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DESCRIPCIÓN

Métodos de detección de origen de especie de muestras

La invención tal como se define en las reivindicaciones se refiere al campo de la caracterización del contenido de 
carne de cualquier muestra alimentaria basada en cualquier tecnología de secuenciación de alto rendimiento utilizada 
para secuenciar cualquier fragmento génico idéntico (genómico o mitocondrial) amplificado a partir de cebadores 5
animales universales e identificado basándose en el contenido polimórfico altamente informativo en dichos cebadores 
comunes.

La invención tal como se define en las reivindicaciones se refiere al campo de los métodos analíticos que se han 
desarrollado para identificar y cuantificar las especies animales más frecuentes presentes en carne picada, 
preparaciones cárnicas y productos cárnicos y para cuantificar la proporción de los mismos.10

La identificación de especie es una preocupación importante debido a la creciente conciencia del consumidor sobre la 
composición de los alimentos y la necesidad de verificar las declaraciones del etiquetado. La carne picada, las 
preparaciones de carne y los productos cárnicos procesados son dianas susceptibles de etiquetado fraudulento debido 
al beneficio económico que resulta de comercializar carnes más económicas en sustitución parcial o total de carnes 
de alto valor. Se utilizan varios métodos analíticos para la autenticación de la carne y los productos cárnicos. Entre los 15
métodos analíticos se incluyen la reacción en cadena de polimerasa, la cromatografía, la espectrometría de masas, la 
microscopía, la espectroscopía, la resonancia de espín electrónico y los ensayos enzimáticos. En la determinación de 
especies, el análisis del ADN y de proteínas son prácticas habituales.

Entre los métodos basados en el ADN, la reacción en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica eficaz que es 
altamente precisa y relativamente rápida. Los métodos de PCR cualitativa convencional presentan un rendimiento 20
satisfactorio en la detección cualitativa de la especie de la carne. Sin embargo, ha surgido la necesidad de métodos 
que proporcionen resultados cuantitativos con la introducción de las obligaciones de etiquetado. Además, la 
cuantificación también resulta necesaria para la detección del adulterado intencionado de los productos cárnicos o la 
contaminación accidental en la línea de producción. Por lo tanto, existe una necesidad de métodos mejorados para la 
determinación cuantitativa del origen u orígenes específicos de la carne y productos cárnicos.25

La invención proporciona un método definido en las reivindicaciones adjuntas para determinar el origen u orígenes de 
especie del ADN en una muestra, que comprende llevar a cabo un análisis de las secuencias metagenómico de la 
muestra con el fin de identificar el ADN de las especies presentes y las proporciones relativas de las mismas. Después 
puede llevarse a cabo una reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) específica de especie y cuantificar 
una diana específica de especie a partir del ADN de las especies identificadas. En particular, la invención proporciona 30
un método definido en las reivindicaciones adjuntas para determinar el origen u orígenes de especie del ADN en una 
muestra alimentaria, que comprende llevar a cabo un análisis de las secuencias metagenómico de la muestra
alimentaria mediante secuenciación de alto rendimiento para identificar el ADN de por lo menos una especie, en el 
que el análisis metagenómico comprende la amplificación y secuenciación de una secuencia de ADN diana 
metagenómica que es parte del gen de miostatina (MSTN), seleccionando dicha secuencia de ADN diana 35
metagenómico para permitir: i) la coamplificación de la secuencia de ADN diana metagenómico a partir de una 
pluralidad de especies utilizando un conjunto de cebadores comunes conservados que comprende cebadores que 
comprenden o que consisten en la secuencia SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3, y ii) la identificación del origen 
de especie de cualquier ADN diana metagenómico amplificado basándose en su secuencia, en el que el método 
comprende la etapa de amplificar el ADN diana utilizando un conjunto de cebadores que comprende o que consiste 40
en la secuencia de SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3.

Entre las tecnologías moleculares de nueva generación, el análisis metagenómico se está reconociendo como una 
herramienta potente. La metagenómica aplica un conjunto de tecnologías genómicas y herramientas bioinformáticas 
para acceder directamente al contenido genético de comunidades enteras de organismos. Esta tecnología se utiliza 
habitualmente para describir perfiles de comunidad microbiana de diversos ecosistemas, tales como mares, suelos, 45
rumen, heces, aunque también para estudiar la compleja microfauna presente en productos alimentarios. La invención 
aplica la técnica de la metagenómica en el primer estadio de la identificación secuencial y estimación de la proporción 
de las especies animales en una muestra o de cuantificación del origen del ADN en una muestra. Preferiblemente, la 
secuencia de ADN diana metagenómica se secuencia mediante un procedimiento de secuenciación en paralelo 
masiva. En algunas realizaciones, el procedimiento de secuenciación en paralelo masiva se selecciona de 50
secuenciación en emulsión y secuenciación en fase sólida. La secuencia diana de ADN metagenómica puede ser un 
gen cromosómico o mitocondrial conservado en todas las especies animales. El gen diana debe caracterizarse tanto 
con secuencias conservadas utilizables para el diseño de cebadores universales y con una secuencia dentro de 
cebador de nicho de conservación inferior en polimorfismos dentro de los diversos homólogos de la especie de interés, 
tal que la secuencia específica de la diana amplificada, entre las secuencias de cebador, puede utilizarse para 55
identificar la especie de origen. Debido a que las mitocondrias de los mamíferos existen en múltiples copias en cada 
célula, podría utilizarse cualquier región del ADN mitocondrial (ADNmt) para la detección e identificación de rastros de 
ADN (ej.: la ausencia de carne de cerdo en el mercado Halal). El gen cromosómico presente en una copia en cada 
célula resulta adecuado para la identificación y estimación de la proporción relativa de especies en los productos 
cárnicos.60
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En el segundo estadio opcional del método definido en las reivindicaciones adjuntas de la invención, se utiliza la PCR 
en tiempo real o cuantitativa (qPCR) para cuantificar la cantidad de ADN de las especies identificadas en el primer 
estadio como presentes en la muestra. La PCR en tiempo real en los últimos años ha experimentado la mayor mejora 
de entre los métodos cuantitativos basados en PCR. En la PCR en tiempo real, se monitoriza la amplificación 
exponencial de ADN específico de diana a partir de una señal fluorescente incrementada. En el caso de que la especie 5
bajo estudio se encuentre presente en la matriz, puede observarse una señal específica. Además de satisfacer la 
necesidad de determinación cuantitativa de las especies en la carne, esta técnica también ofrece otras ventajas, como 
una sensibilidad y especificidad más elevadas.

La PCR cuantitativa puede estar basada en la utilización de pigmentos intercalantes, o en la utilización de un cebador
informador marcado y/o sonda. En algunas realizaciones de la invención, por tanto, se selecciona la etapa de qPCR 10
de qPCR que utiliza un pigmento intercalante y qPCR que utiliza un cebador informador marcado o sonda. En 
realizaciones basadas en pigmentos fluorescentes intercalantes, el pigmento puede ser SYBRGreen o EvaGreen. 
Tales métodos requieren la máxima especificidad de secuencia debido al hecho de que estos tipos de pigmento se 
unen a todo el ADN de doble cadena presente, incluyendo cualesquiera productos de PCR no específicos y el complejo 
de cebador-dímero.15

En otras realizaciones preferibles, el procedimiento de PCR cuantitativa en tiempo real para la identificación de especie 
se basa generalmente en la utilización de un cebador informador marcado o sonda. Preferiblemente, el cebador 
informador marcado o sonda es parte de un sistema informador fluorescente/desactivador u otro sistema informador 
de fluorescencia en el que la amplificación del ADN diana específico de especie resulta en una reducción o eliminación 
de la desactivación de la fluorescencia u otro incremento de la fluorescencia, dando como resultado una señal 20
fluorescente detectable. Por ejemplo, una sonda fluorogénica TaqMan (también denominada sonda de hidrólisis en la 
presente memoria (la actividad de exonucleasa 5’ a 3’ de la polimerasa degrada la sonda que se ha hibridado al molde. 
La degradación de la sonda libera el fluoróforo del molde y rompe la estrecha proximidad al desactivador, reduciendo 
así el efecto desactivador y permitiendo la fluorescencia del fluoróforo)) puede utilizarse como el sistema informador. 
Este método utiliza un oligonucleótido adicional, que también se une específicamente a la secuencia de ADN diana 25
durante la etapa de hibridación. Este oligonucleótido presenta unido tanto un pigmento fluorescente informador como 
un pigmento desactivador. La acumulación de productos de PCR específicos se detecta mediante hibridación y corte 
de una sonda fluorogénica doblemente marcada durante la reacción de amplificación.

