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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je:

- vytipovat, odzkouset a doporucit pro chovatelskou praxi optimdlni a alternativni zdroje DNA vhodné
pro plosny odbér biologickych vzork( uréenych k izolaci genomické DNA skotu.

- Zdavodnit vybér a doloZit vhodnost favorizovanych zdroji DNA z hlediska ucelné stanovenych kritérii.

- Pfi volbé kritérii zohlednit jak naroky a limity izolacnich technik a metod praktikovanych v rutinni
servisni laboratofi, tak mozZnosti komfortniho provedeni odbéru zdroje v podminkach chovatelské
praxe.

- Kompromisni volbou optimalniho zdroje DNA, kterd zohledni jak ,laboratorni“ tak ,chovatelské”
naroky na odbér vzorku, docilit vysokou miru jistoty, Ze z vybranych zdroji bude moZné uUspésné
izolovat genomickou DNA a nasledné provést analyzu genomu pomoci SNP — Bovine Chip technologie.

- Popsat a chovatelské praxi nabidnout jednoduchy postup, podle kterého budou v chovech plosné
odebirany standardizované biologické vzorky, vhodné pro izolaci DNA v kvalité narokované SNP —
Bovine Chip technologii vindustridlnim laboratornim modelu s velkou prichodnosti vzorkd rutinni
laboratofi.

- Doporucit vhodnou odbérovou sadu/sady pro vytipovany zdroj/zdroje DNA.

- Vyvinout a odzkouset originalni odbérovou sadu, nebude-li vhodnd odbérovd sada komercné
dostupna.

- Vybérem vhodnych zdrojd DNA, vypracovanim postupu odbéru, doporuéenim a vyvojem odbérové
sady pro vybrané zdroje DNA komplexné optimalizovat proces odbéru vzorkd DNA a eliminovat riziko
nutnosti opakovani odbérl vzorkl DNA, které v konecném dlsledku vede ke zpomaleni procesu
genomickych analyz a navyseni finanénich naklad( na SNP genotypizaci.

Il.  VLASTNIi POPIS METODIKY

II. 1. Uvod

vvvvv

metodicky nastroj k ovérovani rodicovstvi (polymorfismus STR — mikrosatelity) a ke screeningu statusu genu
s vlivem na zdravi a uZitkovost pfimym testem bodovych mutaci (PCR-RFLP, alelové specificka PCR apod.).

V poslednich letech se nejrozsifenéjsi molekularné biologickou analyzou v oblasti agrigenomiky stala SNP
technologie, zejména pak analyza SNP polymorfismu na microarrays (DNA cipech — Bovine Chips). Metoda
prioritné poskytuje analyticka data potfebnd k vypoctu genomickych plemennych hodnot (GPH) a soubézné
nabizi mozZnost interpretace statusu genuU svlivem na zdravi a uZitkovost metodou haplotypovani, jako
alternativu k pfimym testim bodovych mutaci.

Vypovédni hodnota jakéhokoliv vysledku DNA analyzy je do znacné miry zdvisld na typu pouzitého
biologického zdroje, ktery striktné podminiuje a limituje vytéznost a kvalitu extraktu DNA.

Kvalitné izolovana DNA je nutnou podminkou Uspésné analyzy v navazujici SNP technologii a limituje miru
Uspésnosti genotypizace na microarrays (Bovine Chips) vyjadfenou tzv. call rate.

Absence analytickych dat (nebo jejich casti) — nizky call rate — je limitujicim faktorem moZnosti zarazeni
vysledku analyzy SNP jedince, ze kterého byl vzorek pro izolaci DNA odebran, do vypoctu GPH.

Vzhledem k finanéni ndrocnosti SNP technologie je proto nutné zafazovat do procesu genotypizace na
microarrays pouze kvalitni vzorky DNA, kterou je mozné izolovat pouze ze standardné odebranych zdroju.
Spolehlivost vypoctl GPH se zvySuje a zpfesfiuje navySenim poctu genotypizovanych jedincl v referenéni
populaci, z ¢éehoz logicky vyplyva nutnost zavedeni ploSného odbéru vzorkl v pocetnych stadech za
soucasného zachovani standardu kvality odbéru.

Optimalizace odbér(i kvalitniho zdroje DNA se tedy stdva zcela zasadni podminkou Uspésnosti a efektivity
projektu genomického hodnoceni dojeného skotu v CR.



Il. 2. Pfehled moznych zdrojii DNA

DNA Ize teoreticky izolovat z jakéhokoliv vzorku odebraného z téla hospodarského zvirete, ktery obsahuje
plnohodnotné buriky s bunécnym jadrem v limitni kvantité a zachované kvalité (Sebastianelli et al., 2008).

K ,tradicnim“ biologickym materialim pro izolaci DNA hospodarskych zvifat patfi vzorky nesrazlivé Zilni krve
ve standardnich odbérovych zkumavkach.

K molekularné biologické analyze Ize rutinnimi postupy ziskat DNA i z jinych, ,alternativnich”, biologickych
zdrojG: chlupové cibulky, vzorky z biopsii tkani (napf. TSU - Tissue Sample Unit), stéry sliznic, sperma,
popfipadé i nékteré biologicky nedegradované ¢asti kadaverd (Gielda and Rigg, 2017).

Diskutabilni je moZnost izolace DNA z rezidualnich, degradovanych a jinak nestandardnich zdrojd (pouZité
pejety po inseminaci, biopsie embryi apod.). | z takto nestandardnich zdroji je mozné vhodné zvolenou
a individudlné praktikovanou metodou izolovat genomickou DNA a naslednym nabohacenim vytézku in vitro
docilit moZnosti aplikovat takto upravenou DNA na microarray. Tento sloZity, ¢asové ndrocny a financné
nakladny postup vsak nelze aplikovat pfi plosné genotypizaci velkého pocétu vzorkd (Beranek et al., 2012).

