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Smluvni strany:

1.

1.1.

Vyzkumny Ustav veterinarniho 1&kafstvi, v. v. i.

se sidlem Hudcova 70, 621 00 Brno

IC: 00027162

DIC: CZ00027162

zastoupeny Mgr. IR Fh.D . povefenym fizenim
(dale jen ,poskytovatel metodiky")

Statni veterinarni sprava
se sidlem Slezska 100/7, 120 56 Praha
IC: 00018562

zastoupena MVDr. | (st7enim reditelem

(dale jen ,uzivatel metodiky*)

Clanek 1
Pfedmét smlouvy

Predmétem této smlouvy je uplatnéni certifikované metodiky (dale jen ,metodika®)

zpracované v ramci feSeni vyzkumného projektu (podpory na rozvoj vyzkumné organizace)
¢. QJ1530272, s nazvem: Prilkaz masa tuhaka Zlutoploutvého metodou PCR v kombinaci s
vysokorozliSovaci analyzou kfivek tani.

2.1.
2.2.

3.1

3.2.

Clanek 2
Autorstvi metodiky a cil uplatnéni metodiky

Autorem metodiky je Mgr. _ Ph.D.
Ugel uplatnéni metodiky je: metoda identifikace tufiaka zlutoploutvého metodou PCR
v kombinaci s vysokorozlisovaci analyzou kivek tani.

Clanek 3
Rozsah uplatnéni metodiky a pfedpokladané pfinosy

Rozsah uplatnéné metodiky je: Metodika bude uplatnéna organy statni spravy (SVS
CR) prosttednictvim akreditované laboratofe ,Centrum laboratofi“ — LaboratoF pro
detekci falovani potravin a krmiv na Vyzkumném Ustavu veterinarniho leékafstvi, v.v.i.
Brno, jako prostfedek pro monitorovani éeského trhu a odhalovani klamavého jednani
vyrobct i zpracovatelt z hlediska mozné zameény druh( a nespravné deklarace druhi
tundkd na obalech vyrobku.

Pfedpokladané ekonomické pfinosy a dalsi pfinosy: Metoda PCR HRM pro stanoveni
tunaki dosud nebyla publikovana. Metoda PCR HRM pro stanoveni turidka
Zlutoploutvého pfipravena na pracovisti VUVel je nova v tom, Ze byla navrzena pro
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co nejvétsi druhové specifické stanoveni s vyuzitim vSech souéasnych znalosti
sekvenci DNA tunakovitych ryb. Pro navrzeni primer( byly vyuzity mitochondriaini
sekvence, které jsou nejvice variabilni mezi pfibuznymi druhy tunakl, a zaroven
nejsou variabilni v ramci druhu. Metoda byla dale navrzena tak, aby byla vhodné pro
stanoveni sekvenci DNA ve vysoce tepelné opracovanych vyrobcich..

Clanek 4
Uprava vlastnickych a uzivacich prav k metodice

4.1. Poskytovatel metodiky je opravnén nakladat s metodikou uvedenou v bodé 1.1.

4.2. Uzivatel metodiky je opravnén uzivat tuto metodiku k dosazeni cile dle bodu 2.2. po
dobu uginnosti této smlouvy. Casové omezeni se nevztahuje na metodiky poskytované
bezplatné dle bodu 5.1. a 5.8. této smlouvy.

4.3. UZivatel metodiky je povinen postupovat pfi nakladani s metodikou v souladu se
zakonem ¢&. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjsich pfedpisu.

4.4. Poskytovatel metodiky prohladuje, 2e zpracovana metodika nezasahuje do prav
jinych osob z primyslového nebo jiného dusevniho viastnictvi.

4.5. Poskytovatel metodiky upozoriuje, ze zpracovanad metodika, vyvinuta v ramci feseni
vyzkumného projektu/podpory na rozvoj vyzkumné organizace, je smluvné pfistupna véem
potencialnim uzivatelim.

