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ABSTRAKT

Tato diplomové prace byla zaméfena na identifikaci tkani jednotlivych zivociSnych druhi

vyskytujicich se v masnych vyrobcich na zakladé analyzy DNA.

Teoretickd Cast se zabyvala problematikou falSovani potravin. Byly popsany jednotlivé
aspekty falSovani potravin a piiklady. Dale byly popsany jednotlivé metody pouzivané
k prikazu falSovani potravin. Celkem byly popsany dva typy metod a to klasické metody a
metody zalozené na analyze DNA. V praktické ¢asti bylo analyzovano dvacet vybranych
vzorkli masnych vyrobku se zaméienim na prukaz zivocisSnych surovin tfi druhit hospodai-
skych zvitat metodou polymerazové fetézové reakce (PCR).

U vétSiny masnych vyrobkili neodpovidala detekovana DNA slozeni, které uvadeli vyrobci
na obalu. U téchto vyrobku bylo prokdzéno falSovani potravin nédhradou jakostniho druhu

masa za surovinu méné¢ hodnotnou. U dvaceti analyzovanych vzorka byla nejCastéji pii-

tomna veprfova DNA, dale kuteci DNA a pouze dva vzorky obsahovaly hovézi DNA.

V diskuzi byla hodnocena kvalita vzorkl a byly popsany diivody vyskytu nedeklarovaného

masa ve slozeni vyrobku.

Klic¢ova slova: falSovani potravin, masné vyrobky, DNA, PCR



ABSTRACT

This thesis is focused to identification of the various tissues of species occurring in meat

products based on DNA analysis.

The theoretical part deals with the issue of food adulteration. Various aspects and exam-
ples of food adulteration are described here. Other various analytical methods used for the
detection of food adulteration are also described in the thesis. In total, two types of
methods, respectively classical methods and methods based on DNA analysis are included.
The practical part is analyzing twenty selected samples of meat products focusing on proof

of animal DNA of three kind of livestock by polymerase chain reaction method (PCR).

Determined DNA composition did not correspond with components, which were reported
by manufacturer on the packaging in most meat products. These products have been adulte-
rated by substituton of quality meat by less valuable raw material. Twenty samples mostly
contained of pork DNA, as well as chicken DNA and only two samples contained beef

DNA.

Quality of the samples and reasons of the presence of undeclared meat product composition

were reported in the discussion.

Key words: adulteration of food, meat products, DNA, PCR
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UVOoD

FalSovani potravin a dozor nad potravinami maji své kotfeny uz v ddvné minulosti. Nejstar-
$i pfedpisy, nafizeni a zdkony byly vzdy citlivym odrazem jisté spolecensko-ekonomické
formace a jednim ze znakl kulturni vyspélosti ndroda. Z toho divodu vzdy vychazely a
opiraly se o stavajici obecnéjsi zdkony spolecnosti. Jiz od davnych dob jsou nékteii lidé
ochotni se neopravnéné obohacovat na tkor finan¢ni ztraty a rizika poSkozeni zdravi jinych

[1].

FalSovani potravinatskych vyrobki znamend nedodrzeni deklarovaného slozeni, uvadéni
nespravného ptuvodu a stari u zbozi nebo také zamérné vydavani vyrobku za jiny vyrobek.
FalSovéani je stalym problémem vyroby potravin. FalSovani potravin postihuje vSechny ko-
modity potravinafskych vyrobkil, zejména drahé vyrobky a vyrobky, které se vyrabé&ji ve

vétsich objemech, protoze jejich falSovani miize prinést nepoctivému vyrobci nemaly zisk.

Potraviny pochazejici z Ceské republiky v zadném piipadé nezaostavaji ve kvalité a bez-
pecnosti za potravinami evropskymi. V Ceské republice ma dozor nad kvalitou a bezped-
nosti n¢kolik kontrolnich organizaci. Kazda organizaci ma sviij rozsah pravomoci a ptisob-
nosti. Podobné je i tomu v rdmci Evropské unie. Nekterd ustanoveni Ceskych zdkoni ve

sméru k vyrobclim potravin maji jesté piisné€jsi metitka, nez zakony Evropské unie.

Se zvysujici se moznosti falSovani potravin se ovSem také rozsifuji moznosti jeho detekce
a Cetnost ptipadd sniZzuje fada novych opatieni a rozvoj modernich efektivnich metod. Me-
tody detekce jsou zalozeny na fyzikalnich, chemickych a biochemickych a mikroskopic-
kych metodach. Nékteré falSované potraviny lze prokazat snadno, horsi je to naptiklad u
identifikace jednotlivych druhti masa. UrCovani druhu masa a masnych vyrobkt se dostava

do popiedi zajmu odborné i laické verejnosti.

Metody zamétené na identifikaci druhové specifickych proteinovych komponent zahrnuji
metody fyzikalné-chemické, imunologické a metody molekularni genetiky. Takovéto me-
tody dokazou potvrdit konkrétni druh masa nebo také rozliSit nckolik druhli masa
v masnych vyrobcich, a tim ovéfit dodrzovani jejich receptur a deklaraci. V soucasné dobé
se pouziva pro identifikaci jednotlivych druhli masa metoda polymerazové fetézové reakce
PCR. Tato metoda je jednou z nejvice specifickych metod a nachazi zde velké uplatnéni.
Metoda PCR je schopna rozpoznat rizné druhy masa a je schopna detekovat i velmi malé

mnozstvi pfidaného masa [2].
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Cilem diplomové prace je analyzovat metodou PCR dvacet vzorkii masnych vyrobkil se
zamétfenim na prikaz zivociSnych surovin tii druhti hospodatskych zvirat (skotu, prasete a

kurete).
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I. TEORETICKA CAST
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1 POJEM FALSOVANI POTRAVIN

Slovo falzifikace je pfevzaté z latinského vyrazu falzum, coz je mozné pielozit do Ces-
kého jazyka bud’ jako padélek, nebo podvrh, anebo napodobenina. V dnesni dob¢é pozaduje
spottebitel jasnou a ptesnou informaci o slozeni potravin, které souvisi s médnim trendem,
zivotnim stylem (vegetarianstvi), riznym tipem zdravotnich diet, ndbozenskymi tradicemi,
hrozbou geneticky modifikovanych potravin, zvySujicim se vyskytem alergii a také konzu-
maci tradi¢nich a exkluzivnich specialit. V téchto ptipadech je lakavé z ekonomickych di-
vodl falSovat drahé komponenty levnéjSimi [3,4,5]. FalSuji se zejména drahé produkty
nebo produkty, které se vyrab&ji ve vétSich objemech, nebot”’jejich falSovani miize ptinést

nepoctivému vyrobci obrovsky zisk.

Samotny spotiebitel vétSinou neni schopen falSovanou potravinu spolehlivé rozpo-
znat. Jen u nékterych potravin je mozné falSovani odhadnout podle senzorickych vlast-
nosti. Bez komplexniho posouzeni hodnocené¢ho vzorku v laboratotich tedy, bez néaklad-
nych laboratornich technik zaloZzenych na metodach PCR, magnetické rezonanci, chroma-
tografii a enzymové analyze by nebylo mozné prokazat, zda je zkoumany vzorek original
¢i padélek. Takovato kontrola patii mezi priority kontrolnich organi, coZ je zejména Stat-
ni zemédelska a potravinaiska inspekce (SZPI). Tato organizace se zamétuje predevsim na
ovéefeni pravosti a 100% podilu, ale také na ovéfeni minimdlniho podilu (stanoveného

ptedpisem nebo deklarovaného), a na spravnost oznacovani a baleni [6].

FalSovanim potravinovych vyrobkii se rozumi :

¢ nadhrada nékladné suroviny za levnou

¢ nedodrzeni deklarovaného sloZeni

e pouiti jiné nez deklarované technologie

e maskovani nedodrzeni receptury

e nespravné uvedeni mista ptivodu a stafi u zbozi
e zamérné vydavani vyroku za jiny vyrobek

e drazsi slozka potraviny nahrazena alergenni slozkou
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FalSovani potravin je v souCasnosti velkym problémem pfi vyrob€ potravin . Se zvySujici-
mi se moznostmi falSovani se vSak zaroven zvySuji moznosti jeho detekce a Cetnost ptipa-

da redukuje fada novych opatieni a rozvoj modernich efektivnich metod [7].

1.1 Priklady falSovanych potravin

Ze zjisténi Statni zemédelské a potravindiské inspekce (SZPI) v oblasti kontroly fal-
Sovani potravin vyplyva, Ze mezi kritické komodity patii luxusni potraviny (lihoviny, vino,
kofeni) a potraviny, které se prodavaji ve velkém mnozstvi (masné a mlécné vyrobky, tuky

a oleje, kava a kakao, ovocné §tavy, zmrzliny, vajecny kotiak, vaje¢né té€stoviny) [8].

1.1.1 Maso a masné vyrobky

Masné vyrobky vétSinou obsahuji vice druhii svaloviny jatecnych zvifat, kofeni a
ruzné druhy pfidatnych latek. FalSovani masa a mezidruhovd zaména surovin pro vyrobu

masnych vyrobkl je spole¢nym problémem mnoha zemi.

Mezi nejcastéjsi zpusoby falSovani patfi:
e nahrazeni levngj$iho druhu masa, nez je uvedeno na etiketé
e snizovani podilu masa v masnych vyrobcich , ndhradou masa jinymi surovinami
(tuk, ktize, voda, mouka, s6jova bilkovina apod.)
e pouzivani rostlinnych bilkovin pokud nejsou uvedeny ve slozeni na etiketé
e rltzné maskovani vad masa pomoci barviv, kofeni a konzervacnich prostiedki
e pouziti mechanicky separovaného masa misto masa vykosténého
e umyslné odstranéni slozky masa nebo nahrazeni specifické soucasti nespecifickou

soucast [9]

Diivody pro takovéto chovani jsou nejcastéji ekonomické, protoze se nahrazuje surovina
drazsi a méné dostupnd surovinou levngjsi a dostupnéjsi. Pro kontrolu slozeni masnych
vyrobkl bylo vypracovano nékolik metod, diky kterym Ize nepoctivé jednani vyrobct od-

halit. Jednou z nejvice specifickych metod pro zjisténi falSovani potravin je metoda PCR
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(polymerazova fetézova reakce) umoznujici pfesnou identifikaci surovin biologického pti-
vodu. PCR je schopna rozlisit jednotlivé druhy mas pouzitych v masném vyrobku a de-
tekovat jiz 5% ptidavek masa. Metoda PCR se provadi vétSinou na specidlnich, dobie vy-
bavenych pracovistich a je finan¢né narocnd. Dalsi pouzivanou metodou pro detekcei falSo-
vaného masa je imunochemicka metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).
Princip metody ELISA je zaloZen na detekci pfitomnych zivociSnych bilkovin pomoci spe-
cifickych protilatek. Pouziti metody je limitovano stupném denaturace bilkovin, ktera se
vytvaii pii tepelném opracovani masnych vyrobk, zalezi predevsim na vysi teploty a dob¢,

po kterou na vyrobek ptisobi [10].

1.1.2 Mlééné vyrobky

Tradi¢ni mlécné vyrobky se vyrabéji z mléka a jakykoliv nedeklarovany ptidavek
nemlécnych bilkovin je zakazan. Pfi falSovani mlécnych vyrobkt se Casto pouziva sdjova
bilkovina jako nahrazka mlécné bilkoviny. Tento zplsob falSovani je velmi atraktivni
z hlediska kone¢né ceny mlécnych vyrobkl, nebot’ séjové bilkoviny jsou ve srovnani
s mléénymi bilkovinami podstatné levnéj$i. Stanoveni sdjové bilkoviny v mlécnych vyrob-
cich neni jednoduché, obzvlasté tehdy, pokud jsou rostlinné bilkoviny pouzity jen v malé
mife. Podminky vyroby potravin modifikuji strukturu sdjovych bilkovin a to ztézuje jejich
stanoveni.

