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BEVEZETES

Az emberi taplalkozas szempontjabol kiemelkedd fontossagli élelmiszereknek mindsiilnek
az egyes haziallatok tejei és az azokbdl késziild tejtermékek. A legelterjedtebb, tejet add, haziasitott
fajok a szarvasmarha (Bos taurus), a bivaly (Bubalis domesticus), a juh (Ovis aries) és a kecske
(Capra hircus). A tortenelem folyaman végig az emberi élelmiszer-termelés és kereskedelem
kdzponti részét képezték es képezik jelenleg is a tejek és tejtermékek. A tej alapl élelmiszerek
eloallitasa soran idénként ohatatlanul el6fordul azok nem megfeleld jeldlése, esetenként hamisitasa.
A magasabb eldallitasi koltségli tejekbdl késziild tejtermékek eldallitasi koltségeit gyakran mas
fajokbol szarmazd alacsonyabb ard tejek alkalmazéasaval probaltdk lentebb szoritani, ezzel
természetesen a fogyasztot megkarositva. Az elmult néhany évben, évtizedben egyre fontosabba
valt az, hogy az élelmiszerek Osszetevdi milyen allatfajokbol szdrmaznak. Elterjedt hamisitasi
gyakorlat, amikor a dragébb juh, kecske vagy esetleg bivaly tejbdl késziild termék eldallitasi
koltségét ugy probaljak meg csokkenteni, hogy a gyartas soran a sokkal olcsébb tehéntejet keverik
az emlitett fajok tejeivel, ugyanakkor a terméket valtozatlan 4ron hozzéak forgalomba, megkérositva
ezzel a vasarlot.

Az Eurdpai Kozdsseg, majd késébb az Europai Unid (EU) torvényi szabalyozast vezetett be
a fentiekben ismertetett csalasok megakadalyozasara. Megalkottdk az élelmiszerekre vonatkozd
Protected Designation of Origin (PDO) megjel6lést, ami szigora keretek kozoétt definialja az adott
termék szarmazasi helyét, valamint az eldallitasanak és termelésének koriilményeit. Ugyanakkor az
EU hatérain kiviilrdl érkezé termékek eldallitdsa soran a gyartokat nem koti ez az eldirds, igy
sziikséges lehet a nem unids orszagokbol érkezd élelmiszerek Osszetevdinek alapos vizsgalatara, a
fogyasztok védelme érdekében.

Az élelmiszerek vizsgalata sorén lehet6ség van arra, hogy fajspecifikus biologiai markerek
azonositasaval fajazonositast végezzenek, amely sordn megallapitjak, hogy a termék cimkézésen
feltintetett fajok vajon ténylegesen megtalalhatok az adott termékben, vagy azokat valamilyen
masik fajjal helyettesitették a gyartas soran. Az elmult évtizedekben jelentds szamu analitikai,
biokémiai és molekularis bioldgiai technikat dolgoztak ki és alkalmaztak az ¢lelmiszerekbdl torténd
fajazonositasra. Széleskdrben elterjedt metodikak az immunoldgiai, kromatografias és
elektroforetikus eljarasok, amelyek nagy része rendkivil pontos, ugyanakkor a Kkivitelezési
koltséguk viszonylag magasnak mondhat6. A termékekben talalhaté fajok detektélasa tobbféle
megkdzelitésben is torténhet. A fehérjemeghatarozasra alkalmazott modszerek kdzil emlitést
érdemel az izoelektromos fokuszalas, a poliakrilamid gélelektroforézis, valamint e ketté kombinalt

valtozata, a pontosabb Kkimutatast és azonositast lehetdvé tevé kétdimenzios poliakrilamid
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gélelektroforézis (2D-PAGE). A mddszer soran azonositott fehérjéket felépité aminosavak pontos
sorrendje is megallapithatd tdmegspektrometria alkalmazasaval.

A fehérjék kimutatasén alapul6 technikdk mellet hasonldan kiemelt szerepet kapnak a DNS
alapu eljarasok is. A fajspecifikus lanckezd6 oligonukleotidokat (primer) alkalmazé multiplex PCR
reakci6 alkalmas arra, hogy egyetlen mintan beliil egy idében tobb faj jelenlétét is kimutassuk. A
multiplex PCR reakcidk mellett széleskdrben alkalmazott modszer a PCR-restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus (PCR-RFLP), amely soran a PCR reakcidban felamplifik&lt DNS szakaszokat
restrikcios enzimek segitségével fragmentaljak, és agardz gélelektroforézis segitsegével azonositjak
a fajokra jellemz6 eltéré nagysagii DNS darabokat. Emlitésre mélto, és a PCR-RFLP modszerhez
képest kevesebb koltséggel jar a PCR-egyszald DNS konformécié polimorfizmus (PCR-SSCP). A
modszer 1ényegét képezi, hogy a PCR reakcio lejatszddasa utén, a felsokszorozott DNS szakaszokat
megfeleld koriilmények mellett egyszalusitjdk, majd ezeket poliakrilamid gélen valasztjak el
egymastol, ahol a fajokra jellemz6 mintazat alakul ki, a benniik 1év6 szekvencia eltérések miatt.

A fent emlitett fehérje, valamint DNS alapl technikak mellett kidolgoztak zsirsav 0sszetétel
meghatdrozasara alkalmas modszereket is. Ezeknek azonban jelentds hatranya, hogy sovéany tejbol
készult termékek esetében nem alkalmazhatdak.

Az ismertetett kereskedelmi koriilményeket figyelembe véve egyértelmiien lathatod, hogy
ezeknek a modszereknek az elterjedése ¢€s széleskorli alkalmazasa meglehetdsen indokolt, hiszen a
csalasok kisziirése a fogyasztok, valamint a becsiiletes termelék védelmét szolgalja. Ugyanakkor
meg kell jegyezni azt is, hogy a fentebb leirt modszerek némelyike olyan érzékeny kimutatast tesz
lehetové, hogy a mintabdl kimutatott kis mennyiségli szennyezés akaratlanul is bekdvetkezhetett a

gyartas soran.



1. TEMAFELVETES

Az élelmiszerek OsszetevOit adod fajok azonositasa a fogyasztok védelme és a
termékhamisitasok leleplezése érdekében kiemelkedd fontossagot élvez. Az alkalmazott kimutatési,
azonositasi technikdk viszonylagos magas koéltsége miatt igény van egy érzékeny, ugyanakkor
koltséghatékony fajazonositasi modszer kifejlesztésére.

Célunk volt egy olyan molekularis biologiai modszer fejlesztése a fajok detektalasa céljabdl,
ami a fentebb megfogalmazott kritériumoknak megfelel, azaz eléggé érzékeny, de egyben
koltséghatékony is. Munkank sordn juh, kecske, bivaly és szarvasmarha fajok elegytejeinek
keverékeit, valamint kereskedelmi forgalombdl szarmazd sajtokat szeretnénk vizsgalni PCR-
egyszali DNS konformacié polimorfizmus (PCR-SSCP) alkalmazéasaval. A PCR-SSCP  mddszer
alkalmazédsa lehetdvé teszi, hogy a fajokat a kozottik meglévd szekvenciaeltérések alapjan
kilonitstk el egymastdl. Bar az elterés és annak pontos helye a szekvencian belll ismeretlen marad,
a poliakrilamid gélen kapott, fajra jellemz6 mintazatok alkalmasak lehetnek a fajok azonositasara.
Emellett a modszer nem igényli koltséges vegyszerek, vagy eljarasok tovabbi alkalmazasat, mint
példaul restrikcids enzimek vagy DNS szekvendld felhasznalésat.

A vizsgalat targyat képez6 modszer fejlesztését laboratoriumi korulmények kozott
Osszeallitott mintakon — két faj elegytejének kevert mintaja — végezzik el, mig a moddszer
alkalmazhatdségat kereskedelmi forgalomban kaphaté sajtokon teszteljik.

Ennek a technikdnak a térhoditdsa lehet6vé tenné nem csak a tejtermékek, de mas
¢lelmiszeripari termékek Gsszetevdinek faj, késobb pedig megfeleld markerek esetén a fajtaszintli

azonositasat is.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

Az emberiseg torténelme kezdetén tobb allatfaj haziasitasat is végrehajtotta, amikor
felismerte azoknak eldnyeit. Az emberek haziallatai k6zé keriilt a domesztikacido idészakaban a
szarvasmarha (Bos taurus), a hazi bivaly (Bubalus domesticus), a juh (Ovis aries) és a kecske
(Capra hircus). Ezeket mind hdsukért, mind a tejukért hasznositottak. A késébbiekben az élelmezés
szempontjabol kdzponti szerepet kaptak az ezekbdl a fajokbol szarmazo tejek és az azokbol késziild
tejtermékek, mint példaul a sajtok. Ez azzal magyarazhatd, hogy a tejtermékek tobb, az ember
szamara jelentGs tapanyagot tartalmaznak. Ezek kozé a tdpanyagok kozé sorolhatjuk a tejfélékben
fellelhetd fehérjéket, aminosavakat, zsirsavakat, vitaminokat, szénhidratokat, valamint asvanyi
anyagokat. Kialakult ezeknek a tejeknek és tejtermékeknek a kereskedelme, valamint fokozatosan
kialakultak tradicionalis modon készilé specialis tejtermékek is, amelyek a rajuk jellemz6
tulajdonsagokat csak adott szarmazasi helylikon és adott kortilmények kozott tudtak felvenni. Erre
egy igen j6 pelda a széleskorben ismert francia roquefort marvanysajt, amelyet a Dél-
Franciaorszagban talalhatd Roquefort-sur-Soulzon kérnyékének barlangjaiban érlelnek. Mivel ezek
a kiilonleges markak és eldallitasuk az idok soran egyre kdltségesebbé valt, tobbszor eléfordult az
élelmiszerek hamisitasa, amivel bizonyos termel6k csokkenteni akartak sajat eléallitasi
koltségeiket, viszont az eladasi arakat ugyanazon a szinten szerették volna tartani. Ennek
legelterjedtebb modja alacsonyabb aru tehéntejjel keverni a juh, kecske vagy bivaly tejet a gyartas
soran. Természetesen ez nem csak az itt emlitett roquefort sajtra vonatkozik, hanem barmely mas
tejtermékre is.

A termékek eredetvédelme és a fogyasztok védelme érdekében az Eurdpai Unié (EU)
torvényhozasa megalkotta a Protected Designation of Origin (PDO) termékmegjel6lési format,
amely meghatarozza a termék szarmazasi helyét, a termelés kornyezeti feltételeit, valamint azt,
hogy a termelés egyetlen 1épése sem jatszodhat le a megjeldlt foldrajzi région kivul. Ugyanakkor,
azoknak a termékeknek a gyartési folyamatat nem szabalyozza a PDO megjel6lés, amelyek nem EU
tagorszagokbol szarmaznak, igy azok esetében fokozottan indokolt lehet a termékek ellendrzése
(Plath és mtsai., 1997).

Jelenleg a vilag tejtermelésének dontd tobbsége ehhez a négy fajhoz kothetd.
Legelterjedtebb a szarvasmarha tartdsa, de foldrajzi és éghajlati, valamint takarmanyozasi
adottsagoktol fliggéen eldtérbe keriilhet mas, tejet ado allatfaj tartdsa is, amennyiben az adott

féldrajzi tertilet nem alkalmas a szarvasmarhatartas szamara (Mayer, 2005).