Pueden utilizarse otros sistemas informadores alternativos. Por ejemplo, el sistema informador puede comprender una 
sonda baliza molecular, una pareja de sondas de hibridación dual, un sistema de cebador Amplifluor, un sistema de 30
cebadores Scorpion, un sistema de encendido con la extensión o un sistema de cebadores QZyme. El experto en la 
materia conocerá otros sistemas adecuados y podrán utilizarse para proporcionar información de PCR en tiempo real 
cuantitativa.

Pueden utilizarse cualesquiera secuencias diana adecuadas para un estadio cualquiera o ambos estadios del 
procedimiento. Para que resulte adecuado para el estadio 1 del procedimiento (análisis metagenómico), la diana debe 35
permitir la coamplificación a partir de una pluralidad de especies utilizando un conjunto de cebadores comunes 
conservados. Preferiblemente, se utiliza una única pareja de cebadores (un cebador directo y un cebador inverso) 
para coamplificar la secuencia de ADN diana metagenómica de sustancialmente todas las especies de interés. Sin 
embargo, el procedimiento no se limita a la utilización de únicamente una sola pareja de cebadores. El análisis 
metagenómico puede mejorarse y expandirse en su alcance mediante la adición de múltiples cebadores directos y/o 40
inversos que pueden permitir un abanico más amplio de secuencias específicas de especie que puedan amplificarse. 
También pueden utilizarse múltiples cebadores para garantizar que la eficiencia de amplificación es generalmente 
similar para todas las especies de interés a fin de eliminar o reducir la sobre-representación de una especie, 
posiblemente a expensas de otra, durante el procedimiento de amplificación.

La secuencia diana metagenómica preferiblemente es una secuencia que presenta el mismo número de copias por 45
genoma en cada una de las especies de las que se sospecha su presencia en la muestra alimentaria, de manera que 
permita una determinación de las proporciones relativas de los diferentes ADN identificados mediante el análisis 
metagenómico.

El experto en la materia podrá determinar las parejas de cebadores apropiadas para el análisis metagenómico 
basándose en el examen de una alineación de secuencias de un gen homólogo compartido por las especies de interés. 50
Pueden examinarse regiones altamente conservadas del gen de interés para la posibilidad de proporcionar un número 
relativamente pequeño de cebadores capaces de amplificar la diana a partir de un número elevado de especies. 
Preferiblemente un número pequeño de cebadores, por ejemplo 2 o 3 cebadores, podría resultar adecuado para 
amplificar una pluralidad de secuencias diana de, p.ej., por lo menos 12 o 13 o más especies. Los cebadores pueden 
incluir una o más bases nucleótidas degeneradas con el fin de incrementar el abanico de especies cuyo ADN diana 55
puede amplificarse en el análisis metagenómico. Los cebadores también pueden modificarse mediante la adición de 
adaptadores o etiquetas, o secuencias universales para la utilización en la manipulación de productos de amplicón, 
incluyendo la secuenciación de los productos.

En el análisis metagenómico, tras la amplificación de las secuencias diana, los amplicones producidos de esta manera 
se secuencian con el fin de determinar el origen de especie. Un requisito adicional, por tanto, de la secuencia de ADN 60
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diana metagenómica es que permite la identificación del origen de especie de cualquier ADN diana metagenómico 
amplificado basándose en su secuencia. Esto puede conseguirse proporcionando cebadores de PCR de regiones 
altamente conservadas (tal como se ha comentado anteriormente), que flanquean regiones de menor conservación 
de entre los diversos homólogos de la especie de interés, tal que la secuencia específica de la diana amplificada, entre 
las secuencias de cebador, pueda utilizarse para identificar la especie de origen.5

Identificación de especies animales mediante tecnología NGS utilizando un gen cromosómico:

Los inventores han encontrado que el gen de miostatina (MSTN) es un gen adecuado para la utilización en el 
procedimiento de la invención, en particular en la identificación y cuantificación de especies en productos cárnicos. El 
gen MSTN codifica la proteína miostatina (también conocida como factor de diferenciación del crecimiento 8, o GDF-
8). La miostatina es un factor de diferenciación del crecimiento secretado que es un miembro de la familia de la proteína 10
TGF-beta que inhibe la diferenciación y crecimiento muscular en el proceso conocido como miogénesis. El gen se 
clasifica como un gen de mantenimiento, que es un grupo de genes codificantes principalmente de proteínas 
esenciales en la función celular básica. Estos genes incluyen una zona conservada útil para el diseño de cebadores 
conservados y una zona variable para la identificación de la especie y presente en una sola copia en el genoma, un 
elemento importante para el método de cuantificación.15

En todas las realizaciones, el gen de miostatina se utiliza en la invención definida en las reivindicaciones adjuntas para 
identificar y cuantificar el ADN de por lo menos una especie de un género seleccionado de Sus, Gallus, Bos, Ovis, 
Equus, Meleagris, Felis, Canis canis, capreolus capreolus, O.cuniculus, roe dear, Rabbit, Kangaro, Rattus rattus, mus 
musculus, Capra, Antilocapra, Cervus, Anas, Anser y Coturnix, por ejemplo, Sus scrofa, Gallus gallus, Bos Taurus, 
Ovis aries, Equus caballus, Meleagris gallopavo, Felis catus, Capra hircus, Antilocapra americana, Cervus elaphus, 20
Anas platyrhyncho, Anser anser y Coturnix chinensi. En algunas realizaciones, la secuencia de ADN diana 
metagenómica es, por tanto, del gen MSTN. Preferiblemente, la secuencia de ADN diana metagenómica se amplifica 
mediante un conjunto de cebadores conservados que comprende por lo menos un cebador que comprende la 
secuencia SEQ ID nº 1, la SEQ ID nº 2, y un cebador que comprende la secuencia SEQ ID nº 3. En algunas 
realizaciones, la secuencia de ADN diana metagenómica se amplifica mediante un conjunto de cebadores 25
conservados que comprende un cebador que comprende la secuencia SEQ ID nº 1, y un cebador que comprende la 
secuencia SEQ ID nº 2, y un cebador que comprende la secuencia SEQ ID nº 3. En algunas realizaciones, los 
cebadores consisten en las secuencias SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3. En algunas realizaciones, los 
cebadores que presentan o comprenden las secuencias SEQ ID nº 1, 2 o 3 se modifican adicionalmente mediante la 
adición de adaptadores, etiquetas o secuencias universales, dependiendo de la tecnología NGS utilizada.30

En algunas realizaciones, el conjunto de cebadores para la amplificación del ADN diana metagenómico comprende 
un conjunto de cebadores directos que presenta la secuencias SEQ ID nº 4 y 5 y un conjunto de cebadores inversos 
con las secuencias SEQ ID nº 6 a 13.

El gen MSTN también resulta adecuado para la utilización en el segundo estadio opcional del procedimiento de la 
invención, que es el estadio de qPCR. De acuerdo con lo anterior, en algunas realizaciones, la secuencia de ADN 35
diana específica de especie se amplifica mediante un conjunto de cebadores y el amplicón resultante se detecta 
mediante una sonda de hibridación marcada, seleccionando los cebadores y sondas de los siguientes: 

a) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 17 y 18 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 19 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de cerdo (Sus 
scrofa), o40

b) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 20 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 21 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pollo (Gallus 
gallus), o

c) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 22 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 23 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de vaca (Bos 45
taurus), o

d) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 24 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 25 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de oveja (Ovis 
aries), o

e) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 26 y 27 y una sonda que comprende o 50
consiste en la secuencia SEQ ID nº 28 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de caballo (Equus 
caballus), o

f) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 29 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 30 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pavo 
(Meleagris gallopavo), o55

g) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 y/o 15 y 16 y una sonda que comprende 
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o que consiste en la secuencia SEQ ID nº 31 o 32 para la cuantificación de ADN procedente de todas las especies 
en la muestra.

Preferiblemente, los cebadores y sondas consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 a 32, respectivamente.

En algunas realizaciones, los cebadores directos seleccionados para las diversas especies pueden incluir cebadores 
con alguna degeneración y/o pueden incluir una mezcla de cebadores. Convenientemente, para la cuantificación de 5
secuencias de ADN procedentes de pollo, vaca, oveja o pavo, el cebador directo indicado anteriormente puede 
sustituirse por una mezcla de cebadores que presentan las secuencias SEQ ID nº 14 y 15.

