
ЛЕКЦИЯ 12. Анализ состава продуктов питания
1. Анализ состава мясной продукции
2. Анализ состава рыбной продукции
1 Анализ состава мясной продукции
Мясо и продукты его переработки - колбасные изделия, мясокопчености, консервы, полуфабрикаты относятся к наиболее ценным продуктам питания, поэтому они попадают в разряд наиболее часто фальсифицируемых продуктов. Фальсификация подразумевает под собой действия, направленные на обман потребителя путём подделки объекта купли-продажи с корыстной целью. Экономический аспект фальсификации заключается в существенном материальном ущербе потребителю. Религиозный аспект связан с тем, что в различных религиях существуют ограничения или запреты некоторых продуктов питания. Медицинский аспект фальсификации связан с риском потребителя и нанесением вреда его жизни и здоровью. Один из важных элементов поддержания здоровья населения – обеспечение качества пищевых продуктов, контроль которого осуществляется различными методами ветеринарно-санитарной экспертизы. Один из аспектов проведения такой оценки – определение ассортиментной фальсификации продуктов, под которой подразумевается замена одного вида животного сырья другим, менее ценным. 

Фальсификацию видовой принадлежности мясного сырья определять значительно труднее, чем любые другие виды фальсификации. Поэтому достаточно часто следственные органы при расследовании фальсификации, контрабанды, браконьерства мяса привлекают ветеринарных специалистов для установления его видовой принадлежности и соответствия сопроводительным документам. На сегодняшний день существует большой выбор методов для определения видовой принадлежности мяса и мясной продукции. Гистологические методы основаны на выявлении анатомических особенностей осевого и периферического скелета, определение по форме и цвету мышечной ткани, количеству и распределению жировой ткани. Однако такие методы не применимы к частично измельчённым или полностью переработанным мясным изделиям. Не редко применяются физико-химические методы, такие как определение температуры плавления, вспышки, коэффициента рефракции жира, фракционное разделение экстрактов мышечной ткани посредством газовой хроматографии. Достаточно эффективными являются энзимологические и иммунологические методы. Недостаток перечисленных методов заключается в том, что большинство из них основаны на анализе белков или не разрушенных тканевых структур и их применение невозможно при оценке переработанных продуктов, подвергшихся механической или термической обработке, влекущей дегенеративные клеточные изменения. С их помощью невозможно выявить различия между близкородственными видами животных. Также они не пригодны для анализа продуктов с содержанием мяса менее 10-20% от общей массы. 
Наиболее стабильная структура животного организма – это ДНК. Будучи устойчивой к воздействию температурных, химических и механических факторов, она не утрачивает своей информативной функции под влиянием агрессивных воздействий. В связи с этим наиболее перспективными в плане определения видовой принадлежности мяса и мясопродуктов являются методы ДНК-диагностики. Наиболее чувствительным и специфичным для идентификации видовой принадлежности ДНК и определения сырьевого состава продукции сегодня считается метод ПЦР.
 Так как с помощью ПЦР можно определить не только видовую принадлежность мяса, но и выявить примеси мясного сырья разных видов животных и птицы. Благодаря высокой чувствительности и специфичности, хорошей воспроизводимости результатов, быстроте и низкой трудоемкости процедур ПЦР становится одним из наиболее достоверных методов идентификации мяса и готовых мясных продуктов.

Ярким примером применения ДНК-идентификации является межгосударственный стандарт (ГОСТ 31719–2012), разработанный при участии Государственного научного учреждения Всероссийского научно-исследовательского института мясной промышленности имени В.М. Горбатова Российской академии сельскохозяйственных наук (ГНУ ВНИИМП им В.М. Горбатова Россельхоэакадемии) и допущенный к применению при контроле кормов, сырья и продуктов питания для выявления фальсификаций сырья, пищевой продукции и детекции несанкционированных примесей в кормах. Настоящий стандарт распространяется на пищевые продукты, продовольственное сырье растительного, животного происхождения, корма и устанавливает экспресс-метод качественного определения видовой принадлежности содержащихся в них мясных и растительных ингредиентов, кроме того он действует не только на территории Российской Федерации, но и Беларуси, Казахстана, Киргизии, Молдовы и Таджикистана.

