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RESUMEN

El fraude alimentario y la autenticidad de los alimentos son asuntos que estdn en discusidn a
nivel global. Las crisis ocurridas en la industria alimentaria como “la enfermedad de la vaca
loca” y la adulteracion de productos de vaca con carne de caballo en la Unién Europea, han sido
algunas de las situaciones que han generado desconfianza en los consumidores. Como
consecuencia, hay una creciente exigencia para que se brinde mas informaciéon sobre la
composicion y origen de los alimentos de origen animal. Para cumplir con esta demanda, y para
lograr la seguridad alimentaria y evitar la competencia desleal, las autoridades y organismos de
contralor deben contar con metodologias sencillas y precisas que permitan realizar los controles

necesarios sobre los alimentos y su produccion.

En general, la adulteracién se lleva a cabo para obtener beneficios econdmicos, y para abaratar
costos. Un modo muy comun de hacerlo es sustituir especies costosas por otras mas
econdmicas. Esto es mas facil de realizar en matrices alimentarias que no permiten la distincion

de sus ingredientes a simple vista, tal como ocurre en los Frankfurters o Salchichas tipo Viena.

El Frankfurter o Salchicha de Viena es un chacinado presente en la dieta de muchas personas
por ser de facil adquisicién, ademas de tener una preparacion rapida y sencilla. En este trabajo
se buscd emplear técnicas moleculares basadas en ADN para detectar fraudes alimentarios en
esta matriz. Como objetivo especifico, se buscd determinar la presencia/ausencia de las
especies animales vaca, cerdo y pollo, asi como las especies vegetales soja y maiz, por tratarse
de aditivos alimentarios comunes y evaluar su transgenicidad en muestras de Frankfurter

obtenidas en el mercado local.

Para detectar las especies animales se utilizaron metodologias de barcoding, buscando
secuencias de ADN mitocondrial de la regién del citocromo b mediante la técnica de PCR punto
final. La misma técnica se empled para detectar las especies vegetales, y evaluar su

transgenicidad.

A su vez, se propuso poner a punto técnicas de cuantificacion de especies animales que
permitan diferenciar entre una adulteracién o una contaminacion del alimento. Para esto se
utilizaron dos estrategias empleando la técnica de PCR en Tiempo Real. La primera, consistio en
el uso de un kit comercial validado para cuantificar vaca y pollo en la matriz Frankfurter. En

la segunda, se empled como guia un método descrito en la bibliografia para detectar y
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cuantificar las especies animales vaca, cerdo y pollo.

Los analisis de deteccidn permitieron confirmar la presencia de vaca y cerdo en todas las
muestras de salchicha, coincidente con lo declarado en la etiqueta de los productos envasados.
Asimismo, una de las muestras evidencid la presunta presencia de pollo. También, se encontré
soja en cinco de las siete muestras y demostré ser, en todos los casos, soja Roundup Ready. En
ninguna se evidencid presencia de maiz. Todas las muestras envasadas que presentaron soja la
declaraban en su etiqueta como ingrediente y en ninguna de estas se declaraba maiz, lo que es

coherente con los resultados.

A partir de las dos estrategias de PCR en Tiempo Real utilizadas, se logré cuantificar las especies

animales vaca y cerdo, y confirmar la presencia de trazas de pollo en una de las muestras.

Este trabajo pretende ser un aporte en la generacién de técnicas que permitan corroborar los
componentes de alimentos de origen carnico en cuanto a su identidad y cantidad, y brindar
herramientas que sumen en el proceso de trazabilidad alimentaria de nuestro pais, utilizando

esta matriz como ejemplo.



1 INTRODUCCION

1.1 Etiquetado de alimentos y derechos del consumidor

La autenticidad de los alimentos y el fraude alimentario son cuestiones que han cobrado gran
interés y relevancia mundial en los ultimos anos (Zagonet al., 2017). No sélo la industria
alimentaria se ha visto envuelta en casos de adulteracion de varios productos, sino que el uso de
nuevas tecnologias en la produccion de alimentos ha generado preocupacién en los
consumidores, que cada vez exigen conocer con mayor exactitud los componentes de lo que

incluyen en su dieta (Lockley & Bardsley, 2000; Aung & Chang, 2014).

El etiquetado es el medio por el cual el productor informa sobre las caracteristicas del alimento
al consumidor final (Codex Alimentarius, 2007). La declaracién de los ingredientes cumple un rol
fundamental ya que permite que el consumidor pueda escoger los productos de acuerdo con
sus preferencias personales y contar con libertad de eleccion (Premanandh, 2011), respetandose
sus derechos (Reglamento UE 1169/2011) ademas de preservar la economia, evitando la

competencia desleal entre empresas (Meyer et al., 1995).

En Uruguay, los derechos basicos del consumidor se encuentran contemplados en la ley N°
17250 de relaciones de consumo. Los derechos basicos del consumidor, establecidos en el
articulo 6 de esta ley, entre otros puntos, son: “la proteccion de la vida, la salud y la seguridad
contra los riesgos causados por las prdcticas en el suministro de productos y servicios
considerados peligrosos o nocivos”, “la educacion y divulgacion sobre el consumo adecuado de
los productos y servicios, la libertad de elegir”, “la informacion suficiente, clara, veraz, en idioma
espafiol sin perjuicio que puedan emplearse ademds otros idiomas” (Ley N° 17.250. Defensa del
consumidor, 2000). Esto implica que el Estado debe velar por la salud de la poblacién, asi como
promover y proteger el derecho de contar con toda la informacidn relevante, expresada de una
forma facil de comprender vy, si correspondiese, proceder a la sancién de aquellos proveedores

que no cumplan con lo establecido en esta ley (https://www.mef.gub.uy/).

Para cumplir con lo dicho, se han establecido normas de etiquetado que las empresas
productoras de alimentos deben respetar. En este sentido, el Reglamento Bromatoldgico
Nacional incorpora las exigencias aprobadas en el Mercado Comun del Sur (MERCOSUR) y los
lineamientos del Codex Alimentarius (FAO/OMS, 2007). Dentro de estos, exige que todos los

alimentos comercializados en el territorio nacional y envasados en ausencia del cliente deben


http://www.mef.gub.uy/)

ser rotulados de acuerdo con lo que el mismo reglamento establece. Esto es supervisado por las
Intendencias Municipales que actidan como organismos oficiales de contralor de la seguridad

alimentaria del pais (Reglamento Bromatoldgico Nacional).

Para asegurar el cumplimiento de estas normativas, a nivel nacional, regional e internacional, las
autoridades y organismos de contralor deben contar con métodos precisos y sensibles que
permitan asegurar la calidad y autenticidad de los alimentos, y/o detectar cualquier
adulteracion presente si la hubiera. En este sentido, el Laboratorio de Trazabilidad Molecular
Alimentaria de Facultad de Ciencias, donde se llevd a cabo el presente trabajo, pretende aportar
y ayudar en la puesta a punto e implementacion de técnicas para la tarea de controlar

eficazmente los procesos asociados a la produccidn de alimentos.

1.2 Trazabilidad Alimentaria

La implementacion de sistemas de trazabilidad ha aumentado como forma de asegurar la salud
alimentaria y mejorar la informacion que se brinda a los consumidores, para hacer frente a la
creciente complejidad de una cadena alimentaria basada en la produccién en masa, la

distribucién y el consumo mundial (Coff et al., 2008).

El concepto de trazabilidad se refiere a la capacidad de poder rastrear el alimento en todas las

etapas del proceso de produccidn hasta que llega al consumidor final (Zhang et al., 2011).

El articulo 3 del Reglamento (CE) N° 178/2002 del Parlamento Europeo, lo define como: “la
posibilidad de encontrar y sequir el rastro, a través de todas las etapas de produccion,
transformacion y distribucion de un alimento, pienso, un animal destinado a la produccion de
alimentos o una sustancia destinada a ser incorporada en alimentos o piensos, o con

probabilidad de serlo”.

Esto supone la implementacion de un sistema que permita registrar y rastrear la informacién
referente a la produccidn, transformacién y comercializacién de los productos alimenticios, de
forma de poder rastrearlo en cualquier parte del proceso, desde su fabricacion hasta el

consumidor final.



Para llevarlo a cabo, se deben considerar diferentes aspectos del proceso que van desde los
ingredientes a utilizar y sus proveedores (trazabilidad para atras). Incluyendo informacion
referente a aquellos productos que haya recibido la empresa, los procesos por los que pasaron,
el producto final (trazabilidad interna), hasta el destino final del mismo, y comercializacion

(trazabilidad hacia adelante).

El desarrollo de estas politicas alimentarias tiene como objetivos preservar la salud alimentaria,
brindar informaciéon al consumidor y mejorar su confianza respecto a la produccién de
alimentos. A su vez, en caso de identificar un producto no inocuo, o en casos de otras no
conformidades relevantes respecto al cumplimiento de la normativa, poder localizarlo de
manera rapida y eficiente para retirarlo del mercado de forma inmediata (Decreto N2 35.335,

Junta Departamental Montevideo).

Las empresas también se pueden beneficiar de su implementacion voluntaria, como manera de
generar estrategias de negocio o como parte de esquemas de garantia de calidad (Coff et al.,

2008).

En definitiva, estas practicas implican un beneficio para todas las partes implicadas como forma
de asegurar la calidad de los productos de una empresa, preservar la seguridad alimentaria y
aumentar la confianza en el consumidor final. Para poder llevarlo a cabo se deben tener a
disposicion metodologias analiticas que permitan hacer seguimiento de los procesos de

produccidén y asegurar el cumplimiento de la reglamentacidn vigente.

1.3 El fraude alimentario

El fraude alimentario no es una problematica reciente, sino que se ha llevado a cabo desde
tiempos remotos (Shears, 2008). El término ha sido definido por Spink y Moyer (2011a), como:
“la sustitucidon deliberada e intencional, adicidon, manipulacidn o tergiversacidn de los alimentos,
ingredientes alimentarios, o el envasado de alimentos; o declaraciones falsas o engafiosas

acerca de un producto para obtener beneficios econémicos”.

Las consecuencias de estas actividades fraudulentas se pueden manifestar como problemas de

salud (Manning & Soon, 2014), competencia desleal entre empresas en el sector productivo



(Meyer et al., 1995), ademas de provocar indignacion en los consumidores al ser engafiados

econdmicamente y respecto a la calidad de los productos que adquieren (Spink et al., 2015).

Si bien actualmente la forma bdsica de fraude es similar que en la antigliedad, la escala en ese
entonces era limitada e involucraba una pequefia area geografica. Hoy en dia, las cadenas de
suministro de alimentos se han extendido, vuelto mas complejas y acelerado, por lo que el

riesgo de fraude alimentario se ha ampliado a la poblacién mundial (Spink et al., 2010).

La oportunidad de fraude alimentario puede surgir siempre que se busque obtener algln tipo de
beneficio, generalmente econémico (Grundy et al., 2012). Este accionar resulta mas facil de
llevar a cabo en productos, que por las caracteristicas del proceso de manufactura, presentan
una apariencia final que no permite la distincién evidente de los ingredientes que lo componen.
Este es el caso de varias matrices alimentarias que han y contintan siendo blanco de fraude,
tales como pescados (Botti & Giuffra, 2010) productos carnicos (Kocher et al., 1989; Matsunaga

et al., 1999), entre otros.

1.3.1 Elfraude en productos carnicos

Los casos de fraude en la industria alimentaria han sido numerosos y los relacionados con los
productos carnicos y derivados, no han sido la excepcién. Es de conocimiento publico que estos
alimentos han sufrido adulteracidon desde que se empezaron a producir y comercializar (Fung et
al., 2001). La autenticidad y la calidad de estos productos se ven afectadas principalmente por el
reemplazo de carnes de mayor valor comercial por carnes de menor valor (Fajardo et al., 2008),
la presencia de especies no declaradas (Aida, Man, Wong, Raha, & Son, 2005) y el uso de
proteinas vegetales por poseer un costo considerablemente mds bajo que las proteinas

musculares (Belloque, Garcia, Torre & Marina, 2002).

La industria alimentaria se vio envuelta en una serie de escandalos en la década de los 80,
comenzando por el surgimiento de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE), mas conocida
como “enfermedad de la vaca loca”. La misma forma parte de un grupo de enfermedades
conocidas como Encefalopatias Espongiformes Transmisibles, que también incluye a la
enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CID) que afecta a humanos. Se cree que una nueva variante de
esta Ultima (vCJD), podria ser causada por el consumo de productos vacunos contaminados con

tejido nervioso infectado o productos sanitarios fabricados a partir de estos tejidos



(http://www.oie.int/). El primer caso de BSE fue notificado por el Reino Unido en el afio 1986, a
partir de donde se produjo una de las crisis mas grandes en dicha industria, no sdélo por las
pérdidas que se produjeron a nivel econdmico, sino porque generd gran desconfianza en los
consumidores hacia las autoridades relacionadas con la cadena de alimentos, situacién que se

mantuvo por afios (Banati, 2011).

De gran resonancia mundial, fue también el caso que tuvo lugar en paises de la Unidn Europea
en el 2013, en que se encontrd presencia de ADN de caballo en hamburguesas etiquetadas
como carne de vaca (FSAI, 2013). La presencia de esta especie animal no implicaba un riesgo
para la salud de la poblacién, sin embargo, la seguridad alimentaria se podia ver comprometida
por la presencia de fenilbutazona, una medicina regularmente utilizada en equinos y que no esta
permitida en la cadena alimenticia. Si bien los analisis para la deteccidn de esta sustancia
resultaron negativos (FSAI, 2013), la situacidn puso en evidencia la falta de control en la
produccién de estos alimentos, asi como la importancia de llevar a cabo una correcta
trazabilidad en los productos de origen animal (FSA, 2002). Tras este escandalo, la Unidn
Europea establecié la recomendacién 2013/99/UE, que especifica que los productos carnicos
gue contienen un porcentaje mayor al 1% de ingredientes de carne no previstos, deben

considerarse adulterados.

Uruguay es uno de los principales productores de carne del mundo, exportando a mas de cien
paises, lo que representa la cuarta parte de las exportaciones de bienes del pais
(http://www.inac.gub.uy). Se hace evidente, entonces, que el control y supervision de los
alimentos carnicos es de vital importancia, no solo a nivel nacional, para respetar las
regulaciones y los derechos de la poblacidn, sino a nivel internacional al momento de

posicionarse como un pais exportador de productos de calidad.

En este contexto y frente a la posibilidad de fraude, es que se plantea en este trabajo la
implementacion de técnicas que permitan a los organismos de contralor llevar a cabo la

regulacion, trazabilidad de produccién y suministro de este tipo de alimentos.

1.4 La matriz de estudio: Salchicha tipo Viena o Frankfurter

Los embutidos constituyen una de las formas mas antiguas de alimentos procesados. Si bien el

origen cronoldgico no esta claro, existen documentos que hacen referencia a su uso en el siglo
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VIl A.C., cuando los hombres aprovechaban los productos secundarios y partes menos deseadas
del carneo para generar mezclas que luego eran introducidas en sacos como intestinos o

estémagos de animales (Pearson and Tauber, 1984).

Dentro de esta categoria se tiene al “Frankfurter o Salchicha de Viena”, el cual es un chacinado
cocido embutido, generado a partir de las especies animales vaca y cerdo. Por su preparacion

facil y rapida, ademds de ser econdmico y accesible, constituye un alimento de consumo masivo.

"

El Reglamento Bromatoldgico Nacional lo define como “el embutido preparado con una
emulsion fina homogénea de carnes de vacuno o cerdo trituradas y grasa de cerdo, con el
agregado de Organos de estas especies ricos en tejidos conjuntivos, agentes ligantes y
emulsificantes y aditivos autorizados. Podrd ser adicionado de leche en polvo, sal y condimentos.
Se embute en membranas naturales o artificiales de didmetro pequefio y se somete a posterior

escaldado y ahumado”.

A su vez, el mismo Reglamento establece que en los chacinados cocidos, como lo es la matriz de
estudio, se pueden agregar ingredientes complementarios como almidones, harina de soja,
harina de mandioca, féculas, sémolas, proteinas de soja excepto texturizadas, entre otros,
siempre que el producto terminado cumpla con los requisitos de contener un maximo de 3,5%

almiddén y 2% de proteina agregada.

Los aditivos mas comunes a agregar en estas matrices son las especies vegetales maiz (Zea
mays) y soja (Glycine max) generalmente en las formas de almidén de maiz y proteina de soja
respectivamente, las cuales brindan propiedades funcionales especificas a los alimentos de tipo

procesados (Shewry, Jonea & Halford, 2008).

De acuerdo con lo dispuesto en el Reglamento Bromatoldgico Nacional, la deteccién vy
cuantificacion de maiz y soja en estas matrices alimentarias, son necesarias para asegurar el

cumplimiento de los requisitos previamente mencionados.
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1.4.1 Proceso de fabricacion

Las carnes utilizadas para la elaboracién de las salchichas estilo Viena son carne de vaca y cerdo,
ademas de grasa y hielo. La carne de cerdo confiere un color entre rosa claro y rojo mate a la
masa, en cambio la carne de res presenta un color rojo claro e intenso, que da consistencia a la

masa y sabor fuerte (http://www.fao.org/3/a-au165s.pdf).