En realizaciones preferentes, la cuantificación de secuencias de ADN diana específicas de especie se compara con 
una secuencia diana de control o referencia. Preferiblemente, la secuencia diana de control o referencia es parte del 
mismo gen que la secuencia diana específica de especie. En algunas realizaciones, por tanto, una secuencia diana 10
de control o referencia es parte de la secuencia del gen MSTN. En algunas realizaciones, la secuencia diana de control 
o referencia se coamplifica con la secuencia diana específica de especie y se detecta en tiempo real (qPCR). En 
algunas realizaciones, se amplifica una secuencia diana de control o referencia utilizando un conjunto de cebadores 
que comprende o que consiste en las secuencias SEQ ID nº 14, 15 y 16, y se detecta utilizando una sonda que 
comprende o que consiste en la secuencia SEQ ID nº 31 o SEQ ID nº 32.15

En otro aspecto, la invención proporciona la utilización definida en las reivindicaciones adjuntas de los cebadores tal 
como se ha comentado anteriormente (que comprenden o consisten en la secuencia SEQ ID nº 1, 2 y 3) con los 
cebadores y sondas también comentados en la presente memoria (que comprenden o consisten en las secuencias 
SEQ ID nº 14 a 32) para la identificación metagenómica secuencial y determinación de las proporciones relativas y 
cuantificación específica de especie del ADN en una muestra alimentaria, seleccionando los cebadores y sondas 20
específicos de especie utilizados para la cuantificación basándose en la identificación metagenómica del ADN 
específico presente en la muestra alimentaria. Preferiblemente la muestra es una muestra de carne.

En un aspecto adicional, la invención proporciona un kit definido en las reivindicaciones adjuntas para la identificación 
metagenómica del ADN presente en una muestra alimentaria,, que comprende un conjunto de cebadores para la 
identificación metagenómica de una secuencia diana metagenómica en el gen de miostatina, seleccionando dicha 25
secuencia diana metagenómica para permitir: i) la coamplificación de la secuencia de ADN diana metagenómica a 
partir de una pluralidad de especies utilizando un conjunto de cebadores comunes conservados que comprenden 
cebadores que comprenden o consisten en la secuencia SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3, ii) la identificación 
del origen de especie de cualquier ADN diana metagenómico amplificado basándose en su secuencia, y 
opcionalmente iii) las proporciones relativas de los diferentes ADN identificados. En algunas realizaciones, la 30
secuencia diana metagenómica se selecciona para permitir la amplificación del ADN de entre por lo menos 12 o 13 
especies diferentes utilizando un conjunto de cebadores comunes conservados. En algunas realizaciones, el conjunto
de cebadores comunes conservados incluye no más de tres cebadores, por ejemplo dos o tres cebadores.

El conjunto de cebadores del kit comprende cebadores que comprenden la secuencia SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2, y un 
cebador que comprende la secuencia SEQ ID nº 3. En algunas realizaciones, el conjunto de cebadores consiste en 35
tres cebadores que comprenden las secuencias SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3, respectivamente. 
Preferiblemente, los cebadores consisten en las secuencias SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3. Puede adaptarse 
uno o más de los cebadores mediante la adición de un adaptador, etiqueta o secuencia universal. La invención 
proporciona además un kit definido en las reivindicaciones adjuntas para el análisis de PCR cuantitativa de una 
secuencia diana específica de especie en una muestra alimentaria, comprendiendo dicho kit un conjunto de cebadores 40
y sondas para la amplificación y la detección en tiempo real de una secuencia del gen de miostatina, seleccionando 
dicha secuencia para permitir la amplificación y/o detección específica de especie. En algunas realizaciones, la 
amplificación y/o detección específica de secuencia puede distinguir entre especies de un género seleccionado de 
Sus, Gallus, Bos, Ovis, Equus, Meleagris, Felis, Capra, Antilocapra, Cervus, Anas, Anser and Coturnix, por ejemplo,
Sus scrofa, Gallus gallus, Bos Taurus, Ovis aries, Equus caballus, Meleagris gallopavo, Felis catus, Capra hircus, 45
Antilocapra americana, Cervus elaphus, Anas platyrhyncho, Anser anser y Coturnix chinensis.

En realizaciones preferentes, el conjunto de cebadores y sondas se selecciona de por lo menos uno de

a) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 17 y 18 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 19 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de cerdo (Sus 
scrofa), o50

b) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 20 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 21 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pollo (Gallus 
gallus), o

c) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 22 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 23 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de vaca (Bos 55
taurus), o

d) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 24 y 16 y una sonda que comprende o
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consiste en la secuencia SEQ ID nº 25 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de oveja (Ovis 
aries), o

e) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 26 y 27 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 28 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de caballo (Equus 
caballus), o5

f) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 29 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 30 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pavo 
(Meleagris gallopavo), o

g) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 y/o 15 y 16 y una sonda que comprende 
o que consiste en la secuencia SEQ ID nº 31 o 32 para la cuantificación de ADN procedente de todas las especies 10
en la muestra.

En algunas realizaciones del kit, los cebadores que presentan las secuencias SEQ ID nº 20, 22, 24 y/o 29 pueden 
sustituirse por cebadores que comprenden o que consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 y 15.

En algunas realizaciones, los kits contienen además una sonda que presenta una secuencia SEQ ID nº 31 o SEQ ID 
nº 32 que actúa como sonda para una secuencia de control o referencia en el gen MSTN.15

La invención proporciona además un kit definido en las reivindicaciones que presenta algunas o todas las 
características indicadas anteriormente para el análisis metagenómico y que presenta además algunas o todas las 
características indicadas anteriormente para el análisis de qPCR. Opcionalmente, el kit puede comprender además 
cualquier reactivo adecuado para la utilización en las etapas metagenómicas o de qPCR del procedimiento de la 
invención.20

A continuación, se describe en mayor detalle la invención en referencia a los ejemplos y figuras siguientes, en las que:

La figura 1 muestra una alineación del exón1 de miostatina de 12 especies de mamífero y ave (frecuentemente 
observadas en carne y productos cárnicos).

La figura 2 muestra el sitio de unión de cebadores y sondas diseñados en el exón 1 de la miostatina para cerdo, vaca, 
caballo, oveja, pollo y pavo. (1) representa el cebador directo; (3): cebador inverso; (2) sonda Taqman.25

La figura 3 muestra una curva de amplificación (A) y la regresión lineal (B) de la detección mediante PCR en tiempo 
real para vaca.

La figura 4 muestra el análisis metagenómico de muestras de carne.

La figura 5 muestra la proporción relativa de composición de mamíferos y aves en 20 mezclas de ADN utilizando la 
miostatina como gen diana. La tabla, posteriormente, incluye todas las secuencias analizadas e identificadas como 30
pertenecientes a una de las 8 especies animales (todos los números <100 no son representativos). Estos resultados 
no se corrigen para el tamaño del genoma, explicando la diferencia respecto al 50-50% o 25-25-25-25% esperado de 
diferentes especies.

La figura 6 muestra las proporciones relativas de 14 mamíferos y aves identificados mediante secuenciación de nueva 
generación (NGS, por sus siglas en inglés).35

Identificación de especies animales mediante tecnología NGS utilizando genes mitocondriales.

La codificación de genes mitocondriales para el ARN ribosómico 12S es conocido por su impacto en la taxonomía de 
los eucariotas superiores. Entre estos genes se incluyen zonas conservadas útiles para el diseño de cebadores 
conservados y zonas variables requeridas para la identificación de especies. Dentro de la célula eucariótica superior, 
el número de mitocondrias varía entre 10 y 1.000 unidades. Este gen diana debe seleccionarse para detectar e 40
identificar rastros minúsculos de ADN de especies animales.

Materiales y métodos

Aislamiento de ADN

Se homogeneizaron veinticinco gramos de muestra de carne o producto cárnico durante 1 minuto en 225 ml en una 
bolsa Tempo (bioMerieux Basingstoke, Inglaterra, ref. nº 80015) con agua fisiológica estéril utilizando un aparato 45
Stomacher. A continuación, se utilizaron 1,5 ml de la suspensión para la extracción del ADN genómico total utilizando 
un kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Crawley, Reino Unido). Se evaluaron las concentraciones de ADN mediante 
fluorimetría vs. cuantificación del ADN utilizando PicoGreen.

Análisis metagenómico utilizando el gen MSTN

Diseño de cebadores conservados para pirosecuenciación.50
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La secuencia del exón 1 de la miostatina de 12 especies frecuentemente presentes en productos cárnicos (Sus scrofa, 
Bos taurus, Gallus gallus, Equus caballus, Ovis aries, Capra hircus, Anas platyrhynchos, Anser anser y Coturnix 
chinensis, Cervus elaphus, Antilocapra americana), se alinearon para comparar la zona conservada que se utiliza para 
el diseño de cebadores conservados (fig. 1). Se diseñaron 3 cebadores para amplificar un fragmento de PCR de 313 
bases (MSTN-E1-UP1: AGTCTATGTTTATATTTACCT (SEQ ID nº 1), MSTN-E1-UP2: AATCTYTGTTTATATTTACCT 5
(SEQ ID nº 2), MSTN-E1- DN: TCATCRTCTTCCAARGAGCC (SEQ ID nº 3). El fragmento amplificado mostraba una 
diversidad de secuencias suficiente para identificar las especies mediante secuenciación. El diseño del oligonucleótido 
incluía adaptadores de secuenciación Titanium A o B de 454 Life Sciences (Roche Diagnostics, Vilvoorde, Bélgica) e 
identificadores multiplex (MID, por sus siglas en inglés) fusionados con el extremo 5’ del cebador inverso.

