je 133 bp.

Ve vyhodném provedeni souprava dale obsahuje sadu oligonukleotidl pro interni amplifikac¢ni
kontrolu (IAC):

forward primer: 5" — AGA GGA CCG GGA TAT TCG AC -3
reverse primer: 5 — AGG TAG TCC GAG GAAAAC TCTAAAC -3’
sonda: 5" — GGC TCT TCT ATG TTC TGA CCT TGT TGG A -3’

Délka vysledného amplikonu je 141 bp:

GCAGCGCTGGCGTTAAGTTCCAAATACTTAAGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA
TTCCACACTTTCGACTATGCTCGACATTACTGGTTCCTTTCGTGTTGCAGTCGAATGGT
TTAGAGTTTTCCTCGGACTACCT

Vnitini sekvence pochazi z genu StTS (Solanum tuberosum trehalose synthase).

Ve vyhodnych provedenich souprava obsahuje 3 az 4 vyse uvedené sady oligonukleotidii pro
detekci DNA hospodaiskych zvirat. Kazdy vzorek je tak soub&zné analyzovan pomoci nékolika
multiplexnich qPCR souprav, které jsou poskladany do logickych celkl a pokryvaji spektrum
nejcastéjSich zivocisnych druhd pouZivanych pfi vyrobé potravin a krmiv. IAC je obsaZena
v prvnim qPCR multiplexu. Tedy v prvni qPCR analyze je identifikovana piipadna inhibice
amplifikace ve vzorku a v naslednych analyzach jiz neni nutné inhibici prokazovat, coz vede
k uspote finan¢nich nakladu.

Ve vyhodnych provedenich obsahuji multiplexni soupravy nasledujici kombinace sad
oligonukleotidii:

- multiplexni souprava obsahujici sady oligonukleotidd pro detekci DNA kura, kruty, prasete;

- multiplexni souprava obsahujici sady oligonukleotidii pro detekci DNA buvola, tura, ovce,
kozy;

- multiplexni souprava obsahujici sady oligonukleotidl pro detekci DNA pstrosa, kiepelky, husy
a kachny;
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- multiplexni souprava obsahujici sady oligonukleotidl pro detekci DNA zajice, kralika, kon¢;

- multiplexni souprava obsahujici sady oligonukleotidd pro detekci DNA klokana, osla,
krokodyla a perlicky.

Vyznamnym inovativnim aspektem predlozeného technického fesSeni je pouziti designu vlastnich
primerti a sond pro amplifikaci DNA jednotlivych Zivocisnych druhti. Na zdkladé rozsahlé
srovnavaci analyzy byly vytipovany jedine¢né oblasti v genomu vybranych Zivocisnych druhi,
do nichz byly umistény sekvence primer a sond. Vedle originality sekvenci toto feseni
odstrafiuje problémy s vyuzitim sekvenci mitochondrialni DNA, jmenovité genu pro cytochrom
b, na kterém je zalozena drtiva vétSina qPCR systémut pouzivanych pro druhovou identifikaci.
Tyto problémy spocivaji pfedev§im ve vysoké podobnosti jednotlivych sekvenci cytochromu b
mezi jednotlivymi druhy, takze specificita qPCR reakci mize byt nedostatecnd, coz je i jeden
z diivodl pro velmi nizkou moznost multiplexniho uspotadani qPCR systémi zaloZenych na
amplifikaci cytochromu b. Dal§im zasadnim problémem dosavadniho stavu techniky je fakt, ze
mitochondridlni DNA se v buiice vyskytuje ve znacném mnozstvi kopii a je zavisld na typu
bunky a tkané a tedy pfipadna kvantifikace a celkova interpretace vysledkd je na zakladé dat
ziskanych z téchto qPCR systému velmi obtizna. Tyto nedostatky odstranuje predlozené feseni,
protoze vSechny pouzité primery a sondy byly navrzeny do oblasti, které¢ se v genomu daného
druhu vyskytuji pouze v jedné kopii.

