
27

2017  |  №1  теория и практика переработки мяса

Minaev M.Yu, Solodovnikova G.I., Kurbakov K.A.
The V. M. Gorbatov All-Russian Meat Research Institute, Moscow, Russia

SELECTION OF DNA MATRIX FOR JuSTIFICATION OF THRESHOLD 
FOR CONTAMINATION OF PROCESSED MEAT PRODuCTS WITH 
uNDECLARED POuLTRY  COMPONENTS

ВыБоР ДНК МАТРИцы ДЛя оБоСНоВАНИя поРоГоВоГо 
уРоВНя ТехНИЧеСКИ НеуСТРАНИМых пРИМеСей МяСА 

пТИцы В ГоТоВой МяСНой пРоДуКцИИ

Ключевые слова: ПЦР в реальном времени; количествен-
ная ПЦР; мясо птицы; технически неустранимая примесь; 
фальсификация.

Keywords: real-time PCR, quantitative PCR, poultry meat, mito-
chondrial DNA, cytochrome B, non-removable impurities, adul-
teration.

Abstract
Differentiation between adulteration and accidental meat raw ma-
terial contamination in meat industry enterprises that carry out 
the combined processing of slaughtering products from farm ani-
mals and poultry is necessary to establish a threshold of technically 
non-removable impurities. Justification of the thresholds, e.g. for 
chicken meat, requires determination of the target analytical ma-
trix, which content in meat raw material is stable. In the Russian 
certified methods, the species-specific DNA matrix for chickens is 
a multi-copy gene of cytochrome B in mitochondrial DNA. Tak-
ing into consideration that mitochondrial DNA copy number can 
depend on a muscle fiber type, animal age, and other factors, the 
effectiveness of using multi-copy mitochondrial genes for quantify-
ing the poultry content in meat products was justified in this study. 
Analysis of the samples from the pectoral and hip muscles of three 
chicken carcasses and one duck carcass obtained from different 
manufacturers showed that the poultry pectoral and hip muscles 
contained approximately equal amounts of mitochondrial DNA, 
which allows its use as a matrix to justify the level of technically 
non-removable chicken impurities in finished meat products.

Аннотация
Дифференциация факта фальсификации от случайной пе-
рекрестной контаминации сырья на предприятиях мясной 
промышленности, осуществляющих совместную перера-
ботку продуктов убоя сельскохозяйственных животных 
и птицы, необходима для установления порогового уровня 
технически неустранимой примеси. Обоснование порого-
вых значений, например, мяса кур, требует определения 
целевой аналитической матрицы, содержание которой 
в мясном сырье стабильно. В российских аттестованных 
методиках видоспецифической матрицей выявления ДНК 
кур является многокопийный ген митохондриальной ДНК 
цитохрома Б. Учитывая, что копийность митохондри-
альной ДНК может зависеть от типа мышечных волокон, 
возраста животных и других факторов в данном исследо-
вании обоснована эффективность использования многоко-
пийных митохондриальных генов для квантификации со-
держания мяса птицы в мясных продуктах. Исследование 
проб мяса 3 образцов тушек кур разных производителей 
и 1 образца тушки утки, выделенных из грудных и бедрен-
ных мышц показало, что в грудных и бедренных мышцах 
сельскохозяйственных птиц содержится приблизительно 
равное количество митохондриальной ДНК, что позволя-
ет ее использовать в качестве матрицы для обоснования 
уровня технически неустранимой примеси готовой мясной 
продукции мясом кур.
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Введение
Согласно стратегии развития государственной по-

литики обеспечения качества и безопасности пище-
вой продукции в РФ приоритетной задачей является 
обеспечение продовольственного рынка продуктами 
питания, отвечающим требованиям безопасности, 
подлинности, качества, а также стимулирование со-
циально-ответственного поведения предпринима-
тельского сообщества при производстве и обращении 
продукции основанного на принципах добросовест-
ности, формирование рационального потребитель-
ского поведения граждан.

