DEBRECENI EGYETEM
Mezbgazdasig-, Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar

ALLATTENYESZTESI TUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Doktori Iskola vezeto:

DR. KOVACS ANDRAS
egyetemi tanar, az MTA doktora

TEMAVEZETO:

Dr. Czeglédi Levente Ph.D.

FAJAZONOSITAS ELELMISZEREK]}GL PCR SSCP METODIKA
FEJLESZTESEVEL

Keszitette:

CSIKOS ADAM
doktorjeldlt

Debrecen

2015.



FAJAZONOSITAS ELELMISZEREKBOL PCR SSCP METODIKA
FEJLESZTESEVEL

Ertekezés a doktori (Ph.D.) fokozat megszerzése érdekében
az allattenyésztési tudomanyok tudomanyagban

frta: CSIKOS ADAM okleveles molekuléris biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola
(Kérédzok — Allatitermék-eldallitds Doktori Programja) keretében

Témavezetok: Dr. Czeglédi Levente Ph.D.
A doktori szigorlati bizottsag:

Elnok: Dr. Kovacs Andrés D.Sc.
Tagok: Dr. Zsolnai Attila Ph.D.
Dr. Véarszegi Zs6fia Ph.D.

A doktori szigorlat idépontja: 2015. november 26.

Az értekezés biraloi:

név fokozat alairas
Dr. Pecsenye Katalin PhD
Dr. Zsolnai Attila PhD
A biralébizottsag:
név fokozat alairas
elnok:
tagok:
titkar:

Az értekezés védésének idOpontja: 2016 ...........coviiiiiian.L.



TARTALOMJEGYZEK

VEGYSZEREK JEGYZEKE ..........cooivieieieseeseessesesieseniesesisssssss s sen s senasnassennens 6
1. BEVEZETES......ooooiiiiiiiiiiiniessiesis st 7
2. CELKITUZES .......ccoooiiiiiiiiiiiieieiieseses s 9
3. TRODALMI ATTEKINTES .......ccoooniiimiiiiriinenississsisssses s 10
3.1 SIMPIEX PCR....ceeiiee ettt neeaeanaenne s 11
3.2 DUPIEX PCR ...ttt 12
3.3 MUIIPIEX PCR ... 13
3.4 PCR reakciok univerzalis primerekkel..................cccoooeiviiiiiiiiiiiiiiiieieee, 13
3.5 PCR-rel kapcsolt teChnikak ...............c.cocooiiiiiiiiiiiiiiiiei e 14
3.5.1 PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-restriction fragment
length polymorphism, PCR-RFLP) ......cccccoiiiiiiie e 15
3.5.2  PCR-egyszalu DNS konformacio polimorfizmus (PCR-single strand
conformation polymorphism, PCR-SSCP) ........cccccceiiiiiiiiiese e 16
3.5.3 PCR-hémérséklet gradiens gélelektroforézis (PCR-temperature gradient
gelelectrophoresis, PCR-TGGE) ........cccuiuriiiiiiiiiie et 18
3.5.4  PCR-idében valtozo hémérsékletii gélelektroforézis (PCR-temporal
temperature gelelectrophoresis, PCR-TTGE) ........c.ccccuviiiiiiienene e 19
3.5.5 PCR-denatural6 gradiens gélelektroforézis (PCR-denaturing gradient
gelelectrophoresis, PCR-DGGE) ..........cccouiiiiiiiiiie et 19
3.5.6  PCR-random amplifikalt polimorf DNS (PCR-random amplified
polymorphic DNA, PCR-RAPD) ......coiiieii ettt 20
3.5.7  PCR-amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus (PCR-amplified fragment
length polymorphism, PCR-AFLP) ......cccoiiiiie e 21
3.6 DINS SZEAVENALAS ...t 22
3.7 Kvantitativ real-time PCR (QPCR).......ccooiiiiiiiiiiieceee e, 23
3.7.1  QPCR reakcid KI€TteKel€Se .......ooruririiiiieiiiiiee e 26
3.8 GELEleRIrOfOTEzIS ..o 27
3.8.1  Poliakrilamid géleleKtroforézis..........covirieriiiiniieiiiieiiesese e 28
3.8.2  Agardz géleleKtroforezis.........oovviiiiiiiiiiiciicec 29
3.8.3  Mobilitast befolyasold tENYEZOK ..........cccurveriririiiieiiiicieeiee e 29
3.9 Kapillaris elektrofOrezis............couvuiiiiiiiiiiiiiieiiiie et 31
3.10 Primertervezés a fajazonositasi vizsgalatok SOVAN ................cccovvviviiiniinnnn, 32
3.11 Nem PCR alapu modszerek az élelmiszerekbdl torténd fajazonositasban....... 34
4. ANYAG ES MODSZER.........coooommiiiiiriiinniieeseiissssisesssissessesesee s 36



4.1.  Altaldnosan alkalmazott MOASZEIek ...........covveeeveeeeeererereeeseeeserereeseeeeeserereeens 36

4.1.1. Bioinformatikai eszkdzok alkalmazasa PCR primerek tervezése soran.. 36

4.1.2. DNS iz0lAlas MOASZEICI.......couviviiiieiiiiiiiciee e 38
4.1.3. DNS izolatumok mindségi €s mennyiségi ellendrzeése .........covvvvvrivvrnnnnnn. 39
4.1.4  PCR reakciok altalanos 1€PESEI......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
415  Agardz geleleKtroforezis........oouiiiiiiiiiiiiiciicsee e 40
4.1.6 PCR-SSCP modszer altalanos [EPESEl ......covvvvvviviiiiiiiiiiiiiiie i 41
4.1.7  Kapillaris eleKtrofor€zZis......coouviiiiiiiiiiiiiieiiiec s 42
4.2 A tej és tejtermékek vizsgalatanak specifikus modszertana ............................. 43
421 MINEAK c.oiiiiiiiiiicece e 43
4.2.2  DNS 1zolalas specifikumai.........cccovuiiiiiiiiiiiiiiiie i 43
4.2.3  AIKaIMAazott PriMErek ..........coiiiiiiieieiee e 44
4.2.4  Alkalmazott PCR reakciok specifikumai..........c.ccooveniiiiiiiiiiiicnicnee 44
4.2.5 Duplex-PCR reakci6 juh-szarvasmarha DNS keverékek esetében —
kvantitativ kimutatasi lehetdségek vizsgalata............cccooviiiiiiiniiiicicc 46
4.2.6  Comet-assay — Ustokds géleleKtroforézis........ouiinirerniiainrererieserssennns 48
4.3 Hus és hustermékek vizsgalatanak specifikus modszertand..................c.......... 50
4,31 MINEAK .c.eiiiiiiiiiciieieeee e bbb 50
4.3.2  DNSIZOIAIAS ..o 50
4.3.3  AIKaIMazott PrimMerek ..........coiiiiiiiiiiee e 50
4.3.4  Alkalmazott PCR reakcidk specifikumai..........ccooeviiiviiieniiniinicieieen 51
4.3.5  Sertés eredetll hiis, maj és zsir kimutatasa marhahtisban CE-SSCP
MOASZEITEL. ...ttt er e ne e 51
4.4  Halfajok vizsgalatanak specifikus modszertana..................ccccoccoeeeivciinnnnnnne. 52
A4 T MINEAK .c.oiiiiiiiiicecce e 52
442  DNSIZOIAIAS ...ooviiiiiiiiie e 53
4.4.3  AlKalmazott primerek .........ccoooveiiiieiececee e 53
444  Alkalmazott PCR reakcidk specifikumai.........cccoeviiiiiiiiiniiiiciiicn, 53
445 PCR reakciok univerzalis primerek felhasznalasadval — Csoportositott
KAMUEALAS ...ttt n e e 54
4.4.6  Ponty DNS jelenlétének kimutatasa bomlasnak indult halhusbdl, illetve
LIEGYIATVADOL ... 55
4.4.7  Halfajok azonositasa kapillaris elektroforézis — egyszali DNS
konformacié polimorfizmus médszerrel (CE-SSCP) .........cccoovviiiiiiiiiiiieieien, 56
EREDMENYEK ......oooouiiiiiiiiminiiseiesiss s ssssssss s ssssssssnees 57
5.1  Tej és tejtermékeének vizsgalata PCR-SSCP modszerrel ...............cccoeeiveninne. 57

5.1.1 Hoémérséklet gradiens PCR reakciok agardz gélelektroforetikus
ETEAMEIYCT ...t 57



5.1.2 PCR-SSCP vizsgalatok poliakrilamid gélelektroforetikus eredményei.... 61

5.2  Duplex-PCR reakcio juh-szarvasmarha DNS keverékek esetében — kvantitativ
kimutatasi lehet6ségek VizSGAlAtQ ................cccoeiiiiiiiiiiiiiii e 68
5.3 USIOKGS GELELEKIIOfOFEZiS ...vvvveveerereeeieeeeeeieeseeisee ettt 70
5.4  Hus és hustermékek vizsgalata PCR SSCP metodika alkalmazasaval............. 75
5.5  Sertés eredetii hus, mdj és zsir kimutatasa marhahusban CE-SSCP modszerrel
80
5.6  Halfajok azonositasa és elkiilonitése PCR SSCP metodika alkalmazasaval ... 83
5.7  Ponty DNS jelenlétének kimutatasa bomlasnak indult mintabol, illetve
LEGVIATVADOL ... 88
6. KOVETKEZTETESEK ........coooouiiiiimiriiiinsiisiinsissssssssssssssssssssssssssssenns 90
7. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK .......ooooviiriiiiiniineinsinsesssesseenese 94

8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK GYAKORLATI

HASZNOSITHATOSAGA .......c.oooooeeeeeeeeeeeee e 96
9. OSSZEFOGLALAS...........coovoieieeeeeeeeee e 97
10. SUMMARY ....ooovoevireeereeiesieesesees s s st s s ses st s s sens 100
TIRODALOMUIEGYZEK ........oooooiiiiiiiniieeseieeiesseeeesieeseevessss s sessssass s 103
PUBLIKACIOS JEGYZEK ........c.cooovviimiieieieisieeeeeesee e es e 123
KOSZONETNYILVANITAS .....cooooiiiiiiiceceeeeeeee e 126



VEGYSZEREK JEGYZEKE

agar6z (Lonza)

natrium-borohidrat (Sigma)

akrilamid/bisz-akrilamid (Sigma)

natrium-hidroxid (VWR)

ammonium-perszulfat (Sigma)

natrium-karbonat (Sigma)

bromfenol kék (Sigma)

natrium-klorid (Sigma)

dNTP (Fermentas)

PBS puffer (BioSciences)

Dream Taq polimeraz (Fermentas)

Pluronic F108 polimer (Sigma)

Dream Tagq puffer (Fermentas)

Proteinaz K (Sigma)

ecetsav (Sigma) SDS (VWR)
EDTA (Scharlau) TAE puffer (Lonza)
etanol (VWR) TBE puffer (Sigma)
etidium-bromid (Invitrogen) TE puffer

extrakcids puffer

tetrametil-etiléndiamin (BioRad)

eziist-nitrat (Sigma)

Tris-HCI (VWR)

FAM-jelolt forward (Life Technologies)

Tween20 (Spektrum 3D)

fenol (Sigma)

vérmoso oldat

folyékony nitrogén

VIC-jelolt reverse (Life Technologies)

formaldehid (Sigma)

formamid (Sigma)

GelRed (Biotium)

Genomic Mini Kit (Geneaid Biotech)

GeneticAnalyzer puffer (Life Technologies)

HiDi formamid (Life Technologies)

izopropanol (Merck)

kalium-Klorid (Scharlau)

kloroform-izoamil-alkohol (Sigma)

lizis puffer

LIZ™ (Life Biotechnologies)

LMPA (Lonza)

MgCI° (Fermentas)




1. BEVEZETES

Az elmult években bekovetkezett ¢lelmiszerhamisitasi botranyok nem csak a
problémaval mar eddig is foglalkozo kutatdi tarsadalom, de a fogyasztok figyelmét is
rairdnyitottdk egy igen jelentds, az élelmiszerbiztonsagot veszélyeztetd problémara.
Nevezetesen arra a gyakorlatra, hogy egyes termeldk a nagyobb haszon reményében
alacsonyabb koltségli 6sszetevoket hasznalnak fel termékeik eldallitasahoz, azonban az
adott terméket ilyen esetben félrevezetd cimkézéssel 1atjak el, ami magasabb koltségii
Osszetevoket jelez a vasarld szdmara, igy magasabb Osszeget fizet ki egy olyan
termékért, ami valdjaban a jelzett 6sszetevot vagy sokkal kisebb aranyban, vagy akar
sz¢lsOséges esetben egyaltalan nem tartalmazza. Jo példa erre, amikor a tapasztalatlan
fogyasztonak konnyliszerrel tudnak eladni sertéshust, holott valdjaban borjuhust
szeretett volna vasdrolni. Itt vetddnek fel olyan vonatkozisai is az
¢lelmiszerhamisitdsoknak, amelyek mar nem tisztdn gazdasdgi kérdéssé teszik a
problémat, hanem egészségiigyi vagy bizonyos esetekben vallasi aggéilyokat is
felvetnek. Egészségiigyi szempontbol gondolnunk kell arra, hogy egyes személyek
esetében a termék cimkézésén fel nem tiintetett Gsszetevok akar sulyos allergias reakciot
is kivalthatnak, vagy a vallasi szempontot figyelembe véve tudhatjuk, hogy bizonyos
vallasi  csoportokhoz tartozd emberek nem fogyaszthatnak meghatarozott

¢lelmiszereket.

A fentebb felvazolt probléma a kutatokat analitikai modszerek szamos valtozatanak
fejlesztésére sarkallta. Ezeknek a modszereknek a fejlesztése folyamatosan zajlik annak
reményében, hogy minél érzékenyebb, ugyanakkor minél szélesebb korben
alkalmazhatd6 és  koltséghatékony  metodikdk  alljanak  rendelkezésre az
¢lelmiszerhamisitdsok kiszlirésére. Az allati eredetli ¢€lelmiszerek vizsgalatara
alkalmazott analitikai és molekularis biologiai modszereket a kimutatandd anyag tipusa
alapjan harom nagyobb csoportra lehet felosztani: zsirsavosszetétel alapjan torténd
kimutatas, fehérje- ¢s DNS-alaptl technikak. A felsorolt harom nagy csoport koziil a
fehérje- és DNS-alapu metodikdk terjedtek el szélesebb korben. A fehérje alapu
modszerek koziil is kiilon érdemes kiemelni az immunolégiai, kromatografids és
elektroforetikus eljarasokat, amelyek rendkiviil pontos kimutatast tesznek lehet6vé,

azonban a vizsgalati koltségek viszonylag magasnak mondhatoak.



A legujabb keletli kutatési teriiletet képviselik a DNS-alapti mddszerek (Plath és
mtsai., 1997). A legtobb a DNS vizsgalatan alapuld modszer a polimeraz lancreakciora
(PCR, polymerase chain reaction) épiil (Mullis és Faloona, 1987). A PCR reakci6 nagy
elénye, hogy kombinalhatdo bizonyos molekularis genetikai metodikakkal — jelen
esetben ez az egyszali DNS konformdcié polimorfizmus — igy még specifikusabba lehet
tenni egy adott faj adott génjének a vizsgalatat, ezen keresztiil pedig az élelmiszerekbol
torténd fajazonositds eredményessége novelhetd. Jelen esetben az élelmiszerekbdl
torténd fajazonositas lehetdségeinek vizsgalatat kereskedelmi forgalombol szarmazéd
sajtok, hustermékek és haltestek felhasznalasaval tervezzilk végrehajtani, emellett
parhuzamosan a kvantitativ kimutatas lehetOségeit is tesztelni szeretnénk, illetve az
érlelésnek alavetett termékek esetében a DNS degradaltsagi fokardl szeretnénk képet

kapni.



2. CELKITUZES

Munkam soran célul tiztem ki PCR-egyszali DNS konformacio polimorfizmus
modszer fejlesztését ¢lelmiszerekbdl torténd fajazonositds soran. A tervezett munka

kapcsan az alabbi rész-célkitlizéseket tettem:

- tejkeverékek esetében a modszer érzékenységének vizsgalata, valamint
sajttermékekbdl  torténd fajazonositds a modszer alkalmazhatosaganak

tesztelésére PCR-SSCP modszerrel,

- huskeverékek esetében a moddszer érzékenységének vizsgalata, valamint
hustermékekbdl torténd  fajazonositds a modszer alkalmazhatésaganak

tesztelésére PCR-SSCP modszerrel,

- magyarorszagi édesvizekbdl szarmazd halfajok elkiilonitési lehetdséger PCR-

SSCP és kapillaris elektroforézis modszerrel,

- juh és szarvasmarha fajok esetében a kvantitativ elemzés lehetdségeinek
vizsgalata, valamint a kvantitativ kimutatas alkalmazhatosagénak vizsgdlata

kereskedelmi forgalombol szarmazé termékeken.



3. IRODALMI ATTEKINTES

Mivel az elmult, megkdzelitdleg két évtizedben kiemelkedd fontossadguva valt az
¢lelmiszerbiztonsdg fenntartdsa ¢és annak monitorozasa, kiilonds tekintettel az
¢lelmiszerhamisitasok kisziirésére, a szakemberek szamos metodikat dolgoztak ki az
¢lelmiszerekbdl torténd fajazonositas kivitelezésére. Szamos esetben tortént mar olyan
eset, ami kiilondsen felkeltette a fogyasztoi réteg figyelmét. Itt elsdsorban a
nagymértékii élelmiszerhamisitasokra kell gondolni, melyek sordan egy teljes régio,
orszag, egyes esetekben tObb orszag is érintetté valik. Az egyik leginkabb ismert
¢lelmiszerhamisitasi botrdny a Nagy-Britanniabdl 2013 februarjaban kiindulé 16hus
botrany volt, aminek kezdetén 100 kg mennyiségii 16hust taldltak marhahtst feldolgozo
lizemben, ¢és a tovabbi vizsgalatok azt is megallapitottak, hogy az Eurdpai Unid szamos
orszgaba jutott a hamisitott termékekbdl. Az élelmiszerhamisitas tobbféle mddon is
torténhet, legtobb esetben szandékosan atcimkézik az egyes termékeket, de vannak
olyan esetek, amikor nem engedélyezett szinezékkel érik el, hogy az adott hus
hasonlitson az eladni kivant termékre. Erre példa az a gyakorlat, ami soran karotinoidos
tappal etetett pisztrangot lazacként forgalmaznak. Elelmiszerhamisitasnak szamit az
eredetvédett termékek helyetesitése alacsonyabb eldallitasi koltségli és mas eredettel
rendelkezd termékekkel is. A fentebb emlitett példdkon tul a figyelem fokozodésat a
szigoroddo kormanyzati szabalyozasok is elGsegitették (Bottero és mtsai., 2003). A
kimutatand6 anyag természete alapjan harom nagyobb metodikai csoport kiilonithetd el:
zsirsavosszetétel szerinti elvéalasztasi technikak, fehérje- és DNS-alapti kimutatési
modszerek. A zsirsavOsszetétel kimutatasara alkalmazott mddszerek hatranya, hogy
nem minden esetben vezetnek teljességgel megbizhato eredményre, ilyen eset a sovany
tejb6l vagy tejporbdl késziild termékeknél fordulhat eld. Ezért sokkal inkabb
megbizhatd technikdk a fehérje- és DNS-alapu eljarasok. A fehérjék kimutatisan
alapuld metodikak k6z¢é sorolhatjuk az immunoldgiai (Anguita és mtsai., 1996; Richter
¢és mtsai., 1997), elektroforetikus (Amigo és mtsai., 1992) és kromatografias eljarasokat
(Haza ¢és mtsai., 1995). Az immunologiai moddszerek koziil az enzim-kapcsolt
immunoszorbens assay (ELISA) terjedt el leginkabb egyszerti alkalmazhatdsaga és
automatizalhatésaga miatt (Giovanacci ¢és mtsai., 2004). Elektroforetikus technikdk
kozil elterjedten alkalmazzak az egy dimenzids-poliakrilamid gélelektroforézist (1D-
PAGE), az izoelektromos fokuszalast (IEF) (Amigo és mtsai., 1992; Commission
Regulation, 1996). A kromatografiass modszerek sorabdl a legnagyobb teret a nagy
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nyomasu folyadékkromatografia (HPLC) kapta a fajazonositasi vizsgalatokban (Mayer
¢és mtsai., 1997).

A fehérje-alapu kimutatasi modszerek sokkal szélesebb korben alkalmazhatoak, mint
a zsirsavosszetétel kimutatdsara alkalmazott eljarasok, valamint igen kis aranyu jelenlét
mellett is képesek az adott élelmiszerben jelenlévd, de oda nem illd allati eredetii
Osszetevd kimutatdsara. Ugyanakkor ezek a modszerek jelentés miiszer- ¢és

koltségigénnyel birnak.

A polimeraz lancreakcié (polymerase chain reaction, PCR) tette lehet6vé azt, hogy
rendkiviil kis mennyiségii DNS mintabdl a megfeleld koriilmények biztositasa mellett
exponencialisan megndveljiik az altalunk vizsgalni kivant DNS szakasz mennyiségét.

Egyben ez a mddszer alapozta szamos tovabbi mddszer kialakulasanak a lehetségét is.

3.1 Simplex PCR

A modszer legalapvetdbb és egyben legegyszerlibb alkalmazdsi forméja a simplex
PCR reakcid, amelynek soran egyetlen primerpar (lanckezdd oligonukleotidok)
felhasznalasaval szaporitanak fel egy adott szakaszt a DNS-en (/. dbra). A simplex
PCR reakcidkban alkalmazott primereket meg lehet tervezni uigy, hogy fajspecifikusak
legyenek, vagyis a fajra jellemzé méretli szakaszt szaporitanak fel. Santos és mtsai.
(2012) egy vizsgalatban a mezei nyul (Lepus europaeus) mitokondrialis genomjaban
talalhato citokrom b (cytb) gén meghatarozott szakaszara terveztek fajspecifikus
primereket. Ennek a primerparnak a segitségével egy 127 bazispar (bp) hosszlisagl
szakaszt szaporitottak fel, ez a szekvenciarészlet 100%-osan specifikus a mezei nytlra,
ugyanis mas nyulfajok esetében a szekvencia eltéréseket mutat az adott régidban. Egy
2010-es tanulmanyban ugyanakkor baromfifajoktol és sertésektdl szdrmazo husokat
vizsgaltak (Soares és mtsai., 2010). A sertés esetében 149 bp hosszlsagu szakaszt, a
baromfik esetében egy 183 bp hosszu szakaszt vizsgaltak, majd megallapitottak, hogy a
vizsgalt szakaszok segitségével sikeresen el lehet kiiloniteni egymastdl a kiilonbozd

fajokat.
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3.2 Duplex PCR

A simplex-PCR reakciot duplex PCR reakciova fejlesztették tovabb, vagyis egy
reakcioban alkalmaztdk mindkét primerpart, sikeriilt a sertés jelenlétét 0,1
térfogatszazalék mértéki jelenlét esetében is kimutatniuk (Soares és mtsai., 2010). A
duplex PCR reakci6 kivaldéan alkalmas arra, hogy kevert mintakbol két fajt
elkiilonitsiink egymastol. Ebben az esetben két fajspecifikus primerpart alkalmaznak
annak érdekében, hogy az elkiiloniteni kivant két fajt azonositsak. Di Pinto és mtsai.
(2005) 30 féle kereskedelmi forgalomban kaphatd kolbaszt vizsgaltak annak
megallapitasara, hogy egy kordbban leirt duplex PCR reakcido (Matsunaga és mtsai.,
1999) milyen érzékenységgel hasznalhato sertés €s 16 fajok elkiilonitésére a mar emlitett

mintak esetében. Ebben az esetben is eltérd hossziisagi PCR termékeket allitottak eld,
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amelyek segitségével megallapitottdk, hogy a korabban leirt primerek alkalmasak a két
faj elkiilonitésére, tovabba kimutattdk, hogy a 30 minta esetében 6-nal volt jelen

sertéshus a termékben, mig egy esetben a 16hus teljesen hidnyzott.

3.3  Multiplex PCR

A fajspecifikus PCR reakcidk koziil hatékony modszernek tekintheté a multiplex
PCR reakci6o. Ennek soran egyszerre tobb fajspecifikus primerpart alkalmaznak
egyetlen reakcidban, amiben szintén egyszerre tobb faj DNS-e is megtalalhato. A
reakcid lehetévé teszi, hogy egyiddben tobb faj jelenlétét is kimutathassuk. Szamos
vizsgalatban bizonyitottdk mar a mddszer alkalmazhatdsagat. Jo példa harom tejeld faj
elkiilonitése fajspecifikus primerek segitségével multiplex PCR reakcid alkalmazéaséaval.
Mindharom faj — szarvasmarha, kecske, juh — mitokondrialis genomjaban megtalalhato
12S rRNS gén adott régioira terveztek primereket. A mitokondridlis genom tobb
koépidban van jelen minden magasabb rendii €161ény sejtjeiben, ezért az eleve nagyobb
mennyiségli  célszekvencidt tartalmaz szemben a nukledris genomban 1évo
szekvenciakkal, igy értheté mddon a vizsgalni kivant génszakasz is hamarabb késziil
nagy mennyiségii masolat (Robin és Wong, 1988). Az emlitett vizsgalatban alkalmazott
primerek a harom faj esetében fajspecifikusak voltak, a szarvasmarha esetében 84 bp,
mig a juh ¢s a kecske esetében 121 és 122 bp hosszl volt a termék, ezek segitségével
elkiilonithetéek voltak a fajok, valamint tesztelték az egyes primerparok specifitdsat
szamos mas allatfaj esetében és eredményiil azt kaptak, hogy a tervezett primerek, csak
és kizarolag a vizsgalni kivant fajok DNS-hez voltak képesek kotddni (Martin és mtsai.,

2007).

