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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je vyvoj souboru metod pro autentizaci komercéné vyznamnych druh
hmyzu, schvalenych Evropskou komisi jako krmivo a potravina nového typu, pomoci analyzy
DNA. Konkrétné je predkladand metodika zaméfena na moznost detekce a identifikace DNA
téchto druht hmyzu:

e cvréek domaci (Acheta domesticus), cvréek dvojskvrnny (Gryllus bimaculatus),
cvréek kratkokfidly (Gryllodes sigillatus), cvréek locorojo (Gryllus locorojo)?,

e moucha branénka (Hermetia illucens),

e potemnik brazilsky (Zophobas morio), potemnik moucny (Tenebrio molitor),
potemnik stajovy (Alphitobius diaperinus),

e sarance stéhovava (Locusta migratoria), sarance vsezrava (Schistocerca gregaria),

e 3Svab argentinsky (Blabtica dubia), Svadb diskovity (Blaberus discoidalis),

Svab turkistansky (Shelfordella tartara).

Vyjmenované druhy se na Ceském trhu vyskytuji predevSim tepelné opracované,
rozemleté na hmyzi moucku nebo jako slozka potravinovych vyrobku ¢i krmiv. Stavaji se tak

snadno falSovanou komoditou. DalSim cilem proto bylo otestovat navriené protokoly na

! Podle ¢ldnku 3 odstavce 6 nafizeni (ES) €. 1069/2009 (nafizeni (EU) 2017/893) je v EU povoleno
vyuzivat jako krmivo tfi druhy cvrékd: cvrécka domaciho (Acheta domesticus), cvréka bananového
(Gryllus assimilis) a cvréka kratkokiidlého (Gryllodes sigillatus). Zadné jiné zastupce rodu Gryllus
k1. 8. 2025 smérnice EU neuvddi. V této souvislosti je nezbytné zminit studii Weissmana et al.
(2012), kterd upozorfiuje na moiné chybné taxonomické zarazeni jednoho zdruhl cvrckd
introdukovanych do Evropy. Jedna se o druh Gryllus locorojo, ktery je v Evropé chybné oznacdovén
jako Gryllus assimilis. Weissman et al. (2012) hypotézu o této zaméné podklada radou dikazd, véetné
molekularné-genetickych analyz. V této certifikované metodice se pfiklanime k jeho zavérim, a to na
zaklad® nami provedenych molekuldrnich analyz nékolika chovd ,cvréka bananového” v Ceské
republice. Molekularni analyza jednoznacné potvrdila, Ze vSechny analyzované chovy ,cvrcka
bananového” vykazovaly 100% sekvencni identitu s Gryllus locorojo. Analyza byla provedena stejné
jako ve studii Weissman et al. (2012) na zakladé sekvenace casti genu pro 16S ribozomalni RNA
(viz. Priloha I).

1. Weissman, D. B.; Gray, D. A.; Pham, H. T.; Tijssen, P., Billions and billions sold: pet-feeder
crickets (Orthoptera: Gryllidae), commercial cricket farms, an epizootic densovirus, and government
regulations make for a potential disaster. Zootaxa 2012, 3504 (1), 67-88.
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modelovych jedno- i vice druhovych vzorcich a komeréné dostupnych vyrobcich. Navrzena
metodika je zaloZena na metodé polymerazové retézové reakce (PCR), kterd umoziiuje

detekci specifickych markerd (kratkych usek DNA) pro vybrany zZivocisny druh.



2. SOUCASNY STAV SLEDOVANE PROBLEMATIKY

Rostouci poptavka po udrzitelnych a vyZivnych potravinach vedla k rozsifeni produkt
obsahujicich hmyz na evropském trhu. Uvadéni hmyzu a vyrobk( z néj na trh podléha pfisné
legislativé; podle nafizeni 2015/2283 je hmyz v EU povaZovan za potraviny nového typu.
K pocatku roku 2025 byly jako potravina nového typu dosud schvéleny ¢tyfi druhy hmyzu:
cvréek domaci (Acheta domesticus), potemnik moucny (Tenebrio molitor), potemnik stdjovy
(Alphitobius diaperinus) a sarance stéhovava (Locusta migratoria). Regulovano je i pridavani

hmyzich bilkovin do krmiv pro zviFata.

S rostoucim poctem produktl na bazi hmyzu narlsta riziko falSovani a klamani
spotrebitele. Zpracovani hmyzu do formy moucky znemozZnuje konzumentovi vizudlné
identifikovat jeho pfitomnost ve vyrobku® 8. Takové suroviny proto zvys$uji zranitelnost trhu
s jedlym hmyzem vici falSovani, napriklad zaméné druhl, pouZivani nepovoleného nebo
volné chyceného (nechovaného farmové) hmyzu, nahradé casti hmyzi suroviny jinou,
obvykle levnéjsi slozkou (napfiklad rostlinnym proteinem), pfipadné nedodrzeni spravnych
chovatelskych postupd® # 7. JelikoZ jsou produkty obsahujici hmyz na evropském trhu stale
dostupnéjsi, je nezbytné vyvinout spolehlivé metody pro autentizaci pouzitych surovin. Jako
perspektivni a efektivni metoda pro odliSeni hmyzich druhd se jevi PCR, a to v tradi¢nim
end-point provedeni zahrnujicim post-PCR detekci prostfednictvim horizontdlni agardzové
elektroforézy, tak i kvantitativni PCR detekujici fluorescenci amplifikovanych produktt
v realném case (qPCR). V minulosti byla metoda PCR Uspésné pouzita pro detekci, identifikaci
a/nebo kvantifikaci DNA mnoha Zivo¢iSnych druhl, vcéetné analyzy potravin
a potravinafskych surovin®®.

K odliseni jednotlivych ZivocisSnych druh( se pouzivaji kratké, specifické useky
nukleovych kyselin nachazejicich se v jadre ¢i mitochondriich buriky. Relativné vysoka mira
mutaci v mitochondridlni DNA (mtDNA) ve srovndani s genomovou (gDNA) umoznuje odlisit
i blizce pfibuzné druhy® ®. Nevyhodou v3ak muZe byt proménlivé mnoZstvi poctu molekul
mtDNA v jednotlivych bunkach ¢i tkanich, popfipadé vyvojovém stadiu organismu. Naopak
gDNA, vyskytujici se v bunkach v konstantnim mnoZstvi, ma potencial pro kvantitativni

analyzy®.



V predkladané metodice jsou pro autentizaci vybranych druhG hmyzu pouzity useky

jaderné DNA.

3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 PrinciP METODY PCR

Molekuldrné-biologickd metoda PCR slouZi k amplifikaci specifickych sekvenci DNA
charakteristickych pro cilovy organismus. Detekce amplifikovanych produkt( (amplikont) se
provadi elektroforézou na agarézovém gelu, kde dochazi k jejich separaci na zadkladé délky,
nebo pomoci zaznamu fluorescencniho signalu v redlném case, coz umozinuje pribéziné
sledovani amplifikacni reakce. Kvantitativni PCR (qPCR) vyuziva k detekci fluorescenéni
barvivo pridané do reakéni smési; intenzita namérené fluorescence umozniuje nejen detekci,
ale i kvantitativni stanoveni poc¢atecni koncentrace cilové DNA ve vzorku. V obou pfipadech,
tedy PCR i gPCR, je také mozné vyuzit tzv. mnohondsobného (multiplex) usporadani, kdy je
soucasné detekovano vice cilG v jedné reakci. Toho je dosaZzeno pouZitim nékolika parQ
primerl, z nichZ kazdy je specificky pro jinou cilovou sekvenci DNA. Nespornou vyhodou
takového usporadani je financni i asova Uspora ve srovnani se singletovou PCR.

