Chem. Listy 773,292-300 (2019)

Referat

AKTUALNI TRENDY DRUHOVE IDENTIFIKACE RYBIHO MASA POMOCI
MOLEKULARNE-BIOLOGICKYCH METOD

SIMONA LENCOVA®, KAMILA ZDENKOVA®,
DILIARA AKHATOVA™® a KATERINA
DEMNEROVA®

“ Ustav biochemie a mikrobiologie, Fakulta potravindrské
a biochemické technologie, Vysoka skola chemicko-technolo-
gickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6, ° Vyzkumny
ustav potravinarsky Praha, v.v.i., Radiova 1285/7, 102 00
Praha 10

lencovas@vscht.cz

Doslo 7.3.18, ptepracovano 7.12.18, prijato 24.1.19.

Klicova slova: falSovani rybiho masa, polymerasova feté-
zova reakce, izotermickd amplifikace zprostiedkovana
smyckou (LAMP), Multi-Analyte Profiling (xMAP )

Obsah

Uvod

. Legislativni pozadavky

Identifikace ryb

3.1. Identifika¢ni markery
3.1.1. Mitochondridlni markery
3.1.2. Genomové markery

—

o4

4. Nové molekularné-biologické metody identifikace ryb
4.1. Vyuziti metody izotermické amplifikace DNA
(LAMP) pro identifikaci ryb
4.2. Vyuziti metody Multi-Analyte Profiling (xMAP)
pro identifikaci ryb
5. Zavér
1. Uvod

FalSovani potravin je velkym problémem na soucas-
ném svétovém trhu. Nejcastéji jsou falSovany drahé potra-
viny (vino, kofeni) nebo potraviny prodavané ve velké
mife (maso a masné vyrobky, tuky, oleje), z ¢ehoz vyply-
va, ze ekonomicky aspekt je hlavni pfi¢inou pro falSovani.
Hlavnim diivodem falSovani potravin je v obou pfipadech
snaha vyrobce o snizeni nédkladi na vyrobu, pfiCemz
v informacich pro spotiebitele uvedenych na obalu vyrob-
ku deklaruje vy$si kvalitu, nez ve skutenosti prodava'>.

Ryby a rybi vyrobky patfi stale Castéji mezi falSované
komodity zejména diky jejich zvySené oblibenosti
u konzumentli. Ro¢ni primérna svétova spotieba rybiho
masa na osobu vzrostla z 9,9 kg vroce 1960 na 14,4 kg
v roce 1990 a vroce 2014 jiz dosahovala 20,1 kg (cit.®).
V Ceské republice neni v uplynulych letech jednoznaény
trend spotieby ryb, od roku 2010, kdy byla spotieba vyssi
nez 6,0 kg na osobu za rok, ale dochédzi ke sniZovani.
V roce 2015 byla spotieba ryb priblizné 5,5 kg na osobu za
rok®. Grafické znazornéni roéni spotieby ryb v Ceské re-
publice v letech 1961-2015 je zobrazeno na obr. 1.
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Obr. 1. Grafické znazornéni dlouhodobého vyvoje spotieby ryb v Ceské republice vyjadiené v kg na osobu za rok. Nejvyssi celko-
vé spotfeba byla zaznamenéna v roce 1976 a minimalni celkova spotfeba v roce 1991. Upraveno dle (cit.!)

292



Chem. Listy 773,292-300 (2019)

Ryby a vyrobky z nich jsou falSovany riznymi zpiiso-
by, které obchazeji pozadavky aktualné platné legislativy.
Mezi rozsifené zplsoby falSovani zminénych potravinaf-
skych komodit patii zdména urcitého druhu ryby za jiny,
levngjsi, pridavek levnéjsi slozky — napt. nedeklarovany
pridavek rostlinnych bilkovin, nepovolené pfiibarvovani
pro zlepseni senzorickych vlastnosti vyrobkid, nedodrzeni
deklarovaného technologického postupu — napf. vydavani
mrazenych ryb za Cerstvé, uvadéni nespravného geografic-
kého ptivodu ryby nebo uvadéni jiného zptisobu chovu. Za
nejcastéj$i zplisob klaméani zékaznikli jsou povazovéany
nedeklarované ptidavky vody, které zvySuji finalni hmot-
nost ryb nebo rybich vyrobki’. Velkym problémem pii
zpracovani ryb a jednim z diivodd pro jejich nepovolenou
upravu je, v porovnani s masem jateCnich zvifat, jejich
rychlé podléhani zkaze. Rybi svalovina obsahuje velké
mnozstvi vody a bilkovin, a tak je vhodnym substratem
pro psychrofilni a mesofilni bakterie. Po uplynuti doby, po
kterou Ize ryby uchovat Cerstvé, dochazi ke zménam jasné
pozorovatelnych senzorickych vlastnosti — barva, chut’
a konzistence, coz vyusti ve zmény kvality vyrobkd. Pri-
klady zptsobu falSovani ryb a rybich vyrobku jsou uvede-
ny v tab. L.