En el proceso de fabricacion es indispensable la utilizacién de un mezclador y el agregado de
hielo para formar una emulsidén. También es importante que los chacinados cocidos tengan un
tratamiento térmico a una temperatura adecuada para lograr la coagulacién total o parcial de
las proteinas cdarnicas, de forma de obtener una estructura firme y eldstica. (Reglamento
Bromatoldgico, http://www.fao.org/3/a-aul65s.pdf). El proceso completo de fabricacién segun

la FAO se describe a continuacién y se esquematiza en la Fig. 1:

1) Recibo y Seleccidn: se usa carne de vaca y carne magra de cerdos jévenes con poco tejido

conectivo, las cuales deben estar refrigeradas.

2) _Troceado: las piezas de carne seleccionadas se cortan en trozos pequefios de
aproximadamente 7 x 7 centimetros se lavan con agua limpia, y seguidamente se congelan por

24 horas para reducir la contaminacion y facilitar la operacién de molienda.

3)_Molienda: las carnes y la grasa se muelen, cada una por separado. Para las carnes se usa un

disco de 3 mm y para la grasa el disco de 8 mm.

4) Picado y Mezclado: estas operaciones se realizan en forma simultanea en un aparato llamado

cutter, el cual esta provisto de cuchillas finas que pican finamente la carne y producen una
mezcla homogénea Al picar y mezclar se debe seguir el siguiente orden de agregacién de los

ingredientes:

a. Carne magra de cerdo y vaca, sal y fosfatos, a velocidad lenta hasta obtener una masa gruesa

pero homogénea.

b. Se aumenta la velocidad y se incorpora el hielo; se bate hasta obtener una masa fina y bien

ligada.

c. Seincorpora la lonja o la carne de cerdo grasosa.
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d. Se agregan los condimentos y el ascorbato. La temperatura de la pasta no debe exceder de

15°C. El proceso se suspende cuando la emulsidn se muestre homogénea.

5) Embutido: la masa de carne se traslada a la maquina embutidora y alli se llena en fundas
sintéticas de calibre entre 18 y 20 mm. El embutido de las salchichas de Viena debe efectuarse

bastante suelto, para que la masa tenga espacio suficiente y no se reviente latripa.

6) Atado: las salchichas se amarran en cadena, aproximadamente cada 10 centimetros,

utilizando hilo de algoddn.

7) Tratamiento térmico: se realiza en 3 fases:

¢ Calentamiento a 50°C entre 10 y 30 minutos segun el calibre.

¢ Ahumado a 60-80°C durante 10-30 minutos segun el calibre.

¢ Pasteurizacién (escaldado) en agua a 75-82°C por 10 minutos para salchichas delgadas.

8) Enfriamiento: después de la coccidn la temperatura debe bajarse bruscamente mediante una

ducha fria o con hielo picado.

9) Almacenamiento: Las salchichas se cuelgan para que sequen y se almacenan bajo

refrigeracion.
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DIAGRAMA DE FLUJO

CARNES
4
TROCEADO | Trozos de 7 x 7 cm
1
[ CONGELADOD | 24 horas, 0 °C
1
[ MOLIDO Y PICADO | Discos de 3y 8 mm
1

grasa,
polifosfatos,
hielo
condimentos, MEZCLADO
sal de cura

1

EMBUTIDO En ftripa sintética, calibre 18-20 mm

4
ATADO

4

COCCION 50 °C X 10 — 30 min.
4

AHUMADO 70 —80°C X 45 min.
1

ESCALDADO 75-82 °C X 10 min.
1
| ENFRIADO | Agua fria

4

[ ALMACENAMIENTO | 4°C

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de fabricacién de la salchicha tipo viena o frankfurter. Tomado de “Fichas técnicas.
Procesados de carnes” de la FAO.

Tal como se expresa en el proceso de fabricacidn, las altas temperaturas y los procesos de
picado y amasado a los que se somete la muestra, producen como resultado final una pasta
homogénea. Se tiene asi una matriz alimentaria que no permite la distincién a simple vista de
sus componentes (Ren et al., 2017), siendo esta una caracteristica que la hace especialmente

susceptible al fraude.

Mads aun, estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio en el marco de tesinas de
grado, indican la existencia de otras especies animales presentes en estas matrices ademas de

las declaradas en la etiqueta (Lic. Patricia Abete, tesis de grado, 2009).

Es importante, por lo tanto, verificar el etiquetado de estos productos, de forma de asegurar
que las especies declaradas de alto valor comercial no son sustituidas, total o parcialmente, por
especies mds econdmicas para abaratar costos (Danezis et al., 2016). La distincién entre una
contaminacién y una adulteracidon del producto se puede llevar a cabo mediante medidas

cuantitativas de las especies no declaradas que se encuentren presentes (Sawyer J, et al., 2003).
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Este trabajo plantea la determinacién de las especies animales y vegetales que se encuentran
presentes los Frankfurters y lo declaran en la etiqueta, asi como la busqueda de especies no

declaradas que puedan estar presentes en la muestra.

1.5 Nuevas tecnologias en la produccion de alimentos

La biotecnologia se define como toda aplicacidn tecnolédgica que utiliza sistemas bioldgicos y
organismos vivos o sus derivados para la creaciéon o modificacién de productos o procesos para
usos especificos (https://www.cbd.int/doc/legal/cbd-en.pdf). En este sentido, el hombre ha
utilizado la biotecnologia desde hace miles de afios, por ejemplo, para la produccién de vino y
pan por medio de procesos de fermentacidn, antes incluso de que las bases moleculares de
estos procesos fueran conocidas (http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/biotecnologia.pdf;

OMS, 2005).

En las ultimas décadas, el desarrollo de nuevas metodologias destinadas al mejoramiento
genético ha abierto las posibilidades para la generacién de nuevas caracteristicas en distintos
organismos. Especificamente, por medio de ingenieria genética y utilizacion de ADN
recombinante se logra la insercidon de genes exdgenos en el genoma de organismos de interés
(Rizzi et al., 2007), logrando caracteristicas deseadas con las que no contaba inicialmente la
especie en cuestion. Algunos de los beneficios del uso de esta tecnologia en la industria
alimentaria, serian la obtencién de productos con mayor valor nutricional, durabilidad, y mayor

volumen de produccién. (Rizzi et al., 2007).

1.5.1 Organismos genéticamente modificados.

Los organismos genéticamente modificados (OGMs) son aquellos a los que se le ha agregado
uno o mas genes por técnicas de ingenieria genética, con el objetivo de incorporar nuevas
caracteristicas deseadas, como la resistencia a insectos, herbicidas o tolerancia a sequia en el

caso de los vegetales (Chile Bio, 2013).

Los principales argumentos que impulsan el uso de los cultivos genéticamente modificados (GM)
en la agricultura apuntan a beneficios en la produccion agricola. Estos beneficios se lograrian por

medio del aumento de la resistencia a agentes externos y por tanto, disminucion de malas
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cosechas, asi como la capacidad de generar alimentos mas nutritivos. En el dmbito ambiental, se
reduciria la necesidad de aplicar sustancias quimicas que protejan a los cultivos y el uso de
tierras para cultivo, permitiendo la rehabilitacion de las mismas

(http://www.fao.org/docrep/015/i2490e/i2490e04d.pdf).

Si bien y de acuerdo a lo expresado, los beneficios de esta tecnologia serian evidentes, se ha
generado, como contraparte, una creciente preocupacion relacionada con los efectos adversos
gue podrian ocasionar en la seguridad alimentaria, debido a la posibilidad de causar toxicidad
y/o alergia. En relacion al medio ambiente, se plantea la pérdida de diversidad bioldgica entre
los puntos mas relevantes (Yearbook, 2012;

http://www.ei.udelar.edu.uy/renderPage/index/pageld/902#heading_6210).

La controversia existente acentua las diferentes posturas y la variedad de marcos regulatorios
sobre beneficios y riesgos asociados con el uso de los OGM, principalmente, al no haberse
logrado adn un consenso en la evidencia cientifica relacionada con estos temas (Hilbeck et al.,

2015; OMS, 2005).

1.5.1.1 Panorama mundial de los cultivos genéticamente modificados

A dos décadas desde que se comenzaron a comercializar los cultivos GM, son mas de 40 los
paises que han aprobado eventos de cultivo GM para alimento y/o forraje, asi como para
liberacion al medio ambiente. En el periodo que va desde 1996 a 2015, se sembrd una superficie
total acumulada de 2000 millones de hectareas a nivel mundial, compuesta por 1000 millones
de soja transgénica, 600 millones de maiz transgénico, 300 millones de algoddn transgénico y

100 millones de canola transgénica (James, C. 2015).

En el afio 2016, la superficie total sembrada a nivel global fue de 185,1 millones de hectareas
con un incremento del 3% (equivalente a 5,4 millones de hectareas) respecto a 2015. Tal como
se esquematiza en la Fig. 2, Estados Unidos continua liderando el grupo de los 5 principales
paises productores de cultivos GM con 72,9 millones de hectdreas (39% del total mundial),
seguido de Brasil con 49,1 millones (27% de la produccion mundial) y Argentina con 23,8

millones de hectareas, representando el 13% del
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total. En cuarto lugar, se encuentra Canada con 11,6 millones de hectareas e India en el quinto

lugar, con 10,8 millones de hectareas sembradas.

La amplia adopcidén de este tipo de cultivos y las diferentes posturas respecto a sus beneficios y

riesgos, llevd a los paises a tomar decisiones respecto a politicas regulatorias sobre estos temas.

Biotech Crop Countries and Mega-Countries*, 2016

ISAAA, 2016

Figura 2. Distribucion de los cultivos transgénicos a nivel global. Fuente: ISAAA 2016.

1.5.1.2 Uruguay y los Cultivos Genéticamente Modificados

En Uruguay, el primer evento transgénico para siembra fue introducido en el afio 1996
correspondiente a la Soja Roundup Ready o “Soja RR” (GTS 40-3-2) con tolerancia al herbicida
glifosato. En los afios 2003 y 2004, le siguieron la aprobacién para siembra, consumo vy

comercializacion de dos tipos de maiz genéticamente modificados, Mon810 y Bt11,
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respectivamente, ambos con resistencia a insectos lepiddpteros (CUS, 2013). Segun la ISAAA
(2016), Uruguay ha plantado del afio 2015 al 2016, 1.23 millones de hectdreas de cultivos
transgénicos de soja y 60000 hectareas de cultivos transgénicos de maiz, con una superficie total

de 1.3 millones de hectdreas aproximadamente (ISAAA, 2016).

Actualmente, y con un total de 15 eventos aprobados, diez de maiz y cinco de soja, Uruguay se
posiciona como el décimo pais a nivel mundial de area cultivada con OGMs, y cuarto en América
Latina, por debajo de Brasil, Argentina y Paraguay (ISAAA, 2016). Ademas, es el segundo pais en

el mundo con mayor produccién de cultivos GM por hectdrea, después de Paraguay.

Con la incorporacién de Organismos Genéticamente Modificados y sus derivados en la
produccién de alimentos, vino su inclusién en la dieta alimentaria. Estos alimentos contienen
nuevos genes y proteinas que no se encontraban en el suministro de alimentos y como
consecuencia, no se tienen antecedentes de su inocuidad. Por este motivo, muchos paises han
incorporado sistemas para regular el etiquetado de alimentos GM, siendo esto una herramienta
que busca brindar informacion al consumidor para que pueda elegir si adquirir el alimento o no,

en base a sus preferencias personales (OMS, 2005).

Los “alimentos modificados genéticamente” son aquellos que contienen, estan compuestos o
han sido producidos a partir de OGMs (Reglamento 1829/2003 Unién Europea). Mas

especificamente, son los que integran alguna de las siguientes categorias:

1. Alimentos compuestos por o que contengan organismos vivientes/viables, por ejemplo, maiz.
2. Alimentos derivados de o que contengan ingredientes derivados de OGM, por ejemplo,
harina, productos que contengan proteinas alimentarias o aceite proveniente de especies
vegetales GM.

3. Alimentos que contengan un solo ingrediente o aditivo producido por microorganismos GM

(MGM), por ejemplo, colorantes, vitaminas y aminodcidos esenciales.

4. Alimentos que contengan ingredientes procesados por enzimas producidas mediante MGM,
por ejemplo, el jarabe de maiz de alta fructosa producido a partir del almidén, usando la enzima
glucosa isomerasa (producto de un MGM) (ArgenBio,

http://www.argenbio.org/index.php?action= novedades&note=267)

Uruguay controla el uso de los OGM a través del Decreto N° 353/008 referente a “Normas

relativas a Bioseguridad de vegetales y sus partes genéticamente modificadas”, el que expresa
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gue “el Gabinete Nacional de Bioseguridad promovera acciones tendientes a la implementacidn
del etiquetado voluntario "GM" o "no GM" de aquellos alimentos en los que se pueda
comprobar mediante andlisis del producto final la presencia de ADN o proteinas genéticamente

modificados”.

Mas recientemente, a fines del afio 2014, se aprobd en Montevideo el Decreto N° 34.901, que
fue modificado en el 2015 por el Decreto N° 35.009, el cual exige que: "Los alimentos que han
sido manipulados genéticamente o que contienen uno o mds ingredientes provenientes de éstos
que superen el 1% del total de cada ingrediente considerado individualmente, deberdn ser
etiquetados especialmente”. Esta normativa busca facilitar el comercio internacional con paises
cuya legislacion para el etiquetado de alimentos GM establece un valor umbral de porcentaje de

material GM a partir del cual se debe etiquetar, tal es el caso de Brasil y la Unidn Europea.

Existe en varios sectores de la poblacién del pais, un creciente interés por impulsar la
implementaciéon del etiquetado de transgénicos a nivel municipal y nacional. Para poder
incorporar estas regulaciones es esencial que todas las intendencias, en cuyos reglamentos se
exija este tipo de normativa, cuenten con las metodologias para llevar a cabo el andlisis de los
alimentos y controlar el cumplimiento de la misma. El Laboratorio de Trazabilidad Molecular
Alimentaria de Facultad de Ciencias se encuentra abocado a generar este tipo de herramientas
dentro del marco de tesis, tesinas, proyectos y asesorias. Este trabajo pretende ser otro aporte
del laboratorio proporcionando técnicas de deteccidén de especies transgénicas, en este caso, en

la matriz de estudio: Salchichas tipo Viena (Ver objetivos).

Como se menciond anteriormente, las salchichas pueden contener especies vegetales como
aditivos alimentarios, por ejemplo, maiz en la forma de almidén de maiz, y soja como proteina

de soja.

En nuestro pais la mayoria de los cultivos de maiz y soja, son genéticamente modificados. Si las
salchichas presentaran maiz y soja genéticamente modificados, deberia etiquetarse de acuerdo
con el decreto municipal. Es asi como en este trabajo se buscard detectar maiz y soja GM con el
objetivo de contribuir al etiquetado de los alimentos generados a partir de biotecnologia

moderna.
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1.6 Determinacidon de los componentes de una matriz alimentaria.

Esta claro que para cumplir con las regulaciones establecidas para la produccién de alimentos, y
para garantizar la autenticidad de la informacién brindada a los consumidores, es imperativo
contar con herramientas analiticas que permitan comprobar el contenido de los productos en

cuestion.

En este sentido, existen diversos métodos que permiten la identificacion de los componentes

presentes en las matrices alimentarias,

Las técnicas mas utilizadas para detectar e identificar especies se basan en el andlisis de
proteinas y ADN (Danezis et al., 2016). Los primeros métodos implican la deteccion de proteinas
especie especificas y son los casos de las técnicas electroforéticas y/o inmunoldgicas (Lockley &
Bardsley, 2000); cromatograficas que combinan cromatografia liquida o gaseosa con
espectroscopia de masas (LC-MS y GC-MS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(NMR) (Grundy et al., 2012). Sin embargo, al compararlas con metodologias basadas en el
estudio de ADN, pueden resultar notoriamente menos sensibles al analizar alimentos
procesados. Las altas temperaturas a las que estos son sometidos los alimentos en el proceso de
fabricacidn provocan la desnaturalizacidn y/o degradacion de las proteinas presentes, alterando

los epitopes (Rodriguez et al., 2005), y dando lugar a “falsos positivos” y/o “falsos negativos”.

Las técnicas basadas en la deteccidon de ADN, por otro lado, buscan secuencias especificas de
cada especie y presenta varias ventajas. Primero, el ADN se puede extraer de la casi totalidad de
los tejidos y permanece practicamente inalterado durante el proceso de manufacturacion de los
alimentos. Si bien puede sufrir degradacion, es posible obtener fragmentos que permitan la
diferenciacion de especies cercanas (Ram, Ramand Baidoun, 1996; Ebbehojand Thomsen, 1991;
Chikuni et al., 1990). Ademas, permite una identificacion exacta mediante el secuenciado de los

nucleétidos que lo componen (Lockley & Bardsley, 2000).

20



1.6.1 Identificacién de especies y organismos genéticamente modificados
mediante el analisis del ADN

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La mayoria de los métodos para deteccién de especies basados en el estudio de ADN consisten
en la amplificacién de fragmentos especificos de ADN mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa o PCR (Lockley & Bardsley, 2000; Matsunaga et al., 1999). Esta técnica se basa en la
hibridacion de oligonucledtidos (cebadores) que guian la sintesis in vitro de secuencias
especificas de ADN por medio de una enzima polimerasa termoestable. Luego de repetidos
ciclos de reaccién en los que se varia la temperatura, se generan un gran nimero de copias
idénticas al fragmento de interés que pueden ser analizadas en el laboratorio (Mafra et a.l,

2008; Kubista et al., 2006).

La alta sensibilidad y especificidad de la técnica, asi como la rapidez con la que se lleva a cabo,
hacen que sea apropiada para la determinaciéon tanto de especies animales como vegetales, y

para el estudio de OGMs. (Pascoal et al., 2004; Gachet et al., 1999; Lockley & Bardsley, 2000).