ARN 12S ribosómico:10

Se alinearon las secuencias del ARN 12S ribosómico de 13 especies frecuentes presentes en productos cárnicos para 
diseñar cebadores conservados (fig. 2). Se diseñaron 3 cebadores para amplificar un fragmento de PCR de 514 bases 
(NGS12S-FW1: 

5'-AYACCGCCCGTCACCCTC-3 '; 

NGS12S-REV15'-TWGGCTTTTCACCTCTAC - 3'; NGS12S-REV2: 5'- TWGGCATGTCACCTCTAC - 3 ') 15

CEBADORES DIRECTOS CEBADORES INVERSOS 

Equus caballus ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAACGATGA

Felis catus ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAACGATGA

BT1 ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGCAAGGGAACGATGA

BT2 ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGCAAGGGAACGATGA

Capra hircus ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAATGATGA

Canis lupus familiaris ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAATGATGA

SS-Pietrain ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAAAGATGA

SS-LW ACACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAAAGATGA

Gallus gallus 1 ATACCGCCCGTCACCCTC GTACCGCAAGGGAAAGATGA

Gallus gallus 2 ATACCGCCCGTCACCCTC GTACCGCAAGGGAAAGATGA

Meleagris gallopavo ATACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAAAGATGA

Anser anser ATACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAAAGATGA

Anas platyrhynchos ATACCGCCCGTCACCCTC GTACCGTAAGGGAAAGATGA

Secuencias conservadas observadas y utilizadas para el diseño de cebadores comunes tras la alineación de 
secuencias de ARN 12S ribosómico de 13 especies frecuentes de mamífero y ave.

Los 2 fragmentos amplificados mostraban una diversidad de secuencias suficiente para identificar las especies 20
mediante secuenciación. El diseño del oligonucleótido incluía adaptadores de secuenciación Titanium A o B de 454 
Life Sciences (Roche Diagnostics, Vilvoorde, Bélgica) e identificadores multiplex (MID, por sus siglas en inglés) 
fusionados con el extremo 5’ del cebador inverso. Estos amplicones pueden utilizarse con o sin tecnología NGS.

A continuación, se proporciona un conjunto completo de cebadores diseñado para la secuenciación de 454 Life 
Sciences: 25

Cebador de fusión directo (adaptador B) - (MSTN-E1-UP) 

MSTNE1-UP1:5'-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGAGTCTATGTTTATATTTACCT-3' (SEQ ID nº 4)

MSTNE1-UP2:5'-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGAATCTYTGTTTATATTTACCT-3' (SEQ ID nº 5)

Cebador de fusión inverso: (adaptador A) -Key-MID- (MSTN-E1-DN) 

E14818949
04-01-2019ES 2 704 489 T3

 



8

MSTNE1-DN-MID130 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGACTGCACTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 6)

MSTNE1-DN-MID101 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCGCAGGCTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 7)

MSTNE1-DN-UM102 :5'-5
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCTCGACATCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 8)

MSTNE1-DN-UM103 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGACGCACTCTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 9)

MSTNE1-DN-UM104 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCACTGTAGTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 10)10

MSTNE1-DN-UM105 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCAGACACGTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 11)

MSTNE1-DN-UM106 :5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATATCGCGAGTCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 12)

MSTNE1-DN-UM107 :5'-15
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCCACTCAGCGTGTCTCTATCATCRTCTTCCAARGAGCC-3 (SEQ ID nº 13)

Estos amplicones pueden utilizarse con o sin tecnología NGS.

Para el gen de ARN 12S ribosómico:

Cebador de fusión directo: (adaptador B)-key-MID-(NGS12S-FW1)

NGS12S-FW MID 100: 20

5'-

NGS12S-FW MID101: 

5'-

25

NGS12S-FW 

MID102:.5'-

Cebador de fusión inverso: (adaptador A)-key-(NGS12S-REV1)

NGS12S-REV1.1: 5'-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGTWGGCTTTTCACCTCTAC-3'30

NGS12S-REV1.2: 5'-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGTWGGCATGTCACCTCTAC-3'

NGS12S-REV1.3: 5'-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGTWGGCWTKTCACCTCTA-3'

Estos amplicones pueden utilizarse con o sin tecnología NGS.

Construcción de biblioteca del gen MSTN y pirosecuenciación

La mezcla de amplificación contenía 5 U de polimerasa FastStart High Fidelity (Roche Diagnostics, Vilvoorde, Bélgica), 35
tampón 1x de reacción enzimática, dNTP 200 µM (Eurogentec, Liege, Bélgica), 0,2 µM de cada cebador y 100 ng de 
ADN genómico en un volumen de 25 µl. Las condiciones de termociclado consistían en una desnaturalización a 94ºC 
durante 10 min seguido de 25 ciclos de 94ºC durante 30 s, 50ºC durante 30 s, 72ºC durante 1 min y una etapa final 
de elongación de 7 min a 72ºC. Estas amplificaciones se llevaron a cabo en un aparato de gradiente de sistema Ep 
Master (Eppendorf, Hamburg, Alemania). Los productos de PCR de aproximadamente 313 pb se comprobaron 40
mediante electroforesis en gel y se purificaron utilizando el kit AMPure (Agencourt Bioscience Corporation, Beverly, 
EE.UU.) para eliminar los amplicones más cortos de 100 pb. Se agruparon cantidades iguales de cada uno de los 
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productos de PCR y posteriormente se amplificaron mediante PCR en emulsión antes de la secuenciación. La 
pirosecuenciación se llevó a cabo con el secuenciador Roche 454 GS Junior (Roche, Basel, Suiza).

Análisis bioinformático

Se llevó a cabo el procesamiento de imágenes y datos para la secuenciación de amplicones utilizando el paquete de 
software Genome Sequencer FLX System 2.3 (Roche, Basel, Suiza). Se utilizó el programa Mothur para la primera 5
parte del análisis de las secuencias (Schloss et al., 2009). Se descartaron las secuencias más cortas. Las secuencias 
con bases ambiguas o los homopolímeros de más de 10 nucleótidos y con una puntuación media de calidad inferior a 
25 se eliminaron junto con las secuencias de etiqueta y de cebador. Se asignaron las secuencias de muestras 
multiplexadas basándose en la presencia de los códigos de barras únicos asignados a cada muestra. Se preparó una 
matriz de distancias (distancia=0,01) y se agruparon las secuencias en unidades taxonómicas operativas (UTO). Se 10
compararon las secuencias representativas de cada UTO con la base de datos de NCBI utilizando la herramienta de 
búsqueda de alineación local básica (BLASTN), una base de datos privada de secuencias del laboratorio de los 
inventores.

Las secuencias del gen de miostatina de Genbank eran:

 5178958 ref |NM_21445.2 miostatina de Sus scrofa (MSTN), ARNm15

 241897522 gb GQ184147.1 ARNm de miostatina de Bos taurus, cds completo

 4782570 ref |NM_001001461.1 miostatina de Gallus gallus (MSTN), ARNm

 12652492 ref |NM_001081817.1 miostatina de Equus caballus (MSTN), ARNm

 57164246 ref |NM_001009428.1 miostatina de Ovis aries (MSTN), ARNm

 289600017 gb GQ246166.1 precursor de miostatina de Capra hircus, ARNm20

 17064128 gb AF440861.1 ARNm de miostatina (MSTN) de Anas platyrhynchos

 1706410 gb AF440862.1 ARNm de miostatina (MSTN) de Anser anser

 14984905 gb EF62955.1 ARNm de miostatina de Cervus elaphus xanthopygus

 482746 gb AY62909.1 ARNm de miostatina de Antilocapra americana

 1706414 gb AF440864.1 ARNm de miostatina (MSTN) de Coturnix chinensis25

 512867089: 168-1181 miostatina (mstn) de Xenopus (Silurana) tropicalis, ARNm

 410969071 ref XM_00990972.1 miostatina (MSTN) de Felis catus, ARNm

Las secuencias mostradas en el listado de secuencias numeradas 80 a 93 incluyen secuencias de miostatina de 
diversos animales de Genbank.

Las secuencias mostradas en el listado de secuencias numeradas 94 a 103 incluyen secuencias de 12S mitocondrial 30
de diversos animales de Genbank.

