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ZASTOSOWANIE METODY REKOMENDOWANEJ PRZEZ EURL-AP
DO WYKRYWANIA DNA PRZEZUWACZY W PASZY I MIESIE*

Matgorzata Natonek-Wisniewska, Piotr Krzys$cin

Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat,
32-083 Balice k. Krakowa

Komisja Europejska w celu identyfikacji DNA przezuwaczy zaleca stosowanie metody
opisanej przez EURL-AP (European Union Reference Laboratory for Animal Proteins
in Feedingstuffs). Celem pracy bylo sprawdzenie dzialania tej metody oraz okreslenie
Jjej parametrow w procesie walidacji wewnetrznej i zewnetrznej. Materiatem badawczym
byly: plazmid DNA specyficzny dla przezuwaczy (ERM-AD482), referencyjne probki paszy
niezawierajgce w swoim skladzie sktadnikow zwierzecych oraz probki paszy zawierajgce
mgqczke bydlecq, owczg oraz wieprzowg w ilosci 0,2% i mqczke drobiowg 100%, plazme
drobiowq oraz wieprzowg, probki miesa wotowego oraz wieprzowego. W pierwszym etapie
badan uzyto plazmidu DNA w celu dostosowania metody do aparatu Real-Time (StepOne
Plus), na ktorym miala by¢ wykonywana analiza. Dziatania takie mialy zadanie ustalenia
linii odcigcia c,, czyli wartosci granicznej, rozrézniajgcej wyniki dodatnie od ujemnych.
Nastepnie wyekstrahowano DNA z probek wzorcowych przy pomocy zestawu do izolacji
DNA z zywnosci (Wizard), rowniez rekomendowanego przez EURL-AP. Otrzymane DNA
poddano reakcji Real-Time PCR, uzywajgc starterow kompatybilnych do sekwencji flan-
kujgcej region specyficzny gatunkowo dla przezuwaczy oraz sonde kompatybilng z DNA
tej grupy zwierzqt. Wszystkie probki analizowano w dwukrotnych powtorzeniach izola-
¢ji DNA. Kazdy izolat DNA analizowano dodatkowo przy 10-krotnym rozcienczeniu. Dla
wszystkich matryc okreslono wartosci progowe amplifikacji (c,). Wynik kalibracji wska-
zuje, ze rozgraniczenie pomiedzy probkami pozytywnymi a negatywnymi przebiega w 33.
cyklu (c,=33,8). Na tej podstawie okreslono probki, w ktérych znajduje sie DNA przezu-
waczy. Reakcje pozytywne otrzymano jedynie dla DNA przezuwaczy (bov 0,2%, ovis 0,2%),
zas dla pozostalych gatunkow reakcja zachodzita zawsze powyzej 34. cyklu. Dla probek
dodatnich — w przypadku rozcienczen DNA — miejsce odciecia thresholdu przesuwa sie
kazdorazowo okolo 3 cykle. Metoda jest bardzo czufa; umozliwia identyfikacje przetwo-
rzonego materiatu w ilosci <0,1%. W trakcie badan ustalono, ze metoda ta jest w 100%
specyficzna gatunkowo.

Stowa kluczowe: identyfikacja DNA przezuwaczy, EURL-AP

Skuteczny zakaz stosowania przetworzonych biatek zwierzecych (PAP) w pa-
szach jest jedynym sposobem zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ encefalopatii TSE

*Praca finansowana z zadania nr 04-18-02-11.
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(Transmissible Spongiform Encephalopathies), do ktorych nalezy choroba BSE.
Ustanowienie rygorystycznych przepisow regulujacych to zagadnienie doprowadzi-
to do catkowitego zakazu stosowania przetworzonych biatek zwierzgcych w paszy,
obowigzujacego w Europie od wielu lat. Ponadto identyfikacja gatunkowa przetwo-
rzonych komponentéw spozywczych cieszy si¢ niestabngcym zainteresowaniem ze
strony konsumentow oraz producentéw zywnosci. Ogdlna potrzeba poznania rzeczy-
wistego sktadu produktow spozywczych wynika z coraz wigkszej dbatosci o jakos¢
pokarméw, zwigzanej ze wzrostem §wiadomosci spotecznej dotyczacej wplywu zyw-
no$ci na ludzkie zdrowie. Aby wiarygodnie poda¢ sktad produktu zywnosciowego
czy skutecznie egzekwowaé normy dotyczace karmy lub zywnoSci, potrzebne sa me-
tody laboratoryjne, ktérych stosowanie rowniez jest regulowanie prawnie.

