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Z badañ epizootiologicznych BSE wynika, ¿e czynnik
zaka�ny przenoszony jest przez m¹czki miêsno-kostne
pochodzenia owczego lub bydlêcego, dodawane do kon-
centratów paszowych. W zwi¹zku z tym w ramach profi-
laktyki przeciwko tej chorobie wprowadzono szereg
ustaw reguluj¹cych skarmianie zwierz¹t mieszankami
zawieraj¹cymi m¹czki.

Ustawy, o których mowa, wprowadzi³y zakaz doda-
wania m¹czek miêsno-kostnych do karmy dla wszystkich
zwierz¹t, których miêso jest przeznaczone do konsump-
cji (Council decision 766/2000/EC) b¹d� dopu�ci³y do
stosowania jedynie dla zwierz¹t nieprze¿uwaj¹cych i to
pod warunkiem, ¿e nie zawieraj¹ materia³u pochodz¹ce-
go od tego samego gatunku, co skarmiane nimi zwierzê-
ta (Council regulation 1774/2002/EC).

Wa¿ne zatem sta³o siê opracowanie metod pozwalaj¹-
cych na skuteczn¹ kontrolê mieszanek paszowych celem
identyfikacji w nich zawarto�ci komponentów pochodze-
nia zwierzêcego. W zwi¹zku z tym Europejski Instytut
Normalizacji w porozumieniu z UE, w swoim biulety-
nie, zaleca prowadzenie badañ nad wdro¿eniem metod
takich, jak spektroskopia w niskiej podczerwieni oraz
analiza DNA, które pozwol¹ na gatunkow¹ identyfika-
cjê sk³adników zwierzêcych (4).

W tego typu analizach DNA wykorzystywane jest
mtDNA, które ze wzglêdu na du¿e zró¿nicowanie w�ród
krêgowców (10), jest dobrym markerem specyficznej
identyfikacji poszczególnych gatunków zwierz¹t.

Metoda wykorzystuj¹ca mtDNA pozwala na identyfi-
kacjê komponentów pochodzenia bydlêcego, �wiñskie-
go i owczego (7). Oprócz wymienionych m¹czek czêsto
do skarmiania u¿ywa siê m¹czki kurzej, dlatego równie¿
jej identyfikacja wydaje siê uzasadniona. Aby skróciæ czas
analizy oraz ograniczyæ jej koszty, warto zastosowaæ
metodê pozwalaj¹c¹ na jednoczesn¹ identyfikacjê przy-
najmniej dwóch komponentów. Celem badañ by³o opra-

cowanie metod pozwalaj¹cych na: identyfikacjê w mie-
szance paszowej komponentu pochodzenia kurzego oraz
równoczesn¹ identyfikacjê komponentów pochodzenia
kurzego i owczego.

Materia³ i metody
Materia³ do�wiadczalny stanowi³y:
a) standaryzowana mieszanka paszowa nie zawieraj¹c¹ m¹cz-

ki miêsno-kostnej, pochodz¹c¹ z Dzia³u ¯ywienia Zwierz¹t In-
stytutu Zootechniki,

b) próbki mieszanek paszowych zawieraj¹ce: 2, 4 i 8% ku-
rzych m¹czek miêsnych; 4% owczych m¹czek miêsnych; 4%
bydlêcych m¹czek miêsnych; 4% �wiñskich m¹czek miêsnych;
4% kurzych i owczych m¹czek miêsnych.

Mieszanki zosta³y sporz¹dzone poprzez zmieszanie w odpo-
wiedniej proporcji wymienionych m¹czek miêsnych ze standa-
ryzowan¹ mieszank¹ paszow¹ nie zawieraj¹c¹ m¹czki miêsno-
-kostnej. M¹czka miêsna zosta³a przygotowana we w³asnym
zakresie w oparciu o proces technologiczny produkcji MBM na
skalê przemys³ow¹ (3). Proces ten obejmowa³, miêdzy innymi,
obróbkê termiczno-baryczn¹ (140°C, 3 Ba, 20 min.) zgodn¹ z za-
leceniami UE (Council decision 99/534/EC).

Cykl analityczny zwi¹zany z identyfikacj¹ mtDNA zwierz¹t
obejmowa³: izolacjê DNA zawartego w mieszankach paszo-
wych, amplifikacjê wyizolowanego DNA w reakcji PCR, elek-
troforezê w ¿elu agarozowym, analizê wyników rozdzia³u elek-
troforetycznego.