Magyarorszagon a Kdzponti Statisztikai Hivatal (KSH) adatai alapjan a 2011-es évben 694
ezer szarvasmarhat tartottak szamon, amibdl 450 ezer egyed gazdasagi szervezetek gondozéséban,
244 ezer egyed pedig egyéni gazdalkodok kezében volt. A gazdasdgi szervezetek igy a
szarvasmarha-allomany megkdzelitdleg 65 %-at, mig az egyéni gazdalkodok 35 %-at tartottak fent.
A juhalloméany ugyanebben az évben meghaladta az egymillio egyedet, 1 millio 81 ezer egyedre
volt tehetd a szamuk, amelynek 13 %-at, 137 ezer egyedet gazdaségi szervezetek birtokoltak, mig a
fennmaradd 87 %-ot, vagyis 944 ezer egyedet az egyeni gazdalkodok tartottdk. Szintén a KSH
adatai alapjan a magyar kecskeallomany messze elmarad az el6z6 két faj mogott, mindossze 75 ezer
egyedet szamlal (11).

A tehéntejtermelés a 2010-es évben meghaladta az egymilliard litert, 1 milliard 640 millié
600 ezer liter volt a mennyisége, ebbdl az adott évben az egy egyedre esé tejtermelés 6696 liternek
adodott (12). Ugyanezen évben a juhtej termelésének éves mennyisége 1 millio 769 ezer liter (13),
mig a kecsketej éves mennyisége 3 millié 742 ezer liter volt (14). A KSH adatbazisaban nem all
rendelkezésre hivatalos adat a magyarorszagi bivalyallomanyrél, valamint a bivalytej-termelés
mértékérol.

Az Eurdpai Unid 27 tagallamanak vonatkozasaban elmondhat0, hogy a szarvasmarha-
allomany 2010-ben 89 millié 442 ezer egyedet szamlalt (15), a termelt tehéntej mennyisege pedig
147 millié 363 ezer tonnat tett ki (16).

A magyarorszagi tehéntejfogyasztas a KSH 2010-es adatai alapjan 67,5 liter, ami magasabb
az unids atlagnal, ugyanis az csak 63,03 liter. Ennek ellenére kijelenthetd, hogy a magyarorszagi
tehéntejfogyasztas az unios orszagok kozott a kozépmezdnybe tartozik, mivel a legtobb tehéntejet

az irek fogyasztjak, 131,1 litert, mig a legkevesebbet, 23 litert a bolgarok.

A tehéntej pontos Gsszetételét meghatarozé vizsgalatok kimutattak, hogy a tej szarazanyag-
tartalma jelentdsen fligg annak zsirtartalmatol. Azok a tényezdk, amelyek képesek valtoztatni a tej
zsirtartalman egyben a széarazanyag-tartalom valtozasat is maguk utan vonjak. A tej szarazanyag-
tartalmanak valtozasat ezen tul befolyasolja a laktacios stddium, az évszakhatds és genetikai
tényezOk is, viszont azt is egyértelmiien kimutattak, hogy a laktacionak jelentGsebb szerepe van a
szarazanyag-tartalom meghatarozasadban, mint az évszakhatdsnak. A tej fehérjetartalmara
vonatkozéan ugyanezt a megéallapitast tették, mint a szarazanyag-tartalom esetében. A tej
fehérjefrakcidjanak Osszetétele fajtanként valtozik. Megallapitottak, hogy a fajtakat két csoportba
lehet sorolni, az egyik esetben a tej koncentréltabb, vagyis az 6sszes fehérjére nézve a valddi
fehérjek és a kazein aranya magasabb a savofehérjékhez viszonyitva, mig a masik csoportnal

forditott a helyzet és itt a tej is higabb dsszetételii. Az elsé csoportba tartozo tejek magasabb kazein



tartalmuk miatt sajtgyartasra alkalmasabbak, mig a masodik csoport tejei folyadék formaban térténd

elfogyasztasra (Csap0 és Csapdné, 2009).

A tejben talalhaté zsir ugynevezett ,zsirgolydcskakat” alkot, amelyek belsejeben
trigliceridek talalhatoak, kulsejiket koleszterin, foszfolipidek, fehérjék, A-vitamin és egyéb
Osszetevok alkotjak. A tejben taldlhato lipidek megkozelitéleg 97 %-a triglicerid alakban lelhetd fel,
ezekhez képest a mono- és digliceridek mennyisége szinte elhanyagolhat6. A tehéntej zsirsav
Osszetetelével kapcsolatban elmondhatd, hogy tobb mint 400 zsirsav taldlhatdé meg benne. A
zsirsav-osszetételt tobb tényez6 is befolyasolja, amelyek kdzé sorolhatd a takarmanyozas, akarcsak
a fehérjék esetében az évszakhatds és a laktacios stddium, a fajta, valamint az allat egészségi
allapota.

Fontos az eml6sok tejében fellelhetd diszacharid, a laktéz. Két formaj&s aaf
modosulat terjedt el az élovilagban. Kémiai természetét tekintve redukald diszacharid, ami egy
galaktozbdl és egy glukozbdl all 6ssze. A laktoz fontos szerepet jatszik a tej ozmozisnyomasanak
alland6 szinten tartasaban, valamint kiemelked6 fontossagu a tejtermékek gyartdsa soran, mint a
gyartas folyaman felhasznalt mikrobak tapanyaga.

Az ember taplalkozasaban szintén fontos szerepet jatszanak a tejben talalhatd asvanyi
anyagok, valamint vitaminok. Az asvanyi elemek két frakcioja kiilonithetd el. Ezek a makro- és a
mikroelemek. A tejben talalhatd makroelemek kozil legnagyobb koncentracioban a kalium
talalhatdo meg, majd utana rendre kdvetkezik a kalcium, a klor, a foszfor, a natrium, a kén és végul a
magnézium. A mikroelemek esetében a legnagyobb koncentracioban a cink kepviselteti magat,
utdna kovetkezik sorrendben a szilicium, aluminium, vas, stroncium, bér, 6n, fluor, réz, jod,
molibdén, mangéan, arzén, 6lom, szelén, nikkel, krom, higany, kadmium és végul a kobalt.

Ugyanilyen fontossagot élveznek a vitaminok, amelyek altalanosan két csoportra, a vizben
és a zsirban oldddé vitaminok csoportjara oszthatok. A tejben mindkét csoportba tartozo vitaminok
képviseltetik magukat. A zsirban oldodé vitaminok kozll legnagyobb mennyiségben az E-vitamin
talalhatd meg, majd utana az A-vitamin, a K-vitamin és legkisebb koncentracidban a D-vitamin. A
vizben oldodd csoport tagjai koziil legnagyobb koncentracioban a kolin fordul eld, ezt kovetik
csokkend sorrendben: inozitol, C-vitamin, pantoténsav, B,-vitamin, nikotinsav, Bg-vitamin, Bi-

vitamin, folsav, biotin és végl a B1,-vitamin (Csap6 és Csap6né, 2009).

A szarvasmarha, bivaly, juh és kecske tejébdl egyarant készitenek sajtokat. A sajtkészités
soran elvalik egymastol a savo és a tirg, a turéban marad vissza a tejfehérjék nagy hanyada, foleg

kazeinként. A sajtok érlelése soran rendkivil kevés lakt6z marad meg a sajtban, a hosszu érlelési



idejii sajtokban gyakorlatilag nem marad lakt6z. A sajtok legfontosabb asvanyi anyaga a kalcium,

mennyisége 400 és 850 mg kozott valtozik 100 g termékben (Szalayné Kénya, Zs., 2009).

A tejet tejoltd enzimek és savanyitas segitségevel megalvasztjak, a keletkezett alvadekot
feldolgozzak, majd a savot kivonjak beléle. Az alvadékbol készitik el a sajtot, amit azonnal frissen,
vagy érlelés utan lehet fogyasztani. A sajtoknak tobb fajtajat kilonboztetjiik meg az alapjan, hogy
mennyi ideig érlelik azokat:

- turosajtok, amik gyartas utan azonnal fogyaszthatdk;

- lagysajtok, érlelési idejlik 1-3 hét, példaul a Palpusztai sajt;

- félkemény sajtok, érlelési idejiik 2-6 hét, példaul a Trappista;
- kemény sajtok, érlelési idejuk 2-6 honap, példaul az Ementali;

- reszelni valo sajtok, érlelési idejuk 1-2 év, példaul a Parmezan (Kukovics és mtsai, 2009).

Az elmult években az ¢élelmiszeripari termékekbdl torténd fajazonositds kiemelkedd
figyelmet kapott. Ezt a fokozott figyelmet a szigorodd korméanyzati szabalyozasok is
eléremozditottak (Bottero és mtsai., 2003). Nem csak a meghozott térvények és rendeleteket miatt
fejlédik az élelmiszerekbdl torténd fajazonositas, hanem mas gyakorlati megfontolasok is szerepet
jatszanak ebben a tendencidban. Kulénosen fontos, hogy a fogyasztok pontosan legyenek
tajékoztatva az egyes élelmiszerek osszetételével kapcsolatban, ugyanis tejtermékek eseteben
elmondhato, hogy szamos tejfehérje van, amelyre sulyos allergids reakcio alakulhat ki (Abdel-
Rahman és mtsai., 2007). Tovabba az tisztességtelen kereskedelmi verseny visszaszoritasa és a
vasarlok megbizhaté tajékoztatasa miatt is sziikség volt olyan eljarasok kidolgozasara, amelyek
képesek a tejtermekekben talalhaté tehéntej szazalékos aranyanak a megallapitasara (Calvo és
mtsai., 2002).

A tejtermékekkel végzendd analitikai és molekularis biologiai vizsgalatok céljabol szdmos
eljarast dolgoztak ki, amelyek alkalmasak lehetnek a fajazonosités elvégzésére (Addeo és mtsai.,
1990a; Mayer, 2005). Ezek kozé a technikak kozé tartoznak az immunoldgiai, kromatografias es
elektroforetikus eljarasok. Ezeknek a tobbsége hosszas fejlesztési folyamaton haladt végig, amig
megfelelden érzékeny technikava valt az ¢élelmiszerekkel végzendé munkavégzésben. Ugyanakkor
meg kell jegyezni, hogy bar meglehetdsen érzékeny és megbizhatd technikak tartoznak ebbe a
csoportba, megvannak a hatranyaik is, amik k6zé a magas kivitelezési koltség tartozik, valamint az
a tény, hogy a legtobb eljaras kevésbé alkalmazhatd hékezelt termékek esetében (Abdel-Rahman és
mtsai., 2007).



