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Autentizace rybich vyrobkl s vyuzitim analyzy DNA vyzaduje zisk kvalitni DNA bez pfitomnosti inhibitort.
V soucasné dob¢ jsou dostupné riizné metody pro izolaci nukleovych kyselin; pro svou rychlost a nenaroc¢nost extrakéniho
postupu se staly velmi oblibenymi zejména silikatové centrifugacni kolonky. Jejich nevyhodou vSak miZze byt princip
vyuZzivajici zaporny naboj DNA, ktery mulzZe byt ovlivnén sloZenim potravin, nebo jejich ucpani v disledku Spatné
predapravy vzorkd. Cilem této prace bylo porovnat tfi metody izolace DNA vyuzivajici riizné principy (silikatové
centrifugacni kolonky, modifikované magnetické kulicky, cetyltrimethylamonium-bromid (CTAB) a chloroformova
extrakce) a zhodnotit jejich vhodnost pro izolaci DNA z rybi svaloviny. Posuzovanymi kritérii byla vytéznost, Cistota
a amplifikovatelnost izolované DNA. Analyzovana byla tkan makrely obecné bez a s pfidavkem ptidatnych latek bézné
pouzivanych pifi vyrobé rybich produktd, konkrétné difosforecnand (E 450) a barviv (E 110 a E 124), a nasledn¢ byla
vybrand metoda aplikovana i na komeréné nabizené vyrobky z ryb. Jako nejvhodnéjsi se ukazala upravena metoda
vyuzivajici detergent CTAB.
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ryb ve vyrobku je polymerasova fetézova reakce (PCR,
angl. Polymerase Chain Reaction). Dal§i vhodnou meto-
dou je naptiklad metoda izotermické amplifikace zpro-
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sttedkované smyckou (LAMP, angl. Loop-mediated iso-
thermal amplification), kterd se pro rozliSeni druhii ryb
vyuziva teprve par let’. V obou piipadech je viak nezbytné
ziskat izolat nukleové kyseliny (NK) z analyzovaného
vzorku, ktery slouzi jako matrice pro analyzu.

Pro spravnou detekci druhdl ve vzorku je duleZzité
zajistit kvalitni a Cisty izolat NK, jelikoz na ném zavisi
ucinnost pouzivanych metod. Extrakce NK ze vzorki za-
hrnuje lyzi bunéénych membran, inaktivaci bunéénych
nukleas a separaci NK od zbytkii bun&k. Kvalita DNA je
urcovéana délkou fragmentti NK a stupném jejiho poskoze-
ni, které miZe byt zplisobeno rliznymi faktory, napiiklad
chemickymi (latkami vyuZzivanymi pfi vyrobé potravin),
fyzikalnimi (vyssi teploty, nizké pH, mechanické poskoze-
ni) a/nebo enzymovymi (nukleasy). K degradaci DNA
v pribéhu zpracovani potravinaiské suroviny typicky pfi-
spiva dlouhotrvajici tepelna prava pii konzervaci vyrob-
ku ¢i chemicka modifikace a hydrolyza DNA v kyselém
prostfedi, napf. u vyrobkli konzervovanych v octovém
nalevu nebo v rajéatovém protlaku. U takto upravenych
produktd muze dojit k ovlivnéni vysledkd analyz NK.
Pri¢inou neptesné detekce muze byt i nizka Cistota izolatu
NK vlivem nedostate¢ného odstranéni doprovodnych 1a-
tek, které mohou pisobit jako inhibitory reakce. Peclivy
vybér vhodné izolacni metody a procesu purifikace NK je
tak pfi analyze rybich produktli zcela zasadni.

Pfitomnost inhibitorl reakce v testovaném materidlu
redukuje ucinnost amplifikacnich metod, naptiklad PCR.
Mezi inhibitory PCR fadime bézné slozky potravin, jako
jsou kationty (Ca®', Fe*"), t&zké kovy, uhlovodiky, tanin
(kyselina trislova), fenoly a soli (NaCl, dusitany). Dale
pak proteasy degradujici DNA-polymerasy a ¢inidla dena-
turujici DNA-polymerasy, jako je dodecylsiran sodny
(SDS), fenol, mocovina, Triton X-100 a cetyltrimethyl-
amonium-bromid (CTAB), ktera byvaji pouZivana i pfi
izolaci DNA. Inhibovat reakci mohou rovnéZ polysachari-
dy vazajici se na aktivni doménu DNA-polymeras a fakto-
ry interferujici s ionty hot¢iku, mezi které fadime nukleo-
sidtrifosfaty, primery, chelatacni latky (kyselina ethylendi-
amintetraoctovda — EDTA, kyselina egtazova — EGTA),
DNA, ionty kovii a proteiny. Utinnost amplifikace tak
mize byt sniZzena i vysokou koncentraci primerti ¢i DNA
v reak¢éni smési, kterd vede rovnéz ke sniZeni specifity
konkrétni reakce®’.

