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RESUMO

A identificacdo de espécies em alimentos é assunto de grande interesse para toda a cadeia de
producdo, para a fiscalizacdo e nos meios académicos. As fraudes pela adicdo ou substituicdo
de espécies infringem as legislacdes vigentes no Brasil e podem trazer graves consequéncias,
incluindo perdas econdémicas e riscos a salde publica. Diversas técnicas estdo disponiveis para
a identificacdo da origem dos alimentos. Dentre essas, os métodos baseados na anélise de DNA
provaram ser praticos, confiaveis, especificos e extremamente sensiveis para a deteccdo de
fraude. O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de teste de deteccdo de DNA
das espécies Bos taurus, Sus scrofa, Ovis aries, Capra hircus, Gallus gallus, Meleagris
gallopavo, Bubalus bubalis, Equus caballus, Felis catus e Canis familiaris em produtos
carneos. O método baseia-se na técnica de PCR em Tempo Real e combina o uso de iniciadores
universais (utilizados como controle interno) e iniciadores especificos para a deteccdo do DNA
alvo. Apds cada reacdo de PCR, os produtos sdo submetidos a curva de dissociacdo, para
confirmar se o DNA amplificado corresponde ao fragmento esperado de cada espécie. A
precisdo do método foi avaliada em 45 misturas experimentais de carnes nas proporcoes de 50-
50% ou 99-1% e em uma mistura com 10% de cada espécie do teste. O método detectou
corretamente as espécies em cada mistura, inclusive aquelas presentes em 1% do total. Em
seguida, o método foi aplicado na andlise de 14 produtos comerciais e 0s resultados revelaram
que seis desses continham material bovino e/ou de frango, ndo declarado no roétulo. Os testes
das misturas experimentais e dos produtos comerciais foram realizados nos dois laboratorios
participantes (LGEV e Myleus), obtendo-se 100% de reprodutibilidade. O teste desenvolvido

provou ser eficaz e confiavel para uma rotina de detecgdo de espécies em produtos carneos.

Palavras-chave: Produtos carneos; substituicdo de espécies; rotulagem inadequada; PCR em

Tempo Real.



ABSTRACT

Species identification in food is a subject of significant interest for the entire production chain,
for government inspection and in academic circles. Fraud by addition or substitution of species
is against the law in Brazil and can lead to serious consequences, including economic losses
and public health risks. Several methods are available for identifying the origin of food and,
among these, the DNA techniques have proven to be practical, reliable, specific and highly
sensitive for fraud detection. The present work is aimed at the development of a test to detect
DNA from Bos taurus, Sus scrofa, Ovis aries, Capra hircus, Gallus gallus, Meleagris
gallopavo, Bubalus bubalis, Equus caballus, Felis catus and Canis familiaris in meat products.
The method is based on real-time PCR and combines the use of universal primers (for internal
positive control) and species-specific primers for the detection of target DNA. After each
reaction, the PCR products are subject to melt curve analysis to check if the amplified DNA
corresponds to the expected fragment of each species. Method precision was evaluated on 45
experimental meat mixtures in proportions of 50-50% or 99-1% plus one mixture with 10% of
each species. The test correctly detected the species in each mixture, including those present in
1% of the total content. The method was then applied to the analysis of 14 commercial meat
products and the results revealed that six of these had non-declared bovine and/or chicken
material. The experimental mixtures and commercial products analyses were carried out in the
two participating laboratories (LGEV and Myleus), obtaining 100% reproducibility. The
developed test proved to be effective and reliable for a routine of species detection in meat

products.

Keywords: Meat products; species substitution; mislabeling; real-time PCR.
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1. INTRODUCAO

A substituicdo de espécies em alimentos € um tipo comum de fraude alimentar impulsionada
por ganhos econémicos, quando uma espécie de menor valor comercial ou mais disponivel
substitui outra mais cara, desejavel ou com oferta limitada. Além do prejuizo financeiro, as
fraudes podem colocar em risco a satde dos consumidores por meio da ingestdo de ingredientes
alergénicos (Clark, 2015). A fraude alimentar, incluindo a substituicdo de espécies, € assunto
de grande importancia para a inddstria alimenticia e para orgdos fiscalizadores, uma vez
considerada a natureza global e complexa da cadeia de producdo de alimentos (Patel, 2013).
Além disso, os consumidores modernos estdo cada vez mais conscientes de sua saude e estdo
exigindo informacBes mais completas sobre a origem, composicéo e seguranca dos alimentos

gue consomem (Cawthorn et al., 2013; Sentandreu e Sentandreu, 2014).

Atualmente, grande atencdo vem sendo dada para a rotulagem de alimentos, especialmente o0s
processados, nos quais a identificacdo dos ingredientes é mais dificil devido a mudangas na
aparéncia, textura e sabor e, com isso, a origem dos constituintes pode ser facilmente mascarada
(Bottero e Dalmasso, 2011; Cawthorn et al., 2013). Dessa forma, a disponibilizacdo de
metodologias rapidas e confidveis para a deteccdo de fraudes em alimentos é de suma
importancia para a protecdo de consumidores e produtores, assegurando a competitividade e a

qualidade dos produtos.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de teste de deteccédo
do material genético (DNA) de dez espécies animais: bovina (Bos taurus / Bos indicus), suina
(Sus scrofa), bubalina (Bubalus bubalis), caprina (Capra hircus), ovina (Ovis aries), frango
(Gallus gallus), peru (Meleagris gallopavo), equina (Equus caballus), canina (Canis lupus) e
felina (Felis catus). Para tanto, o método desenvolvido utiliza iniciadores universais e
iniciadores especificos para a amplificacdo do DNA alvo de cada espécie, com base na técnica
de PCR em Tempo Real. O método pode ser aplicado para analises de produtos de origem

animal in natura (carne e leite) e produtos processados (derivados carneos e lacteos).

O metodo desenvolvido para a analise da composi¢do (com relagdo as espécies supracitadas)
de carnes e produtos carneos é objeto de Pedido de Patente de Invencédo, depositado junto ao

INPI (Instituto Nacional de Propriedade Intelectual - www.inpi.gov.br) com o titulo Método e

Kit para Detec¢do de Espécies em Produtos de Origem Animal (N° do processo: BR 10


http://www.inpi.gov.br/
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2016 017282 9; data de deposito: 26/07/2016), de co-titularidade entre a UFMG, Myleus e
FAPEMIG.

O desenvolvimento do método, bem como o seu emprego na analise de produtos carneos
comerciais para a verificacdo de autenticidade, é também assunto do artigo de pesquisa
intitulado A Fast and Reliable Real-Time PCR Method for Detection of Ten Animal Species
in Meat Products. O artigo foi publicado revista cientifica Journal of Food Science, v. 83, n.
2, p. 258-265, 2018 (DOI: 10.1111/1750-3841.14001).

Com a disponibilizacdo do método proposto, testes robustos e confiaveis poderdo ser utilizados
para a deteccdo de fraude alimentar e a certificacdo de matérias-primas ou produtos originados
de uma grande variedade de espécies animais, incluindo as principais utilizadas na alimentacéo
humana e as possivelmente utilizaveis em fraudes por troca ou adicdo de componentes. Dessa
forma, a metodologia sera de grande valia tanto para entidades certificadoras como para 6rgaos
fiscalizadores que pretendem verificar a origem dos produtos de origem animal produzidos no

pais, assegurando a sua confiabilidade no Brasil e em paises desejaveis para exportacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fraude alimentar

Fraude alimentar € um conceito amplo que engloba as substitui¢fes, adi¢des, adulteracGes e
falsificacdes de alimentos, ingredientes ou embalagens alimentares e ainda as declaracdes falsas
ou enganosas feitas sobre um produto alimenticio (Spink e Moyer, 2011). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), especialmente nos paises em desenvolvimento, os
consumidores sdo frequentemente expostos a fraude alimentar, incluindo a adulteracdo de leite
e produtos lacteos, carne, peixes, mel, especiarias, 6leos, entre outros (Patel, 2013; World
Health Organization, 2006).

No Brasil, oficialmente, sdo considerados fraudados as matérias-primas ou os produtos que
apresentem adulteracdes ou falsificagdes, conforme disposto no Art. 504 do Regulamento da
Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA, 2017) :

I. Adulteragdes: a) as matérias-primas e os produtos que tenham sido privados parcial
ou totalmente de seus componentes caracteristicos em razdo da substituigdo por outros inertes
ou estranhos, ndo atendendo ao disposto na legislagdo especifica;

b) as matérias-primas e os produtos com adi¢do de ingredientes, de aditivos, de
coadjuvantes de tecnologia ou de substancias de qualquer natureza com o objetivo de dissimular
ou de ocultar alteragdes, deficiéncias de qualidade da matéria-prima, defeitos na elaboragdo ou
de aumentar o volume ou o peso do produto;

¢) os produtos que na manipulagdo ou na elaboragdo tenham sido empregados matérias-
primas ou ingredientes improprios ou que ndo atendam ao disposto no Regulamento Técnico de
Identidade ¢ Qualidade ou na formulagdo indicada no registro do produto;

d) os produtos em que tenham sido empregados ingredientes, aditivos ou coadjuvantes
de tecnologia diferentes daqueles expressos na formulagdo original ou sem prévia autorizagdo
do Departamento de Inspe¢@o de Produtos de Origem Animal; ou

e) os produtos que sofram alteragdes na data de fabricagdo, na data ou no prazo de
validade;

II. Falsificagdes: a) quando tenham sido utilizadas denominagdes diferentes das
previstas neste Decreto, em normas complementares ou no registro de produtos junto ao
Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal,

b) os que tenham sido elaborados, fracionados ou reembalados, expostos ou ndo ao
consumo, com a aparéncia e as caracteristicas gerais de um outro produto registrado junto
Departamento de Inspegao de Produtos de Origem Animal e que se denominem como este, sem
que o seja;

¢) quando o rétulo do produto contenha dizeres, gravuras ou qualquer expressdo que

! Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal, instituido pelo Decreto n° 9.013
de 29 de marc¢o de 2017, alterado pelo Decreto n° 9.069, de 31 de maio de 2017, que Regulamenta a Lei n® 1.283
de 18 de dezembro de 1950, e a Lei n° 7.889, de 23 de novembro de 1989, Brasil.
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induza o consumidor a erro ou confusdo quanto a origem, a natureza ou a qualidade do produto
ou lhe atribua qualidade terapéutica ou medicamentosa;

d) os que tenham sido elaborados de espécie diferente da declarada no rétulo ou
divergente da indicada no registro do produto; ou

e) os que nao tenham sofrido o processamento especificado em seu registro, expostos
ou ndo ao consumo, ¢ que estejam indicados como um produto processado.

