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RESUMEN

Los quesos de Cabra son un producto codiciado por personas que gustan
de su textura y sabor, por otras que son alérgicas a productos lacteos
provenientes de otras especies, y también personas que los prefieren por

un tema religioso.

Teniendo en cuenta esta realidad, y pensando en la defensa del
consumidor ante posibles adulteraciones de los productos, y también en
defensa de las empresas que pueden llegar a verse perjudicadas mediante
la practica de la competencia desleal, estudiamos el alcance de dos
técnicas moleculares basados en la amplificacion mediante PCR de
secuencias del gen del citocromo b (CYTB) para la detecciéon de

adulteraciones de quesos de Cabra con leche de Vaca.

Originalmente estos métodos han sido descritos para el analisis forense de
restos animales (Bravi et al., 2004), o utilizados en el analisis de mezclas
alimentarias derivadas de mamiferos superiores (Matsunaga et al., 1999).
El primero de estos métodos se basa en un polimorfismo de tamafos de
fragmentos de restriccion a partir de la amplificacién de una regién comun
para todas las especies, el segundo en patrones de bandas diferenciales
productos de una PCR multiplex con un cebador directo universal y

cebadores reversos especificos para cada especie.

Este estudio arrojé como resultado que el método de Matsunaga puede
detectar a partir de un 5% de ADN de vaca en un fondo de ADN de cabra,
y el método Bravi lo hace a partir del 30%. Asimismo pusimos a punto un
método novedoso de extraccion de ADN a partir de muestras reales de
guesos de cabra y analizamos su composicidén especie-especifica. El
método de Matsunaga se demuestra como adecuado para el analisis de
adulteraciones y/o contaminaciones de quesos de cabra con leche de

vaca.




I-INTRODUCCION

I.1.- La matriz de estudio: el Queso de Cabra.

I.1.i.-Definicién de Quesos segun Reglamento Bromatoldgico Nacional.
Decreto N©315/994: Con el nombre genérico de queso se entiende el
producto fresco o madurado que se obtiene por separacion parcial del
suero de leche o de leche reconstituida (entera, parcial o totalmente
descremada), o de sueros lacteos, coagulados por la accidn fisica del
cuajo, de enzimas especificas, de bacterias especificas, de acidos
organicos, solos o combinados, todos de calidad apta para uso

alimentario.

I.1.ii.-Principios basicos para la elaboracién del Queso de Cabra

La informacidén que aqui se presenta fue extraida y modificada del portal

http://www.capraispana.com. Asimismo, para tener una vision de como se

produce el queso de cabra a nivel local recurrimos a la informacion
proporcionada por el Dr. Hugo Asti en representacion del establecimiento
caprino La Margarita que comercializa en el Uruguay la marca de

productos lacteos Caprino Alto.

Se expondran los pasos generales en la fabricacion de quesos, ya que
existen quesos que sufren procesos mas o menos diferentes para lograr

ciertas texturas y sabores.

La elaboracién del queso de cabra es muy similar a la de quesos de vaca,
este proceso requiere de tres pasos. El primer paso en la elaboracion del
queso es la obtencidon del codgulo o el cuajado de la leche, el segundo

paso consiste en el desuerado del mismo (que se refiere a la pérdida de
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http://www.capraispana.com/

parte del suero contenido en la leche) y el tercero corresponde al proceso
microbiano por el cual se transforma la cuajada, denominado maduracidn.

A continuacién pasaremos a detallar brevemente dichos pasos.

Cabe destacar aqui que en nuestro pais los quesos de cabra se realizan
(en mayor parte) en base a leche de cabra pasteurizada, los quesos
hechos en base a leche cruda deben tener una maduracién de por lo
menos tres meses de estacionamiento, para asegurarse la eliminacion de
alguna eventual carga bacteriana nociva (mas que nada coliformes), que

pudiera llegar a tener (Dr. Hugo Asti, 2011, com. pers.).

Para el caso de los quesos producidos en la empresa Caprino Alto (y
mayoritariamente en todos los establecimientos del ramo de nuestro
pais), luego del ordefie de las cabras, la leche se refrigera a 4°C y
posteriormente se pasteuriza (a 65°C durante 20 minutos) y luego se

enfria rapidamente (Dr. Hugo Asti, 2011, com. pers.).

Coaqulaciéon de la leche

Mediante el cuajado se realiza un proceso de solidificacién y precipitacion
de las proteinas que se encuentran disueltas en la leche (principalmente
caseinas), las que se agrupan formando una especie de entramado semi-
s6lido a modo de esponja que retiene el suero liquido

(http://www.capraispana.com).

Este proceso de solidificacién se obtiene por medio de dos mecanismos
diferentes. El primero es la fermentacidon lactica, proceso natural de
acidificacion del medio producido por las bacterias lacticas, cuyo producto
de fermentacion (el acido lactico) hace disminuir el pH de la leche hasta
pH 4.6, valor en que la leche coagula y precipita. Este tipo de proceso es
utilizado en la fabricacién de quesos denominados de pasta blanda, debido
a las fragiles y poco cohesionadas caracteristicas de la cuajada

(http://www.capraispana.com).
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El segundo método que se utiliza es la coagulacién por medio del cuajo
gue es una sustancia presente en el abomaso de los mamiferos rumiantes
jovenes que todavia se alimentan a base de leche (pudiendo ser extraida
de cabritos, terneros, corderos u otros rumiantes). También existen
cuajos de tipo vegetal que se extraen de plantas, y de origen microbiano.
En el cuajo se encuentran presentes dos enzimas responsables de la
accién del mismo, estas son la pepsina y quimosina siendo la proporcion
de quimosina, y la calidad del cuajo, mayor cuanto mas joven es el
animal. Estas enzimas realizan la tarea de cortar la cadena polipeptidica
de la caseina, cuyos residuos actiuan formando una red que retiene la
mayor parte de los sélidos lacteos, gldbulos de grasa, minerales y suero

(http://www.capraispana.com).

En el Uruguay generalmente se realiza una cuajada mixta. La leche de
cabra al sufrir el proceso de pasteurizacion elimina los gérmenes que son
nocivos para la salud, pero también parte de la flora bacteriana
responsable de la fermentacion lactica necesaria para la coagulacion
lactica. Por este motivo mientras se baja la temperatura (pasados los 20
min a 65°C de la pasteurizacidn), y mientras la leche se encuentra en un
rango entre 30 y 40 °C, se le incorporan fermentos lacticos liofilizados
para restaurar la flora bacteriana que se perdi6é. Posteriormente se le
agrega el cuajo que no proviene de origenes animales ni vegetales sino
que se trata de un cuajo recombinante biosintetizado, que sumado a la
fermentacion lactica forma la cuajada (Dr. Hugo Asti, 2011, com. pers.).
Por lo tanto, las posibles fuentes exdgenas de ADN en el queso de cabra
creados bajo esta modalidad es de esperar que sea soOlo de origen

bacteriano.
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El paso gue le sigue a la coagulacidon se denomina desuerado

EL desuerado es el escurrimiento del suero que se formd en la
coagulacién, este paso termina de definir la consistencia final que tendra
el producto (la cual fue en parte predestinada por el tipo de coagulacién
empleada). A este proceso lo afecta: la temperatura la cual se recomienda
que sea constante en todo el proceso, la acidez puesto que el aumento de
la misma da lugar a una masa poco cohesionada la cual hace mas dificil la
accién de “volteado” del cuajo, cuyo objetivo seria similar al el girar sobre
sus caras una esponja cargada de liquido sobre una superficie sélida,
para que por accién de la gravedad se favorezca la pérdida de dicho

liguido (http://www.capraispana.com).

