potravinarstvo

doi:10.5219/154
OPTIMALISATION OF SPECIES

IDENTIFICATION OF COMMON CARP

(CYPRINUS CARPIO) USING SYBR® GREEN | REAL-TIME PCR METHOD

Pavol Bajzik, Radoslav Zidek, Jozef Golian, Lubomir Belej, Jozef Capla, Lenka Mar$ilkovd, Ondrej

Revak

ABSTRACT

European Union Member States, together with a number of countries around the world, places great emphasis on ensuring
the protection of consumers as a potential food allergic from food allergies. to inform consumers that their product may
contain any of the risk of allergenic ingredients. For species identification of fish and fish products as a potential food
allergens are used by many analytical methods as well as their authentication. We are in our work applied the method of
SYBR" Green |. Real-Time PCR. We focused on pre-designed molecular - genetic marker of common carp (Cyprinus
carpio), which comes from the mtDNA control D - loop area. We analyzed its presence in DNA isolates from the 5 kinds of
freshwater fish, diluted to 10 % concentration. Results of using the optimized SYBR ® Green | Real-Time PCR method for
species identification common carp (Cyprinus carpio) indicate to its suitability.
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UVoD

Potreba identifikacie rybich produktov v potravinach
je v sucasnosti aktudlnou témou pre spotrebitelov,
ako aj producentov potravin. Zaujem spotrebitel'ov
je motivovany na jednej strane zdravou zivotospravou,
ktora preferuje rybie produkty, ako nenahraditel'nu zlozku
potravy a na druhej strane, je to potencialny alergén
sposobujuci  zdravotné problémy uludi alergickych
na rybie proteiny. Alergia je jav, ktory vyrazne ovplyviuje
ludské zdravie, ako aj celkova dizku Zivota jedinca.
Prevazna Cast’ populacie znasa rozne druhy potravin bez
akychkol'vek zdravotnych problémov. U malého percenta
Pudi urcit¢é druhy potravin mézu vyvolat negativne
reakcie, v rozmedzi od Tlahkého zalervenania koze
az po fatdlne, zivot ohrozujuce alergické reakcie
(Rimarova, Lovayova, 2007).

Potravinové alergie predstavuju v stiCasnosti rastuci
problém pre rychlo sa rozvijajuci potravinarsky priemysel.
Statistiky uvadzaji, e celosvetovo v priemere 4 - 6 % deti
a2 - 4 % dospelej populacie trpi réznymi formami
potravinovych alergii (Boye, 2010).

V USA sa vyskyt neziaducich imunitnych reakcii
na potraviny neustdle zvySuje. Potravinovymi alergiami
pritom trpi priblizne 5 % malych deti a 3 - 4 % dospelych.
Alergické reakcie st zodpovedné za cely rad symptomov
od poskodenia koze, cez poruchy dychacieho ustrojenstva
az po gastrointestinalne tazkosti (Sicherer, Sampson
2010).

Na tuzemi Europy su ryby avyrobky zryb hned
po vajciach akravskom mliecku tretim najéastej$im
potravinovym alergénom sposobujiicim ochorenia u deti
mlad8ich ako 2 roky. Prevencia spociva hlavne
velimindcii  konzumicie ryb  arybich  zloziek
V potravinach, ato najmi v takych krajinach, kde je ich
konzumécia vysoka. Jedna sa hlavne o Skandinavske
krajiny, Spanielsko a Portugalsko (Pascual, 2008).

Detekcia alergénnych zloziek v potravinach si ziskava
v poslednych rokoch stadle vacSiu  pozornost
potravinarskeho  priemyslu  ataktiez  legislativnych
a regulacnych organov. Vysledkom toho su zlepSené
opatrenia zamerané na ochranu spotrebitelov pred

alergénnymi potravinami. Riadena vyroba potravinarskych
vyrobkov a kontrolnd cinnost inSpekénych organov
dohliada na dostupnost’ metdd schopnych zistit’ pritomnost’
alergénnych zloziek v potravindch. Rozvoj tychto metod
vSak Celi mnozstvu analytickych problémov. Vyskumny
pracovnici na celom svete neustale vyvijaju nové metody
pre detekciu pritomnosti mnozstva potravinovych
alergénov v réznych potravinarskych vyrobkov. Niekol'ko
metdd, ktoré boli doteraz vyvinuté, su schopné odhalovat
pritomnost’ alergénov, Co vedie k zlepSeniu ochrany
zdravia spotrebitelov. AvSak, nie vSetky hlavné alergény
sa daju detegovat’ z rovnakou spol'ahlivostou. Stale je tu
potrebny vyskum tykajuci sa presnosti, citlivosti, ¢asovej
afinannej  naroCnosti,  selektivity  a spolahlivosti
zvolenych analytickych metod (van Hengel, 2007).
Niektoré z analytickych metéd nevyuzivaji na detekciu
pritomnosti alergénnych zloziek S$pecifické alergénne
proteiny, ale skor indikaény marker pritomnosti
potencialnych alergénnych potravin. V zasade vsak vsetky
komponenty, ktoré st zodpovedné =za alergénnost
potravin moézu sluzit ako marker pre ich odhalenie
pritomnosti v potravinarskych vyrobkoch. V praxi sa ako
cielové markery pre tento ucel vyuzivaju Specifické

proteiny, alebo  S$pecificky = navrhnut¢  primery
komplementarne k cielovej sekvencii DNA (Poms et al.,
2004).

