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Przetworzone białko pochodzenia zwierzęcego (PAP) 
powszechnie uznawane jest za przyczynę wystąpienia 
epidemii gąbczastej encefalopatii bydła (BSE) (2, 6, 
13, 25). Od 1988 r. wprowadzano ograniczenia prawne 
stosowania PAP w żywieniu zwierząt gospodarskich. 
Początkowo zakaz wprowadzono w Wielkiej Brytanii 
i  dotyczył on stosowania mączek mięsno-kostnych 
pochodzących od przeżuwaczy w żywieniu bydła (15, 
19-21). Obecnie, zgodnie z Rozporządzeniem Komisji 
56/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r. zmieniającym załącz-
niki I i IV do Rozporządzenia Parlamentu Europejskiego 
i Rady (WE) nr 999/2001 ustanawiającego zasady do-
tyczące zapobiegania, kontroli i zwalczania niektórych 
przenośnych encefalopatii gąbczastych, obowiązuje 
zakaz stosowania PAP w żywieniu zwierząt gospodar-
skich (18). Wyjątek stanowi mączka rybna, którą można 
wykorzystywać w paszach dla trzody chlewnej, drobiu, 
a także dla nieodsadzonych przeżuwaczy jako składnik 
preparatów mlekozastępczych. Ponadto w  żywieniu 
zwierząt akwakultury można stosować przetworzone 
białka zwierzęce inne niż mączka rybna, pochodzące 
od zwierząt nieprzeżuwających.

Od 2010 r. trwają prace nad przywróceniem możli-
wości stosowania PAP w żywieniu zwierząt, zgodnie 
z wytycznymi zawartymi w Komunikacie Komisji do 
Parlamentu Europejskiego i Rady „Druga mapa drogowa 
dla TSE. Dokument strategiczny w sprawie pasażowal-
nych encefalopatii gąbczastych na lata 2010-2015” (10). 

Ze względu na fakt, że ryzyko przeniesienia BSE między 
zwierzętami nieprzeżuwającymi jest minimalne, wpro-
wadzanie PAP do żywienia zwierząt będzie polegało 
na stopniowym uchylaniu zakazu paszowego w odnie-
sieniu do zwierząt innych niż przeżuwacze, tj. świnie, 
drób czy ryby. Należy jednak zwrócić uwagę, że nadal 
będzie obowiązywał zakaz powtórnego przetwarzania 
wewnątrzgatunkowego, czyli np. mączka mięsno-kostna 
wieprzowa mogłaby być podawana wyłącznie dla dro-
biu. Z tego względu konieczne stało się opracowanie 
metod analitycznych pozwalających na identyfikację ga-
tunkową PAP. W 2015 r. wdrożono i akredytowano prze-
kazaną przez Europejskie Laboratorium Referencyjne 
ds. białek zwierzęcych (EURL-AP) metodę identyfikacji 
DNA przeżuwaczy w paszach z zastosowaniem techniki 
real-time PCR.

Od lutego 2016 r. obowiązuje Rozporządzenie Ko-
misji (UE) 2016/27 z dnia 13 stycznia 2016 r., zgodnie 
z  którym możliwe jest eksportowanie PAP produko-
wanego z tkanek innych niż przeżuwacze (16). W celu 
potwierdzenia wprowadzenia właściwych środków 
zapobiegawczych zanieczyszczeniom krzyżowym 
konieczne jest wprowadzenie kontroli obejmującej 
również surowe uboczne produkty pochodzenia zwie-
rzęcego. Zgodnie z definicją zawartą w Rozporządzeniu 
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1069/2009, 
uboczne produkty pochodzenia zwierzęcego są to całe 
zwierzęta martwe lub ich części, produkty pochodzenia 
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zwierzęcego lub inne produkty otrzymane ze zwierząt, 
nieprzeznaczone do spożycia przez ludzi, w tym także 
komórki jajowe, zarodki i nasienie. Z względu na fakt, 
że dotychczas nie było metody pozwalającej na analizę 
tego rodzaju materiału, podjęto prace mające na celu 
dostosowanie obowiązującej metody real-time PCR 
wykorzystywanej do badań pasz (5, 17).