3.4 PCR reakciok univerzalis primerekkel

A fajspecifikus primerparok alkalmazasan til lehetdség nyilik PCR reakcioban egy
adott DNS fragmentum univerzalis primerekkel torténd felszaporitasara. Az univerzalis
primerek tobb vizsgalt faj esetében ugyanazt a régiot fogjak kozre és jatszanak szerepet
csoportjait tanulmanyozzak, kihasznalva a mddszer univerzalis jellegét (Primrose és
mtsai., 2010). Jol mutatja a modszer széles korben vald alkalmazhatosagat, hogy

egyszerre akar 40 faj is vizsgalhatd. Horreo €s mtsai. (2012) tanulmanyukban 40 allatfaj
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crer

alkalmazaséaval. A fajok kozott helyet kapott 19 halfaj, 4 emldésfaj, 4 madarfaj, 1 ingola
és 1 csigafaj. A felszaporitott régiok bazissorendjét DNS szekvenalassal allapitottak
meg. A kapott szekvencidkat BLAST program segitségével illesztették egymasra, majd
ezt kovetden filogenetikai program alkalmazasaval (MEGA 4.0) egy filogenetikai fat
generaltak, amely megmutatta a fajok egymashoz valo torzsfejlodési viszonyait. Ezen
feliil kevert mintak esetében is lehetdség van univerzalis primerek sikeres alkalmazasara
tobb faj egylittes kimutatasa érdekében (Ardura és mtsai., 2012). Legfébb elénye az
univerzalis primerek hasznélatdnak, hogy viszonylag olcsé és kis miiszerigényl

metodikat jelent (Ardura és mtsai., 2010).

3.5 PCR-rel kapcsolt technikak

Eddig a PCR reakciok olyan felhasznalasi mddjairdl volt sz6, melyek soran egy adott
reakcioban a vizsgalni kivant DNS szakaszt vagy szakaszokat szaporitottdk fel, majd
azokat szekvenalassal, illetve gélelektroforézis segitségével azonositottak. Ezeken az
alkalmazasi modokon tal a PCR reakcidot szdmos mas molekularis bioldgiai
metodikahoz kapcsoltak, igy hozva létre Osszetett kimutatasi technikakat, amelyek
pontosabba és hatékonnyabbd tették az élelmiszerekbdl torténd fajazonositast. Ilyen
modszerek a PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-restriction fragment
length polymorphism, PCR-RFLP) (Saiki és mtsai.,, 1985); a PCR-egyszali DNS
konformacié polimorfizmus (PCR-single strand conformation polymorphism, PCR-
SSCP) (Hayashi, 1991); a PCR-hémérséklet gradiens gélelektroforézis (PCR-
temperature gradient gelelectrophoresis, PCR-TGGE), a PCR-idében valtozo
hémérsékletii gélelektroforézis (PCR-temporal temperature gelelectrophoresis, PCR-
TTGE) (Yoshino és mtsai., 1991); a PCR-denaturald gradiens gélelektroforézis (PCR-
denaturing gradient gelelectrophoresis, PCR-DGGE) (Fischer és mtsai., 1979); a PCR-
random amplifikalt polimorf DNS (PCR-random amplified polymorphic DNA, PCR-
RAPD) (Williams és mtsai., 1990); a PCR-amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus
(PCR-amplified fragment length polymorphism, PCR-AFLP) (Vos és mtsai., 1995).
Végezetiil meg kell még emliteniink az abszolut genotipizalé modszernek tekinthetd
DNS szekvenalast, amelynek szintén szamos valtozata van, a klasszikus mddszerektdl
(Maxam-Gilbert-, és Sanger-féle szekvenalas) a jelenleg alkalmazott de novo

technikdkon (shotgun sequencing, bridge-PCR) keresztil a legujabb nagy
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ateresztoképességii 1j generacids szekvenalasi metodikakig (high throughput DNA
sequencing).

3.5.1 PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-restriction fragment length
polymorphism, PCR-RFLP)

A PCR-restrikcids fragmenthossz polimorfizmus soran PCR reakcidban megfeleld
primerek alkalmazasaval felszaporitjak a vizsgélni kivant régiot. A kapott PCR terméket
restrikcids endonukleazok segitségével hasitjak kisebb fragmentumokra, majd ezeket
gélelektroforézis soran valasztjak el egymastol, igy egy fajra jellemzd restrikcios
fragmenthossz mintdzatot kapnak, ami alapjan azonosithatova valnak az egyes fajok

(Kocher és mtsai., 1989) (2. dbra).

Minta
DNS kivonas . l
' e DNS
Primer tervezés
PCR reakcio
Restrikcids emésztés
PCR termék

Agardz gélelektroforézis

2. abra: A PCR-RFLP modszer 1épéseinek sematikus bemutatasa

A PCR-RFLP analizist elterjedten hasznaljak az élelmiszerekbdl torténd
fajazonositas soran, ezt jol mutatja az adott modszerrel kapcsolatban fellelhetd nagy
mennyiségli publikacid. Szdmos kutatocsoport alkalmazta a modszert fajok, némely
esetben fajtak, vagy fajon beliili genotipusok elkiilonitésére is. Prado €s mtsai. (2007)
észak-spanyolorszagi szarvasmarhékat hasonlitottak 6ssze a mitokondrialis citokrom b
gén 359 bp hosszsagu fragmentumat vizsgalva. Restrikcios analizis sordan 40

szarvasmarha specifikus allélt sikeriilt azonositaniuk 11 lokuszon.
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Egy masik tanulmanyban (Mane ¢és mstai.,, 2009) vagoéhidrol szarmazo husokat
vizsgaltak, amelyeket harom csoportra osztottak. Az els6é csoportban 1évé husokat
frissen vizsgaltdk, mig a masodik csoportot feldolgozott, a harmadikat pedig
autoklavozott husok alkottdk. PCR reakcidoban a mitokondridlis genomban talalhatd D-
loop régi6d 442 bp-os szakaszat szaporitottak fel, ez fajspecifikus régié volt a csirkére
nézve. A kapott régiot Haelll és Sau3Al restrikcios enzimekkel hasitottdk, amelyek a
csirkére jellemzd fragmentumokat eredményeztek szemben mas a vizsgalatba bevont
fajjal (bivaly, juh, kecske, sertés, kacsa, pulyka). Igy tesztelheté volt a modszer
érzékenysége is, hiszen kimutattdk, hogy az alkalmazott primerek és restrikcids

enzimek fajspecifikus kimutatast jelentenek.

Hasonldé moédon sikeresen kiilonitettek el egymastol bivaly, szarvasmarha, kecske és
juh fajokat husmintak esetében, négy restrikcidés enzim felhasznalasaval (Girish és
mtsai., 2005). Szintén sikeresen kiilonitettek el egymastol szarnyas fajokat (csirke,
kacsa, galamb) kontrollként sertést hasznalva Haunshi és mtsai. (2009). A modszer
szintén széleskorben valod alkalmazhatésagat jol mutatja az a tény, hogy bizonyos
vizsgalatokban egyszerre akar 12 allatfaj is elkiilonithetd egymastol, fluoreszcensen
jelolt primerek felhasznéldsaval szaporitottak fel kutya, csirke, 16, sertés, pulyka,
kecske, juh, tokhal, lazac, szarvas, szarvasmarha és bivaly 12S rRNS gén szakaszat, a
kapott szakaszokat pedig két restrikcidos enzimmel hasitottak, igy kaptak minden egyes
fajra kiilonb6z0 savmintazatot (Wang és mtsai., 2010). Egy, az el6z6hoz hasonld
vizsgélatban 11 fajt kiilonitettek el 10 kiilonb6zd restrikcios enzim haszndlataval. A
fajok kozott voltak pulyka, kacsa, facan, fogoly, erdei szalonka, énekes rigo, fiirj, strucc
¢és sertés fajok. Eredményként azt kaptak, hogy a 10 vizsgalt enzim koziil végiil egy
(Acil) alkalmas volt arra, hogy mind a 11 vizsgalt faj esetében fajra jellemz0 restrikcios
mintdzatot hozzon Iétre, ezaltal lehetdveé teszi a fajok elkiilonitését egymastol

(Stamoulis és mtsai., 2010).

3.5.2 PCR-egyszali DNS konformacié polimorfizmus (PCR-single strand
conformation polymorphism, PCR-SSCP)

Egy masik lehetséges kombinacié a PCR-egyszalia DNS konformacié polimorfizmus,

amely modszer alkalmas még nem karakterizalt pontmutaciok jelenlétének
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kimutatasara, de arra a mdodszer nem ad vélaszt, hogy az adott mutacid az vizsgalt DNS
région beliil hol helyezkedik el, milyen bazisokat érint (Hayashi, 1999). Ennek ellenére
a modszer eldnyének szamit, hogy koltséghatékony és gyorsan kivitelezhetd. A modszer
soran a PCR reakciot univerzalis primerek felhasznéalasaval hajtjak végre, ami azt
jelenti, hogy més-mas fajok esetében ugyanahhoz a konzervativ szakaszhoz
hibridizalnak, aminek eredményeképpen a fajokat az egyes DNS régiokon beliil
fellelhetd szekvencia-eltérések alapjan lehet azonositani. A keletkezd termékeket magas
hémérsékleten (95 °C) denaturaljdk formamid jelenlétében. A kapott egyszala DNS
mintakat nem denaturald poliakrilamid gélelektroforézis soran valasztjak el egymastol
konformaciods kiilonbségeik alapjan. Ekkor fajra jellemzé mintdzatok alakulhatnak ki,
amelyek segitségével a mintdban 1évd faj DNS-e azonosithatova valik (Plath és mtsai.,
1997). A moddszer elvi hatterét képezi, hogy az egyszalu formaban, denaturald
koriilményeket biztositd kozegben jelenlévé DNS molekuldk eltérd térbeli konformaciot
vesznek fel annak fiiggvényében, hogy az egyes fajok milyen pontmuticiokat
tartalmaznak az adott vizsgalt szakaszon (Hayashi, 1992). A modszer kivitelezése soran
PCR (polimerdz lancreakcid) reakcidban univerzalis lanckezdd oligonukleidok
segitségével amplifikaljak az egyes fajok mitokondridlis genomjaban megtalalhatod
meghatdrozott régiokat. Az igy felszaporitott DNS-t formamid jelenlétében 95 °C-on
denaturaljak. Ezen a hémérsékleten a kétszali DNS egyszali formaba keriil és a
formamid jelenlétében alacsonyabb hdmérsékleten is megdrzi térszerkezetét, aminek
hatdsara eltlinik a kétszalt DNS megszokott térbeli konformacidja és az egyszala DNS
molekulak sajatos, egyedi térbeli konformaciokat vesznek fel. Az igy létrehozott DNS
mintakat nem denaturald poliakrilamid gélelekroforézis segitségével valasztjak el (3.
abra). Az egyes fajok esetében a vizsgalt génben talalhatd mutacidk miatt
amelyek a poliakrilamid gélen fajokra jellemzd sdvmintazatokat eredményeznek. A
géleken kialakuld mintazatokat eziistfestés segitségével teszik lathatova. Elméleti
hattere, hogy a gélben a DNS altal elfoglalt és nem elfoglalt helyek kozott
redoxpotencidl kiilonbség all fenn. Ennek eredményeképpen az eziist ionok a DNS altal
elfoglalt helyeken gyorsabban redukalédnak fém eziistt¢ (Merill és mtsai., 1984). A
festési eljaras kimutathatdsagi hatara 3 pg DNS/mm? (Fésiis és mtsai., 2000).
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3. abra: A PCR-SSCP moédszer elméleti hatterének sematikus abraja
Abra forrasa:

http://www.nature.com/nprot/journal/v1/n6/fig_tab/nprot.2006.485 F1.html

A Sparidae csaladba tartozo tengeri halakon végeztek PCR-SSCP moddszer
felhasznalasaval vizsgalatokat. Univerzalis primerpart hasznaltak (Wolf és mtsai.,
2000), ami mindegyik faj esetében egy 464 bp-os terméket eredményezett, amit
denaturaltak és a keletkezett egyszala DNS molekuldkat konformacidjuk alapjan
valasztottak el poliakrilamid gélen. Ennek eredményeképpen sikeresen valasztottak el a

vizsgalatba vont 6 halfaj DNS-ét (Schievenhdvel és mtsai., 2013).

3.5.3 PCR-hémérséklet gradiens gélelektroforézis (PCR-temperature gradient
gelelectrophoresis, PCR-TGGE)

A PCR-TGGE modszer alapjat az egyes DNS molekuldk kozotti elektroforetikus
mobilitas kiilonbségek detektalasa képezi. A keletkez6 PCR termékeket linedrisan
novekvd homérséklet gradiensben valasztjak el egymastol. Az adott DNS szakaszban
jelenlévd nukleotid szubsztituciok és mas kisebb meértékii valtozasok befolyasolhatjak a
TGGE soran a molekulak mobilitdsat. Azonban egy nukleotid valtozasa a duplahelikalis

szerkezetben nem befolydsolja a molekula elektroforetikus mobilitasat, de alapvetéen
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fligg annak hosszatol és gorbiiletétél (Haran és mtsai., 1994). Amikor a molekula eléri
azt a homérsékleti tartomanyt a gélben, ami megegyezik az olvadasi homérsékletével
(Tm) a mobilitasa drasztikusan csokkeni kezd, valamint duplahelikalis szerkezetbdl
atalakul denaturalt, egyszali szerkezetlivé. A mobilitas dramai csokkenése egybeesik az
elsd olvadasi domének megjelenésével, mivel ilyenkor a DNS molekula elagazo
szerkezetet vesz fel, ami alapvetden gatolja a mozgasat a gél matrixdban (Myers ¢és
mtsai., 1987). A mddszer soran a mutaciok detektalasara az egyes olvadasi doménekben
keriilhet sor, mivel ezek alacsonyabb homérsékleti tartomanyban kezdenek el
denaturdlodni. Azonban ha egy muticid6 magas olvadasi hémérséklettel rendelkezd
olvadasi doménba esik €s ezaltal nem lehetne karakterizalni azt, van lehetdség un. GC-
clamp alkalmazasaval megvaltoztatni az olvadasi tulajdonsagait egy adott DNS
szakasznak ugy, hogy a mutacié alacsonyabb hdmérsékletli olvadasi doménba kertiljon

(Myers és mtsai., 1985).

3.5.4 PCR-idében valtozo hémérsékletii gélelektroforézis (PCR-temporal temperature
gelelectrophoresis, PCR-TTGE)

A PCR-TTGE modszer abban kiilonbozik a PCR-TGGE mddszertdl, hogy mig az
elobbi esetében magaban a gélben alakitanak ki hémérséklet-gradienst, vagyis
kiilonb6zé hémérsékletii zondkat, addig a TTGE soran a poliakrilamid gél hdmérséklete
egységes a kiinduldsi idépontban és a tovébbiakban is az marad, de meghatarozott
1dokozonként a hdmérsékletet emelik, ezzel biztositanak homérséklet-gradienst az id6

fliggvényében (Zoller és mtsai., 2005; Jones és Knapp, 2009).

3.5.5 PCR-denaturalé gradiens gélelektroforézis (PCR-denaturing gradient
gelelectrophoresis, PCR-DGGE)

A PCR-DGGE modszer soran a vizsgalat targyat képezd duplahelikalis, részlegesen
denaturdlt vagy egyszala DNS molekuldk egy poliakrilamid gélen keriilnek
elvalasztasra, amelynek Osszetétele denaturdld koriilményeket biztosit a vizsgalathoz,
olyan médon, hogy a denaturald dgens(ek) koncentracié gradiens mentén oszlanak el a
gél matrixaban. Legjellemzdébb ilyen denaturald agens a formamid (CH3NO) és az urea
(CH4N20). A formamidot jellemzéen 0-40 V/V% tartomanyban alkalmazzak, az ureat
pedig 0-7 M koncentracid tartomanyban (Peters és Robinson, 2010). A DGGE moédszer
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kimutatasi hatékonysagat jol mutatja, hogy ismert mutécidk csoportjat vizsgalva a
CFTR génben embernél, 201 ismert mutadciobol mind a 201 mutaciot képesek voltak
azonositani az alkalmazott technika segitségével (Macek és mtsai., 1997). A moddszer
tovabba alkalmas heteroplazmia kimutatdsara mitokondrialis betegségek esetében

(Tully és mtsai., 2000).

A DGGE moédszerbdl szamos tovabbfejlesztett valtozat alakult ki a széleskori
kutatasoknak koszonhetden. Ilyen modszerek a nagy tartomanyu DGGE (broad range
DGGE), amellyel lehetdség nyilik egyetlen gélen adott futtatasi koriilmények mellett
egy gén 0sszes exonjat vizsgalni (Guldberg és Guttler, 1994). A multiplex DGGE soran
szimultan modon képesek tobb exon vizsgalatat végrehajtani (Costes €s mtsai., 1993). A
mikroTGGE  (microtemperature  gradient  gelelectrophoresis) modszert egy
20%x20x0,5mm méretti gélt felhasznalva végzik, aminek eredményeképpen a futtatdshoz
sziikséges DNS mennyisége csokken, csakiigy mint az idétartam (12 perc, 100V,
10mA) (Biyani és Nishigaki, 2001;Tominaga, 2007). Dupla gradiens DGGE esetében a
denaturdlé anyagok (formamid, urea) koncentracid gradienséhez tarsul a gélt alkoto

poliakrilamidnak a koncentraci6 gradiense is (6-12 V/V%) (Cremonesi és mtsai., 1997).

3.5.6 PCR-random amplifikalt polimorf DNS (PCR-random amplified polymorphic
DNA, PCR-RAPD)

A RAPD széleskorben alkalmazott molekularis genetikai technika (Williams és
mtsai., 1990). A moddszer segitségével a vizsgalt faj genomjanak ismeretlen régioi
amplifikalhatoak egyetlen random primer alkalmazasaval. A RAPD primerek altagosan
10 bp hossztsagtiak, 50-80% GC tartalommal rendelkeznek és nem tartalmazhatnak
palindrom szakaszokat. A RAPD primerek szekvencidja ismert és ez az ismert
szekvencia talalja meg a szamara komplementer helyeket. A modszer felhasznalasaval
2-10 random fragmentum szaporithaté fel, amelyek 200 ¢és 2000 bp kozotti
mérettartomanyba esnek. A mddszer elénye, hogy egyszeriien kivitelezhetd, gyors és
kevés DNS mennyiség sziikséges a vizsgalathoz. A véletlenszerlien amplifikalt polimorf

DNS meglehetdsen jol reprodukélhato (Zsolnai és Orban, 1999).

A modszert bizonyos esetekben alkalmazzak fajok egymastdl vald elkiilonitésére.

Rastogi és mtsai (2007) tanulmanyukban tobb gerinces faj mitokondridlis genomjabol
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szarmazd 16S rRNS génjét és a nukledris genombol szarmazé NADH dehidrogenaz 4
alegység (ND4) génjét vizsgaltdk. Ezek a gének mar koradbban is tobb populacids szintli
vizsgalatban szerepet jatszottak (Goebel és mtsai., 1999). A vizsgalat sordn 5 random
primert teszteltek, végiil ezek koziil csak egy adott megbizhaté RAPD ,,ujjlenyomatot”,
ami alapjan a vizsgédlt fajok (bivaly, szarvasmarha, kecske, sertés, csirke)
elkiilonithetéek voltak. A kapott RAPD mintazatok kiértékelése sordn azt is
megallapitottak, hogy a mitokondridlis eredetii 16S rRNS gén esetében kapott eredmény

megbizhatobb volt, mint a nuklearis genombdl szarmazd ND4 gén.

3.5.7 PCR-amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus (PCR-amplified fragment length
polymorphism, PCR-AFLP)

A PCR alapu metodikdk koziil az egyik leghatékonyabbnak tekinthetd moddszer a
Zabeau és Vos (1995) altal leirt PCR-AFLP. A DNS-t enzimatikusan emésztik, majd a
keletkezett fragmentumokhoz adaptereket kapcsolnak, ezeket hasznaljak fel templatként
a reakcid soran, olyan primerek alkalmazasa mellett, amelyek szelektiv bazist/bazisokat
¢s a hasitohelyekre valamint az adapterekre komplementer szekvencidkat tartalmaznak.
A vizsgéilat eredményeképpen keletkez6 fragmentumokat 5-6%-0s denaturalod
poliakrilamid gélen valasztjak el. A denaturalas torténhet autoradiografias, eziistfestéses

vagy digoxigenines jeloléssel.

A fragmentumok vérhat6 szdma megbecsiilhetd a 2R/4" képlet segitségével (Hajosné
, 1999). A képletben az R a jelolt hasitasi helyek szamat, mig az n a szelektiv
nukleotidok 0Osszes szdmat jeloli. A becsiilt értéket a genom mérete és a szelektiv
nukleotidok genomon beliili szama is befolyasolja. Az amplifikalt fragmentumok
optimalis szama 100 alatti, mert ezen érték felett az elvalasztds mindsége romlik. A
modszer segitségével egyidejlileg 20-100 fragmentum azonosithat6. A technika eldnye,
hogy jol reprodukalhat6, tovabba az, hogy az alkalmazott restrikcidos enzimek é€s

primerek nagymértékben kombinalhatdak.

Sasazaki és mtsai. (2004) fajtaspecifikus markerek azonositasat tiizték ki célul.
Vizsgalatukba japan fekete és Holstein szarvasmarha fajtak egyedeit vontdk be. A két
fajta kozott megkozelitdleg 7000 polimorf savot talaltak AFLP mddszer segitségével,
amelyek a fajtak kozotti elkiilonitést szolgalhatjak. Azokat az eltéréseket tekintették
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markereknek, amelyek megfeleltek a kdvetkezd kritériumoknak, vagyis kevesebb, mint
10%-ban van jelen japan fekete fajtaban, tobb mint 70%-ban van jelen Holstein
fajtaban. Ezt figyelembe véve 6 markert talaltak, amelyek megfeleltek a

megfogalmazott kritériumoknak.

3.6 DNS szekvenalas

A Sanger féle szekvenalas soran az adott DNS molekuldkat szintén jelolik 32p
izotopot tartalmazd anyag segitségével, ebben az esetben a DNS szintézis soran
felhasznalodd egyes dNTP molekuldk tartalmazzdk a jelolést. Fontos Iépése a
modszernek a  lancterminacié, ami folyaman modositott ~dNTP-ket un.
dideoxinukleotidokat (ddNTP) hasznalnak fel. Ezeket ugy modositjak, hogy 3’
helyzetben ne tartalmazzanak hidroxil-csoportot. Amikor egy ilyen ddNTP beépiil az
éppen szintetizdloddo DNS szalba, modosult kémiai tulajdonsdgai miatt nem
kapcsolddhat hozza kovetkezé ANTP, a szintézis leall (terminacio). Ezt a reakciot mind
a négy nukleotid dideoxi valtozatdval végre kell hajtani, majd négy reakcidelegyet
kapunk, amelyekben az egyes DNS lancok specifikusan a T, C, G, A poziciokban
végzOodnek. A terminacio 1épésének véletlenszertien kell lejatszodnia. Az elvélasztas
ebben az esetben is denaturald poliakrilamid gélen torténik, a detektalasi mod szintén

autoradiografia (Sanger és mtsai, 1977).

Mikroszekvenalas sordn egy varidbilis nukleotid kornyezetében lévd szakaszt
szaporitanak fel, majd a PCR terméket szilard hordozo feliillethez kotik egyszala
formaban. Ehhez képes betapadni az un. detektald primer, amelynek 3’ vége a vizsgalni
kivant nukleotid mellett van. Itt a jelolt ANTP vagy ddNTP képes beépiilni polimeraz
enzim segitségével (Syvanen és mitsai., 1991). A reakciét kovetéen az egyes
komponenseket eltavolitjak, majd a szilard hordozon 1év6 beépiilt nukleotidon 1évd
fluoreszcens festék alapjan azonositjak a kérdéses nukleotidot és ezaltal a genotipust is.
Detektalasi modszer lehet ebben az esetben a fluoreszcencia rezonancia

energiatranszferen alapulé modszer is (Chen és Kwok, 1997) (Zsolnai és mtsai., 2003).

A piroszekvenalas valds idejli technika, a modszer sordn végrehajtott lancszintézis
alatt felszabadul6 inorganikus pirofoszfat csoport mennyiségével aranyos emittalt fény

— amit luciferdz enzim altal katalizalt reakci6 generdl — intenzitasabol hatarozzak meg a
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DNS molekula szekvencidjat (Nordstrom ¢és mtsai., 2000). A reakcid soran
szisztematikusan adagoljak az egyes nukleotidokat. Amelyik nem komplementer a
meghatarozni kivant szekvenciaval, a reakcidelegyben 1év apiraz enzim altal lebomlik.
A komplementer bazisok ugyanakkor a DNS polimeraz segitségével beépiilnek, ami
alatt szabad pirofoszfat keletkezik a beépilildé bazis mennyiségével aranyos
mennyiségben. A szekvencia az emittalt fény intenzitdsabol allapithatd meg, ami
viszont aranyos a hozzaadott ANTP mennyiségével. Az 4. abran egy DNS szekvenalas

eredményét lathatjuk szekvenogramm formajaban.

mm.hmnumm.memmmulh..uu.uumnunJAmmmmm

. = =
ATaccccacTAToCTTAGCCC TAN TATTCGC CA CTACCGOCA

4. abra: Sanger-féle DNS szekvenalas eredményeként kapott szekvenogramm

3.7 Kvantitativ real-time PCR (QPCR)

A kvantitativ PCR reakcidok egyik legegyszeriibb formaja a reverz transzkripcios
PCR (RT-PCR). Ez a moddszer kevésbé képes kvantitativ kimutatasra, hiszen
segitségével csak arra kaphatunk vélaszt, hogy az adott gén mRNS-érél atirodo cDNS
(complementer DNS) ,,sokkal kevesebb — nagyon sok”, vagy ,,jelen van — nincs jelen”.
A pontatlan kimutatas visszavezethetd az agardz gélelektroforézis soran alkalmazott
DNS-festékek alacsony hatasfokara, DNS-be vald beépiilésére. Az egyszerii RT-PCR

kimutatasi pontatlansdgai miatt keriilt sor a kompetitiv RT-PCR megalkotdsara. Ezen
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modszer végrehajtasa sordn a vizsgalandd RNS mintakat tobb csébe osztjdk és Un.
referencia RNS-eket kevernek hozzajuk, ez majdnem teljesen azonos a target RNS-sel,
a vizsgalathoz alkalmazott primerekkel felszaporithatd, viszont a detektalds soran
ismeretében lehet6ség van arra, hogy a kimutatni kivant RNS mennyiségét is
megkozelitdleg becsiilni tudjuk. A kompetitiv RT-PCR jelentés hatranya, hogy nem
egyszeriien kivitelezhetd technika, nagy hibakat mutat, és hosszas optimalizalast
igényel. Mindkét modszer esetében a mérési hibat azzal lehet magyardzni, hogy a PCR
reakcid termékének mennyiségét a 30-40. ciklus utdn mérik, tehat abban a
tartomanyban, ahol a reakcié plato fazisba keriil. A PCR termékek mennyisége nem

tiikrozi megbizhatoan az eredeti mintaban jelenlévd kiindulasi cDNS mennyiségét.