As perdas econémicas provocadas por fraudes na industria de alimentos foram estimadas entre
10 e 15 bilhdes de ddlares por ano em todo 0 mundo, afetando aproximadamente 10% de todos
o0s produtos alimentares comercializados. Porém, essas estimativas podem representar apenas
uma fracdo do nimero real de incidentes, uma vez que a maioria das fraudes ndo séo detectadas
por ndo provocar, geralmente, riscos a inocuidade alimentar. No entanto, casos de fraudes
alimentares que resultam em riscos para a saude publica podem causar perdas, em termos de
vendas perdidas, entre 2 e 15% das receitas anuais de uma industria ou empresa de alimentos,

além de possiveis faléncias (Grocery Manufacturers Association and A. T. Kearney, 2010).

2.1.1 Fraude por substituicdo de espécies

A adulteracdo de espécies em produtos alimenticios é baseada na substituicdo parcial ou
completa de matéria-prima de uma espécie por outra, com o objetivo principal a maximizagéo
do lucro e praticada sempre sem o conhecimento do comprador (Moore et al., 2012; Hrbek et
al., 2014). As substituicdes de espécies podem também ser impulsionadas por uma pressao da
cadeia de producdo de alimentos, quando, por exemplo, a oferta de um produto ndo consegue
satisfazer a sua demanda de mercado (Grocery Manufacturers Association and A. T. Kearney,
2010).

E grande o nimero de estudos que relatam a substituicdo fraudulenta de espécies em produtos
comercializados em diversos paises. Devido ao seu alto valor de mercado, os produtos carneos
sdo frequentemente alvo de adulteracdo de especies. Casos tipicos de adulteracéo intencional
nesse tipo de produto envolvem a substituicdo ou adicdo de proteinas de origem animal (de
espécies normalmente mais baratas) ou proteinas vegetais (como a soja) sem a sua declaracao
na lista de ingredientes (Amaral et al., 2014; Cawthorn et al., 2013; Mousavi et al., 2015).

Em janeiro de 2013, a Autoridade de Seguranca Alimentar da Irlanda (FSAI - Food Safety
Authority of Ireland) anunciou a descoberta de carne de cavalo e de suino adicionadas de forma

ndo declarada em produtos carneos bovinos, desencadeando uma crise em toda a Europa em
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relacéo a autenticidade desse tipo de produto. A época, 85% dos produtos analisados pela FSAI
foram positivos para DNA suino e 37% para DNA equino (Department of Agriculture, Food
and the Marine, 2013). Logo em seguida, no Reino Unido, uma investigacao urgente realizada
pela FSA (Food Standards Agency of the U.K.) encontrou varios produtos carneos bovinos
contendo carne de cavalo, resultando na remoc¢do em larga escala de produtos de diversos
varejistas e fornecedores do mercado Europeu (Department of Agriculture, Food and the
Marine, 2013).

O “Escandalo da Carne de Cavalo” (como ficou conhecido o caso) impulsionou a criagao de
um mecanismo para assegurar o rapido intercdmbio de informacgfes entre as autoridades
nacionais da Europa e a Comissdo Europeia em casos suspeitos de praticas fraudulentas em
alimentos. Esse mecanismo ficou conhecido como Food Fraud Network (FFN) e esta em
operacdo desde julho de 2013 em todos os Estados-Membros da Unido Europeia. Em 2014, dos
60 casos de fraude avaliados pela FFN, 17% corresponderam a substituicdo de espécies de
maior valor por espécies de menor valor econdmico, sendo os produtos carneos a categoria de
alimentos mais afetada, seguida por pescados e mel (European Commission, 2014). Em 2015,
dos 108 casos avaliados pela FFN, 5% corresponderam a substituicdo de espécies e, em 2016,
apenas dois dos 156 casos (aproximadamente 1%) estavam relacionados a fraude por

adulteracdo de espécies (European Commission, 2015, 2016).

O leite e produtos lacteos também séo alvos frequentes de adulteracGes, pois o leite € uma
matéria-prima relativamente cara e pode ser facilmente substituida (Hrbek et al., 2014;
Sakaridis et al., 2013a). De fato, uma das préaticas fraudulentas mais comuns na indudstria de
laticinios é a mistura de leite de maior valor comercial (como o leite de cabra, ovelha ou bdfala)
com leite de menor valor e alta disponibilidade, geralmente o leite de vaca (Calvano et al., 2013;
Hrbek et al., 2014). Em 2013, foi conduzido um estudo no Laboratério de Genética da Escola
de Veterinariada UFMG (LGEV) em parceria com o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
da Informagdo Genetico-Sanitaria da Pecuaria Brasileira (INCT-Pecuaria). A pesquisa foi
baseada na técnica de PCR em Tempo Real para detectar e quantificar material de origem
bovina em produtos derivados de leite de bufala. Entre as 204 amostras comerciais de industrias
brasileiras analisadas, 31% possuiam mais de 1% de material bovino em sua composicéo. O
estudo utilizou uma metodologia desenvolvida pelo grupo de pesquisa do LGEV (Pedido de
Patente: Método e Kit para Quantificacdo de Material de Origem Bovina e Bubalina em
Produtos de Origem Animal pela técnica de PCR em Tempo Real - INPI nimero: 14110002844,
Data: 16/09/2011; Dalsecco, 2013; Drummond, et al., 2013). Diversos trabalhos demonstram
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que as fraudes em produtos lacteos nédo estdo restritas ao Brasil. Os trabalhos de Sakaridis et al.
(2013a) e Ganopoulos et al. (2013), conduzidos na Grécia, o trabalho de Lopparelli et al. (2007)
conduzido na Itélia, entre outros, revelam produtos contendo leite de espécies ndo declaradas.

2.1.2 Legislacéo de alimentos

O aumento das relagcdes comerciais entre 0s paises, nos quais os alimentos ocupam lugar de
destaque, tem contribuido para o estabelecimento de padrdes de qualidade e normas técnicas
comuns, visando harmonizar o fluxo de mercadorias. No que diz respeito ao comércio de
alimentos, o Codex Alimentarius 2 se evidencia como a principal norma regulamentadora
adotada em escala global. Um dos objetivos do Codex é recomendar normas para padronizagédo
de alimentos, delineando especificagdes técnicas para produtos e praticas de producdo,
assegurando ndo apenas o livre comércio de produtos, mas a garantia de protecdo da saude do

consumidor (Codex Alimentarius Commission, 2001).

Em &mbito nacional, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e o
Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), se
empenham em garantir a seguranga e a inocuidade dos alimentos, desde a sua obtencédo até o
seu consumo, promovendo a protecdo da saude de todos os brasileiros. Essas autoridades se
baseiam no Decreto-Lei n® 986, de 21 de outubro de 1969, considerado como marco na
legislacdo de alimentos no Brasil e ainda em vigéncia, que institui as Normas Béasicas para
Alimentos com recomendagdes de ordem geral. O MAPA e a ANVISA se baseiam ainda em
legislacBes proprias que caracterizam todo o processo de producdo, rotulagem, registro e
fiscalizacdo de alimentos de origem animal ou vegetal. As competéncias de cada instituicdo
foram instituidas pelo Decreto n° 69.502, de 5 de novembro de 1971, atribuindo ao MAPA a
realizacdo da inspecdo, do registro e da padronizacao de alimentos, além da fiscalizacdo dos
estabelecimentos. Ao Ministério da Salde cabe a fiscalizagdo do comércio e dos servicos,

visando impedir que alimentos impréprios cheguem ao consumidor.

Em 30 de marco de 2017, entrou em vigor o novo RIISPOA, principal legislagdo que
regulamenta os produtos de origem animal no Brasil. Entre as mudancas introduzidas, estdo a

elevagdo das penalidades e o combate a fraude econdmica. Em relacdo a fraude alimentar, o

2 Programa conjunto da Organizagdo das NagGes Unidas para a Alimentagédo e Agricultura (FAO) e Organizagdo
Mundial da Saide (OMS). www.codexalimentarius.org
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Art. 509 do RIISPOA (2017), considera infragao grave o ato de, entre outros, “alterar ou fraudar
qualquer matéria-prima, ingrediente ou produto de origem animal” e infragao gravissima 0 ato
de, entre outros, “produzir ou expedir produtos que representem risco a saude publica” ou que
sejam improprios ao consumo humano. Conforme ja descrito, a substituicdo ndo declarada de
espécies se enquadra como um tipo de falsificacdo de alimentos. As penalidades variam entre
adverténcia, multa, apreensao de produtos, suspensdo da atividade, interdicdo e até a cassacao

do registro do estabelecimento, dependendo da gravidade da infracéo.

