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Abstract

PRIVETIVA, L., STERHNO, P., PUTNOVA, L., DVORAK, I.: Identification of the species and indi-
vidual animals in the processed meat products by PCR — based analyses. Acta univ. agric. et silvic.
Mendel. Brun., 2004, LII, No. 5, pp. 61-72

The aim of the work was to establish and optimize the molecular-genetic methods, which could be used
in the Laboratory of Applied Molecular Genetics (LAMGen) at the Department of Genetics MZLU
Brno for the monitoring of food products safety.

During the work, the methods of PCR reactions for the detection of cattle, porcine and chicken tissues
were optimized and the presence of declared tissues in meat products from the markets was proved.
Throughout the identification of individuals in the meat mixture products (after the different technolo-
gical interventions), we were able to confirm the presence of the concrete head of animal. When accu-
mulating several individuals in the meat mixture, allele composition is more numerous and variable. In
this case, it can happen that the alleles, responding to the individual DNA profile, could be found even
if a specific individual is not physically present in the mixture. In the meat products, made from animals
with available results of fragment analysis, we confirmed the presence of microsatellite alleles corre-
sponding to the specific individuals’ data logging. On the other hand, in the products, containing tissues
from the animals without available results of fragment analysis, it was in addition possible to identify
the microsatellite alleles, which missed in output data logging of analyzed animals.

We concluded, that in the meat products, made from the mixture of large number of animals, the pre-
sence of the specific individual can be only excluded, not confirmed.

DNA, Identification, pig, cattle, chicken, meat

V dusledku raznych krizi vyvolanych ptipady dis- Pro velkou ¢ast konzumenti se otdzka kvality su-
tribuce zdravotné zavadnych potravin a krmiv, véetné rovin neomezuje pouze na hygienickou nezavadnost.
vyskytu nebezpeénych onemocnéni hospodaiskych Vyzadovany jsou téZ napft. informace o pfitomnosti ¢i
zvitat prenosnych na ¢lovéka, je v poslednich péti absenci obsazenych slozek (napf. druhti mas ve vy-
letech provadéna radikalni reorganizace celého sys- robku). Divody mohou byt rizné — nabozenské, die-
tému zajisténi bezpecnosti (nezavadnosti) potravin. tetické, obavy z pfenosu onemocnéni ze zvifat (BSE).
Hlavnim cilem je ujistit spotiebitele, ze bezpeénost  Vyrobce je ze zakona povinen slozeni vyrobkt uvadét
potravin je jednou ze zakladnich priorit. Maximalni na obalu. Z ekonomickych, ale napfiklad i z reklam-
pozornost je vénovana tvorbé mechanismi pro rychlé  nich diivodi (za trend lze povazovat vyrobky bez ho-
provadéni ucinnych opatieni v ptipadech, kdy v fe- véziho masa) hrozi, ze urcita slozka nebude vyrob-
tézci vyroby a distribuce dojde ke zjisténi mozného cem na obalu uvedena. Zabezpeceni zdravotni neza-
ohrozeni zdravi spotiebitele. vadnosti potravin je prvoradym ukolem producentti a
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soucasné trvalym tkolem statnich dozorovych organt
Ceské republiky. Tento faktor je sledovan na vech
urovnich potravinového fetézce a stoji v centru zajmu
producentli, dozorovych organi a pfedevsim spotie-
bitelské vefejnosti. Po roce 1989 doslo i v CR k odpo-
vidajicim legislativnim zménam, vedoucim (zejména
v poslednich letech) k harmonizaci s pfislusnou legis-
lativou Evropské unie.

V roce 2003 provedli inspektofi statni zemédéelské a
potravinarské inspekce (SZPI) dvé kontroly, které se
zaméfily na dodrzovani novely vyhlasky ¢. 326/2001
Sbirky, ktera piedepisuje zpfisnéné jakostni a smys-
lové pozadavky na nékteré masné vyrobky. Pii obou
kontrolach byly v obchodni siti nalezeny vyrobky,
jejichz slozeni neodpovidalo predepsanym kritériim
a u nichz byla prokazana pfitomnost nepovoleného
driibeziho masa.