Pfi pouziti multiplexnich systém(O v PCR musi byt délky jednotlivych amplikonu
dostatecné rozdilné, aby bylo mozné jejich odliSeni na agarézovém gelu. Minimalni rozdil
v poCtu bazi zavisi naptiklad na hustoté gelu ¢i velikosti fragment(. Limitujici mGzZe byt také
citlivost metody. Pfi gPCR je amplifikace DNA monitorovdna prostfednictvim fluoroforu
pridaného do reakéni smési, napfiklad s vyuZitim fluorescen¢né znacenych syntetickych
oligonukleotidii (sond) komplementarnich k ¢asti amplifikovaného Useku. Pfistroj
zaznamendva zavislost hodnoty fluorescence na teplotnim cyklu, coz muize byt pouZito pro
kvalitativni i kvantitativni analyzy. Diky detekci fluorescenéniho signdlu je qPCR citlivéjsi nez
PCR. Velikost produktl v mnohonasobné gPCR (mgPCR) mize byt shodnd, diskriminacni je
fluorescencni barvivo. Pro odliSeni jednotlivych produkt( se tak pfi mgPCR obvykle vyuzivaji

specifické sondy znacené fluorofory, které emituji zafeni riznych vinovych délek!0-12,



3.2 PRACOVNI POSTUP
3.2.1 Schematické znazornéni metodiky

Analyza DNA v potravindch pomoci PCR je komplexnim postupem, ktery je sloZen z vice
navazujicich krokd. Na Obr. 1 je znazornéno pracovni schéma pro detekci jedlych a krmnych
druh hmyzu. Pracovni postup molekuldrné-biologické analyzy vzorku hmyzu zahrnuje
predevsim pripravné kroky, jako je evidence, homogenizace a vazeni vzorku; dale izolaci DNA
a stanoveni jeji kvality a kvantity, fedéni DNA na pozadovanou koncentraci; provedeni PCR

a vyhodnoceni ziskanych vysledk.

£ Evidence vzorku £ lzolace DNA % Ovéfeniizoldtu % Univerzilni PCR % Druhové
<] ] 2 g L2
E Homogenizace Z e silikdtové kolonky §  * Kvantitativni ©  * Marker pro 5 specificka PCR
& vzorku '§, s Magnetické kulitky 5 * Kvalitativni g rostlinou nebo E
= § * CTAB + chloroform 'S E g lznvoaslnou E:';I‘: B
(- 9 L ST = & * Interni amplifikacni = ©
= L Redéni DNA £° Lontrola 2
c ° © =%
£ g =
S '~ QW - ;
& 7 7

Obr. 1: Schéma postupu prace multiplexni PCR detekce jedlého a krmného hmyzu

3.2.2 Izolace DNA ze vzorki

Reprezentativni vzorek je podchlazen tekutym dusikem a homogenizovan laboratornim
nozovym mlynkem (A1l Basic Analytical mill, IKA Labortechnik, Staufen imBreisgau,
Germany), pfipadné ty¢ovym mixérem. Mezi jednotlivymi vzorky je mlynek vidy umyt vodou
a alkoholem (methanolem, ethanolem). Takto ptipravené vzorky jsou rozvazeny do
mikrozkumavek dle zvoleného izola¢niho protokolu (viz. dale) a uchovavany v lednici (4 °C),
popt. v mrazicim boxu (-20 °C), aZ do dalsiho kroku analyzy —izolace DNA.

DNA ze vzorkd hmyzu ¢&i potravinovych vyrobkd je moiné extrahovat pomoci
silikatovych kolonek, magnetickych kuliéek nebo chloroformem v kombinaci s kationtovym
surfaktantem (Obr. 2). V prvnim uvedeném pfipadé byl, v rdmci experimentl provedenych
pfi pripravé této metodiky, pouzit NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel, Némecko)
a/nebo DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, USA). NucleoSpin® Tissue Kit byl vhodny zejména

pro izolaci DNA z referencnich zastupcl entomologicky uréenych druhG hmyzu; postupovano
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bylo dle pokynl vyrobce (véetné pridavku RNasy). DNeasy mericon Food Kit byl pouZzit pro
analyzu potravin; jevi se jako ucinny i pro vzorky obsahujici kakao ¢i ¢okoladu. Pro izolaci
DNA bylo postupovano dle standardniho protokolu od vyrobce, kdy izolace zacinala ze ctyf
biologickych replikdtd o navaice 200 mg. Zahrnuty byly pouze tyto modifikace: i) do
lyzacniho pufru byl pfidan polyvinyl pyrrolidon 10 (Duchefa Biochemie, Holandsko), tak aby
jeho koncentrace v lyza¢nim pufru byla 4 %; ii) doba lyze byla prodlouzena z 30 na 45 minut.
V obou pfipadech bylo izolovano dostate¢né mnoiZstvi kvalitni DNA pro navazujici kroky
analyzy.

Extrakce DNA s vyuzitim magnetickych castic byla provedena s pomoci izolatoru
croBee® NA16 Nucleic Acid Extraction System (Gene Proof, Ceska republika). Ke 200 mg
homogenizovaného vzorku byl pfiddn 1 ml extrakéniho pufru (20 g-I* CTAB; 1,4M NaCl;
100mM Tris; 20mM EDTA; pH upraveno na 8,0) predehiatého na 65 °C a 20 ul proteinasy K
o koncentraci 20 mg-ml?, smés byla promichdna pomoci vibraéni tfepacky (vortexu) a poté
inkubovana pres noc pfri teploté 37 °C. Takto pripraveny vzorek byl centrifugovan 15 minut
pfi 14 000 x g. Supernatant (400 pl) byl prenesen do nové mikrozkumavky (vzorkova
zkumavka croBEE kitu) a spolu s prislusnou kazetou obsahujici potfebné roztoky pro izolaci
DNA byl vloZzen do automatického izolatoru dle pokynd vyrobce. Pro izolaci byl zvolen
protokol 201 a elu¢ni objem 100 pl.

Posledni ovéreny protokol, tedy pouziti CTAB pufru v kombinaci s chloroformovou
extrakci, je tradicnim pristupem pro izolaci DNA. Ke 200 mg homogenizovaného vzorku je
pfidano 650 pl extrakéniho pufru (20 g:I* CTAB; 1,4M NaCl; 100mM Tris; 20mM EDTA; pH
upraveno na 8,0) a 20 pl proteinasy K (koncentrace 20 mg-ml?). Smés je inkubovéana pfes noc
pti 37 °C (popf. 1 hod pfi 65 °C) za stalého michani a poté centrifugovdna pfi 12 000 x g
10 minut. Supernatant (650 ul) je prenesen do nové mikrozkumavky obsahujici 550 ul
chloroformu, promichan a centrifugovan (12 000 x g 10 min). Po centrifugaci je prfevedeno
630 pl vodné faze obsahujici DNA do nové mikrozkumavky obsahujici 1260 ul precipitacniho
pufru (5 g1t CTAB; 40mM NaCl). Roztok je inkubovén pfi laboratorni teploté po dobu

60 minut a poté centrifugovan (12 000 x g 10 min). Supernatant je odstranén a vznikly



Obecny princip

VytéZznost a kvalita
DNA

Naroénost provedeni

o

selektivni sorpce DNA na silikatové
Castice v prostfedi chaotropnich soli
extrakce na pevné fazi

u degradovanych nebo komplexnich
matric mlze byt niZsi vytéZnost
omezena kapacita vazby DNA na koloné
standardizace kit( - reprodukovatelnd
Cistota DNA

rychlé (30 — 100 min), snadno
proveditelné

omezena moZnost automatizace
vys3i cena (komeréni kit)

/

vazba DNA k povrchové modifikovanym
magnetickym ¢asticim (v pfitomnosti
PEG, soli)

extrakce na pevné fazi

u komplexnich matric muze byt nizsi
vytéznost

doporucené zafazeni extra lyzacniho
kroku (napf. pro rozbiti kutikuly)
simultanni izolace nukleovych kyselin
- nutny pfidavek RNAsy

metoda Setrna k DNA (nizké riziko
fragmentace)

rychld metoda (lyze bunék + 60 min
izolace)

flexibilni objem vzorku

automatizace procesu extrakce DNA
vyssi cena (izolator, kazety s chemikaliemi)