Il. 3. Princip izolace a prehled aplikovatelnych metod izolace DNA

II. 3.1. Princip izolace

Izolace genomické DNA ze ZivolisSnych bunék v principu probiha ve dvou, pfipadné ve tfech, na sebe
navazujicich krocich:

- Prvni faze tzv. Lyze bunék — naruseni integrity bunécéné stény a uvolnéni DNA do roztoku. PouZiva se
kombinace fyzikalnich a chemickych postup. Dllezitou roli hraje vyuZiti detergentd a proteolytickych
enzym( (nejcastéji Proteindza K). Pfitomné detergenty rozrusuji fosfolipidové membrany a proteinazy
zas degraduji veskeré proteiny, ¢imz je docileno uvolnéni DNA z buriky. V pfipadé bunék s pevnymi
bunéénymi sténami musi enzymatickému Stépeni predchdzet mechanické rozruseni membran.
Vysledkem je bunéény lyzat obsahujici DNA ve smési s proteiny, solemi, nelistotami, zbytky lyzacnich
¢inidel, detergentd apod. (Steiger, 2018).

- Druha faze: vlastni extrakce DNA z bunééného lyzatu tj. oddéleni DNA od ostatnich sloZek lyzatu.

- Treti faze (purifikacni faze) zahrnuje postupy zamérené na precisténi uvolnéné DNA, predevsim je
zamérena na odstranéni takovych sloZek ze vzorku, které by mohly inhibovat nasledné analytické
metody. Nejcastéji je vyuzivano ,docisténi” extraktu ethanolem. V nékterych pfipadech lze od
posledniho kroku ,dodisténi v rutinnich protokolech upustit (Miller et al, 1999; Vondrejs and
Storchova, 1997).

Vhodnou metodu izolace DNA volime na zdkladé nékolika riznych faktor(, ke kterym patfi vlastnosti

vychoziho biologického vzorku-zdroje DNA, predpokladany vytéZzek a kvalita DNA narokované naslednou

analytickou metodou, robustnost a opakovatelnost metody izolace a v neposledni fadé i ¢asova a financni

narocnost metody izolace (Raska, 2006, Beranek et al., 2006).

Il. 3. 2. Prehled aplikovatelnych metod izolace DNA

SNP microarrays — Bovine Chips lllumina technologie narokuje v rutinnim protokolu DNA s vysokou cistotou
a koncentraci. Doporucené hodnoty: méfeno spektrofotometricky — NanoDrop: R 260/280 a 260/230 =
1,8 — 2,1 + limitni koncentraci 50ng/ul (Infinium® HTS Assay Protocol Rev. A October 2013).

Vyse specifikovany narok na kvalitu a kvantitu vytézku DNA v kombinaci s podminkou zabezpeceni vysoké
prichodnosti vzork( rutinni laboratofi v praktikovaném industry modelu provozu, do jisté miry zuZuje Siroké
spektrum popsanych metod izolace DNA, které Ize Gcelné a efektivné aplikovat (Neary et al., 2014).

ZpUsob provedeni prvniho metodického kroku izolace DNA — lyze bunék — vychazi z vlastnosti vychoziho
zdroje DNA.

Z pohledu zabezpeceni vysoké priichodnosti vzorkd laboratofi je Zzddouci minimalizovat pocet alternativnich
vychozich zdroji DNA a do nejvyssi moZzné miry unifikovat proces prvniho kroku — lyze bunék — pro vsechny
alternativni zpracovavané zdroje.


https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cist%C3%ADc%C3%AD_prost%C5%99edek
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_st%C4%9Bna

Pro extrakci DNA z bunécného lyzatu a pripadné procisténi DNA (druhy a treti krok) lze praktikovat nékolik
zédkladnich metodickych postup:

- Postupy zaloZené na oddéleni poldrnich a nepoldrnich latek — ,,metoda precipitacni”

Podstatou je pfidani smési nasyceného roztoku NaCl a 24:1 (v/v) chloroform-isoamyl alkoholu k bunéénému
lyzatu. Po protfepani a samovolném oddéleni zlstava ve vodné fazi rozpusténa DNA, zatimco do organické
faze se rozpusti nepolarni latky, napf. lipidy. Bilkoviny, které maji polarni i nepoldrni ¢asti, zlstanou na
rozhrani obou fazi. Po manualni separaci horni faze (pipetovanim) se DNA zvodni faze precipituje
isopropanolem. Nasledné se procisti ethanolem (Miller et al., 1988).

- Postupy zaloZené na inaktivaci enzymatickych kofaktorti —,,metoda CHELEX“

Podstatou je separace bunécného lyzatu pomoci centrifugace, po které ndsleduje pridani tzv. chelata¢nich
Cinidel — latek, které jsou na sebe schopny vyvazovat nékteré typy iontl. V praxi je nej¢astéji pouzivan
Chelex—100, iontoménicova pryskyfice, kterd vyvazuje dvojmocné ionty kovl. Pfidanim Chelexu—100
k lyzatu dojde k vyvazani hotecnatych iontll z roztoku, které pak nemohou plnit funkci kofaktorl, a tudiz
endonukledzy nemohou enzymaticky Stépit DNA; tim je izolat stabilizovan.

DNA nebyva z roztoku precipitovana ani dale procistovana (Walsch et al.,1991).

- Postupy zaloZzené na vazbé DNA na pevnou fazi

Vyuzivaji efektu, Ze DNA je molekula s parcialnim (tj. ¢astecnym) zadpornym nabojem. Jako zminéna pevna
faze je zpravidla uzivana silika (polymerni oxid kfemicity), ktera je na povrchu rovnéz zdporné nabita. V Cisté
vodé se tak DNA a silika navzajem odpuzuji. Pokud vSak do roztoku pfidame tzv. chaotropni soli, zafunguji
jako zprostredkovatel vazby mezi DNA a silikou. Touto vazbou je pak DNA pevné vazana k silice a mGze byt
spolu s ni transportovana. Po zméné sloZeni roztoku (sniZzeni koncentrace soli, zméné pH z kyselého na
zasadité) dojde ke zrudeni vazby DNA na silikat a k jejimu uvolnéni do roztoku (Simkova, 2012).

V praxi jsou uzivana dvé zakladni usporadani tohoto izolacniho postupu:

- tzv. silikdtové kolonky, kde je DNA zachycena na kolonce béhem centrifugace lyzatu, poté je
precisténa a nasledné uvolnéna do Cistého elu¢niho roztoku — , metoda KOLONKY*“

Podminkam provozu rutinni laboratore nejlépe vyhovuje komercéné dostupny, vysoce sofistikovany
izolacni kit: Q/Aamp DNA Mini Kit 250 (Neary et al., 2014).

