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Alergeny

Alergeny pokarmowe - biatka, ktore dostajg sie do organizmu razem z pokarmem
| Mmogg prowadziC u niektdorych oséb do wystapienia objawow alergii, czyli reakcji
nadwrazliwosci, ktora moze objawiac sie np. poprzez wstrzas anafilaktyczny,
wysypke czy inne zmiany skorne.

Pokarmy najczesciej wywotujace alergie pokarmowe to:

= mileko krowie

" Jaja

= OWOCe Morza

" ryby

= orzechy (laskowe, wtoskie, nerkowca, brazylijskie)
= orzeszki arachidowe

= sQja

= pszenica
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Alergeny - akty prawne

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169/2011 z dnia 25 pazdziernika 2011 r.
W sprawie przekazywania konsumentom informacji na temat zywnosci, okresla, ze w oznakowaniu
zywnosci — na etykietach, opakowaniach - obowigzkowe jest podanie m.in. nazvvy Zywnosci, wykazu
sktadnikow, ilosci zywnosci netto, daty minimalnej trwatosci lub terminu przydatnosci do spozycia,
wartosci odzywczej, nazwy lub ﬂrmy I adres podmiotu, ktéry wprowadza produkt do obrotu, Jak
rowniez informacji o substancjach lub produktach powodujgcych alergie Ilub reakqe

nietolerancji, ktore zostaty uzyte przy wytworzeniu lub przygotowywaniu zywnosci i nadal s3
obecne w produkcie gotowym (nawet w zmienionej formie).

ZALACZNIK 1l Substancje lub produkty powodujace alergie lub reakcje nietolerancji.

Rozporzadzenie 828/2014 z 20 lipca 2016 w sprawie przekazywania konsumentom informacji na
temat nieocbecnosci lub zmniejszonej zawartosci glutenu w zywnosci

Zawiadomienie Komisji z dnia 13 lipca 2017 r. dotyczgce przekazywania informacji o substancjach
lub produktach powodujgcych alergie lub reakcje nietolerancji, wymienionych w zatgczniku Il do

rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1169 201w sprawie przekazywania
konsumentom informacji na temat zywnosci.

»Aktualne akty prawne nakazujj przekazywanie konsumentowi jednoznacznych informacji
dotyczacej obecnosci alergenow oraz o braku lub zmniejszonej zawartosci glutenu w

produktach spozywczych.”
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Lista 14 alergenow (EU) - skladniki zywnosci, ktore
nalezy zadeklarowa¢ jako alergeny w UE

-zboza zawierajgce gluten, tj. pszenica (w tym orkisz i pszenica
khorasan), zyto, jeczmien, owies, lub ich odmiany hybrydowe, a

takze produkty pochodne,
sskorupiaki i produkty pochodne,
sjaja i produkty pochodne,

‘ryby i produkty pochodne,
~orzeszki ziemne (arachidowe)

| produkty pochodne,

*soja i produkty pochodne,
‘mleko i produkty pochodne

LLLLLLLLLLLLLLL

SOYA

European |
Commission

orzechy, tj. migdaty, orzechy laskowe, orzechy
nerkowca, orzechy witoskie, orzechy brazylijskie,
pistacje, orzechy makadamia, orzechy pekan, orzechy
piniowe i produkty pochodne,

seler | produkty pochodne,

gorczyca i produkty pochodne,

nasiona sezamu i produkty pochodne,

dwutlenek siarki i siarczyny (powyzej 10 mg/kg lub 10
mag/litr),

tubin i produkty pochodne,

mieczaki i produkty pochodne.
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Obszary istotne dla nadzorowania obecnosci
alergenow w zywnosci

Kwalifikowanie dostawcow
Procedury przyjecia dostaw (surowce, materiaty opakowaniowe)

Gospodarka magazynowa - segregacja, zabezpieczenie sktadnikow i
produktow zawierajgcych alergeny

Procedury czyszczenia, mycia i dezynfekgji

Analiza receptur — zarzadzanie zmianami w recepturach
Projektowanie wyrobu

Procedura przerobu produktu (rework)

Oznakowanie produktu

Szkolenie personelu
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Mykotoksyny (Mikotoksyny)

Mykotoksyny sg substancjami toksycznymi — metabolitami - wytwarzanymi
przez kilka rodzajow grzybdw (plesni): Aspergillus, Penicilium, Fusarium. Z racji
tego, ze mykotoksyny sg niewidoczne, bezzapachowe oraz cechujg sie
stabilnoscig chemicznag w wysokich temperaturach i w dtugim czasie, to trudno

je wykryc.
Mogqg dostac sie poprzez skazong zywnosc, gtownie zboza, do tancucha

Zywnosciowego cztowieka.
Wykazujg sie szkodliwym wptywem na zdrowie, stad koniecznosc wykonywania
badania na obecnos¢ mykotoksyn w produktach.
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Dziatanie mykotoksyn

Fes

®,

3

Hepatotoksyczne
Nefrotoksyczne
Neurotoksyczne
Immunotoksyczne
Teratogenne

Mutagenne
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Mykotoksyny

=  S3 wytwarzane w warunkach z
podwyzszong wilgotnoscig | temperatura.