/

N

kationtovy detergent (CTAB) zajistuje
bunécnou lyzi

komplex CTAB-DNA je rozpustny pfi
vysoké koncentraci soli

organicka extrakce (chloroform); DNA
nasledné srazena alkoholem

vysoky vytéZek i z degradovanych i
komplexnich matric, z kutikul

Cistota DNA proménliva (nutna RNAsa
a €istici kroky)

vysoky potencial pro odstranéni
kontaminantd (napt. polysacharidd,
melaninu, lipidd, proteind, RNA), pokud
se dukladné dodrzi postup

pracny, casové naro¢néjsi protokol (> 3 h)
vysoka flexibilita - vhodné pro rizné typy
tkani, snadno upravitelny protokol

pro odlisné vstupni mnoZstvi vzorku
pouZziti toxickych chemikalii (chloroform)
nizkd cena na vzorek /

Obr. 2: Porovnani testovanych metod extrakce DNA. Z komercnich kitl vyuZivajicich silikatové kolonky byly vybrany NucleoSpin® Tissue Kit

(Macherey-Nagel, Némecko) a DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, USA)
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precipitdt rozpustén v 700 pl 1,2 M roztoku NaCl. Po pfidani 700 ul chloroformu
a ddkladném protiepani je provedena centrifugace (12 000 x g 10 min). Vodna faze
obsahujici nukleové kyseliny je pfenesena do nové mikrozkumavky. K této frakci je pridano
400 pl isopropanolu, smés je promichana a inkubovéna pfti laboratorni teploté 20 minut.
Naslednou centrifugaci vznika peleta DNA, kterd je promyta 500 ul 70% ethanolu.
Po opétovné centrifugaci a odstranéni supernatantu je peleta DNA inkubovana 20 minut pfi
teploté 37 °C kvuli vysuseni zbytk(l ethanolu. Peleta je poté resuspendovana ve 100 pl vody

zbavené nukleas (NFW).

3.2.3 Kuvalitativni a kvantitativni stanoveni izolované DNA

Kontrola integrity a Cistoty izolované DNA ze vzorku je provddéna pomoci horizontalni
agarozové elektroforézy; kvantita izolované DNA je stanovovana fluorimetricky, pripadné
spektrofotometricky. Amplifikovatelnost izolované DNA byla ovéifena s pomoci univerzalnich

primert (Tab. I).

3.2.3.1 Stanoveni kvality izolované DNA pomoci horizontdlni agarozové elektroforézy

Za ucelem ovéreni kvality a integrity DNA bylo naneseno 10 pl izoldtu smichaného
s 2 ul nandseciho barviva (Blue/Orange Loading Dye, 6x) do 1% agardzového gelu v prostredi
TBE pufru (1x). Pro porovnani velikosti izolovanych nukleovych kyselin (NK) je pouZit
hmotnostni standard (Lambda DNA/Hindlll) — smés fragmentld o zndmé délce, tzv. marker.
Ke zviditelnéni NK bylo k agardzové suspenzi pridano interkalacni barvivo Midori Green
Advance (Nippon Genetics Europe, Némecko); kvizualizaci je wvyuZito UV zéareni

a dokumentace je provedena pomoci digitalniho fotodokumentacniho pfistroje.

Béhem elektroforézy dochdzi k separaci molekul NK nazdkladé jejich délky
a konformace. Videadlnim pfipadé je nedegradovana genomova DNA eukaryotnich
organismu viditelnd jako ostry pruh (band) o délce vétsi nez 23 kbp, zatimco RNA se
zobrazuje jako dva bandy (28S:185 v poméru pfriblizné 2:1) obvykle kratsi nez 6 kbp.
V pfipadé degradace NK dochazi k rozostreni téchto bandl a vznika tzv. smir, ktery svédci

o pritomnosti fragment rlznych délek.
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V souvislosti s analyzou potravinarskych vyrobkl je tfeba zddraznit, Ze fragmentace
DNA je béZnym jevem v zavislosti na typu suroviny a pouzité technologii zpracovani. Intaktni
vysokomolekuldrni DNA se u takovych vzorkud zpravidla nevyskytuje. Elektroforeticka analyza
proto slouzi pouze k orientaénimu posouzeni miry fragmentace celkové DNA ve vzorku
a nelze z ni vyvozovat zavéry o kvalité DNA konkrétnich slozek (napf. hmyzi DNA) —
elektroforeogram poskytuje pouze souhrnny obraz extrahované nukleové kyseliny ze vSech

pritomnych slozek.
3.2.3.2 Fluorimetrické stanoveni kvantity DNA

Fluorimetrické stanoveni koncentrace DNA v izolatu je odvozeno z Lambert-Beerova

zakona. Vztah pro vypocet koncentrace vyjadfuje rovnice (1):

Ir=1Io* Qf* (1-107ec*l) rovnice (1),

kde It znaci intenzitu fluorescence a lo pavodni intenzitu fluorescence, Qs kvantovy vytézek

fluorescence, € absorpcni koeficient, c koncentraci a | délku kyvety.

Pro kazdou latku jsou charakteristické dvé vinové délky — excitacni a emisni, diky
¢emuz lze fluorimetrii vyuZit pro stanoveni koncentrace mérené latky i v komplexnich

smésich. Oproti ¢asto pouzivané spektrofotometrii je fluorimetrie selektivnéjsi metodou.

V predkladané metodice bylo méfeni koncentrace DNA provedeno s vyuZitim
fluorimetru Quantus (Promega, USA) a kitu QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA).

Postupovano bylo dle pokyn( vyrobce.
3.2.3.3 Spektrofotometrické stanoveni kvantity DNA

Spektrofotometrickd kvantifikace NK vychdzi z Lambert-Beerova zakona, pticemzi je
zaloZzena na méreni poklesu intenzity elektromagnetického zareni prochazejiciho vzorkem.
NK absorbuji ultrafialové (UV) zéareni diky pfitomnosti aromatickych bazi (adenin, guanin,
cytosin, thymin/uracil); molekuly DNA silné absorbuji elektromagnetické zareni vinové délky

260 nm, bilkoviny pfi 280 nm. Pokles intenzity je tedy tim vétsi, ¢éim je roztok

12



koncentrovanéjsi. Samotné stanoveni koncentrace na zakladé absorbance pfi 260 nm vsak
neni specifické, protoze pfi této vinové délce mohou absorbovat i jiné latky. Proto jsou
promérovany také vinové délky 230 nm, kde maji absorpéni maximum napfiklad organické
kontaminanty, zejména fenol, nebo polysacharidy, a 320 nm, pfti niZ je méfena absorbance
pozadi, kterd se odecitd od vSech namérenych hodnot. Vypocétenim poméru absorbanci pfi
uvedenych vinovych délkach (230, 260, 280 nm) je moziné stanovit Cistotu DNA; zadany
pomér A260/A280 pro DNA je roven 1,8 (Cisté proteiny maji pomér roven 0,6; Cisté RNA
odpovida pomér 2,0), pomér A260/A230 by mél byt pro ¢istou DNA v rozmezi 2,0 - 2,2.

Pfi vyhodnoceni namérenych dat je nutné mit na paméti, Ze pri extrakci DNA
z potravin se ziskdvd DNA ze vSech rostlinnych i ZivociSnych slozek vyrobku. Vysledna
vytéZznost DNA u viceslozkovych potravin tak neodrazi mnozstvi hmyzi DNA ve vzorku a nema
pfimou vypovidaci hodnotu ve vztahu k jeji detekovatelnosti; hmyzi DNA casto predstavuje

pouze maly podil celkové DNA.
3.2.3.4 Overeni amplifikovatelnosti DNA s vyuZitim univerzdlni PCR

Univerzalni PCR byla navriena za uUcelem vylouceni faleSné negativnich vysledk

amplifikace. Navrzeny byly dva systémy kontrol:

i) interni kontrola (IC), kdy je do reakce pfidan synteticky pfipraveny Usek DNA

a k nému komplementarni oligonukleotidy;

i) systém detekujici rostlinnou ¢i ZivociSnou DNA pomoci univerzalnich primera.

