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OPRACOWANIE PROSTYCH I SKUTECZNYCH TESTOW REAL-
TIME PCR DO IDENTYFIKACJI KOMPONENTOW BYDLECYCH,
WIEPRZOWYCH I OWCZYCH W ZYWNOSCI

Streszczenie

Proste, skuteczne i czute metody identyfikacji gatunkowej komponentow migsnych w produktach spo-
zywezych sa waznym aspektem produkeji zywnosci. Sa one istotne zaréwno dla producentow, jak i kon-
sumentow, ktorzy sa coraz bardziej zainteresowani rzeczywistym sktadem zywnosci. W identyfikacji
komponentoéw pochodzenia zwierzgcego w zywnosci najwigksze znaczenie maja obecnie metody polega-
jace na analizie mtDNA, co wynika ze znacznej trwalosci oraz specyficznosci gatunkowej tej czasteczki.
Celem pracy bylo opracowanie prostych i skutecznych testow identyfikacji gatunkowej komponentéw
bydlecych, wieprzowych i owczych, przydatnych do analizy zywnosci. Badaniom poddano probki migsa
o zawartosci [%]: 6, 35, 60, 80 i 100 wolowiny w wieprzowinie, wieprzowiny w wolowinie i baraniny
w wieprzowinie. Metoda polega na identyfikacji gatunkowo specyficznych dla bydta, $win i owiec frag-
mentow genu kodujacego COX1 o dlugosciach 68 pz oraz 53 pz. W opracowanych testach granica wy-
krywalnosci komponentu wieprzowego wynosita 0,07 %, bydlecego — 0,4 % i owczego — 0,5 %. Uzyskane
wyniki wskazuja na specyficzno$é¢ gatunkowa stosowanych testow. Reaktywnos$¢ krzyzowa albo nie za-
chodzi, albo mozna ja zaobserwowac¢ w poznych cyklach reakcji. Metoda ma zastosowanie zardéwno do
migsa surowego, jak i jego przetworow, takich jak kielbasa, mielonka, szynka. Metoda nie jest czaso-
chtonna (4 h), natomiast jest powtarzalna (wzglgdne odchylenie standardowe w przypadku migsa surowe-
go wynosi < 1,57 %) oraz doktadna (btad pomiaru < 2,33). W analizach migsa przetworzonego doktadnos¢
pomiaru jest mniejsza, a rozrzut wynikow nieznacznie wigkszy, co moze wskazywac na konieczno$é
dostosowania krzywej standardowej do probek badanych pod wzglgedem przetworzenia.

Stowa kluczowe: identyfikacja gatunkowa, startery specyficzne gatunkowo, Real-time PCR, COX1 mtDNA

Wprowadzenie

Identyfikacja gatunkowa przetworzonych komponentow artykuldw spozywczych
lub ich surowych sktadnikow wzbudza zainteresowanie producentéw zywnosci i kon-
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sumentoéw. Potrzeba poznania rzeczywistego sktadu produktow spozywczych wynika
ze zwigkszajacej si¢ dbatosci o jako$¢ zywnosci 1 o jej pozytywny wptyw na ludzkie
zdrowie. Poszukiwana jest np. informacja o obecnosci sktadnikdéw alergennych w pro-
duktach zywnosciowych, a bywa ona niedostateczna. Waznym aspektem jest czynnik
ckonomiczny, sktaniajacy niektorych producentdéw do $wiadomych zafalszowan,
szczegolnie do zastgpowania migsa 0 wyzszej wartosci rynkowej tanszym, zazwyczaj
mniej warto§ciowym skladnikiem. Ponadto wzrasta liczba klientow zainteresowanych
oryginalnymi produktami spozywczymi (np. dziczyzna) [10, 17], zywnosScig egzotycz-
ng (np. owocami morza) [8, 18] lub produktami o okreslonych walorach zywienio-
wych. W zwigzku z tym moze dochodzi¢ do zafalszowan produktu zywnosciowego,
czyli podawania nieprawdziwych danych o produkcie na opakowaniu, co ma na celu
ukrycie jego rzeczywistego sktadu [22]. Przepisy unijne zakazujg takich praktyk i za-
pewniajg konsumentom prawo do dokonywania $wiadomych wyboréw dotyczacych
spozywanej przez nich zywno$ci oraz wprowadzajg sankcje za dziatanie wprowadzajg-
ce konsumenta w btad [20]. Rozporzadzenie UE nr 1169/2011 [19] z dnia 13 grudnia
2014 r. rozszerza zakres odpowiedzialnosci — sankcje moga dotyczy¢ nie tylko produ-
centow, ale 1 np. wlascicieli sklepow internetowych. Zakaz wprowadzania konsumenta
w blad zostal rozszerzony takze o tresci reklamowe.