= Produkowane przez grzyby w zakresie
temperatury 7-40°C

= Naich rozpowszechnienie wptywa m.in.
Aktywnosc¢ wody, warunki panujace na
polu i podczas przechowywania

= S3 szeroko rozpowszechnione w klimacie
tropikalnym i subtropikalnym

= Regiony, w ktorych pojawiaja sie
naprzemiennie okresy wysokich opadow i
okresy susze, sg najbardziej narazone na
rozwoj mykotoksyn
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Sposrod ponad 400 rodzajéow mykotoksyn w
warunkach klimatycznych Polski najbardziej

istotne to:

Aflatoksyny
DON
Zearalenon
Fumonizyny
Ochratoksyna
Toksyna T2/HT2
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Mykotoksyny

= Wystepujg gtownie w kukurydzy,
jeczmieniu, pszenicy, ryzu, mleku,
nasionach oleistych, suszonych
owocach

= Mykotoksyny:

= Uprawne: DON, Zearalenon
(ZEA/ZON), T2/HT-2,
Fumonizyna (FEUMO)

= Magazynowe: Ochratoksyna
(OCHTA/OTA), Aflatoksyna
(AFLA)
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Patulina

Toksyczny metabolit niektorych gatunkow
plesni (m.in. z rodzaju Penicillium,
Aspergillus oraz Byssochlamys nive)

Rozwija sie na wielu gatunkach warzyw

| owocow. Powszechnie spotykana na
jabtkach (i ich przetworach) w stezeniach
niebezpiecznych dla cztowieka

Wykazuje wiasciwosci mutagenne,
teratogenne i prawdopodobnie
rakotworcze.

Oporna na dziatanie wysokich temperatur
oraz wysoka stabilnos¢ w kwasnym
srodowisku.

Dopuszczalne stezenie wg WHO w soku
jabtkowym wynosi 50 ug/kg
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Mykotoksyny — akty prawne

Najwyzsze dopuszczalne limity ilosci mykotoksyn w Srodkach spozywczych zostaty okreslone
Rozporzadzeniem Komisji (WE) NR 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r., ktére narzuca obowigzek ich
badania w narazonych na ich obecnosc¢ grupach produktow.

ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 401/2006 Kryteria skutecznosci

ustanawiajgce metody pobierania probek i analizy do celow urzedowej kontroli poziomoéow
mikotoksyn w Srodkach spozywczych

(Tekst majgcy znaczenie dla EOG)

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) 2021/1399
Z dnia 24 sierpnia 2021 r.

zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 1881/2006 w odniesieniu do najwyzszych dopuszczalnych poziomow przetrwalnikow
bulawinki czerwonej i alkaloidow sporyszu w niektorych srodkach spozywczych

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)
ZALECENIE KOMISJI

z dnia 17 sierpnia 2006 r.
w sprawie obecnosci deoksyniwalenolu, zearalenonu, ochratoksyny A, T-2 i HT-2 oraz fumonizyn w

produktach przeznaczonych do zywienia zwierzat
(Tekst majacy znaczenie dla EOG) DA ARGENTA




Mykotoksyny — Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 1881/2006 - limity

Suma B1, B2,

2.1 Aflatoksyny B1 Gli G2 M1
Orzechy arachidowe, ktore maja byc¢ stosowane lub poddane innej fizycznej obrobce przed

211 L : . . : , . 8,0 15,0
spozyciem przez ludzi lub uzyte jako sktadnik w srodkach spozywczych
Orzechy, ktére maja byc sortowane lub poddane innej fizycznej obrdbce przed spozyciem przez

212 . ; : . , : 50 10,0
ludzi lub uzyte jako sktadnik w srodkach spozywczych
Orzechy arachidowe i orzechy oraz przetworzone produkty z orzechdw przeznaczone do

213 , . . . ) : L . 2,0 4,0
bezposredniego spozycia przez ludzi lub uzyte jako sktadniki w srodkach spozywczych
Suszone owoce, ktére maja byc sortowane lub poddane innej fizycznej obroébce przed spozyciem

214 . . : i . : 50 10,0
przez ludzi lub uzyte jako sktadnik w srodkach spozywczych
Suszone owoce oraz przetworzone produkty z suszonych owocow przeznaczone do