Szamos modszert dolgoztak ki a tej zsirtartalmanak es zsirsavisszetételének vizsgalatara,
amelyek a tejben talalhato kiilonboz6 zsirsavak aranyat, valamint a tej triglicerid Osszetételét
hivatottak megallapitani. Ezeknek hatalmas hatranya, hogy a gyakorlatban nem alkalmazhatdak a
sovany tehéntejjel végzett csalasok kimutatdsara, ezért inkabb olyan technikak fejlesztése indult
meg, amelyek a tej fehérjefrakcidjara koncentralnak, alkalmazva a mar emlitett immunologiai
(Anguita eés mtsai., 1996; Richter és mtsai., 1997), elektroforetikus (Amigo és mtsai., 1992;
Commission Regulation, 1996), valamint kromatografias technikakat (Haza és mtsai., 1995;Mayer
és mtsai., 1997). Az immunologiai mddszerek kozil az enzim-kapcsolt immunoszorbens assay
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) elterjedt modszerré valt, mivel kevesebb koltséggel
jar, mint mas kifinomultabb modszerek, emellett konnyen és gyorsan végrehajthato, illetve ezeken
tal automatizalhatd is (Giovannacci és mtsai., 2004). Kifejlesztettek egy indirekt, kompetitiv
ELISA-t, amivel lehetéség nyilt alacsony koncentracioban jelenlévd tehéntej kimutatasa is, a

kimutatasi hatar elérte a 1 v/v%-ot (Garcia és mtsai., 1990).

Elektroforetikus technikak kozll a tejben talalhato kazein frakcio vizsgélatara alkalmaztak
mar az urea-poliakrilamid gélelektroforézist (urea-PAGE); a y- és para-k-kazeinek, valamint a
savofehérjek vizsgalatara az izoelektromos fokuszalast (IEF). Az urea-PAGE az egyik legrégebbi
elektroforetikus technika, amit a fajazonositasban felhasznalnak (Foify, 1981), alkalmas a tehéntej
kimutatasara mas fajok tejeibdl, viszont a sajtmintak vizsgalatara alkalmatlannd valik, mert a sajtok
¢rése soran a kazeineknek tobb proteolitikus terméke jelenik meg, ami zavarja a tehéntejre jellemzo
ag-kazein, mint marker kimutatasat. Az alkalmazott izoelektromos fokuszalas soran a tehéntejben
talalhatd y »- €sy s-kazeinek jol elkiilonithetéek a kecsketejre jellgmzé -kazein frakciotdl,
ugyanakkor hatranya az eljarasnak, hogy ugyanezen molekuldk alapjan a juh- és kecsketej nem
kiilonboztethetd meg (Addeo és mtsai., 1990b) Ugyanezzel a mddszerrel a tehéntej kimutatasi
hatara 1 v/v%-nak adddik. A nativ poliakrilamid gélelektroforézis teljes mértékben alkalmas arra,
hogy a B-laktoglobulin vizsgalataval biztosan elkulonitsék a tehéntejet a juh vagy a kecske tejétdl
(Amigo és mtsai., 1992).

Az elektroforetikus €s immunologiai technikdkon til a harmadik jelentds csoport a
kimutatadsi mddszerek sordban a kromatografids eljarasok csoportja. A tej kazeinfrakcidjat
vizsgaltdk anion-cserélé HPLC segitségével, mig a para-k-kazeineket kation-cseréldé HPLC
alkalmazasaval. Az anion-cseréld6 HPLC alkalmazéasa soran azm i-kazeint hasznaltak markerként,
aminek segitségével megbecsiilték a tejkeverékben 1évo tehéntej szazalékos aranyat. A kation-

cserélé HPLC alkalmazasaval lehetdség van a szarvasmarha, juh és kecske para-k-kazeinjeinek



elkilonitésére, valamint a modszer érett sajtok esetében is alkalmas arra, hogy kimutassa a

hamisitasra hasznalt tehéntej jelenlétét (Mayer és mtsai., 1997a).

A széleskorben elterjedt mddszereken tul DNS-alapu eljarasok kidolgozasa is megindult,
mint példaul fajspecifikus primereket felhasznalé polimeraz lancreakciok (PCR) alkalmazésa
(Maudet - Taberlet, 2001). Ennek az elméleti hatterét képezi, hogy a kér6dzo allatok egészséges
emldibdl szdrmazd tej nagy szamban tartalmaz szomatikus sejteket, amelyeknek talnyomoé részét
leukocitak adjak, de ezek mellett megtalalhatoak epithél sejtek is benne. A leukocitak védekezo
funkciot latnak el az emléket megtamado fert6zoé betegségekkel szemben. Az ezekben a sejtekben
talalhaté genomi DNS-t lehet felhasznalni PCR reakciokhoz (Amills és mtsai, 1997). Az eml6kbol
szarmazd szomatikus sejtek képesek tulélni a sajtgyartas folyamatat, ugyanakkor kevés maédszer
alkalmas arra, hogy a sajtgyartas utan ezekbdl a sejtekbdl a DNS kivonasat lehetdvé tegye és utana
a kivont DNS-t PCR reakcioban fel lehessen hasznalni (Bottero és mtsai., 2002).

A végrehajtott PCR reakcidkat kombinalni lehet bizonyos eljardsokkal, igy névelni lehet a
kimutatds érzékenységét es specificitasat is. Ilyen kombinalt modszer a PCR-restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP), amelynek soran a vizsgalni kivant fajok DNS
szakaszait a megfelelé primerek hasznalataval felamplifikaljak, majd restrikcidés endonuklazzal
kezelik a kapott termékeket, végezetiil a keletkezd fragmentumokat agardéz gélelektroforézis
segitségével szeparaljak (Kocher és mtsai., 1989). A PCR-RFLP mellett a PCR-egyszali DNS
konformécid polimorfizmus (PCR-SSCP) is kombinalt technika. Ez a mddszer alkalmas egyedi,
még ismeretlen pontmutaciok kimutatésara, de azok detektdlasara nem, mivel a modszerrel arrdl
nem kapunk képet, hogy a vizsgalt faj szekvencidjan beliil hol talalhatoak és milyen jellegiick a
mutaciok. Mindazonaltal a modszer elénye, hogy koltségkiméld, valamint gyorsan kivitelezhetd.
Ennél a modszernél a PCR reakciot univerzélis primerek alkalmazésaval hajtjak végre. Ezek a
primerek mas-mas fajok esetében ugyanahhoz a konzervativ régiohoz kotddnek, ami azt
eredményezi, hogy a fajokat az egyes szakaszokon bellil talalhat6 szekvencia-eltérések alapjan lehet
azonositani. A reakcid lejatszodasa utan a keletkezd termékeket formamid jelenlétében magas
héfokon (95 °C) egyszaluva teszik, majd az igy eldallitott mintakat poliakrilamid gélen valasztjak el
egymastol, ahol fajra jellemzd mintdzatokat kapnak, ami alapjan a mintdban 1évd faj DNS-e

azonosithaté (Plath és mtsai., 1997).

A kombinalt, PCR alapl modszerek mellett alkalmaznak duplex és multiplex PCR
reakciokat, amelyek soran egy reakcioban ketté vagy tobb fajspecifikus primerpart hasznalnak fel.

gy egy reakcidban lehetéség nyilik tobb faj kimutatisara is. A PCR reakcidhoz felhasznalt
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fajspecifikus primerekkel az adott fajra jellemzd méreti DNS szakaszok felszaporitasa valik
lehetévé. A reakcid utdn agar6z gélelektroforézis segitségével vélasztjak el egymastol a fajra
jellemzd termékeket. Szamos esetben ezekhez a vizsgéalatokhoz a mitokondrialis genom fajonként
eltérd régioit hasznaljak fel, példaul a 12S rRNS gen és a D-loop régio variabilis szakaszait (Lopez-
Calleja és mtsai., 2005). Kevert tejeket vizsgalva a mitokondrialis D-loop régio szekvenciajat
felhasznalva sikeriilt kimutatni a jelenlévé tehéntejet 0,1 v/v% mértékben is (De €s mtsai., 2011).
Ebbdl az eredménybdl latszik, hogy rendkiviil kis mértékli jelenlét esetén is lehetdség nyilik a

tehéntej kimutatasara a megfelel6 modszerek felhasznaldsaval.

A fajazonositas tobb szempont miatt is kiemelkedd fontossagiiva valt az elmult két
évtizedben, kulondsen fontos szempont a korményzat altal hozott torvények betartatasa a
gyartokkal, de ugyanugy fontosak az egészségugyi es tarsadalmi megfontolasok (Lopez-Calleja és
mtsai., 2005). Ezek a megfontolasok maguk utan vontak a fentebb targyalt és bemutatott analitikai
és molekularis bioldgiai technikak fejlesztését és alkalmazasat. Els6 korben a mar régebben
hasznalt elektroforetikus és kromatografids technikak, majd késobb az immunoldgiai és a
molekularis biologiai eljarasok terjedtek el. Azonban ezeknek a technikdknak a fejlesztése

napjainkban is tovabb zajlik, folytonosan hatékonyabb és koltségkimélébb metodikakat keresve.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Felhasznalt bioinformatikai modszerek

Munkank soran kilenc faj 12S rRNS génjének nukleotid szekvenciajat hasznaltuk fel
tobbszords illesztés  végrehajtdsdhoz, amelynek eredménye alapjan terveztik meg a
vizsgalatainkhoz szilkséges primereket. A szekvencidkat az amerikai NCBI (National Center for
Biotechnology Information) nukleotid adatbazisdbol toltottik le. A vizsgalt 9 faj magyar és latin

nevét, valamint NCBI azonositéjat a 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat: A szekvencia-illesztés soran felhasznalt kilenc faj adatai

Sorszam | Faj magyar neve Faj latin neve NCBI azonositd
1. Hazi sertés Sus scrofa domestica AM158316.1
2. Hazi tyak Gallus gallus JN695761.1
3. Hazi lud Anser anser JN695751.1
4, Hazi kacsa Anas platyrhynchos JN695765.1
5. Pulyka Meleagris gallopavo AJ490508.1
6. Szarvasmarha Bos taurus GQ926965.1
7. Kecske Capra hircus GQ926969.1
8. Juh Ovis aries JQ622016.1
9. Bivaly Bubalus bubalis GU119953.1

Mindegyik faj szekvencigjahoz tartozik egy kod, amellyel a szekvencia azonosithatd az NCBI
adatbazisaban. Az elvégzett szekvencia-illesztést az EBI (European Bioinformatics Institute)
honlapjan talalhatd CLUSTALW algoritmust felhasznalva végeztik el. Ez a bioinformatikai eszk6z

lehetévé teszi egyidejiileg tobb nukleotid szekvencia illesztését (Higgins és mtsai., 1992).