Maduracion del gueso

Se da en todos los quesos a excepcidon de aquellos que estan destinados a
consumirse frescos. En esta etapa se definen Ilas propiedades

organolépticas del producto.

En esta la lactosa es transformada por medio de las bacterias
fermentadoras presentes en el cuajo a acido lactico, el cual ayuda a lograr

una consistencia blanda.

Junto con la lactosa, existe otro factor que influye sobre la consistencia
aroma y sabor del producto, este se ve enormemente afectado en esta
etapa: dicho factor es la ya mencionada caseina. Esta proteina es
degradada por protedlisis por una serie de enzimas microbianas ayudando
al proceso de maduracién, sin embargo la accion de estas enzimas se ve
disminuida en medios con bajos pH, para evitar esto se suele recurrir al
empleo de levaduras y mohos tipo Penicillium (candidum, album o
glaucum), los cuales consumen acido lactico disminuyendo la acidez; o
esparciendo por la superficie carbon vegetal (que contiene potasio) que

neutraliza la misma (http://www.capraispana.com).
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Otro factor que afecta la maduracién es la grasa presente en la leche. Se
observa que en quesos que se utilizd leche descremada (ejemplo: quesos
magros), la etapa de maduracién se lleva a cabo mas rapidamente. A su
vez la presencia de grasa puede dar lugar a el desarrollo de
microorganismos putrefactores no deseados, que afectan a la calidad del

gueso y podrian afectar la salud de los consumidores.

Sumado a estos factores se cuida la temperatura de maduracion, ya que
las colonias bacterianas que actian tienen temperaturas éptimas de
crecimiento, la humedad del ambiente y la ventilacidn los cuales son
factores tomados en cuenta para evitar olores indeseables en el producto.
Comunmente, también se suele realizar un salado, el cual forma una
costra desecada para evitar un crecimiento bacteriano no deseado

(http://www.capraispana.com).

Dependiendo del tiempo que se deje el queso madurar se obtendran
distintas texturas y cuerpos, por ejemplo quesos que se envasan sin
prensar dan lugar a los quesos untables, quesos que se dejan madurar
poco tiempo (semanas) se obtienen quesos de pasta blanda, en cambio si
se dejan madurar por encima de los tres meses se logran los quesos
denominados de corte que son de consistencia mas dura (Dr. Hugo Asti,

2011, com. pers.).

Como explicacién general del proceso de produccion de queso de cabra,
en el esquema 1 se resume el proceso de manufactura, y se incluyen fotos
del establecimiento caprino “LA MARGARITA”, y de las instalaciones de la

gueseria para ilustrar aun mas el proceso.
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Recepcion de la leche cruda

Almacenamiento Refrigerado 4 °C

—— o

Adicion de Fermentos

) I
o, . 1 ara restablecer
Pasteurizacidén a 65°C por 20 minutos I P
, colonias fermentadoras

g U _ gue se pudieron haber

Coagulacion perdido durante la
f pasteurizacion, y se

~ -

Desuerado

I
I
I
: adiciona también el
I cuajo(enelcasodela
|

coagulacién mixta).

Moldeado ~ e — -

Prensado Si el proceso se detiene aqui se

obtiene el Queso tipo crema.

Maduracidn en cavas a 8°C y Humedad Relativa 83-76%

Dependiendo del tiempo de maduracidn se pueden
obtener quesos de pasta blanda o de corte

Empaquetado al vacio y etiquetado

a7

Almacenamiento a 8°C

Esquema.1. Pasos que usualmente son utilizados para la manufactura del queso.




Fotos 1. Cabrerizas del establecimiento caprino La Margarita. Gentileza del Dr. Hugo

Asti.




Fotos 2. Instalaciones de la queseria del establecimiento caprino La Margarita. Gentileza

del Dr. Hugo Asti.
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I.1.iii.- Posibles fuentes de degradacién del ADN durante la manufactura

del queso

La extraccion de ADN se realiza a partir de células somaticas presentes en
la leche, existe bibliografia donde se documenta que existen suficientes
células somaticas en la leche de mamiferos (que mucha de ellas se
encuentran aun presentes en el queso), de donde se puede extraer ADN
de adecuada cantidad y calidad para realizar estudios de deteccion
mediante PCR (Herman, 2001), pero dicha cantidad es muy inferior a la
que se obtendria de carne fresca o sangre. En este sentido Rea (Rea et
al., 2001) reportd que la cantidad y calidad de ADN recuperable en quesos
y leche se encuentra directamente relacionado al contenido de células
somaticas de la leche cruda y a la fuerza de la técnica utilizada para
procesar el producto. Lopez-Calleja (Lopez-Calleja et al., 2005) analizd
muestras de leche pura (%100) de vaca incluyendo cruda, pasteurizada y
esterilizada y descubrié que el tratamiento térmico disminuyd a la mitad el
numero de células somaticas pero a pesar de ello, la reaccién de PCR no

se vio afectada, demostrando que se pudo extraer ADN amplificable.

La manufactura del queso presenta pasos en los cuales la cantidad y
calidad del ADN podria verse comprometida, debido a que en ciertas
etapas del proceso se requiere de altas temperaturas (ej. en la
pasteurizacién de la leche), la utilizacion de microorganismos vy

tratamientos quimicos (ej. durante el cuajado y la maduracion).

11
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I.2.-La problematica de la adulteracion

El garantizar la calidad de un producto es actualmente un requisito
importante para el consumidor, y que exige autentificar el origen y la
calidad del alimento, ya sea debido a cuestiones de salud, como por
ejemplo intolerancia a ciertos componentes del mismo, tendencias a
desarrollar reacciones alérgicas, o por cuestiones religiosas en las cuales
se prohibe el consumo de alimentos provenientes de determinadas
especies (p. ej. cerdo o vaca). A su vez se trata de una problematica que
no sélo afecta a los consumidores, sino también al sector productivo, ya
que la adulteracién de productos genera competencia desleal (Meyer,
Hofelein, Luthy, & Candrian, 1995).

La adulteracion de quesos de cabra con leche de vaca puede traer
aparejados problemas de salud ya que hay personas a las cuales se le
recomienda el consumo de dichos productos lacteos , debido a que por su
composicion, son mas faciles de digerir que los productos derivados de
leche de vaca; esto se debe a que en la leche de cabra se encuentran
presentes en mayores cantidades los acidos grasos Caprico (C10:0),
Caprilico (C8:0), entre otros (Jenness, 1980), y triglicéridos de cadena
media (MCT) los cuales son conocidos por ser beneficiosos para la salud
estos acidos grasos se han establecido como parte de tratamientos
médicos para una variedad de desordenes y condiciones clinicas, que
incluyen alimentacién de nifios prematuros, sindromes de mala absorcién,
fibrosis quistica, hiperlipoproteinemia, personas con by-pass coronarios y
problemas cardiovasculares (Haenglein et al., 2004), ya que poseen la
cualidad Unica de proveer energia directamente sin tener que ser
almacenados en el tejido adiposo, también ayudan a bajar la cantidad de
colesterol en sangre inhibiendo y limitando la deposicion del mismo
(Alferez et al., 2001).

