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Zastosowanie techniki PCR do weryfikacji autentycznosci produktow wotowych i z wotowi

Streszczenie
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Identyfikacja wotowiny w zZywnosci pochodzenia zwierzecego stanowi wyzwanie nie tylko w u% gania
oszustwom handlowym, ale takze w celu unikniecia zagrozenia bezpieczeristwa Wynikajqcego%
klarowanego miesa, ktére moze by¢ szkodliwe dla zdrowia. W niniejszym artykule przedstawian
tyfikacji miesa wotowego i wotowiny w produktach spozywczych. Przy uzyciu klasycznej e

uzyskano jednoznaczne potwierdzenie autentycznosci wotowiny. Zaproponowana meto

i niede-

okdt iden-
reakcji PCR
zwala wykryé

obecnos¢ DNA wotowego réwniez w prébkach poddanych obrébce cieplnej (smazenie, % / gotowanie). Za-

obserwowano, zZe w czasie obrébki cieplnej nie zachodzq procesy, ktére denaturujq @

jacy jego identyfikacje.

Stowa kluczowe: wotowina, autentycznosé, reakcja PCR
Application of the PCR test to verify the authenticity o
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sob uniemozliwia-

NG

fand beef products

N

Identification of beef in food of animal origin is a challenge not o r%vent a commercial fraud, but also to
avoid the safety risks of the presence of undeclared meat that rmful to health. This paper presents the

protocol for the identification of beef and beef meat in fo
uous confirmation of beef authenticity was obtained. Th
also in heat treated samples (frying, baking, cooking). It

y using the classic PCR method, unambig-

od pr
ep method will detect the presence of beef DNA
observed that during the heat treatment there

are no processes that denature the DNA in such a Way%gn not be detected.
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Wprowadzenie

Potwierdzenie autentyczno$ci uzytych surowcd
tworzonej zywnosci pochodzenia zwierzecego zgsta
ne za wazny krok w ochronie konsumentow
waniami i nierzetelng informacja (Sentandre
2014). Ustalenie autentycznos$ci sktadnik6wsy
kim oznacza wykrycie nieprawidtowosci

zgodne z prawem etykietowanie Zywnjczqéciej no-

towane zafatszowania dotycza: $

- zastgpowania wskazanego na etykieeie, migsa surowcem
innego gatunku (np.: wieprzowina zamiast wotowiny);

- zastepowania miesa podrobaugii;

- zbyt duzego, niz wskazane, udz dodatkéw roslinnych
(np. biatko sojowe, btonry mbusowy, grochowy, skrobia
ryzowa);

- niepoprawnego ozn chodzenia (szczegdlnie pro-
dukty PDO - chronionanazwa pochodzenia i PGI - chronio-

ne oznaczenie ge iczure);
- metod hodowlifpr Cji (np. produkty TSG - gwaranto-

ecjalnosc).

K8

Y w zwiazku z globalizacjg handlu, rozwo-
jem wymignytewdrowej oraz rozwojem nowych technologii
przetw()ywnoéci, w sektorze rolno-spozywczym do-

7 adykalnych zmian, ktére wymagaja doktadnej

ak } ki taficucha zywnos$ciowego. W rzeczywistosci
globaliz oznacza, ze coraz wiecej produktow spozyw-

staw gwattownie sie wydtuza. Identyfikowalno$¢ stata sie
zatem kamieniem wegielnym unijnej polityki w zakresie
bezpieczenstwa zywnosci. Jest podstawowym narzedziem
zarzadzania ryzykiem, ktére umozliwia przemystowi spo-
zywczemu oraz wtadzom wycofanie produktéw uznanych za
niebezpieczne lub niespelniajace okreslonych norm.

% czych sprzedawanych jest na calym $wiecie a tancuch do-

Oszustwa handlowe zwigzane z miesem wotowym, zawiera-
jacym mieso innego gatunku np. wieprzowe, nalezy ocenia¢
ze wzgledoéw ekonomicznych, religijnych oraz zdrowotnych
(Safdar i in., 2014). Wraz ze wzrostem produkcji miesa dro-
biowego i wieprzowego, oraz réznorodnoscig oferowanych
produktéw miesnych zwiekszaja sie szanse skazenia (zafal-
szowania) miesa wotowego i produktéw z niego wytworzo-
nych (Ayaziin., 2006).