Por otro lado, estas ventajas traen consigo ciertas consideraciones que se deben tener en
cuenta al emplear esta técnica, para evitar la generacidn de falsos positivos por contaminacion
y/o falsos negativos por presencia de inhibidores (muy comun en matrices alimentarias) (Lauri et
al., 2008). La contaminacion ocurre sobre todo por la presencia de secuencias de ADN que
fueron amplificadas previamente en el lugar de trabajo. Por este motivo es imprescindible para
el ensayo, asignar areas fisicas diferentes para los pasos previos y posteriores a la PCR, asi como
contar con un flujo de trabajo unidireccional (Rossen et al., 1992). En cuanto a los posibles
inhibidores que puedan estar presentes en la muestra, se pueden eliminar realizando una
purificacién del ADN extraido (Griffiths et al., 2002) o disminuir su efecto mediante la dilucién de

la muestra (Kubista et al., 2006).

Finalmente, se deben considerar 3 factores respecto a la muestra a utilizar para que la PCR
resulte exitosa. Estas son: la cantidad de ADN que se logré extraer, la calidad del mismo (es
decir, el grado de degradaciéon que sufrid hasta el momento) y la pureza (se relaciona con la

cantidad de contaminantes que fueron purificados junto con el ADN) (Griffiths et al., 2002).

La estrategia mediante la cual se detectan e identifican las especies por PCR implica la deteccidn

de marcadores moleculares, que corresponden a secuencias caracteristicas de especie.
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1.6.1.1 Deteccion de especies mediante PCR punto final

La identificacién de especies por medio de estudios basados en el ADN (barcoding) implica
contar con secuencias génicas que permitan no sélo la discriminacién entre especies, sino el
poder identificar sin ambigliedad la especie de interés. Hoy en dia, el barcoding es una técnica
establecida que implica la secuenciacidn de segmentos génicos y la comparacién de los

resultados con secuencias de referencia en bases de datos publicas (Hebert et al., 2003).

La técnica de barcoding de animales utiliza los genes del ADN mitocondrial (ADNmt) para
distinguir entre especies animales. El genoma mitocondrial carece de intrones, pseudogenes y
secuencias repetitivas que facilitan la alineacion de las secuencias de los genes amplificados (Lin
et al., 2005). Ademas, se encuentran disponibles publicamente, de forma que los cebadores
pueden disefiarse para amplificar y secuenciar cualquier especie que tenga un genoma de

ADNmt publicado (Simmon y Weller 2001).

Los genes de ADN mitocondrial poseen varias ventajas respecto al ADN nuclear al momento de
realizar estudios filogenéticos y de identificacidn de especies en productos carnicos. Entre estas,
se tiene que el ADN mitocondrial es mds abundante que el ADN nuclear en preparaciones de
acido nucleico total, al poseer mayor nimero de copias que este ultimo, con cientos o miles de
copias en cada célula (Robin & Wong, 1988; Alberts et al, 1994), la tasa de mutacion
relativamente alta en comparaciéon con los genes nucleares resulta en la acumulacién de
suficientes mutaciones puntuales para permitir la discriminacién de especies incluso
estrechamente relacionadas (Lockley & Bardsley, 2000; Pesole et al., 1999). El ADN mitocondrial
tiende a ser heredado por la madre de modo que los individuos normalmente poseen sélo un
alelo. Por lo tanto, las ambigliedades de la secuencia de genotipos heterocigotos generalmente
se evitan, permitiendo la distincion de especies con precision (Lockley & Bardsley, 2000). Por lo
anterior, la deteccidon de especies animales se realizard mediante la amplificacion de una

secuencia presente en el ADNmt: la secuencia del gen que codifica para el citocromo b (CYTB).
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1.6.1.2 Deteccion de eventos transgénicos mediante PCR punto final

Los andlisis de deteccidn de eventos transgénicos mediante PCR se pueden categorizar en cuatro
niveles de especificidad, mostrados en la Figura 3: los métodos de rastreo, los especificos de
gen, los especificos de construccién y los especificos de evento. Estos se diferencian entre si por
las secuencias blanco dentro del transgen a las que se encuentran dirigidos los cebadores

(Miraglia, 2004) (Holst- Jensen, 2003).

vios | e ——

e Rastreo DETECCION
Especificas de gen
-_- Especificas de construccion IDENTIFICACION
o — Especificas de evento “—

Figura 3. Categorias de ensayos de PCR segun el blanco a analizar sobre una construccidn de un evento transgénico tipo. De
arriba hacia abajo se muestran las estrategias en grado creciente de especificidad. (Tomado de la Tesina de Grado de Martin
Fernandez, 2010).

Los métodos de rastreo o screening de OGM, son los menos especificos y buscan secuencias
comunes presentes en la mayoria de los eventos transgénicos, como las correspondientes a
promotores y terminadores. Las mds comunes para este fin son el promotor 35S del Virus del
Mosaico de Coliflor y el terminador del gen para la enzima nopalina sintasa de Agrobaterium
tumefaciens, t-Nos (Barbau-Piednoir et al., 2010). En un nivel mas arriba de especificidad estdn
los métodos especificos de gen, que dirigen la busqueda a la secuencia del gen con la
modificacion genética especifica que introduce la caracteristica nueva al organismo. Esta
estrategia no permite la identificacién especifica de evento ya que dicho gen puede estar
presente en diferentes OGMs (Miraglia, 2004). En el caso de los métodos especificos de
construccion, las secuencias a amplificar abarcan una regién que corresponde a la unién entre el
promotor y el gen que codifica para la nueva caracteristica o de este gen y el terminador. Los
métodos de mayor especificidad corresponden a los especificos de evento que logran detectar
un Unico evento transgénico. En este caso, la region que se amplifica es la unidn entre el ADN
del transgén y el genoma del organismo huésped, siendo esta Unica para cada evento generado

(Miraglia, 2004).

23



Por otro lado, la generacién de eventos apilados mediante cruzamiento entre distintas plantas
GM, hace que la identificacién por evento especifico tenga limitaciones al no poder distinguir
entre un evento apilado o la mezcla de los dos eventos (debido a diferentes ingredientes que los

contengan) que dieron lugar al apilado en primer lugar (Holst-Jensen et al., 2006).

1.6.1.3 Cuantificacién de especies animales en matrices alimentarias: PCR en Tiempo Real

El hecho de contar con métodos cuantitativos aplicables a matrices complejas de origen animal
es importante para asegurar las buenas practicas en el proceso de produccidon de estos
alimentos, asi como para evitar el fraude alimentario por presencia de especies no declaradas

(Eugster et al., 2008).

Con este fin, la PCR en Tiempo Real ha probado ser una técnica adecuada al permitir la
determinacién de las cantidades de especies animales presentes en diferentes matrices
alimentarias complejas (Lopez-Andreo et al., 2005; Calvo et al., 2002; Sawyer J., et al., 2003).
Tiene la ventaja de ser mas sensible que la PCR convencional y de no requerir ensayos
posteriores a la amplificacion para detectar los productos generados (Kubista et al., 2006). Se le
suma ademas la ventaja de que al utilizar sondas u agentes intercalantes (como se vera mas
adelante), permite dirigir la amplificacién a productos de PCR cortos, siendo esto crucial al

analizar el ADN remante en alimentos procesados (Wittwer et al., 1997b).

La técnica se basa en la deteccidn de una sefal de fluorescencia a lo largo de toda la reaccion de
amplificacidn, que se relaciona con la cantidad de producto generado. Esta capacidad de la
técnica de seguir la reaccion en “tiempo real” es lo que hace posible la deteccion vy

cuantificacion de secuencias de ADN presentes inicialmente en la muestra (Kubista et al.,2006).

La metodologia permite determinar el punto de la reaccion en que la amplificacién de la
muestra alcanza un valor minimo de fluorescencia por encima de la fluorescencia de fondo. El
ciclo de reaccidn en que esto ocurre se denomina Ciclo umbral o Ct (Threshold cycle), se obtiene
de la zona exponencial de la curva de amplificacién y es directamente proporcional a la cantidad
de ADN diana presente inicialmente en la muestra. Cuanto menor sea el Ct, mayor va a ser la

cantidad de ADN presente en la muestra y viceversa.

24



1.6.1.3.1 Sistemas de generacion de fluorescencia

Entre los sistemas basados en fluorescencia utilizados para seguir la amplificacion por PCR en
Tiempo Real, se puede optar por el uso de agentes intercalantes de ADN o por sondas que se

asocian a secuencias especificas de ADN diana.

Deteccion por agentes intercalantes. Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan
la emisidn de fluorescencia al unirse al ADN de doble hebra, lo que permite seguir el aumento
del ADN blanco durante toda la reaccidn. El mas utilizado en PCR en Tiempo Real es el SYBR
Green (Wittwer et al., 1997b). Tiene como ventajas su bajo costo, sencillez y que no es necesario
realizar disefio ni optimizacién como el caso de las sondas. Como se observa en la Figura 4, el
SYBR Green se une al surco menor del ADN independientemente de su secuencia, motivo por el
cual se debe utilizar algin método adicional para corroborar que el producto amplificado es el
de interés y que no corresponde a falsos positivos o dimeros de cebadores. Una de las
metodologias utilizadas con este fin es el analisis de la curva de disociacidn (Lopez-Andreo et al.,
2005). Este método consiste en, una vez finalizada la PCR, aumentar la temperatura de manera
gradual hasta alcanzar la temperatura de disociacién (Tm) en que se produce la disociacidn de
los amplicones generados (Ririe et al., 1997). Esta temperatura es caracteristica para cada
producto de PCR sintetizado ya que depende de la longitud y secuencia del mismo, de manera
gue al determinarla se puede comprobar la especificidad de la reaccién (Hernandez et al., 2003).
A su vez, los dimeros de cebadores son distinguibles por presentar temperaturas de disociacion

mas bajas, por ser de menor longitud que los fragmentos de ADN buscados.
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Deteccidn por sondas. Se tienen diferentes tipos de sondas, entre estas, las sondas de hidrdlisis,
de hibridacion o sondas con estructura de horquilla (Molecular Beacons) (Wittwer et al., 1997a).
Las sondas de hidrdlisis se conocen popularmente como TagMan por su nombre comercial y son
las mas utilizadas en ensayos de PCR en Tiempo Real. Estas sondas se basan en el uso de la
tecnologia FRET (Transferencia de energia de fluorescencia por resonancia). Son
oligonucledtidos cortos que han sido marcados con un fluoréforo en el extremo 5y un quencher
o aceptor de fluorescencia en el extremo 3" (Holland et al., 1991) cuyos espectros de emisién y
excitacion de fluorescencia se solapan. Lo que ocurre con la molécula es que al ser excitado el
fluordforo, la fluorescencia es captada por el quencher que se encuentra cercano al primero por
formar ambos parte de la sonda. En el momento en que la polimerasa se encuentra sintetizando
el ADN, esta llega a la sonda que se encuentra unida a la secuencia de ADN diana y la escinde
por su actividad exonucleasa 5, lo que hace que el fluoréforo se separe del quencher y se
produzca un aumento en la fluorescencia, tal como se esquematiza en la Figura 5. Asi, a medida
gue se contindan sintetizando fragmentos de ADN, continla aumentando la emisién de

fluorescencia, lo que es registrado y medido por el equipo (Heid, et al., 1996).

Figura 5. Mecanismo de deteccion de
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doble hebra de ADN molde, los cebadores,

nucleotidos y la sonda compuesta en el ejemplo

por el fluoréforo VIC y el quencher TAMRA. B:

= Union de los cebadores y la sonda a la secuencia

diana de ADN, comienza la sintesis de la nueva

hebra. C: La Taq polimerasa continua la sintesis

de la nueva hebra de ADN y escinde la sonda

mediante su actividad exonucleasa 53" lo que

produce la separacion del fluoréforo y el

quencher, emitiendo una sefial de fluorescencia.

Asi, se produce un aumento de la sefal de

fluorescencia a medida que se genera mayor

producto de amplificacion (Tomado de la Tesis

de Maestria en Biotecnologia de Mailen Arleo,
2015).
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En este trabajo, se opté por la utilizacién del agente intercalante SYBRGREEN como quimica de
generacién de fluorescencia, seguido del andlisis de la curva de disociacidn para asegurar la

especificidad de la reaccién.

1.6.1.3.2  Cuantificacion por PCR en tiempo real

El resultado del ensayo de PCR en tiempo real es una curva de amplificacion de aumento de
fluorescencia vs N ° de ciclos de reaccién, tal como las que se observan en la Figura 6. En cada
grafico se distinguen 3 zonas diferenciales, propias del ensayo: una fase inicial en donde no se
detecta amplificaciéon del producto, zona determinada por la linea basal; una segunda fase
exponencial donde la eficiencia de la reaccion es maxima y se pueden realizar medidas
cuantitativas asi como cualitativas; y una ultima fase de meseta o plateau que corresponde al
agotamiento de los reactivos y donde el nivel de fluorescencia no cambia (Medida cualitativa de

PCR punto final).

Para realizar el analisis de datos, se elige en el grafico y de forma arbitraria, un nivel minimo de
fluorescencia por encima de la fluorescencia de fondo y al comienzo de la fase exponencial de la

curva. Esto es lo que se denomina umbral de fluorescencia y va a determinar los Ct de cada

muestra.
—
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Figura 6. Ejemplo de las curvas que se obtienen en una reaccion de PCR en Tiempo Real. En el gréfico de
fluorescencia vs numero de ciclos se distinguen la zona de crecimiento exponencial, donde la eficiencia
de reaccion es maxima; y la de meseta, correspondiente al agotamiento de reactivos. El umbral de
fluorescencia (Threshold line) determinado en forma arbitraria define los Cts de cada curva. Figura
tomada de Kubista et al. (2006).
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Considerando que la eficiencia de la reaccién es de un 100%, es decir que por cada molécula de
ADN se generan dos al finalizar cada ciclo, se tiene que la cantidad de ADN en el Ct sera
proporcional a la cantidad de ADN presente inicialmente en la muestra. Esto se representa en la

siguiente ecuacion:

NI'_-I' = Nz'x Eff (1)

En donde ¢+ es la cantidad de ADN diana en el ciclo Ct y V; la cantidad de ADN diana presente

inicialmente en la muestra.

A partir de la ecuacidn anterior, se puede obtener una representacion lineal en donde se
considere, ademads, una eficiencia experimental menor al 100%. Esta ultima se puede estimar
mediante una curva de calibracion con estdndares de ADN molde de concentraciones
conocidas. Los Cts obtenidos para estas muestras se grafican vs el logaritmo de sus

concentraciones o nimeros de copias, y los datos se ajustan a la siguiente ecuacion:

1 log Nc
Ct= —(E]xlng{ﬁu] +E (2)

Donde Ct es el ciclo umbral obtenido para cada estandar, No es la cantidad inicial de ADN de los

estandares, Nc la cantidad de ADN amplificado en el ciclo Ct y E la eficiencia de la reaccién.

La eficiencia de amplificacidon para cada secuencia se calcula a partir de la pendiente de esta

curva como:
E=10k — 1 (3)

1.6.1.3.3  Cuantificacion de especies animales en Frankfurter

La cuantificacion de especies animales por medio de PCR en tiempo real, se puede llevar a cabo
mediante una curva de calibraciéon utilizando estandares de ADN de concentraciones conocidas
(Lopez-Andreo et al., 2005). Estos estdndares pueden ser productos de PCR purificados de
concentracién conocida, diluciones seriadas a partir de una muestra inicial de un plasmido que
contenga el gen que se desea amplificar (Kubista et al., 2006) o diluciones de ADN de
concentracién conocida correspondiente a la especie que se planea cuantificar (Eugster et al.,

2009).
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Se debe contar también con un método que permita la normalizacion de las cantidades que se
detecten para cada especie. Esto es necesario en productos procesados de forma de contar con
un control interno positivo que permita dar cuenta de la cantidad total de ADN que hay
presente, asi como evaluar inhibicién y degradacion del ADN en la matriz (Ballin et al., 2009).
Para esto se utiliza un gen universal, expresando las cantidades como porcentaje de la especie

especifica respecto al ADN total de la muestra.

29



2 OBJETIVOS GENERALES

Se propone como objetivo general de este trabajo poner a punto técnicas basadas en el andlisis
de ADN para detectar la composicion, en cuanto al contenido de especies animales, vegetales y

transgénicos, de la matriz alimentaria Salchicha tipo Viena o Frankfurter.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Extraer ADN de buena calidad de la matriz alimentaria compleja salchicha tipo Viena.

2) Emplear técnicas de PCR punto final para detectar especies animales (vaca, cerdo y
pollo), y vegetales (maiz y soja) en salchichas tipo Viena

3) Emplear técnicas de PCR en punto final para detectar secuencias transgénicas derivadas
de vegetales genéticamente modificados en salchichas tipo Viena.

4) Poner a punto técnicas de PCR en tiempo real para cuantificar las especies animales
vaca, cerdo y pollo en la matriz de estudio.

5) Cuantificar por medio de PCR en tiempo real las especies animales encontradas en las

Salchichas tipo Viena
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4 MATERIALES Y METODOS

El esquema general de trabajo se detalla a continuacién en la figura 7:

Extraccion de ADN

Evaluacion de Pureza y Calidad de ADN

Deteccion de especias vegetales y organismos

Deteccion de especies animales. geneticamente modificados

Puesta a punto de técnicas de cuantificacion para las
especies animales detectadas

Cuantificacion de las especies animales detectadas

2
Figura 7. Estrategias utilizadas para deteccién y cuantificacion de especies animales (izquierda) y analisis de transgenicidad

(derecha).

