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OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn célunk egy olyan DNS metodikdn alapulé elja-
ras optimalizaldsa volt, amely megbizhatéan, alacsony kéltséggel
képes kimutatni tejbél, illetve tejtermékbdl (sajt) az adott dllatfaj je-
lenlétét, illetve aranyat. Vizsgalatainkhoz tejkeverékekbdl szarmazo
mitokondrialis DNS-t haszndltunk fel, ahol a bivalytejhez kiilonbézé
ardnyokban (v/v%) — 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 5%, 10%, 15% —
adtunk tehéntejet. Tejtermékként olyan sajtokat vontuk be a vizsgad-
latba, melyeket bivaly, illetve bivaly és tehéntej kiilonbézé ardnyi
keverékebdl (viv%) allitottunk eld (0%, 2%, 5%, 10%, 15% — tehén-
tej jelenléte).

A tejkeverékek esetében a PCR reakcioban a fajspecifikus pri-
merparok felhaszndldsaval 0,5 v/v%-os kimutatdsi hatdrértéket dlla-
pitottunk meg, a 99,9/0,1 bivaly/tehén v/v%-os tej szarvasmarhdra
nem adott detektalhato jelet. Sajtokbdl is sikeresen azonositottuk a
szarvasmarha és a bivaly DNS-ét. Mind a tej, mind a sajt esetén a
PCR fragment intenzitasanak valtozdsa jelezte a tehéntej részard-
nydnak novekedését.

Kulcsszavak: szarvasmarha, bivaly, tej, sajt, duplex PCR
SUMMARY

Aim of our study was the optimization of a DNA method, that is
appropriate for reliable, low cost identification of animal species in
milk and dairy product (cheese) and to determine the ratio of species.
Mitochondrial DNA was used in our work to analyse buffalo/cow
milk mixtures contained different ratio of bovine milk such as 0.1%,
0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 5%, 10%, 15% (v/v%). Buffalo cheese were
produced using buffalo and cows milk (0%, 2%, 5%, 10%, 15% —
VA% cows milk in buffalo milk).

In case of milk mixtures, using species specific primers, the PCR
assay showed a 0.5 v/v% detection limit. Cattle, in the buffalo/cows
milk 99.9/0.1 v/v% mixture, was not detectable. The identification of
buffalo and cows DNA in cheese was successful. The intensity of
eletroforetic PCR fragment indicated the increase of cow milk ratio
in milk and cheese samples as well
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BEVEZETES

A tisztességtelen kereskedelmi gyakorlat, nevezete-
sen a tehéntej felhasznalasaval torténd termékhamisi-
tas, valamint a fogyasztok félretajékoztatasa, megkove-
teli az élelmiszerek hatékony és rutinszertien végezhetd
ellendrzését. Az ¢élelmiszerek Gsszetevdinek és azok
szarmazasanak ellenérzésére az elmilt évtizedekben
szamos molekularis biologiai technikat dolgoztak ki.

A fehérjék (Rolland, 1995; Addeo et al.,1990) és a
DNS kimutatasara és mennyiségiik mérésére alkalma-
zott, jol bevalt technikakon kiviil a fajokra jellemz6
zsirsavprofilra is dolgoztak ki metodikakat (Lumley,
1996), de ezek kozel sem voltak olyan hatékonyak,
mint a DNS vagy fehérjekomponensek vizsgélatara
hasznalt moédszerek. A DNS-alapt technikak koziil ki-
magasl6 hatékonysagu a PCR eljaras (Higgins et al.,
1992), illetve annak modositott valtozatai, mint példaul
a PCR-RFLP (Kocher et al., 1989), PCR-SSCP (Plath
etal., 1997) vagy a multiplex-PCR reakciok (Bottero et
al., 2003). Ezekkel az eljarasokkal kis mennyiségli te-
héntej jelenlétét is ki lehet mutatni a tejtermékekbdl.

