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Smlouva o uplatnění certifikované metodiky č. 110/2018

zpracované v rámci řešení výzkumného projektu č. QJ1530272
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Smluvní strany:
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1.1.

Výzkumný ústav veterinárního lékařství, v. v. i.

se sídlem Hudcova 70, 621 00 Brno

IČ: 00027162

DIČ: CZOOO27162

zastoupený Mgr._,Ph.D., pověřeným řízením

(dále jen „poskytovatel metodiky“)

Státní veterinární správa

se sídlem Slezská 100/7, 120 56 Praha

lČ: 00018562

zastoupená MVDr._ústředním ředitelem

(dále jen „uživatel metodiky“)

Článek 1

Předmět smlouvy

Předmětem této smlouvy je uplatnění certifikované metodiky (dále jen „metodika")

zpracované v rámci řešení výzkumného projektu (podpory na rozvoj výzkumné organizace)

č. QJ1530272, s názvem: Průkaz masa tuňáka žlutoploutvého metodou PCR v kombinaci s

vysokorozlišovací analýzou křivek tání.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

Článek 2

Autorství metodiky a cil uplatnění metodiky

Autorem metodiky je Mgr._Ph.D.

Účel uplatnění metodiky je: metoda identifikace tuňáka žlutoploutvého metodou PCR

v kombinaci s vysokorozlišovací analýzou křivek tání.

Článek 3

Rozsah uplatnění metodiky a předpokládané přínosy

Rozsah uplatněné metodiky je: Metodika bude uplatněna orgány státní správy (SVS

ČR) prostřednictvím akreditované laboratoře „Centrum laboratoří“ — Laboratoř pro

detekci falšování potravin a krmiv na Výzkumném ústavu veterinárního lékařství, v.v.i.

Brno, jako prostředek pro monitorování českého trhu a odhalování klamavého jednání

výrobců i zpracovatelů z hlediska možné záměny druhů a nesprávné deklarace druhů

tuňáků na obalech výrobků.

Předpokládané ekonomické přínosy a další přínosy: Metoda PCR HRM pro stanovení

tuňáků dosud nebyla publikována. Metoda PCR HRM pro stanovení tuňáka

žlutoploutvého připravená na pracovišti VUVeL je nová v tom, že byla navržena pro
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co největší druhově specifické stanovení s využitím všech současných znalostí

sekvencí DNA tuňákovitých ryb. Pro navržení primerů byly využity mitochondriální

sekvence, které jsou nejvíce variabilní mezi příbuznými druhy tuňáků, a zároveň

nejsou variabilní v rámci druhu. Metoda byla dále navržena tak, aby byla vhodná pro

stanovení sekvencí DNA ve vysoce tepelně opracovaných výrobcích..

Článek 4

Úprava vlastnických a užívacích práv k metodice

4.1. Poskytovatel metodiky je oprávněn nakládat s metodikou uvedenou v bodě 1.1.

4.2. Uživatel metodiky je oprávněn užívat tuto metodiku k dosažení cíle dle bodu 2.2. po

dobu účinnosti této smlouvy. Časové omezení se nevztahuje na metodiky poskytované

bezplatně dle bodu 5.1. a 5.8. této smlouvy.

4.3. Uživatel metodiky je povinen postupovat při nakládání smetodikou vsouladu se

zákonem č. 121/2000 Sb., autorský zákon, ve znění pozdějších předpisů.

4.4. Poskytovatel metodiky prohlašuje, že zpracovaná metodika nezasahuje do práv

jiných osob z průmyslového nebo jiného duševního vlastnictví.

4.5. Poskytovatel metodiky upozorňuje, že zpracovaná metodika, vyvinutá vrámci řešení

výzkumného projektu/podpory na rozvoj výzkumné organizace, je smluvně přístupná všem

potenciálním uživatelům.

4.6. Uživatel metodiky má právo předat metodiku jinému uživateli pouze se souhlasem

poskytovatele metodiky.