Ustanowione przepisy beda respektowane wtedy, gdy zostana opracowane sku-
teczne metody pozwalajace na specyficzng kontrole produktow. Obecnie najwicksze
znaczenie dla identyfikacji gatunkowej w produktach pochodzenia zwierzgcego maja
metody polegajace na analizie mitochondrialnego DNA (mtDNA), co wynika ze
znacznej trwalosci takiej czasteczki oraz jej specyficznosci gatunkowej. W obrebie
sekwencji nukleotydowej mozna wyodrgbni¢ fragmenty specyficzne dla identyfikowa-
nego gatunku — takie same bez wzglgedu na pochodzenie tkanki. Ponadto czasteczka
DNA pozostaje stabilna w zmiennych, niekorzystnych warunkach termiczno-
barycznych, co pozwala na identyfikacje produktéw przechowywanych lub przetwo-
rzonych. Wérdd metod bazujacych na DNA, reakcja tancuchowa polimerazy — w od-
mianie klasycznej (PCR) oraz w czasie rzeczywistym (Real-time PCR) — jest najlepiej
opracowang technikg molekularng, umozliwiajgcg identyfikacj¢ gatunkowa komponen-
tow, nawet w ztozonych i przetworzonych produktach zywnosciowych [1, 11, 13, 14].
Podczas doskonalenia metod wykazano przewage mitochondrialnego DNA nad innymi
markerami genetycznymi. W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie zyskuje PCR
w czasie rzeczywistym ze wzgledu na duzg czulo$¢ testow oraz mozliwo$¢ okreslenia
sktadu ilosciowego badanego materiatu [2, 3, 4].

Celem pracy bylo opracowanie prostych i skutecznych testéw identyfikacji ga-
tunkowej komponentéw bydlecych, wieprzowych i owczych, ktore bytyby skuteczne
w analizie zywnosci.
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Material i metody badan

Material doswiadczalny stanowily probki migsa: wieprzowego (Sus scrofa), wo-
towego (Bos taurus) i owczego (Ovis aries). Probki migsa poszczegolnych gatunkow
pobierano podczas dysekcji doswiadczalnych, przeprowadzanych na zwierzgtach,
utrzymywanych w zasobach Instytutu Zootechniki PIB. Nastepnie na ich bazie przygo-
towywano probki dwugatunkowe przez mieszanic mig¢sa wolowego z wieprzowym
oraz owczego z wieprzowym w takich proporcjach, aby sktad probek byt nastepujacy
[%]: 6, 35, 50, 60, 80, 100 odpowiednio: wotowiny w wieprzowinie, wieprzowiny w
wolowinie, baraniny w wieprzowinie.

Ponadto material do$wiadczalny stanowity produkty zywnosciowe dostepne
w handlu, tj. kietbasy (biata, $laska, krakowska sucha) szynki (konserwowa, pieczona,
gotowana), mielonka oraz surowe migso (wotowe, wieprzowe, owcze). Z surowego
migsa jednogatunkowego tworzono mieszaniny mi¢sa wotowo-wieprzowego (50 : 50)
oraz wieprzowo-owczego (50 : 50).

