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Qualitativer Nachweis von Ziege in Fleischerzeugnissen auf Basis
des nuklearen single-copy Gens beta-casein
Qualitative determination of goat in meat products by means of the nuclear
single-copy gene beta-casein

Katrin ALTMANN, R. BINKE und F. SCHWAGELE

Zusammenfassung

Ein artspezifisches Primersystem BC290501 fur die ldentifikation von Ziege in Fleisch-
produkten wurde entwickelt. Beide Primer binden in der 5°-flankierenden Region des single-
copy Gens beta-casein. Von 12 verarbeitungsrelevanten Tierarten ergab ausschlief3lich
Ziegen DNA mittels PCR ein Amplifikationsprodukt. Weiterhin wurde gezeigt, dass unter An-
wendung des Primer-Paares das Vorhandensein von Ziegenfleisch in hocherhitzten
Fleischerzeugnissen bis hin zu einer Nachweisgrenze von 1 % zuverlassig detektiert werden
konnte. Derzeit wird getestet, ob das System BC290501 quantitative Analysen von Ziegen-
fleisch in Lebensmitteln mittels Real-Time-PCR zulasst.

Summary

A species-specific primer system BC290501 has been developed for the identification of goat
in meat products. Both primers bind in the 5°-flanking region of the single-copy gene beta-
casein. Twelve species were examined, but only goat DNA leads to amplification of a specific
product by means of PCR. Furthermore the primer pair was shown to determine at least 1 %
goat meat in meat products treated with high temperatures. At the moment it is investigated,
if the BC290501 primer system allows a quantitative analysis of goats meat in food by means
of real-time-PCR.
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Einleitung bestimmung in Lebensmitteln zunehmend
an Bedeutung.
Die Lebensmittelbranche verzeichnete

in den letzten Jahren wiederholt Skan- Neben den herkdmmlichen Nachweis-
dale unterschiedlicher Tragweite. Neuro- methoden, basierend auf Proteinanalyse
degenerative Krankheiten wie Scrapie (bei mittels chromatographischer, elektropho-
Schaf) oder BSE (bei Rind) fuhrten hin- retischer und immunologischer Assays
sichtlich des Verbraucherschutzes zu der (PATTERSON et al., 1990), wurden in den
Forderung nach einer umfassenden und letzten Jahren verstarkt Testsysteme ent-
verstandlichen Deklaration von zusam- wickelt, die auf DNA-Sequenzebene die
mengesetzten Lebensmitteln. Seit dem Unterscheidung verschiedener Tierarten in
1.Juli 2003 ist die ,mengenmalige An- Produkten méglich machen (SCHWAGELE,
gabe der Zutaten® (QUID) auch fur tieri- 2001). DNA-analytische Methoden bieten
sche Bestandteile in Fleischerzeugnissen hierbei entscheidende Vorteile. Das DNA-
rechtlich geregelt. Im Zuge dieser Ent- Molekdil ist auch in stark prozessierten und
wicklung gewinnen Methoden zur Tierart- erhitzten Lebensmitteln relativ verlasslich
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nachweisbar (JANSSEN et al., 1998); der
stabile Analyt wird zwar ab einer be-
stimmten Temperatur fragmentiert (BINKE
et al., in Druck), die Basenfolge bleibt aber
erhalten. Somit geht die analytische
Spezifitat (JEMMI et al., 1993) nicht
verloren.  Weiterhin  kbnnen  bereits
niedrigste Mengen spezifischer DNA
zuverlasslich detektiert werden (BENEKE
et al., 1998). Daruberhinaus liegt die DNA
ubiquitar in den Zellen eines Individuums
vor, kann also in jedem Gewebe in vollem
Umfang nachgewiesen werden.