- magnetosilikové partikule, kde se DNA navaZe na tyto paramagnetické kuli¢ky, které mohou byt
manipulovany pomoci magnetu — nap¥. vyjmuty z roztoku, pfeneseny do precistovacich roztokd
a z nich nakonec do eluéniho roztoku, kde je DNA uvolnéna — ,,metoda MAGNETICKE KULICKY*

Podminkam provozu rutinni laboratofe nejlépe vyhovuje komeréné dostupny, sofistikovany izolaéni
kit: OMEGA Mag-Bind Blood&Tissue DNA HDQ Kit 96 (Keijzer et al., 2010; Sebastianelli et al., 2008).

Il. 4. Stanoveni laboratorné—metodickych kritérii vybéru
favorizovanych zdrojii DNA

VySe popsané metody, které ma rutinni laboratof aktualné k dispozici, byly zhodnoceny a srovnany
z hlediska nasledujicich kritérii:

- naroky na pracovni silu — pracnost

- trvani procesu izolace — ¢asova narocnost

- nakupni cena chemikalie, komercnich izolaénich kitl, spotfebniho plastu apod. — financni naklady
- kvalita extraktu — hodnocena z hlediska koncentrace, Cistoty a absolutniho vytézku extraktu

- moznost robotizace — moznost modifikovat manudlni protokoly pro TECAN EVO Freedom



METODA METODA METODA METODA MAGNETICKE
PRECIPITACNI CHELEX KOLONKY KULICKY
PRACNOST vysoka nizka stredni stredni
CASOVA , o _ .
NAROENOST vysoka nizka stfedni stfedni
FINANCNiI NAKLADY nizké sttedni vysoké sttedni
KVALITA EXTRAKTU vysoka stfedni vysoka vysoka
MOZNOST
e NE NE NE ANO

hodnoceno vzajemnym srovnanim metodik, 3 relativni stupné: vysoky — stfedni — nizky; nebo ANO — NE

Dale byla posouzena vhodnost dispozi¢nich metod pro izolaci DNA z jednotlivych zvazovanych zdrojt

METODA METODA METODA METODA MI-}GNETICKE
PRECIPITACNI CHELEX KOLONKY KULICKY
NESRAZLIVA KREV ANO +/- ANO ANO
CHLUPOVE CIBULKY NE NE ANO ANO
NASALNi STERY NE ANO +/- +/-
TKAN UCHA (TSU) +/- NE +/- ANO
SPERMA ANO +/- ANO ANO

Zpusob hodnoceni: ANO — vhodnd, NE — nevhodna, +/- parcidlné pouzitelna

Il. 5. Stanoveni praktickych — ,,chovatelskych” — kritérii vybéru
vhodnych zdrojii DNA

Hodnoceny byly nasledujici aspekty:

INVAZIVITA ODBERU - ukon odbéru zdroje byl posouzen sohledem na welfare zvifete béhem odbéru
a nutnost asistence veterinarniho Iékare pfi odbéru — Vyhlaska 19/2018 Sb.

NAROKY NA SPECIALNi ODBEROVE POMUCKY — posouzena nutnost pouzivani (tim i predchozi distribuce)
specidlnich odbérovych pomcek: aplikaénich klesté, injekéni stiikacky apod.

PORIZOVACI NAKLADY NA ODBEROVOU SADU

SLOZITOST PROVEDENi ODBERU — nutnost proskoleni osob k provedeni odbéru, potteba fixace zvitete,
pfipadné nutnost asistence dalSich osob u odbéru, ¢asova ndrocnost apod.

NAROKY NA UCHOVAVANi ODBEROVE SADY — posouzena moznost dlouhodobého uchovavani odbérovych
sad pfi pokojové teploté pred odbérem a po ném.




RIZIKO ZNEHODNOCENi VZORKU BEHEM TRANSPORTU DO LABORATORE - posouzena odolnost
odebraného vzorku vici vysoké a nizké teploté a vici mechanickému poskozeni béhem transportu postou.

CHIMERISMUS

Zvlastni pozornost je pfi hodnoceni vhodnosti zvaZzovanych zdrojli DNA potifeba vénovat biologickému jevu —
— Chimerismus. Tento jev byl popsan v souvislosti s vice€etnou graviditou u skotu v souvislosti s ovéfovanim
plvodu (Owen, 1945; Verdonck et al., 1996; Ron et al., 1995).

| kdyZ je skot zvife prevainé uniparni, jisté procento telat pochazi z viceCetnych gravidit a porodd dvojcat
(4—- 10 % podle plemene). U skotu se jedna predevsim o dvouvajecna (dizygotickd-fraterndlni) dvojcata.
Vyvijeji se ze dvou oplodnénych vajicek. Z genetického hlediska jsou to dva sourozenci, ktefi se narodili
soucasné a prekonali intrauterinni vyvin ve shodném prostfedi a identickém case.

B&hem raného intrauterinniho vyvoje dochazi u plodd vicecetnych gravidit k anastomickému spojeni mezi
obéma plody. Tato spojeni vedou kvyméné bunék mezi plody, kdy je jedno dvojce donorem, druhé
recipientem bunék sourozence. Tento jev je Casové omezen stadiem vyvoje a vyména bunék se tyka pouze
organll a organovych soustav, které se vytvari ze zarodec¢nych listll entoderm a mezoderm.

Popsany jev je komplikovany skutecnosti, Ze vyména casti bunék mezi dvojcaty z(istdva prezentovana
celoZivotné a perzistuje dokonce i v pfipadé odumrti jednoho z plodl pred ukoncenim gravidity a porodem
pouze jednoho telete (Anderson, 1982; Lopez-Gatius et al., 2017).

Zvlasté markantni je chimerismus u bunék krvetvornych organu, objevuje se vSak i u bunék dychaciho
systému. Je tudiz prezentovdn zvlasté ve vzorcich plné krve a nasdlnich stérech. U dvojcat je proto odbér
téchto DNA zdrojd spojen s vysokym rizikem (cca 90 %), Ze odebrany vzorek bude obsahovat smésnou
populaci bunék obou jedincu.

Chimerismus je nejcastéjsi pricinou nizkych call rate pfi genotypizaci skotu SNP Bovine Chip technologii.

Je indikaci nutnosti provedeni nového odbéru alternativniho zdroje, ve kterém tento jev nebude limitovat
SNP analyzu.