Nedostatky finalnich vyrobkli zryb zakoupenych
v b&né trzni siti v Ceské republice a jejich jednotlivé pro-
centudlni zastoupeni byly vyhodnoceny v roce 2017 Statni
zemédélskou a potravinafskou inspekci (SZPI). SZPI se
zamgfila na hodnoceni kvality prodavanych vyrobkt a na
podminky jejich prodeje. Vysledky ukazaly, ze hlavnimi
nedostatky jsou chybé&jici povinné udaje ve znaceni vyrob-
ka (20,5 %), znaceni vyrobkl bez udaji v ceském jazyce
(19,7 %), nevyhovujici vysledky analytického stanoveni
(18,8 %), nevyhovujici podminky uchovani (10,3 %),
oznaceni s nespravné uvedenymi udaji (8,5 %), zkazené
vyrobky (7,7 %), znaCeni se zavadé¢jicimi udaji (6,8 %),
pozménovani etiket (5,1 %), prodej vyrobkil s proslym

Tabulka I
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datem spotieby (1,7 %) a na zavér priikaz mikroorganismu
Listeria monocytogenes ve vyrobcich (0,9 %) (cit.”).

Na aktudlnost této problematiky poukazuji i kontroly
ryb a rybich vyrobkd provadéné po celém svéte
v obchodech 1 restauracich. Jednim z piikladii je kontrola
provedena v roce 2014 v Ceské republice Krajskou hygie-
nickou stanici StfedoCeského kraje se sidlem v Praze. Pri
kontrole bylo v nékolika stravovacich zafizenich odebrano
27 vzorkli pokrml ze svaloviny treskovitych ryb. Deset
vzorkl bylo vyhodnoceno jako nevyhovujici a u vSech byl
prokazan jiny druh ryby (zejména Stikozubec) nebo jiny
druh tresky, nez byl uveden®. Dal$im piikladem je kontrola
Statni zemédelské a veterinarni inspekce z roku 2016, kte-
ra odhalila nékolik piikladi falSovani filet tresky. Jednalo
se zejména o klamné uvedeni obsahu masa ve vyrobku
a nepovolené pfidani vody pro zvyseni hmotnosti.

2. Legislativni poZadavky

Nezbytnym aspektem pro udrzovani kvality prodava-
nych potravin je disledné nastavena legislativa a prostied-
ky kontroly jejiho dodrZovani, tedy zejména kontrolnim
organem SZPI. Pro maso, masné vyrobky, ryby, ostatni
vodni Zivoc€ichy a vyrobky znich, a pro vejce a vyrobky
znich je dana vyhlagka & 69/2016 Sb. v platném znéni’,
ktera navazuje na predpisy Evropské unie, a to na Naftizeni
Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013, kterym
se stanovi spole¢nd organizace trhli se zemédélskymi pro-
dukty a Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 853/2004, kterym se stanovi zvlastni hygienickéd pravi-
dla pro potraviny zivocisného ptivodu, v platném znéni.

Vyhlaska stanovuje pozadavky na vybrané masné
vyrobky, které musi vyrobci plnit. Jsou zde definovany
pozadavky na slozeni vyrobkd, minimalni obsah masa
a tuku, obsah ¢istych svalovych bilkovin apod. Na produk-

Priklady zptisobt falsovani rybiho masa a rybich vyrobki®. Ceny ryb odpovidaji praimérnym cendm v trzni siti v Ceské

republice

Zpusob falSovani potravin

Konkrétni piiklad falSovani ryb a rybich vyrobk

Zaména potraviny za jinou, levnéjsi

1. Vydavani prazmy zpévné (79,-/kg) za prazmu kralovskou (335,-/kg)

2. Vydavani pangase (106,-/kg) za tresku (320,-/kg)
3. Vydavani motského pstruha (220,-/kg) za lososa (620,-/kg)

Nastavovani potraviny levnéjsi slozkou

1. Nedeklarované pridavky sojovych, cerealnich, hrachovych a jinych

rostlinnych bilkovin do masnych a rybich vyrobki
2. Nedeklarované ptidavky vody pro zvyseni vahy produktu

Nastaveni nebo falSovani potravin

ke zlepSenti jejich vlastnosti vyrobku

Nedeklarované nebo nepovolené piibarvovani masnych a rybich

Nedodrzeni deklarovaného technologického
postupu

Vydéavani rozmrazeného masa a ryb za Cerstvé

Nespravné uvadéni geografického pivodu nebo
zpusobu produkce

1. Uvadéni nespravného geografického ptivodu
2. Vydavani ryb chovanych na farmach za divoké
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ty rybolovu a ostatni vodni Zivoc¢ichy je zaméfen oddil 3,
§ 16 az § 19. Ve vyhlasce jsou dale uvedeny i pozadavky
na oznaceni vyrobki, na jakost a na jejich uvadéni do obé-
hu’. V pifloze 9 této vyhlasky jsou dale uvedeny povolené
zaporné hmotnostni odchylky pro rybi vyrobky, které jsou
uvadény na obalech konec¢nych vyrobkd.