A kilenc faj 12S rRNS szekvenciainak tobbszords illesztése utan kapott eredmény, valamint négy
forward és egy reverse primer tapadasi régioi:
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gi ] 261499764 | gb ] GQ926965 .
i | 261499768 gb | GQ926969 .
gi|381141733| gb]JQ622016 .
gi | 262527447 | gb| GU119953..
gi |82524151 | emb | AM158316 .
gi | 374676785]gb | IN695761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi |374676775]gb] ING95751 .
gi | 374676789|gb | ING95765.

gi | 261499764 | gb | GQ926965 .
gi | 261499768 | gh | GQ926969 .
gi | 381141733 |gh| JQ622016.
gi | 262527447 |gb | GU119953.
gi | 82524151 |emb | AM158316.
gi | 374676785 |gb | ING95761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi | 374676775 gb| ING95751 .
gi | 374676789 |gb| ING95765.

gi | 261499764 | gh | GQ926965.
gi | 261499768 | gb | GQ926969 .
gi | 381141733 | gb| JQ622016.
gi | 262527447 | gb | GU119953.
gi | 82524151 |emb | AM158316.
gi | 374676785 |gb| ING95761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi | 374676775 |gb | ING95751 .
gi | 374676789 |gh| ING95765.

gi ] 261499764 gb]GQ926965 .
gi | 261499768 gb ] GQ926969 .
gi|381141733| gb]JQ622016 .
gi | 262527447 | gb| GU119953..
gi |82524151 |emb | AM158316..
gi | 374676785]gb| ING95761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi |374676775]gb | IN695751 .
gi | 374676789| gb | IN695765 .

gi ] 261499764 | gb]GQ926965 .
i | 261499768 gb | GQ926969 .
gi|381141733| gb]JQ622016.
gi | 262527447 | gb| GU119953..
gi 82524151 |emb | AM158316 .
gi | 374676785]gb | IN695761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi |374676775]gb | ING95751 .
gi | 374676789|gb | IN695765 .

gi | 261499764 | gh | GQ926965.
gi | 261499768 | gh | GQ926969 .
gi | 381141733 | gb| JQ622016.
gi | 262527447 |gb | GU119953 .
gi | 82524151 | emb | AM158316.
gi | 374676785 |gb| ING95761 .
gi | 21530873 emb | AJ490508 .
gi | 374676775 gb | ING95751 .
gi | 374676789 |gh| ING95765.

A t6bbszoros illesztés segitségével megtudtuk, melyek azok a szekvencia részletek, amelyek mind a

--ACAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCTTCTAGAG
- -ACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAG
--ACAGCCCGAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATACCCTTCTAGAG
~-ATAGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTTATATCCCCCTAGAG
~-ACTGCCTAAAACTCAAAGGACTTGGCGGTGCTTCACATCCACCTAGAG
CAAACGCTTAAAACTCTAAGGACT TGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAG
CAAACGCTTARAACTCTAAGGACT TGGCGGTGCCCTAAACCCACCTAGAG
CAAACGCTTAAAACTCTAAGGACT TGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAG
CAAACGCTTAAAAC CTAAGGACTTGGCGGTGCCCTAAACCCACCTAGAG
*

* K Kk *hkkkk

GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATTCTTGCT
GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCT
GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAAACCTCACCAATCCTTGCT
GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTCACCAATTCTTGCT
GAGCCTGTTCTATAATCGATAAACCCCGATAGACCTTACCAACCCTTGCC
GAGCCTGTTCTATAATCGATAATCCACGATTCACCCAACCACCCCTTGCC
GAGCCTGTTCTGTAATCGATAATCCACGATCCACCCAACCACCTCTTGCC
GAGCCTGTTCTACAATCGATAATCCCCGATTAACCCAACCACCCCTTGCC
GAGCCTGTTCTGTAATCGATGATCCACGATCAACCCAACCGCCCCTTGCC

* K%k KKk KKk E

AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGAAAA
AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGAACA
AA-TACAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AAAGGAACA
AA-TGCAGTCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGTACA
AA-TTCAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAA-AA-GGAACA
AG-CACAGCCTACATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCTAATGAAAGAACA
AA-CACAGCCTACATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTAAAATGAAAGATCA
AA-CACAGCCTACATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCGAATGAGAGCACA
AAGCACAGCCTACATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCGAATGAGAGCGCA

*kk KkKk KKk ** * *

AAAGTAAGCGTAATTATGATACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT
AAAGTAAGCTCAATCACAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCC
AAAGTAAGCTCAATAATAACACATAAAGACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT
AAAGTAAGCGCAATCACAATGCATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAACCT
ATAGTAAGCACAATCATAGCACATAAAAACGTTAGGTCAAGGTGTAGCTT
ACAGTGAGCTCAATAGCCCCTCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCT
ATAGTGAGCTCAATAGTCCC-CACTAACAAGACAGGTCAAGGTATAGCCC
ACAGTGGACACAATAGCACCCCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCT
ACAGTGGGCGCAACAGCACCCCGCTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCT

* *k*k * ** ** K K *hkkhkkkkkk kk K

ATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTCTCTACACCAAGAG-AATCAA-G
ATGGAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCTTAAGAA-AATTAA--
ATGGAGTGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACCCAAGAAA-ATTTAA--
ATGAAATGGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTACACCAAGAATACCCAA--
ATGGGTTGGAAAGAAATGGGCTACATTTTCTACAT-AAGAATATCCACCA
ATGGGGTGG-GAGAAATGGGCTACATTTTCTA-ACATAGAA-——--CAA--
ATGAGGTGG-AAGAAATGGGCTACATTTTCTA-ACATAGAA----CAG--
ATGGAGTGG-AAGAAATGGGCTACATTCCCTATTCATAGGG----CA---
ATGGGACGG- AAGAAATGGGCTACATTCCCTATGCATAGGG————CAA——

KKk ** KKk

CACGAAAGTTATTATGAAA-CCAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA|
TACGAAAGCCATTATGAAA-TTAATGACCAAAGGAGGATTTAGTAGTAAA
TACGAAAGCCATTATGAAA-TTAATAGCCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA
CACGAAAGTTATTATGAAAGTTAATAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA
CACGAAAGTTTTTATGAAA-CTAAAAACCAAAGGAGGATTTAGCAGTAAA
-ACGAAAAAGGACGTGAAACCCGCCCTTAGAAGGAGGATTTAGCAGTAAA
-ACGAAAAAGGGCGTGAAACTCGCCCTTGGAAGGAGGATTTAGCAGTAAA
CACGGAAAGAAGCGTGAAACC-ACTTCTGGAAGGCGGATTTAGCAGTAAA
CACGGAAAGAAGTATGAAACT-GCTTCTAGAAGGAGGATTTAGCAGTAAA

**k*k Kk *hkkk

134
134
417
134
320
136
93

135
135

184
184
467
184
370
186
143
185
185

231
231
515
231
417
235
192
234
235

281
281
565
281
467
285
241
284
285

329
328
612
329
516
327
283
326
328

378
377
661
379
565
376
332
375
377

kilenc faj esetében megegyeztek. Az ilyen, konzervativ szekvencia szakaszokra terveztik a késébbi

vizsgalatok soran felhasznalando univerzalis primereket.
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3.2. Genomi DNS izolalasa tejbol

A PCR-SSCP maddszer kezdeti Iépése volt, hogy a vizsgalni kivant DNS szakaszt polimeraz

lancreakcioban a megfeleld primerek segitsegével felszaporitottuk. Ehhez szikségiink volt DNS

templatra, vagyis a vizsgalni kivant fajbdl szarmaz6 genomialis, vagy bizonyos esetekben

extranuklearis DNS-re. A DNS kivonashoz Zsolnai és Orban (1999) modszerét vettik alapul,

melyet tébb pontban mddositottunk.

A DNS izolalas 1épései a kovetkezok:

1.
2.

Fajonkeént 1000 ul tejmintat centrifugaltunk (Heraeus, BIOFUGE pico) 7 percig, 13 000 g-n.
A centrifugalas utan a feliiliszé tetején tejzsir gyllik Ossze, amit spatula-mikrokanal

segitségével tavolitottunk el.

3. A pelletrél lepipettaztuk a vizfazist.

10.

Ezt k6vet6en 200 ul lizis puffert (10 mM KCI; 1,5 M MgCly; 10 mM Tris /pH7,4/) adtunk a
mintakhoz, azokat vortexeltilk, majd 12 000 g-n, 2 percig centrifugaltuk. Ledntottik a
feltlaszot.

A 4. lépést kétszer megismételtik.

A mintakat tartalmazo eppendorf cséveket papirtorlére helyezve szaritottuk.

A szérités ideje alatt 6sszemértiik a 100 pl lizis puffert (10 mM Tris; 50 mM KCI; 0,5 v/v%
Tween 20) és 80 pg Proteindz K (Sigma) enzimet tartalmazo elegyet.

Minden mintahoz 104 pl elegyet adtunk, a pelletet pedig ezzel az eleggyel
felszuszpendaltuk.

A mintakat 60 percig 56 °C-os vizfiirdébe helyeztilk, majd a proteindz K inaktivalasa
céljabol 10 percre 94 °C-os vizfiirdébe kertiltek a mintak.

rrrrr

mintakat -20 °C-on taroltuk, amig nem kerlltek felhasznalasra.

3.3. Genomi DNS izolélas sajtbol

A sajtmintakbol torténé DNS izolalas a De es munkatérsai (2011) altal leirt fenol-

kloroformos maodszer alapjan tortent.

Az izolalas 1épései a kovetkezok voltak:

1.
2.

A sajtmintékat folyékony nitrogén segitségével homogenizaltuk.
A homogenizalt mintdkbdol 70 mg-ot mértiink ki 2 ml-es eppendorf csébe, ezutan 900 i
extrakcios puffert (75 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI; 0,45 v/iv% SDS) és 120
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Mg Proteindz-K enzimet (Sigma) adtunk hozza. A mintdkat a hozzaadott vegyszerekkel
szuszpendaltuk.

3. Egy éjszakan keresztil, 50 °C-ra beallitott vizfiirdében inkubaltuk

4. A inkubaciot kovetéen 900 pl fenolt (Sigma, /pH=8/) adtunk a mintakhoz, ezutan
néhanyszor atforgattuk 6ket, mikrocentrifugaban centrifugaltuk (Heraeus, BIOFUGE pico)
15 700 g-n 10 percig, végil a fels6 vizes fazisbol 800 pl-t vittink at egy masik 2 ml-es
eppendorf csébe.

5. 800 pl 25:24:1 aranyd fenol-kloroform-izoamil-alkohol (Sigma) elegyet adtunk a
mintainkhoz, ezutan 15 700g-n 10 percen at centrifugaltuk, vegil a fels6 vizes fazisbol 500
pl-t vittink &t egy masik 2 ml-es eppendorf csébe.

6. 500 ul 24:1 ardnyban dsszeallitott kloroform-izoamil-alkoholt (Sigma) adtunk a mintakhoz,
majd 15 700 g fordulaton centrifugaltuk, ezt kévetéen 300 ul mennyiséget vittlink at a
felultszébdl 1,5 ml-es eppendorf csébe.

7. A DNS Kkicsapast 0,8 térfogat aranyu izopropanollal (Merck) hajtottuk végre, a mintakat 5
percre 4 °C-ra helyeztik, végul 12 500 g-n 10 percig centrifugaltuk, ezutan a nukleinsav a
cs6 aljan pelletkent jelent meg.

8. A pelletet 70 v/iv%-os etanollal (VWR) mostuk, majd papirtoérlére forditva szaritottuk a
mintékat.

9. 100 ul TE pufferben (10 mM Tris-HCI /pH 8/; 1 mM EDTA), egy 6ran keresztil eludltuk a
pelletet 65 °C-on.

10. Az inkubalast kdvetéen a mintakat felhasznalasig -20 °C-ra helyeztuk.

3.4. A DNS izolatumok mennyiségi ellenérzése
A DNS izolalast kovetéen az egyes mintak koncentraciojat spektrofotometrias
vizsgalatokkal lehet megéllapitani. Az izolalas utdan mintdink koncentraciojat NanoDrop 1000

(Thermo Fisher Scientific, USA) készilék segitségével hataroztuk meg.

