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1. BEVEZETES

A husok és hustermékek faj-specifikus azonositdsa napjainkban egyre fontosabb4 valo feladat,
mivel az élelmiszeriparban 1s meghatirozovd valik a fogyasztévédelem és a
mindségbiztositds. Emellett a téma széles korben érdeklddésre tarthat szamot, beleértve az
allatvédelmi és a biiniigyi vonatkozdsokat is.

Ezért a faj-specifikus eredet azonositisnak a kovetkezd, szélesebb témateriileteken van
jelentdsége:

- termékhamisitds bizonyitdsdban, pl. mindségi husok helyettesitése esetén olcsod
husokkal;

- egészségvédelemben, pl. hisok faj-specifikus azonositdsdndl a patogén koérokozok
kizardsa céljabol (sertéshus kizdrdsa nyers dardlt marhahisokbdl; vadhusbdl késziilt
termékek azonositdsa az eltérd mikrobioldgiai és parazitoldgiai dllapot miatt); specidlis
taplalkozasi célu élelmiszereket elddllitd tizemeknél az allergén mentesség feltiintetése
céljabol;

- export - import termékek ellendrzésénél, mindségbiztositas céljabol;

- vallasi fogyasztdsi tabukndl informécié céljabol, pl. mohamedanok tiltott sertéshis
fogyasztasa;

- 4llatvédelemmel kapcsolatos bliniigyek felderitésénél, pl. nagy értékli haszonallat és

vadallomény eltulajdonitdsdnak bizonyitdsanal faji és egyedi szinten.

Ismert szekvencidji DNS-szakaszok felsokszorozdsa polimerdz lancreakcidval napjainkban
rutin feladatnak szamit. Elelmiszervizsgilatok esetén azonban kevésbé tanulményozott
folyamat a kiilonb6z6 termékcsoportokat jellemzo komplex matrix hatds vizsgélata a DNS
kinyerésre, ezdltal a polimerdz lancreakcio érzékenységének véltozdsara.

A kiilonbozd foldrajzi térségbdl szarmazd populdaciok esetleges genetikai eltérései miatt,
érdeklddésre tarthat szdmot a hazai vad fajok husmintdinak egymds melletti, faj-specifikus
azonositdsa és a haszondllatok mintditél val6 elkiilonitése. A vadhus faj-specifikus
kimutatdsdn tdl is, Osszetett feladatnak szamit az azonos csaladba tartozd fajok

megkiilonboztetése (Cervidae - szarvasfélék, Suidae - diszn6 félék).



Célkitiizések

A fentiek ismeretében célom volt:

- DNS-re alapozott, polimerdz lancreakcion (PCR) alapuld analitikai eljarasok
kifejlesztése, haszondllatok (marha, sertés, csirke) husmintdinak szelektiv

elkulonitésére.

- Egyszer(-PCR, valamint restrikciés fragmenthossz polimorfizmust detektdlé PCR-
modszerek fejlesztése nagyvad fajok (vaddisznd, szarvas, 0z, muflon) hismintainak
haszondllatok hudsmintéitél val6 elkiilonitésére, illetve az egyes nagyvad fajok

meghatdrozasara.

- Modell vizsgdlati mddszer kidolgozdsa a DNS-kivonds hatékonysdganak és a
polimeraz lancreakcion alapulé technikdk (egyszeri-PCR, PCR-RFLP) kimutatasi

hatarértékének meghatirozasara.

- Haszondllatok husdnak (marha, sertés, csirke) faj-specifikus kimutatasara alkalmazott

egyszeri-PCR és PCR-RFLP technika vizsgalata vorosaru tipusi modellek alapjan.

- Haszonallatok husdnak (marha, sertés, csirke) faj-specifikus kimutatasara felhaszndlt

egyszeri-PCR és PCR-RFLP moédszerek vizsgédlata konzerv tipusu modellek alapjan.

- Kereskedelmi forgalombol szdrmazo6 hustermékek véletlenszer(i sziirése faj-specifikus

hiseredet kimutatas céljabol.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A husok faj-specifikus azonositasanak biokémiai hattere

Az élelmiszeripari értelemben vett his izomszovetbol, zsirszovetbol és kotdszovetbol
épiil fel, mely tartalmazza a szoveteket ellaté idegeket és véredényeket. Az izomszovetek
kotoszoveti hdrtydkkal elhatdrolt izomnyaldbokbdl épiilnek fel, mely nyaldbok tovédbbi
izomrostokbdl dllnak. A rostokban taldlhaté miofibrillumokat azok a szerkezeti fehérjék épitik
fel, melyek az izommozgédsban jitszanak szerepet. Az ezek kozotti tereket tolti ki a
szarkoplazma, melyek fehérjéi az energiatermeld folyamatokban, a metabolitok és az oxigén

szallitdsdban jatszanak szerepet (1. dbra).

Szarvkolemima
e Miofibrillumolk
Termindlis
clszterna

Transzverzaliz : A voneal

frbuluz
Searkoplazmds — L ITvonal
retikulum
Z vonal
Mitokondrizimok
sejftmag

(Forrds: people.eku.edu/ritchisong/301notes3.html)

1. dbra Az izomrostok felépitése

2.1.1. Az izomszovet fehérje-osszetétele, jellemzése

A hus taplalkozés-élettani szempontbdl kedvezd aminosav-0sszetételll, magas bioldgiai értékii
fehérjéket és emellett hasznos dsvanyi anyag komponenseket, mikroelemeket €s vitaminokat
is tartalmaz (Hajos, 2000). A szlikebb értelemben vett izomszovet 15 - 25%-a fehérje, mely a
vagoallatok faja, fajtdja, takarmanyozdsa, életkora és neme fiiggvényében valtozik (Lasztity,

1980), s ez megneheziti a mennyiségi élelmiszeranalitikai mérések kidolgozasit.



A husfehérjék oldékonysdguk szerint hdrom csoportba sorolhatok:

— miofibrillaris fehérjék - magasabb sékoncentraciéju oldatokban oldhaté aktin, miozin,
tropomiozin, troponin és o, B-aktinin, melyeknek az izom mozgasdban van szerepe
elsosorban;

— szarkoplazma fehérjék - albuminok, mioglobin, globuldris fehérjék, miogén,
mitokondridlis fehérjék, lizoszomdk, liposzémak, szarkoplazmads retikulum héldzat,
melyek vizben és gyengébb sdoldatokban oldhatdk.

— kotoszoveti fehérjék - kollagén, elasztin, retikulin, melyek vizben és sdoldatokban
oldhatatlan frakciét képeznek.

A fent emlitett csoportok koziil faj-specifikus meghatirozdsra els6sorban a szarkoplazmas-
eredetli albuminok, globulinok, valamint a mioglobin hasznalhat6ak. A miofibrillaris fehérje
csoportban is taldlhatunk a szarkoplazma fehérjéknél nagyobb hdstabilitdssal rendelkezo,
troponin csoportba tartozd fehérjéket. Az azonositdsi médszerek kidolgozdsa sordn azonban
figyelembe kell venni a husfehérjék hokezeléssel, illetve érleléssel egyidejiileg meginduld
véltozdsait. A fehérjék denaturdlédnak, oldhatésaguk csokken, megvéltozik az immunreaktiv
felszini csoportok szdma. A szarkoplazma fehérjék 40-60 °C koriil kezdenek aggregdlédni
(Hamm, 1977; Davis et al., 1985, McCormic et al., 1988; Okayama et al., 1991), de a kevésbé
faj-specifikus miofibrillaris és kotészoveti fehérjék denaturdlédasa is megkezdddik 53-63 °C
kozott (Martens et al., 1982; Morita & Yasui, 1991). A hisok porhanydssagat, f6zési €s siitési
veszteségeit javito érlelés sordn a miofibrillaris fehérjék protedz enzimes degradécidja
kovetkezik be (Penni 1980; Quali, 1990). Ez a degradici6 kimutathaté a nagy
molekulatomegii tartomédnyban 1évo fehérjéknél (titin, nebulin) és a troponin komplexet alkotd

fehérje csoportban, a troponin-t fehérjénél (Huff-Lonergan et al., 1995).



2.1.2. A faj-specifikus meghatarozasokban szerepet jatszo6 DNS-szakaszok

Mig a fehérjék egy része specifikusan csak az izmokban fordul elo, addig a genetikai
koédolasukat megvaldsité DNS-molekuldk minden sejtben megtaldlhatéak. Az orokitd anyag
kimutatdsdn alapuld faj-specifikus meghatdrozdsok elsdsorban nem az izomszovet fehérjéit
kodold génszakaszok alapjan valosulnak meg. Ennek oka egyrészt abban keresendo, hogy a
rendszertani kutatdsok alapjat képezd mitokondridlis gének feltérképezése kordbban
megvaldsult, masrészt a haszondllatok termelékenységi mutatoit javité gének esetében nem
azok faj-specifikus eredete, hanem az allatok mar emlitett paramétereinek javitdsa volt a fo
kutatdsi szempont.

A mitokondrium néhany mikrométer nagysagu, kettds membréanrendszerli sejtszervecske,
mely egyike a legrégebben felismert sejtképleteknek. Kiviilrdl egy sima membran boritja, a
belsejében egy 0Osszegylirddott membrinrendszer taldlhatd, melyet folyékony gylrli alaki
DNS-molekuldkat tartalmaz6 édllomany tolt ki. A mitokondriumok az eukariéta sejtekben
energiatermeld kozpont szerepét toltik be és egy, de akdr tobb ezer kopidban is
eléfordulhatnak egy sejtben. A mitokondriumok nagy kdpiaszama és anyai agua 6roklésmenete
és ez 4ltal fajon beliili kisebb variabilitasa teszi alkalmassa faj-specifikus DNS vizsgdlatokra
(Balint, 2000). Az allati-eredetli, mitokondridlis DNS, 15-50 kil6bazis hosszisdgu teljesen
kédold régiokbol 4ll, ritka benne a nem kdédold rész. Ez utdbbiak dltaldban 37 gént
tartalmaznak, melyek 22 tRNS-t, 2 rRNS-t és 13 mRNS-t kédolnak, valamint egy kontrol
régidt tartalmaznak (Gardner & Snustad, 1984).

A DNS alapi moddszerek mds csoportjai genomidlis eredeti DNS szekvencidk
felsokszorozasan alapulnak. Ilyen tipusuak a novekedési hormont vagy az rRNS-eket kodold
gének. Ezek a gének tobbnyire egy koépidban vannak jelen a sejtekben, ami
élelmiszervizsgalati szempontbdl kevésbé optimalis, a késObbiekben ismertetett matrixhatas
és DNS-toredezettség miatt. Ismeretesek olyan kutatdsi eredmények, amelyek a minden
lokuszban véletlen médon ismétldd6é mikroszatelit régidkat sokszorozzak fel, mellyel faj alatti

szinten fajtdk vagy egyedi allatok is beazonosithatok.



2.2. Faj-specifikus kimutatasi médszerek

2.2.1. Fehérje kimutatason alapulé technikak

A faj-specifikus huseredet azonositdsdra nyers €s hokezelt élelmiszerekben egyardnt
meghatdrozé szerepe van a fehérje elvélasztason, illetve kimutatdson alapuld, elektroforetikus
és immunanalitikai moddszereknek. E moddszerek elonye, hogy viszonylag egyszer
laboratériumi miiszeres hattér mellett megvalosithatoak, alkalmazhatésdgukat azonban a mér
emlitett élelmiszeripari tartdsitasi eljardsok, elsOsorban a hokezelés erdsen korlatozhatjak

(Hernandez et al., 1994).

2.2.1.1. SDS poliakrilamid gélelektroforézis /SDS-PAGE/

Amennyiben a fehérjéket natrium-dodecil-szulfat (SDS) tartalmu gélben futtatjuk, az
elvalasztds a fehérje molekulatomege szerint megy végbe, mivel az SDS “elfedi” a fehérjék
toltéseit. A futtatas soran keletkez6 savok élesek, jol poziciondlhatok. Hofmann (1973) marha,
sertés, 16 és szarvas husok préslevének elvdlasztasa utdn specifikus mintazatu és kiilonb6z6
intenzitdsd sdvokat kapott ennek a technikdnak a felhaszndldsaval. Azonban az nem volt
egyértelmuen bizonyithatd, hogy ezeket a mintazatokat valoban a specifikus fehérjék jelenléte,
vagy pedig az allatok életkorabdl, illetve taplaltsagabdl eredd eltérések okozzak. Fischer et al.
(1978) kutatédsi eredményeikkel radmutattak arra, hogy a faj-specifikus szarkoplazma fehérjék
oldhatdsdgat és az elektroforetikus mintdzatat a hisok érésekor végbemend nem kivédnatos
valtozasok (PSE-jelleg kialakuldsa) jelentdsen befolydsolhatjdk, ezért ismeretlen mintdk

esetén, azonositasra a modszer nem alkalmas.

2.2.1.2. Izoelektromos fokuszadlds

Az izoelektromos fokuszélds (IEF) egy olyan elektroforetikus technika, mely sordn a fehérjék
folyamatos pH-gradiensben, izoelektromos pontjuk alapjan vdlnak el. A fokuszalds
kiegyenlitd technika, amely nem fiigg az elvalasztds idejétdl, néhdny 6rédn beliil eredményt ad
és nagyon j6 a felbontdsa olyan esetekben is, mikor a pI kiilonbség csak 0,02 pH. Az eltéro
tipusu fehérjék megfestéséhez specifikus festési eljardsok haszndlhatéak, pl. glikoproteinek
perjodsavas-Schiff festése, lipoproteinek szuddnfekete festése (Rigetti et al., 1992).

IEF technikdn alapuld faj-specifikus huseredet vizsgalatokat elsOként Thinberg és Olsman
(1976) végeztek, mely kutatdsokat marha, sertés, 16, csirke €s néhdny hal hudsmintdjanak
szelektiv elkiilonitését céloztdk meg. Az eredmények azt mutattdk, hogy bar a sdvok jol

elkiilonithetdek, sok tényezd befolydsolja a mérést.



Eltérés mutatkozott az izomcsoportok kozott, de a fagyasztds €s a huas érleltségi dllapota
ugyszintén megjelent a sdvozottsdgban. Ez negativ eredménynek bizonyult az elkiilonités
szempontjabol ugyanakkor rdamutatott arra, hogy a moddszer a fent emlitett, specidlis
vizsgalatokra jol alkalmazhat6. Mindségi analizisre tobb kutatécsoport dolgozott ki
elvalasztasi technikat Comassie Blue festéssel (Bauer, 1981; Grundhofer, 1982) és a rendkiviil
érzékeny eziistfestéssel (Bauer és Hofmann, 1987a). Hofmann (1985) 0sszefoglald
munkdjiban tanulmdnyozta az izomcsoport, a mintakezelés és a faj hatdsat marha és sertés
husokbdl kivont szarkoplazma és mioglobin fehérjékre. Kutatdsi eredményei azt mutattak,
hogy a mioglobin izoelektromos fékuszaldssal torténd elvélasztdsa faj-specifikus
eredményeket mutat, és a mintdzat nem fiigg a minta el0kezelésétdl (friss vagy fagyasztott,
illetve téarolt). Bauer és Hofmann (1987b) tovabbfejlesztették a modszert, mely sordn az
elvalasztott mioglobin sdvokat pszeudoperoxiddz festéssel tették lathatova. A technika jol
alkalmazhaténak bizonyult 100 °C-ig hékezelt mintdk vizsgdlatinak esetében is. Mann és
Bauer (1991) azt is kimutattdk, hogy a savok eloszlasa a hus hitdtarolasaval sem valtozik
meg, azonban hokezelt, s6zott és fiistolt termékeknél a nitrozomioglobin 1étrejotte gatolja ezt
a tipusi meghatarozast.
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(Forrds: Hofmann & Bliichel, 1986)

2. abra Mioglobin atlasz: Kiilonboz6 allatfajok mioglobin fehérjéinek elvalasztasa
izoelektromos fokuszélassal (pH gradiens 5,5-8,5)

1. marha; 2. bivaly; 3. 16; 4. sertés; 5. birka; 6. kenguru; 7. teve; 8. barnamedve; 9. nyul; 10.
vadnyul; 11. 6z; 12. damszarvas; 13. gimszarvas; 14. rénszarvas; 15. zerge; 16-21
antilopfajtdk; 22. kacsa; 23. vadkacsa; 24. strucc



2.2.1.3. Immunologiai modszerek

Az immunkémiai médszerek olyan analitikai technikdk, melyek az antigén és ellenanyag nem
kovalens kapcsol6dasabol képzett immunkomplex elsddleges reakcidjan vagy az ezt kovetd
madsodlagos reakciok mérésén alapulnak. Az elsd beszdmolék az immunanalitika
alkalmazasardl az 1959-es évre nytilnak vissza. Elelmiszerek vizsgélatiban terjedése lassabb
volt, mint a klinikai diagnosztika teriiletén, a vizsgélatok elterjedését hatrdltatta a specidlis
muszerek beszerzési koltsége, a mintakezelés és a radioaktiv jelolés nehézkes alkalmazasa. A
modszerek fejlodésében jelentds wugrds volt tapasztalhaté az enzimes jelolések
alkalmazdsénak terjedésével. Az elsd élelmiszerekkel kapcsolatos publikdcié 1974-ben,
Lugstrom €és munkatdrsainak kutatdsardl jelent meg, amely a vagdsertésekben éloskddo
Trichinella spiralis parazita kimutatdsara irdnyult.

Antigénként élelmiszeranalitikai vizsgdlatokra fehérjéket vagy fehérjekeverékeket hasznalnak
elsosorban, melyek koziil a legalabb 1000 D molekulasullyal rendelkezd fehérjék mar jo
immunogének. A specifikus ellenanyaggal torténd hiseredet-meghatarozasdhoz a huisfehérjék
koziil a szarkoplazma, a szérumfehérjék (albumiok, globulinok) és a hostabil miofibrillaris
fehérjék johetnek szamitasba. A kimutatdshoz hasznalt ellenanyagok az elddllitasi modszertol
fliggben monoklondlis vagy poliklondlis tipustiak lehetnek. A poliklondlis ellenanyagok a
tobbszori, kéthetes periddusban oltott allatok, elsdsorban nyul, kecske és 16 vérszérumabdl
nyerhetdek. Jellemzdjiik, hogy az antigénként hasznélt fehérje tobb immunreaktiv csoportjara
termelddott ellenanyagok keverékét tartalmazzak. Alkalmazasuk hatrdnya, hogy nem
specifikusak és keresztreakcidkat mutathatnak haszndlatuk sordn. Ilyen keresztreakcidkat
adhatnak faj-specifikus meghatdrozas esetében a sertés és vaddisznd; a marha, szarvas és
birka, valamint az eltér6 baromfi fajok mintdk. Ezzel szemben a hibridoma technikaval
eldallitott monoklondlis ellenanyagok az antigén egy felszini, szelektiv csoportjaval, az
antigén determindnssal reagdlnak. Ennek sordn az immunizalt egér vagy patkany lépsejtjeit
tumor sejtekkel hibridizédlva, végteleniil oszt6dé és reprodukdlhaté sejtekbol, megfeleld
szelekci6 utdn fajlagos ellenanyagok nyerhetéek. Ez utébbiak nagy specificitdssal
rendelkeznek, de elddllitasuk koltséges (Gazzaz et al.,1992).

Az ellenanyag alapd moddszerek elsd generdcidjat az un. precipicitacids tesztek képezték,
melyek az immunkomplex kialakuldsat kovetd masodlagos reakcid kimutatdsan alapultak. Ezt
kovetden, a technikdk fejlodésével lehetové valt az immunkomplex kozvetlen vagy kozvetett

kimutatdsa jelolt ellenanyagok (enzim, fluoreszcens festék) segitségével.



Ma az uUn. szilird fazisi enzimjelzéses immunoszorbens (ELISA) technikdk a
legelterjedtebbek a gyakorlatban alkalmazott mdédszerek koziil. Ennek 1ényege egy 96 lyukd
mikrotiter lemez, ahol a mikrokiivettak feliiletére, a mérdrendszerek elrendezési tipusatdl
fiiggben ellenanyagot vagy fehérjét (antigén) kotnek. A faj-specifikus analitikai kimutatas

legelterjedtebb mérési elrendezéseirdl a 3-4. dbra ad 4ttekintést.

Az indirekt ELISA mérdérendszer esetében az antigén

TR e prppegumpaarrry ¢s - cllenanyag  komplexét egy masodik, jelzett

| ..
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-

inkubalds &= mosas (3. abra).
(Forrds: www.sanidadanimal.info)

ellenanyag, a konjugidtum segitségével szines
szubsztrat alkalmazdsa mellett mutatjdk ki. A

szinerdsség aranyos a fehérje-antigén mennyiségével

3. abra Az indirekt ELISA 1épései
Az un. szendvics rendszerii ELISA mérések esetén a
Direkt szendvics specifikus ellenanyagot kotik a lemezre, amelyre a

Elisa Szines keresett fehérjét tartalmazé minta keriil. A kovetkezd

Ellenanyag Minta Konjugitum szubsztrat [ . . . c 1.

1épcsOben egy szintén specifikus, jelolt ellenanyagot,

a konjugatumot adjak a rendszerbe. A szinkialakitas
itt is szubsztrit segitségével torténik. Ennek a

rendszernek az el0nye, hogy a lekotott ellenanyag

(Forrds: www.sanidadanimal.info) csak a keresett fehérjét koti meg, ezadltal egy
4. 4bra A direkt szendvics ELISA  ¢rz€kenyebb rendszer hozhat6 1étre. A kialakult szin
attekint6 abraja erdssége ez esetben is ardnyos a minta mennyiségével
(4. abra) (ROITT et al., 1998).

A nyers husok azonositisdhoz elsdsorban nagy molekulasilyd vérszérum fehérjéket,
albuminokat, globulinokat haszndlnak. Itt probléma lehet, hogy a hisban a maradék
vértartalom erdsen fiigg a vagds mindségétdl (Griffith & Bellington, 1984), valamint felmeriil
a keresztreakcio kérdése is, amennyiben a termék vérfehérjét, illetve nem hus-eredetii fehérjét,

mint tej- vagy tojasfehérjét tartalmaz (Goodwin, 1992).
A késObbiekben a moddszerfejlesztések sordn igyekeztek felvaltani a szérumfehérjéket
vizoldhat6 husfehérjékkel. A tovabbi érzékenység novelésére ,,szendvics” elrendezési
modszereket fejlesztettek. Emellett a immunszérum-specifitds novelésére a keresztaktivitast
fehérje kimeritéssel sziintették meg a mérés elott. Ezt a technikédt alkalmaztak Martin és

munkatdrsai (1988a, b c) sertés, 16 és csirke hisok kimutatdsara nyers huskeverékekbdl.



A hibridéma technika terjedésével, antigénként megtartva az oldhat6 izomfehérjéket a
monoklondlis ellenanyag eldallitdsdnak irdnyaba tolddott el a kutatds. Ennek segitségével
dolgoztak ki csirke (Martin et al., 1991), sertés (Morales et al., 1994), 16 (Garcia, 1994)
azonositdsara alkalmas mérérendszereket, melyeket nyers hudsok meghatdrozdsihoz tudtak
igen Ol felhaszndlni.

Ekozben mind nagyobb igény volt arra, hogy az azonositds hokezelt, feldolgozott termékekbol
is megvaldsithaté legyen. HOstabil antigéneken alapulé ELISA rendszerek kidolgozédsdban
Berger et al. (1988) és Sawaya et al. (1990) vettek részt. Sherikar és munkatarsai (1993)
indirekt ELISA rendszert dolgoztak ki husazonositds céljdbol. Sajat fejlesztésii hdstabil
fehérjekomponenst haszndltak specifikus immunszérumok elddllitdsara. A poliklondlis
szérumban jelenlévo a keresztreakciok kivédésére a keresztreagald fehérjékkel kimeritették a

szérumokat, igy téve azokat monospecifikussa.

2.2.2. A dezoxiribonukleinsav kimutatasan alapulé médszerek

A dezoxiribonukleinsav (DNS) kimutatdsdn alapulé mdédszerek élelmiszer analitikai célokra
torténd alkalmazdsanak kritikus pontja a mar emlitésre keriilt fragmenstorés, €s madtrix
effektus hatdsa a mintdbdl izoldlhat6 DNS mindségére (tisztasdg, atlagos bazispar méret) és
mennyiségére. A matrixbdl a megvaltozott méretli DNS fragmensek elegendé mennyiségben
€s mindségben torténd kivondsa céljabol az élelmiszeralkotok koziil a fehérjék, zsirok,
poliszacharidok, polifenolok (tannin) és mds egyéb ingrediensek eltavolitdsa (pl. csokolddé
esetében) az elsddleges feladat, mivel szaimos esetben irreverzibilis kapcsolatot alakitanak ki a
termékben taldlhaté nukleinsavakkal. Az Osszetétel okozta DNS-izolalasi nehézségek mellett
a feldolgozasi technoldgia sordn bekodvetkezd atlagos DNS-ldnchossz csokkenés jelenségét is
figyelembe kell venni a kivdlasztott moddszerek alkalmazasakor. A frissen vagott husbdl
izolalhat6 DNS-lanc 20-50 kilobazispar hosszusagu, mely néhany napos érlelés és tarolas
sordn is 15-20 kilobazisparra csokken, és két hét utdn mar a 100-300 bazispar tartomany felé
val6 eltolddds figyelhetd meg. Szintén fragmens méret csokkenés tapasztalhaté a fermentacids
uton eldallitott szalamik és kolbaszfélék esetében. A hokezelés, kiilonGsen a 121 9C-on val6
sterilezés pedig drasztikus fragmensnagysdg csokkenést okoz, és az atlagos bazispar méret
400 bazispar ald esik vissza (Ebbehoj & Thomsen 1991). Emellett az élelmiszerminta
barmiféle fizikai vagy kémiai kezelése (pl. pH, hOmérséklet, nyir6 erdk) a DNS
karosoddsdhoz, fragmens méretének csokkenéséhez vezet és a kiilonboz6 helyeken

bekovetkezo lanctorések miatt, eléfordulhat, hogy a kimutatés lehetetlenné valik.
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Vannak olyan élelmiszerek is, melyek eldallitdsukndl vagy természetiiknél fogva kevés DNS

molekulat tartalmaznak. Ilyenek, pl. az olajok, lecitin, tej, tird vagy tojas.

