Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

FAJAZONOSITAS ELELMISZEREKBOL PCR SSCP METODIKA
FEJLESZTESEVEL

Csikés Adam

Témavezetd: Dr. Czeglédi Levente

DEBRECENI EGYETEM
Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2015.



1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

Az elmult években bekodvetkezett élelmiszerhamisitasi botranyok nem csak a problémaval
mar eddig is foglalkoz6 kutatoi tarsadalom, de a fogyasztok figyelmét is rairanyitottdk egy
igen jelentds, az ¢élelmiszerbiztonsagot veszélyeztetdé problémara. Nevezetesen arra a
gyakorlatra, hogy az élelmiszeripar egyes szerepléi a nagyobb haszon reményében
alacsonyabb koltségli 6sszetevOket hasznéalnak fel termékeik eldallitdsdhoz, azonban az adott
terméket ilyen esetben félrevezetd cimkézéssel latjak el, ami magasabb koltségli osszetevoket
jelez a vasarld szamara, igy magasabb Gsszeget fizet ki egy olyan termékért, ami valojaban a
jelzett 6sszetevot vagy sokkal kisebb aranyban, vagy akar sz€lsdséges esetben egyaltalan nem
tartalmazza. Jo példa erre, amikor a fogyasztonak konnyliszerrel tudnak eladni sertéshust,
holott valojaban borjuhust szeretett volna vasarolni. Itt vetédnek fel olyan vonatkozésai is az
¢lelmiszerhamisitasoknak, amelyek mar nem tisztdn gazdasdgi kérdéssé teszik a problémat,
hanem egészségligyi vagy bizonyos esetekben vallasi aggalyokat is felvetnek. Egészségligyi
szempontbol gondolnunk kell arra, hogy egyes személyek esetében a termék cimkézésén fel
nem tiintetett Osszetevok akar sulyos allergids reakciot is kivalthatnak, vagy a vallasi
szempontot figyelembe véve tudhatjuk, hogy bizonyos vallasi csoportokhoz tartozé emberek

nem fogyaszthatnak meghatarozott élelmiszereket.

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 alkalmazhaté és
koltséghatékony metodikak alljanak rendelkezésre az €lelmiszerhamisitasok kisziirésére. Az
allati eredetli élelmiszerek vizsgélatara alkalmazott analitikai és molekularis biologiai
modszereket a kimutatandoé anyag tipusa alapjan harom nagyobb csoportra lehet felosztani:
zsirsavosszetétel alapjan torténd kimutatds, fehérje- és DNS-alap technikdk. A felsorolt
harom nagy csoport koziil a fehérje- és DNS-alapu metodikak terjedtek el szélesebb korben.
A fehérje alapt modszerek koziil is kiilon érdemes kiemelni az immunolégiai, kromatografias
¢és elektroforetikus eljarasokat, amelyek rendkiviil pontos kimutatdst tesznek lehetdveé,
azonban a vizsgalati koltségek viszonylag magasnak mondhatdak.

A legtjabb keletli kutatési teriiletet képviselik a DNS-alapi moédszerek (Plath és mtsai.,
1997). A legtobb a DNS vizsgalatain alapuld moédszer a polimeraz lancreakciora (PCR,
polymerase chain reaction) éptil (Mullis és Faloona, 1987). A PCR reakcidé nagy elénye, hogy



kombinalhaté bizonyos molekularis genetikai metodikakkal — jelen esetben ez az egyszalu
DNS konformacioé polimorfizmus — igy még specifikusabba lehet tenni egy adott faj adott
génjének a vizsgalatat, ezen keresztil pedig az élelmiszerekbdl torténd fajazonositas
eredményessége novelhetd. Jelen esetben az élelmiszerekbdl torténd fajazonosités
lehetdségeinek vizsgalatat kereskedelmi forgalombol szarmazo sajtok, hustermékek és
haltestek felhasznalasaval szeretnék végrehajtani, emellett parhuzamosan a kvantitativ
kimutatés lehetdségeit is tesztelni szeretnénk, illetve az érlelésnek alavetett termékek esetében

a DNS degradaltsagi fokarol szeretnénk képe kapni.

Munkdm sordn célul tiiztem ki PCR-egyszalu DNS konformécié polimorfizmus modszer
fejlesztését élelmiszerekbdl torténd fajazonositds soran. A tervezett munka kapcsan az alabbi

rész-célkitiizéseket teszem:

- tejkeverékek esetében a moddszer érzékenységének vizsgalata, valamint
sajttermékekbdl torténd fajazonositds a moddszer alkalmazhatésdganak tesztelésére

PCR-SSCP modszerrel,

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

PCR-SSCP modszerrel,

- magyarorszagi édesvizekbdl szarmazo halfajok elkiilonitési lehetdségei PCR-SSCP és

kapillaris elektroforézis modszerrel,

- juh és szarvasmarha fajok esetében a kvantitativ elemzés lehetdségeinek vizsgalata,
valamint a kvantitativ kimutatds alkalmazhatosagdnak vizsgéalata kereskedelmi

forgalombol szarmazo termékeken.