Vzhledem ktomu, Ze vétSina viceslozkovych potravin s obsahem hmyzu zaroven
zahrnuje i suroviny rostlinného plvodu, doporucujeme pro druhy kontrolni systém zaloZzeny
na univerzalnich primerech vyuzit primery Universal-Act komplementarni ke genomové DNA
rostlin (¢ast genu pro aktin - Act, upraveno dle Laube et al.'®) nebo Universal-PsbA cilené na
¢ast genu pro protein D1 - PsbA v chloroplastové DNA. Pro PCR s vyuzitim Universal-PsbA
a Universal-Act bylo dodrieno doporucené sloZeni SsoAdvanced Universal SYBR Green

Supermix (Biorad, USA), koncentrace kazdého primeru v reakci byla 250 nM. Teplotni cyklus
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byl shodny s modulem F (viz. Tab. 1V). S pomoci primerd Universal-PsbA byla detekovana

rostlinna DNA z krmiva hmyzu i u vyla¢nénych jedincu.

Pro ovéreni amplifikovatelnosti DNA u masnych vyrobku, napf. sekana nebo burger
s pfidavkem hmyzu, byl vramci pfipravy metodiky verifikovan také protokol podle

Laube et al.** detekujici ¢ast genu pro myostatin (My) u savc( a driibeZe.

Sekvence vsech pouZitych oligonukleotid(l jsou uvedené v Tab. I; sekvence syntetické
DNA pfiddvané do reakce pfi vyuZiti IC je pFevzata z prace Zderikova et al.’. SloZeni reakéni
smési a teplotni profil reakce v pfipadé pouziti IC rovnéz odpovidaji podminkam popsanym

Zdenkovou et al.>>.

Tab. I: Oligonukleotidy pouzité pro ovéreni amplifikovatelnosti izolované DNA

Nazev - gen Sekvence (smér: 5°-3) Délka produktu (bp)
Forward | ACAACTTTCCCCGAGAAGC
IC Reverse | ACAACATCACAGTTTAAGTTTTGC 196

Sonda Cy5 - TGCTCTCTATGACAGCTGTCTCGTC

Universal-PsbA Forward | ATTCCCTGAGGAGGTTCTACCMCG 104
Reverse | ATTYCCVGCCCACCAAGCRAA

Universal-Act Forward | CAAGCAGCATGAAGATCAAGGT ~103
Reverse | CACATCTGTTGGAAAGTGCTGAG

Universal-M Forward | TTGTGCAAATCCTGAGACTCAT o7
Y Reverse | ATACCAGTGCCTGGGTTCAT

Vysledky amplifikace u obou kontrolnich systém( umoZnuji stanovit pfitomnost
inhibitor(, napfiklad melaninu nebo polyfenoll, které mohou branit pribéhu PCR. PouZiti
univerzalnich primerd navic slouZi jako kontrola kvality analyzované DNA - pomaha odlisit,
zda absence amplikonu (popf. fluorescenéniho signdlu) u druhové specifické PCR neni
zpUsobena enormni degradaci DNA v potraviné, respektive analyzovaném vzorku. V tomto
pripadé je dulezité, aby velikost amplikonu definovana univerzalnimi primery byla shodnd

nebo vétsi nez velikost cilového markeru detekovaného druhové specifickou PCR.
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3.2.4 Provedeni druhové specifické PCR

Pro potfeby konfirmace a/nebo vylouéeni vybranych druht hmyzu metodou PCR bylo

pripraveno 7 multiplexnich moduld, pricemz:

e moduly A — E jsou navrieny pro PCR s koncovou detekci na agarézovém gelu
(end-point PCR) a kvantitativni PCR s fluorescencni detekci v redlném case (qPCR)

s analyzou kfivek tani,

e moduly F - G jsou navrZeny pro kvantitativni PCR s fluorescencni detekci v redlném
¢ase (gPCR) v usporadani s fluorescent¢né znacenou sondou, coZ umozniuje

kvantifikovat DNA cilového druhu.

Prehled vyuziti modull A — G pro stanoveni jednotlivych druh(l hmyzu je uveden na Obr. 3.
Sekvence oligonukleotidl pouZitych v jednotlivych modulech jsou uvedeny v Tab. Il a Ill.
Pro amplifikaci jednotlivych druhG hmyzu byly vybrany specifické Useky genomové DNA.
Slozeni reakcnich smési a teplotni profily jsou uvedeny v Tab. IV. Reakéni podminky pro PCR

byly navrZzeny a optimalizovany pfi vypracovani metodiky.

Pro ovéreni spravného pribéhu amplifikace byly do PCR, kromé analyzovanych

vzorku, zahrnuty tyto druhy kontrol:
e pozitivni kontrola — s pridavkem cilové DNA pro dany modul,
e negativni kontrola — s pfidavkem jiné nez cilové DNA pro dany modul,
e beztemplatova kontrola — bez pfidavku DNA do reakce.

Pozitivni a beztemplatova kontrola by mély byt soucasti kazdé analyzy vzorkd, aby bylo

verifikovano spravné provedeni PCR a minimalizovdno riziko zisku faleSnych vysledkd.

Pro ovéreni specificity nové navrzenych PCR markerl byla ddle provedena analyza
téchto necilovych biologickych druh(i: bourec morusovy (Bombyx mori), bzucivka zelena
(Lucilia sericata), svab (Blaberus giganteus), zavije¢ voskovy (Galleria mellonella), ¢lovék
moudry (Homo sapiens), prase domdci (Sus domesticus), skot domaci (Bos taurus), kachna

domdci (Anas platyrhynchos), krocan domadci (Meleagris gallopavo), kur domaci (Gallus
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gallus), kapr obecny (Cyprinus carpio), hrach sety (Pisum sativum), jablon domaci (Malus
domestica), je€men sety (Hordeum vulgare), kukufice seta (Zea mays), lilek brambor
(Solanum tuberosum), mrkev obecna (Daucus carota), oves sety (Avena sativa), pSenice

obecna (Triticum aestivum), ryze setd (Oryza sativa) a sdja lustinatd (Glycine max).
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Druhy schvalené do potravin

I
[ [ |

MW@M

Ostatni druhy

[

Z morlo l G. bimaculatus l G. sigillatus I G. locorojo l H. illucens ' B. dubia B. discoidalis I S. tartara

A A E

o %% J&a#\

Obr. 3: Schematicky prehled PCR detekce vybranych druhl hmyzu s vyuzitim modull A — F. OranZové podbarveni modult (A - E) znaci

metodu end-point PCR, pfipadné qPCR s analyzou kfivek tani; zelené podbarveni modult (F, G) zna¢i metodu gPCR s vyuzitim sond
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Tab. II: Sekvence primerd vyuzitych pro multiplexni PCR (modul A-E) a o¢ekdvané délky produktl amplikon(

Sekvence (smér: 5°-3")

Detekovany Délka produktu Tm
Modul Gen** .
druh hmyzu Forward primer Reverse primer (bp) (°C)
A. domesticus dhr AACTGAATCCATGATGTGTGTACCCA TCACCATACTGTAGCATAGCGAGGA 128 79
A G. bimaculatus dhr CTAGTGCCTTAGTGCGTGGGGA CTATTTCGGGACCATAAGCAGCGT 91 80
. TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGGATTTCGGTGC | CAGGAAACAGCTATGACCCGTCAGTGCAGTTT
H. illucens* pdcd6 151 83
TCTGTGGAA TCAGCTCGTT
G. locorojo / ]
o jhe GCACGCTCCTCTTCCTTGCTAT TGCAAATACGGGTGAGAAAGTACG 72 78
B G. assimilis
G. sigilatus MyD88 | AGTTTTGTACCTGGGTGTGTTCAAGA ACACACACAATACACAACATTTACAGAAGT 160 78
T. molitor cadl ATGGCTGTCTTGTGTTAGGAGTTG ATTGTCAACTTGCTGGATTACGAA 97 82,5
C Z. morio cadl | AAAATCAAAAGGGGCTAACCTACC CAACAATCCAGTTTTCTGGTCAAG 140 81,5
A. diaperinus cadl CCAAGTGACTCTCATCATTCAGGA AGTTCACCTAAGTCAGCAGTGTTTTC 117 80
b L. migratoria spir ACCCAGGGTAATATTGTGTAACTGG TTAGTTGTCAGCCTTCAATTTTCTAAA 100 78
S. gregaria spir GAGATAATTGTTGAAGAGTACACAATCA GATCAAACTGTGGCAAACTATTTG 244 79,5
B. dubia N GAAGGGTAGGTGACAAGTGAGGCT CAAGGTGCTTCATGGGGTCGTTC 129 83
E S. tartara N ATCACTAGCCGTACCCGTGAGTTC ACGAATGTTCCTTGGATTAAACGTCG 96 78
B. discoidalis N CGGCAGTTGTTTACTCATTCAGGC ACTCGAAAACAAGAAGGCAGGCG 187 83,5

