Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research) Ro¢. 41, 2002, ¢. 2, s. 107-111

Dokaz hovidzej zloZzKy v mésovych vyrobkoch
polymerazovou retazovou reakciou

LUBICA PIKNOVA - TOMAS KUCHTA

SUHRN. V ¢ldnku sa opisuje metdda na principe polymerdzovej retazovej reakcie (PCR)
na dokaz hovédzej zlozky v mdsovych vyrobkoch. Metdda pozostdva z izoldcie DNA pou-
zitim supravy Wizard a z PCR orientovanej na sekvenciu mitochondridlneho génu kédu-
juceho cytochrom b (Matsunaga a kol., Meat Science, 57, 1999, s. 143-148). Selektivita
pouZitych primérov sa overila na vzorkdch najbeznejsich mias. Na modelovych vzorkdch,
obsahujucich hovédzie a bravéové méso v definovanom pomere, sa stanovil detek¢ny limit
0,05 %. Optimalizovand metdda sa pouzila na analyzu médsovych vyrobkov, pricom
v pripade deklarovanej hovadzej zlozky (4 vzorky) sa vo vSetkych pripadoch ziskali pozi-
tivne vysledky a v pripade nedeklarovanej hovédzej zlozky (11 vzoriek) sa pozitivne
vysledky ziskali v 6 pripadoch. Vypracovand metdda sa ukdzala ako vhodna na rychly, Spe-
cificky a citlivy dokaz hovédzej zlozky v mésovych vyrobkoch.
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V poslednych rokoch v suvislosti s vyskytom BSE vyvstala potreba analy-
tickych metdd na citlivy a rychly dokaz hovidzej zlozky v méasovych vyrob-
koch. Doteraz najrozsirenejSia metdda ELISA, ktora je komer¢ne dostupna
vo forme stiprav, nespltia vietky poziadavky jednak z hladiska citlivosti a tiez
vzhladom na problémy pri analyze tepelne upravenych misovych vyrobkov
[1,2]. Ako citlivejSia, selektivnejsia a pritom rychla alternativa bola navrhnu-
td metdda na principe polymerazovej retazovej reakcie (PCR), zalozena
na amplifikdcii ¢asti mitochondridlneho génu kédujuceho cytochrom b, Spe-
cifickej pre stavovce, a naslednej enzymovej restrikcii produktu za tucelom
druhového rozliSenia [3,4]. Taito metdda sa v8ak ukdzala ako nie velmi vhod-
nd na analyzu zmes{ r6znych druhov mias a preto bola navrhnutd ind meto-
da na principe PCR orientovana tiez na gén kdodujuci cytochrom b, avSak
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vyuZivajica jeden neSpecificky primér a druhy primér Specificky pre dany
zivo¢i8ny druh [5]. Uvedenud metddu sme upravili pre pouzitie v naSich pod-
mienkach a aplikovali na vybrané vzorky miasovych vyrobkov.

Material a metddy

Vzorky misa a mésovych vyrobkov boli ziskané z obchodne;j siete v Bra-
tislave.

DNA sa izolovala pouzitim stipravy Wizard DNA Clean-Up System (Pro-
mega, Madison, WI, USA) [3,6]. K 300 mg homogenizovanej vzorky sa pri-
dalo 430 pl tlmivého roztoku TNE (10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM
EDTA, 1% dodecylsufét sodny, pH 8,0), 50 ul 5 M guanidinium hydrochlo-
ridu a 20 pul proteindzy K (20 mg.ml-!) a vzorky sa inkubovali 3 h pri 57 °C.
Po centrifugdcii (14000 g pocas 10 min pri 4 °C) sa 450 pl supernatantu pri-
dalo k 1 ml suspenzie Wizard Resin a po premiesani sa cely objem pomocou
véakua naniesol na minikolonu. Minikoléna sa premyla 2 ml 80% izopropa-
nolu, centrifugovala pri 10000 g poc¢as 2 min a nechala 10-15 min vysusit
pri laboratdrnej teplote. DNA sa eluovala z minikolény 50 pl hortcej (70 °C)
vody a uskladnila sa pri teplote -18 °C.

PCR sa realizovala v cykléri Biometra Personal Cycler (Whatman-Bio-
metra, Gottingen, Nemecko). PouZil sa par primérov SIM/BEEF S$pecificky
pre hoviddzinu [5] a neSpecificky par primérov CYTb1/CYTb2 [3] (tab. 1).
Reakénd zmes (pH 8,4) obsahovala 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCl, 1,5 mM
MgClz, 0,2 mM kazdého dNTP (Life Technologies, Gaithersburg, MD,
USA), 1,25 U Platinum Taq polymerazy (Life Technologies), 25 pmol primé-
rov SIM/BEEF alebo CYTb1/CYTb2 (Generi, Hradec Kralové, CR) a 1 ul
roztoku DNA. Teplotny program pozostdval z tivodnej denaturdcie pri 94 °C
pocas 1 min; 35 cyklov (94 °C pocas 30 s, 60 °C pre priméry SIM/BEEF resp.

TAB. 1. Pouzité priméry.
Tas. 1. Primers used.