A PCR reakciokban csak a korai ciklusok alkalmasak arra, hogy megfigyeljik a
termékek novekvd exponencialis litemi termelddését a ciklusszammal korrelacioban. A

reakcio késdbbi fazisaban tobb tényez0 is akadalyozza a termékek tovabbi képzddését:

- aszubsztratok (ANTP, primerek) felhasznalédnak,
- a DNS polimeraz véges koncentracioja limitalo tényezd, hdinaktivalas

- a DNS polimeraz miikodését gatld pirofoszfat jelenléte.

A korai exponencidlis fazisban real-time kvantitativ PCR késziilékek alkalmazasaval
lehetdség nyilik minden egyes ciklus végén detektalni és mennyiségileg meghatirozni a
keletkez6 PCR-termékeket. A késziilékekben 1évd kvantitativ kimutatast lehetévé tevd
szoftverek rogzitik a ciklusszdm-termékmennyiség fiiggvényt, azt grafikusan abrazoljak
a felhasznaloi feliileten, majd ebbdl az abrazolt fliggvénybdl lehet azonositani az

exponencialis fazist (Sambrook ¢s Russel, 2001).

A DNS ¢és cDNS detektalasa torténhet real-time rendszerben aspecifikus és
specifikus modon is (Udvardi és mtsai., 2008).

Aspecifikus kimutatas soran szekvenciatol fiiggetleniil barmilyen duplaszala DNS
molekulat kimutat a rendszer, ehhez legtobbszor SYBR Green interkalaciora
(beépiilésre) képes DNS festéket hasznalnak fel. A festék 497 nm-en gerjeszthetd és 520

nm-en fluoreszcens jelet bocsat ki. A mddszer szigora optimalizalast igényel a vizsgalat
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szempontjabol érdektelen DNS szakaszok felszaporitasanak elkeriilése miatt (Zipper és

mtsai., 2004).

Specifikus kimutatds soran sziikség van fluorofort €s quenchert tartalmazé
oligonukleotid probara valamint két primerre. A kimutatas feltétele, hogy a primerek
altal kozrezart DNS régidhoz a proba is hibridizaljon. Az alapjan, hogy a fluoreszcens
jel milyen modon jon létre, megkiilonboztetlink hidrolizis és hibridizacios probakat. A
hidrolizis préobak 5° végén taldlhatdo a fluorofor, 3’ véglikon pedig a quencher. A
fluorofor csoport fluoreszcencidja a quencher jelenlétében elhanyagolhaté mértékii a
detektalds szempontjabdl, azonban amikor a PCR reakcié soran a DNS polimeraz
exonukleaz aktivitdsa miatt nukleotidokra bontja az alkalmazott probat a fluorofor tavol
keriil a quenchertdl, fluoreszcencidja szézszoros ndvekedést is mutathat, ami mar

megfeleld mértéki a keresett DNS szakasz azonositdsdhoz.

A hibridizécios probak csoportjaba sorolhatok a molekularis villogok (molecular
beacon) és a skorpid probak (scorpion probes). A molekuldris villogd probak
szerkezetére jellemzO, hogy kozépsd szakaszuk a kimutatni kivant DNS szakasszal
komplementer szekvenciaju, a 3’ illetve 5’ végéhez pedig kapcsolodik a fluorofor és a
quencher. Amennyiben nincs jelen a detektalni kivant régid, a proba hajtli konformaciot
vesz fel, a fluorofor és a quencher egymas kozelében helyezkedik el, a fluorofor altal
kibocsatott fluoreszcencia gatolva van, nem lehet azt detektalni. A célszekvencia
jelenlétében azonban a proba hibridizal az adott szakaszhoz, ennek eredményeképpen
megszlinik a hajtli konformacio, a fluorofor és a quencher tavol keriilnek egymastol, a
fluorofor fluoreszcencidja szazszorosara ndvekszek és igy lehetdveé valik a kimutatas. A
skorpid probak szerkezete abban tér el a molekularis villogo probak felépitésétdl, hogy
gyakorlatilag egy molekularis villogd van dsszekapcsolva egy PCR primerrel egy linker
segitségével, mindez pedig gy van kialakitva, hogy a PCR reakci6o soran a Taq
reakcio soran zajlik le a molekularis villogd hajtli szerkezetének kiegyenesedése, vagyis
novekszik meg a fluorofor 4ltal kibocsatott fluoreszcencia mértéke.

A hibridizaciés probaknal egyetlen nukleotid eltérés is alkalmatlanna teheti a probak
hibridizacidjat a célszekvencidhoz, ennek jelentds elénye, hogy rendkiviil specifikus

kimutatas érheto el az alkalmazasukkal.
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3.7.1 QPCR reakcio kiértékelése

A hagyomanyos DNS kimutatdsi modszerek megbizhatatlanok a DNS
mennyiségének meghatarozdsa szempontjabol, arra vonatkozodan csak becslésekre
képesek. Azonban a kvantitativ real-time PCR rendszerek esetében lehetdség van a
nukleinsavak mennyiségének pontos meghatdrozasara, aminek eredményeképpen
vizsgalhato két faj, fajta vagy akar egy egyeden beliil eltéré szovetek kozotti
génexpresszid mértéke. A kvantitalasnak két formaja 1étezik: a relativ kvantifikalas és
az abszolut kvantifikalas (Dhanasekaran és mtsai., 2010).

Abszolut kvantifikdlds soran a mintaban taldlhat6 DNS pontos mennyisége
allapithaté meg DNS standarddal valo 0sszehasonlitast kovetden. Relativ kvantifikéalas
soran belsd referencia gének alkalmazasdval hatarozzak meg a célszekvencia
expresszidjdban bekdvetkezd valtozasokat. Belsd referencia géneknek un. haztartdsi
(housekeeping) géneket szoktak alkalmazni, amelyek génexpresszidjanak szintje
allandonak tekinthetd, igy j6 viszonyitasi alapot jelentenek a kvantitalas soran. A pontos
kisérleti koriilményektdl és a vizsgdlni kivant géntdl, génektdl fiigg, hogy melyik
haztartasi gént fogjak az adott vizsgalatban felhasznalni belsé referenciaként (Thellin és
mtsai., 1999; Radonic és mtsai., 2004; Dheda és mtsai., 2004). A leggyakrabban
alkalmazott normalizald, belsé referencia gének: tubulin, glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz, albumin, ciklofilin (Pfaff és mtsai., 2005).

A kvantitativ real-time PCR reakciokat i1s igen elterjedten alkalmazzdk az
¢lelmiszerekbdl torténd fajazonositas soran. Camma €s mtsai. (2012) 6t fajspecifikus
real-time PCR protokollt fejlesztettek, standardizaltak és validaltak pulyka, csirke,
szarvasmarha, sertés €s juh hiisanak kimutatdsara dsszetett élelmiszerekbdl. Specifikus
primereket és probakat terveztek minden egyes reakcidhoz. Vizsgalatuk célszekvenciai
a mitokondridlis genomban lokalizdlodo 16S rRNS és a citokrom b gén szakaszai
voltak. A fejlesztett real-time rendszer kimutatasi érzékenységét jellemzi, hogy képes
volt az egyes fajokbdl szarmazé DNS mintdk esetében 0,02 és 0,80 pg templat
kiinduldsi DNS mennyiségbdl is azonositani az egyes fajokat. A kimutatas
hatékonysaga 95-100%-o0s volt. A modszer kivitelezéséhez alapul vették a Lazaro és
mtsai. (2004) altal leirt Internal Amplification Protocol-t.

Kesmen ¢és mtsai. (2009) célul tiizték ki 16, szamar és sertés husmintak elkiilonitését

huskeverékekbdl Q-PCR modszer alkalmazasaval. A vizsgalatban TagMan probat
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alkalmaztak, amit specifikusan terveztek minden fajra. A primerek specifitdsat hét
allatfajon tesztelték; sertés, 16, szamar, szarvasmarha, juh, csirke, pulyka. A teszt
eredményeképpen megallapitottdk, hogy a szamar és sertés mintdk nem adnak
keresztreakciot a tobbi fajjal, azonban a 16 33 ciklus utdn keresztreakciot mutat. Nyers
¢s hokezelt husminték esetében is 0,00001%-o0s (0,00001ng szennyezd faj DNS 100ng
mintaban) kimutatasi hatart sikeriilt elérniiik.

A kvantitativ real-time PCR rendszerek rendkiviil robusztus technikdk a
fajazonositasi gyakorlatban ¢és kutatdsokban, mind a specificitdsukra, mind az
érzékenységiikre nézve. A moddszer hasznalata soran leggyakrabban vizsgalt gének a
mitokondrialis genomban lokalizalédnak. Miért ezek képezik a vizsgalatok targyat sok
esetben? Mert a mitokondridlis gének megfeleld mértékli fajon beliili és fajok kozotti
variabilitdst mutatnak bazissorrendjiikben, valamint nagyszdmu madsolatban vannak
jelen minden egyes sejtben.

A leggyakrabban valasztott gének kozé tartozik a citokrom b (Dooley és mitsai.,
2004; Meyer ¢és mtsai., 1995), a D-loop régié (Fei és mtsai., 1996; Monteil-Sosa ¢és
mtsai., 2000), a 12S rRNS gén (Rodriguez és mtsai., 2004, 2005) és a 16S rRNS gén
(Borgo és mtsai., 1996; Sawyer és mtsai., 2003).

3.8 Gélelektroforézis

Szamos elvalasztasi technika létezik a nukleinsavak és fehérjék szeparalasara.
Széleskoriien elterjedt formaja ezeknek a technikdknak a gélelektroforézis, amelynek
soran ionos toltéssel rendelkezé molekuldk elvalasztasa torténik egy jol meghatarozott
paraméterekkel rendelkezd elektromos erdtérben a molekulatomeg vagy a feliileti
toltésslirliség alapjan. Az elektroforézis lehetdvé teszi az egyes anyagok haromféle
modon torténd elvalasztasat egymastol: feliileti toltésslirliség, a molekula alakja ¢€s
tomege alapjan. Az alkalmazott mddszerek tobbségének esetében a DNS molekulak
elhanyagolhat6 toltés kiilonbséggel rendelkeznek és az alakjuk is hasonld (kivétel a
PCR-SSCP, PCR-DGGE, PCR-TGGE ¢s PCR-TTGE modszerek), ezért az elvalasztas
méret szerint torténik egyendram felhasznalasa mellett. A gélelektroforézis soran az
elvalasztand6 anyagok egy matrixban mozognak. Ezt a matrixot értelmezték kordbban
ugy, mint egy sziird, amelynek szerkezete merev (Righetti és Gelfi, 1997), ez

alapvetden egy leegyszeriisitett leirdsa a matrix felépitésének, azonban meg kell
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jegyezni, hogy bizonyos jelenségek konnyen magyardzhatoak Ilehetnek ezzel a

megkozelitéssel (Locke és Trinh, 1999).

A legujabb elképzelés a matrix szerkezetére vonatkozdan az Gn. door-corridor
modell, amely a matrixot elasztikus tulajdonsagunak irja, amelyben a polimerek szalai
az adott molekula erejétdl fliggben ajtoszeriien eltolodnak egymashoz képest (Kozulic,
1995).

A gélelektroforézis soran leggyakrabban agar6z ¢és poliakrilamid matrixokat
alkalmaznak, mig kapillaris elektroforézis és elektroforézis chipek esetében inkabb

e sy

mtsai., 1994; Ogura és mtsai., 1998; Quesada, 1997).

3.8.1 Poliakrilamid gélelektroforézis

A leggyakrabban alkalmazott polimerek gélelektroforézis soran a poliakrilamid és az
agaroz. A poliakrilamid akrilamid monomerekbdl felépiild térhalds szerkezetii polimer,
amelyben az akrilamid egységek keresztkotését a legtobb esetben az N-N’-metilén-bisz-
akrilamid biztositja. A poliakrilamid matrixanak pérusméretét az akrilamid és az
alkalmazott keresztkoté vegyiilet koncentracidi hatdrozzak meg. Az alkalmazott
monomer koncentracidja forditott ardnyossagot mutat a matrix poérusméretével. Ennek
kovetkezménye, hogy amennyiben ndvekszik a monomer koncentracidja, uUgy
novekszik a matrix szlir6hatasa. 5% Cy;s; €rtéknél a legkisebb a gél porusatmérdje, ettdl
akar csokkend, akar novekvo iranyba eltérve nd a porusméret, vagyis csokken a gél
sziir6hatasa (Chrambach, 1980).

A poliakrilamid géleknek két nagy csoportjat kiilonithetjiik el: a nem denatural6 és a
denaturald géleket. A nem denaturald gélt legfeljebb 1000 bp hosszisagi DNS
szakaszokhoz lehet felhasznalni. A DNS maésodlagos szerkezete megmarad, az egyes
fragmentumok véandorlasi sebessége fiiggeni fog az adott szakasz bazisdsszetételétol.

A denaturadld poliakrilamid gélben az alkalmazott denaturdlé agensek (urea,
formamid, h6) megsziintetik a masodlagos szerkezetet, vagyis a DNS mobilitasa nem
fog fliggeni a bazisosszetételtol. A denaturdlo gélek alkalmasak lehetnek
bazisszekvencia meghatarozasara.

A poliakrilamid gélek alkalmazasa lehetévé teszi akar 1bp kiilonbség kimutatasat,

valamint a gélre felvitt DNS mennyisége kelldképpen magas lehet, elérheti az 1 pg/rnm2
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mennyiséget is (Righetti, 1989). A poliakrilamidnak azonban jelentds hatranya, hogy
monomer forméban erds, kumulativ hatdsu neurotoxin, habar eddig a laboratériumi
gyakorlatban nem jegyeztek fel mérgezéses esetet. Hatranya tovabba, hogy toxikus
hatdsa miatt fokozott eldvigyazatossagot igényel, valamint polimerizacidja nehezen
ellendrizhetd és szilik az elvalasztasi tartomanya (Mulloy, 1996; Wise ¢és mtsai., 1995).
Buzas ¢és Varga (1995) irtak le olyan, radioaktiv izotopok hasznalatat nélkiil6zo
poliakrilamid elvalasztasi modszert, amellyel mikroszatellitek esetében 2 bp felbontast

értek el.

3.8.2 Agardz gélelektroforézis

Az agardzt vords algabol vonjak ki és kémiailag modositjak, annak elérése
érdekében, hogy nagyobb stabilitdssal rendelkezzen, alacsonyabb olvaddspontja legyen
¢és mentes legyen a nukleinsavak lebontdsara képes enzimekt6l. Nagy elénye a
poliakrilamidhoz képest, hogy nem mutat toxikus tulajdonsagokat. Kezelése konnyt, a
sziikséges mennyiségii agardz port megfeleld pufferben feloldva, melegitve és formaba
ontve allithato el6 az elvalasztashoz sziikséges agar6z gél (Zsolnai és mtsai., 1993).

A hagyomanyos gélelektroforézis elvalasztasi tartomanya rendkiviil széles, alkalmas
lehet 40-50 kbp méreti fragmentumok elvalasztasara is, de pulzalé erdterii
gélelektroforézist alkalmazva lehetdség nyilik Mbp nagysagrendli fragmentumok
elvalasztasara is (Lindstedt €s mitsai., 2000). Az agaroz gélelektroforézis felbontisa
alacsonyabb mértékii, mint a poliakrilamid gélelektroforézisé és a gélre felvihetd DNS
mennyisége is kevesebb. A fragmentek méretbeli elkiilonitésén tul, az agar6z

gélelektroforézis alkalmas DNS és RNS mintdk koncentracidinak becslésére.

3.8.3 Mobilitast befolyasolo tényezék

A mintanak a gél matrixdban torténd mozgasat, vagyis mobilitasat tobb tényez0 is
befolyasolhatja. A mobilitdsra hatdssal vannak a minta tulajdonsagai, valamint a
gélelektroforézis paraméterei, mint példaul az alkalmazott elektromos térerdsség, a gél
koncentracioja, illetve a pufferoldat koncentracidja és tipusa. Amennyiben a pufferoldat

crer

elvalasztas is lelassul, ugyanakkor a fejlédé hé rontani fogja a gél szerkezeti stabilitasat,
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ezaltal viszont ndvekszik a savok diffuzioja a gélben, ami a felbontast rontja
(Chrambach, 1987).

Tovéabbi tényezok is befolyasolhatjdk az elektroforézis koriilményeit, ilyenek a
fragmentumok konformacidja, a DNS-hez esetlegesen kapcsolodd fehérjék és
vannak a mobilitadsra, ami viszont meghatdrozo a felbontds szempontjabdl (Sigmon és

Larcom, 1996).
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3.9 Kapillaris elektroforézis

A Kapillaris elektroforézis (CE, Capillary electrophoresis) olyan elvalasztasi technika,
amely soran mikrométeres kapillaris csoveken keresztiil, elektromos térben valdsul meg
az elvalasztas. A kapillaris falan filmréteg, gél, illetve micelldk is lehetnek, valamint
valtoz6 pH-ja pufferrel toltott lehet. A kapillarison athalado DNS fragmentumok
detektalasa fluoreszcencia mérésével torténhet. A fluoreszcencia lehet természetesen
eredetii, vagy fluoreszcens jel6lés hozzaadasaval is létrehozhat6. A fluoreszcencia
méréséhez 1ézer sugarat hasznalnak, amelynek nagy érzékenysége (102 — 10 mol)
miatt magas a felbontoképessége. Tovabbi elonye, hogy kevés mintat igényel és gyors
eljaras. A modszer hatranya, hogy a fluoreszcens jel6lés nem minden minta esetében
kivitelezhetd. A kapillaris elektroforézis elvalasztdsi modjai kiilonbozdek lehetnek:

zonalis, izotachoforézis, micellaris.

A zondlis elektroforézis a leggyakrabban haszndlt mddszer, mely sordn a mintat a
kapillaris egyik végébe vissziik fel, és a kapillarisra kapcsolt erdtér hatdséra a minta a
kapillarisban eltéré sebességgel vandorol, igy eltérd savok jelennek meg, hasonléan a

g¢l alapu technikakhoz.

Az izotachoforézis sordan a mintdkat egy vezetd (magas elektroforetikus mobilitast
ionokat tartalmaz) €s egy zard (alacsony elektroforetikus mobilitdsu ionokat tartalmaz)
zona kozé helyezik, ahol az elektroforézis soran a mobilitdsuktol fiiggden a megfeleld

zonaba kertiilnek, €s ott vandorolnak.

A micellaris kromatografia soran detergenseket alkalmaznak, melyek micelldkat
képeznek. A t6ltés nélkiili mintdk micellaba keriilnek, melyek a felszini toltésiik alapjan
vandorolnak (anionos detergensek esetén andd felé, kationos detergenseknél katod

fel¢).(Hajosné, 1999)
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5.abra: A kapillaris elektroforézis elve

6. abra: ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer késziilék felépitése

Az 5. abran a kapillaris elektroforézis modszer elve lathato, ahol a szaggatott nyil jelzi,
hogy a mintatartobol keriil felszivasra a kapillarisba a minta. A 6. dbran az eszkdz belsd

felépitése figyelhetd meg.

3.10 Primertervezés a fajazonositasi vizsgalatok soran

A fajazonositasban felhasznalt PCR reakcidok minden esetben lanckezdd primereket
igényelnek az amplifikdlandd6 DNS szakasz szintéziséhez. Bizonyos esetekben a
vizsgalni kivant szakaszhoz mar kordbban megtervezett €és publikalt primereket
hasznalnak fel. Azonban a legtobb esetben a primerek megtervezése a vizsgalatot végzd

személyekre harul. A primerek megtervezéséhez szamos bioinformatikai online és
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offline platform ¢és szoftver 4ll rendelkezésre. Az egyik legszélesebbkoriien
alkalmazhaté primer tervezd szolgaltatds az Integrated DNA Technologies altal
iizemeltetett Oligoanalyzer®, ami elérhetd webes felilleten keresztiil (Internetes
hivatkozéas 1.), de szoftver formajaban is hozzaférhetd. A program lehetdséget nyujt
arra, hogy az altalunk vizsgalni kivant gének szekvenciarészleteit felhasznalva, szdmos
paramétert figyelembevéve tervezhessiik meg a sziikséges primereket. Lehetdség van
pontosan megadni a program szamara a késébbiekben alkalmazott PCR reakcid egyes
paramétereit — primer, Na* és Mg valamint dNTP koncentracio — , amely alapjan
kiszdmolja a tervezett primerszekvenciara jellemz6 tulajdonsadgokat: GC%, olvadasi
hémérséklet (Tr), molekulatomeg. Ezen feliil lehetéség van ellendrizni a program
segitségével, hogy a tervezett forward és reverse primerek képeznek-e egymadssal
dimereket, valamint az egyes primerek milyen valoszinliséggel vesznek fel hajtii
konformaciot.

Hasonldéan hatékony a Primer3 elnevezésli primertervezd szolgaltatds, ami az
Oligoanalyzer-rel szemben csak online formaban érhet6 el (Internetes hivatkozas 2.).
Az Oligoanalyzer-hez hasonléan szamos beallitas adhaté meg és a program szintén
képes kikalkulalni a tervezett primerek paramétereit (Untergrasser és mtsai., 2012;

Koressaar és Remm, 2007).

Miel6tt azonban elkezdenénk a primerek tervezését egy adott program
felhasznalaséaval, sziikségiink van az altalunk vizsgalni kivant faj vagy fajok adott
génjének pontos szekvencidjara. A keresett szekvenciakat tobb adatbazisban is
fellelhetjiik. Széleskorlien hasznalt genomadatbazisok és genombdngészdk érhetdek el
online formaban az Interneten, ezek koziil a legjelentdsebbek: az USCS Genome
Browser, az Ensembl Genome Browser, de a legnagyobb és legtobbszor hasznalt az
amerikai National Center for Biotechnology Information (NCBI) nukleotid adatbézisa.
Amikor ezekben az adatbazisokban megtalaljuk a vizsgalathoz sziikséges
szekvenciakat, azokat Ossze lehet hasonlitani, egymashoz lehet illeszteni azokat a
megfeleld algoritmusok alkalmazéaséval. Ilyen szekvencia-illesztd algoritmus a
European Bioinformatics Institute (EBI) honlapjan talalhatd CLUSTALW2 vagy ennek
egy Ujabb verzigja, a CLUSTAL OMEGA. Az utdbbi verzid segitségével néhany oOras
futtatasi id6 mellett szazezres nagysagrendil szekvencia is illeszthetd (Sievers és mtsai.,
2011). A programban lehetdség van DNS, RNS ¢és fehérjeszekvencidk illesztésére is. A

szekvencidk beviteli formatumai koziil a legfontosabb kiemelni a FASTA formatumot,
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amit elterjedten hasznalnak mind nukleinsav-, mind fehérjeszekvenciak leirasara. A
formatumot kezdetben csak fehérjeszekvencidk leirasara hasznaltak — ez volt a FASTP
— de a késobbiekben elkésziilt ennek modositott valtozata, amely alkalmas volt a
nukleinsav-szekvenciak lejegyzésére is (Lipman és Pearson, 1985; Pearson és Lipman,

1988). A 7. abran egy FASTA formatumban rogzitett szekvenica lathato.

>gi|20177368|emb|AJ457159.1| Bubalus bubalis mitochondrion partial 12S rRNA
gene

CTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCCTAAACACAAATAATTATATTAACAAAATTATTC
GCCAGAGTACTACCGGCAACAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCCTCTAGAGGAGC
CTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCTTGCTAATGCAGTCTATATACCGCCATCT
TCAGCGAACCCTAAAAAGGTACAAAAGTAAGCGCAATCACAACGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAA
CCTATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACACCAAGAACACCCAACACGAAAGTTATTATGAAA
ATTAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAACTAAGAATAGAGTGCTTAGTTGAACTAGGCCATGAAGCA
CGCACACACCGCCCGTCACCCTCA

7. abra: A bivaly (Bubalus bubalis) 12S rRNS gén részleges szekvencidja FASTA

formatumban

Minden szekvenciailleszté program alapjat képezi egy algoritmus, amely lehetdvé
teszi az egyes szekvenciak egymashoz torténd illesztését. A legelterjedtebb algoritmus a
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) amely gyorsan eldnybe kertilt a régebbi
algoritmusokkal (Smith-Waterman) szemben, mivel sokkal gyorsabban volt képes
végrehajtani a szekvenciak illesztését a sajat heurisztikus algoritmusa alapjan (Altschul

¢és mtsai., 1990).