A protecdo dos brasileiros contra a fraude alimentar é também contemplada pelo Cddigo de
Defesa do Consumidor 3, que estabelece normas de protecdo & saude e seguranca dos

consumidores. Segundo o Cadigo:

Art. 6° Séo direitos basicos do consumidor: (...) Il a informacdo adequada e clara sobre o0s
diferentes produtos e servicos, com especificagdo correta de quantidade, caracteristicas,
composicao, qualidade e preco, bem como sobre os riscos que apresentem.

Aurt. 8° Os produtos e servigos colocados no mercado de consumo néao acarretardo riscos a satde
ou seguranga dos consumidores, exceto os considerados normais e previsiveis em decorréncia
de sua natureza e fruicdo, obrigando-se os fornecedores, em qualquer hipétese, a dar as
informacdes necessérias e adequadas a seu respeito.

Art. 18° § 6° S&o improprios ao uso e consumo: (...) Il os produtos deteriorados, alterados,
adulterados, avariados, falsificados, corrompidos, fraudados, nocivos a vida ou a saude,
perigosos ou, ainda, aqueles em desacordo com as normas regulamentares de fabricacéo,
distribuicéo ou apresentacdo.

Por fim, o Codigo Penal Brasileiro 4, em seu capitulo 11, considera como crime contra a satide
publica o ato de “Art. 272 - Corromper, adulterar, falsificar ou alterar substancia alimenticia ou
produto alimenticio destinado a consumo, tornando-o nocivo a saude ou reduzindo-lhe o valor

nutritivo”, com pena de reclusao de quatro a oito anos e multa.

3 Cddigo de Defesa do Consumidor, instituido pela Lei 8.078 de 11 de setembro de 1990, Brasil.
4 Cédigo Penal, instituido pelo Decreto-Lei n° 2.848, de 7 de dezembro de 1940, alterado pela Lei n® 9.677, de 2
de julho de 1998, Brasil.
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2.1.3 Implicacdes da substituicdo de espécies

A substituicdo de espécies em produtos de origem animal envolve questdes econdmicas,
culturais e de saude (Aida et al., 2007). De maneira geral, a substituicdo ndo declarada de
matéria-prima de uma espécie por outra faz com que consumidores paguem um preco maior
por um produto de menor valor (Jakes et al., 2015), além de submeter os produtores honestos a

uma competicéo injusta (Ballin, 2010).

As questdes culturais ou religiosas da substituicdo de espécies em alimentos envolvem a
restricdo de alguns ingredientes a mercados consumidores especificos: no vegetarianismo, por
exemplo, é indesejavel a presenca de ingredientes carneos (Bottero e Dalmasso, 2011), e no
veganismo é indesejavel qualquer ingrediente de origem animal. Para os Hindus, a vaca é
considerada um animal sagrado e, portanto, 0 consumo de sua carne € considerado tabu e até
proibido em diversos locais da india (Premanandh, 2013). Nas religifes islamicas e judaicas, 0
consumo da carne ou de qualquer derivado de suinos é totalmente proibido aos fiéis (Aida et
al., 2007; Premanandh, 2013; Sakaridis et al., 2013b).

Mais importante, a substituicdo de espécies em alimentos caracteriza-se como um problema de
salude publica, pois pode ocultar ingredientes com potencial alergénico para individuos
sensiveis. A OMS considera as alergias alimentares como 0 sexto maior problema na salde
humana, afetando cerca de 1 a 3% dos adultos e 4 a 6% das criangas em todo o mundo. Ainda
segundo a OMS, mais de 70 alimentos ja foram relatados como causadores de alergias, sendo
o leite e 0 ovo 0s principais alérgenos em criancas e os frutos do mar em adultos (World Health
Organization, 2006). Em alguns casos, as fraudes alimentares economicamente motivadas,
como a substituicdo de espécies, podem ser mais perigosas do que os riscos tradicionais de
inocuidade alimentar (micro-organismos, toxinas ou substancias quimicas conhecidas) uma vez
que os potenciais adulterantes sdo pouco convencionais e 0s métodos de deteccao e intervencao

atuais ndo estdo focados nesses possiveis adulterantes (Spink e Moyer, 2011).

Embora as fraudes alimentares sejam motivadas economicamente, casos acidentais de
adulteracdo de espécies podem ocorrer ocasionalmente como consequéncias da qualidade ruim
de gestdo, de fatores relacionados com o ambiente ou beneficiamento e ainda da rotulagem
inadequada (Patel, 2013). Um exemplo € a contaminagao cruzada, que pode ocorrer quando um

equipamento indevidamente limpo é usado para processar material de mais de uma espécie



22

(Cawthorn et al., 2013) e, com isso, pequenas quantidades de material de uma espécie podem
ser incorporadas de forma ndo intencional em produtos de uma outra. Mesmo em pequenas
quantidades, ingredientes de origem animal como carnes, leites, ovos, peixes e crustaceos
podem causar graves e até fatais reagdes alérgicas em individuos sensiveis, sendo a Unica forma
de controle evitar seu consumo (World Health Organization, 2006). Desse modo, a correta
declaracéo das espécies presentes no rétulo dos alimentos é essencial para facilitar o acesso aos
ingredientes de um produto e proteger consumidores alérgicos, evitando assim o consumo de

alimentos perigosos (van Hengel, 2007; Sentandreu e Sentandreu, 2014).

Ainda na questdo de saude publica, a presenca de carne de cavalo em produtos de origem bovina
ndo representa em si um risco para a saude, a menos que ela tenha entrado ilegalmente na cadeia
de producdo, conforme aconteceu na Europa em 2013 (European Food Safety Authority e
European Medicines Agency, 2013). A presenca indevida da carne de cavalo implica em falhas
na garantia da origem de toda matéria-prima utilizada. Tais falhas provocam questionamentos
sobre inocuidade alimentar, pois carnes sem garantia de procedéncia ou improprias para
consumo humano podem ter sido utilizadas, o que poderia representar riscos para a saude
humana (Cawthorn et al., 2013; Jakes et al., 2015). Da mesma forma, ndo é possivel conhecer
as condicdes de criacdo dos animais, bem como a utilizacdo de drogas banidas aos animais
destinados ao consumo humano. A fenilbutazona, por exemplo, é um potente anti-inflamatério
amplamente utilizado para tratamento de desordens musculoesqueléticas em equinos, porém,
sua utilizacdo é proibida nos animais se destinem ao consumo humano por causar sérios efeitos
adversos no homem (Dodman et al., 2010; European Food Safety Authority e European
Medicines Agency, 2013). De acordo com Dodman et al. (2010), a falta de fiscalizacdo para
evitar que equinos tratados com fenilbutazona sejam enviados ao abate para consumo humano
indica uma grave lacuna na inocuidade alimentar e constitui um risco significativo a satde

publica.

2.2 Testes de deteccéo de espécies em alimentos

Devido a inumeros escandalos alimentares ja relatados em todo 0 mundo, o desenvolvimento
de um método econémico e confidvel para a deteccao/identificagdo de espécies em produtos de
origem animal tornou-se um grande desafio (Floren et al., 2015). Véarias metodologias foram

desenvolvidas ao longo dos ultimos anos para a deteccdo de adulteragcdes em alimentos. Muitos
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desses metodos sdo baseados na andlise de lipideos, proteinas e DNA para a identificacdo de

adulteracdes em carne ou leite (e seus derivados) de diferentes espécies.

A deteccédo de lipideos e proteinas é realizada por meio de técnicas cromatogréaficas, imuno-
enzimaticas ou, mais recentemente, por espectrometria de massas (Calvano et al., 2013; Hrbek
et al., 2014; Jakes et al., 2015). No entanto, esses métodos sdo laboriosos e muitas vezes ndo
séo aplicaveis na rotina, uma vez que a estrutura terciaria das proteinas pode ser alterada pela
alta temperatura, pressdo e processos quimicos, entre outras manipulacfes sofridas pelos
alimentos durante o processamento, provocando, dessa forma, possiveis resultados falsos
negativos em relacdo a presenca de material de uma espécie (Ballin et al., 2009; Lopez-Calleja
et al., 2007; Sentandreu e Sentandreu, 2014). Apesar de muitas vantagens, as técnicas
imunolodgicas possuem ainda outras limitagdes para a analises de alimentos, como a necessidade
de anticorpos especificos. Problemas relacionados com reagdes cruzadas e resultados falsos
positivos podem ocorrer se, por exemplo, os anticorpos ndo forem altamente especificos de uma
espécie (Sentandreu e Sentandreu, 2014). Dessa forma, técnicas como o teste ELISA
(imunoensaio amplamente utilizado na autenticacdo de alimentos) podem apresentar pouca ou
nenhuma resolucdo na discriminacdo de espécies filogeneticamente préximas como frango e

peru ou caprino e ovino (Zhang et al., 2007).

2.2.1 Testes de DNA

As técnicas moleculares baseadas na deteccdo de DNA tém superado as limitacGes associadas
aos métodos de lipideos e proteinas e estdo sendo cada vez mais utilizadas para a deteccdo de
espécies em alimentos. A partir da década de 1990, a International Standards Organization
(ISO) passou a aprovar testes laboratoriais de identificagdo de espécies com base em analises
de biologia molecular (Clark, 2015). Comparativamente, essas técnicas sdo mais praticas,
sensiveis e robustas, permitindo a analise de alimentos processados (Zhang et al., 2007), devido
principalmente & ubiquidade e alta estabilidade das moléculas de DNA em todos os tipos de
celulas (Amaral et al., 2014; Camma et al., 2012).