Pozadavky na jakost vyrobki jsou dilezitou c&asti
vyhlasky. V pfipadech, kdy tyto pozadavky na jakost ne-
stanovi pfimo pouzitelné predpisy Evropské unie upravuji-
ci produkty rybolovu a akvakultury, plati pozadavky uve-
dené v odstavcich 2 az 6 této vyhlasky. Odstavec 2 uvadi,
ze Cerstvé produkty rybolovu a akvakultury a ostatni vodni
zivocichové musi vykazovat konzistenci s vlastnostmi
charakteristickymi pro strukturu svaloviny. Tieti odstavec
se tyka tepelného zpracovani ryb. Uvadi se zde, ze zpraco-
vané produkty rybolovu je nutné tepelné zpracovat tak,
aby ve vsech Castech vyrobki bylo dosaZzeno minimalné
tepelného tc¢inku srovnatelného s ptisobenim teploty 70 °C
po dobu 10 min. Solenych produktl rybolovu se tyka od-
stavec 4, ktery definuje siln¢ solené (vice nez 14 % soli),
stiedné solené (10—14 % soli) a slabé solené (4—10 % soli)
produkty. Paty odstavec omezuje obsah soli v sardelové
pasté na maximalnich 25 % a posledni Sesty odstavec vy-
mezuje povoleny obsah vody ve vyrobcich na méné nez
18 %. Vyhlaska obsahuje i pozadavky na uvadeéni produk-
ti do ob&hu. Polotovary z produkti rybolovu mohou byt
prodavany pouze balené nebo zabalené. Produkty se ne-
smé&ji uvadét na trh spolecné s dalSimi potravinami tako-
vym zpisobem, pii némz by mohlo dojit k vzdjemnému
nepfiznivému ovlivnéni pachy7.

3. Identifikace ryb

Identifikace ryb byla dfive zaloZena na analyze mor-
fologickych znakt. Hodnoceny byly charakteristiky kvali-
tativni i kvantitativni. Mezi kvalitativni charakteristiky
patii hodnoceni tvaru rybiho t€la, rozmisténi ploutvi, zbar-
veni, poloha st a event. vouski a dal$i. Mezi kvantitativni
znaky, které lze vyjadtit matematicky, patii délky riznych
casti téla, pocet Supin, pocet obratll, kosti a dalsi. Kon-
krétni znaky jsou vzdy charakteristické pro urcitou skupi-
nu ryb v zavislosti zejména na charakteru prostedi vysky-
tu dané¢ho druhu a na etologii (zejména na zpusobu ziska-
vani potravy) danych druhi ryb.

Aplikace téchto pozadavkli neni mozna pfi zpracova-
ni ryb do jednotlivych vyrobki. V kone¢nych produktech
ve vetsing pripadd nelze rozeznat jednotlivé druhy jen na
zdklad¢ morfologickych charakteristik. Proto je nutné vy-
vijet nové metody pro odhalovani falSovani rybiho masa.
Obecné je pro detekci falSovani potravin vyuZzivéno celé
spektrum metod. Jmenovité se jedna o plynovou a kapali-
novou chromatografii, hmotnostni spektrometrii, infracer-
venou spektroskopii, nuklearni magnetickou rezonanci,
imunochemické metody (napf. Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay, ELISA), elektroforézu a dalsi. Nejcastéji
pouzivanymi metodami se vSak staly metody zalozené na
analyze nukleovych kyselin®’.
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V kontrolnich laboratofich prakticky zdomdacnéla
molekularné biologicka metoda zalozend na amplifikaci
DNA - polymerasova fetézova reakce (PCR), soucasné
pouzivana v mnoha oborech jako napf. v kriminalistice,
prenatalni diagnostice nebo archeologii a dalSich oblas-
tech. Tato metoda se vyuziva pro urCeni DNA pfitomné
v Cerstvém nebo mrazeném mase, ale i ve zpracovanych
a vicedruhovych vyrobcich. Vyhodou PCR je malé mnoz-
stvi vstupniho vzorku®.

3.1. Identifika¢ni markery

Samotnou druhovou identifikaci ryb metodou PCR
1ze provést na zakladé analyzy tzv. identifikacnich marke-
ru. Identifika¢ni markery jsou cCasti sekvenci DNA, které
maji jedineCnou primarni strukturu pro dany zivociSny
druh. Tyto markery musi spliiovat zakladni pozadavky na
analyzu, pfredné musi vykazovat dostate¢nou specifitu pro
konkrétni druh, ktery s jejich pomoci mé byt stanoven.
Volba vhodného markeru pro dané tcely je zavisla na po-
zadavcich, zejména, zda je provadéna kvalitativni nebo
kvantitativni analyza. V soucasnosti jsou za timto ucelem
vyuzivany markery mitochondrilni i genomové. Oba druhy
markerd maji své vyhody inevyhody. Nejvyuzivangj$imi
markery jsou mitochondridlni cytochrom-b a cytochrom-c-
-oxidasa I a genomové markery beta-aktin a parvalbumin.