Sektor woltowiny byt pierwszym obszarem unijnego prawa
zywnos$ciowego, w ktérym wprowadzono mozliwos¢ Sledze-
nia. Byt to bezposredni skutek kryzysu zwigzanego z encefa-
lopatiag ggbczastg bydta w latach 90-tych ubieglego wieku.
Ustanowiono system identyfikacji i rejestracji bydia oraz
etykietowania miesa wotowego i produktéw z miesa woto-
wego (rozp. 1760/2000/WE). ,Mozliwos¢ $ledzenia” (tra-
ceability), czyli mozliwo$¢ kontrolowania przemieszczania
sie zywnosci lub substancji przeznaczonej do dodania badz
takiej, ktéora moze by¢ dodana do zywnosci, na wszystkich
etapach produkcji, przetwarzania i dystrybucji zostata obli-
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gatoryjnie wprowadzona na obszarze UE z dniem 1 stycznia
2005 r. (rozp. 178/2002/WE). Ponadto, od dnia 1 kwietnia
2015 r. podmioty dziatajace na rynku spozywczym s3 zobli-
gowane wprowadzi¢ i stosowac system identyfikacji i reje-
stracji na kazdym etapie produkgcji i dystrybucji miesa uzy-
skanego ze swin, owiec, kdz i drobiu (rozp. 1337/2013/WE).

W zwiagzku z tym, koniecznym stato sie opracowanie sku-
tecznej metody wykrywania i jednoczesnej identyfikacji
gatunkéw miesa w celu monitorowania nieprawidtowych,
niespetniajacych norm produktéw handlowych. Takie dzia-
fanie pozwoli na gwarantowanie uczciwych praktyk w han-
dlu oraz ochrone intereséw konsumenta.

Cel badan

Celem pracy byto ustalenie protokotu identyfikacji miesa
wotowego przy zastosowaniu techniki tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Ponadto postanowiono przetestowa na
wybranych produktach spozywczych, zawierajgcych w skta-
dzie (wg deklaracji producenta) mieso wolowe, w celu
sprawdzenia przydatnosci testu w rutynowych kontrolach

Material i metoda

Produkty spozywcze poddane analizie nalezaty do réznych
grup towarowych. Analizowane produkty pochodzity z kilku
zrodet i obejmowaty:

- produkty pobrane na terenie catej Polski przez inspekto-
réow Wojewddzkich Inspektoratéw Inspekcji Handlowej
w ramach podpisanej umowy o wspotpracy z Urzedem
Ochrony Konkurencji i Konsumentéw w Warszawie;

- produkty dostarczone przez zaktad przetwdrstwa mie
go (ubdj i przetworstwo bydta miesnego) w ramacg} p
sanej umowy o wspotpracy;

- produkty zakupione w punktach sprzedazy detaliczngj
usytuowanych na terenie wojewddztw zachodnsom)sr-

asle

skiego i lubuskiego.

W sumie analizie poddano 81 produktéw mi aliczo-
nych do 4 grup towarowych (tab. 1). .en ne probki
byty poddane ré6znym procesom obrébk' ogiczne;.

Tab. 1. Produkty miesne poddane analizie
Tab. 1. Tested meat products

W przypadku badan molekularnych bardzo istotne jest za-
chowanie jak najwyzszej ostroznosci i nnosci
w wykonywaniu analiz. Majac na uwadze bard ka
czuto$¢ stosowanej techniki, w celu zapobieze pad-
kowym kontaminacjom, stosowano zalecenia zgo Qua-
lity Assurance/Quality Control Guidance Lalzf ries
Performing PCR Analyses on Environme es’ (EPA,
2004), oraz ‘Good Laboratory Pract Performing

Molecular Amplification Assays’ (P by wyelimi-
nowa¢ powstawanie kontaminacji—o s prowadzenia
analiz molekularnych wprowadzo%by kontrolne wg
PN-EN ISO 24276:2007 i wg zalgegen ratorium Referen-
cyjnego Unii Europejskiej (EURE-A a biatek zwierzecych
w paszach.