Az irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy kolt-
séghatékonyabb és a szarvasmarha tejjel torténd szeny-
nyezések kimutatasara érzékenyebb eljarasok dolgoz-
hatok ki a tej és tejtermékek eredetigazoldsanak vonat-
kozasaban. Célunk olyan DNS metodikan alapulo elja-
ras optimalizalasa, amely megbizhatoan alacsony kolt-
séggel képes kimutatni tejbdl, illetve tejtermékbdl (sajt)
az adott allatfaj jelenlétét, illetve aranyat. Munkank
soran bivaly és szarvasmarha fajokbol szarmazo tej és
sajt mintakbol, illetve azok keverékébdl fajazonositast
végeztiink.

ANYAG ES MODSZER

7.

Tejmintak begyiijtése, tarolasa

44 bivaly és szarvasmarha tehéntdl gyijtottiink elegy-
tej mintdkat 50 ml-es Falcon csovekbe, melyeket fel-
hasznalasig -80 °C-on taroltunk.

Sajtmintak el6allitasa, tarolasa

Bivaly és szarvasmarha tejb6l kiilonb6z6 keverési
aranyu sajtokat allitottunk el6. A sajtkeverékekben a
tehéntej aranya 0, 2, 5, 10, 15 v/v% volt. A sajtokat -20 °C-
on taroltuk.

DNS Kkivonas tejbol

A tejmintakbol a DNS-t az Orban és Zsolnai (1999)
altal leirt modszer alapjan végeztiik, melyet zsirszepa-
ralassal egészitettiink ki. 1 ml tejet 7 percig centrifu-
galtunk 13 000 g-n. A feliiluszo tetején Gsszegyftilt tej-
zsirt eltavolitottuk, majd a feltiliszot a pellettel egyiitt
felszuszpendaltuk. 500 pl moso oldatot [10 mM Tris
(pH 7.5); 0,2 mM EDTA (pH 7,43)] mértiink ki 1,5 ml-
es eppendorf csdvekbe, majd 50 ul tejmintat mostunk
bele az oldatba. Ezutan 2 percen at centrifugéaltuk a
csoveket 12 000 g-n, majd ledntottiik a feliilluszot. A
mosasi l1épést haromszor ismételtiik. Ezt kovetden a
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csovek aljan 1évo pelletet felszuszpendaltuk 100 pl
lizis puffert (10 mM Tris; S0 mM KCI; 0,5 v/v% Tween
20) ¢és 80 ug Proteinaz K enzimet (Sigma) tartalmazo
elegyben. Az emésztés 56 °C-os vizfiirdében 60 percig
tortént, majd az enzim inaktivalasa céljabol a mintakat
10 percig 94 °C-os vizflirdébe helyeztiik. A tisztitast ko-
spektrofotométer segitségével mértikk. Az elékészitett
mintakat -20 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatig.

