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Uwierzytelnianie wybranych gatunkow zwierzat lownych w produktach
spozywczych w oparciu o markery jadrowe i qPCR

Globalny przemyst spozywczy stoi przed rosnacymi wyzwaniami w zakresie
zapewnienia autentycznosci produktow wysokiej jakosci, zwlaszeza na niszowym rynku
migsa z dziczyzny. Wraz ze wzrostem popytu konsumentéw na biatka egzotyczne 1
pozyskiwane w sposob zrownowazony, rosnie rowniez ryzyko oszustw, takich jak zamiana
gatunkow, bledne etykietowanie i nielegalny handel chroniong fauna. Dlatego celem
niniejszej rozprawy doktorskiej bylo opracowanie i walidacja czutych, specyficznych i
powtarzalnych ilosciowych metod PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) do identyfikacji i
kwantyfikacji trzech pospolitych w Polsce gatunkéw zwierzat townych (jelenia
szlachetnego, sarny i dzika/sSwini domowej), ktore ciesza sie¢ rowniez popularnoscia na
europejskim rynku dziczyzny.

Praca koncentrowala sie na zaprojektowaniu trzech nowych, specyficznych dla
gatunku markeréw DNA jadrowego, starannie wyselekcjonowanych ze wzgledu na ich
wysoka zmienno§¢ miedzygatunkowa i krotka diugosé amplikonu (76-127 pz), aby
zapewni¢ stabilno$¢ w przetworzonych produktach migsnych. Analizy ukierunkowano na
nastepujace geny markerowe: gen troponiny I (TNNI2), gen biatka sygnalowego Agouti
(ASIP) oraz gen palca cynkowego PLAGI. Te testy qPCR oparte na sondach TagMan
umozliwity doktadne wykrywanie i analize iloSciowa migsa jelenia szlachetnego, sarny,
dzika lub wieprzowiny w przetworzonych produktach spozywczych.

Metodologia obejmowata projektowanie starterow, weryfikacje specyficzno$ci in
silico i in vitro oraz optymalizacje warunkéw qPCR. Wszystkie testy wykazaly wysoka
czuto$¢ analityczna, z granicami wykrywalno$ei (LOD) 1 kwantyfikacji (LOQ)
wynoszacymi zaledwie 0,01 ng dla badanych gatunkow. Metoda ilosciowa =z
wykorzystaniem matrycy pozwolita na uzyskanie wzglednych granic detekcji na poziomie
zaledwie 0,5% migsa jelenia szlachetnego, 0,1% dzika i 0,05% sarny w symulowanych
laboratoryjnych mieszankach migsnych. Testy reaktywnos$ci krzyzowej z uzyciem 16
gatunkow zwierzat, w tym rzadkich i hodowlanych, a takze roznych ziot i przypraw,
potwierdzity wysoka specyficznos¢ testow. Eksperymenty walidacyjne z uzyciem
laboratoryjnie przygotowanych mieszanek miesnych poddanych roznym warunkom
przetwarzania (migso surowe, pieczenie i autoklawowanie), podkreslity site metody.

Zastosowanie zwalidowanej metody do dostgpnych na rynku produktow z dziczyzny
z czterech krajow europejskich ujawnito powszechne bledne przekazywanie informacji o
gatunkach. Ogotem 64% produktow oznaczonych jako migso samny 1 54% produktéw
oznaczonych jako migso jelenia szlachetnego zawieralo gatunki niezadeklarowane lub w
ogdle ich brakowalo w deklaracji, natomiast cztery z 38 produktow zawieraly
niezadeklarowane migso dzika lub wieprzowing. Ustalenia te budza powazne obawy
dotyczace zgodnosci z przepisami, wprowadzania konsumentéw w blad oraz zagrozen dla
bezpieczenstwa zywnosci. Praca wskazuje na pilng potrzebg skutecznego, rutynowego
monitorowania autentyczno$ci miesa z dziczyzny za pomoca narzedzi opartych na DNA.
Opracowane testy qPCR stanowia praktyczne rozwiazanie dla interesariuszy branzy i
organow regulacyjnych, umozliwiajac skuteczniejsze egzekwowanie przepisow
dotyczacych etykietowania, monitorowanie halal, ochron¢ praw konsumentow i
ograniczanie strat ekonomicznych spowodowanych oszustwami.
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