Od kilkudziesieciu lat oficjalnie obowiazujaca w Unii Europejskiej metoda wy-
krywania przetworzonego biatka zwierzecego w mieszankach paszowych jest kla-
syczna mikroskopia optyczna (Fumiere i in., 2009). Ze wzgledu na jej ograniczenia,
zwigzane mi¢dzy innymi z brakiem mozliwosci rozr6znienia gatunkowego obecnych
maczek, Komisja Europejska w zarzadzeniach 152/2009 i 51/2013 dopuscita metode
analizy opartg na analizie DNA, mogacg dostarczy¢ wigcej informacji na temat po-
chodzenia biatka zwierzgcego.

Celem pracy byta walidacja proponowanej przez EURL-AP metody identyfikacji
komponentéw odzwierzecych, pochodzacych od przezuwaczy, w paszy oraz w mig-
sie.

Material i metody

Materiatem badawczym byly: plazmid DNA specyficzny dla przezuwaczy (ERM-
-AD482), referencyjne probki paszy niezawierajace w swoim skladzie sktadnikow
zwierzecych oraz probki paszy ro§linnej zawierajace maczke bydleca, owczg oraz
wieprzowg w ilosci 0,2%. Plazmid pochodzit z Instytutu Materiatu Referencyjnego
przy Komisji Europejskiej (ERM-European Reference Materials) natomiast referen-
cyjne probki paszy z Testu Biegtosci (AHVLA). Ponadto stosowano wlasne materiaty
odniesienia: maczke drobiowa 100%, plazme drobiowa oraz wieprzowa, probki migsa
wotowego oraz wieprzowego.

Metody badawcze

W pierwszym etapie badan, uzywajac plazmidu, dostosowano metode do aparatu
Real-Time, na ktérym miata by¢ wykonywana analiza (StepOne Plus — Thermofi-
sher). Nastepnie z probek wzorcowych wyekstrahowano DNA przy uzyciu zestawu
do izolacji DNA z zywno$ci (Wizard), rekomendowanego przez EURL-AP. Otrzy-
mane DNA poddano reakcji Real-Time PCR, uzywajac starterow flankujacych region
specyficzny gatunkowo tylko dla przezuwaczy oraz sond¢ kompatybilng z DNA tej
grupy zwierzat. Wszystkie probki analizowano w dwukrotnych powtorzeniach izola-
cji DNA. Kazdy izolat DNA analizowano dodatkowo przy 10-krotnym rozcienczeniu.
Wszystkie izolacje wykonywano w obecnosci kontroli pozytywnych (KP) oraz kon-
troli negatywnych izolacji (KN); do kazdej serii reakcji dodano kontrole pozytywna
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(PTC) oraz kontrole negatywng qPCRu (NTC). Jako kontroli PTC uzyto komercyj-
nych probek DNA poszczeg6lnych gatunkéw o deklarowanym przez producenta skta-
dzie lub probki pochodzace z Testéw Bieglosci.

Dla wszystkich matryc okre$lono wartosci progowe amplifikacji (c;). Wyniki ¢,
przedstawiono dla tej samej probki z dwoch pomiaréw oraz wzgledne odchylenie
standardowe miedzy tymi pomiarami. Na podstawie warto$ci progowej amplifikacji
wyznaczono ilo$¢ kopii dla cut-off.

Na podstawie wartosci progowych okreslono, w ktérych probkach znajduje sig
DNA przezuwaczy. Korzystajac z otrzymanych wynikow obliczono parametry me-
tody, takie jak: specyficzno$¢, doktadno$¢, granice wykrywalno$ci oraz czutosc,
stosujgc nastepujace definicje: — specyficzno$¢ metody jako udzial wynikoéw praw-
dziwie negatywnych we wszystkich negatywnych probkach, jakie poddano analizie;
— doktadno$¢ metody jako udziat liczby wynikéw poprawnie oznaczonych do licz-
by wszystkich uzyskanych wynikéw wyrazony wzorem; — granica wykrywalnosci
(LOD) jako najmniejsze stezenie lub ilo$¢ produktu mozliwa do wykrycia za pomoca
danej procedury analitycznej oraz czuto$¢ metody jako udzial wynikéw prawdziwie
pozytywnych we wszystkich pozytywnych probkach, jakie poddano analizie.

Wyniki

Wynik kalibracji wskazuje, ze rozgraniczenie pomigdzy probkami pozytywnymi
a negatywnymi przebiega w 33. cyklu (¢, =33,8). Na podstawie tej wartosci okreslo-
no, w ktérych badanych probkach znajduje si¢ DNA przezuwaczy. Wyniki, w postaci
warto$ci progowych amplifikacji, wzglednego odchylenia standardowego oraz okre-
$lenia wystepowania w probce DNA przezuwaczy, zebrano w tabeli 1. I1o$¢ kopii dla
cut-off wynosita 14,77.