Стандарт предназначен для ускоренной идентификации видоспецифичной ДНК: крупного рогатого скота (Bos taurus). свиньи (Sus scrofa), курицы (Gallus gallus), сои (Glycine max), картофеля (Solanum tuberosum), кукурузы (Zea mays) (таблица 12.1) и др. в составе кормов, сырья, полуфабрикатов, готовых продуктов питания методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Данный метод оптимален для определения видовой принадлежности растительных и животных компонентов в составе кормов, сырья, пищевых продуктов, в том числе подвергавшихся термической обработке.
Таблица 12.1 – Последовательность праймеров для идентификации видоспецифичной ДНК
	Вид
	Праймеры

	B. taurus
	5’- tgaggacaaatatcattctgagg - 3’

5’- gagcaagaattaggatagagaag - 3’

	S. scrofa
	5’- gacctcccagctccatcaaacatctcatcatgatgaaa - 3’

5’- gtcgatagtagatttgtgatgaccgta - 3’

	G. gallus
	5’- tcacatcggacgaggccta - 3’

5’- ggaacggggtgagtatgagagagtt - 3’

	G. max
	5’- gtgctactgaccagcaaggcaaagtcagca - 3’ 

5’- gagggttttggggtgccgttttcgtcaac - 3’

	S. tuberosum
	5’- gatggtgctgttgctactgttgatgatcc - 3’

5’- accatccatcgtgcagtacccatttagc - 3’

	Z. mays
	5’- ttctcgtcgtgtgcctggctctgtcag - 3’

5’- aagatacagatgaagaagaatgaggcg - 3’


Рассмотрим, как присоединяются предложенные праймеры на целевые последовательности.

Присутствие говядины в мясной продукции основано на выявлении фрагмента гена цитохрома b (cytochrome b) размером 505 н.п. мтДНК B. taurus (рисунок 12.1). 
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Рисунок 12.1 – Диагностический фрагмент мтДНК Bos taurus с указанием места присоединения праймеров

Присутствие свинины в мясной продукции основано на выявлении фрагмента гена цитохрома b (cytochrome b) размером 398 н.п. мтДНК S. scrofa (рисунок 12.2). 
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Рисунок 12.2 – Диагностический фрагмент мтДНК S. scrofa с указанием места присоединения праймеров

Присутствие курятины в мясной продукции основано на выявлении фрагмента гена цитохрома b (cytochrome b) размером 431 н.п. мтДНК G. gallus (рисунок 12.3). 
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Рисунок 12.3 – Диагностический фрагмент мтДНК G. gallus с указанием места присоединения праймеров

Присутствие сои в мясной продукции основано на выявлении фрагмента гена лектина (lectin, Le1) размером 164 н.п. ДНК G. max (рисунок 12.3). 
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Рисунок 12.3 – Диагностический фрагмент ДНК G. max с указанием места 
присоединения праймеров

Присутствие картофеля в мясной продукции основано на выявлении фрагмента гена псевдогена (pseudogene, SA10C) размером 332 н.п. ДНК S. tuberosum (рисунок 12.4). 
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Рисунок 12.4 – Диагностический фрагмент ДНК S. tuberosum с указанием места присоединения праймеров

Таким образом, мы видим что для установления видовой принадлежности животных, в основном, используются последовательности мтДНК. 
2 Анализ состава рыбной продукции
Необходимо отметить, что молекулярно-генетический подход используются в установлении легальности происхождения продукции из осетровых (мясо, балык, пищевая икра и т.п.), а также при искусственном воспроизводстве естественных популяций этих рыб, так как разведение в аквакультуре невозможно без точной идентификации вида на всех стадиях развития особей (от икры до взрослого организма). Осетровые выделяются среди других рыб по исключительно широко распространенной скрещиваемости различных видов и большой морфометрической пластичности, что затрудняет, а во многих случаях исключает идентификацию по принятым в ихтиологии морфологическим критериям. В этой связи порой невозможно идентифицировать продукцию из осетровых без применения молекулярно-генетических методов. Методы ДНК-идентификации можно условно разделить на две группы - анализ ядерных генетических маркеров и анализ митохондриальной ДНК (мтДНК). Преимущество использования первых состоит в том, что они позволяют идентифицировать не только чистые виды, но и особи гибридного происхождения. К недостаткам метода относится повышенная чувствительность к целостности ядерной ДНК, что делает эти методы малопригодными для анализа промышленно обработанной икры. Использование мтДНК для анализа видового состава имеет ряд преимуществ, таких как значительно большая копийность мтДНК по сравнению с ядерной (особенно в икре) и, благодаря кольцевой структуре, большая устойчивость к деградации и лучшая сохранность.
Первоначально метод определения осетровых был применен в работах Бирштейна в 1996 г. и основывался на анализе видоспецифичных замен в последовательности участка гена CytB. Метод был запатентован в США и Европе в виде набора праймеров, позволяющих видоспецифическую амплификацию фрагмента гена CytB. Не-достатками данного метода было большое количество ПЦР, которые необходимо было поставить и затем проанализировать для определения каждого образца. Также почти все праймеры отличались на однонуклеотидную замену, что делало возможным ложное срабатывание тест-системы и требовало обязательной постановки референсной реакции (положительного контроля) для каждого вида.