V dalsim vyhodném provedeni technického feSeni jsou sondy v jedné¢ multiplexni souprave
obsahujici az 4 sady oligonukleotidl pro detekci DNA hospodaiskych zvitat oznaceny fluorofory
tak, ze kazda sonda je oznacena jednim fluoroforem vybranym ze skupiny fluoroforit ATTO425,
FAM, HEX a Cy5, pricemz kazda sonda je oznacena jinym fluoroforem nez kterakoliv jind sonda
v této multiplexni soupravé. V tomto provedeni je unikdtni vyhodou pouziti specifické
kombinace fluorescen¢nich barviv (ATO425, FAM, HEX a Cy5), coZz umoznilo vytvorit
kvadruplexni (amplifikujici zaroven 4 nezavislé sekvence DNA) qPCR systémy. Uvedena
kombinace fluorofor se vyznacuje kvalitnim neinterferujicim fluorescencnim signalem, velmi
dobrou interpretovatelnosti vysledki, a ptedevSim univerzalnim pouzitim. Tato kombinace ma
potencial pro uplatnéni v dalSich quadruplexnich qPCR systémech napi. pro detekci patogenii
v potravinach a krmivech.

Pomoci metody multiplex qPCR s vyuzitim zde popsanych souprav oligonukleotidii 1ze prokazat
pfitomnost DNA analyzovanych druhti jak ve vzorcich syrovych tkani, tak u zpracovanych
potravin a krmiv nebo jejich komponent. Soupravy podle technického feSeni lze pouzit pro
detekci vSech typt tkani, které mohou byt hlavni ¢i vedlejsi surovinou obsazenou v potravinach a
krmivech; mezi tyto tkan€ patii svalovina, tuk, chrupavky, vnitinosti, krev a krevni derivaty, ktize
ajeji derivaty, stieva, mezenterium, plazma, zelatina a proteiny. DNA piedstavuje 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 trovni tepelné upravy ¢i za pouziti vysokého tlaku).

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Soupravy byly ptvodci s Gspéchem ovéfeny v praxi v laboratofi Veterinarni a farmaceutické
univerzity Brno na Ustavu hygieny a technologie masa na vzorcich primyslové zpracovanych
krmiv pro zvifata v zdjmovém chovu, zakoupenych v trzni siti. V nasledujicich ptikladech bylo
za pouziti soupravy o nize uvedeném optimalnim sloZeni testovdno mimo jiné 7 granulovanych
a konzervovanych krmiv pro psy a ko¢ky s deklarovanym obsahem:

1) kachniho, kufeciho, kiepelciho a kriititho masa;
2) buvoliho, jehnéciho a hovéziho masa;
3) kufeciho, krali¢iho, jehnéciho a vepfového masa;
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4) pstrosiho a driibeziho masa;

5) konského a kachniho masa;

6) hoveéziho a husiho masa;

7) koziho, kachniho, veptového a jehnéciho masa.

V uvedenych vyrobcich byla za pouziti pfedlozeného technického feSeni potvrzena pfitomnost
DNA vsech deklarovanych druhti masa.

Izolace DNA

Pouziti pfistupu multiplex qPCR vyzaduje izolaci DNA z testovanych vzorkt, s ohledem na
pouziti vhodného izola¢niho kitu. K izolaci byl vyuzit DNeasy mericon Food Kit (dodavatel
Qiagen). Tento kit je ur€en pro izolaci DNA z potravin a krmiv, v€etn€ vzorki, u kterych je DNA
znacn¢€ degradovana vlivem mechanického, tepelného ¢i tlakového opracovani surovin. Podrobny
postup extrakce DNA je popsan v navodu dodaném vyrobcem.

Ptiprava amplifikacni smési pro qPCR

Je obecn€ znamo, ze zakladem amplifikacni smési je PCR master a specifické oligonukleotidy.
SloZeni smési pro 1 reakci bylo: 1 x koncentrovany LightCycler® 480 Probes Master (Roche),
0,2 U Uracil-DNA-glykosyldzy (Roche), 1 pmol kazdého primeru, 0,2 pmol sondy znacené
ATTOA425/DAB, 1pmol sondy znacené FAM/BHQI1, HEX/BHQ1 a4 pmol sondy znacené
Cy5/BHQ2, vse fedéno ultracistou vodou. Minimaln¢ v jedné amplifikaéni smési musi byt
obsazena IAC (10*5 kopii/reakci). V tabulce niZe je uvedeno sloZeni péti multiplexnich sad, které
pti soucasném pouziti dovoluji detekovat DNA vSech 18 hospodaiskych zvitat. Sekvence primert
a sond jsou takové, jak je uvedeno u jednotlivych sad v kapitole Podstata technického feSeni.
V tabulkach jsou primery charakterizovany uvedenim druhu zvifete, a sondy uvedenim druhu
zvitete a fluoroforu, kterym je dana sonda oznacena.

