Stratégia odberu vzoriek geneticky modifikovanych mikroor ganizmov

avirusov prekontrolu préace v uzavretych priestoroch

akritéria pre planovanie protokolu vzor kovania mikroor ganizmov

Pri planovani protokolu vzorkovania je velmi vyznamnym faktorom predbezna

uprava vzoriek, potrebnd pre nasledujiici dokaz a/alebo identifikdciu GMM. Postup

pre predbeznu upravu vzoriek urCuje pre kazdé konkrétne vzorkovanie referencné

laboratorium. Vol'ba postupu Upravy vzoriek zavisi od povahy a zloZenia vzoriek

arovnako aj od poziadavky technik dokazov a/alebo identifikacie, ktoré sa pouziju

pre kontrolu pritomnosti a/alebo charakterizaciu GMM. Mnohé z tychto technik

vyzaduji extrakciu (izoldciu) mikroorganizmov, nukleovych kyselin a/alebo

génovych produktov zo vzoriek.

Priklady technik pre dokaz a izolaciu GMM z odobranych vzoriek:

biologicky pokus,

filtracné techniky,

dekantacia a osievanie,

centrifugécia a gradientova centrifugicia,
imunologické techniky,

afinitné techniky,

kultivacné techniky.

Pri extrakcii nukleovych kyselin a proteinov su tiez vhodné:

1yza buniek opakovanym zmrazenim a rozmrazenim,

extrakcia organickym rozpustadlom,

lyza buniek lytickymi enzymami,

techniky dezintegracie (rozbijania) buniek napr. pouzitim sklenenych guliciek,
dezintegracia,

ultrazvukom, pouzitim ,,French Press®,

homogenizacia.

Alternativne mozno DNA extrahovat’ priamo zo vzorky bez predchddzajicej izolacie

GMM.
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Vsetky uvedené techniky vedu ku stratdim cielového GMM alebo makromolekul

(nukleové kyseliny, bielkoviny). Pri pouziti kombinédcie technik sa tieto straty

spocitavaji a mézu ovplyvnit’ vysledky.

V konkrétnych pripadoch mézu byt do planu protokolov vzorkovania zahrnuté tiez

nasledovné aspekty :

Rozsah plochy naktorej ma byt GMM vzorkovany moze vzhl'adom na
dostupnost’ zdrojov vyznamne ovplyvnit volbu metddy v zévislosti od
nakladov a praktického detekéného limitu. Na malej ploche modze byt
intenzivne vzorkovanie uskutocnite'né, nemusi to tak byt v pripade viacsich
ploch.
Ak je to potrebné, po odbere vzoriek sa povrch plochy z ktorej bol odber
uskutoneny vycisti a dezinfikuje, aby sa odstranili zvySky Zivin
pochadzajucich z procesu odberu vzoriek, ktoré zostali na povrchu po odbere
vzoriek.
Pre mikroorganizmy s vynimkou virusov existuje potencidlna moznost’
pomerne presne definovat’ oblast’ (,,mikroprostredie) mozného vyskytu
GMM. Toto mikroprostredie moéze v urcitej miere zamedzovat Sireniu
mikroorganizmu. Aj rozsirenie vo vnutri tohto mikroprostredia méze byt
ovplyvnené réznymi faktormi, medzi ktoré patri schopnost’ vytvarat' spory,
kl'udové §tadia a iné Specifické Struktry. Dobra znalost tychto faktorov moze
viest’ k obmedzeniu plochy vzorkovania.
V pripade virusov existuje potencialna moznost’ definovat’ oblast’ ich vyskytu,
a to v zavislosti od hostitel’a, ktorého geneticky modifikovany virus infikuje.
Tento hostitel moze v urcitej miere zamedzit’ rozSireniu virusu.
V niektorych pripadoch moéze byt urcenie pravdepodobnosti S$irenia
mikroorganizmu dost’ narocné. Napriklad Sirenie vzduchom mdéze preniest
mikroorganizmy na neoCakdvané miesta. Podobne sa podla druhu
mikroorganizmu uré¢i vyber metéd vzorkovania v oblasti jeho mozného
roz$irenia. Mikroorganizmy ktoré sa Siria vzduchom moézu vyzadovat’ Uplne
odlisnt metodoldégiu v porovnani s pddnymi mikroorganizmami alebo s tymi,
ktoré ziji v symbidze s inymi vyS$imi organizmami.
Ak mé byt vzorkovanie uskutocnené z viacsej plochy, je potrebné pouZit’ rezim
nahodného vyberu
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Vo vsetkych pripadoch je potrebné poznat' detekény limit nasledne
pouzivanych analytickych technik, aby sa zabezpecilo dostato¢né mnozstvo
odobranej vzorky

Pre hodnotenie experimentu sl rozhodujiuce vhodné kontrolné vzorky. Okrem
vzorieck oktorych sa vie, ze neobsahuji GMM (napr. pdvodny
mikroorganizmus, nemodifikovany recipient), nukleovi kyselinu alebo
génovy produkt, ktory je predmetom zaujmu (negativne kontrolné¢ vzorky),
plan protokolu vzorkovania zahffla aj kvalitativne alebo kvantitativne

pozitivne kontrolné vzorky.
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