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=== WESSLING roodMicro Kft. Célkitiizés

Elelmiszerekben és takarmanyokban eléfordulé patogén mikroorganizmusok
(Salmonella, Listeria monocytogenes, E.coli O157) kimutatasahoz sziukseége id6
leroviditése
Molekularis bioldgiai eljarassal nyert adatok 6sszehasonlitasa a referencia
modszerekkel

Kilonbozb élelmiszermatrixok hatasanak elemzése a biztonsagos

kimutathatosagra

Az 1ISO 16140 szabvany alapjan a jellemzé paraméterek meghatarozasa




== WESSLING roodMicro Kift.

Patogén mikroorganizmusok PCR vizsgalata

| 16206

24-28 6

Elédusitas
25¢g minta+225ml BPW
inkubalas 16-20 6ra 37°C

A 4

1. Centrifugalas
1 ml el6dusito

DNS izolalas

2. Sejtfeltaras

Sejtfal bontas
(100 pl PrepMan Ultra)

Hokezelés

PCR premix készités, adagolas
Master Mix (dNTP, Taq polimeraz, Mg)
Target Assay (festék, primerek, IPC)

(100 °C 10 perc)
Centrifugalas
(22000rpm 3 perc).

18 pl

A 4

3. DNS higitasa

PCR mix osszeallitas

3200 (10 pl DNS+90 pl viz)

v

pozitiv

A 4 \ 4

PCR reakcio
1 6ra 40 perc

A 4

negativ 24-28 6ra

486 | Szelektiv dusitas
726 Szelektiv agar
A 4
4-5nap

Biokémiai és szerologiai reakciok




== WESSLING roodMmicro Kift.

= PCR reakcio ciklusonként
1.Denaturacio
2.Primerek bekapcsoldédnak az egyszalu DNS-ek célszekvenciaiba

3.Lanchosszabbitas

A specifikus DNS szakaszok felszaporitasa és a detektalasa egy idében torténik.

ABI 7300 Real-Time készulék




== WESSLING FroodMicro Kft.

A PCR modszer érzékenysége
40
38 \
36 *
) \\
32

ciklus

30
28
26 1 1 1 1 1 1 1
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6
IgN /ml BPW

1-5 sejt/12 yl PCR __10-50 sejt/ml BPW____ 1---10* dusulas a BPW-ben



== WESSLING FroodMicro Kift. 10°, 101, 102 cfu/25 g minta
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= WESSLING FoodMicro Kft.

Elodusitok hatasa

38

37 -

36 .\

N A

34 \\ .

. N

2 N

31

Ciklus

30 1 1 1 1 1 1

IigN  /ml BPW

¢BPW = BHI




== WESSLING roodMicro Kft.

A mintaban [évé kisér6 flora hatasa a PCR érzékenységére
25
4.
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15 . .
4 5 6
Ig kiséro fléra
—— Se+C == S++E S-+Ec




== WESSLING roodMicro Kft.  Vizsgalatok

Vizsgalatok szama: 15954
28 6 utan kiadott negativ eredmeények: 14929 (94%)

Termék csoportok

Flszeres v. el6készitett hus
Nyers hus
Felvagottak
Tejtermékek
Kakaé és csokoladé
Flszerek, Tea, Kavé
Higiéniai mintak
Tojas termékek
Z6ldség-gyumolcs
Liszt, keksz, magok, méz.....
Hidegkonyha, Szészok
Takarmany szaraz

Takarmany higiénia



== WESSLING FroodMicro Kft.

Jellemz6 paraméterek

MSZ EN ISO 16140

Relativ pontossag:

100 - (p+n) /N %

Relativ specifikussag: 100 - n/ (n+fp) %

Relativ érzékenység: 100 - p / (p+fn) %

Referencia Referencia
+ -
Alternativ + p fIO
Alternativ - f n




== WESSLING roodMicro Kift. AOAC 020803 eredmények (ABI 7500)

Elelmiszer matrix Osszes vizsgalt minta Relativ pontossag Relativ specifikussag Relativ érzékenység
Huas, has 73 100 100 100
készitmények
Tej, tejtermék 66 97 93,5 100
Zoldségek 63 98,4 97 100
Tojas és tojas 65 98,5 100 97,1
termékek
Takarmany (pet foods) 66 98,5 96,7 100

98,5 97,4 99,4




== WESSLING FoodMicro Kft.  salmonella vizsgalati eredmények

_ . Osszes vizsgdlt i i Relativ Relativ
Elelmiszer matrix . Relativ pontossdg . ; L i
minta specifikussag érzékenység

Hus fiiszeres vagy

163 96,32 96,29 100
el6készitett
Nyers hus 368 92,66 91,82 100
Felvagottak 270 98,88 99,28 100
Csokoladé és kakao 173 100,00 100,00 100
Fliszerek, tea, kavé 125 98,63 98,63 100
Higiéniai mintak 253 96,27 96,27 100
Tojas 48 77,08 77,08 100
Zoldségek 107 99,04 99,04 100
Egyebek (liszt,

378 96,47 96,47 100
keksz, méz)
Hidegkonyha,

i 53 100,00 100,00 100
sz6szok
2182



== WESSLING FroodMicro Kft.

