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Detection and identification of pork DNA in feed: Development and validation of a method

Summary

The aim of this paper was to develop and validate a PCR method for identification of pork protein DNA in
feed. Based on the results obtained, validation parameters were determined. The following values were obtained:
97.5%, accuracy, 96.7% sensitivity, and 100% specificity. The detection limit of the method was determined
at a level of 0.1%. The results confirm the usefulness of the method for routine control because it is capable of
detecting the presence of pig material at the same level as the reference microscopic method. For this reason,
it can be a useful tool in routine control for the presence of pork proteins in feed.
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Wystapienie epidemii gabczastej encefalopatii
bydia (BSE) byto zwigzane ze stosowaniem maczek
migsno-kostnych (MBM) w zywieniu przezuwaczy.
Z tego wzgle;du od 1988 r. wprowadzano stopniowo
ograniczenia stosowania tego rodzaJu materiatu (24).
Obecnie, zgodnie z obowigzujagcymi przepisami praw-
nymi, obowigzuje zakaz stosowania przetworzonego
biatka pochodzenia zwierzgcego (PAP) w zywieniu
zwierzat gospodarskich (18-21, 23). Jedynie maczka
rybna moze by¢ wykorzystywana w paszach dla trzody
chlewnej i drobiu oraz dla nieodsadzonych przezu-
waczy jako skladnik preparatow mlekozastepczych.
Natomiast w zywieniu zwierzat akwakultury mozliwe
jest stosowanie maczki rybnej, owadziej oraz PAP
pochodzacego od zwierzat innych niz przezuwacze
(19, 23).

Prowadzone sg prace majace na celu przywrocenie
stosowania PAP w zywieniu zwierzat (7). Planowane
stopniowe uchylanie zakazu paszowego bedzie doty-
czyto zwierzat nieprzezuwajacych, tj. drobiu i trzody
chlewnej. Rownoczesnie bedzie obowigzywal zakaz
kanibalizmu, czyli np. przetworzone biatka drobio-
we beda mogty by¢ stosowane wytacznie dla trzody
chlewnej. W tym celu konieczne jest opracowanie
metod analitycznych pozwalajagcych na oznaczenie
gatunku PAP.

Amplifikacja specyficznych sekwencji DNA za
pomocg reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) jest
obecnie najczesciej stosowanym narzedziem do iden-

tyfikacji gatunkowej (1, 5, 6, 16, 17, 28). Juz w latach
90. podejmowano proby opracowania metody do
identyfikacji DNA bydlecego (25, 26), jednak uzyskane
wyniki poréwnan miedzylaboratoryjnych wykazaty,
ze metoda charakteryzowata si¢ niska czutoscia, co
najprawdopodobniej wynikato z intensywnej obrobki
termicznej maczki migsno-kostnej wykorzystanej do
przygotowania materiatu do badan (1, 2). Przez kolej-
ne lata podejmowano proby opracowania testu PCR
pozwalajacego na identyfikacj¢ DNA przede wszyst-
kim DNA wotowego lub przezuwaczy. W mniejszym
stopniu koncentrowano si¢ na pozostatych gatunkach
zwierzat (3, 8, 30).

Celem badan byto opracowanie i walidacja metody
PCR umozliwiajacej wykrywanie i identyfikacje DNA
wieprzowego w paszach i materiatach paszowych.

Materiatl i metody

Material do badan stanowily przetworzone biatka po-
chodzenia zwierzecego wotowego (maczka migsno-kostna,
hemoglobina, mleko w proszku), owczego (maczka mig-
sno-kostna), wieprzowego (maczka migsno-kostna, hemo-
globina, plazma, suszone krwinki) i drobiowego (maczka
migsno-kostna, maczka z piodr). Ponadto do oceny specy-
ficznosci reakcji wykorzystano maczki rybne, materialy ro-
slinne: $rute sojowa, kukurydziana, rzepakowa, jeczmienna
oraz materiatly witaminowo-mineralne. W celu przygoto-
wania maczek migsno-kostnych wotowych, wieprzowych
idrobiowych odpowiednie gatunkowo migso wraz z kos¢mi
oddzielnie zostaly poddane obrobce termicznej w tempe-
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Tab. 1. Sekwencja i charakterystyka starteré6w zastosowanych w badaniach

