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ABSTRACT

The need for identification of fishery products in food is currently ongoing issue for both consumers and producers of food.
Consumer interest is driven in one the healthy diet, which prefers fish products, as an indispensable ingredient
food and on the other hand, is a potential allergen causing health problems in humans allergic to fish protein. Allergy is a
phenomenon that significantly affects human health, as well as overall life expectancy of an individual. The large number of
fish species are known to trigger allergic reactions directly food intake or inhalation of fumes only, depending on the
sensitivity orgamizmu. Large quantity of fish allergens are proteins from the stock protein to enzymes. Methods used for
species identifications of fish in food products are PCR sequencing, multiplex PCR, PCR-RFLP, PCR-SSCP, RAPD, real-

time PCR.
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UvoD

Identifikacia rybich druhov v potravinovych produktoch
je problematickd, pretoze morfologické znaky ryb su
Ciastocne alebo kompletne stratené pocas tepelnej upravy.
Je dolezité wurCit druh ryby, pretoze zvySujuci sa
medzinarodny obchod s morskymi produktmi a nariadenia
Eurépskej komisie 104/2000 pozaduji, aby boli korektne a
spravne oznacené. V poslednych rokoch bol z ddévodu
zmeny spravania spotrebitelov zaznamenany velky narast
v konzumacii ryb a to hlavne zo zdravotnych a nutri¢nych
dovodov. Druhy ryb moézu byt identifikované
erudovanymi rybarmi, velkoobchodnikmi, majitel'mi
reStauracii a spotrebitelmi pokial’ je ryba v celku. Avsak,
ak je ryba vo forme filiet identifikicia je tazsia. Dalsie
komplikacie prichadzajd s Jpravou ryb (mletie,
obalovanie, pecenie). Tu je riziko, ze mdze Umyselne
alebo neumyselne prichadzat’ k zamene menej hodnotnych
ryb za ryby s vys$Sou hodnotou (Mackie, 1996).

Europska komisia (EC, 1999) smernica ¢islo 104/2000 zo
17. decembra 1999 na spolocnej organizacii trhu pre rybie
a vodohospodarske produkty Specifikovala, Ze tieto
produkty nesmu byt predavané malospotrebitel'om, pokym
nebuddl oznacené komerénym menom druhu, metédou
spracovania a miestom vylovu. Tato smernica vyzaduje od
vSetkych ¢lenskych S$tatov vytvorenie a publikovanie
zoznamu vSetkych druhov ryb na trhu, oznacenych
vSeobecnym aj odbornym nazvom. Preto bolo potrebné
vyvinat analyticki metddu pre identifikaciu druhov aby sa
dalo vyhnit zamernej aj neumyselnej zamene ryb a
kérovcov a presadit’ smernicu o oznaovani (Mackie et
al.,1999).

Pre rybie druhy bolo vyvinutych mnoho analytickych
technik, vykonavanych prostrednictvom proteinovych
analyz: elektroforetické ako aj izoelektrické techniky
a SDSPAGE (Ataman et al., 2006; Mackie et al., 2000),
chromatografické techniky (Horstkotte a Rehbein, 2003;
Knuutinen a Harjula, 1998) a imunologické techniky ako
imunodifizia a ELISA (Fernandez et al., 2002; Ochiai,
et al., 2001). Hoci mnohé z tychto metdd st povazované v
uritych pripadoch za vhodné, nie si pouzitelné pre
rutinni analyzu, pretoze proteiny stracaju biologicka
aktivitu ihned” po usmrteni ryby a ich pritomnost’ a
charakteristika zavisi od typu bunky. Okrem toho je

vécSina z nich termolabilna. Preto st pre identifikaciu
tepelne spracovanych produktov z rybich druhov
preferované DNA metddy viac ako proteinové (Lockley a
Bardsley, 2000).

DNA orientované analyzy st orientované hlavne na
vyuzitie PCR metdd pre amplifikaciu Specifického
fragmentu. Za ucelom kopirovania $pecifickej sekvencie je
pouzity oligonukleotidovy primer ohranicujuci Specificky
usek DNA a umoziujuci syntézu milionov kopii ur¢itého
regionu DNA. Ziskany amplikon je potom nasledne
analyzovany Specidlnymi postupmi.

