
Aglutinación de partículas,  análisis inmunoenzimáticos y otras técnicas inmunológicas. 
Métodos basados en la hibridación de ácidos nucleicos. Métodos basados en la 
amplificación de ácidos nucleicos. Citometría de flujo. Análisis impedimétrico. 
Bioluminiscencia de ATP. Biosensores. 

 

Práctica de Aula 4 y 5.- MÉTODOS RÁPIDOS DE IDENTIFICACIÓN MICROBIANA: 
MÉTODOS INMUNOLÓGICOS MÉTODOS GENÉTICOS. OTROS MÉTODOS RÁPIDOS 

ELISA 

Ted
Alternativa a los clásicos, se usan para alimentos perecederos




MÉTODOS INMUNOLÓGICOS 
Fundamento: Reacción antígeno anticuerpo in vitro 

Antígenos: microorganismos (incluido virus) y sus 
toxinas 
Anticuerpos:  producidos por vertebrados frente a una 
sustancia extraña (antígeno). Reconocen y se unen 
específicamente a los antígenos frente a los que han sido 
producidos. 

Características: 
 Ventajas: Separan, identifican y cuantifican 
microorganismos y sus toxinas de forma rápida 
Inconveniente: las reacciones ocurren tanto con 
microorganismos vivos como muertos 
 

Ted

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



AGLUTINACIÓN DE PARTÍCULAS 

 Debido a la unión antígeno anticuerpos se 
forman agregados denominados 
inmunocomplejos. 

  
 Cuando el inmunocomplejo incluye células 

se denomina reacción de aglutinación en la 
que se forman agregados o grumos que 
pueden verse a simple vista. 
 

 Una variante es la aglutinación de látex que 
utiliza esferas de látex sensibilizadas con 
anticuerpos para favorecer la visualización 
del aglutinado. 
 

 Otra variante es la Aglutinación Pasiva con 
Partículas de Látex en Fase reversa (RPLA) 
que usa esferas de látex sensibilizadas con 
antitoxinas y sirven para detectar toxinas 

 
 
 

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


Ted

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



ANÁLISIS INMUNOENZIMÁTICO (ELISA; Enzyme Linked immunosorbent assay)  

 Se utiliza el ELISA en sandwich 
 Detecta microorganismos o toxinas.  
 Permite cuantificar la cantidad de 

antígeno 

 Procedimiento 

1. Se recubren pocillos de plástico con anticuerpo 

específico frente al microorganismo a estudiar 

(anticuerpo primario). 

2. Se añade la muestra, si tiene el antígeno 

quedará ligado al anticuerpo. 

3. Se añade anticuerpo secundario marcado 

enzimáticamente (con peroxidasa de rábano o 

fosfatasa alcalina) que se une al complejo 

anterior. 

4. Tras lavar se adiciona un sustrato cromógeno 

de la enzima y el desarrollo de color pone de 

manifiesto la presencia del antígeno 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 



ANÁLISIS INMUNOENZIMÁTICO (ELISA; Enzyme Linked immunosorbent assay)  

Ted
Por fin sé que es el método ELISA.

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



RADIOINMUNOENSAYO (RIA) 

 Detecta toxinas microbianas 
 Permite cuantificar 
 Inconvenientes: 

 equipo costoso 
 manipulación de material radiactivo 

 Procedimiento 

1. Se liga la antitoxina a un soporte sólido o  una placa 

de microtitulación. 

2. Se añade la toxina purificada marcada con un 

radiosiótopo y la muestra  para que las toxinas 

compitan por unirse al anticuerpo fijado. 

3. La radiactividad asociada al anticuerpo se detecta 

por autorradiografía o analizador de radioisótopos . 

4. Si en la muestra hay mucha toxina se unirá al 

anticuerpo en lugar de la toxina radiactiva y se ligará 

poca radiactividad. Una gran cantidad de 

radiacividad ligada indica que en la muestra hay poca  

toxina. 

