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I. RESUMEN 

 

 Perú es un país con una gran diversidad de peces marinos destinados a la 

producción de conservas y productos congelados, representando un tercio del 

consumo humano interno del país. La legislación para la inocuidad y correcto 

etiquetado se viene aplicando en Europa como consecuencia de una 

comercialización fraudulenta por sustitución de peces marinos de menor valor 

comercial no descritos en la etiqueta. Independientemente del impacto ambiental, 

económico y comercial negativo, se ha demostrado que cada especie de pescado 

difiere considerablemente en presencia y concentración de parvoalbúmina y 

mercurio; representando un problema de salud pública en la población vulnerable: 

madres gestantes, niños y población sensible a estos alérgenos. A través de 

campañas nacionales, el gobierno peruano fomenta el consumo de pescado fresco 

y procesado. Sin embargo, hasta la fecha no se tienen reportes sobre la 

autentificación molecular de peces, fraude y regulación de estos productos en el 

país. 

 La dificultad de identificar morfológicamente las especies de peces utilizadas 

en productos procesados, requiere validar una PCR en tiempo real para detectar 

fragmentos de ADN de peces marinos altamente degradados y con presencia de 

inhibidores en conservas y productos congelados. Se optimizó una PCR en tiempo 

real utilizando el fluorocromo SYBRGreen I y curvas de disociación para la 

identificación de cada especie por Temperatura de Melting. Post–validación, se 

evaluaron molecularmente 157 muestras de conservas y productos congelados de 

peces marinos comercializados en el país. La alta especificidad, sensibilidad y 

exactitud (100%) del método validado permite detectar ADN degradado a 121 ºC 

por 30 minutos con una sensibilidad de 0,01%. El 100% de las conservas evaluadas 

presentaron ADN de peces marinos no descritos en la etiqueta, a excepción de las 

conservas Europeas que sólo presentaron ADN de la especie descrita.  

El método validado permite la identificación molecular de peces marinos 

empleados en conservas y productos congelados en el país. 

 

Palabras clave: adulteración, peces congelados, conservas, qPCR. 



II. ABSTRACT 

 

 Peru is a country with a great diversity of marine fish species destined to the 

production of canned and frozen products, which represent one third of the internal 

human consumption of the country. The legislation for the safety and correct labeling 

that has been applied in Europe as a result of a fraudulent trade by substitution of 

marine fishes of lower commercial value not described in the label. Regardless of 

the negative environmental, economic and commercial impact, it has been shown 

that each fish species differs considerably in the presence and concentration of 

parvoalbumin and mercury; representing a public health problem in the vulnerable 

population: pregnant mothers, children and population sensitive to these allergens. 

Through national campaigns, the Peruvian government encourages to consume 

fresh and processed fish. However, to date there are no reports about the molecular 

authentication of fishes, fraud and regulation in these products in the country. 

 The difficulty to identify fish species morphologically in processed products 

require to validate a real-time PCR to detect small fragments of DNA of marine 

fishes with highly degradation and in presence of inhibitors in canned and frozen 

products. Real-time PCR was optimized using the SYBRGreen I fluorochrome and 

dissociation curves for the identification of each species by Melting Temperature. 

After validation, was evaluated molecularly 157 samples of canned and frozen 

products marketed in the country. A high specificity, sensitivity and accuracy (100%) 

of the validated method allows detecting degraded DNA at 121ºC for 30 minutes 

with a sensitivity of 0.01%. 100% of the canned tested presented DNA from marine 

fishes not described on the label, except for the European canned that only 

presented DNA of the species described.  

The validated method allows the molecular identification of marine fishes 

used in canned and frozen products in the country. 

 

Keywords: adulteration, canned, frozen fish, qPCR. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 

El 84% de los recursos hidrobiológicos marítimos procesados en Perú es 

destinado al consumo humano directo; 77% (269,9 mil toneladas métricas bruta 

TMB) se destina a productos congelados, principalmente jurel, caballa, merluza y 

ayanque, el 13% (63,8 mil TMB) a conservas de atún, barrilete, bonito, caballa, 

jurel, machete y sardina (PRODUCE, 2018). Las importaciones de pescado 

congelado, conserva, curado y fresco para consumo humano durante el 2017 

sobrepasó las 135 mil TMB con un valor de 286 millones de dólares (ADEX Data 

Trade, 2017). Por esto, el 53% y 67% de peces enlatados y congelados consumidos 

en Perú provienen del continente asiático (PRODUCE, 2018). En los últimos cinco 

años, el consumo per cápita de pescado a nivel nacional aumentó 28.5% según el 

Programa Nacional “A Comer Pescado” (2016) del Ministerio de la Producción 

dirigido a escuelas y comedores populares, ubicando al pescado en segundo lugar 

de preferencia entre los consumidores del país, siendo el porcentaje principal la 

población más vulnerable del país, lleva a investigar la autenticidad de los 

productos que llegan a nuestras mesas. La escala de etiquetado incorrecto y 

sustitución de especies en la cadena de comercialización mundial de pescado es 

motivo de preocupación y se produce en diferentes países (Reilly, 2018; Khaksar 

et al., 2015; Muñoz-Colmenero et al., 2015; Cawthorn et al., 2015; Santaclara et al., 

2015). El promedio de productos de peces marinos mal etiquetados en los países 

evaluados es de 30% (Pardo et al. 2016) hasta el 84% reportado en Turquía (Keskin 

& Atar, 2012). Si bien la magnitud del problema se ha investigado y denunciado en 

los países desarrollados, se sabe mucho menos sobre el fraude de productos 

hidrobiológicos en países en desarrollo. 

 La identificación errónea de las capturas de peces, podría amenazar la 

sostenibilidad, contribuyendo al agotamiento de los recursos pesqueros e incluso a 

la posible extinción de especies sobreexplotadas (Agnew et al., 2009). El pescado 

y sus derivados juegan un rol importante en la nutrición del ser humano, sin 

embargo, la salud pública está en peligro cuando especies tóxicas son sustituidas 

por variedades no tóxicas o cuando especies cultivadas de aguas continentales, 

procedentes de cursos de aguas contaminadas se sustituyen por peces marinos 

(Reilly, 2018). Puede ser un potente alérgeno (Kuehn et al., 2010) y a la vez 



 

2 

 

almacenar diferentes concentraciones de mercurio dependiendo de la especie, por 

lo que las regulaciones de etiquetado deben proporcionar datos suficientes y 

certificar el contenido de los productos para que los consumidores puedan tomar 

decisiones informadas. 

 Existen varias técnicas para la detección de especies animales en productos 

procesados: microscopia clásica y espectroscopia de infrarrojo acoplado al 

microscopio (NIRM) que permiten detectar componentes de origen animal con baja 

especificidad. La prueba de ELISA y tiras reactivas determinan la presencia de 

proteínas con baja sensibilidad (Bachur S., 2014). Con el desarrollo de las técnicas 

moleculares, se introdujo la detección de genes específicos, mejorando su 

eficiencia cuando se empleaba PCR-RFLP, diversos métodos moleculares se han 

trabajado para la detección de especies de peces (Akasaki et al., 2006, Fumière et 

al., 2006, Nagase et al., 2009), no obstante, la técnica es laboriosa, consume mayor 

tiempo de trabajo y presenta menor especificidad y sensibilidad que el qPCR. 

Muchas de las variantes de PCR como el código de barras de ADN y 

secuenciamiento de próxima generación (NGS) en ocasiones suele ser poco 

eficiente cuando se trabaja con ADN altamente degradado y de baja calidad. 

Además requiere de: armonizar la base de datos, experiencia técnica especializada 

y un alto nivel de capacidad de laboratorio e insumos de alto costo. Por lo tanto, el 

presente estudio tiene por objetivo validar un PCR en tiempo real que detecte ADN 

de peces marinos altamente degradado y con alta especificidad, tiempo de 

respuesta rápido y pueda ser empleado para la evaluación de conservas y 

productos congelados comercializados en el Perú. Esto permitirá evidenciar la 

situación actual del país frente al fraude de productos elaborados con peces 

marinos y generar nuevos lineamientos normativos específicos en el cual puedan 

incluir la identificación genética como un nuevo método de certificación y etiquetado 

del producto. 
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IV.  ANTECEDENTES 
 

 Estudios recientes han demostrado que la comercialización de peces es 

particularmente vulnerable al fraude, principalmente en la sustitución de especies y 

el etiquetado incorrecto. Si bien la escala del problema se ha investigado y 

reportado en países desarrollados, se sabe poco sobre el fraude de peces en los 

países en desarrollo. En el 2015, una investigación de INTERPOL-Europol 

(Europol, 2017) demostró que el pescado comercializado internacionalmente era la 

tercera categoría de mayor riesgo de alimentos con potencial de fraude, mientras 

que en 2013 la Comisión Europea clasificó al pescado en la segunda categoría más 

alta por fraude (Comisión Europea, 2015). Si bien el fraude en los peces no es un 

problema nuevo, según la FAO (Reilly, 2018) la cantidad de casos notificados y las 

incidencias en los últimos años muestra una tendencia creciente en la sustitución 

de especies y el etiquetado incorrecto a escala mundial (Reilly, 2018). Se revisó 

más de 200 estudios publicados sobre el fraude de peces de 55 países en todo el 

mundo y se descubrió que, en promedio, el 20% de todas las muestras de pescado 

analizadas se etiquetaron erróneamente (Oceana, 2016). 

 

 La sustitución de especies ocurre cuando se cambian especies de bajo valor 

o menos deseables por variedades más costosas, o viceversa cuando se quiere 

evitar el pago de impuestos a la venta elevados. Puede ser difícil identificar 

especies una vez que éstas han sido procesadas. Independientemente de la 

modalidad del fraude, es ilegal, puede afectar la salud pública, socava la confianza 

en el mercado y puede tener serias consecuencias en el manejo de la pesca y la 

industria pesquera, además de los costos económicos, sociales y ambientales 

(Reilly, 2018).  

 
 La legislación relacionada a evaluar la inocuidad y el etiquetado de los 

productos alimenticios se ha desarrollado en muchos países de la Unión Europea 

y Norte América como consecuencia de una serie de casos de adulteración de 

alimentos reportados globalmente (Chandrika et al., 2010). En el 2011 García-

Vazquez et al., estudiaron 18 lotes de pescado procedentes de mercados en 

España y Grecia utilizando PCR–RFLP, encontraron que el 39% de las etiquetas 

no contaban con la verdadera descripción de especies propias de Sudáfrica, como 
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Merluccius capensis, en lugar se etiquetan como merluzas de Sudamérica 

(Merluccius hubbsi) o como la merluza europea (Merluccius merluccius). Durante 2 

años Oceana (2010-2012), realizó uno de los estudios más amplios investigando el 

fraude en alimentos provenientes de peces marinos. Recolectaron más de 1,200 

muestras de 674 mercados en 21 estados de Estados Unidos, la detección de ADN 

demostró que el 33% de las muestras fueron mal etiquetadas de acuerdo a las 

directrices de la USFDA (Warner et al., 2013) y un estudio sobre la autenticidad de 

las especies de peces vendidas en restaurantes de sushi mostró que el 47% de los 

productos estaban erróneamente descritos en la carta (Willette et al., 2017). En el 

2015, se llevó a cabo un estudio sobre la prevalencia del etiquetado incorrecto de 

los filetes de pescado en los mercados y supermercados del sur de Italia (Tantillo 

et al., 2015), el 43% de los filetes (lenguado, salmón y merluza) fueron etiquetados 

erróneamente. Di Pinto et al. (2015) reportó el 82% de las muestras de filetes de 

pescado etiquetadas incorrectamente. Fuera de Estados Unidos se han encontrado 

tasas erróneas de hasta 50%, Von Der Heyden et al. (2010), analizó peces 

congelados en África y encontraron el 84% mal etiquetado utilizando mtDNA 

secuenciando el marcador molecular 16S rRNA. Cifras similares se encuentran en 

diferentes países como Irlanda (Food Safety Authority of Ireland, 2011), Egipto 

(Galal-Khallaf et al., 2016b), Asia (Xiong et al., 2016b; Nagalakshmi et al., 2016; 

Abdullah y Rehbein, 2017). 