12
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Ademas la leche de vaca contiene aproximadamente 20 proteinas que son
causantes de alergias, que afectan mayoritariamente pero no
exclusivamente a infantes, fracciones de caseina (mayoritariamente la a-
s-1 caseina) y B lactoglobulina son las proteinas mas alergénicas de la
leche de vaca. La leche de cabra posee, p-caseina, que es similar a la
caseina presente en la leche humana y diferente a la de vaca, y también
posee la a-2s-caseina que es menos alérgenica que la a-s-1-caseina
presente en la leche de vaca (Haenlein et al., 2004). Si bien estos
estudios demuestran que la utilizacion de leche de cabra para personas
que sufren de intolerancia a la leche de vaca, existen otros que
demuestran que esto no es tan asi, en estos estudios se evidencia que las
IgEs (Inmunoglobulina de tipo E) extraidas del suero de nifios alérgicos a
la leche de vaca, son capaces de reconocer muchas regiones de proteinas
provenientes de leche de mamiferos como ovejas, bufalos y cabras.
(Orlando and Breton-Bouveyron, 2000); (Alvarez and Lombardero, 2002);
(Muraro et al., 2002); (Restani et al., 2002); (Pessler and Nejeat, 2004).

De cualquier manera, asegurar la calidad de estos productos a las
personas que se benefician con los mismos, opera a favor de su salud, y
de la confianza de éstos a los productores.

Existen también personas que no pueden consumir productos derivados
del ganado vacuno debido a reglas religiosas (por ej: hindldes), que se
verian sometidos a enfrentar una problematica de caracter religioso al
consumir productos caprinos adulterados, o contaminados con leche

vacuna.

Sumado a estos efectos en los que la adulteracion impacta, el fraude
econdmico es el efecto mas evidente de todos, debido a que el alto precio
de la leche de Cabra y las grandes variabilidades en el rendimiento de la
produccién estacional, harian dificil la competencia entre productores que
utilizan leche pura de Cabra para realizar sus quesos, de los que no, ya
gue luego se comercializarian productos a un precio probablemente igual a
los de mayor calidad generando una competencia desleal entre
productores (Maudet and Taberlet, 2001).

[ =)




I.3.-Métodos y técnicas disponibles para la evaluacién de adulteraciones

En cuanto a los métodos utilizados para evaluar las adulteraciones, se han
desarrollado diversas técnicas analiticas y moleculares, para |la
identificacion de los componentes de diversas matrices alimentarias. Las
técnicas analiticas mas utilizadas incluyen: cromatografias como por
ejemplo HPLC (Pellegrino et al., 1992), la utilizacién de electroforesis

capilar para rastrear la p-lactoglobulina (Cartoni et al., 1998).

En contraste, las técnicas moleculares basadas en el estudio de ADN vy
proteinas parecen ser mas versatiles, permitiendo la identificacion de
especies en distintas matrices alimentarias, que incluyen productos
crudos, congelados y procesados. Originalmente estos métodos se
basaban en el andlisis de las proteinas presentes (Marmiroli et al., 2003)
mediante técnicas electroforéticas y/o inmunolégicas como por ejemplo la
deteccidn de la B-caseina bovina en la leche mediante el método de ELISA
descripto por Richter (Richter et al., 1997), Western blot, entre otros. El
método utilizado como referencia en la actualidad para detectar la
presencia de leche de vaca en la Comunidad Europea se basa en el
isoelectroenfoque (IEF) de la B-caseina (Commission Regulation, 1996). Si
bien el uso de estas técnicas se encuentran ampliamente difundidas, éstas
a veces resultan dificiles de aplicar para alimentos procesados, debido a
gue las proteinas mediante los procesos de manufactura tales como la
coccién, pueden desnaturalizarse y degradarse, dando lugar a resultados
del tipo “falsos positivos” debido a la similitud que existen en ciertas
proteinas entre especies distintas que pueden verse agravados por el
proceso de manufactura, o “falsos negativos” que pueden darse por la
pérdida de epitopes. En cambio el ADN puede extraerse de la casi
totalidad de los tejidos y permanece practicamente inalterado a través de
todo el proceso de manufactura, desde el organismo vivo a la porcion de
producto que se consume. Aunque el ADN también se degrada durante la
esterilizaciéon por calor como por ejemplo en el proceso de enlatado de

alimentos, todavia es posible obtener pequefios fragmentos que hacen
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posible la diferenciacion entre especies cercanas (Ram, 1996), (Ebbehoj,
1991), (Chikuni, 1990).

Por lo anteriormente mencionado, la identificacion basada en el ADN
constituye la herramienta de eleccidn para realizar la identificacion de
especies en un alimento dado.

I.3.i-Métodos utilizados en este trabajo

Basandonos en lo dicho anteriormente, hemos estudiado el desempefio de
dos métodos moleculares propuestos por dos grupos de estudio para la
identificacion de ciertas especies animales, mediante el analisis del ADN
remanente en muestras complejas , como es el caso del método descrito
por Bravi (Bravi et al., 2004) que trata muestras forenses (restos de
animales, huesos, visceras o piel), y el método descrito por Matsunaga
(Matsunaga et al., 1999) que trata productos alimenticios que han sufrido
cierto proceso de coccién. En este trabajo comparamos el desempefio y la
reproducibilidad de ambos métodos, a la hora de identificar las especies
presentes en mezclas de ADN en concentraciones exactamente conocidas,
y con el objetivo final de evaluar la especificidad de los métodos aplicados
a la matriz quesos (especificamente de cabra) y el umbral de
concentraciones a los cuales es posible detectar la presencia de ADN

foraneo en la mencionada matriz.

Ambos Métodos comparten pasos muy importantes:

1) La utilizacion de la técnica de PCR, técnica que se basa en la
amplificaciéon de uno o varios fragmentos de ADN de manera exponencial,
de manera que luego de determinados ciclos de reaccidon se cuente con
una gran cantidad de fragmentos de ADN (Saiki, 1985).

2) La amplificacién ADN mitocondrial, mas especificamente los cebadores
utilizados en ambas buscan amplificar fragmentos de ADN que

corresponden a la secuencia del gen CYTB.
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I.4.- éPor qué se utiliza ADN mitocondrial?

Este tipo de ADN posee varias caracteristicas que lo hacen muy Uutil a la
hora de realizar estudios filogenéticos y de identificacion de especies. Los
genes de ADN mitocondrial (ADNmt) exhiben una tasa de mutacidn mas
alta que los ADNs nucleares (Pesole, 1999) y son trasmitidos por linea
materna como un bloque haploide de genes completos. Ademas se
encuentran presentes varios cientos o miles de copias de ADNmt en cada
célula (Robin, 1988). Esto es importante a la hora de estudiar muestras
con cierta antigiedad o en nuestro caso en muestras que han sufrido

cierto proceso de coccion en el cual el ADN se fragmenta y degrada.

I.5.-El método descrito por Bravi (Bravi et al., 2004).