2. Tej és tejtermékének vizsgalata PCR-SSCP modszerrel

crer

mig alkalmazhatosdganak tesztelésére kereskedelmi forgalombol szarmazéd sajtokat
hasznaltunk. Univerzalis primerpart hasznaltunk a mintakbol szdrmaz6 DNS felszaporitasara.
templatokat kevertiink 0ssze meghatarozott térfogatszazalékos aranyokban. A bedllitasok
soran minden sorozatban két pozitiv kontroll minta szerepelt, amelyek koziil az egyik a
szarvasmarha DNS-ét 100 v/v%-ban tartalmazta, a masik minta szintén 100 v/v%-ban
tartalmazta rendre a juh, kecske és bivaly fajok DNS-ét. A keverési sorozat 50 v/v%, 40 v/v%,
30 v/v%, 20 v/v%, 10 v/v% ¢és 5 v/v% szarvasmarha DNS-t tartalmazo mintakbol és két
pozitiv kontrollbol tevédott dssze. Az 5 v/v% keverési arany esetében mindhdrom sorozat
esetében egyértelmiien kimutathatd volt a szarvasmarha faj jelenléte. Emiatt a szarvasmarha
jelenlétének szazalékos aranyat tovabb csokkentettiik. 5 v/v%, 3 v/v%, 1 v/v%, 0,5 v/v% ¢és
0,1 v/v% aranyban tartalmaztak a mintdk szarvasmarha DNS-t a masik faj DNS-éhez
viszonyitva. A bivaly-szarvasmarha keverés esetében 3 v/v%, mig a juh és a kecske keverés
esetében 5 v/v%-nak adddott a modszer kimutatasi hatarértéke. A bivaly-szarvasmarha
keverés esetében 3 v/v% keverési aranynal a gélelemz0 szoftver a szarvasmarha specifikus
sdv intenzitasat 4,85% értékben hatirozta meg a teljes savintenzitashoz viszonyitva. Ezzel

objektiv modon is bizonyithatd a szarvasmarha jelenléte.

1 abra: Szarvasmarha és bivaly kevert DNS-ével végzett poliakrilamid gélelektroforézis

eredménye 0,1 v/v% - 5 v/v% tartomanyban.



Az 1. mintdban 100 v/v% bivaly DNS, a 2. mintaban 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. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v% bivaly DNS, a 7. mintaban 100

v/v% szarvasmarha DNS altal adott savok lathatoak.

A modszer alkalmazhatdsagat kereskedelmi forgalomban kaphatd sajttermékeken teszteltiik.
A vizsgélat soran 39 magyarorszagi, 15 svéjci és 66 boszniai, dsszesen 120 kereskedelmi

forgalombol szarmazo sajtot vetettiink ala PCR-SSCP mddszerrel torténd elemzésnek.

1. tablazat: 120 kereskedelmi forgalombdl szarmazé sajt PCR SSCP vizsgalati eredményei

Jelolt faj Sajtmintak szama PCR-SSCP modszer kimutatott fajok

Juh 66 39 juh
15 juh + szarvasmarha
12 szarvasmarha
Szarvasmarha 18 18 szarvasmarha
Kecske 22 15 kecske
7 kecske + szarvasmarha
Juh + szarvasmarha 13 11 juh + szarvasmarha
1 juh
1 szarvasmarha

Kecske + szarvasmarha 1 1 kecske + szarvasmarha

A vizsgalatba vont 120 kereskedelmi sajt koziil 36 esetben volt egyértelmiien azonosithaté a
termék cimkézésén nem jeldlt faj jelenléte, ami pontosan 30%-os aranyt jelent. 66 juhsajt
kozlil 27 esetben bizonyitottuk be nem vallott faj jelenlétét, ami 40,9%-os arany. 22
kecskesajt koziil 7 volt olyan termék, amiben be nem vallott dsszetevdt is detektalni lehetett
ez 31,82%-o0s aranyt jelent. 13 juh-szarvasmarha termék koziil 2 esetben volt kimutathatd

eltérés, ami 15,38%-os eltérést jelent. Ez alapjan lathatjuk, hogy a legnagyobb aranyu eltérés



a juhsajtként forgalmazott termékek esetében volt kimutathato. 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 kimutatési érzékenység mellett a juh jelenléte
nem volt kimutathatd. A termékek gyartasdhoz hasznalt tejek szomatikus sejtszdma

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

3. Duplex-PCR reakciéo juh-szarvasmarha DNS keverékek esetében —

kvantitativ kimutatasi lehetoségek vizsgalata

cre

hasznaltunk egy olyan kalibracios egyenlet felallitisahoz, amelynek hasznalata lehetdséget
adna kereskedelmi forgalomban kaphatd sajtok esetében arra, hogy becsiilni tudjuk az
ezekben a termékekben 1év0 szarvasmarha DNS mennyiségét. A keverési sorozatok 0,1v/v%-
40viv% tartomanyban tartalmaztdk a szarvasmarha DNS-ét juh DNS-ével szemben. A
kalibracios egyenlet meghatarozasdhoz a keverési sorozatokkal elvégzett PCR reakcidkat 5
ismétlésben hajtottuk végre, minden esetben meghataroztuk az egyes savok egyméashoz
viszonyitott savintenzitdsat, majd a kovetkezd képlet alapjan meghatidroztuk minden egyed

keverési aranyhoz tartoz¢ relativ intenzitas értékeit.