Introduction

According to the development strategy of the state 

policy in food quality and safety, priority in the Russian 

Federation is to ensure that food products on the market 

meet the requirements of safety, authenticity, and quality; 

to promote socially responsible behavior of the business 

community in the production and distribution of products 

based on the principles of fair practice; and to build up ra-

tional consumer behavior.
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Критерии подлинности мясной продукции заложе-
ны в соответствующих нормативных документах. Од-
ним из аттестованных в РФ методов подтверждения 
подлинности мясной продукции является полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР). Данный метод является 
качественным и основан на использовании ПЦР, ко-
торый позволяет установить видовой состав исследу-
емой продукции и определить соответствие информа-
ции, вынесенной на этикетку.

Тем не менее, в ряде случаев необходимо дать ко-
личественную оценку определяемого ингредиента для 
дифференциации факта фальсификации состава от 
значений, характерных для технически неустранимой 
примеси. Однако, для разработки количественной ме-
тодики необходимы эталонные образцы состава, ко-
торых в настоящее время не существует.

Применение ПЦР в реальном времени даже при 
постановке качественной реакции позволяет при-
близительно оценить количество определяемой ДНК 
и соответственно долю мясного ингредиента в иссле-
дуемом мясном продукте. Более того, использование 
ПЦР в реальном времени позволяет регулировать 
чувствительность метода по так называемым циклам 
отсечения положительного результата. Это позволит 
установить пороговые значения содержания того или 
иного ингредиента и внести изменения в закон РФ 
о маркировке пищевой продукции. В законодательстве 
как Таможенного Союза, так и ЕС содержится требо-
вание касательно маркировки аллергенов «В случаях, 
если компоненты, вызывающие аллергию не исполь-
зовались при производстве пищевой продукции, но 
их наличие в пищевой продукции полностью исклю-
чить невозможно, информация о возможном наличии 
таких компонентов размещается непосредственно 
после указания состава пищевой продукции». Данное 
требование позволяет информировать потребителя 
о содержании в продукте незначительных количеств 
обозначенных аллергенов. Обосновав порог техниче-
ски неустранимой примеси подобную формулировку 
можно ввести и в отношении содержания основных 
видов мясного сырья.

Для обоснования пороговых значений контаминан-
тов необходимо определиться с целевой аналитической 
матрицей, содержание которой в мясном сырье ста-
бильно. В большинстве ПЦР методов такой матрицей 
является ген митохондриальной ДНК цитохрома Б. 
В связи с тем, что в клетках мышечной ткани содержит-
ся большое количество митохондрий (как правило, бо-
лее 1000 [1, 2]), ген цитохрома Б является многокопий-
ным и его количество определяется типом мышечных 
волокон, возрастом животного и другими факторами.

В связи с этим, в ряде работ [3, 4] в качестве целе-
вой матрицы для подбора праймеров обосновывается 
использование однокопийных геномных генов. Тем не 
менее, во многих других работах, связанных с количе-
ственным определением видового состава, в т.ч. ми-

Criteria for meat products authenticity are laid down 
in the relevant regulations. One of the methods certified in 
the Russian Federation to confirm the authenticity of meat 
products is PCR. This method is qualitative; it is based on 
the use of polymerase chain reaction (PCR), which allows 
to establish the species composition of the products and to 
determine the compliance with label claims.

However, in some cases, it is necessary to quantify 
the specific ingredient to differentiate adulteration of the 
composition from technically non-removable impurities. 
However, to develop the quantitative techniques, reference 
samples are needed, which currently do not exist.