2.2.2.1. Southern-féle lenyomat (blotting) technika

Southern-féle lenyomat (blotting) technika alkalmazdsa sordn, a hdsbdl kinyert DNS mintat
gélelektroforézissel szepardljdk, majd a gélt NaOH oldattal kezelik. Ennek hatdsara a kettds
lancok egyszdluva vélnak, melyek szivatdssal vagy elektroforetikus tuton nitrocelluléz
membrdnra vihetok at. A membréanon szaritassal rogzitik a szdlakat, majd erre hibridizaltatjak
az ismert szekvencidju un. probat, mely in vitro szintetizalt, biotinnal, foszfor 32-es izotéppal
vagy mdas modon jelolt DNS-szal. Ha a préba homolég szekvencidjat a DNS-minta
tartalmazza, szines vagy rontgen filmen ldthat6 savok jelennek meg a membranon (6. dbra).
Ilyen vizsgdlatokat Wintero et al. (1990), Ebbehoj és Thomsen (1991) végeztek. Ebbehoj és
Thomsen (1991) kutatdsai sordn sertés- és marhahusok 2-100 %-os részaranyu keverékeit
vizsgéltak 80 °C, 100 °C és 120 °C-on kezelt mintdban. A félkvantitativ hibridizdciés mérés
soran  P* izotoppal jelslt, genomidlis sertés DNS-prébdkat haszndltak fel. Nyers
keverékekben a kimutatds hatarértéke 0,1%, hokezelt mintdban 0,5% volt. A mérés hibdja

elérte a 20%-100 %-t is, kiillonosen a kis mennyiségli sertéshust tartalmazé mintak esetében.

sertés-marha
DNS-keverék
Sertés DNS 5020 10 5 2%

sttt 88811
et 800811
250100502510 500 ng DNS

(Forrds: Ebbehoj & Thomsen, 1991)

5. abra Sertés-specifikus DNS prébaval hibridizalt membran autoradiografias képe,
121 °C-on 10 percig h6kezelt marha és sertés hiskeverék DNS mintéibol

Problémaként felmeriilt azonban a hibrid homérsékleti instabilitasa €s a keresztreakciok
létrejotte. Az sem elhanyagolhaté szempont, hogy az izotép jeloléssel az eredmények
kiértékelése nem minden laborban megvalésithatd, megfeleld technikai hatteret, a médszer

kivitelezése pedig nagy technikai gyakorlatot igényel.
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2.2.2.2. Polimerdz lancreakcion alapulo technikdk (PCR)

A PCR-rendszerek a sejtek genetikai informdacidjat meghataroz6 DNS kimutatdsan alapulnak,
melynek hidrom alaplépése a megfelel0 tisztasdgii DNS izolédldsa, a DNS-szakaszok polimerdz
enzimmel torténd felsokszorozéasa, a DNS és a termékek azonositdsa. Az 1970-es évek elején
Khorana et al. irtak le elsoként a DNS oligonukleotidok és DNS polimerdz enzim segitségével
torténd, in vitro megsokszorozdsat. A modszer sordn alkalmazott E. coli eredeti DNS
polimeraz (Klenow fragmentum) hoérzékeny volta €s a primerek nehéz hozzaférhetosége
miatt, a technika feledésbe meriilt. Rohamos fejlédés a nyolcvanas évek sordn, a DNS
szintetizalo késziilékek kereskedelmi bevezetésével indult meg. A DNS felsokszorozasnak
(amplifikdcio) lancreakciova torténd fejlesztését Kary Mullis dolgozta ki és mutattat be egy
1985-ben  rendezett konferencidn, mely mddszer kidolgozdsdért, munkdssidgdnak
elismeréseként 1993-ban Nobel-dijat kapott. A DNS sokszorozason alapulé PCR-mddszer
felhasznaldsaval, néhdny oOra lefutdsa alatt kis szdmu molekuldbdl millidrdos koépiaszdmu
fragmens éllithat6 eld, mely mar alkalmas a kimutatdsra (Candrian et al., 1991). Elméletileg a
reakcidval igen kis mennyiségli, akar 1 kopia DNS is a kimutathat6, azonban a bevezetoben
ismertetett fragmens torés, mdtrix-hatds, technoldgiai paraméterek, valamint egyes PCR
inhibitorok miatt ez az érzékenység jelentdsen valtozhat az élelmiszeranalitikai célu
vizsgélatokra bedllitott moddszerek esetében. Ilyen inhibitorok lehetnek az élelmiszer-
OsszetevOk, mint pl. a hemfehérjék vagy az izoldlds sordn hasznalt vegyszerek. Az inhibitorok
elsodleges kiszlirésére €és a kapott DNS-oldat koncentracigjdnak meghatarozéasara
spektrofotométeres mérés alkalmazhat6, mely sordn 260 és 280 nm hullimhosszon mért
értékek hdnyadosabdl képzett R érték ad informdaciét az oldat RNS és fehérje
szennyezettségére. Amennyiben az R értéke 1,7 és 2,0 kozott van, az oldat PCR tisztdnak
tekinthet6, 1,7 abszorbancia érték alatt a minta fehérjével, 2,0 érték felett RNS-el szennyezett.
(Maniatis et al. 1989) . A tovabbi inhibitor hatds vizsgalatara célszerii egy bels6 kontrol PCR
reakcié haszndlata a tovédbbi, oldott inhibitorok hatdsainak vizsgdlatira. A Rossen et al.
(1992) kutatdsi eredményei azt mutattdk, hogy a nétrium-klorid (1mg/100ul reakciéelegy), a
szacharéz (10 pug/100ul reakcidelegy), az ovalbumin (25 mg/100ul reakcidelegy) és maga a
kivont DNS is (0,4 mg/100ul reakcidelegy felett) gatolhatja a polimerdz lancreakciot. Az
extrakcid sordn felhaszndlt vegyszerek koziil az SDS (0,01%), etanol (5%), EDTA (1 mM),
guanidin-izotiociandt (100 mM), CTAB (0,01%) szintén ilyen inhibitor hatist Ilehet.
Zimmermann et al. (1998) 9 kiilonb6z6 DNS extrakcios eljarast hasonlitott 0ssze sz6ja mintak

(tofu, sz6jaliszt, lecitin) elemzése sordn.
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Meghatdroztdk a kivont DNS mennyiségét, mindségét és a kapott PCR jel erdsségét.
Eredményeik alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a DNS-kotd gyantdt felhasznéld
modszerek, mint a WIZARD, Dneasy, Nucleon Phytopure esetében, valamint a CTAB
modszer alkalmazdsakor viszonylag alacsony hozamd, de igen j6 mindségli DNS nyerhetd.
Ugyanakkor az egyszeriibb, gyorsabb €s olcsobb eljardsok, mint a ROSE, alkali vagy a Chelex
100 viszonylag nagyobb hozami, de gyenge mindségli DNS-t eredményeznek. Janssen et al.
(1998) egy kis6zason alapul6 technikdt és a Wizard médszert hasonlitottdk 6ssze a polimerdz
lancreakciot kovetd, hibridizdcion és immundetektdldson alapuld technika érzékenységének
valtozdsdval. Azt tapasztaltdk, hogy a Wizard technika megnovelte a kimutatds hatarértékét,
marha és birka hdsok vizsgdlatinak esetében. Brodman et al. (2003) megfigyelték, hogy a
Wizard DNS-izoléldsi modszerrel csak kis mennyiségli DNS nyerhet0 sterilezett mintdkbol,
illetve a feldolgozasi technikdnak koOszonhetoen a zselatinbdl. Az extrahdlt DNS
mennyiségének becslésére UV-spektroszkdpids abszorbancia mérés, PicoGreen reagens altal
indukalt fluoreszcencia mérés vagy, agaréz gélelektroforézist kovetd, denzitométeres
kiértékelés hasznalhat6 etidium-bromidos vagy fluoreszcens festést kovetden.

A kovetkez6 1épésben a polimerdz lancreakcid sordn az extrahdlt és izoldlt DNS minta egyes
szakaszait dusitjak fel, melynek mechanizmusa hasonlit az €10 sejtben végbemend DNS
sokszorozds (amplifikdcié) mechanizmusahoz. Az amplifikécié egy programozhat6 termosztit
késziilékben, rovid, ismert szekvencencidju egyszali DNS-ldncok (primerek), hdstabil DNS
polimerdz enzim és dezoxinukleotid — trifoszfatokkal segitségével, Mg-ionok jelenléte mellett
megy végbe. A primerek a komplementer DNS-szdlhoz kapcsoldodnak, tgy hogy a 3’ végeik
egymdssal szembe mutatnak. A hdciklusok els6 1épése sordn a templat DNS oldatot 94-95 oc-
ra melegitik fel, mely sordn a kettés hélix molekula egyszdlura valik szét. Az un.
félrekapcsolés kikiiszobolésére gyakran haszndlt az tn. *forré’ start médszer. Ennek 1ényege
az, hogy a Taq polimerdz hozzdaddsa vagy aktivdldsa elott egy hosszabb 1-3 perces
elddenaturacios 1épést iktatnak be, mely igy biztositja a mintaban 1évd 6sszes DNS egyszaluva
valasdt és a hiitési lépésben a primerek komplementer szekvencidjdhoz kotodését. A
kovetkezd 1€pés soran (50 -65 °C) a reakcidelegyben 1év0 primerek a komplementer
szakaszokhoz hibridizalodnak. Ismételt melegitést kovetden (72 °C) a héstabil DNS-
polimeraz a primer komplex részbdl kiindulva 3’-5 irdnyba 1j szdlat szintetizal az elegyben
1évd ANTP molekulédkkal (6. dbra). Ezt a szélat a primer szekvencidja hatarolja és tartalmazza
a masodik primerrel komplementer szekvenciit. Ez azt jelenti, hogy a masodik ciklus
hdédenaturdcidja sordn az dj szdl templdtja lesz a masodik primernek. Mivel a szdl az elsé

primer szekvencidjaval kezdodik, a szintézisben ezen a helyen lanctorés torténik. A ciklusok
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sordn a két primer altal behatarolt méretli DNS szakasz exponencidlisan megsokszorozddik

(Mullis et al., 1987).
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(Forrds:www.cofc.edu/~deavorj/102/images/nucleic/pcrsteps. gif)

6. abra A polimeraz lancreakcio egy termociklusdban zajl6 folyamatok elvi vazlata

A képzddott termékek detektalasa elektroforetikus elvalasztdst kovetdé DNS festéssel
(etidium-bromid, SYBR Green I, eziist festés), vagy valds idében a lancreakci6 sordan SYBR
Green I festékkel, illetve kiillonbozd probdkkal (TagMan, Molecular bacon, Scorpions)
valésithatd meg. Az 500-2500 bazispar méreti DNS fragmensek elektroforetikus
elvdlasztasdra 1 %-os agardéz gélelektroforézis alkalmazhatd, az 1000 bazispar méretd
fragmensnél kisebb termékek szepardldsa poliakrilamid-gélelektroforézissel torténhet. A
kapott sdvok festést (etidium-bromid, SYBR Green I) koveten UV fényben, illetve
eziistfestésnél fehér fényli megvilagitasban lathatok (Ausubel et. al, 1989).
A faj-specifikus hiisazonositas teriiletén a qualitativ-PCR mddszerek koziil leggyakrabban az
alabb felsorolt technikakat hasznéljdk:

— egyszeri-PCR (Simplex-PCR) technika

— duplex- és multiplex-PCR rendszerek

— polimorf DNS-szakaszok véletlenszert felerdsitése (RAPD-PCR)

— PCR reakciot koveto restrikcids fragmenthossz polimorfizmus detektalds (PCR-RFLP)

— real-time PCR val6s idejli mindségi analizisre.
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Az egyszeri-PCR egy primerpar segitségével, egy adott fajra jellemzd, specifikus DNS-
szakasz sokszorozdsdra épiil. Meyer et al. (1994) eredményesen alkalmaztdk a mddszert sertés
és marhahuisok azonositdsdara birka, csirke €s pulyka husok mellett, a novekedési hormont
koédol6 gén 108 illetve 130 bazispar hosszisagi szakaszdnak felsokszorozdsaval. A médszer
alkalmas volt az emlitett fajok hismintdinak szelektiv elkiilonitésére. A szerzdcsoport 2-100%
részaranyu, 121°C-on, 10 percig hodkezelt marhahts-sertéshus keveréket is vizsgalt a
kialakitott PCR-rendszerben és a hdkezelt mintdk vizsgdlatdra is alkalmas Cortex ELISA
kittel. Az ELISA kittel a hokezelt mintdk 20%-o0s, mig a PCR rendszer 2%-os kimutatdsi
hatarértéket mutattak. A BSE problémdk kirobbandsa utdn népszeriibbé vilt emu és strucc
hisok azonositdsdara és hamisitdsdnak kizdrasara Colombo et al. (2000) dolgoztak ki
mitokondridlis-eredetli citokrém b fehérjét kodolé génszakasz sokszorozasdra épitett egyszeri
PCR-mdédszert. Elozetesen génszekvencidk és primertervezd program segitségével
kivélasztott 1 primerpar alkalmazasa mellett a két faj mintdjabol eltéré méretli PCR-terméket
(strucc DNS esetén 543 bp méretli termék, emu DNS esetén 229 bp méretli termék) kaptak,
mely igy lehetové tette a szelektiv elkiilonitést. Munkdjuk sordn az etidium-bromidnal
érzékenyebb eziist festést alkalmaztidk az emu DNS-bol képzddott gyenge jel erdsitésére.
Lockley et al. (2002) kutatdsuk céljaként csirke €s pulyka hiisok egymas melletti, szelektiv
kimutatasét céloztdk meg. Genomidlis eredetli, 1 kopids aktin génszakaszt valasztottak target
szekvencidul. A reakcié optimalizdldsaval 1%-os kimutatdsi hatarérték mellett is mikodo
azonositd modszert fejlesztettek ki, mely sordn a pulyka-DNS minta 159 bp-os, a csirke target
szekvencia 372 bp szakasza sokszorozhaté (7. 4bra). A rendszer nem volt alkalmas
tojasmintdk vizsgalatira, de lehetové tette a baromfi hisok, sertés, birka és marha hisoktdl

valo szelektiv elkiillonitését.

(Forrds: Lockley et al., 2002)

7. abra Aktin fehérjét kodol6 génszakaszra épitett, pulyka és csirke specifikus
egyszeri-PCR termékek elektroforetogramja

1. DNS standard; 2. 3. Pulyka DNS; 4.5. Csirke DNS 6. DNS standard
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Duplex- és multiplex-PCR 1ényege hasonlé az egyszeri-PCR elvéhez. Ez a médszer szintén
az adott faj DNS-mintdjanak jelenléténél ad pozitiv jelet, de lehetové teszi, egyidejlileg egy

reakcidcsOben, tobb primerpar felhasznalasa mellett, tobb faj husmintdjanak azonositisat.

(Forrds: Matsugana et al, 1999)

8. abra Hat allatfaj DNS keverékébdl végzett multiplex-PCR analizisének eredménye

1, 12.5 ng; 2, 25 ng; 3, 12.5 ng; 4, 25 ng. DNS minta; Az 1. és 2. zsebben azonos
primerkoncentrécio, a 3. és 4. zsebben csokkentett primer koncentracid; M. DNS
bazispar standard

Matsugana et al. (1999) hat allatfaj (marha, sertés, csirke, birka, kecske és 16) mintdzatanak
egyideju elkiilonitésére fejlesztettek ki multiplex PCR-t, citokrém b fehérjét kddold génre
épitve, melyeknél a kapott termékek 157 bp - 439 bp tartomanyban helyezkedtek el (9. dbra).
A reakcidkat elOzetesen, kiilon-kiilon csovekben tesztelték 100 és 120 OC-on kezelt
mintdkban, ahol azt tapasztaltik, hogy a 16-specifikus 439 bp fragmens a 120 °C-os mintdban
nem kimutathatd és a marha specifikus 398 bp mérett jel is gyengén lathat6 volt. Ezutan a
primereket ugyanazon idében DNS keverékeken tesztelték. A mérések sordn megallapitottak,
hogy a primerkeverékekben kiilon sziikséges optimalizdlni az egyes primerek mennyiségét,
illetve az er0sen hokezelt mintdk esetében a vizsgdland6 DNS-szakasz méretét 400 bp ald kell
tervezni. Di Pinto et al. (2005) olasz kutatécsoportja 2 primerparra épitett duplex PCR-
technikat adaptélt, 16hisbol késziilt nyers kolbaszok sertéshissal torténd hamisitasanak
kimutatasara. A Matsugana-féle csoport (1999) primepdrjait hasznaltak fel, mellyel a

kereskedelmi mintdkban 20%-ban sertéshus-16hus keveréket detektaltak.
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Polimorf DNS szakaszok véletlenszerii felerositése (RAPD-PCR). Az analizisnél egy
primerpér alkalmazdsdval a polimerdz lancreakcié sordn tobb savbdl 4ll6 mintdzat jon 1étre,
mivel a primerek a DNS-lancban tobb helyre is képesek bekotddni. Koch et al. (1998) 29
RAPD primerrel végzett analizist vaddisznd, sertés, 16, bolény, marha, szarvas, kutya, macska,
nyul és kenguru hisok DNS mintdibdl. Egyes esetekben kaptak eltérd mintdzatokat, de volt
olyan minta is amellyel jelet egyéltalan nem kaptak a sokszorozds sordn. A vizsgalt primerek
koziil 1 volt alkalmas a vizsgalt fajok Osszességébdl specifikus d.n. ujjlenyomat savozat
létrehozésara. Osszességében arra a megdllapitdsra jutottak, hogy ezzel a technikdval a mar
emlitett specifikus mintazatok létrehozhatok a husmintdk DNS-bOl, ugyanakkor a mddszer
reprodukdlhatésdga erdsen fiigg a reakcid ciklusparamétereitdl és a fajon beliili
polimorfizmusoktdl. Martinez és Yman (1998) alkalmaztak ezt a technikét 16, szamdr, marha,
birka, kecske, sertés és kenguru husok elkiilonitésére friss és fagyasztott husmintdkbol H-12,
T-20 és V-07 primerek felhaszndldsdval. A fajok vizsgélata mellett, 16his mintdk esetében 6
eltérd fajtaju mintat is elemeztek, ahol a f6 sdvok mellett specifikus fajtara jellemz0 mintazat
is megjelent. A mddszer hatranya az, hogy mint az a 10. dbrdn l4thatd, nagyszdmu sav jon
létre egyetlen faj DNS mintdzatat vizsgilva is, mely esetlegesen fajta szerinti eltérést is
mutathat. Osszetett keverék mintdkban ez a rendszer nehezen lenne értelmezhetd, igy az

allatfaj azonositdsban ez az eljaras szélesebb korben nem terjedt el.

1234567 8 91011121314151617 18192021

(Forrds: Martinez & Yman, 1998)
9. abra Kiilonboz6 allatfajok DNS mintainak, V-07 primerrel végzett RAPD-PCR profilja
2%-o0s agarOz gélben tortént elvalasztast kovetoen

1., 2. sertés; 3., 4.16; 5., 6. 6szvér ; 7., 8. szamar; 9., 10. rénszarvas; 11., 12. birka;

13., 14.kecske 15., 16. javorantilop; 17.,18. bivaly; 19., 20. kenguru; 1 kb DNS
standard
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Ezzel ellentétben a PCR-restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) faj-
specifikus azonositdsra igen széles korben hasznélt médszer. Alkalmazdsa annyiban tér el az
egyszerti PCR-rendszert6l, hogy a primerparral kapott PCR-terméket egy vagy tobb restrikcios
enzimmel hasitjdk el, mellyel tobb kisebb méretli fragmens keletkezik. A restrikciés enzimek
specifikus, 4-8 nukleotid hosszi szekvencidt ismernek fel a DNS-lancban és azt annak
meghatdrozott pontja mentén hasitjak azt el. Az ezzel az eljarassal nyert DNS-fragmensek
mérete és szdma lesz fajra jellemzé. Allatfajok PCR-RFLP alapii azonositdsara leggyakrabban
mitokondridlis eredetli gének, koziiliik is a citokrom b fehérjét kodold gén rovidebb-hosszabb
szakaszait sokszorozzdk fel. A legtobb ezirdnyd kutatis alapja Meyer et el. (1995)
kutatécsoportja éltal publikdlt citokrom b fehérjét koédolé gén 359 bazispar hosszd
szakaszdnak PCR-RFLP vizsgalata. Kutatdsuk sordn meghataroztdk a sertés, marha,
vaddisznd, bolény, birka, kecske, 16, csirke, pulyka és emberi génszakasz mintegy hat (Alul,
Rsal,Taql, Hinfl, Haelll és Mbol) restrikcids enzimes hasitds utdni fragmenshossz eloszlaséat.
Munkdjuk érdeme volt az is, hogy haszonallatok (sertés, baromfi és birka) huskeverékeit is
elemezve, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy maximum hdrom fajkeverékbdl 4ll6 minta
elemezhetd eredményesen a mintdzatok Osszetétele miatt. Matsugana et al. (1998) olyan,
szintén a citokrom fehérjét kodolé gén, 194 bp hosszu szakaszdnak felhasznédldsaval, PCR-
RFLP mddszert dolgozott ki, mellyel a japan szikaszarvas és a gimszarvas, a marha, sertés és
csirke fajoktdl elkiilonithetd, még 120 °C-on hékezelt hdsmintakbdl is. Jel csak a szarvas-
félékbol sokszorozodott, bar a jelerOsség ez esetben gyengébb volt. A PCR reakciot kovetod
EcoRI, Scal vagy BamHI enzimekkel kapott fragmens képpel pedig a két faj DNS mintdzata
egymastdl is elvdlaszthat6, mivel a PCR-terméken mdas-mds enzim taldl hasitasi helyet. A
citokrom b génre alapozott PCR-RFLP technika hasznalata sordn, a kivalasztott DNS-
szakasztdl fliggben kettd vagy tobb gerinces, éllati eredeti DNS pozitiv jelet ad egy
rendszerben. El6fordulhat, hogy egy adott dllatfaj DNS-€hez a primer pontosabban illeszkedik
és annak DNS-e nagyobb valdsziniiséggel sokszorozodik. Riiggeberg et al. (1997) rdmutatott
arra, hogy a Meyer et al, (1995) altal publikdlt, 359 bp-os PCR-RFLP rendszerben a sertés-
eredetll DNS nagyobb valdszinliséggel sokszorozddik, elnyomva mds fajok DNS-mintdinak
jelenlétét. Cespedes et al. (1998) 3 halfajta azonositdsdra haszndlta fel a Cytbl-Cytb2
primerpdros PCR-RFLP rendszert. A PCR termékeket szekvendlds utdn 3 kivdlasztott
enzimmel (Nci I, Sau3Al és Hinfl) hasitotta. A nyelvhal és a lepényhal esetében kaptak
azonos képet Ncil enzimmel hasitva, az érdes lepényhal esetén ez nem volt tapasztalhatd. A
Sau 3AI enzim csak a nyelvhal PCR-termékét hasitotta el, mig a Hinfl enzimmel mindhdrom
mintandl eltér6 mintdkat kaptak (nyelvhal: 285 és 74bp, lepényhal 301, 45, 13bp; érdes
lepényhal 197,117,45 bp).
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Branciari et al. (2000) olasz kutaték a 359 bp-os mitokondridlis, citokrém b génszakaszon
beliil megvélasztott 175 bp-os fragmens sokszorozdsaval Alul, valamint Hinfl restrikcios
enzimes hasitasat hasznaltak fel haszonallatok (sertés, marha, csirke és liba) hdsmintainak
azonositdsdra. A kapott mintdzat alkalmas volt konzervek és mdjpastétomok sertés, marha,
csirke és liba-eredetii 0Osszetevoinek identifikalasara. Partis et al. (2000) ausztral
kutatécsoportja a Mayer-féle citokrém b alapi PCR-RFLP rendszert, mintegy 22 4llatfaj
mintdjanak vizsgalatdra terjesztette ki, melyek kozott a haszonéllatok (marha, kecske, birka,
csirke és pulyka) mintdi mellett szimos vad faj (kenguru, krokodil, emu) mintdja is szerepelt.
A Haelll restrikciés enzimekkel végzett hasitdsok sordn a vizsgdlt 7 egyedbdl szarmazd
szarvas mintdban eltéré mintdzatokat is talaltak. A sertés-DNS maszkiroz6 hatdsat ugyszintén
tapasztaltdk marha és sertéshis keverékek elemzésénél. Kutatasi eredményiikbdl egy példa a

10. 4bran lathato, mely egy RFLP mintdzatot mutat, kiilonbozd allatfajok mintdja esetében.

