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1 Uvod

V roce 1998 zagala Evropska komise v souvislosti s piistoupenim Svédska jednat o zakazu
pouzivani antibiotik jako doplitkovych latek v krmivech pro hospodarska zvitata. Nejprve byla
zakéazéana v roce 1999 antibiotika, ktera se pouzivala soucasn¢ v huménni a veterinarni mediciné
(tylosin, spiramycin, virginiamycin, zinc-bacitracin, avoparcin) a stimulatory ristu, které jsou
povazovany za potencialni karcinogeny (carbadox a olachindox). Od 1. ledna 2006 byl ve v§ech
zemich Evropské unie vyddn zdkaz pouzivani antibiotik v krmivech jako stimuldtorii
uzitkovosti v souladu s Nafizenim EP a Rady (ES) ¢. 726/2004. Mezi zakazané antibiotické
stimulatory patii konkrétné tylosin, spiramycin, virginiamycin, zinc-bacitracin, olachindox,
carbadox, avilamycin, avoparcin a flavofosfolipol. Tento zakaz pouzivani antibiotik jako
rustovych stimulatortt v krmnych smésich je potvrzen i v Nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (EU) 2019/6 ze dne 11. prosince 2018 o veterinarnich 1é¢ivych ptipravcich a o zruSeni
smérnice 2001/82/ES.

V roce 2019 bylo vydano natizeni Natizeni (EU) 2019/4, o vyrob¢€, uvadéni na trh a pouzivani
medikovanych krmiv, o zméné nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 183/2005
a 0 zruSeni smérnice Rady 90/167/EHS, ve kterém se vénuje ve ¢lanku 7 kiiZové kontaminaci
v necilovych krmivech. V paragrafu 3 uvadi, Ze k datu 28. 1. 2023 budou stanoveny maximalni
hodnoty pro kifizovou kontaminaci. Stanoveni téchto hodnot je dilezité pro zamezeni vzniku

rezistence u né€kterych mikroorganismi.

Evropska komise zmocnila EURL FA (Referencni laboratotr EU pro doplikové latky

v krmivech), aby doporucila analytické metody pro stanoveni téchto latek. Pii urovani
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maximalnich hodnot kifiZzové kontaminace je Zadouci spoluprace a vyména informaci mezi
EURL, EFSA, EMA a narodnimi autoritami pfi stanoveni maximalnich hodnot koncentraci
pro kiizovou kontaminaci s ohledem na jejich nebezpecnost. Kontrola kiizové kontaminace

1é¢ivy bude spadat pod EURL FA.

Pro zajisténi kvality a kontroly nezavadnosti krmiv je nutné sledovat jejich kontaminaci
veterinarnimi 1é¢ivy v riznych matricich. I kdyz veterinarni 1éCiva se nesméji pouzivat jako
stimulatory rastu a zachéazet s nimi jako s doplitkovymi latkami, jsou ve stejnych provozech,
Vjakych se vyrabi krmiva s doplikovymi latkami i medikovana krmiva. Mize tak,
pii nedodrzeni spravné vyrobni praxe, dojit ke kiizové kontaminaci nemedikovanych krmiv

nebo medikovanych krmiv necilovymi IéCivy.

Pracovisté¢ NRL, Oddéleni Praha, se zacastnilo validace vyvinutych metod v oblasti kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci pro pét zakazanych antibiotik (tylosin, spiramycin,
virginiamycin, olachindox a carbadox). Pro tyto latky byla testovana metoda LC-MS/MS
validovana a akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci (CIA) podle CSN EN ISO
17025:2018. V soucasné dob¢ tato akreditovana laboratof stanovuje tyto zakazané stimulatory
— carbadox, olachindox, virginiamycin, zinc-bacitracin, tylosin (LC-MS/MS) a amprolium,
dimetridazol a nifursol (HPLC).

Mimo stimulatord mohou byt krmiva kontaminovéna 1 1é¢ivy z vyroby medikovanych krmiv

pro hospodarské zvitata, viz Tabulka 12 v Ptiloze.

Tato prace je zaméfena na vyvoj metody pro stanoveni amoxicilinu, ampicilinu a tiamulinu
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii.
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wm LT

Obrazek 1 Amoxicilin Obrazek 2 Ampicilin

P

Obrazek 3 Tiamulin

3 Material a metody
3.1 Princip

Vzorky krmnych smési se extrahuji vodnym roztokem methanolu. Nafedéné extrakty
se separuji na reverzni fazi C18 a analyzuji metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie

ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
3.2 Pristroje a pomicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s MS/MS detekci, napt. Waters Xevo TQD.
Separacni kolona, napt. ACQUITY UPLC BEH C18; (50 x 2,1) mm x 1,7 pm.
Ultrazvukova lazen.

Analytické vahy s pfesnosti 0,001 g.

Laboratorni tfepacka (50 — 100 kmiti/s).

Laboratorni odstedivka s nastavitelnou teplotou, 1500 g.

~N N L R W N

Vialky sklenéné, 1,5 ml.



3.3a Chemikalie — Metoda a (tiamulin)

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

la
2a
3a
4a
S5a

6a

Ta

8a

9a

Methanol, CH3OH, pro HPLC.

Acetonitril, CH3CN, pro HPLC.

Ultracista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.

Kyselina mraven¢i, HCOOH, 98 %, pro hmotnostni spektrometrii.

Methanol, CH3OH, 90% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se smicha 900 ml methanolu (1a) a 100 ml
ultracisté vody (3a). Vznikly roztok se promichd, odvzdusni na ultrazvukové lazni
a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Methanol, CH30H, 50% roztok.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se smicha 500 ml methanolu (l1a) s 500 ml
ultracisté vody (3a). Vznikly roztok se promichd, odvzdusni na ultrazvukové lazni
a vytemperuje na laboratorni teplotu.

Zakladni standardni l4tka s deklarovanou istotou.

Tiamulin, C2sHa7NO4S, Mr = 493.74, CAS 55297-96-6.

Mobilni faze A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 900 ml ultracisté vody (3a) a 1 ml
kyseliny mravenci (4a), doplni se vodou (3a) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

Mobilni faze B: 0,1% roztok kyseliny mravenci v methanolu.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné barniky se odméii 900 ml methanolu (1a) a 1 ml kyseliny
mravenci (4a), doplni se methanolem (la) po znacku. Vznikly roztok se promicha

a odvzdusni v ultrazvukové 1azni. Uchovava se pfi laboratorni teploté.

3.3b Chemikalie — Metoda b (amoxicilin a ampicilin)

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1b
2b
3b

Methanol, CH3OH, pro HPLC.
Ultragista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.

Kyselina mravenci, HCOOH, 98 %, pro hmotnostni spektrometrii.



4b

Methanol, CH3OH, 90% roztok.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se smicha 900 ml methanolu (1b) a 100 ml
ultracisté vody (2b). Vznikly roztok se promichd, odvzdusni na ultrazvukové lazni

a vytemperuje na laboratorni teplotu.

5b Methanol, CH3OH, 20% roztok.
Piiprava: Do 1000ml odmérné bainky se smichd 200 ml methanolu (1b) a 800 ml
ultracisté vody (2b). Vznikly roztok se promichd, odvzdusni na ultrazvukové lazni
a vytemperuje na laboratorni teplotu.

6b Okyseleny metanol 1 % kyseliny mravenci.
Ptiprava: Do 100 ml odmérné banky se nalije asi 50 ml methanolu (1b), pfipipetuje se
1 ml kyseliny mravenci (3b) a doplni po znacku methanolem. Roztok se promicha.

7b Zakladni standardni latky s deklarovanou Cistotou.
Amoxicilin C16H19N305S-3H20, Mr = 419,45, CAS 61336-70-7.
Ampicilin C16H19N304S-3H20, Mr = 403,45, CAS 7177-48-2.