4.6. Uzivatel metodiky ma pravo pfedat metodiku jinému uzivateli pouze se souhlasem
poskytovatele metodiky.

Clanek 5
Zavérecéna ustanovent

5.1. Tato smlouva se uzavird na dobu neurc€itou s tfimésiéni vypovédni Ihiitou. Vypovédni
lhata zaéina bézet od prvniho dne mésice nasledujiciho po doruéeni vypovédi druhé smluvni
strané. V pfipadé metodik poskytovanych bezplatné se smlouva uzavira na dobu neurcitou.

52. Tato smlouva je v souladu s ustanovenimi Smlouvy ¢. 140-2015-17012 o poskytnuti
podpory na fedeni vyzkumného projektu QJ1530272 (C.j.: 7078/2015-MZE-17012)

5.3. Jakékoliv zmeény a doplnéni této smlouvy mohou byt provedeny pouze po sobé
Cislovanymi dodatky k této smlouveé, podepsanymi zmocnénymi zastupci smluvnich stran.

54. Zavazky, prava a povinnosti vyplyvajici z této smlouvy prechazeji na eventudlni
pravni nastupce smluvnich stran.

5.5. Tato smlouva nabyva platnosti a ucinnosti dnem podpisu obou smluvnich stran.

5.6. Tato smlouva se vyhotovuje ve tfech stejnopisech, z nichz kazdy ma platnost
originalu. Kazda smluvni strana obdrZi jeden stejnopis. Jeden stejnopis obdrzi poskytovatel
ucelové/institucionalni podpory na feseni vyzkumného projektu/podpory na rozvoj vyzkumné
organizace, v ramci niZ byla metodika zpracovana.

5.7. Popis metodiky je soucasti této smlouvy. Poskytovatel metodiky pfeda uzivateli pfi
podpisu smlouvy popis této metodiky i v elektronické podobé. V pfipadé, ze metodika bude
nasledné vydana tiskem, pfeda poskytovatel metodiky bezprostfedné po jejim vytisténi
uzivateli metodiky originalni vytisk s oznacenim ISBN.
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5.8. Metodika je poskytovana uzivateli metodiky bezplatné v pfipadé, Ze je u projektu
vyuzito pravidel pro odvétvi zemédélstvi, lesnictvi a rybolovu dle ¢l. 31 ABER a ¢l. 30 GBER.

59. Udaje o uplatnéné metodice pro evidenci v Rejstiiku informaci o vysledcich (RIV)
doda pfislusny poskytovatel ucelové podpory.

5.10. Tato smlouva bude uvedena ve zpravé o feSeni vyzkumného projektu QJ1530272 za
rok 2018.

Za autora metodiky

V Brnédne: -7 -01- 2019

Podpisy smluvnich stran

Za poskytovatele metodiky
YVZUEMY USTAY
VETERIMANNING 1LOKATSTV, vl
G621 00 BRNO, Hudeova 70

VBmédne: - § 41 0

V.ooul

Za uZivatele metodiky

V Praze dne: Y4oun oy
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1. Cil metodiky

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro prikaz masa tuiidka zlutoploutvého (Thunnus
albacares) ve vysoce tepelné opracovanych vyrobeich zaloZzenou na amplifikaci druhové
specifickych sekvenci mitochondrialni DNA metodou PCR v kombinaci s vysokorozlisovaci

analyzou krivek tani (HRM).