Shrnuti hodnoceni vhodnosti zdroji z pohledu praktickych — ,,chovatelskych” kritérii:

NESRAZLIVA CHLUPOVE NASALNi TKAN UCHA
KREV CIBULKY STERY (TSu)
INVAZIVITA ODBERU ANO NE NE NE
SPECIALNi ODBEROVE POMUCKY ANO NE NE ANO
NAKLADY NA ODBEROVOU SADU STREDNI NIzZKE VYSOKE VYSOKE
SLOZITOST PROVEDEN{ ODBERU VYSOKA NizKA NizKA STREDNI
NAR%KDLE':OL\’ICEH;\@VAN" VYSOKE NIZKE NIZKE NIZKE
R'Z'KOBEZF'\I'EEQOTDRT;;EQL\T'?JORKU VYSOKE NIZKE NIZKE NIZKE
VYSKYT CHIMERISMU ANO NE ANO +/-

hodnoceno vzajemnym srovnanim metodik, 3 relativni stupné: vysoky — stfedni — nizky; nebo ANO — NE




Il. 6. Srovnani vhodnosti a zdlivodnéni vybéru favorizovaného
a alternativniho zdroje DNA podle stanovenych kritérii

II. 6. 1. Srovnani metod izolace DNA, vybér favorizované a alternativni
metody izolace DNA

Z hlediska zhodnoceni posuzovanych laboratorné-metodickych kritérii, vyhovuje industridlnimu modelu
provozu rutinni laboratore — s ohledem na zabezpeceni narokované vysoké prichodnosti vzork( laboratofi,
hospodafeni s nakladovymi polozkami a pracovni silou, které se v kone¢ném dlsledku promitaji do ceny za
SNP genotypizaci — nejlépe metoda izolace na magnetosilikovych partikulich pracovné nazvanda , metoda
MAGNETICKE KULICKY“, s vyuZitim komeréniho kitu OMEGA Mag-Bind Blood&Tissue DNA HDQ Kit 96
s vyuZitim robotizace nékterych ¢asti procesu izolace DNA.

Jako alternativni metoda druhé volby, pro podminky rutinni laboratore, byla vyhodnocena jako dobfre
aplikovatelnd ,,metoda CHELEX“.

»Precipitacni metoda” je pro rutinni laborator s velkou prichodnosti vzork(i nevhodna zejména z hlediska
vysoké pracnosti, ¢asové narocnosti a nevhodnosti k robotizaci.

»Metoda KOLONKY“ predstavuje pfi ploSném vyuZiti zejména velkou financ¢ni zatéz.

Obé zminéné metody budou v laboratofi k dispozici pro vyuziti v individudlnich pripadech, kdy nebude
mozné aplikovat Zddnou z favorizovanych metod.

Il. 6. 2. Srovnani vhodnosti zdroju DNA z praktickych — chovatelskych
kritérii, vybér favorizovaného a alternativniho zdroje DNA

Z hlediska vSech hodnocenych kritérii, s ohledem na preferovanou metodu izolace, byl jako favorizovany
zdroj doporucen odbér chlupovych cibulek. Zavér koresponduje s publikovanymi daty (Neary et al. 2014).

Vzhledem k jednoduchosti odbéru, moznosti dlouhodobého uchovavani odbérové sady pred a po odbéru
vzork(l DNA a ve snaze nabidnout chovatelské praxi alternativu, byl jako moZnost druhé volby vybran odbér
nasalnich stérd. MozZnost této volby je spojena s vySe objasnénymi negativy (chimerismus, drazsi odbérova
sada), které jsou do znac¢né miry kompenzovany komfortem pti odbéru.

Odbér nesrazlivé krve se jevi nevyhodny zejména z hlediska invazivity odbéru, narokll na zabezpeceni
podminek pfi transportu do laboratotfe (riziko degradace krevnich vzorkd teplem v letnich mésicich,
poskozeni zkumavek pfi manipulaci s postovnimi zasilkami apod.).

Odbér tkané z ucha (TSU - Tissue Sample Unit), plosné praktikovany v nékterych evropskych zemich (béhem
aplikace usnich zndmek, nebo samostatné), predpoklada vynaloZeni vysokych vstupnich nakladl na
odbérové sady a narokuje predchozi distribuci odbérovych klesti, bez kterych neni mozné odbér provést.
DNA z obou zminénych zdroj (krev, tkan ucha) stejné jako ze spermatickych ddvek, bude v divodnych
pfipadech DNA dale izolovana, mimo rutinni rezim za individudlné stanovenych podminek.

Il. 7. Vybér vhodné odbérové sady a zpracovani postupu odbéru pro
favorizovany a alternativni zdroj

II.7.1. Odbérova sada a postup odbéru pro zdroj DNA chlupové cibulky

Pro vybrany favorizovany zdroj DNA chlupové cibulky neni na trhu k dispozici vhodna, komer¢né dostupna
odbérova sada.

Z hlediska zabezpeceni vysoké miry uniformity zdroje, ktery vstupuje do procesu izolace DNA, je nutné
provadét odbér pomoci jednotné odbérové sady, kterou se unifikuje kvantita i kvalita vzork( béhem procesu
vzorkovani.

NavrZzeny odbérovy set musi zamezit moznosti vzajemné kontaminace vzork( béhem odbéru, transportu do
laboratore, prvotni evidence a zaddavani zakazky do laboratorniho systému, a téZ béhem prvniho kroku



laboratorniho zpracovani, kterym je odebrani aliquotu chlupovych cibulek na zacatku izola¢niho procesu.
Chlupové cibulky se od chlupt oddéluji manudlné — ustfizenim.

Dale je nutné, aby navrzeny odbérovy set umoznil archivaci zbytku nepouzitého zdroje DNA pro moznost
opakovani izolace DNA.

S ohledem na vsechny vySe zminéné ndroky byl navrzen, odzkousen a do praxe uveden odbérovy set pro
odbér chlupovych cibulek (viz Pfilohu 1A a 1B).

Set ma dvé nedilné ¢asti: vzorkovnici uréenou k fixaci odebranych chlupd. Ta je opatfena ¢arovym kédem
a mistem pro jednoznacnou identifikaci zvifete (usni ¢islo), od kterého byl vzorek odebran.

Druhou ¢asti setu je obdlka, do které se vzorkovnice vkladda, aby byl vzorek chranén pred znehodnocenim
a moznosti kontaminace. Pfimo na obalce je natistén jednoduchy navod k odbéru vzorku.