*Podtrzené casti primer( znaci M13 konce. **Jaderny gen pro: receptor pro diureticky hormon (dhr); protein 6 programované bunécné smrti (pdcd6);
receptor pro esterdzu juvenilniho hormonu (jhe), protein primarni odpovédi pti myeloidni diferenciaci (MyD88); kadherin (cadl); aktin-nukleacni protein
Spire (spir). N = neanotovand sekvence (SRR7609482; SRR17333418; pro B. discoidalis byl pouzit ndhodny druhové specificky fragment DNA).
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Tab. lll: Sekvence primer( a sond vyuZitych pro multiplex gPCR (modul F-G)

Sekvence (smér: 5°-3")

Detekovany
Modul Gen* . .
druh hmyzu Forward primer Reverse primer Fluorofor - Sonda
. . HEX -
L. migratoria N ACCCAGGGTAATATTGTGTAACTGG TTAGTTGTCAGCCTTCAATTTTCTAAA
CCCAATCATTCTCTATCATCCCAAGCATG
FAM -
S. gregaria spir | GAGATAATTGTTGAAGAGTACACAATCA | GATCAAACTGTGGCAAACTATTTG
F TGCAACAGAGAGATTCAGGCACTTTGC
ROX -
A. domesticus N AACTGAATCCATGATGTGTGTACCCA TCACCATACTGTAGCATAGCGAG CGCGGATTTTAAAACAGAAAATTTGAGA
ACGCATTG
Cy5 -
A. diaperinus cadl | CCAAGTGACTCTCATCATTCAGGA AGTTCACCTAAGTCAGCAGTGTTTTC CATACCAGAGATCACTACGAAAGATGGC
TCTA
G T. molitor cadl | ATGGCTGTCTTGTGTTAGGAGTTG ATTGTCAACTTGCTGGATTACGAA FAM - TGGCCACAAGCACGCTGTCC
HEX -
cadl | AAAATCAAAAGGGGCTAACCTACC
Z. morio CAACAATCCAGTTTTCTGGTCAAG CGGACAAAGACCTTCCTGATGACCTACC

* Jaderny gen pro aktin-nukleacni protein Spire (spir) a kadherin (cad1); N = neanotovana sekvence (ndhodny druhové specificky fragment DNA).
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Tab. IV: Pfehled doporuceného sloZeni reakénich smési a teplotnich cykll pro jednotlivé
moduly. Uvedené podminky plati pro cyklery, na nichz byly ovéreny: CFX Connect Real-Time

PCR (Bio-Rad, USA) pro moduly A — E, QuantStudio 5 (Applied Biosystems, USA) pro moduly

F-G
Detekovany L. ... i .
Modul SloZeni reakéni smési Teplotni profil
druh
SsoAdvanced Universal Pocatecni denaturace:
SYBR Green Supermix: 1x 98°C-180s
Primery:
A. domesticus, Ado: 0,2 uM 30 amplifikacnich cykla:
A G. bimaculatus, Gbi: 0,15 uM 98°C-155,68°C-25s
H. illucens Hi: 0,125 uM Pro analv f o
DNA: 40 ng yzu teploty tani
NFW: do celkového (Tm) byla teplota
objemu 10 pl zvySovana z 65 na 95 °C
v pfirdstcich po 0,5 °C/s.
SsoAdvanced Universal Pocdatecni denaturace:
SYBR Green Supermix: 1x 98°C-180s
Primery:
Gas: 0,25 uM 30 amplifika¢nich cyklt:
5 G. locorojo, Gsi: 0,075 UM 98°C-155,62°C-25s
G. sigilatus DNA: 40 ng
NFW: do celkového Pro analyzu  Tm  byla
objemu 10 ! teplota zvySovana z 65 na
95 °C v pfirastcich po
0,5 °C/s.
SsoAdvanced Universal Pocatecni denaturace:
SYBR Green Supermix: 1x 98°C-180s
Primery: kazdy 0,25 uM
A. diaperinus, DNA: 40 ng 30 amplifika€nich cyklu:
C T. molitor, NFW: do celkového 98°C-155,65"C-25s
. objemu 10 pl
Z. morio Pro analyzu Tm byla
teplota zvySovana z 65 na
95 °C v prirastcich po
0,5 °C/s.
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SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix: 1x
Primery: kazdy 0,25 uM

Pocatecni denaturace:
98°C-180s

30 amplifikacnich cyklG:

DNA: 40 ng
L. migratoria, NFW: do celkového 98°C-155,657C-35s
S. gregaria objemu 10 pl
Pro analyzu Tm  Dbyla
teplota zvySovéana z 65 na
95 °C v prirastcich po
0,5 °C/s.
SsoAdvanced Universal Pocatecni denaturace:
SYBR Green Supermix: 1x 98°C-180s
Primery: kazdy 0,25 uM
B. dubia, DNA: 40 ng 30 amplifikacnich cykla:
S. tartara, NFW: do celkového 98°C-155,68°C-35s
objemu 10 pl

B. discoidalis

Pro analyzu Tm  Dbyla
teplota zvySovéana z 65 na
95 °C v prirastcich po

L. migratoria,
S. gregaria,

A. domesticus

0,5 °C/s.
SensiFAST Probe No-ROX Pocatecni denaturace:
Kit (Bioline): 1x, 95 °C - 3 min,

Primery: 0,25 uM kazdy,
Sondy: 0,20 uM kazda,
DNA: doporuceno 50 ng,

NFW: do
objemu 20 pl

celkového

30 amplifika€nich cyklu:
95°C-155,60°C-45s

Snimani fluorescence
po kazdém cyklu

A. diaperinus,
T. molitor,

Z. morio

SensiFAST Probe No-ROX
Kit (Bioline): 1x,

Primery: 0,25 uM kazdy,
Sondy: 0,20 uM kazda,
DNA: doporuceno 50 ng,

NFW: do
objemu 20 pl

celkového

Pocatecni denaturace:
95 °C - 5 min,

30 amplifika€nich cyklu:
95°C-10s,62°C-40s

Snimani fluorescence
po kazdém cyklu.
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3.3 ANALYZA DAT
3.3.1 Vyhodnoceni PCR

Metoda PCR poskytuje kvalitativni stanoveni druhl ve vzorku. Potvrzuje tedy pritomnost
nebo absenci vy$e vyjmenovanych druh@l hmyzu. Uspé&$nost amplifikace cilového tseku DNA
je u tradi¢ni (end-point) PCR ovérena elektroforeticky na agarézovém gelu, kdy jsou
elektroforeticky rozdélené PCR produkty podle velikosti. Velikost amplifikovanych fragmenta
je porovnana s velikostnim standardem (markerem) a ocekavanou velikosti produktl (viz.
Obr. 4). Pritomnost specifickych pruhl (bandl) odpovidajici oéekdvané délce potvrzuje
uspésnou amplifikaci cilové DNA. Naopak nepfitomnost téchto pruhd nebo nespecifické
amplifikace (vice pruht ¢i jind nez ocekavana velikost) je vyhodnocena jako negativni nebo
nespecificka reakce. V pripadé pozitivity negativni ¢i beztemplatové kontroly nebo negativity
pozitivnich kontrol je nutné analyzu opakovat. Pro vyhodnoceni jsou pouzivany minimalné

dvé nezavislé analyzy (paralely) zahrnujici izolaci DNA i PCR amplifikaci vzorku.