Tabulka ¢. 1. Amplifikacni smés pro detekci DNA nejCastéji potravindisky zpracovavanych
hospodaiskych druhi: kura, krity, prasete, doplnéna o interni amplifikacni kontrolu (IAC)

Slozka VK on cen’t race MnoZstvi na 1 reakei Mnozstvi na 100

pridavané slozky reakci

Voda o ¢istoté pro PCR 3,7ul 370 ul
Kur forward primer 10 pmol/pul 0,1 pl 10 pl
Kur reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pl 10 pl
Kur sonda ATTO425 4 pmol/pl 0,05 pl 5pul
Krita forward primer 10 pmol/ul 0,1 ul 10 ul
Krita reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pul 10 pl
Krtta sonda FAM 20 pmol/ul 0,05 pul Sl
Prase forward primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Prase reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Prase sonda HEX 20 pmol/ul 0,05 pul Spul
IAC forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
IAC reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pul
IAC sonda Cy5 80 pmol/pl 0,05 pl 5ul
IAC plasmid 10*6 kopii 0,1 pl 10 pul
Uracil-DNA-glykosylaza 1 U/ul 0,2 pl 20 pl

LightCycler® 480 2 x kone, 10 ul 1000 l

Probes Master
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Celkem 15 ul 1500 pl

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni smés pro detekci DNA buvola, tura, ovce, kozy (mozno vyuzit i pfi
hodnoceni mléénych vyrobki)

Koncentrace Mmnozstvi na 100

Slozka veyr g 1 MnoZstvi na 1 reakci .
pridavané slozky reakci
Voda o cistoté pro PCR 3,8 ul 380 ul
Buvol forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Buvol reverse primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Buvol sonda ATTO425 4 pmol/ul 0,05 ul Sul
Tur forward primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Tur reverse primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Tur sonda FAM 20 pmol/pl 0,05 ul Sul
Ovce forward primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Ovce reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pl 10 pl
Ovce sonda HEX 20 pmol/pl 0,05 ul Sul
Koza forward primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Koza reverse primer 10 pmol/pl 0,1 pl 10 pl
Koza sonda Cy5 80 pmol/pul 0,05 ul Sul
Uracil-DNA-glykosylaza 1U/ul 0,2 ul 20 ul
piehtCycler® 450 2 x konc. 10 ul 1000 ul
Celkem 15 pl 1500 pl

Tabulka ¢. 3. Amplifikaéni smés pro detekci DNA hrabavé a vodni dribeze: pStrosa, kiepelky,

husy a kachny
Slozka VI.(O’ncen,trac:e MnoZstvi na 1 reakei Mnozstvi na 100
pridavané slozky reakci
Voda o ¢istoté pro PCR 3,8 ul 380 ul
Pstros forward primer 10 pmol/ul 0,1 ul 10 ul
Pstros reverse primer 10 pmol/ul 0,1 ul 10 ul
Pstros sonda ATTO425 4 pmol/pl 0,05 pl 5ul
Kftepelka forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Kiepelka reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pul 10 pl
Kiepelka sonda FAM 20 pmol/ul 0,05 pul Sul
Husa forward primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Husa reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Husa sonda HEX 20 pmol/ul 0,05 pul Sul
Kachna forward primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Kachna reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Kachna sonda Cy5 80 pmol/pl 0,05 pul S5ul
Uracil-DNA-glykosylaza 1 U/ul 0,2 pl 20 pl
G Cyclerts 450 2 x konc., 10 pl 1000 pl
Celkem 15 pl 1500 pl
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Tabulka €. 4. Amplifikacni smés pro detekci DNA zajice, kralika, kon¢

Slozka VI.(o’ncen’tracve MnoZzstvi na 1 reakei Mnozstvi na 100
pridavané slozky reakci
Voda o ¢istoté pro PCR 4,05 ul 405 pl
Zajic forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Zajic reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Zajic sonda ATTO425 4 pmol/ul 0,05 pl S5ul
Kralik forward primer 10 pmol/ul 0,1 ul 10 ul
Kralik reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Kralik sonda FAM 20 pmol/ul 0,05 pl S5ul
K forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
K reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Kun sonda Cy5 80 pmol/pl 0,05 pul S5ul
Uracil-DNA-glykosylaza 1 U/ul 0,2 pl 20 pl
SigCyclertt 450 2 x konc. 10 pl 1000 pl
Celkem 15 pul 1500 pl