112 S35 4 SHO - B8

(Forrds: Partis et. al. 2000)

10. abra Nyers hiisok DNS-mintdibdl végzett, citokrém b génre épitett PCR-RFLP reakcié
képe Haelll restrikcios enzim felhasznalasdval

1. DNS standard; 2., 3. kecske; 4. birka; 5. bolény; 6., 7. sertés; 8. marha

Chickuni et al. (1994) munkdjukat egy 374 bazisparos ismétlodd szatellit I DNS régiéra
alapozva 80 °C, 100 °C és 120 °C-ra hevitett hdsminta vizsgélatdval egy 1épésben kecskét és
a birkat tudtak elkiiloniteni sertés, nyul, szikaszarvas, marha €s vizi bivaly husmintaktol. A két
faj egy tovabbi, Apal enzimhasitds utdn adott faj-specifikus mintézatot, azonban a 120 °C-os

mintdknal kecske esetében nem volt detektalhaté jel.
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A real-time PCR (Q-PCR) analizis alkalmazasanak 1ényeges eltérése az eldzdekben felsorolt
PCR rendszerektdl, hogy a mérés soran kozvetleniil jon l1étre az a folyamatosan kimutathaté
jel, amelynek segitségével az eredmények tovéabbi termékelvalasztas nélkiil is azonosithatdak,
azaz a sokszorozddott DNS-kopidk mennyiségének novekedése valds idoben kovethetd
nyomon. A jelgenerdlds tobbféle technikdval is megvaldsithat. Egyrészt az tin. SYBR Green
I festék segitségével, mely a sokszorozodas sordan kotodik a kétszald DNS-hez (13. dbra). Itt
probléma lehet, ha a reakciéban a primerek esetlek szekvencidjukbdl adéan primer-dimereket

képeznek és ezek hamis eredményt adhatnak.

2. @ e
@ @
3 —“@7‘—‘ ®
@ @
® 9

(Forrds: Applied Biosystem ABI PRISM 7000 ismertetd)

11. abra SYBR Green I festékre alapozott detektalas miikodési elve
real-time PCR analizis sordn

Ennél a technikédnal, specifikussdga miatt jobban elterjedt az un. TagMan proba hasznalata,
mely rovid, ismert szekvencidji, a sokszorozni kivant DNS-szakaszhoz illeszkedo,

fluoreszcencidsan gerjeszthetd festékmolekuldkat hordozé egyszali DNS préba (13. dbra).
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A priha a DMS szalhoz hibndizal

2 ®
S S ——— ...........‘_
l]- megndul az atirddas,
............ g
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a a Tag polimeraz elhasitja a prabat,
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ —p i ®
- PP P ...‘_
2 . fuoreszcens jel enuttaladi .
- _.-. - - - Bl ik di

(Forrds: Lockley & Bardsley, 2000 )

12. abra Real-time PCR rendszerben jelgeneralasra hasznalhaté
TagMan préba miikodési elve

A két festékmolekula koziil az egyik gerjesztési frekvencidja joval kisebb (quencer/kioltd),
mint a masiké (reporter/jelzd). A Froster-féle energiadtaddsi torvény szerint a besugirzé
fotonokbdl nyert tobblet energidt az R festék dtadja Q-nak, ugyanakkor R nem ad jelet. A
lancreakci6 sordn a Taqg-polimeraz exonukledz aktivitdsanal fogva felhasitja a probét. Ekkor
mar nem érvényesiil a Forster-effektus és mindkét festék vagy csak R fluoreszkdlni kezd (14.
abra). Az emittilt fluoreszcencia megfeleldo hullamhosszon mérheté és ardnyos a
reakcidelegyben 1év0 specifikus target szekvencia aktudlis mennyiségével (Holland et al.,
1991).

Hasonl6 elven miikddik az un. Scorpion primer proba is. Ez esetben a feltekeredett proba
tartalmaz egy primer régiot és egy 5 véget is, melynek miikodési elvét a 14. dbran mutatom

be.
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A proba felépitse.
e
ﬂ Primer kapcsolddas éz atirddas .

g'," i
A priba elire csapadile a fluorofir és a
laoltd eltawolodik, fluoreszcens el
generdladik

—_—

(Forrds: Lockley & Bardsley, 2000 )

13. abra Real-time PCR rendszerben jelgeneréldsra hasznalhaté
Scorpion préba miikodési elve

A mért fluoreszcens jel, idobeni véltozasa a ciklusszam fiiggvényében a 15. dbran lathats. A
mérés szempontjabdl az un. C; érték a meghatdrozd, mely az a kiiszob ciklusszdm, mely
esetében a jel szignifikdns eltérést mutat. Minél nagyobb egy minta C; értéke, anndl kevesebb

mennyiségu vizsgalt Osszetevot tartalmaz.

Fluoreszcencia
intenzitas

Kiiszébeérték

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Ciklusszam
(Forrds: Applied Biosystem )

14. abra A real-time polimeraz lancreakcié sordn kapott amplifikacids gorbe
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Laube et al. (2003) olyan technikat dolgoztak ki, mellyel a sertés és marhahts egyidejlileg,
kimutathaté genomidlis, foszfodiészterdaz €s rianodin génekre épitett specifikus primerek
segitségével, real-time kimutatasi technikaval. Munkdjuk soran a hus-hus modellek (0,1-100
%) felallitisa mellett ismert Osszetételii feldolgozott mintdkat (kolbaszok, gulyds 1-80%
huskeverékek) is vizsgdlatba vontak, melyek fliszereket €s adalékanyagokat is tartalmaztak. A
mintdkbdl a tisztitott DNS-oldatot CTAB mddszerrel kombindlt szilikagél alapu izoldldssal
nyerték ki. A kidolgozott médszer alkalmas volt a feldolgozott mintakeverékekben az 1%-os
keverékek detektalasdra. Dooley et al. (2004) a citokrém b gén TagMan (detektalasin alapulo,
detektalasi rendszert dolgoztak ki marha, sertés, birka, csirke és pulykahtsok kimutatdséra,
nyers hus-his keverék alapon. Marha, sertés €s birkahtsokat emlds-specifikus, a csirke és
pulyka husokat baromfi-specifikus TagMan probaval jelezték. Kutatdsaik sordn lehetové valt
0,5% kimutatasi hatarérték melletti faj-specifikus azonositds hiskeverékekben. A real-time
PCR technikat Hird et al. (2005) angol munkacsoport kacsahis faji és fajta szintd
elvalasztdsara haszndlta fel. A modszer alkalmasnak bizonyult a Mallard és Muscovy fajtak
specifikus meghatdrozdsara, ugyanakkor a primer nem mutatott keresztreakciét a féacén,
csirke, liba, pulyka, fiirj, valamint a marha, sertés 16, szarvas és libahisok mintdival. A
modszert néhdny élelmiszeren és dllateledelen tesztelték, annak megéllapitdsara, hogy a
toredezett DNS ellenére a jelolt kacsa Osszetevd kimutathaté-e a mintdbdl. A mérés a
varakozdsoknak megfelelé eredményt hozott, azonban a konzervek és a kutyakekszek

esetében a mért Ct érték magasabb volt, valdszintsithetden a toredezett fragmensek miatt.

A genetikailag médositott novények azonositdsdval és mennyiségi analizisével a fajspecifikus
husazonositdsban is terjedni kezdtek a félkvantitativ €s kvantitativ PCR modszerek, igy a

— kvantitativ-kompetitiv PCR (QC-PCR)

— real-time PCR (Q-PCR), kvantitativ analizise.

Kvantitativ - kompetitiv-PCR analizis esetében 1 primerpar, valamint egy a sokszorozni

kivant szakasz ismertében tervezett, tovabbi DNS-szakasz az tn. versengd, bels® standard

hozzéaadédsdval egy félkvantitativ rendszer éllithat6 6ssze.
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(Forras: Wolf & Liithy, 2001)

15. abra 2 %-os detektalasi szintre bedllitott kvantitativ-kompetitiv PCR reakci6
sertéshus kimutatasara

1. 100bp DNS Iétre; 2. 10% sertés; 3. 5% sertés; 4. 2% sertés; 5. 1% sertés;
6. 0,5% sertés 7. 8. sertés pozitiv kontrol; 9. DNS mentes vak proba

A polimerdz lancreakcioban két eltérd méretli PCR-jel képzddik. Az egyik a versengd DNS-
szakaszb6l, a masik a minta DNS templatjdb6l. Azon a ponton, ahol a mintdban taldlhat6
komponens mennyisége kozel azonos, a versengdbdl és a mintabol kapott termék intenzitasa
megegyezik. Wolf és Liithy (2001) kutatdsuk sordn kidolgoztak egy olyan technikdt, mellyel a
sertéshis 2-20%-ban pontosan meghatdrozhaté volt egy hus-his keverék Osszetétele (16.

abra).

Real-time PCR (Q-PCR), kvantitativ analizisben torténd haszndlata sordn leggyakrabban
relativ mennyiségeket szarmaztatnak, melyet az ismert standardbol kapott vonatkoztatési €s
keresett gén kiiszob ciklus értékének (Ct) kiillonbsége alapjan az ismeretlen minta Ct érték
kiilonbségébdl szamitanak. A kvantitativ analizishez azonban a minta Osszetételének és
elddllitasi technologidjanak megfeleld standard referencia anyagok, illetve ismert kopiaszamad,
fajon beliil kevéssé varidlodé szekvencidra, mint vonatkoztatdsi génszakaszokra van sziikség.
A moddszert Sawyer et al. (2003) eredményesen adaptdltdk marhahds mennyiségi kimutatisara
birkahas mellett (0,1%-100% nyershus keverékekben). Munkdjuk sordn a viszonyitasi alap
egy univerzalis, emldsokre specifikus primerparral sokszorozott jel volt, ehhez hasonlitottdk a
marha-specifikus primerekkel kapott jeleket. Mindként génszakasz mitokondridlis eredet
volt, a detektdldshoz Scorpions primert €s SYBR Green I festést alkalmaztak. A mddszer a
felhaszndlt modellrendszerben megfeleldéen mikodott, de a szerzok a késObbiekben

sziikségesnek tartottdk az Osszetoredezett DNS-tartalmu mintdk elemzését, valamint

szovetekben és dllatfajokban mitokondridlis génkopidk eltéroségének vizsgélatat.
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Brodmann et al. (2003) kutatécsoport marhahis kimutatdsira dolgoztak ki félkvantitaiv, real-
time PCR-rendszert, genomidlis novekedési hormont kédolé génekre épitve. Figyelembe véve
a DNS-degradéciot, egy 100 bp alatti mérettartomdanyt valasztottak ki a mérésekhez. A teszt
szelektivitdsi vizsgdlatai sordn a marhahus-specifikus rendszer keresztreakcidkat adott a
Cerevidiae csoportba tartozé birka, 0z, szarvas és javorszarvas mintdkkal. A mddszer
linearitdsa 0,2-100% tartomanyban DNS higitasi sort alkalmazva megfelelonek bizonyult. A
tovabbi vizsgdlatokat néhdny kereskedelembdl szdrmazé mintdn végezték el, ahol
megdllapitottdk, hogy a nyers mintdkhoz képest a mddszer a detektaldsi hatarértéke 10-szer
kisebb a konzervek és erdsen feldolgozott termékek (zselatin) esetében. Az er6sen hokezelt
élelmiszerek esetében javasoljadk dj DNS-izoldldsi mddszerek kidolgozdsdt a moddszer
érzékenységének novelésére.

Rodrigez et al. (2005) kvantitativ PCR modszert fejlesztettek ki sertéshiis mennyiségi
mérésére marhahts mellett, TagMan préba alkalmazdsaval, mitokondridlis 12S riboszéma
RNS-gének alapjdn. A mddszer regresszids paramétereit, linearitdsiat €s érzékenységét
vizsgdlva a 0,5-5%-os tartomdnyban nyers, sterilezett modellek és plazmidba integralt
standard sort haszndltak és hasonlitottak 0ssze. Mindhdrom kalibracié megfelelének bizonyult
azonban egymadstol eltérd paraméterekkel rendelkeztek, igy ez az eredmény is megerdsiti azt a
tényt, hogy az adott histermék csak az adott technol6gidnak megfelelden felépitett kalibrald
sor mellett kvantifikalhato.

A DNS analitikai munkdkkal foglalkozé irodalmak attekintése azt mutatja, hogy a real-time
PCR moddszer az, melynek elterjedése varhat6 DNS-alapu élelmiszer-analitikdban a
kozeljovoben. A moédszer mennyiségi és mindségi mérési feladatokra egyarant alkalmas, ezért
tobb helyen az elektroforézissel torténd termék elvalasztast is felvalthatja az alap- és
multiplex-PCR rendszerekben. Mennyiségi meghatdrozdsokhoz azonban standard DNS-
izoldlasi mddszerek és referenciaanyagok fejlesztése sziikséges, eltérd genom méretli fajok
(emldsok, madarak, halak) €s kiilonbozd gyartdstechnoldgidval késziilt élelmiszerek esetében
is. A DNS-0sszetétel extrakcid alatti valtozdsa szintén kevéssé tanulményozott folyamat,
valamint az sem elhanyagolhatd, hogy jel barmely DNS tartalmu szdvet (izom, zsir) esetében
generalddik.

Az emlitett médszerek tovabbfejlesztésével kidolgozhatéak, olyan szabvéanyosithaté analitikai
eljarasok, melyek segitségével ellendrizhetd az élelmiszerek Osszetétele. Az élelmiszerek
jelolése torvényi szinten a 2003. évi LXXXIL élelmiszer torvényben, rendeleti szinten a
19/2004. (I1.26); 90/2005. (X. 13.) és a 167/2004. (XI. 29.) FVM — ESZCSM - GKM egyiittes
rendeletben, valamint a Magyar Elelmiszerkonyvben szabilyozott, melynek részletes

ismertetése az M2. mellékletben talalhato.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Mintak

A vizsgédlatokat friss és fagyasztott hisokbdl, tobb komponensli modell mintdkbdl és
kereskedelembdl szarmazd, feldolgozott hustermékekbdl végeztem el.
A sertés €s marha hiisokat kozvetleniil a vagéhidrdl, a csirke és pulyka husokat kereskedelmi
forgalombdl szereztem be. A vadhiisok a Mavad Rt. Vecsési és az Oreglaki vadfeldolgozébél
szarmaztak, a muflon hust a Pilisi Parkerdd Gazdasag biztositotta szamomra.
- Haszondllatok hiismintdi: sertés comb, marha felsal, csirkemell és pulykamell.
- Vadhiisok fagyasztott mintdi: vaddiszn6 tarja, szarvas lapocka, 6z comb, muflon comb.
- Modellkeverék mintdk: nyers hus-hds keverék mintdk; hokezelt, vordsard tipusu
tobbkomponensii modellek; sterilezett, Osszetett konzerv modellek sertéscomb-
marhafelsdl és sertéscomb - csirkemell keverékekbdl.
- Kereskedelmi forgalombol szdrmazo hiistermékek: vorosaruk (parizsi, virsli), kenhetd
huskészitmények (méjasok), huskonzervek (mdjkrémek, apritott jellegli huskonzervek).

- Novényi-eredetii anyagok: Supro szdjafehérje izolatum, buzaliszt.
3.1.1. Egy és tobb komponensii modell mintak eléallitasa
Az alapanyagként haszndlt sertés, marha és csirke husokat intol, zsirtdl megtisztitottam, majd
ledardltam. A modellekben a keverési aranyok 0,5-1-5-10-50-100% szerinti megoszlasban
szerepelt vizsgdlni kivant fajra husa.
3.1.1.1. Nyers hiis-his keverékek elodllitdsa
A dardlt hisokat 10% paclével (1,8% nitrites s6, 0,2% tetra-natrium-pirofoszfat, 8% viz)
elkevertem, majd az emulzidval egyiitt konyhai apritogéppel harom percig homogenizéltam.

A htsokat bemérés utan konyhai apritogéppel 4-szer 10 mp-ig kevertem, majd félidba

hegesztettem.
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3.1.1.2. Hokezelt, vorosdri tipusu modellek (hiis, sertésszalonna, szojafehérje) elodllitdsa

Mintaosszetétel. 30% huskeverék, 4% Supro SO0E szdjaizoldtum, 24% sertésszalonna, 40%

viz, 1,8% nitrites sokeverék, 0,2% tetra-natrium-pirofoszfat tartalmi modell keveréket

készitettem.

Mintdk elddllitdsa. Szdjaizolatum, szalonna és viz 1:6:6 ardnyd keverékébdl emulzidt

készitettem. A dardlt hdsokat 30 % paclével (1,8 % nitrites s6, 0,2 % tetra-natrium-
pirofoszfat, 28% viz) elkevertem, majd az emulzidval egyiitt konyhai apritogéppel harom
percig homogenizdltam. A mintdkat 135 g-os konzervdobozba toltottem, kézi zardgéppel

zartam, majd 78 °C térhémérsékleten 45 percig (72 °C maghdmérsékletig) hdkezeltem.

3.1.1.3. Sterilezett, konzerv modellek (hiis, szojafehérje) elodllitdsa

Mintaosszetétel. 60% huskeverék; 3% Supro S00E szdjaizolatum; 35% viz; 1,8% nitrites

sokeverék; 0,2% tetra-natrium-pirofoszfat tartalmi modell keveréket készitettem.

Minték elddllitdsa. A szoéjaizolatum és viz 1:6 ardnyu keverékébdl gélt készitettem. A daralt

hasokat 20% péclével (1,8 % nitrites s6, 0,2% tetra-natrium-pirofoszfat, 18% viz) elkevertem,
majd a géllel egyiitt konyhai apritégéppel harom percig homogenizaltam. A mintdkat 135 g-os
konzervdobozba toltéttem, kézi zarégéppel zartam, majd autokldvban 121 °C 50 percig (115

°C maghémérsékletig) hékezeltem.

3.2. Polimeraz lancreakcion alapulé technika (PCR)

A polimerdz lancreakcié egy olyan enzimes, nagy érzékenységl in vitro moédszer, mely
lehetové teszi ismert hosszusagu és szekvencidju DNS sokszorozasat, kis mennyiségli DNS-
r6l, mint templatr6l. A folyamat DNS polimerdz enzim segitségével, megfeleld puffer
kozegben megy végbe a beépithetd nukleotidok jelenlétében. A templat sokszorozasdhoz un.
primerek sziikségesek, melyek olyan rovid, altalaban 15-40 oligonukleotid hosszusagu
egyszald lancok, melyek a sokszorozni kivant szakaszt szegélyezik és annak ismeretében
szintetizdlhatéak. A sokszorozdst 25-40 ciklusban hajtjuk végre, majd a termékeket

elektroforetikus elvédlasztast kovetO festéssel tehetjiik lathatova.

27



Oldatok és reagensek a DNS izolalashoz:

Wizard DNS izoldlds vegyszerei: Wizard puffer (10 mM TRIS-HCI1 (pH 8.0),150 mM NaCl,2
mM EDTA, 1 % SDS); 5 M Guanidin-hidroklorid oldat; 20 mg ml -1 proteindz-K enzim
oldat; izopropil-alkohol

CTAB DNS izoldlads vegyszerei: CTAB puffer (50 mM hexadecil-trimetil ammoénium-bromid;
100 mM TRIS-HCI (pH 8.0), 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA ); Kloroform; 70 %-os etil-alkohol

Oldatok és reagensek a polimeraz lancreakcidhoz €s a termékanalizishez:

Polimerdz lancreakcio reagensei: PCR Ready-mix (2,5 U Taq DNS polimeraz 10 mM TRIS-
HCI pufferben, 1,5 mM MgCl, 50mM KCl, Brij 35 detergens 0,005 %-ban, 0,2 mM dATP,
dCTP, dGTP és dTTP steril bideszt viz); steril viz

Restrikcios enzimek: Alu1(5’.. AG|CT..3’); Rsal (5’..GT|AC ..3’); Hinfl (§’..G|ANTC..3’)

Elektroforézis reagensek: mintaoldo puffer (20 % szachar6z, 0,1 M Na,EDTA, pH 8,0, 1 %
Na-dodecil szulfat, 0,25 % bromfenolkék); TRIS-Boérsav-EDTA elektroforézis puffer (TBE
puffer), pH 8,0 10x torzsoldat (108 g TRIS, 55 g bérsav,40 ml 0,5M Na,EDTA); 2%-o0s
agar6zgél oldat TBE pufferben DNS fragmensanalizishez; "Mini" gél oldat a PCR termékek
analiziséhez (2,65 ml akrilamid-biszakrilamid (29:1) oldat, 1,0 ml TBE puffer, 10x torzsoldat,
6,36 ml desztillalt viz, 8 ul TEMED, 80 pl 10%-o0s ammonium-perszulfat oldat);

gélfestd oldat (1 pg/ml etidium-bromid desztilldlt vizben)

3.2.1. DNS izolalasi modszerek

Enzimes eldkezelés. A mintét steril szikével felapritottam és kb. 300 mg-ot steril 1,5 ml-es

Eppendorf csobe mértem. A bemért mintdhoz 430 upl extrahdlé puffert, 50 ul 5 molos

guanidin-hidroklorid oldatot és 20 pl 20 mg/ml proteindz-K oldatot adtam, Osszerdztam, majd

//////

percig centrifugdltam (AB2.14 tipusi szogrotor Eppendorf csovekhez, Jouan BR4i

centrifuga).
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Mintakoncentrdlds. A sterilezett mintdk koncentrédldsara 1,5 g mintdbdl kiindulva végeztem a

DNS izolédlast, majd 2 ml feliilliszéb6l Amicon Ultra 4 ml-es koncentrdléval (vagasi érték
10000 Dalton = 50 bp duplaszdlu DNS) el0stritést végeztem, kétszer 10 percig torténd
centrifugaldssal (R20 tipusu kilendiild rotor 15 ml csdvekhez, Jouan BR4i. centrifuga).

Az igy bekoncentrdlt sziirletet a tovdbbiakban Wizard gyantdval tisztitottam (Millipore
Amicon Ultra 4, hasznalati iutmutatd, 2003).

DNS tisztitds Wizard gyantdval. Az enzimesen emésztett mintabdl 400 ul feliiliszét, DNS

tisztité Wizard DNA Clean up kittel tisztitottam. A feliilisz6 mintdkat 1 ml gyantdval 1,5 ml-
es, steril Eppendorf csOben Osszerdztam, majd fecskendd segitségével a mini sziirdoszlopon

atnyomtam, igy a DNS-t tartalmaz6 gyanta az oszlopban 1év0 sziirén fennmaradt.

A gyantdn ezutdn 2 ml, 80 %-s izopropanol oldatot nyomtam ét,
fecskendd segitségével, a gyanta gombocskék tisztitdsara. A
fennmaradt alkoholt centrifugéldssal tavolitottam el. (12400 RPM,

2 perc, AB2.14 szdgrotor, Jouan BR4i centrifuga).

A gyantardl a tisztitott DNS-t 50 ul 65 °C — 75 °C-s TE puffer rapipettdzasdval, majd
centrifugalassal nyertem ki (12400 RPM, 1 perc, AB2.14 szogrotor, Jouan BR4i centrifuga).
Az izoldlt DNS oldatok tisztasdgi és koncentrdcids adatait spektrofotometrids analizissel
meghatdroztam és felhasznaldsig -20 °C-on tdroltam.

Egylépcsds CTAB technika. 500 mg husmintét steril 2 ml-es centrifugacsoben 1 ml CTAB

pufferrel, 20 pl proteindz-K oldattal (20 mg ml"'), 60 °C-on, 2 6ran 4t inkubdltam, majd
centrifugdltam (12400 RPM, 5 perc, AB2.14 szogrotor, Jouan BR4i centrifuga). A felsé
fazishoz 20 pl RNaz oldatot (10 mg ml™") mértem, 60 °C-on, 5 percig inkubaltam, majd 600 pl
kloroformot adtam hozz4 és 5 percig centrifugdltam (12400 RPM, AB2.14 szdgrotor, Jouan
BR4i centrifuga) a fehérjeszennyezés eltavolitasara. A kapott felsé fazis 625 pl-hez 500 pl
izopropanolt adtam, szobahOmérsékleten, 30 percig allni hagytam, ezutan a centrifugaltam
(12400 RPM, 15 perc, AB2.14 szogrotor, Jouan BR4i centrifuga). A CTAB maradvanyok
eltavolitasara a DNS csapadékot tartalmazo6 csobe 500 pl 70 %-os etanolt adtam majd keverés
utdn 10 percig centrifugaltam (12400 RPM, AB2.14 szdgrotor, Juan BR4i centrifuga). Az
etanolos oldatot ledntottem, majd a kivalt DNS-t 200 pl steril desztilldlt vizben
visszaoldottam, megkevertem és 60 °C-on, 10 percig melegitettem. Az esetlegesen vissza nem
oldott részek eltavolitdsat centrifugaldssal oldottam meg (12400 RPM, 5 perc, AB2.14

szogrotor, Jouan BR4i centrifuga).
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3.2.2. A tisztitott DNS oldat jellemzése:

A tiszta DNS oldat jellemzésére spektrofotometrids mérést és agardz gél-elektroforézist
végeztem. A spektrofotometrids méréssel megallapithat6 az oldat koncentricidja és tisztasaga.
Amennyiben a minta 260 nm hulldimhosszon mért abszorbancia értéke 1,0 , az megfeleltethetd
50 pg/ml koncentracidju, duplaszald DNS oldatanak.

Az oldat tisztasagéat a 260 nm-en és 280 nm-en mért abszorbancia hidnyados adja. Ez akkor
megfeleld, ha a hanyados értéke 1,7-2,0 kozott van. 1,7 alatti értéknél az oldat fehérjével, 2,0
felettinél pedig a mintaoldat RNS-sel szennyezettnek tekinthetd.

A DNS fragmensnagysag valtozdsat a kiilonb6z6 modellekben és feldolgozott
élelmiszerekben 2 %-s agardz-gélelektroforézissel kovettem nyomon. Az elektroforézist
Maniatis et al. (1989) szerint végeztem 120x80x5 mm x géllapon, 100 V dllandé fesziiltség
mellett, 45 percig, 12 ul DNS oldat/zseb mintafelvitellel, IXTBE pufferben LKB Midget
Electrophoresis Unit késziilékkel. A géleket etidium-bromid oldattal (1pg/ ml) festettem, majd
KODAK EDAS 290 rendszerrel detektaltam.