Hermetia illucens, Acheta domesticus, Gryllus bimaculatus
Hermetia illucens, Acheta domesticus, Gryllodes sigillatus

Hermetia illucens, Gryllus bimaculatus, Gryllus locorojo

Hermetia illucens, Acheta domesticus
Hermetia illucens, Gryllus bimaculatus
Hermetia illucens, Gryllus locorojo
Hermetia illucens, Gryllodes sigillatus
Acheta domesticus, Gryllus bimaculatus
Acheta domesticus, Gryllodes sigillatus
Gryllus bimaculatus, Gryllus locorojo
Gryllus locorojo, Gryllodes sigillatus

Gryllus bimaculatus

Hermetia illucens
Acheta domesticus
Velikostni standard

Gryllus locorojo
| Hermetia illucens, Acheta domesticus, Gryllus locorojo

‘ Gryllus bimaculatus, Gryllodes sigillatus

| Acheta domesticus, Gryllus locorojo

| Gryllodes sigillatus

!
{

=

(5,7
)i

1|

151 bp — . p—

=== 128 bp —— e —
- 91 bp

I
!

]

:
i

Obr. 4: Ukdazka vysledk( end-point PCR — test modulu A na vzorcich obsahujicich rizné druhy
hmyzu

22



3.3.2 Vyhodnoceni gPCR

U kvantitativni gPCR je detekovan fluorescencni signal, coz umoznuje zaznam amplifikacni
krivky (Obr. 5). Ziskand data jsou analyzovana pomoci tzv. prahovych hodnot (Ct — threshold
cycle). Ct hodnoty jsou automaticky stanoveny softwarovym ndstrojem zafizeni; jejich
nastaveni je zkontrolovano pracovnikem a pripadné upraveno. Nizsi Ct hodnota znaci vyssi
mnozstvi vychozi cilové DNA. Vzorky s Ct nad stanovenou mezni hodnotou (Ct>30) jsou
povazovany za negativni nebo mimo detekéni limit metody. Kvantitativni stanoveni je mozné
provést s vyuzitim standardni kfivky vytvorené z fedéni cilové DNA znamé koncentrace.
Efektivita amplifikace (E) a korela¢ni koeficient (R?) musi byt vyhodnoceny pro kontrolu
kvality méfeni, pficemz je vyZzadovano E v rozsahu 90 — 110 % a R? > 0,98. Stejné jako u PCR
s koncovou detekci na agardzovém gelu i zde plati, Ze v pfipadé pozitivity negativni i
beztemplatové kontroly nebo negativity pozitivnich kontrol je nutné analyzu opakovat.

Analyzu je doporuceno provadét alespon ve dvou nezavislych stanovenich.

Amglification Plot Standard Curve Plot

- 9

/ .| AD: Sklon: -3,48; R*: 0,997; Eff%: 93,7
" ’ =| LM: Sklon: -3,15; R%: 0,985; Eff%: 107,9 LN

’ SG: Sklon: -3,24; R% 0,998; Eff%: 103,5 g

e w0 Tt 21 ) T2
Quantay
@0 oow LLE]

Obr. 5: Ukazka vysledki mgPCR sarancat a cvrcka domdciho. Vlevo: identifikace dvou
druh(l saranéat a cvrcka domadciho s vyuZitim fluorescencénich sond. Vpravo: ukdzka
kalibracnich kfivek. Zelené kfivky = A. domesticus, oranzové = L. migratoria, modré =

S. gregaria
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3.4 PRACOVNi CHARAKTERISTIKY METODY

3.4.1 Vytéinostizolace DNA

Kvalita DNA ovliviiuje uc¢innost PCR i naslednou analyzu. Kvalitu DNA Ize stanovit na
zakladé délky fragment(, tj. miry jejiho poskozeni, Cistoty a (ne)pfitomnosti inhibitora
reakce. K degradaci DNA, tedy jejimu rozpadu na mensi fragmenty, mlzZze dochazet napfiklad
vlivem vy33ich teplot, pH, mechanického poskozeni nebo plsobenim enzymu & chemikalii'®.

V dlsledku degradace muze dojit ke snizeni poctu amplifikovatelnych molekul.

3.4.2 Specificita, citlivost a ucinnost PCR metody

Metoda PCR umoziiuje amplifikaci useku DNA specifického pro cilovy zZivocisny druh.
Selektivita metody je urcena rozliSovaci schopnosti pouZitych oligonukleotidd (primerq,
popf. sond). Primery a sondy pouzité v predkladané metodice byly nejprve ovérené in silico
analyzou v dostupnych databazich (NCBI, ENA, UniProt). Nasledné byla specifita navrzenych
oligonukleotidli ovérena i experimentalné, a to s vyuZitim DNA izolované z rostlinnych
a zivocisnych druhl béiné vyuZivanych v potravinarském a krmivarském primyslu a ze
smésnych vzork( obsahujicich cilovou i necilovou DNA (modelové smési i redlné potravinové
vyrobky).

evvs

koncentrace nebo mnozstvi analytu, které |ze za uvedenych podminek spolehlivé detekovat.
V ptipadé modull A-G bylo pro jednoslozkové vyrobky (napf. smazeny a grilovany cely hmyz,
100% hmyzi moucka) stanoveno LOD na 20 ng DNA v reakci, pro viceslozkové vyrobky
(deklarovany obsah hmyzi slozky obvykle 3 —5 %) pak 80 ng celkové DNA. Pro modul F byl
proveden odhad limitu detekce s DNA z jedinci hmyzu, kdy pro L. migratoria byla stanovena
hodnota 0,24 ng v reakci (pfiblizné 40 kopii HGE), pro S. gregaria 0,39 ng v reakci (pfiblizné
40 kopii HGE) a pro A. domesticus 0,19 ng v reakci (pfiblizné 100 kopii HGE). Pro modul G pak
bylo stanoveno LOD na 1,56 ng DNA v reakci (tj. pfiblizné 5570 kopii HGE pro A. diaperinus a
T. molitor; 2600 kopii pro Z. morio). V pfipadé potieby nizSiho LOD je u modulu G mozné

navysit pocet amplifikacnich cykld na 35; v tomto pfipadé je limitni hodnota stanovena na
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0,39 ng DNA v reakci. Hodnoty velikosti HGE (syn. C-hodnota) byly prebrany z Animal
Genome Size Database (Release 2.0)!” a nebo vypoéteny na zakladé velikosti genomu
uvedenych v databazi NCBI (www.ncbi.nIm.nih.gov). Vypocty byly provadény s nasledujicimi
hodnotami: L. migratoria — 6,27 pg/HGE; S. gregaria — 8,96 pg/HGE; A.domesticus —
2 pg/HGE; A. diaperinus — 0,28 pg/HGE; T. molitor — 0,28 pg/HGE; Z. morio — 0,60 pg/HGE.

Efektivita amplifikace v gPCR byla u obou modulll (F, G) v poZzadovaném rozmezi

90 — 110 %, hodnoty koeficientu determinace (R?) byly vy3si neZ 0,98.

Vyrobky obsahujici kakao, ¢okoladu, kavu fermentovany cerny ¢aj a nékteré koreni,
jako je napfiklad skofice, mohou vyznamné inhibovat aktivitu DNA polymerdaz a ovlivnit tak

citlivost a ucinnost navrzenych PCR metod.

3.4.3 Analyza rizik

V pribéhu vyvoje a optimalizace metody byly identifikovany ¢asti pracovniho
postupu, které mohou mit vliv na vysledek stanoveni metodou PCR. Jedna se o operace

souvisejici s pfipravou vzorku pro izolaci DNA i samotnou amplifikaci.
3.4.3.1 Izolace DNA

Shledana rizika:

e Pred izolaci DNA je nutné provést homogenizaci testovaného vzorku, kterd muze

zvysSovat riziko kontaminace.

e |zolaci DNA je nutné provadét z takového mnoZstvi homogenizovaného vzorku, které je
stanoveno izola¢nim protokolem. Komercni kity ¢asto pozaduji jen velmi malé mnozstvi
a muZze tak dojit k situaci, Ze analyzovany vzorek neni reprezentativni.

