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ATP alapu és molekularis technikak az
élelmiszerbiztonsag szolgalataban

Mraz Balazs
Bentley Magyarorszag Kft.
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Gyorstesztek és az dnellendrzés — Elvarasok

* @Gyors
e Kell6en érzékeny
» Takarékos (munka/anyag/eszkoz)

e Egyszerd (!!!)

* Elfogadott (hatdsag, partner)
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Gyors?

Erzékeny?

Termék maradvanyainak
kimutatasa?
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@ : ATP biolumineszcencia mérés
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Mi az ATP?

Az ATP rovidités jelentése Adenozin-trifoszfat, amely az él6 szervezetek,

noveényi és allati sejtek energiaforrasa.
Amennyiben ATP talalunk egy elvileg tiszta felllleten, az azt jelenti, hogy nem

volt megfeleld a takaritas.
Az ATP forrdsai:

Elelmiszerek Mikroorganizmusok Emberek
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A meérés elve
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* Az ATP kimutatasa biolumineszcensz reakcio segitségével torténik.

* Az ATP reagadl a luciferin/luciferaz enzim komplexszel, ami fényreakciot
general. Ez a fénymennyiség mérhetd egy erre érzékeny, specialis
luminométerrel.

Az ATP teszt az egyik legkedveltebb
gyorsteszt a vilagban a tisztasag
hatékonysaganak meghatarozasara.

* Minél szennyez6dés van jelen, annal
tobb ATP-t észlel, és egyre magasabb a
kibocsatott fény mennyisége.
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A monitoring rendszer felépitése

3 fontos
komponens:
1., Leolvaso késziilék 2. biolumineszcenciai 3. tesztcso
(luminométer) reagensek
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@ hygiena ATP tesztek
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UltraSnap SupersSnap | | |
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* rendkivuli érzékenyseég
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* hatékony, kdnnyen hasznalhaté
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* enzim detektalas
* biolumineszcencia
e szamszer(sithet6
* érzékeny

e pontos

* gyors

* kényelmes
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* PERFORMANCE TESTED

. o AOAC
MicroSnap o NS
MicroSnap”

AOAC-RI PTMSM validalas (#031501) D
e azonos rendszer termékekre és fellletek

e Szammeghatarozas: 7 ora alatt

* A leggyorsabb jovahagyott teszt!
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PERFORMANCE TESTED

MicroSnaﬁM Coliform & E. coli AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 071302

AOAC-RI PTM>M validalas (#071302)

* azonos rendszer termékekre és fellletek
e Szammeghatarozas: 6 ora

* jelenlét/hiany: 8 éra

* A leggyorsabb jovahagyott teszt!




@ hygiena Mikrobaszelektiv tesztek - MicroSnap
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Validacio AOAC—-PTM  AOAC-PTM AOAC-PTM  folyamatban
Metodika Dusitas = lumineszcens detektalas
Matrix Termékek és fellletek
Eredmény ideje 7 oOra 6 — 8 ora 6—8 ora 6—7—80ra
Kimutatasi hatar <10 CFU 1 CFU 1 CFU 1 CFU

Validalt matrixok
tej, tejtermeék, csirkehus, marhahus, hal, salata, szendvics, krémes torta

stb.
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Néhany hagyomanyos modszer idGigénye

Hagyomanyos teszt ideje Vonatkozo szabvany

Osszmikrébaszam min 72 6ra MSZ EN ISO 4833
Enterobacter szam min. 18 éra MSZ ISO 21528
Coliform szam min. 22 6ra 1ISO 4832

E. coli szam min. 18 éra MSZ ISO 16649
Salmonella jelenlét min. 72 éra MSZ EN ISO 6579

Listeria monocytogenes

jelenlét min. 96 dra MSZ EN 1SO 11290



@ hygiena Sterllltaswzsgalatok gyorsytasva
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* Az Innovate, egy nagy
kapacitasu asztali készulék.
— akar 96 minta egyidejl vizsgalata
— Nagy érzékenységil
biolumineszcens detektor, egy

reagens pipettazo robottal
kombinalva.

y Gyors '\
(‘ eredmeny

96 minta
‘s <30 perc

ATP gyorsteszt  [IRGELES
mkubalasa
. H.agy'OTn.anyOS Termeék inkubalasa Lemezonteés és leolvasas
mikrobiologiai teszt
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@ hygieno Sterllltaswzsgalatok gyorsitasa
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Vizsgalat lépései:

1. Ddusitas: 24 — 48 ora
mikrobasejtek szaporitasa

2. Mérés: 30 perc
- minta hattér ATP lebontasa

- sejtek feltarasa
- ATP mennyiség mérése (RLU)

