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I. Cil metodiky

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro identifikaci masa tunaka pruhovaného (Katsuwonus
pelamis), tuniaka Zlutoploutvého (Thunnus albacares), tunaka kiidlatého (Thunnus alalunga) a
tunaka dlouhoocasého (Thunnus tonggol) ve vysoce tepelné opracovanych vyrobcich zalozenou

na amplifikaci druhové specifickych sekvenci mitochondridlni DNA metodou real-time PCR.

I1. Vlastni popis metodiky

Uvod

V Ceské republice patii tuiidci (zejména rodu Thunnus a Katsuwonus pelamis) mezi oblibené
potraviny. Na potravinovém trhu jsou nej€astéji nabizeny jako tepelné opracované produkty —
konzervy, a syrové nebo mrazené filety. Odlisna kvalita a cena riznych druhi tutidktt mize vést
vyrobce k zdméné.

Pro rozliSeni jednotlivych druhti ryb na zakladé sekvenci DNA lze u syrovych tj. tepelné
neopracovanych vzorkd, pouzit v soucasnosti stale vice rozsifenou metodu DNA barcodingu,
ktera je zalozena na sekvenovani 655 nukleotidi dlouhého useku mitochondrialni DNA
kodujiciho ¢ast genu cytochrom oxidasy, a nasledném porovnani ziskané sekvence s databazi
DNA sekvenci (Handy S. M., et al., 2011). U tepelné opracovanych vyrobkt dochazi béhem
vyrobniho procesu k degradaci DNA, proto je nutné pouzit metodiku, kterd pro druhové
rozliSeni vyuziva kratsi useky sekvenci DNA. Tento pozadavek spliiuje metoda real-time PCR,
kterd umoziuje stanovit sekvence DNA o velikosti 80 az 200 nukleotidi.

Hlavni obtizi pro vypracovani metody pro rozliSeni téchto druht ryb zalozené na analyze
druhové specifickych sekvenci DNA je vysoka shodnost sekvenci DNA mezi piibuznymi druhy
ryb. Kompletni sekvence jaderné DNA je popsana jen u Thunnus orientalis (Nakamura Y., et
al. 2013). Hlavni pozornost byla proto zaméfena na mitochondrialni DNA, nebot’ tato je
popsana u vSech sledovanych druhti, a to u nékolika jedinct kazdého druhu (Catanese G., et al.
2008; Guo L., et al. 2016; Chen C., et al. 2016; Li M. M., et al. 2016a; Li M. M., et al. 2016b;
Li Y. L. et al. 2016a; Li Y. L. et al. 2016b; Manchado M., et al. 2004; Marquez E. J., et al.
2016; Pang J. H., et al. 2016a; Pang J. H., et al. 2016b; Yang S., et al. 2016).



Navrzeni primert a prob pro real-time amplifikaci a ur¢eni druhové specificity:

Programem Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) byly srovnany vSechny sekvence
kompletni mitochondrialni DNA tunaka obsazené \% Genové bance
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=) (viz tabulka nize). Byly ureny oblasti, které
jsou variabilni i v rdmci téhoz druhu, a vylouceny z dalS$iho posuzovani. Déle byly urceny
oblasti, které jsou nejvice variabilni mezi druhy, a v této ¢asti byly navrzeny primery a proby
pro druhov¢ specifickou amplifikaci Katsuwonus pelamis (amplifika¢ni produkt ma velikost 85
paru bazi), Thunnus albacares (amplifika¢ni produkt ma velikost 128 part bazi), Thunnus
alalunga (amplifika¢ni produkt ma velikost 120 pard bazi) a Thunnus tonggol (amplifika¢ni

produkt ma velikost 101 part bazi).

Tabulka: In siliko srovnané sekvence tunakt (seznam sekvenci k 1. 10. 2017).

Druh Kompletni mitochondrialni DNA (Sequence
ID)
Katsuwonus pelamis KM605252
JN086155
GU256527
AB101290
Thunnus albacares KP259550
KT724724
KM588080
JN086153
GU256528
Thunnus alalunga JN086151
KP259549
GU256526
AB101291
Thunnus tonggol HQ425780
JN086154
Thunnus thynnus JN086149
GU256522
KF906720



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term

AY302574
AB097669
AP006034
Thunnus atlanticus KU955344
KM405517
KU955343
Thunnus orientalis KF906721
GU256524
AB185022
Thunnus obesus JN086152
GU256525
Thunnus maccoyii JN086150
GU256523
KF925362
Auxis rochei AB103468
KP259548
KM651784
AB105165
AB103467
Auxis thazard KP259551
AB105447
Euthynnus affinis AP012946
KM651783
Euthynnus alletteratus AB099716
Sarda orientalis AP012949

Druhova specificita navrzenych primert a prob byla ovéfena na vzorcich DNA téchto druht
tunaki:

Katsuwonus pelamis, Thunnus albacares, Thunnus alalunga, Thunnus tonggol, Thunnus
thynnus, Thunnus obesus, Thunnus maccoyii, Auxis rochei, Auxis thazard, Euthynnus affinis,

Euthynnus alletteratus, Sarda sarda.



