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Identyfikacja gatunkowa jest rutynowq analizg stosowang obecnie w wielu laboratoriach.
Badania te na ogol dotyczq wykrywania komponentow pochodzgcych od zwierzqt hodow-
lanych w probkach komercyjnych, ale coraz czg¢sciej poswigca sie uwage analizie gatun-
kowej zwierzqt domowych i materiatu niestandardowego. Celowe zatem stato si¢ dostoso-
wanie metod identyfikacji gatunkowej komponentow pochodzqcych od psa, bydta, swin,
kur i owiec do badan w nietypowym materiale, jak mielonka indycza, smalec oraz resztki
paszy pobrane ze Sciotki w kurniku. Do analizy komponentow bydlecych, wieprzowych,
kurzych oraz owczych uzyto fragmentu genu mtDNA kodujgcego ATPase 6-8, natomiast
do identyfikacji komponentow pochodzgcych od psa wybrano fragment d-loop. Opracowa-
na metoda identyfikacji gatunkowej psa pozwala w szybki i jednoznaczny sposob okresli¢
potencjalng zawarto$é komponentow pochodzgcych od tego gatunku. Z przeprowadzonych
reakcji krzyzowych wynika, ze wykorzystane startery byly specyficzne gatunkowo, a otrzy-
many produkt PCR mial wielkos¢ 163pz. Jest to na tyle krotki produkt reakcji, ze pozwala
na analize w materiale wysoko przetworzonym. Wszystkie przedstawione metody pozwala-
Ja na skuteczne ich wykorzystanie do identyfikacji komponentow znajdujqcych si¢ w reszt-
kach paszy pobranej ze sciotki w kurniku, miesie mielonym oraz smalcu. Zastosowanie
odpowiednich metod izolacji DNA pozwolito na efektywng analiz¢ sktadu gatunkowego
badanego materiatu, a wybranie optymalnej metody dla kazdego rodzaju materiatu stwa-
rza mozliwos¢ rutynowej analizy podobnych probek w przysziosci.

Praktyczne zastosowanie identyfikacji gatunkowej ptakow i ssakow dotyczy tka-
nek surowych oraz przetworzonych, np. do postaci produktow spozywczych. W prze-
mysle spozywczym na producentdw natozony jest obowigzek informowania o uzy-
wanych komponentach i sktadzie przetworéow. Przepisy te sg jednak czesto tamane
poprzez zastgpowanie drozszych surowcow tanszymi o gorszych wtasciwosciach lub
tatwiej dostgpnymi, albo wrecz zakazanymi.

Badania analizy gatunkowej najczesciej dotycza identyfikacji fragmentéw tkanek
zwierzat hodowlanych w probkach komercyjnych typu mieszanka paszowa czy karma
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dla zwierzat. Wykrywanie komponentow pochodzacych od zwierzat domowych Iub
identyfikacja w materiale nietypowym bywaja natomiast rzadziej przedmiotem badan
naukowcdw, cho¢ jest to zagadnienie bardzo wazne i coraz szerzej wykorzystywane
w praktyce do analizy wypadkow drogowych z udziatem zwierzat, czy w przypadku
nielegalnego uzyskiwania produktow spozywczych, np. psiego smalcu.

Szerokie zastosowanie mitochondrialnego DNA (mtDNA) jako markera specy-
ficznej identyfikacji gatunkowej zwierzat wynika z jego duzego zréznicowania wsrod
kregowcow oraz wystgpowania w wielu milionach egzemplarzy w kazdej komor-
ce. Badania mozna prowadzi¢ posrednio identyfikujac wezesniej gromadg, do ktorej
nalezy zwierz¢ ktorego tkanki sa przedmiotem badan (Mahajan i in., 2010; Wang
i1in., 2010) lub bezposrednio okresla¢ przynaleznos¢ gatunkowa (Nakaki i in., 2007).
Najcze¢sciej do badan uzywa si¢ fragmentu mtDNA kodujacego ATPase6-8, d-loop,
12S-rRNA Iub cytochrom b (Tobbe i Linacre, 2010).

