Aglutinacion de particulas,

amplificacion de acidos

Bioluminiscencia de ATP. Biosensores.

analisis inmunoenzimaticos y otras técnicas inmunoldgicas.
Métodos basados en la hibridacion de acidos nucleicos. Métodos basados en la

nucleicos. Citometria de flujo. Analisis impedimétrico.

ADN

complementario
Soporte T
J éO T ®
- Transduced signal s .. >
~ ( Flosank Slesoi e _ 0O
; < 0‘
( Sustrato =2
! 7 el Sustrato
Lo : ; coloreado
PCR amplification
Cydes 1 2 v ISR
e T
- K7\ LIS
o e S
\ / \ / \ / Fagl
m 'I{I'}.i P E RS
capture ab capture ab capture ab fm <: m]ﬂ]]]]m crxed DA
NN\ u N\ T T
ELISA LSS
3! = 2 copies DMA 27 = b copies DMA 2% = 8 coples DMA

Chain Reaction, copies from coples produced


Ted
Alternativa a los clásicos, se usan para alimentos perecederos



METODOS INMUNOLOGICOS
Anticuerpa #ﬂ )f’

Fundamento: Reaccidn antigeno anticuerpo in vitro ‘A—
= Antigenos: microorganismos (incluido virus) y sus );( bt }L’
toxinas %‘L "'-.-"'II’LIS ,K,»\
=Anticuerpos: producidos por vertebrados frente a una Bacteria
sustancia extrafia (antigeno). Reconocen y se unen Tﬂ}iiﬂﬂj&
especificamente a los antigenos frente a los que han sido T e
producidos.

Caracteristicas:
= \Ventajas: Separan, identifican y cuantifican

microorganismos y sus toxinas de forma rapida
=|lnconveniente: las reacciones ocurren tanto con Antigenos
microorganismos vivos como muertos w v v

-
REACCION ANTICUERPO-ANTIGENO

~ Antigeno

lugar de union a antigeno s
~

ez el -C I CMEN TG A NTIGEND et

Enlaces Van
er Waals E

Anticuerpo
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Ted
Inducen la producción de anticuerpos.

partes de la membrana de bacterias que tiene caracter antigenico:

Antigeno O en superficie membranas gram negativas
Capsula
fimbrias
pili
flagelos

Ted
Producidos frente a un antígeno y se adhieren a él

Ted
inmunoglobulinas (estructura proteica) con sitios de unión específicos (uuuuu como enzimas)


Ted

Ted


AGLUTINACION DE PARTICULAS

Debido a |la unién antigeno anticuerpos se
forman agregados denominados
inmunocomplejos.

Cuando el inmunocomplejo incluye células
se denomina reaccion de aglutinacion en la
qgue se forman agregados o grumos que
pueden verse a simple vista.

Una variante es la aglutinacion de latex que
utiliza esferas de latex sensibilizadas con
anticuerpos para favorecer la visualizacion
del aglutinado.

Otra variante es la Aglutinacién Pasiva con
Particulas de Latex en Fase reversa (RPLA)
gue usa esferas de latex sensibilizadas con
antitoxinas y sirven para detectar toxinas

Positive

Principio de aglutinacién

Negati

ive

O - &
& A p &

Specitic antibody

Latex beads

M
-
7;< R
= P
Particle agglutination

FIGURE 13-5 Alignment of antibody molecules bounc
surface of a latex particle and latex agglutination reactior


Ted
Inmunocomplejo, formación de enlaces debiles que crean una malla de anticuerpos y células por la que se aglutinan y son detectables
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Ted

Ted

Ted
Sólo reconocen un microorganismo en concreto, el deseado

Ted

Ted

Ted
Añadir gotas de reactivo en esas cartulinas blancas y agitar un poco

Comprobar un aglutinado de color azul indica un resultado positivo

Si no pasa nada es que no hay ese microorganismo deseado


Se utiliza más para ver su ausencia


ANALISIS INMUNOENZIMATICO (ELISA; Enzyme Linked immunosorbent assay)