3.5. A mintak koncentracidinak egységesitése

- sz

be. Mivel kozvetleniil a kivonds utdn az egyes mintak koncentracioja jelentdsen eltért egymastol,

szlikséges volt a mintdk higitasa vagy koncentralasa a koncentracio értéekek egységesitése céljabol.

3.6. PCR reakciok univerzalis primerek felhasznalasaval
3.6.1. A polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction, PCR)

A polimeraz lancreakcid egy széles korben elterjedt molekularis bioldgiai modszer, amelyet

K. B. Mullis dolgozott ki 1985-ben. Az eljarast nem csak a kutatasban, de a diagnosztikaban, illetve
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a torvényszeéki vizsgalatokban is alkalmazzak. A modszerrel lehetdség nyilt barmilyen szervezetbdl
szarmazo, barmilyen célszekvencia felszaporitasara megfelelé primerek alkalmazésa mellett. A
modszer egy héstabil DNS-polimeraz enzimet igényel (Tag polimerdz) a DNS célszekvencia
felszaporitasdra a primerek mellett, és a ciklusokbol felépiil6 folyamat egy a hdémérsékletet
rendkivil pontosan és gyorsan szabalyzo késziilékben jatszodik le (thermocycler).

A reakcio elméleti hattere, hogy a DNS templat 5’ végével komplementer oligonukleotidok
képesek megfelelé homérséklet mellett a folyamat kezdé 1épéseként egyszalava tett DNS lancaihoz
hibridizalni. A DNS polimeraz a primertél indulva 5°-3” irdnyban haladva az egyszali DNS
templaton megszintetizdlja az adott szal komplementerét, ehhez dezoxiribonukleozid-5-
trifoszfatokat (AONTP) hasznal fel.

A reakcid ciklusokbdl épiil fel, amelyek meghatarozott hdmérsékleten lejatszodo 1épésekbdl
allnak 6ssze. Az els6 1épés a denaturalas, amelynek soran a felszaporitandd, még kétszali DNS-t 95
°C-on egyszalasitjuk. A masodik lépés az anellalas, amikor is az egyszalu oligonukleotid primerek
a homérséklet csokkenésének hatasara hibridizalnak az egyszali DNS templatokkal. Az egyes
primerek az esetek tobbségében 8-20 nukleotid hosszUsaglak és szintetikusak. A harmadik
Iépcsofok a polimerizacid/extenzid folyamata, amely alatt 72-75 °C-on a hdstabil enzim — Taq
polimeraz — a primerek 3’ végét hosszabitja meg, ez az elongacio, valamint lejatszodik a templat
DNS-sel komplementer szal szintézise is 5°-3’ irdnyban, ez az extenzio. A ciklusok 35-40
alkalommal is ismétlédhetnek, amelyek sordn a Taq polimerdz az Ujonnan szintetizaldddé DNS-
szélakat is templatként hasznosithatja, ami a DNS mennyiségének exponencialis ndvekedését vonja

maga utan.

3.6.2 Homeérséklet gradiens PCR reakcio

A fajok szekvencidinak tobbszoros illesztése alapjan 6t primer kerilt megrendelésre, négy
forward és egy reverz primer. A forward primerek minddssze néhany nukleotidban kilonboznek.
Az univerzélis primerek adatait a 2. tablazat tartalmazza. A megfelelé anellalasi homérséklet
kivéalasztdsdhoz homérséklet gradiens PCR reakciot alkalmaztunk. Ekkor négy fajbol -
szarvasmarha (Bos taurus), juh (Ovis aries), kecske (Capra hircus) és bivaly (Bubalus domesticus)
— szarmaz0 DNS mintédkat kevertlink 0ssze egy DNS elegybe. Ezt alkalmaztuk a reakcid soran

templatként.
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A hoémérséklet gradiens PCR reakcido soran alkalmazott reakcidelegy oOsszetétele 10 pl-re

vonatkoztatva:

- 2 mM MgCl; (Fermentas)

- 10x Dream Taq puffer (Fermentas)
- 100 puM dNTP (Fermentas)

- 1 pmol reverz primer (Sigma)
-1 pmol forward primer (Sigma)

- 0,5 U Dream Taq polimeraz (Fermentas)

A reakcidelegyet laminaris boxban mértiik dssze. 9 ul PCR mixhez 100 ng DNS-t adtunk.
A reakcio soran alkalmazott hémérséklet gradienst 57,8-65 °C kozotti tartomanyban allitottuk be. A
PCR reakcié eredménye alapjan a tovabbi PCR reakciokhoz 60 °C anelldldsi homérsékletet

valasztottunk ki.

2. tblazat: A felhasznalt univerzalis primerek adatai

) ) . o Célszekvencia
Sorszam Kaéd Szekvencia (5’-3%) Termékméret (bp) o
lokalizacidja
1. 10_12SrRNA_R TTTACTGCTAAATCCTCCTT 278
2. 10_12SrRNA_F1 ACTCTAAGGACTTGGCGGTG
3. 10 _12SrRNA_F2 AAACTCTAAGGACTTGGCGG 280 12S rRNS gén
4, 10_12SrRNA_F3 AACTCTAAGGACTTGGCGGTG 279
5. 10_12SrRNA_F4 TCTAAGGACTTGGCGGTGC 276

3.6.3. PCR reakcio a négy primerpar alkalmazasaval fajonként és a négy faj kevert DNS-ének
felhasznalasaval

Miutan a homérséklet gradiens PCR reakciot elvégeztiik és kivalasztottuk anelldlasi
hémérsékletnek a 60 °C fokot, olyan reakciot allitottunk Ossze, ahol az egyes primerparokat
tartalmazd reakcioelegyekbe csak egy fajtol szarmazd DNS templatot mértiink, valamint olyan

elegyet is, amibe a négy faj kevert DNS-e kertilt.
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A reakcio soran felhasznélt elegy Osszetétele 20 pl-re vonatkoztatva:

4 mM MgClI, (Fermentas)

- 10x Dream Taq puffer (Fermentas)
- 200 uM dNTP (Fermentas)

- 2 pmol reverz primer (Sigma)

- 2 pmol forward primer (Sigma)

- 1U Dream Taq polimeraz (Fermentas)
A reakcidelegyet laminaris boxban mértik dssze. 18 ul PCR reakcidelegyhez 100 ng DNS-t adtunk.
A reakcio korilményeit a 3. tablazat tartalmazza. A tovabbi vizsgélataink soran minden esetben

ezeket a reakcid kortilményeket allitottuk be.

3. téblazat: A PCR reakcio korulményei

Ciklus lépései | Homérsékiet (°C) ’dz’;g: (’:‘)‘”’ Ciklusszam
Taq polimeraz 95 15 1

aktivalasa

Denaturalas 95 0,5
Anellalas 60 0,5 35
Extenzio 72 0,5
Veégso

lanchosszabitas 72 50 !

A PCR reakci6 sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik.

3.6.4 PCR reakciok kiilonbozo keverési aranyokkal rendelkezo DNS templatok felhasznaldasaval

A PCR reakciokhoz elsé 1épésként DNS elegyeket allitottunk Ossze. A juh, a kecske és a
bivaly DNS-éhez adtunk szarvasmarha DNS-t a kovetkez6 aranyokban: 5 v/v%, 10 v/v%, 20 v/v%,
30 vIiv%, 40 vIv% és 50 v/v%, emelett minden mintasorozaton belil volt egy minta, ami 100 v/v%-
ban csak az adott sorozatban vizsgalt faj DNS-ét — vagyis juh, kecske vagy bivaly DNS-t — valamint
egy minta, ami 100 v/v%-ban csak szarvasmarha DNS-t tartalmazott.

Az 5 vIV%-t6l 50 v/v%e-ig terjed6 keverési aranyokat alkalmaz6 PCR reakcio végrehajtasa
utan alacsonyabb keverési aranyokkal rendelkez6 mintdkat alkalmazdé PCR reakciot allitottunk
0ssze. Ezekben a mintasorozatokban a juh, a kecske és a bivaly DNS-éhez szarvasmarha DNS-t
kevertiink 0,1 v/v%, 0,5 viv%, 1 vIv%, 3 vIv% és 5 v/v% aranyban. Ebben az esetben is mindegyik

mintasorozat tartalmazott egy mintat, amely 100 v/v%-ban az adott mintasorozatban vizsgalt faj
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DNS-ét — azaz juh, kecske vagy bivaly DNS-t — és egy minta, ami 100 v/v%-ban szarvasmarha
DNS-t tartalmazott.

A PCR reakcid sikerességét agaroz gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.

3.6.5. Agaroz gélelektroforézis

A molekularis biologiai vizsgalatok soran széleskdrben alkalmazott szeparalasi eljarés az
agardz gélelektroforézis. Az eljards soran a vizsgalni kivant mintdk elektromos erdtér hatdséara a
toltésiikkel ellentétes elektrédok iranyaba vandorolnak az agar6z gel matrixaban. A szeparalas
alapjat kepezi, hogy a PCR reakcid soran felszaporodott fragmentumok a gél anyagaban a méretiik
fliggvényében vandorolnak.

Az eléallitott PCR termékek kimutatasahoz 2 m/v%-0s agar6z gélt alkalmaztunk.

Az alkalmazott 2 m/v%-os gél dsszetétele 150 ml-re vonatkoztatva:
- 3 gagardz (Seakem® LE Agarose, Lonza)
- 150 ml 1x TAE puffer (1000 ml-re vonatkoztatva 20 ml AccuGENE 50x TAE Buffer,
Lonza; 980 ml dH,0)
- 150 pl 1000x GelRed (Biotium, 10 000x vizben)

Az elektroforézis végrehajtasdhoz a Wide Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad) készuléket hasznéltuk fel,
erre 4 V/cm fesziiltséget kapcsoltunk a BioRad PowerPac™ Basic készllék alkalmazasaval. A
kapott DNS mintazatokat UV feny segitségével tettiik lathatdva, és Uvipro Platinum (Uvitec)
készilekkel dokumentaltuk, Uvipro Platinum szoftverrel értékeltik. A program denzitométer
funkcidja lehetévé tette, hogy a PCR termékek savintenzitasat meghatarozzuk, és az igy kapott

intenzitasertékeket egyméashoz hasonlitsuk.

3.7. PCR-SSCP eljaras alkalmazasa fajspecifikus poliakrilamid gélmintazatok kimutatasahoz

A PCR-egyszali DNS konformécié polimorfizmus (PCR-SSCP) alkalmas modszer
pontmutéaciok kimutatasara, valamint az ezek miatt kialakulé konformécios eltérések kimutatdsara,
bar az egyes mutaciok ismeretlenek maradnak, azok jelenlétére csak a létrejové konformacios
eltérésekbdl lehet kovetkeztetni, amelyek, mint fajra jellemz6 gélmintazatok mutathatok Ki
poliakrilamid gélelektroforézis alkalmazéasaval. Mivel a szekvencidkban fellelhetd eltérések fajra
jellemzdek lehetnek, igy a modszer jol alkalmazhatd fajazonositasra. Az egyszalit DNS molekulak
nem denaturalé kozegben felvesznek egy bizonyos struktdrat, ami toébb intramolekularis

kolcsonhatas egydttes hatasanak eredményeképpen alakul ki. A nem denaturalo poliakrilamid gélen
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végrehajtott SSCP analizis lehetévé teszi a mutacioval rendelkez6 DNS szalak elkilonitését
(Hayashi, 1999).