3.2.3. DNS sokszorozas

Kutatdsi munkdm sordn a polimerdz lancreakcié két tipusat, az egyszeri-PCR-t és a
restrikciés  fragmenthossz polimorfizmus detektdldsan alapulé6 PCR-RFLP rendszert
alkalmaztam. Az egyszerii-PCR rendszerben csak az adott dllatfaj jelenlétének esetében
kapunk jelet. Ezzel ellentétben a PCR-RFLP modszer alkalmazédsa sordan tobb fajbdl is
sokszorozddik jel, mely ezutdn az adott DNS szekvencia helyeken hasité un. restrikcios
enzimek felhasznaldsdval egy faj-specifikus mintazatot ad.

A primereket az irodalomban ismertetett szekvencia informécidk alapjan szintetizéltattam. A
kivdlasztds sordn figyelembe vettem, hogy a hdkezelés 400 bp ald csokkentheti az atlagos

DNS méretet. A szekvencidkat és a vonatkozo referencidkat a 1. tablazatban soroltam fel.
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1. tablazat A kiilonboz6 polimeraz lancreakcidk sordan alkalmazott primerpar szekvenciak

osszefoglaldsa
;E;;:;Z Primer szekvenciaja Referencia Célgének
SWO0! |5’-TCAGTTTACACTCACCTGATAGCATCT-3’ 108 bp hosszi
Meyer et sertés-spec.
SWO02 | 5-GGGTGGTGGAGAGGGGTGAATT-3’ al,, 1994 SeJtS‘;‘;kga]S)ZNS
CA03 | 5°-CTC CCG AGG GAT GCG TCC TAG G-3’ 130 bp hosszi
Meyer et marha-spec.
. itmag DN
CA04 |5-TTC TGC TCC CCT AAC CAC ATC CC-3’ al., 1995 | sej sr;;kgasz S
Cytbl |5’- CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA AA-3’ 359 bp hosszi
Meyer et allat-spec.
, , al., 1995 | mitokondrialis
Cytb2 |5°- GCC CCT CAG AAT GAT ATT TGT CCT CA-3 DNS szakasz
Scytbl |5’-TAT TCC TAG CCA TGC ACT ACA CA-3’ _ .| 17> bphosszi
Branciari et allat-spec.
, , al., 2000 | mitokondrialis
Scytb2 |5°-TAT GAT CCG TAA TAT AGG CCT CG-3 DNS szakasz
RD1 |5- TCA TCG CAG CAC TCG CTA TAG TAC ACT-3’ 194 bp hosszi
Matsugana vad-spec.
, , | etal, 1998 | mitokondridlis
RD2 |5°- ATC TCC AAG TAG GTC TGG TGC GAA TAA-3 DNS szakasz

Haszondllatok vizsgélatdnak esetén a sokszorozddé DNS fragmens a sertés-specifikus
kimutatds sordn a genomidlis, sertés novekedési hormont kddold gén 108 bazispar hossziisagu
szakasza (SWOI1/SWO02 primerpdr), mig marha-specifikus meghatirozdsokndl a marha
novekedési hormont kédolé gén 130 bazispar hosszd szakasza (CA03/Ca04 primerpédr). A
csirke-eredetli 0sszetevOk meghatarozdsa egy a citokrom b fehérjét kddolé mitokondriélis gén
359 bp-os szakaszdnak PCR-RFLP (Cytb1/Cytb2 primerpér, Rsal enzim) detektdlasan alapul.
A vadhusok haszondllat hismintdktdl valé elkiilonitését a citokrom b fehérjét meghatdrozo,
mitokonridlis-eredeti gén egyszeri PCR (RD1/RD2 primerpar; 194 bp-os termék), valamint
359 és 175 bp-os, szakaszainak Alul és Hinfl enzimekkel végzett PCR-RFLP mddszereit
hasznéltam fel.

A DNS sokszorozést 50 pl végtérfogatban, vékony falu PCR csdvekben végeztem el PDR-91
késziilékben, 250 ng templit DNS bevitele mellett. Negativ kontrolként DNS-t nem
tartalmazo vak prébat alkalmaztam. Az élelmiszervizsgalatok esetében pozitiv kontrolként az

adott vizsgalatnak megfelelo husbol izolalt DNS oldatot hasznaltam.
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A reakciét minden esetben forrd inditassal (94 OC, 3 perc) kezdtem, mellyel csokkentheto a
nem specifikus termékek képzddése. A tovabbi ciklusparaméterek adatait az 2. tdblazatban

foglaltam 0ssze. A ldncreakcidt minden esetben hiitéssel allitottam le (4 OC).

2. tablazat A Kkisérletekhez alkalmazott polimeraz lancreakciok hoémérsékletprofiljanak

lefutdsa
Azonositand6 siill:’leg(l)\lss Primer DNS Extenzios
szakasz L1z kapcsolodas | sokszorozas szakasz Ciklusszam
szétvalasa
108 bp hosszii | 94 °C, 3
sertés- perc-hot 35
specifikus start + 60 OC, 0 0
sejtmag DNS | 94°C, 5 30mp. |12 G A0mp.[727C, 3 perc
szakasz mp.
130 bp hosszu 94 °C. 3
marha- perc hot 35
. - o)
gpemﬁkus start + 647C, 72 OC, 40 mp. |72 OC, 3 perc
sejtmag DNS 94°C.5 m 30 mp.
szakasz > Tp-
o
359 bp hosszu 947C, 3
llat-specifikus | PECOL o 35
. e start + 50/52~C, 0 0
mitokondrialis 94°C. 5 30 m 727C, 40 mp. | 72 7C, 3 perc
DNS szakasz ’ p-
mp.
194 bp hosszu 9i)ercc’ 3
_ . e = o 30
Va.d spec1f}l/<1%s hot start + 62°C, 72 °C, 30 mp. | 72 °C, 2 perc
mitokondridlis 92 °C. | 30 mp
DNS szakasz ’
perc
175 bp hosszu 9i)ercc, 3
jllat- ifi ) ° 30
llat-specifikus | i s | 207G 1000 1 pere |72 °C, 2 pere
mitokondridlis 92 °C. 1 1 perc
DNS szakasz ’
perc

A sterilezett mintdk vizsgdlatandl a reakcio érzékenységének novelésére megnoveltem a bevitt

DNS mennyiségét 500 ng-ra, a ciklusszdmot 30-r6l 35-re €s 35-38-ra.
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3.2.4. Termékanalizis

A mitokondridlis DNS kimutatason alapul6 mérdrendszereket hasznédltam fel a PCR-RFLP
reakcidkhoz. Ezesetben 8 il PCR terméket 10 U restrikcids enzimmel hasitottam 37 °C - on,
két orat termosztalva. A termékanalizist 8- €s 10%-s, 150x80x1 mm mini gélben végeztem el.
A mintdkat mintaoldé pufferrel 5:1 ardnyban higitottam, majd zsebenként 10-10 p-t vittem
fel a gélre. Az elektroforézist 200 V dlland6 fesziiltségen, 1 6rdn at LKB Midget
Electrophoresis Unit késziilékkel végeztem. A futtatds utdn a gélt az tiveglaprdl levalasztottam
és 15 percig etidium-bromiddal (1pg/ ml) festettem, majd 15 percig desztillalt vizzel
differencidltam. A gélt UV transzillumindtor alatt vizsgédltam, majd KODAK EDAS 290

rendszerrel fotdoztam és értékeltem.
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4. KUTATASI EREDMENYEK

4.1. Marha, sertés és csirke-eredetii komponensek kimutatasa modellekben

4.1.1. Friss, vorosaru és konzerv tipusi modellkeverékek DNS izolalasi eredményei

A kutatds sordn, elsoként friss husmintdk DNS izolalasat végeztem el, a CTAB és Wizard
extrakcids technikdk vizsgdlatdhoz. A CTAB mddszer a cetil-trimetil-ammoénium-bromid
DNS kotésén alapul. A mddszer alkalmazésa sordn kloroformos tisztitast kovetden, alkoholos
kicsapdssal nyerhetd ki a minta DNS tartalma. Wizard mddszernél az enzimesen feltart mintat

egy DNS kotd gyantdn eresztjiik at, melyrdl a DNS-t meleg pufferrel lehet lemosni.

3. tablazat DNS tisztitasi technikak dsszehasonlitdsa friss hisokbdl

Wizard tisztitas CTAB tisztitas
n=4 n=4
Minta DNS %%r(l)nlyllllsege, R érték DNS I/nle(:)r(l)nr}gsege, R érick

He ne (A 260280) He me (A2601280)

nyers minta nyers minta
Marha felsal 9,25+0,35 1,80+0,03 4,80+0,51 1,44+0,06
Sertés comb 8,17+0,05 1,77+0,03 3,98+0,53 1,53+0,12
Csirkemell 9,78+0,87 1,80+0,03 4,53+0,68 1,50+0,09
Pulykamell 7,18+0,21 1,79+0,02 11,34+1,12 1,68+0,08

A két moddszer Osszehasonlitisa sordn a DNS oldat tisztasdgdban és koncentracidjaban,
valamint a mintakezelés Osszetettségében is adddtak kiilonbségek (3. tablazat). A Wizard
izolalassal minden esetben elértem a sziikséges DNS tisztasagi fokot (R>1,7), 7-9 pg/ 100 mg
minta kinyerhet6 DNS tartalom mellett. A CTAB mddszer alkalmazdsa sordn azt
tapasztaltam, hogy a DNS tisztasdga nem érte el a sziikséges mértéket (R< 1,7). Emellett a
CTAB nyomok eltdvolitasara alkalmazott 70%-s etanolos mosds utdn oldhatatlan csapadék is
visszamarad az oldatban, melynek eltdvolitdsa csak tjabb centrifugdldssal volt megoldhaté. A
modszer koltsége ugyan kevesebb, de a mintakezelés nehézségei miatt a tovdbbiakban a
Wizard mdédszer alkalmazédsa mellett dontottem.

A kovetkezokben ezeket a mintdkat hasznéltam fel a ldncreakci6hoz felhasznalt primerparok

specificitdsanak vizsgélatara.
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A nyers, egyedi mintdk elemzése utdn modell keverékeket készitettem sertés-marha és sertés-
csirke Osszetételben paclé hozzaaddsaval, majd elvégeztem ezeknek a mintdknak a DNS
extrahdldsat. Az izoldlt mintdk tisztasigdra €s mennyiségére vonatkoz6 értékeket a 4-6.
tablazatban foglaltam O0ssze. A mintdk tisztasdga minden esetben elérte a PCR vizsgalatokhoz
sziikséges 1,7 értékeket. A kinyerheté DNS mennyisége jelentds eltérést nem mutatott a nyers

szin mintdkhoz képest, értékiik a 19-24 pg DNS/ 300 mg minta tartomanyba esett.

4. tablazat Nyers marha felsal -paclé modellkeverékekbo6l izoldlhaté DNS oldatok jellemz6i
(marha felsal - sertés comb)

Wizard tisztitas
Hustartalom n=4
Osszetétele A mint&bdl kinyerhet .

A R érték

DNS mennyisége, (A )

ug/ 300 mg 260/280
100 % marhahus - 0 % sertéshus 24,86+1,71 1,81+0,04
50 % marhahus - 50 % sertéshus 21,43+0,93 1,79+0,01
10 % marhahds - 90 % sertéshus 23,36+0,25 1,80+0,02
5 % marhahs - 95 % sertéshus 22,07+0,89 1,79+0,02
1 % marhahus - 99 % sertéshus 19,39+2.25 1,77+0,02
0,5 % marhahus - 99,5 % sertéshus 23,14+2.57 1,78+0,03

5. tablazat Nyers sertés comb-paclé modellkeverékekbdl izolalhaté6 DNS oldatok jellemzdi
(sertés comb - marha felsal)

Wizard tisztitas
Hustartalom n=4
Osszetétele A mintibél kinyerheté .

S R érték

DNS mennyisége, (A )

wg/ 300 mg 2601280
100 % sertéshus - 0 % marhahus 19,43+0,57 1,82+0,03
50 % sertéshus - 50 % marhahus 21,43+0,93 1,79+0,01
10 % sertéshus - 90 % marhahus 20,66%1,86 1,83+0,03
5 % sertéshus - 95 % marhahus 24,18+0,89 1,86+0,04
1 % sertéshus - 99 % marhahus 19,61+1,54 1,78+0,02
0,5 % sertéshus - 99,5 % marhahus 20,50+1,86 1,81+0,01
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6. tablazat Nyers csirkehus-paclé modellkeverékekbdl izoldlhaté DNS oldatok jellemz6i
(csirke mell - sertés comb )

Wizard tisztitas
Hustartalom n=4
Osszetétele A mint&bél kinyerhetd L

! R érték
DNS mennyisége, (A )

ug/ 300 mg 260/280
100 % csirkehus - 0 % sertéshus 22,36+1,65 1,71+0,01
50 % csirkehus - 50 % sertéshus 23,14+2,30 1,86+0,02
10 % csirkehus - 90 % sertéshus 19,52+0,72 1,84+0,04
5 % csirkehus - 95 % sertéshus 19,93+1,11 1,82+0,03
1 % csirkehus - 99 % sertéshus 22,71+0,45 1,79+0,01
0,5 % csirkehds - 99,5 % sertéshus 20,43+0,25 1,78+0,03

A szakirodalmi hivatkozdsokban a ldncreakcié kimutatdsi hatdrértékének meghatarozasara
sertéshis-marhahds modellkeverékeket haszndlnak (Meyer et al., 1994; Wolf & Liithy, 2000;
Dooly et al., 2004). Ez azonban nem fedi le azt az Osszetett rendszert, melyet egy hustermék
képvisel. A termék tartdsitdsi modja (hokezelés, érlelés, szaritds) mellett, a szalonna, paccsok,
novényi eredetli DNS hordozdk (pl. szdjaizolatum, bizaliszt), stb. befolydsoljak a kinyerhetd
teljes DNS tartalmat. Ennek ismeretében két jellemzd hokezelési eljardssal tartdsitott
modellrendszert éllitottam Ossze. Az egyik, a vordsdrukat jellemzd huspéppel, hozzdadott
szalonndval, pacséval és szdjafehérje izoldtummal készitett, 78 OC-on hékezelt termék. A
masik, egy szintén hust valamint szgjafehérje izoldtumot €s vizet tartalmazd konzerv tipusu
készitmény, melyet 121 °C-on hékezeltem.

A vordsaru modellmintdk DNS kinyerési eredményeit a 7-9. tdbldzatban foglaltam Ossze,
keveréktipusonként csoportositva. Mint, az eldzetesen vérhat6 volt, a hdkezelés és a
hastartalom csokkenése, valamint a modell komplex Osszetétele altal nehezitett kinyerés

(maétrix effektus) egyiittesen lecsokkentették a minta kinyerhetd 6sszes DNS tartalmat.
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7. tablazat Vorosaru tipusu, osszetett modellkeverékekbdl izolalhaté DNS oldatok jellemzoi
(marha felsal- sertés comb)

Wizard tisztitas

Husosszetétel megoszlasa a n=4
30 % osszhus tartalmon beliil kirﬁréﬁiggbg\ls R érték
mennyisége, (A 2601280)
pg/ 300 mg
100 % marhahus - 0% sertéshus 13,95+0,65 1,74+0,02
50 % marhahts - 50 % sertéshus 15,20+1,70 1,78+0,05
10 % marhahus - 90 % sertéshus 14,95+0,25 1,79+0,02
5 % marhahts - 95 % sertéshus 13,85+0,65 1,77+0,02
1 % marhahus - 99 % sertéshus 15,70+3,20 1,76+0,01
0,5 % marhahus - 99,5 % sertéshus 17,35+1,05 1,78+0,03

8. tablazat Vorosaru tipusu, Osszetett modellkeverékekbdl izolalhaté DNS oldatok jellemzoi
(sertés comb - marha felsal keverék)

Wizard tisztitas
Husosszetétel megoszlasa a n=4

30 %-s osszhis tartalmon beliil kirgglig:gbl()s}\ls R érték

mennyisége, (A 2601280)
ung/ 300 mg

100 % sertéshus - 0 % marhahis 12,70+ 2,5 1,81+0,03
50 % sertéshus - 50 % marhahus 15,20+1,70 1,78+0,05
10 % sertéshis - 90 % marhahis 15,85+1,35 1,73£0,01
5 % sertéshis - 95 % marhahus 17,20+2,20 1,78+0,03
1 % sertéshds - 99 % marhahts 18,20+0,90 1,7620,01
0,5 % sertéshts - 99,5 % marhahts 18,1540,65 1,77£0,03
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9. tablazat Vorosaru tipusi, modellkeverékekbdl izoldlhaté DNS oldatok jellemzoi

(csirke mell - sertés comb )

Wizard tisztitas
Husosszetétel megoszlasa a n=4

30 %-s osszhis tartalmon beliil kirger?linggi\ls R érték

mennyisége, (A 260280)
png/ 300 mg

100 % csirkehus - 0% sertéshus 21,35+0,35 1,79 0,01
50 % csirkehds - 50 % sertéshus 19,64+1,28 1,7610,04
10 % csirkehus - 90 % sertéshus 14,0510,05 1,71+0,01
5 % csirkehds - 95 % sertéshus 16,00£2,20 1,7310,01
1 % csirkehus - 99 % sertéshus 15,05+1,65 1,74%+0,02
0,5 % csirkehus - 99,5 % sertéshus 16,30%1,20 1,791+0,01

A hokezelt csirkehus mintdkbdl 14-21 pg DNS-t izoldltam mintadnként. A parhuzamos mintak
kozotti eltérés nem haladta meg a 15%-ot, a tisztasadgra vonatkozo eltérés az 5 %-ot és minden
minta elérte a sziikséges 1,7-es R értéket.

A hokezelt mintdk utdn a sterilezett mintdk elemzését végeztem el. Mivel az alapként 300 mg
mintdbdl inditott DNS kinyerés alacsony koncentraciét eredményezett, egy nagyobb minta-
mennyiségbdl is elvégeztem az izolalast, 50 bp vagasi értékli Amicon ultra szlirOvel tortént

bekoncentralassal (10-12. tablazat).
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10. tablazat Sterilezett konzerv modell mintasorozat DNS izoladldsanak eredményei

(sertés comb - marha felsal keverék)

Husosszetétel Wizard tisztitas WWizard tl,s z,tltas/
ned bekoncentralds utan
megoszlasa a B n=4
60 % bsszhiis A mintabol A mintabdl
¢ kinyerhet6 DNS R érték | kinyerhetd DNS R érték
tartalmon beliil mennyisége, (A 260/280) mennyisége, (A 260/280)
png/ 300mg png/ 1500 mg
100 % sertéshds — 9,80+ 1,30 1,88+0,02 | 30,1043,98 | 1,82+0,01
0 % marhahus
50 % sertéshus — 10,70+ 2.5 1,7840,03 | 23,05+2.67 1,77+0,05
50 % marhahus
10 % sertéshus — 6.30+2.22 1,6840,04 |  21,70+1,95 1,82+0,02
90 % marhahus
5 % sertéshis — 6,70+1,15 1,7620,02 | 17,80+1.40 1,71+0,02
95 % marhahus
1 % sertéshus - 6,90+ 1,95 1,68+0,03 |  29,80+3,05 1,77+0,03
99 % marhahus
0,5 % sertéshis - 6.80+ 1,50 1,6240,05 | 25,60+1,40 1,77+0,02
99,5 % marhahus

(marha felsal-sertés comb keverék)

11. tablazat Sterilezett konzerv modell mintasorozat DNS izolalasanak eredményei

Husosszetétel

Wizard tisztitas

Wizard tisztitas
bekoncentralds utan

, n=4
megoszlasa a n=4
60 % tsszhiis A mintébol A mintabél
¢ kinyerheté DNS | Rérték | kinyerheté DNS | R érték
tartalmon beliil mennyisége, (A 260/280) mennyisége, (A 260/280)
ug/ 300 mg png/ 1500 mg
100 % marhahts - |9 g0, 1 g7 | 1624006 | 29,1043.05 | 1.8320,02
0% sertéshus

>0 % marhahus 10,70+1,69 1784004 | 23.50+391 | 1,77+0.06

50 % sertéshus

10 % marhahus -

90 % sertéshiis 9,70+2,10 1,73+0,03 32,19+ 3.5 1,82+0,01
> % marhahus — 7.90+1.75 1844001 | 31,67+2.83 1.82+0,05

95 % sertéshus

1 % marhahus —

99 % sertéshiis 8,00+ 2,45 1,63+0,05 | 37,40+3,42 1,82+0,02
0,5 % marhahus -
99.5 % sertéshds 9,50+1,32 1,79£0,02 | 27,50+1,95 1,83+0,01
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12. tablazat Sterilezett konzerv modell mintasorozat DNS izoladldsanak eredményei

(csirke mell - sertés comb keverék)

Wizard tisztitas

Husosszetétel Wizard tisztitas P
ned bekoncentralads utan
megoszlasa a n=4
60 %-s 6sszhiis . A mintabdl . A mintabdl
kinyerhet6 DNS R érték | kinyerhetd DNS R érték
tartalmon beliil mennyisége, (A 260/280) mennyisége, (A 260/280)
png/ 300 mg png/ 1500 mg

100 % csirkehus -

0% sertéshis 11,30+ 2,21 1,66+0,06 28,20+3,16 1,74+0,07

>0 % csirkehts - 7708165 | 1,5720,04 | 23,60+185 | 1,7920,06
50 % sertéshus
10 % csirkehus - 7.90+1,32 1,62+0.05 25.10+2,72 1,7840,01

90 % sertéshus

5 % csirkehus -
95 % sertéshus

1 % csirkehus -
99 % sertéshus

0,5 % csirkehts -
99,5 % sertéshus

10,30+1,87 1,72+0,03 27,60+3,53 1,75+0,07

9,30+1,21 1,69+0,04 21,60+2,36 1,71£0,02

10,30+2,65 1,59+0,03 37,00+ 4,20 1,85+0,03

A minta kinyert DNS mennyisége fajlagosan nem lett 6tszor nagyobb, viszont a koncentracié
tovabbi 1épések nélkiill meghdromszorozddott. Ennek oka lehet egyrészt a Wizard gyanta
kapacitdsdnak telitése, masrészt viszont az erOsen Osszetort 50 bp alatti mérettartoményu

fragmentek Amicon Ultra szilir6n valé eltdvozasa.

A spektrofotometrids analizis mellett a DNS hodkezelés okozta degradicidjat is
megvizsgdltam. A 16. dbrdn lathat6 a nyers és hokezelt mintdk DNS mint4zata jelentdsen nem
kiilonbozik egymadstdl, az atlagos DNS méret 10-23 kilobazispar. Ezzel szemben a sterilezett
konzerv mintdkbdl izoldlhaté DNS mérete igen alacsony < 500 bp és kis koncentraciéju az
el6z0 mintdkhoz képest, mely eldzetes irodalmi adatok alapjan is varhaté volt (Ebbehoj &
Thomsen, 1991). Ezutdn, a Wizard technikdval izoldlt mintdkat tovabbvittem a polimerdz

lancreakcidkba.
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23130 bp
9416 bp
2322 bp
2027 bp

1. DNS bazispar hossz standard
(546-23 130 bp);
. nyers marhafelsdl minta;
. vOrosaru modell minta, marhafelsal hdssal;

564 bp
. konzerv modell minta, marhafelsal hussal;

2

3

4

5. nyers sertéscomb minta;
6. voOrdsaru modell minta, sertéscomb hussal;
7. konzerv modell minta, sertéscomb hussal;
8. nyers csirkemell minta;

9

vorosaru modell minta, csirkemell hussal;

10. Konzerv modell minta, csirkemell hdssal;

16. abra Nyers hiisb6l, valamint vorosaru és konzerv tipusi modellkeverékekbdl tisztitott
DNS minték elvélasztdsa 2 %-os agaréz gélben

4.1.2. Primer-specificitas vizsgalatok

A lancreakcid bedllitdsa sordn, elsoként meghatdroztam a haszondllat fajok vizsgdlatiban
alkalmazott harom primerpar (Ca03-Ca04; SwO01-Sw02 és Cytbl1-Cytb2) specificitasat.
Marhahus kimutatdsdra a novekedési hormont kédolé gén 130 bp szakaszdt sokszoroztam
Ca03-Ca04 primerpdrral, sertéshiis kimutatdsara szintén a novekedési hormont kédolé gén
108 bp hosszu szakaszat amplifikdltam SWO1-SWO02 primerparok alkalmazasidval. A Cytbl-
Cytb2 primerekre és a polimerdz lancreakciot kovetd Rsal enzimes hasitasra alapoztam a
csirkehus kimutatdsat.