Tabela 1. Wynik oznaczania DNA przezuwaczy
Table 1. Results of ruminant DNA determination

Nr probki o, | Wynik Nr probki ., | Wynik
No. of sample Cr RSD% Result | No. of sample Cr RSD% Result
1 2 3 4 5 6 7 8
Mieszanka paszowa 22,78 0,75 + Migso bov 100% 15,98 0,68 +
Bov 0,2%
Mieszanka paszowa 22,54 +  Migso bov 100% 15,83 +
Bov 0,2%
Mieszanka paszowa 25,37 0,56 + Migso bov 100% 18,00 0,29 +
Bov 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 25,58 + Migso bov 100% 17,93 +
Bov 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 22,49 0,44 + Migso sus 100% 34,52 1,54 -
1 Bov 0,2%
Mieszanka paszowa 22,36 + Migso sus 100% 35,28 -

1 Bov 0,2%
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cd. tabeli 1 — Table 1 contd.

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | s
Mieszanka paszowa 24,85 0,30 +  Migsosus 100% 3391 588 -
1 Bov 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 24,75 + Migso sus 100% 35,77 -
1 Bov 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 36,69 0,61 - Plazma sus 33,96 527 -
Sus 0,2%
Mieszanka paszowa 36,38 - Plazma sus 35,84 -
Sus 0,2%
Mieszanka paszowa 38,37 1,22 - Plazma sus 1:10 3594 2,80 -
Sus 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 39,04 - Plazma sus 1:10 37,34 -
Sus 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 37,88 1,02 - Plazma drob 35,34 10,97 -
Gall 100%
Mieszanka paszowa 37,33 - Plazma drob 41,29 -
Gall 100%
Mieszanka paszowa 39,45 1,24 - Plazma drob 1:10 34,46 7,45 -
Gall 100% 1:10
Mieszanka paszowa 40,15 - Plazma drob 1:10 38,29 -
Gall 100% 1:10
Mieszanka paszowa 26,034 0,06 + RM neg 37,97 043 -
Ovis 0,2%
Mieszanka paszowa 26,06 +  RM neg 38,21 -
Ovis 0,2%
Mieszanka paszowa 28,88 0,42 + RM neg 1:10 38,43 0,02 -
Ovis 0,2% 1:10
Mieszanka paszowa 28,71 + RM neg 1:10 3845 0,75 -
Ovis 0,2% 1:10
KN izol 35,41 0,48 - NTC 43,04 0,12 -
KN izol 35,17 - NTC 42,96 -

Warto$¢ progowa amplifikacji (c,), wzglgdne odchylenie standardowe (RSD%) oraz wynik, czyli interpretacje, czy
dana probka zawiera DNA przezuwaczy, zebrano w tabeli 1.

Mieszanka paszowa Ovis 0,2% — mieszanka paszowa zawierajaca 0,2% dodatek maczki owczej, mieszanka paszo-
wa Bov 0,2% i mieszanka paszowa 1 bov 0,2% — mieszanki paszowe zawierajace dodatek 0,2% maczki bydlecej, migso
bov 100% — migso wotowe, migso sus 100% — migso wieprzowe, plazma drob — plazma z krwi drobiowej, plazma sus
— plazma z krwi wieprzowej.

Amplification threshold value (cT), relative standard deviation (RSD%) and the result, namely the interpretation if
a given sample contains ruminant DNA are presented in Table 1.

Notes: Mieszanka paszowa Ovis 0.2% — feed mixture containing 0.2% ovine meal; mieszanka paszowa Bov 0.2%
and mieszanka paszowa 1 bov 0.2% — feed mixtures each containing 0.2% bovine meal; migso bov 100% — beef meat;
migso sus 100% — pork meat; plazma drob — plasma from poultry blood; plazma sus — plasma from porcine blood.

Oméwienie wynikow

Wszystkie probki nieposiadajagce w swoim sktadzie DNA przezuwaczy wyka-
zywaly ¢ powyzej wartosci progowej, natomiast DNA przezuwaczy przyjmowato
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wartosci nizsze. Na podstawie otrzymanych wartosci progowych ¢, mozna stwier-
dzi¢, ze metoda jest specyficzna gatunkowo (tab. 1) (specyficzno$é, czutos¢ oraz
doktadnos¢ wynosi 100%). Reakcje pozytywne otrzymano jedynie dla DNA prze-
zuwaczy (bov 0,2%, ovis 0,2%), za$ dla DNA pozostalych gatunkow reakcja zacho-
dzila zawsze powyzej 34. cyklu. Prezentowane wyniki ¢, jednoznacznie wskazu-
ja na powtarzalno$¢ wynikoéw dla probek dodatnich — réznice ¢ byty niewielkie,
a wzgledne odchylenie standardowe mniejsze lub rowne jednemu cyklowi. Dla DNA
niepochodzacego od przezuwaczy powtarzalnos¢ wynikow bylta zréznicowana i wy-
nosita od okoto 1,5 do 6 cykli.

