CytoQuant®

Przetomowe narzedzie
do monitorowania mikrobiologiczn
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CytoQuant® - czym jest Mobilny Cytometr Przeptywowy?

Cytometria przeptywowa oparta na impedancji to bezposrednia, iloSciowa metoda
mikrobiologiczna stosowana do zliczania zywych bakterii zawieszonych g

w czystej wodzie.

Cytometria - to metoda naukowa, dzieki ktorej mozna zmierzyc rozne wtasciwosci

pojedynczych komorek, takie jak rozmiar, ksztatt, iloSc.

Impedancja - to po prostu opor, jaki materiat stawia pragdowi zmiennemu.
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Jak dziata CytoQuant®?

= Elektrody znajdujace sie kanale przeptywowym generuj3
prad elektryczny o niskich i wysokich czestotliwosSciach.

= Po umieszczeniu fiolki w urzadzeniu, czastki zawieszone w probce
przemieszczaja sie miedzy elektrodami wywotujac mierzalne
zmiany pradu elektrycznego (zmiany impedancji), ktore sa
przeksztatcane na dwa oddzielne zliczenia: nieuszkodzone
komorki oraz inne czastki state.
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Jak dziata CytoQuant®?

CytoQuant® potrafi odroznic zywe bakterie od innych czastek zawieszonych w
probce na podstawie unikalnych wtasciwosci elektrycznych zywych komorek.

= Zywe komorki posiadaja nieuszkodzong btone komérkowa oraz
cytoplazme, co sprawia, ze w przeciwienstwie do innych czastek
przechodzacych przez kanat przeptywowy moga przewodzic prad
lub stawiac mu opor w zaleznosci od jego czestotliwosci.

= Przy niskich czestotliwosciach, izolacyjna wtasciwosc btony
komorkowej uniemozliwia przenikanie przez nig pradu
elektrycznego. Podczas gdy wyzsze czestotliwosSci, moga
przeniknac przez btone komorkowa i cytoplazme.

= W ten sposob CytoQuant jest w stanie odroznic zywe komorki
bakteryjne od innych czastek zawieszonych w probce.
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Jak dziata CytoQuant®?

Przewodzace i nieprzewodzace czastki przy wysokich i niskich czestotliwosciach pradu
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Jak dziata CytoQuant® ?

Zywe komorki bakteryjne przy wysokich i niskich czestotliwosciach pradu
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Co tak naprawde mierzy CytoQuant® ?

= Oznaczane parametry: nieuszkodzone komaorki (IC) i inne czastki state (P)

= Dwa programy pomiarowe: 30 sekund i 120 sekund

Dolna granica IC (intact cells) 15 000 / ml 5000 / ml
oznaczalnosci

P (particles) 50 000 / ml 50 000 / ml
Gorna granica IC (intact cells) 10 000 000 / ml 10 000 000 / ml
oznaczalnosci -
P (particles) 5000 000 / ml 5000 000 / ml
Koszt 1 pomiar 3 pomiary
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Co tak naprawde mierzy CytoQuant® ?

= (Czastki, ktore sg wieksze niz 0,5 pm, a jednoczesnie na tyle mate, aby mogty przejsc przez otwor o

Srednicy 10 um w kanale przeptywowym.
= Drozdze i pleSnie nie s3a wykrywane, poniewaz sg zbyt duze
=  Wirusy nie s3 wykrywane, poniewaz s3 zbyt mate (zwykle sa mniejsze niz 300 nm)
= Endospory bakteryjne i zarodniki grzybow liczone s3 jako inne czastki state
= Martwe komorki bakteryjne takze liczone s3 jako inne czastki state

= CytoQuant® nie zlicza agregatow komorek ani komorek uwiezionych w biofilmie.
Swobodnie ptywajgce komorki oddzielone od biofilmu przez wymaz liczone sa jak kazda inna

bakteria. Energiczne wymazywanie zwieksza szanse na wychwycenie bakterii z biofilmu.
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Co tak naprawde mierzy CytoQuant® ?

CytoQuant® zlicza wszystkie rodzaje komorek bakteryjnych, niezaleznie od wymagan wzrostowych i
stanu fizjologicznego, co pozwala na bezposrednie oznaczenie catkowitej liczby zywych komorek.