Do izolacji zastosowano metodê polegaj¹c¹ na wi¹zaniu DNA
z krzemionk¹ w obecno�ci tiocyjanku guanidyny, a nastêpnie
wymywaniu go przez bufor TE (1). Dodatkowo u¿yto kazeiny
(2) w celu usuniêcia ewentualnego zdegradowanego DNA.

Drugim etapem analizy by³o powielenie w reakcji PCR sek-
wencji charakterystycznej dla kur i owiec. Amplifikacjê prze-
prowadzono za pomoc¹ 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 starterów podanych równie¿ przez tego autora.
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Amplifikacja kurzego DNA. DNA wyizolowane z badanych
mieszanek paszowych zosta³o powielone w reakcji PCR, w któ-
rej stê¿enie poszczególnych sk³adników w mieszaninie wyno-
si³o: 1 × Buffor; dNTPmix � 0,5 mM; polimeraza AmpliTaq
Gold � 0,05 U/µl; ¿elatyna � 0,039%; MgCl

2
 � 1,5 mM. Ca³ko-

wita objêto�æ mieszaniny reakcyjnej wynosi³a 25 µl.
Równoczesna amplifikacja kurzego i owczego DNA. DNA

wyizolowane z mieszanek paszowych zawieraj¹cych 4% m¹czki
kurzej, 4% m¹czki owczej oraz 4% obu m¹czek zosta³o powie-
lone w reakcji PCR, w której stê¿enie poszczególnych sk³adni-
ków w mieszaninie wynosi³o: 1 × Buffor; dNTPmix � 0,5 mM;
polimeraza AmpliTaq Gold � 0,05 U/µl; ¿elatyna � 0,0644%;
MgCl

2
 � 1,5 mM. Ca³kowita objêto�æ mieszaniny reakcyjnej

wynosi³a 12,5 µl.
Otrzymany w reakcji PCR produkt by³ analizowany i iden-

tyfikowany przez elektroforezê w 4% ¿elu agarozowym z za-
stosowaniem bromku etydyny. D³ugo�æ rozdzielonych fragmen-
tów DNA okre�lono w postaci bezwzglêdnych warto�ci liczby
par zasad (pz), przez porównanie z markerem DNA (X 174 DNA/
Hae III) o znanych d³ugo�ciach fragmentów.

Wyniki i omówienie
Identyfikacja kurzego komponentu. Na obrazie ¿elu

przedstawiaj¹cym wynik elektroforezy produktów reak-
cji PCR miêdzy starterami kurzymi a kurzym DNA (prób-
ki 1, 2, 3) otrzymano produkt o d³ugo�ci 266 pz. (ryc. 1).
W przypadku powielania DNA pochodz¹cego od owiec,
�wiñ i byd³a (próbki 5, 6, 7) nie uzyskano produktu.

Wynik do�wiadczenia wskazuje na trafno�æ wyboru
do analizy zarówno mtDNA, który zgodnie z przewidy-
waniami pozwoli³ na rozró¿nienie m¹czki kurzej od in-
nych badanych m¹czek, jak równie¿ u¿ytych starterów.
Zastosowane startery okaza³y siê specyficzne gatunko-
wo i pozwoli³y na identyfikacjê wysoko przetworzonych
komponentów (1, 6, 10).

Grubo�æ pr¹¿ka w ¿elu jest wprost proporcjonalna do
ilo�ci zawartego w próbce komponentu kurzego. Mo¿na
wiêc stwierdziæ, ¿e technika ta jest metod¹ pó³ilo�ciow¹,
tzn. mo¿na wykazaæ za jej pomoc¹ orientacyjn¹ ilo�æ
komponentu zwierzêcego w mieszankach paszowych,
przez porównanie grubo�ci pr¹¿ka w ¿elu po elektrofo-

rezie z pr¹¿kami pocho-
dz¹cymi od standaryzowa-
nych próbek.

Równoczesna iden-
tyfikacja komponen-
tów owczych i kurzych.
W wyniku reakcji PCR
miêdzy miksem starterów
owczych i kurzych (ryc. 2)
a kurzym mtDNA otrzy-
mano produkt o d³ugo�ci
266 pz (próbka 1), nato-
miast u¿ycie owczego
mtDNA da³o produkt
o d³ugo�ci 225 pz. (prób-
ka 2). Amplifikuj¹c
mtDNA pochodz¹ce od
dwóch gatunków zwierz¹t
otrzymano dwa produkty
o d³ugo�ciach specyficz-
nych dla ka¿dego gatunku,
czyli obok typowego dla

kur pr¹¿ka 266 pz, równie¿ produkt o d³ugo�ci 225 pz.
charakterystyczny dla owiec (próbka 3).