Metodologias baseadas na deteccdo de DNA se valem de diferengas na sequéncia de bases do
genoma de cada espécie, os chamados polimorfismos de DNA, sendo esta a molécula de escolha

para diferenciar espécies estreitamente relacionadas (Cawthorn et al., 2013; Sentandreu e
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Sentandreu, 2014). A grande maioria desses métodos consiste na amplificacdo de um ou mais
fragmentos especificos de DNA por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polimerase
Chain Reaction), considerada a técnica molecular mais bem-sucedida até 0 momento, devido a
sua simplicidade, rapidez, alta especificidade e sensibilidade (Amaral et al., 2014; Bottero e
Dalmasso, 2011). A amplificacdo pela PCR é baseada no anelamento de pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers), especificos ou ndo de uma determinada espécie e

sintese in vitro de milhdes de cdpias do DNA alvo (Bottero e Dalmasso, 2011).

A PCR pode ser utilizada de diversas maneiras para indicar a presenca ou auséncia de material
genético de uma espécie em um alimento. Boa parte dos métodos utiliza primers especificos da
(s) espécie (s) em analise em reacdes de amplificacdo por PCR convencional, na qual a PCR é
seguida por uma etapa de eletroforese para a deteccdo do DNA amplificado. Os trabalhos de
Amaral et al. (2104) e Nejad et al. (2014), por exemplo, partem desse principio para identificar
as espécies utilizadas na fabricacdo de salsichas em Portugal e no Ird, respectivamente. O
método descrito por Amaral et al. (2104) permite a deteccdo de carnes bovina, suina, de coelho,
de lebre e de veado, e 0 método de Nejad et al. (2014) permite a identificacdo de carnes de
frango, jumento, camelo, ovino e bovino. Em ambos trabalhos, apds a amplificagdo do DNA, é
feita a etapa de eletroforese em gel para a deteccdo da presenca ou auséncia do material genético
de uma determinada espécie em uma amostra, 0 que torna esses métodos demorados e
laboriosos, além de envolver agentes toxicos e/ou luz ultravioleta, oferecendo riscos a satde do

manipulador (L6pez-Calleja et al., 2007).

Outras técnicas moleculares comumente utilizadas para a deteccdo de material genético em
alimentos envolvem o sequenciamento de DNA e RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). A PCR-RFLP consiste em submeter os fragmentos de DNA resultantes da PCR
(amplicons) a digestdo por enzimas de restri¢do e posterior visualizagdo por eletroforese em gel
(Bottero e Dalmasso, 2011). Cada espécie apresenta um padrdo eletroforético Unico (com
fragmentos de tamanhos diferentes) permitindo a sua discriminacédo (Ballin et al., 2009). Como
exemplos, os trabalhos de Aida et al. (2007) e Chen et al. (2010) utilizam a técnica de PCR-
RFLP para a autenticacdo de espécies em produtos carneos. Apesar de a técnica ser amplamente
utilizada na discriminacdo de espécies proximas, é possivel, porém, que resultados falsos
ocorram devido a mutacgdes pontuais (troca de nucleotideos) nos sitios de restri¢do da (s) enzima
(s) ou a presenca de pseudogenes (sequéncias semelhantes a genes conhecidos, porém néo
produzem proteinas funcionais) e, dessa forma, a técnica deve ser utilizada com precaucéo
(Ballin et al., 2009; Bottero e Dalmasso, 2011).
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O sequenciamento de DNA, ou seja, a determinacgdo de cada base de um fragmento de DNA,
pode ser aplicado para a identificacdo de espécies, mas depende da disponibilidade de
sequéncias conhecidas para a comparacdo (Ballin et al., 2009). Muita informacdo pode ser
obtida de bancos de dados como, por exemplo, 0 GenBank °, que possui um grande nimero de
sequéncias de espécies comuns de animais. Dessa forma, o sequenciamento de DNA, em
conjunto com os bancos de dados, pode ser utilizado para identificar espécies em amostras
desconhecidas, mesmo se ndo houver material de referéncia disponivel (Ballin et al., 2009). A
metodologia, porém, ndo é aplicavel para anélise de matrizes mistas (duas ou mais espécies), a
menos que os diferentes produtos de PCR possam ser clonados separadamente, ndo sendo

adequada para testes de diagnostico de rotina (Bottero e Dalmasso, 2011).

2.2.2 PCR em Tempo Real

Segundo Ballin et al. (2009), em sua revisdo sobre a identificacdo de espécies em produtos
carneos, a PCR em Tempo Real ¢, no momento, o método de escolha para a detec¢do e
quantificacdo de adulteracfes nesse tipo de produto. Além da grande eficacia apresentada pela
tecnologia, a PCR em Tempo Real possui ainda a vantagem de apresentar maior sensibilidade
do que métodos convencionais de PCR, permitindo a detec¢do de quantidades muito pequenas
(tracos) de DNA em uma amostra. A técnica também oferece maior praticidade ao dispensar a
etapa de eletroforese (Bottero e Dalmasso, 2011; Camma et al., 2012; Safdar e Junejo, 2015).

A amplificacdo de DNA por PCR em Tempo Real é feita combinando-se 0s primers com sondas
fluorescentes ou com agentes fluorescentes intercalantes de DNA. Diversas tecnologias podem
ser utilizadas, sendo as mais comuns as tecnologias TagMan® e Sybr Green® (Ballin et al.,
2009). Camma et al. (2012) desenvolveram um método para a identificacdo de DNA de peru,
frango, suino e ovelha em produtos carneos e, da mesma forma, Espifieira e Vieites (2015)
desenvolveram um método para identificacio de DNA de cdo e gato em produtos para
alimentac&o animal. Ambos os trabalhos utilizaram sondas especificas do tipo TagMan® para
PCR em Tempo Real em conjunto com primers especificos de cada espécie em analise. Embora

sejam métodos praticos e extremamente especificos, a necessidade do desenho e da otimizagéo

5 GenBank é um banco de dados aberto e on line de sequéncias de nucleotideos publicamente disponiveis e suas
traducdes proteicas. O GenBank é produzido e mantido pelo National Center for Biotechnology Information
(NCBI) - www.ncbi.nlm.nih.gov/.
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de sondas fluorescentes deixa os métodos muito mais onerosos (Safdar e Junejo, 2015),

especialmente quando o objetivo é apenas avaliar a presencga ou auséncia de uma especie.

Os trabalhos publicados por Safdar e Junejo (2015) e Soares et al. (2013) utilizam o agente
fluorescente Sybr Green® como uma alternativa de menor custo, se comparada as sondas
TagMan®, para a identificacdo de espécies animais em alimentos. O Sybr Green® é um agente
que se liga as fitas duplas de DNA na etapa de amplificacdo e emite uma fluorescéncia
detectavel pelo aparelho de PCR em Tempo Real (Ballin et al., 2009). Por ser uma ligacao
inespecifica, é necessaria uma segunda etapa, chamada curva de dissociacdo (ou curva de
melting) para confirmar se 0 DNA amplificado corresponde ao fragmento esperado, além de
identificar se resultados falsos positivos podem ser atribuidos a amplificacdes inespecificas ou

dimeros de primers (Soares et al., 2013).

A etapa da curva de dissociacdo é baseada no aumento gradual da temperatura, de forma que
ocorra a desnaturacdo das fitas duplas de DNA (geradas na PCR) em fitas simples. A
temperatura em que metade do DNA se encontra desnaturada é chamada temperatura de melting
(Tm), a qual depende do tamanho e do conteido de guanina-citosina (GC) do fragmento, sendo,
portanto, utilizada para identificar os diferentes fragmentos gerados na reacdo de PCR em
Tempo Real (Druml e Cichna-Markl, 2014). A curva de dissociacdo pode ser realizada em alta
resolucdo pela técnica de High Resolution Melting (HRM). O HRM utiliza agentes
fluorescentes intercalantes de DNA (Syto9®, Eva Green®, entre outros), da mesma forma que o
Sybr Green®, porém saturantes, ou seja, preenchem toda a fita dupla de DNA. A saturacgdo do
DNA permite uma maior resolucdo na curva de dissociacdo e aumenta, dessa forma, a precisao
nas analises de identificacdo das espécies presentes em uma amostra. Além disso, 0s agentes
saturantes sdo significativamente mais sensiveis e estaveis do que o Sybr Green® e permitem

resultados altamente reprodutiveis (Monis et al., 2005; Gudnason et al., 2007; Eischeid, 2011).
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ABSTRACT

Species substitution in meat products is a common problem reported worldwide. This type of
food fraud is, typically, an intentional act for economic gain, using sources of low-priced meats
in high-value meat products. Consequences include economic, health, and religious concerns.
Highly sensitive and efficient techniques are thus required to detect meat species. This paper
describes a method based on real-time PCR to detect ten animal species (Bos taurus, Sus scrofa,
Ovis aries, Capra hircus, Gallus gallus, Meleagris gallopavo, Bubalus bubalis, Equus caballus,
Felis catus and Canis familiaris) in meat products. The method combines species-specific and
universal (used here as internal positive control) primers, and applies melt curve analysis for
amplicon checking. Method accuracy was evaluated on 46 experimental meat mixtures and all
species were correctly identified in all cases, at 1% test sensitivity. Analysis of 14 commercial
meat products revealed that 6 of 14 samples had nondeclared bovine and/or chicken
material.We performed an interlaboratory comparison using the reference meat mixtures and
commercial samples, achieving 100% of reproducibility. The developed test proved to be

effective and reliable for routine analysis of meat products.

KEYWORDS

Food safety; meat; mislabeling; real-time PCR; species substitution.