= tlenowe, beztlenowe,

tolerujace tlen, mikroaerofilne = Zadne state ani ptynne Bezposrednie zliczanie
: . podtoze nie jest w stanie bakterii (mikroskop,
" zywe, ale niehodowlane objac tak szerokiego zakresu cytometria) w naturalnych
= psychrotroficzne, mezofilne, » wymagan! »sq:)te;{nf§Cjach .
i ) .. mikrobiologicznych jest
termofilne, ekstremofilne - Miedzy bakteriami w N razwycns] ﬁyisz!é ni;
= szybko/wolno rosnace, czas naturalnych spotecznosciach zliczanie posrednie
lag/faza adaptacyjna mikrobiologicznych (hodowlane).

zachodza ztozone interakcje.
= wymagajace (hodowlane), itd.
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Co tak naprawde mierzy CytoQuant® ?

CytoQuant® zlicza takze inne czastki state, zarowno organiczne, jak i nieorganiczne oraz jednorodne

lub niejednorodne.

= S3to wszelkie pozostatosci niesklasyfikowane jako zywe bakterie,
czyli: bakterie niezdolne do zycia, nierozpuszczalne resztki
pokarmowe (biatka, btonnik, sole), a takze endospory bakteryjne
lub zarodniki grzybow.

= Liczba czastek jest wskaznikiem skutecznosci przeprowadzonego
czyszczenia, ale nie dezynfekcji.

= Powtarzalnos¢ wynikow w tym przypadku jest mniejsza w
porownaniu do liczby komorek z nieuszkodzong btong poniewaz
materiaty eksploatacyjne rowniez emituja czastki.

»

Making the World's Food Safer

Zliczanie czastek
powinno byc
traktowane jako
funkcja dodatkowa,
majaca na celu
dostarczenie
uzupetniajacych
informacji w stosunku
do liczby zywych
komorek.
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Na co powinno sie zwracac uwage?

Analizowane probki musza by¢ wyraznie czyste poniewaz liczba czastek > 5 000 000 / ml
spowoduje, ze probka bedzie nieczytelna rowniez dla zywych bakterii.

» Przewodnosc probek ciektych musi sie¢ miesci¢ w zakresie 650-950 pS / cm
- mozna ja regulowac dodajac roztwor elektrolitu.

» Po kazdym umieszczeniu tej samej fiolki w urzadzeniu CytoQuant uzyskamy rozne wyniki,
poniewaz mikroorganizmy nie sa rownomiernie rozmieszczone w probce.

= RoOznice + 100% s3 normalne dla zliczeh w poblizu dolnej granicy oznaczalnosci.

Rom!eg
Making the World’s Food Safer Labs A



CytoQuant® - schemat postepowania

Protokot badania powierzchni
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CytoQuant® - schemat postepowania

Protokot badania wody
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CytoQuant® - materiaty eksploatacyjne

—

2
Fiolka
do g{gboklego
czyszczenia

™

A

Fiolka
do czyszczenia

Q

il
JE

Zestaw
wymazowy

Pusta fiolka
(do cieczy)

CountCell™
Kanat przeptywowy

1 na tydzien 1 na dzien 1 na oznaczenie 1 na oznaczenie 800 pomiarow"

*800 krotkich pomiaréw (30 s).
Jeden dtugi pomiar (120 s) liczy sie jako 3 krotkie pomiary.
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CytoQuant® - informacje do zamowienia

10006469 CytoQuant® Flow Cytometer (zawiera CountCell™) - Cytometr 1 szt.
10006471 CytoQuant® CountCell™ - Kanat przeptywowy 1 szt.
10006468 CytoQuant® Swab Vial - Zestaw wymazowy 72 szt.
10007101 CytoQuant® Aqua Vial - Pusta fiolka (do cieczy) 72 szt.
10007028 CytoQuant® Cleaning Vial - Fiolka do czyszczenia 72 szt.
10007081 CytoQuant® Deep Cleaning Vial - Fiolka do gtebokiego czyszczenia 8 szt.
10007195 CytoQuant® Operational Qualification Kit - Zestaw do kwalifikacji operacyjnej 8 szt.
10007108 CytoQuant® Case - Walizka 1 szt.
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Korelacja z metoda hodowlana (liczeniem kolonii na ptytkach)?
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E. coli E. coli E. coli S. aureus S. enterica P. aeruginosa

(ATCC 25922) (ATCC 8739)
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(ATCC

11775)  (ATCC 25923) (DSM 11320) (ATCC 27853)

= Bliskie korelacje mozna uzyskac miedzy
zliczaniem IC a liczba CFU, ale tylko dla
swiezych, czystych kultur dobrze
scharakteryzowanych szczepow.

