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Postupy detekce pritomnosti geneticky modifikovanych mikroorganism&

Zjistovani kontaminace vzduchu

Metoda slouzi k monitorovani uniku GMM do prostoru. Tuto kontrolu se doporucuje provadét 1x
za 6 mésicl, a dale po kazdé mimoradné udalosti. Provadi se rozloZzenim otevienych Petriho misek
s agarovym mediem v uzavieném prostoru. Pda v agarovych miskach ma byt svym sloZzenim
specificka pro testované mikroorganismy, s nimiz se pracuje, a u kterych nastala moznost Uniku. Je
vhodné pouzit medium obsahujici antibiotikum, které selektuje modifikované mikroorganismy s
prislusnym rezistencnim markerem (signalnim genem). Misky s agarovym mediem se otevrené
polozi do uzavreného prostoru. Po 15 minutach se opét prikryji a nechaji inkubovat v termostatu
pri teploté vhodné pro rlst hledanych mikroorganismd (napt. na 37 °C nebo 30 °C) po dobu 3 dnd.
V pripadé narlstu kolonii se postupuje podle hodnoceni rizika prislusného nakladani. Je treba
provést dikladnou dezinfekci ploch alternativnimi dezinfekénimi prostredky a dezinfekci prostoru
ozarovanim germicidni UV-lampou po dobu 1 hodiny, pfipadné pres noc.

V pripadé opakovaného nardstu kolonii v prostoru, kde probiha nakladani s GMM 2. kategorie
rizika, je tfeba testovat mikrobialni izolaty vzrostlé na Petriho miskach pomoci metody PCR s
pouzitim vhodnych primerd. V pfipadé pozitivni PCR je tfeba dosahnout Gc¢inné inaktivace
detegovaného GMM,

Zjistovani kontaminace povrchid stérovou metodou

Metoda se provadi setfenim sledovaného povrchu sterilni gazou a naslednym rozetfeni stéru na
Petriho misky s vhodnym agarovym mediem (stejné jako pfi zjiStovani kontaminace vzduchu). V
pripadé nardstu kolonii se postupuje stejné jako pfi zjistovani kontaminace vzduchu.

Detekce GMO pomoci polymerasové retézové reakce (PCR)

V krajnim pfipadé, kdy nelze identifikovat prezivajici mikroorganismy, se provadi jejich detekce
pomoci metody PCR. Amplifikované Useky DNA Ize ddle presné charakterizovat sekvenovanim a
porovnavanim se sekvenci predpokladaného modifikovaného Useku v GMM,

Vzor testu pritomnosti modifikované DNA s vyuzitim PCR:

Slozeni reak¢ni smési a program automatického cyklem:

Slozka [Objem
Extrakt testovaného vzorku 1ul

10x konc. pufr pro DNA polymerasu 5l

dNTP (20mM) 1 pl
Oligonukleotid 1 1 pl (50 pmol)
Oligonukleotid 2 1 pl (50 pmol)
Pfu polymerasa 1 ul

voda destilovana 40 ul

Cislo cyklu Pocet cykli Teplota (°C) [Cas (s)
1 1 94 120
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94 30
2 30 50 30

72 60
3 1 72 300

10 pl produktu se vizualizuje a zkouma pomoci elektroforetické analyzy. Amplifikovany Usek

DNA Ize pripadné charakterizovat sekvenovanim.
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