PRACTICAL APPLICATION

This paper describes a fast and reliable method for species detection in meat products based on
real-time PCR. It can be applied for analysis of in natura or processed meat. The method
proposed here can play an important role in controlling the origin of meat products, ensuring
their quality and safety for the entire food industry - producers to consumers.
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INTRODUCTION

Species adulteration in food is, typically, an intentional act for economic gain, using sources of
low-priced meats, such as pork and chicken, in high value meat products (Premanandh, 2013).
Pork, for example, is a potential source of replacement for beef and lamb due to the color and
texture similarities (Sakalar et al., 2015). The presence of undeclared species in food products
may also be unintentional in some cases, due to negligence in production or cross-
contamination, when, for example, improperly cleaned equipment is used to process meat from
different species (Cawthorn et al., 2013). Besides the economic impact caused by unfair trade
competition, the species adulteration in food involves health concerns, lifestyles and religious
beliefs. The Islamic law, for example, forbids the consumption of meat or ingredients derived
from pork and animals with canine teeth or fangs, such as dogs, cats and rats (Ali et al., 2015).
Hindu diet avoids beef and beef products (Premanandh, 2013; Cawthorn et al., 2013).
Occidental cultures do not consume meat from pet animals, such as dogs or cats, and vegetarians
do not eat any kind of meat (Ballin, 2010; Rogberg-Mufioz et al., 2013). In addition, the
improper presence of a species material may lead to a potential risk for allergic people.
Individuals with food allergies should avoid consuming allergic ingredients to prevent the

incidence of reactions (Druml and Cichna-Markl, 2014).

In this way, the ingredients listed on a product label should reflect exactly the total food content
so that consumers can safely choose what to consume (Premanandh, 2013). Although national
and international food laws require the complete content declaration on label, these regulations,
unfortunately, are not enough to prevent that adulterated food reach the market (Ballin, 2010;
Druml and Cichna-Markl, 2014). Thus, food traceability, using several approaches and
technologies already developed, has become a necessary monitoring routine for verification of
food authentication and labeling issues (Premanandh, 2013). Although recent improvements
provide highly sensitive techniques for traceability, the species identification methods still face
big challenges related to highly processed food analysis, due to the major disruptions of tissue
structures and protein degradation by food processing (Rogberg-Mufioz et al., 2013; Soares et
al., 2013).

These challenges make the processed meat products often prone to adulteration practices. This
has been confirmed by several recent reports, which have detected a high rate of species

adulteration. A study conducted in South Africa, for example, revealed that 68% of processed
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meat products contained meat from species not declared on label (Cawthorn et al., 2013). In the
beginning of 2013, Europe went through a scandal regarding the authenticity of processed beef
products, which showed undeclared addition of horse meat and pork (Department of
Agriculture Food and the Marine, 2013).

The available techniques for species detection and identification in food are based on protein
or DNA analyses. Protein methods have limitations when applied to highly processed products
due to the harsh conditions applied, such as high temperature and pressure (Kim et al., 2016).
On the other hand, DNA is a well-accepted molecule to be used for species identification
because it offers species-specific information, stability (Druml and Cichna-Markl, 2014) and
can be retrieved from processed products (Bertolini et al., 2015). Among the DNA based
methods, Sanger sequencing and Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) have
been widely used for species identification, mostly using mitochondrial genes. However, these
methods are time consuming and susceptible to contamination due to the multi-step analysis
(Naue et al., 2014) and even inadequate for highly processed products and/or meat mixtures

analysis (Camma et al., 2012).

Currently, real-time PCR is the technique of choice for species detection in meat and meat
products (Ballin, 2010) due to its high sensitivity and specificity plus a lower risk of
contamination (Kesmen et al., 2012; Soares et al., 2013; Navarro et al., 2015). The DNA
amplification performed in closed-tube assays, represent a cheaper, faster and less laborious
analysis, and is more appropriate for high sample throughput than alternative DNA approaches,
for example, DNA sequencing and RFLP (Druml and Cichna-Markl, 2014; Navarro et al.,
2015). There are two main groups of real-time PCR fluorescent agents to monitor the
amplification: double-stranded DNA intercalating dyes (e.g. SYBR Green I, SYTO and
EvaGreen) and fluorophore-labeled oligonucleotides, such as TagMan probes (Navarro et al.,
2015). Although the chemistries of the latter are sequence-specific, they are more expensive
and time-consuming considering the probe design and optimization (Safdar and Junejo, 2015).
To verify the specificity of amplified products when DNA binding dyes are used, melt curve
analysis is performed after PCR to distinguish false positive signals due to nonspecific
amplification or primer-dimers (Soares et al., 2013; Druml and Cichna-Markl, 2014). Among
the common used DNA intercalating dyes, EvaGreen and SYTO (-9, -13 and -82) are
significantly more sensitive, stable and enable better reproducible results than SYBR Green |
(Monis et al., 2005; Gudnason et al., 2007; Eischeid, 2011).
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Here we demonstrate a method based on real-time PCR followed by melt curve analysis using
the SYTO-9 dye to detect ten animal species (Bos taurus, Sus scrofa, Ovis aries, Capra hircus,
Gallus gallus, Meleagris gallopavo, Bubalus bubalis, Equus caballus, Felis catus and Canis
familiaris) in raw or processed meat products. The developed method was validated using forty-

six meat mixtures and applied on fourteen commercial meat products for labelling verification.

3.1 MATERIALS AND METHODS

The method development was conducted at the Laboratério de Genética Animal from

Universidade Federal de Minas Gerais (LGEV), Brazil (www.vet.ufmg.br) and at the

Laboratory of Myleus Biotecnologia (MYLEUS), Brazil (www.myleus.com).

3.1.1 Sample collection

In this study, we selected seven meat species used for human consumption in Brazil (beef, pork,
chicken, lamb, goat, turkey and buffalo) and three meats possibly used in fraud (horse, dog and
cat). Meat samples from beef (B. taurus taurus or B. taurus indicus), pork (S. scrofa), lamb (O.
aries), chicken (G. gallus) and turkey (M. gallopavo) were purchased from local markets in
Belo Horizonte, Brazil. Prof. Eduardo Bastianetto (Universidade Federal de Minas Gerais)
gently provided buffalo meat samples (B. bubalis). A goat meat sample (C. hircus) was obtained
from Associacdo dos Criadores de Caprinos e Ovinos de Minas Gerais

(www.caprileite.com.br) and the horse meat samples (E. caballus) were obtained from the

Cavalaria da Policia Militar de Minas Gerais, Brazil. Cat (F. catus) and dog (C. familiaris)
meat samples were provided by the Hospital Veterinario at the Universidade Federal de Minas
Gerais. The meat samples were produced in facilities under government inspection or were
obtained from the necropsy of animals that died of non-infectious causes. The species identity
of these reference samples was confirmed by Sanger sequencing.

For method validation, 45 experimental reference meat mixtures were prepared with tissues
from two species in proportions of 50:50 or 99:1 (w/w). One mixture was prepared with meats
from all species (10% [w/w] each). The mixtures were obtained by weighting, in a precision
scale, the reference samples to a final weight of 1.0 g, which was then homogenized using
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porcelain mortar and pestle. Ten of these experimental meat mixtures were prepared in

duplicates to verify the method repeatability.

Additionally, the performance of the method was also evaluated on 14 meat products purchased
from local markets in Belo Horizonte, Brazil. Sample testing included different types of
matrices and manufacturing process: hamburgers (lamb and beef, n = 4) sausages (lamb, pork,
hot-dog, calabrese and guanabara, n = 5), salami (n = 1), smoked chicken breast (n = 1),
canadian bacon (n = 1), beef meat balls (n = 1) and nugget (n = 1). All samples were stored at
- 20 °C for further analyses in both laboratories.

3.1.2 DNA isolation

The DNA was extracted from samples using salting out method with modifications.
Approximately 50 mg of pure or commercial samples (or 500 mg of reference mixtures) were
incubated overnight at 37 °C with 500 uL of TEN buffer (59 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM
EDTA, 400 mM NacCl), 20 pL of proteinase K (10 pg/uL) and 100 pL of 20% SDS solution.
The samples were then added with 600 pL of 3 M sodium acetate, centrifuged (30 min, 15,339
X g) and the supernatant was transferred to a second tube with 450 puL of 100% ethanol. The
solution was incubated at - 20 °C for 3 to 4 hours, centrifuged (10 min, 15,339 x g) and the
supernatant was discarded. The DNA pellet was washed with 300 pL of 70% ethanol
(centrifuged at 15,339 x g for 10 min) and dried by incubation at 52 °C for 5 min. The DNA
was recovered by adding 100 pL of TE buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) and
incubated for 1 hour at 37 °C. DNA quantity and quality were assessed at LGEV using a
NanoDrop Lite Spectrophotometer ™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The
260/280 nm measurement was considered a marker of DNA quality. DNA quantity was
assessed at MYLEUS using a Qubit Fluorometer 2.0 ™ (Thermo Fisher Scientific). The DNA

was stored at - 20 °C until use.

3.1.3 Primer design

Buffalo-specific primers used in this study were described by Drummond et al. (2013) and
bovine-specific primers were modified from those described by Zhang et al. (2007; Table 1).

The species-specific primers for the remaining eight species were designed using published
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sequences from CytB gene (accession numbers presented in Table 1), with support from Primer-

BLAST (www.nchi.nim.nih.gov/tools/primer-blast) by NCBI (National Center for

Biotechnology Information) and the Primer Express Software (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). BLASTN search analyses wusing the NCBI database

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) were used to determine the specificity of each primer and the

in silico analysis confirmed their specificity.