PCR-Methoden zur Tierartendifferenzie-
rung eigneten sich bisher jedoch aus-
schlieBlich fur eine qualitative Kontrolle
verwendeter Tierarten in Fleischerzeug-
nissen (PALISCH et al., 2003). Die Wahl
mitochondrialer Zielgene, die zwar in gro-
Rer, aber auch in variabler Anzahl in der
Zelle vorliegen, schliet die Quantifizie-
rung aus. FUr die Durchfihrung quantitati-
ver Analysen werden Gene bendtigt, die
in konstanter Kopienzahl vorliegen. Im

Idealfall stammt die Zielsequenz aus
Genen, die auf der Kern-DNA exakt
einmal (single-copy) vorkommen
(PALISCH, 2003). Tierartspezifische

Primersysteme auf Basis von single-copy
Genen ermdglichen, zusammen mit der
neuen Technologie der Real-Time-PCR,
eine schnelle quantitative und sensitive
Analyse von PCR-Produkten (SILVA et al.,
1998). Wahrend fir in Fleischprodukten
haufig vorkommende Tierarten wie Rind
(LAUBE et al., 2001) und Schwein
(PALISCH, 2002) auf Grund vorhandener
groler Datenflille schnell geeignete
Sequenzen zur Spezifizierung ermittelt
werden konnten, ergeben sich bei der
Ziege (Capra hircus) als Randgruppe
aufgrund fehlender Sequenzinformationen
Schwierigkeiten.
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Ein weiteres Problem entsteht aus dem
hohen genetischen Verwandtschaftsgrad
von Ziege und Schaf (HUNT et al., 1997).
Abgesehen von einzelnen punktuellen
Unterschieden in der Basensequenz er-
gaben sich auf Basis von publizierten Se-
quenzen bisher keine brauchbaren Daten
zur Unterscheidung beider Tierarten.

In diesem Beitrag wird nun erstmals mit
dem 5°-flankierenden Bereich des single-
copy Gens (ROSEN et al., 1999) beta-
casein eine verdffentlichte Sequenz vorge-
stellt, welche fir spezifische Identifizierung
von Ziege in Fleischprodukten geeignet ist
und potentiell quantitative Analysen von
Ziegenfleisch in Lebensmitteln mittels
Real-Time-PCR zulasst.

Material und Methoden

Probenzusammenstellung und Extraktion.
Um die Spezifitit des PCR-Primer-
Systems BC290501, basierend auf der
beta-casein Zielsequenz, zu uberprufen,
wurden Fleischproben folgender Tierarten
verwendet: Ziege (vertreten durch die
Rassen ,Toggenburger Ziege®, ,Weilte
deutsche Edelziege“, ,Bunte deutsche
Edelziege®, und ,Burenziege®); Schwein,
Rind, Pferd, Schaf, Huhn, Pute, Ente;
Strauld, Kanguru, Wildschwein und Hirsch.
Bruhwurste (Tab. 1) mit unterschiedlichen
Ziegenfleischgehalten und Erhitzungsgra-
den, von unerhitzten BrUhwurstproben
Uber Kesselkonserven (20 min/82 °C; Fc
<0,9), Vollkonserven (33 min/116 °C; Fc
=3,4) bis hin zu Tropenkonserven
(60 min/116 °C; Fc=12,3) machten es
moglich, die Nachweisgrenze in prozes-
sierten und erhitzten Produkten festzu-
stellen. Die Isolierung der DNA aus
Fleisch und Fleischerzeugnissen erfolgte
gemal® dem Protokoll von BINKE et al.,
(2003).
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Tab. 1: Zusammensetzung der Brihwurste

Wurst Inhaltsstoffe

B1 50 % Ziegenfleisch; 25 % Ol; 23 % Eis; 1,5 % Salz; 0,25 % Gewiirze;
0,25 % Zusatzstoffe (Phosphat; Ascorbat)

B2 50 % Ziegenfleisch; 25 % Speck (Schwein); 23 % Eis; 1,5 % Salz; 0,25 % Gewiirze; 0,25 %
Zusatzstoffe (Phosphat; Ascorbat)

B3 25 % Ziegenfleisch; 25 % Schweinefleisch; 25 % Speck (Schwein); 23 % Eis;
1,5 % Salz; 0,25 % Gewiirze; 0,25 % Zusatzstoffe (Phosphat; Ascorbat)