Odwazano probki migsa o masie 500 g. Migso mielono kilkakrotnie w celu ho-
mogenizacji, a migdzy kolejnymi homogenizacjami mieszano. Z tak przygotowanego
materiatu tworzono podpréby o masie 50 g, losowo wybierano porcje homogenizowa-
nego migsa, a z nich odwazano nastgpnie probki laboratoryjne o masie zgodnej z wy-
mogami izolacji DNA. Urzadzenie rozdrabniajace byto sterylizowane migdzy miele-
niem kolejnych probek (w celu uniknigcia kontaminacji).

DNA otrzymywano przy uzyciu zestawu AX Food (A&A Biotechnology). Sto-
sowano metode izolacji podang przez producenta, zawieszajac DNA w 50 upl buforu
TE (Tris-EDTA). Do pomiaru stezenia DNA uzywano spektrofotometru Nanodrop
(ThermoScientific), okreslajac jednoczesnie czystos¢ wyekstrahowanego DNA po-
przez pomiar stosunku absorbancji przy A= 260 nm i A = 280 nm. Ponadto jakos¢ DNA
sprawdzano poprzez elektroforeze w 0,8-procentowym zelu agarozowym przy napigciu
80 V przez 50 min.

Wybrane sekwencje genéow gatunkow: bydlo, $winie i owce zaczerpnicto z Gen
Banku [7]. Numery akcesyjne sekwencji genow wymienionych gatunkoéw to odpo-
wiednio: NC 006850, NC 012095 i NC 001941. Na podstawie poréwnania wspo-
mnianych sekwencji miedzy soba, jak rowniez z sekwencjami kury (NC _001323)
i cztowieka (NC_012920.1), wybrano regiony wykazujace brak homologii miedzyga-
tunkowej w mitochondrialnym genomie (COX1) tych gatunkéw. Wybrana do badan
sekwencja kodujaca podjednostke COX1 jest powszechnie uzywana do rozrdzniania
gatunkéw zwierzat oraz do barkodingu [9, 15]. Do fragmentéw tych zaprojektowano
startery 1 sondy TagMan przy uzyciu programu PrimerExpress (Life Technologies)
[21]. Sondy wyznakowano barwnikiem reporterowym Vic (sonda bydleca) oraz NED
(sonda wieprzowa i owcza). W tab. 1. przedstawiono sekwencje starteroOw i1 sond oraz
wielko$¢ otrzymanego przy ich udziale produktu reakcji PCR. Przeprowadzono teore-
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tyczne (przy zastosowaniu oprogramowania FastPCR [12]) 1 doswiadczalne (w reakcji
PCR) sprawdzenie zaprojektowanych starteréw pod wzgledem ewentualnego réwno-
czesnego powiclania DNA zwierzat innych gatunkdéw oraz roslin, stosowanych w po-
staci sktadnikow lub zafatszowan produktow spozywczych (kon, krélik, indyk, kaczka,
ges, kot, pies, soja, ryz, kukurydza).

Tabela 1. Startery i sondy specyficzne gatunkowo zaprojektowane dla genu kodujacego COX1
Table 1 Primers and species-specific probes designed for gene encoding COX 1

Wielkosc Temperatura
Gatunek | Starter/Sonda Sekwencja (5-3) amplikonu amhngu
. . Ny . . Annealing
Species | Primer/Probe Sequence (5-3) Size of amplicon
temperature
[pz] / [bp] °C]
Bvdt Forward GATGCTTGGGCCGGTATAGTAG
CZ‘[ tl(e) Reverse GGCCTAATTCAGCGCGAAT 68 60
Sonda/Probe AACAGCTCTAAGCCTTC
Swini Forward GACATCGGCACCCTGTACCT
P Reverse GCTCAAGGCAGTGCCCACTA 53 60
£ Sonda/Probe CTATTTGGTGCCTGAGCAG
0 Forward [16]
SJZ Za Reverse [16] 53 64
P Sonda/Probe TCGGAGGCTTAACTGG

Przy zastosowaniu wyznaczonych starterow prowadzono reakcje PCR na DNA
wyizolowanym z modelowych probek migsa [%]: 6, 35, 60, 80 i 100. Reakcje PCR
prowadzono w uktadzie duplex (startery/sondy bydlece i wieprzowe) oraz monoplex
(startery/sonda owcze). Sprawdzono specyficznos¢ reakcji, liniowo$¢ oraz granice
wykrywalno$ci. Na probkach modelowych jednogatunkowych oraz 50-procentowych
dwugatunkowych sprawdzono powtarzalno$¢ wyniku dla niezaleznych izolacji (tab. 2)
oraz reakcji qPCR wykonanych na tym samym ekstrakcie DNA (tab. 3).