Potencidlnimi inhibitory mohou byt i dalsi potravinai-
ské pridatné latky bézné pouzivané za ucelem prodlouzeni
doby trvanlivosti ¢i vylepSeni chuti potravin. K povole-
nym latkam vyuzivanym pro Gpravu nezpracovanych ryb
patii zejména antioxidanty, stabilizatory, konzervanty,
tavici soli, fosfore¢nany a regulatory kyselosti. Pro zpraco-
vané vyrobky z ryb jsou pouzivany latky ze skupin barviv,
konzervantt, sifi¢itany, dusi¢nany, fosforeCnany a stabili-
zétory. Napiiklad Zlut' SY (Sunset Yellow FCF, Gelboran-
ge S; E 110) a Ponceau 4R (kosenilova Cerven A; E 124)
jsou synteticka barviva, ktera dodavaji ndhrazkam lososa
pozadovany stabilni odstin a ¢ini je vizudlné pfitazlivejsi-
mi. Casto je tak E 110 a E 124 pouZivano v rybich poma-
zankach nebo u rybich filetd 4 la losos a jim podobnych
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vyrobeich'™!!. Do skupin konzervantii (E 338, E 450-452),
tavicich soli (E 339, E 450, E 452), stabilizatord (E 340-343),
modifikovanych Skrobti a zahuStovadel (E 451) nebo
zvlhCujicich latek (E 452) mohou byt zafazeny kyselina
fosforecna (E 338), fosfore¢nany (E 339-343), di- (E 450),
tri- (E 451) a polyfosfore¢nany (E 452). Na ¢eském trhu
jsou dostupné pouze rybi vyrobky s ptidavkem E 450-452
(cit.""), které jsou pouzivany jako konzervaéni solici latky.
Hlavnim divodem pfidavani fosforeCnant je zlepSeni
vzhledu produktli. Pozitivni G€inky fosfore¢nanii na barvu
a obchodni kvalitu solenych ryb jsou zplisobeny sniZenim
oxidace lipidi a bilkovin ve svaloving, kterd jinak vede
k tmavsi barvé vyrobk.

Zminéné pridatné latky je nutné béhem izolace DNA
odstranit. Pro vybér konkrétni izola¢ni metody je tak urcu-
jici povaha vzorku, doba izolace, cena materialu a moz-
nost automatizace. K izolaci DNA se dnes nejcastéji vyu-
ziva extrakce na pevné fazi, konkrétné na silikatovych
kolonk4ch nebo magnetickych ¢Casticich, a to z divodu
Casovych uspor a jednoduchosti provedeni v porovnani
s organickou extrakci.

Cilem této studie je navrzeni vhodné metodiky pro
izolaci DNA z ryb a rybich vyrobkt. Za timto G¢elem byla
ovetena efektivita vybranych postupli izolace DNA na
vzorcich rybi svaloviny, které byly oSetfeny pfidavkem
potravinaiskych pridatnych latek, a vybranych komercnich
vyrobceich. Pro pfipravu modelovych vzorkt (rybi svalovi-
na s pfidavkem vybranych latek) byla vyuzita svalovina
makrely obecné (Scomber scombrus, Linnaeus 1766),
ktera je diky svym nutrié¢nim a chufovym vlastnostem'>™"*,
ale i snadnému rybolovu jednou z nejvice konzumovanych
ryb ve svété*". Dil¢im krokem hodnoceni kvality izolova-
né DNA bylo ovéreni jeji amplifikovatelnosti s vyuzitim
PCR. Jako marker byl vyuzit jaderny gen pro vyznamny
rybi alergen — parvalbumin. Diky tomu miZe metodika
piispét i k vyznamné ochrané zdravi spotiebitele.

2. Experimentalni ¢ast

Analyza DNA pochézejici z potravin zahrnovala od-
bér a pripravu vzorku pro izolaci DNA. DNA byla izolo-
vana tfemi riznymi zpusoby a poté byla vyhodnocena
kvalita a kvantita izolati DNA. Ovéfena byla i moznost
amplifikace DNA pomoci vybrané molekularné-
biologické metody (obr. 1).

2.1. Vzorky

V této studii byly analyzovany vzorky svaloviny ma-
krely obecné (Scomber scombrus) s ptidavkem a bez pfi-
davku vybranych ptidatnych latek tak, aby modelovaly
slozeni komerénich vyrobkl. Pro skupinu vzorkl
s ptidavkem pfidatnych latek bylo k 200 mg homogenizova-
né svaloviny makrely obecné pied samotnou izolaci ptidano
8 ul 5% roztoku smési potravinaiskych barviv (kombinace
E 110 a E 124, ADITIVA CZ s.r.0., CR) nebo 10 ul 10%
roztoku difosfore¢nantt (E 450, Raps GmbH & Co. KG,
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Obr. 1. Pracovni postup pfi vybéru vhodné metody izolace DNA

Némecko), coz odpovidd udajim o danych pfidatnych
latkdich uvedenym vyrobcem na etiket¢ (mnoZzstvi
2000 mg kg™', resp. 5000 mg kg™). Vzorky byly homoge-
nizovany mlynkem IKA A10 (IKA-Werke, Staufen
im Breisgau, Némecko) a nasledné rozvazeny po 200 mg
do mikrozkumavek. Takto ptipravené byly uchovavany pti
—20 °C do doby dalsiho zpracovani.

Pro ovéfeni G¢innosti vybrané izola¢ni metody i spe-
cifity navrzenych primert pro identifikaci DNA makrely
pomoci PCR (viz tab. I) byly testovany nasledujici vzorky
ryb: kapr obecny (Cyprinus carpio), karas obecny
(Carassius carassius), lin obecny (Tinca tinca), losos
obecny (Salmo salar), pangas spodnooky (Pangasianodon
hypophthalmus), pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
prazma kralovska (Sparus aurata), sled’ obecny (Clupea
harengus), Stika obecnd (Esox [lucius), tilapie nilska
(Oreochromis niloticsu), tolstolobik bily
(Hypophthalmichthys molitrix), tunak obecny (Thunnus
thynnus); z tiidy ptakt: kur domaci (Gallus gallus), krocan
divoky (Meleagris gallopavo), kachna domaci (Anas
platyrhynchos); ze ttidy savct: prase domaci (Sus scrofa),
tur doméaci (Bos taurus), kin domaci (Equus caballus)
a z rostlin: kukufice seta (Zea mays).