= Zliczanie IC jest wyzsze w przypadku
probek naturalnie skazonych.

mm (C - Intact Cells (koméorki z nienaruszong btona)
mm CFU - Colony Forming Unit
(jednostka tworzaca kolonig)

E. faecalis E. faecalis
(ATCC 29212) (ATCC 19433)
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leasurement

31000

102 000

Monitorowanie sanitarnego stanu (mycie i dezynfekcja)
za pomoca CytoQuant®
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Jak kontrolowac zanieczyszczenia?

Srodowisko produkcyjne jest gtownym rezerwuarem
H H A H et =Y : 1 Hygienic Personnel
kmrlzl;rzc:)c:,\l;;g/?nmzmow | czynnikiem sprzyjajagcym zakazeniom e " st o

= Programy wstepne stanowig podstawe kazdego systemu
Waste

zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci i wiekszosc z ety i R manage
. . . . t
nich ma na celu kontrolowanie zanieczyszczen ment e

zewnetrznych (ze sSrodowiska) oraz zanieczyszczen
krzyzowych pochodzacych ze srodowiska - istotnych

. . . . o e .. . . Sanitation GHP ‘ CCP
rowniez dla jakosci | okresu przydatnosci do spozycia

= Coraz wiecej zdarzen zwigzanych z bezpieczenstwem
zywnosci wigze sie z brakiem odpowiednich programow
wstepnych - przepisy i normy podkreslaja znaczenie
zapewnienia skutecznosci programow wstepnych
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Programy monitorowania srodowiska (EMPs)

Przeznaczony do wspierania procesow oceny ryzyka zwiazanego z
zanieczyszczeniami pochodzacymi ze Srodowiska
produkcyjnego/przenoszonymi przez to Srodowisko

HACCP
Kontrola
zanieczyszczen
krzyzowych i wewnetrznych

= Poinformuj o weryfikacji konkretnych
programow wstepnych (np. sanitarnych, GMP,
GHP, higieny personelu, uzdatniania wody,
klimatyzacji), Sledzeniu skazen i analizie

Programy Wstgpnyc(h Warl)mkéw
710 Operacyjnych (OPRP
przyczyn ZrOd{OWyCh Kontrola zanieczyszczen krzyzowych
i zewnetrznych (ze znanymi

Wymagana walidacja i weryfikacja

Prawdopodobiefistwo wystapienia awarii majacej istotny
i bezposSredni wptyw na bezpieczenstwo zywnosci

= Wyjatkowo nalezy rowniez poinformowac CCPs zagrozeniami)
= Wymaga zdeﬁmowe&ma planon p.oblerar.ua Programy wstepne (PRP)
probek, metodologii testowania 1 kryteriow 0gblny stan h(igieniczny srodowiska
2 . . e produkcyjnego (kontrola zanieczyszczen
akcePtowaanSC| — a nastepnie POdJQC'a zewnetrznych i nieprzewidzianych zagrozen)
dziatan

»>
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Walidacja, monitorowanie i weryfikacja

Monitorowanie jest zazwyczaj przeprowadzane w celu weryfikacji, ale jest
rowniez wymagane w walidacji, w celu wdrozenia kontroli procesow.

= Walidacja: udowodnienie, ze srodki kontroli mogg wyeliminowac
zagrozenie lub zredukowac je do akceptowalnego poziomu =

kontrole.procesu (tj. wskazniki) musza zostac zdefiniowane na Walidacja Weryfikacja
podstawie oceny ryzyka

= Monitorowanie: rutynowa czynnosc, w ramach ktorej zbierane sg
dane za pomoca kontroli procesow - udowadnianie, ze Srodki
kontroli s3 stosowane zgodnie z przeznaczeniem

Czy mamy racje
czyszczac sprzet
w ten sposob?

Czy prawidtowo
czyscimy sprzet?