I1. Vlastni popis metodiky
Uvod
V Ceské republice patif tuidci (zejména rodu Thunnus a Katsuwonus pelamis) mezi oblibené
potraviny. Na potravinovém trhu jsou nejéastéji nabizeny jako tepeln& opracované produkty —
konzervy, a syrové nebo mrazené filety. Odlisna kvalita a cena riznych druhd tuiidkt mize vést
vyrobee k zaméné.
Pro rozliSeni jednotlivych druh@l ryb na zékladé sekvenci DNA lze u syrovych tj. tepelnd
neopracovanych vzorki, pouzit metodu DNA barcodingu, kterd je zaloZena na sekvenovani 655
nukleotidl dlouhého seku mitochondrialni DNA kédujiciho ¢ast genu cytochrom oxidasy, a
nasledném porovnani ziskané sekvence s databazi DNA sekvenci (Handy S. M., et al., 2011).
U tepeln€ opracovanych vyrobkid dochdzi béhem vyrobniho procesu k degradaci DNA, proto
je nutné pouzit metodiku, kterd pro druhové rozliSeni vyuZiva krat$i Gseky sekvenci DNA.
Tento pozadavek splituje metoda PCR s naslednou vysokorozliSovaci analyzou kfivek tani
(High Resolution Melting analysis - HRM analyzou). HRM analyza je zaloZena na disociaénim
chovani nukleovych kyselin vlivem teplotniho gradientu. Je to G¢innd metoda vhodna pro
genotypovani, kterd umozituje stanovit sekvence DNA o velikosti 70 az 150 nukleotidd.
Hlavni obtiZi pro vypracovani metody pro rozliSeni téchto druhd ryb zaloZené na analyze
druhové specifickych sekvenci DNA je vysokd shodnost sekvenci DNA mezi ptibuznymi druhy
ryb. Kompletn{ sekvence jaderné DNA je popsana jen u Thunnus orientalis (Nakamura Y., et
al. 2013). Hlavni pozornost byla proto zaméfena na mitochondridlni DNA, nebot’ tato je
popsana u vSech sledovanych druht, a to u nékolika jedinctt kazdého druhu (Catanese G., et al.
2008; Guo L., et al. 2016; Chen C,, et al. 2016; Li M. M., et al. 2016a; Li M. M., et al. 2016b;
LiY. L. etal 2016a; Li Y. L. et al. 2016b; Manchado M., 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).



Navrzeni primeri a prob pro real-time amplifikaci a uréeni druhové specificity:

Programem Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byly srovnany vSechny sekvence
kompletni mitochondrialni DNA tunaka obsazené v Genové bance
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=) (viz tabulka nize). Byly urceny oblasti, které
jsou variabilni i v ramci téhoZ druhu, a vylouceny z dalsitho posuzovéni. Déle byly urceny
oblasti, které jsou nejvice variabilni mezi druhy, a v této ¢asti byly navrzeny primery a proby
pro druhové specifickou amplifikaci Thunnus albacares (amplifikaéni produkt ma velikost 122

part bazi).

Tabulka: In siliko srovnané sekvence tunaki (seznam sekvenci k 1. 10. 2017).

Druh Kompletni mitochondridlnf DNA (Sequence
ID)

Katsuwonus pelamis KM605252

JNO086155

GU256527

AB101290

Thunnus albacares KP259550

KT724724

KM588080

JNO086153

GU256528

Thunnus alalunga JNO86151

KP259549

GU256526

AB101291

Thunnus tonggol HQ425780

IN086154

Thunnus thynnus IN086149

GU256522

KF906720

AY302574

AB097669




AP006034
Thunnus atlanticus KU955344
KM405517
KU955343
Thunnus orientalis KF906721
GU256524
AB185022
Thunnus obesus JNO86152
GU256525
Thunnus maccoyii JNO086150
GU256523
KF925362
Auxis rochei AB103468
KP259548
KM651784
AB105165
AB103467
Auxis thazard KP259551
AB105447
Euthynnus affinis AP012946
KM651783
Euthynnus alletteratus AB099716
Sarda orientalis AP012949

Druhova specificita navrzenych primerli byla ovéfena na vzorcich DNA téchto druhd tundka:
Katsuwonus pelamis, Thunnus albacares, Thunnus alalunga, Thunnus tonggol, Thunnus
thynnus, Thunnus obesus, Thunnus maccoyii, Auxis rochei, Auxis thazard, Euthynnus affinis,

Euthynnus alletteratus, Sarda sarda.

Déle pro kontrolu ptitomnosti amplifikovatelné DNA ryb (zejména tunaki) ve vzorku byly
navrzeny primery pro stanoveni ¢asti sekvence mitochondrialniho genu 12S rRNA v oblasti

konzervativni sekvence pro ryby o velikosti amplifikaéniho produktu 80 pard bazi.



