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SEMINARIO

Otros servicios del IA2 y futuras actividades

de apoyo a la investigación
• Extracción de ácidos nucleicos mediante partículas magnéticas
• PCR digital: Detección y cuantificación absoluta de ácidos nucleicos
• Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE)
• Identificación microbiana y de evaluación de la susceptibilidad antibióticos
• Espectrometría de masas* 

22 de noviembre de 2022

Moderador
Notas de la presentación
Buenos días a todos.  Aunque algunos de vosotros ya me conocéis, soy Mª Jesús Serrano y voy a exponeros un resumen de la memoria presentada para la obtención de la plaza de PTA ofertada por este instituto, que engloba la visión que tengo de esta nueva entidad dentro del instituto de investigación.



1. Extracción de ácidos nucléicos

EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS MEDIANTE 
PARTÍCULAS MAGNÉTICAS CON EL SISTEMA KING 

FISHER DUO PRIME (Thermo Fisher)

Responsables del servicio:
Luis Vicente Monteagudo Ibáñez / Joaquín Quílez Cinca

Moderador
Notas de la presentación
En primer lugar, voy a desglosaros los apartados en que he dividido esta presentación, que se corresponden con los apartados en que se ha dividido la memoria aportada.



Extracción de ácidos nucleicos (y proteínas) mediante partículas magnéticas en muestras complejas:
-Baja concentración.
-Contaminantes químicos.
-Dificultades especiales (tejidos de gran dureza, ooquistes, esporas y otras estructuras de resistencia).
-NO UTILIZABLE POR USUARIOS DE MARCAPASOS CARDIACOS (RIESGO MAGENÉTICO)
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Elementos básicos del sistema:
-El propio aparato King Fisher duo prime.
-Kit específico para la aplicación deseada (RNA/DNA, RNA, DNA).
-Material de Plástico especifico y exclusivo (versiones 6 y 12 muestras)
-Protocolo informático específico (gratuito).

Guía de selección de kits de
purificación automatizada de
KingFisher

Encuentre el kit basado en gránulos
magnéticos adecuado para la preparación de
muestras automatizada.

Hay kits disponibles para recuperación de
ARN total, microARN (miARN), ARNm, ADN
genómico, ADN libre de células y proteína A,
G y estreptavidina para inmunoprecipitación.
(unos 30 kits)

Paquete combinado
KingFisher para placa
Microtiter 96
Deepwell
incluye 8 placas, peines de
12 puntas y 8 tiras de elución y
tapones).

Material indivisible: en cada uso
se gasta una placa, un peine y
una tira de elución, se extraiga
una o 12 muestras

Programas
específicos
para cada
aplicación.

Se bajan de la web de
Thermo Fisher y se
instalan en el aparato
con un pendrive
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1. Extracción de ácidos nucléicos

PRECIOS

USO HABITUAL

-No introducir ningún objeto metálico.

-No apto para usuarios de marcapasos.

-Unos 30 minutos de preparación de las placas
(incluyendo molturación en bead beater).

-Los programas duran unos 30-35 minutos
(es posible preparar una placa mientras se extrae 
la anterior).
.
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1. Extracción de ácidos nucléicos

Células 
eucariotas, 
procariotas, 
virus, etc.
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2. PCR digital

PCR digital: 
Detección y cuantificación absoluta de ácidos nucleicos.

Responsable del servicio:

Clementina Rodellar Penella

Moderador
Notas de la presentación
En primer lugar, voy a desglosaros los apartados en que he dividido esta presentación, que se corresponden con los apartados en que se ha dividido la memoria aportada.



• Técnica analítica que permite la cuantificación absoluta de ácidos
nucleicos, mediante la partición de la muestra en miles de sub-
réplicas (chip de 20.000 pocillos).

PCR digital: ¿Qué es?

• Tras la PCR, la amplificación o no de las sub-réplicas se usa para
generar un recuento absoluto del número de moléculas de la
muestra, sin necesidad de estándares ni controles endógenos.

• Se realiza una PCR individual
en cada uno de los 20.000
pocillos que se categorizan
como positivas o negativas
dependiendo de si contienen o
no la molécula objetivo
(binario/digital).



Esquema flujo general de trabajo
Obtención de 

ácidos nucleicos
Preparación mezcla 

reacción PCR
Carga chip

Termociclado
Lectura chipsAnálisis de resultados en la 

nube (Thermofisher)

Diversas matrices y 
soportes (calidad y 

cantidad).