Článek 5

Závěrečná ustanovení

5.1. Tato smlouva se uzavírá na dobu neurčitou s tříměsíční výpovědní lhůtou. Výpovědní

lhůta začíná běžet od prvního dne měsíce následujícího po doručení výpovědi druhé smluvní

straně. V případě metodik poskytovaných bezplatně se smlouva uzavírá na dobu neurčitou.

5.2. Tato smlouva je v souladu s ustanoveními Smlouvy č. 140-2015—17012 o poskytnutí

podpory na řešení výzkumného projektu QJ1530272 (Č.j.: 7078/2015-MZE-17012)

5.3. Jakékoliv změny a doplnění této smlouvy mohou být provedeny pouze po sobě

číslovanými dodatky k této smlouvě, podepsanými zmocněnými zástupci smluvních stran.

5.4. Závazky, práva a povinnosti vyplývající ztéto smlouvy přecházejí na eventuální

právní nástupce smluvních stran.

5.5. Tato smlouva nabývá platnosti a účinnosti dnem podpisu obou smluvních stran.

5.6. Tato smlouva se vyhotovuje ve třech stejnopisech, z nichž každý má platnost

originálu. Každá smluvní strana obdrží jeden stejnopis. Jeden stejnopis obdrží poskytovatel

účelové/institucionální podpory na řešení výzkumného projektu/podpory na rozvoj výzkumné

organizace, v rámci níž byla metodika zpracována.

5.7. Popis metodiky je součástí této smlouvy. Poskytovatel metodiky předá uživateli při

podpisu smlouvy popis této metodiky i v elektronické podobě. V případě, že metodika bude

následně vydána tiskem, předá poskytovatel metodiky bezprostředně po jejím vytištění

uživateli metodiky originální výtisk s označením ISBN.
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5.8. Metodika je poskytována uživateli metodiky bezplatně vpřípadě, že je u projektu

využito pravidel pro odvětví zemědělství, lesnictví a rybolovu dle čl. 31 ABER a čl. 30 GBER.

5.9. Údaje o uplatněné metodice pro evidenci v Rejstříku informací o výsledcích (RIV)

dodá příslušný poskytovatel účelové podpory.

5.10. Tato smlouva bude uvedena ve zprávě o řešení výzkumného projektu QJ1530272 za

rok 2018.
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I. Cíl metodiky

Cílem práce bylo vypracovat metodu pro průkaz masa tuňáka žlutoploutvého (Thymus

albacares) ve vysoce tepelně opracovaných výrobcích založenou na amplifikaci druhově

specifických sekvencí mitochondriální DNA metodou PCR v kombinaci s vysokorozlišovací

analýzou křivek tání (HRM).

II. Vlastní popis metodiky

Úvod

V České republice patří tuňáci (zejména rodu Thunm/s a Kalsuwonus pelamis) mezi oblíbené

potraviny. Na potravinovém trhu jsou nejčastěji nabízeny jako tepelně opracované produkty —

konzervy, a syrové nebo mražené íilety. Odlišná kvalita a cena různých druhů tuňáků může vést

Výrobce k záměně.

Pro rozlišení jednotlivých druhů ryb na základě sekvencí DNA lze u syrových tj. tepelně

neopracovaných vzorků, použít metodu DNA barcodingu, kteráje založena na sekvenování 655

nukleotidů dlouhého úseku mitochondriální DNA kódujícího část genu cytochrom oxidasy, a

následném porovnání získané sekvence s databází DNA sekvencí (Handy S. M., et al., 2011).

U tepelně opracovaných výrobků dochází během výrobního procesu k degradaci DNA: proto

je nutné použít metodiku, která pro druhové rozlišení využívá kratší úseky sekvencí DNA.

Tento požadavek splňuje metoda PCR s následnou vysokorozlišovací analýzou křivek tání

(High Resolution Melting analysis — HRM analýzou). HRM analýzaje založena na disociačním

chování nukleových kyselin vlivem teplotního gradientu. Je to účinná metoda vhodná pro

genotypování, která umožňuje stanovit sekvence DNA o velikosti 70 až 150 nukleotidů.