Metody zaméfené na identifikaci druhové specific-
kych proteinovych komponent zahrnuji metody fyzi-
kalné-chemické, imunologické, metody zalozené na
analyze tukd, histologické a metody molekularni ge-
netiky. Tyto metody jsou schopny potvrdit konkrétni
druh masa nebo rozlisit nékolik druhd masa v mas-
nych vyrobcich, a tim ovéfovat dodrzovani receptur
a deklaraci. Stejné tak je mozno tyto metody vyu-
zit k identifikaci druhd masa u vyrobkd neznamého
nebo pouze piedpokladaného slozeni. Dnes jiz exis-
tuje velké mnozstvi molekularné-genetickych metod
k identifikaci druhové specifickych sekvenci DNA,
z nichz vétsina je zalozena na polymerazové fetézo-
vé reakci (PCR; Saiki a kol., 1988). Amplifikaci je
vétsinou podroben specificky usek v mitochondrial-
ni DNA (Matsunaga a kol., 1999; Partis a kol., 2000;
Unseld a kol., 1995; Wolf a kol., 1999) nebo jaderné
DNA (Janssen a kol., 1998; Matsunaga a kol., 1998).
Pro kvantifikaci DNA jsou vyvijeny metody zalozené
na kompetitivni PCR (Wolf a Liithy, 2001). Multiplex
PCR reakci zalozenou na identifikaci definovaného
useku mitochondrialniho genu pro cytochrom b, vy-
uzili napt. Obrovska a kol. (2002) k rozliSeni vepto-
vého, hovéziho, kufeciho a konského masa v tepeln¢
neopracovanych, tepelné¢ opracovanych a sterilova-
nych masnych vyrobcich. Identifikaci konkrétniho
kusu zvifete 1ze provést na zaklad¢ zhodnoceni poly-
morfnich variant mikrosatelitnich markert (MS) nebo
vyhodnocenim jednonukleotidovych polymorfismt
(SNP) vybranych genti.

Nasim cilem bylo v Laboratoii aplikované mole-
kularni genetiky (LAMGen) Ustavu genetiky MZLU
v Brn¢ aplikovat a ovéfit metody pro druhovou iden-
tifikaci masa a pokusit se identifikovat konkrétni kus
dobytka ve smésnych masnych vyrobcich po riznych
technologickych zasazich. Dohledatelnost jednot-
livych kusti dobytka z divodu moznosti pripadné-
ho stazeni vyrobkl, obsahujicich tkdné¢ konkrétnich
— hledanych kust, by v rdmci programu bezpecnych

potravin méla byt prioritou. Mtze se jednat o kusy
pochazejici ze stada, v némz naptiklad doslo k vy-
skytu BSE, slintavky a kulhavky ¢i jiného onemoc-
néni. Nemusi se jednat pfimo o nemocné kusy, ty jsou
zjistény jiz samotnou veterindrni kontrolou. Spise by
m¢lo jit o preventivni opatieni, jez by systém kontro-
ly potravin dopliovalo.

Metody molekuldrni genetiky jsou zalozeny na
analyze relativné stabilnich a vlivim tepelného opra-
covani odolavajicich nukleovych kyselin. Pro prikaz
falSovani potravin a tim i pro druhovou identifikaci
masa je metoda enzymatického zmnozeni nukleovych
kyselin jednou z nejspecifi¢téjsich metod. Tato meto-
da je schopna rozlisit rizné druhy masa a je schopna
detekovat i nizké procento masa jiné¢ho zivocisného
druhu. Nejedna se pouze o identifikaci tepelné neo-
Setfen¢ho masa, ale i svaloviny pochazejici z tepelné
osetfenych nebo fermentovanych masnych vyrobki.

Vyvoj v oblasti druhové identifikace jde velmi rych-
le vpfed a smétuje k zavedeni takovych metod, které
by byly schopny identifikovat maso z jakéhokoliv
zvitete, véetné masa rybich druhd. V soucasné dobé
firma Affymetrix pfichazi s technologii DNA-Cipi,
které budou hlidat kvalitu masa. Vzhledem k vysoké
cené je vyuzivani této technologie zatim omezeno. Da
se ovSem predpokladat, ze v pribehu ¢asu dojde ke
zlevnéni a tim k vétSimu rozsifeni této metody. Ze-
jména proto, ze pii pouziti DNA-Cipti je mozné iden-
tifikovat najednou velké mnozstvi zivocisnych druhti
(http://osel.cz/index.php?clanek=642 & music=&x=).

