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cesidades en el analisis de alimentos
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« Contaminacion  microbiana: principales problemas
asociados al consumo

e Las toxiinfecciones alimentarias conllevan un elevado
Impacto economico (patdogenos)

e Las alteraciones de alimentos tambien preocupan a las
Industrias alimentaria (indicadores de calidad)

« Sistemas APPCC es la herramienta de seguridad

alimentaria mas reconocida

 Requiere de un gran numero de analisis y obtencion
rapida de resultados

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos
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Métodos cada vez mas rapidos (industrias, laboratorios)

Metodos sencillos
Metodos fiables
Metodos reconocidos
Metodos trazables
Metodos sensibles
Metodos econdmicos

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Métodos tradicionales/oficiales:

Surgen los métodos
alternativos (rapidos y/o

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos
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Metodos rapidos:

 Disminuyen uno o varios dias frente a los
protocolos tradicionales

Métodos automatizados:

 Utilizacion de un equipo que realiza una o varias
tareas que habitualmente realiza un técnico

Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Métodos Rapidos: Consideraciones generales
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CARACTERISTICAS DE UN METODO RAPIDO/AUTOMATIZADO
IDEAL

»Preciso

»Rapido y productivo
»Econdmico

» Aceptable

»Realizacion simple
»Entrenamiento

»Reactivos comunes
»Reputacion de la compaiia
»Buen servicio técnico

»Requerimientos de espacio y utilidad optimos

ﬂ Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos
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Metodos Rapidos
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Clasificacion en areas de acuerdo a lo que se busca:

» Sistemas para facilitar la toma de muestras

»Meétodos para ayudar al procesamiento de las muestras

> Sistemas de cuantificacion microbiologica

»Meétodos para identificacion y cuantificacion de microorganismos

> Sistemas especiales para analisis de muestras de aguas, ambientales y
superficies

> Sistemas de identificacion mediante métodos moleculares
»Meétodos inmunologicos para deteccion y/o cuantificacion de microorganismos

» Otros métodos miscelaneos

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos para ayudar a latoma de

muestras
MUESTREADORES, APLICADORES
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Muestreo dinamico

Estandarizacion

Concepto de trazabilidad
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Metodos rapidos para ayudar al procesamiento
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DILUIDORES
Estandarizacion
Aumentan productividad
Trazabilidad _
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Indicadores de calidad

Recuentos

m Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a Indicadores
minmhinlr’muic_gs
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FILM HIDRATABLE: PETRIFILM: 3M

»Optimizan el espacio de incubacion
»Manual

»Algunos protocolos Express
»>Posibilidad de lector automatico

>Validaciones internacionales

Recuento total
Enterobacterias
E.coli/Coliformes
Mohos y levaduras
Staph. Aureus

Listeria ambiental

LAminas
deshidratadas que
se rehidratan al
Inocular la muestra

Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



étodos rapidos aplicados a Indicadores
microbiologicos

SISTEMA TEMPO: bioMerieux

*Facil preparacion de muestra
*Trazabilidad
Mismo protocolo para diferentes parametros

*Validaciones internacionales

Recuento Total

Enterobacterias

Sistema totalmente .
. *Coliformes
automatizado
NMP miniaturizado *E.coli
*S. Aureus
Lectura por
fluorescencia *Mohos y levaduras

eBacterias Lacticas

a Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



tempc'd " Protocolo de trabajo
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X g (or ml)

101 suspension
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X g (or ml)

101 suspension
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Metodos rapidos aplicados a Indicadores
microbioldgicos

lllllll

SISTEMAS BASADOS EN IMPEDANCIA: BACTRAC

*Facil preparacion de muestra

sLectura automatica

*Mas sencillo cuando es “mono-producto”
*Necesaria calibracion para recuento

*Esterilidad comercial (pasa/no pasa)

Recuento total

Enterobacterias _ :
Mide los cambios que producen

E.coli/Coliformes los microorganismos de un
cultivo que alteran las
substratos cambiando su
Staph. Aureus conductividad eléctricay esto
varia la impedancia

Hongos y levaduras

Acido LAacticas
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étodos rapidos aplicados a Indicadores
microbiologicos
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SISTEMAS BASADOS EN CITOMETRIA DE FLUJO

AES: Bactiflow
*Facil preparacion de muestra

el ectura automatica

*Réapido

«Utilidad: yogures, champus, cremas,
refrescos, zumos de frutas

Marcaje de las células,
deteccidon una unay contaje

Recuento total

Enterobacterias

Take advantage

of ultra-rapid
Hongos y levaduras microbial testing!