Iszarvasmarha
= Relativ intenzitas

I szarvasmarha T I juh

A relativ intenzités értékeinek megaddsara szolgalo képlet

Meghataroztuk az relativ intenzitas értékek atlagait. A kalibracios egyenlet megalkotdsahoz az
atlagos relativ intenzitas értékek €s a hozzajuk tartozd keverési aranyokat vettiik figyelembe,
igy az abrazolds sordn linearis trendvonal alkalmazisa mellet kaptuk meg a kalibracios
egyenletet. A kalibracidos egyenletet a LabWorks 4.0 (UVP, USA) szoftver altal mért
savintenzitas értékek alapjan szamitottuk ki. A LabWorks 4.0 esetében az eredményeket a
program aranyszamokként adja meg. A kapott kalibracidos egyenlet y=0,0083x+0,0933
alakban irhat6o fel, a hozzatartoz6 determindcios egyiitthatd (RZ) érteke 0,9067, ami erds
statisztikai kapcsolatot feltételez a két valtozo kozott. A kalibracios egyenlet 1étrehozasat
kovetden 25, kereskedelmi forgalombol szarmazo korabbi vizsgalatok altal bizonyitottan juh

¢s szarvasmarha DNS-t is tartalmazd sajtot vizsgaltuk meg duplex-PCR reakcioban. A



LabWorks 4.0 programmal végzett kiértékelés eredményeképpen a 25 sajt esetében a

szarvasmarha DNS szédzalékos aranya 4,68% ¢és 77,68% kozott valtozott.

4. Ustokos gélelektroforézis

Az Ustokos gélelektroforézis a sejtekben talalhato DNS degradaltasaganak mérésére szolgalo
modszer. Jelen esetben a mddszert hosszabb ideig — 6, 8, 10 és 18 honap — érlelt sajtok
vizsgalatara alkalmaztuk, amelynek sordn kontrollként friss tejet hasznaltunk fel. Az
eredményeinket a fluoreszcens mikroszkopia soran kapott képek szolgaltattdk. A
targylemezek detektalasa Nikon Eclipse 500 fluoreszcens mikroszkoppal, Peltier hiitott
Olympus DP72 kameraval tortént. Az alkalmazott objektiv 20x nagyitassal rendelkezett,
vagyis a teljes rendszer nagyitasa 200x volt. A targylemezek festése etidium-bromiddal
tortént. Ezeknek a képeknek az elemzése Imagel] 1.47 szoftver OpenComet kiegészitdjével

(NIH, USA) tortént.

Egy sejtet megvizsgalva Image] 1.47 OpenComet kiegészitdjével a szoftver alapjan a feji
részre vonatkozd arany 77,79%, mig a csdva aranya 22,21%. Lathato, hogy a csovéra

vonatkoz6 érték messze elmarad a feji részre vonatkozé értéktol.

2 abra: Egy kompakt csova ImagelJ 1.47 OpenComet szoftverrel detektalt képe frissen fejt

tejminta esetében.

Az aranyokat Osszesen 85 sejtre hataroztuk meg OpenComet szoftverrel, aminek
eredményeképpen megallapitottuk, hogy a feji rész ardnya 57,55 — 98,98%-os ardnyok kozott

valtozott, mig a csova rész aranya 1,02 — 42,45%-os aranyok kozott valtozott. A feji részre



vonatkozé aranyok atlaga 80,72%, a hozzatartozo szoérds értéke 11,77. A csdva részre
vonatkoz6 aranyok atlaga 18,39%, a hozzatartozo szoras értéke 11,77. A 6, 8, 10 és 18

honapig érlelt sajtok esetében nem volt megfigyelheto és értékelhetd csovaképzodés.

Mivel az lUstokos gélelektroforézis soran az érlelt sajtok esetében nem volt megfigyelhetd
csovaképzddés, a DNS jelenlétének kimutatdsara univerzalis primerparral elvégzendé PCR
reakciot is Osszeallitottunk. 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 iistokos gélelektorforézis

soran vizsgalt minta esetében amplifikalhato volt a kérdéses DNS szakasz.