 El vínculo entre el etiquetado incorrecto y la inocuidad de los alimentos 

también se ilustra cuando las especies de acuicultura se sustituyen por especies 

capturadas en el medio silvestre. Los peces de granja pueden tener una mayor 

incidencia de contaminación ambiental, como metales pesados. Los residuos de 

antibióticos en las especies de cultivo también pueden suponer un riesgo para la 

salud del consumidor (Reilly, 2018). 

El pescado y sus derivados juegan un rol importante en la nutrición del ser 

humano, pero también puede ser un potente alimento alérgeno. La Asociación 

Española de personas con alergia a alimentos y látex (AEPNAA, 2016) señala que 

generalmente es una alergia mediada por IgE, con síntomas inmediatos. Pero 

también puede haber reacciones de tipo no IgE mediado, a partir de 1-2 horas de 

su ingestión, produciendo vómitos repetidos, ocasionalmente acompañados de 

diarrea y decaimiento, dolor abdominal, hipotensión y a menudo anafilaxia. La 



 

5 

 

población alérgica al pescado suele estar sensibilizada a una o varias familias de 

ellos. Los mayores alérgenos del pescado son las proteínas llamadas 

parvoalbúminas, las cuales son específicas para cada especie. La mayoría de estas 

corresponden al subtipo beta la cual fue por primera vez identificada como alérgeno 

en el bacalao (Aas et al., 1969). Más tarde la importancia de la proteína como 

alérgeno fue confirmada para un amplio rango de especies como: salmón 

(Lindstrom et al., 1996), caballa (Hamada et al., 2003), atún (Lim et al., 2005), 

sardina (Beale et al., 2009). El contenido de parvoalbúmina difiere 

considerablemente en cada especie, y estas diferencias se correlaciona con la 

variable de alérgenos en los peces, así el nivel de parvoalbúmina puede ser hasta 

100 veces mayor en algunas especies de peces (Lee et al., 2012). 

Se realizaron una serie de estudios sobre la alergenicidad de varias especies 

de pescados: lenguado, merluza, bacalao y atún (Pascual et al., 2008). Más del 

90% de los sujetos presentaban anticuerpos IgE específicos frente a merluza y 

bacalao. Por el contrario, el atún fue identificado como la especie menos reactiva. 

Así, mientras que la parvoalbúmina Gad c1 es un alérgeno importante en el 

bacalao, su importancia es significativamente menor en otros pescados como 

merluza. Se han presentado casos de pacientes que pueden tolerar ciertas 

especies como la del atún (IgE 0.67 kU/l) (Bernhisel-Broadbent et al., 1992; Pascual 

et al., 2008) o presentar una mayor respuesta a IgE en otras especies como 

merluza (IgE 4.74 kU/l) o lenguado (IgE 5.07 kU/l) (Bernhisel-Broadbent et al., 

1992).  

El mercurio se encuentra presente en el pescado debido a la contaminación 

del agua, éste puede afectar gravemente el desarrollo cerebral en los niños y al 

sistema nervioso de quienes lo consumen. Esta realidad causa preocupación en 

las gestantes quienes utilizan este alimento como una fuente rica en nutrientes y 

Omega 3. La FDA (2014) ha publicado unas directrices para niños, mujeres 

embarazadas y para las mujeres que intentan entrar en proceso de gestación. En 

la lista se ubica el mero, aguja blanca, lubina, pez espada, perca de alta mar, tiburón 

y caballa como las especies que no deben ser consumidas, por ser las que tienen 

los más elevados niveles de mercurio en su organismo. Otro grupo de peces que 

se consideran con un elevado nivel de mercurio pero que pueden consumirse de 

modo restringido, hasta tres raciones de 170 gramos por mes, son: lubina de mar, 
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corvina, atún (enlatado, albacora blanca y el de aleta azul fresco), trucha marina, 

anchoa y bogavante. Las especies marinas que tienen bajos niveles de mercurio y 

que se recomienda consumir hasta seis raciones de 170 gramos por mes son: mahi 

mahi, buey de mar, pargo, cangrejo azul, arenque, cangrejo blanco, rape, perca 

(agua dulce), raya, bacalao, atún (enlatado, troceado ligeramente) y el atún 

(albacora del Pacífico fresca). 

 Es un derecho del consumidor elegir la especie de pescado a consumir de 

manera confiable. Debido a la creciente ola descubierta de fraude en los productos 

hidrobiológicos en Europa, la unión europea (UE) ha iniciado el proyecto llamado 

“Labelfish” con el objetivo de establecer un sistema estandarizado de 

autentificación de especies marinas para mejorar la eficacia de los controles y 

combatir el fraude a través de la verificación genética del etiquetado y trazabilidad 

de peces y los alimentos (Labelfish, 2016). El fraude ha experimentado un 

descenso del 23% en el 2011 y al 8% en el 2015. La legislación europea puso en 

marcha el Reglamento (UE) nº 1169/2011, del Parlamento Europeo y del 

Consejo, sobre la información alimentaria facilitada al consumidor.  

 Actualmente la FDA tiene como regulación más de 20 especies de peces 

relacionados que deben ser etiquetados como “atún”, cuatro especies: aleta 

amarilla, barrilete, patudo y aleta azul son las más utilizadas en conservas y son 

etiquetadas como “atún en trozos”, dando una información poco exacta al 

consumidor. En el Perú contamos con la norma técnica peruana NTP 209.038 2009 

- Alimentos envasados (2010), la cual indica que estos alimentos no deberán 

describirse ni presentarse con una etiqueta o etiquetado en una forma que sea 

falsa, equívoca o engañosa, o susceptible de crear en modo alguno una impresión 

errónea respecto de su naturaleza en ningún aspecto, indicando además que el 

nombre deberá indicar la verdadera naturaleza del alimento y deberá ser específico 

y no genérico. Sin embargo, en la información de clases de ingredientes en pescado 

señala que todas las especies de pescado, cuando el pescado constituya un 

ingrediente de otro alimento y siempre que en la etiqueta y la presentación de dicho 

alimento no se haga referencia a una determinada especie de pescado se puede 

nombrar con el genérico: “pescado”. Sin embargo el Decreto Supremo Nº 040-

2001-PE reglamento aprobado por la Norma Sanitaria Para las Actividades 

Pesqueras y Acuícolas; basándose en la Ley Nº 25977 - Ley General De Pesca, 
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tiene por objetivo fundamental asegurar la producción y el comercio de pescado y 

productos pesqueros, sanos, seguros sanitariamente, adecuados para el consumo 

humano, apropiadamente etiquetados y/o rotulados, manipulados, procesados y 

almacenados en ambientes higiénicos, libres de cualquier otro factor o condición 

que signifique peligro para la salud de los consumidores. El incumplimiento o 

transgresión de las disposiciones contenidas en la Norma Sanitaria dará lugar a 

que los productos relacionados con dicho incumplimiento o transgresión sean 

calificados, según corresponda, como alterados o descompuestos, contaminados, 

adulterados y falsificados o fraudulentos y que los actos que generen estas 

situaciones, sean calificados como prohibidos.  

 La responsabilidad por la ejecución de las funciones de vigilancia, inspección 

y control sanitario de las actividades pesqueras peruanas, correspondientes a las 

etapas de captura y/o extracción, desembarque, transporte, procesamiento, 

incluidas las actividades de acuicultura y comercialización, están a cargo del 

Ministerio De Pesquería y SANIPES. Corresponde a la Dirección General de Salud 

Ambiental del Ministerio de Salud (DIGESA), en su calidad de Autoridad Sanitaria 

Nacional, los aspectos relacionados a la vigilancia, control y certificación sanitaria 

de los productos pesqueros importados y los destinados a la exportación. El Artículo 

147 hace mención que los productos pesqueros envasados no deben describirse 

ni presentarse con una etiqueta o etiquetado en los que se empleen palabras, 

ilustraciones u otras representaciones gráficas que sugieran directa o 

indirectamente al comprador o consumidor de que el pescado o la presentación del 

producto se refiere a uno diferente. En el Artículo 149.- Los productos pesqueros 

envasados se consideran fraudulentos cuando: la etiqueta es falsa o engañosa, es 

comercializado bajo el nombre de otro producto, es imitación de otro producto y no 

se ha indicado tal circunstancia en la etiqueta, el envase ha sido llenado, fabricado 

o producido con la finalidad de llevar a engaño. Además, señala exportar, importar 

y expender al público productos pesqueros sin etiquetas o con etiquetado falso o 

en alguna forma engañosa o por dejar de declarar o revelar información relacionada 

con el producto. 

 Por lo tanto, para una gestión efectiva y la protección de los derechos del 

consumidor, se ve la necesidad del desarrollo de un método molecular para la 
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identificación de especies marinas cuando la identificación morfológica no es 

posible (Chuang et al., 2012). 

 PCR-RFLP es la metodología más utilizada para la identificación de 

especies de peces. Takeyama et al. (2001) demostraron que todas las especies de 

atún pueden distinguirse mediante el método RFLP. Sin embargo, debido al alto 

grado de homología de las secuencias de ADN entre las especies de Thunnus 

(Bottero et al., 2007), la discriminación completa de las especies requirió cinco 

enzimas de restricción diferentes. Lin et al. (2007) desarrollaron la detección de 

Thunnus thynnus, T. alalunga, T. obesus, T. albacares, Euthynnus pelamis 

(Katsuwonus pelamis), Auxis thazard y Sarda orientalis en enlatados utilizando 

PCR–RFLP. Sardinops sagax sagax (Leonardo et al. 2016) fue detectada por PCR–

RFLP. García-Vazquez et al. (2011) caracterizaron 7 especies de merluza mediante 

PCR–RFLP utilizando el gen Cytb para la identificación en productos congelados. 

 PCR–FINS es la tecnología más precisa para la autentificación de especies 

(Bartlett y Davidson, 1992); basada en la amplificación por PCR seguida de una 

secuenciación directa de marcadores de ADN mitocondrial específicos como el 

citocromo b (CytB) (Huang et al., 2014; Melo Palmeira et al., 2013) 16S rDNA (Melo 

Palmeira et al., 2013) y el gen del citocromo c oxidasa I (COI) (Hanner et al., 2011). 

Botti y Giuffra (2010) describieron un grupo de primers para amplificar y secuenciar 

un fragmento de 226 pb del gen Cytb, que fue capaz de identificar 17 especies de 

Scombridae. Sin embargo, el costo y el tiempo requerido para el método de 

secuenciación del ADN dificultaron su aplicabilidad a gran escala. Estas 

desventajas hacen que estas dos técnicas no sean adecuadas para un ensayo de 

alto rendimiento.  

