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1. CiL METODIKY

Dil¢im cilem projektu QK1910231 podporovaného Ministerstvem zemédélstvi Ceské
republiky bylo vyvinout metodu umoziujici autentizaci komeréné vyznamnych druht ryb
pomoci analyzy DNA. Pfedkladana metodika je zaméfena na moznost detekce a identifikace
DNA makrely obecné (Scomber scombrus), ktera se na Ceském trhu vyskytuje predevsim
tepelné opracovana nebo v podobé rybich vyrobkil a je tak snadno falSovanou komoditou.
Navrzena metodika je zaloZzena na metodé polymerazové fetézové reakce (PCR), ktera
umoznuje detekci kratkych tisekit DNA specifickych pro vybrany zivoc¢isny druh.

Vypracovana metodika bude dale piedana pracovnikiim Statniho veterindrniho ustavu
(SVU), pro mozné vyuziti tohoto laboratorniho postupu pii posuzovani autenticity makrely

obecné a jejiho zastoupeni v rybich vyrobcich.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 SOUCASNY STAV SLEDOVANE PROBLEMATIKY

Makrela obecna (Scomber scombrus) je hospodaisky vyznamny rybi druh. Spotiebiteli
je makrela cenéna predev§im pro obsah vysoce kvalitnich bilkovin a polynenasycenych
mastnych kyselin, které mohou sniZovat riziko srde¢nich onemocnéni [1-3]. Diky svym
nutricnim vlastnostem a chuti, ale i snadnému rybolovu diky jejich migraci k biehtim
ve velkych hejnech, je tak jednou z nejvice konzumovanych ryb svéta.

V Ceské republice je nejéastéji prodavana makrela obecnd uzena nebo zpracovéna
do rybich produkti, jako jsou konzervy ¢i pomazanky. V takovych piipadech obvykle neni
mozné identifikovat pouzity druh na zakladé morfologickych znakt a tyto potraviny tak ¢asto
podléhaji falSovani, jako je zadména rybich druht nebo nizs$i obsah rybi svaloviny, nez je
deklarovano na obalu [4,5]. Riziko falSovani se zvySuje také se vzriistajici celosvétovou
spotfebou ryb a zvySujicimi se ndklady pro vyrobu danych produkta [5-7].

Podle udaji FAO doséahl odlov makrely obecné v roce 2020 1.049.000 tun zivé vahy
[7,8], coz odpovida zhruba 1 % z celkového odlovu motiskych ryb, a poptavka na trhu
kazdoroéné roste. Do vyrobkii prodavanych v Ceské republice se tak kromé makrely obecné
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bézn¢ pouziva | makrela japonska (Scomber japonicus), kterd je povaZovana za
nejrozsifenéjsi druh makrel [9], pfipadné makrela atlantska (Scomber colias).

Makrela atlantska se, spolecné s makrelou obecnou, pfirozené hojné vyskytuje
v severnim Atlantském oceanu. Zameéna téchto dvou druhi je tak velmi snadnd a néklady na
dopravu ryb ke spotiebiteli se tak ptili§ nelisi. Naopak makrelu japonskou je nutné do Evropy
dovazet z oblasti Tichého oceanu (Obr. 1). Cena za kilogram se tak v tomto piipadé muze
zvysit V zavislosti na doprave; zaroven je tento piistup méné ekologicky. I pfes tento fakt je
vSak makrela obecna stale nejdrazsim prodavanym druhem z vyse uvedenych makrel [10].

Jako makrela v8ak byvaji oznaovany i druhy, které nepatii do rodu Scomber. Piikladem
muze byt makrela kralovska (Scombreromorus cavalla), makrela dvoupasa (Grammatorycnus
bilineatus) ¢i makrela Solandrova (Acantocybium solandri). V ptipadé¢ krmiv je bézné
oznaceni zastoupené¢ho druhu ryby pouze ¢eskym rodovym jménem , makrela®, coz mize

snadno uvést pro spotiebitele v omyl.

S. 'japoniAcus.r =

iy
1
=

Obr. 1: Prirozeny vyskyt makrely obecné, japonské a atlantské (Wwww.fishbase.se;

https://mapper.obis.org/)



Z vyse uvedenych divoda je vhodné mit k dispozici metodu, ktera umozni rychlé
analyzy ryb a rybich vyrobk a zhodnoceni jejich autenticity. Jako velmi perspektivni
a efektivni metoda pro odliSeni rybich druhti z Celedi Scombridae se jevi polymerazova
fetézovd reakce (PCR) umoziujici detekci specifickych usekti DNA i ve zpracovanych
produktech.

Dosud byla publikovana metoda pro simultanni detekci makrely obecné a kranase
obecného (Trachurus trachurus) svyuzitim real-time PCR s TagMan sondou [11], coz
neumoznuje jednoznacnou identifikaci a kvantifikaci DNA makrely obecné. Oba
amplifikované druhy bylo mozné odlisit pomoci nasledné analyzy kiivek tani amplikonti, diky
cemuz lze spolehlivé ovéfit autenticitu makrely obecné, nikoliv vSak jeji kvantitativni
zastoupeni [11].

Metodu identifikace makrely obecné s vyuzitim real-time PCR publikoval také Velasco,
et al. [12], avSak dle uvedenych vysledkii nejsou navrzené primery zcela specifické pro
detekovany druh. Kromé& makrely obecné byla amplifikovana také DNA S. colias
(Ct 37,2+1,8), S. japonicus (Ct 33,2+0,7) a S. australasicus (Ct 29,5+1,7) a 7 dalsich druht.
Ackoliv doslo k amplifikaci s vyznamné nizsi ¢innosti nez u makrely obecné (Ct 15,3+0,5),
shledavame toto jako mozné riziko, nebot’ s vy$si koncentraci DNA v analyzovaném vzorku
by mohlo dojit i k posunu Ct a vyhodnoceni vzorku falesné pozitivné. Kromé toho dochazelo
k amplifikaci mitochondrialni DNA (gen cytb), jejiz presna kvantifikace muze byt v disledku
rozdilnych poctt kopii ve svaloving, na rozdil od jadernych genti, obtizna.