Materiał i metody
Materiał do badań stanowiły surowe uboczne produkty 

pochodzenia zwierzęcego wołowe, wieprzowe i drobiowe. 
Ponadto do oceny specyficzności reakcji wykorzystano su-
rowe mięso pochodzące z różnych gatunków zwierząt: konia 
(Equus caballus), owcy (Ovies aries), kozy (Capra hircus), 
jelenia (Cervus elaphus), sarny (Capreolus capreolus), ło-
sia (Alces), dzika (Sus scrofa), kury (Gallus gallus), indyka 
(Meleagridis meleagridis), kaczki (Anas platyrhynchos f. 
Domestica), bażanta (Phesanius colchicus), zająca (Lepus), 
psa (Canis familiaris), kota (Felis catus), szczupaka (Esox 
lucius), dorsza atlantyckiego (Gadus morhua), sardynki 
(Sardina pilchardus) oraz materiały roślinne: soję (Glycine 
max), kukurydzę (Zea mays), pszenicę (Trticum aestivum), 
buraka cukrowego (Beta vulgaris), żyto zwyczajne (Secale 
cereale), rzepak (Brassica napus), owies (Avena), jęczmień 
(Hordeum), słonecznik (Helianthus annuus). Próbki zostały 
przygotowane według następującego schematu:

•	 20 próbek bez zawartości materiału pochodzącego 
z  przeżuwaczy (surowe produkty pochodzące od trzody 
chlewnej i drobiu);

•	 17 próbek surowych mięs różnych gatunków;
•	 9 próbek materiałów roślinnych;
•	 po 20 próbek surowych produktów od trzody chlewnej 

i drobiu kontaminowanych produktami z przeżuwaczy. Prób-
ki zawierały dodatek materiału z przeżuwaczy na poziomie: 
0,025%, 0,05% i 0,1%.

Ekstrakcja DNA. Do badania przygotowywano próbkę 
o masie 100 g. Następnie rozdrabniano przy użyciu maszyn-
ki do mielenia mięsa/blendera. Po dokładnym wymieszaniu 
pobierano 200 mg próbki do probówki typu eppendorf o po-
jemności 2 ml.

Do badania zastosowano zmodyfikowaną metodę identyfi-
kacji DNA przeżuwaczy z zastosowaniem techniki real-time 
PCR, która została przekazana przez EURL-AP. Pierwsza 
zmiana dotyczyła testu komercyjnego użytego do izolacji 
DNA. W  prezentowanych badaniach wykorzystano test 
Genomic Mini AX Tissue (A&A Biotechnology). Izolację 
wykonywano zgodnie z wytycznymi producenta. Wyekstra-
howane DNA zawieszano w 200 µl wody wolnej od DNazy 
i RNazy. Stężenie uzyskanego DNA mierzono przy użyciu 
spektrofotometru (Nicolete Evolution 300ThermoSpectro-
nic). Czystość wyekstrahowanego DNA sprawdzano poprzez 
pomiar stosunku absorbancji przy λ = 260 nm i λ = 280 nm.

Startery. W oparciu o procedurę identyfikacji DNA prze-
żuwaczy metodą real-time PCR wykorzystano sekwencję 
starterów i sondę (5), które zostały zsyntetyzowane w Ge-
nomed.

Reakcja real-time PCR. Reakcję przeprowadzono 
w  96-dołkowych płytkach (Micro-Amp® Optical 96-well 
reaction plate, Applied Biosystems). Mieszanina reakcyjna 
o objętości 25 µl zawierała: mastermix z MgCl2 – 12,7 µl, 
po 1,1 µl (20 pmol) każdego startera A i B, 0,73 µl (3,65 
pmol) sondy, 5 µl wody wolnej od DNazy i RNazy oraz 5 µl 

DNA próbki. W badaniach zastosowano TaqMan Universal 
PCR Master Mix (Applied Biosystems) zamiast zalecanego 
w  procedurze Universal mastermix (Diagenode). Badania 
wykonywano przy użyciu aparatu ABI 7500 (Applied Bio-
systems). Amplifikacja została przeprowadzona zgodnie 
z następującym profilem czasowo-temperaturowym: dekon-
taminacja 50°C przez 2 min, denaturacja wstępna 95°C przez 
10 min, 50 cykli: denaturacja 95°C przez 15 s oraz przyłącza-
nie starterów i wydłużanie nici DNA w zakresie temperatur 
50°C-60°C przez 1 min.

Do określenia wartości cut-off zastosowano zestaw kali-
bracyjny DNA przeżuwaczy ERM-AD482 Ruminant (JRC-
-IRMM, Belgia). W celu ustalenia wartości cut-off stanowią-
cej odniesienie, które próbki należy traktować jako dodatnie, 
przeprowadzono kalibrację przy użyciu standardów IRMM 
o znanej zawartości plazmidowego DNA przeżuwaczy. Kali-
brację wykonywano przy użyciu kalibrantów zawierających 
DNA plazmidowe na trzech poziomach (640, 160 i 40 kopii). 
Każdy poziom sprawdzano jednorazowo w 12 powtórzeniach. 
Przeprowadzano 4 analizy kalibrantów.

Następnie na podstawie uzyskanych wyników przy pomo-
cy arkusza kalkulacyjnego (5) obliczono wartość cut-off oraz 
liczbę kopii dla danej wartości cut-off. Istotne było kryterium, 
którego należało przestrzegać podczas obliczeń tych warto-
ści, a mianowicie liczba kopii dla cut-off powinna być ≥ 9.