The use of real-time PCR, even in the qualitative mode, 
allows to estimate the number of determined DNA and, 
thus, the portion of some meat ingredient in the meat 
product. Moreover, real-time PCR allows to adjust meth-
od sensitivity by the so-called threshold cycles of positive 
result. This enables the threshold values assignment for 
the content of various ingredients and the changes to the 
Russian legislation on the labeling of food products. The 
laws of Customs Union and EU set out the requirements 
for labeling concerning allergens “If ingredients caus-
ing allergies were not used in the manufacturing of food 
products, but their presence in such products could not be 
completely excluded, information of possible presence of 
such ingredients is placed directly after the information of 
food product composition”. This requirement allows to in-
form the consumer about the presence of small amounts of 
specified allergens in the product. By justifying the thresh-
old of technically non-removable impurities, such wording 
can also be introduced regarding the content of raw meat 
main types.

To justify the thresholds of contaminants, it is necessary 
to determine the target analytical matrix, which content in 
raw meat materials is stable. Most PCR methods use mito-
chondrial DNA cytochrome B gene as such matrix. Due to 
the fact that a large number of mitochondria (usually over 
1000 [1, 2]) is contained in muscle cells, the cytochrome B 
gene is a multi-copy one and its number is determined by 
muscle fiber type, animal age, and other factors.

In this regard, a number of studies [3, 4] demonstrate 
the use of single-copy genomic genes as the target ma-
trix for the selection of primers. However, in many other 
works related to the quantification of species composition 
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кроорганизмов, методом ПЦР широко используются 
многокопийные гены. [5, 6, 7, 8, 9]

Galliformes (курообразные), к которым относятся 
большинство сельскохозяйственных видов птиц в ходе 
эволюции потеряли способность к длительным переле-
там. При этом основная динамическая нагрузка у них 
приходится на ноги. Поэтому в отличие от летающих 
видов птиц у Galliformes (курообразные), грудная мыш-
ца содержит меньшее количество «медленных» или 
выносливых волокон с высоким содержанием мито-
хондрий, данные представлены в таблице. При этом 
мышцы ног выполняют статическую работу, направ-
ленную на удержание и динамическую, используемую 
при активном перемещении, соответственно эти мыш-
цы содержат значительное количество «медленных» во-
локон (табл. 1). Это может означать, что эти разные по 
функционалу группы мышц могут содержать пример-
но равное количество митохондрий, особенно с учетом 
современных технологий выращивания птицы.

В связи с этим, целью этой работы было обоснова-
ние использования многокопийных митохондриаль-
ных генов для дальнейшего установления порогового 
уровня технически неустранимых примесей мяса пти-
цы в готовой мясной продукции.

объекты и методы
Объектами исследования являлись пробы мяса, 

выделенные из грудных и бедренных мышц трех 
образцов тушек кур разных производителей и одного 
образца тушки утки.

by PCR including microorganisms, multi-copy genes are 
commonly used [5, 6, 7, 8, 9].

Galliformes, which include most species of poultry, 
have lost the capacity for long flights in the course of evolu-
tion. Thus, the basic dynamic load falls on legs. Therefore, 
unlike flying bird species, pectoral muscle in Galliformes 
contains fewer “slow” or high endurance fibers with a high 
content of mitochondria (the data are presented in the ta-
ble). At the same time, leg muscles perform static work to 
hold the animal and dynamic work used in active move-
ments, respectively these muscles contain a significant 
amount of “slow” fibers (Table 1). This means that these 
functionally different muscles may contain approximately 
equal number of mitochondria, particularly in the light of 
modern poultry breeding technologies.

In this context, the aim of this work was to justify the 
use of multi-copy mitochondrial genes for further estab-
lishment of the threshold for technically non-removable 
poultry impurities in the finished meat products.

Objects and methods

The objects of the study were the meat samples derived 
from the pectoral and hip muscles of 3 chicken carcasses 
and 1 duck carcass from different manufacturers.

