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» Introduccion

= Toma y preparacion de muestras

» Recuento de células viables

= Miniaturizacion y galerias de identificacion

» Medida de sefiales de crecimiento microbiano
= Métodos inmunologicos

= Métodos genéticos
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. Qué significa “rapido”?

» Rapidez en la reaccion:
instantaneo. segundos, minutos. horas, dias
VS.
horas, dias, semanas
» Nimero de muestras por ensayo:
10, 30, 50, 96 0 mas
Vs.

una cada vez
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. Qué significa “automatizacién”?
* Manual: mediante personas, una o mas muestras cada
vez

* Semiautomatico: mediante personas, con la ayuda de
algun tipo de instrumentacion

» Automatico: mediante robots

1 jormada “Pancramica actual de la it abmertoa CRESCA Terrassa 21 6 junwo 69 2005

- eficaz (sensible y especifico)

> de coste moderado
« facil de usar
automatizado (equipo resistente y portatil)

porriaca ‘Panaciic St e 13 industy manny’ CRESCA Tesssa, 21 6 puse 88 2095

« Célula viva (viable) vs. célula muerta
= Célula cultivable vs. célula no cultivable (dano subletal)
= Significado de “recuento de células viables™
= Correlacion entre “recuento total” y otros parametros
» Estimulacion del crecimiento. enriquecimiento.
concentracion, amplificacion
= Microorganisme diana vs. microbiota acompafante
— Selectividad

» Limite de deteccion y tiempo de deteccion




Toma y preparacion de muestras

= Alimentos solidos y/o liquidos (agua y otros):
— diluidor gravimétrico
— homogeneizadores: Stomacher, Masticator, Pulsifier

— otras automatizaciones: preparadores, distribuidores,
bateria de diluciones decimales (placas, tubos, frascos)

* Superficies: hisopo, cinta adhesiva, esponja,
laminocultivo, placa Rodac

= Aire: colector automatico (L aire/s), UFC/unidad de
tiempo o volumen de aire

1) jeemada “Pancedmees 3l da b indusirn afmenzana” CRESCA Tefrassa 21 G jumo de 2005

Recuento de células viables

» Medios de cultivo cromogeénicos y fluorogénicos

» Siembra en espiral

» [SO-GRID (membrana hidrofobica)

= Petrifilm (también para superficies)

= SimPlate

» Anaerobiosis: doble tubo de Fung, tubo de Lee, Oxyrase

= En tiempo real (tincion vital): citometria de flujo.
filtracion por epifluorescencia directa

1] jormada "Panorimeca actual de 13 incusta abmerteny” CRESCA Tesrassa 21 66 junko de 2005

Miniaturizacion

> Microplaca, 8 » 12 = 96 pocillos, medio liquido o sélido :

— una reaccion / muchos microorganismos
— un microorganismo / muchas reacciones
— diversas reacciones / diversos microorganismos
= Otras:
— nimero mas probable (NMP): baterias de 3 o 5 tubos,
TEMPO

- recuento de células viables

Galerias de identificacién P
e API

= Enterotube

« BBL Crystal

> Micro-ID

» RaplD

* O-BI'S:

* Identificacion automatizada miniaturizada: Biolog

Tacrassa, 21 de funeo do 2006

icrobiane (biomasa; componentes,

metabolitos o actividades celulares)

= ATP — Bioluminiscencia: control de higiene. medida de
ATP de origen microbiano

» Impedancia eléctrica: Bactometer. RABIT (Rapid
automated bacterial impedance technique). BacTrac

« Colorimetria: BacT/ALERT. Omnispec bioactivity
monitor. BioSys/MicroFoss

Métodos inmunolégicos

* ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) —
ELFA (enzyme-linked fluorescent assay): Vidas, Unique
Tecra. Bio-Tek. Transia, Assurance EIA

» Tests de aglutinacion del latex

« Inmunodifusion lateral: VIP. Reveal

« Tests de precipitacion: [-2 Test

« Separacién inmunomagnética: Dynabeads. EIAFoss

« Otras técnicas: Detex electroinmunoensayo, DIA/PRO

jnac Pamoramies stk ds s ncusta dimertany” CRESCA Terassa 1 dors




Métodos genéticos

» Hibridacién (sondas de ADN y ARN,):
GENE-TRAK (escobillon) y GeneQuence (microplaca)
> Reaccion en cadena de la pelimerasa (PCR, polymerase
chain reaction):
- en general, 100 veces mas sensible que ELISA
- detecta cantidades muy pequefias de ADN (o ARN)
- PCR cualitativa — electroforesis
- PCR en tiempo real cuantitativa — marcadores fluorescentes
= Caracterizacion por ADN: RiboPrinter (riboprinting); PFGE
(fingerprinting).

PulseNet: Molecular subtyping network for foodborne disease

1 jormadda “Pancedmia sctusl do 13 industd alsmontn” CRESCA Terrassa, 21 de unio de 2006

PCR EN TIEMPO REAL

Sistema de deteccion Deteccion Deteccion multiple Equipo
J especifica (Multiplex) ]
[ Fluoreforos intercalantes (SYBR | Cebador (primer) | Anilisis curva fusion - BAX
| Greea D) - SmartCycler ‘
| L
Sondas de liberacion del Cebador Marcadores {luorescentes - ABI Prism !
‘ fluoroforo (TagMan) Sonda = SmartCycler
Sondas de baliza (Molecular Cebador Analisis curva fusién * Wamex ‘
| Beacons) Sonda Marcadores fluorescentes * iQCheck
{ - SmartCycler
| Sondas de transferencia de Cebador Marcadores fluoresceates - LightCycler 1
‘ fluorescencia (FRET) Sonda - SmartCycler |
| Sondas de hibrdacion Cebdor Anilisis curva fusion i
1 Sonda Marcadores flucrescentes |

i jormadda “Panoréimca 2 de b industr almertara” CRESCA Torassa, 21 de junio de 2008

Predicciones
(D. Y. C. Fung, 1995 — 2004)

. Uso de los recuentos de células viables

— Tinciones vitales con colorantes muy especificos, y
deteccion (< | h) al microscopio
Miniaturizacion y automatizacion de la técnica del NMP:
deteccion temprana mediante ésta

- Deteccion temprana (3-4 h) en agar
Control en linea y a tiempo real de la higiene: ATP. catalasa,
sensores para materiales biologicos y quimicos
3. Técnica ELISA y otros ensayos inmunologicos, completamente
automatizados y ampliamente usados

Cntversioz

Predicciones (D. Y. C. Fung)

4. Test de la PCR, ribotipificacion y otros ensayos genéticos, en
los laboratorios de alimentos

peTr—
de Barceluna

. Respuestas rapidas mediante hisopos y similares

. Biosensores en linea en los programas de APPCC

. Deteccion instantanea de los patogenos mediante microchips
(biochips)

. Separacion y concentracion de las células para su identificacion
rapida

9. Sistemas rapidos de alerta microbioldgica, en los envases

alimentarios
10. Tests rapidos de alerta frente a los patogenos. disponibles en
el hogar
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RADICIONAL:

I'écnicas asépticas

« Ensayos en tubo
= Recuentos convencionales en placa
Aislamiento de cultivos puros
Tincion de Gram
Observacion al microscopio... jel método rapido
mas antiguo!
« Etc.

*“The best rapid method is still your own brain”

(“El mejor método rapido contintia siendo tu cerebro™)

Profesor Dr. Daniel Y. C. Fung
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