Celem pracy byto dostosowanie metod identyfikacji gatunkowej komponentow
pochodzacych od psa, bydta, §win, kur i owiec do badan w nietypowym materiale, jak
mielonka indycza, smalec oraz resztki paszy pobrane ze $cidtki w kurniku.

Material i metody

Materialem badawczym byty resztki paszy pobrane ze $ciotki w kurniku (MS),
mielonka indycza oraz smalec. Wszystkie probki byty przedmiotem ekspertyz. Reszt-
ki paszy pobrane ze $ciotki w kurniku oraz mielonka byty analizowane pod wzgledem
komponentéw bydlgcych, wieprzowych, kurzych i owczych. W smalcu natomiast
oznaczano obecnos¢ komponentéw pochodzacych od psa.

Jako kontrole pozytywna izolacji uzyto mieszanke paszowa zawierajacg maczke
migsng, natomiast jako kontrole negatywng izolacji mieszankg bez dodatku maczki.
Ponadto, zastosowano kontrole pozytywne reakcji PCR w postaci DNA wyizolowa-
nego z tkanki wieprzowej, owczej i kurzej.

Do opracowania metody identyfikacji komponentu pochodzacego od psa zastoso-
wano DNA kontrolne, czyli wyizolowane z tkanek psich, kocich, bydlgcych, wieprzo-
wych, owczych, konskich, gesich, indyczych, kurzych, kozich oraz pochodzacych od
jelenia.

Pierwsza cze¢scia analizy bylo dostosowanie metody izolacji do materiatu wyj-
$ciowego. Dla probek migsa zastosowano zestaw Wizard (Promega), dla probki MS
zastosowano zestaw AX Food (A&A Biotechnology) przeznaczony do izolacji DNA
z zywnosci, natomiast do probek smalcu zastosowano zestawy AX Food oraz Sher-
lock (A&A Biotechnology) majacy zastosowanie do mikro§ladow.

Wyizolowane DNA byto powielone w reakcji PCR. Do analizy komponentéw
bydlecych, wieprzowych, kurzych oraz owczych uzyto metode opartg na identyfi-
kacji fragmentu genu kodujacego ATPase 6-8 (Natonek-Wisniewska, 2008; Lahiff
i in., 2002). Do identyfikacji komponentow pochodzacych od psa wybrano fragment
sekwencji locus d-loop w genomie mtDNA psa (NC_002008). Wcze$niej, do wspo-
mnianego fragmentu zaprojektowano startery uzywajac programu Primer3 (Rozen
i Skaletsky, 1998), a nastepnie przeanalizowano ich specyficzno$¢ gatunkowa in-sili-
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co oraz do§wiadczalnie przeprowadzajgc reakcje krzyzowe z DNA pochodzacym od
bydta, $wini, owcy, kury, jelenia, kota, konia, gesi, indyka i kozy.

Otrzymane startery (c.f- dloop) miaty postac:

F: 5'-cgtcgtgcattaatggtttg

R: 5'-gtttctcgaggcatggtgat

Temperature przytaczania starterow ustalono na 62°C, a optymalny skiad miesza-
niny reakcyjnej mial posta¢: 1 x Bufor; dNTPmix — 0,8 mM; polimeraza AmpliTaq
Gold - 1,25U; MgCl, — 1 mM, kazdego startera — 0,4 pmol/ul. Opracowang metode
zastosowano w wykonywanej ekspertyzie.

Otrzymane produkty PCR byl analizowane i identyfikowane metoda elektrofore-
zy poziomej) w 3% zelu agarozowym przy zastosowaniu markera wielkosci DNA.
Réznica wielkosci pomigdzy poszczegdlnymi prazkami w zastosowanych markerach
wielko$ci wynosita 100 pz (fot. 1, 2, 3, 5) oraz 25 pz (fot. 4).