Ke stanoveni sojovych bilkovin v mlécnych vyrobcich byly vyvinuty a pouzivaji se
riizné analytické metody: imunologické, elektroforetické a chromatografické. Ve Spanélsku
byla vyvinuta rychld metoda pro stanoveni ptidavku s6jovych bilkovin do vybranych mléc-
nych vyrobkii pomoci perfuzni chromatografie sreverznimi fazemi. Piiprava vzorku
k analyze spocivda ve sméSovani vzorku s vhodnym rozpoustédlem a v odstied’ovani.
K separaci sojovych bilkovin od mlécnych dochézi za méné€ nez 4 minuty [11].

FalSovani spociva také v zamén€ mléka od riznych druhi zivoc¢ichl. Existuji rizné
metody, které dokdzou identifikovat pfitomnost proteinti skotu, ovci a koz v mléku a mléc-
nych vyrobcich. Pro tuto analyzu se pouzivaji markery kaseinovych frakci naptiklad asl-
kaseinu pro kravské mléko. Frakce para —«- kaseinu se pouziva pro stanoveni procentudl-
niho podilu kravského, ovciho a koziho mléka v syrech. Pro odhaleni falSovaného mléka

byla vyvinuta metoda RP-HPLC-UV, pomoci které je mozné separovat a kvantifikovat
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jednotlivé frakce o, B a k kaseini. Pomoci metody SE-HPLC se prokazuje falSovani suSe-
ného odstiedéného mléka, to nesmi obsahovat pevné latky ze syrovatky nebo podmasli
[12].

V Italii bylo zjisténo falSovani syru mozarella. U tohoto syru byla nahrazena draZzsi
surovina (buvoli mléko) levnéjsi surovinou (kravské mléko). Takovymto po¢inanim si vy-
robce pfijde na nemaly zisk a doplati na to spotiebitelé. Pro posouzeni pravosti produkti a
zjisténi moznych podvodu se vyuzivaji metody k detekcei proteinu skotu v mléénych vyrob-
cich, které jsou zaloZeny na izoelektrické fokusaci (IEF). Dalsi metoda, ktera se dnes pou-
ziva je imunologickd metoda ELISA zalozena na imunoenzymatické reakci. Nepravost

vyrobku, Ize také prokazat pomoci metod HPLC a PCR [13].

Dalsi zpusoby falSovani mléka:
e vydavani kravského mléka za mléko jinych hospodatskych zvirat
e piidavek sdjového mléka do mléka
e piidavek vody do mléka
e piidavek rostlinnych tuki do mlécnych vyrobka
e pridavek syrovatky do mléka a mléénych vyrobku

e nedodrzeni deklarovaného zpiisobu osetfeni mléka [14]

1.1.3 Ostatni moZnosti falSovani potravin

e Ve vin¢ a burc¢éku je voda; piipadné obsahuji vic cukru, nez je povoleno

e Jako portské nebo Sampariské vino milize byt oznaceno jen to, které pochazi z pfi-
sluSnych oblasti: Sampariské z francouzského Champagne a portské z Portugalska

o Kecupy obsahuji mensi podil rajcat, nez stoji na etiketé

e Dzemy - uvadéné ovoce je n¢kdy nahrazeno jable¢nou drti

e Kéva byva "nastavovana" ndhrazkami - cekankou, sladem, fiky nebo obilovinami

e 100% ovocné §tavy - zahrnuji nékdy ptidavky vody, cukru, silic, kyselin, barviv a

dalsich levnégj$ich surovin
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e Tvrdy alkohol - k jeho vyrobé¢ byva pouzit synteticky lih

e Olivovy olej mize byt ve skute¢nosti vyroben ze smési jinych rostlinnych olejt
(nebo slunecnicovy olej ze sdje)

¢ V medu jsou nepovolené cukry nebo sirupy

e 'V salamech je maso, jaké tam viilbec nema byt [15]

1.2 Ochrana spotiebitele pred falSovanim potravin

1.2.1 Pristup EU k problematice falSovani potravin

Evropské unie se ¢im dal tim vic zabyva pravy spotiebiteli. Chrani je v podobé¢ natizeni ,
které zajiStuje bezpecnost potravin, zjistitelnost ptivodu potravin a také falSovani, nahra-

zovani a jinych forem nespravného a casto zamérné klamavého nabizeni potravin.

vvvvvv

je spokojenost spotiebiteltl.

Tab. 1 Podil jednotlivych komodit z hlediska falSovani potravin [3].

Komodita %
Oleje, tuky 31
MIléko, mlééné vyrobky 24
Ovocné napoje 12
Maso, masné napoje 9
Vino 8
Kofeni, aromata 7
Med 5
Kava, Caj 2
Lihoviny 2

Cokolada, cukrovinky 1
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1.2.2 Autority nesouci zodpovédnost za prodej falSovanych potravin

e Narodni a evropska legislativa

e Statni dozor nad potravinami

e Sdruzeni vyrobci, vlastni kontrolni mechanismy

e Spolecenské organizace a instituce

e Podpora v této oblasti z pozic statu finan¢ni (dotace pro rozvoj testovani a

prizkumu trhu) moralni, organizacni a koncep¢ni (fizeni a tvorba legislati-

vy)

1.2.3 Legislativa souvisejici s falSovanim potravin

Povinnosti pro vyrobce, dovozce, prodejce potravin

Cilem potravinového prava je chranit z4jmy spotiebiteli a poskytovat spotiebitelim za-
klad, ktery jim umozni vybirat se znalosti potraviny, které konzumuji. Jeho cilem je také
branit podvodnym praktikdm, falSovani potravin a jakymkoli jinym praktikam, které mo-

hou spotiebitele uvést v omyl.

Zakon o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997

- § 10 uklada zakaz uvadet do obehu potraviny jiné nez zdravoté nezavadné a potra-
viny klamavé oznacené nebo nabizené ke spotiebé klamavym zplisobem.

- § 11 uklada vSem podnikateltim, kteti uvadéji potraviny do obéhu neprodlené vytadit po-
traviny z ob&hu, které jsou klamavé oznacené nebo nedostatecné a nespravné oznacené

[16].

Statni dozor nad potravinami:

Zakon o Statni zeméd¢€lské a potravinarské inspekci SZPI €. 146/2002 Sb., ktery uvadi, ze
inspekce kontroluje jestli nedochazi ke klamani spotiebitele, zda jsou vyrobky, potraviny,
suroviny a tabakové vyrobky, které jsou uvadény na trh bezpeéné. Dale zda nedochézi
k porusovani prava osob jimz svéd¢i ochrana zapsaného oznaceni ptivodu nebo zemépis-

ného oznaceni potravin nebo tabdkovych vyrobkii.
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Kontrolu jakosti zemé&d&lskych produktii a potravin v Ceské republice v riiznych fazich
prvovyroby, zpracovani, skladovani, prodeje a sluzeb vykonavaji tyto Ctyfi statni organiza-
ce:

e Statni zemé&delska a potravinarska inspekce

e Statni veterinarni sprava CR

e Ministerstvo zdravotnictvi CR

o Ceska obchodni inspekce

Specidlni zakony vytvoiené pro komodity s vysokvm dattiovym zatizenim nebo zvlastni

tradici:
Zakon ¢. 61/1997 Sb. o lihu
Zakon ¢. 321/2004 Sb. o vinohradnictvi a vinafstvi

Zakon 4. 452/2001 Sb. o ochran¢ oznaceni piivodu a zemépisnych oznaceni

1.2.4 Dozor EU nad ekozemédélstvim a geneticky upravovanymi potravinami

FalSovatelé stéle vice vyuzivaji rostouci poptavku spotiebitelti po ekologicky vyproduko-
vanych zemédélskych potravindch, i pfesto, Ze byvaji o hodn¢ drazsi. Nékteti producenti a
obchodnici tak vydéavaji bézné vypéstované druhy za produkty ekologického zemédélstvi.
Diky moderni technice uz Ize i tady provést kontrolu tykajici se falSovani potravin. V Ev-
ropé¢ existuje Spolecné vyzkumné sttedisko Evropské komise (EK), které vyuziva nejno-
v¢jsi technologie - naptiklad analyzu DNA pro identifikaci hospodatskych zvitat. Pomoci
druzicovych snimk zase Ize ovéfit velikost osevnich ploch, které jsou ozna¢ované pro

vyuziti v ekozemédélstvi.

EU také zavedla soubor ptisnych postupt pro schvalovani péstovani, dovozu nebo pouzi-
vani geneticky modifikovanych potravin a potravinovych ptisad. Kontrolu provadi sit’ 24
laboratofi v riznych zemich, které poskytuji podporu Spole¢nému vyzkumnému stiedisku
EK pfi regulaci a zjistovani geneticky modifikovanych organismi (GMO) ve vzorcich po-
travin a krmiv. Inspektofi EU tyto vzorky testuji na ptitomnost DNA nebo proteint, které
signalizuji jejich genetickou modifikaci. Pokud se pii zkoumani prokaze ptitomnost jedno-

ho nebo vice GMO, musi se podle natizeni EU stanovit jejich mnozstvi [17].
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1.3 Obchazeni zakona zimérnym neoznacenim pritomnosti alergenii a

geneticky modifikovanych organismu.

1.3.1 Skryté alergeny

Objev alergie na urcité slozky potravin je stary nékolik stoleti, ovSem zajem o detekci téch-
to latek v potravinach je novéjsi. Diky zapojenim mezinarodnich obchodnich trhii se stava
tok potravinového fetézce slozit€j$Sim a proto je nutné zvysit kontrolu bezpecnosti potra-
vin. Schopnost detekovat skryté alergeny znamend pro potravinaisky primysl ekonomicky
disledek, protoZe tyto potraviny musi byt stazeny z trhu. Pro citlivé spotiebitele miiZzou

takovéto potraviny znamenat ptimé zdravotni riziko (dokonce i smrt).

Pojem ,,skryté alergeny” znamena potencialni alergenni material, ktery by se nemél bézné
vyskytovat v potravindch. Problém detekce skrytych alergenti v potravinach je v soucasné
dob¢ velkym problém jak pro potravinaisky priimysl, tak pro spotiebitele. Existuji speci-
fické protilatky proti rliznym slozkam potravin, jsou to naptiklad arasidy, s6ja anebo se-
zam. K detekci a identifikaci Siroké $kaly potravinovych slozek jsou v soucasné dobé pou-
zivany dvé skupiny metod. Jedna skupina je zaméfena na detekci proteinti a druha na de-
tekci piislusnych biologickych druhti na zakladé detekce jejich DNA. Prvni skupina metod
vyuziva na detekci proteinti vétSinou imunoanalytické metody (ELISA — Enzyme-linked
immunosorbent assay). Druhé skupina metod vyuziva ptedevs§im polymerazovou fetézovou
reakci ( PCR), vyssi efektivnost a praktickd vyuzitelnost této metody byla dosazena zave-
denim PCR s priitbéZnym monitorovanim fluorescencie (tzv. real-time PCR). Ob¢ uvedené
skupiny metod pro identifikaci alergent v potravinach maji své klady i zapory. U metod
vyuzivanych na detekci alergennich proteinii byva casto nedostatecna selektivita, dochazi
ke kitizové reaktivité s jinymi podobnymi proteiny z jinych biologickych druhli. Problém
muze také nastat zménou proteinii pfi tepelném opracovani potravin, coz muze vést
k tomu,Zze nebudou stanovitelné ovSem nadale budou alergenni. Na druhou stranu se na
bazi DNA ptimo nedetekuje pfitomnost alergent, ale jen pifitomnost daného biologického
druhu. PCR metody vynikaji vysokou selektivitou, ovSem jejich nevyhodou v tomto piipa-
dé je nizsi citlivost. Pro diikaz biologickych druhli obsahujicich alergeny bylo vyvinuto

vice PCR metod, ovSem kviili jejich nizsi citlivosti jsou doporucené predevsim jako dodat-
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kové, nezavisle potvrzovaci metody nebo se vyuzivaji v ptipadech, kdy neni mozné provést

imunochemické metody [18-21].