Hlavní obtíží pro vypracování metody pro rozlišení těchto druhů ryb založené na analýze

druhově specifických sekvencí DNAje vysoká shodnost sekvencí DNA mezi příbuznými druhy

ryb. Kompletní sekvence jaderné DNA je popsánajen u Thuzmus orientalis (Nakamura Y., et

al. 2013). Hlavní pozornost byla proto zaměřena na mitochondriální DNA, neboť tato je

popsána u všech sledovaných druhů, a to u několikajedinců každého druhu (Catanese G., et al.

2008; Guo L._., et al. 20l6; Chen C., et al. 20l6; Li M. M., et al. 2016a; Li M. M., et al. 2016b;

Li Y. L. et al. 2016a; Li Y. L. et al. 2016b; Manchado Mu et al. 2004; Marquez E. J., et al.

2016; Pang J. H., et al. 2016a; Pang J. H., et al. 2016b; Yang S., et al. 2016).



Navržení primerů a prob pro real—time arnpliňkaci a určení druhové specificity:

Programem Blast (httpsz//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byly srovnány všechny sekvence

kompletní mitochondriální DNA tuňáků obsažené v Genové bance

(httpsz//www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=) (viz tabulka níže). Byly určeny oblasti, které

jsou variabilní i vrámci téhož druhu, a vyloučeny Z dalšího posuzování. Dále byly určeny

oblasti, které jsou nejvíce variabilní mezi druhy, a V této části byly navrženy primery a proby

pro druhově specifickou amplifikaci Thumus alba/cares (amplifikační produkt má velikost 122

párů bazí).

Tabulka: ln siliko srovnané sekvence tuňáků (seznam sekvencí k l. 10. 2017).

 

Druh Kompletní mitochondriální DNA (Sequence

ID)

Kaísuwonus pelamis KM605252

JN086155

GU256527

AB101290

Thzmnus albacares K132591550

KT724724

 

 

 

 

 

 

 

KM588080

 

JN086153

 

GU256528

 

Thunnus alalunga IN0861 51

 

KP259549

 

GU256526

 

A8101291

 

T/mnrzus Ionggol HQ425780

 

JN086154

 

T/mnnus thynnus JN086149

 

GU256522

 

KF906720

 

AY302574

 

ABO97669    



 

AP006034

Than/mus allanlicus KU955344

KM405517

KU955343

Thi/1717118 Ol'iemalis KF906721

GU256524

AB 1 85022

Thummus obesus JN0861 52

GU256525

Thummus maccoyií JN086150

GU256523

KF925362

Auxis roe/761' AB} 03468

KP259548

KM651784

AB105165

AB103467

Auxis {hazard KP259551

AB105447

Euthynnus afiinis AP012946

KM651783

Eulhynnus allett'eral‘us AB099716

Sarda orientalis A1301 2949

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
Druhová specifícita navržených primerů byla ověřena na vzorcích DNA těchto druhů tuňáků:

Katsuwomls pelamis, Tlmrmus albacares, Thunnus alalunga, Thunnus longgol, Thunmzs

thymus, Thumus obesus. T/mnnus maccoyii, Auxis rochei. Auxis lhazard, Eul'hynnus aflinis,

Euthynnus alletferarus. Sarda garda.

Dále pro kontrolu přítomnosti ampliflkovatelné DNA ryb (zejména tuňáků) ve vzorku byly

navrženy primery pro stanovení části sekvence mitochondriálního genu 12S rRNA v oblasti

konzervativní sekvence pro ryby o velikosti amplíňkačního produktu 80 párů bazí.



 

Detekční limit pro tepelně opracované vzorky izolované za daných podmínek byl určen na

hodnotu 2,5 ng DNA/ml vzorku. Limit byl stanoven za základě stanovení koncentrace DNA

izolované ze 3 náhodně vybraných vzorků konzerv po jejich naředění odpovídající 1%

původního obsahu. Koncentrace DNA byla určena fluorescenční metodou s využitím Qubit

dsDNA HS Assay Kitu (Thermo Fisher Scentific) a kvantifikována pomocí Qubit fluorometru

(Thermo Fisher Scentiňc).