 Las técnicas de PCR en tiempo real se han utilizado ampliamente para la 

identificación de especies, las principales ventajas del qPCR son la alta 

sensibilidad, alta especificidad, excelente eficiencia, reducción del tamaño del 

amplicón y ausencia de pasos posteriores a la PCR que aumentan los riesgos de 

contaminación cruzada. Terio et al. (2010) desarrollaron tres ensayos de sonda 

MGB que pueden identificar T. albacares, T. thynnus y T. alalunga entre sí, en atún 

fresco y enlatado. Liu et al, 2016 detectaron 5 especies de atunes con valor 

comercial: T. maccoyii, T. obesus, T. alalunga, T. albacares, K. pelamis, el estudio 

se basó en la detección del género Thunnus spp. y la detección especie–específico 
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utilizando dos canales de detección HEX y FAM por PCR–duplex. Otra metodología 

basada en la tecnología de qPCR es el SYBR Green I (Wittwer, et al., 1997), que 

es una molécula fluorescente que puede unirse al surco menor de las cadenas 

dobles de ADN y emitir fluorescencia después de ser excitada por ciertas longitudes 

de onda (k = 488 nm). Puede aplicarse cuantitativamente (Ponchel et al., 2003) o 

cualitativamente a través de la temperatura de fusión de los productos de PCR 

(análisis de curva de fusión o melting) (Ririe et al., 1997). Chuang et al. (2012) 

trabajaron la identificación de las 4 especies Thunnus obesus, Thunnus orientalis, 

Thunnus maccoyii y Thunnus albacares por SYBR Green utilizaron DNA 

mitochondrial del gen ATPase6.  

 Otros de los métodos usados es la secuenciación por PCR (Griffiths et al., 

2014). El mtADN es un objetivo común para la identificación de especies, ya que 

las secuencias mitocondriales ayudan a diferenciar entre especies estrechamente 

relacionadas (Meyer, 1993) y tienen un alto número de copias por célula, lo que 

facilita la amplificación. En general, Genbank y otras bases de datos públicas 

contienen más secuencias de genes mitocondriales que genes nucleares de peces. 

Sin embargo, en el caso de algunas especies de atunes, existe un problema de 

introgresión mitocondrial que no se puede resolver con marcadores mitocondriales 

y requiere marcadores nucleares como el espaciador transcrito interno 1 (ITS1) 

(Chow et al., 2006). 

 El método de codificación de barras del ADN, basado en la secuenciación 

de una región estandarizada del COI, se ha convertido en una herramienta útil para 

asegurar la identificación rápida y precisa de las especies. Actualmente se está 

utilizando para diferenciar los taxones animales, incluida la autentificación de 

pescado y productos derivados de pescado (Carvalho et al., 2014; De Brito et al., 

2015; Lamendin et al., 2014; Pappalardo y Ferrito, 2015), y recientemente fue 

adoptado por la Iniciativa del Código de Barras de la Vida (FISH-BOL), que apunta 

al código de barras del todas las especies de peces del mundo (Ward et al., 2009). 

Las bases de datos empleadas para analizar los resultados de la secuenciación 

fueron GenBank y BOLD. Sin embargo, cuando se trata de muestras altamente 

procesadas, muestras tratadas térmicamente, el código de barras de ADN estándar 

no es válido y se deben emplear otras técnicas, como la PCR en tiempo real, mini 

DNA Barcoding y RFLP (Armani et al., 2015a; Crego-Prieto et al., 2012; Helyar et 
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al., 2014; Stamatis et al., 2015). En el caso de mezclas de peces, PCR en tiempo 

real y pirosencuenciamiento pueden ser útiles (De Battisti et al., 2014). 

 Aunque el código de barras del ADN es un método rápido y confiable para 

identificar especies de peces para combatir el fraude pesquero y una herramienta 

ideal para el control reglamentario, los países en desarrollo pueden necesitar 

asistencia técnica para integrar este sistema en sus estructuras de control de 

alimentos. La adopción de estos métodos requiere experiencia técnica y un alto 

nivel de capacidad de laboratorio de alimentos. También es necesario estandarizar 

y acreditar metodologías, y armonizar las bases de datos de ADN para la 

confirmación de los códigos de barras, por lo que estos métodos necesitan un 

mayor desarrollo antes de su uso en programas oficiales de control de alimentos 

(Reilly, 2018).  

 En América del Sur, sólo existe un registro de autentificación de productos 

de pescados procesados donde se encontró más del 70% de etiquetado erróneo 

de peces y sustitución de especies (De Brito et al., 2015). En el 2017, el Gobierno 

Federal de Brasil adoptó los métodos moleculares como el método estándar para 

la aplicación de las reglamentaciones para los productos de pescados procesados 

(Carvalho et al., 2017).  

 En Perú, hasta la fecha no contamos con estudios que evalúen el etiquetado 

y sustitución de especies de pescados en productos procesados, una de las 

principales causas recaen en el vacío tecnológico en este sector económico del 

país, el desconocimiento de la capacidad de las técnicas moleculares que 

implementadas y empleadas adecuadamente pueden llegar a ser herramientas de 

importancia para la transparencia en la cadena de comercialización del pescado, 

por lo tanto, las autoridades de control de alimentos requieren herramientas 

analíticas definitivas para la identificación de especies de peces basadas en 

técnicas de ADN que sean capaces de regular el fraude de peces. Si bien es cierto, 

los métodos descritos permiten la identificación molecular de diferentes peces 

marinos, ninguno de ellos tiene la capacidad de detectar diferentes especies en un 

único ensayo de PCR validado para la detección de ADN de peces en conservas o 

productos procesados, por tal motivo, es necesario que un método de qPCR sea 

validado bajo estas condiciones para obtener resultados confiables. 
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V.  HIPOTESIS 

El ensayo de PCR en tiempo real validado permitirá la detección de 

especies de peces marinos empleados en conservas y productos congelados. 
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VI.  OBJETIVOS 
 

6.1. Objetivo general 

Validar un protocolo de PCR en tiempo real para la identificación de peces 

marinos empleados en conservas y productos congelados, e identificar la presencia 

de especies no descritas en las etiquetas de los productos comercializados en el 

país. 

 

6.2. Objetivos específicos 

 Recolectar especímenes de terminales pesqueros de Lima y Norte del país; y 

conservas y productos congelados de peces marinos comercializados en 

supermercados peruanos. 

 Estandarizar el protocolo de extracción de ADN para especies frescas, 

conservas y productos congelados de peces marinos. 

 Diseñar primers específicos para la detección por qPCR de ayanque 

(Cynoscion analis), merluza (Merluccius gayi), machete (Ethmidium 

maculatum) y sardina (Sardinops sagax). 

 Elaborar la matriz de referencia y controles positivos para las especies: bonito 

(Sarda spp.), caballa (Scomber japonicus), jurel (Trachurus picturatus), 

ayanque (Cynoscion analis), merluza (Merluccius gayi), machete (Ethmidium 

maculatum), anchoveta (Engraulis ringens), 3 especies de atún (Thunnus 

albacares, Thunnus. obesus, Katsuwonus pelamis) y sardina (Sardinops 

sagax).  

 Hallar el intervalo de funcionamiento del ensayo para la detección de las 

especies de peces marinos en la matriz de referencia. 

 Estandarizar, optimizar y validar el ensayo de qPCR para la detección de las 

especies de peces marinos en la matriz de referencia. 

 Identificar mediante el ensayo qPCR validado las especies de peces marinos 

presentes en las principales marcas comerciales de conservas y productos 

congelados de peces marinos en el país. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
7.1.  Recolección de la muestra 

7.1.1. Recolección de peces frescos 

 Los peces frescos fueron recolectados en los terminales pesqueros de Lima 

del distrito de Ventanilla, Villa María del Triunfo y del norte del Perú; ciudad de 

Huacho, Chimbote y Chiclayo. Se recolectó un total de 10 especímenes por 

especie: bonito (Sarda spp.), caballa (Scomber japonicus), jurel (Trachurus 

picturatus), ayanque (Cynoscion analis), merluza (Merluccius gayi), machete 

(Ethmidium maculatum), anchoveta (Engraulis ringens), atún: T. albacares, T. 

obesus, Katsuwonus pelamis y sardina (Sardinops sagax). Las muestras fueron 

trasladadas al Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia (UPCH) – Facultad de Veterinaria y Zootecnia siguiendo la 

cadena de frío, donde se identificaron morfológicamente, se separó el tejido 

muscular y se almacenó a –20ºC para su posterior uso en la extracción de ADN.  

7.1.2. Recolección de productos de peces enlatados y congelados 

 Se recolectaron como mínimo 5 muestras por producto de 13 marcas 

comercializadas en el país y se clasificaron por presentación en conservas (filete, 

sólido, trozos y grated), productos procesados congelados (nuggets y 

hamburguesas) y filetes de peces congelados sin procesar.  

  Los productos procesados congelados y filetes de peces congelados fueron 

recolectados durante los meses de febrero a abril del 2018 en los principales 

supermercados de Lima. 

7.2.  Extracción de ADN  

7.2.1. Extracción de ADN de peces frescos y productos congelados 

  La extracción de ADN para elaborar los controles positivos de PCR se realizó 

con el kit AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (AXYGEN Biosciences, 

USA) utilizando 30 mg de tejido muscular lateral de cada pescado fresco. El mismo 

protocolo se utilizó para la extracción de ADN de filetes congelados y productos 

congelados. 
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7.2.2. Extracción de ADN de productos de peces enlatados y matriz de 

referencia 

  La extracción de peces en conservas y matriz de referencia se trabajó con 

el kit DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Alemania) utilizando el protocolo de 

fragmentos pequeños y 200 mg de muestra inicial por triplicado, la muestra inicial 

se colocó en un papel filtro estéril para la eliminación de aceite y agua y se lavó con 

agua destilada estéril. El aceite y los lípidos se eliminaron incubando el tejido 

muscular durante la noche en cloroformo:metanol:agua (1:2:0,8) (Quinteiro et al., 

1998). La calidad y concentración del ADN se evaluó con un espectrofotómetro 

(A260/A280) Nanodrop Lite (Thermo Scientific, USA), el ADN se almacenó a –20 

ºC hasta su uso. 

7.3. Diseño de primers 

Los primers fueron diseñados para amplificar segmentos de ADN menores 

a 150 bp y a una temperatura de annealing homogénea (Tabla 1) que permita la 

detección de diferentes especies de peces con el mismo protocolo de ciclamiento. 

La especificidad teórica de los primers fue evaluada con el software BLASTn 

utilizando la base de datos GenBank y seleccionando secuencias que no presenten 

homología con otros peces. 

Se utilizaron las secuencias GenBank ID AY850707.1 – Región control 

mitocondrial (Merluccius gayi), GQ220043.1 – Subunidad 6 de ATPasa (Cynoscion 

analis), KX062173.1 – Citocromo b (Ethmidium maculatum) y AB246174.1 – ARN 

Ribosomal 16S (Sardinops sagax). 

7.4. Desarrollo de la prueba qPCR – estudios experimentales 

7.4.1. Elaboración de la matriz de referencia 

Se sometió el ADN a alta degradación simulando las condiciones del 

procesamiento de conservas, 500 g de tejido de muscular por especie, se llevó a 

100 ºC durante 30 minutos; a 133 g de tejido muscular se adicionó 34 mL de aceite 

vegetal y 3,4 g de sal, dando un peso neto de 170 g y se llevó a esterilización 

mediante una autoclave a 121 ºC durante 30 minutos (CODEX – Norma para el 

atún y el bonito en conserva, 2018). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY850707.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K0J6M4TG015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ220043.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=K0JUZK0C014
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7.4.2.  Elaboración de controles positivos y materiales de referencia 

Los controles positivos se elaboraron a partir de ADN extraído de peces 

frescos identificados previamente a nivel morfológico. El material de referencia se 

desarrolló a partir de ADN extraído de la matriz de referencia de cada especie de 

pescado.  