B4 10 % Ziegenfleisch; 40 % Schweinefleisch; 25 % Speck (Schwein); 23 % Eis;
1,5 % Salz; 0,25 % Gewiirze; 0,25 % Zusatzstoffe (Phosphat; Ascorbat)

B5 1 % Ziegenfleisch; 49 % Schweinefleisch; 25 % Speck (Schwein); 23 % Eis;
1,5 % Salz; 0,25 % Gewlrze; 0,25 % Zusatzstoffe (Phosphat; Ascorbat)

PCR. Folgender Bereich des beta-casein-
Gens erschien fur die Tierartidentifikation
als geeignet (Abb. 1). Eine Deletion in der
Grofle von 37 bp macht hier eine klare
Unterscheidung zwischen Ziegen- und
Schaf-DNA  mdglich. Der spezifische

Primer BC290501 F mit der DNA-Abfolge
5 TCTGGTCCAATTGGTGAGAG 3" Uber-
briickt diesen Bereich. Der zweite Primer
BC290501 R mit der Sequenz
5'AGGCCACAGGTGAAAAAGTC liegt in
einer unspezifischen Region.

TCTGGTCCAA
TCTGGTCCAA

Capra hircus 57
Ovis aries 57

GTCATAAGGA
GTCATAAGGA

Capra hircus 57
Ovis aries 57

AGGGAAATGT
AGGGAAATGT

Capra hircus 57
Ovis aries 57

Capra hircus 57 37
Ovis aries 57 CTTCTTTGCC TGTGGCCT 3~

TTGAATCCGT AACTCTATCA ATTAATATAA

AATGCTGTGT TTATTGCACA ATATGTAAAG
AATGCTGTGT TTATTGCACA ATATGTAAAG

TGAATGGGAA GGATATGCTT TCTTTTGTAT
TGAATGGGAA GGATATTCTT TCTTTTGTAT

.......... GTGAGAGACA 3~
TTCAAAATTG GTGAGAGACA 3~

CATCTTCCTG AGAAAATAAA 37
CATCTTCCTG AGAAAATAAA 3~

TCCTTTTCTG AGAAATCA 3°
TCCTTTTCTG AGAAATCACA 3~

Abb. 1: Zielsequenz des beta-casein Gens zwischen dem gewahlten Primerpaar BC290501 F (rot)
und BC290501 R (griin); Abweichungen zwischen den Sequenzen sind blau dargestellt

Die Amplifikation der Zielsequenz erfolgte
mit einem Thermocycler der Firma Perkin
Elmer (PE 9600). Fir einen Ansatz wur-
den 2 yl aus einer 1:100 Verdinnung der
DNA-L6sung in nachfolgend beschriebe-
nen Mastermix eingesetzt: 1x PCR-Puffer
(Qiagen, Hilden), 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM
je dNTP (Qbiogene, Heidelberg), 0,8 uM
Primer (synthetisiert von Qiagen, Hilden)
und 1 U HotStarTaq™ (Qiagen, Hilden) in
einem Gesamtvolumen von 25 pl. Folgen-
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des PCR-Programm wurde verwendet:
Anfangsdenaturierung fur 15 min  bei
95 °C, dann 33 Zyklen: 30s bei 95 °C,
30s bei 62°C, 30s bei 72°C. Die
Charakterisierung  der  PCR-Produkte
erfolgte nach gelelektrophoretischer
Trennung (Probenvolumen 5upl, 10 %
Polyacrylamidgel, 85V;  Stromstarke
<200 mA, ca. 1,5h, Molekulargewichts-
marker 322/ Haelll, Qbiogen) durch An-
farben der Banden mit Ethidiumbromid.
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Abb. 2: Gelelektrophorese verschiedener DNA-
Amplifikate nach PCR unter Einsatz des
BC290501 Primersystems. 1. Burenziege;
2. Bunte deutsche Edelziege; 3. Weille
deutsche Edelziege; 4. Toggenburger Ziege;
5. Schaf; 6. Rind; 7. Pferd; 8. Schwein;
9. Negativkontrolle; 10. Standard (51-587 bp)
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Abb. 3: Gelelektrophorese verschiedener DNA-
Amplifikate nach PCR unter Einsatz des
BC290501 Primersystems. 1. B1 unerhitzt;
2. B2 unerhitzt; 3. B3 unerhitzt; 4. B4 un-
erhitzt; 5. BS unerhitzt; 6. Standard (51-587
bp); 7.B5 unerhitzt; 8. B5 Kesselkonserve
(Fc<0,9); 9.B5 Vollkonserve (Fc=34);
10. B5 Tropenkonserve (Fc=12,3)