5. Hus és hustermékek vizsgalata PCR SSCP metodika alkalmazasaval

A hustermékekbdl torténd fajazonositas soran 18 faj — koztiik az ember — mitokondrialis 12S
rRNS gén szekvenciajat vizsgaltuk univerzalis primerpar alkalmazasaval PCR SSCP
modszerrel. A vizsgéalatba 7 baromfifaj, 5 emlds faj, 5 vadon €16 allatfaj és az ember kertilt
bevonasra. Baromfifajok koziil a hazi galamb, hazi tyuk, gyongytytk, pulyka, hazi kacsa,
pézsmaréce, hazi lud keriilt vizsgalatra; a haziasitott emlds fajok koziil a sertés, szarvasmarha,
bivaly, juh, kecske, 16 és a hdzi nyul vett részt az elemzésben; vadon €16 allatfajok koziil
vizsgaltuk a vaddiszn6, muflon, 6z, ddmszarvas és gimszarvas fajok elvalaszthatosagat. A
vizsgalatba vont 18 faj PCR SSCP-vel torténd elkiilonitése soran megallapithattuk, hogy a 18
faj esetében 17 elvalaszthatd volt egymastol az egyszali DNS konformacids kiilonbségei
alapjan. Nem mutatott értékelhetden eltéré mintazatot, vagyis konformacios kiilonbség nem
allt fenn a juh-muflon mintak esetében, hiszen ez egy fajt jelent, illetve a gim- és damszarvas
fajok kozott. Az eltérd sdvmintazat az egyes fajok kozott, az adott szakaszon beliil jelentkezd
eltéréseknek koszonhetd. Ezek az eltérések egyszali DNS esetében eltérd konformaciokat
eredményeznek. A 18 faj PCR-SSCP vizsgalattal kapott eredménye, az egyes fajok specifikus

mintazatai a 3. abran lathatoak.



A 2. tablazatban a vizsgalt fajok magyar és latin neve lathaté a fenti gélképen lathato

3. abra: 18 faj kimutatasa PCR-SSCP modszerrel.

sorrendben feltiintetve.

Sorszam Magyar név Latin név

1. Hazi galamb Columba livia domestica
2. Hazi tyak Gallus gallus

3. Gyongytyuk Numida meleagris

4, Pulyka Meleagris gallopavo

5. Hazi kacsa Anas platyrhynchos domestica
6. Pézsmaréce Cairina moschata

7. Hazi lud 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




Sorszam Magyar név Latin név

15. Lo Equus caballus

16. Hazi nyul Oryctolagus cuniculus domestica
17. Gimszarvas Cervus elaphus

18. Damszarvas Dama dama

19. Oz Capreolus capreolus

20. Ember Homo sapiens

A PCR-SSCP maddszer érzékenységének tesztelését szarnyas fajokbol szarmazo husmintakkal
aranyokban. A keverékek 20; 10; 5; 1; 0,5%-ban tartalmaztak a hazi tyik DNS-ét a hazi kacsa
DNS-ével szemben. A PCR-SSCP eredményeképpen kapott savmintazatot a 4. abran
mutatjuk be
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4. abra: Hazi tytk és hazi kacsa DNS keverékek poliakrilamid elektroforetikus eredménye. 1:
Hézi tyuk 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 tyuk

jelenlét.



A 7. minta esetében is megfigyelheté egy, a hazi tyuk jelenlétére utald sav, ami alapjan
kijelenthetjiik, hogy a PCR-SSCP modszer megfeleld érzékenységgel képes detektalni az
egyes fajokat, hiszen ebben az esetben ez 0,5%-os jelenlét kimutatasat jelenti.

A modszer érzékenységének tesztelését kovetden a hustermékekbdl torténd fajazonositasban
valo alkalmazhatosagat teszteltiik 65 kereskedelmi forgalombdl szarmazé hustermék
esetében. A termékek baromfi és emlds fajokbol 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 forgalmazva. A PCR-SSCP
vizsgalatot mindegyik termékre elvégeztiik a tervezett univerzalis primerekkel. Az

eredményeinket a 3. tdbldzatban foglaltuk dssze.

3. tablazat: 65 kereskedelmi forgalombol szarmazo hustermék PCR SSCP vizsgalati

eredménye
Jelolt faj Sajtmintak szama PCR-SSCP moédszer kimutatott fajok
Pulyka/hazi tytk 20 20 pulyka/hazi tyuk
Pulyka 14 9 pulyka
S pulyka/hazi tyak
Sertés 11 11 sertés
Hazi tyak 8 7 hazi tyak

1 hazi tyuk/pulyka
Sertés/szarvasmarha 3 2 sertés

1 sertés/szarvasmarha

Pulyka/baromfi 2 2 pulyka/hazi tyuk
Pulyka/hazi tyuk/baromfi 1 1 pulyka/hazi tyak
Baromfi 1 1 hazi tyuk
Kacsa/baromfi 1 1 kacsa/hazi tyuak
Lo/sertés 1 1 16/sertés/szarvasmarha

10



Jelolt faj Sajtmintak szama PCR-SSCP moddszer kimutatott fajok

Pulyka/sertés 1 1 pulyka/hazi tyak
Baromfi/sertés 1 1 pulyka/hazi tyuk/sertés
Lud/sertés 1 1 lud/sertés

Osszességében 65 kereskedelmi terméket megvizsgalva 10 esetben volt kimutathaté be nem

vallott idegen faj jelenléte. Ez a vizsgalt termékek 15,4%-at jelentette.