Sekvenovanie pouzitim metddy PCR

Najpriamejsi sposob ziskavania informacii z PCR
produktov je sekvenovanie. Takto ziskané informacie sa
pouzivaju na identifikaciu roznych druhov ryb (Jérdéme et
al., 2003; Lin et al., 2001; Murgia et al., 2002).
Smerovanie tychto prac sa zameriavalo na amplifikaciu
mtDNA sekvencii, zvy¢ajne na oblast’ cytochrém b génu.
Sekvenovanie  a fylogenetickd analyza mtDNA je
pouzivana v poslednych rokoch na kontrolu nespravne
oznacenych druhov (Marko et al., 2004). Pepe et al.
(2005) identifikovali ryby ¢elade Gadidae a Merlucciidae
v osemnastich rozne spracovanych rybich produktoch,
sekvenovanim PCR produktov zo zachovanej oblasti cyt b
génu. Tato metdoda umoznila identifikaciu rybich druhov
vo vSetkych vzorkach. Ryby v testovanych produktoch
patria do dvoch vyssSie spomenutych ¢eladi s vynimkou
jednej vzorky udenej baccaly, ktora nebola zahrnutd do
¢elade Gadidae (Pepe et al., 2005). TaktieZ fragmenty
jadrovych génov alfa-actinu, 5S rDNA a p-53, (ktory
okrem iného kdduje rastovy hormoén), boli sekvenované za
ucelom rozlisenia réznych rybich druhov (Canapa et al.
2000; Venkatesh a Brenner, 1997). Metdda sekvenovania
je Casovo aj technicky naro€na, ale poskytuje relativne
velké mnozstvo informacii s nutnostou ich dalSieho
spracovania. Tieto idaje mézu byt pouzité v d’alSej PCR
metode akou je PCR-RFLP na ukoncenie druhovej
identifikacie (Ram et al. 1996; Sebastio et al., 2001).

Dostupnost’ detailnych sekvenénych informacii pre
mnohé druhy a z toho vyplyvajica moznost’ identifikacie
fylogeneticky informativneho jedno bazového
polymorfizmu umoznila navrhnutie druhovo $pecifickych
primerov.  Pri  S$pecificky = vhodnych  reakénych
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podmienkach primer generuje produkt len v pritomnosti
DNA z daného druhu. Kompletna sekvenéna informacia
umoziuje tvorbu predpokladaného mnozstva produktu,
takze identifikacia je potvrdena, ked je nalezité mnozstvo
amplikonu viditel'né na gély.

Druhovo 3Specifické PCR primery

Neselektivny primer je zalozeny na sekvecii, ktord je
spolo¢na pre vsetky analyzované druhy v systéme, je to
presné miesto na géne, ktoré moze byt pouzité na
»prikdzanie“ mnozstva amplikonu ktoré ma byt
vygenerované. Vyuzitie tejto metddy pre identifikaciu
rybich druhov popisal (Asensio et al., 2001). Multiplex-
PCR ma potencial priniest uspory c¢asu a Tusilia v
laboratoriu, bez kompromisov vo funk¢nosti. Naviac je
mozna aj kvalitativna detekcia primesi. Je nutné poznat
sekvencné miesta, aby bolo mozné navrhnut' primery a
zahrnit® vhodni kontrolu na zamedzenie mozZnosti,
ziskania faloSného pozitivneho alebo negativneho
vysledku.

Metoda PCR-RFLP

V PCR reakcii bez druhovo-Specifickych primerov je
potrebna niektora z d’alSich sekundéarnych rozliSovacich
technik ako napriklad RFLP. RFLP analyza PCR
produktov je znacne vyuzivana pre rozliSovanie druhov a
jednoduchy primer s vhodnym vyberom restrikénych
enzymov produkuje fragmenty, ktoré mozu byt pouzité na
identifikéaciu viacerych druhov sucasne.

Pri hl'adani rychlych a jednoduchych genetickych technik
bola PCR-RFLP metéda uznand =za vhodni na
identifikaciu rybich druhov a nasledne so sebou priniesla
finanéné uspory a zjednodusenie prace v porovnani s
technikou sekvenovania DNA (Meyer et al., 1995). Tato
metdda bola pouzitd na druhovu identifikaciu makrel
(Arahishi, 2005), komernéne konzervovanych tuniakov
(Lin a Hwang, 2007), uhorovitych druhov (Rehbein et
al.,, 2002) a na identifikaciu d’al$ich druhov ryb v rézne
spracovanych rybich produktov (Hsieh et al., 2007). Rybie
produkty ako napr. udeny tuniak, alebo konzervované ryby
ochutené koreninami a omackami a samotna pritomnost’
tychto latok pouzivanych v potravinarskom priemysle
degraduje DNA a tym inhibuje PCR reakciu (Ram et al.,
1996). Aby bolo mozné inhibicnému efektu zabranit,
amplifikdicia DNA  fragmentov  je  vykonavana
prostrednictvom ,nested” (vnorenych) primerov PCR.
Metdda bola pouzitd pre identifikdciu rybich druhov,
pretoze umoziuje amplifikdciu fragmentov s nizSou
koncentraciou DNA a napriek tomu zostava efektivna a
citliva (Pardo a Pérez-Villareal, 2004).