Vhodnost vybrané izola¢ni metody v praxi byla déle
ovétena analyzou 16 komercéné prodavanych rybich vyrob-
ki (viz kapitola 3.2). Vzorky byly homogenizovany mlyn-
kem IKA A10 (IKA-Werke, Némecko) a rozvazeny do
mikrozkumavek po 200 mg. Takto pfipravené byly ucho-
vavany pii —20 °C do dalsiho zpracovani.

Tabulka I
Pehled pouzitych primert
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Stanoveni \ v\"ggéré
lzolace DNA  » kvality a kvantity izola({.‘ni
DNA
£ Ngelady
+CTAB + Spektrofotometricky
*Komeréni kity +Elektroforeticky

*PCR: moznost
amplifikace, efektivita

2.2. 1zolace nukleovych kyselin

DNA z homogenizovaného vzorku svaloviny makre-
ly obecné bez pridavku potravinaiskych latek,
s pfidavkem barviv a s pfidavkem difosfore¢nanti byla
izolovana kazdou =z nasledujicich metod (kap. 2.2.1-
2.2.3). Vybranou metodou pak byla izolovana také DNA ze
vzorkl tkéni Zivocichtli, kukufice a komeréné nabizenych
rybich vyrobkda.

2.2.1. Izolace kitem DNeasy® mericon Food Kit

Izolace kitem DNeasy® mericon Food Kit (Qiagen,
Némecko) byla provedena z 200 mg homogenizovaného
vzorku podle standardniho protokolu s eluci do 100 pl
elu¢niho pufru.
2.2.2. Izoldtor croBEE® NAI6 Nucleic Acid Extraction
System Plus

K navazenému homogenizovanému vzorku (200 mg)
bylo ptiddno 400 ul CTAB extrakéniho pufru (20 g1
CTAB; 1,4 mol ™" NaCL; 0,1 mol "' Tris; 20 mmol I”!
Na,EDTA; pH 8,0). Smés byla dukladné promichana
a poté byla inkubovana 20 minut pfi 95 °C za stalého mi-
chéani. Nasledovala centrifugace pti 11 337 x g (13 000
rpm). 270 pl supernatantu bylo pfeneseno do nové mi-
krozkumavky a bylo pfidano 20 pl proteinasy K, 10 pl
RNA carrier a 100 ul TBE (Tris-borat-EDTA) pufru pro
dosazeni potfebného objemu (400 ul) stanoveného vyrob-
cem. Takto pripraven¢ vzorky byly  vloZeny
do automatického izolatoru croBEE® NA16 Nucleic Acid
Extraction System (GeneProof® as., CR) s kazetami 201

Nazev Sekvence (smér 5'-3") Délka Amplifikovana sekvence  Reference
produktu
M-F CAGGACAAGAGTGGCTTCAT 215 bp*/ Exon 2—Intron 2 Tato prace
M-R GCTGTATAGGTGATAGGACAGA 193 bp** B-parvalbuminu makrel
R-F GACAAGAGCGGCTTCATTGAGG 400 a7 Exon 3-Exon 4 Rehbein H.2®
R-R TCAACTCCAATCTTGCCATCACCAT 600 bp B-parvalbuminu ryb

* makrela obecna (GenBank: FN544077.1), ** makrela japonska (GenBank: EF016113.1)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=116490065
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se v§emi potfebnymi roztoky pro izolaci. Eluce DNA byla
provedena do sterilni mikrozkumavky, elu¢ni objem byl
100 pl.

2.2.3. Izolace s vyuzitim detergentu CTAB

Extrakce byla provedena podle EN ISO 21571:2005
(cit."®) s nasledujicimi Gpravami: k piipravenym vzorkam
svalovin bylo navazeno 50 mg sklenénych kulicek o pri-
méru 0,6-0,8 mm a 650 pul CTAB extrakéniho pufru, vzo-
rek byl homogenizovan pomoci pfistroje FastPrep (MP
Biomedicals, CA), resuspendace pelety nukleovych kyse-
lin byla provedena v 50 pl vody zbavené nukleas (NFW).

Izolaty DNA byly uchovévany v lednici pfi teploté
2 az 8 °C, v ptipad¢ delsiho skladovani pak v mrazicim
boxu pii teploté —20 °C.

2.3. Ovéfeni kvality a kvantity izolované DNA

Kontrola integrity a ¢istoty DNA izolované ze vzorku
byla provedena pomoci horizontalni agarosové elektrofo-
rézy s vizualizaci zobrazovacim systémem Quantum
(Vilber Lourmat, Francie) po barveni Midori Green
Advance (NIPPON Genetics, Némecko). Kvalita a kvanti-
ta DNA byly stanoveny spektrofotometricky pomoci Na-
noDrop™ One (ThermoFisher Scientific, USA), fluoro-
metricky pomoci Quantus™ Fluorimetr (Promega, USA)
as vyuzitim PCR v redlném case s fluorescencni detekci
(kapitola 2.4). Rozdily mezi hodnotami koncentrace
a Cistoty DNA byly hodnoceny pomoci t-testu za vyuZziti
Excel 2016 (Microsoft Office).

Izolovana DNA byla ziedéna na zésobni koncentraci
25 ng pl™! v NFW, dale pak fedéna dle potieby v NFW.