Sertés eredetii hus, maj és zsir kimutatasa marhahusban CE-SSCP modszerrel
Kiilonb6z6 sertés szoveteket hasznaltunk fel vizsgalatunkhoz. 1, 5, 10, 20 m/m% aranyban
kevertiink sertés zsirt, majat és izmot (karaj) szarvasmarha husaval (... tablazat). 1-4. mintakat
kontrollként hasznaltuk fel. A mintak teljes tomege 100+1 mg volt. Az egyes mintak

elvalasztasa kapillaris elektroforézis rendszerben tortént.

4. tablazat: Sertés és szarvasmarha huskeverékek

Minta Osszetevok Minta Osszetevok

1 100% sertés szalonna 9 80% marha tarja 20% sertés maj
2 100% sertés m4j 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

A CE-SSCP eredménye alapjan megallapitottuk, hogy ezzel a mddszerrel 1v/v % keverési
arany mellett tudjuk kimutatni a sertés zsir, a sertés karaj és a sertés maj jelenlétét
szarvasmarha m. longissimus dorsi-bol. A moddszer azonban véleményiink szerint nem
alkalmas a kiindulasi anyagban 1év6 fajok kvantitativ becslésére, ugyanis az mtDNS
kopiaszdma erdsen fiigg a szovet tipusatol, ami kiillonbozd intenzitasu csucsokat eredményez.
Ennek ismeretében megfogalmazhatd, 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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6. Halfajok azonositasa és elkiilonitése PCR SSCP metodika alkalmazasaval

A halfajok egymastol valo elkiilonitése soran kétféle megkdzelitést 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 sszes a vizsgalatba vont

halfaj citokrom-oxidaz I. alegység (COI) gén szekvencidjara.

5. abra: Fogassiillo és kosiillo elkiilonitése PCR-SSCP modszerrel

Az 5. dbran fogassiillo és kosiilld savmintazatai figyelhetéek meg. Megtfigyelhetd, hogy
mindkét faj esetében jol elkiilonithetd savmintazatok alakulnak ki, amelyek lehetdséget

teremtenek a két faj elkiilonitésére.
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6. abra: Eziist kdrasz, ponty, fehér busa fajok elkiilonitése PCR-SSCP modszerrel

A 6. abran eziist kdrasz, ponty és fehér busa fajok elkiilonitése tortént PCR-SSCP
rendszerben. Megfigyelheté, hogy mind a harom faj esetében kiilonb6z6 savmintazat alakul
ki, vagyis egymastol elkiilonithetéek. . Az els6 két eziist karasz egyed alsd savjai felett
kozvetleniil megfigyelhetd egy halvanyabb sav, ami viszont a harmadik egyednél nem jelenik
meg. Ez magyaradzhatd azzal is, hogy tobb esetben is el6fordulhat, hogy az egyszala DNS

molekulak tobb stabil konformerrel is rendelkeznek.

A 7. abran 15 faj sdvmintazatat lehet elkiiloniteni. Az 1., 2. és 3. mintdk kereskedelmi
forgalombol szarmazé 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 fajrol van sz6, ugyanis
azonos savmintazat figyelhetd meg. Jellemzéen a szivarvanyos pisztrangot tenyésztik
haltelepeken, ezért nagy valosziniséggel mindharom esetben ezzel a fajjal allunk szemben. A
tobbi faj esetében egyértelmiien elkiilonithetd sdvmintazatok figyelhetdek meg, vagyis a fajok
egymastol PCR-SSCP rendszerben elvalaszthatdak. 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.

18927 3dBSuR 6 .+ 72 568 QiRe10: 1112503551 4ol 6 17

7. abra: 1. szivarvanyos pisztrang, 2. pisztrang, 3. édesvizi pisztrang, 4. harcsa, 5. afrikai
harcsa, 6. ponty, 7. eziist karasz, 8. karikakeszeg, 9. dévérkeszeg, 10. vords szarnyu keszeg,

11. szélha;jt6 kiisz, 12. bodorka, 13. balin, 14. razbora, 15. compo, 16. fogassiilld, 17. csuka
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Osszesen 15 halfaj vizsgalatat végeztiik el PCR-SSCP rendszerben. A kapott eredmények
ismeretében kijelenthetjiik, hogy mind a 15 fajt képesek voltunk elkiiloniteni minddsszesen
egyetlen univerzalis primerpar haszndlatdval, a denaturalt egyszald DNS konforméacios

kiilonbségei alapjan.

A PCR-SSCP elvégzése utan az alkalmazott univerzalis primereket fluoreszcensen jeldlt
formaban is felhasznaltuk kapillaris elektroforézis — SSCP (CE-SSCP) végrehajtasahoz.
Osszehasonlitottuk az eurdpai harcsa, afrikai harcsa, fekete torpeharcsa, eziist karasz, ponty és
szivarvanyos pisztrang fajok CE-SSCP modszerrel kapott mintdzatait. Az elemzés
eredményeképpen megallapitottuk, hogy az europai harcsa és afrikai harcsa nem valt el,
azonos mintazatot adott CE-SSCP rendszerben, mig a tobbi faj elkiilonithetd volt a kapott

sdvmintazatok alapjan.

