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Abstrakt: Dioksyny i dioksynopodobne PCB byly zrédlem wielu réznych awarii i katastrof ekologicznych oraz
skazen zywnosci i pasz na $wiecie. W Europie do najbardziej znanych i brzemiennych w skutkach nalezy
katastrofa ekologiczna w 1976 roku w Seveso (Wlochy). Innym przyktadem awarii bylo skazenie mleka, jaj
i tluszczu zwierzat wypasanych na farmach w poblizu spalarni komunalnych emitujacych do $rodowiska duze
ilosci tych zwiazkéw, skazenie mleka kréw w wyniku pobierania dioksyn wraz z zanieczyszczona pulpa
cytrusowa oraz najwigksza katastrofa, ktéra wystapita w Belgii i Europie (1999 rok) w wyniku dodania do pasz
200 litréw oleju skazonego PCB i dioksynami. Powyzsze wydarzenia, jak réwniez podje¢ta przez Wspélnote
Europejska strategia ochrony zdrowia mieszkancéw przed szkodliwym dziataniem dioksyn zawartych w zywnosci
(ponad 90% dioksyn pobieranych jest wraz z zywnoscia), ujawnily potrzeb¢ posiadania szybkich metod
skryningowych do monitorowania na szeroka skalg¢ zywnosci i pasz. Dla okre§lenia aktywnos$ci biologicznej
obecnych w paszy PCDD, PCDF i dI-PCB w opracowanych metodach przesiewowych wykorzystano ekspresje
genu reporterowego, aktywno$¢ enzyméw mikrosomalnych, wigzanie ligandu do receptora i przeciwcial. Obecnie
biotest CALUX (ekspresja genu reporterowego) uznawany jest za najlepsza metodg przesiewowego oznaczania
dioksyn i dI-PCB w zywnosci i paszach oraz jest jedynym testem stosowanym w rutynowych badaniach
monitoringowych oraz sytuacjach kryzysowych. W pracy przedstawiono rezultaty stosowania metody
przesiewowej, bazujacej na genetycznie modyfikowanych komérkach hepatomy mysiej, wrazliwych na dioksyny.
Podczas incydentéw dioksynowych w naszym kraju z metody tej korzystano w badaniach Zywnosci pochodzenia
zwierzecego i roslinnego (migso i jego przetwory, mleko i produkty mleczne, pasze i skiadniki paszowe).
Zastosowanie metody przesiewowej oznaczania dioksyn umozliwito szybka selekcje probek dodatnich
i zwigkszenie przepustowo$ci laboratorium, co jest istotne w sytuacjach kryzysowych dla skrécenia czasu
oczekiwania na wynik. W sytuacjach kryzysowych dotyczacych skazenia dioksynami potwierdzono, ze szybka
metoda przesiewowa jest waznym narz¢dziem w ocenie i zarzadzaniu ryzykiem oraz bezpieczenstwem zywnosci.

Stowa kluczowe: dioksyny, metoda przesiewowa, sytuacje kryzysowe

Wprowadzenie

Dioksyny i PCB, ze wzgledu na wlasciwosci toksyczne (immunosupresja, zaburzenia
hormonalne, kancerogennos¢), podlegaja rygorystycznemu ustawodawstwu we wszystkich
krajach Unii Europejskiej. Dopuszczalne limity tych zwigzkéw w Zywno$ci i paszach
zostaly ustalone kolejnymi rozporzadzeniami Parlamentu Europejskiego i Komisji
Europejskiej [1, 2]. Obowiazujaca od 2001 r. strategia UE dotyczaca dioksyn, ktérej celem
jest obnizenie narazenia populacji europejskiej na dioksyny, prowadzi do ograniczenia
wystepowania tych zwiazkéw w paszach i produktach spozywczych. Kontrola zawartosci
dioksyn zaréwno w surowcach, pétproduktach, jak i gotowych artykulach spozywczych
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i paszowych przyczynia si¢ do zwigkszenia bezpieczefistwa konsumentdw poprzez
eliminacje¢ dioksyn z diety [3].

