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Summary

Under current regulations, it is possible to export processed animal proteins originating from tissues of
animals other than ruminants. In order to ensure appropriate control, studies were undertaken to adopt
a real-time PCR method for the analysis of processed products of animal origin. The material consisted of
raw by-products of beef, pork and poultry. In the assays, mitochondrial DNA was used. The modified method
is capable of detecting ruminant DNA at a level of 0.025%. The results of validation studies demonstrate that
the real-time PCR method can be used in routine tests to identify ruminant DNA in raw animal by-products.
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Przetworzone biatko pochodzenia zwierzgcego (PAP)
powszechnie uznawane jest za przyczyng wystqpienia
epidemii gabczastej encefalopatii bydta (BSE) (2, 6
13,25).0d 1988 r. wprowadzano ograniczenia prawne
stosowania PAP w zywieniu zwierzat gospodarskich.
Poczatkowo zakaz wprowadzono w Wielkiej Brytanii
1 dotyczyt on stosowania maczek migsno-kostnych
pochodzacych od przezuwaczy w zywieniu bydta (15,
19-21). Obecnie, zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji
56/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r. zmieniajagcym zatacz-
niki [ 11V do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
1 Rady (WE) nr 999/2001 ustanawiajacego zasady do-
tyczace zapobiegania, kontroli i zwalczania niektérych
przenos$nych encefalopatn gqbczastych obowiazuje
zakaz stosowania PAP w zywieniu zwierzat gospodar-
skich (18). Wyjatek stanowi maczka rybna, ktorg mozna
wykorzystywaé w paszach dla trzody chlewnej, drobiu,
a takze dla nieodsadzonych przezuwaczy jako sktadnik
preparatow mlekozastepczych. Ponadto w zywieniu
zwierzat akwakultury mozna stosowac przetworzone
biatka zwierzece inne niz maczka rybna, pochodzace
od zwierzat nieprzezuwajacych.

Od 2010 r. trwaja prace nad przywroceniem mozli-
wosci stosowania PAP w zywieniu zwierzat, zgodnie
z wytycznymi zawartymi w Komunikacie Komisji do
Parlamentu Europejskiego i Rady ,,Druga mapa drogowa
dla TSE. Dokument strategiczny w sprawie pasazowal-
nych encefalopatii ggbczastych na lata 2010-2015” (10).

Ze wzgledu na fakt, ze ryzyko przeniesienia BSE miedzy
zwierzetami nieprzezuwajacymi jest minimalne, wpro-
wadzanie PAP do zywienia zwierzat bedzie polegato
na stopniowym uchylaniu zakazu paszowego w odnie-
sieniu do zwierzat innych niz przezuwacze tj. $winie,
dréb czy ryby. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze nadal
bedzie obowigzywat zakaz powtornego przetwarzania
wewnatrzgatunkowego, czyli np. maczka migsno-kostna
wieprzowa mogtaby by¢ podawana wylacznie dla dro-
biu. Z tego wzgledu konieczne stalo si¢ opracowanie
metod analitycznych pozwalajacych na identyfikacje ga-
tunkowa PAP. W 2015 r. wdrozono i akredytowano prze-
kazang przez Europejskie Laboratorium Referencyjne
ds. biatek zwierzgcych (EURL-AP) metodg identyfikacji
DNA przezuwaczy w paszach z zastosowaniem techniki
real-time PCR.