Metdda PCR-SSCP

SSCP je diagnostickd metdéda analyzy konformaéného
polymorfizmu jednoretazového vldkna a vyuziva tvorbu
rozdielnej  sekvenéne  S$pecifickej  intramolekularnej
Struktiry ssDNA alebo ssRNA ovplyviiujuca mobilitu
jednoretazcov v nedenaturovanych elektroforetickych
podmienkach. Analyza SSCP je vhodna pre sledovanie
zmien (mutacii) kratkych usekov DNA Tubovolného
povodu s velkostou 150 az 400 bp pripravenych PCR
reakciou (PCRSSCP) (Smarda et al. 2005).

PCR-SSCP sa osvedila pre identifikaciu rybich
produktov ako losos, thor, jeseter, pstruhov (Rehbein et

al., 1997) a konzervované tuniakovité druhy (Rehbein et
al.,, 1999). Avsak predtym ako sa vyberie S$pecificky
fragment DNA pre amplifikaciu a SSCP analyzu, do uvahy
musia byt vzaté d’alSie faktory. Kratky amplikoén (menej
ako 300 bp) ma napriklad vyhodu, Ze intra$pecificka
variabilita DNA molekuly je nizSia (Rehbein et al., 1997).

Vyhody PCR-SSCP metédy oproti ostatnym PCR
metdédam su: 1. uz aj jedno bazova zmena v sekvencii
moéze byt detekovatelna prostrednictvom nativneho
elektroforetického gélu (Oohara, 1997), ¢o umozZiiuje
detekciu aj vysoko pribuznych druhov. 2. umoziuje
analyzu aj degradovanej DNA, pretoze je mozné
analyzovat’ aj kratke fragmenty DNA (Rehbein et al,,
1999) 3. tato metoda je vysoko citlivda na detekciu
bazovych zmien a intra§pecifickd variabilita sa detekuje
l'ah$ie ako metodami RFLP a RAPD (Bardakci a
Skibinski, 1994). Napriek spomenutym vyhodam, je
dolezité vziat’ do uvahy, ze SSCP analyza je ovplyvnena
$pecifickymi podmienkami ako teplota, koncentracia
glycerolu, koncentracia gélu (akrylamid/bis-akrylamid),
koncentracia timivych roztokov a zloZenie komponentov v
gélovej matrici (Fujita a Silver, 1994).

Napriklad primer ziskany z mtDNA tuniaka, ktory bol
naamplifikovany PCR reakciou z mitochondridlneho cyt b
génu, bol pouzity na identifikaciu aj inych ryb a druhov
zvierat. Jednoretazova DNA (ssDNA), ktora vykazovala
dve az S$tyri silné frakcie, bola ziskand z molvy modre;j,
kapra, tresky  jednoskvrnnej,  makrely,  Zraloka
makrelovitého, tresky tmavej, tresky polarnej a sumca,
avsak tieto frakcie boli iné ako frakcie ziskané zo vzoriek
tuniaka. Dalsie rybie druhy vykazovali slabé (treska) alebo
ziadne ssDNA frakcie (atlanticky losos, platesa, sled’,
$proty, pstruhy). Vysledkom vzoriek inych zivocichov ako
ryb, boli silné frakcie ssDNA, ktora sa lisili od frakcie vo
vzorke tuniaka a zaroven boli odli$né aj navzajom (kralik
europsky, zajac, kon, jelen cerveny, hus, morka), iné
vykazovali frakcie odlisné od tuniaka, ale nie odliSnyé
medzi sebou (domace kozy/ovce, domace prasatd/ divé
svine). Vzrastajuca réznorodost’ medzi PCR metddami
sposobila markantny rozdiel medzi silnymi a slabymi
ssDNA vézbami (Weder et al., 2001).