Se trabajó un PCR en tiempo final con algunas variaciones a las publicadas 

por los autores y con un volumen final de master mix de 12.5 µL y 40 ng de ADN 

de anchoveta - 5S rDNA (Chairi y Rebordinos, 2014): 3 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 

0,2 µM primers y 2 U/µL Taq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA), 35 

ciclos de 95 ºC por 3 min, 94 ºC por 45 s, 59 ºC por 45 s, 72 ºC por 1 min y una 

extensión final de 72 ºC por 10 min. Caballa - 12S rRNA (Infante et al., 2006): 2 mM 

MgCl2, 1 mM dNTPs, 0,3 µM primers y 1,25 U/µL Taq DNA polimerasa (Thermo 

Fisher Scientific, USA), 40 ciclos de 96 ºC por 2 min, 96 ºC por 15 s, 60 ºC por 15 

s. Jurel - Cyt b (Apostolos et al., 2008): 2 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 0,3 µM primers 

y 1.5 U/µL Taq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA), 35 ciclos de 94 ºC 

por 1 min, 58 ºC por 2 min s, 72 ºC por 2 min y 72 ºC por 7 min. Bonito - Cyt b 

(Rehbein et al., 1995): 2 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 0,25 µM primers y 2 U/µL Taq 

DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA), 94 ºC por 5 min, 35 ciclos 94 ºC 

por 1 min s, 56 ºC por 2 min 72 ºC por 2 min y 72 ºC por 7 min. Merluza - Cyt b: 2,5 

mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0,5 µM primers y 2 U/µL Taq DNA polimerasa (Thermo 

Fisher Scientific, USA), 40 ciclos de 95 ºC por 3 min, 95 ºC por 10 s, 56 ºC por 1 

min, 70 ºC por 1 min. Ayanque - Cyt b: 2 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0,5 µM primers 

y 1,5 U/µL Taq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA), 35 ciclos de 94 ºC 

por 10 min, 95 ºC por 15 s, 61 ºC por 45 s, 70 ºC por 45 s. Sardina - 16S rRNA: 1.5 

mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0,2 µM primers y 2,5 U/µL Taq DNA polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific, USA), 42 ciclos de 94 ºC por 5 min, 95 ºC por 20 s, 60 ºC 

por 1 min, 72 ºC por 1 min y una extensión final de 72 ºC por 5 min. Machete - Cyt 

b: 3 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 0,2 µM primers y 2,5 U/µL Taq DNA polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific, USA), 30 ciclos de 95 ºC por 10 min, 95 ºC por 10 s, 60 

ºC por 35 s, 72 ºC por 45 s y una extensión final de 72 ºC por 10 min y atún - Cyt b 

(Michelini E. et al., 2007): 1X del buffer 2X PCR Precision MasterMix (ABM, 

Canada) con un volumen final de 12,5 µL, 0,5 µM primers, 95 ºC por 3 min, 40 ciclos 

de 95 ºC for 11 s, 69 ºC por 20 s. 
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El producto de PCR fue cuantificado utilizando un espectrofotómetro 

(A260/A280) Nanodrop Lite (Thermo Scientific, USA). Las bandas de ADN producto 

de la electroforesis en gel de agarosa 2%, fueron purificadas con el kit AxyPrep 

DNA Gel Extraction (AXYGEN Biosciences, USA).  

Para asegurar la concentración y calidad del ADN a secuenciar, se utilizó 1 

µL del ADN purificado en una electroforesis en gel de agarosa 1%. Sólo se 

secuenciaron los amplicones sin presencia de productos inespecíficos y barrido. El 

secuenciamiento se realizó con ambos sets de primers (forward y reverse) en 

Macrogen (Corea del Sur). El criterio de inclusión para las secuencias fue una 

calidad Phred> 20. Se evaluó la homología con las secuencias de referencia de 

GenBank utilizando el software BLASTn. 

7.4.3. Intervalo de funcionamiento del qPCR 

Con el fin de determinar el intervalo de funcionamiento del ensayo, se halló 

el límite superior e inferior construyendo curvas estándar elaborando diluciones 

decimales seriadas 1:10 por triplicado utilizando el ADN de referencia previamente 

cuantificado y secuenciado para cada especie a una concentración positiva alta 

hasta la extinción de respuesta del ensayo a una matriz sin analito. 

Los resultados se trazan en una curva de respuesta (ciclo umbral o 

threshold) en función a la concentración del analito. La curva establecerá el 

intervalo de funcionamiento de la prueba, en caso se observe que el intervalo es 

inaceptable para el propósito deseado, será necesario una mayor optimización. 

 Los criterios aceptados para la curva estándar son; una pendiente ideal de 

−3,32 Cq con un coeficiente de correlación (R2) mayor o igual a 0,98. La eficiencia 

de amplificación se calculó con la siguiente ecuación: E = [10 (-1 / pendiente) -1] x 

100% (Bustin et al., 2009). 

7.4.4. Robustez del ensayo qPCR 

7.4.4.1. Estandarización y optimización del ensayo 

Se evaluó la robustez utilizando 2 kits de extracción para la matriz de tejido 

muscular autoclavado a 121 ºC por 30 minutos con aceite vegetal y sal: el kit 

AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit (AXYGEN Biosciences, USA) 

utilizando 30 mg de tejido y el kit DNeasy mericon Food Kit (Qiagen, Alemania) 
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utilizando el protocolo de fragmentos pequeños y 200 mg de muestra inicial por 

triplicado. La calidad y concentración del ADN se evaluó con un espectrofotómetro 

(A260/A280) Nanodrop Lite (Thermo Scientific, USA). Se trabajaron 10 réplicas por 

cada kit y se evaluó el resultado por qPCR. 

Se utilizó material de referencia que contenga el analito en una 

concentración definida alta y una concentración baja para cada especie con el fin 

de lograr un rendimiento analítico fiable y predecible, así como, determinar los 

intervalos de trabajo aceptables para diferentes parámetros como: concentraciones 

de componentes críticos para el desarrollo del qPCR, temperaturas y tiempo de 

ciclamiento. 

Se trabajaron curvas de MgCl2 de 1.5, 2, 2.5 y 3 mM, primers 0.2, 0.3, 0.5, 

0.8 y 1 µM y curvas de Taq polimerasa en concentraciones de 1, 1.25, 1.5, 2 y 2.5 

U/µL. El protocolo de ciclamiento se evaluó con temperaturas de denaturación de 

94 ºC y 95 ºC; y tiempos de 1, 3, 5, 10 y 15 min. Para incrementar la especificidad 

se utilizó PCR gradiente con temperaturas de annealing de 56, 57, 58, 59, 60, 61, 

62 y 65 ºC, se seleccionaron los parámetros adecuados para el mayor rendimiento 

de PCR. El qPCR se trabajó en un termociclador de tiempo real LightCycler 96 

(ROCHE, Suiza), se analizó el threshold (Cq) y temperatura de melting (Tm) con el 

software v.1.01.0.1320. 

El resultado de cada qPCR fue corroborado, con el tamaño de banda de 

cada analito buscado, por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% 

7.5. Proceso de validación del ensayo qPCR 

7.5.1. Evaluación del rendimiento analítico de la prueba  

7.5.1.1. Repetibilidad y veracidad analítica del ensayo qPCR 

Se halló el nivel de concordancia intra y entre ejecuciones de los resultados 

de 10 réplicas para cada muestra que contenga una actividad del analito situada 

en el intervalo de funcionamiento de la prueba. Los parámetros y criterios de 

aceptación se detallan en el Anexo B. 

7.5.1.2. Especificidad analítica del ensayo qPCR 

Se analizó una evaluación cualitativa de la capacidad de la prueba para 

distinguir entre el analito buscado (secuencia genética de cada especie de 

pescado) y analitos no buscados.  
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Se evaluó la exclusividad de la prueba para la detección de cada una de las 

especies de peces que probablemente podrían encontrarse en la matriz: bonito 

(Sarda spp.), anchoveta (Engraulis ringens), jurel (Trachurus picturatus), caballa 

(Scomber japonicus), atún (Thunnus albacares, Thunnus obesus, Katsuwonus 

pelamis), ayanque (Cysnoscion analis), machete (Ethmidium maculatum), merluza 

(Merluccius gayi) y sardina (Sardinops sagax). 

Se ensayaron 10 réplicas por cada contaminación cruzada. Los resultados 

serán analizados por la tabla estadística de contingencia de 2 entradas (Anexo A). 

7.5.1.3. Sensibilidad analítica del ensayo qPCR 

Se halló el límite de detección (LOD) considerado como la menor 

concentración del target que se puede detectar de forma reproducible en un 

intervalo de confianza del 95%. Para lo cual, se realizaron contaminaciones por 

especie en concentraciones de 1, 0,5, 0,1, 0,01 y 0,001% en una matriz de atún 

con un peso neto de 170g con aceite y sal, y 136g de tejido muscular escurrido. Por 

último, se realizaron contaminaciones múltiples simultáneas de diferentes especies 

utilizando el mismo porcentaje de concentraciones consideradas anteriormente. 

El límite de detección (LOD), se trabajó de manera reproducible: 10 réplicas 

por especie para calcular la media aritmética + S, y comparación de la tendencia 

central con valor mayor que cero. La última dilución que presente una respuesta 

del 95% puede aceptarse como el límite inferior de detección. 

7.5.2. Evaluación del rendimiento diagnóstico de la prueba 

7.5.2.1. Sensibilidad y especificidad diagnóstica del ensayo qPCR 

Se estimó la proporción de muestras que contienen ADN de peces de 

referencia que se sabe que son positivos y que dan positivo en el ensayo 

(sensibilidad diagnóstica), y la proporción de muestras de referencia que se sabe 

que no presentan el analito y que dan negativo al ensayo (especificidad 

diagnóstica), a partir de estos se podrá inferir el valor predictivo positivo y valor 

predictivo negativo. 

Se trabajaron 30 réplicas de muestras que se sepa que son positivas y 30 

réplicas negativas con una estimación probable del 98% del ensayo candidato y 5% 

de error (Jacobson, 1998).  
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La prueba candidata se aplicará a las muestras de referencia y los resultados 

(positivos y negativos), se evaluaron con una tabla de contingencia de 2 entradas 

(Anexo A). 

7.5.2.2. Determinación de los puntos de corte del ensayo qPCR 

Los resultados se agruparon en dos categorías: positivos o negativos, 

insertando un punto de corte en la escala de resultados de la prueba de acuerdo a 

la Tm y >Cq de cada ensayo, los valores fuera de los rangos se considerarán como 

negativas o inconclusas. El punto de corte se halló con 10 réplicas por cada especie 

que defina una sensibilidad y especificidad diagnóstica alta. 

7.5.3. Reproducibilidad del ensayo qPCR 

Se evaluaron 10 réplicas a una concentración conocida (Anexo B), alícuotas 

de las mismas muestras fueron analizadas por distintos 2 analistas utilizando el 

mismo ensayo, reactivos y controles. Se estimó la precisión de los datos 

(reproducibilidad y repetibilidad). 