Table 1. Muscle fiber types and their characteristics | табл. 1. типы мышечных волокон и их характеристики

Parameters |  
параметры оценки

Muscle fiber types | тип мышечного волокна
FT-fibers (fast)  | FT-волокна (быстрые) ST-fibers (slow) | 

ST-волокна (медленные)FTG-fibers | FTG-волокна FTO-fibers | FTO-волокна
contraction speed | скорость 
сокращения

high | высокая high | высокая low | низкая

contraction force | сила 
сокращения

very high | очень большая high | большая insignificant | незначительная

aerobic endurance | аэробная 
выносливость

bad | плохая good | хорошая very good | очень хорошая

reactivity | реакционная 
способность

fast | быстрая fast | быстрая slow | медленная

fiber diameter | диаметр 
волокна

large | большой medium | средний small | малый

a method of producing energy | 
способ получения энергии

glycolysis | гликолиз glycolysis and oxidation | 
гликолиз и окисление

oxidation | окисление

content of mitochondria | 
содержание митохондрий

insignificant | незначительное medium | среднее significant | значительное

work duration | 
продолжительность работы

short | низкая medium | средняя long | высокая

capillarization | 
капилляризация

insignificant | незначительная good to very good | от хорошей 
до очень хорошей

very good | очень хорошая

functions | выполняемые 
функции

anaerobic work: activity in 
submaximal zone, manifestation 
of maximum power and fast 
power | анаэробная работа: 
нагрузки в субмаксимальной 
зоне, проявление максимальной 
и скоростной силы

long anaerobic activity of medium 
intensity, fairly intense aerobic 
activity | продолжительная 
анаэробная нагрузка средней 
интенсивности, довольно 
интенсивная аэробная нагрузка

aerobic work, endurance 
and strength endurance, 
static work to support and 
hold | аэробная работа, 
выносливость и силовая 
выносливость, статическая 
работа на опору и удержание
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Отбор проб
Образцы мяса измельчали на ножевом гомогениза-

торе Retsch GM200. От каждой группы мышц отбира-
ли по 3 навески массой 50 ± 1,0 мг.

В работе используется следующая кодировка образ-
цов. Пробы мяса грудной мышцы кур следующие коды: 
1-ГМ, 2-ГМ, 3-ГМ; утки- У-ГМ и мяса бедренной мыш-
цы кур - коды образцов 1-БМ, 2-БМ, 3-БМ; утки- У-БМ.

Выделение ДНК
ДНК выделяли набором Сорб-ГМО-Б (ЗАО «Син-

тол», Россия) согласно инструкции.

Условия проведения ПЦР в реальном времени
Праймеры и зонды, используемые в работе взяты 

из ГОСТ 31719 — 2012 и МР 4.2.0019 — 11.
Реакционная смесь объёмом 30 мкл содержала 

2,5 мкл 10х ПЦР-буфера, 2,5 мкл MgCl2 концентраци-
ей 2,5 мМ, 2,0 мкл dNTP, нуклеотиды в концентрации 
25  мМ, SynTaq-полимеразы 2,5 ЕД, праймеры в  кон-
центрации 300 nМ и 2 мкл ДНК. Реактивы производ-
ства ЗАО «Синтол», Россия.

Режим амплификации: предварительная денату-
рация — 95 °C, 420 с; отжиг-элонгация — 60 °C, 40 с, 
денатурация — 95 °C, 15 с, 45 циклов. ПЦР в реальном 
времени проводили на амплификаторе АНК-32 (ЗАО 
«Синтол», Россия)

Постановку ПЦР проводили, используя десяти-
кратное разведение исходной ДНК.

Статистическая обработка результатов ПЦР про-
водилась с  использованием программного обеспече-
ния, прилагающегося к АНК-32.

Исследование микроструктуры
Исследование микроструктуры проводили в соот-

ветствии с ГОСТ 19496-2013 «Мясо и мясные продук-
ты. Метод гистологического исследования». Изучение 
гистологических препаратов и  их фотографирование 
осуществляли на световом микроскопе «AxioImaiger 
A1» (Carl Zeiss, Германия) с  помощью подключенной 
видеокамеры «AxioCam MRc 5». Обработку изображе-
ний производили с применением компьютерной сис-
темы анализа изображений «AxioVision 4.7.1.0», адап-
тированной для гистологических исследований.