Zastosowana metoda pozwala na określenie obecności lub 
nieobecności DNA przeżuwaczy, czyli jest metodą jakościo-
wą. Uzyskane wyniki zostały poddane analizie za pomocą 
statystyki klasycznej i określono następujące parametry: gra-
nicę wykrywalności (LOD, dokładność (AC), czułość (SE) 
oraz specyficzność (SP).

Granica wykrywalności: najmniejsza ilość analitu, którą 
można wykryć, ale nie można oszacować.

Specyficzność: zdolność metody do niewykrywania ana-
litu, gdy go nie ma w próbce:

	 NASP = 		  × 100%	 N
Czułość: zdolność metody do wykrycia czynnika wtedy, 

kiedy znajduje się w badanej próbce:
	 PASE = 		  × 100%	 N

Dokładność: stopień zgodności między wynikiem badania 
a przyjętą wartością odniesienia:

	 (PA + NA)SP = 		  × 100%	 N
Przedziały ufności:

		  p (1 – p)CI = p ± 2 	 √	 n
z n = N, N+, N–, odpowiednio, dla p (w %) = AC, SE, S,
gdzie:
PA	 =	 liczba próbek pozytywnych ocenionych w  badaniu 

jako pozytywne;
ND	=	 liczba próbek pozytywnych ocenionych w  badaniu 

jako negatywne;
NA	=	 liczba próbek negatywnych ocenionych w  badaniu 

jako negatywne;
PD	 =	 liczba próbek negatywnych ocenionych w  badaniu 

jako pozytywne;
N	 –	 ogólna liczba próbek (suma NA + PA + PD + ND);
N–	 –	 ogólna liczba ujemnych wyników uzyskanych metodą 

odniesienia (suma NA + PD);
N+	 –	 ogólna liczba dodatnich wyników uzyskanych metodą 

odniesienia (suma PA+ ND).
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Wyniki wpisywano w formularzu przedstawionym poniżej:
Rzeczywistość

Suma
+ –

Test
+ PA PD a

– ND NA b

Suma N+ N– N

Wyniki i omówienie
Wiele opublikowanych dotychczas badań opisuje 

metody identyfikacji mięsa i produktów mięsnych (1, 
7, 9, 14, 22). Technika real-time PCR jest narzędziem 
pozwalającym na szybką, czułą i wysoce specyficzną 
analizę DNA niezależnie od rodzaju tkanki (4, 11, 12). 
Przedstawiona metoda po raz pierwszy opisuje iden-
tyfikację DNA przeżuwaczy w  surowych ubocznych 
produktach pochodzenia zwierzęcego.

W badaniach wykorzystywano DNA mitochondrialne 
(mtDNA), które cechuje się wysoką specyficznością 
i umożliwia odróżnienie nawet blisko spokrewnionych 
gatunków. Mitochondrium zawiera własny materiał 
genetyczny w postaci kolistej, dwuniciowej cząsteczki 
mtDNA o długości ok. 19 569 pz (3). Główną zaletą 
mtDNA jest duża liczba kopii w komórce oraz wyższa 
odporność na degradację niż DNA jądrowe, która wy-
nika z  charakterystycznej kolistej struktury. Ponadto 
charakteryzuje się dużym polimorfizmem regionu 
kontrolnego (tzw. pętla D), bardzo dobrą wydajnością 
ekstrakcji nawet z niewielkich ilości materiału biolo-
gicznego (8, 23, 24).

Na podstawie otrzymanych wyników można stwier-
dzić, że wybrany zestaw do izolacji DNA jest odpowied-
ni. Wyizolowane DNA otrzymano w stężeniu powyżej 
150 ng/µl. Natomiast współczynnik A260/280 mieścił się 
w przedziale 1,8-1,95.

Procedura identyfikacji DNA przeżuwaczy została 
zoptymalizowana. Najbardziej powtarzalne wyniki 
uzyskano stosując mieszaninę reakcyjną zawiera-
jącą: TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) – 12,7 µl, po 1,1 µl (20 pmol) każdego 
startera A i B, 0,73 µl (3,65 pmol) sondy, 5 µl wody 
wolnej od DNazy i RNazy oraz 5 µl DNA próbki (40 ng). 
Natomiast w profilu czasowo-temperaturowym reakcji 
temperatura przyłączania starterów i wydłużania nici 
DNA została ustalona na 60°C, zgodnie z wytycznymi 
zawartymi w  procedurze EURL-AP.  
Na podstawie wyników badań wykona-
nych w laboratorium ZHS stwierdzono, 
że w  przypadku zmiany temperatury 
przyłączania starterów i  wydłużania 
nici DNA niemożliwe było wykona-
nie kalibracji. Wydajność reakcji, gdy 
zastosowano temperaturę przyłączania 
starterów i wydłużania nici DNA waha-
ła się w granicach 3,00-3,10. Natomiast 
stosując temperaturę wskazaną przez 
EURL-AP wydajność reakcji mieściła 
się w przedziale 3,25-3,32. Obniżenie 