2.4. Ovéteni amplifikovatelnosti DNA s vyuzitim
PCR v realném dase s fluorescenéni detekci

Amplifikace DNA s vyuzitim metody PCR byla pro-
vedena v reakéni smési HOT FIREPol® EvaGreen” qPCR
Supermix (Solis BioDyne, Estonsko). Slozeni reakéni
smesi bylo dle doporuceni vyrobce; koncentrace primert
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byla 0,2 pmol I"'. Pro PCR byly pouzity dvé sady primert
(viz tab. I): univerzalni pro rybi DNA (primery “R”)
a specificky navrzené pro DNA makrely obecné (primery
“M”). Teplotni cyklus pro qPCR zahrnoval pocétecni akti-
vaci polymerasy a denaturaci DNA pfi 95 °C po dobu
12 min, nasledovanou 45 cykly pii 95°C 15s, 60 °C
30sa 72°C 30s. Analyza kiivek tani byla provedena
v rozsahu 60-95 °C. Vysledky byly vyhodnoceny analy-
zou kiivek tani i prostfednictvim horizontalni agarosové
elektroforézy v 2 % gelu. Analyzy byly provadény na
dvou pracovistich, v laboratofi VUPP v.v.i. (termocykler
StepOne Plus, Applied Biosystems) a ZkuSebni laboratofi
UBM VSCHT Praha (ABI 7500, Applied Biosystems).

Efektivita amplifikace v PCR byla pouzita jako para-
metr pro stanoveni miry inhibice v pfitomnosti nezadou-
cich latek ze vzorku. K hodnoceni byl vyuzit dokument
pro overovani analytickych metod pro testovani geneticky
modifikovanych organisml pfi zavadéni mezilaboratorné
validovanych metod'’. Sledovanymi parametry byly: sklon
regresni pfimky, pozadovano rozmezi mezi —3,6 a -3,1;
efektivita 90-110 % a koeficient determinace R* > 0,98.
Parametry kalibracnich pfimek byly zjistény piimo
v softwaru v2.3 pro pfistroj ABI 7500 Real Time PCR
System a Design & Analysis 2.6.0.

3. Vysledky a diskuse

Cilem této prace byl vybér nejvhodnéjsi metody pro
izolaci DNA z ryb a rybich vyrobki. Testovany byly tii
metody, zalozené na odlisnych principech, konkrétné vyu-
7iti (a) silikatovych centrifugaénich kolonek (DNeasy®
mericon Food Kit), (b) modifikovanych magnetickych
kuliek (izolator croBEE® NA16) a (c) izolace s vyuzitim
CTAB (tab. 1I).

DNA byla izolovana ze svaloviny makrely obecné
bez a s pfidavkem piidatnych latek bézné pouzivanych pfi
vyrobé rybich produktl, konkrétné difosforecnanii (E 450)
a barviv (E 110 a E 124), a nésledné byla vybrana izola¢ni
metoda ovéfena na komercnich rybich vyrobcich. Vybér

Tabulka IT
Princip pouzitych metod izolace DNA 6%
Metoda Princip
Silikatové kolonky (DNeasy® — selektivni sorpce DNA na silikatové ¢astice v prostiedi chaotropnich soli,
mericon Food Kit) — extrakce na pevné fazi,
— separace od proteind, polysacharidi a dalsich bunéénych zbytkii: na kolonku se nevazou
a jsou béhem izolace odstranény
Magnetické ¢astice (croBEE™ — vazba DNA k povrchové modifikovanym magnetickym &asticim,
NA16) — extrakce na pevné fazi,
— separace od proteind, polysacharidii a bunécnych zbytkt: vyuzitim magnetické sily
Metoda vyuzivajici CTAB ~ — kationtovy surfaktant zaji§t'ujici bunécnou lyzi,

— komplex CTAB-DNA rozpustny pfi vysoké koncentraci soli,
— organicka extrakce (chloroform),
— separace od proteint, lipidi, polysacharidi: extrakei do chloroformu a naslednou centrifugaci
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nejvhodnéjsi metody izolace DNA z ryb byl proveden
s ohledem na vytéznost, Cistotu, amplifikovatelnost DNA
a efektivitu qPCR. Zohlednéna byla také cena reakce
a pracnost provedeni.

3.1.1zolace DNA z rybi svaloviny a sledovéni vlivu
vybranych potravinafskych ptidatnych latek na
mnozstvi a kvalitu izolované DNA

DNA ze vzorkil rybi tkdn¢ byla uspéS$né izolovéana
vSemi vySe uvedenymi metodami. Nasledné byl testovan
vliv pfidavku potravinafskych latek na vyslednou koncen-
traci a Cistotu DNA. Ze spektrofotometricky stanovenych
koncentraci vyplyva, ze ptidavek barviv a fosfore¢nand
ma jen maly vliv na vytézek izolace (tab. III). Koncentrace
naméfené u vzorkd s pfidavkem potravinaiskych latek
abez téchto latek se, podle vysledkl t-testu, vyznamné
lisily (hladina vyznamnosti a = 0,05) pouze u izolatu DNA
ze vzorku makrely s pfidavkem potravindiského barviva
v piipadé izolace pomoci CTAB a piistroje croBEE®
a makrely s piidavkem fosfatt pii pouziti pifstroje croBEE®.
Pomér absorbanci 4 pii 260 nm ku A pti 280 nm se
Vprlpade metody vyuzivajici CTAB i1 komer¢niho kitu
DNeasy” mericon Food Kit pohyboval u viech testova-
nych vzorkll v rozmezi 1,83-1,87, coz odpovida pozado-
vané Cistoté izolatu DNA; pfi pouziti croBEE® byl dany
pomér v rozmezi 1,96-2,04. Izolator croBEE® je uréeny
pro rychlou simultanni izolaci nukleovych kyselin (DNA
i RNA), dosazeny pomér absorbanci tak odpovida i pfi-
tomnosti RNA izolované ze vzorku. Napti¢ metodami ani
vzorky nebyl pozorovan jednotny trend nartistu ¢i poklesu
koncentrace a/nebo zmény Cistoty DNA v dusledku pii-
davku potravinatskych latek (tab. IIT).