Es un método basado en parte en el método descrito por Kocher (Kocher
et al., 1989), este método se basa en el uso de cebadores universales,
disefados para amplificar mediante PCR, un fragmento conservado de
ADN de 358 pb del gen mitocondrial CYTB de cualquier especie presente
en la muestra, y que al digerirlo posteriormente con enzimas de
restriccion se observa un patrén de bandas de diferentes tamanos, que
son propias de cada especie presente (PCR-RFLP).

Las enzimas utilizadas son Alul e Hinfl que reconocen y cortan en las
secuencias 5°-AG/CT-3'y 5°-G/ANTC-3’ respectivamente. El fragmento
de ADN de Cabra amplificado mediante los cebadores universales, posee
un solo sitio de corte para la enzima Hinfl, a los 162 pb desde el extremo
5" dando lugar a dos fragmentos de 162 y 196 pb. Dicho fragmento no
posee sito de corte para la enzima Alul por lo cual al correr el gel de dicha

digestion, se vera una banda de 358 pb sin digerir (Fig. 1a).
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Figura.l a). Secuencia de 358 pb del gen mitocondrial perteneciente al CYTB de
Vaca (Bos taurus), amplificado mediante cebadores universales, en los que se marcan
sitios de restriccién para las enzimas Hinfl y Alul. b). Secuencia de 358pb del gen
mitocondrial perteneciente al CYTB de Cabra (Capra hircus), amplificado mediante
cebadores universales, en los que se marca el Unico sitio de restriccién que esta presenta
para la enzima Hinfl. c). esquema grafico de los patrones de bandas que se verian en un
gel luego del corte de las enzimas.
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A su vez el fragmento de ADN de Vaca amplificado mediante los mismos
cebadores, posee dos sitios de corte para la enzima Hinfl a los 44 y 161
pb dando lugar a tres fragmentos, de 44, 117, y 196 pb, (Fig. 1b) el
fragmento de 44 pb no se vera en el gel debido a que, por su pequefio
tamafio migra completamente en el gel de poliacrilamida 6% que
utilizaremos.

En resumen, en muestras de quesos de Cabra adulterados o que hayan
sido declarados como mezcla de Cabra, luego de digerido el fragmento de
358 pb con las enzima Alul se deberan ver tres bandas, la de 358 pb sin
digerir perteneciente al fragmento de ADN de Cabra, y las de 190 y 168
pb correspondientes a la digestion del fragmento de ADN amplificado de
Vaca, las cuales nos permitirdn reconocer la presencia o no de
adulteraciones.

Para la digestion del fragmento amplificado con Hinfl se deberian ver tres
bandas, una de 196 pb que no sirve para discriminar una especie u otra
(ya que es comun a ambas), la siguiente de 162 pb que corresponde a la
presencia de ADN de Cabra, y una de 117 pb que corresponde a la
presencia de ADN de Vaca, siendo estas dos ultimas las que nos ayudaran
a reconocer la presencia o no de adulteraciones. En la Fig. 2 se resume
graficamente las bandas presentes en cada una de las digestiones
dependiendo las especies presentes. Si bien las secuencias de unién a los
cebadores vy los sitios de corte fueron descritos en los respectivos trabajos
por sus autores, buscamos las secuencias en la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para corroborar dichos datos, de alli
bajamos la secuencia mitocondrial para Vaca (Bos taurus NCBI Reference
Sequence: NC 006853.1), y la de Cabra (Capra hircus NCBI Reference
Sequence: NC 005044.2) y en cuanto al analisis de los sitios de corte se
utiliz6 el programa web cutter 2.0 disponible en la red de redes
(http://bio.lundberg.gu.se/cutter2/).
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1.6.-El método descrito por Matsunaga (Matsunaga et al., 1999).

Se basa en el uso de un cebador directo universal para todas las especies
y cebadores reversos especificos para cada especie, dando lugar a
amplicones de distinta longitud y por ende peso molecular, los cuales nos

ayudaran a discriminar la presencia de dichas especies.

10 20 30 40 50 ] 70 80 80 100
B I CIIr Prr (PR s (sl Ir ISR [ IR ETTN TN [P [y [ [T [PIET [P
Fwrd Sim
Capra hircus 'CIITGG;.TCCCICCT;.GG.E}.ITTGCCT.DJ.ICIT;.CA.D}.TCCIGACAGGCCIATICCIAGCE—.
Bos taurus ey TN (o0 el (o0 e Yy Yo S Ty YN NS VYT TT CGGTT CCCT CCT GGGAATCTGCCTARTCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAR
110 120 130 140 150 160 170 180 150 200
ST [T [PTSN [P (PSP [T [PPIR ISP IS IS IS IS (PRI [P [ ISP ISR IR IS A |
Fwrd Sim
Capra hircus TACACTATACATCCGACACAATARCAGCATT L TGTAARTTATGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAARCGG
Bos taurus TACACTACACATCCGACACARCAACAGCATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGT GAACTACGGCT GARTCATCCGATACATACACGCARACGE
Fwrd Sim

Capra hircus AGCATCARTATTC
Bos taurus AGCTTCARTGTTTTTTATCI

Figura.2. Sitios de unién del cebador universal Fsim y los cebadores especificos en las
secuencias de ADNmt del gen CYTB, para Cabra (Capra hircus), como para Vaca (Bos
Taurus), las bases sin relleno muestran las diferencias entre el cebador y las secuencias.

En La figura 2 se observan los alineamientos de las secuencias de CYTB
para las especies Cabra y Vaca obtenidas del NCBI, junto con las
posiciones en las cuales se unirian los cebadores F-Sim y los reversos de
cabra y vaca evidenciando las diferencias en las secuencias y en los

tamafos que tendrian los productos de PCR.
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II-OBJETIVOS

Objetivo General

Se plantea la implementacién de herramientas moleculares, para estudiar
la adulteracion de quesos de cabra con leche de vaca. Este tipo de
estudios cuenta con el interés del laboratorio de Bromatologia de la
Intendencia Municipal de Montevideo.

Objetivos Especificos

En este estudio nos planteamos evaluar:

1) El desempefio de dos herramientas moleculares, para la deteccidn
cualitativa der ADN de vaca en mezclas con ADN de cabra, y su

posible implementacién a la hora de estudiar muestras de quesos.

2) El desempefio de un nuevo método para extraccién de ADN de

muestras alimenticias complejas.

A modo de perspectiva se realizara el disefio de cebadores especificos
para las especies de Cabra y Vaca a partir de los cebadores propuestos
por Matsunaga para ser utilizados en un futuro en la implementacién de la

técnica cuantitativa PCR en Tiempo Real.
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III-MATERIALES Y METODOS

III.1.-Extraccién de ADN para quesos

Las muestras de queso fueron provistas (codificadas) por el Laboratorio de

Bromatologia de la Intendencia Municipal de Montevideo.

La extraccion de ADN de las muestras de queso, se realizé mediante un
método de extraccidén rapido y eficaz, desarrollado y puesto a punto por
nuestro grupo, y utilizado rutinariamente en nuestro laboratorio. El mismo
esta basado a su vez en un método para extraccion de ADN de una matriz
vegetal (Dellaporta et al., 1983). A dicho procedimiento se le agrega un
paso de Proteinasa K para degradar las proteinas presentes en la matriz, y
luego un paso de desproteinizacién con cloroformo: alcohol isoamilico

(24:1) para extraer las proteinas degradadas presentes.
Procedimiento

Se pesaron 250 mg de muestra, se agregé 1000 pul de Buffer de Extraccién
(Tris-HCL 50mM pH 8, EDTA 10mM pH 8, NaCl 100mM, SDS 1%, beta
mercaptoetanol 10mM), se mezclé bien por inversion varias veces, luego
se agregd 10 ul de Proteinasa K (10 mg/mL), y se incubd a 65°C, 30

minutos agitando cada 5 minutos.