Postup odbéru — skot:

- Vytrhnéte chlupy z konce ocasu

- Je nutno vytrhnout 30 — 40 chlupl

- Zkontrolujte, zda chlupy maji cibulky

- Zchlupt vytvorte svazedek

- Z odbérového kitu odlepte samolepku

- Do lepici ¢asti vlozte svazek chlupt tak, aby cibulky zasahovaly do pole pro chlupové cibulky

- Prelepte konce chlupl samolepkou
- Ocistéte si ruce pred dalSim odbérem
- Vyplnte elektronickou Zadanku na igenetika.cz

Podrobny navod s ndazornou videoukdzkou odbéru chlupovych cibulek do odbérového setu k dispozici na:
https://www.cmsch.cz/laboratore/laborator-imunogenetiky-(li)/odberove-sety-cibulky/

II. 7.2. Odbérova sada a postup odbéru pro zdroj DNA nasalni stér

Pro odbér nasdlnich stérl byla vybrana komerc¢ni odbérova sada PG-100 Performagene firmy DNAgenotek
Inc., Ottawa, Canada (Foley et al., 2011; Maclean et al., 2013).

Tento odbérovy set je celosvétové pouzivany k odbéru nasalnich a bukalnich stér( u skotu, koni, malych
prezvykavcu a psa.

Navod na odbér byl pfehledné zpracovan a poskytnut chovatelim v ¢eském jazyce (viz Pfilohu 2) a rovnéz je
v dispozici na: https://www.cmsch.cz/getattachment/09b8ed21-3825-4f3e-a76d-862650143a99/Zpusob-
odberu-biologickeho-vzorku-pro-genomickou-analyzu.pdf.aspx?lang=cs-CZ, véetné instruktazniho videa.

Il. 8. Vyhodnoceni pilotni studie odbéru favorizovaného
a alternativniho zdroje dna vyuzitim odbérovych setli pro odbér
chlupovych cibulek a nasalnich stéru

Favorizovany a alternativni zdroje DNA byly, po predchozi dohodé a jednoduché edukaci k odbéru,

odebirané v chovech holstynského skot: Zemédeélska spolecnost Ostretin, a.s.; Zemédélska akciova
spole¢nost Nivnice a VFU Brno SZP Novy Jiéin.

Po vizudlni kontrole kvality odbéru byly zdalSiho procesu zpracovani vylou¢eny vzorky DNA, které
neodpovidaly poZzadovanému standardu — oznaceno: nekvalitné odebrany vzorek (viz Pfilohy 3A a 3B).


https://igenetika.cz/
https://www.cmsch.cz/laboratore/laborator-imunogenetiky-(li)/odberove-sety-cibulky/
https://www.cmsch.cz/getattachment/09b8ed21-3825-4f3e-a76d-862650143a99/Zpusob-odberu-biologickeho-vzorku-pro-genomickou-analyzu.pdf.aspx?lang=cs-CZ
https://www.cmsch.cz/getattachment/09b8ed21-3825-4f3e-a76d-862650143a99/Zpusob-odberu-biologickeho-vzorku-pro-genomickou-analyzu.pdf.aspx?lang=cs-CZ
https://igenetika.cz/

DNA byla izolovana vybranymi metodami: ,metoda Magnetické kulicky — roboticky protokol” pro izolaci
z chlupovych cibulek a ,,metoda CHELEX — manualni protokol” pro izolaci z nasdlnich stérovek.

Po zhodnoceni kvality DNA izoladtu (méfeni koncentrace a Cistoty a u koncentraci nizsich 50 ng/ul nasledna
kontrolni PCR_STR reakce) byly DNA izolaty aplikovany na Bovine Chip v protokolu Illumina HTS infinium
technologie.

U vsech vzorkd, které byly zafazeny do SNP analyz, probéhla analyza s call rate vyssi 0,95, coz odpovida
narokdm na zafazeni do vypoctu GPH.

U 18 vzorku byl zjistén nizky call rate 0,82 — 0,87 z dlivodu chimerismu (provéfeno PCR_STR)

Vysledky jsou uvedeny v tabulce:

CHLUPOVE CIBULKY NASALNi STERY
POCET ODEBRANYCH VZORKU 1413 514
POCET OPAKOVANYCH ODBERU
y y ) 6 13
(Spatné odebrany vzorek)
% USPESNOSTI ODBERU 99,5 % 97,4 %
ROZMEZi KONCENTRACE IZOLOVANE DNA ng/pul 542,7-5,2 754,7 - 25,3
PRUMERNA KONCENTRACE ng/pl 202,5 247,1
PRUMERNA CISTOTA IZOLOVANE DNA 191 153
R260/280 (NanoDrop) ! !
POCET IDENTIFIKOVANYCH CHIMER - % 0 18-3,5%
Vysledky dokladaji:

- vysokou miru Uspésnosti volby favorizovaného zdroje a alternativniho zdroje DNA

- vhodnost volby ndslednych metod izolace DNA, s benefitem Siroké mozZnosti uplatnéni robotizace
procesu, kterd garantuje velkou prichodnost vzork( laboratofi a tim moznost plosného genotypovani
SNP technologii

- univerzdlni upotfebitelnost a uZivatelsky komfort pfi vyuZivani origindlni, v ramci projektu vyvinuté
a odzkousené, sady pro odbér chlupovych cibulek

- velmi dobrou a flexibilni upotrebitelnost komeréni odbérové sady — nasalni stérovka.

.  SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V soucasné dobé neni pro oblast agrigenomiky, predeviim pak pro chovatelskou praxi v CR, k dispozici
dostupna metodika zabyvajici se problematikou odbéru zdroji DNA vhodnych pro industridlni model
provozu rutinni, servisni molekularné-genetické laboratore s velkou prichodnosti vzorkd. VyuZiti potencialu
SNP Bovine Chips technologie narokuje tento model laboratorniho zpracovani vzorkl a odbér zdroji DNA
musi byt tomuto modelu pfizpGsoben.