3.11 Nem PCR alapu mddszerek az élelmiszerekbél torténé fajazonositasban

A PCR alapt metodikékon tal fontos megemliteni még a nem PCR alapt technikéakat
i1s, amelyek szintén jelentds szerepet jatszanak az élelmiszerekbdl torténd
fajazonositasban. Has és hustermékek esetében lehetdség van az ivar és a fajta
megallapitdsdra, a vad ¢és domesztikdlt fajok elkiilonitésére, a fOldrajzi eredet
meghatarozasara. Az ivar megallapitasa torténhet gazkromatografia-tomegspektrometria
(GC-MS), nagy nyomasu  folyadékkromatografitaval  kapcsolt  tandem
tomegspektrometria (HPLC-MS-MS), enzim kapcsolt immonszorbens assay (ELISA)
modszerekkel. Hartwig és mtsai. (1997) szarvasmarha hasok esetében a szteroid

hormonok kvantitativ. GC-MS mérésével kiilonitette el a nemeket. HPLC-MS-MS
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modszert alkalmazva szintén szarvasmarha vérszérumabol szarmazo anabolikus
hormonok vizsgalataval valt lehetévé a nemek elkiilonitése (Draisci és mtsai., 2000).

A fajtdk elkiilonitésénél széleskoriien alkalmazzdk az SNP chipekkel végzett
vizsgalatokat. Zsolnai és mtsai. (2013) mangalica fajtak elkiilonitését végezték el 60K
sertés SNP chip alkalmazasaval 9 SNP marker segitségével 80 mangalica egyeddel.

A vadon ¢€l6 és domesztikalt fajtak elvalasztasat gazkromatografiaval (GC)
(Karapanagiotidis €s mtsai., 2006) vagy izotépos elemanalizissel (Thomas ¢és mtsai.,
2008) végezhetik.

A f06ldrajzi eredet meghatarozéasat végezhetik tomegspektrometrias (MS) elemzéssel
vagy szintén SNP-kre épiild metodikaval. Nakashita és mtsai. (2008) szarvasmarhak
esetében hataroztdk meg a foldrajzi eredetet stabil szén, oxigén és nitrogén izotopok
tomegspektrometrias mérésével. Negrini és mtsai. (2008) Gsszesen 24 szarvasmarha-
fajta foldrajzi eredetét hataroztak meg 90 fliggetlen SNP markerrel torténé genotipizalas
soran, az adatok kiértékelése Bayes statisztikaval tortént.

Az élelmiszerek esetében elvégzendd nem PCR alaptl fajazonositas torténhet ELISA,
folyadékkromatografia (LC), izoelektromos fokuszalas, kapillaris gélelektroforézis
(CE). ELISA modszerrel szarvasmarha (-kazein monoklonalis kimutatasat hajtottak
végre ¢és ezzel specifikusan mutattak ki szarvasmarha faj jelenlétét sajtokbol (Lopez-
Calleja és mtsai., 2007). Elektrokémiai detektalassal elvégzett
folyadékkromatografiaval 15 faj elvéalasztisa valt lehetévé. Ezek kozé tartozott a
szarvasmarha, sertés, kecske, gimszarvas, 10, hazi tytk, héazi kacsa, strucc, lazac,
tékehal, garnélarak, tarisznyardk, fésiikagylo, kecskebéka és alligator. A fagyasztas-
felolvasztas ciklusai a kimutatas érzékenységét befolyasoltdk, de az elkiilonitésre nem
voltak hatdssal (Chou és mtsai., 2007). Izoelektromos fokuszalassal vizsgaltak daralt
husban 1évé vizoldékony fehérjefrakciot, a gélt digitalizalt formaban tobbvaltozos
regresszids analizissel elemezték. A kimutatott fajok szarvasmarha, sertés és pulyka
voltak (Skarpeid és mtsai., 1998). Kapillaris elektroforézis alkalmazasaval vizoldékony
és sooldatban oldo6dd fehérjék elvalasztasat végeztek el, majd a kapott
elektroforegrammok linearis diszkriminancia analizissel torténd kiértékelése tortént meg

(Vallejo-Cordoba és mtsai., 1998).
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. Altalanosan alkalmazott médszerek

4.1.1. Bioinformatikai eszkozok alkalmazisa PCR primerek tervezése soran

A tervezett fajazonositasi vizsgalatok mindegyikéhez sziikséges volt olyan primerparok
tervezése, amelyek univerzalis primerként alkalmazhatdak, vagyis a primerek altal
kozrezart célszekvencia az egyes fajok esetében egyezd volt. A kimutatas alapjat az
ezekben a szakaszokban taldlhatd  szekvencia-eltérések alapjan  kialakulo

kiilonbozdségek jelentették. A PCR SSCP modszer soran ezek az eltérések az egyszalu

crer

Az univerzélis primerek tervezése soran elsé lépésként az egyes fajok 12S rRNS
szekvenciait az NCBI GenBank adatbazisabol toltottiik le, majd ezekkel a szekvencia-
adatokkal végeztiik el az European Bioinformatics Institute (EBI) honlapjan talalhato
CLUSTAL OMEGA algoritmus segitségével a tobbszords illesztést. A kapott
eredmények alapjan kivélasztottunk, tobb olyan szakaszt, amelyek mindegyik faj
esetében azonosnak bizonyultak és ezekre a szakaszokra terveztlink primereket. A
tervezett primerek tulajdonsagait — becsiilt tapadasi homérséklet, self-dimer és hetero-
dimer képzdédésének valosziniisége — OligoAnalyzer 3.1 szoftver online verzidjaval
végeztiik el. A legtobb esetben a primerek méretét 20 bp-ban hatdroztuk meg, mig az
SSCP vizsgalathoz optimalis termékméretet valasztottunk, ami 100-800 bp kdzé esett.
A self-dimer és hetero-dimer képzés ellendrzése soran az OligoAnalyzer szoftver altal
kalkulalt Gibbs-féle szabadenergia (AG) értekét vettiik figyelembe, -9kcal/mol értéknél

negativabb érték esetében nem megfelelonek itéltiik a tervezett primerpart.

A tej és sajtmintdkhoz hasonldan a hus és hustermék mintak esetében is a laboratoriumi
vizsgalatokat megel6zden bioinformatikai modszereket felhasznédlva, kibdvitve
hajtottuk végre az egyes fajok mitokondridlis genomjdban kodolt 12S rRNS
szekvencidk tobbszoros illesztését a mar korabban is alkalmazott EBI CLUSTAL
OMEGA algoritmus segitségével. Igy ellendriztiik, hogy a mér elkésziilt és alkalmazott
univerzalis primerpar mas fajoknal is hibridizal-e, azaz mas fajok is rendelkeznek-e

ugyanazokkal a konzervativ régiokkal, amivel a szarvasmarha, bivaly, juh és kecske. A
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nukleotid szekvencidk ebben az esetben is az NCBI GenBank adatbazisabol szarmaztak.

A tobbsz0ros illesztésbe bevont fajok adatait a 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Tobbszoros illesztés soran vizsgalt fajok

Sorszam | Magyar név Latin név GenBank azonosito
1. Szarvasmarha Bos taurus GQ926965.1
2. Bivaly Bubalus bubalis GU119953.1
3. Juh Ovis aries JQ622016.1
4. Kecske Capra hircus GQ926969.1
5. Sertés Sus scrofa domestica AM158316.1
6. Vaddiszn6 Sus scrofa GQ338938.1
7. Muflon Ovis aries orientalis GU350356.1
8. Lo Equus caballus EU851885.1
9. Hazi nyul Oryctolagus cuniculus U59264.1
10. Gimszarvas Cervus elaphus AF091707.1
11. Démszarvas Dama dama AY397662.1
12. Oz Capreolus capreolus JN632610.1
13. Hazi galamb Columba livia domestica X87857.1
14. Hazi tyuk Gallus gallus JN695761.1
15. Gyongytyuk Numida meleagris AF222587.1
16. Pulyka Meleagris gallopavo AJ490508.1
17. Hazi kacsa | Anas platyrhynchos domestica JN695765.1
18. Pézsmaréce Cairina moschata AF173705.1
19. Hézi lud Anser anser JN695751.1
20. Ember Homo sapiens JX024567.1

A halfajok egymastol vald elkiilonitése soran kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Az
egyik esetben tobb primerpar lett tervezve fajcsoportokra, ahol a csoportokon beliili
elkiilonités volt a cél, mig a masik esetben egy univerzalis primerpar lett tervezve az
Osszes a vizsgalatba vont halfaj citokrom-oxidaz 1. alegység (COI) gén szekvencidjara.
A csoportos elrendezés soran 2 csoportba soroltuk a fajokat, amiket szerettiink volna a
tovabbiakban vizsgalni és ennek alapjan tortént a primertervezés is. A 1. csoportba a
fogassiillo és kdsiill tartozott, amelyekhez tartoz6 primerpar altal kozrefogott szakasz
szintén a citokrém b génben volt megtalalhatd. A 2. csoport tagjai a ponty, eziist karasz
és fehér busa voltak. Esetiikkben a tervezett primerek az el6bbi két csoportéhoz
hasonléan a citokrom b—génben rendelkeztek tapadasi régioval. Minden esetben a
szekvencidk tobbszords illesztését CLUSTAL OMEGA algoritmussal végeztiik, majd a
kapott illesztés ismeretében jeloltiik ki a primereink szdmara a feltapadasi szakaszokat.
Az egyes primerek hairpin, self-dimer és hetero-dimer struktarak kialakitasara valo
hajlandosagat, valamint az egyes primerek anelldldsi hdmérsékletét OligoAnalyzer 3.1

szoftver segitségével allapitottuk meg.
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4.1.2. DNS izolalas médszerei

Genomi DNS izolalasa sajtokbol, husterméekekbol és halfajokbol

A sajtbdl és hustermékbdl torténd DNS izolalast a De és mtsai. (2011) altal leirt fenol-

kloroform-izoamil-alkoholos modszert alkalmazva hajtottuk végre.

1. A sajtmintakat folyékony nitrogén segitségével homogenizaltuk.

2. A homogenizalt mintakbdl 70 mg-ot mértiink ki 2 ml-es eppendorf cs6be, ezutan
900 ul extrakcios puffert (75 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI; 0,45
VIV% SDS) és 120 pg Proteinaz K enzimet (Sigma) adtunk hozza. A mintakat a
hozzaadott vegyszerekkel szuszpendaltuk.

3. Egy ¢jszakan keresztiil, 50 °C-ra beallitott vizfiirdében inkubaltuk.

4. A inkubaciét kovetéen 900 pl fenolt (Sigma, /pH=8/) adtunk a mintdkhoz,
ezutan néhanyszor atforgattuk dket, mikrocentrifugédban centrifugéltuk (Heraeus,
BIOFUGE pico) 15 700 g-n 10 percig, végiil a felsé vizes fazisbol 800 pl-t
vittlink at egy masik 2 ml-es eppendorf csébe.

5. 800 pl 25:24:1 aranyu fenol-kloroform-izoamil-alkohol (Sigma) elegyet adtunk
a mintainkhoz, ezutdn 15 700g-n 10 percen 4t centrifugaltuk, végiil a fels6 vizes
fazisbol 500 pl-t vittlink 4t egy masik 2 ml-es eppendorf csdbe.

6. 500 pl 24:1 aranyban 6sszeallitott kloroform-izoamil-alkoholt (Sigma) adtunk a
mintdkhoz, majd 15 700 g fordulaton centrifugaltuk, ezt kovetéen 300 pl
mennyiséget vittiink at a feliilaszobol 1,5 ml-es eppendorf csébe.

7. A DNS kicsapast 0,8 térfogat aranyt izopropanollal (Merck) hajtottuk végre, a
mintakat 5 percre 4 °C-ra helyeztiik, végiil 12 500 g-n 10 percig centrifugaltuk,
ezutan a nukleinsav a cs6 aljan pelletként jelent meg.

8. A pelletet 70 V/V%-os etanollal (VWR) mostuk, majd papirtérlére forditva
szaritottuk a mintakat.

9. 100 pl TE pufferben (10 mM Tris-HC1 /pH 8/; 1 mM EDTA), egy 6ran keresztiil
elualtuk a pelletet 65 °C-on.

10. Az inkubalast kdvetden a mintakat felhasznalasig -20 °C-ra helyeztiik.
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Genomi DNS izoldalasa bomlasnak indult ponty szovetbol és légylarvabol

A vizsgalt mintakbol genomi DNS-t izolaltunk Geneaid Genomic DNA Mini Kit
(Geneaid Biotech, Taiwan) segitségével, majd az izolatumok koncentraciéit NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) késziilék felhasznalasaval

ellendriztik.

4.1.3.DNS izolatumok minéségi és mennyiségi ellenérzése

A DNS izolalast kovetéen mintdink koncentracioit és tisztasagukat spektrofotometrias
modszerrel mértiik és jellemeztiikk NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, USA) felhasznalasaval 230, 260 és 280 nm hullamhosszon. Az adott
miiszerrel mérjiik a 230, 260 és 280 nm-en torténd fényelnyelés mértékét. A DNS
molekulak jellemzden 260 nm-en, a fehérjék 280 nm-en, mig egyes szerves oldoszerek
(pl. fenolatok, tiocianatok) 230 nm-en nyelik el a fényt. 260/280 és 260/230 aranyok a
DNS izolatum tisztasagardl tdjékoztatnak. 260/280 arany esetében 1,8-2,0 értékek
esetében beszéliink tiszta izoldtumrol, mig 260/230 ardny esetében 1,8-2,2 értékek

kozott jelenthetjiik ki ugyanezt.

A késObbi kisérleti bedllitdisok — meghatarozott arany( keverési sorozatok -—
megkovetelték, hogy az egyes mintdk egységes koncentracidoban tartalmazzak a DNS-t.
Mivel az izolalast kovetden az egyes mintak koncentracioértékei jelentdsen eltérnek,
ezért szlikséges volt a mintdk koncentracidinak egységesitése higitas vagy koncentralas
segitségével. Ezt a 1épést elvégezve minden minta egységesen 50 ng/ul koncentracidban

tartalmazott DNS-t.

4.14 PCR reakciok altalanos lépései

PCR reakciok soran alkalmazott reakcidelegy Osszetétele 10 pl-re vonatkoztatva:
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- 2 mM MgCI; (Fermentas)

- 10x Dream Taq puffer (Fermentas)
- 100 uM dNTP (Fermentas)

- 1 pM reverz primer (Sigma)

- 1 pM forward primer (Sigma)

- 0,05 U Dream Taq polimeraz (Fermentas)

A reakcioelegyet laminaris boxban mértik 6ssze. 9 ul PCR mixhez 100 ng DNS-t
adtunk. A reakciokat DNA Engine® Peltier Thermal Cycler (BioRad) késziilékben
hajtottuk végre.

415 Agaroz gélelektroforézis

Az eléallitott PCR termékek kimutatasahoz 2 m/VV%-0s agar6z gélt alkalmaztunk.

Az alkalmazott 2 m/V%-os gél dsszetétele 150 ml-re vonatkoztatva:

- 3 g agar6z (SeaKem® LE Agarose, Lonza)

- 150 ml 1x TAE puffer (1000 ml-re vonatkoztatva 20 ml AccuGENE 50x TAE
Buffer, Lonza; 980 ml dH,0)

- 150 pl 1000x GelRed (Biotium, 10 000x vizben)

Az elektroforézis végrehajtasahoz a Wide Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad) késziiléket
hasznaltuk fel, erre 4 V/cm fesziiltséget kapcsoltunk a BioRad PowerPac™ Basic
késziilek alkalmazasaval. A kapott DNS mintazatokat UV fény segitségével tettiik
lathatova, és Uvipro Platinum (Uvitec) késziilékkel dokumentaltuk, Uvipro Platinum
szoftverrel értékeltiik. A program denzitométer funkcidja lehetdvé tette, hogy a PCR
termékek sdavintenzitdsit meghatdrozzuk, és az igy kapott intenzitasértékeket

egymashoz hasonlitsuk.
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416 PCR-SSCP modszer altalanos lépései

A poliakrilamid gél ésszetétele

2,4 ml 10x TBE puffert (Sigma), 9,9 ml 40% akrilamid/bisz-akrilamid oldatot (Sigma)
mértiink 0ssze, majd desztillalt vizzel 40 ml-re egészitettiik ki, hozzaadtunk 400 ul 10
%-o0s ammonium perszulfat oldatot (Sigma), valamint 30 pl TEMED-et (tetrametil-
etiléndiamin; BioRad). Az elektroforézis 400 V fesziiltségen 8 oran keresztiil zajlott
PowerPac Universal Power Supply (BioRad) tapegység és Protean II xi Cell (BioRad)

elektroforézis kadban.

A PCR termékek eldkészitése SSCP-hez

A korabban eldallitott PCR termékeket 95 °C-on denaturadltuk 5 percig, majd jégen
hatottiik. 1,5 pl PCR termékhez 15 pl Formamid Dye-t (8 V/V% bromfenol kék, xilén
cianol festék (Sigma); 92 V/V% formamid) adtunk. A formamid képes megakadalyozni
a komplementer szalak 6sszekapcsolodasat.

Poliakrilamid gélelektroforézis eredményének elohivdsa

Eziistfestés

A poliakrilamid gélen megjelend DNS savokat eziistfestéssel tettiik lathatova, amely

négy lépésbdl tevodik dssze.
1. Fixalas
500 ml végtérfogata fixaldo oldatot allitottunk Ossze, ami 50 ml abszolut alkoholt

(VWR), 2,5 ml ecetsavat (Sigma) és 447,5 ml dH,O-t tartalmazott. A gélt ebben az

oldatban 10 percen keresztiil razoégépen tartottuk, majd desztillalt vizzel mostuk a gélt.
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2. Festés

A festés végrehajtasdhoz elsd lépésben 50 ml 1 m/v%-os eziist-nitrat torzsoldatot
készitettiink, amit 500 ml-re egészitettiink ki 450 ml dH,O-val, igy 0,1 V/V%-os eziist-
nitrat oldatot kaptunk. Ebben inkubaltuk a gélt 10 percen at razogépen, végiil kétszer
desztillalt vizzel mostuk.

3. El6hivas

Az eléhivo oldat 60 ml 15 m/v%-os NaOH t6rzsoldatot, 6 ml 1 m/v%-0s NaBH,
torzsoldatot és 700 ul 37 m/v%-0s formaldehidet tartalmaz, amit 600 ml-re
egészitettlink ki desztillalt vizzel. Ebbdl az oldatbdl 80 ml-t hasznaltunk fel a felesleges
ezlist-nitrat eltdvolitasara, majd a visszamaradd oldatot felhaszndlva a géleket addig

tartottuk razogépen, amig savok jelentek meg.

4. Leallitas

A leallitashoz 50 ml 7,5 m/v%-0s Na,COs torzsoldatot készitettiink, amit 500 ml-re
egészitettiink ki dH,O-val. Végezetiil a kapott gélmintazatokat szkenner és szamitogép
segitségével detektaltuk, valamint Uvipro Platinum (Uvitec) késziilek segitségével is

detektaltuk a géleken lathaté mintazatokat.

4.1.7 Kapillaris elektroforézis

A PCR termékek elOkészitése kapillaris elektroforézishez a kovetkezd modon tortént.
0,5 ul kétszeresen higitott PCR termékhez 0,5 ul LIZ500™ standard-et adtunk, majd ezt
9 ul Hi-Di formamiddal (Life Technologies, USA) egészitettikk ki. Az elektroforézist
argon-ion lézerrel felszerelt ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) végeztiik el, amelynek kibocsatasi hulldimhossza 488-514 nm. Az egyes mintakat
elektrokinetikusan injektaltuk 4 masodpercen keresztiil, 15 kV fesziiltség alkalmazasa
mellett egy 47 cm (effektiv hosszsag: 30 cm) hosszusagu, 50 um kapillarisban (Life
Technologies), amit az injektalast megelézéen 15 V/V%-0s Pluronic F108 polimerrel
toltottiink fel (Sigma-Aldrich), ami 0,7x Genetic Analyzer puffert (Life Technologies)
tartalmazott. Az elektroforézis 35 °C-on, 15 kV fesziiltség mellett 40 percig tartott. A
jelek detektalasa 525-650 nm hullamhosszak kozott tortént. A nyers adatok
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Osszegyljtését Data Collection szoftver 3.1.0 verzidjaval végeztik, mig az adatok
kiértékelése GeneMapper® 3.7 szoftverrel (Applied Biosystems) zajlott. Az egyes
futtatasok  kozotti  eltérések  korrekcidja érdekében az  elektroferogrammok
normalizacidjat végeztiik el, amihez az elektroforézis soran alkalmazott LIZ500™

standard-et hasznaltuk fel.

4.2 A tej és tejtermékek vizsgalatanak specifikus modszertana

421 Mintak

A kisérlet soran szarvasmarha, bivaly, juh és kecske elegytejeket valamint kereskedelmi
forgalombol szarmazd sajtokat vizsgaltunk PCR-egyszala DNS konformaécio
polimorfizmus alkalmazasaval. A kontrollmintaként felhasznalt tejek minden faj
esetében elegytejek voltak, mintanként 4 egyedtdl szdrmaztak. Az elegytej mintdk
Debrecen térségébol, allattartd telepekrdl szarmaztak, tovabba meghatarozott
térfogataranyban kevert tejekbol készitettiink sajtokat, melyek minden esetben két faj
tejét tartalmaztdk. Az egyes mintdkat tovabbi felhasznélasig -20 °C-on taroltuk. A

vizsgélatokhoz sziikséges DNS-t kiilonb6z6 modon izolaltuk tej- és sajtmintak esetében.

4.2.2 DNS izolalas specifikumai

A tejbdl torténd DNS izoldlashoz a Zsolnai és Orban (1999) altal leirt modszert vettiik

alapul, amit tobb pontban modositottunk.

A DNS izolalas 1épései a kdvetkezdk voltak:

1. Fajonként 1000 pl tejmintat centrifugaltunk (Heraeus, BIOFUGE pico) 7 percig,
13 000 g-n.

2. A centrifugalds utdn a feliiliszo tetején tejzsir gylilik Ossze, amit spatula-
mikrokanal segitségével tavolitottunk el.

3. A pelletrdl lepipettaztuk a vizfazist.

4. Ezt kovetéen 200 pl lizis puffert (10 mM KCI; 1,5 M MgCly; 10 mM Tris
/pH7,4/) adtunk a mintakhoz, azokat vortexeltiik, majd 12 000 g-n, 2 percig
centrifugaltuk. Leontottiik a feliiluszot.

5. A 4. Iépésben leirtakat kétszer megismételtiik.
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6. A mintakat tartalmazo6 eppendorf csoveket papirtdrlére helyezve szaritottuk.

7. A szaritas ideje alatt 0sszemértiik a 100 pl lizis puffert (10 mM Tris; 50 mM
KCI; 0,5 VIV% Tween 20) és 80 ug Proteinaz K (Sigma) enzimet tartalmazo
elegyet.

8. Minden mintdhoz 104 pl elegyet adtunk, a pelletet pedig ezzel az eleggyel
felszuszpendaltuk.

9. A mintdkat 60 percig 56 °C-os vizfiirddbe helyeztilk, majd a Proteinaz K
inaktivalasa céljabol 10 percre 94 °C-os vizfiirddbe kertiltek a mintak.

10. Ezutan az egyes izolatumok mindségi és mennyiségi ellendrzése kovetkezett,

végiil a mintakat -20 °C-on taroltuk, amig nem keriiltek felhasznalasra.

4.2.3 Alkalmazott primerek

A tej és tejtermékek vizsgélatdhoz felhaszndlt primereket az 2. tabladzatban foglaltuk

0ssze.

2. tablazat. Univerzalis primerek tulajdonsagai

Primerek Primerszekvencia Termék-méret (bp)

Univerzalis forward | 5 — ACTCTAAGGACTTGGCGGTG - 3°

278
Univerzalis reverse | 5 —TTTACTGCTAAATCCTCCTT -3’

4.2.4  Alkalmazott PCR reakciok specifikumai

Homeérséklet gradiens PCR reakcio

A tobbszords illesztés eredménye alapjan 6t primer lett tervezve, négy forward és egy
reverse primer. A megfeleld anellalasi hémérséklet kivalasztasahoz homérséklet
gradiens PCR reakciot alkalmaztunk. Ekkor négy fajbol — szarvasmarha (Bos taurus),
juh (Ovis aries), kecske (Capra hircus) és bivaly (Bubalus domesticus) — szarmazé
DNS mintdkat kevertiink 0ssze egy DNS elegybe. Ezt alkalmaztuk a reakcid sordn
templatként. Az alkalmazott reakcioelegy Osszetétele a 4.1.4. pontban van feltiintetve. A
reakcié soran alkalmazott hdmérséklet gradienst 57,8-65 °C kozotti tartomanyban
allitottuk be. A hémérséklet gradiens PCR reakcidé eredménye alapjan a tovabbi PCR

reakciokhoz 60 °C anellalasi homérsékletet valasztottunk ki.
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PCR reakcio a négy primerpar alkalmazasaval fajonként és a négy faj kevert

DNS-ének felhasznalasaval

Miutan a homérséklet gradiens PCR reakciot elvégeztiik és kivalasztottuk anellalasi
hémérsékletnek a 60 °C fokot, olyan reakciot allitottunk 0Ossze, ahol az egyes
primerparokat tartalmazé reakcioelegyekbe csak egy fajtdél szarmazé DNS templatot

mértlink, valamint olyan elegyet is, amibe a négy faj kevert DNS-e¢ keriilt.
A reakcio soran felhaszndlt elegy Osszetétele a 4.1.4. pontban keriilt ismertetésre. A
felhasznalt primereket a 4.2.2. fejezet 1. tablazatban foglaltuk Gssze. A reakcid

koriilményeit a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tablazat. A PCR reakciok koriilményei

Ciklus lépései Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) | Ciklusszam
Taq polimeraz aktivalasa 95 1,5 1
Denaturalas 95 0,5
Anellalas 60 0,5 35
Extenzio 72 0,5
Végso lanchosszabitas 72 5 1

A PCR reakci6 sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

PCR reakciok kiilonbozo keverési aranyokkal rendelkez6 DNS templatok

felhasznalasdval

A PCR reakciokhoz els6 1épésként DNS elegyeket allitottunk 6ssze. A juh, a kecske és
a bivaly DNS-éhez adtunk szarvasmarha DNS-t a kovetkez6 aranyokban: 5 V/V%, 10
VIV%, 20 V/V%, 30 V/V%, 40 V/V% és 50 V/V%, emelett minden mintasorozaton
beliil volt egy minta, ami 100 V/V%-ban csak az adott sorozatban vizsgalt faj DNS-ét —
vagyis juh, kecske vagy bivaly DNS-t — valamint egy minta, ami 100 V/V%-ban csak

szarvasmarha DNS-t tartalmazott.
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Az 5 VIV%-t6l 50 V/V%-ig terjed6 keverési aranyokat alkalmazé PCR reakcio
végrehajtasa utan alacsonyabb keverési aranyokkal rendelkezé mintakat alkalmazo PCR
reakciot allitottunk Ossze. Ezekben a mintasorozatokban a juh, a kecske és a bivaly
DNS-éhez szarvasmarha DNS-t kevertiink 0,1 V/V%, 0,5 V/V%, 1 V/V%, 3 V/V% és 5
V/V% ardnyban. Ebben az esetben is mindegyik mintasorozat tartalmazott egy mintat,
amely 100 V/V%-ban az adott mintasorozatban vizsgalt faj DNS-ét — azaz juh, kecske
vagy bivaly DNS-t — és egy minta, ami 100 V/V%-ban szarvasmarha DNS-t

tartalmazott.