Opracowang metode zastosowano do analizy komercyjnych probek zywnosci
(tab. 4). Do wszystkich reakcji zastosowano krzywe standardowe wyznaczone z mode-
lowych probek migsa [%]: 6, 35, 60, 80 1 100.

Wyniki i dyskusja

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono przydatnos¢ zestawu Ax Fo-
od do izolacji DNA. Otrzymano DNA o stezeniu powyzej 400 ng/ul i o jako$ci wystar-
czajacej do przeprowadzenia reakcji qPCR. Wspolczynnik Ajgo250 Wszystkich probek
zawieral si¢ w przedziale 1,80 ~ 1,92, a w rozdziale elektroforetycznym DNA migro-
walo w postaci mocnego prazka. Jednak DNA probek przetworzonych byto nieznacz-
nie zdegradowane (rys. 1).
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Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny DNA w 0,8-procentowym zelu agarozowym. W kolejnych studzien-
kach przedstawiono DNA wyizolowane z kietbasy: $laskiej A (1), $laskiej B (2), bialej (3), kra-
kowskiej suchej (4); z szynki: konserwowej (5), pieczonej (6), gotowanej (7); z mielonki (8);
z migsa mielonego: wotowego (9), wieprzowego (10), owczego (11) 1 wolowo-wieprzowego
(12)

Fig. 1. Electrophoretic separation of DNA in 0.8 % agarose gel. Subsequent lanes contain DNA isolated
from: Slaska sausage A (1); Slaska sausage B (2); white sausage (3); Krakowska dry sausage
(4); tinned ham (5); roast ham (6); cooked ham (7); luncheon meat (8); minced bovine meat (9);
minced pork meat (10); minced ovine meat (11); and minced bovine and porcine meat (12).

Wykazano, ze optymalne ilosci starteréw oraz sondy to odpowiednio: 300 oraz
150 nmol, natomiast najkorzystniejsza dla kazdej reakcji ilos¢ DNA to 50 ng. Przy
takim poziomie DNA amplifikacja w zakresie stezen 6 + 100 % zachodzita migdzy 17.
a 30. cyklem testu bydlecego (rys. 2A), 17. a 26. cyklem testu wieprzowego (rys. 2B)
oraz migdzy 17. a 30. cyklem — owczego (rys. 2C). W analogicznych testach stosuje si¢
zazwyczaj od 25 ng DNA. W przypadku opracowywanych testow zastosowano jednak
wickszg ilos¢ DNA, aby osiggna¢ granice wykrywalno$ci na satysfakcjonujacym po-
ziomie. Gdyby uzyto mniej DNA, doprowadzitoby to do wzrostu CT (cyklu progowe-
go) i zmniejszenia ilosci produktu amplifikacji, co ostatecznie spowodowatoby obnize-
nie czuto$ci reakcji.