Se utiliza el ELISA en sandwich

. . . {\e“e Muestra Ooo ’
Detecta microorganismos o toxinas. % m
q epe 2 .
Permite cuantificar la cantidad de paT., ’ E]

antlgeno 'T s Afnadir muestra
* Incubar placas
" ;  Lavar antigeno no fijado
" Procedimiento Aaticaerpo
primario —g»
1. Se recubren pocillos de plastico con anticuerpo \ /
Conjugado

especifico frente al microorganismo a estudiar
= Afadir conjugado Y ./_
s Incubar placas
« Lavar anticuerpo (Ac)
no fuado YY Y

anticuerpo

. . . secundario
(anticuerpo primario). enzima

2. Se anade la muestra, si tiene el antigeno
quedara ligado al anticuerpo. Sustrato ™

enzimatico — =
s Afadir sustrato
3. Se aflade anticuerpo secundario marcado ;} )} :ﬁ';?,f,‘;f;‘.’;;Z?e”" @
o Zng . , Y « Cambia el color si hay Y Y Y
enzimdticamente (con peroxidasa de rabano o enzima ligado al Ac
fosfatasa alcalina) que se une al complejo ¢ /
. Solucién
anterior. de parada = et

« Afadir solucion
de parada
« Medir color desarrollado -

4. Tras lavar se adiciona un sustrato cromoégeno

de la enzima y el desarrollo de color pone de
manifiesto la presencia del antigeno en la

muestra.


Ted

Ted
Esta variante se usa en microbiología alimentaria y nos indica si hay microorganismos o toxinas

Ted
Viene con un kit para detectar un microorganismo en concreto. p.e. Salmonella y unos reactivos específicos

Ted
Reaccíon antígeno-anticuerpo en caso de dar positivo, se fija el anticuerpo al antígeno

Ted
Se usa un anticuerpo secundario marcado para que se una también al antígeno y forma un "sandwich" con el anticuerpo y antígeno anteriores.

Al estar marcado enzimaticamente, luego le podemos añadir el sustrato de la enzima con la que ella se va a pegar y cambiará de color

Amarillo es positivo
No color es negativo 


| Charge-transfer complex

Blue
HC CH, M M HiE, CHy
M_Q_Q_M —  HN L Y %ﬂi
‘e o
HC CH, MG
TMB Cation Radical Diimine
Yellow
*OH + OH*
T HRP
H202
il
OgM @—D—FI-—DH E
OH " LHPP (incolor)

ALP

p-nitrofenol ncolor) p-nitrofenolato (amarelo)
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Por fin sé que es el método ELISA.

Se cuantifica usando un espectrofotómetro que corresponderá la cantidad de antígeno fijado


RADIOINMUNOENSAYO (RIA)

o @ o

. . . Marcado
= Detecta toxinas microbianas + 7 gg;r;g;engmwe,w
=  Permite cuantificar *
= |nconvenientes: E .4
. Especifico \\‘
®=  equipo costoso +
* manipulacién de material radiactivo R *‘
Nol\?arcado )
] . . g?l??pelfljg-ﬂnti(uerpu
Procedimiento NoMarcado
1. Se liga la antitoxina a un soporte sélido o una placa ek
de microtitulacion. .
-I- Incabacén -
2. Se anade la toxina purificada marcada con un - e ]
. [Ag]
radiosiotopo y la muestra para que las toxmasI Htard Ag* oluueslﬂl Recuento

compitan por unirse al anticuerpo fijado.

3. La radiactividad asociada al anticuerpo se detecta

por autorradiografia o analizador de radioisétopos .

4. Si en la muestra hay mucha toxina se unirda al
anticuerpo en lugar de la toxina radiactiva y se ligara

poca radiactividad. Una gran cantidad de

radiacividad ligada indica que en la muestra hay poca

toxina.
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Ted
Parecido al ELISA pero el marcaje se hace con radioactividad

Se usan anticuerpos frente a la toxína (llamados antitoxinas)

Toxina marcada con radioactividad + muestra + antitoxinas = todo depende de si hay toxina en la muestra

si no hay toxina en la muestra: la antitoxina se une toda a la toxina marcada dando radioactividad máxima

si hay toxina en la muestra: compite con la toxina marcada para unirse a la antitoxina y da un descenso en la radioactividad proporcional a la cantidad de toxina

Ted


INMUNOFLUORESCENCIA

. . Antigen
= Detecta microorganismos Bacterial cell \ 4
= Requiere de microscopio de fluorescencia ;\.g
@
| HP Antibacterial antibody,
Proced Imiento ; labeled with fluorescent dye
1. Se utilizan fluorocromos (colorantes E '

fluorescentes) como la rodamina B y el

isotiocinato de fluoresceina (FITC) unidos a

anticuerpos. @

2. Se fija en un porta la muestra con el

microorganismo de interés. INMUNOFLUORESCENCIA

3. Se trata con anticuerpo marcado con el

fluorocromo
4. Se lava el anticuerpo no unido

5. Se detecta la presencia del microorganismo

levando la muestra al microscopio de

fluorescencia.


