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1. Objetivos

Desarrollar métodos que permitan autentificar alimentos y
evitar actividades fraudulentas en la CAPV
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Aseguramiento de la Integridad alimentaria

• Autentificación: Métodos basados en 
amplificación de ADN mediante PCR

• Especificidad
• Selectividad
• Robustez…

… Pero requieren:
• ADN polimerasas termoestables
• Control preciso de la temperatura
• Ciclos térmicos rápidos, exactos y precisos

2. Intro
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Consecuencias de los requerimientos de la tecnología

2. Intro

Manipulación no muy amigable
Portabilidad limitada
Precio elevado
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PALM PCR
Ahram Biosystems just released a handheld PCR machine affectionately called 
the Palm PCR. Oh yeah baby. Now you can just strap this 330 g (with battery) 
puppy to your arm when you go out for a jog. Wait! Is that dead body? Throw a 
hair in there and amplify as you wipe the sweat of your brow (make sure it 
doesn't fall inside the Palm PCR though...). But don't get too comfy, you'll have 
your 2kbp product in only 15-30 min.

SmartCycler Cepheid
Desarrollado por el departamento de Defensa de los U.S. 

2. Intro
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Mantenimiento isotérmico: Sencillo
y económico

2. Intro

Tecnología PCR Amplificación Isoterma

Gradientes térmicos precisos y 
exactos: Ingeniería dinero
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LAMP: Loop-mediated Isothermal Amplification
• Point of care applications (for infectious disease diagnosis in low and middle income countries)

• LAMP-ELISA, LAMP- LFD (Lateral Flow Device)
• Far from room temperature (60-65ºC)
• Complex primers design
• Initial denaturation step at 95ºC helps
• No multiplex

HDA: Helicase-Dependent Amplification
• HDA-ELISA
• Far from room temperature (60-65ºC)

NEAR: Nicking Enzyme Amplification Reaction
• Sensitivity (>10 copies)

RPA: Recombinase Polymerase Amplification

Pros/cons

2. Intro

Tipos de Amplificación Isoterma
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Amplificación RPA  3 enzimas:

• Recombinasa (complejo con primer; localiza sec. homóloga)
• Proteína de union a ADN unicatenario: separa hebra
• Polimerasa de Bsu: síntesis

Dos posibilidades de detección:

• Exonucleasa III permite el uso de una sonda exo: 

• detección fluorescencia

• Endonucleasa IV permite el uso de una sonda nfo:

• lateral flow strip detection

Real time
Punto final
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Detección fluorescencia Real time/punto final

T16-ISO Instrument

T8-ISO Instrument

Detección por diffusion lateral

Unidad de detección de ácidos nucléicos mediante
diffusion lateral desechable U-Star
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Kits rápidos para la determinación de diferentes especies de peces

(A) hisopo
(B) Varillas de transferencia
(C) Tira de flujo lateral
(Tubo 1) Tampón de aislamiento de ADN
(Tubo 2) Tampón de dilución
(Tubos 3 y 4) Reactivos RPA 
(Tubo 5) Tampón de desarrollo

Kit de difusión lateral: Materiales necesarios

A

B

C
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Kits rápidos para la determinación de diferentes especies de peces (II)

Método

Swab your fish sample and dunk into isolation 
DNA buffer

Add DNA solution to RPA reaction buffer 
and heat at 39ºC for 5 minutes

Place reaction mix into development buffer 
with a dipstick

Wait one minute for line appears showing the 
result

10 minutos

Diana    (+)

NTC       (-)
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Atlantic cod
(Gadus morhua)

European hake 
(Merluccius merluccius)

Yellowfin tuna 
(Thunnus albacares)

Panga catfish    
(Pangasius hypophthalmus)

Kits desarrollados

Melvas
(Auxis spp.)
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5. Otros enfoques y Resultados

Secuenciación masiva

PCR-RFLP: identificación de especies de mejillones

PCR a Tiempo Real para la identificación del Bonito del Sur
(Sarda sarda) en conservas etiquetadas como Bonito del Norte

Mieles con denominación geográfica
Identificación geográfica de alimentos
Identificación del método de producción de alimentos
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5. Otros enfoques y Resultados

El análisis polínico mediante secuenciación masiva podría ser útil para identificar el origen geográfico de mieles
con denominación geográfica.

Se ha comprobado que las técnicas de secuenciación masiva del eDNA es útil para la identificación geográfica
de alimentos (Andalucía frente a País Vasco) y su método de producción (producción orgánica frente a
producción convencional) (Tomate del país).

Puesta a punto de un protocolo de identificación de especies de mejillones mediante PCR-RFLP.

Se ha desarrollado un sistema de PCR a Tiempo Real para la identificación del Bonito del Sur (Sarda sarda) en
conservas etiquetadas como Bonito del Norte