Ptedklddand metodika si tak kladla za cil navrhnout metodiku, kterd bude za danych
podminek spolehlivé identifikovat DNA makrely obecné. Dalsi vyhodou je vyuziti
parvalbuminového genu jako detekovaného cile, jelikoZ se jednd o genomovy marker. Jeho
detekce navic poskytuje informaci o pfitomnosti nejvyznamnéjSiho alergenu ryb,
parvalbuminu. Diky tomu muize metodika poskytnout nejen kontrolu z hlediska finan¢nich

a ekologickych aspektil, ale mize pfispét i k vyznamné ochrané zdravi spotiebitele.

2.2 PrINCIP METODY PCR

Metoda PCR je zaloZena na zmnoZeni (amplifikaci) kratkych tsekit DNA specifickych pro
vybrany druh a jeho nasledné detekci na agar6zovém gelu, kde dochézi k rozdé€leni vzniklych

amplikonll na zdklad€ jejich délky, ¢i zaznamem fluorescencniho signalu v redlném Ccase,



ktery umoziuje monitoring reakce jiz v jejim pribéhu. PCR s fluorescencni detekci v redlném

case (qPCR) je docileno ptfidanim fluoroforu do reakéni smeési. Naméiena hodnota

fluorescence umoziuje navic kvantitativni analyzu pocatecniho mnozstvi DNA ve vzorku.

2.3 CHEMIKALIE A SPOTREBNI MATERIAL

Pro piipravu roztokli, PCR reak¢ni smési a elektroforetickou detekci amplikont byly

pouzity nasledujici chemikalie v kvalité pro analyzu':

Bio-Rad Laboratories Inc., USA: Agardoza pro molekularni biologii

Applied Biosystems, USA: 2x Power SYBR Green Master Mix

Generi Biotech, CZE: Primery

Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.0, CZE: Midori Green Advance DNA Stain
Eppendorf AG, DEU: 5X TBE pufr

New England Biolabs, Inc.,, USA: Standardy pro elektroforézu - Lambda
DNA/HindIll Marker, 50 bp DNA Ladder, 100 bp DNA Ladder

Penta, CZE: Chlorid sodny p. a., ethanol (96%), isopropanol p. a., chloroform p. a.
Promega Corporation, USA: voda zbavena nukleas (Nuclease Free Water - NFW)
Sigma - Aldrich, USA: Ethylendiamintetraoctova  kyselina  (EDTA)
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), proteinasa K (Tritirachium album),
ribonukleasa A (hovézi pankreas), Tris-HCI p. a.

Poucité roztoky a pufry
e 5x TBE pufr (45mM Tris-borat; ImM EDTA,; pH 8,3)

I1x TBE bylo pfipraveno nafedénim 200 ml zasobniho roztoku (5x TBE) 800 ml

destilované vody.

e CTAB extrakéni pufr (20 g1* CTAB; 1,4M NaCl; 100mM Tris; 20mM EDTA; pH

upraveno na 8,0)

10 g CTAB; 40,9 g NaCl; 6,05 g Tris a 3,725 g EDTA bylo rozpusténo v 250 ml
sterilni destilované vody. Objem byl doplnén do 500 ml, pH roztoku bylo upraveno

na 8,0. Pufr byl néasledné sterilovan v autoklavu pii teploté 121 °C, 20 minut.

! Validace byla provedena s chemikaliemi uvedeného pivodu; lze viak pouzit i jiného dodavatele za
predpokladu, ze kvalita bude odpovidajici.



CTAB precipitaéni roztok (5 g1 CTAB; 40mM NaCl; pH upraveno na 8,0)
2,5 g CTAB a 1,25 g NaCl bylo rozpusténo v 250 ml sterilni destilované vody.
Celkovy objem byl doplnén vodou do 500 ml, pH roztoku bylo upraveno na 8,0.
Roztok byl sterilovan v autoklavu pii teploté 121 °C, 20 minut.

1,2M NacCl
7 g NaCl bylo doplnéno destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl poté sterilovan
v autoklavu pfi teploté 121 °C, 20 minut.

Ethanol - roztok 70% (v/v)
70 ml abs. ethanolu bylo smichano s 30 ml sterilni destilované vody.

Proteinasa K (20 mg-ml™)
K 20 mg proteinasy K (EC 3.1.27.5) byl piidan 1 ml NFW. Aktivita proteinasy K
udavana vyrobcem byla min. 8 DMC-U na mg. Roztok byl skladovan pfi teplotach
od —18 do -25 °C.

Ribonukleasa A (10 mg-ml™)
K 10 mg ribonukleasy A (EC 3.1.27.5) byl pfidan 1 ml NFW vody. Roztok byl
skladovan pfi teplotach od —18 do —25 °C.

Material:

e Bézné laboratorni sklo a plast pouzivany pro PCR a gPCR

2.4 PRISTROJE A ZARIZENi

Pro praci v laboratofi a zajisténi spradvného pribéhu PCR analyzy byly pouzity tyto pfistroje

a zafizeni’:

Analytické vahy Scaletec, JAR

Autoklav VX-55 Systec, DEU

Box s laminarnim proudénim vzduchu Azbil Telstar Technologies, ESP
Centrifuga Eppendorf MiniSpin Eppendorf, DEU

Centrifuga my Fuge Mini, Plate Fuge Benchmark Scientific, USA

? Piistroje a zatizeni uvedenych dodavateli byly pouzity pii vyvoji a validaci této metody, lze ale pouZit
polozky od alternativnich dodavateld, pokud jsou pro dany ucel vhodné. Vhodnost musi byt
dokumentovana pfi implementaci metody v konkrétnich podminkach
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Fotodokumentac¢ni systém C200
Homogenizator (mixér R-595)
Horizontalni elektroforéza MBE-150
Lednice (2-6 °C)

Mikrovinna trouba

Mrazici box (-20°C)

Fluorometr Quantus

pH metr EDGE

Pipety

Spektrofotometr NanoDrop One
Termocyklér s fluorescenénim detektorem
Vortex Yellowline TTS 2

Vyhtevny blok Thermomixer comfort

Zatizeni na pfipravu destilované vody

2.5 PRACOVNI POSTUP

2.5.1 Schematické zndzornéni metodiky

Analyza DNA potravin je obvykle sloZena z téchto navazujicich krokia: I) odbér
a piiprava vzorku; II) homogenizace a vazeni laboratorniho vzorku; Il1) izolace DNA; V)
odhad kvality a kvantity DNA, fedéni na pozadovanou koncentraci; V) analyza DNA pomoci
vybrané molekularné-biologické metody (napt. PCR, LAMP aj.) a VI) vyhodnoceni rozboru
vzorku (detekce a konfirmace amplikonl). V predkladané certifikované metodice bylo

ovéfeno pouziti PCR s fluorescen¢ni detekei v realném case (QPCR); mozné je vyuzit i PCR

Azure biosystems, USA
Rohnson, CZE

Major Science., USA
Liebherr Premium, DEU
ETA, CZE

Liebherr Comfort, DEU
Promega Corporation, USA
HANNA® instruments, CZE
Eppendorf AG, DEU
Thermo Scientific, USA
Applied Biosystems, USA
IKA-Works, INS., USA
Eppendorf, DEU

Labor Komplet, CZE

Vv tradi¢nim uspotadani, tj. s kone¢nou detekci produktu na agar6zovém gelu.