Izolacja materiatu gene
Jatowym, jednorazo pelem pobrano materiat
w ilosci 25 + 0,2 g prébke przeniesiono do jato-

wego mozdzierza i ho enizowano. Z tak przygotowanej
probki pobierano wa'@ o masie 0,2 * 0,05 g i przenoszo-
no do 2 mL prebowkistypu eppendorf. Nastepnie przepro-
wadzano iz %uiywajqc zestawu Genomix Mini AX
Food (A&A Bio ology, Polska) zgodnie z zatgczonym do
zestawu pretoketem, modyfikujgc czas i temperature enzy-
analizowanego materiatu. Uzyskany osad
no w 50 pL buforu Tris (10mM, pH 8,5). W ten
dnione DNA umieszczono w temperaturze 4°C

n ziny, a nastepnie przechowywano w temp - 32°C
u'wlasciwych analiz.

zZywnosci, szczegdlnie wielosktadnikowej, moga wyste-

wac réoznego pochodzenia zwigzki organiczne, ktére moga
inhibowa¢ reakcje enzymatyczne, w tym reakcje PCR. Row-
niez podczas ekstrakcji kwaséw nukleinowych uzywa sie
rozpuszczalnikow organicznych (alkohole) oraz soli (np.
chlorek lub izotiocyjanian guanidyny, efektywnie denaturu-
jacy biatka), ktére takze moga wptywac ujemnie na uzyskane
wyniki. Aby okresli¢ czystos¢ i ilo§¢ wyizolowanego materia-
tu genetycznego przy pomocy spektrofotometru NanoDrop
1000ND (Thermo Scientific, USA) wykonano pomiar stezenia
DNA. Ustalajac stosunek absorpcji Aze0 do Azs0 oceniono za-
nieczyszczenie uzyskanego materiatu biatkami. Do dalszych
analiz przeznaczono probki, w ktorych ilo§¢ uzyskanego ma-
terialu genetycznego wynosita od 100 - 250 ng/pL, przy
wspo6tczynniku absobancji (Azeo/Azs0), w przedziale 1,8 - 1,95.

@ Okzgs’lenie stezenia izolowanego DNA

Startery i warunki reakcji PCR

Startery do identyfikacji gatunkowej wotowiny zaprojekto-
wano samodzielnie, wykorzystujac opublikowane sekwencje
nukleotydéw w GenBanku (http://ncbi.nlm.nih.gov). Wyko-
rzystano konserwatywna sekwencje kodujaca cytochrom
b w mtDNA (GenBank accession: GQ358783.1). Do projek-
towania starterow wykorzystano program Primer 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)
Po wstepnej analizie wybrano dwa startery (tab. 2), ktérych
podobienistwo do wystepujacych w bazach danych, znanych
sekwencji nukleotydowych, sprawdzono przy pomocy algo-
rytmu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Liczba przebadanych
L Grupa towarowa; produktow;
P Commodity group Number of tested
products
1  Mieso mielone 12
Minced meat
2 Wyroby wedliniarskie 33
Meat products
3 Konserwy miesne, pasteryzowane i steryli-
zowane 19
Sterilized and pasteurized canned meat
4 Przetwory miesne paczkowane, plasterko-
wane i porcjowane 17
Pre-packaged, sliced and portioned meats
5 Razem 81
No. of tested products
24
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Tab. 2. Sekwencje starterow wykorzystane w analizie molekularnej

Tab.2. Species-specific primers sequences used in PCR

Sekwencja Miejsce
Lp Gatunek; starteréw (5'-3');  identyfikacji; Amplikon
Species Primer sequence Place of (p.z.)
(5'-3"); identification
Bos taurus <
1 agcaacccttacccgattct z
(forward) A
= 265
Bos taurus <
2 attggccggggtgtagttat s
(reverse) ©

Ponadto, specyficzno$¢ starteréw sprawdzono wykorzystu-
jac matryce DNA wotowego, wieprzowego, baraniego, kozie-
go, drobiowego (kurzego, kaczego i indyczego) i kroliczego
(rys. 1.).