8b Mobilni faze A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vode¢.
Ptiprava: Do 1000ml odmérné batiky se odméii 900 ml ultracisté vody (2b) a 1 ml
kyseliny mravenci (3b), doplni se vodou (2b) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Tento roztok se ptipravuje vzdy Cerstvy.

9b Mobilni faze B: 0,1% roztok kyseliny mravenci v methanolu
Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii 900 ml methanolu (1b) a 1 ml kyseliny
mraven¢i (3b), doplni se methanolem (1b) po znacku. Vznikly roztok se promicha
a odvzdusni v ultrazvukové 14zni. Uchovava se pti laboratorni teploté do vypotfebovani.

4 Postup

Metoda a

4.1a Priprava standardnich roztoku

Kalibrace se provadi pted kazdym méfenim.

Tiamulin - zasobni standardni roztok

Navazi se ptesné asi 2 mg tiamulinu (7a) s pfesnosti 0,1 mg, kvantitativné se pievede do tmavé

10ml odmérné banky a doplni se acetonitrilem (2a) po znacku. Pfi vypoctu vysledné

5



koncentrace Sse bere v tivahu ¢istota zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tm¢ pii teploté
(4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné 6 mésici.

c(tiamulin) = 0,2 g/l.

Pracovni standardni roztok I

Do 10ml odmérné bariky se odméfi vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku tiamulinu tak, aby
vysledna koncentrace byla 10 mg/l a doplni po znacku methanolem (1). Pii uchovéni ve tmé
pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné 3 mésice.

c(tiamulin) = 10 mg/I.

Pracovni standardni roztok II

Do 10ml odmérmné banky se odméii 1 ml pracovniho standardniho roztoku I a doplni po znacku
methanolem (1). Tento roztok se ptfipravuje vzdy Cerstvy.

c(tiamulin) = 1 mg/l.

4.2a  Priprava kalibracnich roztoku a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do 10ml odmérnych ban¢k se podle Tabulky la odméfi odpovidajici mnozstvi pracovniho
standardniho roztoku II a doplni se asi 1 cm pod znacku 50% methanolem (6a). Po promichani
a vytemperovani se doplni 50% methanolem (6a) po znacku a ptevede do vialek. Takto
natfedéné kalibracni roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,003 - 0,2) mg/l. Kalibra¢ni
roztoky se pripravi bezprostfedné pied kazdym meétenim. Kalibra¢ni kfivky jsou linearni
a prochazeji pocatkem.

Tabulka 1a. Priprava kalibra¢nich roztoku.

Odmérna banka 10 ml 1 2 3 4 5 6 7

Pracovni standardni roztok II | 0,03 0,08 0,16 0,4 0,8 1,2 2,0
(ml)

Koncentrace analytu (mg/l) 0,003 | 0,008 | 0,016 | 0,040 | 0,080 | 0,120 | 0,200

Lze pouzit i interni kalibraci u spornych vzorki s vyznamnym matri¢nim efektem.

4.3a Extrakce 1é¢iv ze vzorka

Do 50ml centrifuga¢ni zkumavky se navéazi 1 g zkuSebniho vzorku krmné smési s piesnosti
0,01 g a ptida se 25 ml 90% methanolu (5a). Zkumavka se uzavie a tiepe se pii laboratorni

teploté na laboratorni tfepacce 30 min pti cca 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstredi
6




20 min pii 1500 g na odstiedivce s nastavenou teplotou 20 °C. Po vytemperovani obsahu
centrifugacni zkumavky na laboratorni teplotu (zpravidla je dostatecna doba 10 min)
se ze supernatantu pipetuje do 10ml odmérné baiky vhodny alikvot. Odmérna baitika se doplni
po znacku 50% methanolem (6a) podle Tabulky 1c a po promichani se pfevede do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného referencniho

materialu.

Metoda b

4.1b  Priprava standardnich roztoki

Kalibrace se provadi pied kazdym meétfenim. Pfipravi se zasobni standardni roztoky obou
analytl a jejich smésné pracovni roztoky.

Amoxicilin - zasobni standardni roztok

Navazi se presn¢ asi 2 mg amoxicilinu (7b) s presnosti 0,1 mg, kvantitativné se prevede
do tmavé 10ml odmémé banky a doplni se okyselenym methanolem (6b) po znacku.
Pii vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu Ccistota zakladni standardni latky.
Pii uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni tyden.

c(amoxicillin) = 0,2 g/l.

Ampicilin - zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 2 mg ampicilinu (7b) s presnosti 0,1 mg, kvantitativné se prevede do tmavé
10ml odmérné barky a doplni se okyselenym methanolem (6b) po znacku. Pti vypoctu vysledné
koncentrace se bere v uvahu Cistota zdkladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté
(4 — 8) °C je tento roztok stabilni tyden.

c(ampicilin) = 0,2 g/l.

Smésny pracovni standardni roztok I

Do 10ml odmérné baiky se odméfi vypoctené mnozstvi zasobniho roztoku amoxicilinu
a ampicilinu tak, aby vyslednd koncentrace byla 10 mg/l a doplni po znacku okyselenym
methanolem (6b). Pii uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni 3 dny.

c(analyt) = 10 mg/I.



Smésny pracovni standardni roztok II
Do 10ml odmérné banky se odméii 1 ml smésného pracovniho standardniho roztoku I a doplni
po znacku okyselenym methanolem (6b). Tento roztok se pripravuje vzdy Cerstvy.

c(analyt) =1 mg/l.

4.2b  Priprava kalibracnich roztoki a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do 10ml odmérnych banék se podle Tabulky 1b odméfi odpovidajici mnozstvi smésného
pracovniho standardniho roztoku II a doplni se asi 1 cm pod znacku 20% methanolem (5b).
Po promichéni a vytemperovani se doplni 20% methanolem (5b) po znacku a ptevede do vialek.
Takto nafedéné kalibra¢ni roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,003 - 0,2) mg/l.
Kalibraéni roztoky se pfipravi bezprostiedné pied kazdym métenim. Kalibracni kiivky jsou
linearni a prochézeji pocatkem.

Poznamka 1

Dobr¢ vlastnosti piku u téchto analytli jsou podminény koncentraci methanolu.

Tabulka 1b. PFiprava kalibra¢nich roztoki.

Odmérna baiika 10 ml 1 2 3 4 5 6 7
Prac. standardni roztok II (ml) 0,03 0,08 0,16 0,4 0,8 1,2 2,0
H20 (2b) (ml) - - - - - 3,8 8,0
20% methanol (5b) (ml) doplni se do 10 ml 5 -
Koncentrace analytu (mg/l) 0,003 | 0,008 | 0,016 | 0,040 | 0,080 | 0,120 | 0,200

Lze pouzit i interni kalibraci u spornych vzorki s vyznamnym matri¢énim efektem.

4.3b Extrakce 1é¢iv ze vzorku

Do 50ml centrifugaéni zkumavky se navazi 2 g zkuSebniho vzorku krmné smési s presnosti
0,01 g a ptida se 25 ml 90% methanolu (4b). Zkumavka se uzavie a tfepe se pii laboratorni
teploté na laboratorni tfepacce 20 min pii asi 90 kmitech/min. Ziskany extrakt se poté odstredi
20 min pifi 1500 g na odstiedivce s nastavenou teplotou 20 °C. Po vytemperovani obsahu
centrifugani zkumavky na laboratorni teplotu (zpravidla je dostate¢nd doba 10 min)
se ze supernatantu pipetuje do 10ml odmérné baiiky vhodny alikvot. Odmérna barika se doplni

po znacku 20% methanolem (5b) podle Tabulky 1¢ a po promichani se pfevede do vialky.
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V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného referencniho

materialu.

Tabulka 1c. Redéni extrakti krmiyv.

