METODO DI ESTRAZIONE DEL DNA DA CONSERVE DI TONNO ASSOCIATO A PCR BOOSTER
A DNA EXTRACTION METHOD FOR DETECTION OF CANNED TUNA WITH PCR BOOSTER
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Summary - A DNA extraction and purification method applicable on canned tuna products was optimized for performing a traceability system. The procedure based on use of the silica as affinity matrix in a column-based system was optimized concerning the lysis conditions and the size of the specific food material. The study demonstrated an high efficiency, specificity and the reproducibility highlighted  its able to obtain a DNA suitable to amplification reaction. The approach followed was feasible and applicability on analysis of canned tuna. 
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INTRODUZIONE

Le frodi annonario-commerciali legate a sostituzione di specie pregiata con specie di minor pregio non espressamente dichiarate in etichetta, incidono in modo rilevante sul valore commerciale dell’alimento (7). L’identificazione di specie nell’ambito dei prodotti ittici preparati e trasformati attualmente assume grande importanza alla luce delle nuove disposizioni comunitarie in materia di tracciabilità e rintracciabilità alimentare (4, 5, 6). Il Reg. CE 2065/2001, relativo alle norme per l’etichettatura dei prodotti ittici, prevede l’indicazione in etichetta della denominazione commerciale, della denominazione scientifica, del metodo di produzione e della zona di cattura solo per taluni prodotti della pesca, escludendo di fatto i prodotti trasformati. 

Le conserve di tonno, in particolare,  possono essere oggetto di frode commerciale non solo per sostituzione di specie appartenenti alla famiglia Thunnidae, ma anche per l’utilizzo di pesci come lo squalo ed altri. 
 Nell’ambito del controllo delle frodi commerciali e sanitarie, l’analisi del genoma, principalmente basata sullo studio del gene che codifica per il “citocromo b” (2), rappresenta un approccio più facilmente perseguibile, rispetto alle tradizionali tecniche immunologiche, elettroforetiche.

Nell’ambito dell’analisi molecolare, l’ottimizzazione della fase di estrazione e di purificazione del DNA per ogni matrice alimentare è condizione necessaria per garantire il buon esito della reazione di amplificazione. 
Obiettivo del presente lavoro, pertanto, è quello di definire e ottimizzare una procedura di estrazione e di purificazione del DNA da conserve di tonno, basata sull’impiego di una matrice di affinità, la silice, in grado di legare il DNA in presenza di sali caotropici e di etanolo.

MATERIALI E METODI

Campionamento - Sono state analizzate 15 scatolette di tonno al naturale  e 15 scatolette di tonno all’olio di oliva, acquistate presso vari supermercati presenti nella provincia di Bari e di marche diverse.

Preparazione del campione - La preparazione del campione ha previsto l’allontanamento con carta bibula, sia della fase oleosa per i campioni all’olio d’oliva che di quella acquosa per i campioni al naturale.

Campioni di riferimento - Campioni freschi di Thunnus thynnus e Thunnus alalunga identificati morfologicamente sono stati impiegati come controlli positivi. 