Consideraciones previas: descontaminacion del drea y materiales de trabajo

En todos los casos y previo a cada experimento, se descontaminé de ADN el drea de trabajo y los
materiales a utilizar con hipoclorito de sodio 4%, etanol 70% y realizando un lavado final con H,0
mRo. Para evitar la contaminacidon de las muestras en las diferentes etapas del andlisis, se

utilizaron guantes de nitrilo sin polvo.

También, mediante el uso de luz ultravioleta en la cdmara de PCR, se descontaminaron de ADN

los materiales y el agua a utilizar en la preparacion de la PCR.

Ademds, se definieron areas independientes y separadas para realizar las actividades de
extraccion de ADN, preparacion de PCR y electroforesis. De esta manera se minimiza la

posibilidad de contaminacién cruzada de las muestras.
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4.1 MUESTRAS Y CONTROLES

Se adquirieron del mercado uruguayo siete Salchichas tipo Viena o Frankfurter de diferentes
marcas. Para facilitar la identificacidon de las muestras las salchichas fueron codificadas como F1,
F2, F3, F4, F5, F6 y F7 (Tabla 1). Una vez identificadas, las muestras fueron conservadas en

freezzer a - 20°C hasta su posterior analisis.

Se utilizaron como controles positivos para los analisis de deteccién de especies animales, ADNs

totales obtenidos a partir de carne de vaca, cerdo y pollo, adquiridos en comercios del ramo.

Los controles positivos utilizados para el analisis de deteccion de especies vegetales maiz, sojay
soja transgénica consistieron en ADN gendmico extraido de materiales de referencia certificados
(MRC) del Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) de la Unién Europea.
Dichos controles fueron proporcionados por los tutores de este trabajo, ya que forman parte del

banco de ADN del laboratorio.

Tabla 1. Se muestran los ingredientes declarados en el envase de cada una de las muestras de salchichas con las que se trabajé.

Muestra | Ingredientes
F1 Carne vacuna, grasa de cerdo, carne de cerdo, sal, proteina de soja, azucar, especies,
emulsionante (INS 450 ii), antioxidante (INS 316), conservador (INS 250).
2 Carne bovina, carne suina, grasa suina, fécula de mandioca, sal, proteina de soja, azlcar,

especias, estabilizantes (INS 452i, INS 450 ii), antioxidante (INS 316), conservante (INS 250).
Carne bovina, carne suina, agua, grasa suina, carne mecanicamente recuperada de bovino,
F3 cuero suino, sal, fécula de papa, mondongo, especies, estabilizantes INS 452 ii, antioxidante
INS 300, conservante INS 250.
Carne vacuna, agua, carne suina, grasa de cerdo, fécula de mandioca, especias, proteina de
soja texturizada, emulsiones de grasa (grasa de cerdo, agua, caseinato de sodio y sal), sal,

F4
menudencias vacunas y suinas, estabilizante (INS 452 ii), antioxidante (INS 316), conservantes
(INS 251, INS 250).

F5 Frankfurter no envasado.

Carne vacuna, fécula de papa, grasa suina, sal, leche descremada en polvo, estabilizantes:
F6 fosfato de sodio y potasio (INS 3399ii y INS452ii), dextrosa, especias, antioxidante: ac.
Ascorbico (INS300) y conservante: nitrito de sodio (INS250)
Carne vacuna, grasa de cerdo, fécula de mandioca, proteina de soja, regulador de acidez:
lactato de sodio (INS325), sal, azticar, emulsionante: fosfato de sodio (INS450iii), especias,
antioxidante: eritorbato de sodio (INS316), conservante: nitrito de sodio (INS250), colorante:
carmin (INS120).

F7
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4.2 OBTENCION DE ADN

4.2.1 Extraccion de ADN a partir de Frankfurters.

La extraccién de ADN se llevd a cabo mediante un protocolo rapido y eficaz, muy utilizado en el
Laboratorio de Trazabilidad Molecular Alimentaria para la extraccién de ADN de matrices
alimentarias complejas. El método se basd en el método propuesto por Dellaporta et al. (1983).
Al mismo se le realizé una modificacidon que consiste en adicionar un paso extra de digestion de
proteinas utilizando proteinasa K y una desproteinizacién empleando cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1). Esto permite eliminar proteinas presentes en la matriz de trabajo, las que
podrian interferir en los siguientes ensayos de andlisis de ADN. Como resultado, se aumenta el

grado de pureza del ADN que se obtiene.
4.2.1.1 Protocolo Dellaporta modificado.

Se pesaron 100 mg de muestra, la cual se colocé en un mortero de porcelana previamente
descontaminado. Alli se le agregd 1 mL de buffer de extraccién (compuesto por Tris - HC| 50 mM
pH 8, EDTA 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, SDS 1% y B-mercaptoetanoll0 mM) y se procedié a
desintegrar la muestra. Después de lograr una mezcla homogénea, se pasé 1mL del
homogenizado a un tubo de 2.0mL y se agregd 10 pl de proteinasa k (10 mg/ml). Luego se

incubd a 65°C por 30 minutos, agitando cada 5 minutos.

A continuacidn, se afiadieron 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por
inversiéon enérgica durante 5 minutos y se centrifugd a 12 krpm durante 5 minutos.
Posteriormente, se tomd 1 mL de sobrenadante al que le fueron agregados 300 pul de ACOK 5M.

Para mezclar se invirtié el tubo 5 veces y se procedié a incubar 10 minutos en hielo.

Seguidamente, se centrifugd durante 20 minutos a 12 krpm. Se tomé el sobrenandante (1 ml) y
se transfirié a otro tubo en donde se afiadié 1mL de isopropanol frio (i- PrOH). Se invirtié el tubo
10 veces para luego centrifugar 15 minutos a 12 krpm. Se procedié a descartar el sobrenadante.

El precipitado se lavé con 400 pl de EtOH 70% y se centrifugd por 5 minutos a 12 krpm.

En este punto, se descarté el sobrenadante y se secé el precipitado en vacuosecador rotatorio

(SpeedVac SC100, SAVANT, USA).
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Por ultimo, el precipitado se disolvié en 100 ul de H,0 mQ y se dejé resuspendiendo durante 10

horas en hielo.

4.2.2 Extraccion de ADN de los Controles de vaca, cerdo y pollo.

La extraccion de ADN para cada control positivo se llevd a cabo mediante un kit comercial
siguiendo el protocolo establecido por los fabricantes (DneasyBlood and Tissue Kit. Qiagen,

Alemania).

4.3 Cuantificacion y estimacion de la pureza del ADN obtenido.

Para determinar la concentracion de ADN presente en las extracciones realizadas, se utilizé un
espectrofotdmetro de microvolimenes (Nanodrop ThermoScientific ACTGen 3700). Mediante
este equipo se obtienen los valores de concentracion de ADN expresados en pg/ml
(considerando que A260nm = 1 OD ADN = 50 pg/ml) y el grado de pureza del mismo dado por la
relacion Asso/Azs0. Este cociente permite conocer si hay presencia de proteinas al medir la
absorbancia a 280nm, longitud de onda en la que la mayoria de las proteinas presentan un pico
de absorcién por poseer aminodcidos aromaticos. Se considera que el ADN tiene un grado de

pureza satisfactorio, sin presencia de proteinas, si dicha relacién es mayor o igual a 1,8.

4.4 Deteccion de especies y analisis de transgenicidad en Frankfurters.

4.4.1 Amplificacion de secuencias de ADN animal por PCR en punto final.

Se busco detectar por PCR en punto final las especies animales Bos taurus (vaca), Sus scrofa
(cerdo) y Gallus gallus (pollo). Para ello se eligi6 como secuencia blanco de amplificacién, la
secuencia del gen que codifica para el citocromo b (CYTB), presente en el ADN mitocondrial

(ADNmit) de todos los animales.

El método utilizado para este fin fue el descrito por Matsunaga (Matsunaga et al., 1999) con
modificaciones. Estas consistieron en variar la temperatura de trabajo, la concentracién de los
cebadores, ademas de que las reacciones de amplificacidon para cada especie animal se llevaron

a cabo de manera independiente (uniplex) y no multiplex como se plantea en dicho trabajo.
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El método planteado se basa en el uso de un cebador directo universal para todas las especies y
cebadores reversos especie-especificos, generando amplicones de longitudes caracteristicas
para cada especie. Los productos de PCR poseen 274, 389 y 227 pares de bases (pb) para las
especies animales vaca, cerdo y pollo, respectivamente (Matsunaga et al., 1999) (Figura 8). Los
cebadores y el tamano de las secuencias amplificadas se visualizan en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion de especies animales por

PCR punto final (Matsunaga et al., 1999). Fsim es un cebador directo universal que amplifica

secuencias de especies animales. RK, RP y RC son cebadores reversos especificos de especie
que amplifican secuencias de vaca, cerdo y pollo, respectivamente.

Cebador | Secuencia
Fsim 5’-GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA-3’
RK 5’-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3’
RP 5- GCTGATAGTAGATTTGTGATGACCGTA-3’
RC 5- AAGATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG - 3°

SIM [GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCICATCTIGATGAAN

b Ervnds B | Ay e ........ . TTTCGGCTCCCTATTAGCAGTCTGCCTCATGACCCAAATCCTCACCGGCCTACTACTAGCCATGCACTACACAGCAGACACA
B P BT S B....... TTTCGGTTCCCTCCTGOGAATCTGCCTAATCCTACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACA
P BB H ........ CTTCGGTTCCCTCTTAGGCATCTGCCTAATCTTGCAAATCCTAACAGGCCTGTTCTTAGCAATACATTACACATCAGACACA

¢ tccetaceeTTl ... B B B... B .. B . HIACGTACAATACGGCTGACTCATCCGGAATCTCCACGCAAACGGEGCCTCATTCTTCTICATCTGTATETTCCT TCACATCGGA
B

ACAACAGCATTR. . ... . .8 .0 .8 -B ... ACGTGAACTACGGCTGAATCATCCGATACATACACGCAAACGE]. . 0. . 0-B .0 .0 ... B0 0 OTATGCACGTAGGA
P AcarcAGCTTTE] B .0 0 .8 ........... ACGTARATTACGGATGAGTTATTCGCTATCTACATGCAAACGE]. 0 B0 ... .0 .8 0 . caTcCACGTAGGE
C coAGG. ... 8 .. .0 . . B[ MIEE AAACCTGAAACACAGGAGTAATCCTCCTCCTHE] 8 [ GCTATGTTCTCCCATGGGGCCAAATATCA
B CGAGGETTATATTACGGGICT TACACTTTTCTAGAAACATGAAATATTGGAGTAATCCTTCTGCTH. (. . . GATACGTCGTAGCATGAGGACARATATCA
P CGAGGE.. .. 8 ....0. .5 .0 .- B ... AAACATGAAACATTGGAGTAGTCCTACTATT. 1. B ... GCTACGTCCTGCCCTGAGGACARATATCA
[ TTCTGAGGGGCE. . 8 . .......8 . G ® ... aavTcocTACATTGOENE. ... 0. .0 ... .. [HE
B TTeTeAGGAGEY. B ... .. .8 @ ..... aaTccoaTAcATCGeR. [ RO .. ..
P TTCTGAGGAGCTACGGICATCACARATCTACTATCAGGTATCCCTTATATCGE]. . (], ... .. o

Figura 8. Secuencia nucleotidica de los cebadores utilizados para la deteccion de especies animales por PCR punto final y
su secuencia diana en el gen citocromo b. Los marcos encuadran las secuencias del cebador directo SIM vy los reversos
especificos de especie para vaca (B), cerdo (P) y pollo (C). Los puntos y las cajas negras indican los sitios idénticos y
diferentes a la secuencia del cebador, respectivamente. (Adaptado de Matsunaga et al.,1999).

4.4.1.1 Puesta a punto de la técnica

En primera instancia fue necesario optimizar las temperaturas de hibridacion de cada par de

cebadores utilizados en los ensayos de deteccion de especies animales por PCR en punto final.

Para ello, se realizaron PCRs en gradiente de temperatura (de 60 a 68°C) sobre los controles

positivos de cada especie animal a estudiar. Todos los ensayos fueron realizados en el
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termociclador Axygen MaxyGene Gradient, el cual permite realizar esta variaciéon de
temperatura en un mismo ensayo, permitiendo una optimizacién mads rdpida y sencilla del

ensayo.

Finalizada esta parte, se procedié a amplificar los ADNs presentes en las muestras de chacinados

por medio de PCR punto final, haciendo uso del termociclador Eppendorf Mastercycle personal.
4.4.1.1.1 Reaccion cruzada

Con el fin de asegurar la especificidad de la reaccién y evitar falsos positivos, se llevaron a cabo
los ensayos de reaccidn cruzada en las PCRs punto final. Este estudio se efectud para cada par

de cebadores, utilizando los controles positivos de las especies animalesimplicadas.
4.4.1.2 Analisis de las muestras de Frankfurters

Para cada muestra de Frankfurter se buscd por PCR en punto final la presencia de Bos taurus
(vaca), Sus scrofa (cerdo) y Gallus gallus (pollo), utilizando el protocolo descrito y puesto a punto
anteriormente. Todas las muestras se ensayaron por duplicado, empleando en todos los casos
los controles positivos conteniendo la secuencia blanco de cada especie animal y negativos (sin

ADN).

La amplificacidn se llevd a cabo en un volumen final de 25 uL, cuya mezcla contenia: 100 ng de
ADN, 2,5 pL de buffer 10X, 1,25 uL MgCl, 50 mM, 1 plL de cada cebador 10 mM, 0,25 pL dNTPs

10 mM, 0,25 pL Tag ADN polimerasa HybriPol (Bioline) y agua csp. 25 L.

El termociclador (Eppendorf Mastercycle personal) se programd para realizar 4 minutos de
desnaturalizacidn inicial a 94°C, seguido de 33 ciclos: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la
temperatura de hibridacién especifica de cada especie animal (vaca: 65°C, cerdo: 64°C y pollo:

63°C) y 30 segundos a 72°C. Por ultimo, una extensién final de 7 minutos a 72°C.

4.4.2 Amplificacion de especies vegetales por PCR en punto final.

Las especies vegetales que se buscaron detectar fueron Zea mays (maiz) y Glycine max (soja).
Para esto, se realizaron ensayos por duplicado de PCR en punto final dirigiendo la busqueda a

secuencias génicas especificas de cada una de estas especies. En conjunto con las muestras, se
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emplearon controles positivos de cada especie vegetal (ADN gendmico extraido de materiales

de referencia certificados) y controles negativos (sin ADN).

Para detectar la especie maiz se amplificd la secuencia correspondiente al grupo de proteinas de
alta movilidad (hmga), y para detectar la especie soja, una region conservada del gen de lectina
de soja (Lel). Los cebadores utilizados fueron obtenidos del “Compendium of Reference
Methods for GMO analysis” del Joint Research Centre de la Unidn Europea (Bonfini et al., 2012).
Los amplicones caracteristicos poseen una longitud de74 pb para soja y 79 pb para maiz. (JRC

referent report - Europe, 2011).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 plL conteniendo: 100 ng de ADN
gendmico, 2,5 uL de buffer 10X, 1,25 uL MgCl; 50 mM, 1 plL de cada cebador 10 mM, 0,25 plL

dNTPs 10 mM, 0,15 pL Tag ADN polimerasa Immolase (Bioline) y agua csp. 25 pL.

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador (Eppendorf Mastercycle personal)
gue se programo para realizar una desnaturalizacion inicial a 94° por 4 minutos, seguida de 33
ciclos: 94° por 30 segundos, 62° por 30 segundos y 72° por 30 segundos. Finalmente, un ciclo de

extensién a 72° por 7 minutos.

4.4.3 Analisis de transgenicidad por PCR en punto final

Se propuso determinar si las especies vegetales presentes en la matriz de estudio derivaban de

organismos genéticamente modificados.

Para ello, se realiz6 una primera etapa de rastreo de transgenes por PCR en punto final,
buscando detectar secuencias comunes a la mayoria de los eventos transgénicos liberados: la
secuencia 35S del promotor del mosaico del coliflor (p35S) y la del terminador del gen de la
nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens (t-nos) (Barbau-Piednoir et al., 2010). Los
cebadores utilizados para detectar estas secuencias son los descritos en el Compendium of
Reference Methods for GMO analysis (J.R.C.) y materiales de Referencia Certificados del IRMM.
El amplicdn esperado para la secuencia de 35S es de 82 pb y para la secuencia de T-nos de 84

pb.

Posteriormente, se realizd un ensayo de PCR punto final por un método especifico de

construccion para identificar el/los eventos de soja que podian estar implicados. Se opté por
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buscar el evento MON 40-3-2 (Soja RR), por tratarse de la variedad de soja mayormente
cultivada en Uruguay (ISAAA, 2016). Para la identificacion de este evento, se utilizaron los

cebadores CTP4 y 35S descritos en el JRC, con los que se obtiene un amplicén de 74 pb.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pL, cuya mezcla
contenia: 100 ng de ADN, 2,5 uL de buffer 10X, 1,25 uL MgCl, 50 mM, 1 uL de cada cebador 10

mM, 0,25 puL dNTPs 10 mM, 0,25 uL Tag ADN polimerasa Immolase (Bioline) y agua csp. 25 pL.

El programa de ciclado consistié de una desnaturalizacién inicial de 4 minutos a 94°C, seguida de
33 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 63°C por, 30 segundos a 72°C, y una ultima

extension por 7 minutos de 72°C.

4.4.4 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida.