Deklarace (mg/kg) [Redéni
Krmiva <10 10 x
10-100 100 x

> 100 1000 x

Pro obé metody

4.4 Vlastni stanoveni léCiv ve vzorcich

Stanoveni se provadi za separacnich podminek chromatografického systému, které jsou

uvedeny v Tabulkach 2 az 4. Parametry stanoveni plati pro sestavu LC-MS/MS Waters Xevo

TQD a slouzi jako ptiklad nastaveni instrumentace.

Tabulka 2. Chromatografické parametry stanoveni.

Kolona napt. ACQUITY UPLC BEH C18; (50 x 2,1) mm X 1,7 um.
Teplota kolony 30 °C
Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni faze A (8) a mobilni faze B (9) podle Tabulky 3
Celkova doba analyzy 6 min

Priatok mobilni faze 0,5 ml/min

Objem néstiiku 5ul

Tabulka 3. Gradientovy program pro analyzu.

Cas (min) Mobilni fize A (%) Mobilni faze B (%)

0 100 0

0,54 100 0

0,6 90 10

4,20 80 20

5,0 0 100

53 100 0

6,0 100 0




Tabulka 4. Reten¢ni ¢asy jednotlivych analyti za uvedenych podminek.

Analyt Reten¢ni ¢as (Min)
Ampicilin 4,15
Amoxicilin 1,52
Tiamulin 5,02

Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci jednotlivych analyti se pouzivda MRM mdd (multiple reaction monitoring),
sledovani produktovych iontli pochazejicich z jednoho prekurzorového iontu. Nalezené
optimalni parametry MS detektoru, pii kterych je intenzita danych produktovych iontt
maximalni, jsou uvedeny v Tabulce 5. Nastaveni MRM parametrti jednotlivych ptechodu je

uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 5. Priklad parametri MS detektoru.

Ioniza¢ni mod ESI+

Capilary voltage 3, 0 kV

Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 350 °C
Desolvation gas flow 600 I/h

Cone gas flow 50 I/h

CID gas argon, p = 0,5 bar

Tabulka 6. Priklad MRM parametri pro analyzu jednotlivych analyti v krmivech.

. Cone voltage Produktovy iont Kolizni energie
Prekurzorovy iont (m/z) V) (m/2) (eV)

o 113,9 28
Amoxicilin 366,1 20

349,0 12

o 105,8 20
Ampicilin 350,1 22

1919 21

Tiamulin 4942 40 119.0 a7

192,0 28
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5 Vypocet a vyjadiovani vysledki

Obsah 1é¢iva (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu:

_CtxV xR
m

X

i)

kde
je koncentrace 1é¢iva ve zkuSebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu v mg/l,
objem extrak¢ni smési v ml, v tomto postupu 25 ml,

hmotnost zkusebniho vzorku v g,

T 3 < ©

fedéni, resp. zakoncentrovani.

6 Validace

Metoda byla validovana pro pracovni rozsah (0,2 —10) mg/kg. Tento pracovni rozsah byl

odvozen od pozadované meze pro stanoveni kontaminace krmiv 1éCivy.
Pro vyhodnoceni valida¢nich parametrti byl pouzit software Effivalidation 4,0.

Vstupni data viz Valida¢ni zprava 1/2022 a 2/2022.

[ Zavér

Byly Gspé$né vyvinuty metody stanoveni 1é¢iv v krmivech technikou LC-MS/MS. Zavedeni
téchto metod umozni sledovat, jak obsah lé¢iv v medikovanych krmivech, tak kiiZovou
kontaminaci pro tato 1é¢iva v nemedikovanych krmivech nebo v medikovanych krmivech
necilovymi 1éCivy.

V soucasné dobé probihd podle pozadavkil evropské unie monitoring kiizové kontaminace
1é¢ivy u 16 konkrétnich latek a maximalni limit pro kiiZovou kontaminaci 1é¢ivy byl ur¢en jako

Cv v

Tabulka 7 v Piiloze.

Bylo rozhodnuto provést validaci na ctyfech koncentranich hladinaich — pro mez

stanovitelnosti 0,5 a pro koncentraci 1 mg/kg, 4 mg/kg a 10 mg/kg u amoxicilinu a ampicilinu
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a pro mez stanovitelnosti 1 mg/kg a pro koncentrace 4 mg/kg, 10 mg/kg a 100 mg/kg

u tiamulinu.

Postupy mohou byt rozsifovany a validovany pro niz$i koncentra¢ni hladiny. Kalibra¢ni kiivky

bez matri¢nich vlivli vykazuji linearitu v rozsahu 0,003 mg/1 az 0,2 mg/I. Pro nizsi koncentrace

je v8ak 1 ptesto vhodné pouzit postup s matricni kalibraci nebo metodu standardniho ptidavku.

Byly stanoveny tyto validacni parametry: opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, mez

detekce a stanovitelnosti pro koncentrace odpovidajici predpokladanym koncentracim

kiizovych kontaminaci.

Zjisténé validacni parametry prokéazaly zplsobilost ovéfovanych metod k pouzivani v ramci

cileného monitoringu 1é¢iv v pfedem ur¢eném kalibraénim rozsahu.
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Priloha:
Tabulka 7
Aktivni latka Obvyklé davkovani v mg/kg Max hodnoty pro cross-
vV kompletnich krmnych smésich kontaminaci v mg/kg
Vv nemedikovanych krmivech
Amoxicilin Pigs: 250 — 500 1
Poultry: 100 — 200
Apramycin 100 1
Chlortetracycline 300 - 600 3
Colistin Pigs: 120 — 150 0,5
Poultry: 50
Doxycycline 250 2,5
Flubendazole 7,5-30 0,1
Lincomycin 44 — 110 - 220 0,5
44 pii pouziti se
spectinomycinem

Neomycin 100 — 500 1
Spectinomycin 44 0,5
Sulfonamides 200 — 2000 2
Tetracyclines (OTC+CTC) 400 — 800 4
Tiamulin 100 — 200 1
Tilmicosin 200 — 400 2
Trimethoprim 40 - 150 0,5
Tylosin 100 1
Valnemulin 75-200 0,75
Ostatni latky 1 % z nejnizsiho povoleného

davkovaného mnozstvi

pro medikovana krmiva
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Revalidace metody pro stanoveni obsahu sulfonamidi
(sulfamerazin, sulfadiazin, sulfametazin a sulfametoxazol)
v krmivech s pouzitim LC-MS/MS Waters XEVO TQD

Eva Curdova, Ladislava BeneSova, Marta Pniokova, Iva Kiivankova

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemé&dglsky, OdNRL Praha,
Za Opravnou 4, 155 06 Praha

ladislava.benesova@ukzuz.cz

1 Uvod

V roce 1998 zagala Evropska komise v souvislosti s pfistoupenim Svédska jednat o zékazu
pouzivani antibiotik jako dopliikovych latek v krmivech pro hospodaiska zvitata. Nejprve byla
zakazana v roce 1999 antibiotika, ktera se pouzivala souc¢asn¢ v humanni a veterinarni mediciné
(tylosin, spiramycin, virginiamycin, zinkbacitracin, avoparcin) a stimulatory rastu, které jsou
povazovany za potencialni karcinogeny (carbadox a olachindox). Od 1. ledna 2006 byl ve vSech
zemich EU vydan zékaz pouzivani antibiotik v krmivech jako stimuléatorti uzitkovosti v souladu
s Nafizenim EP a Rady (ES) ¢. 726/2004. Mezi zakdzané antibiotické stimulatory patii
konkrétné tylosin, spiramycin, virginiamycin, zinkbacitracin, olachindox, carbadox,
avilamycin, avoparcin a flavofosfolipol. Tento zakaz pouzivani antibiotik jako rustovych
stimulatorti v krmnych smésich je potvrzen i v novém Nafizeni EP a Rady (EU) 2019/6 ze dne

11. prosince 2018 o veterinarnich 1é¢ivych piipravcich a o zruSeni smérnice 2001/82/ES.

Nov¢ je tfeba vénovat také zvySenou pozornost medikovanym krmiviim a moznosti kiizové
kontaminace nemedikovanych krmiv a také medikovanych krmiv necilovymi 1é¢ivy, zejména

z duvodu vzniku antimikrobialni rezistence u zvitat 1 lidi.