Nejlepsi vysledky byly dosazeny metodou vyuzivajici
CTAB, ktera poskytla nejvyssi vytéznost (v priméru
1,7krat vyssi koncentrace DNA neZ ostatni metody) i po-
zadovanou Cistotu DNA; izolovana DNA byla téz amplifi-

Tabulka III
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kovatelna (kapitola 3.3). Naopak automaticka izolace pfii-
strojem croBEE® poskytovala izolaty s niz§i koncentraci
DNA a vyznamnym zastoupenim RNA.

Metody vyuZivajici CTAB byly popsany jako vhodny
nastroj pro izolaci DNA z rybi svaloviny i v jinych publi-
kacich. Napiiklad Masri a spol.'®, ktefi porovnavali riizné
metody izolace DNA ze svaloviny lososa, izolovali meto-
dou vyuzivajici CTAB v priméru 60 ug DNA ze 100 mg
analyzovaného vzorku, zatimco testované komeréni kity
poskytly vytéznost 20-50 ng DNA ze 100 mg vzorku.
V praci Debode a spol.”” tykajici se detekce transgennich
lososovitych ryb bylo metodou vyuzivajici CTAB izolo-
vano az 2,5krat vice DNA nez komerénim kitem DNeasy®
mericon Food, coz je v souladu s nasimi vysledky. Uvede-
ny komeréni kit pouzili ve své praci napriklad také Piskata
aspol.?® a Servusova a spol.”!, kteii Gsp&né izolovali
DNA ze syrové itepeln¢ opracované svaloviny tunaka
zlutoploutvého (Thunnus albacares). Dosazené vysledky
izolace DNA pro syrovou svalovinu byly fadové srovna-
telné s nasimi (51 ng pl™'; Are0/dago = 1,8). Pro tepelnd
zpracovanou svalovinu byly publikované vytézky DNA
s vyuzitim kitu DNeasy® mericon Food znatelnd nizsi,
a proto byla v nami pfedkladané studii pro navazujici pra-
ci zvolena metoda vyuzivajici CTAB.

3.2. Izolace DNA z rybich vyrobkt

Dostate¢né mnozstvi kvalitni DNA z homogenizova-
né rybi svaloviny bylo v minulosti ziskano pomoci rtz-
nych protokold® . Z rybich vyrobki je vsak izolace
DNA v mnozstvi a kvalité potfebné pro navazujici DNA
robeich mutize byt sniZena vyrobnim procesem, zejména
tepelnym zpracovanim, mixovanim, ale také vlivem pfi-
datnych latek (napf. konzervanty, barviva, emulgatory).
Proto byl v této praci nejprve sledovan vliv vybranych
pridatnych latek na samotnou izolaci DNA a vyhodnocena

Porovnani vlivu ptidavku potravinaiskych latek k rybi svaloviné na mnozstvi a kvalitu izolované DNA. Koncentrace
a absorbance DNA izolované ze svaloviny byly méfeny spektrofotometricky

Vzorek Metoda Koncentrace [ng ul’l] +SD? Ao/ Aoz
Makrela CTAB 149,4 + 0,9 1,88
DNeasy® mericon Food Kit 74,0 £ 5,6 1,85
Automaticky izolator croBEE® 17,2+0,2 2,00
Makrela s pfidavkem CTAB 108,1 £0,1 1,85
potravinaiského barviva DNeasy® mericon Food Kit 77,1£2,0 1,85
Automaticky izolator croBEE® 15,8+0,3 2,04
Makrela s pfidavkem CTAB 1404 £2.0 1,85
fosfore¢nand DNeasy® mericon Food Kit 83,7174 1,83
Automaticky izolator croBEE® 24,4+0,1 1,96

*SD — smérodatna odchylka
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Tabulka IV

Ukazka vysledkii izolace DNA z komer¢nich vyrobkil s pouzitim metody vyuzivajici CTAB

Nazev produktu Koncentrace DNA [ng ul'l] Areo/A230
Felix Soup 35,0+4,0 1,54 +£0,13
Losos s bylinkami 600 £ 500 1,92 £0,10
Losos uzeny 1820 + 550 2,08 +0,02
Losos ve vlastni §taveé 1121 £72 1,98 £0,01
Losos v tomatové omacce 930 £290 2,04 £ 0,01
Lososova pomazanka a 140 £ 120 2,03+0,15
Lososova pomazanka b 440 + 150 1,97 £0,03
Makrela obecna uzena 80 £40 1,70 £ 0,10
Makrela ve slaném nélevu 126,7+9.,5 1,71 £ 0,08
Makrela v oleji 116 £ 34 1,68 +£ 0,02
Grilované filety z makrely 390 +£370 1,74 £ 0,24
Makrela v oleji a tomatové omacce 730 £ 62 1,99 +£0,01
Makrela ve vlastni §tave 172 £ 60 1,75+0,14
Pomazanka 4 la losos s kaviarem 41+£26 1,81 +0,17
Rizoto s moiskou treskou 39,5+7,0 2,77+0,22
Solena treska v oleji Varmuza 24,5+ 1,0 1,70+ 0,11

efektivita amplifikace pomoci PCR s ohledem na mozny
zustatek inhibitorti v izolatu, a az poté byly analyzovany
samotné komer¢ni vyrobky. Nebyl pozorovan statisticky
vyznamny vliv testovanych pfidatnych latek, tyto pridatné
latky v rybich vyrobcich nebyly dlivodem nizsich vytézki
izolované DNA (tab. IV).