La visualizacion de los amplicones obtenidos por los ensayos de PCR punto final (especies
animales, vegetales y transgénicos), se realizé por medio de geles de poliacrilamida 12%. Para la
construccion de los geles, se utilizaron 7 mL de acrilamida 12%, 7 uL de TEMED, y 70uL de
persulfato de amonio 10% y se usé como buffer de corrida TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM
acido borico, 2 mM EDTA pH 8.0). Para el revelado se utilizé la técnica de tincién de plata que

permite detectar hasta 1 ng de ADN presente (Sanguinetti et al., 1994).

4.4.5 Confirmacion de la identidad de las especies por técnica de secuenciacion

Con el fin de confirmar la identidad de las especies analizadas por PCR en punto final, se
seleccionaron muestras para secuenciar. Las muestras elegidas fueron las que en los ensayos de
electroforesis presentaron fragmentos del tamafio esperado para vaca, cerdo, soja y soja GM.
Ademas de estas, se selecciond una muestra en la que se obtuvo una banda tenue que, de
acuerdo con su peso molecular, corresponderia a la especie pollo, la cual también fue
secuenciada para descartar/confirmar su presencia en la matriz de estudio. Todas las muestras

fueron secuenciadas por MACROGEN (Corea).

Luego, se procedié a mejorar la calidad de las secuencias utilizando el programa Chromas 2.6.4

(TechnelysiumPty Ltd). Para esto se partid de los cromatogramas en los que se eliminaron las
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primeras y ultimas bases y se hizo una limpieza de modo que cada pico distinguible coincidiera
con la base correspondiente. Las secuencias asi obtenidas fueron alineadas con secuencias de
referencia de la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) usando el

programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) para evaluar su concordancia con estas ultimas.

4.5 Cuantificacion de especies animales en la matriz de estudio.

4.5.1 Cuantificacidon de especies animales por PCR en tiempo real (qPCR).

Se utilizaron dos estrategias independientes para cuantificar las diferentes especies animales
presentes en las salchichas: Primero, por medio de kits comerciales validados y segundo, usando

como guia el protocolo de Lopez-Andreo (Lépez-Andreo et al., 2005).

4.5.1.1 Estrategia 1) Empleo de kit comercial validado RAPIDFINDER™ ID kit.

Se basé en el empleo de kits comerciales validados de la linea RAPIDFINDER™ ID kit de Life
Technologies, que permiten detectar y cuantificar una variedad de especies animales por medio
de la técnica de gPCR. Se optd por realizar el analisis de vaca, por tratarse de una especie que se
declara en la etiqueta de la matriz de estudio, y de pollo, considerandolo como un posible

adulterante de productos carnicos.

La deteccidn se realizo utilizando los kits especificos de especie (RAPIDFINDER™ Beef ID kit para
vaca y RAPIDFINDER™ Chicken ID kit para pollo), mientras que la cuantificacion se hizo
combinando el kit especifico de especie junto al RAPIDFINDER™ Quant Multi Meat ID kit, el que
permite determinar el porcentaje de la especie animal en cuestidn respecto al total de carne

presente en la muestra.

Todos los ensayos se realizaron siguiendo las especificaciones del fabricante para determinar, en
primera instancia, la presencia/ausencia de las especies animales vaca y pollo y, como segunda
parte, cuantificar el porcentaje de pollo presente en la matriz de estudio, utilizando el kit para

deteccion de pollo en combinacién con el RAPIDFINDER™ Quant Multi Meat ID kit.
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4.5.1.2 Estrategia 2) Uso de protocolo descrito en la bibliografia

Consistié en usar como guia el protocolo propuesto por Lépez-Andreo (Lopez-Andreo et al.,
2005) que permite la deteccidn y cuantificacién de especies animales en mezclas de estas por

medio de PCR en Tiempo Real.

El método utiliza cebadores especificos para secuencias de ADN mitocondriales de cada especie
animal y el agente intercalante SYBR Green como quimica de generaciéon de fluorescencia.
Ademads, usa cebadores dirigidos a la secuencia del gen nuclear 18S de ARNr que se encuentra
presente en todos los organismos eucariotas (Lopez-Andreo et al., 2005) y actlia como

normalizador de los valores de cantidades obtenidos para cada especie.

4.5.1.2.1 Estudio de la especificidad de los cebadores

Previo a los analisis de las muestras de Frankfurter, se estudio la especificidad de los cebadores
propuestos por Lopez-Andreo et al. (2005). Para esto, se ensayaron por medio de PCR en
Tiempo Real los controles positivos de las especies animales con cada par de cebadores, usando
SYBR Green y el ciclado detallado en el protocolo. A continuacidon, se analizaron las curvas de

disociacion para comprobar la obtencidn de picos Unicos para cada par de cebadores.

4.5.1.2.2 Construccion de las curvas de cuantificacion

Se realizaron diluciones seriadas de controles positivos con concentraciones conocidas para las
tres especies animales (vaca, cerdo y pollo) y a partir de estas se construyeron dos curvas
estdndar: una curva para la especie en cuestién y una segunda curva para el gen nuclear 18S. Las
cantidades de ADN control utilizadas para generar dichas curvas estandar fueron de 100 ng, 25

ng, 6,25 ng, 1,56 ng, 0,39 ng, 0,0976 ng.

A continuacidn, se construyeron los graficos de ciclo umbral (Ct) de las diluciones estandar
versus el logaritmo de las concentraciones de estas mismas muestras, y se calcularon la
eficiencia de amplificacion para cada secuencia. Considerando los Cts que presentd cada
muestra, se interpolaron en la curva estandar especie especifica y del gen normalizador 18S,
para obtener los valores iniciales en nanogramos de cada secuencia de ADN detectada.
Finalmente, el contenido de cada especie en cada muestra se obtuvo al normalizar los valores,

utilizando la siguiente ecuacién:
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(cantidad ADN especie especifico)
(cantidad ADN 185 & cantidad ADN TOTAL amplificable ]

x 100 = 9 especie presente en la muestra (4)

4.5.1.2.3 Cuantificacion de las muestras de Frankfurters

Se buscé cuantificar en cada muestra de Frankfurter las especies animales vaca, cerdo y pollo
mediante la técnica de PCR en Tiempo Real, utilizando el protocolo descrito y puesto a punto
previamente. Todas las reacciones fueron realizadas por duplicado y utilizando los controles

positivos y negativos necesarios.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl, conteniendo 12,5 pul de SYBR
Green MasterMix, 0,75 ul 300 nM de cada cebador, 2 ul de ADN y 9 ul de H,0, utilizando

concentraciones de 50 ng/ul para las muestras de salchicha.

Los ensayos de cuantificacion se llevaron a cabo en el equipo para PCR en Tiempo Real 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), el cual se programé para una desnaturalizacién
inicial de 10 minutos a 95°C y un ciclado de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 55°C durante 40

ciclos.

Para el analisis de datos, los parametros de linea de base y umbral de fluorescencia (threshold)
fueron calculados automaticamente por el equipo de PCR Real Time, con excepcion de algunos

casos en los que se hizo un ajuste manual.

Asi, para cada muestra se registraron los Ct, correspondiente al ciclo en que la fluorescencia del
SYBR Green supera el valor umbral, y el analisis de la curva de disociacidn para asegurar que la
sefial obtenida correspondia a la secuencia de interés y no a productos de amplificacién no

especificos y/o dimeros de cebadores.

4.5.1.3 Alternativa a la Estrategia 2 de cuantificacién: curva estandar generada con la

matriz salchicha.

Se llevd a cabo un ensayo adicional en el que se realizé la curva estdndar con muestras de una
de las matrices salchicha, en lugar de controles positivos de las especies animales. Con esto se

intentd considerar en la cuantificacidon el efecto matriz, teniendo en cuenta las caracteristicas de
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dicha matriz y los procesos de produccién asociados a esta. Las diluciones, como en el caso

anterior de cuantificacion fueron de 100 ng, 25 ng, 6,25 ng, 1,56 ng, 0,39 ng, 0,0976 ng.

A partir de la nueva curva de calibracidn se optimizé una nueva forma de realizar los calculos de
cuantificacidn, en la que se tuviera en cuenta la diferencia en el nimero de copias de ADN
mitocondrial de las secuencias diana de vaca y cerdo, y con la que luego se realizarian los
calculos de cuantificacion. Esta ecuacion fue extraida del trabajo de Lopez-Andreo et al. (2012),

como sigue.

Para el calculo alternativo de los porcentajes se considerd una diferencia arbitraria entre el
numero de copias de las dos especies animales, vaca y cerdo. Este pardmetro D, se define como
la cantidad de ciclos que deben agregarse al Ct experimental obtenido para cerdo que al
interpolarlo en la curva estdndar correspondiente permita obtener la misma cantidad de ADN

detectado paravacaen la muestra 50:50. Considerando que en la mezcla se tienen iguales

cantidades de vaca y cerdo y que la ecuacién de la curva estandar es Ct = m logN + b (5), se

tiene que:

Ctpgraso—Praca _CteerdosotPrerdotD (6)

Mpaco Meerdo

Por lo tanto, D se puede determinar segun:

_ Ctpaca so—Praca
D= Meardo ( Meara + bcs:ﬂdo - thardoﬁ-l} (7)

La siguiente ecuacion considera el valor D para hacer el célculo de la cantidad de cerdo:

Neerago = 10 Meerdo

(8)

cr—b,,er[,-nw)
Finalmente, los porcentajes de vaca y cerdo se calcularon como:

Neerd : N
U cerdo = &{g 0 vaca = ,¢ 10
(Neerdot Npaca) - } (Neerdo+ Npaca! (10)
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en donde N, es la cantidad de vaca en nanogramos obtenida directamente al intrapolar en la

curva estandar de esta especie animal. La muestra 50:50 de vaca y cerdo que permite realizar
este cdlculo se obtuvo mezclando iguales cantidades de tejido muscular de cada especie animal,
previa desintegracion de los tejidos y homogeneizado. De esta muestra generada se procedio a
extraer el ADN utilizando el kit de extraccién de ADN DneasyBlood and Tissue Kit (Qiagen,

Alemania) siguiendo el protocolo propuesto por el fabricante.
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5  RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion y cuantificacion de ADN.

Luego de extraido el ADN de las salchichas y de los controles, se procedié a su cuantificacion y
estimacion de la pureza. En las tablas 3 y 4 se exponen los valores de concentracion e indice de
pureza obtenidos por espectrofotometria para las extracciones de ADN de las muestras y los
controles, respectivamente. Los valores corresponden, en todos los casos, a un promedio de
medidas independientes.

Tabla 3. Medidas de concentracién y pureza de ADN de las muestras de Frankfurters

(numerados como F1 a F7) obtenidos con Nanodrop ThermoScientific ACTGen 3700. Se
considera que el ADN es puro si se obtiene un valor de A260/A280 igual o superior a 1.8.

Concentracion

MUESTRAS Aze0/Azso ng/ul
F1 5,5 2,02 280
F2 3,79 2,01 190
F3 1,4 1,94 70
F4 4,75 1,95 240
F5 7,18 1,96 360
F6 8,31 2,04 415
F7 8,24 2,01 410

En la Tabla 3 se pueden observar los valores de concentracién de ADN y pureza estimada de las
muestras obtenidas por el método de extraccion de Dellaporta et al. (1983) modificado, a partir
de Frankfurters. Tal como se menciond anteriormente, este método ha sido ampliamente
utilizado en nuestro laboratorio, obteniéndose muy buenos resultados. Este caso no es la
excepcion, obteniéndose concentraciones de ADN de las muestras problema que varian de
190ng/ml a 415 ng/ml. Unicamente la muestra F3 presenté un valor bajo de concentracién
comparada con las demas, siendo este de 70 ng/ml. Esto pudo deberse al proceso de produccion
del alimento, en el que el ADN presente puede sufrir degradacion como consecuencia de las
diferentes etapas de procesamiento y altas temperaturas (Ver protocolo produccién FAOQ,

seccion 1.4.1).

Estos valores de concentracion resultaron 6ptimos para la utilizacion de estas muestras en

ensayos posteriores de PCR punto final, en donde la concentracion de ADN adecuada para la
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reaccion es de 100 ng/ul. Asimismo, para la PCR cuantitativa, los valores convenientes para las

muestras son de 50 ng/ml, por lo que en este caso resultaron ain mas satisfactorios.

Los valores de pureza obtenidos para las muestras de Frankfurters fueron desde 1,96 a 2,04.
Teniendo en cuenta que el ADN se considera puro cuando la relacidn Axeo/Azs0es mayor o igual a
1.8, se puede afirmar que todas las muestras presentaron un alto grado de pureza, lo que
permite esperar que no haya contaminantes que interfieran en ensayos posteriores a realizar

con las mismas.

Tanto los resultados de concentracién como los de pureza obtenidos, permiten demostrar, una
vez mas, la gran utilidad del método Dellaporta et al. (1983) de extraccién de ADN, en este caso
especifico, para la matriz Frankfurter.

Tabla 4. Medidas de concentracion y pureza de ADN de las muestras controles

de las especies animales vaca (CV), cerdo (CC) y pollo (BV) obtenidos con

NanodropThermoScientificACTGen 3700. Se considera que el ADN es puro si se
obtiene un valor de A260/A280igual o superior a 1.8.

CONTROLES Aaco/ Ao Concentracion
POSITIVOS ng/ul
1,82 2,083 105
cc1 12,5 2,06 630
Ccc2 10,4 2,01 520
BV 4,93 1,24 250

La Tabla 4 muestra las concentraciones y los grados de pureza de los controles de las especies
vaca, cerdo y pollo (obtenidos a partir de tejido muscular de estas especies) utilizando el kit

DneasyBlood and Tissue Kit (Qiagen, Germany).

Los controles positivos para cada especie animal tuvieron resultados de concentracidn similares
a los de las muestras de Frankfurter. El rango de concentraciones fue de 105 a 630 ng/ul. A su
vez, para los tres primeros controles, las purezas tuvieron un valor de cociente de 2, resultando

aptas para utilizar en los ensayos posteriores.

Por otro lado, la muestra BV correspondiente al control de pollo, fue la que mostré menor valor
de pureza, siendo este de 1,24. Esto es indicativo de la presencia de contaminantes que se
extrajeron junto con el ADN de interés y debe ser considerado en los ensayos a seguir, para

evaluar si la presencia de estas proteinas afecta en forma negativa los resultados.
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5.2 Deteccion de especies y analisis de transgenicidad en Frankfurters

5.2.1 Amplificacion de secuencias de ADN animal por PCR en punto final.

5.2.1.1 Puesta a punto de la técnica

Utilizando la técnica de PCR en gradiente, se logré ajustar y determinar la temperatura de
hibridacidon adecuada para cada par de cebadores. Se utilizaron como temperaturas de partida
las establecidas en el protocolo de Matsunaga de 60°C (Matsunaga et al., 1999) y luego se
modificaron para obtener mejores resultados, teniendo en cuenta que el aumento de
temperatura mejora la especificidad de la hibridacion de los cebadores con la secuencia diana y
viceversa. Las temperaturas finales para cada especie animal y el amplicén generado en cada
caso, se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Temperatura de hibridacién para cada par de cebadores, la especie que se detecta y el nimero de pares de base de
los productos de PCR generados.

Cebadores (Directo/Reverso) | Especie blanco | Temperatura de hibridacion | Producto de amplificaciéon

Fsim/RK Vaca 65°C 274 pb
Fsim/RP Cerdo 64°C 398 pb
Fsim/RC Pollo 62°C 227 pb

5.2.1.1.1 Reaccion cruzada

Previo al analisis de la matriz de trabajo, se llevaron a cabo los estudios de reaccién cruzada.
Para esto se utilizaron los controles de vaca, cerdo y pollo y se evalud, para cada par de

cebadores, la amplificacién de estas tres especies animales.

Los resultados del ensayo de electroforesis mostraron, en cada caso, una Unica banda
correspondiente a la especie animal que se buscaba amplificar y ausencia de banda de las dos
especies restantes (Figura no mostrada). Esto permitio corroborar que los cebadores especificos
de especie propuestos por Matsunaga (Matsunaga et al., 1999) logran amplificar de forma

especifica las secuencias de las especies animales vaca, cerdo y pollo.

5.2.1.2 Andlisis de las muestras de Frankfurters

En esta etapa, se buscd determinar la presencia/ausencia de las especies vaca, cerdo y pollo en

las siete muestras de salchichas. En todos los casos, se efectuaron amplificaciones utilizando los
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cebadores descritos por Matsunaga et. al. (1999) para cada especie (Fsim/RK para vaca, Fsim/RP

para cerdo y Fsim/RC para pollo) con un andlisis posterior de electroforesis para visualizar el

resultado de los ensayos.

En primer lugar, para el andlisis de presencia de vaca en Frankfurters (resultados no mostrados),
se evaluaron los resultados de los controles positivo y negativo. El control positivo mostré una
banda de aproximadamente 274 pb, correspondiente al peso molecular del amplicén esperado
para vaca de la secuencia de ADN mitocondrial. EI control negativo (sin ADN) no presentd

ninguna banda. Estos resultados coincidieron con lo esperado y permitieron validar el ensayo.

Respecto a las muestras de Frankfurter, se tuvo que todas presentaron bandas de igual peso
molecular que el control positivo, de 274 pb aproximadamente. Se puede afirmar, por lo tanto,
gue la especie animal vaca estaria presente en todas ellas, tal como lo establecen las etiquetas de
todas las muestras envasadas con las que se trabajo.