Cuantificación mediante qPCR utilizando el gen MSTN

Cebadores y sondas oligonucleótidos

Se desarrolló un ensayo de reacción en cadena de polimerasa en tiempo real (qPCR) basado en TaqMan para 
cuantificar 6 especies frecuentes presentes en productos cárnicos (Sus scrofa, Bos taurus, Gallus gallus, Equus 35
caballus, Ovis aries y Meleagris gallopavo). Mediante la alineación de la secuencia de ADN del exón 1 de miostatina 
de estas especies según la base de datos del NCBI, se diseñaron cebadores directos e inversos y sondas Taqman 
para cada región específica de especie de carne (fig. 2). En la Tabla 1 se muestra la lista de estos cebadores y sondas. 
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Tabla 1: secuencias de cebadores y sondas utilizados en el presente estudio

secuencia

cebador directo 5'-CTGATTGTTGCTGGTCCC-3'

cerdo cebador inverso 5'-GTTTCCGTCGTAGCGTGA-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-TGTAATGCATGTATGTGGAGACAAA-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-GCAGCAGTCTATGTTTATATTTACCT3'

pollo cebador inverso 5'-TCATCRTCTTCCAARGAGCC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-TTCATGCAGATCGCRGTTGATCC-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-ACTGCAAATCTCTGTTTATATTTACCT-3'

vaca cebador inverso 5'-TCATCRTCTTCCAARGAGCC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-TGTTTGTGGAGGGAAAACACTACATCCTC-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-ACTGCAAATCTTTGTTTATATTTACCT-3'

oveja cebador inverso 5'-TCATCRTCTTCCAARGAGCC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-CATGCTTGTGGAGACAAAACAATAAACCT-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-GCAAATCTCTGTTTATATTTACCTGTTTG-3'

caballo cebador inverso 5'-GGTAATGATTGTTTCCGTCGTC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-TTCTTGCTGGTCCAGTGGATCTAA-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-GCTAGCAGTCTATGTTTATATTTACCT-3'

pavo cebador inverso 5'-TCATCRTCTTCCAARGAGCC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-TGCAGATTTTATGTTCATCCGGT-(BHQ)-3'

cebador directo 5'-GCTAGCAGTCTATGTTTATATTTACCT-3'

control normalizador cebador inverso 5'-TCATCRTCTTCCAARGAGCC-3'

sonda TaqMan 5'-(FAM)-GGAACTGATTGATCA-(BHQ)-LNA-3'

Las secuencias en la Tabla 1 presentan las SEQ ID nº siguientes: 

Cebador directo de cerdo: SEQ ID nº 17. Cebador inverso de cerdo: SEQ ID nº 18. Sonda Taqman de cerdo: SEQ ID 
nº 19.5

Cebador directo de pollo: SEQ ID nº 20. Cebador inverso de pollo: SEQ ID nº 16. Sonda Taqman de pollo: SEQ ID nº 
21.

Cebador directo de vaca: SEQ ID nº 22. Cebador inverso de vaca: SEQ ID nº 16. Sonda Taqman de vaca: SEQ ID nº 
23.

Cebador directo de oveja: SEQ ID nº 24. Cebador inverso de oveja: SEQ ID nº 16. Sonda Taqman de oveja: SEQ ID 10
nº 25.

Cebador directo de caballo: SEQ ID nº 26. Cebador inverso de caballo: SEQ ID nº 27. Cebador Taqman de caballo: 
SEQ ID nº 28.

Cebador directo de pavo: SEQ ID nº 29. Cebador inverso de pavo: SEQ ID nº 30. Sonda Taqman de pavo: SEQ ID nº 
31.15

Cebador directo normalizador: SEQ ID nº 14. Cebador inverso normalizador: SEQ ID nº 16.

Sonda Taqman normalizadora: SEQ ID nº 31. Una sonda Taqman normalizadora adicional que puede utilizarse es:
FAM-AGTGGAGGAGCYTTGGGYAAAAG-BHQ (SEQ ID nº 32)
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Los cebadores directos para pollo, vaca, oveja y pavo indicados anteriormente pueden sustituirse por una mezcla de 
los dos cebadores a continuación: 

GCTAGCAGTCTATGTTTATATTTACCT (SEQ ID nº 14)

ACTGCAAATCTYTGTTTATATTTACCT (SEQ ID nº 15).

5

Protocolo de PCR convencional

Se llevó a cabo una PCR en tiempo real utilizando el sistema LightCycler 480 (Roche, Basel, Suiza). Las mezclas de 
reacción de PCR se introdujeron en un volumen final de 12 µl que contenía 6 µl de mezcla maestra de sonda LC480 
(Roche, Basel, Suiza), 2 µl de ADN molde (a 5 ng/µl), 0,25 µl de pareja de cebadores (10 µM cada uno), 0,125 µl de 
sonda Taqman (10 µM). Las condiciones de reacción incluían la etapa de inicio durante 10 min a 95ºC seguido de 40 10
ciclos de 15 s a 95ºC y 1 min a 60ºC. El sistema en tiempo real se suministra con el software Lightcycler 480, versión 
1.5, utilizando algoritmos de Roche únicos para un análisis automatizado de los datos altamente preciso y robusto.

Ensayo de especificidad y sensibilidad.

Se confirmó la especificidad de cada ensayo de especie mediante la amplificación de 100 ng de ADN genómico de 
pollo, pavo, caballo, burro, cerco, bovino y ovino y un control negativo sin ADN (NTC). Se sometió a ensayo 15
cada ensayo frente a ADN procedente de las seis especies, frente a su especie diana y las 5 especies 
restantes para confirmar la especificidad. En el ensayo de sensibilidad de los cebadores y sondas específicos, 
se examinaron amplificaciones por PCR entre los cebadores específicos y diluciones en serie de 3 veces de 
ADN aislados de carne de cada especie diana comprendidas entre 10 ng y 0,4 ng. Las curvas estándares 
para la totalidad de los 6 sistemas de detección se construyeron mediante la utilización del valor de Cp 20
obtenido de la concentración de ADN correspondiente (fig. 3).

Resultados

En el presente estudio, se desarrollaron ensayos metagenómicos y de PCR en tiempo real basada en la amplificación 
del mismo fragmento del gen de miostatina genómico y se evaluaron para la detección y cuantificación de 6 especies 
frecuentes presentes en la carne y en productos cárnicos (cerdo, vaca, caballo, oveja, pollo y pavo).25

Análisis metagenómico utilizando el gen MSTN

Se aplicó el ensayo metagenómico a dos preparaciones de carne comerciales, la primera compuesta de 50% de carne 
de vaca y 50% de carne de cerdo; la segunda compuesta de 50% de carne de vaca y 50% de carne de caballo. Las 
secuencias tratadas se compararon con la base de datos del NCBI utilizando la herramienta de búsqueda de alineación 
local básica (fig. 4). El análisis metagenómico permitió la identificación de todos los componentes de la carne, aunque 30
las proporciones no son totalmente representativas. La proporción de vaca resulta más importante en las dos muestras 
sometidas a ensayo en detrimento de las 2 otras especies. Para obtener un análisis más cuantitativo resulta importante 
evitar la competición entre los componentes de la carne, realizando de esta manera el análisis en la etapa exponencial 
debido a que todos los reactivos todavía están en exceso y la especie que se encuentra presente en una cantidad 
baja no competirá con las otras.35

Cuantificación mediante qPCR utilizando el gen MSTN

Se diseñaron cebadores específicos de especie y sondas Taqman y se optimizaron las condiciones de amplificación 
mediante la utilización de estos cebadores y sondas.

Especificidad de los sistemas de sondas Taqman.

Se sometió a ensayo la especificidad de los 6 sistemas para 8 especies 100% puras de carne comunes y comerciales 40
(cerdo, vaca, caballo, oveja, pollo, pavo, conejo y pato). No se obtuvo ninguna reacción cruzada con ninguno de los 
ADN de especie no diana (Tabla 2). 
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Tabla 2: Resultados de ensayo de especificidad y sensibilidad obtenidos con los conjuntos de cebadores específicos 
de especie-sondas.