Analyza vzorku prostfednictvim PCR je znazornéna ve Schématu 1.

| Vybér a optimalizace protokolu izolace DNA | Aplikacni faze: analyza komerénich vyrobka

S . l | Odbér a pfiprava vzorku |
Vyvoj a optimalizace metody PCR

| Bioinformaticka faze (in silico analyza, navrh specifickych primer) ‘ | lzolace DNA |

Optimalizace reakénich podminek
(teplota nasedéni primerd, sloeni reakéni smési aj.) | Ovéfeni kvality a kvantity DNA |

Ovéreni specifity navriené metody na sirokém panelu Zivocisnych | PCR |
i rostlinnych druht ;
| Vyhodnoceni robustnosti, LOD, LOQ metody | | Vyhodnoceni |

| Aplikacni faze: analyza komerénich vyrobkd ‘I:Jj

Schéma 1: Znazornéni pracovniho postupu DNA analyzy ryb a rybich vyrobkl s vyuzitim
metody PCR

2.5.2 Homogenizace a izolace DNA ze vzorkii

Reprezentativni  vzorek rybi svaloviny je homogenizovan Vv laboratornim
homogenizatoru (mlynek), pfipadné ty¢ovym mixérem. Mlynek je pted a po homogenizaci
vzorku umyt vodou, poté 1% roztokem Sava a 70% roztokem ethanolu. Homogenizované
vzorky jsou navazeny po 200 mg do mikrozkumavek o objemu 2 ml. Takto pfipravené vzorky
jsou uchovavany v mrazicim boxu (-20 °C) az do dalsiho kroku analyzy (izolace DNA).

DNA je ze vzorki rybi svaloviny extrahovana za vyuziti detergentu
cetyltrimethylamoniumbromid - CTAB (vystup projektu NAZV QK1910231; kod vysledku:
QK1910231-V3). Ke 200 mg homogenizovaného vzorku je pifidano 650 pl CTAB
extrakéniho pufru pfedem zahtatého na teplotu 65 °C a 50 mg sklenénych kuli¢ek. Smés je
vortexovana 1 min (dezintegrace tkdni) a nasledn¢ inkubovéna 30 min pii teploté 65 °C za
stalého michani (lyze bungk). Ptiizolaci DNA mize byt pted prvni inkubaci ptidano 10 pl
ribonukleasy A o koncentraci 10 mg-ml™. Po inkubaci je do reakéni smési piidano 10 pl
proteinasy K o koncentraci 20 mg-ml'l. Mikrozkumavka je jemné promichéna a smeés je
znovu inkubovana po dobu 30 min pfi teploté 65 °C. Nasleduje centrifugace pii 12000 g po
dobu 10 min. Poté je pievedeno 650 ul supernatantu do nové mikrozkumavky, do které je

pfedem napipetovano 650 ul chloroformu. Dvoufazova smés je dikladné protiepana, aby
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doslo k prevedeni hydrofobnich latek do chloroformové faze. Nasleduje 15 min centrifugace
pti 12000 g. Po separaci je pievedeno 630 ul supernatantu do nové mikrozkumavky, kam bylo
pfidano 1260 ul CTAB precipitacniho roztoku laboratorni teploty. Nésleduje promichéni
pipetovanim a 60 min inkubace pfi laboratorni teploté, béhem niz dochazi k precipitaci DNA.
Po inkubaci je smés centrifugovana 15 min pii 12000 g. Supernatant je vylit (zbytky
supernatantu odsat pipetou) a ziskany precipitat je rozpustén v 350 ul 1,2M NaCl. Do
mikrozkumavky je piidano 350 ul chloroformu, roztok je dikladné protfepan a centrifugovan
po dobu 10 min pii 12000 g. 300 pl horni vodni faze obsahujici nukleové kyseliny je
pfevedena do nové mikrozkumavky, do které bylo dodano také 0,6 objemu (180 pul)
isopropanolu. Ten umozni druhou fazi precipitace DNA. Poté nasleduje 20 min inkubace pfi
laboratorni teploté a centrifugace 15 min pii 12000 g. Nasledné je odstranén supernatant;
vznikla peleta je promyta v 500 ul 70% ethanolu (piecisténi DNA). Mikrozkumavka je
promichéana a nasledné¢ centrifugovana 10 min pfi 12000 g. Peleta je vysusena a poté
resuspendovana v 50 ul NFW. Kratkodobé uchovavani izolované DNA probiha pii teploté

2 az 8 °C (maximalné 1 meésic), dlouhodobé skladovani pii - 18 °C az -25 °C.

2.5.3 Kuvalitativni a kvantitativni stanoveni izolované DNA

Kontrola integrity a Cistoty izolované DNA ze vzorku je provadéna pomoci horizontalni

agarozové elektroforézy; kvantita izolované DNA je stanovovana fluorimetricky.

2.5.3.1 Stanoveni kvality izolované DNA pomoci horizontalni agarozové elektroforézy

K separaci je pouzit 1% agardzovy gel v prostiedi TBE pufru (1x). Ke zviditelnéni
nukleovych kyselin (NK) bylo k agar6zové suspenzi pfidano interkalac¢ni ¢inidlo Midori
Green. Na gel je naneseno 10 pl izolatu smichaného s 2 pl nanaseciho barviva (Blue/Orange
Loading Dye, 6x). Pro porovnani velikosti izolovanych nukleovych kyselin je pouzit zebii¢ek
délek fragmentd tzv. marker (Lambda DNA/Hindlll) o objemu 5 pl. Kvizualizaci
interkalovaného ¢inidla Midori Green je vyuzito UV zafeni a dokumentace je provedena
pomoci digitalniho fotodokumentacniho pfistroje. Pii elektroforéze se separuji molekuly NK
na zéklad¢ své délky a konformace. V 1% agar6zovém gelu je nedegradovand genomova

DNA eukaryotnich organismu viditelna jako ostry pruh (band) délky vétsi nez 23 kbp; RNA
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se pak zobrazuje jako dva bandy (28S:18S v poméru ptiblizné€ 2:1) obvykle krat$i nez 6 kbp.
Degradace NK se zobrazi jako tzv. smir, kdy dojde k poruseni ostrych bandi.