En segundo lugar, se llevd a cabo la determinacion de cerdo en la matriz. Los resultados se

observan en la Figura 9

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 C+ C-

Figura 9. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacién por PCR punto
final con cebadores F-SIM y R-P para deteccién de cerdo. 1: MPM Ladder 100
pb.2: muestra F1. 3: muestra F2. 4: muestra F3. 5: muestra F4. 6: muestra F5. 7:
muestra F6. 8: muestra F7. 9: ADN control de cerdo. 10: control negativo de PCR
(sin ADN).
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Los controles para la deteccion de cerdo tuvieron los resultados esperados, con una banda de
aproximadamente 398 pb en el carril 9 donde se sembrd el control positivo y ausencia de banda
en el carril 10 correspondiente al control negativo (sin ADN). Esto permite validar los resultados

de las muestras problema para este ensayo.

Se puede observar en todos los carriles correspondientes a las muestras de Frankfurter (Carriles
2 al 8), una banda de igual peso molecular a la obtenida en el control positivo de cerdo, de 398
pb aproximadamente. Esto evidencia la presencia de esta especie animal en todas las muestras
analizadas, lo que a su vez coincide con lo declarado en la etiqueta de estos productos. La
muestra F1 (Carril 2) presentd una banda de menor intensidad que el resto de las muestras,
pero que al compararla con la del control positivo resulta apenas menos intensa, por lo que es

posible afirmar que es positiva para la presencia de cerdo.

Como ultima especie animal, se procedid a buscar pollo en las muestras de Frankfurter

obteniendo los resultados que aparecen en la Figura 10.

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 C+ C-

227 pb

Flgura 10. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacion por PCR punto final
con cebadores F-SIM y R-C para deteccién de pollo. 1: MPM Ladder 100 pb.2: muestra F1. 3:
muestra F2. 4: muestra F3. 5: muestra F4. 6: muestra F5. 7: muestra F6. 8: muestra F7. 9: ADN
control de pollo. 10: control negativo de PCR (sin ADN).

En primer lugar, se visualiza en el control positivo de pollo, una banda de aproximadamente 227

pb que coincide con el peso molecular del amplicdn caracteristico buscado para esta especie.
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Por otro lado, no hubo presencia de banda en el control negativo (sin ADN). Al validar el ensayo

con estos resultados, se procedié a analizar las muestras de salchicha.

De estas ultimas, se tienen que las de los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 8, no presentaron ninguna banda
coincidente con el control positivo de pollo (227 pb). En la muestra del carril 2, por otro lado, se
observa una banda de igual peso molecular pero de menor intensidad que el control positivo.
Esto seria indicativo de la presencia de pollo en la muestra, pero dado la baja intensidad de la
banda, fue necesario realizar otros ensayos para poder confirmar/descartar este resultado. Si de
hecho la muestra del carril 2 contuviera pollo, se podria deber a una adulteracién del alimento o
a una contaminacion por trazas, debido a que esta especie animal no se encuentra declarada en

ninguna de las etiquetadas de los productos envasados analizados.

Ademas de las mencionadas, se obtuvieron una serie de bandas inespecificas: una de estas en el
carril 5 de peso molecular aproximado de 250 pb de acuerdo con el MPM y en los carriles 2, 3, 5,
7 y 8 otra banda de mayor peso molecular de 500 pb aproximadamente. La aparicidon de estas
bandas de diferente peso molecular al de la banda de pollo esperada, indica que la reacciéon de
PCR no fue especifica. Para mejorar los ensayos, seria interesante mejorar las condiciones de
reaccidn para esta especie animal en esta matriz de estudio en el futuro (por ejemplo, aumentar
la temperatura de hibridacidon de los cebadores) para generar resultados éptimos al detectar
pollo. Se podria evaluar también el par de cebadores utilizados ya que podrian no haber sido
especificos para la especie en cuestidn, de forma de mejorar su disefio para lograr un producto
de PCR mas especifico. Con esto, se podria mejorar la sensibilidad del ensayo, evitando
resultados ambiguos y la necesidad de realizar técnicas adicionales para poder informar el

resultado con certeza.

Todas las marcas de Frankfurter envasadas y analizadas, indicaban en su etiqueta la presencia
de vaca y cerdo como Unicas especies animales con las cuales se habria elaborado el alimento.
Los ensayos realizados corroboran esta informacion al haberse detectado ambas especies en
todas las muestras. En lo que respecta a la especie pollo, fue necesario continuar con el analisis
para corroborar o descartar su presencia en la muestra dudosa (F1), por lo que se procedid a
secuenciar los productos de amplificacion de la misma. Ademas, se realizaron ensayos de PCR en
tiempo real por ser mas sensibles y por permitir obtener medidas cuantitativas, para en caso de
gue estuviera presente, poder distinguir entre una contaminacién o una adulteracion del

alimento usando los criterios de >1% recomendados por la Unién Europea.
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Tabla 6. Resultado del analisis de la busqueda de vaca, cerdo, pollo en salchichas tipo Viena. “SI” se
detectd, “NO” no se detectd, “NC” no concluyente.

Especie encontrada

Muestras Especie declarada Vaca Cerdo Pollo
F1 Vaca y cerdo S S| NC
F2 Vaca y cerdo SI S| NO
F3 Vaca y cerdo SI S| NO
F4 Vaca y cerdo S S| NO
F5 Vacay cerdo S| S| NO
6 Vaca y cerdo SI S| NO

F7 Vacay cerdo Sl SI NO




5.2.2 Amplificacion de especies vegetales por PCR en punto final.

Como primer paso en la deteccion de especies vegetales en la matriz de estudio, se procedio a
buscar la secuencia de maiz del grupo de proteinas de alta movilidad (HMGA), usando los
cebadores HMGA-F y HMGA-R del “Compendium of Reference Methods for GMO analysis” del

Joint Research Centre de la Unidn Europea. Los resultados se pueden observar en la Figura 11.

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 C+l1 C+2 C-

79 pb

Figura 11. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacion por PCR punto final
con cebadores HMGA-F Y HMGA-R para deteccién de maiz. 1: MPM Ladder 50 pb.2:
muestra F1. 3: muestra F2. 4: muestra F3. 5: muestra F4. 6: muestra F5. 7: muestra F6.
8: muestra F7. 9: ADN control de maiz. 10: ADN segundo control de maiz. 11: control
negativo de PCR (sin ADN).

Tal como se observa en la Figura 11, ambos controles positivos de maiz presentaron una banda
de aproximadamente 79 pb que es el peso molecular caracteristico del amplicén de maiz
buscado. Ademas, se tuvo ausencia de esta banda en el control negativo (sin ADN). Estos

resultados concuerdan con lo esperado y validan el ensayo.

En las muestras de la matriz de estudio (carriles 2 al 8), se visualiza en todos los casos una banda
tenue que coincide con el peso molecular de las bandas de los controles positivos de maiz. La
baja intensidad de estas bandas en comparacién con el control positivo, permiten categorizar
estos resultados como negativos para la secuencia diana de maiz. Lo obtenido concuerda con lo

establecido en las etiquetas de las siete marcas de Frankfurter envasadas con las que se trabajoé.
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Cabe destacar que, al resultar negativas todas las muestras, no se continud con el analisis de

transgenicidad de esta especie vegetal en la matriz de estudio.

En segundo lugar, se buscé la especie vegetal soja (Glycine max) en los Frankfurters utilizando
los cebadores para la secuencia conservada del gen de lectina de soja (Lel-F y Lel-R) del
“Compendium of Reference Methods for GMO analysis” del Joint Research Centre de la Unidn

Europea. Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 12.

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 GMNo GM C-

74 pb

Figura 12. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacion por PCR punto final con
cebadores Lel-F y Lel-R para deteccion de soja. 1: MPM Ladder 25 pb. 2: muestra F1. 3:
muestra F2. 4: muestra F3. 5: muestra F4. 6: muestra F5. 7: muestra F6. 8: muestra F7. 9: ADN
control de soja GM. 10: ADN control de soja no GM. 11: control negativo de PCR (sinADN).

Ambos controles positivos (Soja GM y soja no GM) presentaron una banda de aproximadamente
74 pb que coincide con el peso molecular del producto de amplificacién de soja buscado. En
cambio, el control negativo no presenté ninguna banda. Esto validé el ensayo por lo que se

procedid a evaluar a las muestras de la matriz de trabajo.

Las siete muestras de salchicha presentaron una banda de igual peso molecular que los
controles positivos de soja, indicando en todas estas la presencia de soja. La muestra F3 mostro
una menor intensidad de banda que los controles positivos y muestras restantes. Segun la

informacién presente en las muestras envasadas, F1, F2, F4 y F7 contendrian soja, lo que

52



coincide con estos resultados. Por el contrario, las muestras F3 y F6 no declaran contener soja,
en oposicidén a lo que se obtuvo en este ensayo. Se debe agregar que, si bien la marca F3 no
declard la presencia de soja, contiene (como se ve en la tabla 1) aditivos alimentarios, los cuales
pueden provenir de  vegetales, tal como la  soja (http://www.aditivos-
alimentarios.com/search?q=ins300). Esto ultimo también es valido parala muestra F6. Para
lograr un resultado concluyente y confirmar que no hay proteina de soja agregada en estas dos
muestras, se deberia repetir el ensayo y, ademas, realizar la cuantificaciéon por PCR Tiempo Real

(por ser una técnica mas sensible) de esta especie vegetal en ambas muestras.

5.2.3 Analisis de transgenicidad por PCR en punto final

El analisis de transgenicidad a nivel de rastreo de la soja encontrada en las muestras de
Frankfurter, se llevd a cabo mediante una amplificacién por PCR en punto final, usando
cebadores dirigidos a la secuencia del promotor del virus del mosaico de coliflor (355-F y 355-R),
muy comun en la mayoria de los eventos transgénicos. Los resultados se muestran en la Figura

13.

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 GM NoGM C-

82 pb

gura 13. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacién por PCR punto final
con cebadores 35S-F y 355-R para deteccion de soja genéticamente modificada. 1:
MPM Ladder 50 pb.2: muestra F1. 3: muestra F2. 4: muestra F3. 5: muestra F4. 6:
muestra F5. 7: muestra F6. 8: muestra F7. 9: ADN control de soja GM. 10: ADN control
negativo (Soja no GM). 11: control negativo de PCR (sin ADN).
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En la imagen se tiene que el control positivo de soja GM presentd una Unica banda de
aproximadamente 82 pares de bases. El control negativo de PCR no tuvo ninguna banda,
mientras que el control de soja no GM evidencid una banda apenas visible de igual peso

molecular que el control positivo de esta especie vegetal.

Respecto a las muestras, se observa que F1, F2, F4, F5 y F7 presentaron una banda de igual peso
molecular que el control positivo de soja GM, aproximadamente de 82 pb, denotando que la
soja que presentan estas muestras seria de tipo transgénica. Por otro lado, las muestras F3 y F6,
también mostraron bandas de muy baja intensidad comparadas con el control positivo, pero
similares a la obtenida en el control negativo de soja no GM, con lo cual no se podria concluir

respecto a si tiene como ingrediente soja transgénica.

Para el andlisis de transgenicidad a nivel de construccidn, se realizd una amplificacién por PCR
en punto final, usando los cebadores CTP4 y 35Soy, especificos para el evento transgénico Mon-

40-3-2 en soja. Los resultados obtenidos se visualizan en la Figura 14.

MPM F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 GM NoGM C-

74 pb

Figura 14. Gel de poliacrilamida 12%. Productos de amplificacion por PCR punto final con
cebadores CTP4 y 35S0Y para deteccion de soja genéticamente modificada, correspondiente
al evento MON 40-3-2 (Soja RR). 1: MPM Ladder 50 pb.2: muestra F1. 3: muestra F2. 4:
muestra F3. 5: muestra F4. 6: muestra F5. 7: muestra F6. 8: muestra F7. 9: ADN control de soja
GM. 10: ADN control negativo (Soja no GM). 11: control negativo de PCR (sin ADN).
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Las muestras, que se dispusieron como en el caso anterior de deteccion de soja GM, mostraron
los siguientes resultados: el control positivo de soja GM presentd una banda de
aproximadamente 74 pb, mientras que ni el control negativo (sin ADN) ni el control de soja no

GM, presentaron banda. Esto era lo esperado, validandose asi el ensayo.

Respecto a las muestras de Frankfurter (carriles 2 al 8), cinco de estas (carriles 2,3, 5, 6 y 8)
presentaron bandas de igual peso molecular que el control positivo de soja transgénica.
Asimismo, en las muestras F3 y F6 (carriles 4 y 7) se pudieron observar bandas de igual peso
molecular que el control positivo de soja GM pero de menor intensidad. Debido a la baja
intensidad de esta sefial no se pudo concluir la presencia/ausencia de soja transgénica RR en

estas muestras.

La presencia de bandas en los carriles 4 y 7 con iguales pesos moleculares que los controles
positivos (tanto en el andlisis de transgenicidad a nivel de rastreo como el especifico de

construccion), pudo deberse, a la presencia de bajas cantidades de soja.

Como ensayo adicional para el analisis de transgenicidad, se realizé una amplificacién por PCR
de otra de las secuencias que estan presentes en la mayoria de los eventos transgénicos
aprobados en nuestro pais: la del terminador del gen de la nopalina sintasa de Agrobacterium
tumefaciens, con los cebadores t-nos F y t-nos R. Los andlisis mediante geles de poliacrilamida
no arrojaron resultados concluyentes sobre la presencia de esta secuencia en la muestra
(resultados no mostrados). Sin embargo y de acuerdo con los dos resultados obtenidos con los
anadlisis de transgénicos a nivel de rastreo y especifico de construccidn, es posible llegar a

resultados confiables respecto a la presencia de soja GM en las matrices trabajadas.

En conjunto, los métodos utilizados permitieron confirmar la presencia de la especie vegetal
soja y su transgenicidad en cinco de las siete muestras analizadas, tal como se detallaba en la
etiqueta de las que se encontraban envasadas. Para dichas muestras se tuvieron resultados
consistentes respecto a la presencia de soja, y soja Roundup Ready o RR. Las muestras F3 y F6

mostraron resultados que no permitieron concluir si contenian soja y si esta eraGM.

La presencia de soja transgénica en la mayoria de las muestras analizadas se puede deber a que

casi el 100% de la soja cultivaba en Uruguay eses genéticamente modificada (ISAAA, 2016).

Para obtener resultados concluyentes, se deberian realizar ensayos cuantitativos por medio de

PCR en Tiempo Real (técnica mas sensible), para determinar si efectivamente hay soja y si esta
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es genéticamente modificada en la muestra y en qué porcentaje. Llevar a cabo esta técnica en
todas las muestras que presentaron soja (resultados positivos para el gen enddgeno de lectina),
seria importante para determinar la presencia de soja GM vy, entonces, el porcentaje de
transgénicos para cumplir con los reglamentos nacionales y municipales de etiquetado de

transgénicos.

5.2.4 Confirmacion de la identidad de las especies por técnica de secuenciacién

Con el objetivo de corroborar la identidad de las especies detectadas, se llevd a cabo su

secuenciacién. Los cromatogramas generados tuvieron diferentes niveles de calidad.

Las secuencias mas limpias fueron las correspondientes a vaca y cerdo, mientras que las de
maiz, soja, soja GM y pollo contaron con unos pocos nucledtidos, de entre 40 y 60 pb, lo que no
permitid realizar alineamientos con secuencias de referencia que pudieran llevar a resultados

concluyentes.

En los casos de las muestras de vaca y cerdo, se tuvieron secuencias de aproximadamente 200
pb para vaca y 340 pb para cerdo. Ambas secuencias fueron editadas eliminando los primeros y
ultimos nucledtidos del cromatograma, asi como limpiando en relacion a los picos obtenidos. Al
realizar los alineamientos con secuencias de referencia de la base de datos NCBI (Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica) por medio del programa BioEdit, se pudo
corroborar que la secuencia del amplicén de vaca concuerda en un 95%y la de cerdo en un 99%
con las de referencia correspondientes al ADN mitocondrial de citocromo b de las especies

animales.

5.3 Cuantificacion de especies animales en la matriz de estudio.

5.3.1 Cuantificacion de especies animales por PCR en tiempo real (qPCR).

La cantidad de las especies animales vaca, cerdo y pollo en las muestras de salchichas, se

determinaron por medio de dos estrategias cuyos resultados se presentan a continuacion.
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5.3.1.1 Estrategia 1) Empleo de kit comercial validado RAPIDFINDER™ ID kit.

En primer lugar, se usé el kit RAPIDFINDER™ ID kit (Life Technologies) para determinar la
cantidad de vaca en las siete muestras de Frankfurter y confirmar o descartar la presencia de
pollo en la muestra F1, que habia resultado dudosa en el ensayo de PCR punto final. Los valores
de cuantificacién de este kit se expresan como % de numero de copias especifico de especie,
sobre numero de copias total de ADN de especies animales. Ambas secuencias blanco
corresponden a ADN mitocondrial y los estdndares se basan en pldsmidos con nimeros de

copias exactamente conocidos.