PCR HRM metoda pro stanovení tuňáka žlutoploutvého byla ověřena na 2O vzorcích rybích

konzerv s deklarovaným obsahem tuňáka.

Sekvence primerů a sond a detaily o cílových sekvencích jsou na požádání k dispozici

u Mgr._.z Výzkumného ústavu veterinárního lékařství, v.v.i., Hudcova 70,

Brno, 621 00, email:_tel_

Popis metodiky

Přístroje a pomůcky

Izolace DNA

váhy PB 303-S/A (třída přesnosti II) (Mettler Toledo)

homogenizátor Mini Beadbeater (Biospec Products)

homogenizátor MagNA Lyser (Roche)

centrifuga 5417 C (Eppendorf)

míchačka VSM 3 (Shelton)

Finpipeta digitální 10-100 ul (třída přesnosti 3,0 %) (ThermoLabsystems)

Finpipeta digitální 100-1000 „1 (třída přesnosti 1,0 %) (ThermoLabsystems)

špičky s filtrem (Thermo Scentiíic Scentific)

suchý blok Bio TDB 100 (Biosan)

zkumavky DNA LoBind 1.5 ml a 2.0 ml (Eppendorf)

Amplifikace DNA

Combi Spin (Biosan)

Multi Spin (Biosan)

Bio Vortex V1 (Biosan)



LightCycler 480 ll (Roche)

LightCycler stripy (Roche)

Finpipeta digitální l—lO ul (třída přesnosti 2,5 %) (ThermoLabsystems)

Finpipeta digitální 10-100 pl (třída přesnosti 3,0 %) (ThermoLabsystems)

špičky s filtrem (Thermo Scentific Scentific)

lednička

mrazák

Chemikálie a roztoky

Izolace DNA

chloroform molecular biology grade, kat. č. 39553 (Serva)

etanol absolutní: kat. č. 39556 (Serva)

DNeasy mericon Food kit, kat. č. 69 514 (Qiagen)

Amplifikace DNA

Type-it HRM PCR Kit, kat. č. 206 542 (Qiagen)

Oligonukleotidy (Generi Biotech s.r.o.)

Provedení zkoušky

Izolace DNA

Izolace DNA ze vzorku tepelně opracované (konzervované) rybí svaloviny se provádí pomocí

komerčního kitu — DNeasy mericon Food Kltu (Qiagen) dle návodu výrobce:

l. Do 2 ml mikrocentrifugační zkumavky se naváží 200 i 2 mg vzorku rybí svaloviny, přidá se

5 až 10 skleněných kuliček o průměru 2,5 mm, 1,5 ml Food Lysis Bufferu a 10 ul roztoku

Proteinasy K. Směs se zhomogenizuje pomocí přístroje Mini Beadbeater nebo MagNA Lyser.

2. Směs se zahřeje na teplotu 60 OC po dobu 30 min a následně se ochladí ve vodní lázni

s kousky ledu po dobu 15 min.

3. Směs se centrifuguje 5 min při rychlosti 2 500 g.



4. Do 2 ml mikrocentrifugační zkumavky se napipetuje 500 ul chloroformu a přidá se 700 ul

čirého supernatantu. Směs se vortexuje po dobu 15 sec a centrifuguje se 15 min při rychlosti

14 000 g.

5. Do další 2 ml mikrocentrifugační zkumavky se napipetuje 350 ul Bufferu PB, přidá se

350 ul horního čirého roztoku z kroku 4, a směs se promýchá pomocí vortexu.

6. Směs zkroku 5 se přeleje do QlAquick kolonky umístěné v 2 ml mikrocentrifugační

zkumavce a centrifuguje se 1 min při rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovaný roztok se vyleje.

7. Přidá se 500 ul Bufferu AW2 do QlAquick kolonky umístěné v 2 ml mikrocentrifugační

zkumavce a centrifuguje se 1 min při rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovaný roztok se vyleje.