DNS kivonas sajtbol

A sajtmintakbol torténé DNS kivonas De et al.
(2011) altal leirt fenol-kloroformos modszer alapjan
tortént. A sajtmintakat folyékony nitrogénnel homoge-
nizaltuk, ezekbdl 70 mg-ot kimértiink, majd 900 pl ex-
trakcios puffer (75 mM NaCl; 2 mM EDTA; 10 mM
Tris-HCL; 0,45 v/v% SDS) és 120 pg Proteinaz-K
enzim (Sigma) elegyével inkubaltuk egy éjszakan at
50 °C-on. Ezt kovetden 900 pl fenolt [Sigma, (pH=8)]
adtunk a mintakhoz és 15 700 g-n 10 percig centrifu-
galtuk, majd a felsd vizes fazisbol 800 pl-t atvittink
egy masik csobe. 800 pl 25:24:1 aranyban dsszeallitott
fenol-kloroform-izoamil-alkohol (Sigma) elegyet ad-
tunk a mintakhoz, ismét centrifugaltuk 15 700 g-n 10
percen at, majd a felsé vizes fazisbol 500 pl-t masik
csdbe vittiink at. 500 pl 24:1 aranya kloroform-izo-
amil-alkoholt (Sigma) mértiink a mintakra, majd Gjra
centrifugaltuk 15 700 g fordulaton, ezutan 300 pl meny-
nyiséget vittiink at a feliiliszobol 1,5 ml-es eppendorf
csObe. A DNS kicsapasa 0,8 térfogat aranyu izopropa-
nollal tortént, a csdveket 5 percre 4 °C-ra helyeztiik,
majd centrifugaltuk 12 500 g-n 10 percig, ekkor a nuk-
leinsav a cs6 aljan pelletként volt megfigyelhetd. A pel-
let mosésa 70 v/v%-os etanollal (VWR) tortént, majd
papirtorlore forditva szaritottuk a mintakat. Végiil 100 pl
TE pufferben (10 mM Tris-HCI (pH 8); | mM EDTA)
elualtuk a pelletet 65 °C-ra beallitott vizflirddben egy
oran at. Az inkubalast kdvetden -20 °C-ra helyeztiik a
mintakat a kovetkez6 felhasznalasig.

Duplex PCR reakcié és agaroz gélelektroforézis

Fajonként eltéré SNP-k alakulhatnak ki a DNS
szekvencidkban, amelyek megfelelé markerként szol-
galnak a fajok, illetve fajtak elkiilonitésére. Az eldzetes
vizsgalatok soran, az adatbazisokban szerepld szakiro-
dalmi adatok alapjan valasztottuk ki a két faj egyiittes
kimutatasahoz sziikséges primereket, és hasznaltuk fel
a PCR vizsgalatokhoz. Mindkét faj esetén mitokondri-
alis DNS-t hasznaltunk, a szarvasmarha esetén a 12S
rRNS gén, a bivaly kimutatasanal a D loop régio faj-
specifikus szakaszat amplifikaltuk. A felhasznalt pri-
merek szekvencidja szarvasmarhanal:

—F: 5 GTACTACTAGCAACAGCTTA 3’ és
—R: 5’ GCTTGATTCTCTTGGTGTAGAG 3’

(Bottero et al., 2003);
bivalynal:

—F: 5’ ACTAGATCACGAGCTTGATCACCATGC 3’ és
— R: 5" GTTATGTGTGAGCATGGGCTGATTGGA 3’

(De et al., 2011) volt.

A duplex-PCR reakciokhoz alkalmazott reakcioel-
egy Osszetétele 20 pl reakciokozegben: 4 mM MgCl,
(Fermentas), 1xDreamTag-puffer (Fermentas), 200 pM

dNTP (Fermentas), 2 pmol Reverse primer (szarvas-
marha), 2 pmol Forward primer (szarvasmarha), 3,6 pmol
Reverse primer (bivaly), 3,6 pmol Forward primer (bi-
valy) 1U DreamTaqg-polimeraz (Fermentas). A PCR
Mixhez 100 ng DNS-t adtunk. A felhasznalt primerek
mennyiségének egymashoz viszonyitott aranyat opti-
malizalasi elokisérletekben allapitottuk meg, melyek
eredményeit az Eredmények részben ismertetjiik. A
primerparok tapadasi hémérsékletét hémérséklet-gra-
diens PCR-ben hataroztuk meg, igy megallapitottuk,
hogy a kivalasztott primerparok olvadasi hdmérséklete
60 °C. A felszaporitott PCR termék mérete a szarvas-
marha specifikus primerpar esetén 256 bp, a bivaly
specifikus primerparnal 226 bp. Az amplikonokat
GelRed-del (Biotium, USA) festett 2 m/v%-o0s agaroz
gélen, elektroforézissel (4 V/cm-en, 1XTAE puffer)
vizsgaltuk.

