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Objetivos y tareas

• Objetivo 4.1 (L A2.2, L A2.9, L A.28) Identificar y 
caracterizar nuevas patologías emergentes, y 
desarrollar y mejorar métodos de diagnóstico y 
detección de patógenos en acuicultura.

• Objetivo 4.5 (L A2.2, L A2.20) Crear una Red Mediterránea de Investigación 
sobre Sanidad en Acuicultura (REMEDISA) que integre el conocimiento de 
grandes grupos de agentes infecciosos (virus, bacterias y parásitos) y la 
diversidad de experiencias y capacidades de grupos de I+D+i de la 
Comunidad Valenciana.

• Objetivo 4.6 (L A3.12) Divulgar los resultados del proyecto, transferir las 
herramientas científico-técnicas generadas al sector y concienciar a la 
sociedad sobre el desarrollo sostenible de la acuicultura mediterránea.

• Objetivo 4.7 (L A3.12) Formar personal competente en salud y bienestar 
animal en acuicultura.
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Objetivos y tareas

Tarea 4.1.5 Detección alternativa de patógenos (M6-M35) 
Supone la toma de muestras sin sacrificio del pez, buscando 
presencia de patógenos (tanto virus, bacterias o parásitos), en 
biofouling o en el agua (eDNA), o en hospedadores 
intermediarios. Incluye la evaluación del riesgo de la 
transmisión interespecífica entre vectores, hospedadores 
intermediarios o peces salvajes y animales del sistema de 
producción; Diseño de ensayo múltiple para obtener el perfil 
molecular del ADN ambiental en granjas.

Responsables: UPV1

Participantes: CSIC3, UMH2, UPV1, UV1, UV3 
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Resultados obtenidos hasta el momento

• Actividad 1. Selección de dianas

Los diferentes socios han propuesto 1-2 patógenos relevantes  
para el desarrollo del sistema de biosensado

Socio DIANA Modelo

1 UV Bacteria Vibrio vulnificus y V. harveyi

2 IATS-CSIC Parásito Enterospora nucleophila

3 UV Parásito Cardicola: Cardicola Forsteri, Cardicola 
Opisthorchis y Cardicola Orientalis

4 UMH Virus Red-spotted grouper nervous necrosis 
virus (RGNNV)

5 UPV+ 
empresa

Peces Especies Mediterráneo
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Resultados obtenidos hasta el momento

• Actividad 2. Selección de la tecnología de biosensado

Existen diferentes aproximaciones que permita la detección 
o identificación de un patógeno.

La solución propuesta presenta ventajas frente los métodos 
actuales basado e qPCR o secuenciación.

• Mayor sencillez
• Menor coste
• Respuesta más rápida
• Fácil interpretación
• Compatible con la muestra: agua 1-2 L
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Resultados obtenidos hasta el momento

• Actividad 3. Biosensor para bacterias Vibrio (tiras 
simples)

Desarrollar un ensayo de detección de las bacterias Vibrio 
vulnificus y Vibrio harveyi basado en los genes vvhA y 
toxR.

• Extracción ADN genómico con kit
• Amplificación isoterma: single y duplex
• Técnicas de confirmación: PCR específica, electroforesis, 
fluorescencia, hibridación, qPCR
Detección: tira reactiva. 

Colaboración con el grupo UV. Microbiología

Extracción Amplificación

PCR

simple

dúplex

RPA

simple
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Detección

Técnicas 
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Electroforesis en 
gel

qPCR

En tira
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Resultados obtenidos hasta el momento
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El tamaño de los productos de PCR es el esperado: 
- Vibrio vulnificus:
O PCR: 519 pb.
O PCR anidada: 192 pb.

- Vibrio harveyi: FIS-B06 y FIS-B16
O PCR: 383 pb.
O PCR anidada: 180 pb
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Amplificación PCR (termociclado, 90 min) Amplificación isoterma (37ºC, 45 min)

Optimización variables experimentales
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Resultados obtenidos hasta el momento

Producto, 1, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 y 1/100000.

Muestra Diana 1

Diana 2

Control 
positivoBioreceptor

Bioreceptor

Producto

Nanomaterial

Flujo 
capilar

Producto de 
amplificación

Diana 3

Muestras
Vv1 Vibrio vulnificus
Vv2 Vibrio vulnificus
Vv3 Vibrio vulnificus
Vv4 Vibrio vulnificus
Vv5 Vibrio vulnificus
VhA Vibrio harveyi
VhB Vibrio harveyi
VhC Vibrio harveyi
V. al Vibrio alginolyticus
V. an Vibrio anguillarum

Detección: tira de flujo lateral
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Grado de consecución de las tareas
30%

100%

Tarea 4.1.5

Actividad 1 Selección de dianas

80%

Actividad 2 Selección de tecnología

Actividad 3 Biosensor para bacterias Vibrio (tiras simples)
75%

Actividad 4 Biosensor para parásito Enterospora (tira simple)
10%

Actividad 5 Biosensor para parásito Cardicola (tira simple)
5%

Actividad 6 Biosensor para virus RGVNN (tira simple)
5%

Diseño y desarrollo de prototipos
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Hoja de ruta 6 próximos meses 

• Avanzar con el desarrollo de los sistemas de 
biosensado de los patógenos seleccionados, 
utilizando el formato de ensayo de amplificación 
isoterma y detección basada en tira de flujo lateral

• Investigar sistemas integrados que faciliten el 
ensayo: chip y lector óptico

• Aplicar las metodologías y prototipos 
desarrollados al análisis de muestras de agua 
representativas.

•Challenge definition
•Target organisms
•Biosensing technologyDESIGN

•Sampling and sample treatment
•Biorecognition
•Transduction

BIOSENSING 
DEVELOPMENT

•DNA chip prototype
•Integration
•Technical validationBIOSENSING TESTING

•Water sampling
•Reference methods: Microbiology + 
Molecular CAMPAIGN
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