Salmonella

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a Indicadores

- microbioldgicos
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Sembradores en espiral y lectores automaticos de colonias

Deposicién automatica de la
muestra ligt
de un placa

sEstandarizacion
*Eliminacion de diluciones
eLectura automatica
Ahorro de tiempo

*Trazabilidad
=

Lectores
automatic
colonias

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos




Metodos rapidos aplicados a Indicadores
microbioldgicos

SISTEMA SimPlate: Biocontrol

. Facil de leer

- Consistente y reproducible
- Rapido

- Facil de preparar

- Menos interferencia
-Amplio rango de conteo

- Tecnologia innovadora

Colifarm results

E. coliresults

Placa de plastico circular de 84 pocillos
Lectura por fluorescencia Recuento total

El numero de positivos se convierten en Coliformes/E.coli
valores NMP

Mohos y levaduras

Campylobacter
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Metodos rapidos aplicados a Indicadores
microbiologicos

SISTEMAS BASADOS EN ATP

sEcondmico
*Rapido
eUtilizacidn en el entorno lacteo: esterilidad comercial

*Mas utilizado en control de limpieza y desinfeccion

Mide niveles de ATP

Lo relaciona con niveles de
contaminacion

a Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos
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Patdgenos

Ausencia/presencia
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Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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PROTOCOLOS CORTOS

Salmonella:
*Pre-enriguecimiento y placa

SESAME (BIOSER)
Manuales

*IBISA (AES)
*Medios cromogénicos 0 semisolidos

*SMS (AES)

*Validaciones internacionales
*SALMONELLA PRECIS (OXOID)

*RAPID SALMONELLA (BIORAD)

sEcondmicos

Listeria Monocytogenes:

«ALOA ONE DAY (AES)

*LISTERIA PRECIS (OXOID)

*RAPID LMONO (BIORAD)
*COMPASS LISTERIA (BIORAD)
*CHROMOID LMONO (BIOMEREIUX)

«Salmonella
sListeria spp

Listeria monocytogenes

g Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



: Enrichment Day 1: Plating Day2: Results
25g or 25ml of sample + Using a 10yl microbiological loop If present, confirm blue/green colonies with halos
77%ml ONE Broth-Listeria inoculate a single Brilliance Listeria as L monocytogenes using the 0.8.1.5. mono test.
plate Alternatively, confirm using standard IS0 methods.**

-‘\.___

Incubate § Incubate for 22-
cubate for

22-26 hours at 30°C
confirmation

25 gr. de muestra Afadir 3 gotas 01 mljen =l Leciura de resultados
o centro de la placa de Sesame
Salmonedla Detection
18+2 h. a 37°C 2443 h. & 42°0
226 ml. da Sesame =
Salmorela Envichment D -

|
a0 Secame Salmonella Detaction
Resultado positive: halo Blanco opaco 2 3 om

g iviouus Tupiuus pwa o woNrol microbiologico de alimentos



Biisqueda de salmonellas

Mémda SMS, Detection of Saimonelia spp. Detection of Salmonella spp.

(Short protocal) {Double enrichment protocol)

Dia 0 : Enriquecimiento Food sample Sampla
25 p de muestras
+ 225 ml de EPT
Butfered Paptone Water Buffered
. + Poptone Water
Incubacién 16 hasta 20 h a 37-C Salmonella capsule Q i
Non salactive ) 3rc
Dia + 1 : Sicmbra N5C=1C pre-gnrichment (¥ B
SV (7 1aihrs =2 hrs
enrchment W .
| + 2 hrs
‘ Rappaport
Plating-out Vassiliadis Soya
@ RAPID'Salmanella Salactive ]
annchment y, 41.5°C
5 * T £ 16 B to 26 hrs
Incubacién 14 hasta 24 h a 41°C Selectve P\ 54 fes d b
Isclation /
Dia + 2 : Resultados | =2 hrs ]
Plating-out
Reading & confirmation
Salmonella Latex or Oxidase/OMNI-Q/ONPG RAPID'Salmonella
or iQ-Check™ Salmoneila =
Selective | By 37°C
isolation | | o/ 24hrs
o =2 hrs
Positive presuntive Reading & confirmation
A & o i O a:::“m“;;’:: ;m!r:d:.;;n Salmonella Latex or Oxidase/OMNI-O/ONPG
oriQ-Check™ Salmonella

a Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



BIDMERIEUX
\
ENRICHMENT (Do) INOCULATION (D1) READING (D2) CONFIRMATION
Same day:
25 g+ 225 ml - Rapidec® Lmono
Half Fr§s:r bront;l g e
1 day - Accuprobe® Listeria monocytogenes
30°C Next day: identification with API® Listeria

ihmmlD‘ Lmono

by bioMérieux

Enrichment Day 1: Plating Day 2: Results

25g or 25ml of sample + Using a 10ul microbiological loop If present, confirm blue/green colonies with halos

275ml| ONE Broth-Listeria inoculate a single Brilfiance Listeria as L monocytogenes using the 0.B.1L.S. mono test
plate Alternatively, confirm using standard 150 methods. **

= N

IP

Incubate for 22-26 hours

contimmation
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Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN PRUEBAS ELISA:

ELISA

Antibody Labeling Reagents
o Enzyme
Binding F @ Suhstrate
Site X -«
i - “u
Tomgit Rl Semndﬂﬁ:n'hb-:-dy ® Product
[Antigen) Target Analyte
e @R
e . . - ;“‘ . ; .
i ' -
[ | ' <& -. -
> I ]i
i Solid Phaze
Bind Wash Label Read

ﬁ IVIELUUUS 1dpIuuS pPaid €1 LUTILUIL HHTILTUDIVIVLYILLU ue ailmentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
Patogenos

SISTEMAS BASADOS EN PRUEBAS ELISA

225 ml
de bouillon LMX ] ]
+ 05 ml de supplément LMIX *Equipo automatizado
2630 h/37°C£1°C *Tecnologia ELFA
-

(elisa+fluorescecia) e
inmunoconcentracion

250 pl

Resultados en 16-24 horas

*Validaciones internacionales

VIDAS Heat & Go/ 5 + 1 min* e ectura automatica, no calibracion,
Retirer la barrette et laisser refroidir 10 min no | nter p retac | é n
.

Procesado de muestras: 12-30
- simultaneamente cada 45 minutos

a Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de

Patogenos

Alkaline phosphatase-
labeled Ab

N Ag to be detected

organlsm

= | e e
Target

sa mp washing conjugate substrate
buffer

Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN ELISA

Sistema TECRA (Biotrace) W (M2 /

Salmonella

Listeria spp
Manual

Campylobacter spp

Desarrollo de color

Resultados : 1-2 dias

*Validaciones internacionales
*Posibilidad de realizarlo
automaticamente con el UNIQUE

PLUS

{tu %’La 1
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Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN ELISA

Sistema TRANSIA
(Biocontrol)

Salmonella

Listeria Monocytogenes

Listeria spp

sAutomatico
Manejo de elevados volumenes

Procesado de muestras: 93
muestras simultaneamente

*Resultados rapidos: 1-2 dias

*Validaciones internacionales

a Métodog _ - tos




Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN ELISA

Lateral flow
Rapid test (Oxoid) — | -
VIP (BioControl) mm Eﬁ iiw
RayAl (Rayal Ltd)
REVEAL (Neogen)

Rapidcheck (Bioser) *Manual
sLa muestra difunde por
capilaridad hacia la zona de Ac i
sLectura habitual por unalinea i ~-_--'
de color MY
*Validaciones internacionales -.g.t"f;f‘; -

Q Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa
“INGS N
1 Target
/=N == <
\ i IF — ﬂ .| ghﬂaleﬁularbeawn
/ " l_|ﬁ '—i j —  (nofluorescence)
' : (== &
\ = = nj, M
b 5 ‘—l_\‘\ /; ! . -~
. Desnafuraiizer 2. Allnead ne b 4 " . i hY ’T\
. = ;:)w MG,
2] U > Hybrid
CIELo) | CICLO2 CICLO 3 - |
Sttt 7 Fluorophare Quencher
emitting fluorescence

a Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
Patogenos

Sample

l

FPerfaorm
FPre-Enrichment

|

Prepare DNA

|

Prepare PCR

|

Perform PCR

|

View Results

—
N
| &

e S

SDSRaal-Time PCR IinsTumsant
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Patogenos

