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RESUMEN

En este trabajo se ha desarrollado una técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
en tiempo real utilizando sondas TaqMan, para la deteccion de la presencia de ADN bovino y
ovino en piensos comerciales. El método combina el uso de cebadores especificos de vaca y
oveja que amplifican fragmentos de ADN de 84 pb en el gen mitocondrial 12S ARNr y 88 pb
en la region mitoncondrial D-loop, respectivamente, junto con cebadores universales que
amplifican un fragmento conservado de ADN de 141 pb en el gen nuclear 18S ARNr de los
organismos eucariotas. La técnica desarrollada permiti6 detectar hasta un 0,1% de harinas de
carne y hueso en las muestras de piensos comerciales analizados.

Palabras clave: PCR en tiempo real, sondas TagMan, piensos comerciales, 12S ARNr, D-
loop, 18S ARNT.

ABSTRACT

A polymerase chain reaction (PCR) assay using TagMan probes has been developed for
detection of bovine and ovine DNA commercial feedstuffs. The real-time PCR method
combines the use of bovine and ovine-specific primers that amplify DNA fragments of 84 bp
on the mitochondrial 12S ribosomal RNA gene and 88 bp on the mitochondrial D-loop
region, respectively, together with universal primers that amplify a 141 bp DNA fragment on
the nuclear 18S ribosomal RNA gene from eukaryotic organisms. The PCR method
developed in this assay was able to identify as low as 0.1% bovine and ovine content of meat
and bone meals in the feed samples analyzed.

Keywords: Real-time PCR, TagMan probes, commercial feedstuffs, 12S rRNA, D-loop, 18S
rRNA.

INTRODUCCION

La identificacion del origen de los distintos componentes que integran los piensos y otros
productos alimenticios tiene una gran importancia para garantizar su trazabilidad. En este
contexto, la Union Europea prohibid la utilizacion de harinas animales en la elaboracion de

piensos para rumiantes y otros animales de abasto como medida preventiva frente a la
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propagacion de la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) y otras encefalopatias
transmisibles. Para garantizar el correcto cumplimiento de la normativa vigente, es necesario
disponer de métodos analiticos adecuados que permitan detectar la presencia de tejidos
animales en piensos (Prado et al., 2007).

El método oficial para detectar la presencia de harinas de carne y hueso en piensos es el
analisis microscopico. Sin embargo, entre las limitaciones inherentes a esta técnica se
encuentra el requerir personal cualificado, la imposibilidad de identificar la especie animal
presente, asi como su lentitud y laboriosidad (Hahn, 1999). Por ello, conviene desarrollar y
poner a punto técnicas rapidas que permitan identificar el origen animal de todas las materias
primas presentes en un pienso.

El objetivo de este trabajo ha consistido en el desarrollo de una técnica de PCR en tiempo real
utilizando sondas fluorescentes TagMan para detectar la presencia de ADN bovino y ovino en
piensos comerciales.

MATERIAL Y METODOS

1. Muestras empleadas y extraccion de ADN

En este trabajo se analizaron 62 piensos animales (8 muestras de referencia y el resto de
composicion desconocida) procedentes del Laboratorio Comunitario de Referencia para
proteinas animales en piensos (CRA-W, Bé¢lgica) y de los laboratorios CCL Control
(Holanda).

El ADN de las muestras se extrajo utilizando el kit comercial Wizard® DNA Clean-up system
(Promega, Madison, WI, USA), de acuerdo por el método descrito por Martin et al. (2007).

2. Disefio de cebadores

Para el diseno de cebadores utilizados en este trabajo, se emplearon secuencias de los genes
12S ARNr, D-loop y 18S ARNr de varias especies animales, obtenidas de bases de datos y de
trabajos previos (Fajardo et al., 2006; Martin et al., 2007).