V roce 2019 bylo vydano Natizeni (EU) 2019/4, o vyrob¢, uvadéni na trh a pouzivani
medikovanych krmiv, o zméné Natizeni EP a Rady (ES) €. 183/2005 a o zruSeni smérnice Rady
90/167/EHS, ve kterém se vénuje ve ¢lanku 7 kiizové kontaminaci v necilovych krmivech.
V paragrafu 3 uvadi, ze k datu 28. 1. 2023 budou stanoveny maximalni hodnoty pro kiiZzovou

kontaminaci (Ptiloha ¢€.1).
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Evropska komise zmocnila EURL FA, aby doporucila analytické metody pro stanoveni téchto
latek. Pti ur€ovani maximalnich hodnot kiizové kontaminace je zadouci spoluprace a vyména
informaci mezi EURL, EFSA, EMA a narodnimi autoritami pfi stanoveni maximalnich hodnot

koncentraci pro kiizovou kontaminaci s ohledem na jejich nebezpecnost.

Pro zajisténi kvality a kontroly nezavadnosti krmiv je nutné sledovat jejich kontaminaci
veterinarnimi 1é¢ivy v rtiznych matricich. I kdyZ veterinarni 1é¢iva se nesmi pouzivat jako
stimulatory rdstu a zachazet s nimi jako s doplikovymi latkami (DL), jsou ve stejnych
provozech, v jakych se vyrabi krmiva s DL i medikovand krmiva. Tak by mohlo pfi nedodrzeni

spravné vyrobni praxe dojit ke kontaminaci nasledn¢ vyrabéného krmiva.

V roce 2001 byl zah4jen projekt “Screening and Identification Methods for Official Control of
Banned Antibiotics and Growth Promoters in Feedingstuffs* (SIMBAC FEED), podporovany
Evropskou komisi, Generalni feditelstvi pro vyzkum, v rdmci patého ramcového programu
pro konkurenceschopny a udrzitelny rast (GROWTH), Contract no. G6RD-CT-2000-00413.
V ramci tohoto projektu byly testovany metody stanoveni antibiotickych 1é€iv pomoci
mikrobiologickych, elektroforetickych, tenkovrstvych a chromatografickych metod. Vystupem
tohoto projektu byly metody pro stanoveni sedmi antibiotickych stimulatori ristu (avoparcin,
spiramycin, tylosin, virginiamycin and zinkbacitracin, carbadox and olaquindox)
s pozadovanymi mezemi stanovitelnosti — 1 mg/kg pro antibiotika a 3 mg/kg pro stimulatory.
Projekt byl dokoncen v roce 2005 a validace byla provedena na riiznych typech krmiv

pro hospodaiska zvirata.

Pracovist¢ OdANRL Praha se zcastnilo validace vyvinutych metod v oblasti kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci pro pét zakazanych antibiotik (tylosin, spiramycin,
virginiamycin, olachindox a carbadox). Pro tyto latky byla testovana metoda LC-MS/MS
validovana a akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci (CIA) podle CSN EN ISO 17
025:2018.

V soucasné dob¢ tato akreditovana laboratof stanovuje tyto zakazané stimulatory — carbadox,
olachindox, virginiamycin, zinkbacitracin, tylosin (LC-MS/MS) a amprolium, dimetridazol
a nifursol (HPLC).

Mimo stimulatort mohou byt krmiva kontaminovéna i 1é€ivy z vyroby medikovanych krmiv
pro hospodaiskd zvirata. K vyrobé téchto medikovanych krmiv se pouzivaji 1éCiva: tylvalosin

(makrolidové antibiotikum), amoxicilin, chlortetracyklin, doxycyklin, sulfamerazin, tiamulin,
15



ampicilin, cloxacilin, colistinum, spectinomycin, (antibakterialni 1é¢iva) a ivermectin
(endektoparazitikum). Pro bazanti a koroptvi kufata se pouziva flubendazol a pro sparkatou

zveét mebendazol, rafoxanid (chlorované salicylanilidy) a ivermectin (antiparazitika).

V ramci cilené kontroly kontaminace krmiv 1é¢ivy sleduje tstav nasledujici 1éCiva: tetracyklin
(TC), chlortetracyklin (CTC), doxycyklin (DOX), sulfonamidy (sulfamerazin, sulfadiazin,

sulfametazin, sulfametoxazol) a tylosin.
Tato prace se zaméfila na vyvoj metody pro stanoveni sulfonamidii metodou LC-MS/MS.

Sulfadiazin Sulfamerazin

H>N

Sulfametazin Sulfametoxazol

S\N N/ H
H HoN
HoN

2 Material a metody

2.1 Princip metody

Vzorky krmnych smési se extrahuji methanolem na tfepacce. Extrakt se odstfedi a vhodné
nafedi. Po natfedéni se vzorky analyzuji na reverzni fazi C18 metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie s hmotnostni detekci v modu sledovani vybranych ptechodi (MRM).
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2.2

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1

2

Methanol, CHsOH, HPLC ¢istoty.

Ultracista voda pro HPLC (18,2 MQ/cm) podle CSN ISO 3696.
Kyselina mravenci pro hmotnostni spektrometrii 98 %, Mr = 46,03
Zékladni standardni latky.

Sulfadiazin C10H10N4O2S, CAS 68-35-9, M, = 250,278.

Sulfamerazin C11H12N4O.S, CAS 127-79-7, M = 264,305.
Sulfametazin (Sulfadimidin) C12H14N4O2S, CAS 57-68-1, M, = 278,33.
Sulfametoxazol C10H11N3O3S, CAS 723-46-6, M, = 253,279.

Mobilni faze A: 0,1% roztok kyseliny mravenci.

Piiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméti 900 ml ultracisté vody (2) a 1 ml
kyseliny mravenci (3), doplni se vodou (2) po znacku. Vznikly roztok se promicha

a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pfi laboratorni teplote.
Mobilni faze B: methanol + 0,1% kyselina mravenci.

Piiprava: Do 1000ml odmérné barky se odméti 900 ml methanolu (1) a 1 ml kyseliny
mravenci (3), doplni se methanolem (1) po znafku. Vznikly roztok se promicha

a odvzdusni v ultrazvukové lazni. Uchovava se pti laboratorni teplot¢.
Extrakéni roztok: 50% methanol

Piiprava: Do 1000ml odmérné bariky se odméti 500 ml methanolu (1) a 500 ml vody
(2). Vznikly roztok se promicha a odvzdu$ni v ultrazvukové lazni. Uchovava se

pfi laboratorni teploté.

2.3 Pristroje a pomtcky

1

2

3

UPLC s MS/MS detekci, Waters XEVO TQD.

Separacni kolona, ACQUITY UPLC BEH C-18; 1,7 um, (50 % 2,1) mm nebo jina

vhodna.

Ultrazvukova lazen.
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4 Analytické véhy s presnosti 0,001 g.

5 Laboratorni tfepacka (150180 kmiti/s).

6 Laboratorni odsttedivka s nastavitelnou teplotou.
7 Vialky sklenéné, 1,5 ml.

8 Centrifugacni PE zkumavky.

3 Postup

3.1 Piiprava standardnich roztoku

Sulfadiazin — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfadiazinu (4), kvantitativné se ptevede do tmavé S0ml odmérné
bariky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pti vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu
Cistota zakladni standardni latky. Pii uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok

stabilni nejméné rok.

c(sulfadiazin) = 0,5 g/l.

Sulfamerazin — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfamerazinu (4), kvantitativné se prevede do tmavé 50ml odmérné
banky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace se bere v uvahu
Cistota zdkladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok

stabilni nejméné rok.

c(sulfamerazin) = 0,5 g/I.