Valor medio de Cp ±SD

Especie Concentración 
de ADN (ng)

cerdo vaca oveja caballo pavo pollo

especie 
diana

10 23,57±0,11 23,99±0,39 23,5±0,05 24,14±0,43 22,69±0,15 23,34±0,48

3,3 25,16±0,06 25,66±0,19 25,06±0,08 24,59±0,62 24,29±0,22 24,49±0,51

1,1 26,86±0,02 27,28±0,4 26,78±0,05 26,99±0,15 25,96±0,15 26,08±0,47

0,36 28,47±0,12 28,8±0,25 28,45±0,23 28,99±0,64 28,07±0,74 27,98±0,19

0,12 30,08±0,03 30,44±0,32 29,93±0,11 30,0±0,31 29,29±0,11 29,73±0,06

0,04 ± 31,8±0,14 31,4±0,58 32,12±0,61 30,94±0,16 31,14±0,2

eficiencia 
de qPCR

1,937 1,968 1,886 1,991 1,963 1,99

pollo 10 ND ND ND ND ND 23,231±0,4

pavo 10 ND ND ND ND 22,72±0,13 ND

caballo 10 ND ND ND 24,04±0,37 ND ND

burro 10 ND ND ND ND ND ND

cerdo 10 23,39±0,41 ND ND ND ND ND

vaca 10 ND 24,01±0,32 ND ND ND ND

oveja 10 ND ND 23,46±0.082 ND ND ND

De conejo 10 ND ND ND ND ND ND

pato 10 ND ND ND ND ND ND

ND=no detectado.

Sensibilidad y linealidad de los sistemas de sondas Taqman.

La sensibilidad y linealidad de los 6 sistemas Taqman se sometieron a ensayo mediante la utilización de una serie de 5
diluciones de 3 veces del ADN genómico obtenido de cada especie diana partiendo de 10 ng de ADN diana. Se generó 
la curva estándar representando el valor de Cp resultante en comparación con el logaritmo de la concentración del 
ADN diana para someter a ensayo la linealidad. Estas regresiones lineales se estimaron con el software LC480 
utilizando los algoritmos propios de Roche. Los valores de eficiencia (proporcionados por los algoritmos de Roche) 
para los sistemas de cero, vaca, oveja, caballo, pavo y pollo fueron de 1,937, 1,968, 1,886, 1,991, 1,963 y 1,99, 10
respectivamente. Tal como es bien conocido, un intervalo aceptable para determinar la eficiencia de una reacción de 
qPCR y, de esta manera, la relación lineal entre el valor de Cp y la concentración de ADN es de entre 1,8 y 2,2 
(eficiencia=-1+10(-1/pendiente); una eficiencia perfecta= 2).

Métodos de normalización

Las fuentes de variabilidad pueden ser diversas (la naturaleza y cantidad de la muestra inicial; el procedimiento de 15
aislamiento del ADN o finalmente la amplificación por PCR en tiempo real). La normalización esencialmente consiste 
en neutralizar los efectos de la variabilidad que impedirían comparar los datos y conducirían a conclusiones erróneas. 
La utilización de un gen normalizador es el método más completo para considerar prácticamente toda fuente de 
variabilidad en la PCR en tiempo real. En el presente estudio los inventores decidieron utilizar como normalizador una 
región altamente conservada del fragmento de miostatina amplificado (fig. 2). Este normalizador debería presentar 20
una eficiencia de amplificación similar debido a que los inventores utilizando cebadores similares para amplificarlo.

Para cuantificar los datos, los inventores podrían utilizar una cuantificación comparativa y el método de ΔΔCt . Con 
este método, se ajustó Ct para el gen de interés tanto en la muestra de ensayo como en la muestra calibradora (en la
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presente memoria los inventores utilizaron una especie diana 100% pura) en relación al Ct del gen normalizador a 
partir de las mismas 2 muestras (ΔCt muestra-ΔCt calibrador= ΔΔCt). El valor de ΔΔCt resultante se incorpora para 
determinar el factor de diferencia de expresión (factor de diferencia= 2-ΔΔC

t).

La invención no se encuentra limitada por los Ejemplos y el experto en la materia apreciará las alternativas y 
modificaciones que podrían llevarse a cabo en cualquier etapa o componente tal como se describe en la presente 5
memoria. Por tanto, la invención se encuentra limitada únicamente por el alcance de las reivindicaciones.

Resultados

Análisis metagenómico utilizando el gen MSTN

Se aplicó el ensayo metagenómico a 20 mezclas de ADN diferentes, incluyendo 8 ADN de mamífero y ave diferentes 
(vaca, cerdo, caballo, oveja, conejo, cabra, pavo y pollo), 13 mezclas compuestas de 2 especies con 50% de cada 10
ADN y 7 mezclas compuestas de ADN de 4 especies con 25% de cada ADN.

Se preparó el ADN de cada especie y se eluyó a la misma concentración antes de mezclarlos. Debido a las diferencias 
de tamaño de los genomas, 100 ng de ADN contendrán una cantidad diferente del gen diana de miostatina común de 
una especie a otra, explicando por qué en una mezcla 50-50%, las especies de genoma pequeño (aves, conejo, ...) 
se sobreestimarán respecto a las especies de genoma más grande, como los mamíferos.15

Por ejemplo, debido a que el tamaño del genoma de las aves es la mitad del tamaño del genoma de los mamíferos, 
100 ng de ADN corresponderán a 3,5x103 copias de genoma de vaca, comparado con 9x103 copias de genoma de 
pollo. Así, a la misma concentración, la proporción de pollo será el doble de la proporción de mamíferos.

Las secuencias tratadas se compararon con una base de datos privada utilizando la herramienta de búsqueda de 
alineación local básica. Se identificó correctamente la totalidad de las 8 especies en las 20 muestras sometidas a 20
ensayo. Las proporciones de cada una son prácticamente representativas considerando el tamaño del genoma (fig. 
5).

Análisis metagenómico utilizando ARNr ribosómico 12S.

Se aplicó el ensayo metagenómico a una mezcla de 14 ADN de mamífero y ave, añadidos todos a la misma 
concentración (Sus scrofa, Anser anser, Gallus gallus, Bos Taurus, Ovis aries, Equus caballus, Meleagris gallopavos, 25
Capra hircus, Antilocapra americana, Cervus elaphus, Anas platyrhynchos y Coturnix japonica (fig 6). Las secuencias 
tratadas se compararon con la base de datos del NCBI utilizando la herramienta de búsqueda de alineación local 
básica. El análisis metagenómico permitió identificar la totalidad de los 14 componentes, aunque las proporciones no 
son representativas (dependen de los tejidos cárnicos utilizados y el contenido de mitocondrias de cada uno).

Listado de secuencias30

<110> Université de Liège and Quality Partner s.a.

<120> Métodos de detección

<130> 2013-55

<150> EP13199634.0
<151> 2013-12-2735

<160> 103

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 21
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
agtctatgtt tatatttacc t 2145

<210> 2
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 2
aatctytgtt tatatttacc t 21

<210> 35
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 3
tcatcrtctt ccaargagcc 20

<210> 4
<211> 51
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4
cctatcccct gtgtgccttg gcagtctcag agtctatgtt tatatttacc t 5120

<210> 5
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador

<400> 5
cctatcccct gtgtgccttg gcagtctcag aatctytgtt tatatttacc t 51

<210> 6
<211> 5930
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 635
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agactgcact catcrtcttc caargagcc 59

<210> 7
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador

<400> 7
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag atcgcaggct catcrtcttc caargagcc 59

<210> 845
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador50
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<400> 8
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag acgctcgaca tcatcrtctt ccaargagcc 60

<210> 9
<211> 60
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 9
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agacgcactc tcatcrtctt ccaargagcc 6010

<210> 10
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>15
<223> Cebador

<400> 10
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agcactgtag tcatcrtctt ccaargagcc 60

<210> 11
<211> 6020
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1125
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag atcagacacg tcatcrtctt ccaargagcc 60

<210> 12
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador

<400> 12
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag atatcgcgag tcatcrtctt ccaargagcc 60

<210> 1335
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador40

<400> 13
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag cgtgtctcta tcatcrtctt ccaargagcc 60

<210> 14
<211> 27
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
gctagcagtc tatgtttata tttacct 2750
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<210> 15
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador

<400> 15
actgcaaatc tytgtttata tttacct 27

<210> 16
<211> 2010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1615
tcatcrtctt ccaargagcc 20

<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213> Sus scrofa20

<400> 17
ctgattgttg ctggtccc 18

<210> 18
<211> 18
<212> ADN25
<213> Sus scrofa

<400> 18
gtttccgtcg tagcgtga 18

<210> 19
<211> 2530
<212> ADN
<213> Sus scrofa

<400> 19
tgtaatgcat gtatgtggag acaaa 25

<210> 2035
<211> 27
<212> ADN
<213> Gallus gallus

<400> 20
gctagcagtc tatgtttata tttacct 2740

<210> 21
<211> 23
<212> ADN
<213> Gallus gallus

<400> 2145
ttcatgcaga tcgcrgttga tcc 23

<210> 22
<211> 27
<212> ADN
<213> Bos taurus50

<400> 22
actgcaaatc tctgtttata tttacct 27
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<210> 23
<211> 29
<212> ADN
<213> Bos taurus