Wyniki

DNA izolowano w dwoch powtorzeniach, a do dalszej analizy wybrano preparat
o lepszej czystosci oraz stezeniu DNA. Izolacja z migsa mielonego i MS daty bardzo
czyste preparaty A260/280~1,8 o stezeniu okoto 100 ng/ul. Inaczej przedstawiata si¢
izolacja DNA z probek smalcu. Spektrofotometryczny pomiar DNA wykazat zanie-
czyszczenie otrzymanych probek biatkami — A260/280 dla izolacji AX Food wyno-
sita 1,3, natomiast dla zestawu Sherlock 1,55. Stezenie DNA uzyskanego przy wy-
korzystaniu zestawu AX Food wynosito 44 ng/ul, natomiast uzycie zestawu Sherlock
pozwolito otrzyma¢ DNA o stezeniu 100 ng/ul.
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Fot. 1. Analiza resztek paszy pobranej ze $ciotki w kurniku na obecno$¢ komponentu bydlgcego,
wieprzowego i owczego
Fig. 1. Analysis of material collected from poultry house litter for bovine, porcine and ovine components

Obraz elektroforezy produktow reakcji PCR W studzienkach 1-5 znajduje si¢ wynik produktow reakeji
PCR migdzy starterami bydlecymi, a DNA wyizolowanym z badanych probek (1, 2), bydlgcej macz-
ki migsnej (3), mieszanki niezawierajacej dodatku maczki (4), wody (5). W studzienkach 6-10 znajdu-
je si¢ wynik reakcji PCR migdzy starterami wieprzowymi, a DNA wyizolowanym z badanych probek
(6, 7), tkanki wieprzowej (8), mieszanki niezawierajacej dodatku maczki (9), wody (10). W studzienkach
11-15 znajduje si¢ wynik produktéow reakcji PCR migdzy starterami owczymi, a DNA wyizolowanym
z badanych probek (11, 12), tkanki owczej (13), mieszanki niezawierajacej dodatku maczki (14), wody
(15). M-marker wielkosci DNA (100 bp DNA Ladders).

Wynik identyfikacji komponentu bydlecego, owczego, wieprzowego i kurzego
w probkach MS przedstawiajg fotografie 1 i 2. Przeprowadzona analiza wykazata
obecnos$¢ komponentu kurzego w badanych probkach (fot. 2, studzienki 17—18), nato-
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miast zaprzeczyta obecnosci komponentow bydlecych, wieprzowych oraz owczych.
Kontrole negatywne izolacji oraz PCRu nie daty produktu reakcji, natomiast wszyst-
kie kontrole pozytywne daty produkt reakcji o odpowiedniej dtugosci. Kontrola po-
zytywna PCR dla bydta data produkt reakcji PCR o dlugosci 271 pz, dla kur produkt
266 pz, dla owiec 226 pz, a dla $win 212 pz.
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Fot. 2. Analiza resztek paszy pobranej ze $ciotki w kurniku na obecno$é w niej komponentu drobiowego
Fig. 2. Analysis of material collected from poultry house litter for poultry components

Obraz elektroforezy produktéw reakcji PCR. W studzienkach 1620 znajduje si¢ wynik reakcji PCR mig-
dzy starterami kurzymi, a DNA wyizolowanym z tkanki kurzej (16), badanych probek (17, 18), mieszanki
niezawierajacej dodatku maczki (19), wody (20). M-marker wielkosci DNA (100 bp DNA Ladders).

Analizowana mielonka indycza jest przyktadem fatszowania sktadu produktu —
oprécz sktadnika indyczego zadeklarowanego przez producenta, mielonka zawierata
dodatkowo komponent wolowy i wieprzowy. W wyniku powielania w reakcji PCR
roztworu DNA starterami charakterystycznymi dla bydta otrzymano produkt o wiel-
kosci 271 pz (fot. 3, studzienki 1 i 2). Analogiczna reakcja PCR ze starterami wie-
przowymi data produkt o wielko$ci 212 pz (fot. 3, studzienki 5 i 6).
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Fot. 3. Analiza mielonki indyczej na obecnos¢ w niej komponentu bydlecego i wieprzowego
Fig. 3. Analysis of turkey meat for bovine and porcine components

Obraz elektroforezy produktow reakcji PCR. W studzienkach 1-4 znajduje si¢ wynik reakcji PCR migdzy
starterami bydlgcymi, a DNA wyizolowanym z mielonki (1 i 2), tkanki bydlecej (3), wody (4). W stu-
dzienkach 5-8 znajduje si¢ wynik reakcji PCR migdzy starterami wieprzowymi, a DNA wyizolowanym
z mielonki (5 1 6), tkanki wieprzowej (7) i wody (8). M-marker wielkosci DNA (100 bp DNA Ladders).