Navrh opatreni:

o Teoretické riziko kfizové kontaminace vzork( lze sniZit pouzitim Spicek s filtrem
a daslednou dekontaminaci pracovnich prostor i nastroji 1% roztokem Sava a/nebo

alkoholem, napf. 96% ethanolem.
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e Problém s homogenizaci Ize vyresit pouzitim odlisnych pristupl — napf. homogenizace
tekutym dusikem a podrceni tlouckem vs. homogenizace kuchyriskym mixérem. Aby
se predeslo problémim s nevhodnym mnoZstvim vzorku, bylo do metodiky zarazeno

vice ovérenych izolacnich protokold.
3.4.3.2 PCR

Shledana rizika:
e Riziko kontaminace laboratore v disledku analyzy PCR produktl na agarézovém gelu.
e Pfitomnost inhibitord ve vzorku mulzZe vést ke snizeni Ucinnosti, popf. Uplnému
potlaceni amplifikace.
Navrh opatreni:

e Teoretické riziko kfizové kontaminace vzork( lze sniZit prostorovym oddélenim
pracovnich ¢innosti (izolace DNA, PCR, elektroforéza), pouzitim Spicek s filtrem

a dlislednou dekontaminaci pracovnich prostor i nastroji 1% roztokem Sava a/nebo

96% ethanolem.

e Zarazeni univerzadlnich primerd a/nebo interni kontroly pro kontrolu

amplifikovatelnosti DNA.
3.4.3.3 gPCR

Shledana rizika:
e Pfitomnost inhibitord ve vzorku mlze vést k pozdnimu rilstu fluorescence
amplifikacni krivky, ptipadné jejimu Uplnému potlaceni.
Navrh opatfeni:

o Teoretické riziko kfizové kontaminace vzork( lze sniZit pouZzitim Spicek s filtrem
a dislednou dekontaminaci pracovnich prostor i nastroji 1% roztokem Sava a/nebo

96% ethanolem.
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e Dusledna kontrola kvality DNA pred samotnou amplifikaci. Pokud je potfeba, DNA

naredit.

e Zarazeni univerzalnich primerQ pro kontrolu amplifikovatelnosti DNA.

4. SROVNANiI NOVOSTI POSTUPU

Kontrola kvality potravin je, s ohledem na zpUsob jejich zpracovani, sloZitym procesem.
Dnes béiné pouzivané techniky zaloZzené na analyze proteind jsou limitovany casto
nevratnym stupném denaturace u tepelné oSetfenych potravin. Slibnym pfistupem je tak
molekuldrné-geneticka analyza vyuZivajici relativné stabilni biomakromolekulu DNA, kter3 je
schopnd renaturace pfi sniZzeni teploty po tepelném oSetfeni provedeném v ramci
technologického postupu. Vyhodou analyzy DNA je také fakt, Ze se jednd o molekulu
pfitomnou ve vétsiné bunék ZivocisSného organismu a analyza je tak nezavisla na typu tkané
ve vzorku. Zaroven je DNA diky své termostabilité vhodnou molekulou pro analyzu tepelné &i
mechanicky opracovanych vzorkl, a tedy i komercné prodavanych vyrobk( (primyslové
zpracovanych surovin). Stabilita DNA je prokazana i za teplot nizsich nez -20 °C. Dlouhodobé
Ize takto tedy uchovavat vzorky i izolovanou DNA. Zaroven je mozné analyzovat vzorky
hmyzu po lyofilizaci.

Dalsi vyhodou poutZiti PCR je nepochybné snadnost a rychlost provedeni reakce. Cely
postup byl navrien tak, aby vyuZil komeréné dostupné technologie jak pro samotnou izolaci
DNA, tak i PCR. S vyhodou mohou byt i poZadavky na malé mnoZstvi vzorku, nizké reakéni
objemy (10 az 25 pl) a cenové dostupné termocyklery obsahujici nej¢astéji stojan pro
96 simultanné probihajicich reakci.

Pokud je nam znamo, byla dosud identifikace DNA jedlych a krmnych druhG hmyzu
provadéna nejcastéji metodami PCR nebo gPCR s vyuZitim TagMan sondy, pficemz jako
cilové sekvence byly obvykle voleny dseky mitochondridlnich (mt) genG'®. Rozvoj metod
detekujicich uUsek jaderného genu umoZnuje v porovnani s mtDNA provadét presnou
kvantifikaci zastoupeni cilové DNA v reakci, a tak i stanovit mnoistvi detekovaného

organismu v analyzovaném vzorku. Metodika je zamérena na multiplexni analyzu genomové
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DNA, cozZ je origindlni pristup. Novost této metody spociva rovnéz v pouziti multiplexnich
analyz, které usnadnuji, urychluji a zleviuji rozbor vzorku tim, Ze umoZiuji autentizaci vice

zZivocisnych druht v jedné reakci.

5. POPIS UPLATNENIi CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta pro ucely projektu MZe NAZV ¢. QK23020101: ,Komplexni
laboratorni strategie pro identifikaci druhd hmyzu uréeného k lidské spotrebé
a produkci zpracované zZivocisné bilkoviny, autentikace potravin na jeho bazi“, ktery vznikl na
zakladé potreb statni spravy. Cilem projektu bylo zavedeni vhodného nastroje pro provadéni
urednich kontrol, zejména organy statniho dozoru nad bezpecnosti, jakosti a radnym
oznacovanim potravin. Metodika je zaloZzena na principu metody PCR a navrhuje specifické
primery pro vybrané druhy hmyzu. Rozsifuje tak moznosti kontrolnich organ( pro detekci

hmyzu v potravinach a ovérovat sloZeni vyrobk( pfi podezieni na jejich falSovani.

VysSe popsany postup umoznuje provedeni metodiky v laboratofi, kterd disponuje
béZznym laboratornim vybavenim, kam se dnes radi i pfistroje na provadéni PCR. Metodika
tak mazZe nalézt uplatnéni i mezi védeckymi a akademickymi pracovniky, ktefi se zabyvaji
kvalitou potravin, a u dalSich statnich ¢i soukromych laboratofi, které provadéji analyzy
potravin a/nebo krmiv se zamérenim na analyzu hmyzu. Aplikace vyvinutych PCR protokolt
vyznamné prispéje k odliseni téchto druhl hmyzu: potemnik moucny (Tenebrio molitor),
potemnik stajovy (Alphitobius diaperinus), potemnik brazilsky (Zophobas morio), sarance
stéhovava (Locusta migratoria), sarance vSezrava (Schistocerca gregaria), cvréek domdci
(Acheta domesticus), cvréek dvojskvrnny (Gryllus bimaculatus), cvréek kratkokridly (Gryllodes
sigillatus), cvréek locorojo (Gryllus locorojo; v Evropé Casto zaménény za Gryllus assimilis),
moucha branénka (Hermetia illucens), Svdb argentinsky (Blabtica dubia), Svab diskovity

(Blaberus discoidalis) a sSvab turkistansky (Shelfordella tartara).

Parametry a pracovni charakteristiky uvedené metody jsou vhodné pro ziskani rychlé
kvalitativni informace o pfitomnosti uvedenych druhi; protokoly gPCR pak skytaji potencidl

i pro jejich kvantifikaci.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vysledky metodiky umozniuji ovérovani pravosti vybranych druhd jedlého a krmného
hmyzu, coz mize slouzZit nejen ke kontrole trhu, ale také ochrané Zivotniho prostredi
a biodiverzity. V souladu s doporucenim Rady vlddy pro vyzkum jsou poznatky, které
metodika pfindsi, poskytovany vSem opravnénym osobdm zdarma. Predkladana

certifikovana metodika byla vypracovéna v rdmci projektu QK23020101.

Naklady na zavedeni metodiky do laboratore, kterd rutinné provadi méreni pomoci
metody PCR, Ize fadové odhadnout na niZsi tisice korun ¢eskych. Nezbytné vydaje zahrnuji
syntézu oligonukleotidl (primery, sondy) a zakoupeni reakéni smési (mastermixu) pro PCR.
Dalsi ndklady pak jsou spojeny s koncovou detekci na agarézovém gelu, kdy je potieba
zahrnout do celkové ¢astky také agarosu, markery, interkalaéni barvivo a pufry. Izolace DNA
je zaloZzena na komercné dostupném kitu ¢i automatickém izolatoru, ktery mdze byt rutinné

vyuzivan v laboratofi.