Дальнейшее развитие метод, основанный на полиморфизме гена CytB, получил в работах Людвига в 2002 г. Идентификация видов, предложенная этими авторами, состояла в последовательном рестрикционном анализе ПЦР-фрагмента участка гена CytB семью различными рестриктазами и визуализацией полученных фрагментов рестрикции на агарозном или акриламидном геле (ПЦР-ПДРФ).

Оба предложенных метода на настоящее время не вошли в практику, и определение видовой принадлежности импортируемой икры, и другие вопросы, связанные с СИТЕС, в западных лабораториях осуществляются главным образом методом прямого секвенирования участков гена CytB и сопоставлением полученных данных с референсными последовательностями видов, депонированными в GenBank. 
Кроме гена CytB в молекулярной диагностики применяют контрольный регион D-петли. Рассмотрим, как можно его использовать в ПЦР-идентификации каждого вида для восьми основных видов осетровых. 

	Последовательность
	Длина продукта, пн
	Видоспецифичность

	TATACACCATTATCTCTATGT
	
	Все виды

	CAGATGCCAGTAACAGGCTGA
	215
	Русский и сибирский осётры

	TATCTATTACCTGCGAGCAGGCTG
	374
	Белуга

	TGTCTTTTCTGAAGGAGCTTTGC
	329
	Шип

	GGGAATAACCGTTAATTTGG
	190
	Стерлядь

	GCACAGACTATGTGTGGTATCCAGAA
	420
	Русский осётр 

	GGGGTTCTTGGCATGTTGTGAGCG
	266
	Севрюга

	CCTCTTATGTACGCGGTGT
	439
	Калуга

	TGTGGGGTCACGGACTTTACAG
	254
	Амурский осётр

	TGTCTGTCTAGAACATATG
	182
	Сибирский осётр


Смесь ПЦР-продуктов полученных при гель-электрофорезе представлены на рисунке 12.5.
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Рисунок 12.5 - Визуализация ПЦР-фрагментов для разных видов осетровых в агарозном геле. 1 – маркер 100-1000 пн; 2 – русский осётр; 3 – русский осётр с ‘baerii-like’мтДНК; 4 – сибирский осётр; 5 – стерлядь; 6 – амурский осётр; 7 – севрюга; 8 – шип; 9 – белуга; 10 – калуга; 11 – маркер масс ПЦР-продуктов осетровых; 12 - маркер 100-1000 пн.

Контрольный регион раньше не рассматривался как перспективный для целей видовой идентификации, так как известна его гипервариабельность по сравнению с митохондриальными белок- и РНК-кодирующими генами. Выявление видоспецифичных последовательностей возможно только путём охвата всего природного полиморфизма и анализа последовательностей большого числа особей и из различных участков ареала. В противном случае существует вероятность, что праймеры, разработанные по последовательностям рыб из одной популяции, дадут ошибочный результат при анализе особи из другой популяции. С другой стороны, контрольный регион имеет несомненное преимущество для целей генотипирования, так как в этой некодирующей области часто встречаются вставки, делеции и замещения по несколько нуклеотидов подряд. Подобные участки являются идеальными для разработки видоспецифичных праймеров, так как позволяют создавать тест-системы, менее чувствительные к условиям ПЦР и качеству оборудования.