<400> 235
tgtttgtgga gggaaaacac tacatcctc 29

<210> 24
<211> 27
<212> ADN
<213> Ovis aries10

<400> 24
actgcaaatc tttgtttata tttacct 27

<210> 25
<211> 30
<212> ADN15
<213> Ovis aries

<400> 25
catgcttgtg gagacaaaac aataaatcct 30

<210> 26
<211> 2920
<212> ADN
<213> Equus caballus

<400> 26
gcaaatctct gtttatattt acctgtttg 29

<210> 2725
<211> 22
<212> ADN
<213> Equus caballus

<400> 27
ggtaatgatt gtttccgtcg tc 2230

<210> 28
<211> 24
<212> ADN
<213> Equus caballus

<400> 2835
ttcttgctgg tccagtggat ctaa 24

<210> 29
<211> 27
<212> ADN
<213> Meleagris gallopavo40

<400> 29
gctagcagtc tatgtttata tttacct 27

<210> 30
<211> 22
<212> ADN45
<213> Meleagris gallopavo

<400> 30
tgcagatttt agttcatccg gt 22

<210> 31
<211> 1550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 31
ggaactgatt gatca 15

<210> 325
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 32
agtggaggag cyttgggyaa aag 23

<210> 33
<211> 1128
<212> ADN15
<213> Coturnix chinensis

<400> 33 

20

<210> 34
<211> 1128
<212> ADN
<213> Gallus gallus

<400> 34 25
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<210> 35
<211> 11285
<212> ADN
<213> Anas platyrhynchos

<400> 35 

E14818949
04-01-2019ES 2 704 489 T3

 



20

<210> 36
<211> 1128
<212> ADN
<213> Anser anser5

<400> 36 
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<210> 37
<211> 1140
<212> ADN
<213> Cervus elaphus5

<400> 37 
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<210> 38
<211> 1128
<212> ADN
<213> Antilocapra americana5

<400> 38 

<210> 39
<211> 1140
<212> ADN10
<213> Bos taurus

<400> 39 
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<210> 40
<211> 1128
<212> ADN
<213> Ovis aries5

<400> 40 
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<210> 41
<211> 1255
<212> ADN
<213> Capra hircus5

<400> 41 
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<210> 42
<211> 1128
<212> ADN
<213> Felis catus

<400> 42 5

<210> 43
<211> 1128
<212> ADN
<213> Equus caballus10

<400> 43 
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<210> 44
<211> 1128
<212> ADN
<213> Sus scrofa5

<400> 44 
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<210> 45
<211> 18
<212> ADN
<213> Equus caballus5

<400> 45
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 46
<211> 20
<212> ADN10
<213> Equus caballus

<400> 46
gtaccgtaag ggaacgatga 20

<210> 47
<211> 1815
<212> ADN
<213> Felis catus

<400> 47
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 4820
<211> 20
<212> ADN
<213> Felis catus

<400> 48
gtaccgtaag ggaacgatga 2025

<210> 49
<211> 18
<212> ADN
<213> BT1

<400> 4930
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 50
<211> 20
<212> ADN
<213> BT135

<400> 50
gtaccgcaag ggaacgatga 20

<210> 51
<211> 18
<212> ADN40
<213> BT2
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<400> 51
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 52
<211> 20
<212> ADN5
<213> BT2

<400> 52
gtaccgcaag ggaacgatga 20

<210> 53
<211> 1810
<212> ADN
<213> Capra hircus

<400> 53
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 5415
<211> 20
<212> ADN
<213> Capra hircus

<400> 54
gtaccgtaag ggaatgatga 2020

<210> 55
<211> 18
<212> ADN
<213> Canis lupis familiaris

<400> 5525
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 56
<211> 20
<212> ADN
<213> Canis lupus familiaris30

<400> 56
gtaccgtaag ggaatgatga 20

<210> 57
<211> 18
<212> ADN35
<213> SS-Pietrain

<400> 57
acaccgcccg tcaccctc 18

<210> 58
<211> 2040
<212> ADN
<213> SS-Pietrain

<400> 58
gtaccgtaag ggaaagatga 20

<210> 5945
<211> 18
<212> ADN
<213> SS-LW

<400> 59
acaccgcccg tcaccctc 1850

<210> 60
<211> 20
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<212> ADN
<213> SS-LW

<400> 60
gtaccgtaag ggaaagatga 20

<210> 615
<211> 18
<212> ADN
<213> Gallus gallus 1

<400> 61
ataccgcccg tcaccctc 1810

<210> 62
<211> 20
<212> ADN
<213> Gallus gallus 1

<400> 6215
gtaccgcaag ggaaagatga 20

<210> 63
<211> 18
<212> ADN
<213> Gallus gallus 220

<400> 63
ataccgcccg tcaccctc 18

<210> 64
<211> 20
<212> ADN25
<213> Gallus gallus 2

<400> 64
gtaccgcaag ggaaagatga 20

<210> 65
<211> 1830
<212> ADN
<213> Meleagris gallopavo

<400> 65
ataccgcccg tcaccctc 18

<210> 6635
<211> 20
<212> ADN
<213> Meleagris gallopavo

<400> 66
gtaccgtaag ggaaagatga 2040

<210> 67
<211> 18
<212> ADN
<213> Anser Anser

<400> 6745
ataccgcccg tcaccctc 18

<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Anser anser50

<400> 68
gtaccgtaag ggaaagatga 20
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<210> 69
<211> 18
<212> ADN
<213> Anas platyrhynchos

<400> 695
ataccgcccg tcaccctc 18

<210> 70
<211> 20
<212> ADN
<213> Anas Platyrhynchos10

<400> 70
gtaccgtaag ggaaagatga 20

<210> 71
<211> 18
<212> ADN15
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71
ayaccgcccg tcaccctc 1820

<210> 72
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>25
<223> Cebador

<400> 72
twggcttttc acctctac 18

<210> 73
<211> 1830
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7335
twggcatgtc acctctac 18

<210> 74
<211> 57
<212> ADN
<213> artificial40

<220>
<223> Cebador

<400> 74
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agactgcaca yaccgcccgt caccctc 57

<210> 7545
<211> 57
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador50

<400> 75
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ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agcgcgcgca yaccgcccgt caccctc 57

<210> 76
<211> 57
<212> ADN
<213> artificial5

<220>
<223> Cebador

<400> 76
ccatctcatc cctgcgtgtc tccgactcag agctctatca yaccgcccgt caccctc 57

<210> 7710
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador15

<400> 77
cctatcccct gtgtgccttg gcagtctcag twggcttttc acctctac 48

<210> 78
<211> 48
<212> ADN20
<213> artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 78
cctatcccct gtgtgccttg gcagtctcag twggcatgtc acctctac 4825

<210> 79
<211> 47
<212> ADN
<213> artificial

<220>30
<223> Cebador

<400> 79
cctatcccct gtgtgccttg gcagtctcag twggcwtktc acctcta 47

<210> 80
<211> 114035
<212> ADN
<213> Cervus elaphus

<400> 80 

40
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<210> 81
<211> 1128
<212> ADN
<213> Antilocapra americana5

<400> 81 

<210> 8210
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<211> 1128
<212> ADN
<213> Coturnix chinensis

<400> 82 

5

<210> 83
<211> 1014
<212> ADN
<213> Xenopus tropicalis

<400> 83 10
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<210> 84
<211> 1128
<212> ADN
<213> Felis catus5

<400> 84 
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<210> 85
<211> 1128
<212> ADN
<213> Sus scrofa5

<400> 85 

<210> 86
<211> 1140
<212> ADN10
<213> Bos taurus

<400> 86 
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<210> 87
<211> 1128
<212> ADN
<213> Gallus gallus5

<400> 87 
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<210> 88
<211> 1128
<212> ADN
<213> Equus caballus5

<400> 88 

<210> 8910
<211> 1128
<212> ADN
<213> Ovis aries

E14818949
04-01-2019ES 2 704 489 T3

 



38

<400> 89 

<210> 90
<211> 1255
<212> ADN5
<213> Capra hircus

<400> 90 
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<210> 91
<211> 1128
<212> ADN
<213> Anas platyrhynchos5

<400> 91 
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<210> 92
<211> 1128
<212> ADN
<213> Anser anser5

<400> 92 

<210> 93
<211> 288
<212> ADN10
<213> Cairina moschata

<400> 93 
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<210> 94
<211> 634
<212> ADN
<213> Capra hircus5

<400> 94 

<210> 95
<211> 954
<212> ADN10
<213> Canis lupus

<400> 95 
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<210> 96
<211> 980
<212> ADN
<213> Sus scrofa5