Ekonomicky prinos pro kontrolni organy Ci laboratore, je obtizné vycislit. Lze vsak
s jistotou hovofit o prfinosu spoleCenském, ktery spociva v efektivnéjsi kontrole trhu
s potravinami, ochrané spotrebiteld pred falSovanymi potravinami a zvySenim jejich dlvéry
v produkty dostupné na ceském trhu. Pro laboratofe lze ekonomicky pfinos spatfit
v multiplexnim usporadani PCR, které zefektiviuje praci z hlediska ¢asu nezbytného pro
analyzu vzorku (detekce vice cilli najednou, a tim sniZeni celkového poctu provedenych
analyz) i ceny za reakci (napf. Uspora mastermixu). Vyhodou je také fakt, Ze pocet vzorki
vyrazné neméni cenu za analyzu a neni tak tfeba cekat na naplnéni kapacity pfistroje.
Analyza s vyuzitim PCR je v porovndni napfiklad se sekvenacnimi pfistupy rychla, avsak
navrzena metodika detekuje pouze to, na co je cilena. Pro detekci jinych neZ vyjmenovanych
druh( by bylo nezbytné navrhnout dalsi oligonukleotidy. Metodika umoZiuje jak potvrzeni,
popt. vyvraceni, pfitomnosti deklarovaného hmyzu, tak i prlikaz hmyzu, ktery na etiketé

uvadén neni (v pripadé druh(, pro které jsou v metodice navrzeny specifické primery).

gPCR umozZni vyznamnou usporu ndkladd a casu, které jsou nyni potrebné pro

komplexni analyzu a naslednou identifikaci ziskanych izoldti pomoci sekvenovani nebo
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jinych metod. V porovnani s PCR je pak vyhodou detekce fluorescenéniho signdlu v redlném
¢ase, coz zkracuje dobu nezbytnou pro analyzu. Vyhodou metody PCR obecné je dale fakt, ze
neni potreba obsahla bioinformatickd analyza, coz uSetfi ¢as pro analyzu ziskanych dat.
Vyhodnoceni vysledk( zvladne i dobre proskoleny pracovnik. Na rozdil od metabolomickych

analyz by vysledky nemély byt ovlivnény podminkami chovu hmyzu.
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Priloha I: Casti amplikond genu pro 16S ribozomalni RNA u Gryllus assimilis a Gryllus locorojo s charakteristickymi druhové specifickymi
polymorfismy.

Pro identifikaci druhl Gryllus assimilis a Gryllus locorojo byl vyuzit 541 bp dlouhy Usek mitochondridlniho genu pro 16S ribozomalni RNA.
Sekvence pouZitych primert byly nasledujici (u primer( jsou oznaceny podtrzené M13 adaptory):

e 16S_Cricket_F 5'-TGTAAAACGACGGCCAGTTDATWTGAAGTCGTGCCTGCCCAM-3'

e 16S Cricket_R 5'-CAGGAAACAGCTATGACCACTCAGATCAYGTAAGAWTTYAATGGTCG-3'.

Molekularni analyza jednoznacné potvrdila, Ze vSechny analyzované chovy ,cvréka bananového” vykazovaly 100% sekvencni identitu s Gryllus
locorojo (Obr. 6). Ztéchto divodl je v metodice pouZivané védecké pojmenovani Gryllus locorojo a nikoliv Gryllus assimilis. Sekvence
amplikonu je uloZena v NCBI pod Cisly PV983669.1 a PV973162.1.

Obr. 6: Casti amplikond genu pro 16S ribozomalni RNA u Gryllus assimilis a Gryllus locorojo s charakteristickymi druhové specifickymi
polymorfismy.

Gryllus assimilis, NCBI (MK446431.1) | GAGT CAAAAAGCTTAAATATTAACAGGGGACGAGAAGACCCTATAGATCTTAATATTATTATATTAAAATGTATGTTTAGAGGTATTTAATATATTTTA’

Gr\!r"us |0COI’O]0, NCEI {OQ3T99131} ..... B I A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e L GA. .. ........ G.....
Chovi1,Ccz2 L. 1 B e e e e e e e e e e AT . e GA. . ......... G.....
Chov2,CcZ2 | T oo v i A e e e e e e e e e S GA. . ... G.....
Chov3, CZ2 . 1 B e e e e e e e e e e AT . e GA. . ......... G.....
Chovd,CZ2 oo 1 A e e e e e e e e e e AT . e GA. . ......... G.....
Chovs,CZ2 . 1 B e e e e e e e e e AT . e GA. .. ... ... G.....
Chove,CZ2 .. 1 B e e e e e e e e e e AT . e GA. . ......... G.....
Chov7,CZ2 | 1 A e e e e e e e e e e e e L GA. . ......... G.....
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Priloha Il: Prehled sekvenacnich marker( a reakcnich podminek pouzZitych pti pfipravé

metodiky.

Pro vSechny 4 druhy hmyzu, respektive markery, byly pouzity jednotné reakéni podminky.

Slozeni amplifikacni reakce o objemu 10 pl zahrnuje:

DNA: 20 ng,

FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Svycarsko): 1x
Primer F: 0,25 uM

Primer R: 0,25 uM.

Sekvence pouZzitych oligonukleotid( jsou uvedeny v Tab. V.

Teplotni profil reakce je nasledujici: vodni denaturace pti 95 °C po dobu 600 s, nasledovana
38 cykly denaturace pfi 95 °C po dobu 20 s, hybridizace primerd pfi 69 °C po dobu 20 s
a prodlouzeni pfi 72 °C po dobu 20 s, s rychlosti prechodu mezi jednotlivymi kroky 5 °C/s. Pro
analyzu teploty tani (Tm) byla teplota zvySovana z 65,0 na 95,0 °C v pfirGstcich po 0,5 °C/s.
Pro amplifikaci byl pouzit CFX Connect Real-Time PCR (Bio-Rad, USA).
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Tab. V: Sekvence oligonukleotid( pouzitych pro sekvenovani vybranych markera.

Sekvenacni marker

Kod sekvence

Detekovany Cilovy . ..
druh hmyzu | gen* Délka amplikonu ulozené
y & Nazev Sekvence (smér: 5-3")** Tm (°C) v NCBI
produktu (bp)
TGTAAAACGACGGCCAGTTTGATAAGGATGTCCCTGCCCC
Ad_Ampd_F AG
. ; 141 19365.1
A. domesticus | ampd CAGGAAACAGCTATGACCAGTGGTTCAATACAGTCAAGTT 4 78,5 PV719365
Ad_Ampd_R
CGCA
TGTAAAACGACGGCCAGTATGAAGTTCTGCGTGAAAGACC
Tm_MyD88 F GC
T. molitor MyDg8 CAGGAAACAGCTATGACCTCCGAGAGGATGACGATCAAA 146 82,5 PV719347.1
Tm_MyD88 R GG
TGTAAAACGACGGCCAGTTACGGACTGGGAACATGTGAA
Alp_Ache_F3 CGA
A. diaperi AdAcel 138 79,5 PV987409.1
faperints “" | Alp_Ache_R3 | CAGGAAACAGCTATGACCTCTGCGAAGTCGTTAGTGGGAC ’
=7 | AA
. TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGGATTTCGGTGCTCTGTGG
Hi_Pcd_F1 AA
H. il dcd6 151 84 PV987410.1
Hucens pac " pod ri | CAGGAAACAGCTATGACCCGTCAGTGCAGTTTTCAGCTCG

1T

*

jaderny gen pro acetylcholinesterazu, pdcd6 = jaderny gen pro protein 6 programované bunééné smrti.

ampd = jaderny gen pro AMP deamindzu, MyD88 = jaderny gen pro protein primarni odpovédi pfi myeloidni diferenciaci, AdAcel =

** U primer( jsou podtrZenim oznaceny sekvence pro M13 adaptory (pfevzato z prace Messing?®). Velikosti amplikonu jsou véetné téchto

M13 adaptord.
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Prohlaseni predkladatele metodiky

Predkladatel metodiky prohlasuje, Ze zpracovana metodika nezasahuje do prav jinych
osob z oblasti pramyslového nebo jiného dusevniho vlastnictvi.

Predkladatel souhlasi s uverejnénim prace na webovych strankach certifikaéniho
organu i s uverejnénim metodiky na webovych strankach MzZe.
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