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Geneticky modifikované organismy (GMO) vznikaji diky ¢innosti ¢lovéka. Genom jakéhokoliv
organismu muze byt pozméneén pfiddnim nebo vynétim Casti genetické informace. Jednd se
o mikroorganismy, rostliny i Zivo¢ichy. V Zivotnim prostfedi se muzeme setkat zatim
s rostlinami — jednd se o polni pokusy a péstovini GMO plodin, které jsou povaZovény
za bezpe€né. Uvoliovani GMO do prosttedi podléha legislativnim ustanovenim, ze kterych
plyne nutnost jejich sledovatelnosti. K zajiSténi sledovatelnosti a kontroly je tfeba disponovat
metodami, které umozituji GMO jednoznacn¢ identifikovat a je-li tieba, kvantifikovat.

Piispévek shrnuje soucasné pozadavky na metody stanoveni GMO, které jsou vyuZziviny
ke kontrole akreditovanymi laboratofemi.
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Uvod

Geneticky modifikované organismy (GMO) jsou definovany podle smérnice EU 2001/18 jako
vSechny organismy kromé Ccloveéka, jejichz geneticky materidl byl modifikovan jinym
zpusobem neZ se bézn¢ déje v piirodé rekombinaci rodicovskych genomii. GMO jsou pecliveé
sledovéany a pfed uvolnénim do obéhu (tj. na trh) je hodnocena jejich bezpecnost. Hodnoceni
vychdzi z k tomu urCenych pokusti a vyuZiti toho kterého GMO. U GMO uvolnénych
do zZivotniho prosttedi pfedchazi obvykle hodnoceni v polnich pokusech.

V soucasné dob¢ se miZzeme setkat s geneticky modifikovanymi (1) mikroorganismy. Ty se
obvykle kultivuji v uzavieném prostoru. Muze vsak dojit k jejich uniku. Viz. napf. pfitomnost
geneticky modifikovanych bakterii Bacillus subtilis produkujicich vitamin B2 ve vyrobku
dovezeném do EU pies Svycarsko z Ciny (2014). Do Zivotniho prostiedi pro potieby
zemédelské produkce GM mikroorganismy uvolnény zatim nebyly. V blizké budoucnosti se
mohou v otevienych oblastech vyskytnout GM fasy, které jsou zdrojem energie a cennych
latek. (2) Ve zkouSkéch je jiz GM hmyz, ktery byl uvolnén do prosttedi mimo EU pro
experimentdlni ovéfovani. (3) GM rostliny patii k nejvice kontroverznim. Ve svété
jepestovano pres 200 odlisSnych GMO. V ramci EU je povoleno péstovani jediné GM plodiny
— kukufice MON810. Dalsich 50 se miize dovazet do EU ve form¢ semen, kterd piipadné
mohou Zivotni prostiedi kontaminovat stejn¢ jako nepovolené piimési neschvalenych GMO.
(4) Transgenni (GMO) ZzivocCichové nejsou nikde ve svét€ do obéhu uvolnéni jako zdroj
potravin, ale probihd fada pokust. NejbliZze uvolnéni je transgenni losos, zatim zndmy
pod ndzvem AquAdvantage. GM Zivocichové se v Zivotnim prostredi nevyskytuji.

Podle legislativnich opatfeni je v EU vyZadovana sledovatelnost GMO a produkti z nich
vyrobenych (nafizeni EU 1829/2003). Z toho plyne povinnost znacit GMO, potraviny a krmiva
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z nich vyrobené. Jednak pro moZnost je v pfipad¢ potieby (napt. zjiSténi negativniho efektu
na zdravi a zivotni prostfedi) dohledat a také pro informované rozhodovéni spotiebitele.

Stejné tak musi byt dohledatelnd GMO ve fazi vyzkumu a testovani. Proto je tfeba disponovat
spolehlivymi metodami detekce.