Sulfametazin — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfametazinu (4), kvantitativné se prevede do tmavé 50ml odmérné
banky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pti vypoctu vysledné koncentrace se bere v tivahu
Cistota zdkladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok

stabilni nejméné rok.

c(sulfametazin) = 0,5 g/l.
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Sulfametoxazol — zasobni standardni roztok

Navazi se presné asi 25 mg sulfametoxazolu (4), kvantitativné se prevede do tmavé 50ml
odmérné baiky a doplni se methanolem (1) po znacku. Pfi vypoctu vysledné koncentrace
se bere v uvahu ¢istota zakladni standardni latky. Pfi uchovani ve tmé pii teploté (4 — 8) °C

je tento roztok stabilni nejméné rok.

c(sulfametoxazol) = 0,5 g/I.

Smésny pracovni standardni roztok I

Do 25ml odmérné baiiky se odméti vypoctené mnozstvi od kazdého jednotlivého zasobniho
roztoku (sulfadiazin, sulfamerazin, sulfametazin a sulfametoxazol) tak, aby vysledna
koncentrace byla 50 mg/1 a doplni po znacku methanolem (1). Pfi uchovani ve tmé pii teploté

(4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné rok.

c(analyt) =50 mg/I.

Smésny pracovni standardni roztok |1

Do 10ml odmérné batiky se odméti 2 ml smésného pracovniho standardniho roztoku I a doplni

po znacku methanolem (1). Tento roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy.

c(analyt) = 10 mg/I.

Smésny pracovni standardni roztok 111

Do 10ml odmérné baiiky se odméti 1 ml smésného pracovniho standardniho roztoku II a doplni

po znacku methanolem (1). Tento roztok se pfipravuje vzdy cerstvy.

c(analyt) =1 mg/I.

3.2 Priprava kalibracnich roztokii a sestrojeni kalibra¢ni krivky

Do 10ml odmérnych banc¢k se podle tabulky 1 odméfi odpovidajici mnozstvi smésného
pracovniho standardniho roztoku III a doplni se asi 1 cm pod znacku extrakénim roztokem (7).
Po promichéni a vytemperovani se doplni extrakénim roztokem (7) po znacku a pievede
do vialek. Takto natfedéné kalibracni roztoky odpovidaji koncentracim v rozmezi (0,0015—

0,2) mg/l. Kalibra¢ni roztoky se ptipravi bezprostiedné pred kazdym méfenim.
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Kalibracni kfivky jsou linearni a prochdzeji pocatkem. Na zdklad¢ kalibra¢ni kiivky

vyhodnocovaci program vypocte obsah analytu ve vzorcich.

Tabulka 1. Pfiprava kalibra¢nich roztoki do 10ml odmérnych banék.

Odmeérna banka ¢islo 1 2 3 4 5 6 7 8

Objem smésného 0,015 | 0,03 | 0,08 | 0,16 | 0,4 0,8 1,2 2,0
pracovniho standardniho

roztoku I1 (ml)

Koncentrace analytu (mg/l) | 0,0015 | 0,003 | 0,008 | 0,016 | 0,040 | 0,080 | 0,120 | 0,200

3.3 Extrakce sulfonamidi ze vzorkiu

Do 50ml centrifugacni zkumavky se navazi 1 g zkusebniho vzorku krmné smési s ptesnosti =
0,002 g apfida se 25 ml extrakéniho roztoku (7). Zkumavka se uzavie zatkou a tfepe se
pfi laboratorni teploté na laboratorni tfepac¢ce 20 min pii (150 — 180) kmitech/min. Ziskany
extrakt se poté odstfed’uje 20 min pii teploté 20 °C pti 1500 g. Po odstfedéni se vytemperuje
na laboratorni teplotu, natedi se podle potfeby extrakénim roztokem (7) a prevede se do vialky.

V kazdé sérii stanoveni se provede stanoveni slepého vzorku a vhodného IRM.

3.4 Vlastni stanoveni sulfonamidu ve vzorcich

Stanoveni se provadi za separaCnich podminek chromatografického systému, které jsou
uvedeny v tabulkach 2 az 4. Parametry stanoveni plati pro sestavu UPLC-MS/MS Waters
XEVO TQD aslouzi jako ptiklad nastaveni instrumentace. Tyto parametry stanoveni se mohou

zmé&nit pouzitim jiné vhodné kolony nebo jiné pfistrojové sestavy LC-MS/MS.

Tabulka 2. Chromatografické parametry stanoveni - priklad.

Kolona ACQUITY UPLC BEH C-18; 1,7 pm, (50 x 2,1) mm
Teplota kolony 30°C

Teplota autosampleru 20 °C

Mobilni faze gradient mobilni faze A a mobilni faze B podle tabulky 3
Celkova doba analyzy 6 min

Pratok mobilni faze 0,5 ml/min

Objem nastiiku 2,0 ul
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Tabulka 3. Priklad gradientového programu pro analyzu.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)

0 100 0

0,54 100 0

0,6 90 10

4,2 80 20

5,0 0 100

53 100 0

6,0 100 0

Retencni ¢asy jednotlivych analyt za uvedenych podminek jsou v tabulce 4.

Tabulka 4. Reten¢ni ¢asy jednotlivych analyti za uvedenych podminek.

Analyt Retencni ¢as (min)
Sulfadiazin 1,54
Sulfamerazin 2,03
Sulfametazin (Sulfadimidin) 2,70
Sulfametoxazol 3,53

Parametry stanoveni MS

Pro identifikaci jednotlivych analytl se pouzije MRM modd (multiple reaction monitoring),
sledovani produktovych iontid pochazejicich z jednoho prekurzorového iontu [5]. Nalezené
optimalni parametry MS detektoru, pii kterych je intenzita danych produktovych ionti

maximalni, jsou uvedeny v tabulce 5. Nastaveni MRM parametra jednotlivych piechodu je

uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 5. Pfiklad parametri MS detektoru.

Ioniza¢ni moéd ESI+
Capilary voltage 3,00 kV
Source temperature 120 °C
Desolvation temperature 450 °C
Desolvation gas flow 1000 I/h
Cone gas flow 50 I/h

CID gas

argon, p = 0,5bar
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Tabulka 6. Piiklad MRM parametri pro analyzu jednotlivych analyti v krmivech.

Prekurzorovy iont (m/z) Cone voltage (V) | Produktovy iont Kolizni energie
(m/z) (eV)
Sulfadiazin 251,4 28 92,0 29
108,0 30
156,0 20
Sulfamerazin 265,1 35 92,0 31
108,0 27
156,8 20
172,0 20
Sulfametazin 279,1 40 92,0 35
(Sulfadimidin) 108.0 7
124,0 22
155,9 22
186,0 18
Sulfametoxazol | 254,0 33 91,9 30
107,9 30
156,1 18

LC-MS podminky byly optimalizovany tak, aby jednotlivé analyty

identifikovany a kvantifikovany.

4 Vypocet a vyjadriovani vysledkt

Obsah jednotlivych I1é¢iv (X) vyjadienych v mg/kg se vypocitd podle vztahu

byly spolehlivé

X = cxV xR
m
c je koncentrace 1éciva ve zkuSebnim vzorku, zjiSténa z kalibra¢niho grafu v mg/l,
\ objem extrakéni smési v ml, v tomto postupu 25 ml,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g, v tomto postupu 1,000 g,

R fedéni, resp. zkoncentrovani.
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5 Validace

Metoda byla validovana pro pracovni rozsah (0,2-10) mg/kg. Tento pracovni rozsah byl

odvozen od pozadované meze pro stanoveni kontaminace krmiv sulfonamidy.

Byly stanoveny tyto valida¢ni parametry: opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, mez
detekce a stanovitelnosti pro koncentrace odpovidajici predpokladanym koncentracim

ktizovych kontaminaci.

Pro vyhodnoceni valida¢nich parametrti byl pouzit software Effivalidation 4,0.

6 Zavér

V ramci této prace byl aktualizovan pracovni postup pro extrakci a méfeni obsahu sulfonamida

v krmivech.