A modszer kivitelezéséhez eldzetesen univerzalis primerek felhasznalasaval PCR reakcidban
felszaporitottuk a vizsgalni kivant DNS szakaszokat. Az univerzalis primerek segitségével

felszaporitott DNS szakaszok hossza kis mértékben eltér6 volt, méretiik 280, 279, 278, 276 bp volt.

A poliakrilamid gél Osszetétele

2,4 ml 10x TBE puffert (Sigma), 9,9 ml 40% Acrylamide/bis-Acrylamide Solution-t
(Sigma) mértink 6ssze, majd dH,O-val 40 ml-re egészitettik ki, hozzéadtunk 400 pl 10 %-o0s
ammoénium perszulfat oldatot (Sigma), valamint 30 pl TEMED- et (tetrametil-etiléndiamin;
BioRad).

A PCR termékek elbkészitése SSCP-hez

A korabban eldallitott PCR termékeket 95 °C-on denaturaltuk 5 percig, majd jégen hiitottiik.
1,5 pl PCR termékhez 15 pl Formamid Dye-t (8 v/v% bromfenol kek, xilén cianol festék (Sigma);
92 viv% formamid) adtunk. A formamid képes megakadalyozni a komplementer szalak

Osszekapcsolddasat.

EzUstfestés

A poliakrilamid gélen megjelend DNS savokat eziistfestéssel tettiik lathatova, amely négy

1€pésbdl tevodik dssze.
1. Fixalas
500 ml végtérfogatu fixalo oldatot allitottunk 6ssze, ami 50 ml abszoldt alkoholt (VWR), 2,5

ml ecetsavat (Sigma) és 447,5 ml dH,O-t tartalmazott. A gélt ebben az oldatban 10 percen keresztil

razogépen tartottuk, majd desztillalt vizzel mostuk a gélt.

2. Festés

A festés végrehajtasahoz elsé 1épésben 50 ml 1 m/v%-0s ezlst-nitrat torzsoldatot
készitettiink, amit 500 ml-re egészitettiink ki 450 ml dH,O-val, igy 0,1 v/v%-0s ezlst-nitrat oldatot
kaptunk. Ebben inkubaltuk a gélt 10 percen at razogépen, végul kétszer desztillalt vizzel mostuk.
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3. El6hivas

Az el6hivo oldat 60 ml 15 m/v%-0s NaOH torzsoldatot, 6 ml 1 m/v%-o0s NaBH, torzsoldatot
és 700 pl 37 m/v%-os formaldehidet tartalmaz, amit 600 ml-re egészitettlink ki desztillalt vizzel.
Ebbél az oldatbol 80 ml-t hasznaltunk fel a felesleges ezlst-nitrat eltavolitasara, majd a

visszamarado oldatot felhasznalva a géleket addig tartottuk razogépen, amig savok jelentek meg.

4. Leallitas

A ledllitashoz 50 ml 7,5 m/v%-0s Na,COj; torzsoldatot keszitettiink, amit 500 ml-re
egészitettlink ki dH,O-val. VVégezetul a kapott gélmintazatokat szkenner és szamitogép segitségével
detektaltuk, valamint Uvipro Platinum (Uvitec) készilék segitségevel is detektaltuk a géleken

lathatd mintazatokat.
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4.1. Hémérséklet gradiens PCR reakciok agardz gélelektroforetikus eredményei

A 12S rRNS szekvencidival elvégzett tObbszords illesztés utan tervezett univerzalis
primereket elészor hémérséklet gradiens PCR soran teszteltik. A reakcioelegybe mind a négy
vizsgalni kivant faj DNS-e belekeriilt, majd az egyes reakciokat meghatarozott hémérsékleteken
hajtottuk végre. Minden primerpart, minden hémérsékleten teszteltink. A PCR reakciok
eredményességét agaroz gelelektroforézis segitségével ellendriztiik, valamint a kapott sdvok alapjan
allapitottuk meg azt az anellalasi homérsékletet, amelyik minden rendelkezésiinkre allo primer
szamara optimalis. Ez a hdmérséklet végiil 60 °C-nak adodott, mivel a négy reakcio ellenérzéseként
kapott gélképek alapjan megéllapithattuk, hogy 59,3 °C-nal minden esetben kaptunk jelet, vagyis
ezen a homérsékleten a primerkombinaciok jol milkédnek. A négy primerparral végzett PCR
reakcié eredményeit a kovetkez6 négy abran mutatjuk be. Az 1. bran az R-F1 primerparral végzett

reakcié eredménye lathato.

-——
© 578°C 593°C 61°C 62,4°C 643°C 65°C

1. &bra: Az R-F1 univerzalis primerpar DNS mintazata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS mix hémérséklet gradiens PCR

eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F1 primerpérral

A masodik primerpar az R-F2 jelzést kapta, amellyel szintén végrehajtottuk a hdmérséklet gradiens

reakciot. Ennek az eredmenyét a 2. abran lathatjuk.
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- ———
57,8°C 59,3°C 61°C 624°C 64,3°C 65°C

2. &bra: Az R-F2 univerzélis primerpar DNS mintazata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS hdmérséklet gradiens PCR

eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F2 primerparral

A harmadik primerpér az R-F3 volt, amellyel végzett optimalizlas eredményét a 3. &brén mutatjuk
be.

— ——
——

57,8°C 59,3°C 61°C 62,4°C 64,3°C 65°C

3. &bra: Az R-F3 univerzélis primerpar gélmintazata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS hémérséklet gradiens PCR

eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F3 primerparral

A negyedik reakcidban az R-F4 primerpart ellenériztiik, ennek a reakcionak az eredményét a 4.
abra mutatja be.
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—

57,8°C 593°C 61°C 624°C 643°C 65°C

4. &bra: Az R-F4 univerzélis primerpar gélmintazata

M: 50bp-0s DNS-marker; 1-6. minta: szarvasmarha/bivaly/juh/kecske genomi DNS hémérséklet gradiens PCR

eredménye 57,8-65 °C tartomanyban az R-F4 primerparral

Az elvégzett homérséklet gradiens reakciok utan anellalasi hémérsékletnek 60 °C-ot
hataroztunk meg, majd a primerpéarokat kilon-kulon reakcioban teszteltik minden egyes faj DNS-
ével, valamint egy reakcioban mind a négy faj DNS-ének felhasznalasaval. Az elvégzett reakciok
alkalmasak voltak arra, hogy megbizonyosodjunk arr6l megfeleld anellalasi homérsékletet
valasztottunk. Mind a négy faj esetében kaptunk PCR terméket, mindegyik primerpér
alkalmazasaval. A négy faj DNS keverékét felhasznaldo reakcid ellendrzése soran is pozitiv
eredményt kaptunk, ugyanis a négy primerpar ebben a reakcioban is miikodéképesnek bizonyult.
Eredményeinket az 5.-9. 4brék mutatjak be.

Az 5. abran a szarvasmarha DNS-ével elvégzett reakcio agar6z gélen kapott eredményét lathatjuk,
6. abra a bivaly, a 7. dbra a juh, a 8. abra a kecske, mig a 9. abra a mind a 4 fajt tartalmazé DNS

mix-el végzett reakcid eredményeit mutatja be.
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5. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése szarvasmarha DNS-sel 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; szarvasmarha genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az R-

F2, az 5-6. mintdban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral

6. &bra: Az univerzalis primerparok tesztelése bivaly DNS-ével 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; bivaly genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az R-F2, az 5-

6. mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral
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7. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése juh DNS-ével 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; juh genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az R-F2, az 5-6.

mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral

8. abra: Az univerzalis primerparok tesztelése kecske DNS-ével 60 °C-on.

M: 50 bp-os DNS marker; kecske genomi DNS tesztelése az 1-2. mintaban az R-F1 , a 3-4. mintaban az R-F2, az

5-6. mintdban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral
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9. é&bra: Az univerzaélis primerparok tesztelése kecske, juh, bivaly és szarvasmarha kevert DNS-
ével 60 °C-on

M: 50 bp-os DNS marker; kecske, juh, bivaly és szarvasmarha genomi DNS egyiittes tesztelése az 1-2. mintaban az

R-F1, a 3-4. mintaban az R-F2, az 5-6. mintaban R-F3, és a 7-8. mintaban az R-F4 primerparral

4.2. PCR-SSCP vizsgalatok poliakrilamid gélelektroforetikus eredményei

Az elbzetes vizsgalatokban optimalizalt primerparok kozil az R-F1 kombinaciot
valasztottuk ki a tovabbi PCR reakciok Kivitelezéséhez. Az optimalizalt univerzalis primerek
felhasznalasaval PCR reakciot Allitottunk 6ssze, amelynek soran kilon-kilon fajonként
szaporitottuk fel a 12S rRNS gén szekvenciajat, valamint 6sszeéallitottunk olyan reakciot is, amely
egyszerre tartalmazta mind a négy faj DNS-ét is. Miel6tt a PCR termékeket el6készitettitk SSCP-
hez, agar6z gélelektroforézis segitségével ellendriztiik a PCR reakcio sikerességét. Amennyiben a
reakcio sikeresnek bizonyult, a PCR termékeket el6készitettitk SSCP vizsgalathoz. Az SSCP sorén
poliakrilamid gélen valasztottuk el egymastol az elézetesen egyszalusitott DNS szakaszokat. Az
egyszalusitas kovetkeztében az egyes DNS szalak egyedi, fajra jellemz6 struktirat vesznek fel, ami
a fajok kozott meglévd szekvencia kiilonbségek miatt, gélmintazatbeli kiilonbségekként lehet
kimutatni. Az altalunk tervezett és optimalizalt primerekkel sikerilt végrehajtanunk a négy faj
egyértelmii elkilonitését poliakrilamid gélen. A felhasznalt univerzalis primerekkel végrehajtott

PCR reakciot kovetdé SSCP vizsgalat eredményét a 10. dbra mutatja be.
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10. abra: Univerzalis primerparral végrehajtott PCR-SSCP vizsgalat eredménye

Az R-F1 univerzalis primerpar PCR-SSCP mintazata az 1. mintaban szarvasmarha, a 2. mintaban bivaly, a 3.
mintéban juh, a 4. mintaban kecske genomi DNS-sel, valamint az 5. mintaban szarvasmarha/bivaly/juh/kecske

genomi DNS-sel

A 10. abran lathaté savok bizonyitjak, hogy a négy faj az altalunk tervezett primerek
segitségével egyértelmiien elkiilonithetd egymastol. Ezt a tényt kihaszndlva olyan Kisérleti
beallitasokat alkalmaztunk, amelyek sordn azonos koncentracioju DNS oldatokat kevertlink dssze
elére meghatarozott térfogatszazalékban. Minden beallitas soran szarvasmarha DNS volt az, amit
egy masik faj — bivaly, juh, kecske — DNS-éhez kevertiink meghatarozott szazalékban: 5 v/v%, 10
viv%, 20 viv%, 30 viv%, 40 viv% és 50 viv%. Ezek mellé kontrollmintanak 100 v/v%-ban
szarvasmarha, valamint 100 v/v%-ban bivaly, juh és kecske DNS-t tartalmazd mintakat is
felhasznaltunk. A 11-13. abran bemutatjuk az 5 v/v% és 50 v/v% kozotti keverési tartomanyban

elvégzett SSCP vizsgalatok soran kapott eredményeket.
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11. bra: Szarvasmarha és bivaly DNS keverékeivel vegzett poliakrilamid gélelektroforézis 5 v/v%

- 50 v/v% tartomanyban.