2.5.3.2 Fluorimetrické stanoveni kvantity DNA

Fluorimetrické stanoveni koncentrace DNA Vv izolatu je odvozeno z Lambert-Beerova

zékona. Vztah pro vypocet koncentrace vyjadiuje rovnice (1):

Ir=1Ip* Qf* (1-107e*cx) rovnice (1) ,

kde It znadi intenzitu fluorescence a Ip ptivodni intenzitu fluorescence, Qs kvantovy vytézek
fluorescence, ¢ absorpéni koeficient, ¢ koncentraci a 1 délku kyvety.

Pro kazdou latku jsou charakteristické dvé vlnové délky — excitani a emisni, diky
¢emuz lze fluorimetrii vyuzit pro stanoveni koncentrace métené latky i v komplexnich

smeésich. Oproti Casto pouzivané spektrofotometrii je tak fluorimetrie selektivnéjsi metodou.

V piedkladané metodice bylo méfeni koncentrace DNA provedeno s vyuzitim
fluorimetru Quantus (Promega, USA) a kitu QuantiFluor® dsDNA Systém (kat. ¢. E2671).
Postupovano bylo dle pokyni vyrobce.

254 PCR analyza

Sekvence primert (Tab. 1) byly navrzeny pti vypracovavani metodiky; pouze sekvence
primeru Mac_R je pievzata z publikace Prado, Boix and von Holst [11]. Slozeni reakéni
smési (Tab. Il) a teplotni rezim reakce (Tab. Ill) byly optimalizovany pro qPCR; vzniklé
amplikony jsou analyzovany a identifikovany prostfednictvim kiivek tani. Teplota tani
vzniklych amplikont je uvedena v Tab. I. Ovétena byla i moznost elektroforetického odliseni
amplikonli pro pifipadné pouziti klasické PCR analyzy zakonfené detekci amplikon na
agarozovém gelu.

Celkovy objem jedné reakce je 25 ul, kdy doporucena koncentrace pridivané DNA do
reakce je 6,25 az 50 ngul™. Spoleéné s analyzovanymi vzorky jsou vzdy provadény i kontrolni

reakce: 1) pozitivni kontrola - zahrnuje ptidavek cilové DNA, Il) negativni kontrolni -

ptidavek jiné nez cilové DNA, IlI) beztemplatova reakce - misto DNA je piidavek NFW,
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Tab. I: Sekvence pouzitych primert

Délka Teplota

Druh Oznadeni Sekvence primeru (5-3) PCR tani Amplifiko-
ryb primeru P produktu | produktu | vany usek
(bp) (°C)

MO F AGACCATGTCGTCTTTAGATTTGT
Scomber — 113 71,3+0,2

scombrus | Mo R GCTGTATAGGTGATAGGACAGA Gen
_ Koduiici
Mac E CTGTGCGATCATGTTGCATA bdujict
Scomber — 174-177 | 84.6+0.07 parvalbumin
spp. Mac R GCTGTCACCGGCCTTGAG o

Tab. I1: SloZeni reakéni smési pro qPCR

Slozky reakéni smési (RS) Koncentrace z:oisobnich Finalni koncentrace Objem v RS
roztoki v RS
Power SYBR Green Master Mix 2X 1x 12,5 ul
MO_F primer 20 uM 0,16 uM 0,2 ul
MO_R primer 20 uM 0,16 uM 0,2 ul
Mac_F primer 20 uM 0,16 uM 0,2 ul
Mac_R primer 20 uM 0,16 uM 0,2 ul
Voda zbavena nukleas (NFW) - - 9,7
DNA 25 ngul™ 50 ngul™ 2 ul
Celkem - - 25 ul
Tab. I11: Teplotni cyklus gPCR s analyzou kiivek tani
Teplotni cyklus Pocet cyklii: Teplota: Cas:
Pocate¢ni denaturace 1x 95 °C 10 min
Denaturace templatu 40x 95 °C 15s
Nasednuti primerd a elongace 60 °C 60 s
95 °C 15s
Kfivka tani 1x 60 °C 60 s
95°C 15s

2.5.4.1 Detekce a konfirmace amplikonii po gPCR

PCR analyza s fluorescencni detekci v redlném case (QPCR) je zaloZena na méfeni
fluorescence emitované fluorescenénim substratem, ktery je soucasti reakéni smési.

V pribéhu kazdého cyklu je, stejné jako pii klasické polymerdzové reakci, dvouvldknova
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DNA (dsDNA) nejdiive denaturovana, ¢imz dojde k odd¢leni jednotlivych vldken. Poté
dochazi k nasednuti primerti a syntéze nového vlakna DNA polymerasou. Do dsDNA se
vmezeii interkalacni barvivo (napf. SYBR Green, Eva Green) a dochazi tak Kk nartstu
fluorescence, ktera je snimana detektorem po kazdém reakénim cyklu. Se zvySujicim se
poctem kopii amplifikovaného useku dochazi k nartistu fluorescencniho signalu. Vysledkem
je amplifika¢ni kiivka zavislosti fluorescence nareakénim cyklu (Obr. 2). Hladina
fluorescence substratu navazaného na DNA odrazi mnozstvi ptitomné DNA, a tedy i mnozstvi
templatové DNA v analyzovaném vzorku.

Fluorescen¢ni méfeni jsou provadéna na cykleru s fluorescencni detekci, napt. StepOne
Plus (Applied Biosystems, USA). Po skon¢eni PCR jsou data analyzovana pomoci vhodného
softwaru (napf. StepOne software™, Applied Biosystem). Jako pozitivni jsou vyhodnoceny
vzorky, u kterych dochazi k nartstu fluorescence nad prahovy detekéni cyklus (angl.
threshold cycle, Ct) a piekroé¢i tak definovanou zakladni hodnotu detekce (pozadi

fluorescence). Odhad Ct je znazornén na Obr. 2.