Do kazdej przeprowadzonej reakcji PCR, w celu weryfikacji

wiarygodnosci analizy, wprowadzono:

- kontrole dodatnig, ktéra stanowit wzorzec wotowiny (DNA
wotowy),

- kontrole ujemng, ktérg stanowito DNA $wini (Sus scrofa f.
domestica),

- kontrole negatywna, w ktorej zamiast DNA uzyto wody
wolnej od nukleaz.

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 25uL mieszaniny re-
akcyjnej zgodnie z metodyka opisang przez Sawicki (2016).
Wykorzystujac gradient temperatur w termocyklerze Ma-
stercycler Gradient (Eppendorf, Niemcy) ustalono optymal-

na temperature przylaczania starteréw na 60°C. Profil ter@

miczny sktadat sie z nastepujacych etapéw: wstepna denatu
racja 94°C/5 min, oraz 35 cykli obejmujacych denatura

94°C/30 s, anneling starteréw - 60°C/40s i ampli
72°C/40s. Ustalony program konczyt sie 5 minutowa >

fikacja w temperaturze 72°C. \

N
o
a

1
N

DNA wolowe
DNA wieprzowe
DNA baranie
DNA kozie

DNA Kkurze
DNA kacze
DNA indycze
DNA krdlicze
Kontrola ujemna

N Y
Rys. 1. Specyficznos¢ zap, %nej pary starteréw
Fig. 1. Species-specific

produktow reakcji PCR

WynikKi i ich omoéwienie

W pierwszym etapie badania ukierunkowano na nie
procedury pozwalajgcej na uzyskanie materiatu genetyczne-
\)

go z produktéw spozywczych, ktére poddane !i‘% znym
procesom technologicznym. Poniewaz stosowane teghnolo-

gie przetworstwa miesnego mogg powodo W produk-
tach wysoko przetworzonych dochodzi do<istotirych zmian

struktur tkankowych i molekularnej r% oraz degra-
dacji biatek i DNA (Sawicki i in., 2004; in2010), stad tez
0

tak duzy nacisk potozono na cze$¢ iczng.

Jak pokazaty uzyskane wyniki, y \Zagtosowaniu opraco-
wanej procedury izolacji i przy Zachowaniu opisanych $rod-
kéw ostroznosci, udato sie ¢ z kazdego badanego
0dZey

O

prawne jej przepro
analizy identyfikacji sk
Kitpipitiin, 2014): <

Kolejnym etapém stwierdzenie obecnosci miesa woto-
wego w produk oddanych analizie. Obecno$¢ wotowiny

jest kluczowym elementem
nikéw zywnosci (Ballin, 2009;

stwierdz zogtata w siedemdziesigciu dziewigciu przy-
padkac ). W przypadku jednej wedliny, w ktorej
dekla rzez producenta udziat miesa wotowego byt
na p 8% nie potwierdzono tego faktu. Podobnie nie

potwierdzi¢ obecno$ci DNA wotowego w przypad-
ej z analizowanych konserw miesnych (rys. 2).

kontrola dodatnia
kontrola ujemna
kontrola negatywna

~
=
(3
"p

analizowane
prabki

Rys. 2. Przyktadowy wynik identyfikacji wotowiny w wybranych produktach
Fig. 2. Identification of beef in meat products