Identyfikacja gatunkowa smalcu zostata poprzedzona opracowaniem metody po-
zwalajacej na identyfikacje gatunkowa psa. Wynik przeprowadzonych in-silico reak-
cji krzyzowych badanych starterow z DNA innych gatunkow (najczesciej bedacych
przedmiotem analizy) przedstawia tabela 1. Doswiadczalng analiz¢ specyficzno$ci
starterow c.f~dloop przedstawia fotografia 4 (fot. 4). Produkt reakcji PCR o wielko$ci
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163 pz uzyskano jedynie dla DNA wyizolowanego z tkanki psa. DNA pochodzgce od
pozostatych gatunkow nie dato produktu reakcji.

Tabela 1. Specyficzno$¢ starterow proponowanych do gatunkowe;j identyfikacji DNA pochodzacego od psa
Table 1. Specificity of primers proposed for species identification of DNA from dog

Analizowany gatunek Rewers
. Forward
Analysed species Reverse

Cztowiek - -

Human

Bydto - -

Cattle

Swinia - -

Pig

Owca - -
Sheep

Kura _ _
Chicken

Ges - -
Goose

Indyk - -
Turkey

Kon 76% -
Horse

Jelen - 88%
Red deer

Kot - -
Cat

Koza - -
Goat
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Fot. 4. Analiza specyficznos$ci gatunkowej starteréw c.f- dloop
Fig. 4. Analysis of species specificity of the c.f- dloop primers

Obraz elektroforezy produktow reakcji PCR. W studzienkach 1-12 znajduje si¢ wynik reakcji PCR mig-
dzy starterami c.f- dloop, a DNA wyizolowanym z tkanek pochodzacych od psa (1), bydta (2), $wini
(3), owcy (4), kury (5), jelenia (6), kozy (7), gesi (8), indyka (9), konia (10), kota (11) i cztowieka (12).
Kontrola negatywna PCR (13). M-marker wielkosci DNA (25 bp DNA Ladders).
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Fot. 5. Analiza smalcu w kierunku identyfikacji w nim komponentéw pochodzacych od psa
Fig. 5. Analysis of lard for identification of canine components

Obraz elektroforezy produktow reakeji PCR dla komponentu pochodzacego od psa. W studzienkach znaj-
duje si¢ wynik reakcji PCR, w ktorej matryca bytlo DNA izolowane z badanej probki kolejno zestawem
AX Food (1, 2), Sherlock (3, 4), DNA z probek kontrolnych dla psa (5 1 6). W studzience 7 byta kontrola
negatywna PCR-u. M-marker wielkosci DNA (100 bp DNA Ladders).

Tak opracowana metod¢ wykorzystano do identyfikacji gatunkowej smalcu
(Fot. 5). O obecnosci komponentu pochodzacego od psa $wiadczy produkt PCR
o dhugosci 163 pz dla izolacji zardwno zestawem AX Food (studzienki 1, 2), jak row-
niez Sherlock (studzienki 3, 4). Pomimo ztych parametréw charakteryzujacych jakos¢
wyizolowanego DNA, z obu izolacji udalo si¢ otrzymac¢ pozytywny wynik reakcji
wskazujacy na obecnos$¢ w nim komponentu pochodzacego od psa.

Omowienie wynikow

Rownolegle z izolacja DNA z resztek paszy pobranych ze §cidtki w kurniku zasto-
sowano kontrole pozytywna oraz negatywna izolacji. Kontrole pozytywna stanowita
mieszanka paszowa zawierajaca znany dodatek maczki, natomiast kontrole negatyw-
ng mieszanka bez dodatku maczki. Otrzymanie z analizy kontroli wynikéw zgodnych
z oczekiwaniami stanowi potwierdzenie poprawnego wykonania analizy, a tym sa-
mym podnosi wiarygodnos$¢ analiz.

