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Methods of detecting animal components in feedstuff
Summary

Epizootiological studies have shown that meat-and-bone meal of ovine or bovine origin added to feed
concentrates are infectious agents in bovine spongiform encephalopathy (BSE). In view of the ban on the use
of meat-and-bone meal in animal feed in European Union countries, the aim of the study was to elaborate
methods for identifying chicken and sheep DNA in compound feeds. A duplex PCR reaction (simultaneous
amplification of chicken and sheep DNA) was used to identify mtDNA specific to chickens and sheep. The
reaction products were subjected to electrophoresis in 4% agarose gel in the presence of X 174DNA/Haelll
marker. The results obtained enabled the identification of DNA specific to both chickens and sheep.
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Z badan epizootiologicznych BSE wynika, ze czynnik
zakazny przenoszony jest przez maczki migsno-kostne
pochodzenia owczego lub bydlecego, dodawane do kon-
centratow paszowych. W zwiazku z tym w ramach profi-
laktyki przeciwko tej chorobie wprowadzono szereg
ustaw regulujacych skarmianie zwierzat mieszankami
zawierajacymi maczki.

Ustawy, o ktérych mowa, wprowadzily zakaz doda-
wania maczek migsno-kostnych do karmy dla wszystkich
zwierzat, ktorych migso jest przeznaczone do konsump-
cji (Council decision 766/2000/EC) badz dopuscity do
stosowania jedynie dla zwierzat nieprzezuwajacych i to
pod warunkiem, Ze nie zawieraja materialu pochodzace-
go od tego samego gatunku, co skarmiane nimi zwierze-
ta (Council regulation 1774/2002/EC).

Wazne zatem stato si¢ opracowanie metod pozwalaja-
cych na skuteczna kontrolg mieszanek paszowych celem
identyfikacji w nich zawarto$ci komponentéw pochodze-
nia zwierzgcego. W zwiazku z tym Europejski Instytut
Normalizacji w porozumieniu z UE, w swoim biulety-
nie, zaleca prowadzenie badan nad wdrozeniem metod
takich, jak spektroskopia w niskiej podczerwieni oraz
analiza DNA, ktore pozwola na gatunkowa identyfika-
cje sktadnikéw zwierzecych (4).

W tego typu analizach DNA wykorzystywane jest
mtDNA, ktore ze wzgledu na duze zroznicowanie wsrdd
krggowcow (10), jest dobrym markerem specyficznej
identyfikacji poszczegolnych gatunkow zwierzat.

Metoda wykorzystujaca mtDNA pozwala na identyfi-
kacje komponentéw pochodzenia bydlecego, swinskie-
go 1 owczego (7). Oprocz wymienionych maczek czesto
do skarmiania uzywa si¢ maczki kurzej, dlatego réwniez
jej identyfikacja wydaje si¢ uzasadniona. Aby skrocic¢ czas
analizy oraz ograniczy¢ jej koszty, warto zastosowac
metode pozwalajaca na jednoczesna identyfikacje przy-
najmniej dwoch komponentéw. Celem badan byto opra-

cowanie metod pozwalajacych na: identyfikacje w mie-
szance paszowej komponentu pochodzenia kurzego oraz
réwnoczesng identyfikacje komponentow pochodzenia
kurzego i owczego.

Materiat i metody

Materiat doswiadczalny stanowity:

a) standaryzowana mieszanka paszowa nie zawierajaca macz-
ki migsno-kostnej, pochodzaca z Dziatu Zywienia Zwierzat In-
stytutu Zootechniki,

b) probki mieszanek paszowych zawierajace: 2, 4 i 8% ku-
rzych maczek migsnych; 4% owczych maczek migsnych; 4%
bydlecych maczek migsnych; 4% $§winskich maczek migsnych;
4% kurzych i owczych maczek migsnych.

Mieszanki zostaty sporzadzone poprzez zmieszanie w odpo-
wiedniej proporcji wymienionych maczek migsnych ze standa-
ryzowana mieszanka paszowa nie zawierajaca maczki migsno-
-kostnej. Maczka migsna zostala przygotowana we wlasnym
zakresie w oparciu o proces technologiczny produkcji MBM na
skalg przemystowa (3). Proces ten obejmowal, miedzy innymi,
obrobke termiczno-baryczna (140°C, 3 Ba, 20 min.) zgodna z za-
leceniami UE (Council decision 99/534/EC).

Cykl analityczny zwiazany z identyfikacja mtDNA zwierzat
obejmowat: izolacj¢ DNA zawartego w mieszankach paszo-
wych, amplifikacj¢ wyizolowanego DNA w reakcji PCR, elek-
troforezg w zelu agarozowym, analizg wynikow rozdziatu elek-
troforetycznego.

Do izolacji zastosowano metodg polegajaca na wigzaniu DNA
z krzemionka w obecnosci tiocyjanku guanidyny, a nastgpnie
wymywaniu go przez bufor TE (1). Dodatkowo uzyto kazeiny
(2) w celu usunigcia ewentualnego zdegradowanego DNA.