Metoda identyfikacji dodatku kurzej m¹czki do pasz
na podstawie analizy mtDNA charakteryzuje siê wysok¹
specyficzno�ci¹, a wynik jej jest obiektywny, dlatego jest
ona przydatna do rutynowej kontroli pasz. Zastosowanie
reakcji PCR typu duplex skraca czas i obni¿a koszty ana-
lizy.

Wniosek
Zastosowanie opracowanych metod do badania pasz

mo¿e zapewniæ dobr¹ ich kontrolê, a tym samym, wraz
z testami do diagnostyki BSE (8, 9), przyczyniæ siê do
zapobiegania rozprzestrzenianiu siê g¹bczastych encefa-
lopatii.

Pi�miennictwo
1.Boom R., Sol C. J. A., Salimans M. M. M., Jansen C. L., van Dillen P. M. E.,

Wertheim J., van der Noordaa J.: Rapid and simple method or purification of
nucleic acids. J. Clin. Microbiol. 1990, 28, 495-503.

2.Boom R., Cees S., Beld M., Weel J., Goudsmit J., van Dillen P. W.: Improved
silica-guanidiniumthiocyanate DNA isolation procedure based on selective
binding of bovine alpha-casein to silica particles. J. Clin. Microbiol. 1999, 37,
615-619.

3.Hahn H.: Animal meal: production and determination in feedstuffs and the
origin of bovine spongiform encephalopathy. Naturwissenschaften. 1999, 86,
62-70.

4. Institute for Reference Materials and Measurement. Animal by-products in ani-
mal feed. November 2003.

5.Lahiff S., Glennon M., O�Brien L., Lyng J., Smith T., Maher M., Shilton N.:
Species-specific PCR for the identification of ovine, porcine and chicken
species in meat and bone meal (MBM). Mol. Cell. Probes 2001, 15, 27-35.

6.Lahiff S., Glennon M., Lyng J., Smith T., Shilton N., Maher M.: Real-time poly-
merase chain reaction detection of bovine DNA in meat and bone meal samples.
J. Food Prot. 2002, 65, 1158-1165.

7.Natonek M., S³ota E., ¯yga A., Rejduch B.: The utilization of methods based on
protein and DNA analysis for identification of animal-origin components in
feeds. J. Anim. Feed Sci. 2004, 13, 73-76.

8.Polak M., Larska M., ¯mudziñski J.: Nowe szybkie testy do diagnostyki post
mortem BSE. Med. Wet. 2003, 10, 876-878.

9.Polak M., Ro¿ek W., ̄ mudziñski J.: Monitoring BSE w Polsce. Med. Wet. 2002,
5, 344-347.

10.Tartaglia M., Saulle E., Pestalozza S., Morelli R., Antonucci G., Bataglia P. A.:
Detection of Bovine mitochondrial DNA in ruminant feeds: a molecular ap-
proach to test for the presence of bovine-derived materials. J. Food Prot. 1997,
61, 513-518.

Adres autora: dr Ma³gorzata Natonek-Wi�niewska, ul. Tokarskiego 2/410,
30-065 Kraków; e-mail: mnatonek@izoo.krakow.pl

Ryc. 1. Obraz ¿elu po elektroforezie: mieszanka paszo-
wa zawieraj¹ca: 1) 8% m¹czkê kurz¹; 2) 4% m¹czkê
kurz¹; 3) 2% m¹czkê kurz¹; 4) 4% m¹czkê owcz¹;
5) 4% m¹czkê wieprzow¹; 6) 4% m¹czkê bydlêc¹;
7) negatywna kontrola; M) marker wielo�ci. Autor: Ma³-
gorzata Natonek-Wi�niewska

Ryc. 2. Obraz ¿elu po elektroforezie:
mieszanka paszowa zawieraj¹ca
m¹czkê pochodzenia: 1) kurzego; 2)
owczego; 3) kurzego i owczego; 4) ne-
gatywna kontrola; M) marker. Autor:
Ma³gorzata Natonek-Wi�niewska