1
< ]
a O.7S—~
@ -
Q -
S 4
g 0.5+
8 4
9 ]
o s Ct
“ 0.25-
] - - Pozadi fluorescence (baseline)
011:1[ulrrluirr||r||[1r
10 20 30 40
Pocet cyklG

Obr. 2: Stanoveni prahového detekéniho cyklu (threshold cycle, Ct) v qPCR

Jelikoz je interkalace fluorescenc¢niho barviva do dsDNA nespecificka (vaze se i do
necilové DNA), vyuziva se ¢asto pro vyhodnoceni amplifikace analyza kiivek tani (Obr. 3),
pripadné je mozné ovéfit velikost pozadovanych produktti na 2% agarézovém gelu obdobné

jako u klasické PCR.
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Obr. 3: Analyza derivovanych kfivek tani - stanoveni teploty tani (Tm) PCR produktu

2.6 ANALYZA DAT

Analyza qPCR dat je zalozena na vyhodnoceni amplifika¢nich krivek zavislosti
fluorescence na amplifika¢nim cyklu (Obr. 2; Obr. ). Pokud hodnota fluorescence vzorku
piekro¢i hodnotu fluorescence zakladny (angl. baseline), je amplifikace vyhodnocena
pozitivn¢ a vzorek tedy obsahuje stanovovany cilovy usek. V ptipadé€, ze vzorek cilovy tsek
neobsahuje nebo je jeho obsah ve vzorku nizsi nez detekéni limit pouzité metody, naméfena

hodnota fluorescence neptekro¢i hodnotu fluorescence zakladny (Obr. ).

Amplification Plot
0.70 1

0,65 4 E———
0.60 1
0551
0.50 1

il Pozitivni vzorek
0.40 1
= 035
% 0,301
0.25 4
0,201
0.154
0.10] Negativni vzorek
0,051 .
000 — ——— Baseline
0051 , ;
2 8 10 12 1 1 18 2 2 2 2 2 X » ) x k] «
Cycle

Obr. 4: Vyhodnoceni qPCR amplifikacnich kiivek

Vysledek analyzy lze ovéfit také elektroforeticky, kdy je ke zpracovani a interpretaci

vysledkt pouzita horizontalni agar6zova elektroforéza. Na vysledném elektroforeogramu je
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vyhodnocena pfitomnost a délka produkti (odhad na zakladé¢ porovnani se standardem

o znamé délce). Oc¢ekavané délky produktu jsou uvedeny v Tab. I.

V piipad¢€ pozitivity negativni ¢i beztemplatové kontroly nebo negativity pozitivnich kontrol
je nutné analyzu opakovat. Pro vyhodnoceni jsou pouzivany minimalné dvé nezavislé analyzy

(paralely) zahrnujici izolaci 1 PCR amplifikaci vzorku.

2.7 PRACOVNI CHARAKTERISTIKY METODY

2.7.1 VytéZinost izolace DNA

Kvalita templatové DNA, konkrétné Cistota a/nebo degradace, mize ovlivnit ¢innost
PCR. Proto je nutné¢ optimalizovat metodu izolace DNA ptedevS§im pro analyzu rybich
vyrobki, které mohou obsahovat latky inhibujici amplifikaci DNA a ovlivnit tak vysledek
PCR analyzy. Dal$im rizikem u opracovanych vyrobku je poskozeni (degradace) DNA, které
muize vést k snizeni poc¢tu molekul DNA vhodnych pro naslednou analyzu. K degradaci DNA
muze dojit napiiklad vlivem mechanického posSkozeni, ptisobenim vyssich teplot ¢i nizkého
pH [13]. DileZitym faktorem pro spravny pribéh PCR analyzy je tak i koncentrace ziskaného
izolatu DNA.

Pro ucely certifikované metodiky byla DNA izolovéna s vyuzitim detergentu CTAB.
obecnou, a to 10 ng-ul'l. Pro vSechny ostatni testované¢ druhy byla namétend koncentrace
vys$i. DNA izolovana z komercnich vyrobkd byla rovnéZz v koncentraci dostateéné pro
naslednou PCR analyzu. Primérné koncentrace DNA a poméry absorbanci poukazujici na
Cistotu izolatu naméfené spektrofotometricky pii vlnovych délkach 260 a 280 nm jsou
uvedené v Tab. IV (po odectu absorbance pozadi Aspg). Z uvadénych hodnot je patrné, Ze

vybrana metoda izolace DNA byla usp&$né pouZita i pro zpracovanou rybi svalovinu.
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Tab. 1V: Ukazka spektrofotometricky naméfenych hodnot absorbanci a koncentrace DNA
izolované z rybi svaloviny s vyuzitim metody CTAB

] Koncentrace [ng-pl™

Analyzované vzorky (Azs0-Aa20)! (Azgo-Aszz0) | (Azso-Aaz0)/ (Azzo-Aszo) +SD [ng-pI”]
Makrela obecna 19+0,1 20+04 124,5 + 78,8
Makrela obecna uzena 1,7+0,1 1,8+0,1 79,8 +39,9
Pelamida obecna 2,0+0,1 1,9+05 248,2 + 160,1
Losos obecny 2,0+0,0 24+0,2 302,7 £ 57,9
Tilapie nilska 19+0,1 15+0,2 71,0 + 40,6
Treska obecna 20+04 0,9+0,3 175+11,3
Slavky jedlé 1,7+0,7 1,2+0,6 781,0 +347,5
Tunak zlutoploutvy 19+0,2 1,7+0,7 228,3 + 50,3
Rybi vjrobek 1 1,7+0,1 36+03 126,7+9.5
(S.scombrus*)
Rybi vyrobek 2 1,7+0,1 33+0,6 172,14+ 59,5
(S.japonicus®*)
Rybi vyrobek 3 2,0+0,0 25+0,1 626,4 + 263,3
(S.colias*)