1.3.1.1 Duvody vyskytu skrytych alergenii v potravindch

e NetuSena, ale opravnéna piitomnost materidlu v potravinach, ktery neni
uveden na etiketé

e Néhodna kontaminace surovin nebo produktu a to bud’ ve vyrobé nebo
v prub¢hu vareni

e Chybna klasifikace surovin

e Zadand kontaminace zpisobend falSovanim surovin a  vyrobki

z ekonomickych divodi

Resenim n&kterych tdchto problémt miZe byt zvyseni informovanosti spotiebitele (jakych
pokrokli bylo dosazeno v poslednich letech). Skryté alergeny jsou pievazné rostlinného
ptvodu. Velkym a vyznamnym krokem je objeveni metod pomoci kterych je mozné de-

tekovat jednotlivé alergeny jako je kravské mléko, arasidy nebo sezam [22].

1.3.1.2 Priklady skrytych alergeni

K nejsilnéj$im alergentim patii arasidy (podzemnice olejnd, Arachis hypogaea), uz jen ma-
1€ stopy prislusnych alergenii predstavuji nebezpeci. Z toho divodu je velmi dilezité zvy-
Seni citlivost dostupnych metod. Dal§im velmi rozsifenym rostlinnym druhem obsahujici
alergeny je s6ja (Glycine max). Soja patii mezi alergenni ptisady a jeji pouZiti ve vyrobcich
musi byt podle smérnice EU ¢. 2000/13/ES o znaceni potravin uvedeno na etiketé vyrobku
[21]. Soéjové proteinové koncentraty se pouzivaji pii falSovani masnych vyrobkil jako na-
hrada ¢asti masa. Jako falSovanou potravinu, 1ze oznacit potravinu jen tehdy, pokud vyrob-
ce neoznaci pfitomnost s6ji ve vyrobku. Soucasné metody, které jsou zaloZeny na bézi

DNA neumoziiuji kvantifikaci s6ji v masnych vyrobcich [23,24].
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1.3.2 Geneticky modifikované organismy

Podle zdkona ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a gene-
tickymi produkty v plném znéni, se jednéa o organismus, kromé ¢lovéka, jehoz dédicny ma-

terial byl zménén genetickou modifikaci.

Jedna se o cilenou zménu malé ¢asti dédicné informace metodou genového inzenyrstvi.

Provedené zmény dédicné informace se piendseji i na potomstvo.

Béhem poslednich deseti let doslo diky rozvoji biotechnologii a zavedeni geneticky modi-
fikovanych organismi (GMO) k pfevratu v zemédé€lstvi. Jedna se o novou technologii, u
které je ptedpoklad, Ze bude poskytovat vyhody pro spotiebitele, ale je na ni ¢asto vzhlize-
no s nedivérou spotiebitelti, ktefi maji pochybnosti o jeji bezpecnosti. Z toho diivodu EU
vénuje zvlastni pozornost zdkaznikovy a dba na povinném oznaceni potravinaiskych vy-
robki, které obsahuji vice nez 0,9% GMO. Uvedeni GMO do obéhu, znamenalo také zvy-
Seni naroc¢nosti analytickych metod pro detekci GMO [25].

V soucasné dobé¢ se vyrabi geneticky modifikovana so6ja, tento material obsahuje gen, ktery
zajistuje odolnost vici herbicidim. Pomoci tohoto herbicidu se zvysi vynosy plodin a snizi

se naklady na vyrobu s¢ji. Druhy typ genu proptjcil s6ji odolnost viic¢i antibiotikim.

Pti detekci GMO se zaméfuje predevSim na dva typy molekul a to bilkoviny a nukleové
kyseliny. Vyuzivaji se techniky zalozené pifedevsim na detekci DNA a to z divodu vétsi

stability DNA ve srovnani s proteiny [25].

1.3.2.1 Rizika sledovand u geneticky modifikovanych organismiu

Vyskyt signdlnich a selek¢nich genti, toxické ucinky, alergenni tc¢inky, nutricni Ginky a
patogenita. Velmi velké obavy vyvoldva moznost alergennich ucinkd. Alergicka reakce
muze byt vyvoldna jiz malymi davkami proteind nebo jejich ¢asti. Proto je zasadni aby
posuzovatelé sledovali schopnost nového GMO tvofit proteiny, které nebyly v ptivodnim

organismu a u nich pak hodnotit alergenni potencial [26].
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2 KLASICKE METODY PRUKAZU FALSOVANI POTRAVIN

Doposud bylo shromazdéno dostatecné mnozstvi poznatkii a metodik pro vhodnou identi-
fikaci a kontrolu slozeni potravin. Kromé detekce falSovani vstupnich surovin, ze kterych
byly vyrobené potraviny, je diilezité identifikovat pfitomnost cizorodych latek jakou jsou
antibiotika, pesticidy, herbicidy a alergeny ve findlnim vyrobku. Pro takovouto identifikaci
se vyuzivaji rizné techniky chemické analyzy, nejvice chromatografie, kde dominuje vyso-
ceuc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) nebo spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-.MS) [27]. Nékteré analyty je mozné stanovit i pomoci
imunoanalytickych metod (alergeny, zbytky veterindrnich 1é¢iv, vitaminy, toxiny, patoge-

vvvvvv

zalozend pro stanoveni celkového dusiku, ktery se pak prepocitd na obsah proteinti.

V ptipad¢ identifikace rostlinnych a zivocisSnych druhli potiebnych pro ovéteni pravosti
drahych potravin — lahtidek z masa, zvéte, ryb a syru, je nutné pouzit pro chemickou analy-
zu daleko slozitéjsi metody. Na jejich rozbory byly pouzity rizné chemické a fyzikalni me-
tody jako infracervena spektroskopie, hmotnostni spektroskopie, nuklearni magneticka
rezonance [3, 28, 29]. I pfes sloZitou instrumentaci a pracnost, detekéni limity jsou znacné
vysoké. Podle chromatografiké a elektroforetické analyzy (polyakrylamidova gelova elek-
troforéza, izoelektricka fokusace) prokazaly potencial, ale vysledek nebyl uspokojivy. Ne-
dostacujicich vysledkt se ziskalo pfedevsim v ptipadech, kdy se jednalo o fylogeneticky
blizké druhy a v piipadech, kdy pouzité vzorky byly z tepeln¢ upravenych potravin [4, 30-
33].

Dominantni metodou v problematice falSovani potravin jsou metody zalozené na imunolo-
gickych vlastnostech proteinti, které¢ byly ptivodné vyvinuty na stanoveni kvality surového
materidlu (masa, mléka). NejvétSim problémem je vybér vhodného a dostatecné druhoveé
specifického antigenu [3, 28, 34]. I pfes velmi dobré limity detekce (1 - 0,1%), vSestrannost
imunochemickych metod zhorSuje termolabilita proteint, kterd komplikuje jejich detekci
v tepelné opracovanych potravinach [1, 4, 35]. Pro specifickou detekci proteinii velmi bliz-
kych druhii jsou nevyhnutné kvalitni a extrémné specifické protilatky proti diskriminujicim
antigentiim [36]. Z téchto divodu je tento pfistup v praxi zna¢n¢ nespolehlivy a na trhu je
k dostani jen limitované mnozstvi komer¢nich kitli, no ani ty nespliiuji kritéria ,,US Food

and Drug Administration’s Center* [3, 4].
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2.1 Metoda ELISA

Tato metoda vyuziva interakce antigenu se specifickymi protilatkami in vitro za tvorby
imunokomplexu antigen — protilatka. Stanovit tento komplex 1ze navazanim vhodného
enzymu na jednoho z imunoreaktatntti.

Vyhodou metod ELISA je dostatecna citlivost, specificnost a reprodukovatelnost. Pro tuto
metodu neni nutné vybaveni pro izotopové pracovisté a komplikovand méfici technika ga-
ma nebo beta zafeni. Soucasné systémy jsou plné automatické. Vyhodou je i dlouhd expi-
racni doba souprav a také cena.

ELISA metody ziskaly vyuziti v imunologické laboratofi kde se vyuzivaji pfedevsim ke
stanoveni proteind (protilatek), které se vyskytuji v séru v nizkych koncentracich a jsou
tedy pod detekéni mezi nefelometrickych metod. ELISA metody se vyuZzivaji také ke sta-
noveni autoprotiladtek o znamé specifité, protilatek proti o¢kovacim antigentim a proti in-
fek¢nim Cinitelim mikrobidlnim, parazitarnim i virovym.

Zéakladnim vybavenim pro ELISA metody je tzv. ELISA reader. Jedna se o modifikovany
spektrofotometr umoziujici méfeni barevné reakce pii riznych vlnovych délkach

s moznosti odecitani z mikrotitra¢nich desticek [37].

2.1.1 Neprima kompetitivni ELISA

Je zalozena na soutéZeni zakotveného antigenu na pevném nosici a stanovovanym antige-
nem ve vzorku o uréity pocet vazebnych mist na molekulach protilatky. Cim vice antigenu
obsahuje analyzovany vzorek tim méné protilatky se navaze na zakotveny antigen. Nena-
vazané slozky se odstrani a poté se pfida enzymem znacend sekundarni protilatka proti
navazané protilatce. Na zavér je uskute¢néna detekce na zakladé enzymové reakce za vzni-
ku barevného produktu. Intenzita zabarveni je méfena spektrofotometricky a je nepiimo
umérnda koncentraci antigenu ve vzorku. Vyhodou této metody je moZnost vyuZiti jiz ko-

mercné piipravenych znacenych protilatek.

2.1.2 Piima nekompetitivni metoda - SANDWICH

Metoda se vyuZziva pro stanoveni polyvalentnich antigeni, jsou to antigeny, které mohou

vazat dva a vice protilatek. Analyt je vazan mezi dvéma specifickymi protilatkami a proti-
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latka je vzdy v nadbytku. Nejprve jsou na pevnou fazi imobilizovany protilatky, poté je
pfidan antigen, ktery interaguje s navazanymi protilatkami. Néasleduje odstranéni nenava-
zanych slozek a nasledn¢ aplikace protilatky znacené enzymem. NejCastéji se jednd o
peroxidasu, alkalickou fosfatasu, beta-galaktosidasu a glukoso oxidasu. MnoZstvi navazané
znacené protilatky je imérné mnoZstvi analytu ve vzorku. K detekci se vyuziva enzymova

reakce, pii které je bezbarvy substrat zménén na barevny [38].
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Obr. 1 Princip metody ELISA [38].

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) je zafazena mezi nejcastéji pouzivané
separacni metody. Tato metoda ma vysokou ucinnost, dobrou opakovatelnost a robustnost.
HPLC je vhodna pro déleni netékavych latek a polarnich latek, protoze analyza takovychto
latek pomoci plynové chromatografie je Casto obtizna. Metoda je zalozena na separaci ana-
lyti na zaklad¢ jejich distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi. Pfi separaci dochézi
k riznym typim interakci. Uplatiuji se interakce analytli s mobilni fazi, interakce mobilni
faze se stacionarni fazi a sorpce analyz na stacionarni fazi.

K téinné separaci se pouzivaji mikropartikularni sorbenty (5-10 um), jenz kladou prostu-

(e

pujici kapalin€ znacny odpor, proto je potfeba pracovat za vySsiho tlaku. Pfi téchto pod-
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minkach dochézi na kolon¢ k vyraznému chromatografickému rozliSeni latek v Sirokych

oblastech molekularnich hmotnosti [39].

vysokotlake
cerpadlo

zasobnik
mobilni faze davkovaci ventil ndici
s vyménitelnou smyékou potitac

HPLC kolona

detektor d

Obr. 2 Schéma HPLC [40].