Se realizd una desproteinizacion con 500 ul de Cloroformo:Alcohol
isoamilico (24:1) mezclando por inversidn enérgica durante 5 minutos, y
posteriormente se centrifugd 5 minutos a 12 krpm, y se toméd la fase
acuosa (superior), a la que se agregaron 300 ul de AcOK 5M invirtiendo el
tubo 5 veces, para luego incubar en hielo 10 minutos. A continuacion se
centrifugé a 12krpm durante 20 minutos, se tomd 1ml de sobrenadante y
se transfirieron a otro tubo, al cual se adicioné 1ml de isopropanol se
invirtio el tubo 10 veces para luego centrifugar 15 minutos a 12 krpm
descartando el sobrenadante con cuidado, lavando el precipitado con

400 pl de EtOH 70%. Se centrifugd 5 minutos a 12 krpm, se descarté el
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sobrenadante y se secd en vacuo secador rotatorio (Speed Vac SC100
Savant with a Refrigerated Condensation Trap RT100 Savant). Se
resuspendio el ADN en 100 ul de agua mQ en hielo durante 10 horas, con

resuspension final a 68°C.

II1.2.-Extracciéon de ADN para Controles

Para los controles positivos se consiguieron muestras de sangre de cabra
(proporcionadas por el Dr. Claudio Borteiro, Fac. de Veterinaria, UdelaR) y

carne de vaca (obtenida en comercios del ramo).

El ADN de cabra se extrajo de gldbulos blancos presentes en una muestra
de sangre (extraida en tubo tipo Vaccutainer con anticoagulante EDTA
(0.5% conc. final), mediante el método denominado por nosotros
“micrométodo Proteinasa K” (Lic. Fabiana Ruibal comunicacién personal),

para extraccién de ADN de sangre entera.

Para la obtencion del precipitado de gldbulos blancos, se colocaron 0.5ml
de sangre entera en un tubo de 1.5ml y se le agregé el Buffer de lisis de
glébulos rojos compuesto de Tris-HCI 10mM, pH 8, MgCl, 5mM, NaCl
10mM, hasta completar un volumen de 1,4 ml. Se centrifugd 2 minutos a
12 krpm, luego se descartd el sobrenadante, y se resuspendié el
precipitado nuevamente en buffer de lisis de glébulos rojos hasta
completar un volumen de 1,4 ml se invirtid y se centrifugd nuevamente
hasta obtener el precipitado. Luego de obtenido el precipitado de globulos
blancos se procedi6 a extraer el ADN, mediante el “micrométodo
Proteinasa K”. Se disgregd por agitacién leve el precipitado de globulos
blancos con 0,270 ml de Buffer de lisis de gldébulos blancos (Tris HCL
10mM pH 8, EDTA 10mM pH8, NaCl 50mM, SDS 0.2%), a los que
posteriormente se agregaron 30 ul de Proteinasa K (1 mg/ml), se
homogenizd suavemente, y se incubd en un bafio de agua a 56°C toda la
noche. Pasada esta incubacion, se agregaron 380 pl de una solucion de
NaCl 5M, se agité en vortex durante 30 segundos y se centrifugd por 30

minutos a 13 krpm. Se extrajeron 500 ul de sobrenadante a los que se
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agregaron dos volumenes de etanol 100% por las paredes del tubo y se
invirtid 5 veces con una posterior centrifugacién de 15 minutos a 12 krpm,
y se descartd el etanol. Luego se le agregaron al precipitado 250 ul de
EtOH 70%, se centrifugd 5 minutos a 12 krpm, y se descartd el
sobrenadante. Esto se realizd dos veces, en la Ultima vez se tratd de sacar
hasta la ultima gota de etanol 70% mediante el uso de micropipetas.
Después de realizado este paso, se pusieron los tubos a secar en el vacuo
secador rotatorio (Speed Vac SC100 Savant with a Refrigerated
Condensation Trap RT100 Savant) en frio durante 3 minutos. Finalizado
este tiempo se agregaron 100 pl de H,O mQ y se dejo resuspendiendo con
hielo en heladera durante 10 horas con una resuspension final a 68°C por

tres minutos.

El ADN control de Vaca fue proporcionado por el tutor de este trabajo.

I11.3.-Medicidon de los ADN extraidos

Se realizo mediante el uso de Nanodrop Thermo Scientific, que mide
concentraciones con 1 pul de muestra, con gran exactitud vy
reproductibilidad. Utiliza una nueva tecnologia que usa la tension
superficial para mantener la muestra en su sitio y se eliminan las cubetas
de mesura. El software calcula automaticamente la concentracion de los
acidos nucleicos siguiendo la relacion: A260nm = 1 OD DNA = 50 pg/ml
dicha relacion nos da la concentracion de ADN presente en las muestras, y
se estudid la relacion entre absorbancias 260/280 para ver el grado de

pureza de los mismos, considerandose puro en una relacién mayor a 1,8.
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II1.4.-Estudio de deteccion de ADN de Vaca en mezcla de ADNs utilizados

para el método Bravi
1) PCR

Se utilizaron los cebadores universales

L14816 5 -CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3 vy

H15173 5 -CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3 ",

(Parson et al., 2000) para amplificar un fragmento de 358 pb del gen de
CYTB. Para reacciones de PCR se realizaron diluciones de ADNs en
concentraciones de 40, 20, 10, 5 y 1 ng de ADN de vaca sobre un fondo
constante de 90 ng de ADN de cabra en un volumen final de 25 ul. Se
utilizé el kit de PCR de Bioline (www.bioline.com , numero de catalogo
BIO-21080) conteniendo 2,5 ul de buffer 10x, MgCl, 5 mM, 1 unidades de
HybridPol™ ADN polimerasa , 100 uM de dNTP, y 4 uM de cada primer,

Luego de 5 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C, se realizaron 30
ciclos de amplificacién utilizando el equipo de PCR Perkin Elmer como
sigue: desnaturalizacién a 94°C por 20 segundos, anillado a 64°C por 20
segundos y extensidon a 72°C por 20 segundos, con una extensién final a

72°C por 7 minutos.
2) Digestidn con enzimas de restriccidon

Se digirieron 2 ul de producto de PCR con 10 unidades de las enzimas Alul
y Hinfl (Fermentas) por separado, en un volumen final de 25 ul por al
menos 4 horas a 37°C, con posteriores pasos de desproteinizacion con

cloroformo alcohol isoamilico 24:1.
3) Electroforesis

Los fragmentos de restricciéon se resolvieron gel al en 6% acrilamida bis
acrilamida (30:08), la electroforesis se corrid6 por aproximadamente 60
minutos a 100V en Buffer TBE (40mM Tris-borato 1mM EDTA pH 8.0). El
gel posteriormente fue tefiido con plata y revelado segun Sanguinetti
(Sanguinetti et al., 1994).
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Paso 1. PCR
ADN proveniente de la muestra.
+Cebadores universales.
+Componentes de la reaccion.
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: productos de PCR :
| Se digirieron 2 microlitros del los productos de PCR,
'\ con las enzimas Alul e Hinfl por separado. /I