. Osszes 5 i Relativ Relativ
Elelmiszer matrix L Relativ pontossag . i e i
vizsgalt minta specifikussag érzékenység
Takarmany szaraz
7590 94,71 94,71 100
késztermék (pet foods)
Higiéniai mintak 4579 98,79 98,79 100
Koérnyezeti mintak 1333 92.25 95,56 100
Alapanyagok (hékezelt
panyagok (i 270 85,2 85,2 100

llati és névényi anyagok)

13772




=52 WESSLING roodMicro Kft.  Egresek elemzése (inhibicio)

Elokészitett husok

Flszerezés, fellileti kezelés hatasa

= Csokoladé , kakadpor, cappuccino por
kakad inhibicioja

= Flszerek részleges vagy teljes inhibicié (pl.majoranna, fekete bors, piros paprika)
fitoncidok (kikiszObolés ---el6dusitas megfeleld vezetése 59/l kaliumszulfit vagy
higitas)

=  Sotét szinh gyumolcsok (pl. szeder, narancs)

= Fagylalt (csokis)

=  Pisztacia



=== WESSLING roodMicro Kft. Teljes inhibicio
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= WESSLING FroodMicro Kit. Eltérések elemzése (fals pozitiv)

El6készitett husok, nyers husok

Jfals pozitivitas”----holt sejtek kimutatasa ---- higiéniai indikator
= Tojaslé, Tojaspor

» Szaraztészta

= Majas pastétom

= Fagylalt, lagysajt (nyers tej eredet)

= Takarmany

LEHETOSEG A FELDOLGOZOTT NYERSANYAG HIGIENIAI ALLAPOTANAK
UTOLAGOS ELLENORZESERE

Kiszlrés: el6dusitas nélkuli vizsgalat.



= WESSLING roodMicro Kift. Eltérések elemzése (részleges inhibicio)

= El6készitett husok
flszerek, feluleti kezelések
= Csokoladé , kakadpor, cappuccino por
kakadanyag (a gatlé hatas a sovany tejben torténd elédusitassal kikliszobolhetd)
= Flszerek részleges vagy teljes inhibicié
kikiszobolés  -elédusitas megfelel6 vezetése 5g/l kaliumszulfit
-higitas
» Fermentalt tejtermékek (joghurt, kefir, turd, tarérudi)
kikiiszobolés pH allitas
= Egyes gyumolcsok
= Liszt, lisztkeverék, szojadrlemény, muzli
= Magvak, marcipan

= Jégkrém, puding



== WESSLING roodMicro Kift. Részleges inhibicio
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= WESSLING FoodMicro Kft. Listeria monocytogenes

(] 7300 System SDS Software - [Plate_03272008_1katasds ]

ﬂ Filz Wiew Tools Instrument Analysis Window Help

Jsd Sk BEEEEs»?

Setup ¥ Instrument ¥ Results
Plate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot
Delta Rn vs Cycle
{05 ] Data: DelktaRnveCycle
Detector: |all -
Line Calor: | Detector Color *
1.0e+000 K #
Analysizs Settings
" Auta Ct
+ Manual Ct
1.0e-001
Threshald: |1.018928
+ Auto Baseline
" Manual Bassline
1.0e-002
Start [cycle): |[Aut
- Start [cycle): |Auto
o
© '
E End [cycle): [Auto
1.0e-003
Help
1.0e-004
1.0e-005
1.0e-006
1 2 3 4 8 B 7 8 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
Cycle Number
i 1 | 2 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 3 | 9 | 10 " 12
EWor [T [L] 1] L] [LT1] [L] 1] L] [LT1] [L]1]
5 TN T L] 1] L] 1] mn L] 1] on mn ] ]
c [T T L] 1] L] 1] mn L] 1] on mn ] ]
[ 1} JIITHY L] 1] U] 1] 1] L] 1] on 1] U] 1]
[N ] L] L] 1] U 1] L] U]} U 1] ] ]
F | Il mn mm ul 1] mn o ul 1] (O] 1]
G |[TH IL_ mn ol 1] jul ] mn mu ul 1] mn
[l [ 1| U] 1] U] ul 1] U] 1] U] ul 1] (U] ] [ ]
Ready

Disconnected




=== WESSLING roodMicro Kft.  E. Coli 0157
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== WESSLING roodMicro kft.  Campylobacter abra




== WESSLING FroodMicro Kft.

30 éran belul kiadhaté negativ eredmény
1. Salmonella,
2. L. monocytogenes,
3. E.coli 0157,
4. Campylobacter,

CALITAX, FEPAS, OKI, OEVI, OMMI, és altalunk szervezett kdrvizsgalatokban
tesztelt akkreditalt médszerek.




= WESSLING roodMmicro Kft.

Osszefoglalé értékelés
= 28 ¢ alatt kiadhaté a patogének negativ eredménye

» Ravilagitott a vizsgalat a klasszikus modszer hibaira ill. az el6dusitas megfeleld

atgondolasara

= A salmonella vizsgalat nem egy standard moédszer automatikus alkalmazasa, hanem

a matrix tulajdonsagait is figyelembevevé optimalis eldédusitas kivalasztasat is jelenti

= A kockazatbecslésekhez szUkséges nagyszamu adat nyeréséhez elengedhetetlenek

a gyors vizsgalatok

» Biztonsagos mintavételi tervek kiszolgalasa mar elképzelhetetlen gyors mddszerek

nélkul

= A PCR a tobbi gyors modszertdl eltéré6en lehetéséget nyujt a nyersanyag utdlagos

higiéniai mindsitésére is



== WESSLING roodMicro Kft.

Koszonom megtisztel6 figyelmuket!