2.3 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

(GC-MS)

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je analyticka metoda, ktera
kombinuje vysokou separacni schopnost kapilarni plynové chromatografie s detekci vysoce
specifickou pro dany analyt a zéroven také umoznuje ziskat informace o struktufe nezna-
mych latek. Dnes jsou GC-MS systémy nezbytnou soucasti vétSiny analytickych laborato-
fich. Tato metoda se vyuziva v riznych odvétvich napf. pti zkoumani Zivotniho prostiedi, v

potravinaiském, chemickém, farmaceutickém pramyslu a dalSich [41].

Data §
System

Obr. 3 Usporadani pristrojii pri GC-MS [41].
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Hmotnostni spektra pracuji ve tfech etapach jenz jsou zatazeny v sérii. V prvni etapé do-
chazi k prevedu studené latky do plynného stavu, v druhé fazi dochazi k ionizaci vzniklé
plynné faze a kone¢nou etapou je jeji rozdéleni podle hmotnosti iontl. V pribéhu ionizace
dochazi k tvorbé iontil z neutralnich prvkli nebo molekul v iontovém zdroji, které se dale
$tépi na fragmentové ionty, radikdly a neutrdlni Castice. Nabité Céstice jsou separovany v
analyzatoru podle poméru efektivni hmotnosti ionizované ¢astice na relativni intenzité
(m/z) a déle jsou zaznamendany detektorem. Neutralni ¢astice vétSinou nejsou zaznamena-

ny, protoze nepodléhaji pisobeni elektrického a magnetického pole.

Iontova past jako hmotnostné-specificky detektor je zatizeni, ve kterém probiha ionizace
plynné faze, tak déleni iontd podle jejich hmotnosti. Ionty se v pasti pohybuji v kruhovych
drahach zvySenim amplitudy napéti na stfedové elektrodé se dostanou do nestabilni drahy a
opousti prostor pasti smérem k detektoru. Detektor detekuje ionty opoustéjici analyzator,
zéakladnimi typy jsou elektronovy nasobi¢ nebo fotonovy nasobic. Z detektoru prechéazi data
do datasystému, coz je vétSinou pocitac, ktery umozniuje nastaveni a kontrolu vSech funkci

systému a riizné zpracovani namétenych hodnot.
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3 METODY ZALOZENE NA ANALYZE DNA

Z riznych divodi (univerzalnost, jednoduchost, reprodukovatelnost, limit detekce) je
v soucasné¢ dobé stiale vice upiednostiiovdna analyza DNA, kterd piekonala spolu
s vyvojem technik manipulace s DNA velky rozvoj [42]. Pfedev§im se vyuzivaji genotypi-
zatni metody, které jsou zalozeny na identifikaci bodovych mutaci v tsecich DNA, které
jsou specifické pro dany biologicky druh [43]. V porovnani s pocatecni identifikaci Zivo-
¢iSnych druht je v soucasnosti dostupnych mnoho variant pro analyzu DNA mas a také
masnych a mlécnych vyrobku. Je to napiiklad hybridizace se specifickymi DNA sondami,
RFLP (restriction fragment length polymorphism), RAPD (randomly amplified polymor-
phic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism), SSCP (single-stranded con-
formation polymorphism analysis), SSR (short sequence repeats) nebo VNTR (variable
number tandem repeat) a analyzy mitochondridlni DNA. VSechny uvedené metody maji
své klady a zapory, predevsim co se tyce pracnosti (SSCP-duplex PCR) nebo piesnosti
(citlivost na reakéni podminky RAPD PCR, SSCP-duplex PCR).

Dnes jsou piedevSim zadany postupy vhodné na béznou analyzu. VSechny postupy jsou
zalozeny na PCR a detekci charakteristickych a druhové specifickych zmén v jednom
nukleotidu. Tyto zmény se mohou identifikovat po amplifikaci tseki DNA a nasledném
Stépeni vhodnymi restrikénimi endonukledzami (CAPS — ,,cleavable amplifiable polymor-
phic sequences®) [44]. Jednodussim zplisobem detekce je pifimé detekce polymorfnich ob-
lasti pomoci ARMS-PCR ,, Amplification Refractory Mutation System PCR. Variabilita
druhti nebo 1 jedincti se d& detekovat také na zakladé vyskytu kratkych, opakovanych usekt
DNA podle SLPs — ,,sequence length polymorphisms®. Amplifikace téchto useki produku-
je fragmenty DNA, jejiz velikost je druhové specificka.

Pomoci druhové specifickych primert byli rlizné varianty polymorfizmu v mitochondrialni
DNA vyuzité pro identifikaci druhti v mléénych a masnych vyrobcich [45-49] a také v kr-

mivech pro psi a kocky.

Metody molekularni genetiky jsou zaloZeny na analyze nukleovych kyselin. Vyhodou
téchto metod je relativni stabilita molekuly DNA, odolnost vlivli tepleného zpracovani a
také vSudyptitomnost — lze analyzovat v§echny druhy tkédni. Metody molekularni genetiky
jsou nejvice specifické metody, maji schopnost rozlisit riizné druhy masa a také jsou

schopny detekovat i malé mnoZstvi ptidavku ur¢itého masa.
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Nejcastéji vyuzivané metody druhové identifikace:

e PCR

e multiplex PCR
e PCR-RFLP

e real-time PCR

3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Tato metoda je zaloZena na amplifikaci DNA. DNA je velmi stabilni biologicka molekula
a je mnohem vice odolngjs$i vici vysokym teplotdm nez samotné proteiny. Toho se vyuzi-
va u riiznych analyz vyrobkd, u kterych béhem zpracovani doslo k znehodnoceni ostatnich
latek. Navic DNA je pfitomna ve vSech ¢astech organismu, coz zna¢né usnadiiuje identifi-

kaci jakéhokoliv biologického vzorku bez ohledu na jeho ptivod [42].

PCR reakce byla vyvinuta v r. 1985 v Cetus Corporation Emeryville v Kalifornii a jejim
autorem je Kary Mullis. Objeveni této metody znamenalo revoluci v metodice molekuldrni
biologie. Dnes je PCR zdkladni technikou molekularni diagnostiky a manipulace s geny
vitbec. Tato metoda poskytuje az 10° nasobné pomnozeni DNA b&hem 2-3 hodin. Jedna se
o enzymovou metodu, kterd slouzi k syntéze definovaného tseku DNA in vitro, pro néz
jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementarni k 3’a 5'- koncovym sekvencim
useku jenz ma byt amplifikovan. Syntéza novych komplementarnich vlaken je katalyzova-
na termostabilni DNA polymerazou (napt. Taqg DNA-polymeraza). Opakovani kroki, které
zahrnuji denaturaci, annealing - pfipojeni primerd a extensi DNA polymerdzou, ma za
vysledek syntézu segmentu s konci definovanymi primery, které jsou inkorporovany do
nov¢ vznikajicich molekul. Fragmenty této délky tvoii hlavni produkt reakce. Pfi reakci
vznikaji 1 del$i fragmenty DNA, jejich mnozZstvi se v pribéhu reakce snizuje. V prvnim
reakénim cyklu vznikaji del$i fragmenty nez odpovida vzdalenost vymezena zvolenymi
primery. V dal$im cyklu poskytuji tyto nové vzniklé molekuly uz fragmenty DNA poza-
dované délky, jejich pocet exponencidlné¢ roste v dalSich cyklech reakce. Celkova doba

zdvojeni odpovida jednomu cyklu denaturace templatu, pfipojeni a extenze primeru [50].
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3.1.1 Princip metody

3.1.1.1 Denaturace templdatové DNA

Tohoto efektu se dosdhne zahtatim roztoku DNA na teplotu 95 °C. Teplota by neméla
byt vyssi, protoZe hrozi riziko ztraty enzymové aktivity polymerazy. DNA je denaturo-
vana 1-5 minut. Dojde k rozstépeni vodikovych mustkil a vysledkem je vznik jednote-
tézcovych molekul DNA. Je dulezité aby denaturace probéhla kompletné, aby se oddé-
lily obé& vlakna. Pfi nedokonalé denaturaci by mohlo dojit k velmi rychlé denaturaci ce-

1¢ molekuly, coz by pak zabranilo interakci s primery.

3.1.1.2 Pripojeni primerii (annealing)

V druhém kroku dojde k ochlazeni reakéni smési na teplotu 45-72 °C, to umozni vytvo-
tfeni kratkého dvoutetézcového useku s volnou 3" hydroxylovou skupinou, coz je nutné
pro zahdjeni syntetické faze. Pfi pfipojovani primertt dochazi k nasednuti primerti na
komplementarni mista v templatové DNA. Teplota a ¢as pro tuto reakci zavisi na délce
oligonukleotidi a na zastoupeni jednotlivych bazi A-T a G-C part. Optimalni teplotu
vétsinou uvadi piimo vyrobce primert. Pii nedodrzeni vhodné teploty — pouziti ptilis
nizkych teplot miize zptlsobit nespecifické piipojeni primerti, coz ma za nasledek

vznik nespecifickych produkta.

3.1.1.3 Synteticka faze

V tomto kroku dochdzi k extensi pfipojenych primerit DNA polymerdzou. Jednotlivé
deoxynukleotidy jsou pfipojovany ve sméru 5'—3’. K této reakci je nutno zahtat tem-
platovou DNA s navdzanymi primery na teplotu, kterd je optimalni pro zahajeni enzy-
matické reakce termostabilni DNA polymerazy. Pfi pouziti Tag polymerazy je idealni
teplota 72 °C. Doba syntetické faze zavisi na délce syntetizovaného fetézce, povaze
templatové DNA, koncentraci a také na jiz zminéné teploté. Vytézek je zdvisly na
vhodnych reakénich podminkéch, které je nutné Casto optimalizovat. Pfedev§im zavisi

na koncentraci hotfe¢natych iontli a na teploté pouzité pii ptipojovani primert [50].
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Obr. 4 Jednotlivé kroky pri PCR [50].

1.Reakcni smés: primer, templat DNA, Tag DNA polymerdza, smés deoxynukleoti-
du, 2.Denaturace DNA — vznik jednoreteézcovych molekul templatu, 3.Pripojent
primeru na specificka komplementarni mista a polymeracni reakce — extenze pri-
meri pripojovanim deoxynukleotidii ke komplementarnim pozicim templatu,
4.Konec prvniho cyklu — dvé dvojretezcové DNA, 5 a 6 predstavuje opakovani kro-

kit 2 a3 a nasleduje extenze a dalsi opakovani.
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V prvnim cyklu je replikovany tsek zdvojnasoben. V dalSich cyklech slouzi i nové nasyn-
tetizované molekuly DNA jako templaty a po nékolika malo cyklech za¢nou v roztoku pte-
vazovat amplifikované molekuly, které jsou z obou stran ohraniceny primery. Pro amplifi-
kaci se vétSinou pouziva 30 az 35 cykld a v kazdém cyklu dojde ke zdvojnasobeni mnoz-
stvi molekul oproti pfedchozimu cyklu. Z celé molekuly DNA, ktera je pouzita pro reakci,
je amplifikovan pouze Usek mezi dodanymi primery, protoze DNA polymerdze pro iniciaci

replikace na jiném misté chybi primery.