EREDMENYEK
Tejkeverékek vizsgalati eredményei

A szarvasmarha és a bivaly primerek aranyanak op-
timalizaldsa soran a DNS savintenzitasok egységesité-
se volt a cél. Azért tartottuk meghatarozo 1épésnek az
egységesitést, hogy a késébbi munka soran a kiilonbo-
z6 v/v%-ban kevert tejekbdl tisztitott DNS-sel elvég-
zett PCR-reakcidk eredményei jelezzék az adott faj
részaranyat. Ennek megfeleléen az azonos mennyiségii
(ng) genomialis DNS alapjan torténd optimalizalas so-
ran a kiilonb6z6 primerarany beallitasokat korabbi duplex
PCR vizsgalatok alapjan terveztiik meg, a szarvasmarha/
bivaly primerpar aranyt a bivaly-specifikus primerpa-
rok ardnyat novelve allitottuk be.

A LabWorks™ program altal elvégzett savintenzi-
tasok kvantifikalasa alapjan a 9. minta két savjanak
aranya 51,4/48,6 (szarvasmarha/bivaly), a 10. minta
két savja esetében az arany 50,647/49,353 (szarvas-
marha/bivaly). A mért értékeket alapul véve a szarvas-
marha-bivaly egylittes kimutatasahoz 1:1,8 (szarvas-
marha/bivaly) primerpar aranyt alkalmaztunk (7. dbra).

1. dbra: A bivaly- és szarvasmarha-specifikus primerparok

aranyanak optimalizalasa

szarvasmarha (1)
bivaly (2)

Megjegyzés: az abran feltiintetett aranyok a szarvasmarha:bivaly
primeraranyok

Figure 1: Optimalisation of ratio of cattle and buffalo specific
primers
Cattle(1), Buffalo(2), Note: the ratios in the figure are the primary
proportions of cattle/buffalo

A vizsgalatok soran tejkeverékekbdl szarmazo ge-
nomialis DNS-t hasznaltunk fel, ahol a bivalytejet kii-
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16nb6z6 aranyokban (v/v%) — 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%,
2%, 5%, 10%, 15% — kevertiink tehéntejjel. Megalla-
pithato, hogy a bivaly/szarvasmarha tejkeverékben 0,5
v/v% volt a kimutathatosagi kiiszob (2. és 3. dbra).

2. dbra: A bivaly/szarvasmarha tejkeverékbél szarmazo
DNS gélmintazata

szarvasmarha (1)
bivaly (2)

Megjegyzés: az dbran feltiintetett v/v% értékek a szarvasmarhatej
jelenlétét jelzik a tejkeverékben

Figure 2: DNA gelpattern of buffalo/cattle milk mixture
Cattle(1), Buffalo(2), Note: the v/v% values in the figure represent
the presence of cow’s milk in the milk mixture

I
3. abra: A bivaly/szarvasmarha tejkeverékbol sziarmazo
DNS gélmintazata

e+ p szarvasmarha (1)
T" bivaly (2)

N S — — N — —

oty ey M Srsmerrnip L onemirsts |
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Megjegyzés: az abran feltiintetett v/v% értékek a szarvasmarhatej
jelenlétét jelzik a tejkeverékben

Figure 3: DNA gelpattern of buffalo/cattle milk mixture
Cattle(1), Buffalo(2), Note: the v/v% values in the figure represent
the presence of cow’s milk in the milk mixture

Sajtmintak vizsgalati eredményei

A sajtmintak vizsgalata soran szintén az optimali-
zalt primerpar aranyokat hasznaltuk. A vizsgalatokhoz
sajtmintakbol szarmazo DNS-t amplifikaltunk, ahol a
sajtkészités soran a bivalytejhez kiilonb6z6 ardnyok-
ban (v/v%) — 2%, 5%, 10%, 15% — adtunk tehéntejet.