Opracowane metody identyfikacji gatunkowej DNA znajdujg skuteczne zastoso-
wanie w analizie materiatdw nietypowych, takich jak mielonka, resztki paszy pobrane
ze $cidtki w kurniku, czy psi smalec pozyskiwany na drodze przestgpstwa i wykorzy-
stywany w medycynie ludowe;j.

Przedstawione wyniki izolacji DNA ze smalcu pozwalaja zauwazy¢, ze zastoso-
wane metody sa skuteczne do analizy ttuszczu, a otrzymanie DNA gorszej jakosci
nie wyklucza pozytywnego wyniku analizy. Jest to efektem zastosowania do analizy
DNA mitochondrialnego. Duza ilo$¢ kopii w kazdej komorce oraz trwatos¢ mtDNA
pozwala bowiem na badanie materialu genetycznie trudnego ze wzgledu na sladowe
ilosci w probee czy degradacje spowodowana obrobka termiczna podczas produkcji.

Do analizy gatunkowe;j tkanek pochodzacych od psa najczgsciej wykorzystuje sie
fragment kodujacy cytochromu b, 12s-RNA lub d-loop. Przy analizie polimorfizmu
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cytochromu B wykorzystuje si¢ jedng pare starterow, a ostateczng detekcje gatun-
kowa otrzymuje si¢ przy zastosowaniu enzymow restrykcyjnych (Bravi i in., 2004;
Nakaki 1 in., 2007). Fragmentu kodujacego 12S-rRNA mozna natomiast uzy¢ do
bezposredniej identyfikacji komponentéw pochodzacych od psa (Martin i in., 2007).
Z danych literaturowych wynika, ze otrzymane produkty reakcji PCR maja wielko$¢
okoto 400 pz w przypadku analizy fragmentu mtDNA kodujacego cytochrom b lub
12S-rRNA (Wang i in., 2010; Nakaki i in., 2007), natomiast dla analizy wykorzystu-
jacej polimorfizm fragmentu d-loop otrzymany produkt ma wielko$¢ 213 pz (Gao
iin., 2004). Przedstawiana w pracy metoda daje produkt PCR o wielkos$ci 163 pz. Jest
on krotki, przez co skuteczny do analizy materialu przetworzonego. Przeprowadzo-
ny wynik reakcji krzyzowych starterow wskazuje na ich specyficznos¢ gatunkowa.
Metoda ta pozwala w szybki i jednoznaczny sposob okresli¢ potencjalng zawarto§¢
komponentéw pochodzacych od gatunku Canis familiaris.

Opracowane metody znajduja praktyczne zastosowanie do identyfikacji gatunko-
wej 1 moga by¢ w przysztosci wykorzystywane do podobnych badan.
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MALGORZATA NATONEK-WISNIEWSKA, PIOTR KRZYSCIN

Development of methods for species identification of cattle, pigs, chickens, sheep and dogs for
analysis of nonstandard material

SUMMARY

Species identification is a routine analysis currently performed in many laboratories. In general, it
involves detection of farm animal components in commercial samples, but increasing attention is given
to species identification of domestic animals and nonstandard material. It was therefore appropriate to
modify a procedure for species identification of canine, bovine, porcine, chicken and ovine components,
for species identification of untypical material such as luncheon meat, lard and material collected from
poultry house litter.

Bovine, porcine, chicken and ovine components were analysed using a fragment of the mtDNA gene
coding for ATPase 6-8, and a d-loop fragment was chosen to identify canine components.

The canine species identification method offers a rapid and unambiguous way of determining the po-
tential content of dog components. The cross-reactions showed that the primers used are species specific
and the PCR product obtained is 163 bp. This reaction product is short enough to allow for analysis of
highly processed material.

All the methods presented above can be used to identify the components found in material collected
from poultry house litter, ground meat and lard. The use of proper DNA isolation method enabled effec-
tive analysis of species composition, and selection of the optimum method for each sample type allows for
routine analysis of similar samples in the future.

Key words: species identification of dog, mtDNA, d-loop, ATPase 6-8