Zjisténé validacni parametry prokazaly zptisobilost ovéfované metody k pouzivani v ramci
cileného monitoringu 1é¢iv v pfedem ur¢eném kalibracnim rozsahu.

W

Multirezidualni metoda stanoveni sulfonamida v krmivech technikou LC-MS/MS byla uspésné
revalidovéna. Zavedeni této metody umozni sledovat kfizovou kontaminaci pro tuto skupinu

sulfonamidt davkovanych do medikovanych krmiv.
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1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoZ geneticky
material byl umysln€ zménén, a to zpisobem, které¢ho se nedosahne pfirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty ¢. 78/2004 Sb.

Geneticky modifikované (GM) plodiny jsou takové rostliny, u kterych byl zménén dédi¢ny
material (DNA) pomoci genovych technologii. Jednd se o Slechtitelské metody z oblasti
biotechnologii, které mimo jiné umoziuji mezidruhovy pienos genti. Nejedna se vsak o tvorbu
a vnaseni uméle vytvotrenych gend.

MS 11 je geneticky modifikovana fepka, jejiz DNA obsahuje gen barnase, gen bar a gen barstar.
V piipadé genu barnase byl zdrojem Bacillus amyloliquefaciens, produktem je barnase
ribonuclease enzym a vysledkem je naruSeni produkce RNA v bunkach prasnikd, tim vznika
samci sterilita.

V piipad€ genu bar byl zdrojem Streptomyces hygroscopicus, produktem je fosfinothricin  N-
acetyltransferaza (PAT). Modifikovana plodina vykazuje toleranci vii¢i herbicidu glufosinatu
amonnému.

V ptipadé genu barstar byl opét zdrojem Bacillus amyloliquefaciens. Jeho funkci je inhibovat

ribonukledzovou aktivitu barnase genu, se kterym tvofi pevné vazany komplex v buiice.

SHADRS Em (¥ ]
—
MS11 | T-g7 bar P-iiuira T-mas barnase P-tal® |P-nos| barstar | T-g7 —|—
e
MDBATL 1

Obrazek ¢. 1. Schéma genového konstruktu modifikované Fepky MSI11 s mistem

hybridizace specifickych primeria SHA086 a MDB371.
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Cilem prace je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
u fepky o kvalitativni stanoveni MS 11 a urceni meze detekce stanoveni.
Soucésti zavadeéni stanoveni transgenu MS 11 bude ovéteni detekce screeningovych elementt

T-NOS a bar.

2 Princip

Zékladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o metodu, pii kter¢ dochdzi k mnohonasobnému zmnozeni konkrétniho
pozadovaného tseku DNA. V tomto piipadé se jedna o klasickou PCR s elektroforetickou

detekci amplikonu na agar6zovém gelu.

3 Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity dva certifikované referen¢ni materialy (CRM) American Oil
Chemist’s Society (AOCS), které byly dodany ve form¢ genomové DNA izolované z listi
(CRM 10/2021) a ve formé fepkového semene (CRM 5/2006).

AOCS 1116-A, Ms11 canola leaf tissue genomic DNA, > 999,99 ng/ug , laboratorni oznac¢eni
CRM 10/2021.

AOCS 0304-A, Msl1 canola seed, non modified, laboratorni ozna¢eni CRM 5/2006. Tento

referencni material byl jiz dfive upraven a zhomogenizovan do formy fepkové mouky.

Vzhledem Kk charakteru referenénich materiald byla izolace DNA provedena pouze
u CRM 5/2006 pomoci zavedeného komercniho kitu (NucleoSpin® Food — MACHEREY -
NAGEL). U i1zolath tohoto CRM byla zméfena koncentrace a otestovana kvalita DNA.

CRM 10/2021 byl ve formé jiz vyextrahované DNA z listli fepky o dané koncentraci, jejiZ
hodnota byla uvedena v certifikatu. DNA obou referenénich materiald byla otestovana na

amplifikovatelnost. Nasledn¢ pak byly CRM nafedény na koncentraci 5 a 10 ng/ul.
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3.1 Pristroje a pomitcky

Extrakce DNA

Vahy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Ptenosna UV lampa.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2-2,5) ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm).
Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, Spicky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o objemu (2-2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zatizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace
PCR box.
Minishaker, vortex.

Termalni cykler.
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Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem i bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexov¢ rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.

3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci
genomické DNA z potravin a krmiv

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).

EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).
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PCR reakce — amplifikace
REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl,, vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni
reak¢ni smés pro PCR (dale REDTaq)

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgCl..
PCR voda.

Dalsi potifebné chemikalie nedodavané v ramci Kiti .

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifika¢ni primery od firmy Generi-Biotech:

VG fepky: MDB510/ MDB511
F: GGC CAG GGT TTC CGT GAT
R:CCGTCG TTG TAG AAC CAT TGG

T-NOS: NOS-1/NOS-3
F:GAATCCTGT TGC CGG TCT TG
R: TTATCCTAGTTT GCG CGC TA

Bar: RapB-F1/ RapB-R1
F: ACA AGC ACGGTCAACTTCC
R: GAG GTC GTC CGT CCACTC

MS 11: SHA086 / MDB371

F: GGC CAG GGT TTC CGT GAT
R:CCGTCG TTG TAG AAC CAT TGG
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3.3 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR — kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerdzové tetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO, JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni

GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledkt stanoveni GMO metodou PCR.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR

Reaction Mix (jednoducha PCR), vnitini gen Fepky, screening bar, screening T-NOS

a MS11.
Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztoki koncentrace
PCR voda 6,5
RedTaq PCR MIX 2X 1x 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/ul 50 ng 5
Objem smési v¢. templatu 25

Vnitini gen fepky (kruciferin A)
primery: MDB510 / MDB511
délka amplikonu: 101 bp

Tabulka ¢. 2. Amplifika¢ni program vniti'ni gen Fepky.

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
annealing a extenze 60 60 0

T-NOS
primery: NOS-1/NOS-3
délka amplikonu: 180 bp
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Tabulka ¢. 3. Amplifika¢ni program T-NOS.

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 94 60 1
denaturace 94 58
annealing 57,5 120 40
extenze 72 105
zavérefna extenze 72 180 1
Bar
primery: RapB-F1/ RapB-R1
délka amplikonu: 60 bp
Tabulka ¢. 4. Amplifika¢ni program bar.
teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 95 900 1
denaturace 95 10
annealing a extenze 60 60 45
MS 11
primery: SHA086 / MDB371
délka amplikonu: 124 bp
Tabulka ¢. 5. Amplifika¢ni program MS 11.
teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15 45
annealing a extenze 60 60
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4 Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni byla extrahovana DNA z CRM GM nemodifikované fepky (CRM 5/2006).
Referencni materidl CRM 10/2021 byl doddn ve formé vyextrahované DNA z listh
o0 koncentraci 271,1 ng/ul. U izolati CRM 5/2006 byla zméfena koncentrace (tabulka ¢. 6)
a otestovana kvalita na agar6zovém gelu (obrazek 2). Amplifikovatelnost DNA byla testovana

na vnitinim genu fepky (kruciferin A) u obou referen¢nich materialt (obrazek 3).

Tabulka ¢. 6. CRM 5/2006 — hodnoty naméienych koncentraci a hodnoty urcujici Cistotu

vyextrahované DNA.
CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/nl
Repka CRM 5/2006 | A 22,6 1,96 2,03
Izolace 4.11. 2021 B 23 1,97 2,05

Obrazek ¢. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 5/2006 izolaty A, B. MM — Load Precision
Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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Obrazek ¢. 3. Vnitini gen iFepky (101bp) - CRM 5/2006, (A,B), CRM 10/2021 (A,B), BT -
beztemplatova kontrola, M50 — DNA marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-pozitivni
kontrola CRM 4/2015.