Zywno$¢ pochodzenia zwierzecego stanowi gléwne zrédlo dioksyn dla czlowieka
i dlatego jej po$wigca si¢ najwiecej uwagi. W sytuacjach kryzysowych, ktére w ostatnich
40 latach wielokrotnie notowano (katastrofa ekologiczna w 1976 roku w Seveso (Wlochy)
[4, 5], masowe skazenia na farmach $win (Montana, USA, 1979 roku), katastrofa w Belgii
w 1999 roku, skazenia mleka, jaj i ttuszczu zwierzat wypasanych na farmach w poblizu
spalarni komunalnych emitujacych duze iloSci dioksyn), bardzo przydatnym narz¢dziem
administracji odpowiedzialnej za bezpieczenstwo zywnosci staly si¢ wstgpne metody
przesiewowe badania zywnoS$ci [6]. Do nich nalezy biotest, bazujacy na genetycznie
zmodyfikowanych komoérkach hepatomy mysiej, cechujacy si¢ wysoka czutoscig i nizszymi
kosztami badania, w stosunku do instrumentalnej metody HRGC-HRMS. Obecnie biotest
CALUX uznawany jest za najlepszy test biologiczny skryningowego oznaczania dioksyn
i dI-PCB w zywnosci i paszach i jest jedynym testem stosowanym w rutynowych badaniach
monitoringowych pasz. W sytuacjach kryzysowych stuzy réwniez do badania zywnosci.

Celem pracy byla ocena przydatnosci metody przesiewowej oznaczania dioksyn
z zastosowaniem genetycznie modyfikowanej linii komoérkowej w sytuacji kryzysowe;j
i zwigkszonego ryzyka w roku 2011 w zwiagzku z konieczno$cia badania eksportowanych
produktéw zywno$ciowych na Ukraing.

Material i metody

Material. Gtéwnym materialem badawczym byly probki: tkanki migsniowej i watroby
zwierzat hodowlanych (dréb i trzoda chlewna) oraz jaj, mleka i przetworéw mlecznych,
w ktérych podejrzewano wystepowanie dioksyn i PCB w st¢zeniach przekraczajacych
dopuszczalng zawartos$¢.

Metody. Metoda przesiewowa sklada si¢ z czgsci chemicznej i biologicznej. Czgsé
chemiczna obejmuje ekstrakcj¢ dioksyn i dI-PCB z prébki rozpuszezalnikami organicznymi
wraz z frakcjg lipidowa. Po =zaggszczeniu ekstrakt oczyszcza si¢ na kolumnie
chromatograficznej z zelem krzemionkowym modyfikowanym kwasem siarkowym oraz na
kolumnie weglowej (XCARB), ktéra wigze badane zwiazki. Oddzielenie frakcji
zawierajagcej PCDD i1 PCDF od frakcji zawierajacej dl-PCB nastgpuje na kolumnie
weglowej poprzez wymywanie odpowiednimi rozpuszczalnikami. Po odparowaniu eluaty
poddaje si¢ badaniu na zawarto$¢ PCDD/PCDF i dI-PCB. Do detekcji i oznaczania
potilosciowego badanych zwigzkéw stuzy biotest CALUX. Test bioanalityczny
przeprowadza si¢ na genetycznie zmodyfikowanych komérkach hepatomy mysiej. Bazuje
on na poznanym molekularnym mechanizmie dziatania dioksyn i zwigzkéw pokrewnych,
tj. chemicznej aktywacji wewnatrzkomoérkowego receptora Ah (AhR). AhR jest czynnikiem
transkrypcji  genéw, ktéry aktywowany przez dioksyny wiaze si¢ do DNA
i zapoczatkowuje ekspresj¢ szeregu gendéw (rys. 1). Pomiar poziomu aktywacji receptora
Ah przez dioksyny i zwigzki pokrewne obecne w ekstraktach z badanych prébek pozwala
na ustalenie potencjalu toksycznego tych probek, wyrazonego w réwnowaznikach
toksycznosci WHO-TEQ [7]. Wykrywalno§¢ metody wynosi 0,2 pg/g, a odzyski sa na
poziomie 60-85%.
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Rys. 1. Schemat mechanizmu dziatania biotestu CALUX
Fig. 1. Diagram of CALUX bioassay action

Wyniki

Sposréd 284 prébek pochodzenia zwierzecego analizowanych opisang metoda
przesiewowa tylko 22 prébki (co stanowi 8%) uznano za ,,podejrzane”, poniewaz zawarte
w nich dioksyny przekraczatly ustalong prawem dopuszczalng zawarto$¢. Badania
potwierdzajace wykonano zgodnie z wymaganiami rozporzadzen unijnych, tj. metoda
HRGC-HRMS (tab. 1) [1].