Przydatno$¢-wykorzystania techniki PCR w procesie identy-
fikacji sktadnikéw zZywnos$ci pochodzenia zwierzecego, po-
twierdzili Qin i in. (2016), ktérzy réwniez, wykorzystujac
konserwatywny fragment cytb w mtDNA zidentyfikowali
poprawnie obecno$¢ miesa wolowego poddanego obrébce
termicznej (gotowane, sterylizowane w autoklawie, oraz
smazone). Podobnie postapili Musto i Satriano (2010), kt6-
rzy takze przy uzyciu starteréw identyfikujgcych konserwa-
tywna sekwencje mitochondrialnego DNA identyfikowali
obecnos$¢ wotowiny w przetworzonych produktach spozyw-
czych. Na skuteczno$é stosowania technik molekularnych
w potwierdzaniu obecno$ci miesa wotowego wskazuje réw-
niez Sawicki (2016), ktory jednocze$nie podaje mozliwe
kierunki identyfikacji wotowiny, tj.:
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- wolowina, jako jedyny lub podstawowy sktadnik;

- wolowina, jako jeden ze sktadnikéw (ponizej 10% w pro-
dukcie);

- niedeklarowany dodatek (np. 16j wotowy).

Jednoczesnie wielu autoréw podkresla istotnos¢ tego typu
analiz ze wzgledu na zgtaszane przypadki zafalszowan pro-
duktéw wotowych lub zawierajacych wotowine (Kumar i in.,
2015; Rahmati i in,, 2016). Kotowicz i in., (2005) wskazuja, ze
jednym z powoddéw wystepowania przypadkéw obecnosci na
rynku produktéw niezgodnych z podanym sktadem jest to, ze
producenci nierzadko ,zagospodarowujg" w produkcie final-
nym mieso innych gatunkéw, niz deklarowane na etykiecie.

Ponadto, wotowina ze wzgledu na znacznie wyzsza cene niz
wieprzowina czy mieso drobiowe, jest ,podatna” na zafat-
szowania. Podaz miesa wotowego na rynku krajowym jest
Scisle zwigzana z ceng zywca i dostepnoscia paszy. Przy ni-
skiej podazy tego miesa producenci zapewne prébuja zaste-
powac je surowcem pochodzacym z innych gatunkow.
Na ten problem uwage zwracali wczesniej Sawicki i Zochow-
ska-Kujawska (2016), ktorzy wskazywali na przypadki zafal-
szowan produktéw z cieleciny miesem wieprzowym.

Problem nieprawidtowosci (zafatszowan) o podtozu ekono-
micznym, ze wzgledu na postepujaca globalizacje handluy,
jest problemem og6lno$wiatowym. Dla opisania tego proce-
deru przyjeto robocza definicje EMA (economically motiva-
ted adulteration), zgodnie z ktéra sa to oszukancze, zamierzo-
ne dziatania majace na celu zastapienie lub dodanie substancji
w produkcie w celu zwiekszenia pozornej wartosci produktu

n3" (Johnson, 2014; Sawicki, 2014). Réwniez w Polsce o
kancze praktyki nie sg rzadkoScig (Kowalska, 2016). o

W walidacji metodologii badan przesiewowych opart a
testach molekularnych nalezy wzig¢ pod uwage,(ze p&z -
tywne (lub ujemne) wyniki mogg spowodowacé noéc’
ponownego zdefiniowania wzorca. Zazwyczaj podejsciu

Iz

enow cytochromu b zwie-

ospodarczo umozliwi
projektowanie alternatywnych starteréw dla wielu gatun-
kéw. Jednoczesnie idengatunkowa prébek wysoce
przetworzonych moz , onywana z powodzeniem,

nawet jesli maja b nalizowane mieszaniny wiecej niz

jednego gatunku. %?

jajaca sie baza danych sekwencj
rzat hodowlanych i uzytkowdny

Whioski

Jak wskaz ane wyniki technika PCR moze by¢ przy-
datng m u.\ tyfikacji wotowiny w rutynowych anali-
zach. Dz'sanej powyzej procedurze metoda ta umoz-

ywanie wotowiny w produktach zawierajacych

i (miesnie i thuszcze) oraz poddane réznym ob-
eplnym. Ponadto opisany tutaj sposob identyfikacji

wotowiny moze stanowi¢ alternatywe dla istniejgcych obecnie
metod wykrywania surowcéw w produktach mies .
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