Kontroly nakladani s GMO

Kontroluje se nakladani s GMO pro experimentélni ucely, zejména

(1) v laboratofich a uzavienych provozech (GM mikroorganismy, zvitata, hmyz, rostliny)
2) v Zivotnim prostiedi (zjm. GM rostliny).

Takovda GMO kontroluje Ceskd inspekce Zivotniho prostiedi. Do jeji pisobnosti spadd i
kontrola ptipadného vyskytu nepovolenych GMO v osivech, sadbé nebo v polnich porostech.

Nakladani s GMO, které vstupuji do potravniho fetézce, kontroluje Stitni zeméd¢lska a
potravinafskd inspekce (SZPI) a to GMO a produkty z nich odvozené. Usttedni kontrolni a
zkusebni ustav zemédélsky (UKZUZ), a to GMO uvolnéné do ob&hu v krmivech a osivech.
Veterinarni produkty a krmiva kontroluje ddle SVS (Statni veterinarni sprava).

Pro kontrolu GMO jsou vyvijeny metody, které jednozna¢n¢ mohou urcit jednotlivé GMO
(pozadavek legislativy). VSechny GMO, které byly v EU uvolnény do ob¢hu, byly
vyhodnoceny jako bezpecné z pohledu soucasnych znalosti védy a vyzkumu a sou€asné pro
n¢ byly validovany detekéni techniky. Validaci zajiStuje Referencni laboratof Evropského
spolecenstvi EU-RL (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/). Na validaci se podili sit" evropskych
laboratoti (ENGL) a metody jsou pouZivany ve vSech ¢lenskych statech EU.

Obdobné musi Zadatelé o schvaleni nakladani s GMO v CR poskytnout MZP detekéni metodu a
referen¢ni materidl. Ten je uloZen ve vybranych laboratofich.

Metody detekce GMO vychazeji z principt jejich tvorby.

Princip tvorby GMO

Pro tvorbu GMO se obvykle izoluje zidany gen (fetézec DNA), opatii se vhodnym
promotorem, tj. sekvenci DNA, kterd umoZznuje jeho piepis do RNA a proteinu. Pfepis je
ukoncen diky pfitomnosti temindtoru, coZ je opé&t specificky tisek DNA. Propojenim téchto
elementd vznikd tzv. konstrukt. Nékdy mohou byt zaclenény dalsi elementy, tj. iseky DNA
se specifickou funkci — zesiluji expresi nebo ji moduluji. Jednd se o tzv. rekombinantni DNA
nebo rekombinantni kazetu. Ta se pfendsi jako celek do genomu akceptora. Obvykle jsou
pfenaseny 2 geny, jeden z nich kéduje zadany protein, druhy umoZziiuje selekci geneticky
modifikovanych bunék. Rekombinantni DNA jsou stabiln¢ integrovdny do genomu,
pfendSeny do dalSich generaci ve smyslu mendelistické dédicnosti. Kazdy GMO je tedy

tvoren rekombinantni kazetou s typickymi elementy, ktera je vclenéna do konkrétniho mista
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chromozomadlni DNA akceptorového organismu. Pravé sekvence obklopujici spojeni DNA
akceptora a rekombinantni DNA urcuje pfesné¢ dané GMO (GMO udalost) — viz. Obr. 1.
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Obr. 1: Schématické zndzornéni transgenu. Zelena oblast — rostlinnd DNA, modry obrys - transgenn{
kazeta, Zluté oblasti - promotory, riiZzova - funkéni geny, tmavé modra termindtory, cerveny kruh —
misto pro jednoznacné urceni transgenni uddlosti zahrnujici ¢ast transgenu a rostlinné DNA.

Identifikace GMO

GMO muze byt identifikovan diky vnesené DNA, RNA, kterd je podle ni transkribovana, a
vyslednému proteinu, ktery vznika nebo zméné metaboliti.