215 , . N . . . . . . 2,0 4,0
bezposredniego spozycia przez ludzi lub uzyte jako sktadnik w srodkach spozywczych

22 Ochratoksyna A Najwyzsze dopuszczalne poziomy (ng/kg)

2.2.] Nieprzetworzone zboza 5,0

Wszystkie produkty z nieprzetworzonych zbdz, w tym produkty z przetworzonych zbdz oraz zboza
222 przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi z wyjatkiem srodkoéw spozywczych 3,0
wymienionych w pkt 2.2.91i2.2.10

223 Suszone owoce winorosli (koryntki, rodzynki i suttanki 10,0
22.4 Palone ziarna kawy i mielona kawa palona, z wyjatkiem kawy rozpuszczalnej 50

2.2.5 Kawa rozpuszczalna 10,0



Badanie Mykotoksyn —
Pobieranie probek

Ze wzgledu na niejednorodny charakter
probek statych - sg one badane punktowo

Aby probka byta reprezentatywna wazna
jest wielkosc i liczba probek pobranych z I
roznych miejsc badanej partii

Préobki powinny by¢ dobrze zmielone |
wymieszane — homogenizacja

Waga probki do analizy nie moze byc¢ zbyt
mata

Pobieranie probek jest zwykle najwiekszym
zrodtem zmiennosci zwigzanej z procedury
badania mykotoksyn
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Najczestsze biedy
podczas badan

Zbyt mata ilos¢ pobranej probki
Nieprawidtowe zmielenie
Temperatura

llosC wykonywanych analiz na jednej
probce

Brak regularnych sprawdzen aparatury
PrecyzyjnosC odwazania

Sprawdzanie sprzetu (wagi/pipety)

Brak zatrzymania reakcja (zwiekszenie
wyniku)
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Mykotoksyny - Trendy

Szacuje sie, ze z roku na rok, stezenie mykotoksyn w badanych produktach
bedzie wzrastac, co wigze sie m.in. Ze zmianami klimatycznymi.

Zmiany te dotyczg, m.in. wzrostu Sredniej temperatury powietrza, a takze zmiany
poziomu wilgotnosci, co moze mieC znaczacy wWptyw na zwiekszony rozwaoj
mykotoksyn.

Obecnie | +2°C

Battilani, P., Toscano, P., Van der
Fels-Klerx, H. et al. Aflatoxin

B, contamination in maize in
Europe increases due to climate
change. Sci Rep 6, 24328 (2016).

T T

Model wystepowania Aflatoksyn w Eufopie w zaleznosci od wzrostu sredniej temperatury DA ARGENTA




Testy identyfikujace alergeny 1
mykotoksyny w zywnosci



Rodzaje testow ze wzgledu na zastosowana technike

1111

Testy immunologiczne
ELISA

W/
W

Testy immunologiczne
LFT

Alergeny
Mykotoksyny

Testy skriningowe
niespecyficzne

A 4

Testy
zautomatyzowane

PCR, HPLC, LC-MS/MS
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Dobér techniki

Zautomaty-

Zzowahe np.

MS

PCR

ELISA
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Na co zwrécic uwage przy wyborze testu
lub techniki?
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Jakie alergeny chcemy wykryé/oznaczyé?

Jaki rodzaj probek bedziemy badac?

Jakie ilosci probek i jak czesto bedziemy badac?

Jakich wynikéow oczekujemy: ilosciowych czy jakosciowych?

Jakie parametry pracy testu (czutosc, granice oznaczalnosci, czas
uzyskania wyniku) sg dla nas zadawalajgce?

Jakim wyposazeniem laboratoryjnym dysponujemy?
Jakie kwalifikacje posiada personel laboratorium?

Jaki koszt uzyskania jednego wiarygodnego wyniku jest dla nas

akceptowalny?
EA ARGENTA
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Technika LC-MS/MS -
zalety

LC-MS/MS umozliwia bezposrednie
wykrycie biatka alergennego, niezaleznie
od jego przestrzennego utozenia tancucha
polipeptydowego, za pomoca
chromatografii cieczowej (LC) potgczonej z
tandemowa spektrometrig mas (MS/MS).

Wysoka czutosc i specyficznosc.
Do oznaczen ilosciowych.

Umozliwia pomiar stezenia wielu
alergendw jednoczesnie w bardzo matych
stezeniach.

Metoda zalecana do zywnosci wysoko
przetworzone,.

(AfiMate_300

13003 932-
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Technika LC-MS/MS -
warto wiedzied, ze...

= Nie analizuje biatek, tylko peptydy,
ktore stanowig ich strukture.