<400> 96 

<210> 97
<211> 892
<212> ADN10
<213> Gallus gallus

<400> 97 
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<210> 98
<211> 971
<212> ADN
<213> Meleagris gallopavo5

<400> 98 

<210> 9910
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<211> 989
<212> ADN
<213> Anser anser

<400> 99 

5

<210> 100
<211> 981
<212> ADN
<213> Anas platyrhynchos

<220>10
<221> misc-feature
<222> (780)..(780)
<223> n is a, c, g, or t

<400> 100 
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<210> 101
<211> 450
<212> ADN
<213> Equus caballus5

<400> 101 

<210> 102
<211> 373
<212> ADN10
<213> Felis catus

<400> 102 
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<210> 103
<211> 615
<212> ADN
<213> Bos taurus5

<400> 103 

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar el origen u orígenes de especie del ADN en una muestra alimentaria, que comprende 
llevar a cabo un análisis metagenómico de las secuencias de la muestra alimentaria mediante secuenciación de alto 
rendimiento para identificar el ADN de por lo menos una especie, en donde el análisis metagenómico comprende la 
amplificación y secuenciación de una secuencia de ADN diana metagenómica que es parte del gen de miostatina 5
(MSTN), seleccionándose dicha secuencia de ADN diana metagenómico para permitir: i) la coamplificación de la 
secuencia de ADN diana metagenómica a partir de una pluralidad de especies utilizando un conjunto de cebadores 
comunes conservados que comprende cebadores que comprenden o que consisten en las secuencias SEQ ID nº 1, 
SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3, y ii) la identificación del origen de especie de cualquier ADN diana metagenómico 
amplificado basándose en su secuencia, en donde el método comprende la etapa de amplificar el ADN diana utilizando 10
un conjunto de cebadores que comprende o que consiste en las secuencias SEQ ID nº 1, SEQ ID nº 2 y SEQ ID nº 3.

2. El método según la reivindicación 1, que comprende además una reacción en cadena de polimerasa 
cuantitativa (qPCR) específica de especie para amplificar y cuantificar una diana específica de especie del ADN de la 
especie identificada, y 

opcionalmente en donde la etapa de qPCR se selecciona de qPCR que utiliza un pigmento intercalante y qPCR que 15
utiliza un cebador informador marcado o sonda, y

opcionalmente en donde el cebador informador marcado o sonda es parte de un sistema informador 
fluorescente/desactivador u otro sistema informador fluorescente en donde la amplificación del ADN diana específico 
de especie da como resultado una reducción o eliminación de la desactivación de la fluorescencia u otro incremento 
de la fluorescencia, dando como resultado una señal fluorescente detectable, y20

opcionalmente en donde el sistema informador comprende una sonda de hidrólisis, una sonda de baliza molecular, 
una pareja de sondas de hibridación dual, un sistema de cebadores Amplifluor, un sistema de cebadores Scorpion, un 
sistema de encendido con la extensión o un sistema de cebadores QZyme.

3. Un método según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la secuencia diana metagenómica
presenta el mismo número de copias por genoma en cada una de las especies de las que se sospecha su presencia 25
en la muestra alimentaria, de manera que permite una determinación de las proporciones relativas de los diferentes 
ADN identificados.

4. Un método según cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3, en donde la secuencia de ADN diana específica 
de especie es parte del gen MSTN.

5. Un método según cualquier reivindicación anterior, en donde la secuencia de ADN diana metagenómica se 30
secuencia mediante un procedimiento para la secuenciación en paralelo masiva, y opcionalmente en donde el 
procedimiento para la secuenciación en paralelo masiva se selecciona de la secuenciación en emulsión y la 
secuenciación en fase sólida.

6. Un kit para la identificación metagenómica del ADN presente en una muestra alimentaria, que comprende un 
conjunto de cebadores para la amplificación metagenómica de una secuencia diana metagenómica en el gen de 35
miostatina, seleccionándose dicha secuencia diana metagenómica para permitir: i) la coamplificación de la secuencia 
de ADN diana metagenómica a partir de una pluralidad de especies utilizando un conjunto de cebadores comunes 
conservados del kit que comprende cebadores que comprenden o consisten en la secuencia SEQ ID nº 1, la SEQ ID 
nº 2 y SEQ ID nº 3, y ii) la identificación del origen de especie de cualquier ADN diana metagenómico amplificado 
basándose en su secuencia.40

7. Un kit según la reivindicación 6, en donde la secuencia diana metagenómica presenta el mismo número de 
copias por genoma en cada especie de la que se sospecha su presencia en la muestra alimentaria, de manera que 
permite además una determinación de las proporciones relativas de los diferentes ADN identificados y/o

en donde la secuencia diana metagenómica se selecciona para permitir la amplificación del ADN de por lo menos 12 
o 13 especies diferentes utilizando un conjunto de cebadores comunes conservados.45

8. Un método según la reivindicación 4 o el kit según la reivindicación 7, en donde por lo menos uno de los 
cebadores se modifica mediante la adición de una secuencia de adaptador, etiqueta o secuencia universal.

9. Un kit según la reivindicación 6 para el análisis de PCR cuantitativa de una secuencia diana específica de 
especie en una muestra alimentaria, comprendiendo dicho kit un conjunto adicional de cebadores y sondas para la 
amplificación y detección en tiempo real de una secuencia del gen de miostatina, seleccionándose dicha secuencia 50
para permitir la amplificación y/o detección específica de especie.

10. Un método según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 para la identificación y cuantificación de por lo 
menos una secuencia diana específica de especie en una muestra alimentaria de una o más cualesquiera de una 
especie de un género seleccionado de Sus, Gallus, Bos, Ovis, Equus, Meleagris, Felis, Capra, Antilocapra, Cervus, 
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Anas, Anser y Coturnix, por ejemplo, Sus scrofa, Gallus gallus, Bos taurus, Ovis aries, Equus caballus, Meleagris 
gallopavo, Felis catus, Capra hircus, Antilocapra americana, Cervus elaphus, Anas platyrhyncho, Anser anser y 
Coturnix chinensis; o 

un kit según la reivindicación 9, en donde la amplificación y/o detección específica de especie puede distinguir entre 
especies de un género seleccionado de Sus, Gallus, Bos, Ovis, Equus, Meleagris, Felis, Capra, Antilocapra, Cervus, 5
Ana, Anser y Coturnix, por ejemplo, Sus scrofa, Gallus gallus, Bos taurus, Ovis aries, Equus caballus, Meleagris 
gallopavo, Felis catus, Capra hircus, Antilocapra americana, Cervus elaphus, Anas platyrhyncho, Anser anser y 
Coturnix chinensis.

11. Un método según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde la secuencia de ADN diana específica 
de especie se amplifica mediante un conjunto de cebadores y el amplicón resultante se detecta mediante una sonda 10
de hibridación marcada, o un kit según la reivindicación 9, en donde el conjunto de cebadores y sondas se selecciona 
de por lo menos uno de:

a) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 17 y 18 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 19 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de cerdo (Sus scrofa), 
o15

b) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 20 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 21 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pollo (Gallus 
gallus), o

c) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 22 y 16 y una sonda que comprende o consiste 
en la secuencia SEQ ID nº 23 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de vaca (Bos taurus), o20

d) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 24 y 16 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 25 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de oveja (Ovis aries), 
o

e) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 26 y 27 y una sonda que comprende o 
consiste en la secuencia SEQ ID nº 28 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de caballo (Equus 25
caballus), o

f) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 29 y 16 y una sonda que comprende o consiste 
en la secuencia SEQ ID nº 30 para la cuantificación de secuencias de ADN procedentes de pavo (Meleagris gallopavo), 
o

g) cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 y/o 15 y 16 y una sonda que comprende 30
o que consiste en la secuencia SEQ ID nº 31 o 32 para la cuantificación de ADN procedente de todas las especies en 
la muestra, y

opcionalmente en donde uno o más cualesquiera cebadores con SEQ ID nº 20, 22, 24 o 29 se sustituyen por una 
mezcla de cebadores que comprenden o consisten en las secuencias SEQ ID nº 14 y 15.

12. Un kit según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, que comprende además cualquier reactivo adecuado 35
para la utilización en el análisis metagenómico o de qPCR del contenido de ADN de una muestra alimentaria.

13. El uso de los cebadores según se define en la reivindicación 1 junto con los cebadores y sondas según la 
reivindicación 11 para la identificación metagenómica secuencial y cuantificación específica de especie del ADN en 
una muestra alimentaria, en donde la selección de cebadores y sondas específicas de especie utilizadas para la 
cuantificación, se basa en la identificación metagenómica del ADN de las especies presentes en la muestra 40
alimentaria, y opcionalmente en donde la muestra alimentaria es una muestra de carne.
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