Результаты и обсуждение
Для оценки пригодности метода с  использовани-

ем видоспецифических праймеров к  гену цитохрома 
Б для количественной оценки содержания ДНК была 
поставлена серия ее десятикратных разведений (Рис. 1)

Статистическая обработка полученных данных 
приведена на рис. 2.

Из рис. 1-2 видно, что кривые амплификации вы-
ходят с  равным интервалом, характерным для деся-
тикратных разведений, коэффициент корреляции 
составляет более 99,9  %, что является приемлемым 
значением для построения калибровочной кривой.

Sample collection
Meat samples were ground with Retsch GM200 blade 

homogenizer. Three samples of 50 ± 1.0 mg were selected 
from each muscle.

In the following coding of samples was used: chicken 
pectoral muscle samples, 1-PM, 2-PM, 3-PM; duck pec-
toral muscle sample, D-PM; chicken hip muscle samples, 
1-HM, 2-HM, 3-HM; duck hip muscle sample, D-HM.

Isolation of DNA
DNA was isolated by Sorb-GMO-B kit (Syntol CJSC, 

Russia) according to the instructions.

Conditions for real-time PCR
Primers and probes used in this work were taken from 

GOST 31719-2012 and MP 4.2.0019-11.
The reaction mixture (30 ul) contained 2.5 ul of 10X 

PCR buffer, 2.5 ul of 2.5 mM MgCl2, 2.0 ul of dNTP, nu-
cleotides at a concentration of 25 mM, 2.5 U of SynTaq-
polymerase, primers at a concentration of 300 nM, and 2 
ul of DNA. The reagents are manufactured by Syntol CJSC, 
Russia.

Amplification mode: pre-denaturation  — 95 °C, 
420  seconds; annealing-elongation  — 60 °C, 40 seconds; 
denaturation  — 95 °C, 15 seconds, 45 cycles. Real-time 
PCR was performed on a ANK-32 thermocycler (Syntol 
CJSC, Russia).

PCR amplification was performed using a tenfold dilu-
tion of the original DNA.

Statistical analysis of the PCR results was performed 
using the software supplied with ANK-32 thermocycler.

Microstructure research
Microstructure research was performed in accordance 

with GOST 19496-2013 “Meat and meat products. Histo-
logical study method”. The study of histological slides and 
the photographs were performed on AxioImaiger A1 light 
microscope (Carl Zeiss, Germany) using the connected 
AxioCam MRc 5 camera. Image processing was performed 
using AxioVision 4.7.1.0 computer image analysis system 
adapted for histological studies.

Results and discussion
To assess suitability of the method using species-spe-

cific primers for cytochrome B gene in order to quantify 
DNA content, serial tenfold dilutions of DNA were per-
formed (Figure 1).

Statistical analysis of the data is shown in Figure 2.
Figures 1-2 show that the amplification curves are lo-

cated at regular intervals, which are characteristic of ten-
fold dilutions. Correlation coefficient is more than 99.9%, 
which is an acceptable value for the calibration curve.
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Дальнейшие измерения проводились в  указанном 
диапазоне концентраций ДНК. Кривые амплификации 
образцов мяса кур и утки с использованием митохонд-
риальных праймеров представлены на рис. 3–6.

Как видно из рис. 3–6 расхождения в кривых ам-
плификации не превышают 1 порогового цикла, при 
этом в  образцах 1 и  3 митохондриальной ДНК было 
немногим больше в  бедренных мышцах, в  то вре-
мя как в образцах 2 и 4 наоборот, ее было немногим 
больше в грудных мышцах.

Сводные данные полученных значений порогово-
го цикла изложены в табл. 2.

Из табл.  2 видно что среднее значение отклонения 
для образцов с положительным значением ΔСt состав-
ляет 0,41; а  для образцов с  отрицательным значением 
ΔСt составляет 0,49 что вполне укладывается в параме-

Further measurements were carried out at specified 
DNA concentration range. Amplification curves for sam-
ples of chicken and duck meat using mitochondrial prim-
ers are shown in Figures 3–6.