Identifikacia rybich druhov v potravinovych produktoch
je problematicka, pretoze morfologické znaky ryb
su Ciastotne alebo kompletne stratené pocas tepelnej
upravy. Je dolezité urCit' druh ryby, pretoze zvySujuci
sa medzinarodny obchod s morskymi produktmi
a nariadenie Europskej komisie 104/2000 pozaduju,
aby boli korektne a spravne oznacené. V poslednych
rokoch bol z dévodu zmeny spravania spotrebitelov
zaznamenany velky nérast v konzumécii ryb a to hlavne
zo zdravotnych a nutriénych dévodov. Rybie druhy mozu
byt’ identifikované erudovanymi rybarmi,
velkoobchodnikmi, majiteI'mi restauracii a spotrebitel'mi,
pokial’ je ryba v celku. Avsak, ak je ryba vo forme filetu,
identifikacia je tazsia. Dalsie komplikacie prichadzajt
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s upravou ryb (mletie, obalovanie, pecenie). Tu je riziko,
ze mdze umyselne alebo neumyselne prichadzat’ k zamene
hodnotnejsich ryb, za ryby s nizSou hodnotou (Mackie,
1996).

Pre rybie druhy bolo vyvinutych mnoho analytickych
metdd, ktoré st vykondvané prostrednictvom proteinovych
analyz: elektroforetické ako aj izoelektrické techniky
a SDS-PAGE (Ataman et al., 2006; Kvasnic¢ka, 2005);
chromatografické techniky (Hubalkova et al., 2007;
Horstkotte a Rehbein, 2003) a imunologické techniky
ako imunodifuzia a ELISA (Asensio et al., 2008; Civera,
et al, 2003; Moretti et al, 2003). Hoci mnohé
z tychto metéd st povazované v urcitych pripadoch
za vhodné, nie su pouzitelné pre rutinnu analyzu, pretoze
proteiny stracaju biologickt aktivitu ihned po smrti
zvierata a ich pritomnost’ a charakteristika zavisi od typu
bunky. Okrem toho je vicsina z nich termolabilnd. Preto
su pre identifikdciu tepelne spracovanych produktov
z rybich druhov preferované DNA metody viac ako
proteinové (Asensio, 2007; Dietrich et al., 2010).

Tabul’ka 1 Vybrané druhy sladkovodnych ryb

V porovnani s analyzami proteinov predstavuji DNA
orientované metddy niekol’ko zasadnych  vyhod.
Na analyzované vzorky DNA moézeme vplyvat rdéznymi
druhmi spracovania (konzervovanie, tepelna tprava).
Molekuly DNA su odolnejSie a termostabilnejSie ako
molekuly proteinov. Uz aj vel'mi mal¢ DNA fragmenty,
obsahujuce dostatoné mnozstvo informacii, je mozné
amplifikovat’ pomocou PCR reakcie a zabezpecit
ich identifikaciu. DNA moéze byt potencialne vyizolovana
z akéhokol'vek substratu, pretoze je pritomna takmer
vo vsetkych bunkach organizmu. Navyse
degenerovanostou genetického koédu a pritomnostou
mnohych nekddovanych regidnov, poskytuje DNA ovela
viac informacii ako bielkoviny. Znamena to obrovsky
pokrok v molekularnej biologii, kde st poskytnuté
moznosti identifikacie vSetkych druhov ryb, v podstate
z akéhokol'vek druhu organického substratu (svaly, plutvy,
krv) (Lockley a Bardsley, 2000; Teletchea et al., 2005).

Cislo vzorky Slovensky nazov Latinsky nazov
1. Lipen tymianovy Thymallus thymallus
2. Uhor stahovavy Anguilla anguilla
3. Stuka severna Esox lucius
4. Jalec hlavaty Leuciscus cephalus
5. Kapor oby¢ajny (pozitivna kontrola) Cyprinus carpio
6. CYBR H;0 (negativna kontrola)

Tabul’ka 2 Zlozenie mastermixu pre vzorku

Cislo . . . .
oznacenia v Komponenty PCR reakcie Koncentracia OlEferm JEeITe] VTS lEEm & 7S

sklade oy (u)
126 CYBR H,0 15 90,0
124 SYBR Green | 1x 2 12,0
125 CYBR MgCL, 25 mM 1,5mM 0,8 4,8
107 CARP -F 0,5 pmol/ pl 0,1 0,6
108 CARP - R 0,5 pmol/ul 0,1 0,6
DNA 2 12,0

3 20 120,0

MATERIAL A METODY

DNA sme izolovali z 5-tich druhov sladkovodnych ryb
(tabul’ka 1) pricom sme pracovali podla protokolu
na izolaciu Cistej] DNA z jedla. DNA vzoriek sme nasledne
zriedili na 10 % koncentraciu.