Uzyskane wyniki wskazujg na matg reaktywnos¢ krzyzowa. W przypadku starte-
row bydlecych i owczych reaktywnos$¢ krzyzowa zachodzi od 44 cyklu (rys. 2A i1 2C).
Z kolei dla starterow wieprzowych reakcja z komponentem kurzym nie zachodzi,
a z bydlecym i owczym przebiega ok. 42 cyklu (rys. 2B). W tym przypadku jednak
réznica miedzy reaktywnos$cia probki 1 % a reakcjami krzyzowymi jest wigksza niz
w pozostatych przypadkach i wynosi 11 cykli (rys. 3). Zaleznos¢ migdzy log fluore-
scencji a stezeniem oznaczanego DNA jest liniowa w calym zakresie stezen (rys. 3).
W celu wyznaczenia zakresu st¢zen, dla ktorych mozna stosowac¢ metode, ,,0dcigto”
wykresy fluorescencji dla 100 % probek pochodzacych z gatunkow innych niz doce-
lowe. Zaktada si¢, ze wszystkie wyniki ponizej tych wartosci nie sg brane pod uwagg.
Dla wigkszej wiarygodno$ci wynikow otrzymang granice przesuni¢to dodatkowo o 4
cykle. Z krzywej standardowej dla kazdego badanego gatunku (rys. 3 A, B, C) odczy-
tano stezenia analizowanego komponentu. Wynosity one 0,4 % dla bydta, 0,07 % dla
swin oraz 0,5 % dla owiec. W ten sposdb wyznaczono najmniejsza ilo$¢ badanego
materiatu specyficznego gatunkowo, jakg mozna realnie zidentyfikowa¢ (LOD).
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Tabela 2.  Wyniki analizy modelowych probek migsa z niezaleznych izolacji DNA
Table 2.  Analysis results of model meat samples fro independent DNA isolations

Rzeclzy V(;/lSty Powtorzenie Zidentyfikowany sktad Miary statystyczne
saiad - izolacji DNA Identified composition Statistical measures
Real composition ; . 0
(%] DNA 1s'o1at10n [%]
repetition SD D RSD [%]
B|ls| o B S 0
A 96.70 B B
B 92.44 - -
100 | - - C 92.66 - - 2.30 4.94 242
D 96.92 - - - B -
E 96,60 - - - - -
A - 101.1 - S
B - 97.26 -
- |100]| - C - 98.37 - 1.80 0.46 1.81
D - 101.4 - B - -
E - 99.46 - B B _
A - - 98.25
B - - | 9925 0
- - | 100 C - - 98.23 0.71 1.76 0.72
D - - 97.25 - B -
E - - 98.22 - B -
A 4826 |47.27 - B
B 47.69 |48.27 - 0.69 2.35 1.46
50 | 50 | - C 46.53 | 4833 - - - -
D 4758 |48.22 - S
E 48.19 |47.27 - 055 | 213 [ 1.5
A - 4622 | 47.66 S
B - 4822 | 4833 L1l [ 210 [ 231
- |50 50 C - 4759 | 47.16 o
D - 4924 | 4927
E - 4822 | 46.27 114 | 226 | 239

Objasnienia: / Explanatory notes:

B — migso z bydta / meat from cattle; S — migso ze §win / meat from pig; O — migso z owiec / meat from
sheep; SD — odchylenie standardowe / standard deviation; D — btad bezwzgledny / absolute error; RSD —
wzgledne odchylenie standardowe / relative standard deviation.

Granice¢ wykrywalnosci uznano za wystarczajacg do komercyjnego zastosowania
opracowanych testow, pomimo ze analogiczne metody opracowane w innych laborato-
riach cechujg si¢ granicg wykrywalno$ci od 0,1 % [3, 5]. Na korzys¢ LOD uzyskanego
w badaniach wlasnych przemawia to, ze poprzez wykorzystywanie reakcji duplex ge-
neruje nizsze koszty od reakcji multipleksowych wykorzystywanych do analizy zafat-
szowan wotowiny wieprzowing [5, 13].

Zaobserwowano powtarzalnos¢ wynikow w przypadku niezaleznych izolacji tej
samej probki (tab. 2) — odchylenie standardowe nie wigksze niz 2,3 (RSD = 2,42 %).
Wicgkszos¢ otrzymanych wynikdéw jest nieznacznie zanizona, gdyz wartosci Srednie
zidentyfikowanego sktadu plasujg si¢ ponizej wartosci rzeczywistych, roéznice sg jed-
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nak niewielkie — btad bezwzgledny < 4,94. Podobnie wyniki otrzymane w niezalez-
nych powtdrzeniach reakcji qPCR roéwniez sg powtarzalne (RSD < 3,18 %) oraz nie-
wiele odbiegaja od sktadu rzeczywistego D < 3,7 (tab. 3).