Metdda Real-time PCR

Kvantitativna real-time PCR (qPCR) metoda je zalozena
na vyuziti TagMan fluorescencnej sondy. Sonda oznacena
ziariacou a zhasacou farbickou sa navdzuje na DNA
ohrani¢ent primermi. Poc¢as PCR amplifikacie 5°- 3’
exonukledazova aktivita Tag DNA polymerazy rozstiepi
probu hybridizovant na template (Holland et al., 1991).
Stiepenie proby vylstuje do narastu fluorescencie,
proporciondlne k mnozstvu DNA amplifikovane] na
template. Vyuzitie fluorescencie pre detekéné ucely
eliminuje potrebu pre d’al§ie kroky po PCR reakcii. V
porovnani s konvenc¢nou kvalitativnou PCR, tito metdda
ma niekol’ko vyhod. Fluorescencia méze byt merana pocas
reakcie PCR a poskytuje analyzu v redlnom case a qPCR
tiez ponutka niz8§i potencial pre kontaminaciu PCR
produktov. Presnost’ a citlivost tejto metody, kombinovana
s vysokou rychlostou, spol'ahlivostou a moznostou
automatizacie (Heid et al. 1996), prispieva k vhodnosti
tejto metddy na kvantifikaciu ryb arybich produktov,
napriklad vyuzitie TagMan sondy na identifikaciu a
kvantifikaciu tresky. Trotta et al., (2005) vyuzili real-time
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PCR pre identifikaciu rybich filiet kanic (druh
zapadoindickej a australskej ryby) a jej pribuznych druhov.
Hird et al., (2005) tito metodu vyuzili na identifikaciu
treskovitych ryb. Pritomnost’ tejto ryby s koncentraciu viac
ako 7 % modze byt detegovana v surovom, alebo mierne
tepelne upravenom produkte. V d’alsej praci LOpez a
Pardo, (2005) aplikoval TagMan sondu v real-time PCR
metdde pre identifikaciu a kvantifikaciu tuniaka. Presnost’
tejto metddy mdze byt ovplyvnend mnohymi faktormi ako
napriklad mnozstvo DNA vo vzorke, ktoré moéze byt
variabilne z4vislé na sposobe spracovania produktu.

Aj na identifikaciu inych Zivo¢isSnych druhov v

spracovanych méisovych produktoch je metdda real-time
PCR vhodna, pretoze aj najmensi fragment DNA
vytvoreny pocas tepelného spracovania midsa moéze byt
amplifikovany a identifikovany. V testovanych zmesiach
obsahujucich hovidzie, bravCové, konské, baranie, kuracie
a morcacie méso, bolo mozné identifikovat’ tieto druhy s
presnostou 0,05%. Pri optimalizacii metédy sa zvysila
presnost’ identifikdcie druhov az na 0,01%. Krizova
reaktivita medzi druhmi nebola najdend s vynimkou
C¢istého konského mésa (250 ng DNA) v morcacom maése.
Krizova reaktivita jelenieho maésa, ikier, pstrosa, kengura,
kozy, domacich a divych kaciek, tuc¢niakov, prepelic a
bazantov bola tiez zistovana a bolo dokazané, ze mnozstvo
vacsie ako 250 ng DNA tychto druhov v reakénej zmesi
davalo falo$ny pozitivny signal. Bolo vyhodnotenych viac
ako 150 vzoriek mésa pri pouziti DNA hybridizacie a real-
time PCR. Porovnavanie vysledkov ukdzalo, Ze metoda
real-time PCR je ucinnejSia ako DNA hybridizacia
(Jonker et al., 2008). Okrem toho kvéli nakladom je tato
metdda zaujimava len pri produktoch s vysSou trhovou
hodnotou. Kedze tito metdda mad enormné vyuzitie a
velké moznosti aplikdcie bude v dohladnej dobe
implementovana vo véac¢Sine laboratorii.
Cielom dalsieho timu bolo vyvinat konvenéntit PCR
metddu pre rozliSovanie nasledujucich treskovitych druhov
v rybich produktoch: treska aljasska (Theragra
chalcogramma), treska atlanticka (Gadus morhua), treska
belasa (Micromesistius poutassou), hejk spp. (Merluccius
spp.), treska tmava (Pollachius virens). Druhovo-
$pecifické primerové pary pre urcenie treskovitych druhov
boli zalozené na Ciastocnom useku oblasti pantophysin I
(Panl) genémovej sekvencii. Sekvencna identifikécia bola
potvrdend klonovanim a sekvenovanim PCR produktov
tychto druhov. Pre subeznt detekciu tresky aljasskej,
tresky belasej a hejka spp. bola skonstruovana
kvadruplexna PCR metoda. Dalsie treskovité druhy boli
detegované v oddelenych PCR reakciach. Tato metdda
predstavuje alternativny pristup v pouziti genomovej DNA
pre identifikaciu rybich druhov. Je rychla, jednoducha
a spolahliva bez potreby dalSich potvrdzujicich metod.
Okrem toho je mozné identifikovat’ sucasne viac druhov
(Hubalkova et al., 2008).