V literatute je fada odkazl na pouziti mitochondrial-
nich markerd pro identifikaci ryb. Analyzy jsou nejcastéji
zamé&feny na cytochrom-b (cit.""*%). Mitochondrialni mar-
kery se ukdzaly byt spolehlivé pro identifikaci ryb. Vyho-
dou je vysoka citlivost diky velkému poctu kopii oproti
jaderné DNA, ale pouZiti mitochondridlni DNA pro identi-
fikaci riznych druhi ryb nese i své nevyhody. Hlavni ne-
vyhodou mitochondridlnich markerd, ve srovnani
s genomovymi, je nemoznost kvantifikace DNA, protoze
koncentrace mitochondridlni DNA se méni v zavislosti na
mnoZstvi mitochondrii v buiice a na typu tkang'”.

Genomova DNA je naopak obsazena v kazdé bunce
v zavislosti na poctu jader, ktery byva pro dany druh orga-
nismu téméi vzdy stejny'’. Identifikace ryb pomoci analy-
zy genomovych markerti tak umoziuje nejen kvalitativni,
ale i kvantitativni analyzu. Této skutecnosti lze vyuzit pii
analyze obsahu rybiho podilu ve zpracovanych vyrobcich
apod., coz je pfi dneSni stoupajici oblibé ryb a vyrobki
z nich velmi uzite¢né.

3.1.1. Mitochondrialni markery

Cytochrom-c-oxidasa I. Prvnim mitochondrialnim
markerem pouzivanym pro ucely autentizace ryb je enzym
cytochrom-c-oxidasa I (Cox I, EC 1.9.3.1). Segment toho-
to mitochondrialniho genu o délce 600 bp se stal zakladem
pro taxonomické rozliSeni ryb, tzv. DNA-barcoding.
DNA-barcoding je metoda zalozend na skutecnosti, Ze
vSechny eukaryotni buniky maji mitochondrie a mitochon-
dridlni DNA pomérn€ snadno podléhd mutacim. Velkd
mira mutaci tak zpiisobuje diverzitu v jednotlivych druzich
i béhem kratkého evolu¢niho obdobi (napf. tisic generaci).
Zaroven je vSak mitochondrialni DNA na zakladé mater-
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nalni dédiCnosti pfendSena z matky na potomstvo, a tak
nedochazi k velkym zménam mitochondrialni DNA mezi
populacemi. Naopak u diploidni genomové DNA dochazi
ke zna¢nym zménam. Zakladem myslenky ,,barcodingu® je
tedy velkd mira mutaci vedouci k divergenci mitochondri-
alni DNA mezi druhy a zaroven malé rozdilnosti DNA
v ramci jednoho druhu. Segment Cox I se diky t€émto sku-
teCnostem stal globalnim bioidentifikacnim systémem
zivogichd'*".

Vysledné sekvence DNA  jsou prirovnavany
k carovym kodim, pomoci nichz jsou jednotlivé druhy
vymezeny. Tento koncept se stal v soucasnosti nejvyuziva-
néj$im systémem identifikace ryb a ptakd. Mezinarodni
vyzkum v této oblasti je zaméfen na sestrojeni referen¢ni
knihovny DNA barcodi (DNA carovych kodi) vsech dru-
ht ryb s nazvem The Fish Barcode of Life Initiative
(FISH-BOL). FISH-BOL je spole¢nym projektem celkem
dvaceti pracovnich skupin — devatenacti piimoiskych
a jedné vnitrozemské skupiny, ktera nese nazev Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO).
Tyto vyzkumné tymy jsou odpovédné za kontrolu sbirky
udaji a za barcoding ryb v prislusné oblasti. V databazi
FISH-BOL jsou jednotlivé ptispévky déleny do péti skupin
podle stupné identifikace (vysoce spolehliva identifikace
jedince; identifikace jedince s vysokym stupném spolehli-
vosti; identifikace genu s vysokym stupném spolehlivosti,
ale nizSim pro jedince; identifikace s omezenym stupném
spolehlivosti; identifikace zbéZna s nizkym stupném spo-
lehlivosti)®’. Vyzkum ma za cil vytvofit G&inny, spolehli-
vy, rychly a ekonomicky efektivni zptisob identifikace ryb
na zékladd DNA analyzy®'.