Ted

Ted
Fluorocromos (colorantes fluorescentes que se unen a los anticuerpos

Ted
El anticuerpo marcado con el compuesto florescente se va a unir al antígeno (en este caso la salmonella) y luego al verlo al microscopio fluorescencia se va a apreciar el microorganismo coloreado


CAPTURA INMUNOMAGENTICA

Concentra microorganismos

" Procedimiento

1. Se utilizan bolas de magnetita recubiertas de

anticuerpos frente a un microorganismo

diana.

2. Se ponen en contacto las bolas de magnetita

y anticuerpos con la muestra. Si esta presente
el microorganismo diana en la muestra se
produce la unién antigeno (microorganismo)-

anticuerpo-magnetita.

3. Se aplica un imdan para separar las bolas de

magnetita del resto. Luego se separan los
microorganismos del complejo anticuerpo —
magnetita y se detecta su presencia por

cualquier método de identificacion.

0 o
R U A
001] 8 T 7}{ T 0 ! 1
0 0 » 0

Unidn
antigeno-anticuerpo

l

Perlas magnéticas
recubliertas de anticuerpos
frente a uno de ellos

Q
ELISA, siembra
- (a)
en placa, etc.

Microorganisme
buscado

Microorganismos
diversos

\
/
» 09

oo

Imén

! e

Microorganismos
no buscados

Captura o separacion
magneética

Figura 7.34  Separacién o concentracién inmunomagnética de un determinado microorganismo a partir de un cultivo de

enriquecimiento,
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Ted
Oxido de hierro con propiedades magneticas marcado con anticuerpos específicos frente a un microorganismo.

Se usa para E. coli

Se mete en la muestra las perlas magnéticas marcadas que se van a unir a los anticuerpos, luego con un imán se separan del resto de la muestra


INMUNOBLOT (WESTERN BLOT)

= Detecta proteinas especificas de microorganismos y toxinas microbianas

" Procedimiento

1. Serealiza una electroforesis en gel de poliacrilamida para separar las proteinas (antigenos) presentes en la muestra.

2. Se transfieren las proteinas del gel a membrana (nitrocelulosa o nylon) y se afiade a la membrana el anticuerpo

especifico frente a la proteina diana marcado (radiactividad, fluorescencia, quimioluminiscencia o enzimas).

3. La unidén antigeno-anticuerpo se detecta por exposicion de la membrana a peliculas de rayos X (marcaje radiactivo);

por la apariciéon fluorescencia (marcaje fluorescente), luz (marcaje luminiscente) o de mancha coloreada tras adiciéon

del sustrato (marcaje enzimatico)
Blotting tank

Proteins transferred to
nitrocellulose sheet (blot)

ﬁﬁx
Labeled
antibody
Immuno-

staining of blot

Separation gel

Develop and fix
autoradiograph

-+

Antigen bands Autoradiography
visualized

A. Colorimetric B. Chemiluminescence C. Fluorescence
Subatrate Substrate

Light
Pmduc.t

A A A
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Ted

Ted
Las proteínas corren por un gel, se pasa la corriente y se filtran por tamaño.

Muestras sometidas a unión a anticuerpos marcados radioactivamente, colorimetricamente, quimioluminescente y fluorescente


METODOS GENETICOS

Fundamento: detectan secuencia genéticas especificas de acidos nucleicos.
Caracteristicas:
= Ventajas: identifican microorganismos de forma rapida y fiable
=Inconveniente: No distingue entre microorganismos vivos o muertos

E

Cytosine . ~— Cytosine .
MNH; . —Nucleobases NH
NT O NT D
H H

Guanine . Guanine .

o] Q

N NH " MH
Q ) JL‘NHQ ﬁ \ /?‘L*NHQ
No M No N
H Base pair H

Adenine El

HaM

Adenine @

HzN
N -—-—.bj N '--..fi
QN \ N/ {N \ N/
H H

Thymine o .

Uracil
0

| MNH
o

H3C

N | NH
o

helix of
sugar-phosphates

Mucleobases
of DNA

Muclecbases
of RMNA

RNA DNA
Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid
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Ted

Ted
enlaces fosfodiester


Ted
es como la PCR


SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Detecta la presencia de secuencias especificas de
ADN mediante el empleo de una sonda de ADN.