La alineacion y analisis informatico de las secuencias nucleotidicas de los genes
mitocondriales 12S ARNr y D-loop, permiti6 el disefio de dos parejas de cebadores
especificos. La primera pareja corresponde a los cebadores especificos de vaca
(12SFWP/12SBTP) que amplifican un fragmento de 84 pb en el gen mitocondrial bovino 128
ARNr, y la segunda a los cebadores especificos de oveja (OAMUFTRDIR2
/OAMUFTRINV2), que amplifican un fragmento de 88 pb en la regiéon D-loop de esta especie.
Ademas, se disefiaron sondas TagMan especie-especificas de vaca (Bol2S TM) y oveja (Ovj
TM), internas a las regiones delimitadas por sus correspondientes parejas de cebadores. Como

control positivo de amplificacion, se disefio una pareja de cebadores (L8SFWEU y 18SRVEU)
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y una sonda TagMan en el gen 18S ARNTr, para la amplificacion de un fragmento conservado
en el ADN de eucariotas.

3. PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos capilares de vidrio utilizando el equipo
LightCycler® 2.0 (Roche Applied Science, Pensberg, Germany) con el siguiente programa de
amplificacion: 10 min a 95 °C, 45 ciclos de 60 s a 95 °C, 30 s a 60 °C (vaca) o 61 °C (oveja) y
60 s a 72 °C. Cada reaccion (10 ul) contenia 100 ng de ADN, la mezcla LightCycler® TagMan
Master (Roche Applied Science), 2 pmol de sonda TagMan y los correspondientes cebadores
especificos: 300/ 900 nM (vaca y oveja). En idénticas condiciones y en paralelo se llevaron a
cabo las reacciones de PCR del control positivo de amplificacion, empleando 300/ 900 nM de
los cebadores universales y 2 pmol de la sonda 18S TagMan. El punto de corte o crossing
point (Cp) que corresponde a la fraccion de numero de ciclo en el que la fluorescencia
generada por la sonda TagMan sobrepasa la linea umbral, se calculd automaticamente
mediante el software LightCycler® como el primer maximo de la segunda derivada de la
curva.

RESULTADOS Y DISCUSION

De todas las técnicas rapidas, las basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
destacan entre las mas extendidas para detectar la presencia de material animal en piensos e
identificar la especie o especies utilizadas en su elaboracion (Dalmasso et al., 2004; Martin et
al., 2007). En los tltimos afios, las técnicas de PCR convencionales han evolucionado hacia
procedimientos automatizados en un solo tubo capaces de realizar un seguimiento en tiempo
real del proceso de amplificacion. En este contexto, recientemente se han desarrollado varias
técnicas de PCR en tiempo real para la deteccion de harinas de carne y hueso en piensos
animales (Lahiff et al., 2002; Mendoza-Romero et al., 2004; Bellagamba et al., 2006;
Cawthraw et al., 2009). En este trabajo de investigacion se ha puesto a punto una técnica de
PCR en tiempo real empleando cebadores especie-especificos y sondas TagMan para detectar
la presencia de ADN bovino y ovino en piensos de elaboracion industrial.

La eleccion de marcadores adecuados y el disefio de cebadores que hibriden eficazmente en la
secuencia diana, son aspectos criticos para el éxito de cualquier técnica de PCR. Por otra
parte, si bien los tratamientos térmicos empleados en la elaboracion de los piensos son lo
suficientemente intensos como para producir la desnaturalizacion de los priones, pueden
también romper las moléculas de ADN limitando las amplificaciones por PCR de fragmentos

relativamente grandes. Por ello, ademas de la especificidad en su disefio, es fundamental la
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utilizacion de cebadores que delimiten fragmentos de ADN de pequeiio tamafio (Rodriguez et
al., 2003).

Una vez comprobada la idoneidad de los cebadores disefiados en este trabajo, se evaluo la
especificidad de la técnica de PCR en tiempo real para la deteccion de las dos especies objeto
de estudio. Para ello se analiz6 el ADN procedente de numerosas especies animales y
vegetales (TABLA 1). Los sistemas especificos amplificaron los fragmentos de ADN
esperados de 84 pb en el gen 12S ARNr de vaca y 88 pb en la regiéon D-loop de oveja, sin
producir sefial de amplificacion a partir del ADN de especies heterdlogas. Asimismo, los
cebadores universales (control positivo de amplificacion) produjeron un fragmento de ADN

de 141 pb en el gen 18S ARNr de todas las especies eucariotas analizadas.
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TABLA 1. Especificidad de los sistemas de PCR en tiempo real desarrollados para la

deteccion de ADN bovino y ovino en piensos.