Dosud dostupné informace o narocich na metodiku odbéru zdrojl, ktera kvalitu odebranych vzork(i DNA
podminiuje, jsou jen dil¢i. Dosud byly preddvané formou prezentaci a internich sdéleni v ramci setkani
a odbornych seminaf pro subjekty vyuZivajici sluzby rutinni laboratore iGenetiky CMSCH a.s., pfipadné
zverejiiované na www.cmsch.cz.



http://www.cmsch.cz/

Predkladana metodika doklada dulezitost ziskani kvalitniho zdroje DNA jako limitujiciho faktoru Uspésnosti
procesu genotypizace skotu SNP Bovine Chips technologii, jenZ predchazi vypoctu GPH. Sumarizuje
a koreluje laboratorné-metodické a praktické pozadavky na odbér vzork(i DNA.

Soucasti metodiky je i vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych zdroji DNA, navazujicich metod odbéru vzorku
a metod izolace DNA z odebranych vzorkl, dale také zdlvodnéni volby favorizovaného a alternativniho
zdroje DNA. Pilotni studie provéruje a doklada spravnost vybérl zdroju.

Novost metodiky spociva v integraci procesu vzorkovani zdroji DNA do procesu SNP genotypizace, doloZeni
jeho duleZitosti pro Uspésnost celého procesu genotypizace. Vysvétleni provazanosti a podminénosti kvality
odbéru zdroje DNA s findlni moZnosti laboratorni analyzy DNA izolované z kvalitné odebraného zdroje.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

,Metodika optimalizace odbéru alternativnich biologickych vzork( pro ndvaznou kvalitni izolaci genomické
DNA"“ v prvni ¢asti zahrnuje teoreticky Uvod do problematiky. V praktické ¢asti jsou pak uvedeny postupy
potiebné pro spravny odbér vzorkd s cilenou vazbou na naslednou volbu metody izolace genomické DNA
v kvalité a kvantité narokované SNP Bovine Chip — microarray technologii.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navod(, na jejichz zakladé lze provadét rutinni odbéry
standardizovanych zdrojd DNA pfimo v chovech skotu. Findlnim vysledkem uplatnéni metodiky je pak
Uspésna SNP analyza izolované DNA, ktera poskytuje data potfebna kvypoctu GPH a dalSim
bioinformatickym analyzdm s praktickymi vystupy, napf. ovérovani plvodu, interpretace statusi gen(
s vlivem na zdravi a uZitkovost.

UZivateli metodiky mohou byt Opravnéné organizace, Svazy chovateld skotu, Ceskd plemenarska inspekce
a $iroka chovatelskd verejnost. Metodika bude uvadéna do praxe prostiednictvim CMSCH a.s., VUZV, v.v.i.
a dalsich spolupracujicich subjekttd s oblasti chovu skotu.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Podle zdkona ¢. 110/1997 Sb. O potravinach a zakona ¢. 154/2000 Sb. O $lechténi, plemenitbé a evidenci
hospodarskych zvifat ve znéni pozdéjsich prepisti je CMSCH, a.s. pravnicka osoba povéfena Ministerstvem
zemédélstvi CR k vykonu &innosti podle jednotlivych bod(, je povinna poskytovat spolu s plemennou knihou
chovatelim a oprdvnénym osobam Udaje, zpracovavat, zverejiiovat a evidovat vysledky, coZ se tyka vSech
chovatelsky dllezitych vlastnosti.

V souladu s doporuéenim Rady vlady pro vyzkum uvédime, e CMSCH, a.s. a jednotlivé plemenné knihy
nevytvari témito Cinnostmi zisk, ale poskytuji Siroké chovatelské vefejnosti co nejobjektivnéjsi udaje
a vyhodnocenim celostatnich databazi vytvari podklady pro prokazani kvality plemenarské prace chovateld.
Ziskané plemenné hodnoty jsou pfedany jednotlivym plemennym kniham, které je vyuzivaji dle schvaleného
radu plemennych knih pfi zafazovani jedincli do plemenitby a pfi tvorbé ptiparovacich plan(, jako sluzba pro
chovatelskou vefejnost.

Predpokladané ekonomické prinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 1.040,- K¢ za jeden vzorek dodany
do laboratore ve standardizovaném formatu. Empirickym odhadem se predpoklada, Zze metodicky spravnym
odbérem biologického materialu lze eliminovat z procesu laboratorniho zpracovani 3 — 6 % vzorkd, jejichz
laboratorni vysledek by bylo nutno opakovat. Jako ptinos je nutno hodnotit i snizeni administrativni zatéze
personalu laboratore pfi vyfizovani Zzadosti o dodani nového vzorku biologického materialu. DalSimi pfinosy
predkladané metodiky je rozSifeni spektra technik a metodickych postupl pouzivanych v laboratofi
iGenetiky, jejichz standardizace vytvari predpoklad pro robotizaci casti izolacnich proces(. Robotizaci
mechanicky se opakujicich, odborné nendrocnych procesll, se cCastecné fesSi soucasny nedostatek
kvalifikovaného personalu. Zavadéni automatizovanych vyrobnich linek nezbytné, jak z dlivodu nedostatku
pracovnich sil, tak i z pohledu produktivity a kvality zpracovani vzorkl v industridlnim modelu laboratofe.

Pfinosem pro chovatele je poskytnuti step by step postupu pfi odbéru biologického vzorku. Metodika se tak
stava soucasti komplexu informaci, diky kterym chovatelé zacleni genomickou selekci plemennych zvifat do
rutinniho managementu svych stad. Ziskavaji tak inovativni nastroj pro ovérovani plvodu a zaroven i
selekéni nastroj, diky kterému se vyraznym zplsobem zpresnuje vybér nejcennéjsich jedincl pro rozsifeni
Zadoucich produkénich i mimoprodukénich viastnosti v populaci jednotlivych druh( hospodarskych zvirat.

9



VI.

10

11

12

SEZNAM POUZITE SOUVISEJICi LITERATURY

Anderson, G.B., BonDurant, R.H., Cupps, P.T. (1982):
Induction of twins in different breeds of cattle.
J Anim Sci., 54(3), s. 485-90.

Beranek M., Hegerova J., Drastikova M. (2012):

LAlternativni biologicky material pro rutinni analyzu nukleovych kyselin — validace preanalytické
faze vysetfeni DNA.

Klin. Biochem. Metab., 20 (41)No. 1, s. 31-37.

Beranek, M., VIEkova, J., Hypiusova, V., Zivny, P., Pali¢ka, V. (2006):
Comparison of various methods used for extraction of genomic DNA from human plasma.
Klin. Biochem. Metab., 14, s. 21-24.