Od lutego 2016 r. obowigzuje Rozporzadzenie Ko-
misji (UE) 2016/27 z dnia 13 stycznia 2016 r., zgodnie
z ktorym mozliwe jest eksportowanie PAP produko-
wanego z tkanek innych niz przezuwacze (16). W celu
potwierdzenia wprowadzenia wiasciwych Srodkow
zapobiegawczych zanieczyszczeniom krzyzowym
konieczne jest wprowadzenie kontroli obejmujqcej
réwniez surowe uboczne produkty pochodzenia zwie-
rzgcego. Zgodnie z definicjg zawarta w Rozporzadzeniu
Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1069/2009,
uboczne produkty pochodzenia zwierzgcego s to cate
zwierzeta martwe lub ich czesci, produkty pochodzenia
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zwierzecego lub inne produkty otrzymane ze zwierzat,
nieprzeznaczone do spozycia przez ludzi, w tym takze
komorki jajowe, zarodki 1 nasienie. Z wzgledu na fakt,
ze dotychczas nie byto metody pozwalajacej na analize
tego rodzaju materiatu, podj¢to prace majace na celu
dostosowanie obowigzujacej metody real-time PCR
wykorzystywanej do badan pasz (5, 17).

Materiatl i metody

Material do badan stanowily surowe uboczne produkty
pochodzenia zwierzecego wotowe, wieprzowe i drobiowe.
Ponadto do oceny specyficzno$ci reakcji wykorzystano su-
rowe mi¢so pochodzace z r6znych gatunkow zwierzat: konia
(Equus caballus), owcy (Ovies aries), kozy (Capra hircus),
jelenia (Cervus elaphus), sarmy (Capreolus capreolus), to-
sia (Alces), dzika (Sus scrofa), kury (Gallus gallus), indyka
(Meleagridis meleagridis), kaczki (Anas platyrhynchos f.
Domestica), bazanta (Phesanius colchicus), zajaca (Lepus),
psa (Canis familiaris), kota (Felis catus), szczupaka (Esox
lucius), dorsza atlantyckiego (Gadus morhua), sardynki
(Sardina pilchardus) oraz materiaty roslinne: soje¢ (Glycine
max), kukurydze (Zea mays), pszenice (Trticum aestivum),
buraka cukrowego (Beta vulgaris), zyto zwyczajne (Secale
cereale), rzepak (Brassica napus), owies (Avena), jgczmien
(Hordeum), stonecznik (Helianthus annuus). Probki zostaty
przygotowane wedhug nastepujacego schematu:

* 20 probek bez zawarto$ci materialu pochodzacego
z przezuwaczy (surowe produkty pochodzace od trzody
chlewnej i drobiu);

* 17 probek surowych migs réznych gatunkow;

* 9 probek materiatow roslinnych;

* po 20 probek surowych produktéw od trzody chlewne;j
i drobiu kontaminowanych produktami z przezuwaczy. Prob-
ki zawieraly dodatek materiatu z przezuwaczy na poziomie:
0,025%, 0,05% 1 0,1%.

Ekstrakcja DNA. Do badania przygotowywano probke
o masie 100 g. Nastepnie rozdrabniano przy uzyciu maszyn-
ki do mielenia migsa/blendera. Po doktadnym wymieszaniu
pobierano 200 mg probki do proboéwki typu eppendorf o po-
jemnosci 2 ml.

Do badania zastosowano zmodyfikowang metode identyfi-
kacji DNA przezuwaczy z zastosowaniem techniki real-time
PCR, ktora zostata przekazana przez EURL-AP. Pierwsza
zmiana dotyczyla testu komercyjnego uzytego do izolacji
DNA. W prezentowanych badaniach wykorzystano test
Genomic Mini AX Tissue (A&A Biotechnology). 1zolacje
wykonywano zgodnie z wytycznymi producenta. Wyekstra-
howane DNA zawieszano w 200 pl wody wolnej od DNazy
i RNazy. Stezenie uzyskanego DNA mierzono przy uzyciu
spektrofotometru (Nicolete Evolution 300ThermoSpectro-
nic). Czystos¢ wyekstrahowanego DNA sprawdzano poprzez
pomiar stosunku absorbancji przy A =260 nm i A = 280 nm.

Startery. W oparciu o procedurg identyfikacji DNA prze-
zuwaczy metoda real-time PCR wykorzystano sekwencje
starterow i sonde (5), ktore zostaty zsyntetyzowane w Ge-
nomed.