Dilezitym aspektem jednotnosti a snadné orientace
v nashromazdénych udajich je nutné dodrzovani stejné
formy dokumentace. FISH-BOL je proto vdzan na Barco-
de Data Standard, ktery zaznamenava kody jednotlivych
druht dle Darwinova tripletu, jenz zahrnuje tidaje o insti-
tuci, sbirce a katalogovém cisle. Dale je zde definovano
minimalni mnoZzstvi informaci nutné pro vlozeni kédu do
genové banky®®. Vzorky pro barcoding jsou ziskavany na
principu nadbytku, idealn¢ jsou ziskany dva vzorky tkani
kazdého jedince. Jeden vzorek je poté zmrazen pro zacho-
véani co nejvétsiho mnozstvi charakteristik a druhy vzorek
je umistén do ethanolu nebo jiného konzerva¢niho pro-
sttedku s cilem slouzit jako nahrada, pokud by doslo
k rozmrznuti, pos§kozeni nebo ztraté zmrazen¢ho vzorku.
Ze ziskanych exemplafti jsou pak zvoleny vhodné tkané
pro izolaci DNA. Nejvhodnéjsimi tkanémi pro tento ucel
jsou casti svaloviny o velikosti 5-7 mm z pravé strany
ryby, Zabry odebirané z pravé strany jedince, pravé oko
(pouze v pfipad¢ malych jedinct, kdy nelze odebrat dosta-
tecné velkou ¢ast svaloviny nebo Zaber) nebo cely jedinec
v pripadé extrémné malych jedincu.

Z odebrané tkané je pak vhodnou metodou izolovana
DNA. Klasickymi metodami izolace DNA, které poskytuji
dostatecnou cistotu a kvalitu izolované DNA, jsou metody
vyuzivajici enzym proteinasu K (EC 3.4.21.64) nebo Che-
lex a dale komercni kity. U izolované DNA je pomoci
PCR amplifikovan gen pro Cox I a vysledné PCR produk-
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ty jsou analyzovany agarosovou elektroforézou. Takto
ziskané PCR produkty jsou nasledné sekvenovéany a ze
ziskanych primarnich sekvenci jsou vytvoreny kody jed-
notlivych druhi ryb®.

Funkénost DNA-barcodingu byla ovéfena mnoha
studiemi'®?, aviak i tato metoda m4 uré&ité limity. Nejvetsi
nevyhodou je nepouzitelnost pro identifikaci ryb ve smés-
nych vzorcich, a dale, stejné jako u vSech mitochondrial-
nich markerti, nemoznost kvantifikace obsahu rybi DNA
ve vzorku.

Cytochrom-b. Dal§im z ¢asto vyuzivanych identifi-
kacnich markeri je cytochrom-b. Ten je katalytickou podjed-
notkou chinol-cytochrom-c-reduktasy (chinol:ferricytochrom-
-c-oxidoreduktasa, komplex III, EC 1.10.2.2). Cytochrom-b
byl pouzit v mnoha studiich zabyvajicich se identifikaci
rybich druhti a ukazal se byt vhodnym markerem druhové
identifikace ryb'*'®. I u tohoto markeru viak byly zazna-
menany vyznamné limitace, zejména degradace DNA ve
zpracovanych produktech z divodu pomérné dlouhych
amplifikovanych usekti s délkou obvykle 600 bp. S tim
souvisi 1 nemoznost druhové identifikace ve finalnich vy-
robcich a v neposledni fadé i diskutovatelna spolehlivost
sekvenace'”.

3.1.2. Genomové markery

Beta-aktin. Casto vyuzivanym markerem pro auten-
tizaci ryb je beta-aktin. Aktiny jsou proteiny obsazené ve
vSech eukaryotnich bunikich a hraji kli€¢ovou roli
v zachovani cytoskeletu, v bunééné pohyblivosti a v bu-
nééném déleni®. Aktiny se vyskytuji v nékolika isoformach
a praveé beta-aktin je jednou z nich. Gen pro beta-aktin se stal
¢asto vyuZzivanou interni kontrolou pro kvantifikaci
mRNA*?,

Parvalbumin. Parvalbuminy jsou proteiny o moleku-
lové hmotnosti 12 kDa. Vyskytuji se pouze u obratlovcu,
ato zejména v cytosolu kosternich svall, které se rychle
stahuji, v centralni nervové soustavé a v endokrinnich Z1a-
zéch. Ve svaloving ryb jsou zastoupeny ve velké mife?” 2.

Analyzy provadéné na zakladé amplifikace genu ko-
dujiciho parvalbumin jsou vyhodné z mnoha divodu. Jako
genomovy marker je parvalbumin pouzitelny pro kvantifi-
kaci DNA ve vyrobcich. Velkou vyhodou je jeho struktu-
ra, ktera je vhodna pro druhovou identifikaci ryb. Protein-
-kédujici oblast parvalbuminového genu obsahuje tfi intro-
ny a pravé pomoci PCR analyzy dostate¢né dlouhého dru-
hého intronu Ize provést druhovou identifikaci ryb’. Volba
druhého intronu parvalbuminového genu pro PCR je zalo-
zena na jeho velké diverzité napfi¢ druhy. Naopak druhy
exon, ktery lezi vedle druhého intronu, je témét identicky
u vSech druht ryb. Struktura parvalbuminového genu ko-
meréné vyznamného druhu makrely obecné (Scomber
scombrus) je znazornéna na obr. 2.