Tabela 1
Prébki watpliwe po analizie metoda przesiewowa i potwierdzajaca. Wyniki podano w pg WHO-TEQ/g th.
Table 1
Suspect samples after the screening and confirmatory method (in pg WHO-TEQ/g fat)
- Limit Wyniki HRGC-HRMS
Nr Rodzaj Limit
Lp.| . .. PCDD/F dI-PCB| Suma
P- | brobki| matrycy PCDD/F Pdcl_'f,'é/lf/ PCDD/F | dI-PCB | Suma
ogondwka
1 |289/D| parzona 0,51 1,00 4,93 5,44 1,50 0,25 0,14 0,39
wedzona
2 |203p | Doerek 0,28 338 | 3,66 0,23 0,12 035
wieprzowy
3 |36op | POftusz 2.8 129 | 4,09 0,03 0,3 033
WIEprZzowe
4 |405/D| Mo 1,8 261 | 441 0,46 0,13 0,59
WIEPrZzowe
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Ne Rodza Limit Limit Wyniki HRGC-HRMS

Lp.| F . PCDD/F dl-PCB| Suma

P orébki| matrycy PCDD/F Pdcl_?,]():/]l;/ PCDD/F | dI-PCB | Suma

5 |406/D| meso 0,52 1,28 1.8 0,23 0,13 0,36
w1eprzowe

6 |sa9p| szynka 1,97 223 42 0.2 0,14 0,34
wieprzowa

7 | s54/p | Podeardle |5 s 052 | 397 0,2 0,13 0,33
wieprzowe

g |s57/p| Skorki 3,59 0,49 | 4,08 0,2 02 0,4
wieprzowe

9 |s576/p| Podgardle | 5 g 028 | 597 0,84 0,15 0,99
wedzone

10 | 504/p | Komserwa | 5y 021 | 143 0,23 0,14 0,37
tyrolska

11 |209/pD| [muesme 1,36 1,56 | 2,92 0,67 03 0,97
kurczaka

12 |360/D|  Mueso 6,71 200 | 685 | 13,56 | 4,00 0,23 0,28 0,51
drobiowe

13 |421p| MOM 11 246 | 356 026 0.4 0,73
drobiowe

14 | 254/p | atroba 7,53 6,00 | 2,11 | 9,64 12,00 3,55 1,02 4,57
wolowa

15 | 20D | Mieko 2,42 3,00 | 293 | 535 6,00 0,72 0,45 1,17
Spozywcze
thuszcz

16 [312/D|  twardy 3,39 0,5 3,89 2 0,12 2,12
mrozony
thuszcz

17 [313/D|  twardy 1,26 053 | 1,79 043 0,12 0,55
mrozony

18 | 351/p |  tuszez 1,36 228 | 3,64 0,2 0,13 0,33
twardy ekstra
o 1,00 1,50

19 |481/p| Somna 0,49 1,00 | 1,49 0,2 0,12 0,32
mrozona

20 | 555 | uszez 4,09 048 | 4,57 0.2 0,12 0,32
wieprzowy

21 | 556/ | uszez 442 094 | 536 0.2 0,12 0,32
wieprzowy

2 |s7yp| Stonina 3,65 035 | 4,00 0,28 0,12 0,4
wieprzowa

Metoda HRGC-HRMS potwierdzono ste¢zenie przekraczajace dopuszczalne limity
tylko w 1 prébce tlhuszczu wieprzowego, ktére wynosito odpowiednio dla PCDD/PCDF
2,00 pg WHO-TEQ/g tluszczu, natomiast dla PCDD/PCDF/dI-PCB 2,12 pg WHO-TEQ/g
ttuszczu. O toksycznoSci badanej probki przesadzita przede wszystkim obecnosé

1,2,3,4,7,8-HXCDF (rys. 2). Srednig zawartos¢ i zakres stezef dla réznych matryc zywnosci
przedstawiono w tabeli 2.
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Rys. 2. Profil kongeneréw PCDD, PCDF, dI-PCB w tluszczu wieprzowym. Badania wykonano w dwdch
powtdrzeniach

Fig. 2. PCDD, PCDF, dI-PCBs profile in pork fat. The tests were performed in duplicate