Una sonda de ADN consiste en una cadena
monocatenaria de ADN con una secuencia que se
encuentra Unicamente en un gen de interés
(suelen tener entre 100 bases y varias kilobases).

Si un microorganismo en la muestra contiene
secuencias de ADN o ARN complementarias a la
sonda, la sonda hibridara con la secuencia
monocatenaria complementaria para formar una
molécula bicatenaria.

La reaccidn se detecta porque la sonda se marca
con una molécula indicadora (reporter):
radioisdtopo, enzima o un compuesto
fluorescente.

Dependiendo del reporter, la identificacion
puede hacerse con cantidades tan pequefas
como 0,25 ug de ADN por muestra

SONDAC
[ -

DNA Diana
EEET O O e N o

G

Hibridizacién

C

G

Hibridizacion

PROCESS: USING A DNA PROBE

Labeled probe

G

No hibridizacion

1. Make labeled
probe.

2. Expose probe
to DNA.

3. Isolated
labeled DNA.



Ted
es como un primer que se une a un gen en concreto que estoy buscando.

Si no encuentra la secuencia especifica, que tiene que ser monocatenaria, no se produce la unión por hibridación

la sonda está marcada y nos permite ver las posibles uniones que existen.


SONDAS DE ADN PARA HIBRIDACION DIRECTA DE COLONIAS

probe
Radioactivity
E \ detector
reporter

Fluorimeter

e Colorimeter/

/ R L / / / / / Visual inspection
(@) Cells from specimen Lyse cells and Add reporter-labeled Measure hybridization Detection
affixed to filter generate single- probe; allow for directly if reporter is
stranded target DNA reannealing to target  radioactive or fluorescent.

Add enzyme substrate
if reporter is enzyme.

Se transfiere mediante impresion las colonias de la superficie de una placa a una membrana de nylon o
de nitrocelulosa.

La membrana se trata con dalcali (NaOH) para que se rompan las células y se libere el ADN diana en
forma monocatenaria. Se aplica calor o luz u.v para fijar el ADN mocatenario a la membrana.

Se aflade la sonda marcada en condiciones de pH y temperatura que permitan la hibridacion especifica
de la sonda con el ADN diana de secuencia complementaria.

Se elimina el exceso de sonda mediante lavado y la hibridacion se detecta ya que la sonda esta marcada
» Permite procesar varios especimenes a la vez

= No requiere equipamiento sofisticado
= Tienen un limite de deteccion de 10°-10° céulas.


Ted
Muestra de Salmonella

transferir colonias a un soporte donde se pueda hacer hibridación con las sondas: membrana de nylon o nitrocelulosa

Hay que extraer el ADN y dejarlo en forma monocatenaria (reactiva). Se trata NaOH 

Se usa calor o UV para que se quede fijado al papel

Se añade las sondas marcadas que se unen especificamente a la secuencia de salmonella.

Marcaje radioactivo, fluorenscente o colorimetrico

Ted
Dura 1 hora / hora y media

Ted
Tiene que haber bastante células para ser detectadas


AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICO: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) CONVENCIONAL

" Amplifica el numero de fragmentos de

un ADN especifico de una muestra

4 ce \ 1 --
.. (|
u P roce d mie ntO § ) A T l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides

a) Se mezcla el ADN del microorganismo a investigar con la

ADN-polimerasa termorresistente (Tag poimerasa), . D lm_P”.mem.nmmwe e

nucleétidos y los cebadores ( oligonucledtidos que se

Tag polymerase Mix Buffer PCR Tube y
A=

unen de forma complementaria a una secuencia concreta I

del ADN diana)

l 72°C — Synthesise new strand 3. Extension

b)  Se amplifica la secuencia buscada mediante la repeticion

=

E del siguiente ciclo (unas 20-40 veces) en un \ / PCR Cycle

termociclador: Thermal Cycler

1. Desnaturalizacion: EI ADN diana es

4th cvele
. wanted gene i

desnaturalizado a alta temperatura para £ —<:“th wfi: Exponential amplification

. . <=

liberar las dos cadenas complementarias —— ¢ 2ndeycle
2. Hibridacién o anillado con las cebadores <= —

