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K:rzyéci wynikajace z mozliwoS$ci oznacza-
ia gatunkowego materialu biologicznego

Wiarygodnos¢ sktadu gatunkowego jest cze-
stym przedmiotem badan laboratoryjnych powig-
zanych glownie z produktami spozywczymi, jak
rowniez z mikro§ladami. Kontrolowanie jakosci
oferowanej zywno$ci od dawna jest waznym
elementem rynku produktow zywnoSciowych.
Potrzeba ta wiaze si¢ z kwestiami zdrowotny-
mi, przekonaniami religijnymi oraz najczegsciej
wzgledami ekonomicznymi. Wedlug WHO,
w Europie 4-8% spoteczenstwa cierpi na aler-
gie na mleko bydlece czy jajka kurze (Lifschitz,
2015; Vandenpla i in., 2015). Przekonania re-
ligijne wielu kultur stanowig bodziec do kon-
trolowania rzeczywistego sktadu zywnosci,
poniewaz bardzo czesto dochodzi do celowego
falszowania dedykowanych dla tych spoteczno-
sci produktéw spozywcezych poprzez substytucje
tatwiej dostepnymi zamiennikami zadeklarowa-
nych sktadnikéw (np. innym, tanszym migsem
lub roslinnymi wypetiaczami) (Amgqizal i in.,
2017). Falszowanie dotyczy nie tylko catkowitej
podmiany gatunkéw, ale rowniez zanizania ilo-
Sciowego udziatu drozszego komponentu w mie-
szaninie. Wystarczy tu nadmieni¢, ze wedtug
raportu inspekcji handlowej 13,7% migsa krojo-
nego jest zafatszowane (Sprawozdanie Urzedu
Ochrony Konsumentéw i Konkurencji, 2019).
Falszowanie, czy to celowe czy wynikajace z ar-
tefaktow towarzyszacych obrobcee roznych gatun-
kéw migsa, dotyczy zarowno produktow spozyw-
czych (Liyana i in., 2018; Prusakova i in., 2018),

jak réwniez karm dla zwierzat (Das i in., 2019;
Holda i in., 2018). Takze w innych aspektach zy-
cia badania identyfikacji gatunkowej sg bardzo
przydatne. Przyktadami moga by¢: identyfikacja
w sier§ci, w wyprawionej skorze, jak rowniez
w $ladach biologicznych.

Poznanie metod umozliwiajacych okreslenie
sktadu gatunkowego — ilosciowego i jako$cio-
wego — staje si¢ we wspolczesnym laboratorium
niezbedne, dajac mozliwosci zarowno kontrolo-
wania zgodnosci deklaracji producenta z realnym
sktadem produktu, jak i wyznaczenia gatunku po-
chodzenia dowolnej matrycy.

Mozliwosci badan niezaleznie od liczby identyfi-
kowanych jednoczesnie gatunkow oraz materia-
tu podlegajgcego analizie