MATERIAL A METODY
MATERIAL

Pro urceni zivocisného druhu i konkrétniho kusu
skotu byl pouzit geneticky material ziskany izolaci
z biologickych materialdl, kterymi byly krev, maso.
Izolace byla s tispéchem uskuteénéna také z materia-
[t smésnych — potraviny.

Urceni druhu masa v potravinovém retézci
Z volného trhu byly odebrany vzorky, u kterych
byla ovéfovana pritomnost deklarovanych druht tka-
ni. Pfehled analyzovanych vzorkt je uveden v Tab. L.

Identifikace konkrétniho kusu dobytka

Vzorky pro identifikaci konkrétniho kusu byly po-
stupné odebirany béhem technologického zpracovani
jednotlivych kust zvifat. Pti porazce zvitat byly ode-
brany vzorky krve a pfi bourdni byly u stejnych kust
odebirany vzorky svaloviny. Nasledujici den, kdy
byly nami sledované kusy zapracovany do masnych
vyrobkt, byly z dila a nasledné z hotového masného
vyrobku odebrany dalsi vzorky. Byly vybrany ty mas-
né vyrobky, které prosly nejvétsim poctem technolo-
gickych zasahti. Piehled analyzovanych vzorki skotu
a prasat je uveden v Tab. II a Tab. III.
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I: Prehled vzorkii odebranych z trhu (oznaceni, vyrobce a deklarované druhy masa)

Oznad. vz. Nazev vyrobku Vyrobce Deklarované druhy masa

Tl Dunajska klobasa vyrobcee €. 1. veprové, hoveézi

T2 Teplické parky vyrobcee €. 2. vepiové, hoveézi

T3 Polsky parek se syrem vyrobcee €. 3. vepiové, hovézi

T4 Styrsky kabanos vyrobee €. 4. vepiové, hovézi

T5 Holicky kabanos vyrobce €. 5. vepiové, hoveézi

T6 Slovensky toceny vyrobce €. 6. veprové, hoveézi

T7 Debrecinské parky vyrobcee €. 7. veprové, hoveézi

T8 Certovy parky vyrobcee €. 8. vepiové

T9 Kladrubsky kabanos vyrobce €. 9. vepiové, hovézi
T10 Libové parky vyrobce €. 10. vepiové, hoveézi
T11 Gothajsky salam vyrobce €. 11. veptrové, hoveézi, konské

Urceni druhu masa v potravinovém retézci
K identifikaci druhové DNA byla vyuzita PCR re-
akce a elektroforeticka separace v agar6zovém gelu.

II: Oznacent vzorki pro identifikaci konkrétniho

kusu — skot
Oznac. vz. Kategorie

1 krev
2 krev
3 krev
4 krev

4M maso

HS syrové dilo (debrecinka)

HU uvateny parek (debrecinka)

II: Oznaceni vzorkit pro identifikaci konkrétniho kusu

— prasata
Oznac. vz. Kategorie
28 krev
29 krev
30 krev
31 krev
32 krev
33 krev
28M maso
D1, Pl dilo a parek — Parky k loupani
D2, P2 dilo a parek — Vidensky parek se syrem
D3, P3 dilo a parek — Dabelské virzinko
D4, P4 dilo a parek — Cigara
METODY

Pro naSe laboratorni podminky byly zavedeny PCR

reakce k amplifikaci fragment specifickych pro
DNA prasete, skotu a kura. Ziskané produkty mély
velikosti 161 bp, 218 bp a 381 bp (Obr. 1). Pro ové-
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feni citlivosti reakce s primery skotu byla provedena
PCR reakce (specificka pro skot) smési kufeci sva-
loviny pouze s malym ptidavkem eidamského syra,
ktery obsahoval nepatrné mnozstvi DNA pochézejici
ze somatickych bun¢k skotu. Intenzita signalu toho-
to amplifikatu byla porovnana proti intenzité signalti

161 bp 218 bp

produktii PCR reakce pfi pouziti DNA izolované z kr-
ve a svaloviny skotu (Obr. 2).

Jako kontrolni vzorek byla pfi vSech analyzach po-
uzivana DNA ziskana izolaci z krve daného zivocis-
ného druhu.