. \
Paso 3. Electroforesis I
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. ., 1
digestion, en un gel de I
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Esquema.2. Pasos requeridos para llevar a cabo el método Bravi.
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II1.5.-Estudio de deteccién de ADN de vaca en mezcla de ADNs vy

muestras de Quesos por el método Matsunaga
1) PCR

La amplificacidén se realizé en un volumen final de 25 ul conteniendo 2,5 ul
de buffer 10x, MgCl, 5 mM, 1 unidades de HybridPol™ ADN polimerasa
(provistos en el Kit de PCR de Bioline numero de catalogo BIO-21080),
100 uM de dNTPs, y la mezcla de cebadores en la relacion 1:1:0.4 cebador
directo

F-SIM: (5 -GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3")
,reverso de vaca k: (5 -CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3 "),
reverso de cabra G (5 -CTCGACAAATGTGAGTTACAGAGGGA-3")
respectivamente, (1 significa 4 uM de primer en 25 ul de solucién de PCR).

A esta mezcla se le agregaron los ADNs de la siguiente manera:

a) Para el estudio del limite de deteccidon del método se utilizaron
diluciones de ADNs de Vaca con las siguientes concentraciones: 40
,20 ,10 ,5 y 1 ng, sobre un fondo constante de 90 ng de ADN de

cabra, y para el blanco de PCR se utilizé agua mili Q en vez de ADN.

b) Para el estudio de las muestras problema en vez de utilizarse
diluciones de ADN, se utilizaron los ADNs extraidos previamente a
cada queso, de manera que hubiera aproximadamente 100 ng de
ADN problema en cada tubo de PCR. Para el control positivo se
mezclaron 100 ng de ADN de Cabra y 100 ng de ADN de Vaca, para

el blanco de PCR se utilizd agua mili Q en vez de ADN.

Se realizaron 33 ciclos de amplificacidon utilizando el equipo de PCR Perkin
Elmer de la siguiente manera: desnaturalizaciéon a 94°C por 20 segundos,
anillado a 64°C por 20 segundos y extensién a 72°C por 20 segundos, con

extensidn final a 72°C por 7 minutos.
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2) Electroforesis

Luego de la amplificacidon, se analizaron 5pul de la solucién de PCR
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6%. La corrida se
extendidé por 60 minutos a 100V en una dilucion 1x del buffer TBE 5x
(54 g de Tris base. 27,5 g de acido bdrico. 20 ml de EDTA 0,5 M, pH
8,0), el gel posteriormente se tifid con plata y se reveld segun
(Sanguinetti et al., 1994).

—— o e e e e e e e e e

Paso 1. PCR
ADN proveniente de la muestra.
+Cebador universal F-SIM.
+Cebadores especificos para cabra R-G,
y vaca R-K.
+Componentes de la reaccion.

— o . o e

Paso 2. Electroforesis
Se corrieron 5 microlitros del producto de
PCR, en un gel de poliacrilamida 6%.

— - —
LU U U U ——

Esquema.3. Pasos requeridos para realizar el método Matsunaga
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IV-RESULTADOS

IV.1.- Medida de concentracion de ADNs extraidos de las muestras de

quesos

La extraccion de ADN para las muestras de queso, se realizd mediante un
nuevo método de extraccién, basado a su vez en un método para
extraccion de ADN de una matriz vegetal (Dellaporta et al., 1983). Este
método produjo buenos rendimientos en cantidad y pureza segun se
muestra en la tabla 1, comparado con la extraccion de ADNs mediante un

kit comercial (datos no mostrados).

Muestras de | Concentracion Pureza (abs
quesos ng/ul 260/280)
29 260 1,62
30 33 1,68
31 42 1,65
36 37 1,12
32%* 190 N.D
33* 1270 N.D
34* 1850 N.D
35%* 280 N.D

Tabla.1. Medida de las concentraciones y pureza (calculado como la relacién de
absobancias 260/280) de los ADNs extraidos a partir de 250 mg de muestra.
*estas muestras fueron analizadas por Marianella Amilibia.
N.D=no determinado.
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IV.2.-Estudio del desempefo del método RFLP para deteccidon de especies
(Mét. Bravi)

Pb
400

300
250

200

150

100

Figura.3. Gel de poliacrilamida 6% de fragmentos de restriccién realizados con las
enzimas Hinfl y Alul sobre mezcla de ADNs de Cabra y Vaca amplificados con cebadores
universales. Carril 1. M.P.M. 50 Pb (Fermentas); Carril 2.cabra 90 ng/ul +vaca 40 ng/ul
s/cortar; Carril 3. cabra 90 ng/ul c/Alul + vaca 40 ng/ul; Carril 4.cabra 90 ng/ul + vaca
40 ng/ul C/Hinfl; Carril 5.cabra 90 ng/ul + vaca 20 ng/ul s/Cortar; Carril 6.cabra 90
ng/ul +vaca 20 ng/ul c/Alul; Carril 7.cabra 90 ng/ul + vaca 20 ng/ul c/Hinfl; Carril
8.cabra 90 ng/ul + vaca 10 ng/ul s/Cortar; Carril 9.cabra 90 ng/ul + vaca 10 ng/ul
¢/Alul; Carril 10.cabra 90 ng/ul + vaca 10 ng/ul C/HinfI.

Se realizd una mezcla de ADN de Cabra y Vaca obtenidos de sangre y
carne respectivamente en proporciones de 90:40, 90:20, 90:10 (ng de
ADN de cabra: ng de ADN de vaca), que fueron amplificados mediante
cebadores universales y luego se digirieron con las enzimas Alul e Hinfl.
Posteriormente se sembraron y corrieron en un gel: el producto de PCR
sin digerir, digerido con Alul y digerido con Hinfl, para cada mezcla. Como
se observa en la figura 1, en el carril 3 (que corresponde al producto de
PCR digerido con la enzima Alul), aparecen dos bandas: una a
aproximadamente 200 pb y la segunda mas tenue, a aproximadamente
160 pb que corresponderian a la digestion del fragmento amplificado de
ADN de Vaca, ya que no existen sitios de corte con esta enzima para el
fragmento de Cabra. En el siguiente carril (4) podemos observar la

digestion con Hinfl. Se constata la presencia de tres bandas dos mas
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nitidas a aproximadamente 190 y160 pb que podrian corresponder tanto a
la presencia de Vaca o Cabra ya que el patrén de corte para Hinfl de estas
especies a esta altura es similar, y una banda mas tenue a
aproximadamente 120 pb que corresponderia a la presencia de Vaca. En
las mezclas siguientes las bandas mas tenues no pueden llegar a

distinguirse.

IV.3.-Estudio de deteccién de especies mediante cebadores reversos

especificos. (Mét. Matsunaga)

Pb
400

300
250

200

150

100

Figura. 4. Gel de poliacrilamida 6% tefiido con AgNOs, de productos de PCRs utilizando
como molde diluciones decrecientes (de izquierda a derecha) de ADN de Vaca en un
fondo de 90 ng de ADN de Cabra, Carril 1. M.P.M. 50 Pb (Fermentas), Carril 2. 36 ng de
ADN de Vaca (30%), Carril 3. 18 ng (20%), Carril 4. 9 ng (10%), Carril 5. 4.5 ng
(5%), Carril 6. 0.9 ng (1%). En esta imagen se observan dos bandas, la de mayor peso
molecular (289 pb) perteneciente amplicon de Vaca y una de menor peso molecular (157
pb) que corresponde al amplicon de Cabra. Se aprecia la presencia del amplicon de Vaca
en todas las reacciones, hasta el Carril 5 inclusive, correspondiente a un 5% de presencia
de ADN de Vaca en la mezcla.