Komponenty nutné pro PCR reakci

- templatova DNA (matrice)
- primery

- DNA polymeraza

- sm¢s nukleotidd ANTP

- reakeéni pufr

- pristrojové vybaveni

3.2 Mnohonasobna PCR (multilpex PCR)

Tato metoda byla poprvé odskousena v roce 1988. V multiplexni PCR je pouzito vice pard
specifickych primert komplementarnich k riznym cilovym sekvencim v jedné amplifikac-
ni reakci. SouCasna amplifikace nékolika cili najednou se provadi s nékolika zdméry. Mo-
hou byt sledovany zmény v rozsahlych oblastech DNA, mohou byt sledovany riizné seg-
menty cilového genomu, miize byt zahrnuta vnitini kontrola amplifikovatelnosti vzorku a
mohly by byt vyvinuty cenové efektivni panely testi pro detekci vice patogent v jediném
vzorku. Tato metoda se pouziva v mnoha oblastech DNA testovani , v¢éetné analyzy mutaci
a polymorfismil nebo na kvantitativni testy a reverzni transkripce PCR. Nejcastéji se pou-
ziva pro genotypizaci, kde je vyuZzito simultanni analyzy vice markerti, dale také pro detek-

ci patogent nebo geneticky modifikovanych organismi (GMO).
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Vyhody a nevyhody mnohonasobné PCR

Hlavni vyhodou této metody jsou nizsi cenové naklady nez pti samostatnych amplifikacich,
a proto se pouziva pro nachézeni zmén na dlouhych usecich DNA, testovani vzajemné ne-
souvisejicich oblasti na DNA a pfedevsim pro amplifikaci vnitinich kontrol soucastné se
vzorky [51]. Hlavnimi nevyhodami metody PCR-multiplex je nizkéd reprodukovatelnost a

nizka efektivita amplifikace u riznych temlatd.

3.3 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP)

Metoda RFLP vyuziva délkového polymorfismu restrikénich fragmenti analyzované DNA,
ktery je, po provedeni elektroforetické separace a prenosu fragmentii z gelu na pevny nosic¢
(nylonovou nebo nitroceluldézovou membranu), detekovan pomoci hybridizace

s homolognim fragmentem DNA — specifickou sondou.

Pasobenim ur€itou restriktdzou na izolovanou DNA jednici dochazi k jejimu rozstépeni na
fragmenty, které jsou rozdilné délky podle umisténi cilovych sekvenci $tépeni pro danou
restriktasu. Délka fragmentli DNA muze byt od riiznych jedincii stejného druhu bud’ shod-
na nebo rozdilna. Pokud jsou nalezeny fragmenty rozdilné délky od stejného druhu jedinci

za pouZiti téze restriktazy, potom mluvime o polymorfismu v délce restrikénich fragmentd.

Pfi¢inou vzniku polymorfismil jsou mutace v ptivodnich restrikénich mistech, pomoci niz
dochazi ke ztraté, nebo také ke vzniku nového restrikéniho mista. RFLP analyza je zavisla
na dostupnosti specifickych sond pro detekcihomolognich sekvenci. Specifické sondy jsou
jednofetézcové, vétSinou naklonované useky DNA popt. uméle nesyntetizované oligo-
nukleotidové sekvence, urcité Casti genomu. Tyto sondy musi byt vybirdny s ohledem na
dostatecny polymorfismus cilovych mist a jednoznac¢nost hybridizace [52].

Pfi mutaci v restrikénim misté dojde ke zménéni velikosti restrikénich fragmenti a tedy 1
velikosti prouzkl po hybridizaci. RFLP markery na jaderné DNA jsou pouzivany v gene-
tické analyze pro sestavovani RFLP map. Ve srovnani s metodami postavenymi na ampli-
fikacni strategii tato metoda vyzaduje velké mnozstvi Cist¢ DNA. Cely postup od izolace
pies restrikci az k hybridizaci je pomémé casoveé narony. Metoda RFLP se soucasné pou-
ziva k identifikaci rliznych genotypi, véetné lidského, a je hojné pouzivana v soudnim 1¢é-

kafstvi nebo k ur€ovani paternity.
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Obr. 5 Detekce u RFLP [52].

3.4 Kbvantitativni real-time PCR (qPCR)

Touto metodou lze sledovat priabeh polymerazové tetézcové reakce pomoci flourescenc-
nich sond nebo barviv které detekuji mnozstvi PCR produktu vytvoiené béhem reakce zvy-
Senim své fluorescencni aktivity. Pomoci této metody Ize urcit mnozstvi (pocet molekul)
DNA ve vzorku. Real-time PCR umoziiuje sledovat shromazd’ovani specifickych produktii
pribézné beéhem cyklu. Data jsou sbirdna na termocykleru, ktery umoziiuje teplotni cyklo-
vani a také detekcei fluorescence v kazdém cyklu. Fluorescencni substrat se vaze na synteti-
zovanou DNA a troven detekované fluorescence potom odrazi mnoZzstvi nasyntetizované

nukleové kyseliny.

Tato metoda dokaZze ptesné stanovit vychozi pocet kopii templatové sekvence DNA pomo-

ci matematické analyzy amplifikacnich kiivek.

Vyhodou real-time PCR je vysoka citlivost, schopnost rozliSeni Siroké skaly koncentraci

vzorkl, snadné zpracovani vzorkll, oviem toto zafizeni je pomérné nakladné [53].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

Vyzkumna ¢ast prace byla provedena v laboratofi molekularni biologie na Univerzité To-
mase Bati ve Zlin€. Zkoumanym pfedmétem byly masné vyrobky (Sunky, Sunkové salamy),
zakoupené piedevsim ve vétSich obchodnich fetézcich. Jednotlivé vzorky byly uchovany az
do vysetteni ve zmrazeném stavu. Ugelem bylo u vybranych vzorki identifikovat obsazené
druhy masa a detekované druhy porovnat s deklarovanymi surovinami uvedenymi vyrob-
cem ve sloZeni na obalu. U téchto masnych vyrobki nebylo uvedeno ve slozeni kufeci ma-
s0, bylo deklarovano pouze veptové, poptipad¢ hovezi a kriti maso. Vzorkl pro zkoumani
bylo celkem 20. U vSech vzorkil byla provedena molekularni analyza zahrnujici izolaci
DNA, testovani 3 Zivoc¢isnych druhii (hovézi, vepiové, kuteci) ve vzorcich masnych vyrob-
ki metodou PCR dle MATSUMAGA A KOL.(1999) a zhodnoceni pomoci elektroforézy

na agarozovém gelu.

Tab. 2 Seznam analyzovanych vzorki €. 1-10.

Cislo vzorku | druh vzorku slozeni deklarované | zemé pivodu
vyrobcem

1 delikatni vafena Sunka vepiové maso 90% Némecko

2 dusSena Sunka veptové maso 80% Ceské republika

3 dusena Sunka vepioveé maso 95% Némecko

4 Sunka od kosti vepiové maso 90 % | Ceské republika
hovézi maso 15 %

5 duSend Sunka vepfové maso 65 % | Polsko
hovézi maso 8 %
kriti maso 7 %

6 delikatni dusena Sunka vepiové maso 95 % | Mad’arsko

7 zauzena Sunka veprové maso 77 % | Ceska republika

8 dusena Sunka vepiové maso 60 % | Ceska republika

9 opavsky Sunkovy salam vepiové maso 69 % | Ceska republika
hovézi maso 5 %

10 dusena vept. $unka pro déti | vepfové maso 75 % | Ceské republika
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Tab. 3 Seznam analyzovanych vzorku ¢. 11-20.

Cislo vzorku | druh vzorku slozeni deklarované | zemé puvodu
vyrobcem

11 veptova sunka vepiové maso 80 % | Ceska republika
12 Sunkovy salam vepiové maso 60 % Ceska republika
13 pecené pikant veproveé maso 60 % Ceské republika
14 Sunkovy salam vepiové maso 63 % Ceska republika
15 debrecinska pecené veptové maso 72 % Cesk4 republika
16 moravske uzené vepiové maso 73 % Ceska republika
17 veptova Sunka vepiové maso 70 % Ceska republika
18 Sunkovy salam vepiové maso 60 % Ceska republika
19 dusena Sunka vepiové maso 70 % Ceska republika
20 duSend Sunka vepiové maso 60 % Ceska republika

4.1 Pracovni pomiicky

chladici box

mrazici box

laboratorni vaha

centrifuga HERMLE Z 300K

termocykler BIO-RAD (Peltier Thermal Cycler)

termostat BIO-TDB-100

mikrovlnna trouba

zafizeni pro elektroforézu — Consort EV 245

dokumentacni zafizeni SYNGENE (Syngene, Svédsko)

sada mikropipet

Spicky k mikropipetam

erlenmayerova barika
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4.2

eppendorfovy zkumavky 1,5 ml

tenkosténné mikrozkumavky pro PRC 0,2 ml
sterilni skalpel

plynovy kahan

stojany

sterilni rukavice

Chemikalie
TE pufr (TRIS — EDTA)
SDS (20 %) (sodium dodecil sulfat) (SERVA, Nemecko)
proteindza K (20 mg/ml) (SIGMA, USA)
fenol — chloroform — isoamylalkohol 25:24:1 (SIGMA, USA)
etanol 96 %
redestilovana H,O
DNA primer cattle (IDT, Nemecko) CTA-GAA-AAG-TGT-AAG-ACC-CGT
DNA primer chicken (IDT, Nemecko) AAG-ATA-CAG-ATG-AAG-AAG-AAT
DNA primer pig (IDT, Nemecko) GCT-GAT-AGT-AGA-TTT-GTG-ATG
DNA primer spol. (IDT Nemecko) GAC-CTC-CCA-GCT-CCA-TCA-AAC
PCR pufr (NEB, USA)
Tag DNA polymeraza (5U/ul) (NEB, USA)
dNTP smés (10mM) (NEB, USA)
TAE pufr (TRIS, acetate, EDTA)

Agaréza (Lonza Rockland, USA)

ethidium bromid — zéasobni roztok 10 mg/ml, vyslednd koncentrace 0,5 pl/ml

(SIGMA, USA)

nandSeci pufr — gel loading Dye Blue (6x) (NEB, USA)
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4.3 1zolace DNA ze vzorku

Izolace DNA ze vzorku byla povedena fenol-chloroformovou metodou. Jednd se o strasi
metodu, ale nadale Casto vyuzivanou. Pomoci centrifugace dojde k oddé€leni roztoku obsa-
hujiciho fenol a vodni faze, déle pak k rozd¢leni jednotlivych bunéénych slozek na zakladé
jejich hydrofilnich nebo hydrofobnich vlastnosti. Mezi obéma fazemi se tvoii prstenec,
ktery tvofi denaturované bilkoviny. Nasledovné se odebere pozadovana faze a dojde ke
strazeni DNA, oddé€leni peletu, promyvani, poptipadé k rozpusténi pozadované DNA. Pro
zbaveni se zbytki fenolu v roztoku se pouziva chloroform ve smési s isoamylalkoholem

[54].

Izolovana DNA se pted pouzitim obvykle ziedi vodou a zasobni koncentrovany roztok se
uchové v mrazicim boxu. Ztedéné vzorky, které se pouzivaji ¢astéji, mohou pomérné dlou-

hou dobu setrvat v lednici [55].