*druh makrely podle deklarace vyrobcem na obalu vyrobku

2.7.2  Specificita, citlivost a ucinnost PCR metody

PCR umoziuje detekovat vybrany cilovy usek DNA, specificky pro testovany zivocisny
druh ¢i jejich skupinu, diky selektivité pouzitych oligonukleotidli (primerti). Primery nasedaji
k vybranému tseku DNA genu na zékladé komplementarity bazi, proto je dulezité vénovat
velkou pozornost in silico analyze znamych nukleotidovych sekvenci a zvolit takovy usek
DNA, ktery se od necilové DNA dostatecné lisi. V predkladané metodice byly za timto
ucelem pouzity vefejné dostupné databaze, jako je NCBI ¢1 ENA. Vysledky ukazaly vysokou
specifitu navrzenych primerd MO K parvalbuminovému genu makrely obecné; ocekavana
délka amplikonu je 113 bp (Obr. 5). Primery Mac vykazuji dle databaze NCBI specifitu
k makrele obecné (produkt 177 bp) a makrele japonské (174 bp).
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A) B)

Primer pair 1 Primer pair 1

Sequence (5->3) Sequence (5->3)
Forward primer AGACCATGTCGTCTTTAGATTTGT Forward primer CTGTGCGATCATGTTGCATA
Reverse primer GCTGTATAGGTGATAGGACAGA Reverse primer GCTGTCACCGGCCTTGAG
Products on target templates Products on target templates
>FN544077.1 Scomber scombrus pvalb gene for parvalbumin beta »>FN544077.1 Scomber scombrus pvalb gene for parvalbumin beta

product length = 113

Forward primer 1  AGACCATGTCGTCTTTAGATTTGT 24 product length = 177

Forward primer 1 CTGTGCGATCATGTTGCATA 2@

Template 342 i aaas 365
Template BOO . iiieeeiiisasaaraaaa 625
Reverse primer 1 GCTGTATAGGTGATAGGACAGA 22
Template 454 i 433 Reverse primer 1 GCTGTCACCGGCCTTGAG 18
Template TBZ i 765

=EF016113.1 Scomber japonicus parvalbumin gene, complete cds

product length = 174
Forward primer 1 CTGTGCGATCATGTTGCATA 2@
Template B89 T....G...ieinninnnnnn 6838

Reverse primer 1 GCTGTCACCGGCCTTGAG 18
Template TBZ e 745

Obr. 5: Ukazka vysledka in silico analyzy navrzenych primerd MO (A) a Mac (B) v databazi
NCBI

Specifita navrzenych primeri za danych reakcnich podminek byla dale ovétena
experimentalné S DNA 26 zivocisnych druhti; konkrétné se jednalo o: makrelu obecnou,
makrelu japonskou, pelamidu obecnou, tunaka zlutoploutvého, tuiadka modroploutvého, Stiku
obecnou, kapra obecného, lososa obecného, pstruha duhového, tresku obecnou, tresku
tmavou, Stikozubce argentinského, tilapie nilské, candata obecného, motského d’asa, d’asa
cernobiichého, platyse obecného, mahi mahi, vlkouSe obecného, sivena amerického, slavku
jedlou, krevety, kachnu domaci, kur domaci, jelena, daitka. Kromé toho byla testovana také
moznost analyzy smésnych vzorkt. Za timto ucelem byly ptipraveny dvoudruhové smési, a to
ze svaloviny 1) makrely obecné a pelamidy obecné a II) makrely obecné a makrely japonské
V riznych pomérech (zastoupeni 1 az 99 hmotnostnich procent jednotlivych druhti). DNA
izolovand z pfipravenych smési byla analyzovana stejné¢ jako DNA z jednotlivych druht;
navic byla ovéfena moznost stanoveni (kvantifikace) hmotnostnich procent svaloviny ve
vzorku.

Bylo prokazano, ze primery navrzené pro makrelu obecnou (MO) amplifikuji pouze

DNA makrely obecné (Ct 21,45+0,06 pro koncentraci DNA 50 ngul™); primery Mac pak
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nasedaly dle o¢ekavani na DNA zastupct rodu Scomber (Obr. 6 a 7). Slabé amplifikovany
byly také DNA zastupci jinych rodi, avsak rozdil mezi Ct makrel (<22) a nespecifickych
produktd byl vice nez 10 cykli (Ct>35) a lze je tak povazovat za nevyznamné. Falesné
pozitivni by mohla byt vyhodnocena ktivka tani tundka zlutoploutvého a tilapie nilské, proto
je nutno vzdy zohlednit Ct amplifikacni kiivky pfi vyhodnoceni reakce.

Pomoci horizontalni agardézové elektroforézy byla ovérena velikost produktii, kterd
odpovidala ocekavanym velikostem. Zaroven tak bylo prokdzano, ze je pro prikaz

ptitomnosti DNA makrely obecné mozné vyuzit také PCR ve formatu end-point.

Amplification Plot Melt Curve

ORn

mmmmmmmmmmmmm

Obr. 6: Ukazka kiivky amplifikace (A) a kiivky tani (B) DNA makrely obecné. V uvedeném
pfikladu byla testovana DNA makrely obecné (zelené kiivky), pelamidy obecné, tunidka
zlutoploutvého, tundka modroploutvého, Stiky obecné, kapra obecného, lososa obecného,
pstruha duhového, pstruha obecného, tresky tmavé, Stikozubce argentinského, tilapie nilske,
candata obecného, moiského d’asa, dasa cCernobfichého, platyse obecného, mahi mahi,

vlkouse obecného, sivena amerického

Amplification Plot Melt Curve
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Obr. 7. Ukazka vysledki amplifikace DNA 18 druhti ryb s vyuzitim primerad Mac:
amplifika¢ni kiivky (A) a kiivky tani (B). DNA makrely obecné a makrely japonské je
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vyobrazena v khaki a zelené barvé. Pfi analyze kiivek tani poskytla fale$né pozitivni vysledky
DNA tundka Zlutoploutvého a tilapie nilské; v obou piipadech vSak byla amplifikace s Ct

vys§im nez 35 a byla by tak povazovana za negativni

Moznost pouziti navrzenych primert v duplexnim uspofadani bylo experimentdlné
ovéfeno na DNA izolované ze syrové (tepelné neopracované) i tepelné¢ upravené rybi
svaloviny. Bylo prokazano, Ze systém spolehlivé detekuje DNA makrely obecné v obou
ptipadech. Rovnéz analyza komeréné zakoupenych vyrobka (konzervy, pomazanky, uzena

makrela), kdy izolat DNA muze obsahovat inhibitory PCR, byla Gisp&Sna.