Se mezclaron ADNs obtenidos a partir de sangre de Cabra y carne de Vaca
en orden decreciente de ADN de Vaca (36 ng, 18 ng, 9 ng, 4.5 ng y 0.9
ng) en un fondo de 90 ng de ADN de Cabra. En la figura 2 se muestra la
presencia de dos bandas: una mas intensa de 157 pb que corresponde a

la amplificacién de ADN de Cabra y una banda menos intensa de 274 pb
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pertenecientes al producto de PCR de ADN de Vaca, la presencia de la
banda correspondiente al amplicon de Vaca se observa hasta una
concentracion de un 5%, y luego a una concentracion de 1% de ADN de
vaca (con respecto al ADN de cabra) la sefal correspondiente a la

presencia de vaca deja de ser visible en las condiciones empleadas.

IV.4.-Deteccion de la presencia de especies no declaradas en quesos de

cabra mediante el uso de cebadores reversos especificos

Pb
400

300
250

200

150

Figura. 5. Gel de poliacrilamida 6% tefiido con AgNOs; donde se muestran los productos
de PCR usando el método modificado de Matsunaga para muestras de quesos y. pb
(pares de bases). Carril 1.M.P.M. 50 pb (Fermentas), Carril 2 Blanco de PCR, Carril
3.Control positivo Mezcla de 1ul de ADN de Cabra (100 ng/ul) y 1 ul de ADN de Vaca
(100 ng/ul), Carril 4.Muestra de Queso n°29, Carril 5.Muestra de queso n°30, Carril
6.Muestra de Queso n° 31, Carril 7. Muestra de Queso n° 36.

En el control positivo se observan dos bandas, la de menor peso molecular
(157 pb) corresponde a la presencia de ADN mitocondrial de cabra, y la
segunda de mayor peso molecular (274 pb) que corresponde a la
presencia de ADN mitocondrial de vaca. Como se puede apreciar en los
carriles 6 y 7, donde se corrieron los productos de PCR de las muestras
n°31 y n°36 respectivamente, vemos la presencia de dos bandas que

evidencia la presencia no sdlo de ADN de cabra sino también de vaca.
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En la tabla 2 se resumen

quesos analizados en esta tesis, y datos previamente analizados de otros

guesos por el Lic. Martin Fernandez, marcando las discrepancias o no

entre las especies declaradas y las detectadas.

los resultados obtenidos del estudio de los

Discrepancias
Especie(s) Especie(s) entre lo

Muestras declarada(s) detectada(s) declarado y
de quesos detectado

29 Cabra Cabra No

30 Cabra Cabra No

31 Cabra y Vaca Cabra y Vaca No

36 Cabra Cabra y Vaca Si

32%* Cabra Cabra y Vaca Si

33* Cabra Cabra No

34* Cabra Cabra y Vaca Si

35%* Cabra Cabra No

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos mediante el método Matsunaga con

cebadores especificos y su comparacion con lo declarado en el rétulo de cada producto.

*Muestras Analizadas por el Lic. Martin Fernandez.

——

32

——




V-DISCUSION

Método de extraccion de ADN

La implementaciéon del método Dellaporta para la extraccién de ADN a
partir de la matriz Quesos dio buenos resultados en base a rendimientos y
pureza de los ADNs, esto se vio reflejado en que todos los ADNs extraidos
de quesos amplificaron bien a la hora de someterlos a la PCR. En la tabla
1 se observé una diferencia importante entre la concentracion de ADN del
queso N°29 con los demas ADNs de los quesos analizados, y pensamos
que se debe a variaciones en el numero de células somaticas presentes en
la leche que fué utilizada para la manufactura de dichos productos, y que
varia dependiendo de varios factores como por ejemplo la edad de los

animales, las estaciones, enfermedades, etc.

Métodos moleculares como herramientas para detectar la presencia
de ADN de vaca, en productos ldcteos derivados de la leche de cabra

mds especificamente Quesos.

En estos estudios se vio que el método Matsunaga (Matsunaga et al.,
1999) es el que posee mayor nivel de deteccidon bajo las condiciones de
estudios antes descritas. El método es capaz de detectar hasta un minimo
de 4,5 ng de ADN de Vaca en un fondo de 90 ng de ADN de Cabra,
simulando el caso de una adulteracién. La puesta a punto de este método
duplex, nos aporta una herramienta capaz de detectar sin ambigliedades
la presencia de ADN de Vaca. Igualmente seria recomendable hacer a
cada muestra sometida a andlisis este estudio por duplicado o triplicado,
para descartar posibles resultados erréneos, que pueden darse debido a
variaciones en la reaccién. Asimismo habria que hacer un control con ADN
y cebadores foraneos que sepamos que amplifican bajo las condiciones del

ensayo, para descartar cualquier inhibicién de la reaccidn.
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El método descrito por Bravi (Bravi et al., 2004) en las condiciones
sefaladas anteriormente, nos demostraron que se puede distinguir la
presencia hasta de 40 ng de ADN de vaca en un fondo de
aproximadamente 90 ng de ADN de cabra (30% V/C), por lo que el nivel
de deteccidon seria menor. Para descartar la responsabilidad del tiempo de

digestidon en el resultado, se podria aumentar el mismo.

Este método a la hora de estudiar mezclas lo encontramos mas engorroso,
debido a que se comparten algunas bandas por parte de ambas especies
que dificultan el analisis. Ademas los tiempos de analisis son mayores,
debido a que se necesitan mas pasos que el método Matsunaga (la
digestion, y una posterior desproteinizacién para que la proteina no
enmascare las bandas en el gel). También este método es mas costoso ya
gue requiere contar con los cebadores y ambas enzimas de restriccion,
aunque cabe destacar que los cebadores que utilizan son bastante
robustos y producen gran cantidad de producto amplificado, lo que es util
a la hora de estudiar muestras muy degradadas como alimentos que han
sufrido coccidn o muestras forenses que es para lo que originalmente este

meétodo se creo.