4.3.1 Pracovni postup

e Pomoci sterilniho skalpelu (sterilizace v plameni plynového kahanu) byl odiezan 1g
vzorku. Vzorek byl vlozen do 1,5 ml eppendorfovy zkumavky.

e Pomoci mikropipet bylo pfidano 300 pl TE pufru, 100 pl 20% SDS a 10 pl protei-
nazy K, v8e bylo promichano a pfes noc inkubovano pii teploté 55 °C.

e Bylo pfidano 600 pl smési fenol-chloroform-isoamylalkohol a v§e bylo promichéno
a nasledné centrifugovano 10 minut pti 12 000 ot./min. Horni vodni faze s DNA
byla opatrné€ odebrana do ¢isté eppendorfovy zkumavky. Bylo dilezité aby nebyla
porusena proteinova mezivrstva.

e Po pfidani 96 % etanolu se znovu provedla centrifugace 5 minut pii 8 000 ot./min.
Supernatant byl opatrné odebran a zbyly sediment byl dosusen v termobloku pfi
55°C a nasledné rozpustén v 100 ul redestilované vody

e Takto piipravena izolovana DNA se nechala zamrazit pro dalsi aplikaci.
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4.4 Analyza vzorku metodou multiplex PCR

4.4.1 PCR primery

Pro analyzu byly pouZity niZze uvedené primery, které bylo potieba natedit redestilovanou

H,O0.

e DT 25 nmole DNA Oligo
- pig 5'- GCT-GAT-AGT-AGA-TTT-GTG-ATG
- smichano s 308 pl redestilované H,O

e IDT 25 nmole DNA Oligo
- cattle 5'- CTA-GAA-AAG-TGT-AAG-ACC-CGT
- smichano s 252 pl redestilované H,O

e IDT 25 nmole DNA Oligo
- chicken 5'- AAG-ATA-CAG-ATG-AAG-AAG-AAT
- smichano s 263 pl redestilované H,O

e IDT 25 nmole DNA Oligo
- spole¢ny primer 5'- GAC-CTC-CCA-GCT-CCA-TCA-AAC

- smichano s 272 pl redestilované¢ H,O

4.4.2 Priprava reakéni smési

Vsechny komponenty PCR reakce byly pfed pouzitim zkontrolovany a jemné promichany.
Nésledné byly sefazeny do stojanu v potadi, jakém byly pipetovany. Do Cisté eppendorfko-
vé zkumavky bylo pomoci mikropipet napipetovano 105 pl PCR pufru (10x), 42 ul ANTP
(10 mM), 21 pl primeru Spol, 1,8 ul primeru cattle, 1,8 primeru pig, 63 pul primeru chicken,
8,4 ul Taq polymerazy, 722,4 ul dd H,O. Po pfidani DNA — polymerazy je zddouci praco-
vat velmi rychle (ovSem stéle presné a obezietné), protoze polymeraza je citliva na zmény
teplot a dochazi k jeji degradaci. Aby se zabranilo ohfati DNA — polymerazy, byla reakéni

smés piipravovana v mrazicim stojanku. Po ptidani kazdé slozky byla smés potfaddné pro-
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michana. Takto pfipravend smeés byla spole¢na pro vSech 20 vzorkd. Smési bylo pfipraveno

vice, pro ptipad, ze by doslo k nepiesnému pipetovani.

Do kazdé z dvaceti novych eppendorfkovych mikrozkumavek o objemu 200 ul bylo napi-
petovano 47 pl master mixu a 3 pl izolované DNA. Byly pouzity tenkosténné mikrozku-
mavky, aby byla umoznéna rychld zména teplot u vzorku pti amplifikaci. Takto pifipravena

smés byla kratce centrifugovana a nasledné pfipravena pro provedeni amplifikace DNA.

Tab. 4 SloZeni PCR smési pro multiplex PCR.

Pro 1 vzorek (ul) Pro 21 vzorku (ul)
PCR pufr (10x) 5 105
dNTP (10 mM) 2 42
primer Spol 1 21
primer cattle 0,6 12,6
primer pig 0,6 12,6
primer chicken 3 63
Taq polymeraza 0,4 8,4
dd H,O 34,4 722,4
> 47 987

4.4.3 Amplifikace DNA

Amplifikacni reakce byly provedeny v termocykleru znacky PTC 100 MJ Research (Bio-
Rad), které ma vyhtivané viko, takZe ke vzorku neni potfeba priddvat minerdlni olej. Ter-
mocykler byl spustén podle nastaveného programu. Amplifikacni reakce byla provedena za
téchto podminek: Poc¢ate¢ni denaturace (tzv. horky start) pfi teploté¢ 95 °C po dobu 5 mi-
nut. Poté nasledovalo 35 cykli, ve kterych probihala postupné denaturace pfi teploté 95 °C
po dobu 30 sekund, annealing pfi teploté 60 °C po dobu 30 sekund a syntéza fetézce DNA
pti teploté 72 °C po dobu 30 sekund. Po probéhnuti 35 reakénich cykll probéhla jeste za-

vérecna extenze pii teplot¢ 72 °C po dobu 5 minut.
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4.4.4 Detekce PCR produktu

PCR produkty byly detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy. Elektroforéza je

separacni metoda, vyuzivajici schopnosti pohybu nabitych castic v elektrickém poli.

Pentozafosfatova kostra vSech nukleovych kyselin nese stejné velky zaporny naboj, budou
fragmenty v elektrickém poli migrovat vZzdy k anod€ a rychlost této migrace bude zavisla
vyhradné na jejich velikosti. Pouzitim primert se multiplikuje rizné dlouhy fragment. Tato
metoda je pomérné rychld a jednoducha. Pouziva se na izolaci, identifikaci a procisténi
fragmenti DNA. K jejim vyhodam patii také pfima detekce fragmentiit DNA v agar6zovém
gelu o rizné hustoté s pouzitim vhodnych standarda (tzv. DNA marker s fragmenty DNA
znamé délky). DNA zobrazime pomoci vazby na barvivo s fluorescen¢nim interakénim
¢inidlem, ethidium bromid, ktery nédsledné pod UV zéfenim vyvola zobrazeni jednotlivych
frakci v agar6zovém gelu uz 10 ng DNA. Rychlost pohybu fragment zavisi na téchto pa-
rametrech: na molekulové hmotnosti DNA, koncentraci agardézového gelu, konformaci
DNA, velikosti pouzitého napéti a na sloZeni elektrolytickych roztokd a teploté déleni
[56]. Vhodnou volbou typu a koncentrace gelu lze zajistit vhodné podminky pro déleni

fragmentl v rliznych rozmezich molekulovych hmotnosti viz. tabulka €. 5.

Tab. 5 Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanych v agar. gelu o ruznych

koncentracich agarozy [57].

Koncentrace agardzy (% w/v) Rozmezi molekulovych hmotnosti se-
parace linearnich molekul DNA (kb)*
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

*kb (kilobase) — bézné oznaceni pro pocet nukleotidil
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Pro agarézovou elektroforézu byl pouzit elektroforeticky tlumivy roztok Tris-acetatovy
v koncentraci 50 mM. Koncentrovany tlumivy roztok byl nafedén a pouzit pro piipravu

agardzového gelu a také jako vodivé médium po dobu elektroforetického déleni.

4.4.4.1 Priprava tlumivého roztoku

Pracovni koncentrace tlumivého roztoku 1 x TAE:

0,04 M Tris-acetat

0,001 M EDTA

Zasobni koncentrovany roztok 50 x TAE (navazky na litr):
242 g Tris baze

57,1 ml ksy. octové

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

4.4.4.2 Priprava agarozového gelu

Bylo navéazeno 2 g agardzy do erlenmayerovi baiiky, poté bylo pfidano 200 ml TAE pufru.
Agardza byla rozpusténa v mikrovinné troubé a roztok byl ochlazen na teplotu kolem 60
°C a pfidan ethidium bromid, v tomto kroku bylo nutné pracovat s guamovymi rukavicemi,
protoze ethidium bromid je siln¢ toxickd a mutagenni latka. Néasledné byla sestavena elek-
troforeticka aparatura na ptipravu gelu, bylo nutné aby aparatura dobie tésnila. Na podnos
byly umistény hiebeny na vytvoteni jamek pro nandSeni vzorku. Pfipraveny roztok agardzy
byl vlit do ptipraveného podnosu (od Sitky zubtli pouzitého hiebene a tloustky gelu zavisel
objem nanaSeného vzorku DNA) a gel se nechal vychladnout pfi laboratorni teploté asi 30
minut. Ze ztuhlého gelu byl opatrné vysunut hieben, podnos s gelem byl vlozen do elektro-
foretické aparatury a nasledné byl zalit 1 x koncentrovanym elektroforetickym tlumivym

roztokem TAE, tak aby roztok ptesahoval gel do vysky alespon 5 mm.

4.4.4.3 NandSeni vzorku a pritbéh agarozové gelové elektroforézy

Ptiprava vzorku pro nésledné nanaseni na agarézovy gel spocivala ve smichani 20 ul vzor-

ku s5 pl nanaSeciho pufru. Ke zhodnoceni ptfitomnosti DNA byly vzorky nanaseny
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v celovém objemu 10 pl a to vzdy ve sméru zleva doprava, pficemz do prvni a posledni
jamky bylo naneseno 10 pl smési markeru s nanadsecim pufrem (50 ul markeru a 10 pl na-
naSeciho pufru). Aparatura byla pfipojena na zdroj napéti, elektroforetické déleni probihalo
pifi 120V pii laboratorni teploté¢ do doby kdy modra startovaci ¢ara nedosahla alespon %
délky gelu. Po skonceni elektroforézy, byl gel umistnén na transiluminator kde po prosvi-
ceni UV o vlnové délce 305 nm bylo mozné sledovat fluorescenci ziskanych PCR produk-
tu. Na zavér byl gel zdokumentovan. Pfi kazdé manipulaci s gelem bylo nutné pouzit gu-

mové rukavice [56].

4.5 Prukaz jednotlivych druhii v samostatnych PCR.

Pro analyzu byla pouZita izolovand DNA. Byla pouZita metoda druhové specificka PCR.

Slozeni reak¢éni smési jsou uvedeny v tabulce €. 6, 7 a 8.

Tab. 6 PCR smés pro analyzu DNA veprového masa.

Pro 1 vzorek (ul)

Pro 21 vzorkt (pul)

PCR pufr (10x) 5 105
dNTP (10 mM) 2 42
primer spol. 1 21
primer pig 0,6 12,6
Taq polymeraza 0,4 8,4
dd H,O 38 798
> 47

Tab. 7 PCR smés pro analyzu DNA hovéziho masa.

Pro 1 vzorek (pl)

Pro 21 vzorku (ul)

PCR pufr (10x) 5 105
dNTP (10 mM) 2 42
primer Spol 1 21
primer cattle 0,6 12,6
Taq polymeraza 0,4 8,4
dd H,O 38 798
> 47
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Tab. 8 PCR smés pro analyzu DNA Kkufeciho masa.

Pro 1 vzorek (ul)

Pro 21 vzorku (ul)

PCR pufr (10x) 5 105
dNTP (10 mM) 2 42
primer Spol 1 21
promer chicken 3 63
Taq polymeraza 0,4 8,4
dd H,O 35,6 747,6
> 47

Po smichéni reakéni smési bylo nepipetovano do kazdé z 20 novych mikrozkumavek 47 ul

reakéni smési a 3 pl pfislusného DNA templatu . Po promichdni nasledovala amplifikace.

Podminky cyklovani byly: 95/5 min — (95/30s — 60/30s — 72/30s)35x — 75/5 min.

Gel byl ptipraven smichani 3g agar6zy s 200 ml pufru TAE. Po ochlazeni bylo pfidano 20

ul ethidium bromidu a néasledné se nechal gel ztuhnout pii laboratorni teploté na predem

sestaveném tacu s hiebeny. Po ztuhnuti byl gel zalit pufrem TAE a do prvni jamky bylo

nejprve naneseno 10 pl smési markeru a nandseciho pufru, nasledné bylo do dalSich jamek

naneseno vzdy10 pl smési vzoreku a nandseciho pufru.

Po provedeni elektroforézy byly vzorky vyhodnoceny a zdokumentovany v UV translumi-

natoru pomoci digitalniho fotoaparatu.
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5 VYSLEDKY

Vysledky gelové elektroforézy jsou zndzornény na nasledujicich obrazcich. Kazdy agard-
zovy gel obsahuje celkem 12 drah. Na prvni a posledni draze je nanesen DNA marker

s fragmenty DNA zndmé délky délenymi po 100 bp.

5.1 Metoda multiplex PCR.

398 bp —»
274bp —>
227 bp

Obr. 6 Agarozova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(227, 274, 398 bp), vzorky 1-10.

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

398 bp —>

274 bp —»
27bp ="

Obr. 7 Agarozova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(227, 274, 398 bp), vzorky 11-20.