At least three CytB gene sequences (or complete mitochondrial genome) from each species were
retrieved from the NCBI nucleotide database (accession numbers presented in Table 1) and
aligned using the MUSCLE algorithm (Edgar, 2004) in MEGA v.7 software (Kumar et al.,
2016). The sequence alignment was performed for visualization of conserved and variable
regions among the species in order to guide the universal primer design. Three universal primers
containing several degenerations (Table 1) were designed based on the high similarity regions
from the CytB of the diverse species. Two of those primers (CytBuF and CytBuR2) were
designed to amplify a fragment of approximately 650 bp for use by Sanger Sequencing to
confirm the species identity of samples used as reference. A third universal primer (CytBuR3)
was designed as an alternative reverse primer for CytBuF (126 bp) to perform internal positive
control (IPC) of the real-time PCR assays. The IPC was used on the developed test in order to
verify if the lack of amplification of an unknown sample by species-specific primers could be
attributed to PCR inhibition, failures in DNA extraction or to the species absence in a given

sample.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Table 1 - Primers used in the study
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Reference or

' Amplicon
Primer? Sequence (5’2 3°) Target ; g GenBank
size (bp) . o
accession n
Bub2F  TCAGCCCAAAGAAAAATAAACCA 16S (Bubalus 29 Drummond et
Bub2R  GTCACCCCAACCGAAACTGT bubalis) al. (2013)
BosF CGGAGTAATCCTTCTGCTCACAGT CytB (Bos 114 Zhang et al.
BosR GGATTGCTGATAAGAGGTTGGTG taurus) (2007)
Sus2F  TATCCCTTATATCGGAACAGACCTC  CytB (Sus 126 ﬁ:gigg;g'i
Sus2R  GCTGCGAGGGCGGTAA scrofa) ABO15081.1
Gal3F  TCCTTCAAAGACATTCTGGGCT CytB (Gallus 20 GU261719.1
GaldR  TGGGGGAGAATAGGGCTAGTG gallus) EU839454.1
EquF CCAACTGGCCTCAATCCTC CytB (Equus 60 jigﬁﬁigi
EquR GGTGCTTGCGAGTGGTATAAAA caballus) F511450.1
Ovi2F  TATACCCCTCCTCCATACATCAAAG  CytB (Ovis - jigg;g;gi
OVi3R  TTGGTCGGAATATTATGCTCCGTT aries) IX567831.1
CapF CTCCTGCTCGCGACAATG CytB (Capra 106 ﬁ:gjﬁg;i
Cap2R  GATTGCTGAAAGAAGATTAGTG hircus) AB110597 1
MelF TGCCCTGACAATCCTCATAACA (Cl\il’f: cagris 116 658131801527'1
MelR TTGGGAGGTCGATTAATGAGTTGTTG gallopavo) NC_0101952
CanF TCCACACATCTAAGCAACGCA CytB (Canis 150 ﬁﬁggﬁgi
CanR AGATTGAAGCGACTTGTCCGATAA  familiaris) KI660981.1
FelF ATCCTCACCGGCCTCTTTTTG CytB (Felis 66 ,Tgaggggoil
FelR AACTGATGAAAAGGCGGTTATTGTG  catus) AB004238.1
All accession
n° above plus:
CytBUF CMTGRGGMCAAATRTCMTTYTGAG ® Cy1B (from gﬂﬁjﬁi;ﬁ
CytBuR3 ATCGKGTDAGRGTDGSKTTGTCP t;r’] species) 126 GU249573.1
i .
CytBuR2 GGGRTRWAGYTDTCTGGGTCYCC 1Q241281.1
FJ467750.1
FJ467883.1

a8 F = forward primer, R = reverse primer.

b Universal primers targeting CytB gene were designed to undergo degeneration. According to the International
Union of Pure and Applied Chemistry: R=GorA,M=AorC,Y=TorC,K=GorT,S=GorC,W=AorT,
D=GorAorT.
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3.1.4 Species identity confirmation by Sanger sequencing

To confirm the authenticity of meat samples used as reference in this study, a fragment of the
CytB gene from each sample was sequenced using Sanger method and the CytBuF and
CytBuR2 primers. The PCR amplifications were performed in a total volume of 25.0 uL
containing 1.25 U of GoTaq Flexi DNA Polimerase in GoTaqg Flexi Buffer ™ (Promega,
Madison, WI, USA), 2.0 mM of MgCl> (Promega), 0.1 mM of mixed dNTP (10 mM, Promega),
96 nM of each primer and 200 ng of target DNA. The amplification was performed using a
Veriti Thermal Cycler ™ (Applied Biosystems). PCR conditions comprised an initial step of 1
min at 94 °C, followed by 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1.5 min at 54 °C, 1 min at 72 °C and
one final step of 5 min at 72 °C. PCR products were visualized in 1% agarose gel colored with
GelRed ™ (Biotium, Fremont, CA, USA) for amplification check. DNA sequencing was
conducted in both directions using the BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit ™
(Applied Biosystems) following the manufacturer protocol at Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer ™. The obtained DNA sequences were analyzed with the Sequencing
Analysis Software (Applied Biosystems) and later edited using SeqScape ™ v. 2.7 Software
(Applied Biosystems). Bases with quality values (QV) lower than 15 (probability of error of
3.2%) were manually edited. The consensus sequences were assessed for sequence similarity
by BLASTN search and alignment with sequences available in the GenBank database
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Phylogenetic analysis and tree assembly were performed
using the Neighbor-Joining Method (Felsenstein, 1985; Tamura et al., 2004) in MEGA v. 7

Software (Kumar et al., 2016), forming a cluster with similarity > 99%. The results for the

species confirmation on the positive controls are shown in Figure A.1 (Supplementary Mterial).

3.1.5 Real-time PCR

All real-time PCR amplifications were carried out on duplicates in 96-well plates using the
7500 Fast Real-Time PCR System ™ (Applied Biosystems). The reactions were performed in
singleplex in a total volume of 12.0 puL containing 6.0 pL of MeltDoctor HRM Master Mix ™
(containing the intercalating dye SYTO-9, Thermo Fisher Scientific), 250 nM of each (specific
or universal) primer, 3.4 pL of Milli-Q water and 2.0 pL (at 10 ng / uL in LGEV and at 2.5 ng
/ uL at MYLEUS) of target DNA. The cycling conditions were applied as follows: 50 °C for 2
min, 95 °C for 10 min and 35 cycles of 95 °C for 15 s, 58 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. Melt
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curve analysis was performed immediately after the amplification protocol under the following
conditions: 95 °C for 15 s, 60 °C for 1 min, 95 °C for 30 s (ramp rate of 1%) and 60 °C for 15
s. Non-template controls (NTC) and positive controls (DNA from reference samples) were
included for each target in all runs. The reactions were analyzed using the 7500 Software ™
(Thermo Fisher Scientific). The baseline was set on cycles 3 to 12 and thresholds were set at
200,000 for all targets. For analysis purposes, Cycle threshold (Ct) values greater than 30 were

not considered in the following analyses.

3.1.6 Method sensitivity and specificity

DNA from reference samples was used to verify the amplification capacity of primers in real-
time PCR assays. Melt temperatures (Tm) were automatically determined by the 7500 Software
and used to calculate the average Tm for each amplicon. The sensitivity of the method was
demonstrated using dilutions of reference DNA in a 1:5 factor curve followed by amplification
with specific primers. Each curve was constructed and amplified twice, totalizing four replicates
of each point. The amplification efficiencies, slopes and R? values were calculated using the
7500 Software and the limits of detection (LOD) were observed for each target. According to
the technical report from the European Network of GMO Laboratories (ENGL, 2015), LOD
can be defined as the lowest concentration of the analyte in a sample which can be reliably
detected. Here, the LOD was considered as the lowest DNA concentration that resulted in
positive amplifications (Ct value < 30) on all replicates. The specificity of method, besides the
BLASTN analyses of primers, was tested by amplifications containing species-specific primers

and DNA from the nine other non-target species from this study.

3.1.7 Test application on reference meat mixtures and commercial samples

The accuracy of the method for correctly detecting the meats present in known mixed samples
was evaluated by testing the 46 reference meat mixtures using the complete ten-species panel
and IPC. The analysis consisted of checking the presence or absence of amplification followed
by melt curve analysis of fragments. The repeatability of the method was verified by testing the

replicates of the selected meat mixtures (ten samples).

In order to demonstrate the performance of the present method on the analysis of products
subjected to different meat processing and compositions, the 14 commercially available

products were analyzed following the defined methodology for ten-species detection.
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Aiming to evaluate the test reproducibility, the experiments with reference meat mixtures and
commercial products were performed in both laboratories participanting in this study (LGEV
and MYLEUS). The interlaboratory comparison was carried out by splitting common samples,
followed by independent DNA extraction and amplification. In the case of the replicated
mixtures, the tests were performed using the same DNA extract followed by independent

analyses. The results were compared in respect of the species detected in each sample.

3.2 RESULTS AND DISCUSSION

The method for ten-species detection developed in the present study is based on the principles
of species-specific real-time PCR, combined with amplification of a CytB gene fragment by
universal primers (used here as IPC) and the use of melt curve analysis for amplicon check.
Several real-time PCR methods are available for species detection in meat and meat products,
most of them concerning the use of TagMan probes (Zhang et al., 2007; Camma et al., 2012;
Kesmen et al., 2012; Drummond et al., 2013; Kim et al., 2016). Some methods are based on the
DNA intercalating dye SYBR green to detect pork in poultry meat products (Soares et al., 2013)
and bovine and poultry in foodstuffs (Safdar and Junejo, 2015). A few publications are focused
on the use of EvaGreen dye to identify pork and horse meat (Sakalar et al., 2015) and to detect
beef and soybean in sausages (Safdar and Abasiyanik, 2013), for example. To the best of our
knowledge, this is the first study to use the real-time PCR and melt curve analysis using an
SYTO fluorescence dye to detect animal species in meat products. The SYTO-9 was chosen
here as the reporter dye for real-time PCR assays because it offers lower PCR inhibition, higher
melting curve reproducibility and easier use compared to the commonly used SYBR Green |
(Monis et al., 2005; Gudnason et al., 2007; Eischeid, 2011). The green SYTO dyes (including
the SYTO-9) also represents a good alternative to EvaGreen for real-time PCR (Eischeid,
2011).