RozliSeni parvalbuminu je dulezité i ze zdravotnich
divodu. Ryby a vyrobky z nich jsou v soucasnosti povazo-
vany za jednu z nejcastéjSich pfi¢in hypersenzitivity zpu-
sobené IgE protilatkami. Parvalbumin je povazovan za
hlavni rybi alergen’’. Mitize zptsobovat individualni pii-
znaky od koptivky a dermatitidy az po angioedém (otok
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1 61 62 144 q45 277 278 700 701 810 811 905 906 g31
Intron 1 \ Intron 2 | Intron 3
60 bp 82 bp 132 bp 422 bp 109 bp 94 bp 25 bp
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Obr. 2. Schéma protein-kodujici oblasti parvalbuminového genu makrely obecné (Scomber scombrus) s vyzna¢enim exonu a intro-

ni. U kazdého tseku je uvedena velikost v parech bazi (bp). Schéma bylo vytvoieno na zakladé sekvence FN544077.1 (cit.

vznikajici na riznych mistech organismu — zejména slizni-
cich dychaciho a traviciho ustroji), dale pak prijmy, astma
az po anafylakticky $ok a smrt’'. Zavaznost alergickych
reakci je zavisla na druhu ryby, protoze gen kodujici par-
valbumin je u kazdého rybiho druhu jiny. U nékterych
jedinct muize i stopové mnozstvi tohoto alergenu ohrozit
Zivot.

Bézn€¢ pouzivanymi metodami detekce alergent
v potravinach jsou imunochemické metody zalozené na
analyze proteinii a PCR (cit.’?). DNA analyza pomoci PCR
je pro stanoveni alergenu v potravinach vhodnéjsi, protoze
béhem zpracovani potravin miize dochazet ke zménam
struktury proteinii a k ovlivnéni G¢innosti proteinovych
metod potravinovou matrici. PCR s vyuZitim analyzy pro-
tein-kodujici oblasti parvalbuminového genu se jevi jako
vhodny nastroj druhové identifikace ryb a diky tomu
i rychlé detekce hlavniho rybiho alergenu. Vyhodou jeho
vyuziti pro identifikaci oproti Cox I je i fakt, Ze neni potie-
ba provadét sekvenaci pro urceni druhu.

Parvalbumin byl vyuZit jako vhodny marker druhové
identifikace ryb ve studiich zabyvajicich se identifikaci
mofana tmavého (Spondyliosoma cantharus)’™'** nebo
sledé¢ obecného (Clupea harengus) a sledé pacifického
(Clupea pallasii)**.

4. Nové molekularné-biologické metody
identifikace ryb

4.1. Vyuziti metody izotermické amplifikace DNA
(LAMP) pro identifikaci ryb

V poslednich letech se stala vyhledavanou metodou
amplifikace nukleovych kyselin metoda izotermické am-
plifikace zprostiedkované smyckou (Loop-mediated iso-
thermal amplification, LAMP). Tato metoda byla vyvinuta
vroce 2000 (cit.>’). V uvedené studii, v niz byla poprvé
uvefejnéna, byla metoda testovana na virové DNA izolo-
vané z bakteriofaga M13. Tato metoda slibuje jednoduché
pouziti a rychlou a ptesnou amplifikaci DNA.

Pti metodé LAMP je vyuZivan soubor primerd — vnéj-
81 primery F3 a B3 a vnitfni primery FIP a BIP. Tyto péary
primer rozpoznavaji cilové oblasti genomové DNA
aumoznuji tak vysokou specifitu reakce. Do reakce je
pridavana Bst-DNA-polymerasa izolovana z bakterie Ba-
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cillus stearothermophilus, kterd dokaZe oddé¢lovat kodujici
vlakno DNA a nahrazovat ho novym, syntetizovanym
fetézcem. Polymerasa slouzi k iniciaci amplifikace sklada-
jici se ze tii krokd. Prvnim krokem je produkce pocatecni-
ho materidlu, druhy krok je cyklickd amplifikace a tfetim
krokem je elongacni faze, pfi niz dochazi k prodluzovani
nového fetézce DNA ve sméru od 5" konce ke 3’ konci
pomoci Bst-DNA-polymerasy. Oba pary primerd jsou
vyuzity v prvnim kroku reakce, ale pouze vnitini primery
jsou potiebné pro druhou a tieti fazi. Mnozstvi cilové sek-
vence je tedy ztrojndsobeno béhem kazdé poloviny cyklu.
Rychlost exponencialni amplifikace muze byt zvysSena
adici smyckovych primerd, které mohou snizit dobu trvani
analyzy na mén¢ nez 30 minut. Tyto primery vSak nejsou
pro LAMP nezbytné. Béhem amplifikace vznik4 pyrofos-
fore¢nan hofecnaty, ¢imz dochazi k tvorbé zakalu, ktery
1ze detegovat pomoci turbidimetrie. Pro detekci mohou byt
vyuzita také specifickd barviva’>’>?. Princip metody
LAMP je znézornén na obr. 3.