Ergebnisse und Diskussion

Aus Abbildung 2 ist zu erkennen, dass
das entwickelte =~ PCR-Primer-System
BC290501 spezifisch flir alle getesteten
Ziegenrassen ist (Bahn 1-4). Die amplifi-
zierten Fragmente zeigen eine eindeutige
starke Bande mit 161 bp. Nebenprodukte
wurden nicht beobachtet. Die Lange des
Amplikons stimmt mit der bekannten
Lange der beta-casein Zielsequenz exakt
Uberein. Das Ergebnis bestatigt, dass im
gewlnschten Genabschnitt der Ziegen-
DNA die Vervielfaltigung durch das

10
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Primer-System BC290501 stattfindet. Bei
Schaf, Rind, Pferd und Schwein (Abb. 2,
Bahn 5-8) wird ebenso wie bei den ande-
ren getesteten Tierarten (Daten nicht ge-
zeigt) keine DNA-Vermehrung nach An-
farbung mit Ethidiumbromid sichtbar. Auch
in der Negativkontrolle (Spur9) ist kein
Amplikon zu sehen.

In allen unerhitzten Bruhwurstprodukten
(Abb. 3, Spur 1-5) mit einem Ziegen-
fleischgehalt von 50 %-1 % erfolgt ein ein-
deutiger Nachweis der Tierart Ziege. Von
den Brihwirsten B1-B4 (Daten nicht ge-
zeigt) und B5 (Abb. 3, Spur 7-10) wurden
jeweils Proben aller Erhitzungsstufen der
PCR mit dem Primerpaar BC290501
unterzogen und mittels Gelelektrophorese
untersucht. Selbst in der Wurst B5 mit
einem Ziegenfleischanteil von lediglich
1% koénnen in allen Proben eindeutige
Banden der gesuchten Lange gefunden
werden. Die Auspragung dieser Banden
lasst jedoch mit zunehmender Erhitzung
bis hin zur Tropenkonserve (Spur 10)
immer mehr nach. Ursache hierfur ist die
zunehmende Fragmentierung der DNA bei
steigenden Temperaturen. Dabei wird
unter anderem auch der Bereich der beta-
casein Zielsequenz gespalten, an den die
Primer binden. Somit sinkt die amplifi-
zierbare Ausgangs-DNA-Menge in hoher
erhitzten Produkten und die Banden
werden schwacher.

Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend kann festgestellt wer-
den, dass das neu entwickelte PCR-
Primer System BC290501 in Bezug auf
Spezifitat, Sensibilitdit und Anwendbarkeit
fir Fleischerzeugnisse gute Ergebnisse
erzielt. Die Tierart Ziege ist eindeutig de-
tektierbar und kann bis zu einer Nachweis-
grenze von 1% in prozessierten und
erhitzten Produkten nachgewiesen wer-
den. In weitergehenden Studien wird nun
versucht, das System BC290501 mittels
einer geeigneten Sonde oder unter An-
wendung von SYBR-Green auf die Real-
Time-PCR zu Ubertragen, um mit dieser
Methode auch quantitative Aussagen hin-
sichtlich ziegenfleischhaltiger Lebensmittel
treffen zu kdnnen.
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