Dale pro kontrolu piitomnosti amplifikovatelné DNA ryb (zejména tunakt) ve vzorku byly
navrzeny primery a proba pro stanoveni ¢asti sekvence mitochondridlniho genu 12S rRNA
Vv oblasti konzervativni sekvence pro ryby o velikosti amplifikacniho produktu 80 pard bazi.
Pro tento systém byla pouzita Locked Nucleic Acid (LNA) proba (Roche), ktera je vhodna pro
svoji kratkou délku (7 oligonukleotidil), moznost navrhu kratkého amplikonu (do 100 para

bazi), a snadnou komercni dostupnost.

Detekéni limit pro tepelné opracované vzorky izolované za danych podminek byl uren na
hodnotu 3,2 ng DNA/mI vzorku pro stanoveni Katsuwonus pelamis, 2,5 ng DNA/mI vzorku pro
stanoveni Thunnus albacares, 2,5 ng DNA/ml vzorku pro stanoveni Thunnus alalunga a 3,3 ng
DNA/ml vzorku pro stanoveni Thunnus tonggol. Limit byl stanoven za zaklad¢ stanoveni
koncentrace DNA izolované ze 3 ndhodné vybranych vzorkidl konzerv po jejich natedéni
odpovidajici 1% pivodniho obsahu. Koncentrace DNA byla uréena fluorescenéni metodou
s vyuzitim Qubit dsDNA HS Assay Kitu (Thermo Fisher Scentific) a kvantifikovana pomoci

Quibit fluorometru (Thermo Fisher Scentific).

Real-time PCR metoda pro stanoveni uvedenych druhu tunakd byla ovétena na 40 vzorcich

rybich konzerv s deklarovanym obsahem tunéka.

Sekvence primert a sond a detaily o cilovych sekvencich jsou na pozadani k dispozici
u Mgr. Pavla Krémate, PhD. z Vyzkumného ustavu veterinarniho Iékafstvi, v.v.i., Hudcova 70,

Brno, 621 00, email: krcmar@vri.cz, tel 533 331 815.

Popis metodiky

Piistroje a pomiicky
Izolace DNA
vahy PB 303-S/A (tfida ptesnosti II) (Mettler Toledo)
homogenizator Mini Beadbeater (Biospec Products)
homogenizator MagNA Lyser (Roche)
centrifuga 5417 C (Eppendorf)
michacka VSM 3 (Shelton)
Finpipeta digitalni 10-100 pl (tfida pfesnosti 3,0 %) (ThermoLabsystems)
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Finpipeta digitalni 100-1000 pl (tfida ptesnosti 1,0 %) (ThermoLabsystems)
Spicky s filtrem (Thermo Scentific Scentific)

suchy blok Bio TDB 100 (Biosan)

zkumavky DNA LoBind 1.5 ml a 2.0 ml (Eppendorf)

Amplifikace DNA

Combi Spin (Biosan)

Multi Spin (Biosan)

Bio Vortex V1 (Biosan)

LightCycler 1.5 (Roche)

LightCycler 480 Il (Roche)

LightCycler kapilary (Roche)

LightCycler stripy (Roche)

Finpipeta digitalni 1-10 ul (tfida piesnosti 2,5 %) (ThermoLabsystems)
Finpipeta digitalni 10-100 pl (tfida pfesnosti 3,0 %) (ThermoLabsystems)
$picky s filtrem (Thermo Scentific Scentific)

lednicka

mrazak

Chemikalie a roztoky
Izolace DNA
chloroform molecular biology grade, kat. ¢. 39553 (Serva)
etanol absolutni, kat. €. 39556 (Serva)
DNeasy mericon Food Kit, kat. ¢. 69 514 (Qiagen)

Amplifikace DNA
QuantiTect Probe PCR Kit, kat. ¢. 204 343 (Qiagen)
Oligonukleotidy a proby. Proby jsou znac¢ené na 5" konci FAM a na 3" konci zhaseCem BHQ1

(Generi Biotech s.r.o., Roche)

Provedeni zkousky
Izolace DNA
Izolace DNA ze vzorku tepelné opracované (konzervované) rybi svaloviny se provadi pomoci

komeréniho kitu — DNeasy mericon Food Kitu (Qiagen) dle navodu vyrobce:
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1. Do 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky se navazi 200 + 2 mg vzorku rybi svaloviny, pfida se
5 az 10 sklenénych kuli¢ek o priméru 2,5 mm, 1,5 ml Food Lysis Bufferu a 10 ul roztoku

Proteinasy K. Smés se zhomogenizuje pomoci pfistroje Mini Beadbeater nebo MagNA Lyser.

2. Smés se zahteje na teplotu 60 °C po dobu 30 min a nasledné se ochladi ve vodni lazni

s kousky ledu po dobu 15 min.