—— lstoycle T - P 35th cyele

eSpeCiﬁCOS template DNA <= —

3.  Extensién o elongacion del cebador por E— —
<_—<:"—_
la Taq polimerasa utilizando los 2= ) = = .
4 copics B copies 16 copies 32 copies 2 E‘= 6f hillion copies

nucledtidos de la solucidn


Ted
Es la PCR (permite encontrar cualquier tipo de bicho si se hacen suficientes ciclos)

Ted
Se usan para que empiecen y terminen la sintesis de una secuencia deseada

Ted
Termociclador

Se sube la temperatura para desnaturalizar

se baja la T, se separan las cadenas

los cebadores se meten en medio y se pegan

empieza la enlongación, sintesis de las secuencias 


AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
PCR CON TRANSCRIPTASA INVERSA (RT-PCR)

Step 1. Target RNA is isoclated

Amplifica ARN y sirve e o el

para detectar la Vel RNA Bacterial mANA oy AIRNA
presencia de virus de ’*ﬁ/ £ ﬂ’ / \Jm
ARN y RNAm de
bacterias y protozoos

Primer annealing

Procedimiento Risveme frasaitins
RNA ) 2 U e
A partir del ARN, la transcriptasa g \/ N
inversa de un retrovirus sintetiza vL S
la cadena complementaria de € "’5\{;‘%‘] BRI
ADN (cADN) usando un cebador l Denaturation
para la reaccion. . 3
NP LRNA

Se aplica calor para desnaturalizar “¥cONA

la molécula hibrida ARN-cADN y

Downstream primer anneals

'&{.f
- l to cDNA

destruir la transcriptasa inversa. »
o

DNA polymerase
Utilizando cebadores especificos Primer R

y la Tag polimerasa se sintetiza la

Extension leading to
ds DNA

-

cadena complementaria del cADN lo oA e
La d0b|e Cadena de ADN S|rVe Step 4. *-{-’—rg:lj_ll.’l.hl\—",F\' amplification
cDNA
ahora como molde para la PCR FIGURE 13.11 RT-PCR amplification of RNA. RNA is reverse transcribed to synthesize cDNA Iw randor
AT w a specific antisense primer. PCR can then be performed on the cDNA template

convencional .
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Basicamente es una enzima para transformar el ARN en ADN, usada por los retrovirus.

Transcriptasa inversa + cebador especifico 

sintetizar cadena complementaria

se calienta para que se rompa la unión ARN-ADN y luego se hace una PCR normal


DETECCION DEL ADN AMPLIFICADO: EN LA PCR CONVENCIONAL se detecta el fragmento de ADN amplificado

mediante electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (bajo luz u.v.)

\

e | | OB

Muestras

Gel —

B Direccion del
flujo de
cofriente

Vi
HN \_{ (5_'?’? N,
o

=

Etidio bromuro



Ted
es el paso de detección tras la PCR

parecido al otro, tiene un tamaño de poros mayor porque los nucleótidos son más grandes que las proteínas

se ve con el bromuro de etidio que es sensible a la luz UV, se crean bandas con fluorescencia naranja y una cámara dispara una foto para que no estemos expuestos a la luz UV que es dañina.

Si no encuentro la banda significa que no está presente


PCR ATIEMPO REAL O PCR CUANTITATIVA

® Detecta la acumulacion de amplicon o producto
durante la reaccion.
o5 . o DuPont™ BAX" System
® La deteccion se realiza por medio de la .
fluorescencia

L. monocytogenes
— El producto de PCR es marcado con un fluorocromo
reporter

— La cantidad de fluorescencia es directamente
proporcional a la cantidad de producto

— Se cuantifica la cantidad de fluorescencia en cada ciclo \

Desnaturalizacion  sve creen

Unbound SYBR Green I emits very
little Fluorescence.

Frmar

La fluorescencia de SYBR
Green es proporcional a la
cantidad de producto

Hibridazién

Fluarescent signal significantly
increases as SYBR Green [intercalates

o the double-stranded DNA
Polimerizacion



Ted
Técnica más moderna que detecta el producto mientras ocurre la reacción.

Detección mediante fluorescencia usando SYBR Green.

60-70 muestras a la vez en 3 horas y media

Te dice por colores si hay o no. Verde es que no hay, Rojo es que sí hay.


OTROS METODOS RAPIDOS

CITOMETRIA DE FLUJO

Caracteristicas:

= Permite identificar células y contarlas

" Procedimiento

1. Las células de la muestra se marcan con un fluorocromo
(inespecifico o especifico) y se resuspenden en un fluido

tansportador.