Meit Curve
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Obr. 8: Ukazka vysledki duplexni PCR s primery MO a Mac pii analyze smési svalovin
makrely obecné a makrely japonské. V piipadé€ pritomnosti makrely obecné byl detekovan pik
o teploté tani 71,3 °C (A — kiivky tani) a produkt o velikosti 113 bp (B — analyza produkti na

agarozovém gelu)

Déale byla testovana citlivost navrzenych metodik. Detekéni limit byl zjiStovan
prostfednictvim analyzy DNA izolované z jednotlivych Zivocisnych druhl i pfipravenych
smési svalovin; V obou piipadech byla z izolatu DNA pfipravena fedici fada (4x). Detekéni limit
byl pii pouziti primert MO stanoven na 0,1 ng DNA makrely obecné vreakci a 0,5 hm.%
svaloviny makrely obecné v dvoudruhové smési, pro primery Mac byly limity pro detekci DNA

makrely obecné a makrely japonské Vv reakci stejné. V piipadé smési svalovin v poméru 50:50 byl
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spolehlivé detekovan 1 ng DNA v jedné amplifika¢ni reakci. V duplexni reakci (MO a Mac

primery v jedné reakci) byly detekéni limity stejné.

2.7.3 Robustnost metody a analyza rizik

Béhem vyvoje a optimalizace metody byla ovéfena rovnéz robustnost metody.

Vysledkem byla identifikace rizik, respektive fazi pracovniho postupu, které by mohly

vyrazn¢ ovlivnit vysledek stanoveni:

1)

1)

1)

V ramci operaci pripravy vzorku pro analyzu je nutné:

a.

provést oplach rybi svaloviny z vyrobku vodou, pokud je to mozné
(odstranéni  potencidlnich inhibitorl) a tuto svalovinu duakladné

homogenizovat;

dbat na uklid pracovnich prostor, nastroji a cistotu odévu, aby nedoslo

ke kfizové kontaminaci mezi vzorky, a to po celou dobu ptipravy vzorku,

vzorky dikladné popisovat od pfijmu az po navazeni nezbytného mnozstvi

pro izolaci.

Bé&hem izolace DNA:

a. je nezbytné dukladné oznaceni vzorku, aby nedoslo k jejich zameéng;

b. lze teoretické riziko kiizové kontaminace vzorkd snizit pouzitim S$picek
s filtrem a duslednou dekontaminaci pracovnich prostor i nastroji
1% roztokem Sava a/nebo 96% ethanolem.

qPCR analyza:

a. Pred zaCatkem analyzy vzorkl je nutné izolovanou DNA dobie promichat
a nechat stocit pfi ota€kach max. 4000 x g.

b. Teoretické riziko kiizové kontaminace vzorkl lze snizit pouzitim Spicek
s filtrem a duslednou dekontaminaci pracovnich prostor i néstroji 1%
roztokem Sava a/nebo 96% ethanolem.

c. Je tfeba dodrzet uvedené reakéni podminky. Pfi pouZiti jinych reakénich

podminek, naptiklad zmény teploty nasedani primerd nebo sloZeni reak¢ni
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smesi, muze dojit k ovlivnéni specifity reakce a zmeény teploty tani
detekovaného PCR produktu (napiiklad posun Tm makrely obecné na
teplotu 76,4+0,07 °C pii pouziti reakéni smési 5x HotFire EvaGreen qPCR

MasterMix, Solis Biodyne). Pouziti jiného termocykleru je mozné.

d. Pfi hodnoceni vysledku qPCR je nutno zohlednit stanoveny mezni cyklus
(Ct) pro kazdy analyzovany vzorek. Pokud je Ct >35, vysledek je povazovan
za negativni, a to 1 v pfipadé, ze by hodnota teploty tani (Tm) odpovidala
DNA makrely obecné.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Kontrola kvality potravin je, s ohledem na zpusob jejich zpracovani, slozitym procesem.
Dnes bézné pouzivané techniky zalozené na analyze proteini jsou limitovany casto
nevratnym stupném denaturace u tepelné oSetfenych potravin. Slibnym piistupem je tak
molekularné-genetickd analyza vyuzivajici relativné stabilni biomakromolekulu DNA, ktera
je schopna renaturace pii sniZzeni teploty po tepelném oSetfeni provedeném v ramci
technologického postupu. Vyhodou analyzy DNA je také fakt, ze se jednd o molekulu
pritomnou ve vétSin€ bunck zivocisSného organismu a analyza je tak nezédvisla na typu tkané
ve vzorku. Zaroven je DNA diky své termostabilité¢ vhodnou molekulou pro analyzu tepelné
¢i mechanicky opracovanych svalovin, a tedy i komeréné prodavanych vyrobkl jako jsou
konzervy ¢i pomazanky.

Pokud je ndm znadmo, byla dosud identifikace DNA makrely obecné provadéna
s vyuzitim PCR-RFLP nebo gPCR s vyuzitim TagMan sondy, a to pfedev§im s vyuzitim
mitochondridlnich (mt) genli. Rozvoj metod detekujicich usek jaderného genu umoziuje
Vv porovnani s mtDNA provadét piesnou kvantifikaci zastoupeni cilové DNA v reakci, a tak i
stanovit mnoZstvi detekovaného organismu v analyzovaném vzorku.

Predkladand metodika komplexné zpracovava problematiku identifikace druhti makrel
s vyuzitim nového genetického markeru, useku jaderného genu pro parvalbumin. Obsahuje
popis standardizovanych metodickych a analytickych postuptt od piipravy vzorku, jeho

zpracovani, aZ po samotné vyhodnoceni analyzy. Novost postupu pak spociva v zavedeni
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vysoce efektivni metody pro jednoznacnou a rychlou autentikaci DNA makrely obecné
a zaroven nepfimy prikaz pfitomnosti vyznamného alergenu ryb — parvalbuminu.

Vyvinuta metodika pro analyzu DNA vyuziva techniku PCR s fluorescen¢ni detekci
V redlném Case prostfednictvim interkalacniho barviva SYBR Green. To umoziuje rychlou
a citlivou detekci cilové DNA, aniz by bylo potfeba dalSich vybaveni, jako je napiiklad
elektroforetickd vana, ¢i chemikalie nebo enzymy, jako je tomu naptiklad pii vyuziti
restrikéniho §tépeni PCR produktu (metoda PCR-RFLP). Zaroven se jedna o metodu levngjsi
v porovnani s qPCR vyuzivajici fluorescencni sondy, robustni a vysoce specifickou. Kromé
toho je nepochybné vyhodou snadné provedeni reakce.