Do analizy najcze$ciej uzywa si¢ mtDNA.
Przewaga genomu mitochondrialnego nad geno-
mowym wynika z jego odporno$ci na dziatanie
czynnikow fizycznych — temperatury i cisnie-
nia, ktore sg nieodtagcznym elementem proceséw
technologicznych przy obrobce zywnosci. Ta ce-
cha mtDNA przyczynia si¢ do bardzo wysokiej
czuto$ci analiz. Do badan mozna stosowac caty
genom mitochondrialny, chociaz najczesciej uzy-
wa sie cytochromu B i d-loop. Cytochrom B jest
najbardziej konserwatywnym fragmentem mito-
chondrialnego genomu. Jego poznanie postuzyto
do badan genomu wielu organizmow, zaréwno
tych najbardziej pospolitych, jak i niezmiernie
rzadko spotykanych. Z kolei Petla D cechuje si¢
najwigkszym zréznicowaniem migdzygatunko-
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wym. Mitochondrialny genom jest bardzo krot-
ki w poréwnaniu z calym genomem organizmu.
U zwierzat ma on jedynie nieco ponad 16000 pz,
co sprawia, ze stosunkowo tatwo mozna opraco-
wac metody identyfikujace interesujacy naukow-
ca panel organizmoéow. Wspotczesne publikacje
naukowe opisujg szereg metod; od identyfikacji
pojedynczych gatunkow zwierzat gospodarskich
(Rosalee i Morrissey, 2008) i towarzyszacych
cztowiekowi (Hossain i in., 2019) po DNA zwie-
rzat mniej pospolitych, jak kangury czy krokody-
le (Ahmad Nizar i in., 2018) Iub rekiny (Fotedar
i in., 2019). Jest to najprostszy sposob analizy
i — przy odpowiednich naktadach czasu, pracy
oraz $rodkow finansowych — laboratorium moze
opracowac¢ identyfikacje konkretnego gatunku.
Metody tego typu zazwyczaj bywaja bardzo czu-
fe, czesto pozwalaja na oznaczenie zafatszowania
ponizej 1% (Ali 1 in., 2015). Niekiedy bardziej
korzystna od oznaczania pojedynczych gatunkow
jest jednoczesna identyfikacja grupy zwierzat.
Wtedy metody sg bardziej wymagajace, ponie-
waz wymuszaja takie dostosowanie warunkow
reakcji, aby uzyskac specyficzno$¢ dla kilku frag-
mentéw DNA, charakterystycznych dla poszcze-
golnych identyfikowanych gatunkéw, jednocze-
$nie roznigcych si¢ sekwencjami miedzy soba.

Metody molekularne pozwalajg na oznacza-
nie DNA w kazdej matrycy, niezaleznie od jej
postaci. Bez przeszkod mozemy okresli¢ sktad
gatunkowy produktéow wytworzonych z migsa,
kosci, krwi, nabialu, w postaci zelatyny czy lio-
filizatow. Jest to uzyteczne w przypadku matryc,
ktore stanowig mate fragmenty tkanek, np. mi-
kroslady, plamy krwi czy fragmenty siersci.

Wszystkie identyfikowane fragmenty DNA
powinny by¢ krotkie, nie przekraczajace 100 pz,
poniewaz drastyczne dziatania temperaturg i ci-
$nieniem powoduja pocigcie DNA na kroétkie od-
cinki. Metoda taka jest wiec bardziej uniwersalna
i pozwala na identyfikacje DNA niezaleznie od
stopnia przetworzenia probki.

Uzywane metody, ich moZliwosci i ograniczenia
Najskuteczniejsze metody oznaczania ga-

tunkowego sa oparte na technice PCR, rowniez
W czasie rzeczywistym, a takze w odmianach mo-
nopleksow czy multipleksow. Detekcja w PCR
W czasie rzeczywistym jest mozliwa przy wyko-
rzystaniu zaréowno sond, jak i barwnikow wigza-
cych si¢ z DNA (np. SYBR Green). Kazda z tych
metod ma zalety i ograniczenia.

1) tradycyjny PCR

Najprostsza z nich, PCR tradycyjny mono-
plex jest niezastgpiony, kiedy okreslamy jeden
konkretny gatunek, poniewaz zwykle ma bardzo
wysoka granicg oznaczalnosci. Ograniczeniem
takiej metody jest jednak fakt, ze pozwala ona je-
dynie rozstrzygnaé, czy dana substancja zawiera
DNA oznaczanego gatunku. Wigcej mozliwosci,
ale tez i probleméw, sprawiaja reakcje multiple-
xowe, ktore wymagaja zoptymalizowania tempe-
ratur przytaczania dla wszystkich uzytych starte-
row. Moze to powodowaé zachodzenie poszcze-
gblnych reakcji z roznymi wydajno$ciami, co
w skrajnych przypadkach, np. przy bardzo niskim
poziomie zafatszowania — skutkuje otrzymaniem
wynikow fatszywie negatywnych.