The melting profiles and observed Tm values from reference samples obtained in this study are
shown in Figure 1. The species-specific assays displayed single peaks and a low deviation on
Tm measurements for each species (Figure 1). Each primer pair showed no cross-reactivity when
tested against non-target DNA from the other species in this study (data not shown). The IPC
reactions have presented melting peaks at different Tr, among species, ranging from 76.08°C
(O. aries) to 78.96°C (G. gallus) (Figurel). Considering an expected fragment length of 126 bp
for all species, this wide range of T values can be attributed to the sequence composition of
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CytB gene fragment among species, since Tm depends on both length and guanine-cytosine
(GC) content (Druml and Cichna-Markl, 2014). The IPC was included in the method for
analysis of unknown samples in order to confirm the presence of amplifiable DNA from CytB
gene, thereby identifying possible failures in DNA extraction. The IPC can also act as a
preliminary screening of species not covered by the ten-species panel when an unknown sample
is positive for IPC but negative for species-specific assays. In this case, further analysis is
required to identify the species of the unexpected content, e.g. sequencing of the amplification
product to provide detailed information of the differences at nucleotide level as suggested by
Jaakola et al. (2010) and Naue et al. (2014).

In this way, the detection of a species in this study is based on the presence of IPC amplification
combined with the presence/absence of amplification by specific primers on real-time PCR.
The melting profiles were observed in every reaction to confirm the specificity of the PCR

products.
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Figure 1. Melting profiles from species-specific (solid lines) and IPC (dashed lines) real-time
PCR assays for each species. The charts show the negative derivative of the fluorescence (F)
over temperature (T) (- dF/dT) against the temperature. The melting temperature values are

average * standard deviation for 2-3 independent experiments.
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Figure 1. (Continuation) Melting profiles from species-specific (solid lines) and IPC (dashed
lines) real-time PCR assays for each species. The charts show the negative derivative of the

fluorescence (F) over temperature (T; - dF/dT) against the temperature. The melting

temperature values are average + standard deviation for 2-3 independent experiments.
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3.2.1 Method sensitivity

The amplification sensitivity and limits of detection for species-specific reactions were
evaluated using two eight-point dilution curves (1:5 factor) from 32 ng to 0.41 pg of each target
DNA in Milli-Q water, a total of four replicates of each point. The 7500 Software calculated
the amplification efficiency (E) for each set of primers according to equation: E = 10 ¢!/slope)
1. The efficiencies were satisfactory, ranging from 94.67% to 104.35%, with the determination
coefficient (R? value) above 0.99 for all targets. The LOD (lowest DNA amount detected as
positive on all four replicates) ranged from 2.05 to 10.24 pg of target DNA in a reaction,
demonstrating the high sensitivity of the method in detecting small amounts of DNA. The
slopes, E, R?values and limit of detection are presented in Table 2. The standard curve for each
species are shown in Fig. A.2 (Supplementary Material).
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Table 2 - Data from efficiency experiments of species-specific real-time PCR assays

Species Slope E (%) R? LOD (pg) ®
Bos taurus -3.40 96.8 0.999 2.05
Sus scrofa -3.22 104.4 0.999 10.24
Equus caballus -3.35 99.0 0.997 2.05
Bubalus bubalis -3.34 99.2 0.998 10.24
Gallus gallus -3.15 107.8 0.997 10.24
Capra hircus -3.23 104.2 0.997 10.24
Ovis aries -3.36 98.4 0.998 10.24
Meleagris gallopavo -3.28 101.8 0.997 10.24
Felis catus -3.33 99.4 0.999 2.05
Canis familiaris -3.28 101.7 0.997 2.05

2The LOD (limit of detection) is the lowest DNA concentration detected (Ct value < 30) on all replicates.

3.2.2 Reference mixtures

The 46 reference meat mixtures prepared for this study were analyzed following the developed
method for ten-species detection. The species detection for all mixtures was identical in the two
laboratories and in accordance with the expected for each one (Table 3). The IPC reactions were
positive on all mixtures, reinforcing the presence of amplifiable DNA in samples, with Tn
within the range obtained for pure reference samples (76.08 to 78.96°C, Figure 1). The species-
specific real-time PCR assays correctly detected the DNA from the species present in all
mixtures (Table 3) and the melting curve results matched the expectations for each one (as
exemplified on Figure 2), indicating that the Tm and specificity of the peaks are not affected by
the presence of non-target DNA. Reactions to absent meat species in a mixture presented, in all
tests, negative results, confirming the absence of these species DNA (data not shown). Such
results provide evidence of the developed method’s sensitivity in detecting species present in
only 1% of the total mixed sample content.
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Table 3 - Composition of reference meat mixtures and species detected by real-time PCR
method performed in LGEV and MYLEUS laboratories

Species detected

Mixture Meat species (W/w %)
n° LGEV MYLEUS
1 beef, horse (50, 50) beef, horse beef, horse
2 beef, horse (99, 1) beef, horse beef, horse
3 beef, pork (50, 50) beef, pork beef, pork
4 beef, pork (99, 1) beef, pork beef, pork
52 beef, chicken (50, 50) beef, chicken beef, chicken
6 beef, chicken (99, 1) beef, chicken beef, chicken
7 chicken, turkey (50, 50) chicken, turkey chicken, turkey
8 turkey, chicken (99, 1) chicken, turkey chicken, turkey
9 beef, cat (50, 50) beef, cat beef, cat
102 beef, cat (99, 1) beef, cat beef, cat
112 beef, dog (50, 50) beef, dog beef, dog
128 beef, dog (99, 1) beef, dog beef, dog
13 beef, buffalo (50, 50) beef, buffalo beef, buffalo
14 beef, buffalo (99, 1) beef, buffalo beef, buffalo
15 beef, buffalo (1, 99) beef, buffalo beef, buffalo
16 beef, goat (50, 50) beef, goat beef, goat
178 beef, goat (1, 99) beef, goat beef, goat
18 beef, lamb (50, 50) beef, lamb beef, lamb
19 beef, lamb (1, 99) beef, lamb beef, lamb
20 goat, lamb (99, 1) goat, lamb goat, lamb
21 goat, lamb (1, 99) goat, lamb goat, lamb
22 pork, goat (1, 99) pork, goat pork, goat
23 pork, lamb (1, 99) pork, lamb pork, lamb
24 chicken, lamb (99, 1) chicken, lamb chicken, lamb
25 beef, lamb (99, 1) beef, lamb beef, lamb
26 pork, lamb (99, 1) pork, lamb pork, lamb
27 turkey, chicken (1, 99) turkey, chicken turkey, chicken
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Table 3 - (Continuation) Composition of reference meat mixtures and species detected by real-

time PCR method performed in LGEV and MYLEUS laboratories

Species detected

Mixture  \reat species (wiw %)
n° LGEV MY LEUS
28 turkey, pork (1, 99) turkey, pork turkey, pork
29 chicken, pork (50, 50) chicken, pork chicken, pork
30 chicken, lamb (50, 50) chicken, lamb chicken, lamb
31¢ horse, pork (50, 50) horse, pork horse, pork
32 horse, lamb (50, 50) horse, lamb horse, lamb
33 lamb, pork (50, 50) lamb, pork lamb, pork
34 chicken, pork (1, 99) chicken, pork chicken, pork
35 chicken, lamb (1, 99) chicken, lamb chicken, lamb
36 beef, chicken (1, 99) beef, chicken beef, chicken
372 beef, pork (1, 99) beef, pork beef, pork
38 horse, pork (1, 99) horse, pork horse, pork
39 horse, lamb (1, 99) horse, lamb horse, lamb
40 pork, chicken (1, 99) pork, chicken pork, chicken
41 cat, pork (1, 99) cat, pork cat, pork
423 cat, lamb (1, 99) cat, lamb cat, lamb
432 dog, pork (1, 99) dog, pork dog, pork
44 dog, lamb (1, 99) dog, lamb dog, lamb
45 goat, beef (1, 99) goat, beef goat, beef
46 all ten species (10 each) beef, pork, horse, beef, pork, horse,

chicken, goat, lamb,
buffalo, turkey, cat
and dog

chicken, goat, lamb,
buffalo, turkey, cat
and dog

& Mixtures n° 5, 10, 11, 12, 17, 22, 31, 37, 42 and 43 were prepared, extracted and analyzed for a second time for

verification of method repeatability, presenting the same shown results.
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Figure 2. Melting profiles from species-specific real-time PCR assays of reference meat

mixtures n° 22, 31, 37 and 42. The charts show the negative derivative of the fluorescence (F)

over temperature (T; - dF/dT) against the temperature. Solid lines indicate melting profiles from

positive reactions of target species (proportions are indicated as w/w). Dashed lines indicate

melting profiles from positive control amplification for each species.
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3.2.3 Commercial samples

The method for ten-species detection was successfully applied for analysis of commercially
available meat products, presenting the same results on both laboratories. The IPC reactions
were positive for all samples and Tm within the expected range (76.08 to 78.96°C). The method
detected the presence of genetic material from all reported species on product labels, with the
exception of sample 8, whose presence of indicated beef content was not detected (Table 4).
The method also detected the presence of bovine DNA in samples 1, 4 and 11, and chicken
DNA in samples 11, 12, 13 and 14 (Table 4). Those species were not declared on the labels,
indicating possible fraud by adding beef and/or chicken material in these products.

These findings are part of a high rate of adulterated meat products that have been reported by
several studies worldwide. Chen et al. (2010), for example, reported beef products sold as Yak
meat products in China, Soares et al. (2013) detected undeclared pork content on poultry
products in Portugal and Mousavi et al. (2015) detected undeclared chicken content in meat
products in Iran, besides, of course, the horsemeat scandal in commercial meat products across
Europe in 2013 (Premanandh, 2013).