Vyvoj duplexni reakce umoziujici prukaz pfitomnosti DNA makrel a zaroven
identifikaci DNA makrely obecné umoznuje autentizaci vice zivoc¢isnych druhd v jedné

reakei, a tak 1 urychluje a zleviiuje analyzu vzorku.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené analytické metody, ktera je zalozena
na principu PCR, jsou vhodné pro ziskani rychlé informace o piitomnosti DNA makrely
obecné ve vzorku.

Metodika byla vyvinuta pro ucely projektu MZe ¢. QK1910231 ,,Nové pristupy
k prikazu falSovani rybiho masa pomoci genomové DNA“. Aplikace metody v ramci
tohoto projektu vyznamné pfisp&je k odliseni makrely obecné od jinych druhi ryb, coz byva
obtizné hlavné v ptipad¢ analyz rybich vyrobk v disledku zpracovani svaloviny.

Smluvnim uZivatelem metodiky je Statni veterinarni Gstav (SVU), ktery je moderni
veterinarni laboratofi nabizejici kompletni paletu diagnostickych a preventivnich vySetfeni
V oblasti zdravi zvifat a vySetfovani potravin, surovin, krmiv, stért, kosmetickych vyrobki,
bioodpadii, ovzdusi a prostiedi véetné stanoveni cizorodych a ptidatnych latek.

Metoda miize byt vyuZita i pro rutinni analyzy napi. V kontrolnich laboratofich.
Uvedenou metodiku je vzhledem k jednoduchosti a rychlosti postupu také mozné aplikovat

v dalsich statnich i soukromych laboratotich a vyzkumnych centrech.
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5. EKONOMICKE ASPEKTY

Predkladana certifikovana metodika byla vypracovdna V ramci projektu QK1910231.
Vysledky metodiky umoziuji ovéfovani pravosti makrely obecné, coz muze slouzit nejen ke
kontrole trhu, ale také ochran¢ Zivotniho prostiedi a biodiverzity. V souladu s doporuc¢enim
Rady vlady pro vyzkum jsou poznatky, které metodika pfinasi, poskytovany vSem
opravnénym osobam zdarma.

Ekonomické efektivnost vyuziti dané metodiky se projevuje zejména pii potiebé
hodnoceni autenticity rybich vyrobku se zaméfenim na makrelu obecnou. Diky navrzenym
PCR metodikam je mozné provadét rychly screening velkého poc¢tu vzorki. PCR metoda je
relativné rychla (analyza DNA trva piiblizné 1 h) a v porovnani s jinymi metodami b&ézné
pouzivanymi pro autentizaci potravin, napiiklad chromatografické ¢i imunologické pfistupy,
je mén¢ finanéné nakladna. Pofizovaci cena termocykleru pro real-time PCR se pohybuje
ptiblizné od 270 tisic K¢ vyse (termocykler bez fluorescenéni detekce jiz od 70 tisic K¢),
zatimco hmotnostni spektrometr stoji obvykle vice nez milion. Také cena za reakci, zahrnujici
jednoduchou piipravu  vzorkl, vychazi vpiipadé qPCR mnohem niz§i nez
u chromatografickych metod (pfiblizn¢ 3000 K¢ na vzorek). Cena za reakci se li$i na zdkladé
pouzitych chemikalii; v pfipadé qPCR analyzy dle predkladané metodiky se jedna ptiblizné
0 1000 K¢ za vzorek. Uspora na analyzu 1 vzorku s vyuzitim PCR metody je tak v porovnani
s chromatografickymi technikami pfiblizn¢ 2000 K¢; pokud by bylo analyzovano 500 vzorka
za rok, mohla by tak byt ro¢ni Gspora nakladi na analyzu souboru vzorkil aZ jeden milion
korun ceskych. V ptipad¢ aplikace PCR metodiky po dobu 5 let Ize odhadovat snizeni
nakladii na kontrolu rybich vyrobki ptiblizné€ o 5 mil. K¢.

Naklady na PCR byly snizeny piedevsim diky postupu izolace DNA, kdy vyuzivany
protokol vychazi vyznamné levn&ji nez v piipadé vyuZziti komercnich kitl. Nevyhodou
zvoleného protokolu pak je jeho Casovd naro€nost, kterd se miZe promitnout do nakladi
potfebnych na lidské zdroje. Izolace jednoho vzorku trva ptiblizné€ 5 hodin (vetné Casu
potiebného pro vysuseni pelety DNA od ethanolu). Dalsim pfistupem, jak snizit cenu za
analyzu 1 vzorku, je vyuziti duplexniho uspofadani PCR, jelikoz je vjedné reakci
analyzovano vice cilovych Gsekl. Zaroven miiZze vést k Gspote ¢asu.

Ackoliv byla ovéfena moznost detekce PCR produktli 1 prostfednictvim horizontéalni

elektroforézy na agar6zovém gelu, s ohledem na cCasovou usporu se doporucuje analyza
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s vyuzitim termocykléru s fluorescen¢ni detekci amplifikacnich produkti. Pofizovaci naklady
jsou Vvtomto piipadé sice vyS$i, avSak neni vyzadovano dalSi vybaveni, jako je
elektroforetickd vana, zdroj elektrického napéti pro elektroforézu a dalsi.

Kromé uvedenych termocyklert je k samotnému provedeni analyzy potfebné bézné
vybaveni laboratote, viz kapitola 2.3 a 2.4, dalsi investice proto nejsou zapotiebi.

Implementace pouzit¢ metody zahrnuje zjisténi aktudlnich pracovnich charakteristik,
zejména ovéfeni limitd detekce a opakovatelnosti metody. Za piedpokladu, ze by bylo
provedeno 30 verifikacnich a kontrolnich analyz, pficemz provozni naklady na jednu analyzu

by byly mén¢ nez 300 K&, celkové naklady na implementaci by byly nizsi nez 10 tis. K¢.
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Prohlaseni prredkladatele metodiky

Predkladatel metodiky prohlasuje, Ze zpracovand metodika nezasahuje do prav jinych
0s0b z oblasti pramyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.

Predkladatel souhlasi s uverejnénim prace na webovych strankach certifika¢niho
organu i S uverejnénim metodiky na webovych strankach MZe.
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