%Métodos rapidos aplicados a la deteccion de
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Salmonella spp

Listeria spp

Listeria Monocytogenes
Campylobacter

E.coli O157:H7
Enterobacter sakazakii
Mohos y levaduras

S.aureus

'SISTEMAS BASADOS EN Real Time PCR (BAX System: Oxoid

*Procotolos diferentes segun
matriz

*Validaciones internacionales
Resultados en 24-33 horas

*Sonda Sybr Green

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN REAL TIME PCR (Applied Biosystem):

N D Y

2 tipos de kits: Tagman y Microseq

*Validaciones internacionales Salmonella spp
*Resultados en 20-28 horas Salmonella entérica
Listeria spp

Listeria Monocytogenes
E.coli O157:H7
Campylobacter jejuni
*Cronobacter sakazakii
*E. coli O157:H7
sListeria monocytogenes

Pseudomonas aeruginosa

«Staphylococcus aureus

& Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos

SISTEMAS BASADOS EN PCR (Adia food: AES)

Salmonella spp

eTermociclador: Stratagen Listeria spp
*Resultados en 19-21 horas Listeria Monocytogenes
E.coli O157:H7

E. coli O157:H7 y Salmonella

ADIAFOOD

a Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de

Patogenos

BIOME|IRIEUX

IIIIIIII

SISTEMAS BASADOS EN REAL TIME PCR (iIQ-CHECK: Biorad)

Sondas: Molecular Beacons

sVarios termocicladores:iCycler iQ, chrom 4,
IQ 5y miniOpticon.

*En algunos software de interpretacion de
resultados

*Validacion 16140

£ J
. |
* .
eaee
& e o

Salmonella spp

Listeria Monocytogenes
Listeria spp
Campylobacter

E.coli 0157:H7

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS BASADOS EN REAL TIME PCR (Assurance GDS:
Biocontrol) sukaANC T

Salmonella -

sListeria monocytogenes
*E.coli 0157:h7
*Shiga Toxin

eCombina concentracion de muestra
y deteccion de DNA

eTermociclador:Assurance GDS
Rotor-Gene™,

CPECIFICTTY SEMSITIVITY

@ Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



25 gr into 225mi BAX 24 LEB
26%2 hrs @ 37%1°C

* 160 pl into 8,9 ml MOPS-BLEB

I Forimastiosda || 1v2trows @5

150 pl Proteasea Into
12 ml lysis buffer

'

200 pl lysis buffer malp.

* § pl sample Into Lysis tubes

&0 min @ 55°C
10 min @ 985°C
§ min for cooling

1 50 ul Into
PCR tubes

A 3 hours 30 minutes
BAX system

Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Amplification and Detection of Salmonella spp.
in Food, Animal Feed and Environmental Samples.

1. Sample enrichment
25 g sample diluted in 225 ml buffered peptone water,
16 hr- 22 hrat 37°C

!

2. Extraction
Collect enriched sample and lyse cells

{

3. Preparation
Add extracted DNA to PCR wells

{

5. View results

Amplification and Detection of Listeria monocytogenes

in Food and Environmental Samples

1. Sample enrichment
25 g sample diluted in 225 ml Fraser Yz broth or LSB,
22 hr- 24 hrat 30°C

}

2, Extraction
Collect enriched sample and lyse cells

!

3. Preparation
Add extracted DNA to PCR wells

4. Amplification/Detection

5. View results

Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la deteccion de
% Patogenos
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SISTEMAS DE DETECCION CON FAGOS

Salmonella

E.coli 0157:H7

Vi

sDeteccion rapiday
automatica de patégenos
mediante FAGOS ligada a
fluorescencia.

Salmonella

sDeteccion rapiday
manual de patdégenos
mediante FAGOS (lateral
flow)

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos
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Food & envt.