2) PCR-RFLP

Osobng grupg metod stanowi polimorfizm
dlugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP).
Technika ta opiera si¢ na trawieniu enzymem
restrykcyjnym weczesniej otrzymanego produk-
tu PCR. Metoda pozwala na identyfikacje wielu
gatunkow zwierzat jednocze$nie i jest bardzo
skuteczna dla matryc monogatunkowych, po-
zwalajac na jednoczesng identyfikacj¢ nawet 30
potencjalnych gatunkow zwierzat. Jednak uzycie
matryc zlozonych moze generowaé btedy w od-
czycie ze wzgledu na potencjalne podobienstwo
wzoréw restrykcyjnych dla analizowanych ga-
tunkéw zwierzat lub mozliwo$¢ niepetnego tra-
wienia miejsca restrykcyjnego (Gil, 2007; Mata,
2020).

3) Sekwencjonowanie Sangera
Dla oznaczania probek, ktorych sktad jest
catkowicie nieznany i kiedy okreslenie poten-
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cjalnego gatunku jest bardzo trudne uzytecznym
narzedziem moze sta¢ si¢ sekwencjonowanie
Sangera. Poprzez wybdr fragmentu homolo-
gicznego dla kilku gatunkéw mozna precyzyjnie
i w szybkim czasie wyznaczy¢ jego pochodzenie
gatunkowe. Sekwencjonowanie nie jest meto-
da pierwszego wyboru dla rutynowych prostych
oznaczen, jednak w przypadku badan obarczo-
nych wigksza niewiadomg stanowi niezastapione
narzedzie.

4) Real-time PCR

Badania ilosciowe wykonywane przy zasto-
sowaniu Real-time PCR sg niezastapione podczas
okreslania procentowej zawarto$ci poszczegdl-
nych gatunkow w probce. Stanowig one ciggle
wyzwanie dla badaczy ze wzgledu na odmienng
reaktywnos$¢ probek rdéznigcych si¢ sposobem
1 stopniem przetworzenia czy rodzajem matrycy,
co powoduje konieczno$¢ zwigkszenia naktaddéw
pracy do wytworzenia materialu referencyjnego,
stluzagcego do otrzymania krzywych standardo-
wych.

Problem ilosci DNA w analizie

Osobnym problemem jest ilo§¢ materia-
hu badawczego, jaki poddawany jest analizie.
W przypadku oznaczania mikro§ladow, standar-
dowe ilosci wymagane przy wyodrebnianiu DNA
wigkszoscig zestawdw do izolacji moga by¢
nicosiggalne. Zazwyczaj jednak nie stanowi to
problemu, poniewaz mtDNA charakteryzuje si¢
licznym wystepowaniem w kazdej komorce orga-
nizmu w wielu milionach kopii.

Zapewnienie jakoS$ci badan w laboratorium

Wysoka czuto$¢ metod PCR opartych na
mtDNA jest wielkg ich zaletg. Jednoczesnie
stanowi jednak ogromne zagrozenie, zwigzane
z mozliwoscia krzyzowego zanieczyszczenia.
Z tego wzgledu koniecznym elementem jest sto-
sowanie kilku zasad, przestrzeganie ktorych daje
gwarancj¢ jakosci prowadzonych badan:

— praca pod komorg laminarng, naswietla-

nie powierzchni §wiattem UV,

— stosowanie roztworow do usuwania DNA
z przestrzeni roboczych,

— uzywanie jednorazowych regkawiczek,
fartuchow i koncéwek do pipet,

— rozdzielanie stanowisk, na ktorych sa
wykonywane poszczegoélne etapy analizy.

