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1. ELOZMENYEK

A husok és hustermékek alapveto szerepet toltenek be tdplalkozasunkban, elsdsorban nagy bioldgiai
értéket képviseld fehérje- és kedvezd makréelem-osszetételiiknél fogva. A kiilonb6zd husok
azonositidsa napjainkban egyre fontosabbd valo feladat, mivel az élelmiszeriparban is
meghatdrozova vdlik a fogyasztévédelem és a mindségbiztositds. Az dallatfajok azonositdsa a
termékhamisitds, egészségvédelem, export-import ellendrzések, valldsi fogyasztdsi tabuk,
allatvédelem, biiniigyek felderitésének teriiletein vélhat jelentdssé. Az élelmiszeripar szamara a
termék osszetétel és a jelolés szabdlyozasat tekintve a 2003. évi LXXXII. Elelmiszer Térvény, a
19/2004 (11.6) FVM-ESZCSM-GKM rendelet (a 90/2005 (X. 13) és 167/2004 (XI1.29) mddositasai)
és a Magyar Elelmiszerkonyv eldirdsai irinyadéak. Ennek megfelelden sziikség van olyan analitikai
modszerek kidolgozasira és fejlesztésére, melyekkel egy Osszetett élelmiszer-rendszerben is

megvaldsithaté a szelektiv, faj-specifikus eredet azonositas.

Az irodalom szdmos mdédszert ismertet, melyek jelentds része a gyakorlatban is alkalmazott fehérje-
vagy DNS-alapi azonositds elvén miikodik. Az izoelektromos foékuszédlds (IEF) és az
immunanalitikai technikdk (ELISA, immunkromatogréfia) altalinosan haszndlt fehérje- alapu
modszerek. Az izoelektromos fokuszalds alapja a fehérjék pH gradiensben torténd elvalasztasa,
mely elvalasztast kovetden a fehérjesdvok Commassie blue, eziist vagy pszeudoperoxiddz festéssel
tehetok lathatovda. Ezek a modszerek azonban nem alkalmasak voOrosaru és konzerv-tipusu
hastermékek vizsgalatdra, mivel a legtobb oldhaté fehérje a tartdsitdsi eljardsok sordn aggregalddik
vagy degradédlédik. A husfehérjék és az ellenanyagok kovalens kotésli immunkomplexének
kimutatdsan alapulé immunanalitikai technikdk egy része hokezelt termékek esetében is mikodik.
Hatranyuk azonban, hogy egyes fajok egymas melletti kimutatdsa esetében (csirke-pulyka; sertés-
vaddisznd; marha-birka-szarvas) a kifejlesztett immunszérumok keresztaktivitdst mutathatnak.
Emellett probléma lehet az is, hogy a fehérjék mennyisége kortdl, fajtitdl, takarmanyozastol és
szovet tipustdl fliggd ingadozdst mutat. A DNS-alapd mddszerek nagy elonye, hogy a DNS
szekvencia az adott élélényre jellemzd, minden sejtjében azonos €s nem valtozik meg a hokezelés
hatdsdra, viszont a vizsgdlati mddszereknél figyelembe kell venni a fragment-méret jelentds
csokkenését. A technikdk koziil leginkdbb a DNS sokszorozdson alapulé PCR-mdédszerek
(egyszeri-PCR, RAPD-PCR, multiplex-PCR, PCR-RFLP, real-time PCR) kiilonboz6 valtozatai
terjedtek el. Elelmiszeranalitikai céld, faj-specifikus vizsgalatok publikdciéi a nemzetkdzi
szakirodalomban megtaldlhatok, kevés azonban a terméktipus modelleken alapuld vizsgalat. A

hazai gyakorlatban elsdsorban a fehérje bazisu ELISA kit-ek hasznalata terjedt el, azonban egyre

3



tobbszor meriilnek fel olyan specidlis analitikai feladatok, melynek megolddsdhoz specifikus,

nagyobb érzékenységli PCR technikdk sziikségesek.

2. CELKITUZESEK

A fentiek ismeretében célom volt:

DNS-re alapozott, polimerdz lancreakcién (PCR) alapulé analitikai eljardsok kifejlesztése

haszonallatok (marha, sertés, csirke) hismintdinak szelektiv elkiilonitésére.

Modell vizsgalati mddszer kidolgozdsa a DNS kivonds hatékonysdgidnak €s a polimerdz
lancreakcion alapulé technikdk (egyszeri-PCR, PCR-RFLP) kimutatdsi hatarértékének

meghatdrozdsara.