Tabulka ¢. 5. Amplifika¢ni smés pro detekci DNA minoritnich druhti hospodétskych zvitat:
klokana, osla, krokodyla a perlicky

Slozka VI.(()'ncen,tracve MnoZstvi na 1 reakci MnoZstvi na 100

pridavané slozky reakci
Voda o Cistoté pro PCR 3,8 ul 380 ul
Klokan forward primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Klokan reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pl 10 pl
Klokan sonda ATTO425 4 pmol/ul 0,05 ul Sul
Osel forward primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Osel reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pul 10 pl
Osel sonda FAM 20 pmol/ul 0,05 pul Sul
Krokodyl forward primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Krokodyl reverse primer 10 pmol/ul 0,1 pul 10 pl
Krokodyl sonda HEX 80 pmol/pl 0,05 pul Sul
Perlicka forward primer 10 pmol/ul 0,1 pul 10 pl
Perlicka reverse primer 10 pmol/pul 0,1 pul 10 pl
Perlicka sonda Cy5 80 pmol/pl 0,05 pul Sul
Uracil-DNA-glykosylaza 1 U/ul 0,2 pl 20 ul
pighiCycler® 450 2 x kon. 10 pl 1000 pl
Celkem 15 ul 1500 pl
Multiplex qPCR analyza

Po rozpipetovani se k pripravené amplifikacni smési ptida 5 pl testované genomické DNA
(koncentrace 5 az 20 ng/ul). Reakce probihala v pfistroji pro qPCR (napf. Lightcycler 480
Instrument, Roche) schopném simultanniho snimani fluorescence barviv, ktera byla pouzita pro
znaceni sond. Je nutné, aby kazdy ,,PCR b&h* obsahoval pozitivni a negativni kontrolu, piipadné
roztedény standard. Teplotni program se skladal z po¢ate¢ni denaturace po dobu 7 min pfi teploté
95 °C nasledované 47 cykly slozenymi ze dvou krokd - denaturace pii 95 °C po dobu
5 s a hybridizace primert pti 60 °C po dobu 40 s.
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Zpracovani dat a interpretace vysledki

Hodnoceni experimenti probiha pomoci druhého derivaéniho maxima (pro IAC) a,Fit
point* analyzy (pro detekci zivo¢isSnych druhti). Nejprve je tieba zkontrolovat, ze testovana DNA
neobsahuje inhibitory (pozitivni signal v kandlu pro IAC). Nasledné lze hodnotit kvalitativné
detekci jednotlivych hospodaiskych druhti zvifat ¢i kvantitativné prepocet relativniho mnozstvi
ng DNA dle standardu.

Prumyslova vyuzitelnost

Soupravu pro soucasnou komplexni a multiplexni identifikaci a kvantifikaci vyznamnych
a minoritnich druhti hospodaiskych zvitfat lze vyuzit pro ucely kontroly slozeni a ovéfovani
autenticity potravin a krmiv, dale také pro kontrolu produktti farmaceutického nebo kosmetického
pramyslu, které pracuji se stejnou surovinovou zakladnou v oblasti bezpecnosti potravin.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Souprava pro multiplexni detekci DNA hospodarskych zvirat metodou kvantitativni
polymerazové fetézové reakce, vyznacujici se tim, Ze obsahuje alespon dvé sady pro detekci
DNA hospodéiskych zvitat vybrané z nasledujicich sad:

- sada oligonukleotidli pro detekci DNA prasete domaciho, Sus scrofa:

forward primer: 5’- CCC CGC AAATCC CTC AAC CA-3’
reverse primer: 5'- TTC CAC TTC CCATCA CCAAAA CTACC -3’
sonda: 5'- CTG ACT TGC CAC CGC TCA CAG CCG AG -3’

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA tura domaciho, Bos taurus:

forward primer: 5'- GCC CTT TGC CCA CCACAG C -3’
reverse primer: 5'- CCC GTG AGC TTC TTATAG ACACCA -3’
sonda: 5'- CTA CCG TCC CCT GTG TGT GTT GTGACC ATT -3’