331 bp

4_218 bp
“— 161 bp

381 bp

1: Elektroforeticka separace PCR produktii ze t7i druhit masa:
fragmenty byly separovany v 3% agarozovém gelu barveném ethidium bromidem. M: marker M23 - 501/489,
404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67 bp (Fermentas INC., Hanover, USA), 1: DNA prasete, 2: DNA, 3 skotu:

DNA kura.

331bp 5

218 bp

218 bp #218bp

2: Elektroforeticka separace PCR produktii pii ovérovani specificnosti primerii skotu:

fragmenty byly separovany v 3% agardzovém gelu barveném ethidium bromidem. M: marker M23 - 501/489,
404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67 bp (Fermentas INC., Hanover, USA), 1: DNA skotu — krev, 2: DNA skotu
— svalovina, 3: DNA izolovana z kureci svaloviny s pridavkem syra (obsahuje i DNA skotu).

Identifikace konkrétniho kusu dobytka

K identifikaci konkrétniho kusu bylo sledovano
kompletni zpracovani ¢tyi hovézich a Sesti veptovych
kusiti od porazky pies bourani, piipravu dila pro drob-
né masné vyrobky az po vyrobek samotny. V prubé-
hu zpracovani byl po kazdém technologickém zasahu
odebran vzorek. Po analyze vzorki bylo posuzovano,
zda je za pouziti dané techniky mozné potvrdit (vy-

vratit) pritomnost ¢i absenci konkrétniho kusu ve vy-
robku.

Délkovy polymorfismus mikrosatelitd byl testo-
van pomoci multiplexové PCR reakce a fragmen-
tacni analyzy amplifikovanych fragmentl s vyuzitim
automatického sekvenatoru. Pfi identifikaci skotu
bylo pouzito a hodnoceno 11 mikrosateliti (MS):
TGLA227, BM2113, TGLAS53, ETH10, SPS115,
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TGLA126, TGLA122, INRA23, ETH3, ETH22S a
BM1824 (Obr. 6). Pro identifikaci prasat byl vyuzit
panel deseti mikrosatelitnich markert: SW24, S0107,
S0068, SW936, SW353, S0386, S0355, SW72, TNFB
a S0070 (Obr. 8).

Genomova DNA byla izolovana z krve pomoci kitu
NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Diiren, Ger-
many). [zolace DNA z tkan¢ byla provadéna pomoci
kitu Invisorb®Spin Tissue Mini Kit (Macherey-Nagel,
Diiren, Germany) a prostfednictvim kitu FastDNA®
Kit (Biol01, Carlsbad, CA, USA).

Urceni druhové specifické DNA v potravinovém
Fetézci
Identifikace DNA prasete

Vychazeli jsme z prace autorti Calvo a kol. (2001).
S vyuzitim primertt (VEP1: 5'- GGATCCGGCATT-
GCCGTT -37; VEP2: 5'- GTCTTTTTTTGCCATT-
TCTTGG -3") byl amplifikovan fragment o velikosti
161 bp typu SINE repetice (short interspersed repeat
element). Byly upraveny podminky PCR reakce. Re-
akéni mix o celkovém objemu 25 pl obsahoval: 1x
PCR pufr, 120 pM smés dNTP, 80 pmol kazdého
primeru, 2,5 mM MgCl,, 1 U Taq DNA polymerazy
a 50-100 ng templatové DNA. Cyklovani probihalo
v Peltier termalnim cykleru (PTC 200) podle nasledu-
jiciho protokolu: predenaturace 95 °C/4min; 30 cykla
(denaturace 94 °C/30s, hybridizace 54 °C/30s, elon-
gace 72 °C/30s), zavéretna elongace 72 °C/5min.
Elektroforeticka separace probihala po dobu 30 min
pfi 94 V za pouziti 3% agarézového gelu barveného
ethidium bromidem.