Foley, C., O’Farrelly, C., Meade, K.G. (2011):

Technical note: Comparative analyses of the quality and yield of genomic DNA from invasive and
noninvasive, automated and manual extraction methods.

J. Dairy Sci., 94, s. 3159-3165.

Gielda, L. and Rigg, S. (2017):
Extraction of amplifiable DNA from embalmed human cadaver tissue.
BMC Res Notes, 10:737, s. 1- 5.

Keijzer, H., Endenburg, S. C., Smits, M. G., Koopmann M. (2010):
Automated genomic DNA extraction from saliva using the QlAxtractor.
Clin. Chem. Lab. Med., 48, 641-643.

Lopez — Gatius, F., Andreu — Vazquez, C., Mur — Novales, R., Cabrera, V.E., Hunter, R.H.F. (2017):
The dilemma of twin pregnancies in dairy cattle. A review of practical prospects.
Livestock Science,197, s. 12-16.

Maclean, E.J., Niles, J.0., James, C.M., lwasiow, R.M. (2013)

Microsatellite and SNP analysis for parentage verification using bovine nasal samples with
Performagene™.

DNA Genotek Inc., Ottawa, Canada Patent (www.dnagenotek.com/legalnotices) MK—00195 Issue
1/2013-05.

Miller, S. A., Dykes, D. D., Polesky, H. F.(1988):
A simple salting out procedure for extracting DNA from human nucleated cells.
Nucleic Acids Res., (3)16, s. 1215.

Miller, D. N., Bryant, J. E., Madsen, E. L. and Ghiorse, W. C. (1999):

Evaluation and optimization of DNA extraction and purification procedures for soil and sediment
samples.

Applied and Environmental Microbiology, 65(11), S. 4715—4724.

Neary, M. T., Neary, J. M., Lund, G. K., Garry, F. B, Holt, T. N., Mohun, T. J. and Breckenridge, R.
A. (2014):

Technical note: A comparison of DNA collection methods in cattle and yaks.

J. Anim. Sci.,92, s. 3811-3815.

Owen, R.D. (1945):
Immunogenetic consequences of vascular anastomoses between bovine twins.
Science, 102 (2651), s. 400-401.

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7085509
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187114131730001X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187114131730001X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187114131730001X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187114131730001X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187114131730001X#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18711413
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18711413/197/supp/C

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Raska, M. (2006):
Zakladni postupy prace s nukleovymi kyselinami
http://mat.skola—biotechnologie.cz/2006/Il.workshop/Il.%20workshop_Milan%20Raska.doc

Ron, M., Blank, Y., & Band, M. (1995):

Determination of the optimal tissue source and number of microsatellites for detection of zygotic
origin of cattle twins.

Animal Biotechnology, 6(1), s. 27-39.

Sebastianelli, A., Sen, T., Bruce, I. J. (2008):
Extraction of DNA from soil using nanoparticles by magnetic bioseparation.
Letters in Applied Mikrobiology, Apr, s. 488—491.

Simkova, H., (2012):
Breviar forenzni genetiky,
Tribun EU, Brno, 212 s.

Steiger, V. (2018):
Molekularni diagnostika ptacich schistosom pfi ndkaze pfirozenych i ndhodnych hostiteld,
Diplomovd prdce, Univerzita Karlova, Pfirodovédeckad fakulta, s. 33

Vondrejs, V. a Storchova, Z. (1997):
Genové inZenyrstvi |,
Praha: Karolinum

Verdonck, L. F., van Blokland, W. T. M., BosboomKalsbeek, E. K., van Heugten, H. G., Tilanus,
M. G. J., de Weger, R. A. (1996):

Complete donor T cell chimerism is accomplished in patients transplanted with bone marrow grafts
containing a fixed low number of T cells.

Bone Marrow Transplant., 18, s. 389 —395.

Walsh, P.S., Metzger, D.A., Higuchi, R (1991):
Chelex 100 as a medium for simple extraction of DNA for PCR—based typing from forensic material.
BioTechniques, 10, s. 506—-513.

Infinium® HTS Assay Protocol Guide,
ILLUMINA PROPRIETARY Part # 15045738, Rev. A October 2013

19/2018 Sb., Vyhlaska, kterou se méni vyhlaska ¢. 342/2012 Sb., o zdravi zvifat a jeho ochrané,

o premistovani a prepravé zvifat a o opravnéni a odborné zplsobilosti k vykonu nékterych
odbornych veterinarnich ¢innosti, ve znéni pozdé;jsich predpis(

11



VII.

SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE

Schroffelova D., Pfibanova M., Kucera J., Némcova L., Lipovsky D. (2018):

Identification of Beta-Casein Alleles and Genotypes Using PCR and RFLP Methods and Illumina iScan
Microarray Technologies in Holstein Cattle

Mezinarodni konference XXVIlith Genetic Days 2018, Ceské Budé&jovice, Book of abstracts, p. 17

Pfibyl J., Bauer J., Motycka J., Pfibylova J., Splichal J., Vostra-Vydrova H., Vostry L. (2018):
Step of Agreement of Pedigree and Genomic Relationship in Genomic Evaluation of Dairy Cattle
Mezinarodni konference XXVIlith Genetic Days 2018, Ceské Budé&jovice, Book of abstracts, p. 25

Schroffelova D. a Lipovsky D. (2018):

Informace o genotypovani v CMSCH, internetova aplikace evidence genotypovani

Odborny semindr pro chovatelskou verejnost Nové poznatky ve slechténi dojného skotu, Hradistko,
Sbornik referatd, p. 31-33

P¥ibyl J. a Zavadilova L.:

Genomicky odhad plemennych hodnot

Odborny seminar pro chovatelskou vefejnost Nové poznatky ve Slechténi dojného skotu, Hradistko,
Sbornik referat(, p. 26-27

12



Vill. PRILOHY

Priloha 1A — Odbérovy set pro odbér chlupovych cibulek - ¢ast vzorkovnice

Kit pro odbér chlupovych cibulek
pro izolaci DNA

Vytvorte elektronickou objednavku na
www.igenetika.cz

ZoRPIUIBI MMM Odbérovy kit viozte
eu MjAeupalqo NOXDIUCIPIS|2 SLOAAA de ablly st pavybbes
objednavky na
igenetika.cz
kde je tfeba zadat

ciselny kéd odbérové sady!