Haszondllatok hudsanak (marha, sertés, csirke) faj-specifikus kimutatdsidhoz alkalmazott

egyszeri-PCR és PCR-RFLP technika vizsgélata vorosaru tipusu modellek alapjan.

Haszondllatok huisdnak (marha, sertés, csirke) faj-specifikus kimutatdsdhoz felhasznélt

egyszeri-PCR és PCR-RFLP mddszerek vizsgalata konzerv tipust modellek alapjan.

Kereskedelmi forgalombdl szarmazé histermékek véletlenszeri szilirése faj-specifikus

hiseredet kimutatds céljabol.

Egyszert-PCR, valamint restrikciés fragmenthossz polimorfizmust detektdlé PCR
modszerek fejlesztése nagyvad fajok (vaddisznd, szarvas, 6z, muflon) hidsmintdinak
haszondllatok hdsmintditél valé elkiilonitésére, illetve az egyes nagyvad fajok

meghatdrozasara.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgdlati mintdk. A sertés és marha hdsokat kozvetleniil a vagéhidrol, a csirke és pulyka
husokat kereskedelmi forgalombodl szereztem be. A vadhusok a Mavad Rt. Vecsési és az
Oreglaki Vadfeldolgozébél szarmaztak, a muflon hiist a Pilisi Parkerdd Gazdasdg biztositotta.
A PCR-modszer tesztelésére 30% 0Osszhus tartalmua vordsaru tipusi modellt, €s 60% Osszhus
tartalmd, konzerv-jellegi modellt haszndltam fel, melyek hozzdadott sét, vizet és

sz0jafehérje-izolatumot is tartalmaztak.

Polimeraz lancreakcion alapulo technika. A DNS-izoldlast proteindz-K enzimes elokezelést
kovetden Wizard DNA Clean Up technikaval végeztem husmintdkbol, osszetett modellekbol
és élelmiszerekbdl (vorosaruk, méjasok és konzervek). Osszehasonlitidsként a htismintdkbdl
proteindz enzimes kezeléssel kombinalt, cetil-trimetil-ammonium-bromidos extrakcids
(CTAB) technikdval is végeztem DNS-izoldlast. A sterilezett mintdkndl és konzerv
élelmiszereknél a mintamatrix izoldlds elotti koncentrdlasdhoz Amicon ultraszlird (vagési
érték 10000 Dalton = 50 bp duplaszali DNS) rendszert hasznéltam fel. A tiszta DNS-oldat
koncentracidjanak €s tisztasdganak (jellemzdje: R = Azgo280) ellendrzésére spektrofotometrids
mérést, Osszetoredezettségének meghatarozdsara gél-elektroforézist végeztem, 2% -os

agar6zgél felhasznédlasaval Tris-borsav-EDTA pufferben.

A sokszoroz6d6 DNS-szakasz a sertés-specifikus primerpar (Sw01-Sw02) esetében a
novekedési hormont koédolé gén 108 bazispar hosszisdgu szakasza volt. A marhahus faj-
specifikus vizsgalatanak alapja, a marha novekedési hormont kodol6é gén 130 bazispar hosszu
szakaszdnak felsokszorozdsa volt Ca03-Ca04 primerpar segitségével. A mitokondridlis,
citokrém b fehérjét kédold gén 359 bp-os fragmensének, Rsal enzimmel végzett PCR-RFLP

vizsgalatan alapult a csirke faj-specifikus detektalésa.

A vadhusok szelektiv meghatdrozasara és a marha, valamint sertés hudstdl val6 elkiilonitésére
egy egyszeru, citokrom b fehérjét kddold, mitokondridlis DNS-alapu PCR-rendszert (RD1-
RD-2 primerek), valamint két kiilonbozd restrikciés enzimmel (Alul és Hinfl) végzett PCR-
RFLP technikat haszndltam. Ez ut6bbi esetekben a kimutatds alapja szintén a mitokondridlis
gén 175 bp (Scytb1-Scytb2 primerek) és 359 bp (Cytb1-Cytb2 primerek) szakasza volt.

A termékanalizist minden esetben poliakrilamid gélelektroforézissel végeztem, a géleket 15
percig etidium-bromiddal festettem, majd megfeleld sziiréfeltét alkalmazasa mellett KODAK

EDAS 290 rendszerrel fotéztam €s értékeltem.



4. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Haszonallatok (marha, sertés, csirke) husmintainak szelektiv elkiilonitése és kimutatasa
modell rendszerekben, valamint kereskedelembdél szarmazé élelmiszermintakban PCR -

és PCR-RFLP modszerekkel

Kiilonbozd haszonéllat fajokbdl szdrmazd mintdk (marha, sertés, csirke) egymds melletti
szelektiv kimutatdsat DNS-alapu, egyszerli polimerdz lancreakcidval (egyszeri-PCR) és
restrikcids fargmenthossz polimorfizmuson alapulé polimerdz ldncreakciéval (PCR-RFLP)
végeztem el. A mddszer megalapozasat, a DNS kivonas hatékonysaganak vizsgélatit és a
lancreakciok kimutatdsi hatdrértékének meghatdrozasit vordsaru és konzerv-tipusu,

szOjafehérjét is tartalmazo hismodellek felhasznéldsdval végeztem el.

Az egyszerli PCR-rendszerekben az SWO1-SWO02 primerparral kizarélag a sertéshis DNS
mintdjdbol, a Ca03-Ca04 primerpérral egyediil a marhahusbodl izolalt DNS mintdbdl kaptam
jol lathatd, erds jelet. A tobbi vizsgalt hisminta (csirke, pulyka) DNS-e, valamint a szdja és a
biiza DNS mintdi nem adtak PCR jelet. A csirkehus kimutatdsara a mitokondridlis gén,
citokréom b fehérjét kodold régidjanak Cytbl — Cytb2 primerparral felszaporitott, 359 bp
hosszi  szakaszdnak fragmenthossz-polimorfizmusian alapulé6 PCR-RFLP-rendszert
alkalmaztam. Ez esetben minden vizsgdlatba vont faj (marha, sertés, csirke és pulyka) DNS
mintdjabol kaptam PCR terméket, majd ezt Rsal restrikciés enzimmel hasitva a csirke
esetében kettd (210 bp, 149 bp), a pulykdndl harom (149 bp, 109 bp és 101 bp) kisebb méretii
fragmenst nyertem. Friss husok esetében a Wizard technikdval megfeleld mennyiségl
(4tlagosan 8,59 pug DNS/100 mg minta) és ,,PCR tiszta” (1,7 <R<2,0) DNS-oldatot tudtam
izoldlni, mig a CTAB mddszerrel az atlagos R érték nem érte el az 1,7-et (R=1,54). 1,7-es R
érték alatt a minta fehérje szennyezést, 2,0 f6l6tt RNS szennyezést tartalmaz. A késObbiekben

ezért a Wizard technikat hasznaltam a modellek és az élelmiszerek DNS-izolalasahoz.

A konzerv modellek és sterilezett hustermékek fragmentalodott DNS-tartalmanak kinyerésére
megnoveltem a kiinduldsi minta mennyiségét (300 mg-rél 1,5 g-ra) és az enzimes eldkezelés
utdn a mintatérfogatot sziiréssel koncentraltam. Ezzel a mddositdssal egy 1épésben novelhetd
volt a DNS kinyerés. A kialakitott mddszereket laboratériumban elédllitott, nyers hus-his
keverékeken, Osszetett, vorosaru tipusi (78 °C térhdmérsékleten, 45 percig) és sterilezett
konzerv (121 °C, 50 percig) modelleken teszteltem. Az izoldlds sordan 300 mg mintdb6l

kinyerhetd Osszes DNS mennyisége a kiinduldsi nyers keverékhez képest 24-29 pg-rol,
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sterilezett mintdban lecsokkent 7-9 ug-ra, mellyel parhuzamosan a DNS atlagos fragmens-
mérete 500 bp ald esett vissza. Vorosarukbol €s a mdjasokbol mintatol fiiggden 8-45 ug

DNS/ 300 mg minta volt kinyerheto.

Sterilezett mintdkndl a koncentraldssal a modellekben 20-37 pg, a termékekben 127-320 pug
DNS volt izolalhat6 egy 1épésben 1,5 g kiinduldsi anyagbdl. Megallapitottam, hogy az ismert
Osszetétell mintdkkal nyers és vorosaru tipusu, Osszetett modellrendszerben a kimutatds
azonos érzékenységgel 0,5 %-os keverékben is megvaldsithatd. A konzerv modellkeveréknél
azonban a feldusitott DNS tartalommal €s nagyobb ciklusszdmmal javitott reakcid is csak a

10 %-os keverékben adott pozitiv jelet.

A tovabbiakban a bedllitott PCR és PCR-RFLP technikdkkal kereskedelemi forgalombol
szarmazd husipari termékmintdk elemzését végeztem el marha, sertés, csirke eredetli
OsszetevOk kimutathatosagédra, majd az eredményeket Osszevetettem a cimke jelolésekkel. A
vizsgdlatok sordn eltéréseket tapasztaltam minden vizsgédlt termék-csoportban.
Elelmiszervizsgélati eredményeimmel hézagp6tlé adatokat gyijtottem a belfoldi gyartoktol

szarmazo husipari termékek DNS-alapu jellemzésével.

