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Muestreo de alimentos,
superficies y aire

1

Muestreo ¢s esencial para garantizar alimentes seguros,

El tamafio de 13 mupstra es ol qua nos indica el rvzl de contzminzadn de fotes,

La frecucncia de presentacion, especialmente de patégonas, nes dard unadea
del nivel de seguridad de un 2kimento

Eltamano de [a muestra es d2pendiente del nimera ¢z unidades febricadas y
del mvel de segundad establecido

De acuerdo con fa legislacién, el nimero de muzsteas para aceptar un lote suele
<2r 5, para garantzar lotes, como minimo habeia qua anatizer GO.

— Latoma de muestra debetia ser aleatoria y consigarar que tada la praduccion
sen medidas repotidas.

Or. Jasé Juan Rodrlguel fersz

Muestreo de superficies
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Muestreo de aire

~ Fundamentalmente hay dos métodos:
— Apiniura de placa gor unicad de trempe

~ Aipiracisnde un volumen concrels de alre
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Miniaturizacion. Galerias de
identificacién
— Setrata de un sistema que asocla diferentes pruebas bioguimicas

— Elobjelivo es consesuir una p d estadistica de idamificacian

— laidentificacidn es correcta cuanda la probabilidad es supeeior al 95%

= Analytical Profile Index {API) fue ¢l primer sistema comurcial con éxilo
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Métodos para contar las células
viables: membrana hidrofébica

S basa ori pasar una muestra a trvas de una
membrana can un didmetre de poro entr2 0,22mem y
0,45mcin,

— Los mitraorg2nismos son retenidas en el filiro,

Ei filtro d= coteca encima de una placa con un madio de
cultiva

Seincuba a una tamperatur conereta durante el
tiempa adecvada

- Sachtiznen los resultades conlando las calonias
formadas
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Siembra en espiral

Se basa en hacer una dilucldn progresiva de la musstia

La itucidn se reziiza directamenta sabra un medio de cuitiva espacifico

Se Incuban fas placas,

El tamafio e Intensidad del crecimiento es mis pequeiio cuanta més se diluye ta
mursira

- Lalectura es mejor hacerla con un lector.

Citometria de flujo
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DEFT

Andllals do Imugen

\_jm;xe Juan Radrfzues Jerer

Otras técnicas: doble tubo de
Fung, tubo de Fung-Yu

- Bz unsistema senclllo para 1a deteceldn de micraosgantsmas anzerohios
Especla'mente € pedfringens, v

« Conslste en un tubo grande y atro mas pequedo. ) tubo grande se reliana con
el medio de cultivo y ta musstr dz agua

Seintraduce el tubo pequerio dentro del grande y se incuha o 429C, El resultada
se obtlene ¢n 4 horas

Se basa en una aumento de 1a superficie de contacto y en facilitar la
visualizaclén de las colanlas del microorganisma buscada

Dr.José luan Rodriguct ferez
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Impedancia y conductancia
eléctricas

= Sec puede medir:
~ latmpecaada
— tacorductaacs

- lacamcitancs

- Es posible hacer medidas en
continuo,

Es un buen sistema para varificar
el comportamienta de [os
mieroarganismos en condicionas
catabloddas.

Dr. losd Juan Rodreiguce Jerez
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ATP — bioluminiscencia

£3 una reaccion senciffa.
Toderd hess 2aed Wiy Meseny
ATP.

Es posible datectarla por i
accidn del sistema fuciferin-

Luciferasa,

Se preduce luz, que es
directamente proporcional a la
cantidad de ATF.
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Colorimetria

~ Los microorganismos producen

turbider by crecet en it imodio
liquida,

~ 5S¢ puede medir en absorbancla o
tranamitanciy o ena detorminsds

. fongitud de onda en un
f espectrafotdmetro.
— Hayuna relacidn directamente
- praporctonal entre densldad dptica

¥ recuenta,
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Meétodos inmunolégicos: inmuno-
concentracién
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ELISA y ELFA

ume ELUSA  ELFA

— Dr. José luan Radrfguer Jerez

Inmunodifusién lateral, inmuno-
precipitacién, aglutinacién del latex

Son téenlc@s parecidas basadas en 3 reaccldn antigena anticuerpo

— Enlainmunodifusidn, se colocan los anticuerpos espedficos en un agar, se
hacen unos porillos, can el agar caliente y se deja solldificar. En cada patlllo se
pone un una muestra con antigeno, Si hay reaccion posiliva, se ve una linea de
precipitaclén

'

Lo lpnesnesroaipitackin es simlben germ en tub,

L2 aglutinacién en Yitex es muy it para 1a tpificacion serolégica de un
microprganismo-

Dr. José Juan Rodrigues lerez

Inmunodifusién —
inmunoprecipitacién

f—e— Dr. José Juan Rodriguca Jerer




Aglutinacién en latex
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Meétodos genéticos:
Hibridacién

- Southarn o Southern blot: Deteccldr de genes
eipeclficos ea ¢l ADN celular
= Gigrasin oo KON sam extim #a rvstrciin
- Sasepsrn e frpmenos par clectrofaesic
= Sudesrotunubin o DNA e s Dieman st
= Setrangiere ef ADH 3 un o de protelidom
& "

marceds (normafments con un luoroaremal,

Reacclén en cadena de [a poltmerasa,

Tiempo real

Cultivo o muesira

Extracclon del ADN,

Liclos de caleniamienio — enfriamiento
— Amplificacién
Detecclén por Mluarescenda

= 13 sonda unids al fragmenta de ADN
omplennemeia 1e pude viws e por b
fuoceszanan que produce
unB URB
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Hibridacién: Hibridacién in situ
Northern blot
i 4, =~ Identificactén de cadenas de ARN —~ Hibridacién de las sondas direclamente sobre tojidos da
= — EIARN se extrae y se fracctona medlante una materlal orgdnico,
— electroforesls en gel de pallacrilamida, - Téenicas Inmunchistoquimicas,
— ~ Enunas condiclones que mantengan las ~ Anlicuerpos que Identifican células con secuenela
cadenas de ARN cn estado desnaturalizada 3 alas sondas
similarslsatiticin, = FISH (Fluoresence In Situ Hybridkation}: sandas con
= Se ullliza para reallzer estudlos de exprestan secuenclas de ADN marcadas que, se unen a secuencias
génlca de ADN conocldas,
— Se observan por DEM
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PCR ecuenciacién

— Secuencias de los ARNr 165 (o de los genes que
los codifican):
~ Kits espacifteos
— Cuantificacin de los gencs amplificados
~ Igenlilicaclén por blataformtica

Secuenclacidn masiva:

= Secuenclacida de a totalidad de los genes.
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Canmctar

Biosensores, biochips y
microchips

Cugrpo del blosensor

Pastlla e grafies
Can loy detectores

Diorociviis

Proteémica: =
Maldi-Tof e

Es una téenica de bonlzacidn suave ulliLida en espectromelrly de masas.

Mitriv Arstated Linn 4 Bser asiatids pee manriz]
TOF: detector de iones Gue se acopla al MALDI [Time-0% Fiight)

La macromaldcuta sa nzerta e una matris sélida:

e i
~ DB meliadn ganies,

= L3 muestra se irvidiada con un tiser pulsade. La macramoléculy-es loniiada poy L callsinnes
¥ camplejscldn con pequeias callones.

= Aritaty bafurmitica
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Gracias

e doad Juan Noidiighes leres
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