VNQ 12¢ejoz] oad
ARInqI YaArodnjyd J2qpo oid 3y

.o &

CESKOMORAVSKA

CMSCH | sPoetnosT

a.s. | CHOVATELU

y,
Y

Wy,

CHLUPOVE
CIBULKY

iy

Ty

Informace
a havod na odbér na:
igenetika.cz

Cislo: IC€Z1010101 | | 1 1 [ 111
Format cisla! QZMMMMM

Ceskomoravska spoleénost chovateli, a.s.
Laborator imunogenetiky
Benesovska 123, 252 09 Hradistko

Tel: 257 896 329 Kéd pro
imunogenetika@cmsch.cz elektronickou
igenetika.cz objednavku:

123456
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Priloha 1B — Odbérovy set pro odbér chlupovych cibulek - obalka

Postup odbéru:

Vytrhnéte chlupy z konce ocasu

Je nutno vytrhnout 30 - 40 chlupt

Zkontrolujte, zda chlupy maji cibulky

Z chlup vytvorte svazecek

Z odbérového kitu odlepte samolepku

Do lepici ¢asti vloZte svazek chlupi tak,

aby cibulky zasahovaly do pole pro chlupové cibulky

ly

————
i —w——

Wil i
e Prielepte konce chlupli samolepkou

e Ocistéte si ruce a klesté pred dalSim odbérem
e Vyplite elektronickou Zadanku na igenetika.cz

- zo'e)1}auas]
Z2°yaswd@ eyjauasounuw]

6C€ 968 LST ‘I_PL

OMIsIPeIH 60 ZST ‘€TT BYsAosauag
Ajpnsuasounwi Jojeloqge

's'e ‘N[23eA0YD JS0UDD|0dS BISARIOWONSD)
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Priloha 2 — Odbérovy set pro zdroj DNA — nasalni stér

Vyhody odbérového setu pro nasalni stér

Systém "vse v jednom" - odbér, stabilizace, pfeprava a uchovani vzorku:

- Bezbolestny neinvazivni zptsob odbéru biologického vzorku zajistujici optimalni welfare zvifat.

- Spolehlivost odbéru v riznych podminkdach prostredi - Ize pouZit ve staji i na pastviné

- Eliminace moZnosti bakteridlni kontaminace vede k mensimu poctu netspésné izolovanych vzorkd.

- Moznost prepravy odebranych vzorkl bez nutnosti kontroly teplotniho rezimu standardnimi zpUsoby
vCetné postovniho systému

- Stabilita odebraného vzorku pfi pokojové teploté po odbéru po dobu minimalné 1 mésice, laboratorné
zpracovatelny aZz 1 rok za vhodnych podminek skladovani.

- Cista a kvalitni extrahovana DNA, kterd umozZfiuje nékolik test(l z jediného vzorku (STR mikrosatelity,
SNP- genomika, testy genl pro uZitkovost a zdravi (MSTN, Buldok-Dwarf...)

- Ovéreny zplsob odbéru od hospodafskych zvifat a domacich mazlicki pro ovérovani paternity,
zjistovani genetickych vad, genotypovani a sekvenovani.

- Identifikace ¢arovym kdédem umozniuje sledovani vzorku v pribéhu celého pracovniho postupu od
pfijmu laboratofi po vypocet genomickych plemennych hodnot.

Popis zptisobu odbéru s nasalni stérovkou:

Cistd nosni dirka poskytuje nejlepsi vzorek DNA. Nicméné jsou pfijatelné stopy nedistot nebo krmiva
v nosnich dirkach, kterému se u skotu v podstaté nelze vyhnout. Pokud je to mozné, vyvarujte se odbéru
vzork( ihned po nakrmeni. Béhem odbéru zajistéte, aby se molitanova houbicka nedotkla jiného zvirete,
¢imz predejdete kontaminaci vzorku.

Pozor: odbérova ampule obsahuje konzervacni roztok, ktery se nesmi vylit. Tento roztok konzervuje
DNA a v laboratofi je soucasti izolacniho procesu.

Upozornéni: Pfed odebiranim vzorku neodstranujte vicko.

Drzte vzorkovnici pevné v prstech a stirejte sliznici nosni dirky
zvitete odbérovym tampdnkem po dobu 5 sekund. Ujistéte se, ze
houbicka vypada mokra a je pokryta hlenem z nosni dirky.

U zvirat starSich 6 mésici muze byt vyZzadovano mirné fixace.

Drite vzorkovnici ve vzpfimené poloze a odSroubujte uzavér z tuby.

-\

Otocte uzavér vzhliru nohama a umistéte nosni tampon do tuby.
Pevné zajistéte vicko, aby nedoslo k uniku kapaliny béhem prepravy.

s

10x dukladné otoclte a protrepejte, abyste dikladné promichali
vzorek s konzervacnim roztokem.
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Pomoci trvalého popisovace jasné napiste identifikacni Cislo zvifete
na bily prostor, ktery je k dispozici na stitku vzorkovnice.

Cely proces manipulace a ukadzka odbéru je zachycena v instruktdznim videu, které muzete shlédnout
v internetovém prohlizeci zadanim zkracené adresy: bit.ly/2jho4Bp

Limitujicim faktorem ploSného zavadéni analyzy SNP na Cipech je hned na pocatku procesu kvalita odbéru
biologického vzorku. Od zavedeni metody odbéru pomoci nasalniho stéru si slibujeme hlavné kvalitativni
posun v dodavaném zdroji DNA. Na trhu je vice typl odbérovych kitd. Musime upozornit potencidlni
dodavatele, 7e izolaéni proces v laboratofi imunogenetiky CMSCH, a.s. neni kompatibilni se suchymi nebo
gelovymi odbérovymi sadami.

Jeden odbérovy set stoji 70,- KC (bez DPH). Jeho cena vsak bude nasledné odectena zceny izolace
DNA provedené v laboratofi imunogenetiky CMSCH, a.s

Pokud maji chovatelé o odbérové sety zajem, mlZou si o né pozadat v laboratofi imunogenetiky
CMSCH, a.s. na e-mailové adrese: imunogenetika@cmsch.cz

\

(@) rerFormagene”

User instructions for nasal collection
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Priloha 3A — 1 Kvalitné odebrané chlupové cibulky
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Priloha 3B — 1 Kvalitné odebrany nasalni stér

Pfiloha 3B — 2 Nekvalitné odebrané nasalni stéry
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