QIAquick kolonka umístěná v 2 ml mikrocentrifugační zkumavce se centrifuguje 1 min při

rychlosti 18 000 g.

8. QIAquick kolonka se přemístí do 1,5 ml mikrocentrifugační zkumavky, a na střed kolonky

se napipetuje 100 ul Bufferu EB. QIAquick kolonka se nechá inkubovat při laboratorní teplotě

(15 - 25 OC) po dobu 1 min, a centrifuguje se 1 min při rychlosti 18 000 g. Získaný roztok se

použije pro amplifikaci DNA.

Amplifikace DNA

Ampliíikace se provede v 10 ul reakční směsi obsahující 5 ul HRM PCR Master Mixu, l ul

roztoku primerů (o koncentraci 7 HM každého primeru), 2 ul H20 a 2 ul vzorku.

Amplifikaci se provádí s následujícím programem:

 

 

 
 

  

 
 

Uvodní aktivace 95°C 5 minut

Denaturace 40 cyklů 95°C 105

Annealing 55°C 303

Extenze 72°C 10 s

HRM 70-900C ls

Ramp rate: 0,02°C/s   
 



 

25 acquisitions per second

 

Cooling 40°C ls

   
 

III. Srovnání „novosti postupů“ oproti původni metodice, případně jejich zdůvodnění,

pokud se bude jednat o novou metodiku (§ 2, odst. 1, písm. b) a písm. c) zákona č. 130/2002

Sb.).

Pro stanovení tuňáků v tepelně opracovaných výrobcích bylo popsáno několik metod, např.

PCR-RFLP (Lin W. F. and Hwang D. P., 2007), PCR-ELISA (Santaclara et al., 2015) a real—

time PCR (Liu et al., 2016; Bojolly et al., 2017). Metoda PCR HRM pro stanovení tuňáků dosud

nebyla publikována.

Metoda PCR HRM pro stanovení tuňáka žlutoploutvého připravená na pracovišti VUVeL je

nová v tom, že byla navržena pro co největší druhově specifické stanovení s využitím všech

současných znalostí sekvencí DNA tuňákovitých ryb. Pro navržení primer—ů byly využity

mitochondriální sekvence, které jsou nejvíce variabilní mezi příbuznými druhy tuňáků, a

zároveň nejsou variabilní v rámci druhu. Použití DNA sekvencí s těmito vlastnostmi je hlavní

rozdílem proti metodám uvedeným výše. Metoda byla dále navržena tak, aby byla vhodná pro

stanovení sekvencí DNA ve vysoce tepelně opracovaných výrobcích.

IV. Popis uplatnění Certifikované metodiky, informace pro koho je určena a jakým

způsobem bude uplatněna.

Metodika bude uplatněna orgány státní správy (SVS ČR) prostřednictvím akreditované

laboratoře „Centrum laboratoří“ — Laboratoř pro detekci falšování potravin a krmiv na

Výzkumném ústavu veterinárního lékařství, v.v.i. Brno, jako prostředek pro monitorování

českého trhu a odhalování klamavého jednáni výrobců i zpracovatelů z hlediska možné záměny

druhů a nesprávné deklarace druhů tuňáků na obalech výrobků. Bude zajišťováno vyšetření

vzorků jak pro státní dozorové orgány, tak i pro odbornou a laickou spotřebitelskou veřejnost.



V. Ekonomické aspekty — odhad nákladů (v tis. Kč) na zavedení postupů uvedených

V metodice a odhad ekonomického přínosu (v tis. Kč) pro uživatele.

Náklady na zavedení postupů jsou odhadovány na přibližně 30 000 Kč, a zahrnují především

prostředky na nákup izolačního a amplifikačního kitu, ampliiikačních destiček a špiček.

Kvalifikovaný odhad je vyšetření 40 až 60 vzorků ročně, což při ceně vyšetření 1 850 K6 plus

DPH zajeden vzorek umožní zisk 74 000 až 1 1 l 000 K6 plus DPH.
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