Primerovy par pouzity na analyzy bol navrhnuty v sulade
s metodikou (Zidek a Golian, 2008). Sekvencie primerov
boli nasledovné:

- Carpl-F (5-TGGCATCTGGTTCCTATTTCA-3"),

- Carpl-R(5'-CCAAAGGGGGCACTATGTAA-3"),

priCcom amplifikuju 321 bp dlhy usek fragmentu DNA

Specifického pre vsetky druhové linie kapra obycajného

(Cyprinus carpio).

Hlavnou zlozkou v objeme reakénej zmesi (mastermix)
bol 2 ul SYBR® Green | Hot Start Real-Time PCR, ktory

bol doplneny 00,8 pl CYBR MgCL, , dalej 0,1 pl
z kazdého primeru a2 pul templatovej DNA na reakciu.
Reakény roztok bol doplneny 15 ul bidestilovanej vody
do celkového objemu 20 pl (Tab. 2).

PCR cyklus zacal pre-denaturaciou pri teplote 95 °C
po dobu 2 minut. Nasledne bolo zopakovanych 50 cyklov
s teplotnym profilom: 45 s. pri 95 °C, 45 s. pri 60 °C,
1 min. 20 s. pri 72 °C s naslednym meranim fluorescencie.
Finalne predlzovanie fragmentov prebehlo pri 72 °C
po dobu 10 minut. Krivka topenia PCR produktov bola
spustend zahriatim vzorky na 95 °C a okamzitym
schladenim na 65 °C po dobu 15 sekund. Vzorka bola
zohrievana rychlostou 0,1 °C za sekundu a pri kazdej
zmene teploty o desatinu stupiia bola odmerana
fluorescencia. PCR reakcia prebiehala v kapilarovom
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cykléri LightCycler® 1,5 (Roche) za pomoci softvéru

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ako vyplyva zobrazku 1 k najvCasnejSiemu narastu
fluorescencie a k vytvoreniu Specifickej krivky so svojou
exponencialnou a linedrnou fazou dosSlo pri pozitivnej
kontrole (kapor obycajny). V ostatnych vzorkach (lipen
tymidnovy, thor stahovavy, jalec hlavaty, Stuka severska,
negativna kontrola - CYBR H,0) doslo k minimdlnemu
narastu fluorescencie, pricom vytvorené krivky neboli
natol’ko Specifické, aby sme mohli povedat, ze doslo
ku prekroceniu Specifického pozadia.

LightCycler  software version 4.05 (Roche).

Na zaklade obrazku 2 mozeme vytvorit analyzu
sledovanych kriviek, pricom krivka predstavujica PCR
produkt pozitivnej kontroly (kapor obycajny) obsahuje
charakteristicky pik (vytvoreny pri teplote topenia
80,72 °C), ktory nam poukazuje na Specifické nasadanie
pouzitého primerového paru. Pri ostatnych krivkach PCR
produktov zo vzoriek (lipen tymianovy, uhor stahovavy,
jalec hlavaty, Stuka severska, negativna kontrola - CYBR
H,0) mbézeme pozorovat’ vytvorenie neSpecifického piku,
¢o znamena, ze pouZity primerovy par je pre tieto vzorky
nespecificky.

Fluorescence History
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Obrazok 1 Priebeh narastu fluorescencie PCR produktov pri vzorkach vybranych druhov ryb
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Obrazok 2 Priebeh krivky topenia PCR produktov pri vzorkach vybranych druhov ryb
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Trotta et al, (2005) wyuzili real-time PCR
pre identifikaciu rybich filetov kanic (druh zépadoindickej
a australskej ryby) a jej pribuznych druhov. Hird et al.,
(2005) tato metddu vyuzili na identifikaciu treskovitych
ryb. Pritomnost’ tejto ryby s koncentraciu viac ako 7 %

ZAVER

V priebehu evolucie a domestifikacie ryb sa vyvinulo
vel'ké mnozstvo linii a tym vznikla v ich genéme pocetna
medzidruhova variabilita. Vzhl'adom na tento fakt,
je potrebné vyvinit' univerzalny marker na identifikaciu
druhov vo vdetkych ich liniach. DalSou podmienkou
pre zabezpeCenie alergénnej bezpecnosti finalnych
vyrobkov je identifikacia a detekcia rybich proteinov
aj v rozne tepelne upravenych potravinovych vyrobkoch.
Ako prostriedok na zohladnenie oboch vysSie
spomenutych  poziadaviek sme vyuzili  vlastnosti
mitochondridlnej DNA. Mitochondridlna DNA vo svojom
gendme  obsahuje  vysoko  konzervované  tUseky
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