Nombre o Sis:c. Sis:c. Cgptrol
comin Nombre cientifico especifico espemﬁpo positivo de
devaca deoveja amplificacion
Vaca Bos taurus + -
Oveja Ovis aries — + +
Cabra Capra hircus - - +
Cerdo Sus scrofa domestica - - +
Pollo Gallus gallus - - +
Pavo Meleagris gallipavo - - +
Pato Anas platyrhynchos x Cairina muschata - - +
Ganso Anser anser - - +
Caballo Equus caballus - - +
Conejo Oryctolagus cuniculus - - +
Gato Felis catus - - +
Perro Canis familiaris - - +
Rata Rattus norvegicus - - +
Anchoa Engraulis encrasicholus - - +
Salmén Salmo salar - — +
Merluza Merluccius spp - - +
Mero Epinephelus marginatus - - +
Sardina Sardina pilchardus - — +
Atdn Thunnus spp - - +
Cebada Hordeum vulgare - - +
Maiz Zea mays - - +
Avena Avena sativa - - +
Soja Glycine max - - +
Centeno Secale cereale - - +
Trigo Tritucum aestivum - - +

La aplicabilidad de la técnica de PCR en tiempo real se determiné mediante el analisis de una
bateria de 62 piensos comerciales (8 muestras de referencia y el resto de composicion
desconocida) elaborados por dos laboratorios europeos (TABLA 2). Concluidos los andlisis,
los resultados obtenidos en la deteccion de vaca y oveja se contrastaron con los datos de

composicion real de los piensos, proporcionados posteriormente por los laboratorios de
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TABLA 2. Resultados del analisis de las muestras de piensos comerciales (de referencia y
de composicion desconocida) con los sistemas de PCR en tiempo real especificos de vz
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Pienso PCR en tiempo real
Muestras de Sist. especifico Sist. especifico Control positivo
referencia Procedencia de vaca de oveja de amplificacion
0.1% vaca CRA-W? + - +
1% vaca CRA-W + - +
0.1% vaca CCL Control® + - +
1% vaca CCL Control + - +
100% vaca CCL Control + - +
0.1% oveja CCL Control + +
1% oveja CCL Control - + +
100% oveja CCL Control - + +
Muestras
problema
P, CRA-W - - +
P, CRA-W + - +
P; CRA-W - - +
P, CRA-W - - +
Ps CRA-W + — +
Pg CRA-W - - +
P CRA-W + — +
Py CRA-W - - +
Py CRA-W + — +
Pio CRA-W + - +
Py CRA-W - - +
Py CRA-W + - +
Py CRA-W + — +
Pis CRA-W - - +
Pys CCL Control — — +
Pis CCL Control — - +
Py CCL Control + — +
Pig CCL Control + - +
Py CCL Control + — +
Py CCL Control + - +
P, CCL Control + - +
Py CCL Control + - +
Py CCL Control - — +
Pos CCL Control - - +
Pys CCL Control - — +
Py CCL Control - - +
Py, CCL Control - — +
Pyg CCL Control - — +
Py CCL Control — — +

TABLA 2 (continuacién)

Pienso PCR en tiempo real
Muestras Sist. especifico Sist. especifico Control positivo
problema Procedencia de vaca de oveja de amplificacion
Ps CCL Control - +
Py CCL Control 181 + +
Py CCL Control - + +
Pi3 CCL Control - +
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origen. La deteccion de la presencia de vaca y oveja concordd en un 100% con el contenido
real de estas especies en las muestras de pienso analizadas. Estos resultados sugieren que la
técnica de PCR en tiempo real desarrollada es sensible y especifica, permitiendo la deteccion

de hasta un 0,1% de harinas de carne y hueso de vaca y oveja en piensos animales

CONCLUSION

La metodologia de PCR en tiempo real propuesta, que emplea cebadores especificos de
especie (vaca y oveja) y cebadores universales de organismos eucariotas, constituye una
herramienta rapida, sensible y fiable que tiene gran interés para el control de la presencia de
harinas de carne y hueso en piensos. Su utilizacion puede contribuir a garantizar el
cumplimiento de las normas de la Union Europea, facilitar la trazabilidad de los productos
comercializados y evitar practicas fraudulentas en la elaboracion de piensos.
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