Drugim etapem analizy byto powielenie w reakcji PCR sek-
wengcji charakterystycznej dla kur i owiec. Amplifikacje¢ prze-
prowadzono za pomoca zmodyfikowanego programu termicz-
nego podanego przez Lahiffa (5): 94°C — 5 minut 30 cykli (94°C
— 1 min., 58°C — 1 min., 72°C — 1 min., 72°C — 5 minut) i przy
zastosowaniu startero6w podanych rowniez przez tego autora.
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Ryec. 1. Obraz zelu po elektroforezie: mieszanka paszo-
wa zawierajaca: 1) 8% maczke kurza; 2) 4% maczke
kurza; 3) 2% maczke kurza; 4) 4% maczke owcza;
5) 4% maczke wieprzowa; 6) 4% maczke bydleca;
7) negatywna kontrola; M) marker wielo$ci. Autor: Mal-
gorzata Natonek-WiSniewska

Amplifikacja kurzego DNA. DNA wyizolowane z badanych
mieszanek paszowych zostato powielone w reakcji PCR, w kto-
rej stgzenie poszczegdlnych sktadnikow w mieszaninie wyno-
sito: 1 x Buffor; dNTPmix — 0,5 mM; polimeraza AmpliTaq
Gold - 0,05 U/ul; zelatyna — 0,039%; MgCl, — 1,5 mM. Catko-
wita objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl.

Réwnoczesna amplifikacja kurzego i owczego DNA. DNA
wyizolowane z mieszanek paszowych zawierajacych 4% maczki
kurzej, 4% maczki owczej oraz 4% obu maczek zostato powie-
lone w reakcji PCR, w ktorej stgzenie poszczegdlnych sktadni-
kéw w mieszaninie wynosito: 1 x Buffor; ANTPmix — 0,5 mM;
polimeraza AmpliTaq Gold — 0,05 U/ul; Zelatyna — 0,0644%;
MgCl, — 1,5 mM. Catkowita objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej
wynosita 12,5 ul.

Otrzymany w reakcji PCR produkt byt analizowany i iden-
tyfikowany przez elektroforezg w 4% zelu agarozowym z za-
stosowaniem bromku etydyny. Dlugo$¢ rozdzielonych fragmen-
tow DNA okreslono w postaci bezwzglednych wartosci liczby
par zasad (pz), przez poroéwnanie z markerem DNA (X 174 DNA/
Hae III) o znanych diugos$ciach fragmentow.

Wyniki i oméwienie

Identyfikacja kurzego komponentu. Na obrazie zelu
przedstawiajacym wynik elektroforezy produktow reak-
¢ji PCR migdzy starterami kurzymi a kurzym DNA (prob-
ki 1, 2, 3) otrzymano produkt o dtugo$ci 266 pz. (ryc. 1).
W przypadku powielania DNA pochodzacego od owiec,
$win i bydta (probki 5, 6, 7) nie uzyskano produktu.

Wynik doswiadczenia wskazuje na trafno$¢ wyboru
do analizy zarowno mtDNA, ktory zgodnie z przewidy-
waniami pozwolit na rozréznienie maczki kurzej od in-
nych badanych maczek, jak rowniez uzytych starterow.
Zastosowane startery okazaty si¢ specyficzne gatunko-
wo 1 pozwolily na identyfikacj¢ wysoko przetworzonych
komponentow (1, 6, 10).

Grubo$¢ prazka w zelu jest wprost proporcjonalna do
ilosci zawartego w probce komponentu kurzego. Mozna
wiegc stwierdzic¢, ze technika ta jest metoda potilosciowa,
tzn. mozna wykazaé za jej pomoca orientacyjng ilo§¢
komponentu zwierzgcego w mieszankach paszowych,
przez poréwnanie grubosci prazka w zelu po elektrofo-

Ryec. 2. Obraz zelu po elektroforezie:
mieszanka paszowa zawierajgca
maczke pochodzenia: 1) kurzego; 2)
owczego; 3) kurzego i owczego; 4) ne-
gatywna kontrola; M) marker. Autor:
Malgorzata Natonek-Wisniewska
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rezie z prazkami pocho-
dzacymi od standaryzowa-
nych probek.

Roéwnoczesna iden-
tyfikacja komponen-
téw owczych i kurzych.
W wyniku reakcji PCR
migdzy miksem starterow
owczych i kurzych (ryc. 2)
a kurzym mtDNA otrzy-
mano produkt o dtugosci
266 pz (probka 1), nato-
miast uzycie owczego
mtDNA dato produkt
o dtugosci 225 pz. (prob-
ka 2). Amplifikujac
mtDNA pochodzace od
dwoch gatunkéw zwierzat
otrzymano dwa produkty
o dhugosciach specyficz-
nych dla kazdego gatunku,
czyli obok typowego dla
kur prazka 266 pz, rowniez produkt o dtugosci 225 pz.
charakterystyczny dla owiec (probka 3).

Metoda identyfikacji dodatku kurzej maczki do pasz
na podstawie analizy mtDNA charakteryzuje si¢ wysoka
specyficznoscia, a wynik jej jest obiektywny, dlatego jest
ona przydatna do rutynowej kontroli pasz. Zastosowanie
reakcji PCR typu duplex skraca czas i obniza koszty ana-

lizy.
Whniosek

Zastosowanie opracowanych metod do badania pasz
moze zapewni¢ dobra ich kontrolg, a tym samym, wraz
z testami do diagnostyki BSE (8, 9), przyczyni¢ si¢ do
zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ gabczastych encefa-
lopatii.
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