Ted

Ted

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 

 Detecta microorganismos 
 Requiere de microscopio de fluorescencia 

 Procedimiento 

1. Se utilizan fluorocromos (colorantes 

fluorescentes) como la rodamina B y el 

isotiocinato de fluoresceína (FITC) unidos a 

anticuerpos. 

2. Se fija en un porta la muestra con el 

microorganismo de interés. 

3. Se trata con anticuerpo marcado con el 

fluorocromo 

4. Se lava el anticuerpo no unido 

5. Se detecta la presencia del microorganismo 

llevando 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 INMUNOMAGÉNTICA 

 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 está presente 

el microorganismo diana en la muestra se 

produce la unión antígeno (microorganismo)-

anticuerpo-magnetita. 

3. Se aplica un imán 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 identificación. 

Ted


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 proteínas específicas de microorganismos y toxinas microbianas 

 Procedimiento 

1. Se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida para separar las proteínas (antígenos) presentes en la muestra. 

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

específico frente a la proteína diana marcado (radiactividad, fluorescencia, quimioluminiscencia o enzimas). 

3. La unión antígeno-anticuerpo se detecta por exposición de la membrana a películas de rayos X (marcaje radiactivo); 

por la aparición fluorescencia (marcaje fluorescente), luz (marcaje luminiscente) o de mancha coloreada tras adición 

del sustrato (marcaje enzimático) 

 

Ted

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



MÉTODOS GENÉTICOS 
Fundamento: detectan secuencia genéticas específicas de ácidos nucleicos. 
Características: 

 Ventajas: identifican microorganismos de forma rápida y fiable 
Inconveniente: No distingue entre microorganismos vivos o muertos 
 

Ted


Ted

Ted

Ted
enlaces fosfodiester


Ted
es como la PCR



SONDAS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 Detecta la presencia de secuencias específicas 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 únicamente 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 hibridará con la secuencia 
monocatenaria complementaria para formar una 
molécula bicatenaria. 
 

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

 Dependiendo del reporter, la identificación 
puede hacerse con cantidades tan pequeñas 
como 0,25 µg de ADN por muestra 

 
 
 

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 HIBRIDACIÓN DIRECTA DE COLONIAS 

  
1. Se transfiere mediante impresión las colonias de la superficie de una placa a una membrana de nylon o 

de nitrocelulosa. 
 

2. La membrana se trata con álcali (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. 
 

3. Se añade la sonda marcada en condiciones de pH y temperatura que permitan la hibridación específica 
de la sonda con el ADN diana de secuencia complementaria. 
 

4. Se elimina el exceso de sonda mediante lavado y la hibridación se detecta ya que la sonda está marcada 
 
 Permite procesar varios especímenes a la vez 
 No requiere equipamiento sofisticado 
 Tienen un límite de detección de 105-106 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



AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICO: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) CONVENCIONAL 

 Amplifica el número de fragmentos de 
un ADN específico de una muestra 

 Procedimiento 

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

ADN-polimerasa termorresistente (Taq poimerasa), 

nucleótidos y  los cebadores ( oligonucleótidos que se 

unen de forma complementaria a una secuencia concreta 

del ADN diana) 

b) Se amplifica la secuencia buscada mediante la repetición 

del siguiente ciclo (unas 20-40 veces) en  un 

termociclador: 

 
 
 

1. Desnaturalización: El ADN diana es 

desnaturalizado a alta temperatura para 

liberar las dos cadenas complementarias 

2. Hibridación o anillado con las cebadores 

especificos 

3. Extensión o  elongación del cebador por 

la Taq polimerasa utilizando los 

nucleótidos de la solución 

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 



AMPLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
PCR CON TRANSCRIPTASA INVERSA (RT-PCR) 

 Amplifica ARN y sirve 
para detectar la 
presencia de virus de 
ARN  y RNAm de 
bacterias y protozoos 

 Procedimiento 

1. A partir del ARN, la transcriptasa 

inversa de un retrovirus sintetiza  

la cadena complementaria de 

ADN (cADN) usando un cebador 

para la reacción. 