Identifikace DNA skotu

Bylo vychazeno z prace autort Zhang a kol. (1999).
S vyuzitim primerd (SM A: 5'- TGTACGAAGAAA-
TGTGCGG -3"; SM B: 5'- TCAATGCAAAGGA-
CAAGCCTGC -3") na zaklad¢ sekvence satelitni
DNA publikované Skowronskim a kol. (1984). Mo-
difikovany byly podminky PCR reakce a byla usku-
te¢néna amplifikace fragmentu o velikosti 218 bp.
Reakéni mix o celkovém objemu 25 pl obsahoval:
Ix PCR puft, 160 uM smés dNTP, 20 pmol kazdého
primeru, 2 mM MgCl,, 0,5 U Taq DNA polymerazy
a 150-200 ng templatové DNA. Cyklovani probihalo
v Peltier termalnim cykleru (PTC 200) podle nasle-
dujiciho protokolu: 35 cyklt (denaturace 94 °C/30s,
hybridizace 60 °C/30s, elongace 72 °C/30s), zavérec-
na elongace 72 °C/5min. Elektroforetickd separace
probihala po dobu 30 min pii 94 V ve 3% agar6zo-
vém gelu barveném ethidium bromidem.

Identifikace DNA kura
Vychazeli jsme z publikace autori Lockley a
Bardsley (2002). S vyuzitim primera (KURI: 5'-
GACCATCAGCTGATGAGCCAAG -3°; KUR2:

5’- TTTGCGGATCCACATCTGCTGGAAG -3)
byl amplifikovan fragment o velikosti 381 bp. Jed-
nalo se o usek kardidlniho a-aktinového genu, jehoz
sekvenci publikovali Eldridge a kol. (1985). Reak¢-
ni mix o celkovém objemu 25 ul obsahoval: 1x PCR
pufr, 160 uM smés dNTP, 20 pmol kazdého primeru,
2,5 mM MgCl,, 0,5 U Taqg DNA polymerazy a 120-
160 ng templatové DNA. Cyklovani probihalo v Pel-
tier termalnim cykleru (PTC 200) podle nasledujiciho
protokolu: 30 cyklt (denaturace 95 °C/30s, hybridi-
zace 68 °C/60s, elongace 72 °C/60s), zavérecna elon-
gace 72 °C/3min. Elektroforeticka separace probihala
po dobu 30 min pii 94 V ve 3% agardézovém gelu bar-
veném ethidium bromidem.

Identifikace konkrétniho kusu dobytka

Metodika identifikace individualniho ptivodu tkani
skotu a prasat ve vyrobcich byla zaloZzena na multi-
plexové PCR reakci, za pouziti termalniho cykleru
GeneAmp™ PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Testovani polymorfismu bylo
provadéno prostfednictvim fragmentacni analyzy
DNA zalozené na laserovém skenovani fluorescencné
znacenych DNA fragmentd na automatickém sekve-
natoru ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Separace PCR
fragmentt kapilarni elektroforézou v polyakrylami-
dovém gelu probihala spolu s internim DNA marke-
rem. Ur€eni genotypt v konkrétnich mikrosatelitech
(MS) probéhlo vyhodnocenim velikosti DNA frag-
mentl softwarovymi programy GeneScan® a Geno-
typer®.

K identifikaci konkrétniho kusu skotu byl pouzit kit
StockMarks® Bovine Paternity PCR Typing Kit (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA). Multiplex
PCR, reakce pomoci které byla uskutecnéna amplifi-
kace vSech 11 MS sekvenci najednou, probihala dle
dostupného protokolu (http://docs.appliedbiosystems
.com/pebiodocs/04327973.pdf). Identifikace konkrét-
niho kusu z tkani prasete ve vyrobcich byla provadéna
dle metodiky autorti Putnova a kol. (2003). Prostfed-
nictvim multiplex PCR reakce byla uskute¢néna sou-
Casna amplifikace deseti mikrosatelitnich markerd.

VYSLEDKY A DISKUSE
Urceni druhu masa v potravinovém retézci

Pfi analyzach odebranych vzorkl jsme zjistili, Ze
DNA skotu byla ptitomna u vzorkt T1-T7, T9-T11
a u kontrolniho vzorku (Obr. 3). Hovézi maso neby-
lo prokazano jen u vzorku T8. DNA prasete byla pfi-
tomna u vSech vzorki z trhu i u kontrolniho vzorku
(Obr. 4). U zadného z analyzovaného vzorku nebyla
pritomna DNA kura. Pozitivni byl jen kontrolni vzo-
rek (Obr. 5).