Metoda LAMP nalezla Siroké uplatnéni v klinické
diagnostice. V soucasnosti jsou zavadény i aplikace
v autentizaci ryb, masa a rostlin. Hlavni vyhodou vyuziti
metody LAMP je oproti ostatnim metodam zejména rychlé
stanoveni bez nutnosti drahého laboratorniho vybaveni,
coz umoznuje pouZiti i v terénu. Dalsi vyhodou je oproti
polymerasdm vyuzivanym k PCR vy$§i tolerance Bst-
-DNA-polymerasy k inhibitorim izolace DNA, a z toho
vyplyvajici moZnost spojeni metody LAMP s metodami
rychlé izolace DNA. Pouziti LAMP tedy muze predstavo-
vat znacné zjednoduSeni rutinni DNA analyzy, pfestoze
navrh primeri je ve srovnani s PCR slozitéjsi.

4.2. Vyuziti metody Multi-Analyte Profiling
(xMAP) pro identifikaci ryb

Prestoze PCR se stala jiZ zavedenou metodou pro
identifikaci ryb, objevuji se nové metody s vysokym po-
tencidlem pro vyuziti v této oblasti. V soucasné dob¢ se
stala slibnym nastrojem druhové identifikace ryb metoda
XMAP (angl. Multi-Analyte Profiling). XMAP technologie
byla vyvinuta firmou Luminex Corporation (Austin, TX,
USA). Je kombinaci principti pouzivanych v PCR nebo
imunometodé ELISA a v prutokové cytometrii.

Jedné se o metodu zaloZenou na méfeni fluorescence
molekul vazanych na polystyrenovych nebo magnetickych
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Obr. 3. Schéma primerii pro LAMP, mechanismus izotermické amplifikace a cyklické faize LAMP. Cast DNA je denaturovana na
jednotlivé fetézce, fragment Bst-DNA-polymerasy prodluzuje novy fetézec ve sméru od 5 konce ke 3 konci nového fetézce. Bst-DNA-
-polymerasa syntetizuje novy fetézec za soucasného vytésnéni ptivodniho fetézce a diky vzajemné komplementarnim castem vznika na
5" konci smycka. Tytéz kroky probéhnou i na 3° konci templatové DNA a vznika tzv. struktura Cinky, ktera je vychozi strukturou pro
cyklické kroky LAMP amplifikace. Bst-DNA-polymerasa prodluzuje oba fetézce a otevirda smycku na 5° konci, vznikne tak struktura
vlasenky a dojde k vytésnéni nové syntetizovaného fetézce. Ten opét vytvoii strukturu ¢inky. Primer BIP naseda na komplementarni tisek
na ¢ince i na vlasence a op¢t dochazi k syntéze novych fetézcti a vytésnéni pivodnich. Tento proces se cyklicky opakuje. Upraveno dle

(cit.*%)

mikrokulickach znaCenych az péti sty odliSnymi flu-
orescen¢nimi barvivy (tzv. spektralni kod). Na kazdém
druhu mikrokulicek je vazéna cilovd molekula, kterou
muize byt mimo jiné DNA sonda nebo protilatka. Tyto
mikrokulicky postupné prochdzeji Luminex® analyzato-
rem a dochazi k excitaci fluorescen¢nich barviv. U kazdé
znich je méfena fluorescence po excitaci dvéma lasery
v kyveté¢ zkiemicitého skla. Prvni laser excituje pfi
635 nm cCerveny fluorochrom v kuli¢ce a urcuje tak spek-
tralni kéd, tedy i druh analytu. Tohoto principu je vyuZiva-
no pro kvalitativni analyzu. Druhy laser excituje pfi
532 nm fluorochrom fykoerytrin. Tim se méfi intenzita
fluorescence a stanovuje mnozstvi analytu. Je tedy vyuzi-
van pro kvantitativni analyzu*'. Optické signaly jsou pak
vedeny k jednotlivym detektorim s fotonasobicem. Pro
analyzu jsou pouZivany mikrofiltra¢ni desti¢ky s jamkami.
Pomoci této metody lze analyzovat az 500 rdznych inter-
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akei pro danou molekulu®?. Princip metody xMAP je zna-
zornén na obr. 4.