Tabela 3. Wyniki analizy modelowych probek migsa z pigciu niezaleznych reakcji gPCR
Table 3.  Analysis results of model meat samples from five independent qPCR reactions

. Zidentyfikowany
Sklad rzeczywisty $redni sktad Identi- Miary statystyczne
Real composition . 7.
[%] fied mean composi- Statistical measures
tion [%]
B S (6] B S (0] SD D RSD [%)] SD D | RSD [%]
B B B
100 - ) 96301 - ) 1,03 3,70 1,07 ) ) )
S S S
- |10 - - |87 - 0,93 | 1,13 0,94 } } }
O (0) (0]
) ) 100 ) ) 97,714 0,96 | 2,26 0,98 ) ) )
B B B S S S
S0 | 30 ) 47,95 | 47,06 ) 0,43 2,05 0,86 1,13 | 2,94 2,40
S S S (0) O 0]
) S0 | 30 ) 47,071 47,10 1,16 | 2,93 2,46 1,50 | 2,90 3,18

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Zastosowanie omawianego testu do badania zywno$ci wskazuje na podobne pra-
widtowosci, jak w badaniach modelowych w przypadku materiatu surowego (D < 2,33,
RSD < 7,52 %). Natomiast wyniki dotyczace materialu przetworzonego sa powtarzalne
(w przypadku duzego udziatu migsa identyfikowanego gatunku — RSD < 5,39 %, po-
dobnie w przypadku matego udziatu — RSD < 11,93 %), lecz doktadno$¢ pomiaru jest
mniejsza (tab. 4). W przypadku kietbasy D wynosi 6,94, a mielonki — nawet 17,9. Jesli
zatozy si¢, ze sktad podany przez producenta jest zgodny z rzeczywistym, to przyczyng
roznic w warto$ciach metody moze by¢ zastosowanie krzywej standardowej wykona-
nej na podstawie oznaczen w surowym migsie, ktore zawieralo DNA o wyzszej jako-
$ci. Mozliwe, ze zastosowanie krzywej standardowej wyznaczonej z probek przetwo-
rzonych umozliwialoby otrzymywanie wynikow o wigkszej doktadnosci.

Uzyskane wyniki wskazuja na wysoka przydatnos¢ opracowanych testow do ana-
lizowania zywnosci surowej oraz poddanej obrobee termiczno-barycznej. Proponowa-
ne startery wytwarzaja amplikony o niewielkiej dlugosci. Wielkos¢ amplikonéw ma
ogromne znaczenie w przypadku identyfikacji probek przetworzonych, w ktorej DNA
moze by¢ zdegradowane do odcinkow ponizej 100 pz. [16]. W takim przypadku test
wykorzystujacy mate fragmenty sprawdza si¢ bardzo dobrze [17, 18], co zostato po-
twierdzone réwniez w przedstawionej metodzie. PCR z uzyciem starterow specyficz-
nych jest jedng z najczgsciej stosowanych metod identyfikacji gatunkowej, poniewaz
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zapewnia szybko$¢, specyficznos$é i wysoka czulos¢ badan. W przypadku przetworzo-
nych i wielogatunkowych produktéow zywnosciowych, PCR z uzyciem specyficznych
starterow stanowi skuteczne narze¢dzie do identyfikacji gatunkow [10, 14].