Reakcja real-time PCR. Reakcje przeprowadzono
w 96-dotkowych ptytkach (Micro-Amp® Optical 96-well
reaction plate, Applied Biosystems). Mieszanina reakcyjna
0 objetosci 25 ul zawierata: mastermix z MgCl, — 12,7 ul,
po 1,1 ul (20 pmol) kazdego startera A i B, 0,73 pl (3,65
pmol) sondy, 5 ul wody wolnej od DNazy i RNazy oraz 5 ul
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DNA probki. W badaniach zastosowano TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) zamiast zalecanego
w procedurze Universal mastermix (Diagenode). Badania
wykonywano przy uzyciu aparatu ABI 7500 (Applied Bio-
systems). Amplifikacja zostata przeprowadzona zgodnie
z nastepujacym profilem czasowo-temperaturowym: dekon-
taminacja 50°C przez 2 min, denaturacja wstepna 95°C przez
10 min, 50 cykli: denaturacja 95°C przez 15 s oraz przylacza-
nie starteréw 1 wydluzanie nici DNA w zakresie temperatur
50°C-60°C przez 1 min.

Do okreslenia wartosci cut-off zastosowano zestaw kali-
bracyjny DNA przezuwaczy ERM-AD482 Ruminant (JRC-
-IRMM, Belgia). W celu ustalenia wartosci cut-off stanowia-
cej odniesienie, ktore probki nalezy traktowac jako dodatnie,
przeprowadzono kalibracj¢ przy uzyciu standardow IRMM
o znanej zawartos$ci plazmidowego DNA przezuwaczy. Kali-
bracj¢ wykonywano przy uzyciu kalibrantéw zawierajacych
DNA plazmidowe na trzech poziomach (640, 160 i 40 kopii).
Kazdy poziom sprawdzano jednorazowo w 12 powtorzeniach.
Przeprowadzano 4 analizy kalibrantow.

Nastepnie na podstawie uzyskanych wynikow przy pomo-
cy arkusza kalkulacyjnego (5) obliczono warto$¢ cut-off oraz
liczbe kopii dla danej wartosci cut-off. Istotne byto kryterium,
ktorego nalezalo przestrzegaé podczas obliczen tych warto-
$ci, a mianowicie liczba kopii dla cut-off powinna by¢ > 9.

Zastosowana metoda pozwala na okreslenie obecnosci lub
nieobecnosci DNA przezuwaczy, czyli jest metoda jakoscio-
wa. Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie za pomoca
statystyki klasycznej i okreslono nastepujace parametry: gra-
nice wykrywalnosci (LOD, doktadnos¢ (AC), czutos¢ (SE)
oraz specyficznos¢ (SP).

Granica wykrywalnosci: najmniejsza ilos¢ analitu, ktorg
mozna wykry¢, ale nie mozna oszacowac.

Specyficznosé: zdolnos¢ metody do niewykrywania ana-
litu, gdy go nie ma w probce:

_ NA
SP= N 100%

Czulos¢: zdolnos¢ metody do wykrycia czynnika wtedy,

kiedy znajduje si¢ w badanej probce:
SE =% x 100%

Doktadnos¢: stopien zgodnosci miedzy wynikiem badania

a przyjeta wartoscig odniesienia:
sp—(PATNAL 1005

Przedziaty ufnosci:

CI:pzl:z p(ln_p)
zn = N, N+, N-, odpowiednio, dla p (w %) = AC, SE, S,
gdzie:
PA = liczba prébek pozytywnych ocenionych w badaniu
jako pozytywne;

ND = liczba probek pozytywnych ocenionych w badaniu
jako negatywne;

NA = liczba probek negatywnych ocenionych w badaniu
jako negatywne;

PD = liczba probek negatywnych ocenionych w badaniu
jako pozytywne;

N - ogdlna liczba probek (suma NA + PA + PD + ND);

N- — ogodlna liczba ujemnych wynikéw uzyskanych metoda
odniesienia (suma NA + PD);

N+ — ogolna liczba dodatnich wynikow uzyskanych metoda
odniesienia (suma PA+ ND).
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Wyniki wpisywano w formularzu przedstawionym ponizej:

Rzeczywistosé
Suma
+ -
+ PA PD a
Test
- ND NA b
Suma N+ N- N

Wyniki i oméwienie

Wiele opublikowanych dotychczas badan opisuje
metody identyfikacji migsa i produktéw miesnych (1,
7,9, 14, 22). Technika real-time PCR jest narzedziem
pozwalajacym na szybka, czula 1 wysoce specyficzng
analiz¢ DNA niezaleznie od rodzaju tkanki (4, 11, 12).
Przedstawiona metoda po raz pierwszy opisuje iden-
tyfikacj¢ DNA przezuwaczy w surowych ubocznych
produktach pochodzenia zwierzgcego.

W badaniach wykorzystywano DNA mitochondrialne
(mtDNA), ktore cechuje si¢ wysoka specyficznoscia
1 umozliwia odréznienie nawet blisko spokrewnionych
gatunkow. Mitochondrium zawiera wtasny materiat
genetyczny w postaci kolistej, dwuniciowej czasteczki
mtDNA o dhugosci ok. 19 569 pz (3). Glownag zaleta
mtDNA jest duza liczba kopii w komoérce oraz wyzsza
odpornos¢ na degradacje niz DNA jadrowe, ktora wy-
nika z charakterystycznej kolistej struktury. Ponadto
charakteryzuje si¢ duzym polimorfizmem regionu
kontrolnego (tzw. petla D), bardzo dobra wydajnoscia
ekstrakcji nawet z niewielkich ilo$ci materiatu biolo-
gicznego (8, 23, 24).

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwier-
dzi¢, ze wybrany zestaw do izolacji DNA jest odpowied-
ni. Wyizolowane DNA otrzymano w st¢zeniu powyzej
150 ng/pl. Natomiast wspotczynnik A miescit si¢
w przedziale 1,8-1,95.

Procedura identyfikacji DNA przezuwaczy zostata
zoptymalizowana. Najbardziej powtarzalne wyniki
uzyskano stosujac mieszaning reakcyjng zawiera-
jaca: TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) — 12,7 ul, po 1,1 pul (20 pmol) kazdego
startera A 1 B, 0,73 ul (3,65 pmol) sondy, 5 pul wody
wolnej od DNazy i RNazy oraz 5 ul DNA probki (40 ng).
Natomiast w profilu czasowo-temperaturowym reakcji
temperatura przytaczania starterow i wydtuzania nici
DNA zostata ustalona na 60°C, zgodnie z wytycznymi
zawartymi w procedurze EURL-AP.
Na podstawie wynikéw badan wykona-
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Tab. 1. Przykladowe wartosci ct dla kalibrantéw uzyskane
podczas jednorazowej analizy

AT d:’:aﬁTl)lélfo[::ii dm%%élfo[:ii b T:;;:u

1. 29,34 32,16 34,47

2. 29,36 32,10 34,36

3. 29,40 32,03 34,54

4. 29,16 32,03 35,24

5. 29,33 32,13 34,37

6. 29,50 31,73 35,45

7. 29,54 32,12 34,52

8. 29,64 31,73 34,44

9. 29,74 31,55 34,39

10. 29,30 32,18 34,52

1. 29,60 32,42 34,48

12. 29,78 32,06 34,45
$rednie wartosci ct: 29,47 32,02 34,60

temperatury przyczyniato si¢ do zaktécen w cyklicz-
no$ci wzrostow krzywych sigmoidalnych kalibrantow.
Zgodnie z wynikami zawartymi w tab. 1, mozna stwier-
dzi¢, ze srednia wartos¢ ct dla 640 kopii wynosita 29,47,
dla 160 kopii — 32,02, natomiast dla 40 kopii — 34,60.
Nastepnie sprawdzono, ze rdznica wartosci ct pomie-
dzy kolejnymi poziomami wynosi ~2,5, co §wiadczy
o zachowanej cykliczno$ci wzrostow krzywych sig-
moidalnych i1 potwierdza prawidtowy przebieg reakcji.
Na podstawie otrzymanych wynikow podczas catego
procesu kalibracji metody okreslono wartos¢ cut-off
na poziomie 37,2 cykli, a liczba kopii dla oznaczonego
cut-off wynosi 10,15. Proces kalibracji stanowi element
kontroli jakosci wykonywanych badan i nalezy powta-
rza¢ go kazdorazowo przy zmianie serii odczynnikow
wykorzystywanych w reakcji.