V ramci zdméru, ktery jsme sledovali, se ndm poda-
filo aplikovat a ovétit druhoveé specifické PCR reakce
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pro DNA kura, prasete a skotu. Vysoka citlivost reak-
ci byla prokéazana i tim, ze ve vzorku izolovaném ze
smési kufteci svaloviny pouze s malym pridavkem ei-
damského syra (po technologickych zasazich méln¢-
ni, plnéni, vafeni), se podafilo pozitivné amplifikovat
(za pouziti druhoveé specifickych primerti pro skot)
DNA fragment skotu odpovidajici velikosti. Druho-

vou identifikaci jsme provadéli u jedenacti vzorkt
odebranych z trzni sité. Pfi porovnavani téchto vzor-
ki byla zjisténa identita mezi deklarovanymi a nale-
zenymi druhy masa. Vysledky jsou shrnuty v Tab. IV.
Technologické zasahy nemély na vysledky druhové
identifikace vliv.

IV: Porovnadni uvedenych a nalezenych druhit DNA u vzorkii z trhu

Oznac. vz. Nazev vyrobku Uvedené druhy masa | Nalezené druhy masa
Tl Dunajska klobasa veproveé, hovézi veprové, hoveézi
T2 Teplické parky veprove, hoveézi veptrove, hovezi
T3 Polsky parek se syrem vepioveé, hoveézi vepiové, hovézi
T4 Styrsky kabanos vepiove, hoveézi vepiove, hoveézi
T5 Holicky kabanos vepioveé, hovézi veprové, hoveézi
T6 Slovensky toceny veproveé, hoveézi veprové, hoveézi
T7 Debrecinské parky veproveé, hovézi veprové, hovézi
T8 Certovy parky Vepiové vepiové
T9 Kladrubsky kabanos vepiove, hoveézi vepiové, hovézi

T10 Libové parky veproveé, hovézi veprové, hoveézi
T11 Gothajsky salam veprové, hovezi, konské veptove, hoveézi

Identifikace konkrétniho kusu dobytka

Vzhledem k tomu, Ze konkrétni jedinec je indivi-
dualizovan dvéma alelami kazdého z 10, respektive
11 mikrosatelitd (MS), mlizeme pfi individualnim
sledovani s témét 100% jistotou urcit, zda krev a
maso pochazi od stejného jedince. Byli jsme schopni
identifikovat konkrétni vybrané kusy v dané masové
smési. Prokazali jsem pritomnost ¢tyt kust skotu ve
vyrobcich podrobenych tfem technologickym ope-
racim. Také byla potvrzena pfitomnost Sesti jedinct
prasat ve vyrobcich podrobenych deviti technologic-
kym operacim. Pfi kumulaci vétsiho poctu jedinct
v masové smési je zastoupeni jednotlivych alel pocet-
néjsi i variabilngjsi. Mohlo by se stat, ze by ve smési
byly nalezeny alely velikostné odpovidajici DNA pro-
filu jedince, ptestoze se dany konkrétni jedinec v ma-
sové smési fyzicky nenachazi. Tato situace by mohla
nastat napiiklad pti analyzach masovych smési, které
obsahuji pfibuzné kusy ze stejného stada.

Je také tfeba pocitat s vyskytem nespecifickych
produktii vznikajicich béhem reakce (Shinde a kol.,

2003) a v pfipadé smésnych vzorkl k jejich nesnad-
nému rozeznavani od nekterych slabéji se amplifiko-
vanych fragmenttl. Pro uréeni detekcnich limit bude
tieba statisticky vyhodnotit DNA analyzy (Checa a
kol., 2002; Lipkin a kol., 1998) vétsiho souboru vzor-
k@ odebranych pti n¢kolikadennim sledovani porazky
a presné dokumentaci vSech porazenych a zpracova-
nych kusi.