= Weryfikacja: udowodnienie, ze srodki kontroli rzeczywiscie
eliminuja zagrozenie lub redukuja je do akceptowalnego
poziomu - dane z monitoringu s analizowane i potwierdzane
innymi dostepnymi zbiorami danych

Rom!eg
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Metody monitorowania analitycznegon  _~

EMP musza zapewniac doktadny pomiar ryzyka, aby umozliwic / ' - ¢ )|
23 Zap : . yp yzyKa, aby N
doktadniejsze ograniczanie ryzyka <L
) ) ) ) Mikroorganizmy sa obecne, dlatego srodki
= W idealnym przypadku informuja one o skutecznosci majace na celu redukcje mikroorganizmow
OPRP/PRP, ale takze umozliwiajg szybka interwencje, a nie sq skuteczne

nie tylko szeroko zakrojone dziatania zapobiegawcze Obecne s3 pozostatosci organiczne, dlatego istnieje

duze prawdopodobienstwo, ze mikroorganizmy
rowniez beda istniec i sie rozmnazac

= Metody ukierunkowane na mikroorganizmy (patogenne,

wskaznikowe, indeksowe lub powodujace psucie sig)
lepiej nadaja si¢ do oceny ryzyka

=  WiekszoSc EMP obejmuje metody wykrywania patogenow
oraz metode potilosciowa/potmetode iloSciowa (metode
ptytkowa, oparta na ATP lub innga?)

] Rom!eg
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Metody monitorowania analitycznego .

Metody wykrywania patogenow ujawniajg tylko czesc historii, czesto
jest juz za pozno - patogen zdazyt juz osadzic sie w zaktadzie

= Monitorowanie patogenow jest czesto wymagane przepisami.

= Metody wykrywania sg najbardziej rozpowszechnione,
zwtaszcza w obszarach wysokiego ryzyka - wymagane sa
reprezentatywne probki

= Wykrywanie patogenow nie dostarcza zbyt wielu informacji
na temat skutecznosci Srodkow kontroli - jest niezbedne do
Sledzenia skazenia i identyfikowania rezerwuarow

= W niektorych przypadkach stosuje sie metody iloSciowe
(systemy wczesnego ostrzegania oparte na mikroorganizmach
wskaznikowych)

Romieg
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Metody monitorowania analitycznego «

Menedzerowie ds. ryzyka musieli wybierac miedzy klasyczna
mikrobiologia iloSciowa a bioluminescencja ATP

= Metody IlOSCIOW? lub pohlosu'owe Sa nlezbeferc%, poniewaz Typ komorki Ilosé ATP
kontrola procesow - informuje o skutecznosci srodkow na komérke

kontroli (np. sanitarnych)

Prokariotyczne 1fg
=  Wiekszosc dostepnych iloSciowych metod mikrobiologicznych (bakterie)
opiera sie na hodowli - powolne i waskie wyniki Eukariotyczne 10,000,000 fg
= ATP jest stabym miernikiem ryzyka mikrobiologicznego, a (ro.éliny, :
. . .. . zwierzeta |
reakcja bioluminescencji jest bardzo wymagajaca - metoda arzyby)
zyskata popularnosc ze wzgledu na szybkosc L
= Marginalnie doktadne i retrospektywne kontra niedoktadne i 1fg=10"g

prospektywne - decyzja jest zazwyczaj podejmowana na
podstawie ceny, przyzwyczajenia i wygody
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Metody monitorowania analitycznego «

CytoQuant® zapewnia szybkie rezultaty w przypadku skazenia bakteryjnego
» skoncentrowane i skuteczne dziatanie przedoperacyjne

Metody hodowlane ATP CytoQuant®
Ocena ryzyka mikrobiologicznego ++ -+ ++
Czas oczekiwania na wynik - ++ 4
Odpornosc metody +- - +
Ocena zarowno czyszczenia, jak i dezynfekgji -- - ++
Prostota przeptywu pracy - ++ ++
Testowanie w punkcie potrzeby - +- ++
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Jak wdrozyc «

Plan pobierania probek i wartosci graniczne (progi) ustalane sa Trudnosciw dezynfekc):

na podstawie oceny ryzyka Wysoki  Sredni  Niski

. . . . 5+ o—
= Sygnat EMP jest specyficzny dla srodowiska ‘g S
przetwarzania i dlatego nie mozna go przenosic ‘N §~
miedzy obiektami §
= Powszechnie brane pod uwage czynniki ryzyka: é =
Y = =]
v' prawdopodobienstwo skazenia (etap 3 .‘%
przetwarzania, bliskos¢ produktu) 12
Q.
v trudnosci w dezynfekgji S =
o
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Jak wdrozyc o

Wartosci graniczne s specyficzne dla danego miejsca i nalezy
je ustalic, a nie przyjac, niezaleznie od zastosowanej metody