Figures 3–6 show that deviations in amplification 
curves do not exceed 1 threshold cycle. The mitochondrial 
DNA content for samples 1 and 3 was slightly higher in hip 
muscles while in samples 2 and 4, its content was slightly 
higher in pectoral muscles.

Summarized data for obtained threshold cycle values 
are shown in Table 2.

Table 2 shows that for samples with a positive ΔСt value 
mean deviation is 0.41 and for samples with a negative ΔСt 
value mean deviation is 0.49, which is well within the pa-
rameters of PCR method reproducibility. Based on these 

Figure 1. Amplification curves for tenfold dilutions of chicken DNA (1 — Chicken DNA, original, 2 — Chicken DNA, 10-1 dilution, 3 — Chicken 
DNA, 10-2 dilution, 4 — Chicken DNA, 10-3 dilution)
Рис. 1. Кривые амплификации десятикратных разведений ДНК кур (1 — ДНК Курицы исходная, 2 — ДНК Курицы, разведение 10-1, 3 — 
ДНК Курицы, разведение 10-2, 4 — ДНК Курицы, разведение 10-3)

Figure 2. Calibration curve plotted according to Ct of chicken DNA tenfold dilutions.
Рис. 2. Калибровочная кривая, построенная по данным Ct десятикратных разведений ДНК кур.
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Figure 3. Amplification curves for DNA of 1-PM and 1-HM 
samples using mitochondrial primers (in triplicate)
1 — 1-HM
2 — 1-PM
Рис. 3 Кривые амплификации ДНК образцов 1-ГМ 
и  1-БМ с  использованием митохондриальных прайме-
ров (трехкратная повторность)
1 — 1-БМ
2 — 1-ГМ

Figure 4. Amplification curves for DNA of 2-PM and 2-HM 
samples using mitochondrial primers (in triplicate)
1 — 2-PM
2 — 2-HM
Рис. 4 Кривые амплификации ДНК образцов 2-ГМ 
и  2-БМ с  использованием митохондриальных прайме-
ров (трехкратная повторность)
1 — 2-ГМ
2 — 2-БМ

Figure 5. Amplification curves for DNA of 3-PM and 3-HM 
samples using mitochondrial primers (in triplicate)
Рис. 5. Кривые амплификации ДНК образцов 3-ГМ 
и  3-БМ с  использованием митохондриальных прайме-
ров (трехкратная повторность)

Figure 6. Amplification curves for DNA of D-PM and D-HM 
samples using mitochondrial primers (in triplicate)
1 — D-PM
2 — D-HM
Рис. 6 Кривые амплификации ДНК образцов У-ГМ 
и  У-БМ с  использованием митохондриальных 
праймеров (трехкратная повторность)
1 — У-ГМ
2 — У-БМ
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тры воспроизводимости ПЦР метода. Исходя из при-
веденных данных, можно сделать вывод, что в грудных 
и  бедренных мышцах сельскохозяйственных птиц со-
держится равное количество митохондрий, что под-
тверждает наше изначальное предположение.

Геномная ДНК содержится в ядрах клеток, количе-
ство которых также зависит от типа ткани. В мышеч-
ных волокнах плотность ядер примерно одинаковая, 
в то время как в соединительной она может быть раз-
ная. При этом, в  рыхлой волокнистой соединитель-
ной ткани плотность клеток выше, чем в мышечной. 
Опорные мышцы содержат значительно больше сое-
динительной ткани, чем динамические мышцы, соот-
ветственно и плотность ядер клеток будет выше рис_. 

Площадь, занимаемая ядрами, относительно пло-
щади всего среза в бедренной группе мышц составля-
ет 1,9%, в то время как в грудной группе мышц — 1,5%.

Кривые амплификации образцов мяса кур и  утки 
с использованием геномных праймеров представлены 
на рис. 7–10.