3. Eredménykozlés

“ | pusitas

2 @ Keszulekre

Bioluminescensz
reagens

Sejtfeltaras
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Szabad ATP
lebontasa




@ hygiena Sterllltaswzsgalatok gyorsitasa
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Vizsgalhato matrixok:

UHT tej, ESL tej, puding, tejszin, tejfol, kakaos
tej, bébi tapszer, fehérjeital, jégkrém mixek,
sz0szok, zoldség-, és gyimolcslevek, tea, levesek




@hygiem Patogén kimutatas idoigénye

Salmonella 8 =24 (+3) h

El6dusitas 18 -24 h listeria 22 —28 h

Szelektiv dusitas 24 —-48 h S.almc')nella R
Listeria (+3) h

Szelektiv tapkozeg 24 -48 h -

Megerdsitd vizsgalatok  Min. 24 —-48 h -

Cél: a negativ eredményt a lehet6 legkordbban kommunikalni
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@ hygiena PCR technika
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Felfedezése 1983, Kary Mullis N
Ismert DNS szekvenciaju szakasz in vitro [
FelerGsithetd egy ciklikusan ismétl6dé modszerrel.

SN N
Sziikséges vegyiiletek:
* legalabb 1 db cél DNS molekula ? [ [ [
e H&stabil polimeraz enzim
 primerek (szintetikus) YANRVANEVAVEVAN
* Nukleotid bazisok (ANTP)
* Anionok 1 % H H H H H [
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1. Denaturalds (T >90°C) AhGmérsékiet emelésével a DNS szdlok szétvainak.

2. Annealing (T: ~50°C) A hémérséklet csokkenésével a primerek a DNS

szalakhoz kot6édnek




@ hygiena PCR technlka Detektaﬂas
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e Végpontjelzéses PCR

A folyamat végén (pl. 40 ciklus) utan meérjuk
a fluoreszcens jelet.

Jelenlét / Hiany tesztek

e Real-time PCR

A specifikus DNS szakaszok felszaporitasa
és detektalasa egy id6ben torténik.

Kvantitativ meghatarozas is lehetséges




@ hygiena Vegpontjelzeses PCR Detektalas
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A DNS ,olvaddsdval” a szalak szétvalnak.

Az interkalalé festék fluoreszcens jele a h6mérséklet emelkedésével csokken (pl.
SYBR Green)

Az interkalalo festék a kétszalu DNS-hez A DNS-hez nem kotott festék nem ad jelet
kotédve fluoreszcens jelet ad
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@ hygiena Real Time PCR  Detektalas
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A fluoreszcens jel a ciklusok el6rehaladtaval névekszik, amennyiben jelen van a célzott
DNS.

Szoftveresen torténik a mikrobaszam meghatarozasa a szigmoid gorbe alapjan.
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@ hygiena Tablettazott PCR reagensek
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v" Minden PCR-hoz sziikséges reagens a cs6ben

ESTaq polimeraz
EESNukleotidok
EESPrimerek
EEAPozitiv bels6 kontrol
EENSFluorescens festék

—PCR csovekbe csomagolva

— Beépitett folyamatkontroll

—Nincs sziikség tobbszoros reagens adagolasra
—CsoOkken a pipettazasi hibalehetoség

—PCR-t stabilizalo anyagok a matrix gatléhatasanak megel6zésére

— A zart reakcidcsovek csokkentik az amplikon-szennyezés lehetoségét




@ . BAX® Standard vs. BAX® Real-Time kitek
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BAX® Standard PCR tesztek (Végpont jelzéses PCR):

EEmEQOlvadasi gorbe elemzés, folyamat ideje 3.5 éra.

EEmEA szamitogépes algoritmus + vagy — eredményt ad.

mmmsSalmonella, Listeria Genus 24E, Listeria monocytogenes 24E, Yeast & Mould, Enterobacter sakazakii
BAX® Real Time PCR tesztek:

5 festék csatorna tobbféle proba alkalmazasat teszi lehetévé egy reakcidnal. A folyamat ideje 55-90 perc.

Kvalitativ és kvantitaiv informacid egyarant nyerhet6 vele.

Campylobacter coli/jejuni/lari, Staph. aureus, Vibrio vul/para/cholerae, E. coli 0157:H7, STEC, Salmonella spp, Shigella, Genus
Listeria, Listeria monocytogenes

Standard BAX® kit Real-Time BAX® kit
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Hat6sagi jovahagyasok Validaciok

AOAC International

AOAC Research mm=mwass
Institute AQAC
Brazilia o=
AFNOR VALIDATIBJ;I—-
. Kinai Népkoztarsasag NordVal
+B8 Kanada ] o
Modszer atvéte
Bl p;nia USDA-FSIS
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K6szondm megtiszteld figyelmuiket!