Estrazione degli acidi nucleici - L’estrazione e la purificazione del DNA sono state eseguite utilizzando il DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Per aumentare l’efficienza di estrazione, il protocollo, indicato dall’azienda produttrice, è stato opportunamente modificato, relativamente a quantità, volumi e tempi di lisi. Il campione (250 mg) addizionato a 1,5 ml di Lysis Buffer ATL, e a 150 (l di Proteinasi K è stato incubato overnight a 56°C in agitazione continua. Successivamente il campione è stato addizionato a 1,5 ml di Buffer AL e sottoposto ad un ulteriore trattamento termico a 70°C per 1h. La miscela è stata centrifugata a 4000g per 5 minuti per rimuovere materiale grossolano presente. Il campione, addizionato a 1,5 ml di etanolo assoluto, è stato completamente applicato su una QIAamp spin column mediante diversi cicli di centrifugazione a 8000g per 50 secondi. Il DNA, adsorbito alla QIAamp silice-gel membrana, è stato sottoposto  a due lavaggi consecutivi utilizzando il Buffer AW1 e il Buffer AW2 e infine fluito utilizzando 80 (l di Elution Buffer AE. Il DNA è stato successivamente analizzato spettrofotometricamente.
PCR Booster - La reazione PCR booster è stata effettuata impiegando primers universali precedentemente descritti da Kocher et al. (1989) (3), 5’-aaa aag ctt,cca tcc acc atc gca tga tga aa-3’ e 5’- aaa ctg cag ccc ctc aga atg ata ttt gtc ctc a-3’, che amplificano un frammento di 359 bp di DNA mitocondriale del gene codificante per il citocromo b. Le reazioni PCR sono state allestite in un volume finale di 25 (l utilizzando 12.5 (l di HotStarTaq DNA Polymerase, 1.5 di MgCl2 e 200 (M di ciascun dNTP, 50 (M di ciascun primer e 3 (l di DNA. Il programma di amplificazione ha previsto una denaturazione iniziale a 95°C per 15 min, seguita da 40 cicli di denaturazione a 94°C per 30 sec, di annealing a 57 °C per 45 sec, di estensione a 72°C per 45 sec ed estensione finale a 72°C per 5 min. Gli amplificati ottenuti sono stati diluiti 1:100 e sottoposti nuovamente alla stessa PCR. La presenza di inibitori è stata valutata mediante spike test. I prodotti della Booster PCR sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio NA al 1,5%, colorato con etidio bromuro. La specificità degli amplificati ottenuti è stata accertata mediante sequenziamento utilizzando ABI PRISM 3100 (Applied, Biosystem, Rome, Italy).

RISULTATI

La procedura estrattiva individuata ha mostrato elevata efficienza per l’identificazione di specie ittiche impiegate nella preparazione del tonno inscatolato. Il metodo di preparazione del campione e di estrazione del DNA si è dimostrato semplice, idoneo e applicabile all’analisi del tonno in scatola, in quanto ha consentito il recupero di un adeguato numero di molecole bersaglio e la parziale rimozione di inibitori presenti in concentrazioni tali da interferire con l’efficienza della reazione polimerasica a catena. 
Relativamente a concentrazione e purezza del DNA estratto, l’analisi spettrofotometrica ha fornito risultati variabili e scarsamente significativi. In particolare, la concentrazione del DNA ha evidenziato valori compresi tra 20 e 80 ng/µl. I coefficienti di purezza A260/A280 osservati sono risultati compresi tra 1,61 e 2,01 in 23/30 campioni; valori inferiori a 1,61 sono stati riscontrati nei rimanenti campioni analizzati. 
La PCR booster condotta utilizzando primers universali, effettuata sul DNA estratto e purificato, ha rilevato un differente grado di amplificabilità. In particolare, in prima amplificazione soltanto 4/30 campioni di tonno al naturale hanno mostrato la banda attesa, mentre in seconda amplificazione 23/30 campioni di DNA hanno presentato amplificati delle dimensioni attese di 359 bp. I rimanenti campioni (3/30) risultati negativi sottoposti a spike test hanno evidenziato presenza di inibitori. I risultati ottenuti mediante PCR booster sono stati confermati dall’analisi di sequenza.
DISCUSSIONE

L’ottimizzazione della fase di estrazione e di purificazione del DNA è condizione necessaria per garantire il buon esito della reazione di amplificazione. La procedura estrattiva utilizzata nel presente lavoro, si è dimostrata ampiamente applicabile all’estrazione e alla purificazione del DNA da conserve di tonno, matrici alimentari complesse, in relazione alla possibile degradazione del DNA dovuta alla elevata temperatura utilizzata nella tecnologia di produzione.
Sebbene lo studio richieda ulteriori approfondimenti e affinamenti, il protocollo estrattivo associato a PCR booster ha fornito risultati particolarmente incoraggianti da un punto di vista ispettivo, consentendo di ottenere DNA amplificabile e, quindi, analizzabile per un attento e innovativo controllo della tracciabilità di filiera delle conserve ittiche. Le conserve di tonno, infatti, non rientrano nel campo di applicazione del Reg. 2065/2001 e, pertanto, sono spesso soggette a frodi commerciali.

 In linea con quanto previsto dalla nuova politica comunitaria in materia di tracciabilità e rintracciabilità alimentare, la programmazione di specifiche strategie di controllo e lo sviluppo di metodologie analitiche molecolari appaiono imprescindibili per effettuare una corretta etichettatura dei prodotti alimentari garantendone la sicurezza e il diritto di informazione dei consumatori (1).
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