Metody zaméiené na stanoveni specifickych metabolitti jsou pfiliS ndkladné a nebyly pro
ucely stanoveni GMO validovany a zavedeny. Naopak jsou k dispozici immunologické
metody, které mohou identifikovat vysledny protein. Jednd se zejména o ELISA (angl.
zkratka enzyme-linked immuno sorbent assay), kterd umozZnuje kvantitativni stanoveni
sledovaného proteinu. ELISA je zaloZena na vysoce specifické interakci antigenu a protilatky,
pficemZ na jednoho z téchto partneri je kovalentné navazdn enzym (nejcastéji peroxiddza
nebo alkalickd fosfatdza). ELISA test je k dispozici pro GMO rezistentni k herbicidu na bizi
glyfosatu (tzv. Roundup Ready GMO) a GMO obsahujici Cry protein zajist'ujici odolnost k
hmyzim Skidctim. Testy nejsou specifické pro typ GMO (Roundup Ready nebo Cry geny se
vyskytuji ve vice GMO). Nespliuji tedy jeden ze zdkladnich pozadavkl evropské legislativy.
Navic jsou vhodné pouze u nezpracovanych GMO, které obsahuji nativni proteiny. ELISA
testy ve formé testovacich prouzkli v§ak umoziuji detekovat GMO béhem né¢kolika minut a v
deskovém uspofddani umoziiuji semi-kvantitativni analyzu. RNA, resp. mRNA specifickd
pro GMO ma obdobné nedostatky. Jednd se o mdlo stabilni molekulu a nerozliSuje jednotlivé
typy GMO. Zkouska, kterd umoziiuje rozliSit kazdy GMO, cili na DNA. Kazdy GMO ma
své specifické useky DNA v hrani¢ni oblasti, které ho odliSuji od jinych GMO vcetné
takovych, které obsahuji identicky konstrukt. Lze identifikovat nejen gen, ktery kodduje
urcitou vlastnost, ale i promotory, enhancery nebo termindtory. DNA je stabilni molekula,
jejiz ¢asti lze identifikovat i ve fragmentovaném stavu.

Existuje fada postupii, jak identifikovat specificky udsek DNA. DNA je dvoufetézcova
molekula. Retézce DNA jsou komplementarni. Jednd se o metody, které vyuZivaji schopnost
DNA hybridizovat, tj. spojovat dva komplementarni fetézce. Je-li jeden z fetézcii oznacen, je
mozné vzniklou dvoufetézcovou strukturu vizualizovat. Na tomto principu je zaloZena tvz.
Southernova hybridizace, kterd se pouziva pro zkouméani GMO, zjm. pro urceni poctu kopii
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dané kazety v genomu. Pro stanoveni GMO se vyuzivd PCR (Polymerase Chain Reaction —
polymerazova fetézova reakce), kdy enzym — termostabilni polymeraza (Taq polymerdza a jeji
varianty) z useku DNA (primeru), ktery je komplementarni k cilové DNA (amplikonu)
syntetizuje usek DNA. V reakci se vyuZivaji 2 primery, které ohrani¢uji amplikon. Pocty
amplikoni se rychle mnozi diky cyklickému schématu reakce. Vysledné amplikony lze
vizualizovat. Amplikony maji specifickou délku. Diky pfistrojovému vybaveni lze jejich pocet
v reakci sledovat v redlném cCase. VyuZzitim specifické sondy, kterd zvySuje specifitu reakce,
1ze mnozstvi GMO kvantifikovat. PCR a zjm. real-time PCR je vysoce specifickd. Vzhledem
k tomu jsou validované metody bézné pouzivané k identifikaci a kvantifikaci GMO zaloZeny
na metodé PCR.