A vizsgélatokhoz 100 ng DNS/ 50ul reakcidelegy koncentraciéji nyers hisbdl izoldlt DNS
mintit haszndltam fel. A ldncreakciok sordn megallapithaté volt, hogy a Ca03-04 primerpar
marha-specifikusan (17. dbra), mig az SwO1-Sw02 primerpdr sertés-specifikusan sokszoroz a
nyers mintdk DNS oldataibdl (18. dbra). A tobbi dllatfaj esetében nem kaptam jelet sem a

sertés-, sem pedig a marha-specifikus reakcidban.
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1. DNS bazispar hossz standard
(50-2000 bp);

negativ kontrol;

marhafelsal;

sertéscomb;

csirkemell;

pulykamell;

sz@jafehérje izoldtum;

buzaliszt

i AR ool

17. abra Nyers hismintdkbdl szarmazé marha-specifikus PCR termék (Ca03-Ca04)
elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard
(50-2000 bp);

300 bp 2. negativ kontrol;
200 bp 3. marhafelsal;
150 bp 4. sertéscomb;
100 bp 5. csirkemell;
6. pulykamell;
7. szdjafehérje izolatum;
S0bp 8. buzaliszt

18. abra Nyers hismintakb6l szarmazé sertés-specifikus PCR termék (SWO01-SW02)
elektroforetogramja

1 2 3 4 5 6 7 8

1. DNS bézispar hossz standard
(50-2000 bp);

2. negativ kontrol;

ggg Eg 3. marhafelsal;

250 bp 4. sertéscomb;

200 bp 5. csirkemell;

150 bp 6. pulykamell;

100 bp 7. széjafehérije izolatum;
8. buzaliszt

50 bp

19. abra Nyers husmintdk elektroforetogramja a mitokondridlis génre épitett
PCR reakci6 (Cytb1-Cytb2) utan
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A kiilonboz6 husminta-DNS-bdl elvégezve a citokrom b fehérjét kddold, mitokondridlis génre
specifikus PCR-t, minden vizsgélt haszonallat faj esetében egy-egy 359 bp hosszi termék
képzddik (19. dbra). A csirke kimutatdsara a reakci6 egy restrikcids enzimes hasitast kovetden
szintén specifikussd tehetd. A PCR terméket Rsal enzimmel hasitva csak a baromfihus
mintdkndl képzddnek kisebb méretli DNS darabok (20. dbra). A csirke DNS PCR termékének
hasitasa sordn két fragmens keletkezett, melyek 210 €és 149 bazispar hosszusdguak. A pulyka
esetében az alacsonyabb bazispar régidban harom, 149, 109 és 101 bazispar méretli fragmens
keletkezett. Ennek a hasitdsi képnek az alapjdn a baromfihds fajtdk a sertés és marha

husmintaktdl j6l elkiilonithetoek.

400 bp
300 bp 1. DNS bézispér hossz standard
%88 EP 50-2000 bp
p £1.
150 bp 2. marhafelsal;
100 bp 3. sertéscomb;
4. csirkemell;
50 hn 5. pulykamell

20. abra Nyers marha, sertés és baromfi DNS mintdk PCR-RFLP elektroforetogramja
(Cytb1-Cytb2, Rsal enzim)
A késobbiekben a keverékekben kimutatni kivant, mindhdrom 4llatfajb6l (marha, sertés,
csirke) kapott termék azonos primerpar felhaszndldsdval sokszorozddik, ezért egy
primerkapcsolodasi sorvizsgalatot is végeztem a csirke DNS sokszorozddasanak kiemelésére.

1. DNS bézispar hossz standard
1 23 4 56 7 8 9 1011 50-1031 bp;
! . Negativ kontrol;

2

3. 10 ng sertés DNS

4. 1 ngsertés DNS
400 bp 5.0,1 ng sertés DNS
300 bp 6. 10 ng marha DNS
%28 Ep 7. 1 ng marha DNS
100 bg 8. 0,1 ng marha DNS

9. 10 ng csirke DNS

50 bp 10. 1 ng csirke DNS

11. 0,1 ng csirke DNS

21. abra Nyers marha, sertés és baromfi DNS higitasi sordnak PCR elektroforetogramja
(Cytb1-Cytb2), 50 9C-o0s primerkapcsolddasi hdmérséklet mellett
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Az eredmények azt mutattdk (21-22. dbra), hogy a marha és csirke esetében kedvezobb az

52 °C, mig sertés vizsgilatoknal az 50 °C paraméterrel bedllitott primer kapcsolddsi 16pés.

1. DNS bézispar hossz standard

1 23 4 56 7 8 910 11 50-1031 bp

2. negativ kontrol;
3. 10 ng sertés DNS;
4 1 ng sertés DNS;
400 bp 5. 0,1 ng sertés DNS;
300 bp 6. 10 ng marha DNS;
250 bp
150 bp 7 1 ng marha DNS;
100 bp 8. 0,1 ng marha DNS;
9

10 ng csirke DNS;
10. 1 ng csirke DNS;
11. 0,1 ng csirke DNS;

50 bp

22. abra Nyers marha, sertés és csirke DNS higitasi soranak PCR elektroforetogramja
(Cytb1-Cytb2), 52 °C-os primerkapcsoléddsi hdmérséklet mellett

4.1.3. A lancreakci6 érzékenységének kimutatasa tisztitott DNS oldat sorozattal

A primerek specificitdsdnak vizsgédlata utidn egy DNS higitdsi sorozat segitségével
meghatdroztam azt a minimélis DNS mennyiséget, melybdl még lathat6 jel képzddik a PCR
reakcidban (23. és 24. dbra). Sertés DNS esetében azt tapasztaltam, hogy a rendszer higitott

oldatban 1 ng DNS/50ul reakciéelegy DNS kimutatdsara alkalmas.

1. DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

2. negativ kontrol;
400 bp 3. 0,5 ng sertés DNS;
300 bp

4. 1 ngsertés DNS;
?28 Ep 5. 5ngsertés DNS;
100 bg 6. 10 ng sertés DNS;

7. 50 ng sertés DNS;

8. 100 ng sertés DNS;

23. abra Sertés-specifikus PCR reakcié (SWO01-SW02) érzékenységének meghatarozasa
DN higitasi sorozattal, 60°C-os primerkotédési hdmérséklet mellett
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1 23 4 5 6 78 910

3 1. DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

2. negativ kontrol
501 bp 3. 100 ng marha DNS;
489 bp 4. 50 ng marha DNS;
404 bp .
331 bp 5. 25 ng marha DNS;
242 bp 6. 10 ng marha DNS;
}4912 Eg 7. 5 ng marha DNS;
111 bp 8. 2,5 ng marha DNS;

9. 1 ngmarha DNS;

67 bp
10. 0,5 ng marha DNS

24. abra Marha-specifikus PCR reakcié (Ca03-Ca04) érzékenységének meghatarozasa
DNS higitési sorozattal, 64°C-os primerkotddési hdmérséklet mellett

A csirkehusbdl izoldlt DNS oldattal az adott reakcidparaméterek mellett 0,5 ng DNS/50 pl

volt a kimutatds érzékenysége (25. dbra).

1. DNS bazispir  hossz
standard (50-1031 bp);

2. 0,5 ng csirke DNS;
400 bp 3. 1 ngcsirke DNS;
300 bp 4. 2.5 ng csirke DNS;
250 bp 5. 5 ng csirke DNS;
150 bp 6. 10 ng csirke DNS;
100°bp 7. 25 ng csirke DNS;
8. 50 ng csirke DNS;
50 bp 9. 100 ng csirke DNS;

10. negativ kontrol

25. abra PCR-RFLP reakci6 (Cytb1-Cytb2, Rsal) érzékenységének meghatirozasa
DN higitasi sorozattal, 52°C-os primerkotédési hdmérséklet mellett

A tovédbbiakban azt vizsgdltam, hogy a rendszer érzékenysége hogyan valtozik nyers
sertéshus - marhahus és sertéshus -csirkehus rendszerek és tobb komponensii hokezelt €s

sterilezett keverékmatrixok vizsgalatanak esetében.
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4.1.4. Modellkeverékek vizsgalata

Elsoként, kétkomponensti nyers modelleket vizsgaltam, melynek eredményei a 26. és 27.
abrakon lathatéak. Sertéshuis és marhahus keverék kimutatasi hatarértéke 0,5 % volt az adott

husfajtira nézve.

1. DNS bazispér hossz standard
(20-3000 bp);

10 % sertéshus;
50 % sertéshus;
100 % sertéshus;

100 bp

2. negativ kontrol;

3. 0,5 % sertéshus;

4. 1 % sertéshus;
200 bp 5. 5 % sertéshds;
150 bp 6.

7.

8.

50bp

26. abra Sertés-specifikus PCR reakcié (SW01-SW02) érzékenységének meghatarozasa
pacsét tartalmazo, nyers sertés comb - marha felsal keverékbol

1. DNS bazispar hossz standard

501 bp (67-501 bp);
489 bp 2. negativ kontrol;
‘:;(3)‘1t Eg 3. 0,5 % marhahts;
242 bp 4. 1 % marhahus;
e 5. 5% marhahts;
111 bp 6. 10 % marhahs;
67 bp 7. 50 % marhahts;
8. 100 % marhahus;

27. abra Marha-specifikus PCR reakci6 (Ca03-Ca04) érzékenységének meghatarozasa
pacsot tartalmazd, nyers marha felsdl - sertés comb keverékbdl
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1 2 3 4 5 6 738

1. DNS bazispar hossz standard
(67-501 bp);
negativ kontrol;
0,5 % csirkehus;
1 % csirkehs;
5 % csirkehus;
10 % csirkehts;
50 % csirkehts;
100 % csirkehus;

PN ER WD

28. abra PCR-RFLP reakci6 (Cytb1-Cytb2, Rsal) érzékenységének meghatirozdsa
pacsoét tartalmazo, nyers csirke mell-sertés comb keverékbol

Az eredmények a csirkehus-tartalom kimutathaté hatarértékének meghatarozdsa soran is
hasonléak voltak. Ebben az esetben szintén 0,5 % csirkehis tartalom is kimutathaté volt (28.
abra).

A nyers modellek utan attértem a 72 °c maghdmérsékletig kezelt keverékek vizsgalatdra. A
modellek ebben az esetben 30%-s 0Osszes hustartalomra voltak beallitva. A kapott
elektroforetogramok alapjan (29-30. dbrdan) megallapithat volt, hogy ezekben a modellekben
is kimutathaté6 még a 0,5 %-ban kevert sertés- marha- és csirkehts is. Azonban a csirke és
marhahts vizsgdlata sordn a 0,5 %-os keverékbdl kapott jel gyengébb volt, mint a nyers

keverékek esetében.

1. DNS bazispar hossz standard
(67-501 bp);
. negativ kontrol;
0,5 % sertéshus;

2
3.
200 bp 4. 1 % sertéshus;
5
6
7

150 bp

100 bp 5 % sertéshus;

10 % sertéshus;
. 50 % sertéshus;
8. 100 % sertéshus;

50bp

29. abra Sertés-specifikus PCR reakcié (SW01-SW02) érzékenységének meghatarozasa
78°C —on vorosaru tipusu (sertés comb-marha felsal) modell-matrixbdl
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1 2 3 4 5 6 7 8

1. DNS bazispar hossz standard
(67-501 bp);

negativ kontrol;
0,5 % marhahas;

1 % marhahus;
200 bp

5 % marhahts;
150 bp

10 % marhahds;
50 % marhahus;
100 % marhahts;

100 bp

ol B AU R

30. abra Marha specifikus PCR reakci6 (Ca03-Ca04) érzékenységének meghatarozasa
vorosaru tipusu (marha felsdl - sertés comb) modell-métrixbol

1 2 3 4 5 6 7 8

1. DNS bazispar hossz standard
ig; ';P (67-501 bp);
404 bg 2. negativ kontrol;
331 bp 3. 0,5 % csirkehts;
%9% Eg 4. 1 % csirkehts;
147 bp 5. 5 % csirkehtis;
H1bp 6. 10 % csirkehs;
67 bp 7. 50 % csirkehts;
8. 100 % csirkehaus;

31. abra Csirke-specifikus PCR reakci6 érzékenységének meghatarozasa
vorosaru tipusu (csirke mell-sertés comb) modell métrixbol

A modellek harmadik csoportjaban 60%-s dsszhds tartalmi, 121 °C-on sterilezéssel tartdsitott
mintdkkal vizsgédltam a reakci6 érzékenységét. Ebben az esetben jelentdsen csokkent a nyers
mintdéval azonos mintatdmegbdl izoldlhat6 DNS mennyisége €és mérete. Ennek
kovetkeztében a marhahisos mintdkb6l nem sikeriilt kimutathatd jelet sokszorozni, még a
tiszta marhahus tartalmi modellek esetében sem. A sertéshis-marhahds mintaknal a 100%
sertéshust tartalmazé modellekbol igen gyenge, mig a csirkehusos mintdknal egy erdsebb jelet
kaptam. Azonban egyik modell esetében sem sikeriilt az alacsonyabb keveréktartomanyban

jel kimutatdsa.
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Ezért, a mddszer érzékenyitésére egy DNS bekoncentrdldssal készitett mintasort, megemelt
DNS bevitelt (250—500 ng) és ciklusszamot (35—38 -ra), valamint egy PCR Jump mixet
haszndltam. Ebben a mixben a hostabil polimerdz enzim egy specifikus ellenanyaggal gatolt,
mely magas homérsékleten, a ldncreakcié induldsdndl denaturdlddik és a reakcid csak ekkor
indul be. Ezzel sikeriilt elérnem, hogy 50% és 100%-os mintasorban erds jel képzddjon,
azonban a 10 % alatti tartomdnyban a jeler0sség gyenge maradt, mind sertés, mind marhahts

esetében (32-33. dbra).

1. DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

2. negativ kontrol;

3. 0,5 % sertéshus;

4. 1 % sertéshus;
250 bp 5. 5 % sertéshus;
}gg Eg 6. 10 % sertéshus;

7. 50 % sertéshis;

8. 100 % sertéshus;

50 bp

32. abra Sertés-specifikus PCR reakcié (SWO01-SW02) érzékenységének meghatarozasa
konzerv tipusu (sertés comb-marha felsdl) modell-métrixbodl

1 2 3 4 5 6 7 8
} #8881, DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

negativ kontrol;

0,5 % marhahus;
%28 Eg 1 % marhahus;
100 bp 5 % marhahtis;

10 % marhahis;
50 % marhahus;
100 % marhahis;

Cooemm 1

Sl B A L

50 bp

33. abra Marha-specifikus PCR reakcié (Ca03-Ca04) érzékenységének meghatdrozasa
konzerv tipusu (sertés comb-marha felsdl) modell-métrixbol
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1. DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

negativ kontrol;
400 bp 0,5 % csirkehts;
300 bp 1 % csirkehds;
250 bp

5 % csirkehus;
10 % csirkehis;
50 % csirkehus;
100 % csirkehus;

150 bp
100 bp

—
—
we—
_“
—
\
—
—_—
"'."'-..

® NSO R WD

34. abra Csirke specifikus PCR reakci6 (Cytb1-Cytb2) érzékenységének meghatarozasa
konzerv tipusu ( csirkemell — sertés comb) modell-matrixbdl

A csirkehiisos mintdkndl még a 0,5%- os mintdban is kaptam jelet, azonban a magasabb DNS
bazispar tartomédnyban, 1-2 esetben egy halvanyabb hasitott, nem specifikus termék is
keletkezett (34. dbra). A munka 0sszegzéseként megéllapithatd, hogy a kidolgozott rendszer
jol alkalmazhat6 nyers és hokezelt sertés-, marha- vagy csirkehts alapu termékek vizsgélatira
0,5% kimutatasi hatarérték mellett, Wizard DNS izolalasi modszert alkalmazva. Azonban a
sterilezett mintdkndl tovabbi mddszer optimalizalas sziikséges a rendszerek érzékenyitéséhez.
Ennek megoldédsa lehet kisebb méretli mitokondridlis génszakasz sokszorozasa, mivel az

nagyobb képiaszamban taldlhat6 a sejtekben.
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4.2. Elelmiszervizsgalatok

A moddszerbedllitds €s tesztelés utdn kiilonb6zd, az aldbbiakban felsorolt termékcsoportba

tartoz6 huskészitményeket vizsgaltam meg:

- vorosaruk (périzsi, virsli;
- kenhetd huskészitmények (mdjasok);

- huskonzervek (apritott jellegli hiskonzervek, majkrémek)

4.2.1 Hastermék csoportok DNS extrahalasi eredményei

A két parhuzamos mintabdl kinyerhetd 0sszes DNS mennyiségére és tisztasagara vonatkozo
adatokat, valamint a koncentracié és R értékbeli eltéréseket a 13 - 16. tablazatban,
termékcsoportonként foglaltam Ossze.

A périzsi mintdkbdl (13. tdbldzat) izoldlhat6 DNS mennyisége a csoporton beliil nagy
ingadozast mutatott (16,4-58,5 ng/300 mg minta), mely eltérések oka valdszinlileg a termék-
Osszetételben keresendd. A kinyerhetd Osszes DNS tartalom a felhaszndlt his mennyisége
mellett jelentOsen fiigghet a DNS hordozdk, igy pl. a fliszerek, széja mennyiségétol. Azonban

a tisztasagra vonatkozo értékek, egy esettdl eltekintve, elérték az 1,7 értéket.

13. tablazat Parizsi mintakbdl Wizard mddszerrel izoldlhaté DNS

mennyiségi €s tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitas
Parizsi mintak A mintabol kin‘ye,:rheté R érick
DNS mennyisége, (A 260550)
ng/300mg

Périzsi 1 36,63+2,13 1,78+0,01
Périzsi 2 32,08+4,17 1,82+0,03
Parizsi 3 16,42+2,50 1,66+0,01
Périzsi 4 18,50+0,52 1,74+0,01
Périzsi 5 58,50+2,17 1,79+0,01
Parizsi 6 44,25+0,17 1,78 0,01
Périzsi 7 34,33+£2,25 1,77+0,02
Périzsi 8 33,42+0,83 1,76x0,01
Périzsi 9 39,50+3,92 1,80+0,02
Périzsi 10 31,21+£0,96 1,71+0,01
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A périzsihoz hasonldan a virslik DNS izoldldsi eredményeire is jellemz0 a tdg hatarok kozotti
ingadozas (16-43 pg/300mg minta ), ugyanakkor a kinyert DNS izoldtumok minden esetben

megfelelden tisztdn voltak kinyerhetdek (14. tablazat).

14. tablazat Virsli mintdkb6l Wizard mddszerrel izoldlhaté DNS mennyiségi és tisztasagi

jellemzdi
Wizard tisztitas
Virsli mintak A mintabol kigyerheté R érték
DNS mennyisége, (A 260250
ng/300mg

Virsli 1 38,88+3,13 1,76+0,01
Virsli 2 41,50+3,50 1,76+0,01
Virsli 3 20,2543,00 1,67+0,02
Virsli 4 28,08+0,07 1,84+0,01
Virsli 5 25,75+1,08 1,71+0,03
Virsli 6 15,794+2,21 1,79+0,01
Virsli 7 25,96+0,96 1,78+0,02
Virsli 8 28,08+3,58 1,76+0,02
Virsli 9 24,50+3,25 1,71+0,04
Virsli 10 42,88+1,38 1,78+0,01

A mdjas mintak esetében a DNS mennyiség mintankénti ingadozésa kisebb volt. A kinyert
DNS mennyisége minden esetben meghaladta a 30 pg-ot. Ennek részben az oka az, hogy a

hissal azonos tomegli majbol nagyobb mennyiségli DNS volt izoldlhat6 (15.tablazat).

15. tablazat KenOmadjas mintdkbol Wizard mddszerrel izoldlhaté DNS mennyiségi és
tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitas

Kenémajas mintak A mintabol kiqyerheté R érték
DNS mennyisége, (A 260m50)
ng/300mg

Mijas 1 41,38+0,71 1,76x0,01
Mijas 2 44,67+3,75 1,68+0,07
Mijas 3 43,38+1,96 1,760,05
Mijas 4 36,29+3,13 1,74+0,04
Mijas 5 32,13+0,88 1,70+0,03
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A konzervekbdl egy bekoncentréldsi 1€pés kozbeiktatdsdval izoldlt DNS mennyisége minden
esetben meghaladta a 120 pg-os értéket, megfelel6 DNS tisztasdgi jellemzé mellett (16.

tablazat).

16. tablazat Majkrém €s vagdalthis konzerv mintdkbol Wizard médszerrel izoldlhaté6 DNS
mennyiségi €s tisztasagi jellemzoi

Wizard tisztitas
Majkrémek és — -
vagdalthds konzerv | 4 mintdbol kinyerhetd R érték
mintak DNS mennyisége, (A 26050)
ng/300mg
Mijkrém 1 134,80+12,52 1,76+0,01
Mijkrém 2 127,8049,85 1,86+0,03
Maijkrém 3 321,50£25,65 1,71£0,02
Vagdalthus 1 122,70£15,06 1,84+0,02
Vagdalthus 2 180,34+20,92 1,82+0,03
Vagdalthds 3 127,07+13,66 1,84+0,02
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4.2.2. Sertés-eredetii osszetevok kimutatasa

A sertés-eredetli komponensek kimutatdsit egyszeri-PCR technika segitségével végeztem.
Ennek jellemzdje, hogy a SW01/SWO02 primerpérral sokszorozott, 108 bazispar méretli PCR
termék csak az adott dllat valamely részének (hus, mdj, szalonna, zselatin) jelenléte esetében

lathat6. A PCR elektroforetogramok, termékcsoportonként bemutatva 35-39.. dbran lathatéak.

1 23 45 67 8 9 101112 13

I I - -

=

=
300 bp g
250 bp =
200 bp ——
150 bp o
100 bp -~

50bp N%J

35. abra Parizsi termékekbdl izolalt DNS mintdkbdl szarmazd, a sertés novekedési hormont
koédol6 genomidlis génre épitett, SWO1-SWO02 primerekkel sokszorozott egyszerti-PCR
reakcidtermékek elektroforetogramja

1. DNS bézispar hossz 7. Parizsi 5;
standard (50-3000 bp); 8. Parizsi 6
2. Negativ kontrol; 9. Parizsi 7;
3. Parizsi 1; 10. Parizsi &;
4. Parizsi 2; 11. Parizsi 9;
5. Parizsi 3; 12. Parizsi 10;
6. Parizsi 4; 13. Sertés DNS / pozitiv kontrol;

A parizsi és virsli mintdkban (35-37. dbra) egy termék kivételével taldltam sertés eredeti
komponenseket. Ez varhat6 volt, mivel Magyarorszdgon egyrészt ez a legkedveltebb husfajta,
masrészt a legtobb termékhez sertésbol szarmazo szalonndt hasznalnak fel a gyartds sordn. A
Périzsi mintdk estén a 7.sz. minta, mig a virsli mintdk koziil a 2.sz. minta nem bizonyult a
jelolésnek megfeleldnek, minkét esetben kimutattam sertéshus jelenlétét, mely a cimkén nem

volt feltiintetve.
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300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

36. abra Virsli termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazd, a sertés novekedési hormont
koédol6 genomidlis génre épitett, SWO1-SWO02 primerekkel sokszorozott egyszerti-PCR
reakcidtermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 6. Virsli 7;
(50-3000bp); 7. Virsli §;
2. Negativ kontrol; 8. Virsli 9;
3. Virsli 4; 9. Virsl 10;
4. Virsli 5; 10. Sertés DNS / pozitiv kontrol
5. Virsli 6;

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

37. abra Tovabbi virsli termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazd, a sertés novekedési
hormont kddol6 genomiélis génre épitett, SW01-SWO02 primerekkel sokszorozott
egyszeri-PCR reakciétermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 4. Virsli 2;

(50-3000 bp); 5. Virsli 3;
2. Negativ kontrol; 6. Sertés DNS / pozitiv kontrol
3. Virsli 1;

A vizsgdlt mdjas mintdk mindegyike jelolésnek megfelelden pozitiv eredményt adott (38.

abra), melyre tgyszintén jellemzd a sertésmdj, sertés szalonna felhasznélésa.
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38. abra M4jas termékekbdl izoldlt DNS mintdkbdl szdrmazd, a sertés novekedési hormont
kédol6 genomidlis génre épitett, SW01-SWO2 primerekkel sokszorozott egyszeri-PCR
reakciotermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 5. Maijas 3;

(50-3000 bp); 6. Mijas 4;
2. Negativ kontrol; 7. M4jas 5;
3. Mijas 1; 8. Sertés DNS / pozitiv kontrol
4. Mijas 2;

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

39. abra M4jkrém és vagdalthis termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazo, a sertés
novekedési hormont kddold genomidlis génre épitett, SWO1-SWO02 primerekkel sokszorozott
egyszeri-PCR reakcidtermékek elektroforetogramja

=

DNS bazispér hossz standard 6. Vagdalthus 1

(50-1031bp); 7. Vagdalthus 2

Negativ kontrol; 8. Vagdalthus 3

Mijkrém 1; 9. Sertés DNS / pozitiv kontrol
Mijkrém 2

Mijkrém 3

Al

A konzerv majkrémek és vagdaltak minden mintdiban eltérd jelerdsséggel, de minden esetben

taldltam sertés-eredetli alkotot (39. abra). A vizsgélatok a jeloléssel egyez6 eredményt hoztak.
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4.2.3. Marha-eredetii osszetevok kimutatasa

A marha-eredetli komponensek detektdldsat szintén egyszeri-PCR moddszerrel végeztem el
Ca03/Ca04 primerparral. A 130 bazispar méretii PCR termékjel csak az adott allat valamely

szervének, szovetének (his, médj, sajt, marhafaggyu, zselatin) jelenléte esetében lathato.