657

Opracowana metoda pozwala na okre-

§lenie obecno$ci lub nieobecno$ci DNA

Nazwa startera | Gatunek Sekwencja (5’ —3’) Produkt amplifikacji (pz)
SUSR5 5-AAACACTCTTTACGCCGTGGA-3’
SUSF5 Sus scrofa | g ¢pCCCCCACGGGAAACA-3’

wieprzowego, czyli jest metoda jakosciows.
126 Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie

Tab. 2. Zastosowane w badaniach stezenia odczynnikow
w mieszaninie reakcyjnej

Sktadniki mieszaniny Stezenie koficowe

Bufor do PCR 10x 1x

50 mM MgCl, 1-2mM
dNTP 2,5 mM 0,5-1,5mM
Starter SUSRS 0,5-1,5 mM
Starter SUSF5 0,5-1,5mM

Polimeraza Platinum Taq DNA 15U

H,0 wolna od DNazy i RNazy Uzupetniano do objetosci koricowej 45 pl

raturze 140°C, nastgpnie wysuszone i zmielone. Probki
zostaly przygotowane zgodnie z ponizszym schematem:

» 20 probek nie zawierajacych materialu wieprzowego;

* probki pasz kontaminowane PAP wieprzowym na po-
ziomach: 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%, 0,05%;

* 20 probek pasz kontaminowanych PAP wieprzowym
na poziomie niskim — 0,1%;

20 probek pasz kontaminowanych PAP wieprzowym
na poziomie $rednim — 1%;

20 probek pasz kontaminowanych PAP wieprzowym
na poziomie wysokim — 2%.

Ekstrakcja DNA. Z probki o masie 200 mg izolowano
mDNA przy uzyciu komercyjnego testu Wizard Magnetic
Purification System for Food (Promega). Wyekstrahowane
DNA zawieszano w 100 ul wody wolnej od DNazy i RNa-
zy. Stezenie uzyskanego DNA mierzono przy uzyciu spek-
trofotometru (NicoleteEvolution 300ThermoSpectronic).
Czystos¢ wyekstrahowanego DNA sprawdzano poprzez
pomiar stosunku absorbancji przy A =260 nm i A =280 nm.

Startery. W reakcji zastosowano startery, ktorych se-
kwencje i charakterystyke przedstawiono w tabeli 1.

Reakcja PCR. W badaniach zastosowano rdzne stezenia
odczynnikdéw w mieszaninie reakcyjnej, zgodnie z tabela 2.
Badania wykonywano przy uzyciu aparatu SensoQuest.
Reakcje PCR prowadzono przy réznych profilach tem-
peraturowo-czasowych: denaturacja wstepna 94°C przez
10 min, 30 cykli: denaturacja 93-95°C przez 30 s — 1 min
oraz przytaczanie starterow 52-54°C przez 1 min, wydtu-
zanie DNA i wydhuzanie koncowe w temperaturze 72°C
przez 1 min. Nastepnie uzyskane amplikony poddawano
analizie dzi¢ki rozdzialowi w 2% zelu agarozowym wybar-
wionym SimplySafe (EURX) i wizualizacji promieniami
UV za pomoca systemu dokumentacji (VilberLourmat).
Rozklad otrzymanych prazkow poréwnywano z prazkami
markera DNA (O’GeneRuler 50 bp Ladderready-to-use,
ThermoScientific).

Ponadto sprawdzono odpornos$¢ zoptymalizowane;j
metody na zmian¢ warunkow, biorgc pod uwage zmiane
stezenia £10% starterOw w mieszaninie reakcyjnej oraz
modyfikacje profilu czasowo-temperaturowego reakcji
w zakresie zmiany temperatury +0,5°C denaturacji wstgpne;j
oraz przylaczania starterow.

za pomoca statystyki klasycznej i okreslo-

no nastegpujace parametry: granice wykrywalnosci (LOD,

doktadnos¢ (AC), czutos¢ (SE) oraz specyficznosé (SP).
Granica wykrywalnos$ci: najmniejsza ilo$¢ analitu, ktora

mozna wykry¢, ale nie mozna oszacowac;

specyficzno$¢: zdolnos¢ metody do niewykrywania analitu,

gdy go nie ma w probce:

NA
N

czutos¢: zdolno$¢ metody do wykrycia czynnika wtedy,
kiedy znajduje si¢ w badanej probce:

PA
N

+

SP = % 100%

SE = % 100%

doktadnos$é: stopien zgodnosci migdzy wynikiem badania
a przyjeta wartoscig odniesienia:

AC = PA;]NA x 100%

przedziaty ufnosci:

Cl=p+2 @ zn=N, N, N, odpowiednio,
dlap (w %) =AC, SE, S
gdzie:
PA = liczba probek 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 — ogolna liczba probek (suma NA + PA + PD + ND);

N — ogolna liczba ujemnych wynikéw uzyskanych me-
toda odniesienia (suma NA + PD);

N, — ogolna liczba dodatnich wynikéw uzyskanych me-
todg odniesienia (suma PA + ND).