Screening

U CRM 10/2021 bylo provedeno stanoveni screeningovych elementti bar a T-NOS s pozitivnim
vysledkem. CRM 5/2006 byl pouzit jako negativni kontrola NK (obrazek ¢. 4, 5)

bar - CRM 102021

Obrazek €. 4. Screening bar (60 bp), CRM 10/2021 (A,B), M50 — DNA marker 50 bp, BT—
beztemplatova kontrola, NK — CRM 5/2006, PK-pozitivni kontrola CRM 1/2020.
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NOS - CRM 102021

BT NK M5S0

Obrizek €. 5. Screening T-NOS (180 bp), CRM 10/2021 (A, B), M50 — DNA marker 50 bp,
BT- beztemplatova kontrola, NK — CRM 5/2006, PK-pozitivni kontrola CRM 27/2012.

Spravnost stanoveni MS 11

Bylo provedeno stanoveni MS 11 z izolati (A, B) CRM 10/2021 s koncentraci DNA 5ng/ul a
s koncentraci DNA 10ng/ul. Zkousky byly pozitivni. (obrazek €. 6).

MS 11 - CRM 102021

BT NK M50 A B

10ng/ul

Obrazek ¢. 6. Stanoveni MS 11 (124 bp), BT — beztemplatova kontrola, M50 - DNA
marker 50 bp, NK — CRM 5/2006, CRM 10/2021: izolaty A, B v koncentracich 5 ng
DNA/ul a 10 ng DNA/ul.
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Mez detekce stanoveni MS 11

Dale byla stanovena mez detekce (MD) metodou fedici fady S pouzitim izolatu nemodifikované
genomické DNA fepky (CRM 5/2006). Nejprve byla otestovana fedici fada 100 % - 0,05 %
GM (obrazek ¢. 7.). Nasledné byly provedeny amplifikace izolatu CRM 10/2021 o obsahu
modifikace 1 %; 0,1 % a 0,05 %.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich (obrazky ¢. 8 az 11).

Z vysledki analyz vyplynulo, ze obsah modifikace MS 11 lze detekovat na hladiné
0,05 %.

Mez detekce se ovéfila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace

MS 11.

MS 11 - CRM 102021

BT NK M50 100% 10% 1% 0,1% 0,05% M50

Obrazek €. 7. Stanoveni MD transgenu MS 11 (124 bp), BT — beztemplatova kontrola,
NK — CRM 5/2006, M50 — DNA marker 50 bp. CRM 10/2021: 100 (>99,9) %; 10 %; 1 %;
0,1 %; 0,05 %. Amplifika¢ni kit REDTaq. PCR s pozitivnim vysledkem probéhla
do koncentrace 0,05 %.
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MS 11 - CRM 1012021 MS 11 - CRM 10/2021

BT NK M50 1% 01% 005% M50 BT NK M50 1% 0l% 005% M50
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MS 11 - CRM 102021 MS 11 - CRM 102021

BT NK M50 1% 01% 005% N BT NK M50 1% 01% 0,05% M50

<
1505
100 5o

0%

Obrazky ¢. 8 az 11. Stanoveni MD transgenu MS 11 (124 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 5/2006, M50-marker 50 bp. CRM 10/2021: 1 %; 0,1 %; 0,05 %.
Amplifikacni kit REDTaq. PCR s pozitivnim vysledkem probéhla ve vSech opakovanych

amplifikacich do koncentrace 0,05 %.
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Béhem verifikace se postupovalo podle JPP, postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1, 10259.1
a metody validované EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence
primerti i amplifikacni programy.

Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, ze testovany certifikovany referencni material vykazuje
pruh v piislusném mistg.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zptsobu izolace, skladovani apod.), kvalité amplifika¢nich primerd,

kvalité gelu a také samotné provedeni elektroforézy.

S5  Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace fepky MS 11 a rozsifit
tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoti OdMB.

Metoda stanoveni fepky MS 11 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM.

Tato metoda se zatradi jako dalsi parametr pti zkouSeni ptitomnosti genetickych modifikaci

ve vzorcich krmiv a osiv.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgenu DAS 81910-7
u baviny

Hana Polakova Hdajkova

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno

Hana.PolakovaHajkova@ukzuz.cz

1  Uvod

DAS 81910-7 je geneticky modifikovana bavlna, jejiz DNA obsahuje gen pat a gen AAD-12.
Oba geny pochazeji z Agrobacterium tumefaciens, jejich produktem jsou enzymy fosfinothricin
N-acetyltransferaza a aryloxyalkanoat dioxygendza-12. Modifikovana plodina vykazuje
toleranci vaci herbicidu glufosinatu amonnému a kyseling 2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D).
Cilem prace je roz$ifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci
U bavlny o kvalitativni stanoveni DAS 81910-7 a urceni meze detekce stanoveni.

Soucasti zavadéni stanoveni transgenu DAS 81910-7 bude ovéfeni detekce screeningového

elementu pat.

LB
P-AtUbil0 » AAD-12 | T-AtuORF23

1706-f2 =» = 1706-f3 RB

P-CsVMV ) par T-AtuORFI

Obrazek ¢. 1. Schéma genového konstruktu modifikované baviny DAS 81910-7 s mistem
hybridizace specifickych primera 1706-f2 a 1706-f3.

2 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o metodu, pii kter¢ dochdzi k mnohonasobnému zmnozeni konkrétniho
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pozadovaného tseku DNA. V tomto piipadé se jedna o klasickou PCR s elektroforetickou

detekci amplikonu na agar6zovém gelu.

3  Material a metody

Pro zavedeni byly pouzity tii certifikované referencni materialy (CRM) od IRMM (Institute
for reference Material and Measurements) a American Oil Chemist’s Society (AOCS).
ERM®-BF440d — 1% DAS 81910-7, interni ozn. CRM 1/2021.

ERM®™-BF440c — 0,1% DAS 81910-7, interni ozn. CRM 2/2021

AOCS 1012-A — 0% non modified cotton powder, interni ozn. CRM 17/2014.

Izolace vSech CRM byla provedena pomoci zavedeného komer¢niho kitu (NucleoSpin® Food
— MACHEREY-NAGEL). U izolath DNA byla zméfena koncentrace, byly otestovany na
kvalitu i amplifikovatelnost DNA.

3.1 Pristroje a pomicky

Extrakce DNA

Viéhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Pienosnd UV lampa.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem.
Plastové zkumavky s vickem o0 objemu 2 ml - 2,5 ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza
Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm.

Elektromagnetické michadlo s ohievem.
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pH metr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem o0 objemu (2-2,5) ml.

Elektroforeticka vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentacni zafizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cykler.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem i bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.

3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Extrakce DNA: NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci
genomické DNA z potravin a krmiv
Lysis Buffer CF.
Buffer C4.
Wash buffer CQW.
Wash buffer C5 (koncentrat).
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Elution buffer CE.
NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).
Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 X TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).

EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikdty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).

PCR reakce — amplifikace
REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCly, vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni
reakéni smés pro PCR (dale REDTaq)

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.
PCR voda.

Dalsi potifebné chemikalie nedodavané v ramci kit .

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminac¢ni roztok pro oSetieni ploch.

Amplifikacni primery:

Pro analyzy byly pouzity amplifikaéni primery od firmy Generi-Biotech

VG bavlna (Alkohol dehydrogenaza C): KVM157 / KVM158

F: CAC ATG ACT TAGCCCATCTTT GC
R:CCCACCCTTTTTTGG TTT AGC
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Pat: pat_16-L / pat_16-R
F: GAT ATG GCC GCG GTT TGT GAT
R: TTC CAG GGC CCAGCG TAAG

DAS 81910-7: 1706-f2 / 1706-f3
F:AAGCTT AGG TGATTT CGATGA TG
R: GACCTC AATTGCGAGCTT TC

3.3 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerazové fetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO, JPP 10257.1 Gelova elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledki stanoveni GMO metodou PCR.