7.6. Identificación de especies de peces marinos en productos enlatados y 

congelados mediante qPCR 

Se utilizó el ensayo validado para analizar un total de 157 productos 

comerciales entre conservas de atún y congelados expendidos en supermercados 

de Lima – Perú, y se clasificaron por marca, presentación, país de procedencia y 

planta de procesamiento. Los resultados del qPCR fueron comparados con la 

información declarada por el productor. 

7.7. Análisis estadístico 

Para el análisis de los parámetros de validación se usó estadística 

descriptiva e inferencial: intervalo de funcionamiento del ensayo, robustez, 

exactitud, especificidad y sensibilidad analítica y diagnóstica, y punto de corte. El 

diseño experimental, las pruebas estadísticas y criterios aceptados se detallan en 

el Anexo B. 

La sensibilidad y especificidad fueron medidas con el nivel de correlación 

entre la data obtenida mediante identificación morfológica y qPCR a partir de los 

valores cualitativos definidas como: positivo (1) o negativo (0). Los resultados 

fueron organizados en una tabla de contingencia de 2 entradas. Se obtuvieron los 

valores de concordancia mediante análisis Kappa, así como los valores de 
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sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo 

negativo (VPN).  

 Para el análisis de la data se utilizó el paquete estadístico Minitab 18. La 

lectura de los resultados en tiempo real del termociclador se realizó con el software 

v.1.01.0.1320 LightCycler 96 (Roche, Suiza). Los resultados fueron analizados con 

un nivel de significancia de 0.05. 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

21 

 

VIII. RESULTADOS  

 
8.1. Extracción de ADN de peces frescos y productos congelados 

Se obtuvo una recuperación promedio de dsADN 17,70 ± 12,80 ng µL-1, y 

una pureza de 1,85 ± 0,37 A260/A280. 

8.2. Extracción de ADN de productos de peces enlatados y matriz de 

referencia 

  El método de extracción utilizado permitió una recuperación media de 

dsADN 6,45 ± 3,08 ng µL-1 y una pureza de 2,01 ± 0,12 A260/A280 sin tratamiento 

de lípidos y 2,03 ± 0,09 A260/A280 en la matriz tratada para la eliminación de 

lípidos. 

8.3. Diseño de primers 

 Los primers no formaron productos inespecíficos, dímeros y no mostraron 

homología con secuencias de referencia presentes en GenBank que no 

corresponden al analito buscado.  

 Las secuencias permitieron la síntesis del PCR utilizando la misma 

temperatura de annealing durante el ciclamiento, produciendo amplicones de un 

tamaño menor a 135 bp como se detalla en la Tabla 1. 

8.4. Desarrollo de la prueba qPCR – estudios experimentales 

8.4.1. Elaboración de la matriz de referencia 

El proceso utilizado para la elaboración de la matriz de referencia permitió 

obtener un material de trabajo con ADN degradado y presencia de inhibidores 

similar a las conservas de peces marinos que se encuentran en los supermercados. 

Fue necesario utilizar un método de extracción alternativo al kit AxyPrep DNA Gel 

Extraction (AXYGEN Biosciences, USA) debido a falsos negativos obtenidos 

durante la evaluación de la matriz de referencia, producto de la degradación del 

ADN por el uso de altas temperaturas en el proceso de autoclavado. El kit DNeasy 

mericon Food Kit (Qiagen, Alemania), permitió una recuperación adecuada de ADN 

como se describe en el item 8.2.  
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8.4.2.  Elaboración de controles positivos y materiales de referencia 

 Se obtuvo controles positivos y material de referencia de todas las especies 

estudiadas verificadas por secuenciamiento.  

 Las bandas de ADN purificadas del gel agarosa presentaron 

concentraciones promedio de 34,21 ± 8,57 ng µL-1 y una pureza de 1,89 ± 0,09 

A260/A280. El 5 % de las muestras purificadas no alcanzaron los estándares 

requeridos para el secuenciamiento y el 30 % de las secuencias no llegaron a una 

calidad Phred> 20.  

No se registró homología con genes de referencia diferentes al target entre 

las secuencias obtenidas del formato FASTA y las secuencias de referencia de 

GenBank. 

8.4.4. Intervalo de funcionamiento del qPCR 

Se obtuvo un intervalo de funcionamiento del ensayo para cada una de las 

especies de peces trabajados, los resultados se muestran en la Tabla 2.  

El slope de las curvas estándar (Figura 1) oscilan entre -3,2507 y -3,397, con 

un coeficiente de regresión (R2) mayor a 0,98 y eficiencias de amplificación entre 

97% y 102% (Tabla 3). 

8.4.5. Robustez del ensayo qPCR 

8.4.5.1. Estandarización y optimización del ensayo 

El 80% de las muestras resultaron falsos negativos por qPCR en las 

muestras de referencia extraídas con el kit AxyPrep Multisource Genomic DNA 

Miniprep Kit (AXYGEN Biosciences, USA), la recuperación media de dsADN fue de 

4,02 ± 0,51 ng µL-1 y una pureza de 1,77 ± 0,02 A260/A280.  

El 100% de las muestras extraídas con el kit DNeasy mericon Food Kit 

(Qiagen, Alemania) fueron detectadas por qPCR y mostraron una recuperación 

media detallado en el ítem 8.2. 

Se definieron las concentraciones altas y bajas del analito para cada una de 

las especies de peces de acuerdo al intervalo de funcionamiento del ensayo que 

se detalla en la Tabla 2. En ambas concentraciones el qPCR detectó el analito.  

Se logró optimizar el qPCR con un volumen final de 12,5 µL, 1X SYBR Green 

qPCR Master Mix (Thermo Scientific, USA), 0,5 µM primers para bonito, merluza, 
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anchoveta, ayanque, atún, sardina y 0,3 µM para jurel, machete y caballa, una 

desnaturalización inicial de 94 °C x 10 min, 40 ciclos de 94 °C x 45 s, 57 °C x 45 s, 

72 °C x 2 min y una extensión final de 72 °C x 10 min. La curva de disociación con 

un paso inicial de 95 °C por 10 s, 65 a 95 °C 1 °C/s.  

La amplificación del ADN se observó con una curva sigmoidea por arriba del 

threshold y ≤40 Cq (crossing points), las temperaturas de los picos de melting (Tm) 

para la discriminación del producto del PCR y valores Cq se detallan en la Tabla 6. 

Las amplificaciones de cada PCR concuerdan con el tamaño de banda 

correspondiente al analito buscado (Tabla 6). 

8.5. Proceso de validación del ensayo qPCR 

8.5.1. Evaluación del rendimiento analítico de la prueba 

8.5.1.1. Repetibilidad y veracidad analítica del ensayo qPCR 

Los resultados de la media, desviación estándar y coeficiente de variación 

para cada especie a una concentración media (Tabla 2) se muestra en la Tabla 4 y 

Tabla 5. 

El método es 100% veraz, cumple con los criterios establecidos en el Anexo 

B, los resultados se muestran en la Tabla 4. 

8.5.1.2. Especificidad analítica del ensayo qPCR 

El 100% de las muestras de referencia que contenían el analito buscado 

fueron detectados por qPCR, así como el 100% de las muestras que no contenían 

el analito buscado no fueron detectadas.  

No se presentó reacción o amplificación cruzada entre las especies 

ensayadas. 

8.5.1.3. Sensibilidad analítica del ensayo qPCR 

El límite de detección (LOD) para cada una de las especies se encuentra 

detallado en la Tabla 6.  

El qPCR validado permitió la detección de 0,01% de ADN en la matriz de 

referencia con contaminación múltiple simultánea de las especies estudiadas. 



 

24 

 

8.5.2. Evaluación del rendimiento diagnóstico de la prueba 

8.5.2.1. Sensibilidad y especificidad diagnóstica del ensayo qPCR 

Se obtuvo una sensibilidad y especificidad diagnóstica de 100% para todas 

las especies. 

8.5.2.2. Determinación de los puntos de corte del ensayo qPCR 

El punto de corte utilizando los criterios de Tm y >Cq para cada una de las 

especies se detallan en la Tabla 6. 

8.5.3. Reproducibilidad del ensayo qPCR 

Los resultados entre analistas fueron similares en un nivel de significancia 

de 0.05 (Tabla 7). 

8.6. Identificación de especies de peces marinos en productos enlatados y 

congelados mediante qPCR 

 El 97% de las conservas declaradas como Thunnus albacares presentaron 

ADN de Katsuwonus pelamis y T. albacares en los productos de las plantas 

productoras procedentes de Asia y Perú. Sólo el 3% no presentó ADN de otra 

especie (Figura 2). Las muestras provenientes de Asia presentaron ADN T. 

albacares en proporciones por encima del 90% y en el caso de las muestras 

peruanas a partir del 30, 50, 80, hasta el 99% 

Todas las conservas declaradas como K. pelamis y T. albacares fueron 

positivas para ambas especies, predominando en concentración de ADN, K. 

pelamis. Las muestras que se declararon como K. pelamis, el 100% fueron positivas 

sólo a esta especie (Figura 3).  

El 88% de conservas comercializadas como atún recolectadas de los 

supermercados del país fueron positivas a K. pelamis, el 12% a T. albacares. Se 

recolectaron muestras de Asia, Perú y Ecuador, los porcentajes se describen en la 

figura 4. Las latas ecuatorianas fueron las únicas de todas las recolectadas que 

presentaron ADN de Thunnus obesus. 

Los filetes congelados de atún, el 40% fue positivo a K. pelamis y el 60% a 

T. albacares.  
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El 25% de las conservas etiquetadas como atún procedentes de Asia fueron 

positivas también a caballa. En las conservas peruanas el 98% fue positivo a ambas 

especies y en Ecuador el 80%. Además, el 28% y 47% de las conservas peruanas 

y ecuatorianas fueron positivas a merluza. El 6% de latas de Asia presentaron ADN 

de jurel, 14% de Perú y 33% Ecuador. El 14% de las conservas de Ecuador 

presentaron ADN de caballa y merluza, y el 33% de latas presentaron ADN de jurel, 

merluza y caballa (Figura 5). El 88%, 80% y 47% de las latas fueron positivas a 

bonito procedentes de Perú, Ecuador y Asia. 

De las conservas etiquetadas como caballa procedentes de Perú, el 40% fue 

positiva a jurel, en el 33% se detectó ADN de merluza y caballa y en el 6% jurel, 

merluza y caballa (Figura 6).  

El 10% de las muestras procedentes de Perú etiquetadas como caballa 

fueron las únicas en las que no se detectó ADN de la especie descrita y el 3% de 

las latas fueron negativas a las 11 especies estudiadas. 

 El 100% de las conservas peruanas comercializadas como bonito fueron 

positivas a caballa y merluza (Figura 7). 

 El 100% de las conservas de anchoveta (etiquetadas como “sardina 

peruana”) fueron positivas a anchoveta. Las conservas de sardinas (Sardinops 

sagax) y filetes congelados de merluza corresponden a la especie descrita en la 

etiqueta. 

 Sólo el 8% de las conservas procedentes de Ecuador y Perú presentaron 

ADN de Ayanque. Ninguna de las conservas analizadas presentó ADN de machete. 