(Diseño Taqman de 
RT-qPCR)

Paso que 
requiere más 
manipulación y 
cuidado 

Menos de 1 minuto



1º 3º

Proflex PCR System

4º

Quantstudio 3D PCR 
digital system

Chip v2/ 20.000 pocillos

QuantStudio 3D Digital PCR 
chip loader

2º



La PCR digital permite realizar cuantificaciones absolutas 
(nº de copias por unidad de volumen) sin usar una curva estándar

1- Contar número de pocillos negativos y positivos en el chip

2- Aplicar la corrección de Poisson (para corregir los pocillos que pueden haber 
recibido más de una molécula de la secuencia objetivo, se aplica un factor de corrección mediante 
el modelo de Poisson.  Implementado en el software de Applied Biosystem). 

https://www.youtube.com/watch?v=g_GgRcZaPxU


VENTAJAS DE LA PCR DIGITAL

(vs RT-PCR)

 No es necesario depender de referencias o estándares.

 Determinación absoluta y precisa del número de copias.

Alta tolerancia a los inhibidores y capacidad para analizar 
mezclas complejas.

 Transferencia sencilla de ensayos de qPCR a dPCR.

 Detección de pequeños cambios de expresión.

Comparada con la qPCR a tiempo real es, más sensible , 
específica y precisa.



Cuantificación relativa: 
Esta aplicación permite cuantificar la 

cantidad de un objetivo en relación con el 
material genético total. 

.

Cuantificación absoluta: 
Medida del número de copias por unidad 

de volumen sin necesidad de curva 
estándar.

 Cuantificación de la carga viral.

 Cuantificación y generación de estándares 
y de referencia.

 Detección de patógenos de bajo nivel.

 Detección y cuantificación de organismos 
modificados genéticamente (GMO).

Aplicaciones de PCR digital 

 Variación del número de copias de alta precisión 
(CNVs).

 Análisis de mutaciones raras.

 Detección de pequeñas diferencias de expresión 
génica.



Bibliografía: utilización PCR digital
Control alimentario de  fraudes, trazabilidad

Caracterización y utilización de materiales de referencia

Detección y cuantificación de  microorganismos patógenos

Microbiología alimentaria



Detección y cuantificación de alérgenos

Microbiología clínica

Cuantificación de GMOs

Diagnóstico molecular



TARIFAS



3. Electroforesis en gel de campo pulsado

Electroforesis en Gel de Campo Pulsado  
Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) 

Laboratorio Biología Molecular
Área Nutrición y Bromatología. Producción Animal y Ciencia de los Alimentos

Facultad Veterinaria. Universidad de Zaragoza

Carmina Rota /Pilar Conchello
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Equipo PFGE-CHEF: módulos  

1. Power module

2. Cubeta 
electroforesis

3. Refrigerador

4. Bomba 
peristáltica

5. Molde /peines



 Subtipificación molecular: bacterias, mohos, levaduras

 Separar fragmentos de DNA (10Kb- 11Mb)

Características técnica PFGE

 Dos campos eléctricos alternantes con diferente orientación
 Cambio periódico de la dirección del campo eléctrico: pulso
 Moléculas grandes ADN más tiempo alineación que las pequeñas
 Campo eléctrico misma intensidad y voltaje: DNA línea recta



PFGE- CHEF:  Contour-clamped Homogeneous Electric Field

 Variantes PFGE: en función de la
modificación del campo eléctrico,
velocidad de migración y resolución de
las bandas.

 Aquí se usa PFGE-CHEF: esquema de
distribución de electrodos:

 Facilidad de uso

 Mayor poder de separación: < 50 Kb - 2 Mb

 Carriles electroforéticos rectilíneos

 El patrón de separación es independiente

de la posición del gel

 Número de muestras

 Poder de discriminación/reproducibilidad

Ventajas:



1. Extracción del DNA genómico: bloques agarosa

2. Digestión del DNA: enzimas de restricción

3. Preparación gel de agarosa (Gold Agarose -SeaKem ®):
muestras

4. Separación de los fragmentos de DNA mediante PFGE

5. Tinción del gel/digitalización (DCODETM -BIO-RAD)

6. Análisis del patrón de bandas mediante un software
informático.

Etapas

Dendrograma
Pulsotipos = cepas

Protocolo de trabajo

UPGMA
Coeficiente de Dice



Aplicaciones PFGE

 Epidemiología (hospitales, producción animal,
etc.)