1 23 45 6 7 8 9 1011 12 13

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

40. abra Parizsi termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazd, a marha novekedési hormont
ko6dol6 genomidlis génre épitett, Ca03-Ca04 primerekkel sokszorozott egyszerii-PCR
reakcidtermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 7. Périzsi 5;

(50-3000 bp); 8. Parizsi 6
2. Negativ kontrol; 9. Parizsi 7;
3. Parizsi 1; 10. Parizsi §;
4. Parizsi 2; 11. Parizsi 9;
5. Parizsi 3; 12. Parizsi 10;
6. Parizsi 4, 13. Marha DNS / pozitiv kontrol;

A périzsi mintdk analizisénél 6t esetben, azaz a mintdk felénél taldltam pozitiv mintat (40.
abra). A virslik vizsgalata sordn az esetek 30 %-ban pozitiv eredményt kaptam (41-42. dbra).
A parizsi mintdkndl a 2, 3, 4, 8, és 10 sz. minta jelolése €s Osszetétele nem egyezett meg,
melybdl az elsdé négy nem jelolt alkoté volt és egy esetben a jelolt komponens nem volt
kimutathat6. A virsliknél a 7. és 8 sz. minta mérésekor tapasztaltam eltéréseket, egyik
esetben jeloletlen Osszetevot, a mésik esetben bér jelolt volt a termék, de a jelenlét nem volt
kimutathat6. Ezt a huisfajtat és faggyut a husipar kisebb mennyiségben haszndlja fel, melynek

elsdsorban az ar, a piaci keresettség és a BSE problémadk az okai.
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300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

41. abra Virsli termékekbdl izolalt DNS mintdkbdl szarmazo, a marha novekedési hormont
kédolé genomidlis génre épitett, Ca03-Ca04 primerekkel sokszorozott egyszeri-PCR
reakciotermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 5. Virsli 6;

(50-3000bp); 6. Virsli 7;
2. Negativ kontrol; 7. Virsli §;
3. Virsli 4; 8. Virsli 9;
4. Virsli 5; 9. Virsli 10;

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

=
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50 bp

42. abra Tovabbi virsli termékekbdl izolalt DNS mintdkbdl szarmazd, a marha novekedési
hormont kédolé genomiélis génre épitett, Ca03-Ca04 primerekkel sokszorozott egyszerii-PCR
reakciotermékek elektroforetogramja

1. Negativ kontrol; 4. Virsli 3;

2. Virsli 1; 5. Marha DNS / pozitiv kontrol
3. Virsli 2; 6. DNS bazispdr hossz standard

(50-3000bp);

58



A mdjas mintdkndl két erds pozitiv és két nagyon gyenge szignalt kaptam (43. dbra). Egy
esetben az 5. sz. mintdban kaptam egy igen gyenge jelet, melynek eredete a jel6lésen nem

szerepelt. A gyenge jelerOsség utalhat esetleges gyartdsi kontamindciora is.

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

43. abra Majas termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazd, a marha novekedési hormont
koédol6 genomidlis génre épitett, Ca03-Ca04 primerekkel sokszorozott egyszerii-PCR
reakciotermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispar hossz standard 5. Mijas 3;

(50-3000 bp); 6. Mijas 4;
2. negativ kontrol; 7. M4jas 5;
3. Mjjas 1; 8. marha DNS / pozitiv kontrol
4. Mijas 2;
1 2 3 45 6 7 8 9
300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp
50 bp

44. abra Majkrém és vagdalthis termékekbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazd, a marha
novekedési hormont kddoldé genomidlis génre épitett, Ca03-Ca04 primerekkel sokszorozott
egyszeri-PCR reakciotermékek elektroforetogramja

1. DNS bazispér hossz standard 5. M4jkrém 3;
(50-1031bp); 6. Vagdalthus 1;
2. Negativ kontrol 7. Vagdalthus 2;
3. Mijkrém 1; 8. Vagdalthus 3;
4. Mijkrém 2; 9. Marha DNS / pozitiv kontrol

A  mikrémek és vagdalthisok kétharmad ardnyban tartalmaztak marha-eredetl
komponenseket (44. dbra). Ezek mindegyike a cimkézésnek megfeleld volt.
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4.2.4. Baromfi-eredetii o0sszetevok kimutatasa

A hasok DNS mintdib6l, Cytb1/Cytb2 primerparral ez esetben minden éllatfajnél egy 359
bazispar méretii termék képzddik, melyet Rsal enzimmel hasitva, a csirke DNS PCR
termékének hasitdsa sordn két fragmens keletkezik, melyek 210 és 149 bazispar
hosszusagiak. A pulyka esetében hdrom, 149, 109 és 101 bazispir méretii fragmens
keletkezik. Ennek az RFLP képnek az alapjan a csirke és a pulyka komponensek egymastol,

valamint a marha és sertés komponensektdl elkiilonithetoek.

1 23 45 67 8 91011 1213 14 15 16 17 18

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

45. abra Parizsi termékek DNS mintdibdl szarmazd, a citokrom b fehérjét kodold
mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP
reakcidtermékek Rsal enzimes restrikcids profilja

1. DNS bazispér hossz standard 12. DNS bazispér hossz standard
(50-3000 bp); (50-3000 bp);

2. Negativ kontrol; 13. Negativ kontrol;

3. Parizsi 1; 14. Parizsi 8;

4. Parizsi 2; 15. Parizsi 9;

5. Parizsi 3; 16. Parizsi 10;

6. Parizsi 4, 17. Csirke DNS / pozitiv kontrol

7. Parizsi 5; 18. Pulyka DNS / pozitiv kontrol

8. Parizsi 6

9. Parizsi 7;

10. Csirke DNS / pozitiv kontrol
11. Pulyka DNS / pozitiv kontrol

A baromfihds és az abbdl késziilt termékek kedveltek a magyar fogyasztok korében. A
termékek ize mellett azok dra is befolydsolja a fogyasztast. Sok esetben az ipari felhasznalas

kedveltsége 1s ebbodl adodik.
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A bevizsgdlt tiz périzsibdl Gtben taldltam baromfi, elsdsorban pulyka-eredetli komponenst

(45. dbra). A pdrizsi mintdkndl baromfi 6sszetevore utald jelolés a 2. sz. mintdndl hidnyzott,

mig az 5., 8.€s 10. mintdkndl ez a terméken jelolve volt.

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

46. abra Virsli termékek DNS mintdibdl szarmazd, a citokréom b fehérjét kédolo
mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP

=

Nk WS

reakcidtermékek Rsal enzimes restrikcids profilja

DNS bazispar hossz standard 6. Virsli 7;

(50-3000bp); 7. Virsli 8;

Negativ kontrol; 8. Virsli 9;

Virsli 4; 9. Virsli 10;

Virsli 5; 10. csirke DNS / pozitiv kontrol
Virsli 6; 11. pulyka DNS / pozitiv kontrol

A virslik esetében az 1., 2., 8. pulyka-eredetli, 10. mintdban csirke-eredetli Gsszetevoket

taldltam (46-47. abra). A jelolés Iényegében véve megfeleld volt, mert ezeket a

komponenseket baromfi gyiijtonévvel tiintették fel.

400 bp
300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

47. abra Tovébbi virsli termékek DNS mintdibol szdrmazé, a citokrém b fehérjét kodold
mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP

ol o

reakcidtermékek Rsal enzimes restrikcids profilja

DNS bazispér hossz standard 5. Virsli 3;

(50-3000bp); 6. -;

Negativ kontrol; 7. Pulyka DNS / pozitiv kontrol
Virsli 1; 8. Csirke DNS / pozitiv kontrol
Virsli 2;
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A mdjas mintdk egyike sem tartalmazott csirke vagy pulyka eredetli Osszetevot, a

cimkézésnek megfelelden (48.4bra).

400 bp
300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

48. abra M4djas termékek DNS mintdibol szarmazo, a citokrom b fehérjét kodolo
mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP
reakcidtermékek Rsal enzimes restrikcids profilja

DNS bézispar hossz standard
(50-3000 bp);

Negativ kontrol

Mijas 1;

Mijas 2;

1 2 3 4 5

300 bp
250 bp
200 bp
150 bp
100 bp

50 bp

S.
6
7.
8
9

Mijas 3;

. Mjjas 4;

Mijas 5;

. Csirke DNS / pozitiv kontrol
. Pulyka DNS / pozitiv kontrol

6 7 8 9

49. abra Majkrém és vagdalthus termékek DNS mintdibdl szarmazo, a citokrém b fehérjét
kédold mitokondridlis génre €pitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott PCR-RFLP
reakcidtermékek Rsal enzimes restrikcids profilja

bl ol

DNS bézispér hossz standard
(50-1031bp);

Negativ kontrol;

Mijkrém 1;

Mijkrém 2

S.
6
7.
8
9

Mijkrém 3

. Vagdalthus 1

Vagdalthus 2

. Vagdalthus 3
. Csirke DNS / pozitiv kontrol
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A konzerveknél egy esetben a 3. sz. mijkrém mintdndl kaptam pozitiv szignilt, mely
egybevagott a jeloléssel, ugyanakkor a 2.sz. vagdalthis minta a jeloléssel ellentétben nem
tartalmazott baromfihust (49. abra).

Az egyszerli- PCR (sertés és marha specifikus meghatdrozas) és a PCR-RFLP (baromfi
Osszetevd kimutatds) mérési eredményeit a 17-20. tdbldzatban foglaltam Ossze a terméken
feltiintetett faj-specifikus éllati termék jelolési informacidkat és sajat mérési eredményeimet.
Mérési eredményeim az elsO oszlopokban, a jelolési informdciok a madsodik oszlopban
szerepelnek. Sziirke hattérrel emeltem ki a helyteleniil jelolt termékeket, kékkel pedig azokat,
amelyeknél a felirat ,,baromfi” jelzésii volt, de a méréssel igazolhat6 volt a csirke vagy pulyka
eredet.

A périzsi mintdk esetében 6t mintdndl fordult eld, hogy nem jelolt, marha-eredetli komponenst
taldltam a mintdban, valamint egy esetben taldltam nem jelolt, sertés €s baromfi pozitiv mintat
(17. tablazat). A virsli mintdk vizsgdlati Osszefoglalé eredményei azt mutattdk, hogy hdrom
esettol eltekintve a cimkézéi Osszetétel megegyezett a mért adatokkal (18. tdblazat). A
vorosaru (parizsi, virsli) mintdk esetében javasolhaté egy gyakoribb ellendrz6 sztrés, illetve
az lizemek részérdl az Osszetétel-jelolése a nem hus-eredetli alkotOkra is (szalonna, zselatin,
borkepép).

A mdjas mintdkban baromfi eredetli komponenseket, a jelolésnek megfelelden nem taldltam
egyik esetben sem, viszont egy esetben gyenge marha-eredetli komponensre utalé jelet
kaptam (19. tdblazat). A mijkrém és vagdalthis konzervek analizisénél (20. tdblazat) egy
esetben taldltam eltérést a jeloléstdl, ahol a feltiintetett baromfi-eredetli Gsszetevét nem

tartalmazta a minta.
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17. tablazat Parizsi mintdk DNS alapi méréseinek és a cimkén valo jelolésének
Osszesitd tabldzata

Péarizsi Marha Sertés Csirke Pulyka
— mintak
mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés

Parizsi 1 + * + * - n.a. - n.a.
Parizsi 2 + n.a. + * + n.a. + n.a.
Parizsi 3 + n.a. + * - n.a. - n.a.
Parizsi 4 + n.a. + * - n.a. - n.a.
Parizsi 5 - n.a. + (*) + * + *
Parizsi 6 - n.a. + * - n.a. - n.a.
Parizsi 7 - n.a. + n.a - + *
Parizsi 8 + n.a. + * - n.a. - n.a
Parizsi 9 - n.a. - n.a. - & + *
Parizsi 10 - © + (*) + * - “
Osszesen eltéré 5 1 3 2

* a cimkén jelolt; (*) jelolt nem hus alkotd; n.a. — cimkén nem jelolt 6sszetevo
+ pozitiv; gy - gyenge; - nincs PCR jel

18. tablazat Virsli mintak DNS alapi méréseinek €s a cimkén valo jelolésének
Osszesito tabldzata

Virsli Marha Sertés Csirke Pulyka
— mintak
mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés

Virsli 1 - n.a. + (*) - * + %
Virsli 2 - n.a. 4 n.a. - * + *
Virsli 3 + * + * - n.a. - n.a.
Virsli 4 - n.a. + * - n.a. - n.a.
Virsli 5 - n.a. + (*) - * + o
Virsli 6 + * + * - n.a. - n.a.
Virsli 7 + n.a. + * - n.a. - n.a.
Virsli 8 - e + * - * + *
Virsli 9 - n.a. + * - n.a. - n.a
Virsli 10 - n.a. - n.a + s B} *
Osszesen eltéré 2 1 4 1

* a cimkén jelolt; (*) jelolt nem his alkotd; n.a. — cimkén nem jelolt 6sszetevod
+ pozitiv; gy - gyenge; - nincs PCR jel



Osszesito tablazata

19. tablazat Mdjas mintdk DNS alapi méréseinek és a cimkén valé jelolésének

Mijas Marha Sertés Csirke Pulyka
= mintak
mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés
Mijas 1 * + * - n.a. - n.a.
Maijas 2 - n.a. + * - n.a. - n.a.
Maijas 3 + * + * - n.a. - n.a.
Mijas 4 - n.a. + * - n.a. - n.a.
Mijas 5 gy n.a. + * - n.a. - n.a.
Osszesen eltéré 1 0 0 0

* a cimkén jelolt; (*) jelolt nem hus alkotd; n.a. — cimkén nem jelolt 6sszetevo
+ pozitiv; gy - gyenge; - nincs PCR jel

20. tablazat Konzerv médjkrém és vagdalthis mintdk DNS alapi méréseinek

és a cimkén valo jelolésének Osszesitd tablazata

Konzerv Marha Sertés Csirke Pulyka
mintak
mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés | mérés | jelolés
Mijkrém 1 - * + * - n.a. - n.a.
Mijkrém 2 + * + * - n.a. - n.a.
Mijkrém 3 ey | ey [ |+« | = [ - | =
Vagdalthds 1 - n.a. + * - n.a. - n.a.
Vagdalthus 2 + * gy * - s - @
Vagdalthds 3 + * + * - n.a. - n.a.
Osszesen eltéré 0 0 1 2

* a cimkén jelolt; (*) jelolt nem hus alkotd; n.a. — cimkén nem jelolt 8sszetevo
+ pozitiv; gy - gyenge; - nincs PCR jel
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4.3. Vadhuasok egymas melletti meghatarozasa

4.3.1. DNS Kinyerés és tisztitas vadhisokbol

A fagyasztott hismintdkbdl torténd DNS kivondst, Wizard gyantds és CTAB kicsapdsos

modszerekkel is elvégeztem, melynek Osszesitd adatait a 21. tabldzat tartalmazza.

21. tablazat Fagyasztott vadhis mintakbdl kinyerhetd DNS oldatok mindségi és mennyiségi

paraméterei
Wizard tisztitas CTAB tisztitas
) n=4 n=4
Minta DNS mennyisége, R érick DNS mennyisége, R érték

ng/100 mg ng/100 mg

nyers minta (A 2601280) nyers minta (A2601280)
Vaddiszn6 tarja 5,35+0,49 1,72+0,01 4,22+0,58 1,39+0,06
Oz comb 6,00+0,62 1,90+0,04 4,94+0,65 1,38+0,10
Szarvas lapocka 6,67+0,45 1,86+0,06 3,33+0,43 1,41+0,04
MUﬂ(,).n . 8,70+0,94 1,77+0,02 11,46+1,32 1,82+0,05
(testtdj nem ismert)

Ez esetben is, hasonldan a haszondllatok hismintdkhoz, a nagyobb R értéket eredményezo,
Wizard technika bizonyult kedvezobbnek a DNS kivondshoz. Mivel a modszer kevesebb
1épésbal all és nem sziikséges a DNS utdlagos mosdsa, kisebb a keresztszennyezodések esélye
is. A kivonhat6 DNS mennyisége alacsonyabb volt, mint haszondllatok hisabdl kivonhatonal.
Ez ad6dhat a kotottebb izomszerkezetbdl, a magasabb fehérjetartalombdl, igy az eléemésztés

soran a minta kevésbé bomlik el.

4.3.2. Polimeraz lancreakcion (PCR) és lancreakciot koveté enzimes hasitasi vizsgalatok

(PCR-RFLP) vadhiis mintakbdl

A kinyert DNS mintdkbdl ezutdn tobb tipusu, a citokrom b fehérjét kédolé mitokondridlis gén
eltéro szakaszait megsokszorozd polimerdz lancreakciot és azt kovetd restrikcios enzimes
profilelemzést végeztem. Elsdként a mar haszonéllatok azonositdsdban is felhasznélt citokrém

b fehérjét kodold mitokondridlis gén 359 bp PCR elemzésével el a kezdtem a vizsgélatokat.
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Ez a reakcio, restrikcids elemzés eldtt barmely gerinces dllatokbdl szdrmazé DNS jelenléte
esetében pozitiv jelet ad, ezért ez esetben alkalmas volt annak kimutatdsdra is, hogy a kivont
DNS oldat esetleg tartalmaz-e tovédbbi, a polimerdz ldncreakciét géitlé komponenst. Az
elsddleges DNS tisztasdgra vonatkoz6 spektrofotometrids analizis mellett ez egy tovabbi
biztositékot nyujt a vizsgalatok elvégzésekor. Ez a vadhusok vizsgélatdndl kiemelten fontos
lehet, mivel ez hustipus a haszondllatok hisdndl tobb hemoglobint tartalmaz. Ez a vad fajok
életmodjabol és husanak feldolgozdsabdl is ered, mert a vadon 10tt allatokban tobb vér
maradhat a kilovés soran.

A 359 bazisparos, Cytbl és Cytb2 primerparral végzett polimerdz lancreakcié eredményei a
50. dbran lathat6ak. A reakcié sordn minden vizsgélt allatfaj (marha, sertés, vaddiszné, 0z,
szarvas €s muflon) DNS mintdja erds jelet adott, azaz a DNS minta nem tartalmazott

inhibitorokat.

1. DNS bézispér hossz standard
(50-3000 bp);

Negativ kontrol;
Marhahus;
Sertéshus;
Muflonhds;
Ozhis ;
Vaddisznd hus;

Szarvas hus

NS E WD

50. abra Fagyasztott haszonallat és vad-hidsokbodl izoldlt DNS mintdkbol szarmazo, a
citokrom b fehérjét kédolé mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott
egyszeri-PCR reakciotermékek elektroforetogramja (359 bp)

A tovdbbi vizsgélatok sordn a citokrom b fehérjét kodolé gén 194 bazispar hosszu
szakaszdnak, RD1-RD2 primerparral torténd amplifikdcidjara épitett egyszerii-PCR reakciot
végeztem el. Mint az a 51. dbran lathat6 PCR termék jelet specifikusan csak a vizsgalt
nagyvad fajok (vaddisznd, 6z, szarvas, muflon) DNS mintdib6l kaptam. Az RDI1-RD2
primerpar a szarvas DNS mintdban tobb helyre is bekapcsolddhatott, ezért ez esetben plusz

sdvot mutattam ki a 150 bp és a 400 bp koriili tartomanyban.
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1. DNS bazispar hossz standard
(67-501 bp);

Negativ kontrol;

Marhahtis;

Sertéshus;

Muflon hds;

ézhﬁs;

Vaddiszno hus;

Szarvas hus;

NN R WD

51. abra Fagyasztott haszonallat €s vad-htsokbdl izoldlt DNS mintdkbdl szarmazo, a
citokrom b fehérjét kédolé mitokondridlis génre épitett, RD1-RD2 primerrel sokszorozott
egyszeri-PCR reakcidtermékek elektroforetogramja (194 bp)

1. DNS bézispar hossz standard
(50-1031 bp);
Negativ kontrol;

Marhahts;
Sertéshus;
Muflon hus;
Oz haus;
Vaddiszno hus;

Szarvas hus;

(( CC0amD

Sl B AR R

52. abra Fagyasztott haszonallat és vad-hisokbodl izoldlt DNS mintdkbol szarmazo, a
citokrom b fehérjét kédolé mitokondrialis génre épitett, Scytb1-Scytb2 primerrel sokszorozott
egyszerii -PCR reakcidtermékek elektroforetogramja (175 bp)

Harmadik tipusu vizsgdlatként szintén a citokrom b fehérjét kédolé mitokondridlis génre
épitett egyszerli-PCR reakciot végeztem el. Ez esetben az alkalmazott primerpdr a Scytbl-
Scytb2 volt, melyekkel a gén 175 bp-os szakasza sokszorozhatd. A Cytb1-Cytb2 primerrel
végzett egyszeri-PCR reakcidhoz hasonléan, minden bevont dllatfaj DNS mintdja pozitiv

PCR jelet adott (52. dbra).
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Az egyszer(i-PCR reakcidk utdn, a szakirodalomi adatok alapjdn (Meyer et al., 1994) tobb
enzimmel is restrikcids analizist végeztem. Az eredmények azt mutattdk, hogy a vizsgélatba
vont restrikciés enzimek koziil az Alul és Hinfl enzimek haszndlhatéak eredményesen, eltérd
restrikcidés fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) mintazatok nyeréséhez. A vizsgélatok
eredményeit a 53-56. abrakon és 22-27. tablazatokban részletezve mutatom be. A géleket
KODAK EDAS 290 rendszerrel fotéztam, majd az egyes savok méreteit a standard sor
alapjan, a rendszer KODAK 1D analizis szoftvercsomagjanak felhasznaldsdval azonositottam.
A restrikciés mintdzatokat a szamitott bazispar méret mellett ,,abc” betlisorral jelolve, a fajra

jellemzd egyszert, egyedi mintdzatsort kaphatunk.

1. DNS bazispar hossz standard
(50-1031 bp);

Marhahtis;

Sertéshus;

Muflon his;

Ozhds;

Vaddiszn6 his;

Szarvas hus

A A A

53. abra Fagyasztott haszondllat és vad-hiisokbdl izolalt DNS mintakbdl szarmazo, a
citokrém b fehérjét kodolé mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott
PCR-RFLP reakciotermékek Alul enzimes restrikcids profilja

Elsoként, a szélesebb korben vizsgdlt és tobb referencia eredményt adé 359 bp-os
mitokondridlis génszakaszra épitett PCR-RFLP-t készitettem el. Mint az a 53. dbran lathat6
hasit4si helyet a marha, sertés és vaddiszné esetében taldltam, melyek 6sszhangban voltak az
irodalommal (Meyer et al., 1995), marha esetében két plusz savot (117,5; 58,2) is kaptam (22.
tdblazat). A restrikcids profilt és az éllat fajat tekintve dj informéci6t adott 6z és muflon fajok
vizsgalatba vondsa. A muflon esetében a részleges termékhasitds soran két fragmens

képzodott (198 bp, 159 bp), mig az 6z és szarvas esetében hasitdsi hely nem volt.
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22. tablazat A citokrom b fehérjét kodolé mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2
primerrel sokszorozott PCR-RFLP reakciétermékek Alul enzimes restrikcids
profiljdnak adatai

Allatfaj
F".ag.fnf NS | Marha | Sertés Muflon 0Oz Vaddiszné | Szarvas
jelolés
T 369,7 371,2 369,7 368,2 363,6 374,2
A - 2427 - - 240,3 -
B - - 198.1 - - -
bp C 190,0 - - - - -
méret D 171.2 _ - _ _ _
E - - 158,8 - - -
F 117,35 117,9 - - 114,6 -
G 58,22 - - - - -
501 bp
489 bp fer] : - | 1. DNS bazispér hossz standard
gg‘l‘ EP \ (67-501 bp);
p P
242 pp [ 2. Marhahas;
190 bp 3. Sertéshus;
iég Eg 4. IYIuﬂon hus;
7 5. Ozhus;
7
P 6. Vaddiszné hus;
7. Szarvas hus;

54. abra Fagyasztott haszonallat és vad-hisokbdl izoldlt DNS mintdkbol szarmazo, a
citokrom b fehérjét kddol6 mitokondridlis génre épitett, Cytb1-Cytb2 primerrel sokszorozott
PCR-RFLP reakciétermékek Hinfl enzimes restrikcids profilja

A 54. dbrdn a Cytb1-Cytb2 primerrel végzett PCR-RFLP reakcié Hinfl restrikcids hasitds
eredményei lathatéak. A savmintazatot a szakirodalommal (Meyer et al., 1995) egybevetve a
marha- és sertéshus esetében a mintazat egyezo eredményt adott, a sertés DNS-bol nyert PCR
termék hasitdsi helyet nem tartalmazott, mig marhahts esetében a részleges hasadds sordn

négy tovabbi fragmens keletkezett (210,174,123 és 43 bp méret).
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Uj eredményeket jelentett a vizsgdlat vaddiszné DNS mintdjinak esetében, ahol az adott,
magyar populdciébol szarmazé mintabdol (Vecsési vadfeldolgozd, négy egyedi minta) ez a
hasitasi hely hidnyzott. Az 6znél (210, 168, 47 bp) és a muflonnal (255, 207, 176 bp) a PCR
termék hasitdsa sordn harom plusz sdv jelentkezett, mig a szarvasndl egy (45 bp), az 50 bp
alatti tartomédnyban (23. tdbldzat). Ezek az eredmények 6z esetében az irodalommal egyezd
eredményt adtak, melyek a muflon mintdk eredményeivel bovithetok az eredmények. Partis et
al., (2000) kutatasi eredményeitdl eltérOen a szarvas mintaban csak 1 restrikcios helyet

talaltam.