Detekéni limit pro tepeln& opracované vzorky izolované za danych podminek byl uréen na
hodnotu 2,5 ng DNA/mI vzorku. Limit byl stanoven za zikladé stanoveni koncentrace DNA
izolované ze 3 nahodn& vybranych vzorkl konzerv po jejich natedéni odpovidajici 1%
ptivodniho obsahu. Koncentrace DNA byla uréena fluorescencni metodou s vyuzitim Qubit
dsDNA HS Assay Kitu (Thermo Fisher Scentific) a kvantifikovana pomoci Qubit fluorometru
(Thermo Fisher Scentific).

PCR HRM metoda pro stanoveni tufidka Zlutoploutvého byla ovéfena na 20 vzorcich rybich

konzerv s deklarovanym obsahem turidka.

Sekvence primerd a sond a detaily o cilovych sekvencich jsou na poZadani k dispozici
uMgr. | R 2 Vyz<unného ustavu veterinarnfho Iékafstvi, v.v.i., Hudcova 70,
Brno, 621 00, email: _ te! (NG

Popis metodiky

Pristroje a pomiicky
Izolace DNA
vahy PB 303-S/A (tfida presnosti II) (Mettler Toledo)
homogenizator Mini Beadbeater (Biospec Products)
homogenizator MagNA Lyser (Roche)
centrifuga 5417 C (Eppendorf)
michacka VSM 3 (Shelton)
Finpipeta digitalni 10-100 pl (tfida piesnosti 3,0 %) (Thermol.absystems)
Finpipeta digitalni 100-1000 pl (tfida presnosti 1,0 %) (ThermoLabsystems)
$picky s filtrem (Thermo Scentific Scentific)
suchy 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 I1 (Roche)

LightCycler stripy (Roche)

Finpipeta digitalni 1-10 pl (tfida piesnosti 2,5 %) (ThermolLabsystems)
Finpipeta digitalni 10-100 pl (tfida presnosti 3,0 %) (ThermoLabsystems)
Spicky s filtrem (Thermo Scentific Scentific)

lednicka

mrazak

Chemikalie a roztoky
Izolace DNA
chloroform molecular biology grade, kat. ¢. 39553 (Serva)
etanol absolutni, kat. €. 39556 (Serva)
DNeasy mericon Food kit, kat. ¢. 69 514 (Qiagen)

Amplifikace DNA
Type-it HRM PCR Kit, kat. ¢. 206 542 (Qiagen)
Oligonukleotidy (Generi Biotech s.r.0.)

Provedeni zkousky
Izolace DNA
[zolace DNA ze vzorku tepeln¢ opracované (konzervované) rybi svaloviny se provadi pomoci

komeréniho kitu — DNeasy mericon Food Kitu (Qiagen) dle ndvodu vyrobce:
1. Do 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavky se navazi 200 + 2 mg vzorku rybi svaloviny, prida se
5 az 10 sklenénych kuli¢ek o priméru 2,5 mm, 1,5 ml Food Lysis Bufferu a 10 pl roztoku

Proteinasy K. Smés se zhomogenizuje pomoci ptistroje Mini Beadbeater nebo MagNA Lyser.

2. Smés se zahieje na teplotu 60 °C po dobu 30 min a nésledné se ochladi ve vodni lazni

s kousky ledu po dobu 15 min.

3. Smés se centrifuguje 5 min pii rychlosti 2 500 g.



4. Do 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavky se napipetuje 500 pl chloroformu a pfida se 700 pl
Cirého supernatantu. Smés se vortexuje po dobu 15 sec a centrifuguje se 15 min pfi rychlosti

14000 g.

5. Do dalsi 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavky se napipetuje 350 ul Bufferu PB, pfida se

350 ul horniho ¢irého roztoku z kroku 4, a smés se promycha pomoci vortexu.

6. Smés zkroku 5 se pieleje do QlAquick kolonky umisténé v 2 ml mikrocentrifugaéni

zkumavce a centrifuguje se 1 min pfi rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovany roztok se vyleje.

7. Piid4 se 500 pl Bufferu AW2 do QIAquick kolonky umisténé v 2 ml mikrocentrifugacni
zkumavce a centrifuguje se 1 min pfi rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovany roztok se vyleje.
QIAquick kolonka umisténd v 2 ml mikrocentrifugaéni zkumavce se centrifuguje 1 min pfi

rychlosti 18 000 g.