Table 4 - Application of the method on commercial meat products
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Species detected
Samople Product description  Species declared i
n LGEV MYLEUS
1 Hamburger lamb lamb, beef lamb, beef
2 SteakBurger beef beef beef
3 Hamburger beef beef beef
4 Lamb sausage lamb lamb, beef lamb, beef
5 Hamburger beef beef beef
6 Nugget chicken chicken chicken
7 Salami pork and cow milk pork, beef pork, beef
8 Hot-dog sausage beef, pork and poultry  pork, chicken pork, chicken
Smoked chicken
9 chicken chicken chicken
breast
pork and poultry ) )
10 Calabrese sausage ) pork, chicken  pork, chicken
(chicken and/or turkey)

) pork, beef, pork, beef,

11 Canadian bacon pork ) _
chicken chicken

12 Beef meatballs beef beef, chicken  beef, chicken
13 Pork sausage pork pork, chicken  pork, chicken
14 Guanabara sausage  pork pork, chicken  pork, chicken
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3.3 CONCLUSION

Recent cases of fraud in meat products have raised significant attention to food safety and
control, as meat adulterations can cause trade embargoes and even endanger public health. In
2017, Brazil's chicken and beef exports stopped when the Brazilian police found meat plants
bribing inspectors to ignore contaminated or unacceptable meat in a probe called “Operation
Weak Flesh”. The impact on the global market was huge, as Brazil is the world’s largest beef
exporter. Although the Brazil's main markets have reopened their doors, doubts about the meat
quality still persists. In this study, real-time PCR and melt curve analyses were employed to
develop a novel method for species detection and authentication control of meat products. The
internal positive control (IPC) was added to the method aiming to detect amplifiable DNA from
CytB gene by universal primers, regardless of the present species. The accuracy of the ten-
species detection method was attested by experiments conducted in two laboratories, wherein
the results showed high consistency, indicating that the method is highly reproducible. The
analyses of commercial products, besides confirming the accuracy of the method in
interlaboratory analyses, revealed nonconformities in meat products available to consumers in
Brazil: undeclared bovine and chicken material were detected in six of the fourteen analyzed
products. These findings reinforce the demand for tests aimed at detecting fraud by addition or
replacement of species in meat products, ensuring the quality and safety of these products for
the entire food industry - producers to consumers. The method proposed here can play an

important role in controlling the origin and quality of meat products.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

gi|659134249gb|KJ660981.1] Canis lupus familiaris breed Tibetan Mastiff haplotype HS cytochrome b {cytb) gene complete cds mitochondrial
gi|659134251|gb|KJ660982.1| Canis lupus familiaris breed Tibetan Mastiff haplotype HE cytochrome b (cyth) gene complete cds mitochondrial
gi|659134245|gb|KJ660979.1| Canis lupus familiaris breed Tibetan Mastiff haplotype H3 cytochrome b {cytb) gene complete cds mitochondrial

100

gil659134241|gb|KJ660977.1| Canis lupus familiaris breed Tibetan Mastiff haplotype H1 cytochrome b (cyth) gene complete cds mitochondrial
POSITIVE CONTROL - Canis familiaris.
POSITIVE CONTROL - Sus scrofa
|KJ4762OB41 Sus scrofa isolate RCSP85-CO cytochrome b (cyth) gene complete cds mitochondrial
JN406906.1 Sus scrofa isolate CRCU1156 cytochrome b (cytb) gene complete cds mitochondrial

100

JN406900.1 Sus scrofa isolate CRCU1117 cytochrome b (cytb) gene complete cds mitochondrial
JQ340140.1 Equus caballus isolate TN3400 mitochondrion complete genome

100 [ JQ340134.1 Equus caballus isolate TN9330 mitochondrion complete genome

| KT985980.1 Equus caballus isolate HUk2 mitochondrion partial genome
POSITIVE CONTROL - Equus caballus.
42 I POSITIVE CONTROL - Felis catus.

AB194816.1 Felis catus mitochondnial cytb gene for cytochrome b complete cds haplotype: E-type

100 | AB194815.1 Felis catus mitochondrial cytb gene for cytochrome b complete cds haplotype: D-type
AB004238.1 Felis catus mitochondrial DNA for cytochrome b complete cds

KT343748.1 Bos taurus isolate HT1 MLTO4 haplogroup T3¢ mitochendrion complete genome
100 | KT151961.1 Bos taurus haplotype H2 cytechrome b (cytb) gene complete cds mitochondrial

KT343749.1 Bos taurus isolate HT2 MLT10 haplogroup T3d mitochondrion complete genome
57 POSITIVE CONTROL - Bos taurus.

POSITIVE CONTROL - Bubalus bubalis,
—mi gi|374431069|gb]JQ24 1281.1| Bubalus bubalis haplotype RBB3 cytochrome b (cytb) gene complete cds mitochondrial

gi|374431073|gb]JQ241283.1| Bubalus bubalis haplotype RBBS cytochrome b (cytb) gene complete cds mitochondnial
KR059208.1 Capra hircus isolate 64 Ch65 haplogroup A mitochondrion complete genome

a3
100 | KRO59207.1 Capra hircus isolate 63 Ch64 haplogroup A mitochondricn complete genome

KR059209.1 Capra hircus isolate 65 Ch66 haplogroup A mitochondrion complete genome
POSITIVE CONTROL - Capra hircus.
89 \ POSITIVE CONTROL - Ovis aries.

KP229051.1 Ovis aries isolate QH36 cytochrome b (CytB} gene complete cds mitochondrial

100 | KP229033.1 Ovis aries isolate QH2 cytochrome b {CytB) gene complete cds mitechondnal

KP228952.1 Ovis aries isolate JZ7 cytechrome b (CyiB) gene complete cds mitochondrial

HQ122602.1 Meleagris gallopavo cytochrome b (cytb) gene partial cds mitochondrial
—m| EF153719.1 Meleagris gallopave mitochondrion complete genome
POSITIVE CONTROL - Meleagris gallopavo.

100 POSITIVE CONTROL - Gallus gallus.
IEU826429.1 Gallus gallus cytochrome b (cytb) gene partial cds mitochondrial

100 | AY026059.1 Gallus gallus cytochrome b gene partial cds mitochondrial gene for mitochendrial product

AF354171.1 Gallus gallus cytochrome b gene complete cds mitochondrial gene for mitochendrial product

0.050

Figure A.1. Evolutionary relationships of taxa. The evolutionary history was inferred using the
Neighbor-Joining method. The optimal tree with the sum of branch length = 1.25278201 is
shown. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the
bootstrap test (3000 replicates) are shown next to the branches. The tree is drawn to scale, with
branch lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the
phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the Maximum Composite
Likelihood method and are in the units of the number of base substitutions per site. All positions
containing gaps and missing data were eliminated. There was a total of 228 positions in the

final dataset.
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Figure A.2. Standard curve for Bos taurus, Sus scrofa, Equus caballus, Bubalus bubalis, Gallus
gallus, Capra hircus, Ovis aries, Meleagris gallopavo, Felis catus and Canis familiaris. The
curves were obtained by dilutions (1:5 factor) of pure DNA from each species and amplified
with specific primers (Target). The 7500 Software plotted the curve (DNA quantity against the
Ct) and calculated the Slope, Y-intercept (Y-Inter), determination coefficient (R?) and the

amplification efficiency (Eff%) for each species.
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Figure A.2. (Continuation) Standard curve for Bos taurus, Sus scrofa, Equus caballus, Bubalus
bubalis, Gallus gallus, Capra hircus, Ovis aries, Meleagris gallopavo, Felis catus and Canis
familiaris. The curves were obtained by dilutions (1:5 factor) of pure DNA from each species
and amplified with specific primers (Target). The 7500 Software plotted the curve (DNA
quantity against the Ct) and calculated the Slope, Y-intercept (Y-Inter), determination

coefficient (R?) and the amplification efficiency (Eff%) for each species.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O grande numero de estudos em todo 0 mundo que relatam casos de substituicdo de espécies
em alimentos evidencia que este é um problema generalizado. As consequéncias desse tipo de
fraude sdo graves, com impactos negativos para governos, produtores, meio ambiente e
principalmente consumidores. Além da perda econdmica e do risco de se ingerir ingredientes
perigosos, os consumidores podem perder a confianga na autenticidade de certos produtos, uma
vez que a fraude é divulgada. Com isso, toda a cadeia de producéo se desestabiliza e 0s prejuizos
podem ser irreversiveis. Dessa forma, a crescente demanda por politicas de protecdo aos
consumidores, quanto a garantia da origem da matéria-prima e a rotulagem adequada de
alimentos, tem estimulado o desenvolvimento de métodos de controle capazes de detectar
adulteragdes e falsificagoes.

No presente trabalho foi desenvolvido um método eficaz e confiavel para uma rotina de
deteccdo de espécies em produtos de origem animal. O teste € composto de um painel de dez
espécies animais e podera ser expandido para abranger outras espécies, caso exista a demanda.
Apesar de o método ter sido validado para andlise de carnes e produtos carneos, resultados
preliminares de experimentos conduzidos no Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria
(UFMG) indicam que o teste desenvolvido pode ser aplicado para anéalise de leite e derivados
lacteos utilizando a mesma metodologia, com pequenas adequacfes. O teste também ja foi
aplicado na analise de produtos lacteos comerciais de cabra e ovelha e relevou que alguns destes
possuiam a presenca de material bovino em sua composi¢do, de forma nao declarada na
rotulagem. Esses achados indicam, portanto, que ha uma demanda e uma urgéncia pela
metodologia desenvolvida no presente trabalho e a necessidade do direcionamento de politicas

publicas de controle da autenticidade de produtos de origem animal.
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