Wyniki wpisywano w formularzu przedstawionym po-
nizej:

Rzeczywistosé
+ - suma
+ PA PD a
Test
- ND NA b
suma N, N N

Wyniki i oméwienie
Technika PCR stanowi czute, szybkie i wysoce
specyficzne narzedzie niezaleznie od rodzaju badanej
tkanki (4, 10, 13, 14, 25, 26). Opisana metoda pozwala
na identyfikacje DNA wieprzowego w przetworzonych
produktach pochodzenia zwierzgcego.



W niniejszej pracy do opracowywania metody wy-
korzystano mitochondrialne DNA (mDNA). W kazdej
komoérce mitochondrium zawiera wlasny material
genetyczny, ktory zbudowany jest z dwuniciowej
czasteczki mDNA o dhugosci ok. 19 569 pz (2). Ten
rodzaj DNA jest bardziej odporny niz DNA jadrowe
na degradacj¢ pod wplywem wysokich temperatur ze
wzgledu na kolistg strukture. Dodatkowo cechuje si¢
duzym polimorfizmem regionu kontrolnego (tzw. petla
D) oraz bardzo wysoka wydajnoscia ekstrakcji nawet
z niewielkich ilo$ci materialu biologicznego (3, 7).

Uzyte w badaniach startery pozwalaly na uzyskanie
amplikonu o dlugosci 126 par zasad. W badaniach
dotyczacych wykrywania produktow §wiezych, goto-
wanych lub karm dla zwierzat w puszkach mozliwe
byto uzyskanie amplikonow o wielkosci powyzej
174 pz(1,4,10, 11, 15, 26). Natomiast w przetworzo-
nej zywnosci 1 paszach, gdzie nastepuje denaturacja
DNA, wigksze fragmenty DNA (> 200 bp) nie zawsze
byty amplifikowane (5). W przypadku przetworzonych
biatek zwierzecych, ktére poddawane sg dziataniom
temperatury powyzej 133°C nastgpuje zmniejszenie
liczby kopii DNA, ponadto ulega ono degradacji na
mate fragmenty. Wyniki badan przedstawione przez
von Holsta wyraznie §wiadcza o wptywie temperatu-
ry sterylizacji na liczbg kopii DNA (9). Najwigksze
zmniejszenie liczby kopii DNA stwierdzono w zakresie
temperatur od 135°C do 138°C. Dodatkowo zaobser-
wowano, ze liczba kopii DNA materiatu o grzewanego
w temperaturze 130°C byta okoto 140 razy wigksza niz
w przypadku materiatu poddanego dziataniu tempera-

Tab. 3. Wyniki badan probek surowych produktéw przygotowywanych do okreslenia

cech charakterystycznych metody
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tury 141°C (25). Z tego wzgledu w tym badaniu uzy-
skano krotkg dhugos¢ fragmentow DNA (86-149 pz),
ktore stosuje si¢ w metodach identyfikacji gatunkoéw
maczki migsno-kostnej (12).

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwier-
dzi¢, ze zastosowany zestaw do izolacji DNA jest od-
powiedni. Wyizolowane DNA otrzymano w st¢zeniu
powyzej 150 ng/ul. Natomiast wspotczynnik A
miescit si¢ w przedziale 1,8-1,95.

Procedura identyfikacji DNA wieprzowego zostata
zoptymalizowana. Najbardziej powtarzalne wyniki
uzyskano stosujac mieszaning reakcyjng zawierajaca:
bufor do PCR 10%, MgCl,—1,5mM, dNTP- 0,05 mM,
startery — 0,2 uM, polimeraza Platinum Taq DNA —
1,5 U, probka — 5ul i uzupetnione woda wolng od
RNazy i DNazy do 50 pl.