temperatury przyczyniało się do zakłóceń w cyklicz-
ności wzrostów krzywych sigmoidalnych kalibrantów. 
Zgodnie z wynikami zawartymi w tab. 1, można stwier-
dzić, że średnia wartość ct dla 640 kopii wynosiła 29,47, 
dla 160 kopii – 32,02, natomiast dla 40 kopii – 34,60. 
Następnie sprawdzono, że różnica wartości ct pomię-
dzy kolejnymi poziomami wynosi ~2,5, co świadczy 
o  zachowanej cykliczności wzrostów krzywych sig-
moidalnych i potwierdza prawidłowy przebieg reakcji. 
Na podstawie otrzymanych wyników podczas całego 
procesu kalibracji metody określono wartość cut-off 
na poziomie 37,2 cykli, a liczba kopii dla oznaczonego 
cut-off wynosi 10,15. Proces kalibracji stanowi element 
kontroli jakości wykonywanych badań i należy powta-
rzać go każdorazowo przy zmianie serii odczynników 
wykorzystywanych w reakcji.

Wyniki wykonanych badań próbek kontaminowanych 
oraz bez zawartości materiału z przeżuwaczy przedsta-
wiono w  tab. 2. Stwierdzono jeden wynik fałszywie 
dodatni w próbce produktów wieprzowo-drobiowych 
oraz jeden wynik fałszywie ujemny w próbce produktów 
wieprzowo-drobiowego kontaminowanego materiałem 
z przeżuwaczy na poziomie niskim (0,025%).

Ponadto na podstawie uzyskanych wyników określo-
no pozostałe parametry walidacyjne, których wartości 
wynosiły powyżej 95%. Granicę wykrywalności me-

Tab. 1. Przykładowe wartości ct dla kalibrantów uzyskane 
podczas jednorazowej analizy

Nr powtórzenia Wartość ct 
dla 640 kopii

Wartość ct 
dla 160 kopii

Wartość ct 
dla 40 kopii

  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

11. 29,60 32,42 34,48

12. 29,78 32,06 34,45

Średnie wartości ct: 29,47 32,02 34,60

Tab. 2. Wyniki badań próbek surowych produktów przygotowywanych do okre-
ślenia cech charakterystycznych metody

Materiał Poziom 
kontaminacji Liczba próbek

Liczba próbek 
oznaczonych 
jako zgodne

Liczba próbek 
oznaczonych 

jako niezgodne

Surowe produkty drobiowe 
i wieprzowe 0% 20 19 1

Surowe produkty 
drobiowe i wieprzowe 
kontaminowane 
produktami z przeżuwaczy

Niski poziom 
(0,025%) 20 19 1

Średni poziom 
(0,05%) 20 20 0

Wysoki poziom 
(0,1%) 20 20 0
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tody określono na poziomie 0,025%. 
Uzyskane rezultaty świadczą o przy-
datności metody do rutynowej kontroli.

Specyficzność reakcji oceniano 
przy użyciu DNA z  17 gatunków 
zwierząt i 9 gatunków roślin. Jedynie 
w  badaniu materiału pochodzącego 
ze zwierząt przeżuwających (krowa, 
owca, koza, jeleń, sarna, łoś) zaob-
serwowano wzrost krzywej sigmo-
idalnej poniżej 37 cyklu, co świadczy 
o obecności poszukiwanego materiału 
genetycznego (ryc. 1). W  przypad-
ku pozostałych próbek stwierdzono 
wzrost krzywej sigmoidalnej powyżej 
40 cyklu. Przyczyną są powstające 
niespecyficzne produkty amplifikacji. 
Różnica pomiędzy reaktywnością próbki na poziomie 
0,1% (kontrola pozytywna) a  reakcjami krzyżowymi 
wynosi powyżej 20 cykli. Z tego względu obecność re-
akcji krzyżowych nie wpływa na interpretację wyników.

Podsumowując, przedstawiona metoda real-time PCR 
identyfikacji DNA przeżuwaczy jest czuła, szybka oraz 
gatunkowo specyficzna. Uzyskane wyniki parametrów 
walidacji wykazują skuteczność metody. Z tego wzglę-
du może być ona przydatnym narzędziem stosowanym 
w  rutynowej kontroli obecności białek przeżuwaczy 
w surowych produktach pochodzenia zwierzęcego.
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Ryc. 1. Reakcja real-time PCR – sprawdzanie specyficzności metody