Primér! Sekvencia? Literatura3
SIM | 5-GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3' 5
BEEF 5'-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3' 5
CYTbl1 5'-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3' 3
CYTb2 5'-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' 3

1 - primer, 2 - sequence, 3 - reference.
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50 °C pre priméry CYTb1/CYTb2 pocas 30 s a 72 °C pocas 30 s) a zdverecnej
polymerizacie pri 72 °C pocas 5 min. Produkty PCR sa analyzovali elektro-
foreticky v agar6zovom géli, farbili etidiumbromidom a vizualizovali v UV
svetle [7], pri¢om sa pouzil Standard molekulovych hmotnosti n.50 bp (Life
Technologies).

Vysledky a diskusia

Cielom préce bolo zaviest metddu na principe PCR na dokaz hovadzej
zlozky v midsovych vyrobkoch.

V prvom kroku sa overila selektivita paru primérov SIM/BEEF S$peci-
fického pre hovadzinu. Izolovala sa DNA z najbeznejSich druhov mias
(hovédzie, brav€ové, kuracie) a analyzovala sa pouZitim PCR, pri¢om sa zis-
kal pozitivny vysledok (amplifikacia fragmentu velkosti 274 bp) len vo vzor-
ke hovéddzieho mésa. PouZitie polymerdzy chrdnenej protildtkou umoznilo
ziskat Specifickd amplifikdciu jediného fragmentu. Aby sa zuZilo riziko falo-
S$nej negativity a aby sa zarucilo, Ze negativny vysledok v pripade bravéového
a kuracieho maésa je dosledkom selektivity pouzitych primérov a nie nizkou
kvalitou izolovanej DNA, analyzovali sa uvedené vzorky DNA tieZ pouZzitim
PCR s primérmi CYTb1/CYTb2 v podmienkach relativne nizkej selektivity
[8]- V tomto pripade sa pozitivny vysledok (amplifikdcia fragmentu velkosti
359 bp) ziskal pri vSetkych vzorkdch DNA, ¢o vylicilo moznost falo$nej
negativity.

V druhom kroku sa stanovil detekény limit metddy. Pripravili sa
homogénne zmesi hovidzieho a bravcového mésa v definovanom pomere,
izolovala sa z nich DNA a analyzovali sa pouZitim PCR s primérmi
SIM/BEEE. Stanovil sa detek¢ny limit 0,05 % (obr. 1).

V nasledujicom kroku sa uvedend metdda aplikovala na 15 vzoriek mé-
sovych vyrobkov pricom sa na izoldciu DNA, na zdklade naSich predchddza-
jucich skusenosti, pouzivala metéda Wizard [6]. Vysledky analyz su uvedené
v tab. 2. Vyplyva z nich, Ze v 6 vzorkdch bola pritomna nedeklarovand hovi-
dzia zlozka. V pripade vSetkych negativnych vzoriek bola overend amplifi-
kovatelnost DNA pouzitim PCR s primérmi CYTb1/CYTb2, ¢im sa vylucila
falo$nd negativita.

Vypracovana metdda sa ukdzala ako vhodna na rychly, Specificky a citli-
vy dokaz hovédzej zlozky v mésovych vyrobkoch.
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OBR. 1. Deteke¢ny limit pouzitej PCR. Obsah hovidzieho mésa v zmesi s bravéovym bol
100 % (1), 10 % (2), 1 % (3), 0,1 % (4), 0,05 % (5) a 0 % (6). S - Standard molekulovych
hmotnosti n.50 bp (vyraznejsie fragmenty 350 bp a 800 bp).

F1G. 1. Detection limit of the PCR used. Contents of beef in mixtures with pork were
100 % (1), 10 % (2), 1 % (3), 0,1 % (4) 0,05 % (5) and 0 % (6). S - molecular size standard
n.50 bp (stronger fragments of 350 bp and 800 bp).

TaB. 2. Vysledky analyzy misovych vyrobkov na pritomnost hovddzej zlozky.
TaB. 2. Results of the analysis of meat products for the presence of the beef component.

Miisovy vyrobok! Pocet vzoriek? hozztle?r;(s;kw Vysledok PCR*
fasirkas 1 + +
klobdsa® 2 - +
luncheon meat 1 + +
parky? 2 - +
pastétad 4 - -
saldma makka® ! il -

1 - +
1 - -
saldma suchd!0 1 + +
1 - +

1 - meat product, 2 - number of samples, 3 - declaration of the beef component, 4 - PCR
result, 5 - mincemeat, 6 - sausage, 7 - frankfurters, 8 - paté, 9 - soft salami, 10 - dry salami.
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Detection of the beef component in meat products using polymerase chain reaction
PIKNOVA, L. - KUCHTA, T.: Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 107-111.

SUMMARY. The article deals with a method based upon the polymerase chain reaction (PCR)
for the detection of the beef component in meat products. The method involves DNA isola-
tion using the Wizard kit and PCR oriented to a sequence of the mitochondrial gene encod-
ing cytochrome b, as described by Matsunaga et al., Meat Science, 51, 1999, p. 143-148.
The specificity of the primers was evaluated analysing samples of the most common meat
types. Using model samples containing defined portions of beef and pork, a detection limit
of 0.05 % was determined. The optimized method was used to analyse 15 meat products.
Positive results were obtained for all samples in which the beef component was declared
(4 samples) as well as for 6 samples out of 11 in which the beef component was not declared.
The method proved to be suitable for the rapid, specific and sensitive detection of the beef
component in meat products.
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