VZORKOVANI

Vzhledem k tomu, Ze se obvykle nekontroluje jen identita GMO na daném stanovisti, ale jeho
Siteni do prostiedi, je tfeba provadét vzorkovéni urcité plochy, tak aby odebrany vzorek
reprezentoval zastoupeni daného GMO v kontrolované lokalité nebo souboru. Vyskyt GMO a
jeho distribuce jsou ndhodné, a proto je tfeba zajistit, aby odebrany vzorek reprezentoval
vyskyt GMO v kontrolovaném materidlu. Blize viz napi. Kucera 1., Ovesna J. : Metody
vzorkovani pro téely stanoveni GMO, VURV,v.v.i., 2009, 978-80-7427-025-3, DEFRA
Project Cb 0209 Statistical Theory and Analysis of GMO Enforcement (Stage), Sustar et al.
(2010(Development of sampling approaches for the determination of the presence of
genetically modified organisms at the field level, Anal Bioanal Chem. 2010 Mar;396(6):2031-
41. doi: 10.1007/s00216-009-3406-4., EU Regulation 619/2009).

IZOLACE DNA

Izolace DNA je vyznamnou soucdsti stanoveni GMO. Pro potieby Ministerstva zZivotniho
prostiedi (MZP) lze o¢ekdvat, Ze DNA bude tieba izolovat z rozli¢nych mikroorganismi pii
jejich dniku do zivotniho prostfedi, GM rostlinnych pletiv na stanovistich a v jejich okoli, v
krmivech, kde se mohou vyskytovat Zivotaschopnd semena rostlin. Rada postupti je popsina
v CSN EN ISO 21571 Potraviny - Metody pro detekci geneticky modifikovanych organismii
— extrakce nukleové kyseliny.

Musi byt zvolen postup, ktery umozinuje ziskat DNA v Cisté formé, prostou inhibitorti a
enhancert, které mohou ovlivnit vysledek stanoveni. Protokol je tieba ovéfit (verifikovat) pro
danou matrici. VZdy se provadi paraleln€ i extrak¢ni kontrola (postup, ktery zahrnuje vSechny
kroky, avSak neobsahuje Zadny analyt). Tak je zajiSté€no, Ze extrakce nevede ke kontaminaci
vzorku. S touto extrakéni kontrolou se pak provadéji stejné analyzy jako s izolovanou DNA.

KONTROLA KVALITY DNA

Je vhodné provadét kontrolu ziskané DNA. Ta se provadi nejcastéji spektrofotometricky
stanoveni. Velmi Casto se hodnoti integrita DNA po elektroforetické separaci na agarozovém
gelu. Vyznamnou kontrolou je kontrola amplifikovatelnosti ziskané DNA. VyuZziva se
amplikon druhové¢ specifického genu nebo amplikony typické pro vice druhti, rodd. Napft. u
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rostlin se vyuzivd amplikon specificky pro geny v chloroplastech, transferové RNA nebo
druhové specifické geny jako je lektin pro sdju, zein pro kukufici €i patatin pro brambor. Jen
tak 1ze odhalit a zabranit vzniku faleSnych negativ.

IDENTIFIKACE GMO

Pocet riznych typtt GMO stdle nariistd. Diive laboratofe pouZivaly pro jejich uréeni omezeny
soubor primerd, specifickych pro jednotlivé GMO, nyni se vyuZivd soubor skriningovych
elementt typickych pro skupinu GMO, aby se zjistilo, zda produkt obsahuje GMO. Obvykle
se jednd o regulacni elementy (promotory a termindtory) nebo také o selekéni markery.

Obvykle se vyuzivda 7 - 10 takovych elementl. Pokud je zjiSténa pfitomnost nékterych
elementd, je mozné zuzit pocet GMO, které jsou v produktu zastoupena. Nékteré GMO vsak
nejvice rozsifené elementy neobsahuji. Identifikace se provadi pfimo pomoci specifickych sad
primerti. Pokud se zjisti pfitomnost GMO podle elementd, je nutné provést prikaz piitomnosti
specifického GMO. Pokud neni zjiSténa piitomnost GMO uvolnéného do obéhu, je produkt
nelegdlni a musi byt staZen z trhu. Proto je vZdy tfeba stanovit, zda se jednd o schvaleny GMO.
Pro péstovéni byla v EU schvélena pouze GM kukufice MONS810, jiné se tedy v osivech a na
polich nesmi vyskytovat, s vyjimkou schvélenych pokust pro experimentdlni ucely na piesné
vymezenych plochach.