Tabela 4. Wyniki analizy probek komercyjnych z trzech niezaleznych reakcji qPCR

Table 4.  Analysis results of commercial samples from three independent gPCR reactions
Sktad podany
przez Zidentyfikowany
producenta sredni sktad Miary statystyczne
Rodzaj probki Composition | Identified mean Statistical measures
Type of sample | declared by | composition [%]
producer [%]
RSD RSD
B S B S SD D ] | SP D 4]
Kietbasa biata S S S
White sausage ) ol ) 84,06 4,53 | 6,94 | 539 ) ) )
Kielbasa slaska A S S S
Slaska sausage A ) 4 ) 87,05 225 | 6,95 | 2,58 ) ) )
Kietbasa s$laska B B B B S S S
Slaska sausage B ? 78 8,13 69,67 0,97 0,87 | 11,93 | 532 8,33 7,63
Krakowska sucha
B B B S S S
Krakowska dry 5 85 3,61 85,74 027 1.39 7.42 427 0.74 498
sausage
Mielonka
wieprzowa S S S
Luncheon meat . o4 ) 76,10 427 | 179 | 5.61 . . .
pork
Szynka konser- S S S
wowa Canned - 58 - 52,04 3.27 5.96 6.28 - - -
ham
Szynka pieczona S S S
Roasted ham ) 80 ) 85,76 430 | 5,76 | 5,01 ) ) )
Szynka gotowana S S S
Cooked ham ) 90 ) 84,90 3,59 | 5,10 | 4,22 ) ) )
Migso mielone B B B
Minced meat 100 ) 97,78 ) 0,52 2,22 0,53 ) ) )
Migso mielone S S S
Minced meat ) 100 ) 97,67 0,57 | 2,33 | 0,58 ) ) )
Migso mielone B B B S S S
Minced meat >0 SO | ATT | 4884 | 95 | 230 | 157 | 051 | 156 | 1,05

Objasnienia jak pod tab. 2. / Explanatory notes as in Tab. 2.

Whioski

1. Mitochondrialna sekwencja kodujaca podjednostke I genu oksydazy cytochromo-
wej (COX1) jest przydatna do rozrdzniania gatunkow zwierzat w probkach miesa.
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2.

(1]
(2]
(3]

(4]

(3]

(10]

(1]

[12]

[13]

Opracowane testy pozwalajg na okreslenie przynaleznosci gatunkowej sktadnikow
zwierzecych w zywnos$ci surowej oraz przetworzone;.

Do poprawnego zidentyfikowania sktadu zywnosci krzywa standardowa powinna
by¢ sporzadzana na podstawie oznaczen w materiale podobnym do probek bada-
nych.

Metoda identyfikacji gatunkowej zywnosci przy zastosowaniu reakcji Real-Time
jest powtarzalna i doktadna
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DEVELOPMENT OF EASY AND EFFECTIVE REAL-TIME PCR TESTS TO IDENTIFY
BOVINE, PORCINE, AND OVINE COMPONENTS IN FOOD

Summary

Simple, effective, and sensitive methods to species identify meat components in food products are
an important aspect in the production of food production. They are essential for both the manufacturers
and the consumers, who are more and more interested in the actual composition of foods. At present,
among the most important methods to identify components of animal origin in food are those based on an
mtDNA analysis owing to the considerable stability and species-specificity of that molecule. The objective
of the research study was to develop simple and efficient tests for species identification of bovine, porcine,
and ovine components, which would be useful for the analysis of food. The analysis covered samples of
meat containing 6 %, 35 %, 60 %, 80 %, and 100 % of beef in pork, pork in beef, and mutton in pork. The
method is based on the identification of cattle, pigs, and sheep species-specific fragments of the gene
encoding COX1 with 68 and 53 bp. For the tests being developed, the limit of detection was 0.07 % as for
the porcine component, 0.4 % as for the bovine component, and 0.5 % as for the ovine component. The
results obtained show the species specificity of the tests applied. The cross reactivity does not occur or it
can be found in the late cycles of reaction. This method may be applied to raw meat and to its products,
such as sausages, luncheon meat, ham. The method is not time-consuming (4 hours); it is repeatable (rela-
tive standard deviation for raw meat < 1.57 %) and accurate (measurement error < 2.33 %). As for the
analysis of the processed meat, the accuracy of measurement is lower, and the relative dispersion of results
is slightly higher; this might indicate the need to adjust the standard curve to the samples the processing of
which is to be analyzed.

Key words: identification of species, species-specific primers, real-time PCR, COX1, mtDNA
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