2. Las células marcadas pasan una a una por la unidad
fotoeléctrica (emite luz y capta fluorescencia emitida) y

abandonan la cdmara en forma de gotas.

3. Se puede aplicar un voltaje y mediante un campo

electrostatico recolectar las células de interés

LABELLUNG

ATLUISITION

SOHTING

Emission Light source :
. i v_’\r,\>
e ANALYSIS

"\ Charged daftection piate

Coliection

intensity

Signals
k|
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Necesita un citometro de flujo que es muy caro.

Se trata la célula con un anticuerpo unido a un compuesto fluorescente (se puede no usar el anticuerpo para que cuente todas las células de la muestra)

Inyectamos todo en el aparato que va metiendo rayos laser que cuando incide en una célula marcada fluorescente, emite una señal de la presencia de Salmonella p.e.)

Luego mediante carga electrica con voltaje permite separar los interesados y desechar los otros. 

Inconveniente: detecta microorganismos muertos


METODOS
IMPEDIMETRICOS

Caracteristicas:

= Detectan cambios en la conductividad eléctrica —
i i i i Electron Electron Carbon  Nitrogen norganic
debido al metabolismo microbiano.
E™ R C*° N M A
.. [ _ |
" Procedimiento l | | —
‘ A ‘ ‘ Yy v
1. Se inocula la muestra en un medio de cultivo y se MICROBAL CELL
A
introduce en el aparato. %
¥ L4
po B0, H* == BH™ Exoenzymes
2. Durante el crecimiento microbiano se producen cambios Metaboiic pH bufter Car—= "
products
en la conductividad del medio que son detectados por Figure 3 Interactions of a microbial celi with its external envir-
. onment. E*°, R, etc. represent compounds with net positive,
los electrodos y analizados por un ordenador. negative or zero change. From Owens (1985). .
.. e a06.107 LT
El limite de deteccién : 10%-107 cel/ml. fDlRECT m——— jl

Medium -
inoculum
(A}
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Medio de cultivo, aparato con electrodos que mide la conductividad del medio.

se representa la conductividad frente al tiempo

si hay es que hay un cambio en la conductividad, debido a que la membrana plasmática posee voltaje.


BIOLUMINISCENCIA DE ATP

Caracteristicas:
= detecta la cantidad de ATP presente en una muestra a tra [ uciferina

guimioluminiscencia

-

= emplea el sistema luciferasa/ luciferina 0O,

" Procedimiento

1.  Se concentran las células microbianas presentes en la muestra.

2. Se destruye o elimina cualquier ATP intrinseco de la muestra animal o vegetal.
3. Se extrae el ATP bacteriano y se afiade el sistema luciferasa/luciferina.

4.  Se introduce en el luminédmetro y se mide la cantidad de luz emitida que es

proporcional a la cantidad de ATP bacteriano.

Limite deteccidn: 103-10° bacterias/ml 6 g

Quick and Easy...

Bioluminiscencia de
ATP aplicada a
superficie

r- .

Snap & squeeze Results in 15 seconds

ATP AMP Oxiluciferina
+ YA
J L
CO,+Lluz4q &
bl s
Luciferasa
+
Mg2+
! 'Suruedmmm
or sponging method
' —
i ﬁ T Incubate at 37°C
— ! for 5=10mins
+ M
1mi of 1mi of
sample detergent \
T:—--_-_Tﬂmmald
+ | non-microbial matenal

| (physical, chemical methods)

Ua—-

aalnony
(about 500 ul)

Lysad bacterial

(about ?Doyl}

mon
{(about 200ul)

Mﬁly”d solution
(200u) 1o
luciteraso /ucifenn
solution (100ul)
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Figure 4 A typical ATP bioluminescence assay for food
products.


Ted
Cada fotón de luz indica el uso de 1 ATP bacteriano y se considera el uso de una muestra patron



Ted
Enzima demoniaca que convierte la Luciferina en Oxiluciferina que emite luz que es detectable por el luminitro manual. 


es muy rápido que da el resultado en 15 segundos.