23. tablazat A citokrom b fehérjét kodolé mitokondriélis génre épitett, Cytb1-Cytb2
primerrel sokszorozott PCR-RFLP reakciétermékek Hinfl enzimes restrikcids
profiljanak adatai

Allatfaj
Fr.agfn’e ns Marha | Sertés Muflon Oz Vaddiszno | Szarvas
jelolés

T 383.6 368,3 383.,6 3429 373.4 356,5
A - - 2547 - - -
bp B 209,9 - 207,3 209.,9 - -
meret C 1742 - 176.4 167,8 - -
D 123,6 - - - - -

E 433 - - 470 - 45,7

A PCR-RFLP technikdval tovdbbi analiziseket végeztem a citokrom b fehérjét kodolo,
mitokondridlis gén 175 bp szakaszanak vizsgalataval, melyek sokszorozasit az Scytb1-Scytb2
primerparral végeztem. Ennek a génszakasznak a PCR-RFLP vizsgélatit olasz szerzok
(Branciari et al.,, 2000) marha, sertés és baromfi hisok azonositisdra hasznaltak
eredményesen. Mint az a 55. dbrdn lathatd, az 6z és szarvas DNS mintdzatok egyértelmiien
elkiiloniilnek a tobbi mintdtdl, a PCR terméken restrikcids hasitdsi hely nem taldlhat6. A
masik hdrom 4llatfaj esetében a keletkezett PCR termék marha esetében teljesen, sertés,
muflon és vaddiszn6 mintaknal részlegesen elhasadtak, egy atlagosan 94 bazispar méretl

termékre (24. tablazat).
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1. DNS bazispar hossz standard
(67-501 bp);

2. -;

3. Marhahds;

4. Sertéshus;

5. Muflon his;

6. Ozhiis;

7. Vaddiszno hus;

8. Szarvas hus

55. abra Fagyasztott haszondllat és vad-hisokbdl izoldlt DNS mintdkb6l szarmazé, a
citokréom b fehérjét kédolé mitokondridlis génre épitett, Scytb1-Scytb2 primerrel sokszorozott
PCR-RFLP reakciétermékek Hinfl enzimes restrikcios profilja

24. tablazat A citokrém b fehérjét kodolé mitokondridlis génre épitett, Scytb1-Scytb2
primerrel sokszorozott PCR-RFLP reakciétermékek Hinfl enzimes restrikcids
profiljanak adatai

Allatfaj
Fr.agjn,e 1S | Marha Sertés Muflon Oz Vaddiszné | Szarvas
jelolés
bp T - 179,3 179,9 178 179,9 179,9
méret A 94,8 94,5 94,8 - 94,1

A mitokondridlis génre épitett, Scytbl-Scytb2 primerekkel sokszorozott 175 bazispéaros
terméken egy Alu I enzimmel is elvégeztem a termékhasitast. Az eredmények marhahus DNS
mintdjdnak vizsgdlatdnal az irodalommal (Branciari et al., 2000) egybevagtak, részleges
termékhasitds sordn két, 115 és 67 bazisparos termék keletkezett (56. dbra). A sertéshiis DNS
mintdbdl szarmazé PCR termék esetében azonban az irodalmi hivatkozastdl eltéréen hdrom
fragmenst taldltam, 139, 116 és a 67 bazispar mérettartomdnyban. A vizsgélat dj adatokat
adott a Cervus fajok (szarvas, 0z) és a muflon esetében. Ez esetben a PCR terméken hasitési
hely nem volt detektdlhatd. A vaddiszné esetében pedig, a sertéstdl eltérden egy plusz, 136

bazisparos fragmens keletkezett (25. tdblazat).
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300 bp
250 bp
200 bp
150 bp

100 bp

50 bp

( (0000 8

AR WD

DNS bézispar hossz standard
(50-1031 bp);
Marhahus;

Sertéshus;
Muflon hds;
ézhlis;
Vaddiszno hus;

Szarvas hus

56. abra Fagyasztott haszondllat és vad-hisokbdl izoldlt DNS mintdkbol szarmazo, a
citokrém b fehérjét kddolé mitokondridlis génre épitett, Scytb1-Scytb2 primerrel sokszorozott
PCR-RFLP reakciétermékek Alul enzimes restrikcids profilja

25. tablazat A citokrom b fehérjét kodolé mitokondridlis génre épitett, Scytb1-Scytb2
primerrel sokszorozott PCR-RFLP reakciétermékek Alul enzimes restrikcids
profiljanak adatai

Allatfaj
Fr.agfn,e 1S | Marha Sertés Muflon Oz Vaddiszno | Szarvas
jelolés
T 175,7 178,6 1743 172,9 174,3 175,0
bp A - 139,5 - - 136,8 -
méret B 1153 | 1163 - - - -
C 67,1 67,9 - - - R
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26. tablazat Vadhds vizsgalatok 6sszesitd eredményei

194 bp 359 bp+Alul 359 bp+Hinfl

Marha - + cdfg +bcde
Sertés - + af -
Vaddiszné + + bf -
Muflon + + be +abc
Oz + - +bce
Szarvas + - +e

Specifikussig Vadak M/Mu/S-Vd  M/Mu/O/Sz

175 bp+Alul

+BC

+BCD

+B

M/S/vVd

175 bp+Hinfl

+A

+A

+A

+A

M/S/Vd/Mu

A kapott mintdzatokat ,,abc” betlisorral jelezve a 26. tibldzatban megadtam a mérések

Osszesitd eredményeit, melyen vazoltam az egyes PCR rendszerek fajelkiilonitd méréseit. A

57. abran felvazoltam egy olyan Osszefoglald sémat, mely segitségével a feltételezhetden

vadhust tartalmazé minta azonosithatd és elkiilonithetd a vagdéllatok huasmintdjatol. A

vizsgalatokhoz a mitokondridlis citokrém b fehérjét kédolé gén 194 bp, majd 359 és 175

bazispar méretli szakaszait felsokszorozzuk, majd e két utobbit enzimesen hasitjuk. A kapott

profilképek a megfeleld kontrolok felvitele mellett azonosithatéak.
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194 bp PCR

negativ

359 bp PCR-
RFLP

A minta nem
vadhiis

Megerositd
vizsgalat

\ 4

175 bp PCR-
RFLP

57. abra Vadhus azonositds lancreakciok €s restrikcids analizisek sorozatdval
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4.4. Uj eredmények

I. Haszonallatok (marha, sertés, csirke) husmintainak kimutatasa modell rendszerekben

1) A husipari élelmiszervizsgélatok kibovitése érdekében uj, a termékeket jellemzo

Osszetételli modellrendszert vezettem be a PCR és PCF-RFLP moddszerek adaptaciojdhoz.

2) A sterilezett, konzerv tipusi modellrendszer alkalmazasa esetén az erdsen fragmentéalédott
DNS-szakaszokat Amicon Ultrasziirovel beslritve PCR-sokszorozdsra alkalmas,

megfelel6 mennyiségli és mindségli DNS szakaszokat nyertem.

I1. Kereskedelmi mintak vizsgalata

1) Belfoldi husiizemek éaltal gyértott termékek esetében hézagpotld Osszesitd adatokat
gyljtottem a jelolésekben megadott hisosszetétel, és a DNS alapt vizsgélatokkal igazolt

faj-specifikus eredet kozott.

IT1. Haszonallatok (marha, sertés) és nagyvad fajok (vaddisznd, 6z, szarvas, muflon)

hismintdinak egymas melletti szelektiv kimutatasa:

1) A citokrom b fehérjét kodold, mitokondrialis-eredetii gén 194 bp méretii fragmensének
RD1-RD2 primerpérral torténd sokszorozdsdn alapulé PCR-rendszer adaptaldsaval
eredményesen kiilonitettem el a hazai nagyvadak (gimszarvas, 6z, muflon, vaddisznd) és a

haszonallatok hdsanak DNS mintait.

2) A citokrém b fehérjét kédolé gén, Cytb1-Cytb2 primerparral sokszorozott, 359 bp-os
PCR-RFLP rendszerti vizsgalataval felderitettem, hogy a vecsési vadfeldolgozébdl, négy
kiilonb6z6 mintabdl szdrmaz6 vaddiszné DNS mintdbdl hidnyzik a Hinfl restrikcidos enzim
hasitdsi helye, €és megdallapitdsaim szerint ez alkalmas lehet a foldrajzi eredet

meghatdrozasara.

3) Vadhiisokbdl izoldlt DNS mintdkon elsoként alkalmaztam az Scytb1-Scytb2 primerparral
felszaporitott, mitokondridlis gén citokrom b fehérjét kédolo génszakaszanak 175 bp-os
fragmensére épitett PCR-RFLP eljdrast, amellyel lehetové valt a muflon és a vaddiszn6

hus elkiilonitése a szarvashustol.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Az altalam kidolgozott modellrendszerre adaptalt, faj-specifikus, ndvekedési hormont
kodolo génre épitett PCR és a citokrom b fehérjére épitett PCR-RFLP technika egy DNS
koncentral6 1€pés beiktatdsdval alkalmas sertés, marha, csirke haszondllat fajok, egymas
melletti, szelektiv azonositdsara histermék alapanyagokban és erdsen hokezelt feldolgozott
termékekben. A citokrém b fehérjét kddolé mitokondridlis gén PCR-RFLP alapu vizsgalati

technikdja alkalmas tovabba a vadhusok szelektiv elkiilonitésére is.

A hustermékek jelolési informdcidi és az dltalam adaptdlt DNS alapu ellenérzé médszerek
0sszehasonlité elemzése alapjan megallapitottam, hogy a nem izom eredetli termékek (zsir,
zselatin, borke és inpép, tejpor, tojas) vizsgdlata is sziikséges a faj-specifikus eredet

kimutatasara.

Az altalam kifejlesztett két, illetve tobbkomponensii husterméket reprezentdld
modellrendszerekre alapozott standard sorok alkalmasak lehetnek kiilonboz6 izoldldsi
modszerek fejlesztésével €s Osszehasonlitdsdval quantitativ PCR, illetve real-time PCR

technikdnak faj-specifikus vizsgalatainak megalapozdsara.
Az éltalam optimalt DNS alapu éllatfaj specifikus PCR rendszerek detektéldsi hatdrértéke
lényegesen javithaté a minta-elokészitési mddszerek finomitasdval, mely kiilondsen fontos

az allati és novényi eredetii allergén kontamindcié kimutatdsa szempontjabdl.

A sejtekben nagyobb kopiaszdmban jelenlév® mitokondridlis DNS-re alapozott PCR

modszerek alkalmazasaval lehetové valik az erdsen hokezelt termékek ellenorzése is.
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6. OSSZEFOGLALAS

Elé6zmények, célkitiizések

A husok és hustermékek alapvetd szerepet toltenek be tipldlkozdsunkban, elsOsorban nagy
bioldgiai értéket képviselo fehérje €s kedvezd makroelem Osszetételiiknél fogva. A kiilonbozo
husok azonositdsa napjainkban egyre fontosabba valo feladat, mivel az élelmiszeriparban is
meghatdrozova valik a fogyasztovédelem és a mindségbiztositds. Az allatfajok azonositdsa a
termékhamisitds, egészségvédelem, export-import ellendrzések, vallasi fogyasztdsi tabuk,
allatvédelem, bliniigyek felderitésének teriiletein vélhat jelentdssé. Az élelmiszeripar sziméra
a termék Osszetétel-jelolés szabalyozasat tekintve a 2003. évi LXXXIL Elelmiszer Torvény, a
Magyar Elelmiszerkonyv 1-3/13-1 Egyes hdstermékek és a 2-13 Hustermékek fejezetei
irdnyaddak. Ennek megfelelden sziikség van olyan analitikai médszerek kidolgozdséra és
fejlesztésére, melyekkel egy Osszetett élelmiszerrendszerben is megvaldsithatd a szelektiv,
faj-specifikus eredet azonositas.

Az irodalom szdmos mddszert ismertet, melyek jelentds része a gyakorlatban is alkalmazott
fehérje vagy DNS alapu azonositds elvén miikodik. Az izoelektromos fokuszalas (IEF) és az
immunanalitikai technikdk (ELISA, Immunkromatografia) dltalanosan haszndlt fehérje alapu
modszerek. Az izoelektromos fokuszalas alapja a fehérjék pH gradiensben torténd
elvdlasztisa, mely elvélasztast kovetden a fehérjesivok Commassie blue, eziist vagy
pszeudoperoxidaz festéssel tehetoek lathatéva. Azonban ezek a mddszerek nem alkalmasak
hokezelt hustermékek vizsgdlatiara, mivel a legtobb oldhaté fehérje a hdkezelési tartdsitasi
eljarasok sordn aggregalddik vagy degradalddik. A husfehérjék és ellenanyagok kovalens
kotésli immunkomplexének kimutatdsdn alapulé immunanalitikai technikdk egy része
hokezelt termékek esetében is miikodik. Hatranyuk azonban, hogy egyes fajok (csirke-pulyka;
sertés-vaddisznd; marha-birka-szarvas) egymdés melletti kimutatdsa esetében a kifejlesztett
immunszérumok keresztaktivitast mutathatnak. Emellett probléma lehet az is, hogy a fehérjék
mennyisége kortdl, fajtatol, takarmanyozastol és szovet tipustol fiiggd ingadozast mutat. A
DNS-alapu moddszerek nagy elonye, hogy a DNS szekvencia az adott él6lényre jellemzd,
minden sejtjében azonos €s nem valtozik meg a hdkezelés hatdsara, viszont a vizsgalati
modszereknél figyelembe kell venni a fragment-méret jelentds csokkenését. A technikak
koziil leginkdbb a DNS sokszorozddason alapulé PCR mddszerek (egyszeri PCR, RAPD-
PCR, multiplex PCR, PCR-RFLP, real-time PCR) kiilonb6z6 valtozatai terjedtek el.
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Mindezek ismeretében, célom volt olyan DNS alapi PCR technikdk alkalmazdsa, tesztelése és
fejlesztése, mellyel mind a haszondllatok (sertés, marha, csirke, pulyka), mind a nagyvad
fajok hdsmintdi (vaddiszn6, 6z, muflon, gimszarvas) egymds mellett, szelektiven

meghatdrozhatéak, illetve feldolgozott, erosen hokezelt élelmiszerbdl is kimutathatok.

Vizsgalati modszerek

Vizsgdlati mintdk. A sertés és marha husokat kozvetleniil a vagohidrdl, a csirke és pulyka
huasokat kereskedelmi forgalombdl szereztem be. A vadhisok a Mavad Rt. Vecsési és az
Oreglaki Vadfeldolgozébdl szdrmaztak, a muflon hist a Pilisi Parkerdé Gazdaség biztositotta
szamomra. A PCR mddszer tesztelésére 30 % Osszhus tartalmu vordsaru modellt és 60 %
0sszhuis tartalmd, konzerv modellt haszndltam fel, melyek hozzdadott sot, vizet és
sz0jafehérje- izolatumot is tartalmaztak.

Polimeradz ldncreakcion alapulé technika. A DNS izoldlast proteindz-K enzimes eldkezelést
kovetéen Wizard technikdval végeztem hudsmintdkbol, Osszetett modellekbol és
élelmiszerekbdl (sonkdk, vorosaruk, mdjasok és konzervek). A sterilezett mintdknal és
konzerv élelmiszereknél a mintamdtrix izoldlds eldtti bekoncentrdldsa Amicon ultrasziird
rendszert hasznéltam fel. A tiszta DNS oldat koncentracidjdnak és tisztasdganak ellendrzésére
spektrofotometrids mérést, osszetoredezettségének meghatarozasara agar6z gél-elektroforézist
végeztem. A sokszorozddd DNS szakasz a sertés-specifikus primerpar (Sw01-Sw02) esetében
a novekedési hormont kdédolé gén 108 bazispar hosszusdgu szakasza) volt. A kimutatas,
marha esetén szintén a novekedési hormont kédoldé gén 130 bazispar hosszu szakaszanak
felsokszorozasa Ca03-Ca04 primerpéar segitségével tortént. A mitokondrialis, citokrom b
fehérjét kodold gén 359 bp-os fragmensének PCR-RFLP vizsgalatan alapult a csirke, a 175
bp, 194 bp és 359 bp szakaszanak felsokszorozdasan a vadhuisok specifikus meghatdrozdsa. A
restrikciés fargmenthossz polimorfizmus kimutatdsdn alapulé vizsgalatokndl a PCR
termékeket Rsal (5°..GT| AC.3’), Alul (5’.. AG|CT..3’) és Hinfl (5’..GJANTC..3’)
restrikciés enzimekkel hasitottam. A termékanalizist poliakrilamid gélelektroforézissel
végeztem a géleket etidium-bromiddal festettem, majd megfeleld szlirOfeltét alkalmazasa

mellett KODAK EDAS 290 rendszerrel fotoztam €és értékeltem.
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Kisérleti eredmények

Haszonallatok hismintainak egymas melletti szelektiv, faj-specifikus meghatarozasa,
osszetett modell rendszerekben és élelmiszermintakban PCR és PCR-RFLP

modszerekkel

Kiilonbozd haszondllat fajokbdl szdrmazd mintdk (marha, sertés, csirke) egymds melletti
szelektiv, kimutatdsit végezetem el DNS alapd polimerdz lancreakcidval. A mddszer
megalapozdsa, a DNS kivonds hatékonysdgdnak vizsgdlata és a lancreakciok kimutatdsi
hatarértékének meghatarozdsa tobb komponensii hismodellek alapjan tortént. A marha- és
sertés-eredetli 0sszetevok azonositasdra a novekedési hormont kodold, genomidlis DNS 130
bp és 108 bp hosszu szakaszan alapuld egyszerii-PCR technikét haszndltam fel, ahol PCR
termék csak az adott faj husmintdjanak esetében képzodott. A csirke komponensek
kimutatdsdra a mitokondridlis gén, citokréom b fehérjét kodolé régidjanak Cytbl —Cytb2
primerpérral felszaporitott 359 bp hosszi szakaszdnak fragmenthossz-polimorfizmusin
alapul6 PCR (PCR-RFLP) rendszert alkalmaztam. Itt minden faj husabdl képzodik PCR
termék, majd ezt Rsal (5°..GT|AC..3’) restrikciés enzimmel hasitva csak a csirke és pulyka
esetében kaptam kett6 (210 bp, 149 bp), illetve harom (149 bp, 109 bp és 101 bp), kisebb
méretll fragmentum nyerhetd. A moddszerek bedllitdséhoz meghatdroztam a primerek
specificitdsdt és a lancreakcié kimutatdsi hatarértékét, higitott DNS oldat segitségével. A
konzerv modellek és az élelmiszerek fragmentalodott DNS tartalmanak kinyerésére
megnoveltem a vizsgdlatba vont minta mennyiségét (300mg-rél 1,5 g-ra) és az enzimes
eldkezelés utan a mintatérfogatot szliréssel koncentraltam. Ezzel a modositassal egy 1épésben
novelhetd volt a DNS kinyerés. A kialakitott médszereket laboratériumban el6allitott, nyers
hus-hus keverékeken, dsszetett, voroséaru tipusd (72 °C maghdmérséklet) és sterilezett konzerv
(115 °C maghémérséklet) modelleken teszteltem. Az izoldlds sordn 300 mg mintdbdl
kinyerhet6 0Osszes DNS mennyisége a kiinduldsi nyers massza dtlagosan 24-29 ug
mennyiségérol, sterilezett mintdban a kinyerés lecsokkent atlagosan 7-9 pg-ra. Ezzel
parhuzamosan a DNS 4tlagos fragmens-mérete 500 bp ald esett vissza. Elelmiszerekben,
mintatol és terméktipustdl fiiggden 8 - 45 ug DNS/ 300 mg minta volt kinyerhetd. Sterilezett
mintdkndl a bekoncentraldssal a modellekben 20-37 pg, a termékekben 127-320 ug DNS
izolalhat6 egy 1épésben 1,5 g kiinduldsi anyagbol.. Ez utébbi eltéréseket az magyardzza, hogy
a konzervek egy része méjat tartalmazott, melynek izoldlhaté DNS tartalma az izomszovetnél
nagyobb és a hozzdadott (modellben nem szerepld) zoldségek €s fliszerek is DNS hordozok

voltak. Ennek modellezése tovabbi kisérleteket igényel.
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Megéllapitottam, hogy az ismert Osszetételli mintdkkal nyers és vorOséaru tipust, Osszetett
modellrendszerben a kimutatds 0,5 % hatarérték mellett megvaldsithaté. Konzerv
modellkeveréknél a felddsitott DNS tartalom kombindlva egy nagyobb ciklusszammal 10 %-
os szintli kimutatést tett lehetové.

A tovédbbiakban a bedllitott modszerekkel kereskedelembdl szarmazé husipari termékmintak
elemzését végeztem el marha, sertés, csirke és pulyka eredetli 0sszetevok kimutathatdsdgara,
majd az eredményeket Osszevetettem a cimke jelolésekkel, figyelembe véve a nem his
eredetli OsszetevOket is. A vizsgélatok sorédn eltéréseket tapasztaltam minden vizsgalt termék
csoportban (parizsi 23%, virsli 10%, mdjas 6%, konzervek 6%). Elelmiszervizsgalati
eredményeimmel hézagpotlé adatokat gytjtottem a belfoldi gyartoktdl szdrmazd, hudsipari

termékek DNS alapu jellemzésével.

Vadhiisok egymas melletti meghatarozasa

Kutatdsaim masi irdnya a vadhuisok egymas melletti meghatdrozéasa €s a haszonallatoktdl vald
elkiilonitése volt. Ez esetben tobb, a mitokondridlis gén 175 bp, 194 bp és 359 bp szakaszat
sokszoroztam, majd a PCR termékeket Alul (5°.. AG|CT..3") és Hinfl (5’..G|ANTC..3’)
restrikciés enzimekkel hasitottam el. A vizsgalatok sordn eredményesen kiilonitettem el a
hazai nagyvadak (gimszarvas, 6z, muflon, vaddiszn6) hismintdit a haszonéllatokbdl szarmazo
hismintdktdl a citokrom b fehérjét kédolé gén kimutatdsan alapuldé 194 bp egyszerti-PCR
rendszer felhaszndldsdval. A nemzetkozi irodalomban publikdlt eredményektdl eltérden, a
Vecsési feldolgozébdl szarmazéd vaddiszndé mintdk mitokondridlis génre épitett 359 bp PCR-
RFLP rendszerben tortént vizsgélati eredményei azt mutattdk, hogy ennél a populdcidnal
hianyzik a Hinfl restrikcids enzimes hasitasi hely. Vadhusokbdl nyert DNS mintakra elsOként
alkalmaztam a citokréom b fehérjét koédolé génre épitett 175 bp PCR eljarast, melynek

segitségével el tudtam kiiloniteni a muflon és vaddiszné husokat a szarvas-félék mintaitol.
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Kovetkeztetések, javaslatok

Az egyszerii-PCR és a PCR-RFLP moddszerek az altalam kidolgozott modellrendszer €és
koncentrald 1épés egyiittes alkalmazdsaval megfeleld analitikai mddszert fejlesztettem az
allatfajok egymas melletti, specifikus kimutatdsara hudsipari alapanyagokban és a feldolgozott
huskészitményekben egyarant.

A tovabbiakban azonban lényegesnek tartom a nem izom eredetli Osszetevok (zsir, zselatin,
borke €s inpép, tojds) vizsgdlatat is, mivel pozitiv eredményt adhatnak PCR rendszerben,
amennyiben a termékekben megtaldlhatéak. A sokszorozandé génszekvencidk kivalasztasanal
mitokondridlis DNS mddszerek alkalmazasat javaslom az erdsen hdkezelt, vagy az olajban
sitott termékek elemzésére, a sejtekben 1évo nagyobb kopiaszamuk miatt. Nagy
érzékenységli, mindségi és mennyiségi vizsgilatokra alkalmazhaté lancreakcids rendszerek
kidolgozasdhoz javaslom a mintavételi modszerek egységesitését, kiilonbozo izolalasi
modszerek fejlesztését €s 0sszehasonlitisat, valamint a mennyiségi analitika megalapozdsdhoz

a megfeleld referencia standard sorok kidolgoz4sat.
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7. SUMMARY

Introduction

Authenticity testing of the animal species present in food is important for economic, safety,
legal, religious and health reasons. Food labelling regulations require that the species of meat
in food products are accurately declared to the consumer. This has led to the need for reliable
and specific methods of meat species determination in a variety of products where meat may
be comminuted, mixed with other ingredients and processed. A variety of analytical
approaches for species identification have been described in the literature, which can be based
on either protein or DNA detection methods. Isoelectric focussing (IEF) and immunoassays
(ELISA, immunostrip) are the most commonly used protein-based techniques nowadays.
Isoelectric focussing is based on the separation of proteins on polyacrilamid gel by the use of
a pH-gradient and on the subsequent staining of the proteins by using comassie blue, silver or
pseudoperoxidase staining methods. It has been reported that IEF is not suitable for the
processed meat products, because most soluble proteins degrade very rapidly under such
conditions. Certain immunoassays have been shown are working for the heated proteins. The
disadvantage of immunoassays is the restricted availability of antibodies free from many
cross-reactions to with the related organism. Furthermore the presence of proteins is always a
function of age, race, maturity and type of tissue in which they are expressed.

For the identification of species, it is preferable to detect DNA. It is identical in all cell types
of an organism, therefore it is not essential whether the DNA is extracted from the muscle, fat
or offal. DNA hybridisation and polymerase chain reaction (PCR) offer analytical approaches
based on nucleic acid to identify species specificity. PCR restriction fragment length
polimorphism (PCR-RFLP) is nowadays the most widely used method of identifying different
fish and meat species. Most of these methods use the highly conserved regions of cytochrome

b gen as a target sequence.

I have adopted and developed assays based upon PCR and PCR-RFLP amplification of
genomic and mitochondrial genes for species-specific detection of bovine, porcine chicken
from processed meat products and game meat (wild boar, moufflon, red deer, roe deer) from

raw meats.
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Materials and methods

Samples of fresh raw meats (beef, pork, chicken, turkey) and frozen game meat (wild boar,
moufflon, roe and red deer) were obtained from slaughterhouses (Bicske, Vecsés, forestry of
Pilis), processed meat were purchased from local supermarkets.

DNAs from beef, pork, chicken, turkey and game meat species were obtained by extraction
using the Wizard DNA Clean up purification kit (Promega) and modified CTAB methods.
Isolations of DNA from heat-treated model matrixes (beef-pork and chicken-pork meat
contained matrix-mixtures), commercial meat products (ham, sausage, liver pie) were
performed using Wizard DNA Clean up purification system. This method was used to purify
DNA from sterilized models and luncheon meat after the samples were concentrated by
Amicon ultra filtrate system (Millipore). Extracted DNA was stored in Tris-EDTA buffer and
quantified spectrophotometrically. The average size of DNA fragments was analysed using 2
% agarose-gelelectrophoresis.

Polymerase chain reaction. The primers were designed from the growth hormone gene of beef
(130 bp) and pork (108 bp). In case of chicken species-specific detection 359 bp PCR-RFLP
method was used, based on amplification and Rsal (5’.GT|AC..3’) digestion of
mitochondrial gene fragment. Three of PCR and PCR-RFLP assays were used to find the
differences between game and domesticated animal meat samples. Three primer pairs amplify
175 bp, 194 bp and 359 bp length fragments from the mithochrondrial gene. The PCR
products were digested with restriction enzymes Alul (5°.. AG|CT.3’) and Hinfl
(5’..GJANTC..3’). Amplifications were performed in a final volume of 50 pl in thin walled
PCR tube containing 1x Sigma Ready mix, 0,5 mM primer.