3. Smés se centrifuguje 5 min pfi rychlosti 2 500 g.

4. Do 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky se napipetuje 500 ul chloroformu a pfida se 700 pl

¢irého supernatantu. Smés se vortexuje po dobu 15 sec a centrifuguje se 15 min pfi rychlosti

14 000 g.

5. Do dalsi 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky se napipetuje 350 ul Bufferu PB, ptida se

350 pl horniho ¢irého roztoku z kroku 4, a smés se promycha pomoci vortexu.

6. Smés z kroku 5 se preleje do QIAquick kolonky umisténé v 2 ml mikrocentrifugaéni

zkumavce a centrifuguje se 1 min pfi rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovany roztok se vyleje.

7. Ptida se 500 pl Bufferu AW2 do QIAquick kolonky umisténé v 2 ml mikrocentrifugaéni
zkumavce a centrifuguje se 1 min pii rychlosti 18 000 g. Zcentrifugovany roztok se vyleje.

QIAquick kolonka umisténd v 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavce se centrifuguje 1 min pfi

rychlosti 18 000 g.

8. QIAquick kolonka se pfemisti do 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, a na stfed kolonky
se napipetuje 100 ul Bufferu EB. QIAquick kolonka se necha inkubovat pfi laboratorni teploté
(15 - 25 °C) po dobu 1 min, a centrifuguje se 1 min pii rychlosti 18 000 g. Ziskany roztok se
pouzije pro amplifikaci DNA.

Amplifikace DNA



Amplifikace se provede v 10 ul reak¢éni smési obsahujici 5 ul QuantiTect Probe PCR Master
Mixu, 1 ul roztoku primerd a proby (0 koncentraci 5 uM kazdého primeru a 1 uM proby),
2 ul H20 a 2 ul vzorku.

Amplifikaci se provadi s nasledujicim programem:
1. Pocatecni denaturace (50 °C po dobu 2 min a 95 °C po dobu 15 min)
2. Amplifikace (40 cykli 95 °C po dobu 15 s, a 60 °C po dobu 60 s — pii tomto kroku je

snimana fluorescence).

II1. Srovnani ,,novosti postupi oproti piivodni metodice, pripadné jejich zdivodnéni,
pokud se bude jednat o novou metodiku (§ 2, odst. 1, pism. b) a pism. ¢) zakona ¢. 130/2002
Sb.).

Pro stanoveni uvedenych druhd tundkd v tepelné opracovanych vyrobcich bylo popsano
nékolik metod, napi. PCR-RFLP (Lin W. F. and Hwang D. F., 2007), PCR-ELISA (Santaclara
et al., 2015) a real-time PCR (Liu et al., 2016; Bojolly et al., 2017).

Metoda real-time PCR pro stanoveni tunaki piipravena na pracovisti VUVeL je nova v tom, ze
byla navrZena pro co nejvétsi druhové specifické stanoveni s vyuzitim vSech soucasnych
znalosti sekvenci DNA tunakovitych ryb. Pro navrZeni primert a prob byly vyuzity
mitochondrialni sekvence, které jsou nejvice variabilni mezi pfibuznymi druhy tunaki, a
zaroven nejsou variabilni v rdmci druhu. Pouziti DNA sekvenci s t€émito vlastnostmi je hlavni
rozdilem proti metoddm uvedenym vySe. Metoda byla dale navrzena tak, aby byla vhodna pro

stanoveni sekvenci DNA ve vysoce tepelné opracovanych vyrobcich.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky, informace pro koho je urcéena a jakym

zpusobem bude uplatnéna.

Metodika bude uplatnéna organy statni spravy (SVS CR) prostfednictvim akreditované
laboratofe ,,Centrum laboratofi“ — Laboratof pro detekci falSovani potravin a krmiv na
Vyzkumném ustavu veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i. Brno, jako prostfedek pro monitorovani

¢eského trhu a odhalovani klamavého jednani vyrobct i zpracovatelll z hlediska mozné zamény



druhti a nespravné deklarace druhi tunakii na obalech vyrobkii. Bude zajistovano vysetieni

vzorki jak pro statni dozorové organy, tak i pro odbornou a laickou spotiebitelskou vetrejnost.

V. Ekonomické aspekty — odhad nakladi (v tis. K¢) na zavedeni postupti uvedenych

v metodice a odhad ekonomického prinosu (v tis. K¢) pro uzivatele.

Naklady na zavedeni postupt jsou odhadovany na ptiblizné 30 000 K¢, a zahrnuji predevsim
prostfedky na nakup izola¢niho a amplifika¢niho kitu, kapiléar a Spicek.
Kvalifikovany odhad je vySetieni 40 az 60 vzorkt ro¢né, coz pii cen¢ vySetieni 1 850 K¢ plus

DPH za jeden vzorek umozni zisk 74 000 az 111 000 K¢ plus DPH.
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