 Industria alimentaria

PFGE-CHEF: Método de referencia 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Red PulseNet: patógenos alimentarios

https://ia2.unizar.es/servicio/electroforesis-en-gel-de-campos-pulsados-pfge

https://ia2.unizar.es/servicio/electroforesis-en-gel-de-campos-pulsados-pfge




TARIFAS

Se prevé incluir la prestación de preparación de los plugs / bloques de agarosa. 



4. Vitek

Servicio de identificación microbiológica y evaluación 
de la susceptibilidad a los antimicrobianos (RA)

Raúl C. Mainar Jaime / Rosa Bolea
Unidad de Microbiología e Inmunología

Facultad de Veterinaria
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Material/equipo

1.

2.

3. +

DensiCHECK Plus

• Tarjeta de identificación VITEK® 2 GN: bacilos Gram-negativos
fermentadores y no fermentadores.

• Tarjetas de identificación VITEK® 2 GP: cocos Gram-positivos.

• Tarjetas de identificación VITEK® 2 YST: levaduras y organismos
similares a levaduras.

• Tarjetas de identificación VITEK® 2 NH: Neisseria, Haemophilus y
otras bacterias fastidiosas Gram-negativas.

• Tarjetas de identificación VITEK® 2 ANC: bacterias anaerobias y
bacterias coryneformes.

Aplicaciones – identificación



Aplicaciones – detección RA
Tarjetas VITEK® 2 AST: detección de
resistencias antimicrobianas para una
amplia variedad de organismos:
Enterobacterias, no fermentadores,
estafilococos , enterococos , estreptococos
(incluyendo S. pneumoniae, S. viridans y
Estreptococos betahemolíticos) y levaduras.



Procedimiento

Moderador
Notas de la presentación
Orientación clínica
Equivalencia: entre abcos de la misma clase.

MICs determinado mediante medida de crecimiento bacteriano y lectura de turbidimetría. Medidas cada 15 minutos y comparación con una curva de crecimiento de un control



• Clínica.

• Epidemiología (resistencias).

• Caracterización previa a estudios moleculares.

Aplicaciones



TARIFAS



5. Servicio de espectrometría de masas

Servicio de  
Espectrometría de Masas

Ricardo López

Vicente Ferreira

En vías de regularización

Moderador
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Plataforma Analítico-Foodómica

UHPLC

QqQQTOF

INSTRUMENTOS

SEPARACIÓN

PERFILADO E 
IDENTIFICACIÓN CUANTIFICACIÓN

SOFTWARE

Inteligencia
artificial

PERSONAL



Localización



Equipos adquiridos
1. Equipo LC-MS para análisis cuantitativo
2. Equipo LC-MS de alta resolución con 

movilidad iónica para metabolómica 
3. Equipo LC-MS tipo trampa iónica para 

elucidación estructural (amaZon Speed)



Análisis cuantitativo 
dirigido:

Triple Cuadrupolo 
EVOQ Elite Bruker

1



Cuantificación de compuestos diana 
conocidos en bajas concentraciones

• Pesticidas
• Esteroides

• Antioxidantes
• Agentes antimicrobianos
• Precursores

• Vitaminas
• Oligosacáridos

• Péptidos, proteínas
• Fito y micotoxinas
• Dioxinas

• Farmacocinéticas



Técnica UPLC-MS cuantitativa
• Métodos multiresiduo con >100 analitos detectados 

simultáneamente 



Análisis Metabolómico

MS de alta resolución 
con movilidad iónica

tipo QTOF 
(timsTOF Bruker)

2
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Técnica UPLC-MS Alta 
Resolución

UPLC: Permite separaciones eficientes y rápidas de 
compuestos orgánicos

Movilidad iónica: permite separar isómeros

QTOF: identificación mediante masa exacta y MS en 
tandem



Aplicaciones QTOF 
Alta Resolución

• Screening de un número muy 
elevado de compuestos sin 
disponibilidad de patrones

• Seguridad alimentaria y 
medioambiental

• Análisis ”ómico” 
(proteómica, metabolómica, 
foodómica)



Metabolómica
Análisis comparativo de 
muestras desconocidas

¿Qué diferencias en su composición química se correlacionan
con las distintas propiedades de los grupos comparados?

Descubrimiento de (Bio)Marcadores
Clasificación de muestras

Comprobación origen
Detección adulteraciones

Interpretación de rutas metabólicas
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