Для генотипирования производителей осетровых часто используют набор из пяти микросателлитных локусов (Afug41, Afug51, An20, AoxD161, AoxD165). Исследованные локусы амплифицируются у всех тестируемых видов с одних и тех же пар праймеров и показывают высокий уровень изменчивости. Выявлены аллели, характерные для разных видов, что позволяет использовать их для видовой идентификации осетровых и продукции из них, а также показана возможность определения особей гибридного происхождения. Данные пять локусов были отобраны по результатам предварительного тестирования большого числа (более 20) локусов по принципу высокой воспроизводимости амплификации, наибольшего полиморфизма, соответствия равновесию Харди–Вайнберга и по отсутствию нуль-аллелей у большинства видов, обитающих в России. Анализ аллельного полиморфизма микросателлитных локусов был произведен на образцах, собранных в 2002–2012 гг. и хранящихся в Российской Национальной Коллекции Эталонных Генетических Материалов (РНКЭГМ) ВНИРО (Свидетельство об официальной регистрации базы данных № 2006620351). Пробы осетровых рыб отбирались прижизненным методом путем отрезания фрагмента спинного или грудного плавника. Каждому образцу присваивался идентификационный номер. Все взятые образцы были занесены в РНКЭГМ. 

	Локус
	Праймеры 5'_3'

	An20

	F:AATAACAATCATTACATGAGGCT 

	
	R:TGGTCAGTTGTTTTTTTATTGAT

	Afug41
	F:TGACGCACAGTAGTATTATTTATG 

	
	R:TGATGTTTGCTGAGGCTTTTC

	Afug51

	F:ATAATAATGAGCGTGCTTTCTGTT 

	
	R:ATTCCGCTTGCGACTTATTTA

	AoxD165

	F: TTTGACAGCTCCTAAGTGATACC 

	
	R: AAAGCCCTACAACAAATGTCAC

	AoxD161
	F: GTTTGAAATGATTGAGAAAATGC 

	
	R:TGAGACAGACACTCTAGTTAAACAGC


Все исследованные локусы оказались полиморфными у всех изучаемых видов (количество аллелей на локус варьирует от 2 до 29 в зависимости от вида и локуса). Исключение составляет локус Afug41 для калуги – амплификация по данному локусу не идет. Максимальное количество аллелей на особь у многохромосомных видов для всех локусов составляло четыре аллеля, у малохромосомных – два. Наиболее информативным является локус An20, имеющий видоспецифичные аллели для семи видов осетровых.

Стерлядь (RUT) определяется по аллелю 177 локуса An20 (аллель присутствует у более 80% особей и незначительно встречается у других видов – менее 7%).

	Вид
	STR-локус
	Размер аллеля, пн

	Сахалинский

осетр

(MED)


	An20
	181, 185, 189, 193, 197

	
	Afug51
	296

	
	AoxD161 
	114

	
	AoxD165
	230, 234, 238, 242, 254

	Шип (NUD)
	An20
	153

	
	Afug51
	272

	
	AoxD165
	196

	Стерлядь (RUT)
	An20
	177

	
	Afug51
	252

	Калуга (DAU)
	AoxD165
	206

	
	Afug41
	Не амплифицируется

	
	An20
	169

	Белуга (HUS)
	An20
	145, 149

	
	AoxD161 
	98

	
	AoxD165
	178

	
	Afug41
	277, 269, 265, 262, 257,

	Севрюга (STE)
	An20
	141

	
	Afug51
	288

	Амурский осетр

(SCH)
	An20
	137

	
	Afug41
	193, 189, 185


Для шипа (NUD) характерен аллель 153 в локусе An20, аллель 272 в локусе Afug51, а по локусу AoxD165 у 74% особей шипа встречается аллель 196.