Ponty DNS jelenlétének kimutatasa bomlasnak indult mintabdl, illetve légylarvabél

A ponty fajra specifikus primerek alkalmassagat teszteltiik olyan forman, hogy ponty husat
bomlasnak tettiik ki. Az id6 eldre haladasaval a husmintdn megjelentek légylarvak is. A
primerek robosztussagat azzal bizonyitottuk, hogy mind a rothadt husbol, mind a htson
novekvo larvakbol DNS-t izolaltunk, majd ponty specifikus primerparral végeztiink el a
kivont DNS-t templatként hasznalva PCR reakciot.

428 bp

8. abra: A fenti abran légylarvakbol szarmazo DNS-sel, ponty specifikus primer
felhasznalasaval végzett PCR reakcio eredménye figyelhetd meg. 1-5. Légylarvakbol
szarmaz6 DNS-sel elvégzett PCR reakciok eredménye. M: 50 bp DNS Iétra. N: negativ
kontroll. P: pozitiv kontroll.

Az alkalmazott ponty specifikus primer alkalmazéisaval légylarvakbol szarmazd DNS

templatot felhasznalva is sikeriilt kimutatni a ponty jelenlétét, ami arra utal, hogy a légylarvak
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testére tapadva vagy a tapcsatornajuk kezdeti szakaszaban 1évo taplalékbol is lehetdség nyilik
kimutatni egy adott faj jelenlétét, igy bizonyitva az adott faj jelenlétét. Emellett a mddszer
bizonyitja a pontyra specifikus primerpar robosztussagat is, hiszen kis mennyiségbdl is képes

a ponty DNS felszaporitasara.

7. Kovetkeztetések

A molekularis genetikai modszerek fejlesztése az elmult megkdzelitdleg két évtized folyaméan
kiemelkedd fontossaguva valt az €élelmiszerekbdl torténd fajazonositas teriiletén (Asensio €s
mtsai. 2009). Ennek ismeretében vizsgalataink soran molekularis genetikai modszerek

tesztelését végeztiik el élelmiszerekbdl torténd fajazonositasi metodika fejlesztése érdekében.

Vizsgalataink soran sajttermékeket, hustermékeket ¢s halfajokat valasztottunk el PCR-
egyszali DNS konfomécioé polimorfizmus modszer alkalmazasaval. A szakirodalmat olvasva
kevés olyan kozlemény lelhetd fel, ami foglalkozik a PCR-SSCP moddszer alkalmazésaval
sajttermékek vizsgalata soran. Plath és mtsai. (1997) munkéjukban szarvasmarha, juh, kecske
¢és bivaly tejébdl kivont DNS felhasznalasaval probaltdk a négy fajt PCR-SSCP modszerrel
elkiiloniteni egymastol, esetiikben azonban a juh és a kecske nem mutatott eltérd
savmintazatot, 50-50%-o0s és 95-5%-0s aranyban keverték kecske és szarvasmarha DNS-ét.
Ennek eredményeképpen képesen voltak az 50-50%-os keverés esetében mindkét fajt
detektalni, de 95-5%-o0s ardnyok mellet mar ugyanez nem volt sikeres. Sajttermékek
vizsgalata soran esetiinkben 3-5%-os kimutatasi hatarérték volt elérhetd6 a PCR-SSCP
modszer alkalmazéasaval. Ugyanakkor mas moddszerek alkalmazisdval ez a hatarérték
csokkenthetévé valik. Duplex-PCR reakcié 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 erésen érzékeny. Lathato, hogy duplex-PCR reakcioban két faj
elkiilonitése meglehetdsen egyszeriien és nagy érzékenységgel végezhetd el, azonban
hatranya a modszernek a PCR-SSCP-vel szemben, hogy egyszerre mindossze két faj
vizsgalhato és két primerpar hasznalata sziikséges. Multiplex-PCR alkalmazéasaval névelhetd
ugyan a vizsgalt fajok szdma, azonban az alkalmazott primerparok szdmanak ndvekedésével

egylitt a primerek tervezése bonyolultabba valik €s az esetleges keresztreakciok elkeriilésének
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es¢lye is csokken. Bottero és mtsai. (2003) multiplex rendszerben szarvasmarha, juh és kecske
fajok elvalasztasat végezték el. Esetiikkben a kimutatdsi hatarérték 0,5%-nak adodott. Itt
azonban meg kell azt is jegyezni, hogy ezzel a modszer érzékenysége bizonyithato, viszont a

gyakorlatban ilyen kismérték(i hamisitasnak nincs gazdasagi haszna.