) Tabela 2
Srednia zawarto$¢ PCDD, PCDF i dI-PCB (w pg WHO-TEQ/ g tt.)
Table 2
The average contents of PCDDs, PCDFs and dI-PCB (in pg WHO-TEQ/g fat)
Rodzaj probki PCDD/PCDF dI-PCB PCDD/PCDF/dI-PCB
mieso §win +§;iflmsi | 0,45£0,81 0,530,66 0,98+1,13
n =96 zakres 0,05-5.,69 0,07-4,93 0,12597
mieso drobiu +§;i‘:lm; g 0,66+1,11 0,731,16 1,39+2,22
n =36 zakres 0,07-6,71 0,10-6.85 0,18-13,56
watroba . Séeﬁmj | 2,432,05 2,98+1,46 5414213
n=11 xodach. std.
zakres 0,62-7,53 1,10-5,05 2,64-9.64
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Rodzaj probki PCDD/PCDF dl-PCB PCDD/PCDF/dI-PCB
mleko Srednia
i produkty rodh 0,84+0,67 0,60+0,53 1,44+1,08
“,;le:g‘;e zakres 0,05-2,42 0,05-2,93 0,10-5,35
thuszez §win Srednia 0,55+0,99 0,430,32 0,98+1,13
n = 54 +odch. std.
= zakres 0,04-4.42 0,10-2,28 0,19-5,36

Omoéwienie i wnioski

Metody przesiewowe stuzg do wstegpnej selekcji probek, w ktérych moga by¢ badane
obecne zwiazki. Réwniez zastosowany w tych badaniach biotest CALUX oddziela prébki
negatywne od tych, ktére budza podejrzenia o przekroczeniu limitéw dopuszczalnych.
W prébkach tych, ktére stanowity zaledwie 8% badanych, dopiero metoda identyfikacji
1 oznaczania iloSciowego HRGC-HRMS pozwolita na jednoznaczng ocen¢ zgodnosci
badanej probki z norma.

Zastosowana w tych badaniach podczas sytuacji kryzysowej metoda, w ktérej nalezato
okresli¢c poziom dioksyn, furanéw i dI-PCB, stosunkowo szybko odrzucita prébki
negatywne, za§ w pozostaltych badaniach wykorzystano czasochtonng i kosztowna metode
potwierdzajaca. Zastosowanie metody przesiewowej znaczaco obnizylo koszty catkowite
badan wszystkich 284 prébek, zwigkszyto przepustowo$¢ laboratorium, co jest szczegdlnie
istotne w sytuacji kryzysowej dla skrécenia czasu oczekiwania na wynik. Wlasnie
w sytuacjach kryzysowych dotyczacych szybkiego potwierdzenia lub odrzucenia opinii
o stwierdzeniu skazenia zywnosci dioksynami kolejny raz potwierdzono, ze szybka metoda
przesiewowa jest waznym narz¢dziem w ocenie probek podejrzanych i zarzadzaniu
ryzykiem oraz w bezpieczenstwie zywnosci.
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APPLICATION OF SCREENING METHOD FOR DIOXIN DETERMINATION
IN CRISIS SITUATIONS

National Veterinary Research Institute - State Research Institute, Department of Radiobiology, Pulawy

Abstract: Dioxins and dioxin-like compounds have caused numerous ecological disasters and contamination of
food and feed. In Europe, the most famous and fateful environmental disasters was the Seveso accident (Italy) in
1976. Another example was the contamination of milk, eggs and fat of animals grazing on farms near municipal
waste incinerators emitting into the environment large amounts of these compounds, contamination of the milk of
cows as a result of feeding citrus pulp contaminated with dioxin, and the biggest catastrophe that has occurred in
Belgium and in Europe (1999) by adding to feed 200 dm® of PCB and dioxin contaminated oil. These events, as
well as taken by the European Community strategy for health protection of inhabitants from the harmful effects of
dioxins in food (more than 90% of dioxin comes from the food), revealed a need for a rapid screening methods for
monitoring food and feedstuffs at a large scale. To determine the biological activity of PCDD, PCDF and dI-PCBs
present in the feed, developed screening methods use the expression of reporter gene, activity of microsomal
enzymes, the binding of ligand to the receptor and to antibody. At present, bioassay CALUX (reporter gene
expression) is considered to be the best screening test for determination of dioxins and dI-PCBs in food and feed,
and it is the only test used in routine monitoring and in the crisis situations. The paper presents the results of
a screening method application based on genetically engineered murine hepatomy cell line, sensitive to dioxins.
This method was used to determine dioxins in food of animal and plant origin (meat and its products, milk and
milk products, feedstuffs and feedstuff components) during dioxin crises. Application of the screening test allowed
rapid selection of positive samples, increase laboratory throughput, and shorten waiting time for results.
Shortening the waiting time for results is important in crisis situations. Rapid screening method is an important
tool in assessing and managing risk and food safety in emergency situations on the dioxin contamination.

Keywords: dioxin, screening method, crisis situations