A PCR reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.

A PCR-SSCP modszert a 4.1.6. pontban ismertetett moédon hajtottuk végre.

4.2.5 Duplex-PCR reakcio juh-szarvasmarha DNS keverékek esetében — kvantitativ

kimutatasi lehetdségek vizsgalata

Juh és szarvasmarha elegytejeinek felhasznalasaval végeztiik el duplex-PCR reakciok
kivitelezését, amelynek célja volt, hogy agardz gélelektroforézist kovetden a kapott
savok intenzitds értékeit megmérve becsiilni tudjuk, hogy adott termékben milyen
aranyban mutathato ki a szarvasmarha faj jelenléte.

A kvantitativ kimutatashoz sziikséges volt meghataroznunk egy kalibracids egyenletet,
amelynek felallitasahoz el6szor egy standard keverési sort kellett 1étrehoznunk. A
keverési sor mintdi meghatarozott aranyokban tartalmaztak a juh és szarvasmarha fajok
DNS-eit, ligyelve arra is, hogy eldzetesen a két faj DNS mintdinak koncentracioi
egységesitve legyenek. A DNS izolalést, illetve a koncentraciok meghatarozasat
kovetden tehat az egyes mintak koncentraciot egységesen 100 ng/ul, 50 ng/ul és 10
ng/ul koncentraciokra allitottuk be, majd mindegyik koncentracioérték mellett
elkészitettiik a keverési sorokat.

Osszesen 6 keverési arany keriilt beallitdsra (0, 1, 5, 20, 30, 50 V/V% szarvasmarha
DNS), mindegyik keverési arany esetében 5 parhuzamos mérés (PCR reakcié +
elektroforézis) tortént, melyek atlagait adbrazoltuk a keverési aranyok fliggvényében,
egyenest illesztettiink az abrazolt adatpontokra, majd meghataroztuk a kalibracios
egyenletet. Pozitiv kontrollként 100v/v %-os szarvasmarha és 100v/v %-0S juh DNS

minta is része volt a sorozatoknak.
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Duplex-PCR reakciok koriilményei

A duplex-PCR reakciok kivitelezéséhez sziikséges primerparok optimalis tapadasi
hémérsékletét hémérséklet gradiens PCR reakcid soran allapitottuk meg. A
hémérsékleti gradiens 55-65 °C kozott kertilt beallitasra. Ennek eredményeképpen mind
a szarvasmarha-specifikus, mind a juh-specifikus primerpar esectében az optimalis
tapadasi homérséklet 59 °C-nak adodott. A tovabbiakban ezen a homérsékleten

végeztiik el a PCR reakcidkat.

A duplex-PCR reakci6é soran alkalmazott primerek Bottero és mtsai. (2003) munkaja

alapjan lettek kivalasztva. A primerek adatait a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat. Duplex-PCR reakci6 soran alkalmazott primerek tulajdonsagai

) Termékmeéret
Faj (gén) Primerek (forward/reverse)
(bp)
Juh (forward: 12SrRNS; | 5’ ATATCAACCACACGAGAGGAGAC 3’ 17
reverse: 16S rRNS) 5> TAAACTGGAGAGTGGGAGAT 3°
Szarvasmarha (12S 5" GTACTACTAGCAACAGCTTA 3° 256
rRNS) 5 GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG 3’

A PCR reakci6 soran felhasznalt PCR mix 0sszetétele 15 ul-re vonatkoztatva:

1x Dream Taq puffer (Fermentas)

- 20 uM dNTP (Fermentas)

- 4 mM MgCl, (Fermentas)

- 2 pM Reversel primer (Sigma)

- 2 pM Forwardl primer (Sigma)

- 2 pM Reverse2 primer (Sigma)

- 2 pM Forward2 primer (Sigma)

- 0,05 U Dream Taq polimeraz (Sigma)

13,5 ul PCR mixhez 1,5 pul DNS templatot mértlink, mindezt laminaris boxban végeztiik
el. A PCR reakcidok a vizsgalat alatt tobb valtozatban is végre lettek hajtva. A
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valtoztatasok a primerparok egymashoz viszonyitott ardnyait és a reakciok ciklusszamat

érintették. A reakciok beallitasait a 5. tdblazat tartalmazza.

5. tablazat. A duplex-PCR reakciok koriilményei

Ciklus lépései Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) | Ciklusszam
Taq polimeraz aktivalasa 95 15 1
Denaturalés 95 0,5
Anellalas 59 0,5 35/33/30/25
Extenzid 12 0,5
Végso lanchosszabités 72 5 1

A primerparok aranyat a kiinduldsi 1:1-rél 30 és 25 ciklusbdl 4ll6 reakcidk esetében
egyarant valtoztattuk 1:0,5 és 1: 0,25-re a szarvasmarha-specifikus primerpar rovasara.
A 30 ciklusbol allo reakciok soran 1:0,75 primerpar-arany is kiprobalasra keriilt,
valamint a 25 ciklusbdl all6 reakcional 1:1 primerpar-arany is beallitasra kertilt. Ezeken
feliill primerpar-arany valtoztatasa nélkiil egy 33 ciklusbol allo reakcid is részét képezte

az optimalizalasi folyamatnak.

Statisztikai elemzés

A kapott savintenzitas értékek kiértékelése Microsoft Office Excel 2010 és SPSS 14.0
programokkal tortént.

426 Comet-assay — Ustokos gélelektroforézis

Az élelmiszerekben talalhatdé DNS degradaltsagi fokanak megallapitasara alkalmas
modszer lehet a comet assay (SCGE, single cell gel electrophoresis) eljaras, amely
soran egy sejt DNS tartalméanak vizsgélata torténik PCR reakcid végrehajtasa nélkiil

agardz gélelektroforézis és megfeleld mintaelOkészités elvégzésével.

1. A targylemezeket 20 percre -20 °C-ra helyezztiik.
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2. A targylemezeket kivettik a fagyasztobdl, a parat letoroltiik, majd 1 m/v%-0s
agarozba martottuk. Az agardézt 70 °C-os vizfiirdében tartottuk a megszilardulas

elkeriilése érdekében. Igy késziil el az tn. feddréteg.

3. A vizsgalni kivant mintdbol 1g mennyiséget vettiink ki, azt szikével felapritottuk. A
felapritott kiindulasi anyagot eldzetesen lehiitott PBS pufferbe helyezztiik és magneses
keverdn 5 percig, 500 rpm fordulaton kevertettiikk. A folyadékot 100 mikronos sziiron

lesztirtiik. Az eléallitott homogenizatum tartalmazta a kiindulasi anyagban 1€vo sejteket.

4. A targylemezen 1év0 fedd agardz rétegre keriilt egy un. futtaté agardz réteg, ami
tartalmazta a homogenizatum sejtjeit. A futtatd réteg 0,5 m/v%-0s alacsony
olvadasponti (low melting point) agaréz (LMPA) volt. Amig a targylemezeket az
LMPA agardzba martottuk, az oldatot 50 °C-os vizfiirdoben tartottuk a megszilardulas
elkertilése érdekében. Minden minta esetében 10 pl sejtszuszpenziot €s 75 ul 0,5 m/v%-
os LMPAt mértiink 0ssze, majd a végtérfogat 70%-a keriilt felvitelre a feddrétegre,
majd ezt fed6lemezzel lefedtiik és 20 percig 4 °C-on tartottuk.

5. A sejtek lizisét 0,5x TBE pufferben oldott SDS-sel (natrium-dodecil-szulfat)
végeztik el. 1000 ml 0,5x TBE pufferben 25 g SDS-t oldottunk fel. Az elkészitett

targylemezeket 1 oran keresztiil tartottuk a lizispufferben.

6. A lizist kovetden végeztik el az elektroforézist, amelynek sordn horizontalisan 5
V/em elektromos térerdsség mellett 5 percig tortént az elvalasztas. A targylemezeket ezt

kovetden 5 percig desztillalt vizzel mostuk, majd levegdn széritottuk 1 6ran keresztiil.

7. A targylemezek festése etidium-bromiddal tortént 10 percen keresztiil. A festd oldat 3

ey

hasznaltunk fel. A festést kovetden a targylemezeket desztillalt vizzel mostuk.
8. A targylemezek detektalasa Nikon Eclipse 500 fluoreszcens mikroszkoppal, Peltier

hiitétt Olympus DP72 kameraval tortént. Az alkalmazott objektiv 20x nagyitdssal

rendelkezett, vagyis a teljes nagyitas 200x volt.
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9. A kapott képek kiértékelése OpenComet szoftverrel tortént, ahol a képekrdl
elmondhato, hogy 1 pixel/2pm felbontastak voltak. A statisztikai elemzést SPSS 14.0

szoftverrel végeztiik.

4.3 Hus és hustermékek vizsgalatanak specifikus médszertana

43.1 Mintak

A vizsgélatba 18 allatfaj husmintdjat és 38 kereskedelmi forgalomban kaphato
husterméket vontunk be. Az egyes mintakat 2 ml-es kriocsovekben, -20 °C-on taroltuk

tovabbi felhasznalasig. Az egyes mintak szarmazéasa vizualisan lett megerdsitve.

4.3.2 DNS izolalas

Husok és hustermékek esetében a 4.1.2. pontban ismertetett De és mtsai. (2011) altal
leirt modon tortént a DNS izolaldsa. A marhahusbdl torténd sertés eredeti hiis, maj és
zsir kimutatasa esetében mitokondrialis DNS izolalasa tortént meg Das et al. (2012)

modszere alapjan.

4.3.3 Alkalmazott primerek

A hus és hustermékek PCR-SSCP modszerrel torténd elvalasztasahoz elvégzett PCR
reakciok sordn a 4.2.2. pontban bemutatott univerzalis primerpart alkalmaztuk. A
marhahusbol torténd sertés eredetli hus, maj €s zsir kimutatisa esetében az alkalmazott

primerparok adatait a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat. A modszer soran felhasznalt primerek adatai

) Termékmeéret
Faj (gén) Primerek (forward/reverse)
(bp)
Sertés,  szarvasmarha | 5>~ ACTCTAAGGACTTGGCGGTG-3’ 283
(12S rRNS) 5>-TTTACTGCTAAATCCTCCTT-3’
Sertés,  szarvasmarha | 5>~ AGACCTTTCTCTTTGACCTTGAT-3’ 220
(RYR1) 5’-CCAGACCTGGTGACATAGTTGA-3’
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4.3.4 Alkalmazott PCR reakcidk specifikumai

A reakciok soran felhasznalt elegy Osszetétele a 4.1.4. pontban keriilt ismertetésre. Az
optimalis anellaldsi hdmérséklet 62 °C-nak adddott. A primerek tulajdonsagait a 7.

tablazat foglalja magaba.

7. tablazat. A PCR reakciok koriilményei

Ciklus lépései Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) | Ciklusszam
Taq polimeraz aktivalasa 95 1,5 1
Denaturalas 95 0,5
Anellalas 62 0,5 35
Extenzid 712 0,5
Végso lanchosszabités 72 5 1

A PCR reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik.

A PCR-SSCP modszert a 4.1.6. pontban ismertetett médon hajtottuk végre.

4.3.5 Sertés eredetii hiis, maj és zsir kimutatasa marhahisban CE-SSCP médszerrel

Kiilonboz6 sertés szoveteket hasznaltunk fel vizsgalatunkhoz. 1, 5, 10, 20 m/m%
aranyban kevertiink sertés zsirt, majat és izmot (karaj) szarvasmarha husaval (8.
tablazat). 1-4. mintdkat kontrollként hasznaltuk fel. A mintdk teljes tomege 100+1 mg

volt. A mintdk homogenizalasat Ultra Turrax T10 késes homogenizatorral végeztiik.

8. tablazat. Elelmiszer mintak és keverékeik a vizsgélat soran

Minta Osszetevok Minta Osszetevok
1 100% sertés szalonna 9 80% marha tarja 20% sertés maj
2 100% sertés maj 10 90% marha tarja 10% sertés maj
3 100% sertés karaj 11 95% marha tarja 5% sertés maj
4 100% marha tarja 12 99% marha tarja 1% sertés maj
5 80% marha tarja 20% sertés szalonna 13 80% marha tarja 20% sertés karaj
6 90% marha tarja 10% sertés szalonna 14 90% marha tarja 10% sertés karaj
7 95% marha tarja 5% sertés szalonna 15 95% marha tarja 5% sertés karaj
8 99% marha tarja 1% sertés szalonna 16 99% marha tarja 1% sertés karaj
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A 128 rRNS és a rianodin receptor 1 (RYR1) gén szekvenciajara terveztiink primerpart
Primer3 szoftver segitségével. A moddszer sordn alkalmazott primerek adatait a 9.

tablazat tartalmazza.

9. tablazat. A modszer soran felhasznalt primerek adatai

) Termékmeéret
Faj (gén) Primerek (forward/reverse)
(bp)
Sertés, szarvasmarha 5’-ACTCTAAGGACTTGGCGGTG-3’ 283
(12S rRNS) 5-TTTACTGCTAAATCCTCCTT-3’
Sertés, szarvasmarha | 5’-AGACCTTTCTCTTTGACCTTGAT-3’ 209
(RYR1) 5’-CCAGACCTGGTGACATAGTTGA-3’

Mivel a cél mitokondridlis genombo6l szarmazd gének vizsgalata volt, ezért a RYRI

génre tervezett primerek hasznalataval tesztelhetd volt a genomi DNS szennyezés.

A RYRI1 génre tervezett primerekkel elvégzett PCR reakcidé koriilményei és A 12S
rRNS génre tervezett primerekkel elvégzett PCR reakciok koriilményei 10 pl-re
vonatkoztatva:

- 1x Dream Taq puffer (Fermentas, USA)

- 20 uM dNTP (Fermentas, USA)

- 4 mM MgCl; (Promega, USA)

- 2 pM FAM-jelolt forward primer (Sigma, Germany)

- 2 pM VIC-jelodlt reverse primer (Sigma, Germany)

- 0,05 U Dream Taq polimeraz (Fermentas, USA) 1 U

Az alkalmazott PCR reakcid 1épései megegyeznek a 4.2.3. pontban leirt reakcio

1épéseivel.

4.4 Halfajok vizsgalatinak specifikus modszertana

441 Mintak

A vizsgalat soran engedélyezett horgaszatbol és kereskedelmi forgalombol szarmazo

halmintakat vizsgaltunk. A vizsgélatban szerepelt szivarvanyos pisztrang, eurdpai
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harcsa, afrikai harcsa, ponty, eziist karasz, karikakeszeg, dévérkeszeg, vOrds szarnyu
keszeg, kiisz, bodorka, balin, razbora, compd, fogassiilld és csuka. Minden mintat 2 ml-

es kriocsovekben, -20 °C-on taroltunk a tovabbi felhasznalasig.

4.4.2 DNS izolalas

Halfajok esetében a 4.1.2. pontban ismertetett De és mtsai. (2011) altal leirt médon
tortént a DNS izolalasa. A bomlasnak indult pontybdl és 1égylarvakbol torténd DNS
izolaldas Geneaid Genomic DNA Mini Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) segitségével

zajlott.

4.4.3 Alkalmazott primerek

Az alkalmazott univerzalis primerpar segitségével minden vizsgalt halfaj esetében egy

160 bp nagysagu szakaszt tudtunk felszaporitani.

Az alkalmazott univerzalis primerek adatait a 10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Univerzalis primerek tulajdonsagai halak esetében

végzett fajazonositas sordn

Termék-
Primerek Primerszekvencia
méret (bp)
Univerzalis forward 5" - GTATTTGGTGCCTGAGC -3’ 160
Univerzalis reverse 5’ - GGGGGTAATTGGTATTACTATAAA -3’

4.4.4 Alkalmazott PCR reakcidk specifikumai

A reakciok soran felhasznalt elegy Osszetétele a 4.1.4. pontban keriilt ismertetésre. Az
optimalis anellalasi hdmérséklet 58 °C-nak adddott. A primerek tulajdonsagait a 11.

tablazat foglalja magaba.
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11. tablazat. A PCR reakcidk paraméterei

Ciklus lépései Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) | Ciklusszam
Taq polimeraz aktivalasa 95 1,5 1
Denaturalas 95 0,5
Anellalas 58 0,5 35
Extenzid 712 0,5
Végso lanchosszabités 72 5 1

A PCR reakci6 sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

A PCR-SSCP modszert a 4.1.6. pontban ismertetett mddon hajtottuk végre.

445 PCR reakciok univerzalis primerek felhasznalasaval — Csoportositott kimutatas

Az univerzalis primerek tervezésének leirdsa sordn mar utaltunk ré, hogy a halfajokat
csoportokba rendezve is vizsgalni kivantuk, ezért csoportonként eltérd univerzalis
primerparok tervezése tortént meg. A megfeleld tapadasi hdmérsékleteket homérséklet
gradiens PCR reakciok soran Aallapitottuk meg. Az két primerpar esetében a
hémérsékleti tartomany 49-60 °C kozott keriilt bedllitasra. Az altalunk tervezett
primerparok esetében a tapadéasi hdmérsékletek a kovetkezdek voltak. Az 1. primerpar
esetében 58 °C-nak, a 2. primerpar esetében 59 °C-nak adodtak az optimalis tapadasi

hémérsékletek.

A csoportonkénti kimutatds soran alkalmazott primerparok adatait a 12. tablazat foglalja

magaba. Az alkalmazott PCR reakcid 1épéseit a 13. tablazat mutatja be.
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12. tablazat. Csoportositott kimutatas sordn hasznalt primerek tulajdonsagai

) Termékmeéret
Faj (gén) Primerek (forward/reverse)
(bp)
Fogassiillo, kdsiillo 5" - ACTAAAAATTGCAAACAACG -3’ 1
(cytb) 5’ - CCTCAGATTCATTGTACAAG -3’
Ponty, csuka, 5’ — ATGGCAAGCCTACGAAAAAC - 3’
fogassiillo, eziist karasz 428
(cyth) 5’ - GCGCCTCAAAAGGATATTTG -3’
C

13. tablazat. PCR reakci6 univerzalis primerparok alkalmazasaval

csoportositott kimutatds soran

Ciklus lépései Hoémérséklet (°C) | Idétartam (perc) | Ciklusszam
Taq polimeraz aktivalasa 95 1,5 1
Denaturalas 95 0,5
Anellalas 58 /59 0,5 35
Extenzio 72 0,5
Végso lanchosszabités 72 5 1

A PCR-SSCP modszert a 4.1.6. pontban ismertetett modon hajtottuk végre.

4.4.6 Ponty DNS jelenlétének kimutatasa bomlasnak indult halhuasbol, illetve

légylarvabél

A fajazonositdsi kimutatdsok sordn probat tettiink arra vonatkozolag, hogy a

rendelkezésiinkre 4llo, mar optimalizalt pontyra specifikus primerpar alkalmazaséaval

kimutassuk annak DNS-ét bomléasnak indult ponty husszovetbdl, valamint a rothadt

htson novekvd légylarvakbol. A larvéak kiilseje a DNS izolalast megel6zden 70 V/V%-

os etanollal lett lemosva, az esetleges szennyezddések elkeriilése érdekében. A

kimutatashoz a halfajok csoportos kimutatdsa sordn hasznalt 4. primerpart hasznaltuk

fel, ami ponty kimutatasara alkalmas.

A sikeres DNS izoléalast kovetéen a mar kordbban a 4.4.4. pontban leirt pontyra

specifikus optimalizalt primerpar alkalmazasaval hajtottunk végre PCR reakcidt. A PCR
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reakcid soran felhasznalt PCR mix Osszetétele megegyezik a 4.3.4 pontban ismertetett

reakcioelegy Osszetételével.

447 Halfajok azonositasa kapillaris elektroforézis — egyszali DNS konformacio
polimorfizmus médszerrel (CE-SSCP)

A CE-SSCP modszer soran a klasszikus gél alapi SSCP modszer soran mar elvalasztott
halfajokat vizsgaltuk. A vizsgalathoz sziikséges DNS-t a PCR-SSCP modszer soran
alkalmazott mintdk jelentették. A DNS izolaldsa Geneaid Genomic DNA Mini Kit
(Geneaid Biotech, Taiwan) segitségével tortént, majd az egyes izolatumok
koncentracioéit NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA)

felhasznalasaval ellenOriztik.

A kapillaris elektroforézist a 4.1.7. pontban leirtak alapjan hajtottuk végre.
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5 EREDMENYEK

5.1 Tej és tejtermékének vizsgalata PCR-SSCP médszerrel

5.1.1 Hoémérséklet gradiens PCR reakciok agardz gélelektroforetikus eredményei

A homérséklet gradiens PCR reakcidkat megel6zéen bioinformatikai modszerek
segitségével megterveztiik a vizsgalathoz felhasznalni kivant univerzalis primereket. Az
illesztés eredménye alapjan 6t primer kertilt kivalasztasra, négy forward és egy reverse
primer. A megfeleld tapadasi homérsékletet homérséklet gradiens PCR reakcio
alkalmazaséaval éllapitottuk meg. A reakcid soran alkalmazott DNS templat tartalmazta
mind a négy tejeld faj DNS-ét, a reakciot meghatarozott hdmérsékleti tartomanyban
57,8 — 65 °C kozott hajtottuk végre. Az egyes reakciok eredményességét agardz
gélelektroforézissel ellendriztiikk, a kapott sdvmintdzat alapjan allapitottuk meg a
tapadasi homérsékletet, oly modon, hogy az mindegyik primerpar szamara alkalmas
legyen. A négy primerpar esetében az optimalis tapadasi homérséklet 60 °C-nak
adodott. A hdmérsékleti gradiens értékei a kovetkezdek voltak: 57,8 °C; 59,3 °C; 61 °C;
62,4 °C; 64,3 °C; 65 °C. Ezek kozil 61 °C-os értéknél mar jol lathatéan gyengébb
intenzitasu savot kaptunk, mint 59,3 °C értéknél. Az univerzalis primerparokkal végzett
hémérséklet gradiens PCR reakcié eredményeit a kdvetkez0 négy abran mutatjuk be. A

8. dbra az R-F1 primerparral végzett hdmérsékleti optimalizalas eredményét mutatja be.

-——
" 57,8°C 59.3°C 61°C 624°C 643°C 65°C

8. abra: Az R-F1 univerzalis primerpar DNS mintdzata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS mix hémérséklet
gradiens PCR eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F1 primerparral

Az R-F2 jelzéssel ellatott primerparral is elvégzett optimalizalas eredményét a 9. abra

mutatja be.
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- -
57,8°C 59,3°C 61°C 624°C 643°C 65°C

9. abra: Az R-F2 univerzalis primerpar DNS mintdzata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS mix hémérséklet
gradiens PCR eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F2 primerparral

A 10. abra a harmadik, R-F3 primerparral végzett optimalizalas eredményét mutatja be.

57.8°C 59,3°C 61°C 62,4°C 64,3°C 65°C

10. abra: Az R-F3 univerzélis primerpar DNS mintazata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS mix hémérséklet
gradiens PCR eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F3 primerparral

A negyedik reakci6 soran az R-F4 jelzésti primerpar optimalizaldsa tortént, aminek

eredményét a 11. abra szemlélteti.
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578°C 59.3°C 61°C 624°C 643°C 65°C

11. abra: Az R-F4 univerzalis primerpar DNS mintdzata

M: 50bp-os DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS mix hémérséklet
gradiens PCR eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F4 primerparral

A kivalasztott 60 °C-os anellalasi hdmérsékleten a tovabbiakban a primerparokat kiilon-
kiilon teszteltiik az egyes fajok DNS-évek, valamint egy reakcid szintén tartalmazta
mind a négy faj DNS-ét. Az elvégzett reakcidk bizonyitottdk, hogy a tervezett
primerparok 60 °C-os anellalasi hdmérsékleten alkalmasak voltak mind a négy faj DNS
templatjanak felhasznalasaval PCR termék eldallitasara. A vonatkozd eredményeket a
12. - 16. abrak mutatjak be. A 12. abra a szarvasmarha, a 13. a bivaly, a 14. abra a juh, a
15. abra a kecske, mig a 16. dbra a négy faj DNS-ével végzett reakcido eredményét

mutatja be.

12. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése szarvasmarha DNS-sel 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; szarvasmarha genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4.

mintaban az R-F2, az 5-6. mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral
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13. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése bivaly DNS-sel 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; bivaly genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az
R-F2, az 5-6. mintdban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral

14, abra: Az univerzalis primerparok tesztelése juh DNS-sel 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; juh genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az R-
F2, az 5-6. mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral

15. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése kecske DNS-sel 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; kecske genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az
R-F2, az 5-6. mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral
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16. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése kecske, juh, bivaly és szarvasmarha

kevert DNS-ével 60 °C-on

M: 50 bp-os DNS marker; kecske, juh, bivaly és szarvasmarha genomi DNS egyiittes tesztelése az 1-3.
mintaban az R-F1 , a 4-6. mintaban az R-F2, az 7-9. mintaban R-F3, és a 10-12. mintaban az R-F4
primerparral

5.1.2 PCR-SSCP vizsgalatok poliakrilamid gélelektroforetikus eredményei

A primerparok miikddésének optimalizalasat kovetéen az R-F1 koddal ellatott
primerpart valasztottuk ki tovabbi vizsgalataink kivitelezéséhez, mivel ez volt az a
primerpar, ami minden beéllitds soran mikdddképesnek bizonyult. Ezt kdvetden PCR
reakciokat allitottunk Ossze az optimalizalt univerzalis primerek alkalmazéasaval. A PCR
reakcio soran 5 mintat vizsgaltunk, egy szarvasmarha, egy bivaly, egy juh, egy kecske
¢és egy, a négy faj DNS-¢ét templatként alkalmazd minta keriilt 6sszeallitasra. Miel6tt a
mintadkat SSCP analizishez elokészitettiik volna, a PCR reakci6 eredményess€gét agardz
gélelektroforézis segitségével ellendriztiik. A PCR reakcio sikerességét igazold agardz
gélelektroforézis eredmények ismeretében a mintdinkat eldkészitettik SSCP
vizsgélathoz. A tervezett és optimalizalt R-F1 univerzalis primerpar alkalmazaséaval
sikeriilt PCR-SSCP soran a négy fajt egyértelmiien elvalasztani poliakrilamid
gélelektroforézissel. Az elvalasztas eredményét a 18. abran mutatjuk be. A sikeres
elvalasztdas +4°C-on valt lehetdvé, ezt megel6zOen szobahOmérsékleten végzett

elvalasztas nem eredményezett eltéré savmintazatokat (17. abra).
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17. abra: Univerzalis primerparral végrehajtott PCR-SSCP vizsgélat eredménye.
Alkalmazott eletroforetikus paraméterek: +20°C, 400V, 8h..

Az R-F1 univerzalis primerpar PCR-SSCP mintazata az 1. mintaban szarvasmarha, a 2. mintaban bivaly,
a 3. mintaban juh, a 4. mintaban kecske genomi DNS-sel, valamint az 5. mintaban
szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS-sel

18. abra: Univerzalis primerparral végrehajtott PCR-SSCP vizsgélat eredménye.
Alkalmazott eletroforetikus paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az R-F1 univerzalis primerpar PCR-SSCP mintdzata az 1. mintaban szarvasmarha, a 2. mintdban bivaly,
a 3. mintaban juh, a 4. mintaban kecske genomi DNS-sel, valamint az 5. mintaban
szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS-sel

Az 4bran egyértelmien lathatd, hogy a négy faj esetében specifikus savmintazat alakult
ki, valamint a négy faj DNS-ét egy mintdban vizsgalva is megtaldlhatok a fajokra
jellemzd savok. Mindez bizonyitja, hogy a modszerrel lehetdség nyilik a fajok
elkiilonitésére ismeretlen Osszetételi mintdk esetében is. Ennek az eredménynek az
ismeretében olyan kisérleti beallitdsokat terveztiink, amelyek soran megegyez6

« sy

aranyokban. A beadllitdsok soran minden sorozatban két pozitiv kontroll minta szerepelt,
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amelyek koziil az egyik a szarvasmarha DNS-ét 100 V/VV%-ban tartalmazta, a masik
minta szintén 100 V/VV%-ban tartalmazta rendre a juh, kecske és bivaly fajok DNS-ét. A
keverési sorozat 50 V/V%, 40 VIV%, 30 V/V%, 20 VIV%, 10 VIV% és 5 VINV%
szarvasmarha DNS-t tartalmaz6 mintakbol és két pozitiv kontrollbol tevédott dssze. A
19.-21. abrakon a keverési sorozatokkal elvégzett PCR-SSCP vizsgalatok eredményeit

mutatjuk be.

19. abra: Szarvasmarha ¢s bivaly DNS keverékeivel végzett poliakrilamid
gélelektroforézis 5 VIV% - 50 V/VV% tartomanyban. Alkalmazott eletroforetikus
paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az 1. mintaban 100 V/V% bivaly DNS, a 2. mintdban 5 V/V% szarvasmarha és 95 V/V% bivaly DNS, a
3. mintdban 10 V/V% szarvasmarha és 90 V/VV% bivaly DNS, a 4. mintaban 20 V/V% szarvasmarha ¢&s
80 V/V% bivaly DNS, az 5. mintaban 30 V/V% szarvasmarha és 70 V/V% bivaly DNS, a 6. mintaban 40
VIV% szarvasmarha és 60 V/V% bivaly, a 7. mintaban 50 V/V% szarvasmarha és 50 V/VV% bivaly DNS,
a 8. mintdban 100 V/V% szarvasmarha DNS altal adott savok lathatdak.

20. abra: Szarvasmarha és juh DNS keverékeivel végzett poliakrilamid
gélelektroforézis 5 VIV% - 50 V/VV% tartomanyban. Alkalmazott eletroforetikus
paraméterek: +4°C, 400V, 8h.
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Az 1. mintdban 100 V/V% juh DNS, a 2. mintaban 5 V/V% szarvasmarha és 95 V/V% juh DNS, a 3.
mintaban 10 V/V% szarvasmarha és 90 V/V% juh DNS, a 4. mintaban 20 V/V% szarvasmarha és 80
V/V% juh DNS, az 5. mintdban 30 V/V% szarvasmarha és 70 V/V% juh DNS, a 6. mintaban 40 V/V%
szarvasmarha és 60 V/V% juh, a 7. mintaban 50 V/V% szarvasmarha és 50 V/V% juh DNS, a 8.
mintaban 100 V/V% szarvasmarha DNS altal adott savok lathatoak.

21. abra: Szarvasmarha és kecske DNS keverékeivel végzett poliakrilamid
gélelektroforézis 5 VIV% - 50 V/V% tartomanyban. Alkalmazott eletroforetikus
paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az 1. mintaban 100 V/V% kecske DNS, a 2. mintaban 5 V/V% szarvasmarha és 95 V/V% kecske DNS, a
3. mintaban 10 V/V% szarvasmarha és 90 V/V% kecske DNS, a 4. mintaban 20 V/V% szarvasmarha és
80 V/V% kecske DNS, az 5. mintdban 30 V/V% szarvasmarha és 70 V/V% kecske DNS, a 6. mintdban
40 VIV% szarvasmarha és 60 V/V% kecske, a 7. mintdban 50 V/V% szarvasmarha és 50 V/V% kecske

DNS, a 8. mintdban 100 V/V% szarvasmarha DNS 4altal adott sdvok lathatdak.

A fentebb bemutatott eredmények ismeretében megallapithatjuk, hogy 5 V/V% keverési
arany esetében mindharom sorozat esetében egyértelmien kimutathaté volt a
szarvasmarha faj jelenléte. Emiatt a szarvasmarha jelenlétének szazalékos aranyat
tovabb csokkentettik. 5 VIV%, 3 VIV%, 1 VIV%, 0,5 VIV% ¢és 0,1 VIV% aranyban
tartalmaztak a mintdk szarvasmarha DNS-t a mésik faj DNS-¢éhez viszonyitva, igy ismét
harom keverési sorozatot vizsgaltunk meg. Ennek eredményeképpen a harom keverési
sorozat koziil a bivaly-szarvasmarha keverés esetében 3 V/V%, mig a juh és a kecske
keverés esetében 5 V/V%-nak adodott a modszer kimutatasi hatarértéke. A kapott
gélképeken lathatdo sdvmintdzatokat Uvipro Platinum (Uvitec) szoftver segitségével
kvantitaltuk, megallapitottuk a savok intenzitasértékeit. Itt kell megjegyezni, hogy a
kapott értékek nem arrdl adnak informaciot, hogy a szarvasmarha DNS milyen
aranyban volt jelen adott mintaban, a szoftver azt mutatja meg, hogy melyik mintdban

volt jelen a szarvasmarha DNS. A vizsgalat eredményeit a 22.-24. abran mutatjuk be.
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22. abra: Szarvasmarha ¢és bivaly kevert DNS-ével végzett poliakrilamid
gélelektroforézis eredménye 0,1 V/IV% - 5 V/V% tartomanyban. Alkalmazott
eletroforetikus paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az 1. mintaban 100 V/V% bivaly DNS, a 2. mintdban 0,1 V/V% szarvasmarha és 99,9 V/V% bivaly
DNS, a 3. mintaban 0,5 V/V% szarvasmarha és 99,5 V/V% bivaly DNS, a 4. mintaban 1 V/V%
szarvasmarha és 99 V/V% bivaly DNS, az 5. mintdban 3 V/V% szarvasmarha és 97 V/V% bivaly DNS, a
6. mintdban 5 V/V% szarvasmarha és 95 V/VV% bivaly DNS, a 7. mintaban 100 V/V% szarvasmarha
DNS altal adott savok lathatoak.

23. abra: Szarvasmarha és juh kevert DNS-ével végzett poliakrilamid gélelektroforézis
eredménye 0,1 V/V% - 5 V/V% tartomanyban. Alkalmazott eletroforetikus
paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az 1. mintaban 100 V/V% juh DNS, a 2. mintaban 0,1 V/V% szarvasmarha és 99,9 V/V% juh DNS, a 3.
mintaban 0,5 V/V% szarvasmarha és 99,5 V/V% juh DNS, a 4. mintaban 1 V/VV% szarvasmarha és 99
VIV% juh DNS, az 5. mintdban 3 V/V% szarvasmarha és 97 V/V% juh DNS, a 6. mintaban 5 V/V%

szarvasmarha és 95 V/V% juh DNS, a 7. mintaban 100 V/V% szarvasmarha DNS altal adott savok
lathatoak.
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24. abra: Szarvasmarha és kecske kevert DNS-ével végzett poliakrilamid
gélelektroforézis eredménye 0,1 V/IV% - 5 V/V% tartomanyban. Alkalmazott
eletroforetikus paraméterek: +4°C, 400V, 8h.

Az 1. mintdban 100 V/V% kecske DNS, a 2. mintdban 0,1 V/VV% szarvasmarha és 99,9 V/V% kecske
DNS, a 3. mintdban 0,5 V/V% szarvasmarha és 99,5 V/V% kecske DNS, a 4. mintdban 1 V/V%
szarvasmarha és 99 V/V% kecske DNS, az 5. mintaban 3 V/V% szarvasmarha és 97 V/V% kecske DNS,
a 6. mintaban 5 V/V% szarvasmarha és 95 V/V% kecske DNS, a 7. mintaban 100 VV/V% szarvasmarha
DNS altal adott savok lathatoak.

A fenti vizsgalatokkal célunk volt annak megallapitasa, hogy a tervezett primerpar
felhasznalasaval PCR-SSCP vizsgélat sordn milyen érzékeny érhetd, azaz a modszer
milyen aranyban képes kimutatni a szarvasmarha faj jelenlétét a juh, kecske és bivaly
fajokkal szemben. Két keverési arannyal rendelkez6 sorozatot vizsgaltunk, az 5 V/V% -
50 VIV% kozotti keverési sorozat esetében mindegyik arany tekintetében, mind a
harom fajjal szemben kimutathatd volt a szarvasmarha jelenlét. Mivel ebben a
sorozatban a legalacsonyabb, 5 V/V% aranyt keverések esetében is megjelent a
szarvasmarhara jellemz6 fajspecifikus mintazat, ezért 5 V/V% alatti keverési aranyu
sorozatokat is bedllitottunk. Ezek vizsgalataval megéllapitottuk, hogy a bivaly-
szarvasmarha keverési sorozat esetében 3 V/V% volt a kimutatasi hatar, mig a masik
két faj esetében ez 5 V/V%-nak adodott, 5 V/V% alatti aranyok esetében nem lehetett
szarvasmarha specifikus savmintdzat kimutatdsa. Ezeket az eredményeket szoftveres
modon is megerdsitettilk, ahol a szoftver a jelenlévd szarvasmarha specifikus sav
intenzitasértékét 4,85 %-ban hatdrozta meg a teljes oszlop intenzitasértékéhez

viszonyitva. Ezt az intenzitasértéket a 22. abra 5. oszlopaban is feltiintettiik.
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A modszer érzé¢kenységét és kimutatasi hataranak megéllapitasat kovetden a PCR-SSCP
technika alkalmazhatdsagat kereskedelmi forgalomban kaphatd sajttermékeken
teszteltiik. A sajtokbdl torténd DNS izolalas utan univerzalis primerpart alkalmazo PCR
reakcidban szaporitottuk fel a 12S rRNS gén meghatarozott szakaszat, majd végeztiik el
az SSCP analizist. A vizsgélat soran 39 magyarorszagi, 15 svajci és 66 boszniai,
Osszesen 120 kereskedelmi forgalombol szarmazd sajtot vetettiink ala PCR-SSCP
modszerrel torténd elemzésnek. A 120 minta esetében a cimkézést figyelembe véve 66
terméket juhsajtként arusitottak, 18 esetben tehéntejbodl késziilt termékrdl volt szo, 22
termék a cimkézés alapjan kecsketejet tartalmazott, 13 esetben juh és tehéntej egylittes
hasznalatat vallottdk be, mig egyetlen esetben kecske és tehéntej egyiittes jelenléte volt
feltlintetve a termék cimkézésén. Az egyes termékekre vonatkoz6 adatokat és a PCR-

SSCP modszerrel azonositott fajokat a 16. tablazatban foglaltuk Gssze.

16. tablazat. Kereskedelmi sajtok eredményei PCR-SSCP elvalasztast kovetden

Jelolt faj Sajtmintak szama PCR-SSCP modszer kimutatott fajok

Juh 66 39 juh
15 juh + szarvasmarha

12 szarvasmarha

Szarvasmarha 18 18 szarvasmarha

Kecske 22 7 kecske + szarvasmarha
15 kecske

Juh + szarvasmarha 13 11 juh + szarvasmarha
1 juh

1 szarvasmarha

Kecske + szarvasmarha 1 1 kecske + szarvasmarha

A vizsgélatba vont 120 kereskedelmi sajt koziil 36 esetben volt egyértelmiien
azonosithatd a termék cimkézésén nem jelolt faj jelenléte, ami pontosan 30%-o0s aranyt
jelent. 66 juhsajt koziil 27 esetben bizonyitottuk be nem vallott faj jelenlétét, ami

40,9%-0s arany. 22 kecskesajt koziil 7 volt olyan termék, amiben be nem vallott
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Osszetevot is detektalni lehetett ez 31,82%-0s aranyt jelent. 13 juh-szarvasmarha termék
kozil 2 esetben volt kimutathatd eltérés, ami 15,38%-os eltérést jelent. Ez alapjan
lathatjuk, hogy a legnagyobb aranyt eltérés a juhsajtként forgalmazott termékek
esetében volt kimutathat6. A 66 juhsajt koziil 12 esetben kizardlag szarvasmarha
jelenlétét detektaltuk, azonban ez nem jelenti azt, hogy ezekben nem lehetett jelen juh
DNS, csak azt, hogy az adott kimutatasi érzékenység mellett a juh jelenléte nem volt
kimutathat6. A termékek gyartdsahoz hasznélt tejek szomatikus sejtszama

befolyasolhatja azt, hogy az adott faj mennyire sikeresen mutathat6 ki.

5.2 Duplex-PCR reakcié juh-szarvasmarha DNS keverékek esetében -—

kvantitativ kKimutatasi lehetéségek vizsgalata

Meghatarozott aranyban kevert és azonos koncentracioju juh és szarvasmarha DNS-eket
hasznaltunk egy olyan kalibracios egyenlet felallitdsahoz, amelynek hasznalata
lehetdséget adna kereskedelmi forgalomban kaphatd sajtok esetében arra, hogy becsiilni

tudjuk az ezekben a termékekben 1év6 szarvasmarha DNS mennyiségét.

A keverési sorozatok 0,1V/V%-40V/V% tartomanyban tartalmaztak a szarvasmarha
DNS-ét juh DNS-ével szemben. A kalibracids egyenlet meghatdrozasdhoz a keverési
sorozatokkal elvégzett PCR reakciokat 5 ismétlésben hajtottuk végre, minden esetben
meghataroztuk az egyes savok egymashoz viszonyitott savintenzitasat, majd a
kovetkezd képlet alapjan meghataroztuk minden egyed keverési ardnyhoz tartoz6 relativ
intenzitas értékeit.

1 szarvasmarha
= Relativ intenzitas

I szarvasmarha + Ijuh

A relativ intenzitas értékeinek megadésara szolgald képlet

Meghatdroztuk az relativ intenzitds értékek atlagait. A kalibracidés egyenlet
megalkotasahoz az 4tlagos relativ intenzitas értékek és a hozzajuk tartozd keverési
aranyokat vettiikk figyelembe, igy az dbrazolas soran linearis trendvonal alkalmazésa
mellet kaptuk meg a kalibracios egyenletet. A kalibracios egyenletet a LabWorks 4.0
(UVP, USA) szoftver altal mért savintenzitds értékek alapjan szamitottuk ki. A

LabWorks 4.0 esetében az eredményeket a program aranyszdmokként adja meg.
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25. abra. A relativ intenzitas értékek és a keverési aranyok linearis skalan valo
abrazolasa LabWorks 4.0 program altal szamolt értékek alapjan. Az x tengely mentén a
keverési aranyok értékei, mig az y tengely mentén a relativ intenzitas értékei

helyezkednek el.

A 25. dbran a LabWorks 4.0 szoftver segitségével szamolt értékek alapjan tortént a
kalibracios egyenlet meghatdrozéasa. A kapott kalibracios egyenlet y=0,0083x+0,0933
alakban irhato fel, a hozzatartozé determinacios egyiitthato (r2) érteke 0,9067, ami erds

statisztikai kapcsolatot feltételez a két valtozo kozott.

A kalibracios egyenlet 1étrehozasat kovetden 25, kereskedelmi forgalombdl szarmazo
korabbi vizsgalatok altal bizonyitottan juh és szarvasmarha DNS-t is tartalmazo6 sajtot
vizsgaltuk meg duplex-PCR reakcioban. Az agar6z gélelektroforézist kovetden
megtortént az egyes savok intenzitdsanak mérése, a relativ intenzitds értékeinek
meghatdrozdsa, majd a kalibracidos egyenlet alapjan az egyes sajtokban 1évd

szarvasmarha DNS jelenlétének %-os aranyban torténo becslése.

A determinécios egyiitthato (r?) értéke a LabWorks 4.0 szoftver esetében 0, 9067 volt,
ami erds statisztikai kapcsolatra utal a két valtozo tekintetében. A LabWorks 4.0
programmal végzett kiértékelés eredményeképpen a 25 sajt esetében a szarvasmarha

DNS széazalékos aranya 4,68% ¢és 77,68% kozott valtozott.
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Tovabba ezeket az eredményeket tdmasztja ald az agardz gélelektroforézis eredménye,
amelyen lathat6, hogy a megfigyelhet6 DNS savok szubjektiven megallapithatd

erdssége koveti a becsiilt intenzitas értékek mértékét (26-27. abra).

Szarvasmarha
=~

Juh

26. abra. Az abran a kvantitativ kimutatas vizsgalatba vont 25 juh és szarvasmarha
DNS-t tartalmaz6 minta koziil figyelheté meg az 1-13. minta agar6z gélelektroforetikus

eredménye. M: 50 bp létra.

/Sarvasmarha

S~—

Juh

27. abra. Az abran a kvantitativ kimutatas vizsgalatba vont 25 juh és szarvasmarha
DNS-t tartalmazé minta koziil figyelheté meg az 14-25. minta agardz

gélelektroforetikus eredménye. M: 50 bp létra.

5.3 Ustokos gélelektroforézis

Az istokos gélelektroforézis a sejtekben taldlhaté DNS degradaltdsaganak mérésére
szolgalé modszer. Jelen esetben a modszert hosszabb ideig érlelt sajtok vizsgalatara
alkalmaztuk, amelynek soran kontrollként friss tejet hasznaltunk fel. Az eredményeinket
a fluoreszcens mikroszkopia soran kapott képek szolgaltattak. A targylemezek festése
etidium-bromiddal tortént. Ezeknek a képeknek az elemzése Imagel 1.47 szoftver

OpenComet kiegészitdjével (NIH, USA) tortént. A kiértékelés soran a szoftver minden
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minta esetében detektalta az egyes sejteket €s a koriilottiik elhelyezkedd csovakat, majd
mérte a feji rész és a csova rész egymashoz viszonyitott %-os aranyat. A 28. abran egy

kompakt csova figyelheté meg.

28. abra. Egy jellegzetes comet alakzat iistokos gélelektroforézis utan fluoreszcencia
mikroszkopban. Pirossal jelolve a sejtmagi DNS, zolddel az elektroforézis soran

képzoddott csova lathato.

29. abra. A 28. dbran lathato csova alakzat képe Comet4 szoftverrel abrazolva. A
sejtmagi DNS kékes, zoldes arnyalatl szinnel jel616dik, mig a degradaltabb részek

sargas, voroses arnyalatban jelennek meg.

Vizsgéalataink kezdetén azt vartuk, hogy a frissen fejt tejbdl végzett {iistokds
gélelektroforézis eredményeként kevésbé diffiz csovakat kapunk a fluoreszcencia
mikroszkopias képalkotds sordn, mig a 6, 8, 10 €s 18 honapig érlelt sajtok esetében vagy
nagyon diffuz csovak megjelenését vagy a csévak hidnyat vartuk a hosszu érlelési

idGtartam miatt.
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A 29-30. abran friss tejbdl elvégzett listokds gélelektroforézis eredménye figyelhetd
meg. JoOl lathato, hogy a sejtmagi DNS még kompakt formdban jelenik meg, a csdva

képzddés kismérték.

30. abra. Egy kompakt cséva CometlV szoftverrel detektalt képe frissen fejt tejminta

esetében.

A fenti abran lathaté csévahoz tartozd paraméterek koziil, amelyeket a szoftver
automatikusan general, a feji rész és a csdva rész értékeit vettiik figyelembe. Ebben az
esetben az adott csovahoz tartozo feji rész aranya 79,89%, mig a csova rész 20,11%.
Ezek az értékek az adott sejt genetikai anyaganak kevéssé degradalt allapotara utalnak,
mivel a sejtmagi DNS kompakt jellegét jelzi a 79,89%-os érték, ezzel szemben a

csovahoz tartozo érték jelentdsen kisebb.

Ugyanezt a sejtet megvizsgalva Image] 1.47 OpenComet kiegészitdjével a szoftver
alapjan a feji részre vonatkozo6 arany 77,79%, mig a csOva aranya 22,21% (31. abra).
Ebben az esetben is lathat6, hogy a csdvara vonatkozo érték messze elmarad a feji
részre vonatkozo értéktdl. Az aranyokat dsszesen 85 sejtre hataroztuk meg OpenComet
szoftverrel, aminek eredményeképpen megallapitottuk, hogy a feji rész ardnya 57,55 —
98,98%-o0s aranyok kozott valtozott, mig a csova rész aranya 1,02 — 42,45%-o0s aranyok
kozott valtozott. A feji részre vonatkozo aranyok atlaga 80,72%, a hozzatartozd szoras
értéke 11,77. A csdva részre vonatkozd ardnyok atlaga 18,39%, a hozzatartoz6 szoras

értéke 11,77.
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31. abra. Egy kompakt cséva ImageJ 1.47 OpenComet szoftverrel detektalt képe frissen

fejt tejminta esetében.

Ugyanakkor a 6, 8, 10 és 18 honapig érlelt sajtok esetében nem volt megfigyelhetd és
értékelhetd csova képzodés (32. abra).

32. abra. Az listokos gélelektroforézis eredménye fluoreszcens mikroszkopiaval

detektalva 6 honapig érlelt sajt esetében.

A képen lathatd, hogy comet képzddés nem kdovetkezett be, egységes diffuz hattér

crer

jelzi. Az ilyen esetekben kisebb méretli a hattérbdl kiemelkedd intenzitdsu pontok,
foltok figyelhetéek meg, ezek kisebb DNS toredékek vagy bakteridlis eredetli DNS
darabok lehetnek.

Mivel az 1istokos gélelektroforézis soran az érlelt sajtok esetében nem volt

megfigyelhetd comet képzddés, a DNS jelenlétének kimutatdsdra univerzalis
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primerparral elvégzendd PCR reakciot is Osszedllitottunk. Ebben az esetben a mar

korabban is alkalmazott 12S rRNS génre tervezett univerzalis primerpart hasznaltuk fel.

Az 12S rRNS génre tervezett univerzalis primerparral minden az {istokos
gélelektorforézis soran vizsgalt minta esetében amplifikalhatd volt a kérdéses DNS
szakasz, ami azt jelzi, hogy a teljes genom ugyan mar degradalt formaban van jelen,
ugyanakkor kisebb méretli DNS szakaszok fennmaradtak, lehet6séget teremtve néhany
szaz bazispar nagysagu szakaszok felsokszorozasara és igy a PCR-SSCP moddszerrel
torténd fajazonositas kivitelezésére erésen degradalt élelmiszermintak esetében is. A 33.
abran a 12S rRNS univerzalis primerparral elvégzett PCR reakci6 eredménye figyelhetd

meg.