Hustermékek esetén vizsgalatunkban 18 faj volt elkiilonitheté PCR-SSCP rendszerben. 2001-
es tanulmanyukban Jirgen ¢és mtsai. Osszesen 15 faj elkiilonitését végezték el. A mi
eredményeinkhez hasonldan az 6 esetliikben sem lehetett elkiiloniteni a sertést a vaddisznétol,
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 modszert alkalmazva. Négy Osszeallitast alkalmaztak, az
elsd esetben hazi tytk €s pulyka keriilt 6sszehasonlitasra, a masodik esetben hazi tyuk, pulyka
¢s sertés, a harmadik csoportban szarvasmarha, sertés, hazi tyuk és pulyka, a negyedik esetben
szarvasmarha, sertés, juh, hazi tyuk és pulyka. Ennek eredményeképpen megallapitottak, hogy
mind az 6t faj elkiilonithetd egymastol. Vizsgalatukban 6sszesen 12 husterméket elemeztek és
mindegyik esetben csak a termék cimkézésén bevallott fajok voltak kimutathatoak. Ezzel
szemben vizsgalatunkban 65 hustermék koziil 10 esetében volt kimutathaté be nem vallott faj
jelenléte. A kimutatasi hatarérték 0,5% volt esetlinkben (Tisza és mtsai. 2016). Duplex- és
multiplex-PCR reakci6 alkalmazasaval szintén alacsonyabb kimutatasi hatarérték érhetd el,
csak ugy, mint a sajttermékek esetében. Dalmasso és mtsai. (2004) multiplex-PCR reakcio
alkalmazasaval kérodzo, baromfi, hal és sertés husokat mutattak ki élelmiszerekbdl 0,002%-
os 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 célszekvenciank a mitokondridlis genomban lokalizalodo
citokrom-oxidadz 1. alegység génjében volt megtaldlhatd, hasonléan a sajttermékek és
hustermékek elkiilonitéséhez, ahol szintén a mitokondridlis genomban fellelhetd 12S rRNS
gén szekvencidja jelentette a célszekvenciat. Halakkal végzett fajazonositdsi munkak soran
szintén jellemzéen mitokondridlis gének keriilnek fokuszba, mint a 12S rRNS (Asensio ¢€s
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 a PCR-SSCP moddszer rendkiviil érzékeny a DNS-ben jelentkez6
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bazispar eltérésekre, mivel egy adott szakaszon beliil akar egyetlen bazispar eltérést is képes
kimutatni konformacios valtozas formajaban (Oohara, 1997). Tovabbi elénye a modszernek,
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 és mtsai. (2010) Pangasiidae csaladba tartozé kilenc fajt vizsgaltak PCR-SSCP
modszer alkalmazasaval. Munkéjuk soran a kilenc faj koziil 6tot sikeriilt elkiilonitenitik,
azonban ebben a csoportban szerepel négy, gazdasagilag fontos faj is. Egy madsik
tanulmanyban Schievenhovel és mtsai. (2013) hét, a Sparidac csaladba tartozd faj
elvalasztasat végezték el PCR-SSCP modszerrel. A hét faj koziil 6t6t tudtak elkiiloniteni, mig
egy esetben fajon beliili eltérést figyeltek meg. Kimutatasi hatarérték megallapitdsara egyik
esetben sem keriilt sor, csupan a fajok sdvmintdzat szerinti elvalasztdsa valdsult meg, ahogy

az tortént a mi esetiinkben is.

A kvalitativ kimutatds — ,,van - nincs” — lehetdségén tal egyik legfontosabb kihivas az egyes
Osszetevok mennyiségének becslése, meghatarozasa. 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 becsiilhetévé valt a kimutatandd DNS mennyisége. A tanulmanyban kecske és
szarvasmarha aranyat hataroztdk meg hasonlé moédon. Esetiikben 9-13% kozott mozgott a
szarvasmarha jelenléte 17 sajt esetében, mig esetiinkben 25 sajtot vizsgalva 4-77% kozott
valtozott ez az arany. Habar sokkal pontosabban mennyiségi kimutatast végrehajtani real-time
PCR modszerrel lehet, annak kivitelezése sokkal iddigényesebb, bonyolultabb ¢és
anyagkoltsége is magasabb. Ennek ellenére jelentds irodalma lelhet6 fel a real-time PCR-rel
végzett mennyiségi meghatarozasoknak. Soares és mtsai. (2010) feldolgozott baromfi
termékek esetében vizsgaltdk a sertés jelenlétének és mennyiségi meghatirozhatdsdganak
lehetdségeit SYBR Green festéket alkalmazd rendszerben. A sertés DNS kimutatasi
hatarértéke itt is a mar korabban duplex-PCR moddszernél leirt hatarértéket érte el, vagyis

0,1% volt, ami jelen esetben 5 pg DNS mennyiséget jelentett.