Megallapithatd, hogy a bivaly/szarvasmarha tejke-
verékben a kimutathatdsagi kiiszob 2 v/v% volt, vala-
mint, hogy a 100 v/v%-ban bivalytejbdl készitett sajt a
varakozassal ellentétben szarvasmarha DNS-t is tartal-
mazott (4. dbra). Ennek oka lehet, hogy a sajtkészités
soran az edények, eszk6zok elmosdsa nem volt toké-
letes, igy tudatos ,,szennyezés” nem tortént, mégis ki-
mutathaté a szarvasmarhatej jelenléte. Ez felhivja a
figyelmet arra, hogy kis arany jelenlét a gélen varha-
toan nem helytelen piaci gyakorlatot jelent.

4. dbra: A bivaly/szarvasmarha tejkeverékbdl késziilt sajtbol
szarmazo6 DNS elektroforézisének gélképe

szarvasmarha (1)
bivaly (2)

Megjegyzés: az ébran feltiintetett v/v% értékek a szarvasmarhatej
jelenlétét jelzik a sajtkeverékben

Figure 4: DNA gelpattern of cheese from buffalo/cattle milk mixture
Cattle(1), Buffalo(2), Note: the v/v% values in the figure represent
the presence of cow’s milk in the cheese mixture

KOVETKEZTETESEK

A kimutatashoz felhasznalt tejkeverékek a tehénte-
jet 0,1; 0,5; 15 1,5; 2; 5; 10; 15 v/v% ardnyban tartal-
maztak, a sajtkeverékekben a tehéntej aranya 0; 2; 5;
10; 15 v/v% volt. A tejkeverékek esetében a PCR reak-
cioban a fajspecifikus primerparok felhasznalasaval si-
keriilt elérni a 0,5 v/v%-os kimutatasi hatarértéket,
azonban a 0,1 v/v%-os tehéntej koncentracié kimuta-
tasa sikertelennek bizonyult. igy is elmondhatd azon-
ban, hogy a modszer érzékeny a fajspecifikus szekven-
cidk kimutatasa terén. A sajtkeverékek vizsgalata soran
mind a négy keverési arany esetében sikeriilt duplex-PCR
reakcioban kimutatni és elkiiloniteni a két fajt.

Kemeny sajtok esetében, a 3 -kazein gén specifikus
szakaszainak felszaporitasaval a tehéntej 0,5 v/v%-0s
jelenlétét kimutattdk. Ez az eredmény jelzi a modszer
¢rz€kenységét, ugyanis a sajtok érési folyamata soran
jelentésen degradalodhat a szomatikus sejtekbdl szér-
maz6 DNS, rontva a kimutatas lehetéségét (Plath et al.,
1997). Tehéntejjel kevert kecsketej vizsgalata soran
olyan keverékeket készitettek, amelyek 1 v/v%-ban, 0,5
v/v%-ban és 0,1 v/v%-ban tartalmaztak tehéntejet a
kecsketej mellett. Ebben a vizsgélatban a tehéntej 0,5
v/v%-o0s aranyat még lehetett detektalni, de a 0,1 v/v%-
0s aranyt mar nem, azonban a PCR-rel torténé kimuta-
tds ebben az esetben is érzékenynek mutatkozott
(Bottero et al., 2003). Tébb tanulmany soran is a 0,5
v/v%-o0s arany bizonyult a vizsgalat kimutatasi hatarér-
t€kének (Mayer, 2005; Rodriguez et al., 2005).

Ugyanakkor az eredmények értelmezéséhez érde-
mes megjegyezni, hogy a termékhamisitdsok soran
nem az alacsony részaranyban megjelend idegen faj ki-
mutatasa az elsédleges cél, hiszen egy ilyen kismértékii
»SzennyezeEs” a gyartd szamara nem jar gazdasagi elény-
nyel, ezért jellemzéen az nem utal tudatos termékha-
misitasra sem.
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