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA ovce domaci, Ovis aries:

forward primer: 5'- CTC AGC CTG TGG CCA GTG CTG -3’
reverse primer: 5'- CCT TGA AGA TGA GGT GAC CAG GCC -3’
sonda: 5'- CCA CGT GGG AAG TGC TGT GTC AGA GGG -3’

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA kozy doméci, Capra hircus:
forward primer: 5'- GCA CTT CTG TCG GGC CGT GTG -3°

reverse primer: 5'- CAC CGC CCC CTC CAA CTG C-3°

sonda: 5'- CGA GCT GAG AGA CGG TACAGG GCCTC - 37

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA kon¢ domaciho, Equus caballus:
forward primer: 5'- CCA GTG CCC TCA CGT GTGATCT -3’

reverse primer: 5'- AGA AGA GAG CTG GAT CAT TAG ACT GAG -3
sonda: 5'- TCA GCT CAA AGG AAG AGG ACG TGT TAG CCC -3

-10 -
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- sada oligonukleotidti pro detekci DNA buvola domaciho, Bubalus bubalis:

forward primer: 5'- GTA GAG GGA AGA GCG GTG AGG -3
reverse primer: 5'- CTC AAA TCG ACA GCAAAA GTAAACAAT G -3
sonda: 5'- CAG TGG GCG CGG TGG GGT AAAGCA -3

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA osla doméaciho, Equus asinus:
forward primer: 5'- GGA GTC AGG ATT CTT TGG TTT CAG G -3’

reverse primer: 5'- CCA GGA TGT ACC CTT CCA GAT GG -3’
sonda: 5'- CCG GGT GAG GTT CTG CTG TCT CTG TCT TCT - 3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA krélika domaciho, Oryctolagus cuniculus:

forward primer: 5'- GCG ACA ACA CTG CAGAGC ACC -3’
reverse primer: 5'- CTA AAG GGC TTC GGT GAG ATG GTATC- 3’
sonda: 5'- AGT GTC AGC AGA GTC GCC GAG TAT CAGC -3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA zajice polniho, Lepus europaeus:

forward primer: 5'- CTC CCT CTA GTC TGT CCT GTA GC -3’
reverse primer: 5'- ATA CAA TAG AAT TCA GCA GTA AGG TTC ATG -3’
sonda: 5'- ATC CTT GAC TCT CCC CAC TGC CCT TAT GAT -3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA klokana, Macropus:

forward primer: 5'- CTT GGA TGT GGT ACA GGG GCA GAG - 3’
reverse primer: 5'- GTG TCA ACA TCC CAG CAT GCA CGC - 37
sonda: 5'- AGT GGT TGA GGG ATG GAG CTG GGT GTA GG -3’

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA krokodyla, Crocodylus:

forward primer: 5'- GGA CTG CTT TAG AGA CAT TAG ATT TCA TAG -3’
reverse primer: 5'- GTT CTT TCC ATT ATT AAT GTT GCT TGC TTG C -3°
sonda: 5'- AGA TCA TCG AGT CCA GCC CCCTTTACCTTG -3’

- sada oligonukleotidti pro detekci DNA kura domaciho, Gallus gallus:

forward primer: 5- TTC ACA GCC TCG TTG CTT CCT CAT -3’
reverse primer: 5'- AGG CAG CAT GGA GAG TTT GTT CG -3’
sonda: 5'- TGC CCC CAA GTG AGC CCC CAG TGC -3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA kriity domaci, Meleagris gallopavo:
forward primer: 5'- GGT GCT GCC CTT GGG TCAC -3’

reverse primer: 5'- CCA GGT CCC TTT CTG CCAAGC -3’

sonda: 5'- CAG CAA TAC AGG CGT GGG AAAGAGTGG C-3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA husy domaci, Anser anser:

forward primer: 5'- CTT GTG CGT GCT CTT CTC CCT GA - 3°
reverse primer: 5'- CGT GTT CAG AGC AGT GTA GAT GTC C -3°

sonda: 5" - CTC AAA CAT CAT TCC TCT GTC ATT CTC ACG GGG TG -3’

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA kachny domaéci, Anas platyrhynchos:

-11 -
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forward primer: 5°- GTG ATT TTC CACTCATCG CTC CATT -3’
reverse primer: 5'- GGA AAT CCA ATA ATG TCT CAGAAA CTCACA -3’
sonda: 5'- TGA GTC CTG GGT AAA TCA AGG GGA GGG AAA GT -3

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA kiepelky japonské, Coturnix japonica:

forward primer: 5'- GCT CGG TTC GGT CCATCC AC -3’
reverse primer: 5'- GCC ACA GCC CCT TTC TCATCC -3
sonda: 5'- CGG AAA TGG TGA GTG GGG CTG CGGTAT T - 3’

- sada oligonukleotidl pro detekci DNA pStrosa dvouprstého, Struthio camelus:

forward primer: 5'- GCC TGG TGC CTC TTG TCC TGT -3’
reverse primer: 5'- AAATCT CCC ATC TCT CAATCC TCT CG -3’
sonda: 5"- CTG GCC CCATCC TCT CGA CAC CCT CC -3’

- sada oligonukleotidt pro detekci DNA perlicky kropenaté, Numida meleagris.

forward primer: 5'- GCA GCG CTG GCG TTAAGT TCC -3’
reverse primer: 5'- CCA CTA AAA AGA GCC CGG CACC -3’
sonda: 5'- CGT GGG TGG GAA GTT TGA GGG CAG G -3".

2. Souprava podle naroku 1, vyznacena tim, ze dale obsahuje sadu oligonukleotidl pro interni
amplifika¢ni kontrolu - [AC:

forward primer: 5" — AGA GGA CCG GGA TAT TCG AC -3
reverse primer: 5" — AGG TAG TCC GAG GAAAAC TCTAAAC -3
sonda: 5" — GGC TCT TCT ATG TTC TGA CCT TGT TGG A -3",

a plasmid svlozenou sekvenci: GCAGCGCTGGCGTTAAGTTCCAAATACTTAAGGCT
CTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGATTCCACACTTTCGACTATGCTCGACATTACTGGTTC
CTTTCGTGTTGCAGTCGAATGGTTTAGAGTTTTCCTCGGACTACCT.

3. Souprava podle naroku 1 nebo 2, vyznafena tim, Ze souprava obsahuje 3 az 4 sady
oligonukleotidii pro detekci DNA hospodaiskych zvitat, vybrané ze sad uvedenych v naroku 1.

4. Souprava podle naroku 3, vyznacena tim, Ze je vybrana ze skupiny zahrnujici:
- multiplexni soupravu obsahujici sady oligonukleotidt pro detekci DNA kura, krity, prasete;

- multiplexni soupravu obsahujici sady oligonukleotidii pro detekci DNA buvola, tura, ovce,
kozy;

- multiplexni soupravu obsahujici sady oligonukleotidll pro detekci DNA pstrosa, kiepelky, husy
a kachny;

- multiplexni soupravu obsahujici sady oligonukleotidt pro detekci DNA zajice, kralika, kon¢; a

- multiplexni soupravu obsahujici sady oligonukleotidi pro detekci DNA klokana, osla,
krokodyla a perlic¢ky.

5. Souprava podle néroku 3 nebo 4, vyznaéena tim, Ze sondy v jedné multiplexni souprave

obsahujici 3 az 4 sady oligonukleotidi pro detekci DNA hospodaiskych zvirat jsou oznaceny
fluorofory tak, Ze kazda sonda je oznacena jednim fluoroforem vybranym ze skupiny fluorofort

-12 -
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ATTOA425, FAM, HEX a CyS5, pficemz kazda sonda je oznacena jinym fluoroforem nez
kterakoliv jina sonda v této multiplexni soupravé.

6. Souprava podle naroku 3 nebo 4, vyznacena tim, Ze sondy v jedné multiplexni souprave
obsahujici 3 az 4 sady oligonukleotidti pro detekci DNA hospodaiskych zvifat jsou oznaceny
fluorofory a zhéseci tak, ze kazd4 sonda je oznacena jednou kombinaci fluorofor/zhasec
vybranou ze skupiny kombinaci fluorofor/zhase¢ ATTO425/DAB, FAM/BHQ1, HEX/BHQ1

a Cy5/BHQ?2, pricemz kazda sonda je oznacena jinou kombinaci fluorofor/zhase¢ nez kterakoliv
jina sonda v této multiplexni souprave.

-13 -
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