Tomando en cuenta estos resultados fue que decidimos estudiar las
muestras de quesos de cabra mediante el método Matsunaga. En la Fig. 5
se muestra el gel en el cual se corrid el producto de PCR de cuatro quesos,
de los cuales tres estaban declarados como puros de cabra (muestras
#29,30,36) y uno declarado como mezcla de cabra y vaca (muestra #31).
En dicho ensayo se vio, que efectivamente los quesos #29 y #30 eran
puros de cabra y que el queso #31 presentaba ADN de vaca lo cual se
correspondia con lo declarado por la empresa. Sin embargo, el queso #36
también presenté la banda de aproximadamente 274 pb, perteneciente a
la presencia de ADN vaca, lo cual seria evidencia de una adulteracién no

declarada de dicho queso.
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VI-CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados en esta tesis se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

El método de extraccién de ADN para las muestras de quesos (Dellaporta
modificado) arrojé buenos resultados en cuanto a cantidad y calidad de
ADN (ya que en todos los casos se obtuvo ADN amplificable) aunque los
valores de pureza, calculado como la relacidon entre absorbancias 260/280
fueron inferiores al valor éptimo de 1,8. A su vez este método posee otras
virtudes: no es un método comercial, es accesible desde el punto de vista
de costos y de los materiales, y es rapido. Este método busca en una de
las modificaciones realizadas al método original reducir los tiempos de
tratamiento. Asimismo se buscd mejorar la pureza de extraccion del ADN
con el agregado de la enzima Proteinasa K como otra modificacién al
protocolo original, debido a la cantidad de proteinas presentes en la matriz
queso. Posiblemente se puedan seguir realizando perfeccionamientos y
puestas a punto a este método, para lograr mayores y mejores

rendimientos en esta matriz o en otras.

En cuanto al desempeno de los métodos para la deteccion de
contaminacion y/o adulteraciones de quesos de Cabra con Leche de Vaca,
segun los datos analizados y los resultados obtenidos, bajo las condiciones
de estudio antes mencionadas, podemos decir que el método de
amplificacion con cebadores especificos, es el que arrojé los resultados
mas satisfactorios, ya que fue posible detectar un minimo de 5% de ADN
Bovino en mezcla con ADN Caprino, en contraste con el método de
identificacion mediante PCR-RLFP cuyo limite inferior fue de 30%. El hecho
de que en las muestras analizadas se comportaran de acuerdo a lo
ensayado con los controles, nos permite concluir que es un método a
tener en cuenta a la hora de estudiar la problematica de la adulteracion,
para combatir la competencia desleal, proteger e informar a los
consumidores de los componentes de los productos ya que algunos,
prefieren ciertos productos no solo por su sabor, sino que también por

ciertas propiedades que le facilitan o permiten, el consumo de los mismos,
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como las personas que son intolerantes a la lactosa o las personas que no

pueden consumir productos derivados de animales Bovinos.

VII-PERSPECTIVAS

Este estudio deja abierta la puerta a futuros estudios para profundizar y
perfeccionar el andlisis y la implementacién de métodos de deteccidn
moleculares para la certificacion de productos manufacturados. Como
perspectivas para los métodos empleados podriamos decir que el método
Bravi en la etapa de PCR podria llegar a utilizarse, en una PCR-TR como
un control de cantidad y calidad de ADN total en una mezcla, ya que
amplifica ambas especies.

En este sentido se estudid tedricamente la modificacién de los cebadores
reversos especificos (el cebador directo, F-SIM, propuesto por Matsunaga
et, al., 1999. no parece adecuado para este tipo de estudio), con el fin de
crear cebadores directos y reversos especificos para reconocer vy
cuantificar cada especie mediante la técnica de Syber Green. Se
estudiaron las secuencias de los cebadores de manera de encontrar zonas
de no homologia (mismatches) entre los cebadores de una especie con la
secuencia de la otra, para lograr la diferenciacién entre ambas especies, y
teniendo en cuenta especialmente los mismatches en los extremos 3 de
los mismos, ya que es sabido son esenciales a la hora de dar especificidad
a la reaccion.

También se tuvieron en cuenta factores como evitar la formacién de
estructuras secundarias de bucles (hairpins) debido a Ila auto
complementariedad de bases dentro de la propia secuencia de los
cebadores. A su vez se tratd de evitar la complementariedad entre los
cebadores para que no se formen dimeros. Otra caracteristica que se tuvo
en cuenta es que los cebadores no difieran mucho en sus Tms
(temperaturas de fusién) con el fin de que no haya diferencias de
rendimientos en la PCR debido a la temperatura. Por uUltimo y no menos

importante se tratd de que los amplicones tengan un tamano de

36

——
| —



aproximadamente 100 pb ya que se obtienen mejores resultados en la
PCR-TR con productos de ese tamainio.

Este estudio tedrico se realizo con el programa OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), y se llegd
a crear las siguientes secuencias de cebadores que pensamos podrian ser
utilizadas para este fin:

Cebadores para Vaca

longitud Tamaiio del
Secuencia 5'a 3' (nt) Tm1l Tm 2 amplicon
F K CCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGAC 26 76°C | 69,3°C
R K CATATATAAGCAGATAAAAAACATTGAAG 29 72°C | 61,3°C 97 pb *

Tm 1 fue calculado mediante la ecuacién Tm = 2(A+T) + 4(G+C)
Tm 2 fue calculado con el programa OligoAnalyzer
* utilizando los cebadores F k (cebador directo de Vaca) y R k (cebador reverso de vaca)

Cebadores para Cabra

longitud Tamaio del
Secuencia 5'a 3' (nt) Tm1l Tm?2 amplicén
FG TTTCCTCTGTAACTCACATTTGTCGAG 27 76°C | 66,9°C
R G1 GAATAGGCAGATAAAGAATATTGATG 26 68°C 60°C 97 pb *
R G2 [CTAGAAAGGTATATGATCCATAATATAGAC 30 78°C | 61,6°C 143 pb **

Tm 1 fue calculado mediante la ecuaciéon Tm = 2(A+T) + 4(G+C)

Tm 2 fue calculado con el programa OligoAnalyzer

* Utilizando los cebadores FG (cebador directo de Cabra) y R G1 (cebador reverso de
Cabra 1)

** Utilizando los cebadores FG (cebador directo de Cabra) y R G2 (cebador reverso de
Cabra 2)

Pensamos que mediante el uso de la técnica de PCR-TR podremos lograr ,
un mayor nivel de deteccion y tener datos cuantitativos de las
adulteraciones, ya que nos apoyamos en experiencias que demuestran
que se podria diferenciar estas especies (y otras), arrojando un nivel de
deteccion del 0.5% (Lépez-Andreo, 2005), (Ldpez-Calleja, 2007a),
(Lépez-Calleja, 2007b).

También se podrian probar la utilizacién de métodos de RFLP, haciendo
uso de la secuencia de la B-Caseina para diferenciar las especies,

siguiendo las experiencias de Plath (Plath et al., 1997).

Siguiendo en esta misma linea, para un estudio mas preciso del nivel de
deteccion, podrian fabricarse, quesos de cabra mezcla, con distintas

cantidades conocidas de leche de vaca agregada. Se compararia de esta
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http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

forma el grado de deteccién y la cantidad de ADN disponible para ser
amplificado, debido a que en la leche, la cantidad de células somaticas
(leucocitos y células epiteliales mamarias, de donde se extrae el ADN
mitocondrial) (Lipkin et al,. 1993), y (Amills et al., 1997), es menor que la
disponible en los controles, y a su vez varia dependiendo de la edad del
animal, el estado de salud del mismo y también de variaciones en las

estaciones.

En suma, creemos que estos resultados demuestran la capacidad de los
métodos moleculares para detectar cualitativamente la presencia o
ausencia de ADN de Vaca en quesos de Cabra en productos nacionales.
Esto se suma a otras experiencias realizadas por otros investigadores
(Santos et al., 2003), (Maudet, and Taberlet, 2001) por lo que podemos
esperar que dichas herramientas puedan llegar a ser elementos Utiles en
un futuro, a la hora desarrollar protocolos para autentificar la calidad de

dichos productos.
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