Tabulka €. 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaq® ReadyMix™ PCR
Reaction Mix (jednoducha PCR), vnitini gen baviny, pat i DAS 81910-7.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokil koncentrace

PCR voda 6,5

RedTaq PCR MIX 2X 1x 12,5

Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5

Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5

Templatova DNA 10 ng/ul 50 ng 5

Objem smési v¢. templatu 25
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Vnitini gen baviny (Alkohol dehydrogenaza C)
primery: KVM157 / KVM158
délka amplikonu: 73 bp

Tabulka €. 2. Amplifika¢ni program vnitini gen baviny.

teplota (°C) c¢as (s) pocet cykli
UNG 50 120 1
denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
annealing a extenze 60 60 45

pat
primery: pat_16-L / pat_16-R
délka amplikonu: 186 bp

Tabulka ¢. 3. Amplifika¢ni program pat.

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykli
pocateéni denaturace 95 600 1
denaturace 95 10 45
annealing a extenze 60 15

DAS 81910-7
primery: 1706-f2 / 1706-f3
délka amplikonu: 120 bp

Tabulka ¢. 4. Amplifikac¢ni program DAS 81910-7.

teplota (°C) ¢as (s) pocet cykla
pocateéni denaturace 95 600 1
denaturace 95 15
annealing a extenze 60 60 45
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4 Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni, byla vyextrahovana DNA z CRM GM negativni baviny (CRM 17/2014) az CRM
baviny DAS 81910-7 (CRM 1/2021 a 2/2021). U vsech izolati byla zméfena koncentrace
(tabulka €. 5), otestovana kvalita i amplifikovatelnost DNA (obrazky ¢. 2 a 3).

Tabulka ¢.5. CRM 1/2021, CRM 2/2021 a CRM 17/2014 — hodnoty namérenych

koncentraci a hodnoty urcujici ¢istotu vyextrahované DNA.

CRM Izolat Koncentrace A 260/A 280 A 260/A 230
ng/pl
CRM 1/2021 1% A 122,3 1,87 2,25
Izolace 12.11.2021 B 116,7 1,88 2,17
CRM 2/2021 0,1% A 169,8 1,87 2,27
Izolace 12.11.2021 B 168,1 1,86 2,25
CRM 17/2014 0% A 66,3 1,87 2,01
Izolace 12.11.2021 B 62,5 1,86 2,03

kvalita DNA
CRM 122021 CRM 272021 CRM 17/2014
L]

— —

KI MM A B MM A B MM A B

"W

Obrazek ¢. 2. Kvalita izolati DNA, CRM 1/2021 (A,B), CRM 2/2021 (A,B), CRM 17/2014
(A, B), MM — Load Precision Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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vnitrni gen baviny - alkohol dehydrogenaza C

CRM17/2014 CRM 12021 CRM22021

M50 PK

Obrazek €. 3. Vnitini gen bavina (73bp) - CRM 1/2021 (A,B), CRM 2/2021 (A,B), CRM
17/2014 (A,B). M50 — DNA marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-pozitivni kontrola
CRM 27/2012.

Screening

Bylo provedeno stanoveni screeningového elementu pat s pozitivnim vysledkem (obrazek ¢. 4).

Jako negativni kontrola NK byl pouzit CRM 17/2014.

PAT

CRM 1/2021 CRM 22021

BT NK M0 A B A B M50 PK

~—
e
~—
e
-
-
—
——
-

Obrazek ¢. 4. Screening pat (186 bp), - CRM 1/2021 (A,B), CRM 2/2021 (A,B), M50 —
DNA marker 50 bp, BT-beztemplatova kontrola, PK-pozitivni kontrola CRM 24/2012.
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Spravnost stanoveni DAS 81910-7

Bylo provedeno stanoveni DAS 81910-7 z izolata (A, B) - CRM 1/2021 a CRM 2/2021,
s koncentraci DNA 5ng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/ul. Jako negativni kontrola NK byl
pouzit CRM 17/2014. Zkousky byly pozitivni. (obrazek ¢. 5).

DAS 81910-7
CRM 12021 CRM 212021
BT NK M50 A B A B A B A B M5

10 ng/ul Sng/ul ol Sng/ul

2

LR

=
g4
-’
e
-
e
=
—

1205 S .

Obrazek ¢. 5. Stanoveni DAS 81910-7 (120 bp), BT — beztemplatova kontrola, NK — CRM
17/2014, M50-DNA marker 50 bp, CRM 1/2021 a 2/2021 (A,B) v koncentracich 5 ng
DNA/pl a 10 pg DNA/ul.

Mez detekce stanoveni DAS 81910-/

Mez detekce (MD) byla stanovena metodou fedici fady s pouzitim izolatu nemodifikované
baviny (CRM 17/2014) a 1% modifikované baviny (CRM 1/2021). Byly provedeny
amplifikace izolatu CRM 1/2021 o obsahu modifikace 1 %; 0,1 % a 0,05 %. Jako negativni
kontrola NK byl pouzit CRM 17/2014.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve v§ech opakovanich. (obrazky ¢. 6-10)

Z vysledkt analyz vyplynulo, ze obsah modifikace DAS 81910-7 Ize detekovat na hladingé
0,05 %.

Mez detekce se ovétila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace

DAS 81910-7.
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DAS 81910-7 - CRM 12021 DAS 81910-7 - CRM 1/2021

BT NK M50 1% 0.1% 0,05% M50 BT NK M50 1% 01% 00

e~
e
e
f—
[
o
-
il
=3
—
-
e

DASEIINGT S CRM L0 DAS 819107 - CRM 12021

BT NK M50 1% 0,1% 005% M5 BT NK M50 1% 01% 0,
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DAS 81910-7 - CRM 112021

BT NK M50 0,05% 0.1% 1%

Obrazky €. 6 az 10. Stanoveni MD transgenu DAS 81910-7 (120 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 17/2014, M50-marker 50 bp. CRM 1/2021: 1 %; 0,1 %; 0,05 %.
Amplifika¢ni kit REDTaq.

PCR s pozitivnim vysledkem probé¢hla do koncentrace 0,05 %.

Béhem verifikace se postupovalo podle JPP, postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1, 10259.1
a metody validované EURL. Zachovaly se jednotlivé objemy a slozky PCR reakce, sekvence
primert i amplifikaéni programy.

Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze testovany certifikovany referenéni material vykazuje
pruh v ptislusném miste.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci a kvalité templatové DNA,
kvalit¢ amplifika¢nich primert, kvalit¢ gelu, pouzitém interkala¢nim barvivu a provedeni

elektroforézy.

S5  Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace baviny DAS 81910-7
a rozs§itit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoii OdMB.
Metoda stanoveni baviny DAS 81910-7 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM.

Tato metoda se zaradi jako dalsi parametr pii zkouSeni pfitomnosti genetickych modifikaci

u vzorku krmiv a osiv.

47



Literatura

Stanoveni piitomnosti GMO metodou PCR, UKZUZ, JPP ZK, postupy ¢. 10252.1,
10255.1, 10257.1, 10259.1.

Compendium of Reference Methods for GMO Analysis, European Union Reference
Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), European Network of GMO
Laboratories (ENGL), 2011.

Event-Specific Method for the Quantification of Cotton DAS 81910-7 by Real-time
PCR, Validation Report and Validated Method, JRC — Institute for Health and Consumer
Protection, 20109.

Eum, SJ., Kim, LLR., Lim, H.S. et al. Event-specific multiplex PCR method for four
genetically modified cotton varieties, and its application. Appl Biol Chem 62, 52 (2019).
https://doi.org/10.1186/s13765-019-0459-8.

48



Bulletin Narodni referenéni laboratore XXVI1I1, 2024/1

Roc¢nik: XXVIIL €. 1

Vydal: Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky v roce 2024
Odpovédny redaktor: Ing. Iva Strizova

Pocet stran: 48

Texty neprosly jazykovou tpravou.

ISSN 1801-9196