33. abra. 12S rRNS univerzélis primerparral végzett PCR reakci6 agardz
gélelektroforetikus eredménye. M: 50 bp DNS Iétra; N: negativ kontroll; 1: frissen fejt
tej; 2: 6 honapig érlelt sajt; 3: 8 honapig érlelt sajt; 4: 10 honapig érlelt sajt; 5: 18
honapig érlelt sajt.
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5.4 Hus és hustermékek vizsgalata PCR SSCP metodika alkalmazasaval

A hustermékekbdl torténd fajazonositas soran 18 faj — koztiikk az ember — mitokondrialis
12S rRNS gén szekvenciajat vizsgaltuk univerzalis primerpar alkalmazasaval PCR
SSCP modszerrel. A vizsgalatba 7 baromfifaj, 5 emlds faj, 5 vadon €16 éllatfaj és az
ember keriilt bevonasra. Baromfifajok koziil a hazi galamb, hazi tyak, gyongytyuk,
pulyka, hazi kacsa, pézsmaréce, hazi lad kerilt vizsgalatra; a haziasitott emlds fajok
koziil a sertés, szarvasmarha, bivaly, juh, kecske, 16 és a héazi nyul vett részt az
elemzésben; vadon €16 allatfajok koziil vizsgaltuk a vaddisznd, muflon, 6z, ddmszarvas
¢s gimszarvas fajok elvalaszthatdsagat. Az emberi DNS kimutatdsa a laboratériumi
munka szempontjabol fontos tényezd, ugyanis meghatarozo egy fajazonositasi vizsgalat
esetében, hogy a vizsgalatot végzd személy ne szennyezze a vizsgalni kivant DNS
mintakat. Azonban a laboratériumi munka szabalyait betartva is el6fordulhat a mintak
szennyezddése. A mddszer alkalmas az emberi egyszalut DNS molekuldk konformaciéd
alapjan torténd elvalasztasara a tobbi fajtol, azonban emberi DNS jelenléte semmilyen
esetben nem volt kimutathato a teljes vizsgalat folyaman.

A vizsgalatba vont 18 faj PCR SSCP-vel torténd elkiilonitése soran megallapithattuk,
hogy a 18 faj esetében 17 elvalaszthatd volt egymastol az egyszali DNS konformacios
kiilonbségei alapjan. Ertékelhetden eltéré mintazatot, konforméciés kiilonbséget nem
detektaltunk sem az azonos fajhoz tartozé juh-muflon mintak esetében, sem a gim- és
damszarvas fajok kozott. A 18 faj PCR-SSCP vizsgalattal kapott eredménye, az egyes

fajok specifikus mintazatai a 34. abran lathatoak.
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34. abra. 18 faj kimutatasa PCR-SSCP modszerrel. A 17. tablazatban a vizsgalt fajok

magyar ¢és latin neve lathato a fenti gélképen lathatd sorrendben feltiintetve.

17. tablazat. Hustermékek vizsgalata soran tesztelt fajok

Sorszam | Magyar név Latin név
1. Hazi galamb Columba livia domestica
2. Hazi tyuk Gallus gallus
3. Gyongytyuk Numida meleagris
4. Pulyka Meleagris gallopavo
5. Hazi kacsa Anas platyrhynchos domestica
6. Pézsmaréce Cairina moschata
7. Hazi lad Anser anser
8. Sertés Sus scrofa domestica
9. Vaddiszn6 Sus scrofa
10. Szarvasmarha Bos taurus
11. Bivaly Bubalus bubalis
12. Juh Ovis aries
13. Muflon Ovis aries orientalis
14, Kecske Capra hircus
15. Lo Equus caballus
16. Hazinyal | Oryctolagus cuniculus domestica
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Sorszam | Magyar név Latin név
17. Gimszarvas Cervus elaphus
18. Damszarvas Dama dama
19. Oz Capreolus capreolus
20. Ember Homo sapiens

A PCR-SSCP modszer érzékenységének tesztelését szarnyas fajokbol szdrmazo
kevertiik meghatarozott aranyokban. A keverékek 20; 10; 5; 1; 0,5%-ban tartalmaztak a
hazi tytk DNS-ét a hazi kacsa DNS-ével szemben. A PCR-SSCP eredményeképpen

kapott sdvmintazatot a 35. dbran mutatjuk be.

»d

"."..‘NN

|
ﬂ~~~~
“ el R ~

35. abra. Hazi tyk és hazi kacsa DNS keverékek poliakrilamid elektroforetikus
eredménye. 1: Hazi tyak pozitiv kontroll; 2: hazi kacsa pozitiv kontroll; 3: 20% hazi
tyuk jelenlét; 4: 10% hazi tyuk jelenlét; 5: 5% hazi tytk jelenlét; 6: 1% hazi tyuk
jelenlét; 7: 0,5% hazi tytk jelenlét.

A fenti dbran a bemutatott egységnyi DNS koncentraciot tartalmazo keverési aranyok
eredményeit figyelhetjiik meg. A 7. minta esetében is megfigyelhetd egy, a hazi tytk
jelenlétére utald sav, ami alapjan kijelenthetjiik, hogy a PCR-SSCP modszer megfeleld

érzekenységgel képes detektalni az egyes fajokat, hiszen ebben az esetben ez 0,5%-0s
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jelenlét kimutatasat jelenti. A gyakorlatban, kereskedelmi forgalombol szarmazo
termékek esetében ennél jelentésen nagyobb ardnyu bekeveréseket varunk, igy a

modszer érzékenysége megfeleld mértékiinek tekinthetd.

Mivel a legkisebb keverési arany esetében is egyértelmiien jelentkezett a hazi tytkra
jellemzd sav, ezért egy Ujabb 1épésben 10-10 mintan teszteltiik, hogy 0,1%-0s arany
esetében is megjelenik-e ez a specifikus sav. 10 minta 0,5%-o0s aranyban, 10 minta
0,1%-o0s aranyban tartalmazta a hazi tytk DNS-ét. Ennek az SSCP vizsgalatnak az
eredményeképpen megallapitottuk, hogy a 10 0,5%-0s minta esetében mindegyiknél
megfigyelhetd volt hazi tyuk specifikus sav, mig a 10 0,1%-0s minta esetében egyiknél
sem volt megfigyelhetd a hazi tyukra jellemz6 savmintazat. A PCR-SSCP poliakrilamid

gélelektroforetikus eredményét a 36. dbran mutatjuk be.

36. abra. A 0,1%-o0s aranyl keverések esetében nem figyelhetd meg hazi tytk
specifikus sdvmintazat, mig a 0,5%-os aranyu keverések esetében minden mintanal

megfigyelhet6 a hazi tytk specifikus savmintazat.

A moddszer érzékenységének tesztelését kovetden a hustermékekbdl torténd
fajazonositasban valod alkalmazhatdsagat teszteltik 65 kereskedelmi forgalombol
szarmaz6 hustermék esetében. A termékek baromfi és emlds fajokbdl késziiltek. A 65
termékbdl a termékek cimkézése alapjan 20 pulyka/csirke, 14 pulyka, 11 sertés, 8
csirke, 3 sertés/szarvasmarha, 2 pulyka/baromfi, 1 pulyka/csirke/baromfi, 1 baromfi, 1

kacsa/baromfi, 1 16/sertés, 1 pulyka/sertés, 1 baromfi/sertés, 1 lud/sertés termékként volt
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forgalmazva. A PCR-SSCP vizsgalatot mindegyik termékre elvégeztiik a tervezett

univerzalis primerekkel. Az eredményeinket a 18. tablazatban foglaltuk dssze.

18. tablazat. Kereskedelmi hustermékek eredményei PCR-SSCP elvalasztast kovetden

Jelolt faj Sajtmintak szama PCR-SSCP moédszer kimutatott fajok
Pulyka/hézi tytk 20 20 pulyka/hazi tyuk
Pulyka 14 9 pulyka

5 pulyka/hazi tyak
Sertés 11 11 sertés
Hazi tyak 8 7 hazi tyuk

1 hazi tyuk/pulyka
Sertés/szarvasmarha 3 2 sertés

1 sertés/szarvasmarha
Pulyka/baromfi 2 2 pulyka/hazi tytk
Pulyka/hézi tyGk/baromfi 1 1 pulyka/hazi tyuk
Baromfi 1 1 hazi tyak
Kacsa/baromfi 1 1 kacsa/hazi tyuk
Lo/sertés 1 1 16/sertés/szarvasmarha
Pulyka/sertés 1 1 pulyka/hazi tyak
Baromfi/sertés 1 1 pulyka/hazi tyuk/sertés
Lud/sertés 1 1 lud/sertés

A fenti tabldzatban kiemelve szerepelnek azok a termékek, ahol egyértelmiien

kimutathat6 volt be nem vallott faj jelenléte. Azon eseteket, ahol a termék cimkézésén

baromfi volt feltlintetve, és ennek megfeleléen csak szarnyas fajokat mutattunk ki nem

tekinthettiik élelmiszerhamisitasnak. Igy Osszességében 65 kereskedelmi terméket

megvizsgalva 10 esetben volt kimutathatd be nem vallott idegen faj jelenléte. Ez a

vizsgalt termékek 15,4%-at jelentette.
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5.5 Sertés eredetii his, maj és zsir Kimutatisa marhahisban CE-SSCP

modszerrel

A 37. dbran megfigyelhetd, hogy a 12S rRNS génre tervezett primerekkel elvégzett
reakcio eredményeként agar6z gélen detektalhatdak PCR termékek, mig a genomi DNS
jelenlétét bizonyitd6 RYRI génre tervezett primerparral végzett reakcidk nem
eredményeztek savot az agardz gélen, ami a mitokondrialis génekkel végzett vizsgalat

soran a genomi DNS szennyezésének hianyat jelzi.

M1 2 3456 7 89 1011 12 1314 1516 N M

500 bp — =
250 bp —

— — — — — S G— G— — — — — — — — ——

M12 3456 7 89 10111213141516+ N M

37. abra. Fluoreszcensen jelolt PCR termékek agar6z gélelektroforetikus eredményei.
A kép felso részén a 12S rRNS génre tervezett primerekkel végzett PCR reakciok
eredménye lathat6 (283 bp). Az also6 részen a RYRI1 génre tervezett primerparral

elvégzett PCR reakciok eredményei lathatdak (329 bp). Genomi DNS szennyezés nem
mutathato ki a mitokondrialis eredetli mintdknal. Az oszlopok 1-16. az anyag és
modszer fejezetben leirt mintak sorrendjét kdvetik. +: pozitiv kontroll, N: negativ

kontroll, M: 50 bp DNS létra (Thermo Fischer Scientific, USA).
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38. abra. Sertés és szarvasmarha 12S rRNS gén fajspecifikus elektroferogrammjai CE-
SSCP elvalasztast kovetéen. M: LIZ 500 DNS marker. A VIC-jelolt DNS szélakat
vilagossziirke, a FAM-jelolt DNS szalakat fekete csucsok jeldlik. Konformacios
eltérések csak a VIC-jelolt szalak esetében voltak kimutathatéak. A fiiggdleges
tengelyen a relativ fluoreszcencia egység (relative fluorescents units, RFU), a vizszintes
tengelyen az adatpontok vannak jeldlve. 1 adatpont megegyezik 220 msec migracios
idovel. 1: sertés kontroll; 2: szarvasmarha kontroll; 3: szarvasmarha+tsertés kontroll; 4:

LIZ standard kontroll; 5: negativ kontroll; 6: 99% szarvasmarha karaj + 1% sertés zsir;
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7: 99% szarvasmarha karaj + 1% sertés karaj; 8: 99% szarvasmarha karaj + 1% sertés

maj.

19. tablazat. mtDNS kopiaszam  becslés  kiillonbozé  szovetekben — sajat

spektrofotometrikus adatok alapjan

Szivet Koncentracié mtDNS szdmitott mennyisége mtDNS képiaszam kozelité
(ng/nl) (ng) 1 mg szovetben becslése 1 mg szévetben
Sertcs 247358 1236.79 6.87*10M
maj
Sertés 506.57 1.41 1.41*10M°
karaj
Sertes 117.91 58.9 3.27*10"°
zsir

A 19. tablazat szamit4sai azon a feltevésen alapulnak, hogy egy bazispar atlagos tomege
650g/mol és a sertés mtDNS hossza 16 679 bazispar (Ursing és mtsai., 1998). Ezen
becslés alapjan még 1 mg szovet is béséges mennyiségii templatot szolgaltat a PCR
reakcio szamdra. A 38. dbran lathat6, hogy a kontrollmintaban 1évé szarvasmarha és
sertés specifikus csticsok tisztan elkiiloniilnek egymastol, csak ugy mint a vizsgalati
mintdkban. A CE-SSCP eredménye alapjan megallapitottuk, hogy ezzel a modszerrel
1v/v % keverési arany mellett tudjuk kimutatni a sertés zsir (38. abra/6.), a sertés karaj
(38. abra/7) és a sertés maj (38. abra/8) jelenlétét szarvasmarha m. longissimus dorsi-
bol. A mddszer azonban véleménylink szerint nem alkalmas a kiindulési anyagban 1évo
fajok kvantitativ becslésére, ugyanis az mtDNS kopiaszdma erésen fiigg a szovet
tipusatol, ami kiilonb6z6 intenzitdsi csucsokat eredményez (38. 4abra). Ennek
ismeretében megfogalmazhaté, hogy a nagyobb husrész, testtomeg, a nagyobb
zsirszovet, vastagabb szalonna nem feltétleniil jelent tobb sejtet, vagyis egységnyi

testtomegben erdsen valtozhat a kopiaszam.
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5.6 Halfajok azonositasa és elkiilonitése PCR SSCP metodika alkalmazasaval

A vizsgalat sordn magyarorszagi kereskedelmi forgalomban is kaphato és vadvizi
halfajok egymastdl egyszali DNS konformacioban valo eltérés alapjan, poliakrilamid
gélen torténd elkiilonitését, illetve azonositasat végeztiik el. A 20. tablazat a vizsgalatba
vont fajokat mutatja be. A tablazatban szerepld fajokat csoportokra bontva, illetve
egyseéges egészként is vizsgaltuk kiillonb6zo specifitasti primereket alkalmazva. Az els6
megkozelités esetében a csoporton beliil elkiilonités volt a cél, mig a masodik esetben
minden faj elkiilonitése a tobbitdl egyetlen, a mitokondrialis genomban lokalizalodo
citokrom-oxidaz 1. alegység génre tervezett univerzalis primerpar alkalmazasaval. A
csoportositas soran 2 csoport keriilt kialakitasra, az egyes csoportok kialakitasanal azt
vettiik figyelembe, hogy melyek azok a fajok, amelyek jellemzden egy masik faj

helyettesitésére szolgalnak. A 20. tdblazatban a vizsgalatba vont fajok nevei lathatoak.

20. tablazat. A vizsgalatba vont halfajok felsorolasa

Magyar név

Latin név

Afrikai harcsa

Clarias gariepinus

Balin Aspius aspius
Bodorka Rutilus rutilus
Compo Tinca tinca
Csuka Esox lucius
Dévérkeszeg Abramis brama

Eziist karasz

Carassius gibelio

Fogassiilld

Sander lucioperca

Harcsa

Silurus glanis

Karikakeszeg

Blicca bjoerkna

K6siillo Sander volgensis
Ponty Cyprinus carpio
Razbora Pseudorasbora parva
Szélhajto kiisz Alburnus alburnus

Szivarvanyos pisztrang

Oncorhynchus mykiss

Vordsszarnyu keszeg

Scardinius erythrophthalmus

Fehér busa

Hypophthalmichthys molitrix
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A fogassiilld, kdsiilld, pisztrang valamint a fogassiillo, kostillo, eziist kardsz, ponty és

fehér busa alkottak egy-egy csoportot.

39. abra: Fogassiillo és kosiilld elkiilonitése PCR-SSCP modszerrel

Az 39. abran fogassiilld ¢és kosilld fajok sdvmintazatai figyelhetoek meg.
Megfigyelhetd, hogy a két faj esetében jol elkiilonitheté sdvmintazatok alakulnak ki,
amelyek lehetdséget teremtenek a két faj elkiilonitésére. A fogassiillo és kdsiilld
esetében harom egyed, mig a pisztrang esetében négy egyed keriilt vizsgalatra.
Megfigyelhet6 tovabba az is, hogy a fogassiilld és kosiilld esetében nem lehet fajon

beliili variabilitast megfigyelni.

40. abra: Eziist karasz, ponty, fehér busa fajok elkiilonitése PCR-SSCP moédszerrel
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A 40. abrén eziist karasz, ponty és fehér busa fajok elkiilonitése tortént PCR-SSCP
rendszerben. Megfigyelhetd, hogy mind az harom faj esetében kiillonb6z6 savmintazat
alakul ki, vagyis egymastol elkiilonithetdek. Az els6 két eziist karasz egyed alsé savjai
felett kozvetleniil megfigyelhetd egy halvanyabb sav, ami viszont a harmadik egyednél
nem jelenik meg. Ez magyarazhat6 azzal is, hogy tobb esetben is eléfordulhat, hogy az
egyszali DNS molekulak tobb stabil konformerrel is rendelkeznek. A ponty és a fehér

busa esetében konzekvens savmintazatok figyelhetoek meg.

A 41. abran 15 faj sdvmintazatat lehet elkiiloniteni. Az 1., 2. és 3. mintdk kereskedelmi
forgalombol szarmazo6 haltestek voltak, amelyeket rendre szivarvanyos pisztrangként,
pisztrangként ¢és édesvizi pisztrangként jeloltek a termék cimkézésén. A kapott
eredmény alapjan kijelenthetd, hogy az eltérd elnevezés ellenére ugyanarrdl a fajrél van
$z0, ugyanis azonos savmintazat figyelheté meg. Jellemzden a szivarvanyos pisztrangot
tenyésztik haltelepeken, ezért nagy valdszinliséggel mindharom esetben ezzel a fajjal
allunk szemben. A tobbi faj esetében egyértelmiien elkiilonithetd savmintdzatok
figyelhetéek meg, vagyis a fajok egymdastol PCR-SSCP rendszerben elvalaszthatoak.
Kiilon kiemelendd a 8. minta, ami esetében 3 sav is megfigyelhetd, ez jo példa arra,

hogy tobb stabil konformer is kialakulhat a DNS denaturacidja soran.

182" 3SR -6 .+ 72 S68 Q10 11123551 4ol 6 17

41. abra: 1. szivarvanyos pisztrang, 2. pisztrang, 3. édesvizi pisztrang, 4. harcsa, 5.
afrikai harcsa, 6. ponty, 7. ezlist karasz, 8. karikakeszeg, 9. dévérkeszeg, 10. vOros
szarnyu keszeg, 11. sz¢élhajto kiisz, 12. bodorka, 13. balin, 14. razbdéra, 15. compo, 16.

fogassiilld, 17. csuka
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Osszesen 15 halfaj vizsgalatat végeztik el PCR-SSCP rendszerben. A kapott
eredmények ismeretében kijelenthetjiilk, hogy mind a 15 fajt képesek voltunk
elkiiloniteni mindosszesen egyetlen univerzalis primerpar hasznalatdval, a denaturalt
egyszalii DNS konformacids kiilonbségei alapjan. A modszer hasznalataval jelentOsen
csokkentettiik a kimutatési koltségeket szemben a PCR-RFLP vagy DNS szekvenalasi
eljarasokkal. Megallapithatjuk, hogy rendelkezésiinkre all egy olyan univerzalis
primerpar, amellyel a vizsgalt fajok esetében biztonsaggal lehet eldallitani olyan PCR
terméket, amelynek denaturalasaval fajspecifikus konformerek alakulnak igy lehetové
téve a fajspecifikus elvalasztast poliakrilamid gélen nem denaturaldé koriilmények

kozott.

A PCR-SSCP elvégzése utan az alkalmazott univerzalis primereket fluoreszcensen jelolt
formaban is felhasznaltuk kapillaris elektroforézis — SSCP (CE-SSCP) végrehajtasahoz.
Ennek soran az emberi fogyasztds soran fontosnak tekinthetd fajokat szerettiik volna
elkiiloniteni. Osszehasonlitottuk az eurdpai harcsa, afrikai harcsa, fekete tdrpeharcsa,
eziist kardsz, ponty és szivarvanyos pisztrang fajok CE-SSCP moddszerrel kapott
mintdzatait. Az elemzés eredményeképpen megallapitottuk, hogy az eurdpai harcsa és
afrikai harcsa nem valt el, azonos mintazatot adott CE-SSCP rendszerben, mig a tobbi
faj elkiilonithetd volt a kapott sdvmintazatok alapjan. A 42. abran mutatjuk be a CE-
SSCP eredményét. Minden kép esetében a vizszintes tengelyen az adatpontok vannak
abrazolva, a fiiggdleges tengelyen pedig a relativ fluoreszcencia egység (relative

fluorescent unit, RFU), vagyis a fluoreszcens jel erdssége.
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42. abra. Afrikai harcsa (A), eurdpai harcsa (B), fekete torpeharcsa (C), ponty (D),
eziist karasz (E) és szivarvanyos pisztrang (F) CE-SSCP soran kapott mintazatai. F:

FAM (fluorescein amidite); V: VIC (...).

A kék szinnel jelolt cstcsok jelzik a VIC fluoreszcens festékkel jelolt reverse primer
altal felszaporitott szalat, mig a z6ld szinnel jeldlt csticsok a FAM jelolt forward primer
altal felszaporitott szalat jelentik. A fenti abran lathato, hogy a hat halfaj koziil azonos
mintdzatot mutat az eurdpai harcsa az afrikai harcsdval, mig a tobbi faj eltérd
mintédzattal rendelkezik, ezért elkiilonithetek ebben a rendszerben. Itt kell megjegyezni,
hogy bar egyszeriibb megkdozelitést jelent a gélen elvégzett PCR-SSCP moédszer a CE-
SSCP-vel szemben, mégis az elobbi modszer alkalmazasaval az eurdpai és afrikai
harcsa esetében is eltérd mintazatot kaptunk, a két faj elkiilonithetd volt fajspecifikus

savmintazataik alapjan.
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5.7 Ponty DNS jelenlétének kimutatasa bomlasnak indult mintabél, illetve

légylarvabol

A ponty fajra specifikus primerek alkalmassagat teszteltilk olyan forman, hogy ponty
husat bomlasnak tettiik ki. Az 1d6 el6re haladasaval a hismintan megjelentek 1égylarvak
is. A primerek robosztussdgat azzal bizonyitottuk, hogy mind a bomlasnak indult
husbol, mind a huson ndvekvd larvakbol DNS-t izolaltunk, majd ponty specifikus
primerparral végeztiink el a kivont DNS-t templatként hasznalva PCR reakciot.
Vizsgalatunkban szerepelt negativ kontroll és pozitiv kontrollként bomldsnak nem
indult mintabol kivont ponty DNS is. Az NCBI GenBank adatbazisban taldlhaté hazi
1égy (Musca domestica) citokrom b gén szekvenciajara BLAST algoritmust alkalmazva
illesztettiik a ponty specifikus primerpar szekvencidjat és ennek eredményeképpen nem
talaltunk olyan szakaszt a hazi 1égy esetében, ahovd a ponty specifikus primerek
tapadhatnanak.

Az elvégzett PCR reakcidk utan kapott agaroz gélelektroforézis eredménye a 43. dbran

figyelhetd meg.
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428 bp

43. abra. A fenti abran légylarvakbol szarmazé DNS-sel, ponty specifikus primer
felhasznalasaval végzett PCR reakcio eredménye figyelhetd meg. 1-4. Légylarvakbol
szarmazd DNS-sel elvégzett PCR reakciok eredménye. M: 50 bp DNS Iétra. N: negativ
kontroll. P: pozitiv kontroll, BP: bomlasnak indult ponty.

Az alkalmazott ponty specifikus primer alkalmazéasaval 1égylarvakbol szdrmazo DNS
templatot felhasznalva is sikeriilt kimutatni a ponty jelenlétét, ami arra utal, hogy a
légylarvak testére tapadva vagy a tapcsatornajuk kezdeti szakaszaban 1évé taplalékbol is
lehetdség nyilik kimutatni egy adott faj jelenlétét, igy bizonyitva az adott faj jelenlétét.
Emellett a mdédszer bizonyitja a pontyra specifikus primerpar robosztussagat is, hiszen
kis mennyiségbdl is képes a ponty DNS felszaporitasara. A fenti abran negativ kontroll
minta esetében, ahogy azt vartuk, nem kaptunk jelet, a pozitiv kontrollként nem
degradalt ponty minta esetében erds jelet kaptunk, mig a 1égylarvak DNS-ével végzett
PCR reakciok eredményeként halvany, de egyértelmlien a ponty termékméretével

megegyezd terméket kaptunk.
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6. KOVETKEZTETESEK

A molekuléris genetikai modszerek fejlesztése az elmult megkozelitdleg két évtized
folyaman kiemelkedd fontossagiva valt az ¢élelmiszerekbdl torténd fajazonositds
teriiletén (Asensio és mtsai. 2009). Ennek ismeretében vizsgalataink soran molekularis
genetikai modszerek tesztelését végeztilk el é€lelmiszerekbdl torténd fajazonositasi

metodika fejlesztése érdekében.