2. Se aplica calor para desnaturalizar 

la molécula híbrida ARN-cADN  y 

destruir la transcriptasa inversa. 

3. Utilizando cebadores específicos 

y la Taq polimerasa se sintetiza la 

cadena complementaria del cADN 

4. La doble cadena de ADN sirve 

ahora como molde para la PCR 

convencional . 

 

Ted
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



 

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

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

 
 
 

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 A TIEMPO REAL O PCR CUANTITATIVA 

 

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 MÉTODOS RÁPIDOS 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

Características: 
 

  Permite identificar células y contarlas 
 

 Procedimiento 

1. Las células de la muestra se marcan con un fluorocromo 

(inespecífico o específico) 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 cámara en forma de gotas. 

 

3. Se puede aplicar un voltaje y mediante un campo 

electrostático recolectar las células de interés 

 

 

 

 

Ted
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



MÉTODOS 
IMPEDIMÉTRICOS 

Características: 
  Detectan cambios en la conductividad eléctrica 
debido al metabolismo microbiano. 

 Procedimiento 

1. Se inocula la muestra en un medio de cultivo y se 

introduce en el aparato. 

2. Durante el crecimiento microbiano se producen cambios 

en la conductividad del medio que son detectados por 

los electrodos y analizados por un ordenador. 

El límite de detección : 106-107 cel/ml. 

 

 

 

 
 
 

Ted
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 
Características: 

   detecta la cantidad de ATP presente en una muestra a través de 
quimioluminiscencia 
 
 emplea el sistema luciferasa/ luciferina 

 Procedimiento 

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

2. Se destruye o elimina cualquier ATP intrínseco de la muestra animal o vegetal. 

3. Se extrae el ATP bacteriano y se añade el sistema luciferasa/luciferina. 

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

proporcional a la cantidad de ATP bacteriano. 

Límite detección: 103-105 bacterias/ml ó g 

 

 

 

 
 
 

Bioluminiscencia de 
ATP aplicada a 
superficie 

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 
Características: 

   Dispositivo compacto de análisis que convierte una repuesta biológica en una señal eléctrica. Está compuesto 
por dos elementos : 

Receptor biológico: Detecta específicamente un microorganismo o una sustancia (analito) 
Transductor: Traduce la reacción de reconocimiento del receptor en una señal cuantificable 

 

 

 

 
 
 

Son sensibles y 
selectivos 
 Son muy rápidos 
Permiten la 
miniaturización y 
automatización 

Sistema de transducción Elemento de reconocimiento Microorganismo 

Electroquímico Anticuerpos S. typhimurium, E. coli 0157:H7 
Campylobacter, S. aureus 

Bioluminiscencia Mycobacterium avium, M. paratuberculosis, 
Salmonella, Listeria 

FIA (Fluorescent 
immunoassays) 

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

Fibra óptica Anticuerpos 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 



 

 Dispositivo de análisis constituidos por un soporte (vidrio, 

plástico e incluso de silicio) sobre el que se sitúa el material 

biológico (proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos, etc.) 

formando una matriz ordenada, de manera que se conoce que es 

lo que se ha depositado en cada punto de la matriz, permitiendo 

el análisis, la identificación y su posterior interpretación.   

 

 Propiedades 

 Obtienen información masiva de información analítica en 

un tiempo reducido y al menor coste posible 

 

BIOCHIPS O MICROARRAYS 

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



Chips de ADN 

 Permiten analizar miles de genes simultáneamente 

 Es posible el análisis con equipamiento portátil para medidas de campo 

 Procedimiento 

1. Se inmovilizan sondas de ADN de secuencias diferentes sobre una superficie pequeña (1-2 cm2) 

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

chip 

3. En los distintos sitios de la superficie donde las bases del DNA analito encuentren su contraparte en las 

distintas sondas, habrá hibridación 

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

 

 

 

 

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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