Для белуги (HUS) по локусу An20 – определяющие аллели 149 и 145, причем аллель 149 характерен в меньшей степени и калуге (которой присуща более высокая плоидность), и здесь для точной идентификации необходимо использование нескольких локусов, имеющих специфичные для белуги аллели, например локус AoxD161. По этому локусу практически все особи (98%) несут аллель 98, который не характерен для других видов (у русского и персидского осетров – менее 1%). В российских аквакультурных хозяйствах под видом шипа часто встречается гибрид белуги на шипа, который легко определяется именно по этому аллелю и имеет митохондриальный гаплотип белуги. По локусу AoxD165 96% особей белуги несут аллель 178, этот аллель в подавляющем количестве несут и тетраплоидные, в отличие от белуги, русский и персидский осетры. В конце диапазона локуса Afug41 располагаются аллели, характерные только для белуги, хотя частота встречаемости этих аллелей невелика (249–277).
Для амурского осетра (SCH) характерен аллель 137 локуса An20, причем этот аллель встречается у 100% особей. В начале размерного диапазона локуса Afug41 несколько аллелей встречаются преимущественно в амурском осетре (аллели 197,193, 189, 185) и 99% особей будут нести хотя бы один из этих аллелей, которые могут служить генетическим маркером вида. Для русского (GUE), персидского (PER) и сибирского (BAE) осетров не найдены четкие аллельные маркеры. Можно заметить, что по локусу Afug51 вклад аллеля 232 для русского и персидского осетров более 30%, т.е. он встречается примерно у 75% особей этих видов, при этом аллель 224 встречается у более 65% персидского осетра, а у русского только у 15%. По локусу AoxD165 аллель 178 в подавляющем большинстве несут и русский и персидский осетр, а у сибирского осетра мажорным является аллель 180. Это нельзя назвать видоспецифичными аллелями, но некоторая детерминация этих видов явно прослеживается. Следует отметить, что в некоторых аквакультурных стадах сибирского осетра, полученных от единичных производителей, нами наблюдалась значительно более высокая встречаемость аллеля 178, что вероятно обусловлено эффектом основателя. Таким образом, использование аллелей 180 и 178 для идентификации русского, сибирского осетров и их гибрида представляется нецелесообразным.

Для севрюги (STE) аллель 141 локуса An20 встречается у 85% особей, а по локусу Afug51 аллель 288 четко указывает на этот вид.

Проведение анализа по пяти микросателлитным локусам позволяет определить не только генетический профиль особи, но и установить вид, а также выявить особь гибридного происхождения. В последнем случае анализ мтДНК позволяет определить видовую принадлежность гибрида по материнской линии, а происхождение гибрида по отцовской линии определяется присутствием у гибрида аллелей, не характерных для материнского вида. По многочисленным опубликованным данным в природе встречаются гибридные особи практически всех симпатрически обитающих видов осетровых, в том числе и видов с разной плоидностью.
Таким образом, межвидовую и внутривидовую изменчивость исследуют, анализируя контрольный регион митохондриальной ДНК с помощью набора видоспецифических праймеров. Индивидуальные генетические особенности выявляют с помощью микросателлитного анализа фрагментов ядерной ДНК.

Необходимо отметить, что применение микросателлитов (STR-анализ) более востребовано для популяционной и индивидуальной идентификации. Во многих работах последнего десятилетия для оценки генетического полиморфизма осетровых рыб из-за методических трудностей, связанных с полиплоидией и сложной организацией ядерного генома, ученые отдают предпочтение митохондриальной ДНК. Полученные данные дают возможность реконструировать генеалогию соответствующих митотипов, позволяют восстанавливать картину расселения, изоляции и гибридизации видов и популяций. Однако матрилинейный характер наследования маркеров мтДНК не позволяет проводить индивидуализирующий анализ особей, контролировать межвидовую гибридизацию в условиях аквакультуры, а также определять уровень плоидности.

Более медленная молекулярная эволюция осетровых видов, по сравнению с костистыми рыбами определяет проблему предела разрешающей способности метода секвенирования структурных генов, ограничивая генетическое дифференцирование и его количественное определение. Именно по этим причинам идет активная разработка для Acipenseriformes новых маркеров микросателлитной ДНК, демонстрирующих чрезвычайно высокий уровень полиморфизма. Использование системы STR-маркеров дает возможность решить вопросы индивидуальной идентификации и популяционной принадлежности особей, оценки эффективности искусственного воспроизводства через определение репродуктивного вклада производителей в генофонд жизнеспособного потомства. Перспективность STR-анализа побудила к поиску микросателлитных локусов с диплоидным типом наследования у полиплоидных по своей природе осетровых видов.

Таблица 12.2 – Сравнительная характеристика ДНК-маркеров с позиции их практического использования для идентификации осетровых рыб
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Примечание: * — предполагаемые затраты на исследование одного образца (+ — около 10 евр., ++ — 20 евр., +++ — более 20 евр.), включена только стоимость реактивов.
Таким образом, использование ДНК маркеров (таблица 12.2) в течение последнего десятилетия позволило определить внутривидовую дифференциацию многих видов отряда Acipenseriformes, что имеет большое значение для планированного вылова, искусственного размножения и в конечном итоге сохранения этих древних рыб.
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