Ptiklad postupu pro kontrolu GMO je uveden v tabulce 1.

PLAN KONTROL odpovédny organ
VZORKOVANI [povéfeni a proSkoleni pracovnici kontrolniho orgénu
VZOREK piedan ke zpracovani do akreditované laboratote

ze vzorku podle jeho velikosti a sloZeni je podle ndvodu

ANALYTICKY VZOREK piipraven analyticky vzorek, ktery odrdzi zastoupeni GMO v
kontrolovaném souboru

[ZOLACE DNA [podle SOP* a ISO norem

KONTROLA KVALITY DNA podle SOP* a ISO norem

STANOVNENI GMO [podle SOP* a ISO norem

IDENTIFIKACE GMO [podle SOP* a ISO norem

VYDANI PROTOKOLU interpretace vysledku

Tab. 1: Postup pfi kontrole naklddani s GMO nebo kontrole osiv, sadby, krmiv i potravin, které
mohou obsahovat GMO.
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Soucasnd legislativa i technické moznosti umoziuji kvantifikovat podil GMO v kazdé
sloZzce. Kvantifikuje se relativni zastoupeni GMO, a to jako podil k zastoupeni interniho genu.

Kvantifikace GMO vyZaduje dostupnost platformy pro real-time PCR.  Hranice obsahu
GMO uvolnéného do obéhu je 0,9% nezdmérné piimési. Pro krmiva plati specificka
legislativa, kterd povoluje stopovy obsah GMO, které jsou v EU ve schvalovacim procesu az
do vySe 0,1%. Nepovolené GMO musi byt stazeny z trhu. Takové piipady musi byt hldSeny
do systému rychlého varovani RASFF. Postup laboratorniho stanoveni viz obr. 2

Referencni material
Limity

Hejistota méfeni

Obr. 2 Postupy pfi stanoveni GMO, komplexni stanoven{

KONTROLA PRITOMNOSTI GMO

Pro potieby MZP a CIZP se vyuZivaji amplikony specifické pro GMO, které se mohou
vyskytovat v trznf siti, ale i v provoznich podminkach a v pokusech v Zivotnim prostiedi. Pro
GMO uvolnéné do obéhu, jak bylo popsdno vyse, existuji validované metody. Detekéni
metoda je souédsti Zadosti o nakladani s GMO. Plan kontrol pak piipravuje CIZP.

Zkousky jsou oprdvnény provddét k tomu akreditované laboratofe. V. CR je nékolik
laboratoif, které jsou akreditovany Ceskym institutem pro akreditaci podle ISO CSN EN
17025:2005 pro stanoveni GMO.

Jednd se o Narodni referen¢ni laboratot (NRL) pro identifikaci GMO a DNA fingerprinting ve
Vyzkumném tustavu rostlinné vyroby, v.v.i., Praha (NRL podle Natizeni EU 882/2004), ktera
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http://www.vurv.cz/index.php?p=referencni labo/ratore&site=instituce

- laboratof pfi VSCHT Praha

http://biomikro.vscht.cz/cz/research/groups/rokoska/

- Statni zdravotni ustav Brno

http://www.szu.cz/narodni-referencni-laborator-pro-geneticky-modifikovane

- Statni veterinarni sprava Jihlava

http://www.svujihlava.cz/289-akreditace-zkusebni-laboratore- podle-normy-csn-en-iso-iec-
17025.html.

ZAVER

Postupy pro stanoveni GMO jsou jednozna¢né¢ dané. Kazdy zadatel je povinen dodat tdaje,
které pomohou identifikovat GMO. Je vyZzadovdna metoda pro jeho detekci. Sou€asné musi
Zadatel predat referencni materidly, které jsou laboratofim k dispozici. V sou€asné dobé se
pouzivaji metody na bdzi PCR, které jsou dostatecné robustni a pfesné. Kontroly neprokazaly
chybné nakldadéni s GMO a jejich vyskyt mimo povolené prostory.
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