V tabulce IV jsou uvedeny vysledky tspé$né izolace
z 15 komer¢nich vyrobki; ze vzorku ,,Pomazanka & la
losos s kaviarem™ bylo ziskano pouze malé mnozstvi
DNA, avsak Cistota izolatu byla vysoka. Izolovanou DNA
se tak podafilo amplifikovat s primery R u vSech typu
vyrobkl. Do reakce bylo pfidavano 50 ng DNA, diky
¢emuz mohlo dojit k dostatecnému natedéni ptipadnych
inhibitorti reakce v izolatu. Vyjimkou byla jmenovana
pomazanka, u niz nebylo mozné takto velké mnozstvi
DNA do reakce ptidat. V tomto ptipadé tak bylo do reaké-
ni smési piidano pouze 5 pl nefedéného izoldtu DNA.

3.3. Ovéfeni kvality DNA s vyuzitim qPCR
v realném cCase s fluorescenéni detekci

Amplifikace DNA probéhla ispésné ve vSech analy-
zovanych vzorcich ryb a rybich vyrobki s vyuZzitim prime-
i R; primery M poskytly dle ocekavani pozitivni vysled-
ky pouze pro vzorky obsahujici DNA makrely obecné. Pti
pridavku nefedéné DNA do reakce poskytly nejnizsi hod-
noty prahovych cykli (Ct) izolaty ziskané kitem DNeasy®
mericon Food, ackoliv nejvy$si koncentraci a Cistotu vy-
kazovaly podle spektrofotometrickych dat izolaty DNA
ziskané metodou vyuzivajici CTAB. Stejny trend byl po-
zorovan i pfi pfidavku jednotného mnozstvi DNA do reak-
ce, tedy po zfedéni izolatd a tak i moznych inhibitord

159

(tab. V). Z vyse uvedeného lze usuzovat, ze komercni kit
by mohl byt vhodnéjsi v piipadé, kdy je potieba odstranit
vice inhibitori ze vzorku. Pfitomnost moznych inhibitor
v izolatu byla dale testovana analyzou desetkrat zfedénych
vzorkd, kdy bylo ocekavano, ze pii 100% Gc¢innosti ampli-
fikace bude ACt mezi dvéma fedénimi rovno pfiblizné 3,3.
V piipadé metody vyuzivajici CTAB bylo za pouziti pri-
merl M pro amplifikaci ACt rovno 2,4 pro samotnou sva-
lovinu, zatimco u komer¢niho kitu byl rozdil roven 3,0.
O néco lepsich vysledkd bylo dosazeno s primery R, kdy
v ptipadé¢ metody vyuzivajici CTAB bylo ACt 2,9; pro
komer¢ni kit 3,1. Je tak patrné, Ze je pii pouziti metody
vyuzivajici CTAB potieba dbat na peclivé odstranéni la-
tek, které mohou mit vliv na prabéh amplifikace.

U izolath DNA ziskanych izolatorem croBEE®™ bylo
mozné pozorovat vyznamné niz§i hodnoty Ct (primery M)
pro vzorky svaloviny s piidavkem fosforecnant
v porovnani s ostatnimi vzorky izolovanymi touto meto-
dou; u ostatnich metod tento pokles zaznamenan nebyl
nebo byl zanedbatelny. Vzorky s ptidavkem barviv posky-
tovaly o néco vyssi Ct u vSech testovanych metod a pfi
amplifikaci obéma sadami primert.

Efektivita qPCR byla testovana pomoci DNA izolo-
vané ze svaloviny makrely fedéné v NFW, ukazka ampli-
fikacnich kiivek je uvedena na obr. 2, vysledky jsou shr-
nuté v tab. VI. Amplifikace probéhla ve vsech vzorcich
s pfidanou DNA (100-0,098 ng v reakci). VSechny namé¢-
fené kalibraéni ptimky spliiovaly pozadovana kritéria na
smérnici (3,6 az —3,1) a efektivitu (90-110 %). Vliv pfi-
datnych latek na efektivitu PCR tak nebyl prokdzan
(obr. 2). Pozadavek na koeficient determinace R* (>0,98)
nebyl splnén pouze v piipadé DNA vzorku makrely
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Tabulka V
Rozdily hodnot prahovych cykld (Ct) v dasledku ptidavku pridatnych latek k svaloviné makrely obecné a/nebo vlivem
izola¢ni metody DNA
Metoda Vzorek * Mnozstvi” DNA Cr+SD
v reakei [ng] Primery M Primery R
CTAB M 100 25,74+ 0,13 24,40 £0,11
MB 26,35+0,10 25,69 + 0,49
MF 25,75+0,11 25,04 £ 0,05
DNeasy® mericon M 100 23,99 +£0,05 23,08 £0,15
Food Kit MB 2421+0,12 23,30 0,11
MF 23,68 £0,14 23,00 £ 0,14
Automaticky izolator M 50 27,35+0,13 netestovano
croBEE" MB 28,39+ 0,21
MF 25,97 +0,17

* M — makrela obecna, MB — makrela obecna s pfidavkem barviva, MF — makrela obecna s piidavkem fosfore¢nantl,

® spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

s ptidavkem fosfore¢nant izolované piistrojem croBEE®,
kde bylo dosazeno hodnoty 0,96. Dynamicky rozsah pro
kvantifikaci DNA byl pfi pouziti primeri R stanoven na
0,4-100 ng DNA v reakci v piipadé vsech izolath ziska-
nych metodou vyuzivajici CTAB a izolath makrely
s piidavky piidatnych latek izolovanych kitem DNeasy®™
mericon Food. Pro izolaty ze samotné makrely byl dyna-
micky rozsah v ptipad¢ kitu 0,1-100 ng. V piipadé izola-
toru croBEE® bylo dosaZeno niz$ich vytézkii DNA, a pro-
to byl testovany rozsah nizsi (tab. VI). Pro makrelu samot-
nou a s piidavky fosfore¢nanti byl dynamicky rozsah sta-
noven na 0,4-25 ng, a pro makrelu s pfidavkem barviv na
1,6-25 ng DNA v reakei. Pfi pouziti primerd pro makrelu
bylo mozné kvantifikovat DNA v nejvyssim dynamickém
rozsahu pii pouziti DNA izolované komerénim kitem
DNeasy® mericon Food (0,1-100 ng pro Cistou svalovinu;

Smérnice: -3,12
Efektivita: 109,1 %
R2: 0,995

05
L1148
o

QPCR cyklus

0,4-100 prii ptidavku piidatnych latek). Srovnatelny roz-
sah poskytla pouze DNA makrely s pfidavkem fosfore¢na-
nt izolovanad metodou vyuzivajici CTAB.

Metodu vyuzivajici CTAB ve své praci pouzili také
Abdullah a Rehbein®. Pro rozlifeni vyrobkil z tuiidka
(Celed’ Scombridae) vyuzili shodny tsek parvalbuminové-
ho genu jako v predkladané praci (primery R). Ziskané
amplikony o délce cca 600 bp uspé$né¢ sekvenovali, coz
dokazuje vhodnost metody vyuzivajici CTAB pro nasled-
né analyzy DNA. Izolace DNA metodou vyuzivajici
CTAB s naslednou amplifikaci ¢asti parvalbuminového
genu byla uspésné pouzita také pro identifikaci DNA mofana
tmavého (Spondyliosoma cantharus)”’. Laknerova a spol.”’
uvadgji, ze kvalita i kvantita izolované DNA metodou vyuZzi-
vajici CTAB byla srovnatelna s DNA ziskanou komerénimi
kity na bazi silikatovych centrifugacnich kolonek.

sof Smérnice: -3,32
Efektivita: 100,1 %
R?: 0,994

os
D0
e gPCR cyklus

Obr. 2. Priklad amplifika¢nich kFivek a kalibra¢nich pfimek qPCR. Vlevo: qPCR s M primery, DNA izolovand s vyuzitim CTAB ze
svaloviny makrely obecné s piidavkem fosfore¢nand, vpravo: qPCR s R primery, DNA izolovana kitem DNeasy®™ mericon Food ze svalo-

viny makrely obecné s ptidavkem barviv
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o Ve studii Piskata a spol.?’ byla testovana amplifiko-
< § == = U U b on eh vatelnost DNA z rybi svaloviny ziskané komerénim kitem
‘g gé E88888 Qo DNeaS}'/("j mericgn Food K@t a také 'kitem Vyuzivaj?cim
§ SEITTTITT T 4 ¢ <4 magnetické ¢astice Chemagic DNA Tissue 10 Kit. Prime-
A E ;“ g } = g } S =3 ry v této praci byly qavrieny na Cast mitochondriélniho
genu cytochrom-c-oxidasa I. DNA ziskana obéma kity
s byla amplifikovatelna. V praci Servusova a spol.?, kde
22— | Tt T ol 2o byly porovnavany dva komeréni kity (DNeasy®™ mericon
X |99 S S Sla s v : ® : . )
~ é &S e RRS IR K Food Kit a DNeasy™ Blood & Tissue Kit) bylo prokdzano,
Q m 7e DNeasy” mericon Food Kit je vhodn&jsi pro PCR ana-
E lyzu ryb. Z vysledki experimentli bylo zfejmé, ze amplifi-
§< S ERNFTRERI kace probéhla 1épe ve vzorcich izolovanych timto kitem,
o~ P g gﬂ g gﬂ gﬂ g gﬂ gﬂ g pfestoze koncentrace zméfend spektrofotometricky byla
(Q-j niz8i nez u druhého kitu; DNeasy"” mericon Food Kit tak
S 24 e byl oznacen jako lepsi pro izolace DNA z konzervovanych
)§ CR :n PRI ;% &9 3 rybich vyrobkl. Obdobny trend byl pozorovan i v nasi
"E g A SIS A praci, kdy zminény kit poskytoval dle spektrofotometric-
“ o kych dat horsi vytézky nez metoda vyuzivajici CTAB, ale
0 g5 g pfi amplifikaci pomoci PCR se prokézala lepsi kvalita
282 v~ o s o B DNA
EfElaans oo as 2 a . ] i ,
>g = = o en en e e enlen en od S Nejvhodngjsi testovana metoda izolace byla v této
wn S & § praci vyhodnocena na zakladé sledovani nékolika parame-
g tri — Casové narocnosti, nakladd na 1 reakci, vytéznosti
N sl 50 80 60 9 a Cistoty DNA stanovenych spektrofotometricky a efekti-
$ogle oy .‘E vity PCR. VSemi testovanymi metodami byla izolovana
= gfé S Q g8 88 484 & DNA v dostate¢ném mnozstvi a kvalité pro analyzu pomo-
E2E|S < N BT b b b @ ci PCR s vyuZitim primerd navrZzenymi na oblast jaderné-
A gl Sles ST Y~ g ho genu pro parvalbumin. Efektivita PCR byla pro vsech-
8 ny metody v optimalnim rozmezi, a proto neméla na vybér
= S metody vliv. Vyhodnocenim stanovenych parametrii se
s = — e+ o~ o x| ¢ x| jako nejlepsi metoda izolace DNA ze svaloviny makrely
> % X, g" 2255 E| S obecné (Scomber scombrus) ukazala metoda vyuzivajici
g 5 AR - % CTAB. Téméf stejné vysledky byly ziskany také komer¢-
= 29 nim kitem DNeasy® mericon Food Kit, avsak pro jeho
@ | i =J AN B AR I e Nl = vys$§i cenu a riziko ucpani kolonek pii izolaci DNA
Gl 2=2222222 s z vybranych komercnich vyrobki nebyl nakonec prefero-
S z van. Nejméné vhodnd metoda byla automatickd izolace
6 £ E N oln s olm oo .fg pistrojem croBEE® NA16 Nucleic Acid Extraction System
2] — —
= e 8 A IR R Plus (obr. 3).
¥ | |Fe E
> <
5 3 g S 4. Zivi
= =22 2o A= olm + —~| = . Laver
> E v E ﬁ'h ("'l — = = ("'l cfl 2]
= ’g 2| e ool o e e | ] ]
2 R I N N Identifikace rybich druh@ v potravinaiskych vyrob-
5 < cich je kli€ova z hlediska prevence falSovani i detekce
i = alergent. Kvalita izolované DNA vSak mtze ovlivnit vy-
2| . _— _— % sledky analyz. V této studii byly porovnany tfi pfistupy
g %’H, =SSIZEsSS=2ESS E izolace DNA ze .svaloviny makrely obecné bez
s Q I a s pridavkem potravinaiskych latek. Vybrand metodika
g > g pak byla pouzita pro izolaci DNA z komer¢nich rybich
é < vyrobku i dalSich druht zivocichd. Nejlepsi vytézky DNA
= 5 poskytla metoda vyuzivajici k lyzi i pre¢isténi DNA
2 g 2 ,.08’ kationtovy detergent CTAB. Tato izola¢ni metoda je ceno-
3 N > s vé& dostupna a jednoducha, ale pro zisk kvalitniho ¢istého
= =z g < % E izolatu je tfeba dbat na peclivé odstranéni organickych
s \§ < e § g0 g rozpoustédel v jednotlivych fazich protokolu. Proto se zda
ERS B 5@ § = g £ | naro¢néjsi na provedeni nez komercni soupravy. Pii srov-
E E é’ 5 E 8 E "g = nani vysledkl izolace nebyl zaznamenan vyznamny vliv
=~ o= =
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Casova naroénost Naklady