Natomiast w profilu czasowo-temperaturowym
reakcji temperatura denaturacji zostata ustalona na
94°C przez 1 min oraz przytaczania starteréw: 53°C
przez 1 min.

Poréwnano wyniki uzyskane zoptymalizowana
metodg oraz z modyfikacjami majacymi na celu
sprawdzenie odporno$¢ metody na zmiang¢ warunkow.
Badania wykonano przy uzyciu mieszanek paszowych
kontamlnowanych chqu migsno-kostng wieprzowa
na poziomie 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%, 0,05%.
W przypadku zmiany stgzenia starter6w w miesza-
ninie reakcyjnej +/-10% nie stwierdzono istotnego
wptywu na uzyskiwane wyniki. W badaniach probek
z zastosowaniem zmodyfikowanej temperatury +0,5°C
denaturacji wstepnej oraz przylaczania starterow row-
niez uzyskano wszystkie Wyn1k1
poprawne. W zwiazku z powyz-
szym mozna stwierdzi¢, ze me-

260/280

Liczb Liczba probek Liczha prabek toda jest odporna na niewielkie
Materiat Poziom kontaminacji iczba oznaczonych jako | oznaczonych jako : .
probek 2g0dne niezgodne zmiany parametrow.

Mieszank 0 20 20 0 Wyniki badan walidacyjnych
teszallia paszolia e wykonanych z zastosowaniem
Mieszanki paszowe Niski poziom (0,1%) 20 18 2 Zoptymalizowanej metody przed—

kontaminowane maczka R . . ;
migsno-kostna wieprzowg | Sredni poziom (0,5%) 20 20 0 stawiono w t’abe!l 3. Badaniom
Wysoki poziom (1%) 20 20 0 poddano probki pasz konta-

123 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20

Ryec. 1. Specyficznos$¢ reakceji

Objasnienia: 1 — marker, 2 — kontrola pozytywna — maczka migsno-kostna wieprzowa, 3 —
kontrola negatywna — woda, 4 — maczka migsno-kostna wieprzowa, 5 — hemoglobina wie-
przowa, 6 — plazma wieprzowa, 7 — suszone krwinki wieprzowe, 8 — mgczka migsno-kostna
wolowa, 9 — hemoglobina wotowa, 10 — mleko w proszku, 11 — maczka migsno-kostna
owcza, 12 — maczka migsno-kostna drobiowa, 13 — maczka z pidr, 14 — maczka rybna,
15 — $ruta sojowa, 16 — sruta kukurydziana, 17 — $ruta rzepakowa, 18 — $ruta jgczmienna,

19 — materialy mineralno-witaminowe, 20 — marker

minowanych maczka migsno-
-kostng wieprzowa oraz bez
zawarto$ci materialu wieprzo-
wego. Stwierdzono dwa wyniki
falszywie ujemne w probkach
mieszanek paszowych z dodat-
kiem maczki miesno-kostnej
wieprzowej na poziomie niskim
(0,1%).

Specyficznos¢ reakcji ocenia-
no przy uzyciu réznych materia-
tow pochodzacych z 6 gatunkoéw
zwierzat, 7 gatunkoéw roslin oraz
materialéw mineralnych i wita-
minowych (ryc. 1). We wszyst-
kich przypadkach uzyskano
poprawne wyniki badan.
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Ponadto na podstawie uzyskanych wynikéw okreslo-
no cechy charakterystyczne metody, ktorych warto$ci
wynosily: doktadno$¢ 97,5%, czutos¢ 96,7% oraz
specyficzno$¢ 100%. Granice wykrywalnos$ci meto-
dy okreslono na poziomie 0,1%. Uzyskane rezultaty
swiadczg o przydatnosci metody do rutynowej kontroli,
gdyz umozliwia wykrywanie obecnosci materiatu
wieprzowego na takim samym poziomie, jak w refe-
rencyjnej metodzie mikroskopowej (20).

Podsumowujac, przedstawiona metoda PCR iden-
tyfikacji DNA wieprzowego jest czula, szybka oraz
gatunkowo specyficzna. Uzyskane wyniki parametrow
walidacji $§wiadcza o skuteczno$ci metody. Z tego
wzgledu moze by¢ ona przydatnym narzedziem
stosowanym w rutynowej kontroli obecnosci biatek
wieprzowych w paszach.
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