Ind stadia DNA mikroCipov bola vyvinutd na
identifikaciu rybich druhov z Eurépskych mori na zaklade
mitochondrialnej 16S rDNA sekvencii. Bolo vybranych
jedenast’ dolezitych komeréne vyuzivanych rybich druhov
pre prvy prototyp tejto metddy. Oligonukleotidova
farbicka bola navrhnutd na zaklade 16S rDNA sekvencii
ziskanych z 230 ryb z 27 druhov. A navyse viac ako 1200
sekvencii z 380 druhov sluziacich ako sekvencny zaklad
na testovanie prob bolo pouzitych na testovanie in silico.

»dingle targer hybridizacia s Cy5 znackou a PCR
amplifikacia 16S rDNA fragmentov z kazdého z 11 druhov
ryb na mikroCipoch obsahujicich kompletnii sadu préb,
potvrdila vhodnost’ tejto metddy na druhova identifikaciu
ryb. Ziskany pozitivny (pravdivy) fluorescencny signal bol
radovo o jeden stupen vyssi ako pozitivny (falo$ny) signal
krizovej hybridizacie. Vysledkom ,single nontarget”
hybridizacie, signaly v priblizne 27% testovanych
pripadov boli radovo o jeden stupeil nizsie ako pozitivne
(pravdivé) signaly. Tato §tadia hovori, ze 16S rDNA gén
je vhodny na zostavenie oligonukleotidovych prob, ktoré
mozu byt pouzité na diferenciaciu 11 druhov ryb. Tieto
data sG spolahlivym zakladom na druhy krok pre
vytvorenie ,,Fish Chip“ pre priblizne 50 druhov dalSich
ryb, ktoré su dolezité pre morské prostredie, jeho vyskum
ako aj kontrolu rybich produktov (Kochzius et al., 2008).

Metéda RAPD

Metoda s nazvom nahodne amplifikovanad polymorficka
DNA, alebo ndhodnd PCR (AP-PCR) je jednoducha
technika pre fingerprinting DNA, ktora je vhodna pre
rychlu porovnavaciu typizaciu DNA. Pouzivaju sa v nej
kratke obvykle 8 — 12 nukleotidové primery l'ubovolnej
sekvencie s neznamou homolodgiou k cielovej sekvencii
DNA a s malo prisnymi podmienkami pre pripojenie
primerov (Smarda et al. 2005). Tato metoda bola pouzita
pre rozliSovanie populacie ryb druhu Hilsa shad
(vyznamna tropicka ryba z celade Clupeidae rodu
Tenualosa) (Dahle et al., 1997), pre rybu tilapia a jej
poddruhy (Bardakci a Skibinski, 1994), pre mrenovité
druhy ryb (Cellejas a Ochando, 2001), pre skupinu
nilskych zubacov (Asensio et al., 2002) a salmonidy (Jin
et al., 2006).

V porovnani s inymi identifikaénymi DNA metédami
ako RFLP, SSCP, ktoré si vyzaduju relativne velké
mnozstvo Cistej] DNA, su zacielené na Specifické miesto na
DNA sekvencii a su pracne a ¢asovo naro¢né v porovnani
s metodou RAPD a tieto dévody ich robia nevhodnymi na
skiimanie vel'kych druhovych linii (Partis a Wells, 1996).
Nevyhodou RAPD metddy je, ze nie je vhodna na
identifikaciu produktov, ktoré obsahuju zmes viacerych
druhov ryb a nie je mozné ju pouzit' pri viacnasobne
degradovanom materialy ako napriklad autoklavované
vzorky (Martinez et al., 1998).

ZAVER

Zamerom tohto prispevku bolo poskytnut’ rozsiahly
prehl'ad metdd zalozenych na PCR autentifikacii ryb a
rybich produktov. V ¢lanku st popisané rézne techniky
ako PCR sekvenovanie, multiplex PCR, PCR-RFLP, PCR-
SSCP, RAPD, real-time PCR. Tieto metdody umoznili
spotrebitel'om ochranu pred falSovanim v potravinarskom
priemysle.
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