Как видно из рис. 7–10 расхождения в кривых ам-
плификации в  отдельных образцах превышают 1 по-
роговый цикл, при этом максимальное различие отме-
чено в образцах мышечной ткани утки.

Сводные данные полученных значений порогового 
цикла изложены в табл. 3

data, it can be concluded that poultry pectoral and hip 
muscles contain equal number of mitochondria. It con-
firms our initial assumption.

Genomic DNA is contained in the nuclei of cells, the 
number of which is also dependent on tissue type. In mus-
cle fibers, the nuclei density is approximately equal, while 
in connective tissue, it can be different. Thus, in fibrous 
connective tissue, cell density is higher than in muscles. 
Supporting muscles contain significantly higher amount of 
connective tissue compared to dynamic muscles, respec-
tively, the density of nuclei in such muscles is higher.

Relative to the total area of cut, the area occupied by 
the nuclei in hip muscle is 1.9%, while in pectoral muscle 
it is 1.5%.

Amplification curves for chicken and duck meat sam-
ples using genomic primers are shown in Figures 7–10.

Figures 7-10 show that deviations in amplification 
curves for individual samples exceed 1 threshold cycle. 
The maximum difference is noted for the samples of duck 
muscle tissue.

Summarized data for obtained threshold cycle values 
are shown in Table 3.

Table 2. The values of threshold cycle Ct for amplified samples using mitochondrial primers
табл. 2. Значения порогового цикла Ct амплифицированных образцов с использованием митохондриальных праймеров

Samples | образцы
The values of threshold cycle Ct | Значения порогового цикла Ct

ΔсtIncrement sample 1 | 
точечная проба 1

Increment sample 2 | 
точечная проба 2

Increment sample 3 | 
точечная проба 3 

Mean | среднее 
значение

1-PM 19.73 19.79 19.70 19.74 + 0.71-HM 18.96 19.06 19.09 19.04
2-PM 21.66 21.63 21.70 21.64 – 0.532-HM 22.14 22.27 22.10 22.17
3-PM 18.52 18.46 18.41 18.47 + 0.133-HM 18.30 18.37 18.34 18.34
D-PM 18.58 18.60 18.62 18.60 – 0.45D-HM 18.24 18.03 18.19 18.15

Figure 7. Microstructure of hip muscle tissue sample (х40)
Рис. 7. Микроструктура образца мышечной ткани бедра (об. х40)

Figure 8. Microstructure of pectoral muscle tissue sample (х40)
Рис. 8. Микроструктура образца мышечной ткани грудки (об. х40)
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Figure 9. Amplification curves for DNA of 1-PM and 1-HM 
samples using genomic primers (in triplicate)
1 — 1-HM
2 — 1-PM
Рис. 9. Кривые амплификации ДНК образцов 1-ГМ 
и  1-БМ с  использованием геномных праймеров (трех-
кратная повторность)
1 — 1-БМ
2 — 1-ГМ

Figure 10. Amplification curves for DNA of 2-PM and 2-HM 
samples using genomic primers (in triplicate)
Рис. 10. Кривые амплификации ДНК образцов 2-ГМ 
и  2-БМ с  использованием геномных праймеров (трех-
кратная повторность)

Figure 11. Amplification curves for DNA of 3-PM and 3-HM 
samples using genomic primers (in triplicate)
1 — 3 PM
2 — 3 HM
Рис. 11. Кривые амплификации ДНК образцов 3-ГМ 
и  3-БМ с  использованием геномных праймеров (трех-
кратная повторность)
1 — 3 ГМ
2 — 3 БМ

Figure 12. Amplification curves for DNA of D-PM and 
D-HM samples using genomic primers (in triplicate)
1 — D-PM
2 — D-HM
Рис. 12. Кривые амплификации ДНК образцов У-ГМ 
и  У-БМ с  использованием геномных праймеров (трех-
кратная повторность)
1 — У-ГМ
2 — У-БМ
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Из табл.  3 видно среднее значение отклонения для 
образцов с  положительным значением ΔСt составляет 
0,89; а для образцов с отрицательным значением ΔСt со-
ставляет 1,51 что свидетельствует о нестабильности дан-
ной матрицы. Исходя из приведенных данных, можно 
сделать вывод, что не во всех случаях [3, 4] использование 
однокопийных генов в качестве матрицы для количест-
венного анализа позволяет получить точный результат.