 El 100% de las conservas procedentes de Europa fueron las únicas que 

describían el nombre científico de la especie en la etiqueta, los resultados del qPCR 

concuerdan con lo descrito en la etiqueta. 
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Especie  Secuencia 5´– 3´ bp 

Cynoscion analis 
Fwd: CCTCTGCCCGATGACTTAAT 
Rev: CTAAGTCTAGGCGGACATAAGTG 

106 

Merluccius gayi 
Fwd: CCTCACTTCCTTTCTCCAAAGA 
Rev: TTATTCCTGGCATCCCTGC 

133 

Ethmidium maculatum 
Fwd: CTTCGGATCATTACTGGGACTATG 
Rev: GGTTGCGATATCAGAGGTGTAG 

88 

Sardinops sagax  
Fwd:CGAGGGTTCAACTGTCTCTTT 
Rev: CGTGGTTGGTTGGTGTCTAA 

126 

 

Tabla 1. Secuencias de diseño de primers y tamaño de banda.de ADN. 

 

Especie 

Valor alto del intervalo 
Valor medio del 

intervalo 
Valor bajo del intervalo 

Conc. ng µL-1 Cq ± S Conc. ng µL-1 Cq ± S Conc. ng µL-1 Cq ± S 

Anchoveta 1,09E+01 19,48±0,10 7,1E-01 23,13±0,15 1,09E+03 29,63±0,24 

Ayanque 1,2E+01 27,73±0,08 1,2E+01 31,17±0,17 1,2E-03 37,67±0,30 

Yellowfin 1E+01 16,42±0,19 1E+00 24,39±0,30 1E-03 31,21±0,58 

Bigeye 9,6E+00 22,08±0,25 9,6E+00 25,48±0,13 9,6E-03 32,04±0,26 

Skipjack 1,578E+01 27,65±0,20 1,57E-02 30,44±0,06 1,57E-04 34,30±0,46 

Sardina 1,99E+01 16,62±0,11 1,99E-01 23,55±0,14 1,99E-03 26,69±0,10 

Bonito 6,3E+00 22,85±0,13 6,3E-01 26,06±0,15 6,3E-03 32,79±0,33 

Caballa 8,1E+00 20,32±0,12 8,1E-01 27,30±0,34 8,1E-03 30,53±0,44 

Jurel 8,4E+00 26,66±0,10 8,4E+00 32,39±0,24 8,4E-03 36,30±0,26 

Merluza 1,09E+01 23,39±0,05 1,09E+00 27,02±0,07 1E-03 33,63±0,44 

Machete 8,9E+00 22,48±0,18 8,9E-01 26,08±0,07 8,9E-03 29,60±0,35 

 

Tabla 2. Intervalo de funcionamiento del ensayo y medio del material de referencia 
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Figura 1. Regresión lineal de curvas estándar. 

 

Especie Y R² 
Eficiencia de 
amplificación 

Anchoveta -3,3593x + 18,582 0,9979 98,46 % 

Ayanque -3,2536x + 30,814 0,9939 102,93 % 

Yellowfin -3,3297x + 20,66 0,9963 99,68 % 

Bigeye -3,321x + 23,744 0,997 100,04 % 

Skipjack -3,3506x + 18,955 0,9831 98,82 % 

Sardina -3,3338x + 15,543 0,9971 99,51 % 

Bonito -3,3017x + 22,249 0,9972 100,85 % 

Caballa -3,3938x + 19,337 0,9947 97,09 % 

Jurel -3,3434x + 27,722 0,9885 99,11 % 

Merluza -3,3928x + 23,067 0,9962 97,13 % 

Machete -3,3437x + 22,016 0,9942 99,10% 

 

Tabla 3. Regresión lineal y eficiencia de amplificación del ensayo qPCR. 
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Tabla 4. Repetibilidad del ensayo qPCR. Promedio (Ẋ), desviación estándar (S) y coeficiente de 

variación (CV) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especie 
Parámetros 

Ẋ S Coef. var. % 

Anchoveta 23,15 0,21 0,93 

Ayanque 31,23 0,23 0,75 

Yellowfin 24,36 0,20 0,85 

Bigeye 25,51 0,27 1,08 

Skipjack 30,30 0,37 1,25 

Sardina 23,52 0,29 1,25 

Bonito 26,02 0,29 1,25 

Caballa 27,26 0,34 1,28 

Jurel 32,46 0,21 0,65 

Merluza 27,00 0,22 0,83 

Machete 26,08 0,27 0,83 
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One-Sample T: Ayanque  

Test of μ = 31.17 vs ≠ 31.17 

Variable              N         Mean      StDev      SE Mean                95% CI                   T               P 

Ayanque             11      31.2373     0.2352      0.0709       (31.0792; 31.3953)        0.95         0.365 

One-Sample T: Merluza  

Test of μ = 27.02 vs ≠ 27.02 

Variable              N         Mean        StDev       SE Mean              95% CI                     T            P 

Merluza              11        27.0045     0.2233       0.0673      (26.8546; 27.1545)      -0.23      0.823 

One-Sample T: Machete  

Test of μ = 26.08 vs ≠ 26.08 

Variable              N         Mean         StDev       SE Mean               95% CI                    T            P 

Machete             11       26.0864      0.2714       0.0818        (25.9040; 26.2687)       0.08     0.940 

One-Sample T: Jurel 

Test of μ = 32.39 vs ≠ 32.39 

Variable              N         Mean         StDev       SE Mean               95% CI                    T           P 

Jurel                  11        32.4627      0.2118       0.0638         (32.3205; 32.6050)     1.14     0.281 

One-Sample T: Caballa  

Test of μ = 27.3 vs ≠ 27.3 

Variable              N          Mean        StDev       SE Mean               95% CI                     T            P 

Caballa               11         27.263        0.348       0.105             (27.029; 27.496)     -0.36       0.730 

One-Sample T: Bonito 

Test of μ = 26.06 vs ≠ 26.06 

Variable               N         Mean        StDev       SE Mean               95% CI                    T            P 

Bonito                 11        26.0236     0.1567      0.0472          (25.9184; 26.1289)   -0.77      0.459 

One-Sample T: Sardina 

Test of μ = 23.55 vs ≠ 23.55 

Variable               N         Mean         StDev         SE Mean             95% CI                     T           P 

Sardina                11       23.5273     0.2931        0.0884       (23.3303; 23.7242)     -0.26      0.802 

One-Sample T: Anchoveta  

Test of μ = 23.13 vs ≠ 23.13 

Variable                N         Mean        StDev         SE Mean             95% CI                     T          P 

Anchoveta            11       23.1518     0.2145        0.0647       (23.0077; 23.2959)       0.34     0.743 

One-Sample T: Yellowfin  

Test of μ = 24.39 vs ≠ 24.39 

Variable                 N         Mean       StDev        SE Mean               95% CI                     T          P 

Yellowfin               11        24.3655    0.2068       0.0624        (24.2265; 24.5044)     -0.39     0.702 

One-Sample T: Bigeye   

Test of μ = 25.48 vs ≠ 25.48 

Variable                 N         Mean      StDev        SE Mean               95% CI                      T         P 

Bigeye                   11       25.5100    0.2763       0.0833       (25.3244; 25.6956)        0.36     0.726 

One-Sample T: Skipjack  

Test of μ = 30.44 vs ≠ 30.44 

Variable                  N         Mean       StDev       SE Mean               95% CI                  T            P 

Skipjack                 11        30.301      0.378        0.114             (30.047; 30.555)       -1.22       
0.251 

 

Tabla 5. Veracidad del ensayo qPCR. Prueba t–student con un valor de referencia. 
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Especie Nombre científico Gen bp Tm ºC Cq 
LOD      

ng µl-1 
LOD 

% 

Anchoveta Engraulis ringens 
5S 

rDNA 
250 84,54 ± 0,13 29,63±0,24 0,00301 0,01 

Ayanque Cynoscion analis Cyt b 106 79,72 ± 0,23  37,67±0,30  0,00163 0,01 

Bonito Sarda spp. Cyt b 148 80,66 ± 0.16  32,79±0,33 0,00178 0,01 

Caballa Scomber japonicus 
12S 

rRNA 
188 82,16 ± 0.55   30,53±0,44 0,00325 0,01 

Jurel Trachurus picturatus Cyt b 90 79,25 ± 0.22  36,30±0,26 0.0491 0,01 

Merluza Merluccius gayi Cyt b 133 80,06 ± 0,10 33,63±0,44 0,00122 0,01 

Atún Thunnus albacares Cyt b 262 85,71 ± 0,21 31,21±0,58 0,00134 0,01 

Atún Thunnus obesus Cyt b 246 84,68 ± 0,27 32,04±0,26 0,04739 0,01 

Atún Katsuwonus pelamis Cytb 113 81,70 ± 0,51 34,30±0,46 0,00054 0,01 

Sardina Sardinops sagax 
16S 

rRNA 
126 78,94 ± 0,46  26,69±0,10 0,00375 0,01 

Machete Ethmidium maculatum COI 88 81,03 ± 0,1 29,60±0,35 0,0025 0,01 

 

Tabla 6. Tamaño de banda de ADN por especie y punto de corte. Criterios de punto de corte 

(Temperatura de Melting Tm ºC y Cq LOD – límite de detección del ensayo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

31 

 

Two-sample T for Ayanque analista A vs Ayanque analista B 

                                        N      Mean     StDev     SE Mean    Difference     P-Value 

Ayanque analista A        11    31.237    0.235      0.071         -0.0582          0.526 

Ayanque analista B        11    31.295    0.183      0.055         -0.0582         0.526 

Two-sample T for Merluza analista A vs Merluza analista B 

                                        N      Mean     StDev     SE Mean     Difference     P-Value 

Merluza analista A         11     27.063    0.298      0.090          -0.044           0.692 

Merluza analista B         11     27.106    0.200       0.060         -0.044           0.692 

Two-sample T for Machete analista A vs Machete analista B 

                                        N       Mean      StDev    SE Mean     Difference    P-Value 

Machete analista A         11     26.086     0.271      0.082          -0.026          0.812  

Machete analista B         11     26.113     0.241      0.073          -0.026          0.812  

Two-sample T for Jurel analista A vs Jurel réplicas analista B 

                                        N       Mean       StDev    SE Mean     Difference    P-Value 

Jurel analista A               11     32.463      0.212      0.064          0.032           0.755 

Jurel analista B               11     32.431      0.257      0.078          0.032           0.755 

Two-sample T for Caballa analista A vs Caballa analista B 

                                        N       Mean       StDev    SE Mean      Difference    P-Value 

Caballa analista A           11     27.263      0.348     0.10             -0.180          0.167 

Caballa analista B           11     27.443      0.223     0.067           -0.180         0.167 

Two-sample T for Bonito analista A vs Bonito analista B 

                                          N      Mean       StDev    SE Mean      Difference     P-Value 

Bonito analista A              11      26.024     0.157     0.047           -0.1291         0.184 

Bonito analista B              11      26.153     0.265     0.080           -0.1291         0.184 

Two-sample T for Sardina analista A vs Sardina analista B 

                                          N       Mean       StDev    SE Mean      Difference     P-Value 

Sardina analista A            11      23.527      0.293     0.088           0.039            0.730  

Sardina analista B            11      23.488      0.224     0.068           0.039            0.730  

Two-sample T for Anchoveta analista A vs Anchoveta analista B 

                                          N        Mean       StDev     SE Mean      Difference    P-Value 

Anchoveta analista A        11       23.152      0.215      0.065           -0.060          0.614 

Anchoveta analista B        11       23.212      0.322      0.097           -0.060          0.614 

Two-sample T for Yellowfin analista A vs Yellowfin analista B 

                                           N        Mean       StDev      SE Mean     Difference   P-Value 

Yellowfin analista A           11        24.365     0.207       0.062           0.055         0.627 

Yellowfin analista B           11        24.311      0.302       0.091          0.055         0.627 
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Two-sample T for Bigeye analista A vs Bigeye analista B 

                                            N       Mean      StDev     SE Mean    Difference   P-Value 

Bigeye analista A               11       25.510     0.276     0.083           0.135         0.503 

Bigeye analista B                11       25.375    0.587      0.18            0.135         0.503 

Two-sample T for Skipjack analista A vs Skipjack analista B 

                                            N         Mean      StDev     SE Mean    Difference   P-Value 

Skipjack analista A              11        30.301    0.378       0.11            0.174          0.274  

Skipjack analista B              11        30.127     0.345      0.10            0.174          0.274  

 

Tabla 7. Reproducibilidad del ensayo qPCR entre 2 analistas 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Identificación de túnidos por qPCR. Presencia de ADN de especies de túnidos en 

conservas de atún provenientes de Asia y Perú. 
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Figura 3. Identificación de túnidos por qPCR. Presencia de ADN de especies de túnidos en 

conservas de atún provenientes de Perú. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Identificación de túnidos por qPCR. Presencia de ADN de especies de túnidos por 

país de procedencia. 
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Figura 5. Identificación por qPCR. Presencia de ADN de especies de peces marinos no 

descritos en la etiqueta de conservas comercializadas como atún.  