Las eficiencias de las curvas de amplificacion mostraron valores 6ptimos siendo 99,7% para la
secuencia de vaca, 96,5% para la de pollo y 99,1% para la de ADN total de especies animales.
Los resultados de cuantificacidn se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultado de la cuantificacion de vaca y pollo en salchichas utilizando el kit RAPIDFINDER™ ID kit
(Life Technologies). El contenido se expresa en porcentaje (%) de especie sobre el total de especies en la

muestra.
% Especie encontrada
Muestras Especie declarada

Vaca Cerdo Pollo
F1 Vacay cerdo 3,02 96,98 0.002
F2 Vacay cerdo 78,17 21,83 0
F3 Vacay cerdo 183 IND 0
F4 Vacay cerdo 16,78 83,22 0
F5 Vaca y cerdo 98 2,00 0
F6 Vacay cerdo 0,04 99,96 0
F7 Vacay cerdo 42,15 57,85 0

En todas las muestras de salchicha fue posible detectar y cuantificar la especie animal vaca,
arrojando diferentes valores de porcentaje. Esto coincide con lo establecido en el etiquetado de
las marcas envasadas y con los ensayos realizados previamente por PCR punto final. Los
porcentajes variaron desde 0.04% a 180%. La muestra F3 que evidencié una cantidad de vaca
mayor al 100% (180%) podria ser consecuencia de una diferencia entre el nimero de copias de
la secuencia especie especifica y la correspondiente a ADN total de animales. Si bien ambas
secuencias son mitocondriales, el proceso de produccidon puede haber provocado la degradacion
de algunas copias de ADN, llevando a una disminucion de sensibilidad de la secuencia de ADN
total. Para mejorar los resultados de esta muestra, se deberia repetir el ensayo y utilizar,

ademas, el kit de cuantificacion de cerdo, que es la otra especie animal que se encuentra
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declarada en esta matriz, para comparar en relacién con el ADN total y evaluar la posible

degradacion del material génico.

Por otra parte, y en cuanto a la presencia de pollo en la muestra F1, el estudio arrojé
porcentajes de 0.002% de esta especie en dicha muestra. Esta cantidad corresponderia a trazas
presentes en el alimento, tratdndose de una contaminacion y no adulteracién del alimento. Esto
es coherente con la obtencidn de una banda de baja intensidad en los andlisis previos, siendo

resultados consistentes.

Considerando que las dos Unicas especies declaradas en la etiqueta de las muestras de
Frankfurter envasadas fueron vaca y cerdo, y que la cantidad de pollo detectada en una de las
muestras es del orden de trazas, se optd por calcular el porcentaje de cerdo como la diferencia

entre el porcentaje de vaca y el 100% dado por la secuencia de ADN total de especies animales.

Las cantidades detectadas de cerdo en las siete muestras de salchicha fueron variables y reflejan
la composicién del alimento en el que se usan cantidades variables de diferentes tejidos como
carne, grasa y menudencias para su produccidn. Estos valores se deberian corroborar mediante

la deteccidén y cuantificacién de cerdo, usando el kit comercial especifico de esta especie animal.

5.3.1.2 Estrategia 2) Uso de protocolo descrito en la bibliografia

En esta estrategia de cuantificacion de las especies animales vaca, cerdo y pollo, se emplearon
los cebadores propuestos por Lopez-Andreo et al. (2005), en conjunto con el agente SYBR Green
como quimica de generacion de fluorescencia. La eleccién del uso de esta quimica para la
deteccion y cuantificacién de pollo, se realizé por ser mas simple y de menor costo que el uso de
sondas de hidrdlisis (Tagman). Ademds, se ha reportado que dependiendo de la especie a
detectar y cuantificar, la utilizacion de SYBR Green puede ser comparable con el uso de las

sondas mencionadas (Lopez-Andreo et al., 2005).

En todos los casos ensayados se empled, ademas de las muestras conteniendo ADN, un control
negativo (blanco de reaccién, sin ADN) para evaluar la formacion de dimeros e intensidad de

fluorescencia base del método.
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5.3.1.2.1 Ensayo de especificidad

Para empezar, se busco evaluar la especificidad y la posibilidad de reaccién cruzada de cada par
de cebadores. Para esto, se ensayaron por gPCR con SYBR Green, los controles positivos y se
determiné la temperatura de disociacién de los productos de PCR obtenidos en cada caso. Un

ejemplo del grafico obtenido para la curva de disociacién se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Gréfico de curva de disociacion, ensayo realizado con cebadores FSUS1 / RSUS2 y SYBR Green para deteccion de
cerdo. Las muestras utilizadas corresponden a estandares de cerdo y muestras de salchicha. En la base se observa el control
negativo que no presentd ningun pico.

Todos los pares de cebadores ensayados resultaron ser especificos y no generaron reaccion
cruzada. Al evaluar las curvas de disociacién de cada una de las especies animales, se obtuvieron
picos Unicos con Tm de 75,2°C para vaca, 74,7°C para cerdo y 76°C para pollo. La Tm que se tuvo

para la secuencia de 18S fue de 81,7°C.

Como parte de la validacién, se procedidé a evaluar la sensibilidad y el limite de deteccién de
cerdo, por ser la especie animal con la que se obtuvieron los mejores resultados en la
optimizacidn de la técnica. El limite de deteccién se definié como la menor concentracién que
pudo ser detectada en el 95% de las réplicas de reaccion ensayadas. Con este fin, se realizaron
cuatro réplicas de reaccidn para cada una de las diluciones de los controles positivos de cerdo
(10 ng, 1 ng, 0,1 ng y 0,01 ng). Se determind un limite de deteccion de cerdo de 0,01 ng con un
Ct asociado de 30,33.
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Figura 16. Curvas de fluorescencia vs nimero de ciclo para determinar el limite de deteccién de cerdo. Se
ensayaron 4 réplicas de diluciones seriadas de controles: 10 ng, 1 ng, 0,1 ngy 0,01 ng.

Finalmente, se evaluaron las eficiencias de reaccién de cada par de cebadores a partir de una
curva de calibracion con diluciones de los controles positivos. Es importante destacar que al
cuantificar usando la técnica de PCR en Tiempo Real, los valores de eficiencia que se obtienen de
las curvas estdndar deben encontrarse en el rango de 80% a 110% para considerar que la
reaccién se produjo correctamente y ademads, deben ser similares entre si para poder comparar

los valores de cuantificacién (Lopez-Andreo et al., 2005).

Las eficiencias de reaccién de todos los pares de cebadores ensayados se encontraron en el
rango de 89% a 109%. Especificamente, se obtuvo una eficiencia del 107% en la amplificacién
del ADN de vaca y una regresién lineal y = - 3,16x + 19,5 con un R de 0,998. Para el caso de la
amplificacidn de cerdo, la eficiencia fue de 99,7%, siendo la regresion lineal de y= - 3,33x + 18,0
y R%de 0,999. Respecto a la secuencia de ADN de pollo, se tuvo una eficiencia de 92%, regresion

lineal dey = - 3,52x + 25,7 y R? de 0,998.

Las eficiencias del par de cebadores de la secuencia 18S para cada una de las especies animales
fueron: para vaca 109% con una regresion lineal de y=-3,105x+21,512 vy
R?=0,963, para cerdo 92%, regresion de y=-3,517x + 23,076 y
R2=0,9903 vy, por ultimo, para pollo una eficiencia del 89%, regresion lineal dey = -3,6237x +
24,864y R? = 0,993. Si bien las eficiencias se encuentran en el rango deseado, los R? resultaron

bajos en comparacion con los obtenidos en las regresiones de las secuencias especificas de
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especie. De todas formas, se decidid utilizarlos para los ensayos de cuantificacién de especies

animales.

Cabe destacar que los controles negativos ensayados (sin ADN), no presentaron intensidad de
fluorescencia de base significativa ni formacién de dimeros de cebadores (resultados no

mostrados).

Las eficiencias calculadas permitieron asegurar que las reacciones de amplificacién de las
secuencias de interés se llevaron a cabo en forma correcta, pudiendo seguir adelante con la
cuantificacion de las especies animales en la matriz de trabajo. Se realizaron, entonces, los
ensayos de gPCR para la cuantificacidon de vaca, cerdo y pollo en salchichas, utilizando esta

metodologia.

5.3.1.2.2 Andlisis de las muestras problema.

De acuerdo con lo visto, una muestra problema se consideré positiva y cuantificable cuando:
primero, presentd un Unico pico en la curva de disociacidn con un valor de Tm igual al asociado
al amplicén esperado (determinado previamente en el ensayo con los controles positivos de
cada especie animal), con una variacion maxima de + 1 °C. Segundo, su valor de Ct fue menor o

igual al Ct asociado al limite de deteccidn para la especie animal en cuestion.

La metodologia utilizada permitié determinar la presencia/ausencia de las especies animales
vaca, cerdo y pollo en las muestras de Frankfurter. Todas las muestras tuvieron amplificacién de
las secuencias de vaca y cerdo, con rangos de Ct que van de 21,17 a 30,84 para vacay 17,89 a
22,69 para cerdo. A su vez, se obtuvieron picos Unicos en las curvas de disociacidn con valores
de Tm de 75,6°C y 74,9°C para vaca y cerdo, respectivamente. Estos ultimos coinciden con

aquellos determinados mediante los controles positivos de cada una de estas especiesanimales.

En esta matriz alimentaria, el cerdo forma parte de los ingredientes, con lo cual, figura en la
etiqueta. Sin embargo, la puesta a punto de una técnica que permita su cuantificacion puede ser
relevante para otras matrices alimentarias en las que sélo se declara carne vacuna y se afiade
carne de cerdo (Eaqub Ali et al, 2012), por constituir esta una adulteracién frecuente (Mafra et

al, 2008, Ren et al., 2017).
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En el caso de la secuencia de pollo, no se detectd amplificacidon en ninguna de las siete muestras
problema. Lo dicho coincide con lo expresado en la etiqueta de todas las muestras envasadas,
pero no con los ensayos previos de PCR punto final y estrategia 1 de cuantificacién de la muestra
F1, los que habrian indicado la presencia de trazas de esta especie animal en esta muestra. Esto
denota que el método utilizado en la estrategia 2, posee un limite de deteccidn mayor al 0.002%
para la especie animal pollo por ser este ultimo el valor que se pudo detectar al emplear el kit
comercial. Debido a que no se detectd pollo en las muestras de salchicha por este método, en

los ensayos que le siguieron sdlo se buscé cuantificar vaca y cerdo en dicha matriz.

Tal como se detallé en Materiales y Métodos, a partir de los Ct de cada muestra, se determiné la
cantidad en nanogramos de las especies animales presentes. Estos valores fueron normalizados
respecto a la cantidad total de ADN presente en la muestra usando la secuencia del gen 18S
como referencia. Los valores de Ct, en conjunto con los porcentajes obtenidos para cada especie

animal en cada muestra evaluada se pueden ver en la tabla 8.

Tabla 8. Cts y porcentajes obtenidos para las especies vaca y cerdo.

Cts Porcentajes (%)
Miuestras Vaca Cerdo Pollo 18S Vaca Cerdo
F1 30,84 17,89 IND 28,22 4 >>100
F2 28,33 19,98 IND 31,82 >100 >>100
F3 21,51 22,69 IND 35,67 >>100 >>100
F4 26,33 17,59 IND 27,39 54 >>100
F5 22,09 22,12 IND IND - -
F6 36,83 20,34 IND IND - -
F7 21,17 19,18 IND 38,94 >>100 >>100

Las muestras F1 y F4 presentaron porcentajes de vaca de 4% y 54%, respectivamente. Sin
embargo, en las muestras restantes y para la secuencia de 18S se obtuvieron valores de Ct muy
elevados, teniendo como resultado porcentajes calculados tanto de vaca como de cerdo, mucho
mayores al 100%. Ademas, en dos de las muestras (F5 y F6) no se pudo calcular la cantidad
debido a que no se obtuvo amplificacion de la secuencia de ADN ribosomal 18S, lo que fue

expresado en la tabla 8 como indeterminado (IND). Los picos de la curva de disociacién de cada
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muestra para la secuencia de 18S arrojaron temperaturas de melting del entorno de los 81,9°C

pudiéndose afirmar que el producto de amplificacion fue especifico.

Estos resultados no permitieron determinar la cantidad real de las especies animales presentes
en la muestra. Entre los aspectos que pueden haber afectado la cuantificacion por PCR en
Tiempo Real, se tienen: la degradacién del ADN (dado por el proceso de producciéon del
alimento), extraccion del ADN, la composicidon del tejido (diferentes tejidos con diferentes
aportes de ADN desconocidos para el investigador), las diferentes especies animales como
componentes del alimento (variabilidad en el nimero de mitocondrias segun especie), entre

otros (Ballin et al., 2009).

Degradacion de ADN

En matrices alimentarias como el Frankfurter, que han sufrido condiciones de altas
temperaturas y homogeneizado como parte del proceso de produccidn, es muy comun que
ocurra fragmentacion del ADN debido a estos procesos (Chen, Wang, Ge, & Xu, 2005; Klein,
Altenbuchner, & Mattes, 1998).Si bien todo el ADN presente en el alimento se ve sometido a
estas etapas, se ha reportado que los genes nucleares son mas susceptibles a degradarse que
aquellos de origen mitocondrial. La forma circular del ADN mitocondrial contribuye a una mayor
estabilidad a lo largo del tiempo, siendo menos susceptible a la degradacién en comparacion
con el ADN nuclear (Gefrides & Welch, 2011). Esto da como resultado una mejor supervivencia
del ADN mitocondrial en alimentos altamente procesados que sufren condiciones extremas de
procesamiento (Bogenhagen, 2009). Es posible, entonces, que gran parte de las secuencias
correspondientes al gen nuclear 18S de las muestras analizadas se hayan degradado durante la
fabricacion del alimento. Esto es coherente con el hecho de que los controles positivos
correspondientes a tejido muscular de cada una de las especies animales (matrices que no han
sido procesadas), arrojaron valores de Ct y eficiencia 6ptimos. Este argumento se ve potenciado
por lo obtenido en otros ensayos, como en el de Lopez-Andreo et al. (2005), en los que al utilizar
el gen de ADNr 18S como normalizador en cuantificacién de mezclas de especies animales se
obtuvieron resultados satisfactorios, pero que, al aplicar la misma metodologia para cuantificar
ADN de mezclas de carne procesadas, se tuvieron medidas imprecisas (Lopez-Andreo et al.,

2005).
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Gen nuclear vs mitocondrial.

Se ha reportado que la elecciéon entre ADN de origen nuclear o mitocondrial puede afectar la

especificidad y sensibilidad del analisis por PCR (Lépez-Andreo et al., 2005; Martin et al., 2009).

La eleccion de secuencias mitocondriales (que presentan multiples nimeros de copias por
célula) en ensayos de PCR, es ideal para aumentar la sensibilidad del ensayo en matrices en las
qgue esta variable se encuentra comprometida (Rojas et al., 2010). Sin embargo, el ADN
mitocondrial puede no ser buen candidato en ensayos de cuantificacion. El nimero de copias
difiere segun el tejido del que se trate (Fajardo et al, 2008b) y, ademas, distintas especies
pueden presentar cantidades diferentes de mitocondrias (Sawyer et al., 2003) lo que afectaria la
confiabilidad de los resultados cuantitativos. En este caso, los porcentajes de vaca y cerdo que
superaron en gran medida el 100%, pueden deberse en parte al alto aporte del nimero de
copias de ADN mitocondrial especie especifico frente al gen nuclear 18S presente en menor

numero de copias.

Al evaluar la metodologia de Lopez-Andreo et al. (2005) para la matriz Frankfurter se advierte
gue presentd limitaciones. Se desprende de este trabajo que no podria aplicarse para cuantificar
especies animales presentes en matrices complejas como esta, en la que se desconoce el aporte
de cada tejido y de cada especie animal en el producto final. Si bien es una muestra homogénea,
y las cantidades de ADN se consideran similares en cualquier seccidn del alimento que se utilice
para los andlisis, no es posible relacionar la cantidad de ADN presente con el aporte de masa

real de cada especie animal en el alimento.

La situacidon actual en relacién con la cuantificacion de especies animales en matrices
procesadas presenta una clara limitacién que es el no poder correlacionar la cantidad de ADN
detectado con la cantidad real de la especie animal presente en el alimento. Dichas matrices
contienen variedad de tejidos (muscular, conectivo, grasa) y distintas especies animales, cada
uno con diferentes cantidades de ADN, siendo el aporte de cada uno de estos desconocidos para
quienes realizan los andlisis. Como consecuencia, no es posible aun realizar medidas precisas
sobre las cantidades de especies animales en dichas matrices para distinguir, por ejemplo, entre

una contaminacién o una adulteracién del alimento.

Una de las metodologias que en la actualidad se aproximan mas a la obtencidn de medidas

precisas incluye la generacién de plasmidos que contengan como inserto el amplicén que se
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busca detectar, cuyo nimero de copias es exactamente conocido y con los que se calcularia la
relacion genoma/genoma. Este es el caso del kit comercial utilizado en la estrategia 1, que
apunta a la deteccién de secuencias mitocondriales tanto la especifica de especie como la que
se utiliza para normalizar. Ahora bien, no hay publicaciones respecto al método utilizado en
dicho kit por lo que no es posible utilizar sus principios en un ensayo desarrollado en el

laboratorio.

Se ha reportado, también, que la cuantificacion por PCR en Tiempo Real usando curvas de
calibracion con matrices estandarizadas similares a la que se va a cuantificar como mezclas de
las especies animales blanco, generan resultados mds exactos y precisos que aquellos obtenidos
usando diluciones de muestras puras de cada especie animal para las curvas estandar (Eugster

et al., 2009).

Por este motivo, y dado los resultados poco concluyentes obtenidos con la metodologia
anterior, se realizé una cuantificacion adicional utilizando para la curva estandar diluciones de
una de las matrices de Frankfurter ensayadas hasta el momento. Se eligié aquella muestra que
en la estrategia 1 con kit comercial presentd porcentajes similares de vaca y cerdo,
aproximadamente 50% de cada una, la F7. Esto permite considerar y minimizar las diferencias
en contenido de ADN de los distintos tejidos y el proceso al cual se somete a la muestra al
fabricarla, de forma de evaluar si influyen al momento de determinar la composicion del
alimento en relacién con las especies animales. Los resultados obtenidos en dicha corrida se
muestran en la Tabla 9

Tabla 9. Resultado de la cuantificacidn de vaca y cerdo en salchichas utilizando una curva estandar con la matriz
Frankfurter. El contenido se expresa en porcentaje (%) de especie sobre el total de especies en la muestra.