Следует отметить, что в  работе Ballin N.Z. [4] из-
учалось соотношение количества митохондриальной 
и геномной ДНК в целях оптимизации метода количе-
ственного учёта соотношения мясных ингридиентов 
в сырье. В данной работе, в частности, было проведе-
но сравнение количества михондриальной ДНК раз-
личных пород свиней, что показало незначительную 
разницу в  результатах амплификации. Однако как 
следует из полученных нами данных по мясу птицы, 
соотношение митохондриальной и геномной ДНК мо-
жет варьироваться в различных тканях организма, что 
также следует учитывать при подобном походе. При 
этом, количество митохондриальной ДНК менее ва-
рьирует по тканям, в отличии от геномной ДНК, что 
соответствует нашим полученным результатам.

Выводы
1. В грудных и  бедренных мышцах сельскохозяйст-

венных птиц содержится равное количество мито-
хондрий.

2. Содержание геномной ДНК в  равных навесках 
проб бедренных мышцах сельскохозяйственных 
птиц нестабильно.

3. Полученные в ходе проведения данной работы ре-
зультаты позволяют сделать заключение, что для 
обоснования уровня технически неустранимой 
примеси готовой мясной продукции мясом кур не-
обходимо использовать праймеры, специфические 
к их митохондриальной ДНК.
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Table 3 shows that for samples with a positive ΔСt value 
mean deviation is 0.89 and for samples with a negative ΔСt 
value mean deviation is 1.51, which indicates the instability 
of this matrix. Based on the data given, it can be concluded 
that the use of single-copy genes as a matrix for quantita-
tive analysis allows obtaining accurate results only in some 
cases [3, 4].

It should be noted that Ballin N.Z. [4] studied the ra-
tio of the amount of mitochondrial and genomic DNA in 
order to optimize the method of quantification of meat in-
gredients ratio in raw materials. In this study, in particular, 
a comparison was made of the amount of mitochondrial 
DNA for various pig breeds, which showed a slight differ-
ence in the results of amplification. However, data on poul-
try meat show that the ratio of mitochondrial and genomic 
DNA in different tissues may vary, which should also be 
taken into account in such approach. At the same time, the 
amount of mitochondrial DNA in different tissues is less 
variable, in contrast to genomic DNA, which corresponds 
to our results.

Conclusion

1. Pectoral and hip muscles of poultry contain equal 
amount of mitochondria.

2. The content of genomic DNA in equal samples of poul-
try hip muscles is unstable.

3. The results obtained in this work allow to conclude 
that, to justify the level of technically non-removable 
chicken impurities in finished meat products, primers 
must be used, which are specific for their mitochon-
drial DNA.
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Table 3. The values of threshold cycle Ct for amplified samples using genomic primers
табл.3. Значения порогового цикла Ct амплифицированных образцов с использованием геномных праймеров

Samples | образцы
The values of threshold cycle Ct | Значения порогового цикла Ct

ΔсtIncrement sample 1 | 
точечная проба 1

Increment sample 2 | 
точечная проба 2

Increment sample 3 | 
точечная проба 3

Mean | среднее 
значение

1-PM 24.50 24.58 23.86 24.31 + 1.31-HM 22.92 22.99 23.11 23.01
2-PM 25.70 25.59 25.68 25.66 – 0.112-HM 25.78 25.76 25.78 25.77
3-PM 23.31 23.29 23.00 23.20 + 0.493-HM 22.70 22.66 22.78 22.71
D-PM 23.35 23.16 23.21 23.24 – 2.92D-HM 25.90 26.03 25.94 25.96
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