Haszonallatok (marha, sertés) és nagyvad fajok (vaddiszno, 6z, szarvas, muflon)

hismintainak egymas melletti szelektiv kimutatasa

Kutatdsaim masik irdnya a vadhisok egymds melletti meghatdrozasa és haszonallatoktdl valé
elkiilonitése volt. Ez esetben a mitokondridlis gén 175 bp, 194 bp és 359 bp szakaszit
sokszoroztam, majd a 175 és a 359 bp méreti PCR termékeket Alul és Hinfl restrikcios
enzimekkel hasitottam el. A vizsgdlatok sordn eredményesen Kkiilonitettem el a hazai
nagyvadak (gimszarvas, 6z, muflon, vaddisznd) hismintdit a sertés és a marhahustdl a
citokrom b fehérjét kodold gén kimutatdsan alapulé 194 bp egyszeri PCR-rendszer
felhaszndlasdval. A vadhisok DNS mintédi pozitiv jelet adtak, mig a sertés és marha DNS
mintdkbdl PCR jel nem képzddott. A nemzetkdzi irodalomban publikalt eredményektol
eltéroen, a vecsési feldolgozobol szarmazo vaddisznd mintak mitokondrialis génre épitett 359
bp PCR-RFLP rendszerben tortént vizsgdlati eredményei azt mutattdk, hogy ennél a
populaciondl hidnyzik a Hinfl restrikciés enzimes hasitési hely.

Vadhusokbdl nyert DNS mintdkra elsdként alkalmaztam a citokrom b fehérjét kodol6é génre
épitett 175 bp PCR eljarast, melynek segitségével el tudtam kiiloniteni a muflon és vaddiszné

hasokat a szarvas-félék mintaitol.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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

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

osszetételli modellrendszert vezettem be a PCR és PCF-RFLP mddszerek adaptaciéjdhoz.

2) A sterilezett, konzerv tipusti modellrendszer alkalmazasa esetén az erdsen fragmentalddott
DNS-szakaszokat Amicon Ultraszirovel besuritve PCR-sokszorozasra alkalmas,

megfelel6 mennyiségli és mindségli DNS szakaszokat nyertem.

I1. Kereskedelmi mintak vizsgalata

1) Belfoldi husiizemek éaltal gyartott termékek esetében hézagpdtld Osszesitd adatokat
gyljtottem a jelolésekben megadott husosszetétel, €s a DNS alapu vizsgélatokkal igazolt

faj-specifikus eredet kozott.

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

hismintainak egymas melletti szelektiv kimutatasa:

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

haszonallatok hdsanak DNS mintait.

2) A citokrém b fehérjét kddold gén, Cytb1-Cytb2 primerparral sokszorozott, 359 bp-os PCR-
RFLP rendszerti vizsgdlatdval felderitettem, hogy a vecsési vadfeldolgozébdl, négy
kiilonbdz6 mintdbdl szarmazé vaddisznd DNS mintdbdl hidnyzik a Hinfl restrikcids enzim
hasitdsi helye, és megdllapitdsaim szerint ez alkalmas lehet a foldrajzi eredet

meghatdrozasara.

3) Vadhusokbol izoldlt DNS mintdkon elsoként alkalmaztam az Scytbl-Scytb2 primerpéarral
felszaporitott, mitokondridlis gén citokrom b fehérjét kdédold génszakaszanak 175 bp-os
fragmensére épitett PCR-RFLP eljarast, amellyel lehetové valt a muflon és a vaddiszné hus

elkuilonitése a szarvashustol.



6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

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

A tovabbiakban azonban lényegesnek tartom a nem izom eredetli 0sszetevok (zsir, zselatin,
borke €s inpép, tojas) vizsgalatit is, mivel pozitiv eredményt adhatnak PCR-rendszerben,
amennyiben a termékekben megtaldlhaték. A sokszorozandé génszekvencidk kivalasztasanal
mitokondridlis DNS-moddszerek alkalmazdsat javaslom az er0sen hokezelt termékek
mennyiségi vizsgalatokra alkalmazhatd ldncreakcios rendszerek kidolgozasdhoz javaslom a
mintavételi modszerek egységesitését, kiilonboz0 izoldlasi modszerek fejlesztését €s
Osszehasonlitdsdt, valamint a mennyiségi analitika fejlesztéséhez a megfeleld referencia

standard sorok kidolgoz4sat.
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