 

 

 

 

Figura 6. Identificación por qPCR. Presencia de ADN de especies de peces marinos no 

descritos en la etiqueta de conservas comercializadas como caballa. 
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Figura 7. Identificación por qPCR. Presencia de ADN de especies de peces marinos no 

descritos en la etiqueta de conservas comercializadas como bonito. 
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IX. DISCUSIÓN 
 

La extracción de ácidos nucleicos, es un paso crítico en el ensayo. Los 

productos en conservas es una matriz de alta complejidad por la presencia de 

aceites en la muestra y degradación del ADN. El proceso previo a la extracción para 

la eliminación de aceites no demostró una diferencia significativa en cuanto a las 

muestras que no recibieron tratamiento. El kit de columnas de sílice utilizado para 

la extracción permite realizar lavados del ADN para eliminar las impurezas, lo que 

permitió la recuperación de un ADN de alta pureza. El protocolo de Quinteiro et al. 

(1998) utiliza un método de extracción de ADN in house fenol:cloroformo, éste 

método permite obtener grandes cantidades de ADN pero con un nivel de pureza 

inferior a los obtenidos con las columnas de sílice, por lo tanto, dependiendo de la 

matriz y el método de extracción es aconsejable incluir pasos previos de lavados 

de la muestra como lo hizo el autor. 

La recuperación de ADN del tejido muscular de peces frescos y filetes 

congelados en comparación con el ADN recuperado en la matriz de referencia y 

productos enlatados es debido a la degradación del ADN. En los ensayos iniciales 

se utilizó el kit de extracción AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit 

(AXYGEN Biosciences, USA) y no se logró una buena recuperación de ADN en la 

matriz de referencia y peces en conservas debido a la capacidad del kit de extraer 

fragmentos de mayor tamaño. En matrices como estas es importante que el método 

de extracción recupere ADN altamente fragmentado con un tamaño por debajo de 

200 bp. El segundo protocolo de extracción utilizado del kit DNeasy mericon Food 

Kit (Qiagen, Alemania), permitió la recuperación de ADN fragmentado y permitió 

una mayor sensibilidad analítica y diagnóstica del ensayo. Existen protocolos de 

pre-tratamiento para extracción de tejidos pulverizando con nitrógeno líquido o 

llevando el tejido a 121ºC en autoclave, en este trabajo se probó ambos métodos, 

sin embargo, esto no optimizó la recuperación de ADN genómico. 

Se diseñó primers que trabajen a una misma temperatura de annealing, lo 

cual permitió programar un ciclamiento universal para la detección de diferentes 

analitos en el ensayo de qPCR validado, la eficiencia del ensayo se debe al diseño 

de secuencias cortas lo que permite trabajar con material degradado, y a la vez son 
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lo suficientemente conservadas para evitar la inespecificidad del ensayo, como se 

verificó en GenBank.  

La detección de merluza, durante la estandarización de la prueba, se trabajó 

con primers de Perez et al. (2004) y no detectaron los especímenes recolectados 

en la costa peruana, por lo tanto, se diseñaron primers específicos para Merluccius 

gayi.  

Todos los primers fueron diseñados para amplificar secuencias cortas de 

ADN menores a 200 bp. En el caso de anchoveta, se trabajó con un producto de 

PCR de 250 bp, durante la estandarización y no se evidenciaron falsos negativos. 

Del mismo modo se trabajó la detección de Thunnus spp., de 643 bp (Chuang et 

al., 2012) y no se logró detectar la presencia de ADN por PCR y se obtuvieron falsos 

negativos en el 100% de las réplicas, por esto el rango de trabajo utilizado para el 

diseño de primers en el presente trabajo, utilizar secuencias mayores a 200 bp 

podría ser riesgo de invalidar los resultados.  

Uno de los procesos con alta transformación similar a las conservas, es la 

producción de harina de pescado sometidas a las altas temperaturas. Fumière et 

al. (2006), desarrolló un PCR en tiempo final para la detección de contaminantes. 

Fumière, comparó el uso de primers que amplificaban secuencias de diferentes 

longitudes y los primers con un producto de PCR mayor a 174 bp no fueron 

detectados. 

La mayoría de los métodos moleculares basados en la detección de ADN 

para la evaluación de sustitución de especies y fraude, que emplean la tecnología 

de PCR; secuenciamiento, código de barras y variantes (Armani et al., 2011; 

Cutarelli et al., 2013; Espiñeira y Vieites, 2012a; Hanner et al., 2011; Griffiths et al., 

2014), validan el ensayo a partir del PCR, excluyendo la extracción. Por este 

motivo, a pesar que algunas secuencias de primers utilizadas en el presente trabajo 

son en referencia a autores citados (Chairi y Rebordinos, 2014; Infante et al., 2006; 

Apostolos et al. 2008; Rehbein et al., 1995; Michelini, E. et al., 2007) que emplearon 

el PCR para la detección o caracterización molecular de peces, los ensayos no 

fueron validados para el propósito del presente trabajo, por lo que no se reportan 

trabajos de validación de un ensayo de qPCR que identifiquen las especies 

trabajadas en productos congelados y conservas.  
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Por tal motivo, fue necesario elaborar la matriz de trabajo, los controles 

positivos y material de referencia. El secuenciamiento de ADN es una de las 

técnicas más precisas para verificar la secuencia amplificada por el PCR, esta 

herramienta permitió confirmar la especificidad del ensayo y la confiabilidad de los 

resultados.  

Los ensayos no validados e implementados para la autentificación de 

productos hidrobiológicos podrían concluir en resultados poco confiables o falsos 

negativos en los productos con presencia de inhibidores o sustituidos con bajas 

concentraciones de ADN. Para obtener resultados confiables, entre otros 

parámetros, es importante hallar el intervalo de funcionamiento del ensayo o rango 

de trabajo, esto permitirá establecer los criterios aceptados para la validez de los 

resultados los cuales se detallan en la Tabla 2. 

Muchos estudios se enfocaron en la caracterización molecular de especies 

marinas utilizando PCR–RFLP (Rasmussen, H. B., 2012; Leonardo et al., 2016) y 

algunos de ellos fueron aplicados a la detección de productos procesados, sin 

embargo, el uso de enzimas de restricción es laborioso, toma un mayor tiempo de 

trabajo y la sensibilidad y especificidad no llega a ser óptima cuando se trata de la 

identificación en simultáneo de diversos SNPs.  

Está probado que la adulteración en conservas suele darse con diferentes 

especies y no sólo monoespecie, por esto, se vería la necesidad de emplear 

diferentes protocolos de PCR para identificar las posibles especies contaminantes. 

En el presente trabajo se validó un PCR en tiempo real capaz de detectar en un 

ensayo las 11 especies más utilizadas para el consumo humano y elaboración de 

conservas, así, se permite obtener resultados dentro de las 4 horas de ensayo, sin 

necesidad de realizar un paso posterior de electroforesis lo que puede llevar a 

contaminación cruzada por manipulación de amplicones, y mejorando la 

sensibilidad y especificidad que brinda el PCR en tiempo real en comparación de 

un PCR en tiempo final.  

Se trabajó un PCR multiplex para la detección de SNPs en 3 especies de 

Trachurus y dos Mullus (Apostolos et al., 2008), Michelini. et al. (2007), detectaron 

las 3 especies de túnidos más utilizadas en conservas (T. albacares, T. obesus y 

K. pelamis) por PCR–triplex en tiempo final, y Liu et al. (2016), desarrollaron un 
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qPCR–duplex con sondas TaqMan, utilizando los canales de detección FAM y HEX. 

El uso del qPCR–multiplex implica utilizar diferentes canales de detección para la 

visualización de las curvas de amplificación, sin embargo, no es recomendable 

utilizar más de 5 canales de detección en simultáneo y se requiere de un 

termociclador capaz de detectar todas las longitudes de ondas, lo cual no podría 

ser aplicado en todos los laboratorios. Utilizar un protocolo de ciclamiento para 

diferentes especies utilizando la tecnología de SYBR Green I, permite detectar 

múltiples especies, reducir el tiempo de proceso sin la necesidad de usar sondas 

TaqMan evitando elevar el precio del ensayo, y el uso de termocicladores de mayor 

valor comercial que permitan realizar las lecturas en diferentes canales de 

detección simultáneamente, el SYBR Green I por otro lado, permite la detección 

simultánea de diferentes productos de ADN discriminándolos por su temperatura 

de fusión, de esta manera se atribuye especificidad al ensayo validado. 

Con el fin de evaluar la capacidad del ensayo para detectar la sensibilidad 

simultánea de especies en los productos procesados comerciales, se realizó los 

ensayos de qPCR mezclando artificialmente las 8 especies de peces y 3 especies 

de atún según la descripción en materiales y métodos. Los resultados mostraron 

que el ensayo validado detecta hasta 0.01% de contaminación multiespecie, Liu et 

al., (2016) lograron detectar la quinta parte de la concentración inoculada con cinco 

especies de atunes de alto valor comercial a través de un PCR–duplex donde 

detectaban una especie y el género Thunnus spp. utilizando como marcador 

molecular el gen 16S rDNA. Los valores de Ct de Thunnus spp. fueron 

aproximadamente 1.9 ciclos menor al Ct de especie, esto se debe a que contenía 

los ADN de T. maccoyii, T. obesus, T. alalunga, T. albacares en el primero, pero 

solo el ADN de K. pelamis en el último.  

Rehbein H. et al. (1995), trabajó la detección de polimorfismos en túnidos y 

especies de bonitos para la detección en conservas utilizando PCR–SSCP (Single-

Strand Conformation Polymorphism), este método requiere realizar una 

electroforesis en poliacrilamida (PAGE) post PCR, la técnica suele ser muy sensible 

sin embargo siempre se debe colocar secuencias de referencia al lado de las 

muestras para la comparación con los patrones de banda y a pesar de esto suele 

ser complicada la identificación, además, no todas las mutaciones puntuales en una 

secuencia dada causarán un cambio detectable en la corrida electroforética por lo 
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que se necesitarían más ensayos para la fiabilidad del método y evaluar la 

variabilidad intra–especie. La poca complejidad en el ensayo validado y la robustez 

del mismo permite que este sea reproducible a diferencia de técnicas que abarcan 

un mayor número de pasos. 