= |stnieja wartosci wskaznikowe zarowno dla testow 4n05¢
mikrobiologicznych, jak i testow ATP = doktadna inspekcja .-\60\‘\3
ujawnia, ze wartosci te rzadko majg zastosowanie, _o(\é"’" [ s
szczegolnie w przypadku testow ATP ¥ o . statystyczna
N Przedipo  (ialc
; i ; : A : (kilka punktow
. Rzec.zyW|ste V\{art.osu graanzng na!ezy u§tal|c, WykonUch «  punkiw  danych)
analize trendow | porownujac je z innymi danymi \rlg?gzzcc'yjne danych)
monitorujacymi (np. higiena produktu, innymi danymi EMP). (nie sa
C e . .. . wymagane
= Dzieki ciaggtemu doskonaleniu wartosci poczatkowe mozna ézinihr;unkty
y

dostosowywac w kazdym cyklu weryfikacji, aby
odzwierciedlaty rzeczywistosc konkretnego Srodowiska
przetwarzania
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Jak wdrozyc «

Ustal wartosci graniczne na podstawie analizy trendow (min. 10 osobnych pomiarow na punkt
poboru probek) i rozpocznij monitorowanie stanu sanitarnego za pomoca wykresu kontroli procesu.

Nieuszkodzone komorki / mL .
Proces jest

poza kontrola

A Limit kontrolny (AVG+3 X STDEV)
I \ Limit ostrzegawczy (AVG+2 X STDEV)

/\ /\ /\ /\ J \ / Linia bazowa (AVG)
\/\/ A VA SV P
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Zyé (&)

Jak wdro

Dane dotyczace powierzchni majgcej kontakt z zywnoscia poddanej obrobce w zaktadzie produkujacym

mieso gotowe do spozycia (Niemcy)
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Monitorowanie kultur starterowych i probiotykow
za pomoca CytoQuant®

Making the World’s Food Safer
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Kultury startowe i probiotyki

Dane dotyczace komercyjnego probiotyku do zywienia zwierzat stosowanego w akwakulturze

8.00E+06

7.00E+06

6.00E+06

5.00E+06

4.00E+06

3.00E+06

Zywe komérki / mL

2.00E+06

1.00E+06

0.00E+00

0.2

Making the World's Food Safer

« Liniowosc wynikow w funkcji
utamka rozcienczenia dla
CytoQuant® (linia gorna) i
CytoFLEX (linia dolna).

y = 8E+06X + 46667
R2? =0.9976

« DiBAC4(3) zostat uzyty do

y = 7E+06X + 3983.5

R? = 0.9981 barwienia zywych komorek w
cytometrii przeptywowej FCM.
0.4 0.6 0.8 1
Wspotczynnik rozcienczenia
Romer b,
R2 - wspotczynnik korelacji liniowej wynoszacy 0,9 - 1,0 Swiadczy o silnym zwigzku liniowym miedzy dwiema cechami Labs A



Kultury startowe i probiotyki

Dane dotyczace komercyjnego probiotyku do zywienia zwierzat stosowanego w akwakulturze

1.00E+10 + Liczba zywych bakterii na gram

produktu probiotycznego

8.00E+09 obliczona na podstawie
7.00E+09 pomiaru kazdego wspotczynnika
6.00E+09 rozcienczenia - wartosci
5.00E+09 Srednie obejmujace odchylenie
4.00E+09 standardowe powtorzen
3.00E+09 kolumny lewe przedstawiaja
2.00E+09 wyniki CytoQuant®).
1.00E+09

0.1 0.3 0.5 0.7 0.9

9.00E+09

Zywe komorki / g

—

0.00E+00
Wspétczynnik rozcienczenia
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Measurement

31000

102 000

‘‘‘‘‘‘

Monitorowanie wod procesowych za pomoca
CytoQuant®
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Wody procesowe

Dane dotyczace wody do ptukania z linii RTE (ready-to-eat) dla mtodego szpinaku (Niemcy)

3000000 : .
* Liczba komorek z

5500000 nieuszkodzona b’cpnq (1C) )
wzrastata w trakcie produkcji,

2000000 poniewaz gromadzaca sie
materia organiczna obnizata

1500000 skutecznosc Srodka
dezynfekcyjnego.

1000000 Y yines

« Jako Srodek dezynfekcyjny
500000 stosowano dwutlenek chloru
w stezeniu do 3 mg/L.
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For more information visit
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