Az 1. mintaban 100 v/v% bivaly DNS, a 2. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v% bivaly DNS, a 3. mintaban

10 v/v% szarvasmarha és 90 v/v% bivaly DNS, a 4. mintaban 20 v/v% szarvasmarha és 80 v/v% bivaly DNS, az 5.

mintaban 30 v/v% szarvasmarha és 70 v/v% bivaly DNS, a 6. mintaban 40 v/v% szarvasmarha és 60 v/v% bivaly, a

7. mintaban 50 v/v% szarvasmarha és 50 v/v% bivaly DNS, a 8. mintaban 100 v/v% szarvasmarha DNS altal adott
sdvok lathatoak.

12. abra: Szarvasmarha és juh DNS keverékeivel végzett poliakrilamid gélelektroforézis 5 v/v% -
50 v/v% tartomanyban.
Az 1. mintdban 100 v/v% juh DNS, a 2. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v% juh DNS, a 3. mintdban 10
v/v% szarvasmarha és 90 v/v% juh DNS, a 4. mintaban 20 v/v% szarvasmarha és 80 v/v% juh DNS, az 5. mintaban

30 v/v% szarvasmarha és 70 v/v% juh DNS, a 6. mintaban 40 v/v% szarvasmarha és 60 v/v% juh, a 7. mintaban 50
v/v% szarvasmarha és 50 v/v% juh DNS, a 8. mintdban 100 v/v% szarvasmarha DNS altal adott sdvok lathatoak.
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13. abra: Szarvasmarha és kecske DNS keverékeivel végzett poliakrilamid gélelektroforézis 5 v/iv%
- 50 v/v% tartomanyban
Az 1. mintaban 100 v/v% kecske DNS, a 2. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v% kecske DNS, a 3. mintaban
10 v/v% szarvasmarha és 90 v/v% kecske DNS, a 4. mintaban 20 v/v% szarvasmarha és 80 v/v% kecske DNS, az
5. mintaban 30 v/v% szarvasmarha és 70 v/v% kecske DNS, a 6. mintaban 40 v/v% szarvasmarha és 60 v/v%

kecske, a 7. mintaban 50 v/v% szarvasmarha és 50 v/v% kecske DNS, a 8. mintaban 100 v/v% szarvasmarha DNS

altal adott savok lathatdak.

Mivel a kapott eredmények alapjan egyértelmiien megéllapithatd, hogy a szarvasmarha DNS
5 vIv%-0s jelenléte kimutathaté egy masik faj DNS mintajabol, a vizsgalatainkat tovabb folytattuk,
csokkentve a szarvasmarha széazalékos aranyat a keverékekben. Ez a kovetkezOképpen valosult
meg, minden faj DNS mintajahoz 0,1 v/v%-ban, 0,5 v/v%-ban, 1 v/v%-ban, 3 v/v%-ban és 5 v/v%-
ban kevertlink szarvasmarha DNS-t, majd ezzel a kisérleti beallitassal végeztiik el a PCR-SSCP
vizsgalatot. Megéllapitottuk, hogy a PCR-SSCP modszer alsé kimutatasi hatara 3-5 v/v%-nak
adodik. A gélelektroforézis utan kapott gélképeken lathatd mintazatokat az Uvipro Platinum
(Uvitec) szoftver segitségével kvantitaltuk, vagyis a képeken lathatdé savok intenzitasértékeit
allapitottuk meg. Ez az érték nem ad arr6l felvilagositast, hogy az egyes mintakban milyen
ardnyban talalhaté meg a szarvasmarha DNS, azt mutatja meg, hogy szoftver hasznalataval hol
mutathato ki annak jelenléte. A 0,1 v/v% és 5 v/v% keverési aranyok kozotti értékeket alkalmazo
beallitasok eredményeit a 14.-16. abrakon szemléltetjuk.
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14. dbra: Szarvasmarha és bivaly kevert DNS-ével végzett poliakrilamid gélelektroforézis

eredménye 0,1 v/v% - 5 v/v% tartomanyban.

Az 1. mintédban 100 v/v% bivaly DNS, a 2. mintaban 0,1 v/v% szarvasmarha és 99,9 v/v% bivaly DNS, a 3.
mintéban 0,5 v/v% szarvasmarha és 99,5 v/v% bivaly DNS, a 4. mintaban 1 v/v% szarvasmarha és 99 v/v% bivaly
DNS, az 5. mintaban 3 v/v% szarvasmarha és 97 v/v% bivaly DNS, a 6. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v%

bivaly DNS, a 7. mintdban 100 v/v% szarvasmarha DNS altal adott savok lathatoak.

15. dbra: Szarvasmarha és juh kevert DNS-ével végzett poliakrilamid gélelektroforézis eredménye
0,1 v/Iv% - 5 v/v% tartomanyban.
Az 1. mintédban 100 v/v% juh DNS, a 2. mintaban 0,1 v/v% szarvasmarha és 99,9 v/v% juh DNS, a 3. mintaban 0,5
v/v% szarvasmarha és 99,5 v/v% juh DNS, a 4. mintaban 1 v/v% szarvasmarha és 99 v/v% juh DNS, az 5.

mintéban 3 v/v% szarvasmarha és 97 v/v% juh DNS, a 6. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95 v/v% juh DNS, a 7.

mintaban 100 v/v% szarvasmarha DNS altal adott savok lathatéak.
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16. abra: Szarvasmarha és kecske kevert DNS-ével vegzett poliakrilamid gélelektroforézis
eredménye 0,1 v/v% - 5 v/v% tartomanyban.
Az 1. mintaban 100 v/v% kecske DNS, a 2. mintaban 0,1 v/v% szarvasmarha és 99,9 v/v% kecske DNS, a 3.
mintaban 0,5 v/v% szarvasmarha és 99,5 v/v% kecske DNS, a 4. mintaban 1 v/v% szarvasmarha és 99 v/v% kecske

DNS, az 5. mintaban 3 v/v% szarvasmarha és 97 v/v% kecske DNS, a 6. mintaban 5 v/v% szarvasmarha és 95

vIv% kecske DNS, a 7. mintaban 100 v/v% szarvasmarha DNS é&ltal adott savok lathatéak.

Az elvégzett SSCP vizsgélatokkal arra kerestiik a valaszt, hogy a mddszer milyen alacsony
aranyban jelenlévl szarvasmarha DNS mennyiség kimutatasara alkalmas. Az 5 v/v% - 50 viv%
tartomanyban elvégzett vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a mddszer alkalmas az 5 v/v%-ban
jelenlévé szarvasmarha DNS kimutatasara. Mivel ebben a mintasorozatban ez volt a legkisebb
keverési arany, amit beéllitottunk, és mivel minden faj esetében alkalmas volt a médszer az 5 v/v%-
ban jelenlévé szarvasmarha DNS kimutatasara, igy alacsonyabb keverési ardnyokat is beallitottunk,
amelyekkel azt teszteltlik, hogy a mddszer als6 kimutatasi hatara melyik értéknél talalhatd, vagyis a
maodszer mennyire érzékeny.

A bivaly és szarvasmarha kevert DNS-ével végzett SSCP vizsgalat alsé kimutatasi hataranak
3 viv%e-ot allapitottunk meg, ezt az eredményt szoftveres kvantifikalassal is megerésitettiik, ahol a
szoftver a jelenlévd szarvasmarha specifikus sav intenzitasértékét 4,85 %-ban hatarozta meg a teljes
oszlop intenzitasértékéhez viszonyitva. Ezt az intenzitasértéket feltintettik a 14. abra 5. oszlopaban
IS.

A juh és szarvasmarha kevert DNS-ével végrehajtott vizsgalat kimutatasi hatara 5 v/v %-ban
volt meghatarozhaté. A 0,1 v/iv% - 5 v/v% tartomanyban nem sikerllt szarvasmarha specifikus
sdvokat detektalnunk a szoftver segitségével, ugyanakkor 5 v/iv% - 50 v/v% tartomanyon beldl

kimutathat6 5 v/v% keverési arany mellett a szarvasmarhara jellemz6 sav.
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A kecske és szarvasmarha kevert DNS-ének esetében a vizsgalat kimutatasi hatara, szintén
az 5 viv% - 50 v/v% tartomanyban vegzett poliakrilamid gélelektroforézis eredményei alapjan 5
vIiv% volt. 0,1 viv% - 5 vIv% keverési tartomany esetében ennél a mintasorozatnal sem lehetett
szoftveresen szarvasmarha-specifikus savokat detektalni a kevert DNS-t tartalmazé mintak
esetében.

A modszer érzékenységének, illetve kimutatasi hataranak meghatarozasa utan a PCR-SSCP
eljarast kereskedelmi forgalombdl szarmazé sajtmintak vizsgalatara hasznaltuk fel. A
rendelkezésilinkre allé sajtmintakb6l DNS-t izolaltunk, amit univerzalis primerpart alkalmazé PCR
reakcidban szaporitottunk fel. A poliakrilamid gélelektroforézis eredményeként kapott gélképet és
az azon lathaté sdvmintazatokat a 17. abran mutatjuk be.

17. &bra: Kereskedelmi forgalombol szarmazo sajtmintakbol izolalt DNS-sel végzett PCR-SSCP

vizsgalat elektroforetikus eredménye.

Az elsé oszlopban kecskesajtbdl sza&rmazo DNS minta altal adott savok lathatoak. A termék
cimkézése alapjan csak kecskére jellemzd sdvok megjelenését varjuk, ennek ellenére egyértelmiien
latszik a szarvasmarhara jellemz6 mintazat is.

A masodik oszlopban juhsajtb6l szarmaz6 DNS minta altal adott savok figyelhetéek meg. A
cimkézés alapjan kizarolag juhra jellemzd mintdzatot varnank, azonban a szarvasmarhara jellemzd
mintazat is megjelenik.

A harmadik oszlop esetében csak juhra jellemzé mintazat jelenik meg, ami azt bizonyitja,
hogy ennek a sajtnak a cimkézése nem félrevezetd, ugyanis azt allitjak, hogy kizardlag juhtej

felhasznalaséaval készult, amit az eredmény is aldtamaszt.
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Az negyedik oszlopban erds jelet ad a szarvasmarhara jellemz6 mintazat, holott a vizsgalt
sajtot kecskesajtként arusitjak, cimkéjén kizarolag kecsketejet jelolnek meg sszetevoként.