Cts Porcentajes (%)
Muestras
Vaca Cerdo 18S Vaca Cerdo
F1 25,25 16,28 35,81 >>100 >>100
F2 19,94 17,67 29,20 >>100 >>100
F3 19,89 20,59 32,85 >>100 >>100
Fa 21,83 15,44 24,92 >>100 >>100
F5 18,30 19,72 27,28 >>100 >>100
F6 36,42 18,83 30,25 >>100 >>100
F7 21,85 18,07 22,98 >>100 >>100

Los resultados obtenidos con la curva generada a partir de la matriz de salchicha arrojaron

porcentajes similares de las especies vaca y cerdo a los obtenidos con la curva de diluciones de

65



muestras puras de las especies animales. La amplificacién de la secuencia de 18S presenté Cts
altos, tal como ocurrié con la metodologia anterior, siendo esta la limitante para lograr calcular
porcentajes precisos de las especies animales en la muestra. Ademads, en cuatro de las muestras
problema, se obtuvieron picos multiples en la curva de disociacién de la secuencia de 18S,

indicando inespecificidad del producto amplificado.

Lopez-Andreo et al. (2005), en ensayos posteriores a la metodologia evaluada en este trabajo,
llevd a cabo una cuantificacion en la que no utiliza el gen 18S como referencia, sino que combina
la curva generada a partir de diluciones con muestras puras de especie y una matriz de
referencia que consiste en una mezcla con cantidades conocidas de las especies animales a
analizar. Evalda Unicamente un punto en la curva con una mezcla compuesta por 50% de vaca y
50% de cerdo. Esto también se evalud en este trabajo, para prescindir del gen 18S que hasta
ahora habia sido el factor limitante. Las curvas estandar, sin embargo, se realizaron con una de
las muestras de la matriz de salchicha por ser, de acuerdo con la bibliografia, una forma mas

exacta para cuantificar especies animales presentes en matrices procesadas.

Para el cdlculo de los porcentajes se considera el ajuste de numero de copia entre las especies

animales vaca y cerdo dado por la diferencia D y segun la ecuacion (7).

Los nuevos porcentajes calculados con las ecuaciones (9) y (10) para cerdo y vaca,
respectivamente, se muestran en la Tabla 10 y en la Tabla 11 se los compara con aquellos
obtenidos con el kit comercial en la estrategia 1.

Tabla 10. Resultado de la cuantificacion de vaca y cerdo en salchichas utilizando una curva estandar con

la matriz Frankfurter y considerando la diferencia D entre ambas especies. El contenido se expresa en
porcentaje (%) de especie sobre la suma de los aportes de ambas especies animales en la muestra.

Cts Porcentajes (%)
Muestras

Vaca Cerdo Vaca Cerdo
F1 25,25 16,28 2,27 97,7
F2 19,94 17,67 72,44 27,6
F3 19,89 20,59 94,60 54
F4 21,83 15,44 13,83 86,2
F5 18,3 19,72 96,94 3,1
F6 36,42 18,83 0,00 100,0
F7 21,85 18,07 45,85 54,1
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Esta ultima metodologia arrojé porcentajes variados respecto a la presencia de vaca y cerdo y
confirma lo informado en las etiquetas de las matrices envasadas, salvo en el caso de F6 que,
segun este estudio, contendria Unicamente cerdo. Este resultado no es coherente con los
obtenidos previamente tanto por PCR punto final como con kit comercial al cuantificar, por lo
gue se deberia repetir el ensayo para descartar la posibilidad de un error aleatorio al preparar
las reacciones de PCR. Con excepcidon de F6, se puede afirmar que los resultados son

consistentes con los estudios de deteccidon y cuantificacidn previos realizados en este trabajo.

Al comparar los porcentajes obtenidos con ambas estrategias (kit comercial vs curva estandar
con matriz salchicha y ajuste con valor D), se tienen resultados que difieren como maximo en un
5,7% (excluyendo a la muestra F3 cuyo contenido de cerdo no pudo ser determinado mediante
la estrategia 1). Se pudo afirmar entonces que esta Ultima aproximacion, permitié obtener
resultados comparables a los que se obtendria mediante kits comerciales validados.

Tabla 11. Comparacién de los porcentajes obtenidos de las especies animales vaca y cerdo en salchichas

obtenidos mediante el método basado en Lopez-Andreo et al. (2005) y Lopez-Andreo et al. (2012) (A) y kit
comercial validado (B).

A. Porcentajes (%) obtenidos B. Porcentajes (%) obtenidos con el kit

Muestras considerando diferencia D comercial

Vaca Cerdo Vaca Cerdo
F1 2,27 97,7 3,02 96,98
F2 72,44 27,6 78,17 21,83
F3 94,60 5,4 183,00 IND
Fa 13,83 86,2 16,78 83,22
F5 96,94 3,1 98,00 2,00
F6 0,00 100,0 0,04 99,96
F7 45,85 54,1 42,15 57,85

La principal limitante que se tuvo en este trabajo al cuantificar las especies animales consistio en
la eleccién del gen normalizador 18S como referencia. Como gen nuclear, tenia la ventaja de
presentar un Unico nimero de copias en todas las especies a evaluar (Ballin et al., 2009). Sin
embargo, en este tipo de muestras, las secuencias nucleares serian mas vulnerables a la
degradacion que aquellas de origen mitocondrial. Se evidencia, entonces, la necesidad de
encontrar un gen universal que permita normalizar las cantidades que se obtengan de muestras
procesadas, que como se advirtié resultan problematicas. El uso de una secuencia mitocondrial

con este fin seria la mejor opcién para aumentar el limite de deteccidn, pero resulta dificil
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encontrar una secuencia conservada para todas las especies por el nivel de mutacion que tienen
los genes mitocondriales. En base a esto, se debe considerar el uso de matrices estandarizadas
producidas especialmente para cuantificar especies animales. Los resultados obtenidos
permiten afirmar que la alternativa de cuantificacién de Frankfurters usando una matriz similar
a la que se va a cuantificar y considerando la diferencia D, seria la opcién que permitiria una
cuantificacidn precisa de especies animales. Cabe destacar, que dicho método sélo permite
cuantificar las cantidades de especies que se declaran como componentes del alimento. Para
poder detectar y cuantificar la presencia de otra especie no declarada en este tipo de matriz, y
asi descartar una adulteracién, se deberian generar matrices estandarizadas con especies que
sean las mas comunes de utilizar como adulterante. Para que esto se pudiera llevar a cabo, seria
imprescindible contar con la informacién sobre las cantidades de los tejidos y especies animales
gue usan las empresas para fabricar estos alimentos, para, segin esto, producir las matrices
estandar. De esta forma, se evitaria el uso de un gen universal, que como se vié en este trabajo

y en otros, como el de Lopez-Andreo et al. (2015), puede constituir unalimitante.

En concreto, parallevar a cabo los controles pertinentes de acuerdo con las regulaciones
vigentes, se debe contar con una metodologia precisa para distinguir entre contaminacién o
adulteracion. Para esto se debe lograr un compromiso entre la sensibilidad del ensayo y la
certeza de poder relacionar la cantidad de producto amplificado con la cantidad de producto
real presente. Lo primero, como ya se menciond, tiene que ver con el nimero de copias
presentes en la muestra de la especie animal a cuantificar, lo cual estd muy comprometido en
alimentos como la matriz con la que se trabajé. Lo segundo implica que se conozcan el nimero
de copias de los genes que se utilicen en la cuantificacidn (especifico de especie y de referencia)
para poder informar con certeza la cantidad presente de especies animales en estas matrices

alimentarias
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6 CONCLUSION

6.1 Extraccion de ADN

Los métodos de extraccién de ADN utilizados en este trabajo resultaron dptimos en cuanto a la
cantidad y calidad del ADN obtenido y para su posterior utilizacidon en los ensayos planificados.
Ambas metodologias (Dellaporta modificado y kit comercial) permitieron la obtencidon de

concentraciones y niveles de pureza aceptables.

El método Dellaporta modificado permitié la extraccion de ADN a partir de las muestras de
Frankfurter con concentraciones y pureza satisfactorias. Unicamente la muestra F3 presenté un
valor menor de concentracion relativo a las demdas muestras, pero igualmente apta para su uso
posterior en los analisis. Los indices de pureza fueron superiores a 1,8 para todas las muestras,
indicando la validez del método para la obtencion de ADN de buena calidad a partir de esta

matriz alimentaria.

Asi también, se tuvieron buenos resultados al utilizar el kit comercial Dneasy Blood and Tissue

Kit para la extraccion de ADN a partir de tejido muscular de vaca, cerdo y pollo.

En suma, se demostrod la validez del método de Dellaporta modificado para la extraccion de ADN
a partir de la matriz Frankfurter. Este ha sido utilizado en variedad de ocasiones en nuestro
laboratorio, obteniéndose resultados satisfactorios para distintos tipos de matrices alimentarias

como quesos, polentas, entre otros.

6.2 Deteccion de especies animales, vegetales y transgénicos mediante

PCR en salchichas

En primer lugar, se pudieron amplificar las secuencias correspondientes a las especies animales
vaca, cerdo y pollo (en un caso) por medio del uso de los cebadores descritos por Matsunaga et
al. (1999), pudiendo detectar estas especies en forma especifica en la matriz de estudio. Es
necesario mencionar que en el analisis de pollo, en el que se utilizaron los cebadores Fsim y RC
especificos de pollo, se evidenciaron bandas no especificas de pesos moleculares mayores al de

esta especie en varias de las muestras de Frankfurter. Para poder resolver esto, se propone una
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nueva puesta a punto de las condiciones de reaccidn de PCR, asi como el uso de cebadores
distintos a los utilizados, de forma de lograr mayor especificidad en el producto de

amplificacién.

En segundo lugar, el uso de los cebadores extraidos del “Compendium of Reference Methods for
GMO analysis” del JRC permitieron confirmar la presencia de soja en cinco de las siete muestras
analizadas y descartar la presencia de maiz en todas ellas. El hecho de que contuvieran soja
coincidié con lo declarado en la etiqueta de los productos y resultd esperado ya que la soja tiene
un bajo costo econédmico en nuestro pais. Para las muestras F3 y F6 en los que se encontré un
resultado presuntivo de presencia de soja, se sugiere seguir con los ensayos de cuantificacion

por medio de PCR en Tiempo Real, para asi descartar la presencia de soja.

Por ultimo, el andlisis de transgenicidad a dos niveles (de rastreo y de construccién), permitieron
confirmar la presencia de soja transgénica y la identificacion evento especifico soja RR (Round
up Ready. Esto fue asi para las muestras F1, F2, F4, F5 y F7. Para el caso de las muestras F3 y F6,
se propone ensayos de cuantificacion de soja GM por medio de PCR en Tiempo Real para
descartar o confirmar la presencia de esta especie vegetal transgénica. Este resultado
encontrado en las muestras de Frankfurter fue de esperar ya que casi la totalidad de la soja

cultivada en Uruguay es transgénica.

En conclusidn, los métodos utilizados para la determinacion de presencia/ausencia de las
especies animales, vegetales y transgénicos por PCR en punto final, resultaron validos en la
mayoria de los casos para la matriz Salchicha de Viena, permitiendo la obtencion de los

productos de PCR buscados.
6.3 Cuantificacion de especies animales en la matriz salchicha

Primero, la estrategia 1de cuantificacion de especies animales mediante el kit comercial
RAPIDFINDER™ ID kit (Life Technologies) resulté adecuada para la determinacién de los
porcentajes de vaca y pollo en la mayoria de las muestras analizadas. En particular, la muestra
F3 reveld un porcentaje de vaca del 183%, no pudiéndose determinar la cantidad de cerdo tal
como se calculé en los otros casos. Se sugiere repetir el ensayo con esta muestra, afiadiendo el
uso del kit de cuantificacién de cerdo de la misma linea comercial para llegar a un valor certero
de los porcentajes de ambas especies. En referencia a la muestra F1 y la posible presencia de

pollo, se logré determinar un resultado positivo de 0,002% de esta especie animal presente enla

70



muestra, lo que llevaria a deducir que se trata de una contaminacién de la matriz alimentaria

por trazas en el proceso de produccién de la misma.

En segundo lugar, el método descrito en el trabajo de Lopez-Andreo et al. (2005) (estrategia 2
de cuantificacién) posibilité la determinacion de la presencia o ausencia de las especies animales
vaca y cerdo en forma especifica y reproducible, utilizando ademas un sistema sencillo y
econdmico como es el agente intercalante SYBR Green y la curva de disociacién para determinar
la especificidad de los productos generados. En el caso particular de pollo, el método no logré la
deteccion de esta especie animal en la muestra F1, de donde se puede afirmar que el método
permitiria su deteccidon siempre y cuando se encuentre en porcentajes mayores a 0,002%, segun
lo que se determind en la estrategia 1 con kit comercial. Se propone a futuro determinar el
limite de deteccion del método utilizado en la estrategia 2 para pollo, para poder informar a

partir de que cantidad es posible detectar esta especie.

En definitiva, el uso de este método en la estrategia 2 es adecuado para descartar la presencia
de especies animales no declaradas en la etiqueta de la matriz Frankfurter. Sin embargo, no
seria apto para aplicarse en la cuantificacién de especies animales presentes en matrices
complejas como esta, en la que se desconoce el aporte de cada tejido y de cada especie animal
en el producto final. Si bien es una muestra homogénea, y las cantidades de ADN se consideran
similares en cualquier seccién del alimento que se utilice para los andlisis, no es posible
relacionar por lo antes mencionado, la cantidad de ADN presente con el aporte de masa real de

cada especie animal presente en el alimento.

Referente a los andlisis de cuantificacién, el método de Lopez-Andreo et al. (2005) presentd
limitaciones. Especificamente, la secuencia de ADNr 18S amplificé a ciclos de reaccion altos,
denotando que se encontraba en pocas cantidades en las muestras o degradado. Como
consecuencia, no fue posible para la mayoria de las muestras llegar a porcentajes de especie
animal de vaca y cerdo. Ademads, en las muestras F5 y F6 la secuencia no amplificd. Las muestras
F1 y F4 mostraron porcentajes de vaca de 4% y 54%, respectivamente. La utilizacién de una
curva estandar generada a partir de muestras de Salchicha produjo resultados similares a los del
método anterior, siendo la amplificacidon tardia de la secuencia de ADNr 18S lo que hacia

persistir el no poder calcular los porcentajes de las especies animales.

La eleccidn del gen 18S como referencia para el calculo de las especies animales fue la limitante

para lograr los resultados esperados en la matriz de estudio. Se propone la bisqueda de otro
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gen de referencia que tenga un limite de deteccidon bajo como seria el caso de un gen
mitocondrial. Tal es el caso del 12S. Mdas adecuado aun, seria producir plasmidos con los
amplicones de las especies a cuantificar y el gen de referencia para conocer en forma exacta el
numero de copias de cada secuencia diana y asi informar resultados precisos en % de niumero

de copias.

El ajuste arbitrario mediante el uso de la ecuaciéon D (7) del trabajo de Lopez-Andreo et al.
(2012), permitid en conjunto con la curva estandar similar a la matriz de trabajo la obtencién de
porcentajes de las especies animales vaca y cerdo, similares y con una diferencia maxima del
5,7% respecto a los valores obtenidos en la estrategia 1 con kit comercial. Se desprende de este
trabajo que esta ultima metodologia, seria la aproximacidon mas cercana para obtener valores

precisos de porcentaje de especies animales vaca y cerdo en la matriz Frankfurter.

Se propone en lineas futuras de investigacién, continuar con la puesta a punto de este método a
partir de los resultados obtenidos y, de ser posible, comparar con resultados independientes de
cuantificacién que se obtengan con curvas de calibracidn en las que se utilicen plasmidos, tal
como se menciond anteriormente. Esto daria una idea respecto a cudl seria la mejor opcidn en
cuanto a validez y precisidon para determinar especies animales como vaca, cerdo y pollo en la
matriz Frankfurter, para luego poder ser aplicado como técnica de rutina en laboratorios de

contralor oficiales.
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ANEXO - Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

FAO: Food and Agriculture Organization.

FSA: Food Standars Agency

FSAIl: Food Safety Authority of Ireland

GC: Cromatografia de gases.

LC-MS: Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas

GC-MS: Cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas.

GM: Genéticamente modificado.

HLPC: Cromatografia liquida de alta eficacia.

INAC: Instituto Nacional de Carnes

IRMM!: Institute for Reference Materials and Measurements (Geel, Bélgica).

ISAAA: Internation Service for the Adquisition of Agri-Biotech Applications.

JRC: Compendium of reference methods for GMO analysis.

MEF: Ministerio de Economia y Finanzas

MGAP: Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca.

MRC: Materiales de Referencia Certificados

NMR: Resonancia Magnética Nuclear

OGM: Organismo Genéticamente Modificado.

OIE: Organizacién Mundial de Sanidad Animal
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction).
pb: pares de bases

gPCR: PCR en Tiempo Real

SDS: dodecilsulfato sédico

Taq: ADN polimerasa de Thermus aquaticus

TBE: Buffer compuesto por Tris, borato y EDTA, de uso frecuente en electroforesis.

TEMED: Tetrametiletilendiamina.
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