U smésnych vyrobkl vyrobenych vyhradné ze zvi-
fat, jejichz fragmentacni analyzy jsme méli k dispo-
zici, byl zaznamenan vyskyt pouze alel mikrosatelitil
odpovidajici zaznamm jednotlivych jedinct. Zjistili
jsme, ze u vyrobki, které obsahovaly tkané i dalsich
zvitat, vysledky jejichz fragmentacni analyzy jsme
neméli k dispozici, bylo mozno také navic identifi-
kovat alely mikrosatelitl, které se u vystupnich dat
analyzovanych jedinct neobjevily. Dosli jsme k za-
véru, ze ve vyrobcich, které jsou vyrobeny ze smési
z vétsiho poctu zvirat, je mozné pfitomnost konkrét-
niho jedince pouzitou metodikou pouze vyloucit, ni-
koli v8ak potvrdit.
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3: Identifikace svaloviny skotu ve vzorcich o predpokladaném sloZeni:
[fragmenty byly separovany v 3% agarézovém gelu barveném ethidium bromidem. M: marker M23 - 501/489,
404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67 bp (Fermentas INC., Hanover, USA), 1-11: T1-T1l, 12: kontrolni DNA

skotu.

4: Identifikace svaloviny prasete ve vzorcich o predpokladaném sloZeni:
fragmenty byly separovany v 3% agarozovém gelu barveném ethidium bromidem. M: marker M23 - 501/489,

404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67 bp (Fermentas INC., Hanover, USA), 1-11: TI-T11, 12: kontrolni DNA

prasete.

381 bp

5: Identifikace svaloviny kura ve vzorcich o predpokladaném slozeni:
fragmenty byly separovany v 3% agarozovem gelu barveném ethidium bromidem. M: marker M23 - 501/489,

404, 331, 242, 190, 147, 111/110, 67 bp (Fermentas INC., Hanover, USA), 1-11: TI-T11, 12: kontrolni DNA

kura.
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6: Graficky vystup fragmentacni analyzy pro panel
11 MS skotu u vzorku ¢. 1 (Tab. II.)

Individualni DNA
nepritomna ve smési

Smésny vzorek

ETH3

Individualni DNA
pFritomna ve smési

7: Srovnani vyskytu alel pro mikrosatelit ETH3
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8: Graficky vystup fragmentacni analyzy pro panel 10 MS prasat
u vzorku €. 32 (Tab. II1.)

Individualni DNA =) L

nepritomna ve smési o

Smésny vzorek 0355
25699
Individualni DNA o
M%r L4 Xat E Em -50355
ritomna ve smesi
P

9: Srovnani vyskytu alel pro mikrosatelit S0355
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SOUHRN

Cilem préace bylo aplikovat a ovéfit v Laboratofi aplikované molekularni genetiky (LAMGen) Ustavu
genetiky MZLU v Brn¢ molekularné—genetické metody napomahajici pfi sledovani bezpec¢nosti potra-
vin. Béhem prace byly optimalizovany metody PCR reakci pro detekci tkané skotu, prasete a kura a
byla ovéfovana ptitomnost deklarovanych tkani ve vybranych masnych vyrobcich odebranych z trzni
sité. Pfi identifikaci konkrétniho kusu dobytka ve smésnych masnych vyrobcich (po riznych technolo-
gickych zasazich) jsme byli schopni identifikovat vybrané konkrétni kusy v masové smési. Pfi vetsi
kumulaci jedincil v masové smési je zastoupeni jednotlivych alel pocetnéjsi a variabilnéjsi. Mohlo by
se stat, ze by ve smési byly nalezeny alely velikostné¢ odpovidajici DNA profilu jedince, i kdyz se dany
konkrétni jedinec v masové smési fyzicky nenachazi. U smésnych vyrobki vyrobenych vyhradné ze
zvitat, jejichz fragmentacni analyzy jsme méli k dispozici, byl zaznamenan vyskyt pouze alel mikrosa-
telitt odpovidajici zdznamtm jednotlivych jedincti. Ve smési obsahujici maso testovaného zvitete a zvi-
fat netestovanych je mozno ve spektru fragment 1 identifikovat fragmenty pochazejici od testované¢ho
zvitete. Dosli jsme k zavéru, ze ve vyrobcich, které jsou vyrobeny ze smési z vétsiho poctu zvirat, je

mozné piitomnost konkrétniho jedince pouzitou metodikou pouze vyloucit, nikoli v§ak potvrdit.

DNA, identifikace, vepfové, hovézi, kuieci maso

Material byl zpracovan s podporou GACR No. 523/03/HO76, VZ MSM 432100001, IGA MZLU

v Brné ¢.15/2004, FRVS 159/2004.
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