Ponadto, waznym aspektem analiz iden-
tyfikacji gatunkowej jest walidacja metod
przed wprowadzeniem ich do stosowania.
Podstawowym wymogiem kazdego laboratorium
badawczego czy naukowego wykonujacego ko-
mercyjne badania jest postugiwanie si¢ spraw-
dzonymi metodami. W interesujgcej nas sferze
badan DNA spotyka si¢ szereg metod autorskich.
Ich zaletg jest znaczna elastycznos$¢, czyli moz-
liwos¢ dostosowania metody do biezacych po-
trzeb klienta, a wigc szybka i optymalna reakcja
laboratorium na zmieniajace si¢ potrzeby rynku.
Niemniej jednak, wymusza to za kazdym razem
wykonanie walidacji.

Podsumowanie

W ostatnich latach nastgpil rozwo6j metod
identyfikacji gatunkowej. Wynika to z faktu ogol-
nego rozwoju metod molekularnych, a co za tym
idzie mozliwosci ciaglego doskonalenia technik.
Z drugiej strony, postep ten jest wymuszony przez
rosngca $wiadomos$¢ spoleczenstwa i pelniejsza
wiedze, do czego mozemy wykorzystywac tego
rodzaju analizy.

Badania identyfikacji gatunkowej znajduja
zastosowanie w wielu nurtach wspotczesnych ba-
dan naukowych. Do najwazniejszych naleza:

— analiza zywno$ci,

— badania mikrosladow,

— oznaczanie sktadu gatunkowego karmy
dla zwierzat,

— oznaczanie gatunkowe gadzetow, zaba-
wek przywozonych z zagranicy moga-
cych zawiera¢ produkty pochodzenia
zwierzecego.

Z badan tych najcze$ciej korzystajg firmy
produkujace Zywno$¢ oraz zajmujace si¢ ich
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dystrybucjg i posrednictwem handlowym, produ-
cenci karm dla zwierzat, mieszalnie pasz, policja
i prokuratura, sgdownictwo, organy celne i inne.
Rosnace zapotrzebowanie na prowadzenie
identyfikacji gatunkowej na potrzeby wielu dzie-
dzin gospodarki i obszarow dziatalno$ci panstwo-
wej 1 spolecznej jest nieustajacym wyzwaniem
dla wspotczesnego laboratorium biologii mole-
kularnej. Powstaje konieczno$¢ opracowywania

1 doskonalenia coraz to nowszych i skuteczniej-
szych metod.

Dziatania te wymuszaja jednoczes$nie posze-
rzanie wiedzy i umiejetnosci personelu, podno-
szenie ich kwalifikacji, jak rowniez specjalizacji
wykonywanej pracy zwiazanej z zachowywa-
niem Norm Jako$ci dotyczacych wykorzysty-
wanego sprzetu i stosowanych metod (Grochau
i Caten, 2012).
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DETERMINATION OF SPECIES COMPOSITION OF BIOLOGICAL MATERIAL
WITH MITOCHONDRIAL DNA - CAPABILITIES OF MODERN LABORATORIES

Summary

The reliability of species composition is a frequent subject of laboratory studies associated with food
products or microtraces. The need to know the real species composition is mainly motivated by health issues,
religious beliefs, and economic reasons. Therefore, knowledge of the methods for quantitative and qualitative
determination of species composition becomes essential in modern laboratory, providing an opportunity to control
manufacturer’s declaration of conformity with the actual composition, and to identify the species origin of any
matrix. The analyses most often use mtDNA. Molecular methods allow detecting DNA in any matrix, whatever its
form. We can easily determine species composition of raw tissues and those processed from meat, bones, blood or
hair. The most efficient methods of species determination are based on conventional PCR as well as monoplex and
multiplex real-time PCR. These methods should be constantly improved to satisfy increasing societal demands in
this area while mobilizing the staff to acquire new skills and continuously upgrade qualifications. Attention should
be given to the dynamic nature of work in a laboratory, which is associated with maintaining the quality of applied
methods and using the equipment.

Key words: determination of species composition, biological material, mtDNA, laboratory
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