Wyniki wykonanych badan probek kontaminowanych
oraz bez zawartos$ci materiatu z przezuwaczy przedsta-
wiono w tab. 2. Stwierdzono jeden wynik fatszywie
dodatni w probee produktéw wieprzowo-drobiowych
oraz jeden wynik fatszywie ujemny w probcee produktow
wieprzowo-drobiowego kontaminowanego materialem
z przezuwaczy na poziomie niskim (0,025%).

Ponadto na podstawie uzyskanych wynikow okreslo-
no pozostate parametry walidacyjne, ktérych wartosci
wynosity powyzej 95%. Granice wykrywalnosci me-

Tab. 2. Wyniki badan probek surowych produktéw przygotowywanych do okre-
§lenia cech charakterystycznych metody

nych w laboratorium ZHS stwierdzono,
ze w przypadku zmiany temperatury
przyltaczania starteréw 1 wydtuzania

nici DNA niemozliwe byto wykona-
nie kalibracji. Wydajnos$¢ reakcji, gdy
zastosowano temperaturg przyltaczania
starteréw i wydtuzania nici DNA waha-
fa si¢ w granicach 3,00-3,10. Natomiast
stosujac temperature wskazang przez
EURL-AP wydajno$¢ reakcji miescita

Poziom Liczba prébek Liczba prébek
Materiat kontaminacii Liczba probek oznaczonych oznaczonych
I jako zgodne jako niezgodne
Surowe produkty drobiowe o
i wieprzowe 0% 20 19 1
Niski poziom
o 20 19 1
Surowe produkty (0,025%)
drobiowe i wieprzowe $redni poziom 20 20 0
kontaminowane ) (0,05%)
produktami z przezuwaczy Wysoki poziom 20 20 0
(0,1%)

si¢ w przedziale 3,25-3,32. Obnizenie
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tody okreslono na poziomie 0,025%.
Uzyskane rezultaty $wiadcza o przy-
datnosci metody do rutynowej kontroli.

Specyficzno$¢ reakcji oceniano
przy uzyciu DNA z 17 gatunkow
zwierzat 1 9 gatunkow roslin. Jedynie
w badaniu materiatu pochodzacego -
ze zwierzat przezuwajacych (krowa,
owca, koza, jelen, sarna, to$) zaob-
serwowano wzrost krzywej sigmo-
idalnej ponizej 37 cyklu, co $wiadczy
o0 obecnos$ci poszukiwanego materiatu
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genetycznego (ryc. 1). W przypad- .

ku pozostalych probek stwierdzono

wzrost krzywej sigmoidalnej powyzej
40 cyklu. Przyczyna sa powstajace
niespecyficzne produkty amplifikacji.
Roéznica pomiedzy reaktywno$cig probki na poziomie
0,1% (kontrola pozytywna) a reakcjami krzyzowymi
wynosi powyzej 20 cykli. Z tego wzglgdu obecnosé re-
akcji krzyzowych nie wptywa na interpretacje wynikow.

Podsumowujac, przedstawiona metoda real-time PCR
identyfikacji DNA przezuwaczy jest czuta, szybka oraz
gatunkowo specyficzna. Uzyskane wyniki parametrow
walidacji wykazuja skutecznos¢ metody. Z tego wzgle-
du moze by¢ ona przydatnym narzedziem stosowanym
w rutynowej kontroli obecnos$ci biatek przezuwaczy
w surowych produktach pochodzenia zwierzgcego.
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