Az 06todik oszlopban egy juhsajtbdl szarmazd6 DNS minta altal adott savokat lathatjuk,
amelyek juhra jellemz6é mintazatot vesznek fel, ezzel igazolva a termék cimkéjen talalhatd leirast,
miszerint a gyartashoz juhtejet hasznaltak fel.

A hatodik oszlopban egy juh és tehéntejet tartalmazd gomolyabdl szarmazd DNS &ltal adott
savok lathatéak, a mintazat igazolja a gyartok leirasat, ugyanis mind a juhra, mind a szarvasmarhara
jellemzd mintazat megjelenik.

A hetedik oszlopban egy juhturobol szarmazé DNS altal adott savok figyelhetéek meg,
ennek ellenére a juhra jellemzd mintazat jelentdsen gyengébben jelenik meg, mint a szarvasmarhéra

jellemz6, ami viszont Kifejezetten hangsulyos.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A fogyasztévédelmi szempontok elétérbe keriilése az elmult két évtizedben maga utan vonta
az ¢lelmiszerek OsszetevOinek alaposabb vizsgalatat, és az ezekhez a vizsgalatokhoz alkalmas
analitikai és molekuléris biologiai modszerek fejlesztését, valamint alkalmazéasat. A vizsgalataink
sorén alkalmazott PCR-egyszali DNS konformécié polimorfizmus (PCR-SSCP) eljards alkalmas
arra, hogy egy mintabol tobb faj jelenlétét egyszerre is kimutassuk. A modszer tesztelése soran
univerzalis primerek alkalmazédsaval szarvasmarha, bivaly, juh és kecske 12S rRNS
szekvencigjanak meghatéarozott szakaszait szaporitottuk fel, majd ezeket denaturalds utan egyszald
formaban poliakrilamid gélelektroforézis soran szeparaltuk, aminek eredményeképpen fajspecifikus
savmintazatokat kaptunk. Fajspecifikus savmintazatok a fajok eltérd szekvenciai miatt alakulnak ki,
ugyanis a benniik taldlhato eltérések hatasara egyedi, fajra jellemz6 konformécidt vesznek fel az
egyszali DNS molekulak, aminek koszonhetden alakulnak ki a fajspecifikus savmintazatok
poliakrilamid gélen.

A vizsgalataink soran kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az alkalmazott
PCR-SSCP eljaras esetén a szarvasmarha DNS kimutatasi hatara 3, illetve 5 v/v%. Ezek alapjan
kijelenthetjlik, hogy a mddszer alkalmazhatd kereskedelmi forgalomban kaphato tej és tejtermékek
vizsgalatara, hiszen a mddszer megfelel6 kimutatasi hatarértékkel rendelkezik, igy a hamisitas
céljabdl felhasznalt tehéntej jelenlétének detektalasara alkalmas.

A mddszer gyakorlati tesztelését kereskedelmi forgalombdl szarmazé sajtmintakon hajtottuk
végre. Az eljaras a kapott eredmények tlkreben alkalmas arra, hogy sajtok esetében azonositsa a
termékben jelenlévd fajokat.

Az altalunk felhasznalt univerzalis primerek alkalmasak voltak négy faj 12S rRNS
szekvencidjanak a felamplifikalasdhoz, ugyanakkor univerzalis voltuk miatt valosziniileg
hasznalhatdéak tovabbi fajok vizsgalatahoz is. Mivel mar a primerek tervezésekor tébb faj
szekvencigjat vettik figyelembe, igy azokat a tovabbiakban egy kibovitett fajazonositasi munkaban
tervezzilk felhasznalni. A fenti okok miatt feltételezhetd, hogy nem csak a BLAST soran felhasznalt
fajok szekvenciai, de tovabbi fajok is vizsgalhatdak ezekkel az univerzalis primerekkel PCR-SSCP

vizsgalat soran.
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OSSZEFOGLALAS

Az évezredek Ota tenyésztett hazidllatok kozll a szarvasmarhat, a bivalyt, a juhot és a
kecskét élelmezési szempontbdl nem csak a hasuk, de az altaluk adott tej miatt is tartjak. A négy faj
teje és az azokbol késziilo tejtermékek kozponti szerepet toltenek be az emberi taplalkozasban. A
késbbbi korokban kimondottan sokféle tejterméket allitott elé az emberiség, ezek némelyike nagyon
specialis tulajdonsagokkal rendelkezik, ilyen példaul a francia eredetti roquefort sajt. El6fordulhat,
hogy a dragabb alapanyagot igényld termékek eldallitasa soran sokszor az alacsonyabb aru
tehéntejet hasznaljak fel az el6allitasi koltségek csokkentésére, ugyanakkor a termék cimkézésén ezt
nem tuntetik fel, igy a fogyasztdt megtévesztik. Ez a becsiiletes termelékkel és a fogyasztokkal
szemben elkdvetett tisztessegtelen kereskedelmi gyakorlat vezetett oda, hogy az Eurdpai Unid
tagallamaiban szigoru szabalyozas van érvényben az élelmiszeripari termékek eldallitasanak és ezek
cimkézésének vonatkozasaban. A PDO megjel6lést olyan védett eredetli termékekre alkalmazzak,
amelyek csak meghatdrozott foldrajzi helyen, kornyezeti korilmények kozott és maddon
készilhetnek el.

Szamos modszert és technikat dolgoztak ki az élelmiszerek eredetvizsgalatara. Ezek kozott
szerepelnek analitikai és molekuléris bioldgiai technikédk egyforman. Az utobbiak alkalmazésa az
elmalt évtizedben valt egyre hangsulyosabba. Elterjedtek az immunoldgiai, kromatogréafias és
elektroforetikus technikdk. A fajazonositas soradn tobbfajta megkozelitést is alkalmaznak, attol
fliggden, hogy milyen tipust anyagokat szandékoznak vizsgalni, mi alapjan akarjak detektalni az
¢lelmiszer Osszetevoit ado fajt/fajokat. A zsirtartalmon és zsirsav-, valamint triglicerid dsszetételen
alapulo eljarasok jol alkalmazhatéak a magas zsirtartalommal rendelkezé termékek, illetve fajok
esetében, de sovany tejtermékek vizsgalatara alkalmatlanok. A fehérjék vizsgalatan alapuld
modszerek mar sokkal elterjedtebbek, kevesebb korlatozo tényezdjiik van, csak Ugy, mint a DNS
alapi modszereknek. A fehérjék vizsgalatat mind immunoldgiai (ELISA), mind kromatografias
(HPLC), mind elektroforetikus (2D-PAGE) modszerekkel végre lehet hajtani. A DNS alapu
modszerek kozul elterjedten hasznaljak a multiplex-PCR reakcidkat, a PCR-RFLP és PCR-SSCP
eljarasokat. Mindegyik felsorolt fehérje és DNS alapu technikaval megfelelé pontossaggal lehet
meghatarozni a jelenlévd fajokat, akar rendkiviil kis koncentracié mellett is. Elterjedten végeznek
ezekkel a modszerekkel kutatasokat, és fejlesztések folynak ezeknek a modszereknek széleskorii
alkalmazéaséara. Plath és munkatarsai 1997-es tanulményukban szamoltak be arr6l, hogy érett
sajtokbdl kivont B-kazein gen szakaszait felszaporitva, 0,5 v/v%-0s tehéntej jelenlétét is detektalni
tudtak. A legtobb tanulmanyban a 0,5 v/v% az a legkisebb érték, ami PCR reakcid hasznalataval
még kimutathaté (Mayer, 2005).
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A munkank soran laboratoriumi koériilmények kozott dsszeallitott kiilonbozo fajosszetételt
DNS keverékekkel, valamint kereskedelmi forgalombdl szarmaz6 sajtokbdl kivont DNS-sel
dolgoztunk. Celunk volt, hogy egy kell6képpen érzékeny, de ugyanakkor koltséghatékony modszert
fejlessziink a szarvasmarha, bivaly, juh és kecske fajok kimutatasara tejbél, illetve tejtermékekbdl.
A felhasznalt primereket a 12S rRNS mitokondrialis gén szekvencidjara terveztik, ugy hogy a
felszaporitott szakaszban a fajok kozo6tt tobb nukleotid eltérés legyen. Ezeket a szakaszokat SSCP
vizsgalathoz egyszalusitottuk, majd az igy a fajok kozotti szekvenciaeltérések miatt egyedi
konformaciot felvevé DNS szalakat poliakrilamid gélen szeparaltuk egymastol, fajspecifikus
savmintazatot kapva eredmenyil. A kapott sdvmintazatok intenzitasertékeit Uvipro Platinum
(Uvitec) képelemz6 szoftver felhasznalasaval hataroztuk meg. A kapott intenzitasértékek alapjan
megallapitottuk, hogy a kevert DNS mintak esetében, ahol a keverési tartomany 0,1 és 50 v/v%
kozott volt, a bivaly és szarvasmarha kevert DNS-ével végzett vizsgalatban 3 v/v%, mig a juh,
valamint a kecske DNS-ével kevert szarvasmarha DNS-t 5 v/v%-os értéknél lehet kimutatni. A
sajtmintakbol sz&rmazd DNS-sel végzett PCR-SSCP vizsgalat soran 7 kereskedelmi forgalomban
kaphat6 sajtot vizsgaltunk meg. Ebbdl a hét sajtbdl harom esetében egyezett meg a kimutatott faj,
valamint a cimkén megnevezett faj, négy esetben egyértelmiien hamisitas mutathat6 ki.

Az altalunk tervezett primerek megnyithatjak tovabba az utat méas fajok vizsgalatahoz is,
hiszen a 12S rRNS gen szekvencidjanak egy konzervativ szakaszara vannak tervezve. Amennyiben
tovabbi vizsgalatok igazoljak, hogy nem csak a négy faj esetében alkalmasak ezek a primerek a
PCR-SSCP alapt fajazonositashoz, akkor lehetdség nyilik egy kis miiszerigényt, koltséghatékony,

fajazonositasra alkalmas molekularis biologiai modszer fejlesztésére.
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A kovetkezdkben szeretnék koszonetet mondani azoknak, akik lehetdvé tették munkam

megvaldsulasat, valamint segitséget nydjtottak annak Kivitelezésében.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Czeglédi Leventének, témavezetOmnek, az
Allattenyésztési Tanszék egyetemi adjunktusanak, hogy hasznos tanacsaival, magyaréazataival,

valamint laboratériumi munkamban nyujtott segitségével lehet6vé tette a dolgozatom elkészileset.

Tovabba kdszonetemet szeretném kifejezni Dr. Javor Andras intézetvezetének, egyetemi

tanarnak, amiért munkamat az Allatgenetikai Laboratériumban elvégezhettem.

Valamint koszonettel tartozom Gulyas Gabriella PhD hallgatonak a molekularis biologiai

modszerek Kivitelezéseben nyujtott segitségéért és magyarazataiért.

Szeretnék tovabba kdszdnetet mondani az Allatgenetikai Laboratorium minden tagjanak,

hogy munkém soran barmilyen szakmai jellegii kérdéssel fordulhattam hozzajuk.

A dolgozat elkészitését a TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007 és a TAMOP-4.2.2/B-
10/1-2010-0024 szamu projektek tamogattak. A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Europai

Szociélis Alap tarsfinanszirozasaval valdsult meg.
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