Dodatkowo warto zauwazy¢, ze dla probek dodatnich, w przypadku rozcieficze-
nia, miejsce odciecia thresholdu przesuwa si¢ o okoto 3 cykle, natomiast dla probek
negatywnych threshold czasami pozostaje staty.

Metoda jest bardzo czula; umozliwia identyfikacje przetworzonego materiatu
w dziesieciokrotnym rozcienczeniu czyli w ilosci <0,02%. Taka warto$¢ przyjeto dla
LOD metody.

W identyfikacji gatunkowej najwicksze znaczenie posiadaja metody oparte na
PCR lub jej odmianie w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). Nalezy wspomnie¢,
ze cho¢ DNA jest trwalg czasteczka, mogaca przetrwaé obrobke hipertermiczno-
-baryczna, to jednak w trakcie wytwarzania maczek zwierzgcych tancuch DNA zosta-
je pofragmentowany do wielkosci ok. 100pz. Z tej przyczyny najlepsze efekty analizy
uzyskuje si¢, wykorzystujgc fragmenty DNA nieco od nich mniejsze (Fumiére i in.,
2006; de la Torre i in., 2007). Do identyfikacji tak matych fragmentdéw czesciej uzy-
wa si¢ techniki PCR w czasie rzeczywistym ze wzgledu na wyzsza czulo$¢ metody
oraz wigksza doktadno$¢ dzigki zastosowaniu sond. Uzyskane wyniki jednoznacznie
potwierdzaja skutecznos$¢ takiej metody. Analizie tej mozna podda¢ zaréwno probki
o znacznej twardosci (np. mgczki migsno-kostne), jak réwniez produkty uboczne po-
zbawione kosci (plazma suszona, mi¢so).

Nalezy zaznaczy¢, ze rozw6j metod analitycznych, stuzacych do wykrywania
i identyfikacji gatunkowej przetworzonych biatek zwierzgcych (PAP) w paszach na
podstawie analizy mtDNA ma duze znaczenie w hodowli zwierzat, stanowigc szansg
dla ewentualnego zniesienia zakazu krzyzowego skarmiania zwierzat nieprzezuwa-
jacych, nieprzeznaczonych do konsumpcji. Natomiast mozliwos¢ sprawdzenia skta-
du gatunkowego zywnoSci przyczynia si¢ do uwiarygodnienia rzeczywistego sktadu
produktu.
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The application of a EURL-AP recommended protocol for detection of ruminant DNA in feed and
meat

SUMMARY

The European Commission recommends a EURL-AP (European Union Reference Laboratory for
Animal Proteins in feedingstuffs) recommended protocol to identify ruminant DNA. The aim of the study
was to test method performance and to determine its parameters during internal and external validation.
The experiment used ruminant specific DNA plasmid (ERM-AD482), reference feed samples containing
no animal components, and feed samples containing bovine, ovine and porcine meal (0.2% each), poul-
try meal (100%), poultry plasma, pork plasma, beef samples, and pork samples. In the first stage of the
study, the DNA plasmid was used to adjust the method to the StepOnePlus Real-Time system, in which
the analysis was performed. This was aimed to determine the cut-off line (c,), or the threshold limit value
distinguishing between positive and negative results.

Next, DNA was extracted from standard samples using a Wizard Food DNA Isolation Kit recom-
mended by the EURL-AP. The obtained DNA was subjected to Real-Time PCR using primers compatible
with the sequence flanking the species specific region for ruminants as well as a probe compatible with
ruminant DNA. All the samples were analysed in two repetitions of DNA isolation. Each DNA isolate
was additionally analysed at a 10-fold dilution. Amplification thresholds (c,) were determined for all the
matrices.

The calibration result shows that the cycle threshold value between positive and negative samples is
c,=33.8). This served as a basis for determining the samples with ruminant DNA. Positive reactions were
only obtained for ruminant DNA (bov 0.2%, ovis 0.2%); for the other species, the reaction always oc-
curred beyond the 34th cycle. For the positive samples, in the case of DNA dilutions, the threshold cut-off
value moves every time by around 3 cycles.

This method is highly sensitive, identifying processed material in amounts of <0.1%. Our study
showed this method to be 100% species specific.
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