Az élelmiszerekben 1évé DNS degradaltsagi fokanak megallapitdsara hasznaljak az {istokos
gélelektroforézis elnevezésii elvalasztasi modszert. Munkank sorén hosszu ideig — 6, 8, 10 és
18 honap — érlelt sajtokat vizsgaltunk. Eredetileg a modszert radioaktiv sugarzasnak kitett
emlds sejttenyészetek vizsgalatara fejlesztették ki (Ostling és Johanson, 1984). A

késobbiekben a radioaktivitds hatasat széles korlien vizsgaltdk élelmiszerek esetében is
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(Verbeek és mtsai., 2007; Khawar ¢és mtsai., 2010). A sugarzassal tartdsitott élelmiszerek
vizsgalatara az Eurdpai Unio is az listokos gélelektroforézis modszert jelolte meg hivatalosan
elfogadott modszerként (Internetes hivatkozas 3.). Az id0 hatasat élelmiszerek esetében Cerda
¢s mtsai. (1998) vizsgaltak hazi tyak hasan. Vizsgalatuk rovidebb iddtartamot olelt fel, mint a
fentebb emlitett sajtok érlelési ideje. Frissen beszerzett husmintdkat +4°C-on tartottak 12
napon keresztiil, az iistokos gélelektroforézist az 1., 3., 7., 10., és 12. napokon végezték el.
Iddben eldre haladva a genomi DNS egyre degradaltabb format mutatott, kezdetben kompakt
csova nélkiili genom, késdbb hosszu csovaképzodés, majd diffuz, szétterjedd csova volt
megfigyelhetd esetilkben. Az utolséd vizsgalati napon mar bakterialis jeleket is detektaltak. Ez
az eredmény ravilagit arra, hogy mar 12 nap eltelte utdn 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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8. Uj tudomanyos eredmények

A dolgozatomban szerepld vizsgalatok eredményeit figyelembe véve az alabb felsorolt 0j

tudomanyos eredményeket lehet megfogalmazni:

1. A PCR-SSCP vizsgalat fejlesztése soran tej és sajttermékek esetében megallapitottuk a
modszer érzékenységét, ami ebben az esetben 3-5%-o0s aranyok kozott valtozott szarvasmarha
DNS-re vonatkoztatva. A moddszer érzékenységének megallapitisat kovetden az
alkalmazhatdsagot teszteltilk Osszesen 120 kereskedelmi minta esetében. Megallapitottuk,
hogy a 120 termékbdl 36 esetben egyértelmiien kimutathato volt olyan faj jelenléte, amelyet a
gyartd nem tiintetett fel az adott termék cimkézésén, ami az 6sszes minta 30%-at jelenti.

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

PCR terméket eredményezett.

2. A PCR-SSCP modszert hustermékekre alkalmazva szintén megallapitottuk a metodika
érzékenységét, amihez meghatirozott ardnyban kevert hazi tytk és hazi kacsa egységes
hazi kacsa DNS-¢ével szemben. A modszer segitségével 20 faj esetében 18 elvalaszthato volt
egymastol az egyszali DNS konformécios kiilonbségei alapjan. A hustermékek esetében is a
moddszer alkalmazhatdsagat szerettiik volna tesztelni, ezért 65 kereskedelmi forgalombol
szarmazo husterméken teszteltik a kimutatis sikerességét, aminek eredményeképpen 10

esetben volt detektalhaté hamisitas.

3. A magyarorszagi, édesvizi halfajok esetében 16 halfajt PCR-SSCP rendszerben egyidejiileg
valasztottunk el univerzalis primerpar alkalmazasaval. A vizsgéalat eredményeképpen mind a
16 fajt sikeresen valasztottuk el poliakrilamid gélen egyszalui DNS-iik konformacios
kiilonbségei alapjan. A kovetkezdekben felsorolt 16 fajt sikeriilt elvalasztanunk: szivarvanyos
pisztrang, eurdpai harcsa, afrikai harcsa, ponty, eziist karasz, karikakeszeg, dévérkeszeg,

vOrds szarnyu keszeg, kiisz, bodorka, balin, razbora, compd, fogassiilld, csuka. Az
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alkalmazott univerzalis primerparokat fluoreszcens jeloléssel ellatva kapillaris elektroforézis
rendszerben vizsgaltuk az eurdpai harcsa, afrikai harcsa, fekete torpeharcsa, ponty, eziist
karasz, szivarvanyos pisztrang fajok elvalasztdsi lehetOségeit. A vizsgalt 6 faj kozlil nem
mutatott kiilonbséget az eurdpai harcsa €s afrikai harcsa, a tobbi faj eltér6 mintazattal

rendelkezett.
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9. Uj tudomanyos eredmények gyakorlati hasznosithatésaga

A PCR-SSCP modszer egy relativ alacsony koltséggel bird, idotakarékos alternativat jelenthet
a tovabbi fajazonositasi vizsgalatok elvégzésére. A tervezett univerzalis primerek
széleskortien alkalmazhatoak mind szarnyas, emlds és halfajok esetében, ami tovabb
csokkenti a mddszer koltségeit. Habar jelen dolgozat keretében a legtobb gazdasagi allatfaj
szerepelt, a késObbiekben bioinformatikai megkozelitést alkalmazva tesztelhetéek az
univerzalis primerparok mas fajok szekvencidin is, annak megallapitasara, hogy a vizsgalt
fajokban azonositott konzervativ régiok mas fajok esetében is megtaldlhatoak-e és igy alapot

adhatnak-e¢ a modszer szélesebb korii fogyasztovédelemben torténé hasznalatanak.
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