Hay que trabajar con umbrales para poner límites de la presencia de microorganismos


BIOSENSORES

Caracteristicas:

= Dispositivo compacto de analisis que convierte una repuesta biolégica en una sefial eléctrica. Estd compuesto

por dos elementos :

=Receptor bioldgico: Detecta especificamente un microorganismo o una sustancia (analito)
»Transductor: Traduce la reaccidn de reconocimiento del receptor en una sefial cuantificable

=Son sensibles y
selectivos

= Son muy rapidos
"Permiten la
miniaturizaciény
automatizacion

Sistema de transduccion

. Enzyme i
ECZ ®_ v * Electroactive > Electrode Amplifiers
<> s Antibody Material Filters
iCI + Nucleic Acid | pH Change —>> Semiconducting Multiplexers
o »_ ‘ pH Electrode
Bacteria Heat > Termistor Analog-to-
4 O @. —> Digital
Cell . Light > Photodetector Converters
zcz +®_ Tissue l Mass Change =_> Pjezoelectric Linearizers
. »— Organel — Compressors
Sample Bioreceptors or Signal Signal
Analyte Molecular E Transducers Conditioning
Recognizers Circuits

Elemento de reconocimiento

Microorganismo

Electrica
Signal

Electroquimico

Bioluminiscencia

FIA (Fluorescent
Immunoassays)

Fibra dptica

Anticuerpos

Anticuerpos

Anticuerpos

S. typhimurium, E. coli 0157:H7

Campylobacter, S. aureus

Mycobacterium avium, M. paratuberculosis,
Salmonella, Listeria

S. typhimuriu, Yersinia, V cholerae, E. coli

E. coli 0157:H7, S. aureus


Ted
Se detecta la señal electrica ante la respuesta biológica

Se usa el receptor biológico para detectar especificamente un microorganismo

El transductor es el que transforma la señal biológica en eléctrica

Se suelen usar anticuerpos como biosensores, pero también se pueden usar enzimas, un ácido nucleico o una bacteria como mayoritarios



Ted
Si se une un analíto especifico se une al receptor especifico que desencadena una respuesta que es transformada por el transductor en un señal medible 


BIOCHIPS O MICROARRAYS

Dispositivo de analisis constituidos por un soporte (vidrio,
plastico e incluso de silicio) sobre el que se situa el material
bioldgico (proteinas, acidos nucleicos, polisacdridos, etc.)
formando una matriz ordenada, de manera que se conoce que es
lo gue se ha depositado en cada punto de la matriz, permitiendo

el analisis, la identificacidon y su posterior interpretacion.

Propiedades

" Obtienen informacidn masiva de informacidon analitica en

un tiempo reducido y al menor coste posible



Ted
Metes una muestra en un soporte de vidrio que detecta que hay en cada punto


Chips de ADN

¥ Permiten analizar miles de genes simultdneamente
"  Es posible el analisis con equipamiento portatil para medidas de campo
|

Procedimiento

1. Seinmovilizan sondas de ADN de secuencias diferentes sobre una superficie pequefia (1-2 cm?)

2.  Se marca el ADN de la muestra (analito) usualmente con molécula fluorescente y se pone en contacto con el
chip

3. Enlos distintos sitios de la superficie donde las bases del DNA analito encuentren su contraparte en las
distintas sondas, habrd hibridacién

4. El chip es luego escaneado y la imagen obtenida es interpretada

Fluorescence-Detection DNA Chip H; a~ d
Thefourbases A, T, G, and Cbind Ato T or G to C. Atarget DNA o~ " 4
sequence is analyzed by checking which bases the target DNA = v
bases bind. i

F'E
% -i.‘ % o e T
i‘&;)‘i 1i Irradiating @
- 3 : r laser beam
; © .| A Wi
&G AT F 5] s
Labeling target DRA, L - }

il

with flusrescant dye ® Hybridizetion and Wy I G I Al e
. ' cleaning of target J% % "‘E ':,‘ "fg e Yo e
s f 0 F 4 " DA Ty ? N S« fa
s JeRLsE T y £ g
gt v . 4 ?
Attaching the probe Frobe DhA Capturing images with the CCD sensor

D& to the chip

ldentifying the hybridized probes by
IMage processing


Ted
permite analizar los varios códigos genéticos en cada punto del chip

Se meten sondas de ADN (marcado con fluorescencia) en la superficies de los chips de 2 cm². Se pueden meter hasta 200 sondas

Se pone en contacto con la muestra

Las sondas esperan a encontrar cadenas complementarias en la muestra para hibridarse y unirse para comprobar la presencia de microorganismos específicos

Cuando hay y se une y emite fluorescencia que es medible.


Hoy en día se usan para análisis de aguas de lagos y ríos, no es muy usado en el sector alimentario
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