VytéZnost DNA

Cistota DNA Amplifikovatelnost

Metoda izolace s vyuZitim CTAB

—#—Metoda izolace DNeasy® mericon Food Kit
Metoda izolace croBEE®

Obr. 3. Porovnani metod izolace DNA dle vybranych parametri. Metody byly hodnoceny body v rozmezi 1-5 b., kde 5 b. znaéi nej-
lepsi metodu. Vytéznost a Cistota DNA byly hodnoceny na zéklad€ vysledkt spektrofotometrického méfeni. Jako ¢istd DNA byla pova-
zovana takova, ktera méla pomeér A,s/4,50 = 1,8. Amplifikovatelnost DNA byla ohodnocena na zakladé dosazeného Ct a efektivity PCR

pfidavku fosfatd nebo barviv na pribéh izolace DNA;
izolaty ziskané vSemi testovanymi metodami byly uspésné
amplifikovany pomoci qPCR. Komeréni kit DNeasy®
mericon Food by mohl byt vhodngjsi v pfipadé, kdy je
potieba odstranit vice inhibitort ze vzorku.

Prace byla financné podporena Ministerstvem zeme-
delstvi (grant cislo QK1910231) a Ministerstvem Skolstvi,
mldadeze  atélovychovy  (projekt METROFOOD-CZ,
¢. LM2023064).

Pouzité zkratky

CTAB cetyltrimethylamonium-bromid (N,N,N-tri-
methylhexadekan-1-aminium-bromid)

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA  kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-
-tetraoctova

NFW voda zbavena nukleas

NK nukleové kyseliny

PCR polymerasova fetézova reakce

gPCR PCR v realném case s fluorescencni detekei

SDS dodecylsiran sodny
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E. Cermakova™, K. KodeSova®, P. Horka",
K. Demnerova®, and K. Zdeiikova® (“ Food Research
Institute Prague, ® Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
¢ Institute for Environmental Studies, Faculty of Science,
Charles University, Prague, Czech Republic): Testing of
the Effect of Food Additives on the DNA Isolation
from Mackerel and Fish Products

Authentication of fish products by DNA analysis
requires the extraction of high quality DNA without the
presence of inhibitors. Many nucleic acid isolation meth-
ods are currently available; silicate centrifugal columns
have become very popular due to their speed and ease of
extraction. However, their disadvantage may be the princi-
ple based on DNA charge, which may be affected by food
composition, or clogging due to a poor sample pretreat-
ment. The aim of this work was to compare three DNA
isolation methods using different principles (silicate cen-
trifugal columns, modified magnetic beads, Cetrimonium
bromide and chloroform extraction) and to evaluate their
suitability for DNA isolation from fish muscle. The crite-
ria assessed were the recovery, purity and amplifiability of
the isolated DNA. Mackerel tissue was analysed without
and with the addition of additives commonly used in the
manufacture of fish products, namely diphosphates
(E 450) and colorants (E 110 and E 124), and the selected
method was subsequently applied to commercial fish
products. The modified method using the detergent CTAB
proved to be the most suitable.

Keywords: amplification, DNA analysis, DNA isolation,
fish products, food authentication, inhibition, PCR
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