225 ml of BPW +

supplement (green)

415+/-1°C
18-24 h

Heat & Go 5 min*

*Except for poultry & egg products

1’
|

|-
Y

VIDAS UP Salmonella
48 min

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos
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étodos rapidos aplicados a la identificacion de
microorganismos
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IDENTIFICACION CON SISTEMAS MINIATURIZADOS

Manual

sMiniaturizacion de pruebas bioquimicas

*Diferentes formatos: galerias, tubos de plastico,

4 _ b
1' o .'BH+.M *API: bioMerieux

: e
i oRRI Fntarntitha RN
1 [ '.' " ' L)L Ll ILUI ULUNM V., UJLY

L T

*BBL Crystal: BD
RapID™ System: REMEL
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Metodos rapidos aplicados a la identificacion de
microorganismos
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SISTEMAS AUTOMATICOS DE IDENTIFICACION

Fenotipica: | B
VITEK: bioMerieux &3./‘
*BIOLOG: AES £
*PHOENIX: BD

*Resultados a partir de 4 horas

sCombinan reacciones enzimaticas y
bioguimicas

Genotipica: «Secuenciacion del
*MICROSEQ: ABI ARN 16 S

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la identificacion de
microorganismos
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CLASIFICACION FILOGENETICA  VITEK, API, BIDLOG, PHOENIX

Family Genus Species |Subspecies [Strain

E U X
R

I
TRY

DNA sequencing
MicroSeq I I163 rDNA slequencing
IARDRA l
Riboprinter |———— IRiboprintingI <
ItRNA—PCR I
ITS-PCR I |
BioRad P |(PFGE, LFRIFA, RLFP I
Multilocus Ilsozyme I
Whole cell %rotein proﬁlingI

ABI P [(AFLP
I I
RAPD APPCR
I I
Diversilab » |rep-PCR
Genetic Differences: More » Fewer
Technique Discrimination: Low P High

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la identificacion de
microorganismos
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Genera huellas genéticas Unicas y reproducibles para cada
una de las muestras

13 muestras en 4 horas

0.76
Hours Hours

1. Extraccion de ADN: Extraccion de ADN a patrtir de cultivos aislados.

2. Amplificaciéon mediante rep-PCR: Amplificacion de muestras con la técnica rep-PCR y los
correspondientes kits de identificacion genética DiversiLab (DiversiLab DNA Fingerprinting kits).
3. Deteccion: Separacion de fragmentos mediante electroforesis de microfluidos en chip (DNA
LabChip Kits).

4. Analisis de datos: Analisis de los datos en tiempo real, con informes a los que se puede

acceder a través de un sitio web individual y seguro.

ﬁ Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la
identificacion de microorganismaos
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

« Técnica analitica para determinar la composicion elemental de
una muestra

» El principio de MS consiste en la ionizacion de compuestos
guimicos para generar moléculas cargadas y medir su relacion
masa/carga (m/r)

« MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption / lonisation -
Time of Flight), es un tipo de espectrometria de masas que
permite el screening de proteinas directamente a partir de
bacterias intactas

Data

Sample | =) Analysis

m
Under Vacuum Syste

& Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



« Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time
@'F Ellnhf MAL DI ic tho Inni QflOn S\IS - IS

HIIL IVIFZ\L-LVI1 1o LITU 1ViIiliacQiil 1

the Mass Analyzer system.

ame. Focusing Lens

Schematic of Matrix VA
Assisted Laser on Acceleratio Intensity

Desorption/Ionization 5
time-of-flight mass
spectromeltry.

@ Una muestra en una solucion matriz absorbe energia de un haz laser. El resultados
es una ionizacion de la muestra.

@ Todos los iones son acelerados a la misma energia cinética, entran en el tubo y
son separados de acuerdo con su masa

@ Deteccion al final del tubo

a Métodos rapidos para el control microbiologico de alimentos



Metodos rapidos aplicados a la
identificacion de microorganismaos

ESPECTROMETRIA DE MASAS

quantity

dime cent nickel quarter half$

value

10-
talled Viielends AN A Amaal S Wt L) & A AN LALFY) fnd
Foo 5000 7000 900 11000 13000
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Metodos rapidos aplicados a la
identificacion de microorganismaos
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

Fungi, yeastand mycobacteria:
On-targetextraction

addition of
1.0 pL matrix solutlon

solventevaporation
atroomtemperature

Targetsllde
No seleccion previa de la colonia ,—-A

Identificacion en solo 2

minutos
automated
| MS analysis

a Métodos rébidos para el control microbiolégico de alimentos
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Métodos rapidos para el control microbiolégico de alimentos
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