Technologie xXMAP byla uspésné pouzita ve studii
zabyvajici se identifikaci ryb na zakladé analyzy parvalbu-
minového genu®. Ve studii byla navrZzena univerzalni
sonda cilena na vysoce konzervovanou ¢ast druhého exonu
parvalbuminového genu. Déle byly navrzeny specifické
sondy pro identifikaci osmi vybranych druhi ryb cilené na
oblast druhého intronu parvalbuminového genu. Byla pro-
kézana vyhodnost metody xMAP z hlediska rychlé analy-
zy velkého mnozstvi vzorkll a vysoké specifity. Béhem
analyzy nebyly zaznamenany Z4dné kiiZové reakce mezi
jednotlivymi vzorky ryb. Vysledky analyzy poukazuji na
velky potencidl vyuZiti této metody v béZné praxi pro iden-
tifikaci ryb®. Hlavni nevyhodou rutinniho vyuziti metody
XMAP je vSak jeji vysokd cena v porovnani s ostatnimi
uvedenymi metodami.
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Denaturace dvoufetézcové DNA DNA izolace a amplifikace sekvence

Vzajemné spojeni specifickych a hybridizace. DNA parvalbuminu pomoci PCR
modifikovanych nukleotidu s biotinylovanymi ((B ) univerzalnimi
a DNA ruznych rybich druhu primery pro parvalbumin.

Adice streptavidin-fykoerytrinu (SAPE)

Ny (B
Analyza pomoci ¢erveného

a zeleného laseru.

Odmyvani viech nenavazanych SAPE.

Obr. 4. Schéma metody xMAP pouZité pro analyzu ryb. Modifikované oligonukleotidy jsou kovalentné spojeny s barevné kodovany-
mi magnetickymi mikrosférami. DNA kédujici parvalbumin je amplifikovana pomoci PCR v realném case, zatimco jeden z primert je
znacen biotinem. Biotinem znacené DNA fetézce jsou hybridizovany na odpovidajici oligonukleotidy. Fluorofor streptavidin-fykoerytrin
(SAPE) je pridan do reakce a vazan na molekuly biotinu. Reakéni zkumavky obsahujici magnetické mikrosféry jsou umistény na magnet,
nevazané oligonukleotidy a SAPE jsou odstranény promytim. Samotna analyza probiha pomoci dvou lasert, po digitalnim zpracovani
signalu je klasifikovana a kvantifikovana cilova molekula. Upraveno dle (cit.*’)

Tato prdce byla podporena z financnich prostredkii

5. Zavér projektii MZe RO0318 a MZe NAZV QK1910231.
FalSovani rybiho masa a rybich vyrobki je aktudlnim Seznam zkratek

problémem soucasného svétového trhu. Proto se hledaji

nové rychlé a spolehlivé metody identifikace jednotlivych Cox 1 cytochrom-c-oxidasa I

druhfi ryb nejen v &isté svaloving, ale i ve zpracovanych ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,

vyrobcich. Vybér metody i vhodnych identifikaénich mar- enzymovy imunosorbentni test

kerl je zakladem usp&$né analyzy. Pfi vybéru je nutno FAO Food and Agriculture Organization of the

zohlednit, zda ptijde o kvalitativni &i kvantitativni analyzu, United Nations, Organizace pro vyZivu

zda se bude jednat o druhovou identifikaci a dal3i parame- a zem&d¢lstvi

try. Piestoze v soutasné dob& pouzivané techniky nabizeji ~ FISH-BOL  The Fish Barcode of Life Initiative

spolehlivé analyzy druhové identifikace ryb, a diky tomu LAMP Loop-mediated isothermal amplification,

i odhalovani falSovani rybiho masa a rybich vyrobku, je izotermicka amplifikace zprostfedkovana

nutné stavajici metody zlepSovat a hledat metody nové, smyckou

které umozni predchazet zdravotnim rizikéim plynoucim SZPI Statni zemedglska a potravinarska inspekce

z konzumace ryb osobami trpicimi alergiemi. Kromé jiz xMAP Multi-Analyte Profiling

zavedené metody PCR a PCR spojené se sekvenaci ampli-
fikovaného useku (barcoding) se jevi jako slibné néstroje
identifikace ryb metody LAMP a xMAP.
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S. Lencova®, K. Zdeiikova®?, D. Akhatova™”, and
K. Demnerova® (“ Department of Biochemistry and Mi-
crobiology, University of Chemistry and Technology Pra-
gue, " Food Research Institute Prague): Current Trends
of Fish Species Identification by Molecular-Biological
Methods

Nowadays, food adulteration is a common problem.
Fish meat is a typical commodity which is adulterated very
often. Therefore, it is necessary to find effective methods
for fish meat authentication. Molecular-biological methods
based on the analysis of mitochondrial and genomic mark-
ers were proved to be suitable for this purpose. Especially,
polymerase chain reaction is commonly used, but there are
new methods like Loop-mediated Isothermal Amplifica-
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tion or Multi-Analyte Profiling with a huge potential for
fish species identification. In this paper, advantages and
disadvantages of a use of different markers and three mo-
lecular-biological methods for the purpose of fish fraud
detection are summarized.

Keywords: fish adulteration, polymerase chain reaction,
Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP), Multi-
Analyte Profiling (xMAP)
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