8. QIAquick kolonka se premisti do 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, a na stfed kolonky
se napipetuje 100 pl Bufferu EB. QIAquick kolonka se necha inkubovat pfi laboratornf teploté
(15 - 25 °C) po dobu 1 min, a centrifuguje se 1 min p¥i rychlosti 18 000 g. Ziskany roztok se
pouzije pro amplifikaci DNA.

Amplifikace DNA
Amplifikace se provede v 10 pl reakéni smési obsahujici 5 ul HRM PCR Master Mixu, 1 pl

roztoku primerti (o koncentraci 7 pM kazdého primeru), 2 ul H20 a 2 ul vzorku.

Amplifikaci se provadi s ndsledujicim programem:

Uvodni aktivace 95°C 5 minut
Denaturace 40 cykld 95°C 10s
Annealing 55°C 30s
Extenze 72°C 10s
HRM 70-90°C 1s

Ramp rate: 0,02°C/s




25 acquisitions per second

Cooling 40°C Ts

II1. Srovnani ,novosti postupi‘ oproti puvodni metodice, pripadné jejich zdivodnéni,
pokud se bude jednat o novou metodiku (§ 2, odst. 1, pism. b) a pism. ¢) zakona ¢. 130/2002
Sh.).

Pro stanoveni tuiiakil v tepelné opracovanych vyrobceich bylo popsdno nékolik metod, napf.
PCR-RFLP (Lin W. F. and Hwang D. F., 2007), PCR-ELISA (Santaclara et al., 2015) a real-
time PCR (Liuetal., 2016; Bojolly et al., 2017). Metoda PCR HRM pro stanoveni tunidki dosud
nebyla publikovéna.

Metoda PCR HRM pro stanoveni tuidka zlutoploutvého pripravend na pracovisti VUVel je
nova v tom, Ze byla navrzena pro co nejveétsi druhové specifické stanoveni s vyuZitim viech
souCasnych znalosti sekvenci DNA tunidkovitych ryb. Pro navrzeni primerd byly vyuzity
mitochondridlni sekvence, které jsou nejvice variabilni mezi pifbuznymi druhy tufidkd, a
zdrovefi nejsou variabilni v rdmei druhu. Pouziti DNA sekvenci s témito vlastnostmi je hlavni
rozdilem proti metodam uvedenym vyse. Metoda byla dale navrzena tak, aby byla vhodnd pro

stanoven{ sekvenci DNA ve vysoce tepelné opracovanych vyrobcich.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky, informace pro koho je uréena a jakym

zptischem bude uplatnéna.

Metodika bude uplatnéna organy stétni spravy (SVS CR) prostiednictvim akreditované
laboratofe ,,Centrum laboratofi — Laboratol pro detekci falSovani potravin a krmiv na
Vyzkumném ustavu veterinarniho lékafstvi, v.v.i. Brno, jako prostfedek pro monitorovani
¢eského trhu a odhalovani klamavého jednani vyrobe( i zpracovatelt z hlediska mozné zémény
druhl a nespravné deklarace druht tunidkii na obalech vyrobki. Bude zajist'ovano vysetieni

vzorkd jak pro statni dozorové organy, tak 1 pro odbornou a laickou spotfebitelskou vefejnost.



V. Ekonomické aspekty — odhad nakladi (v tis. K&) na zavedeni postupt uvedenych

v metodice a odhad ekonomického piinosu (v tis. K¢) pro uZivatele.

Néklady na zavedeni postupti jsou odhadovany na ptiblizné 30 000 K¢, a zahrnuji piedevsim
prostfedky na nakup izolaéniho a amplifikacéniho kitu, amplifikacnich desticek a Spicek.
Kvalifikovany odhad je vySetfeni 40 az 60 vzorki ro¢né, coz pri cené vySetfeni 1 850 K¢ plus

DPH za jeden vzorek umozni zisk 74 000 az 111 000 K& plus DPH.
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