Vizsgalataink soran sajttermékeket, hustermékeket és halfajokat valasztottunk el
PCR-egyszali DNS konfomacid polimorfizmus modszer alkalmazasaval. A
szakirodalmat olvasva kevés olyan kozlemény lelhetd fel, ami foglalkozik a PCR-SSCP
modszer alkalmazasaval sajttermékek vizsgalata soran. Plath és mitsai. (1997)
munkdjukban szarvasmarha, juh, kecske és bivaly tejébdl kivont DNS felhasznélasaval
probaltak a négy fajt PCR-SSCP modszerrel elkiiloniteni egymastol, esetiikben azonban
a juh és a kecske nem mutatott eltéré savmintazatot, 50-50%-o0s és 95-5%-0s aranyban
keverték kecske és szarvasmarha DNS-ét. Ennek eredményeképpen képesen voltak az
50-50%-o0s keverés esetében mindkét fajt detektalni, de 95-5%-o0s aranyok mellet mar
ugyanez nem volt sikeres. Sajttermékek vizsgalata soran esetiinkben 3-5%-os kimutatasi
hatarérték volt elérhetd a PCR-SSCP mddszer alkalmazasaval. Ugyanakkor mas
modszerek alkalmazasaval ez a hatarérték csokkenthetévé valik. Duplex-PCR reakcid
alkalmazasaval Rea ¢és mtsai. (2001) képesek voltak szarvasmarha és bivaly fajok
megkiilonboztetésére mozzarella sajtok elemzése soran, ahol a kimutatasi hatarérték
esetiikben 1%-nak adddott. Ugyanezen fajok vizsgalatat végezték el szintén duplex-
PCR rendszerben Lopez-Calleja és mtsai. (2005), esetiikben a kimutatasi hatarérték mar
0,1% volt, ami erGsen érzékeny. Lathatd, hogy duplex-PCR reakcioban két faj
elkiilonitése meglehetdsen egyszerlien €s nagy érzékenységgel végezhetd el, azonban
hatranya a modszernek a PCR-SSCP-vel szemben, hogy egyszerre minddssze két faj
vizsgalhatdo és két primerpar haszndlata sziikséges. Multiplex-PCR alkalmazasaval
novelhetd ugyan a vizsgalt fajok szama, azonban az alkalmazott primerparok szdmanak
novekedésével egylitt a primerek tervezése bonyolultabba valik és az esetleges
keresztreakciok elkeriilésének esélye is csokken. Bottero és mtsai. (2003) multiplex
rendszerben szarvasmarha, juh és kecske fajok elvélasztasat végezték el. Esetiikben a

kimutatasi hatarérték 0,5%-nak adodott. Itt azonban meg kell azt is jegyezni, hogy ezzel
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a modszer érzékenysége bizonyithatd, viszont a gyakorlatban ilyen kismértékii

hamisitasnak nincs gazdasagi haszna.

Hustermékek esetén vizsgalatunkban 18 faj volt -elkiilonithetd6 PCR-SSCP
rendszerben. 2001-es tanulmanyukban Jiirgen és mtsai. 6sszesen 15 faj elkiilonitését
végezték el. A mi eredményeinkhez hasonloan az ¢ esetiikben sem lehetett elkiiloniteni
a sertést a vaddisznotdl, ami a szekvencidk egyezésével magyarazhatd, illetve nem
vizsgaltdk a muflont, a gyongytyukot és a pézsmarécét. Sarri és mtsai. (2014) 5 faj
esetében vizsgaltdk meg az elkiilonités lehetdségét PCR-SSCP moddszert alkalmazva.
Négy Osszeallitast alkalmaztak, az els6 esetben hdzi tyak és pulyka kertilt
Osszehasonlitasra, a masodik esetben hazi tytk, pulyka és sertés, a harmadik csoportban
szarvasmarha, sertés, hdzi tylk és pulyka, a negyedik esetben szarvasmarha, sertés, juh,
hazi tyuk és pulyka. Ennek eredményeképpen megallapitottak, hogy mind az 6t faj
elkiilonithetd egymastol. Vizsgalatukban 0Osszesen 12 husterméket elemeztek ¢és
mindegyik esetben csak a termék cimkézésén bevallott fajok voltak kimutathatoak.
Ezzel szemben vizsgdlatunkban 65 hustermék koziil 10 esetében volt kimutathatd be
nem vallott faj jelenléte. A kimutatasi hatarérték 0,5% volt esetiinkben (Tisza €s mtsai.
2016). Duplex- és multiplex-PCR reakcid alkalmazasaval szintén alacsonyabb
kimutatdsi hatarérték érhetd el, csak ugy, mint a sajttermékek esetében. Dalmasso ¢és
mtsai. (2004) multiplex-PCR reakcio alkalmazasaval kérédz6, baromfi, hal és sertés
husokat mutattak ki ¢€lelmiszerekbdl 0,002%-0s aranyban a sertés jelenlétére
vonatkoztatva. Ennél magasabb aranyban, de még igy is rendkiviil nagy érzékenység
mellett lehetett kimutatni baromfi és sertés jelenlétét, elérve 0,01%-os kimutatasi

hatarértéket (Krcmar és Rencova, 2003).

Halakkal végzett fajazonositas soran PCR-SSCP moddszer alkalmazasa mellett 15
édesvizi fajt kiilonitettiink el sikeresen. A célszekvencidnk a mitokondridlis genomban
lokalizalodo citokrom-oxidaz 1. alegység génjében volt megtaldlhatd, hasonldan a
sajttermékek és hustermékek elkiilonitéséhez, ahol szintén a mitokondridlis genomban
fellelhetd 12S rRNS gén szekvencidja jelentette a célszekvenciat. Halakkal végzett
fajazonositasi munkdk sordn szintén jellemzden mitokondridlis gének keriilnek
fokuszba, mint a 12S rRNS (Asensio és mtsai., 2001) és 16S rRNS (Khamnamtong és
mtsai.,, 2005) gének. Nem csak a halakkal folytatott vizsgalatok, de mas

allatcsoportokkal és termékekkel végzett munka soran is ki kell emelni azt a tényt, hogy
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a PCR-SSCP modszer rendkiviil érzékeny a DNS-ben jelentkezd bazispar eltérésekre,
mivel egy adott szakaszon belill akar egyetlen bazispar eltérést is képes kimutatni
konformacios valtozas formajaban (Oohara, 1997). Tovabbi eldnye a mddszernek, hogy
alkalmas degradalt DNS vizsgalatara is, mivel a sziikséges PCR termék mérete
legfeljebb néhany szaz bazispar nagysagu kell, hogy legyen (Rehbein és mtsai., 1999).

Sriphairoj €s mtsai. (2010) Pangasiidae csaladba tartozo kilenc fajt vizsgaltak PCR-
SSCP modszer alkalmazasaval. Munkajuk soran a kilenc faj koziil 6tot sikeriilt
elkiiloniteniiik, azonban ebben a csoportban szerepel négy, gazdasagilag fontos faj is.
Egy masik tanulmanyban Schievenhdvel és mtsai. (2013) hét, a Sparidae csaladba
tartozé faj elvalasztasat végezték el PCR-SSCP moddszerrel. A hét faj koziil 6tot tudtak
elkiiléniteni, mig egy esetben fajon beliili eltérést figyeltek meg. Kimutatasi hatarérték
megallapitdsira egyik esetben sem keriilt sor, csupan a fajok sdvmintdzat szerinti

elvalasztasa valosult meg, ahogy az tortént a mi esetiinkben is.

A Kkvalitativ kimutatas — ,,van - nincs” — lehetdségén til egyik legfontosabb kihivas
az egyes OsszetevOk mennyiségének becslése, meghatarozdsa. Mafra és mtsai. (2007)
altal leirt modszert alapul véve végeztiik el juh és szarvasmarha DNS-t tartalmazo
sajtok esetében a szarvasmarha mennyiségi kimutatasat. Kalibraciés egyenletet
allitottunk fel, amelynek segitségével becsiilhetdvé valt a kimutatanddo DNS
mennyisége. A tanulmanyban kecske €s szarvasmarha aranyat hataroztdk meg hasonld
modon. Esetlikben 9-13% kozott mozgott a szarvasmarha jelenléte 17 sajt esetében, mig
esetiinkben 25 sajtot vizsgéalva 4-77% kozott valtozott ez az ardny. Habar sokkal
pontosabban mennyiségi kimutatast végrehajtani real-time PCR modszerrel lehet, annak
kivitelezése sokkal iddigényesebb, bonyolultabb és anyagkdltsége is magasabb. Ennek
ellenére jelentés irodalma lelhetd fel a real-time PCR-rel végzett mennyiségi
meghatarozasoknak. Soares és mtsai. (2010) feldolgozott baromfi termékek esetében
vizsgaltdk a sertés jelenlétének és mennyiségi meghatdrozhatdosaganak lehetdségeit
SYBR Green festéket alkalmaz6 rendszerben. A sertés DNS kimutatési hatarértéke itt is
a mar koradbban duplex-PCR modszernél leirt hatarértéket érte el, vagyis 0,1% volt, ami

jelen esetben 5 pg DNS mennyiséget jelentett.

Az élelmiszerekben 1évé DNS degradaltsdgi fokdnak megallapitasara hasznaljak az
istokos gélelektroforézis elnevezésii elvalasztasi modszert. Munkéank soran hosszua ideig

— 6, 8, 10 és 18 honap — érlelt sajtokat vizsgaltunk. Eredetileg a mddszert radioaktiv
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sugarzasnak kitett emlds sejttenyészetek vizsgalatara fejlesztették ki (Ostling és
Johanson, 1984). A késdbbiekben a radioaktivitas hatasat széles korlien vizsgaltak
élelmiszerek esetében is (Verbeek és mtsai.,, 2007, Khawar ¢és mtsai., 2010). A
sugarzassal tartositott élelmiszerek vizsgalatara az Eurdpai Uni6o is az iistokos
gélelektroforézis modszert jeldlte meg hivatalosan elfogadott mddszerként (Internetes
hivatkozas 3.). Az id6 hatésat élelmiszerek esetében Cerda és mtsai. (1998) vizsgaltak
hazi tytk husan. Vizsgalatuk rovidebb iddtartamot Olelt fel, mint a fentebb emlitett
sajtok érlelési ideje. Frissen beszerzett husmintdkat +4°C-on tartottak 12 napon
keresztiil, az {istokos gélelektroforézist az 1., 3., 7., 10., és 12. napokon végezték el.
Idében elére haladva a genomi DNS egyre degradaltabb format mutatott, kezdetben
kompakt csova nélkiili genom, késébb hosszli csovaképzddés, majd diffuz, szétterjedd
csova volt megfigyelhetd esetiikben. Az utolsé vizsgalati napon mar bakterialis jeleket
is detektaltak. Ez az eredmény ravilagit arra, hogy mar 12 nap eltelte utan is erésen
degradalt genommal allunk szemben, mig tobb honapos érlelés esetén csak rovid DNS
szakaszok maradnak vissza, ahogy azt az Eredmények fejezet Ustokos gélelektroforézis

alfejezetének végén bemutatott PCR-reakcio eredményével szemléltettiink.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A dolgozatomban szerepld vizsgalatok eredményeit figyelembe véve az alabb felsorolt

Uj tudomanyos eredményeket lehet megfogalmazni:

1. A PCR-SSCP vizsgalat fejlesztése soran tej €s sajttermékek esetében megallapitottuk
a modszer érzékenységét, ami ebben az esetben 3-5%-0s aranyok kozott valtozott
szarvasmarha DNS-re vonatkoztatva. A modszer érzékenységének megallapitasat
kovetden az alkalmazhatdsdgot teszteltiik osszesen 120 kereskedelmi minta esetében.
Megallapitottuk, hogy a 120 termékbdl 36 esetben egyértelmiien kimutathatd volt olyan
faj jelenléte, amelyet a gyarté nem tiintetett fel az adott termék cimkézésén, ami az
Osszes minta 30%-at jelenti.

A sajtokban az érlelés soran végbemend valtozasoknak a sejtek genomjara gyakorolt
hatasat {stokos gélelektroforézis modszerrel vizsgaltuk. Ennek eredményeképpen
megallapitottuk, hogy frissen fejt tej esetében kompakt csova alakzatok alakulnak ki,
mig 6, 8, 10 és 18 honapos érlelésnek kitett sajtok esetében ezek a struktirak teljesen
hianyoznak. Az érlelt sajtok esetében 12S rRNS univerzalis primerparral elvégzett PCR
reakcid jol detektalhatdo PCR terméket eredményezett.

2. A PCR-SSCP modszert hustermékekre alkalmazva szintén megallapitottuk a
metodika érzékenységét, amihez meghatarozott aranyban kevert hazi tytk és hazi kacsa
detektalhaté volt a hazi kacsa DNS-ével szemben. A moddszer segitségével 20 faj
esetében 18 elvalaszthato volt egymastdl az egyszali DNS konformacios kiilonbségei
alapjan. A hustermékek esetében is a modszer alkalmazhatosdgat szerettik volna
tesztelni, ezért 65 kereskedelmi forgalombdl szarmazod husterméken teszteltik a
kimutatds sikerességét, aminek eredményeképpen 10 esetben volt detektalhato

hamisitas.

3. A magyarorszagi, édesvizi halfajok esetében 16 halfajt PCR-SSCP rendszerben
egyidejlileg valasztottunk el univerzalis primerpar alkalmazisaval. A vizsgalat
eredményeképpen mind a 16 fajt sikeresen vélasztottuk el poliakrilamid gélen egyszala
DNS-iik konformacios kiillonbségei alapjan. A kovetkezoekben felsorolt 16 fajt sikertilt

elvalasztanunk: szivarvanyos pisztrang, eurdpai harcsa, afrikai harcsa, ponty, eziist
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karéasz, karikakeszeg, dévérkeszeg, voros szarnyu keszeg, kiisz, bodorka, balin, razbora,
compo, fogassiilld, csuka. Az alkalmazott univerzélis primerparokat fluoreszcens
jeloléssel ellatva kapillaris elektroforézis rendszerben vizsgaltuk az europai harcsa,
afrikai harcsa, fekete torpeharcsa, ponty, eziist karasz, szivarvanyos pisztrang fajok
elvalasztasi lehetdségeit. A vizsgalt 6 faj koziil nem mutatott kiilonbséget az eurdpai

harcsa ¢és afrikai harcsa, a tobbi faj eltéré mintazattal rendelkezett.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK GYAKORLATI
HASZNOSITHATOSAGA

A PCR-SSCP modszer egy relativ alacsony koltséggel biro, iddtakarékos alternativat
jelenthet a tovabbi fajazonositasi vizsgalatok elvégzésére. A tervezett univerzalis
primerek széleskortien alkalmazhatéak mind szarnyas, emlds és halfajok esetében, ami
tovabb csokkenti a moddszer koltségeit. Habar jelen dolgozat keretében a legtobb
gazdasagi allatfaj szerepelt, a késObbiekben bioinformatikai megkdzelitést alkalmazva
tesztelhetbek az univerzalis primerparok mas fajok szekvenciain is, annak
megallapitasara, hogy a vizsgalt fajokban azonositott konzervativ régiok mas fajok
esetében is megtaladlhatéak-e és igy alapot adhatnak-e a moddszer szélesebb kori

fogyasztovédelemben torténd hasznalatanak.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az elmult években bekovetkezett ¢lelmiszerhamisitasi botranyok nem csak a
problémaval mar eddig is foglalkozo kutatdi tarsadalom, de a fogyasztok figyelmét is
rairdnyitottdk egy igen jelentds, az élelmiszerbiztonsdgot veszélyeztetd problémara.
Egyes termelok a nagyobb haszon reményében alacsonyabb koltségli Osszetevoket
hasznalnak fel termékeik eldallitasdhoz, azonban az adott terméket ilyen esetben
félrevezetd cimkézéssel latjak el, ami magasabb koltségii 6sszetevoket jelez a vasarlo
szdmara, igy magasabb Osszeget fizet ki egy olyan termékért, ami valdjaban a jelzett
Osszetevot vagy sokkal kisebb aranyban, vagy akar sz€élsOséges esetben egyaltalan nem
tartalmazza. A fentebb felvazolt probléma a kutatdkat analitikai modszerek szamos

valtozatanak fejlesztésére sarkallta.

Vizsgalataink kozponti eleme volt olyan metodika, metodikak fejlesztése, amelyek
lehetdvé teszik az élelmiszerekbdl DNS szintjén torténd fajazonositast. A PCR egyszala
DNS konformécié polimorfizmus egy koltséghatékony, meglehetésen egyszeriien
kivitelezhetd alternativat kindl ennek a probléméanak a megolddsdra. A moddszer
fejlesztése soran gazdasagi allatfajokat sikeriilt elvalasztanunk egymast6l DNS szintjén
1év6 konformécios eltérések alapjan. Ennek eredményeképpen baromfi fajok esetében
sikeresen elvalasztottuk egymadstol a hézi tyuk, hazi kacsa, hazi luad, gyongytyuk,
pézsmaréce, hazi pulyka és facan fajokat egyetlen reakcioban, egyidejiileg, mindossze
egyetlen univerzalis primerpart alkalmazva a PCR reakciok sordn. Az emlds fajok
esetében is sikeres elvalasztast tudtunk elérni. Megkiilonboztethetd az alkalmazott
rendszerben a sertés, szarvasmarha, bivaly, juh, kecske, gimszarvas, hdzi nyul, 16 és 6z
fajok. A modszer jelen esetben nem tudott kiilonbséget tenni a gim- €s damszarvas
valamint a juh-muflon parok esetében, ami a kozeli genetikai rokonsaggal
magyarazhat6. A harmadik csoportban halfajok elvéalasztisa tortént meg. Ennek
eredményeképpen tobb magyarorszagi édesvizekben jelenlévo fajt sikertilt elkiiloniteni
egymastol. Sikeresen tortént meg a kovetkezd fajok elvalasztasa: kosiillo, fogassiilld,
ezlist karasz, ponty, fehér busa, dévérkeszeg, balin, csuka, compo, naphal, bodorka,
vords szarnyt keszeg, kiisz, razbora, szivarvanyos pisztrang, afrikai harcsa, eurdpai

harcsa, karikakeszeg.
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A vizsgélataink sordn a kvantitativ kimutatas lehetdségeit is vizsgaltuk. Ennek sordn
juh és szarvasmarha specifikus primerparok alkalmazéaséval egy kalibracios egyenletet
allitottunk fel, amelynek segitségével becsiilni lehet a két faj DNS-ének szazalékos
aranyat sajttermékek esetében. 25 kereskedelmi forgalomban kaphato sajtot vizsgaltunk
duplex-PCR reakcioban, miutin PCR-SSCP rendszerben kimutattuk, hogy mind juh,
mind szarvasmarha DNS-t tartalmaznak. A vizsgalat eredményeképpen megallapitottuk,
hogy a 25 sajt esetében a szarvasmarha faj DNS-ének jelenléte 4,68% és 77,68% kozott

valtozott.

Vizsgalatainkban a sajtok érlelése soran bekovetkezd DNS degradacié mértékérdl is
képet szerettiink volna kapni. Ennek tesztelésére iistokos gélelektroforézis modszert
alkalmaztunk. A technika alkalmazésa soran friss tehéntej szolgalt pozitiv kontrollként,
mig a vizsgalati mintdk 6, 8, 10 és 18 honapig érlelt tehéntejbdl késziilt sajtok voltak. A
frissen fejt tehéntej esetében kompakt iistokos formak alakultak ki a gélelektroforézis
soran, amely a genomi DNS viszonylagos sértetlenségét mutatta. Ezzel szemben az
érlelt sajtok esetében nem volt kimutathat6 iistokos képzddés. Ugyanakkor a PCR-SSCP
vizsgalatok soran alkalmazott 12SrRNS génre tervezett univerzalis primer
alkalmazaséaval sikeriilt jol detektalhat6 PCR terméket amplifikdlni mind a friss tej,
mind az érlelt sajtok esetében. Ez ramutat a PCR-SSCP vizsgalathoz alkalmazott
univerzalis primerpar robosztussagara, valamint jelzi, hogy bar a nuklearis genom mar
nem mutathatd ki az érlelés elOrehaladtaval, a mitokondrialis genom valosziniileg
kevésbe sériil és lehetéség marad arra, hogy hossza ideig szuboptimalis kozegben tarolt

¢lelmiszer esetében is elvégezhetd legyen egy PCR reakcidra alapozott teszt.

A fenti eredményeket figyelembe véve elmondhatjuk, hogy sikeriilt egy kelléképpen
széleskorlien alkalmazhatd primerpart tervezni, amellyel sikeresen elvalaszthatoak
emlds ¢€s szarnyas gazdasagi allatfajok ugyanazon rendszerben, egy PCR reakcio

végrehajtasaval és denaturaldst kdvetden poliakrilamid gélen torténd elvalasztasaval.
Egy masik, szintén univerzalis primerpar segitségével 0sszesen 15 Magyarorszag

édesvizeiben eléforduld halfaj elvalasztasa valosulhatott meg ismételten csak egyetlen

rendszerben, egyetlen reakci6 végrehajtasaval.
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A kvantitativ elemzés eredményeképpen sikeriilt egy juh-szarvasmarha DNS ardny

megallapitdsara alkalmazhato kalibracios egyenletet felallitani.

crer

kimutatta, hogy bar a nuklearis genom hoénapokig tartd érlelést kovetden teljes
mértékben degradalodik, megfeleld primerpar alkalmazasaval az ilyen mintakbol is
lehetéség van néhany szaz bp hosszisagu szakaszok felszaporitasara és ez alapjan

fajazonositas elvégzésére.

Eredményeink ismeretében levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a PCR-SSCP
modszer fejlesztése soran sikeriilt 6sszesen 38 vizsgalt fajbol 33 allatfajt elkiiloniteni
egymastol egyszalit DNS-lik konformacios eltérései alapjan minddssze két, altalunk
tervezett univerzalis primerpar alkalmazéasaval. A molekularis genetikai modszerek az
elmult két évtizedben és jelenleg is széleskori kutatasi teriiletet képeznek az allati
eredetli ¢élelmiszerekbdl torténd fajazonositas témakorében. Természetesen a PCR-
SSCP moddszer csak egy lehetséges megkozelitési mod, emellett az altalunk tesztelt
tovabbi moddszerek is alkalmazhatéak ¢és tovabbi kutatasi vonalat jelenthetnek a

fajazonositasi modszerek vizsgalata soran.
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10. SUMMARY

Food scandals in recent years raised the attention of not only researchers having
already been dealing with this issue, but that of the customers, as well, to a significant
issue of food safety. Certain producers use cheaper ingredients during the production of
their products to achieve higher profit. However, these producers mislabel these
products indicating ingredients of higher costs, thus, the customer pays a higher amount
of money for a product containing the given ingredient in a much lower concentration
or in an extreme case, this product does not even contain this ingredient. The issue

above urged the researchers to develop various analytical methods.

The central element of our studies was the development of a method or methods
making possible the identification of species from food in the level of DNA. The PCR
single strand conformation polymorphism technique offers a cost-effective, quite simple
alternative to solve this problem. During the development of the method, farm animal
species were able to be distinguished from each other on the basis of conformational
differences in the DNA level. As a result, the chicken, duck, domestic goose, guinea
fowl, muscovy ducks, turkey and pheasant species were distinguished from each other
simultaneously, in a single reaction using a single universal primer pair during the PCR
reactions. Successful separation was able to be achieved in case of mammalian species.
In the system applied, pig, cattle, buffalo, sheep, goat, red deer, domestic rabbit, horse
and roe deer species were able to be distinguished from each other. The method was
currently unable to make a difference between red deer and fallow deer as well as sheep
and mouflon, which can be explained by the close genetic relationship. In the third
group, fish species were separated. As a result, many Hungarian freshwater species
were successfully separated from each other, namely the Volga pikeperch, zander,
Prussian carp, carp, silver carp, common bream, asp, common pike, tench, pond perch,
roach, rudd, bleak, stone moroco, rainbow trout, African catfish, wels catfish and silver

bream.

During our research, the possibilities of quantification were also studied. In the
course of this study, a calibration equation was set applying the specific primer pairs of
sheep and cattle, with the help of which the percentage of the DNA of these two species
in processed cheese can be estimated. 25 commercially available cheeses were tested by
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duplex PCR reaction after demonstrating by PCR-SSCP system that they contain both
sheep and cattle DNA. As a result of the study it was found that for the 25 cheeses, the
presence of cattle DNA varied between 4.68% and 77.68%. In our studies we wanted to
get a view about the extent of DNA degradation during the ripening of cheeses. Comet
assay method was used to test DNA degradation. During the application of this
technique, fresh cow milk was used as positive control, while the samples were cheeses
from cow milk ripened for 6, 8, 10 and 18 months. In case of fresh cow milk, compact
comet structures were evolved during gel electrophoresis, showing the relative integrity
of genomic DNA. In contrast, there were no detectable comet structures in case of
ripened cheeses. However, by the application of a universal primer designed for the
12SrRNA gene applied during the PCR-SSCP investigations, a well-detectable PCR
product was able to be amplified for both the fresh milk and the ripened cheeses. This
indicates the robustness of the universal primer pair applied for the PCR-SSCP assay,
and it indicates that albeit the nuclear genome is no longer detectable in the progression
of ripening, the mitochondrial genome probably gets less damaged and there will be a
possibility to perform a test based on a PCR reaction even for a foodstuff stored under

suboptimal condition for a long time.

Considering the results above, it can be stated that we succeeded to create a primer
pair able to be used widespread enough, with the help of which the mammalian and
poultry farm animal species can be distinguished from each other by a PCR reaction and
its separation on polyacrylamide gel after denaturation.

Using a second universal primer pair, 15 Hungarian freshwater fish species were able

to be separated in a single system and by performing a single reaction.

As a result of the quantitative analysis, a calibration equation for the determination of

the sheep-cattle DNA ratio was able to be set.

The analysis of genomic DNA degradation for cheeses ripened for longer time
showed that albeit the nuclear genome gets totally degraded during months of ripening,
by the application of appropriate primer pairs it is possible to propagate sections with

the length of few hundred bp from these samples and to perform species identification.
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On the basis of the results achieved, it can be concluded that by the application of
two universal primer pairs designed by us, 33 animal species out of the investigated 38
were able to be distinguished from each other on the basis of the conformational
differences in their single-stranded DNA, during the development of the PCR-SSCP
method. For two decades, molecular genetic studies have been a broad range of research
regarding the species identification from foodstuffs of animal origin. Naturally, the PCR
SSCP method is only one possible approach. Other methods also tested by us may be
applied for further research and may create further research pathways in the

investigation of species identification methods.
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