PCR products were identified by separation on 10 % polyacrylamide gel in TBE running
buffer, for 1 h at 200 V and ethidium bromide was used for the visualisation. The gels were

documented with Kodak EDAS 290 system.
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Results

Detection of pork, beef and chicken meat in meat-model matrixes and food products by
PCR and RFLP-PCR methods

DNAG s purified from meat of various animal species and heat-treated, complex model matrixes
(meat, water fat, soy protein) were subjected to agarose gelelectrophoresis. DNA fragments
originated from raw and heat-treated models had about 20.000 bp of average size . The
average size of DNA fragments isolated from autoclaved meat was very low, around 300 bp.
The amount of extracted DNA ranged from 24 to 29 pg / 300 mg raw sample and 7 to 9 ug /
300 mg autoclaved sample. After using of Amicon ultra filtrating system combined with 1,5 g
starting sample mass, the amount of extractable DNA could be raised up to 20-37 pg in the
case of autoclaved models. The yields of DNA ranged from 8 to 45 pug / 300 mg for the heat-
treated meat products and 127-320 pg / 1500 mg for the autoclaved food samples.

The pork and beef PCR assays demonstrated to be highly specific for porcine/ beef DNA,
producing an amplification product of the expected size of 108 and 130 bp. No amplification
product was obtained from chicken and poultry DNA. With 35 amplification cycles, using
ethidium-bromide-based detection the minimum detection level was 0,5 % for the raw and the
heat-treated model mixtures using pork, beef or chicken specific PCR assays respectively.
The primers did not have any cross-reactivity with plant-derived soy or wheat DNA.

The 359 bp fragment of cytochrome b gene could be amplified successfully from pork, beef
and poultry DNA. Rsal (5°..GT|AC..3’) restriction sites were found in cytb amplicon from
DNA of chicken and turkey origin. Whereas the Rsal fragments of chicken were 210 bp and
149 bp long and the poultry amplicon yielded Rsal fragments 149 bp, 109 bp and 101 bp
long.

In the case of sterilized matrix a filter concentrator was used to raise the recoverable DNA
content. Using this concentration step the detection limit could be lowered up to 10 % from
sterilized models. 40 commercially purchased heat-treated meat products were tested using
these assays and the results were compared with the labelling. Depending on the product type,
0,5 -23 % of the samples were falsely labelled (sausage 23 %, Frankfurter type of sausage 10
%, liver pie 6 %, canned products 6 %)
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Detection of game meat species

The polymerase chain reaction-restriction length polymorphism was applied to species
identification of raw meat from wild animal (wild boar, red deer, roe deer, moufflon). The
sequences selected for amplification was a 359, 194 and a 175 base pair fragment of the
mitochondrial cythochrome b gene as a part of the template DNA. A 194 bp signal was
obtained from game samples, but any bands were detected in the case of beef and pork meats.
The 359 bp and the 175 bp fragment was amplified as a product of PCR from each species,
but in the Alul and Hinf I restriction fragment pattern we could find enough differences for
the identification of the individual species. In contradiction to special literature the
restriction point was not found in the 359 bp length product of the wild boar. It was the first

investigation when the analysis of 175 bp products was applied in case of the wild animals.

Conclusion

The PCR and PCR-RFLP methods combined with model-matrix systems and DNA
concentration step developed by me is a useful analytical method for the identification of
different animal species in raw materials and processed foods.

In the future I am paying a great importance to the investigation of non-meat origin type
ingredients in the meat products such as fat, gelatine, milk powder and egg. It would be
interesting to learn, if they are present in the products and in what extent they can give
overlapping results in the PCR system. I would suggest the refinement and standardisation of
the sampling methods in the development of such chain reaction systems, which are highly
sensitive and could be applied for quantitative analysis as well. In addition I would propose
the application of the mitochondrial DNA based methods for the selection of the gene
sequences which must be multiplied for the analysis of the strongly heat-treated or fried

products because of their higher copy number presented in the cells.

86



8. MELLEKLETEK

M1. Irodalomjegyzék

Jogszabalyok, eldirasok:

1995. évi XC. torvény az élelmiszerekrol.

1996. évi LV. torvény a vad védelmérdl, a vadgazdalkodasrol, valamint a vadaszatrdl.
1997. évi CLV. torvény a fogyasztévédelemrol.

2003. évi LXXXIL. torvény az élelmiszerekrol.

2004. évi XCIV. torvény a vad védelmérol, a vadgazdalkoddsrol, valamint a vadaszatrol szolo
1996. évi LV. torvény modositasarol.

2004. évi X VL. torvény a fogyasztovédelemrdl sz6l6 1997. évi CLV. torvény mddositasardl.
2003. évi CXIL. torvény az egyes foldmiivelésiigyi dgazati torvények modositasarol.
1/1996. (1. 9.) FM-NM-IKM egyiittes rendelet a 1995. évi XC. torvény végrehajtasarol.

9/2002. (1.23.) FVM rendelet a vadon €10 allat €s a tenyésztett vad elejtésérol, husvizsgalatarol
és forgalmardl, valamint a hazinyul husvizsgalatarol.

19/2004. (IL. 26) FVM-ESZCSM-GKM egyiittes rendelete az élelmiszerek jelolésérol.

167/2004. (XI. 29.) FVM-EUM-GKM egyiittes rendelet az élelmiszerek jel6lésérdl sz6lo
19/2004. (1I. 26.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet médositasarol.

56/2005. (VI1.25) FVM rendelet: a vad védelmérdl, a vadgazdilkodasrdl, valamint a
vadaszatrol szol6 1996. évi LV. torvény végrehajtasanak szabélyairdl szol6 79/2004.

(V.4.) FVYM rendelet modositasardl.

90/2005. (X. 13.) FVM-EUM-GKM egyiittes rendelet, az élelmiszerek jelolésérol szolo
19/2004. (II. 26.) FVM-ESZCSM-GKM egyiittes rendelet médositasarol.

Magyar Elelmiszerkonyv, 1-3/13-1 szami eldirds, Egyes hiiskészitmények (2004)

Magyar Elelmiszerkonyv, 2-13 szdmi irdnyelv, Hiiskészitmények (2004)
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M2. Hustermék osszetételével, és jelolésével, valamint ezzel Osszefiiggésben
1évo fogyasztovédelemmel kapcsolatos szabalyozasi informaciok

A dolgozat témdjahoz kapcsolddo torvények és rendeletek:

- 2003. évi LXXXII. torvény az élelmiszerekrol;

- 19/2004. (11.6.) FVM-ESZCSM-GKM egyiittes rendelet az élelmiszerek jelolésérdl és

modositasai: 90/2005. (X. 13.), 167/2004. (XI. 29.);
- 1997. évi CLV. torvény és a modositasardl szol6 2004. évi XVI. torvény
a fogyasztovédelemrol.

Az élelmiszerek jeldlése torvényi szinten a 2003. évi LXXXIL Elelmiszertorvényben,
rendeleti szinten az 19/2004 (I1.26) FVM — ESZCSM —-GKM egyiittes rendeletben, valamint a
Magyar Elelmiszerkényvben (1-3/13-1 Egyes hiskészitmények, 2 -13 Huskészitmények
fejezetei) szabalyozott. Az élelmiszerekkel kapcsolatosan az elsd, altalanos jellegli
jogszabdlyok a XX. szdzad elején jelentek meg, mig a mindségi eldirdsokat
termékszabvanyok rogzitették.
Az Elelmiszertorvény az elddllitds és ellenérzés szabélyozdsa mellett, fogyasztévédelmi
elemeket is tartalmaz, miszerint az élelmiszer jelolése nem vezetheti félre a fogyasztét az
élelmiszer tulajdonsdgait (fajta, azonossdg, jellemzOk, Osszetétel, mennyiség, eltarthatdsag,
szarmazds, eredet, eldallitdsi vagy termelési mdd) illetéen. A termék csomagoldsan magyar
nyelven, kozérthetéen, egyértelmiien, j6l olvashatéan fel kell tiintetni a fogyasztok
tdjékoztatasdhoz sziikséges jeloléseket.
A torvény rogziti a hatdsagi élelmiszer-ellendrzésre jogosultak korét és amennyiben a termék
mindsége kifogasolhatd, feljogositja az ellendrzd hatdsagot birsag kiszabdsara.
Az Eurdpai Gazdasagi Kozosség élelmiszer szabalyozdsahoz igazodva az 1995. évi XC.
torvény hozta létre az eurdpai gyakorlathoz hasonlé, Magyar Elelmiszerkonyvben (Codex
Alimentarius Hungaricus)lefektetett, részletes min0ségi szabalyozas miikodo rendszerét. A
torvény végrehajtasara kiadott 1/996 (1.9.) FM-NM-IKM rendelet alapjan 1996-ban sor keriilt
a Magyar Elelmiszerkonyv els6 kiaddsara. A varhaté Eurépai Uni6 tagsagnak megfeleléen az
Elelmiszertorvény 2003-ban mddosult, mely magaval hozta a Magyar Elelmiszerkonyv
modositdsanak sziikségességét. A torvény 17.§-a szerint a Codex Alimentarius Hungaricus
felépitése harmas tagozéddsi. Az Elelmiszerkonyv 1. kitete kotelezd eldirdsként atvette az
Eurépai Unié egyes irdnyelveit, valamint tartalmazza a Magyarorszagon eldallitott, vagy
forgalomba hozott élelmiszerekre kotelezd eldirdsokat, mig II. kotete az ajanlott

termékleirasokat tartalmazza.
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A Magyar Elelmiszerkonyv III kotete a hivatalos élelmiszervizsgalati médszergytijteményt
foglalja magaba (Szerdahelyi, 2005).
A Magyar Elelmiszerkonyv histermékekre vonatkozéan el6iras-médositast és szigoritast
vezetett be, melynek célja az volt, hogy az egyes termékek elnevezése egyben utaljon annak
mindségére is. A termékmegnevezést illetden, 4ltaldnosan megfogalmazott irdnyelv a
termékek izomfehérje-tartalomtodl fiiggd kategorizalasa.
Ennek megfelelden, amennyiben a termék 0Osszes fehérje tartalmédn beliil az izomfehérje
aranya:

- legalabb 80 %, akkor a megnevezése tartalmazhat mindségi jelzot;

- legaldbb 60 %, a termékek neve alatti 6sszetétel egyedi termékleirdssal meghatarozott;

- 60 % alatt van, a termék csak fantdzianéven keriilhet forgalomba.
A termék izomfehérje tartalma a teljes fehérje (nitrogéntartalom*6,25) és a nem-hus eredetii
fehérjék (novényi fehérjék, tejfehérje), valamint a kotdszoveti fehérjék kiillonbségébol
hatarozhaté meg. A termékek Osszetételének ellendrzése nem konnyl analitikai feladat, mivel
jelen pillanatban nincs elfogadott médszer az izomfehérje-tartalom kozvetlen médon torténd
meghatdrozasara.
A Magyar Elelmiszerkonyv 2-13. sz. irdnyelv Hiskészitmények fejezete, felépitését tekintve
két részre oszthat6. Az ,,A” részben taldljuk meg a hiskészitményekhez felhasznalhat6
husipari alap-, jelleg- és izkialakité anyagok, valamint a his és nem hus eredetii anyagok
eldirdsait, melyek koziil az A.10.4. sz. eloirds (2004) szabdlyozza kozvetleniil az 4llatfajok
jelolésének haszndlatit a hiskészitményben. A termék Osszetételének megadasakor
valamennyi felhaszndlt husipari eredetli OsszetevO nevét az dllatfajra utalé eredettel kell
megnevezni. Ha a hdskészitmény tobb allatfaj hisat is tartalmazza, akkor a termék nevében
utalni kell erre. Egyedi leirdssal meghatarozott termékeknél csak a nyersanyagok kozott
felsorolt husipari alapanyagokat szabad his Osszetevoként felhaszndlni, igy egyéb dllatfaj
husdnak felhaszndldsa még a termék nevének jelzdvel vald megvaltoztatisa esetén sem
engedélyezett. Kiemelendd az is, hogy a termék Osszetételének megaddsakor valamennyi

allati eredetli 0sszetevo nevét az dllatfajra utal6 eredettel is meg kell nevezni!
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A Magyar Elelmiszerkonyv 2-13. sz. iranyelv, Hiiskészitmények ,,B” fejezetében tizenhét, az
alabb felsorolt csoport tartalmazza a magyar hds- €s baromfiipar termékeinek osszefoglalasat,
melybdl tizenot huskészitményekkel, kettd szalonna és zsirfélékkel foglalkozik az aldbbiak

szerint:

- Vorosaruk - Aszpikos termékek

- Mozaikos - Pécolt, fiistolt, fiistolt-fott, langolt, érlelt,
hiskészitmények suitott, formazott hisok

- Formdban siitott - Formdéban vagy bélben fott, pacolt husok
hiskenyerek - Huskonzervek

- Kolbéaszok - Gyorsfagyasztott baromfikészitmények

- Szaldmifélék - Etkezési szalonnafélék

- Hussajtok - Olvasztédsi anyagok és termékeik

- Hurkak - Gyorsfagyasztott huskészitmények

- Kenhet6 haskészitmények

- Pastétomok

Az egyes termékleirdsokndl megtaldlhatéak a makroosszetételre, elsosorban fehérje- és
zsirosszetételre vonatkozé minimum értékek, melyeket a termékek eldéllitasa sordn teljesiteni
kell.
A kovetkezd felsorolds tartalmazza azokat a termékeket, melyek elGirdsai kiemelten
dtkeriiltek a Magyar Elelmiszerkonyv 1-3/13-1 sz. eldirdsai, Egyes hiskészitmények
fejezetébe. E fejezet mellékletei tovabbi szigoritdsokat tartalmaznak arra nézve, hogy a sertés,
marha, 16, csirke illetve pulyka megnevezést tartalmazé pdrizsi, virsli és sonka csak az adott
faj hisabdl allithato elo:

- Vorosaruk (parizsi, baromfi périzsi, krinolin, virsli, baromfi virsli);

- Mozaikos hiskészitmények (sonkds, zala, olasz, nydri turista felvagott);

- Kolbédszok (csemege debreceni, parasztkolbdsz);

- Szalamifélék (téliszalami, csemege szaldmi);

- Pécolt, fiistolt, fustolt-fott, langolt, érlelt, siitott, formazott husok (parasztsonka);

- Formdban vagy bélben fott, picolt husok (gépsonka, baromfi sonka);

- Huskonzervek (natdr libam4j, libaméjpastétom, libam4jparfé);
Etkezési szalonnafélék (fiistolt angolszalonna). Fontos véltozasként kiemelendé a 19/2004
FVM-ESZCSM-GM egyiittes rendelete, mely szabdlyozza a huds kifejezéssel megnevezett
OsszetevOk maximdlis zsir- és kotOszovet tartalmdt. Amennyiben a termék a 27. tdblazatban
felsoroltakndl tobb zsirt vagy kotdszovetet tartalmaz, azt a termékosszetétel feltiintetésekor

kulon ki kell emelni.
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27. tablazat Hus kifejezéssel megnevezett 0sszetevok maximadlis kotoszovet és zsirtartalma

nyul husa

Fai Zsirtartalom Kotoészovet tartalom
) (%) (%)
Emlosok husa,
kivéve a sertést €s 25 25
nyulat
Sertéshus 30 25
Széarnyasok és 15 10

A termékjellés szempontjdbol kiemelendd valtozds a 167/2004. (XI. 29.) FVM-EUM-GKM

egyiittes rendelet, amely szerint a termékben jelenlévd novényi és dllati-eredetli allergén

komponensek jeloléskotelezettek. A 28. tdblazatban ezeket az allergén dsszetevoket foglaltam

Ossze, melyek kozott tobb husféleség, igy a rak, kagylé és hal is szerepelnek. 2005. év
oktéberétdl ez a rendelet kiegésziilt (90/2005. (X. 13.) FVM-EiM-GKM egyiittes rendelet) a

28. tdblazatban felsorolt anyagokbdl késziilt, de allergénnek nem mindsiilo termékkel. Ezek

elsdsorban olaj és szeszesital termékek. A helyteleniil jelolt aru a fogyaszté anyagi

megkdrositdsan kiviil, tobb esetben is sidlyos egészségiigyi kovetkezményekkel jarhat

élelmiszer-allergia esetében. Szerencsére a husfehérjék 4ltal kivaltott allergia ritkdn fordul

eld, azonban a hustermékekben haszndlhat6 husfehérje p6tldé anyagok, elsdsorban a szdja, tej,

tojas, buza és fliszerek okozhatnak problémit.
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28. tablazat Az €élelmiszerek cimkéjén kotelezden jelolendd allergén Gsszetevok

1. Glutént tartalmazé gabona (buza, rozs, arpa, zab, tonkoly, kamut-biza vagy ezek
hibrid valtozatai) és azokbol késziilt termékek

2. Rakfélék és azokbdl késziilt termékek

3. Tojas és abbdl késziilt termékek

4. Halak és azokbdl késziilt termékek

5. Foldimogyor6 €s abbdl késziilt termékek

6. Szdjabab és abbol késziilt termékek

7. Tej és abbol késziilt termékek (beleértve a laktozt is)

8. Di6félék, azaz mandula (Amygdalus communis L.), mogyor6 (Corylus avellana), di6
(Juglans regia), kesudié (Anacardium occidentale), pekandié [Carya illinoiesis
(Wangenh.) K. Koch], brazil dié (Bertholletia excelsa), piszticia (Pistacia vera),
makaddmia és queenslandi di6 (Macadamia ternifolia) és azokbdl késziilt termékek

9. Zeller €s abbodl késziilt termékek

10. Mustar €s abbdl késziilt termékek.

11. Szezammag €s abbdl késziilt termékek

12. Kén-dioxid és SO,-ben kifejezett szulfitok 10 mg/kg, illetve 10 mg/liter koncentraciot
meghalad6 mennyiségben

(Forrds: 167/2004. (X1. 29.) FVM-EUM-GKM egyiittes rendelet)

A gazdalkod6 szervezetek, fogyasztokat érintd tevékenységét a fogyasztovédelemrol szol6 az
1997. évi CLV. torvény és 2004. évi XVI. torvénymodositds szabdlyozza. A tovabbiakban
néhany, a fogyaszté érdekvédelmét biztositd paragrafust foglalok Ossze. A 1997. évi CLV.
torvény elsd részének, II. fejezete (3-5.§) szdl a fogyasztd éEletének, egészségének és
biztonsdganak védelmérol, mely szerint nem biztonsdgos €élelmiszer nem hozhato forgalomba.
Amely élelmiszerrdl kideriilt, hogy kockazatot jelent a fogyasztéra nézve, a forgalombdl ki
kell vonni, illetéleg vissza kell hivni. Ennek megvaldsitisa érdekében az arut megfeleld
azonosito jeloléssel kell elldtni €s ezt rendszeresen ellendrizni kell. A 1997. évi CLV. térvény
(III. fejezet, 6. § és moddositdsa) szerint, a fogyaszt6 vagyoni érdekei sériilhetnek, ha a
fogyaszté nem megfeleld mindségli druval latja el vagy megsérti a cimkézésre vonatkozé
eldirdsokat.
A 1997. évi CLV. torvény IV. fejezet 9-11. § -ai részletezik a fogyaszté6 megfeleld
tdjékoztatasdhoz sziikséges a cimkéz€st, melynek tartalmaznia kell:

- az aru-azonositdsra alkalmas megnevezést, amelyet védjegy vagy fantdzianév nem

helyettesithet

- gyartdjanak vagy forgalmazdjinak nevét és cimét, azonositisra alkalmas médon;
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- szarmazasi helyének megjelolését, ha az aru nem az Eurdpai Gazdasdgi Térségbol
szarmazik;
- méreteit, netté mennyiségét az arura jellemz6 mértékegységben vagy darabszamban;
- eldallitasdhoz felhasznalt OsszetevOket (mennyiségi Osszetétel, a felhasznalt anyagok
aranya);
- rendeltetésszerli hasznalhatésdganak vagy mindségmegOrzésének varhat6 idOtartamat.
Az els6 hdrom pont megaddsa magyar nyelven is sziikséges. Tovdbbd a 16. § alapjan a gyarto
felelds a fogyaszt6 tdjékoztatdsaért. A fogyasztévédelemmel kapcsolatos hat6sagi feladatokat
a Fogyasztovédelmi Fofeliigyeldség szakmai irdnyitdsdval a teriileti feliigyeloségek 14tjak el
(1997. CLV. trv., VIL. fejezet, 42. §).
Hasonl6an az élelmiszerekkel kapcsolatos szabdlyozdshoz a vaddszat, vadvédelem is torvényi
szinten, ennek végrehajtdsa rendeleti szinten, valamit tovdbbi rendeletekkel szabédlyozott. A
hatdlyos torvényi szabdlyozast tekintve a vad védelmérdl, a vadgazdalkodasrél, valamint a
vaddszatrol szolé 1996 évi LV. torvény €s annak 2003. évi CXII. , valamint 2004. évi XCIV.
torvény modositdsai érvényesek. A nyolc nagy fejezetbdl allé vaddszati torvény masodik
fejezete (IL. fejezet: a vad és élohelyének védelme) szabélyozza a vadaszati idény és vadaszati
tilalmi 1d6 targykorét. A vadaszati idényt a miniszter, a természetvédelemért felelOs
miniszterrel egyetértésben rendeletben allapitja meg. A hatdlyos vaddszati idényeket a 29.

tablazatban ismertetem.

29. tablazat a 2005 évi idényben, vadaszhat6 nagyvad fajok

Nagyvad faja Vadaszati idénye
Gimszarvasbika, golyora érett szeptember 1-oktober 31.
- bika selejt, tehén szeptember 1-janudr 31.
- iin6, borju szeptember 1-februdr 28.
Démbika, golyora érett oktober 1-december 31.
- bika selejt oktéber 1-janudr 31.

- tehén, iind borju oktéber 1-februar 28.
Ozbak aprilis 15-szeptember 30.
- suta, gida oktober 1.-februar 28.
Muflon kos, muflon juh, -jerke, -barany szeptember 1-februdr 28.
Vaddiszn6 kan, siildé, malac, (*6) egész évben

- koca majus 1-janudr 31.
Sz1ke/1 SZ&,TV%SbIka’, - szeptember 1- december 31.
- tehén, -iind, -borju

(Forrds: a 79/2004. (V. 4.) FVM rendelet 5.5z mellékletének 56 /2005 (VI:25) modositdsa)
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A 79/2004. (V. 4.) FVM rendeletben eldirt vaddszhaté nagyvad fajok:
— Gimszarvas (Cervus elaphus),
— Damszarvas (Cervus dama),
— Oz (Capreolus capreolus),
— Muflon (Ovis gmelini musimon),
— Vaddiszn6 (Sus scrofa),
— Szikaszarvas - Japan szika (Cervus nippon nippon),

— Dybowski szika (Cervus nippon hortulorum),

Elelmiszerbiztonsagi, vadvédelmi, valamint feldolgozdsi szempontbél meghatdrozé a kilétt
vadak szdma, faja és egészségi allapota. Szigoru szabdlyozas ald esik, hogy az adott vaddszati
évben csak megfelel6 vadgazdidlkodasi tervben eloirt faju és szamu egyed Iohetd ki. A
kilovést kovetden a vadbegyiijtd helyen, vagy a vadfeldolgozd iizemben allatorvosi
husvizsgdlatnak kell megeldznie a feldolgozast. Az dllat huasa megfeleld jeloléssel
(sorszammal ellatott azonositd) és papirokkal szallithatd, melynek tartalmaznia kell az adott
faj megnevezését is. A husvizsgalatok koziil kiemelném az emberben is haldlos kimenetell
betegséget el6idézd trichinella kimutatisat, melyet a vaddiszn6 esetében kell elvégezni.

Allatokra vonatkozé jarvanyiigyi szempontbdl pedig a sertéspestis ellendrzé vizsgalatokat
emelném ki. A husvizsgdlatokrdl, jelolésrdl, csomagoldsrdl részletesen a vadon €10 dllat és a
tenyésztett vad elejtésérdl, husvizsgdlatir6l ¢és forgalmér6l, valamint a hdazinyul

hisvizsgdlatarol sz616 9/2002. (1.23) FVM rendelet rendelkezik.
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Ko6szonom témavezetdom Dr. Hajés Gyongyi osztdlyvezetd tdmogatdsat €s javaslatait a

dolgozat 0sszeallitdsdban.

Koszonom féosztlyvezetém, Dr. Gelencsér Eva és Dr. Karpati Gyorgy 6sztonzését a PhD
fokozat megszerzéséhez €s munkdm sordn nyujtott szakmai tdmogatasit. Koszondom Dr.

Cukor Balint a dolgozat javitdsahoz adott Gtleteit.

Koszonettel tartozom Dr. Szamos Jendnek a PCR technika elsajatitdsaban nyujtott gyakorlati
szakmai tdmogatasaért, Molnar Mihdlyné laboratériumi asszisztensnek, valamint Ujhelyi

Gabriella tudoményos segédmunkatérsnak a kisérletek kivitelezésében nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom az Orszdgos Husipari Kutatd Intézet munkatdrsainak és a Champden és
Chorleywood Kft munkatarsainak, hogy ko6zos pélydzatokkal segitette munkdmat. Valamint
koszonet a Pilisi Parkerd6 Gazdasagnak és a Mavad Vecsés Rt-nek a mintdk beszerzésében

nyujtott timogatisaért.

Végiil szeretném megkoszonni Csalddom kitart6 tiirelmét.
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