Evaluar la reproducibilidad del ensayo es el fin principal de un ensayo 

validado, este debe ser reproducible por otros laboratorios y analistas, el ensayo 

validado demostró una correlación del 100% utilizando 5 muestras ciegas por cada 

especie, esto concuerda con el ensayo de Liu et al., (2016) para la detección de 

túnidos donde trabajaron una prueba ciega de cinco especímenes tomados del 

Instituto de Procesamiento de Productos Acuáticos de la Universidad de Zhejiang 

Gongshang (Hangzhou, China), Los resultados de las pruebas ciegas indicaron una 

correlación del 100% con los ensayos desarrollados por qPCR. A diferencia del 

manual de las pruebas de diagnóstico para los animales acuáticos de la OIE (2018) 

donde indican que al menos tres laboratorios deben analizar un mínimo de 20 

muestras ciegas con idénticas alícuotas para cada laboratorio, sin embargo, 

estadísticamente no se ha definido un número consenso para cada uno de los 

parámetros a evaluar durante la validación de un ensayo. 

En el presente trabajo, las muestras comerciales evaluadas mostraron 

diferentes concentraciones según las especies encontradas, al igual que Liu et al., 

(2016), las conservas declaradas como T. albacares presentaban un Cq mayor a 

la especie K. pelamis lo cual indica que hay una mayor concentración de esta 

última, en el 90% de las muestras analizadas provenientes de Asia (Tailandia y 

Filipinas) y Perú se observó dicho evento, la especie T. albacares tiene un valor 

comercial mayor a K. pelamis, por lo que la sustitución de especies se haría en 

mayor proporción con especies de menor valor comercial, en el caso de las 

muestras procedentes de Perú se observó que incluso las latas declaradas como 

T. albacares en algunos casos, la sustitución con K. pelamis fue del 97% en mayor 

proporción que T. albacares. Esto se evidenció en todas las latas de atún, la 

proporción de K. pelamis es mayor a T. albacares y son vendidos a las empresas 

peruanas que comercializan conservas en el país al precio de la especie más cara 

(T. albacares), la cual excede aproximadamente en un 30% al precio de la especie 

más económica (K. pelamis). Las latas declaradas como K. pelamis, o K. pelamis/T. 

albacares, el 100% coinciden con lo declarado por el productor.  
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Los resultados demuestran que la sustitución de especies de los productos 

que llegan a Perú o son producidos en el país son multiespecies, con una mayor 

tendencia en los productos peruanos y ecuatorianos como se observa en la figura 

5. Estas cifras son mayores a las encontradas en Estados Unidos donde reportaron 

del 30 al 58% de muestras mal etiquetadas (Warner et al., 2013), el 25% de los 

productos de bacalao en Reino Unido e Irlanda corresponden a especies más 

baratas descritas en la etiqueta (Corrado et al., 2016). En España, el 32.5% de las 

muestras analizadas correspondían a especies de menor valor comercial al bonito 

del norte o atún blanco (Thunnus alalunga), sustituidas por el bonito listado 

(Katsuwonus pelamis), el patudo (Thunnus obesus) o el bonito (Sarda sarda), todas 

las muestras incorrectamente etiquetadas correspondían a muestras congeladas 

(Asensio et al. 2008). Las cifras son mayores en el país ya que aún no existen 

regulaciones para el fraude en peces ni las técnicas adecuadas para utilizar de 

apoyo a estos controles en la industria de los alimentos y el sector de pesca y 

acuicultura. 

En el presente estudio, las muestras que son comercializadas como bonito 

y caballa (peces de menor valor comercial que el atún) la sustitución de especies 

es aún mayor (Figura 6 y 7). Independientemente del impacto económico a los 

importadores y consumidor final, la salud pública se ve tremendamente afectada, 

la caballa es uno de los peces que contiene mayor concentración de mercurio, al 

igual que bonito, según la EPA y FDA (2004) el bonito debe comerse alguna vez a 

la semana, esto pone en riesgo a la población más vulnerable del país, donde el 

consumo de conserva y congelados es enfocado a los programas de colegios 

nacionales, comedores populares donde la ingesta de mercurio en niños causa 

serios estragos en la salud. Es importante señalar que los peces con mayor 

prevalencia de parásitos (nemátodos, céstodos, artrópodo, protozoos y 

monogeneas), algunos de ellos con potencial zoonótico de importancia, se 

encuentran en el bonito, caballa y jurel (Serrano et al., 2017). 

En China, 9 productos fueron sujetos a la identificación de especies por 

qPCR, estos incluyeron especímenes comerciales comprados en mercados locales 

(Liu et al. ,2016). En general, 5 de 9 especímenes comerciales no cumplieron con 

la descripción de sus etiquetas de túnidos. En el presente estudio, el 3% de las 

muestras producidas en Perú y etiquetadas como atún procedentes de la misma 
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marca no amplificaron para ninguna de las 11 especies estudiadas en este ensayo, 

lo cual alarma y resalta la necesidad de que la industria pesquera desarrolle e 

implemente sistemas de evaluación de la vulnerabilidad al fraude pesquero para 

identificar posibles fuentes de fraude dentro de sus cadenas de suministro y 

priorizar medidas de control que minimicen el riesgo de recibir materia prima o 

ingredientes fraudulentos o adulterados. 

En el Perú no se han realizado estudios similares, la importancia de la 

validación de un método de detección rápido y fiable genera una herramienta que 

pueda ser utilizada para fortalecer los sistemas oficiales de control de alimentos 

con la introducción de regulaciones para combatir el fraude de peces; la 

introducción de programas de monitoreo y vigilancia para evaluar el grado de 

cumplimiento con las regulaciones de etiquetado de pescado; el desarrollo de 

métodos de detección de laboratorio basados en ADN; y la aplicación de la 

normativa en caso de detección de incumplimiento.  

A pesar del enorme progreso tecnológico, particularmente en el campo del 

análisis del ADN, la aplicación rutinaria de técnicas moleculares modernas para el 

control y la rastreabilidad de la pesca está lejos de estar plenamente establecida 

(FAO, 2018). 
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X. CONCLUSIONES 
 

1. La toma de muestra de especímenes de peces marinos provenientes de 

diferentes zonas del país descarta la inespecificidad de los primers del 

ensayo en detectar la variabilidad genética entre poblaciones. 

2. El protocolo de extracción es adecuado para la recuperación de ADN en la 

matriz de referencia ensayada y puede ser aplicada a productos de 

conservas y congelados. de peces marinos. 

3. Los primers empleados son específicos para la detección de las especies 

trabajadas. 

4. La matriz de referencia permitió simular las condiciones reales de los 

productos enlatados de peces marinos, inhibiendo y degradando el ADN de 

los controles positivos elaborados.  

5. El intervalo de funcionamiento del ensayo permitió validar la detección del 

analito en diferentes concentraciones y demostrar que no existen 

interferencias. 

6. La estandarización del ensayo permitió optimizar el qPCR y detectar 

múltiples especies de peces marinos utilizando un mismo protocolo de 

ciclamiento y Master Mix.  

7. El ensayo validado es 100% exacto, específico y sensible, y permitió la 

detección de sustitución múltiple de especies y etiquetado erróneo en 

conservas y productos congelados comercializados en Perú. 
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XI. RECOMENDACIONES 
 

 Es necesario armonizar y estandarizar las técnicas analíticas y el acceso 

universal a una base de datos estándar como FISH-BOL (2018) o GenBank con 

datos relevantes de secuencias genéticas peruanas, marcadores moleculares 

basados en nombres científicos con especies de todo el mundo para que las 

nuevas técnicas moleculares puedan ser aplicadas en los países en desarrollo 

como el nuestro. 

 Se requiere el fortalecimiento de los programas nacionales de regulación de 

alimentos y el desarrollo de sistemas de trazabilidad efectivos basados en la 

ciencia y métodos mejorados como el validado para las pruebas de autenticidad 

de los peces y mitigación del fraude en el país. 
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XIII. ANEXOS 

13.1. ANEXO A 
 

TABLA DE CONTINGENCIA DE 2 ENTRADAS 

 

 

 

 

 

 

  Prueba de referencia 

  
Positivos Negativos 

Resultados de 
la prueba 

Positivos 

VP FP 

Negativos 

VN FN 

  VP: Verdadero positivo 

  VN: Verdadero negativo 

  FP: Falso positivo 

  FN: Falso negativo 
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13.2. ANEXO B 
Diseño experimental de validación del ensayo qPCR 

Parámetro Evaluar Prueba estadística Criterio N por especie Resultados Ref. Bibliográfica 

Intervalo de 
funcionamiento 

Nivel alto, medio y bajo de 
concentración 

Promedio (Ẋ)                        
Desviación estándar (S) 

Mayor a 0 ng µL-1 10 por cada nivel Tabla 2 OIE 2018                  
Eurachem 1998 

Linealidad (diluciones 
seriadas 1:10  por triplicado) 

Regresión lineal                  
y= bx + a    

R2 ≥ 0.98                   
Slope −3,32 Cq 

Mínimo 3 por cada dilución Figura 1            
Tabla 3 

OIE 2018                  
Eurachem 1998         
Bustin et al., 2009 

Robustez Eficiencia de extracción t–student                          
Prueba F 

Mayor que 0 ng µL-1       
1,8 a 2 A260/A280 nm 

Mínimo 10 réplicas por kit 

Item 8.4.5.1 

OIE 2018                  
Eurachem 1998 

Estandarización y 
optimización de PCR 

Tabla de contingencia 
2x2 

100% de muestras 
positivas (Cq ≤40 Cq) y 
presencia de banda. 

5 réplicas nivel alto 5 
réplicas nivel bajo 

Rendimiento analítico Repetibilidad Promedio (Ẋ)                        
Desviación estándar (S) 
Coeficiente de variación 
(CV) 

CV< 1.5% 10 réplicas nivel medio 

Tabla 4 

ISO 5725–1:1994 

Veracidad t–student  Valor del MR 10 réplicas nivel medio ISO 5725–1:1994 

Especificidad Tabla de contingencia 
2x2 

Nº de muestras positivas 
(Cq ≤40 o punto de corte ) 

10 réplicas nivel medio 100% 

OIE 2018                  
Eurachem 1998 

Sensibilidad (LOD) t–student  Mayor que cero 10 réplicas nivel bajo Tabla 4 

Rendimiento 
diagnóstico 

Sensibilidad Tabla de contingencia 
2x2                                   
Análisis Kappa                

Cq ≤40 o fuera del punto 
de corte ). 

30 réplicas 

100% 

Especificidad Tabla de contingencia 
2x2                                   
Análisis Kappa                

No amplifica o fuera del 
punto de corte. 

30 réplicas 

Valor predictivo positivo Tabla de contingencia 
2x2                                   
Análisis Kappa                

Cq ≤40 o fuera del punto 
de corte ). 

30 réplicas 

Valor predictivo negativo Tabla de contingencia 
2x2                                   
Análisis Kappa                

No amplifica o fuera del 
punto de corte. 

30 réplicas 

Punto de corte t–student  Mayor que cero, Cq y Tm 10 réplicas nivel bajo Tabla 4 

Reproducibilidad Reproducibilidad entre 2 
analistas 

t–student  Ho=0 10 réplicas nivel medio por 
analista 

Item 8.5.3.   
Tabla 7 

ISO 5725–1:1994 
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