U metody multiplex nevysly validni vysledky, protoze se nepodafilo prokazat pfitomnost
DNA veprového masa, kterda by méla byt pfitomna ve vSech vzorcich. Mohlo to byt zpiso-
beno Spatnym namichanim reakéni smési, Spatnym vybérem primerti nebo neptesnym pipe-
tovanim. Z divodu nevhodnych vysledkii nebyla uz dale pouzivana metoda PCR — multi-

plex.
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5.2 Druhové specificka PCR pro veprové maso

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Obr. 8 Agarozova gelova elektroforéza druhoveé specifické PCR
(398 bp), vzorky 1-10.

M 11 12 ‘113 14 15 16 17 18 19 20 M

Obr. 9 Agardzova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(398 bp), vzorky 11-20.

Na obrazku ¢. 8 a 9 byly viditelné prouzky u vSech vzorkd. Coz dosvédCuje, ze izolace

byla provedena spravné a Ze vSechny vzorky obsahovaly vepiové maso.

5.3 Druhové specificka PCR pro hovézi maso

3 4 56 78 910 M

274bp —»

Obr. 10 Agardzova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(274 bp), vzorky 1-10.
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M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 M

Obr. 11 Agardzova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(274 bp), vzorky 11-20.

Podle viditelnych prouzkli na agarézovém gelu jenz jsou zobrazeny na obrazku ¢. 10 a 11
bylo hovézi maso ptitomno celkem ve 2 vzorcich, a to ve vzorcich €. 4 a 5. MenS$i intenzita
zateni byla ve vzorku ¢. 5, coZz svéd¢ilo o menSim mnozstvi hové€ziho masa ve vyrobku
v porovnani s ostatnimi vzorky. Podle slozeni uvedeného na obalech, které je uvedené
v tabulkéch €. 2 a 3 by hovézi maso mély obsahovat vzorky €. 4, 5, 9. U vzorku €. 9 nebyla

pritomnost hovéziho masa potvrzena.

5.4 Druhové specificka PCR pro dribeZi maso

Urc¢eni ptitomnosti kutfeci DNA:

3 4 5 6 78 910 M

227 bp —»

Obr. 12 Agardzova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(227 bp), vzorky 1-10.
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M 11 12 13 14 1516 17 18 1920 M

227 bp—>

Obr. 13 Agardzova gelova elektroforéza druhové specifické PCR
(227 bp), vzorky 11-20.

Podle obrazku ¢.12 a 13 byla driibezi DNA ptitomna v 19 vzorcich, jeji koncentrace byla
ruzna. U vzorkt €. 1, 9, 11, 12, 16, 18 byla koncentrace dribezi DNA minimalni. Nejvyssi
koncentraci dribezi DNA m¢l vzorek €. 5, jenz mél jako jediny ve slozeni deklarovano
krati maso. U ostatnich vzorkd nebylo ve sloZeni na obale driibezi maso deklarovano, coz

sved¢i o mozném falSovani masnych vyrobkii.

Tab. 9 Piehled identifikovanych Zivo¢isSnych druhi v testovanych masnych

vyrobcich, vzorky 1-10.

Vzorek €. veprové DNA hovézi DNA kuteci DNA
1 + - + (velmi slabé)
2 + - +
3 + - +
4 + + +
5 + + (slabé) + (velmi silng)
6 + - +
7 + - +
8 + - +
9 + - + (velmi slabé)
10 + - T
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Tab. 10 Pi‘ehled identifikovanych Zivo¢iSnych druhu v testovanych masnych

vyrobcich, vzorky 11-20.

Vzorek €. vepiové DNA hovézi DNA kufeci DNA
11 + - -
12 + - + (velmi slabé)
13 + - -
14 + - +
15 + - n
16 + - + ( velmi slabé)
17 + - +
18 + - T
19 + - -
20 + - T
PCR produkt detekovéan +

PCR nedetekovan -
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6 DISKUZE

Masné vyrobky jsou potravinaiské vyrobky zhotovené z riiznych €asti zvitecich tél, nejvice
z masa a vnitfnosti. Krom¢ masa se k vyrob¢é masnych vyrobkl pouZzivaji i rizné piisady a
pochutiny (kofeni, voda, aj.) [58]. Podle zdkona o potravindch ma kazdy, kdo uvadi potra-
viny do ob&hu, povinnost je fadn¢ a pravdivé oznacit. Na obalu masnych vyrobkd musi byt
uvedeno, jaké druhy masa byly pouzity k vyrob¢. Vyrobce vSak nemusi uvadét, z jaké ¢asti

zvitete. Tedy vepifové maso miize znamenat jak svalovinu, tak vnitfnosti.

Prace byla zaméiena na ovéieni pravdivosti udaji, tykajicich se pfitomnosti jednotlivych
druhtt masa, uvedenych na obchodnim obalu vyrobki. Identifikace druht masa v masnych
vyrobcich zahrnovala testovani masnych vyrobki tepelné opracovanych. Pomoci metody
PCR byly u v8ech testovanych vyrobkt identifikovany jednotlivé druhy masa ve svych cha-
rakteristickych velikostech produkti PCR — pro maso dribezi 227 bp, hovézi 274 bp a
veptoveé 398bp (pocet para bazi). Diky rozdilnym velikostem produkti PCR Ize jednotlivé
druhy masa snadno deklarovat. Jen malo vzorki masnych vyrobka odpovidalo svym sloze-
nim deklaraci uvedené vyrobcem na obale, vétSina vzorkl vSak tomuto deklarovanému
sloZzeni neodpovidaly. Je mozné tedy predpokladat, Ze doSlo k zdmérmé druhové vyméné
masa, ¢imz byla porusena deklarovana receptura. Jednalo se o nahradu jakostniho druhu

masa za maso méné hodnotné.

Nejprve byla aplikovana jedna z modifikaci metod PCR, metoda mnohonasobné PCR. Do
reakéni smési bylo ptfidano ne€kolik parti primerd rozpoznavajicich nékolik rozdilnych cilo-
vych sekvenci, coz umoznilo analyzu nékolika Gsekit DNA soucastné v jedné reak¢éni sme-
si. Hlavni vyhodou této metody jsou nizsi cenové naklady a kratsi pracovni doba nez pfti
samostatnych aplikacich. Po provedeni metody mnohonasobné PCR byly detekovany ne-
realné vysledky. Kazdy z primertit ma svou optimdlni teplotu annealingu, proto je nutno u
metody PCR multiplex zajistit vhodnou teplotu, kterd bude optimalni pro vSechny primery.
Dtivodem nerealnych vysledk(i mohla byt Spatn€ zvolena teplota — piili§ nizka teplota, kte-
ra mohla zpusobit nespecifické pfipojeni primerti a tim vznik nespecifickych produktu.
Dalsim diivodem mohlo byt nespravné sestavené slozeni reak¢ni smési, nespravna volba
primert nebo také neptesné pipetovani. Metodu multiplex PCR je vhodnéjsi aplikovat pro
analyzu vyrobku, ktery obsahuje pouze jeden druh masa a ukolem je identifikovat tento
zivoCisny druh. Z divodu zapornych vysledkii (vepfovda DNA) bylo nutno bud’ metodu

spravné optimalizovat nebo pouzit jinou metodu.
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Z toho divodu byla dale pouzita klasickd PCR metoda z jednim parem primerd. V tomto
ptipadé byl do reakéni smési ptfidan par primerd, které maji schopnost rozpoznat pouze
urcitou cilovou sekvenci DNA jednoho druhu zvifete. Pro analyzu kazdého zviteciho druhu

bylo nutno pfipravit novou reakéni smés a provést novou reakci. Tato metoda byla casové

wevr

Jako prvni v potadi byla provedena druhové specifickd PCR na detekci vepfového masa,
protoze vSech dvacet analyzovanych vzork masnych vyrobkii od riiznych vyrobcti, které
byly odebrany z riznych obchodnich siti, mély ve sloZzeni uveden obsah veptfového masa.
Vysledky DNA analyzy prokéazaly, Ze vSechny vyrobky obsahovaly vepiové maso. Podle
intenzity prouzku viditelnych na agar6zovém gelu se koncentrace veprové DNA u jednotli-
vych vzorkli moc neliSila, jen u vzorku ¢. 19 byla intenzita niz8i. V tomto piipadé¢ tedy

nebylo prokazano falSovani potravin a byl potvrzen idaj v deklarovaném slozeni vyrobku.

V dalsim kroku byla provedena druhoveé specifickd PCR na detekci hovéziho masa. Bylo
analyzovano opét dvacet vzorkll masnych vyrobkl. Podle slozeni uvedeném na obale jed-
notlivych vyrobkli, mélo byt hovézi maso obsaZeno ve tfech vzorcich a to ve vzorcich
s Cislem 4, 5 a 9. Vysledky analyzy prokazaly pfitomnost hovéziho masa ve dvou vzorcich
a to vzorky oznaceny &isly 4 a 5. Vzorek &. 4 byla dusena $unka od kosti vyrobena v Ceské
republice, ve slozeni na obale bylo deklarovano 15 % hovéziho masa. Vzorek €.5 byla du-
Sena Sunka vyrobena v Polsku, na obale bylo deklarovano 8 % hovéziho masa. Viditelnost
prouzkid na agar6zovém gelu byla u vzorku ¢.4 mnohem vice intenzivngj$i v porovnani se
vzorkem 5, coz svédci o vyssi koncentraci hovézi DNA ve vzorku €.4. U vzorku €. 9 tedy
opavského Sunkového salamu vyrobeného v Ceské republice se analyzou nepotvrdila pri-
tomnost hovéziho masa. Zde by se mohlo jednat o falSovanou potravinu, nakolik nebylo

dodrzeno deklarované slozeni vyrobku.

Jako posledni byla provedena druhové specifickd PCR na detekci dribeziho masa. Zde
bylo ptedpokladano, Ze se v zakoupenych vyrobcich bude vyskytovat kufeci maso, kterym
se nejcastéji falsuji masné vyrobky. Ze 20 zkoumanych vzorkli obsahovalo 19 vzorkt dri-
bezi DNA v raznych koncentracich a to i pfes to, Ze u Zadného z 20 vzorkli nebyla u 19 na
obale deklarovana ptitomnost kureciho masa. Nejvyssi intenzitu zareni v agarézovém gelu
me vzorek s ¢islem 5, jednalo se o duSenou Sunku pochazejici z Polska, ktera méla obsaho-
vat kromé& 74 % veptového masa také 7% masa kratitho. Nami pouzita metoda vSak neni

schopna odlisit kruti a kufeci DNA. Pomérné intenzivni prouzky byly také u vzroki: ¢. 3
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(dugena Sunka, ptivod Némecko), &. 4 (Sunka od kosti ptivod CR), ¢&. 6 (delikatni dusena
$unka ,ptivod Mad’arsko), &. 10 (dusena vepiovéa $unka pro déti, ptivod CR), ¢. 15 (debre-
cinska peceng, pavod CR), &. 17 (vepiova $unka, pavod CR), &. 19 (dusena $unka, pavod
CR). U ostatnich vzorki byla prokézana ptitomnost kufeci DNA jen v nizkych koncentra-

cich.

Divodil vyskytu nedeklarovaného masa ve vyrobku je n€kolik, pfedevsim je to snaha né-
kterych vyrobcili uSetfit a nahradit drazsi maso, levnéjsi a 1épe dostupnou surovinou a tim
snizit naklady na vyrobu. Snaha vyrobct uvadét nespravné slozeni na obale vyrobku vede
ke klamani spotiebitele. Klamavé oznaceni masnych vyrobkli ma negativni dopad na spo-
tiebitele tedy konzumenta, pro n¢hoZz mize znamenat nesprdvné oznaceni vyrobku
v lepSim piipadé ztratu diveéry v hor§im piipad€ i mnohd zdravotni rizika. Spravné sloZeni
masnych vyrobku je velmi diilezité pro rizné nabozenské komodity, které uctivaji zdkaz

konzumace nékterych zivocisnych druhu.

Definice falSovani potravin zatim neni zdkonem stanovend, ale spotiebitelé jsou chranény
pied falSovanim zakonem ¢. 110/1997 Sb., zdkonem o potravinich a tabdkovych vyrob-
cich. Tento zakon upravuje podminky pro splnéni pozadavki jakosti a zdravotni nezdvad-
nosti, na oznaceni potravin a dolozeni zem¢ pivodu, na vyrobu, skladovani, uvadéni do
obéhu, ukladani pokut a dalsi manipulace s potravinami a tabakovymi vyrobky za ucelem
ochrany zdravi a ekonomickych z4jmu spotiebitele. Podle tohoto zdkona jsou vyrobci po-
vinni uvadét celé slozeni vyrobku na obalu a v ptipad€ prodeje nebalenych potravin je nut-

no mit tyto informace na prodejn¢.

Pfi¢inou neoznacdeni spravného a zaroven drazsiho druhu masa na obale vyrobku muze byt
zpracovani masa s neznamym puvodem. Kazdé jatecni zvife musi pfed porazkou podstou-
pit prohlidku vykonanou veterinarnim lékatem, pokud zvife nevyhovuje pozadavkiim pro
zdravé zvite nesmi byt pouzito pro vyrobu potravin urcenych k lidské spotiebé a thned mu-
si byt odevzdano k likvidaci. Smérnice Rady 2002/99/ES, kterou se stanovi veterinarni
ptedpisy pro produkci, zpracovani, distribuci a dovoz produktl zivocisného ptivodu urce-
nych k lidské spotieb¢, stanovuje, ze produkty zivocisného plivodu museji byt ziskany ze
zvitat, které nepochazeji z hospodafstvi, zatizeni, z uzemi nebo ¢asti izemi, na néz se
vztahuji pfislusna veterinarni omezeni. Pti falSovani tedy mtze dochazet ke zpracovani

takto ziskanych Zivoc¢iSnych produktii a nahrazeni jimi jiny zivociSny produkt, pficemz
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zivoc€isny produkt ziskany za nejasnych okolnosti bude na obsahu slozeni vyrobku opome-

nut.

Ptitomnost DNA z jiného Zivocisného druhu nez je uvedeno na obale nesvéd¢i vzdy o pii-
tomnosti masa toho druhu v masném vyrobku a nemusi se tedy hned jit o zdmérné falSova-
ni. Mnoho vyrobcil pfidava do masnych vyrobki bilkovinné pojivové tkan¢ ve formé kuzi,
které obsahuji velké mnozstvi kolagenu. I to vSak nic neméni na povinnosti oznacit pii-
tomnost suroviny jiného ptivodu ve vyrobku. Nekteti vyrobci pouzivaji kolagen jako na-

hrazku tuku do zpracovanych masnych vyrobki [59].

Dalsim odiivodnénim pfitomnosti jiné¢ho zivocisSného druhu nez je uvedeno ve slozeni na
obale vyrobku mize byt pfitomnost strojn¢ oddéleného masa (SOM). Jedna se o produkt
ziskany strojnim oddé€lenim zbytkli masa, které zlistaly po vykosténi na kostech. Pti zpra-
covani takovéhoto masa dochdzi ke zméné¢ struktury svalovych vlaken, maso je zrnité a
podoba se mletému masu. Pro zachazeni s takovymto SOM jsou stanovena velmi pfisna
pravidla v natizeni 853/2004/ES o hygien¢ ZivociSnych produktli (nesméji pouzivat dribe-
zi béhaky, kize z krku, hlava, atd.) SOM se mize pouzivat do tepelné oSetfenych vyrobkd,
pokud to u nékterych neni vyslovné zakazano (v CR je vyhlagkou 326/2001 zakazano pou-
zit separat naptiklad do Sunkového ¢i gothajského salamu). Pii oznacovani masnych vy-
robkt se separat uvadi ve vyctu slozek, ale neni zahrnut do ptepocteného a uvedeného po-
dilu obsazeného masa. Pokud ptitomnost separatu neni uvedena na obale, tak se vyrobce

dopousti falSovani. Hlavnim diivodem takovéhoto jednani je snizeni ndkladt vyrobku.

Dal8im vysvétlenim pfitomnosti jiné DNA v masnych vyrobcich miiZze byt nedostate¢na
hygiena a Cistota strojniho zafizeni. Vyroba masnych vyrobki spociva v fad¢ na sob¢ nava-
a michani, které se provadi na strojnim zafizeni zvaném kutr. V ptipad¢, Ze byly na kutru
po sob¢ zpracovany masa ruznych zivoc¢isnych druhii, mohlo dojit ke kontaminaci jednoho
druhu, druhym druhem masa. V tomto piipadé by byla koncentrace ptitomného nedeklaro-
vaného zivocisného druhu pomérné malé a nejednalo by se o zdmérné falSovani masnych

vyrobk.

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je jednou z nepouzivanéjSich metod pro prikaz fal-
Sovani potravin. Vysetieni pfitomnosti nedeklarovanych slozek kuteciho, veptového a ho-

véziho masa bylo provedeno pomoci metod PCR zalozZené na druhé specifité primert. Diky
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zjednoduSeni metod sekventovani DNA se ¢im dal vice pouzivaji postupy identifikace dru-
ht zalozené na porovnavani zmén v této informacni molekule - receptu na vlastnosti de-
terminujici fenotyp organismu. U Zivocichli se ¢im dal vic prosazuje princip nazyvany
»DNA carovy kod“ [60-62], kde na zékladé porovnani sekvenci kolem 560 bp dlouhého
amplifikovaného tseku cox/ genu se s pomoci rostouci databdze déa jednoznaéné urcit bio-

logicky druh.

Pro identifikaci falSovani potravin se v praxi vyuziva nejvic amplifikace DNA pomoci dru-
hov¢ specifickych primerti. Podstatou testu je schopnost nativni Tag polymerazy syntetizo-
vat vyhradné DNA z primerti s vybornym parovanim béazi na 3" konci. To znamend, ze
primer komplementdrni ke specifickému useku DNA jednoho druhu nebude amplifikovat
usek DNA ostatnich zvifat. LOCKLEY a BARDSLEY (2000) se zmitiuje, Ze DNA je ter-
mostabilngj$i nez proteiny a navic je pfitomna ve vétSiné bunc¢k organismu, coz usnadiuje
identifikaci jakéhokoliv vzorku. MARTIN a kol. (2007) popisuje, Ze &m je ve vzorku nizsi
procento zastoupeni hledané ptimési, tim je detekce amplifikovanych produkti slabsi, coz
bylo potvrzeno i u 20 nami zkoumanych vzork. MURUGAIAH a kol. (2009) tvrdi, ze
intenzita produkti neni zavisld jenom na koncentraci, ale také na piitomném druhu ve
vzorku. Z vysledku naSich analyz se jevi, ze vepfova DNA ma silnéjsi viditelnost amplifi-
kovanych produktli na agar6zovém gelu nez kuteci nebo hovézi DNA, coz ale nesouvisi
s men$i intenzitou amplifikace u zminénych druht, ale s jejich surovinovym podilem v

zkoumaném vyrobku piipadné€ s obsahem inhibitort polymerazy ve vzorcich.

Podle LOCKLEY a BARDSLEY (2000) testy zalozené na PCR mohou byt provadény
s mnohem niz§im mnozstvim pocate¢niho materidlu diky amplifikaci, kterou tato metoda
umoziuje. Tepelné procesy nad 100 °C mohou zpusobit spontanni fragmentaci DNA, coz
je velmi dualezitym kritériem pro spolehlivost provadénych testli. U mikrobiologickych
metod je nutné pro ziskani dobrych vysledki alesponi 5 g vzorku, u PCR metod postaci 0,4
g vzorku. Pfi identifikaci Zivoc¢iSnych druhii v krmivu bylo v této praci pouzito 1 g vzorku,

toto mnozstvi obsahovalo dostatecné mnozstvi DNA pro PCR amplifikaci.
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ZAVER

V mnoha ptipadech je falzifikat potravin na prvni pohled k nerozeznédni od origindlu a jen
pomoci drahych analytickych metod provadénych v laboratotich 1ze prokazat zdménu pou-
zitych surovin, nebo také jinych surovin, nez deklaruje vyrobce na etiketé vyrobku. Spotte-
bitelé by méli byt chranéni proti takovymto piipadiim, tak aby obsah zbozi které si zakoupi
odpovidalo tdajim uvedenym na obale. Povinnost zajiStovat kontrolu spravného oznaco-
vani v oblasti potravin uklada fada evropskych smérnic, které byly zapracovany do zédkona

o potravinach a tabadkovych vyrobcich.

FalSovanim potravinaiskych vyrobkil se rozumi ptedevsim nahrada jakostnéjsi suroviny za
méné hodnotnou, ¢imz dojde ke zvyseni zisku vyrobce na ukor spokojenosti spotiebiteltl.
V piipadé falSovani masa a masnych vyrobkli dochazi nejCastéji k zdméné¢ druhu masa,
ptipadné zivocisné a rostlinné bilkoviny.

Pro kontrolu slozeni masnych vyrobka bylo vypracovano nékolik metod, diky kterym lze
nepoctivé jednani vyrobcli odhalit. Jednou z nejvice specifickych metod pro zjisténi falSo-
vani potravin je metoda PCR (polymerazova tetézova reakce) umoziiujici presnou identifi-
kaci surovin Zivoc¢isného puvodu. PCR je schopna rozlisit jednotlivé druhy mas pouzitych

v masném vyrobku a detekovat jiz 1% ptidavek masa.

Cilem diplomové prace bylo prokazat falSovani potravin na zakladé analyzy DNA. Vy-
zkumna ¢ést prace byla provedena v laboratoii molekularni biologie na Univerzit¢ Tomase
Bati ve Zlin¢. Zkoumanym piedmétem byly masné vyrobky, zakoupené piedevSim ve vét-
§ich obchodnich fetézcich. Ugelem bylo analyzovat metodou PCR dvacet vzorkii masnych
vyrobki se zaméfenim na prikaz zivociSnych surovin tfi druhti hospodatskych zvitat (skot,

prase, kuie).

Nejprve byla izolovana DNA ze dvaceti vzorki a nasledné byla provedena analyza rliznych
zivoc¢isnych druhii v masnych vyrobcich metodou PCR. Vepiové maso bylo prokazano u
vSech vzorkll, coz odpovidalo sloZeni na etiketé. Hovézi maso bylo prokdzano ve dvou
vzorcich, ov§em podle slozeni uvedeného na obale, mély hovézi maso obsahovat tfi vyrob-
ky. Kufeci maso bylo prokazano u vétSiny zkoumanych vzorka i kdyZ ani jeden z vyrobku
nem¢él na obale deklarovano kufeci masa (pouze jeden vyrobek mél deklarovano kriti ma-

s0). Na zéklad¢ téchto nalezi, 1ze konstatovat, Ze bylo prokdzano falSovani potravin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AFLP

CAPS
dATP
dCTP
ddH,O
dGTP
DNA
dTTP
EDTA
ELISA
GC-MS
GMO
HLPC
IEF

kb
mtDNA
PCR
qPCR
RAPD
RFLP
SDS

SSCP

amplified fragment length polymorphism
pary bazi

cleavable amplifiable polymorphic sequencific
deoxyadenosin trifosfat

deoxycytidin trifosfat

redestilovana voda

deoxyguanozin trifosfat

deoxyribonukleova kyselina

deoxythymidin trifosfat
ethylendiamintetraoctova kyselina
enzyme-linked immunosorbent assay
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
geneticky modifikované organismy
vysoceucinna kapalinova chromatografie
izoelektrickd fokusace

kilobase

mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina
polymeréazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce
randomly amplified polymorphic DNA
polymorfismus délky restrikénich fragmenta

dodecylsulfat sodny

single-stranded conformation polymorphism analysis
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SZPI

TAE

TE

VNTR

Statni zemédélska a potravinaiska inspekce
Tris-acetat-EDTA
Tris-EDTA

variable number tandem repeal
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