= Przygotowanie i analiza probek sa
czasochtonne i wymagajg drogiego
sprzetu laboratoryjnego. |

= Wysoki koszt pojedynczego | | '|
oznaczenia. \ ’ I
' \ '.“ '|.ﬂ | . ’l | l 'f , |
W | ' (1

L A AN LR L ¢

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 11.
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Testy ELISA

Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay,
czyli test immunoenzymatyczny stosujacy
enzymy do wykrywania reakcji antygen-
swoiste przeciwciato.

Reakcje antygen-przeciwciato uwidacznia
sie wykorzystujac enzymatyczng reakcje
barwna np. peroksydazy chrzanowej (daje
niebieskie zabarwienie w obecnosci
tetrametylobenzydyny).

Zmiane intensywnosci barwy mierzy sie
spektrofotometrycznie, a wyniki kalibruje
wzgledem standardow tworzac krzywa
WZOrcowa, pozwalajaca na okreslenie
ilosci produktu reakcji.

,.
( H
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Technika Sandwich ELISA

Yy ¥ )\/“

1. Przeciwciata 2. Szukane biatko 3. Przeciwciato 4. Dodanie
optaszczone na obecne znakowane substratu TBM,
Sciankach w ekstrakcie probki enzymem HRP wigze ktéry pod
mikrostu-dzienki. wigze sie z przeciw- sie z biatkiem wpltywem

Ciatem. ZwWigzanym z dziatania
przeciwciatem enzymu HPR
optaszczonym na daje niebieski
sciance studzienki kolor

w studzience

DA ARGENTA




Technika Sandwich
ELISA

= Powstanie reakcji kanapkowe]
przeciwciato- antygen- przeciwciato
jest ,sercem” dziatania testow

ELISA.

= |m wiecej szukanego antygenu
(biatka) w probce tym
INtensywniejsze zabarwienie
Srodowiska reakcji, a wiec wyzsza
wartos¢ OD mierzona w
spektrofotometrze.

Principle of sandwich ELISA

S

/ Conjugate

/I\ Allergen

\I, \I, \I, Antibodies
Viell ERERSRESEEE
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Technika ELISA
kompetycyjna

Ekstrakcja szukanego biatka z probki

. Prébka mieszana jest z koniugatem biatko-
peroksydaza chrzanowa.

. Mieszanina dodawana jest do studzienki
optaszczonej specyficznym przeciwciatem.

. Biatko z ekstrahowanej probki i koniugat
peroksydaza chrzanowa-biatko konkuruj3g
O wigzanie z przeciwciatem optaszczajagcym
studzienke.

. Po okreslonym czasie studzienka jest
oprdézniana i ptukana w celu usuniecia
substancji niezwigzanych.

_
-

Analyte

from sample

HRP - oon]uk

recombinant

__ analyte
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Technika ELISA
kompetycyjna

Po dodaniu substratu dla enzymu peroksydazy
(TMB) zachodzi reakcja enzymatyczna w wyniku
ktorej zabarwienie zmienia sie na niebieskie.

Po dodaniu kwasowego roztworu hamujgcego
kolor zmienia sie z niebieskiego na zotty.

. Intensywnosc¢ koloru w studzienkach mierzona
jest optycznie przy uzyciu czytnika mikroptytek
o filtrze absorbancji wynoszacym 450 nm
(OD450).

Natezenie koloru jest wprost proporcjonalne do
llosci zwigzanego koniugatu peroksydaza-biatko
i odwrotnie proporcjonalne do stezenia
szukanego biatka w prébce lub standardzie. W
zwigzku z tym wraz ze wzrostem stezenia
biatka w prébce , mierzone OD maleje.




Procedura wykonania testu ELISA

Naniesienie probek,
standardow i kontroli

po 100ul prébki /kontroli /standardéw

Inkubacja

w temp. pokojowej

Ptukanie

Kilkakrotnie roztworem ptuczacym.

Dodanie koniugatu

po 100ul koniugatu do studzienek.

Inkubacja

w temp. pokojowej

Ptukanie

Kilkakrotnie roztworem ptuczgcym.

Dodanie substratu TMB

po 100ul TMB do studzienek.

Inkubacja

w temp. pokojowe]

Hamowanie reakcji

po 100ul kwasowego roztworu hamujgcego
do studzienek.

Odczyt

w spektrofotometrze przy dtugosci fali
450 nm i wykreslenie Krzywe,.

Obliczenie wyniku

wyniki ma/kg (PPM) dla wszystkich
kontroli/probek na podstawie krzywej

WZOrcowej.
A\
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Procedura - na co
ZWro6c1¢é uwage?

Ze wzgledu na bardzo wysoka
czutosce testu, podczas
postepowania z probkami
laboratoryjnymi i odczynnikami
nalezy stosowac bardzo wysokie
standardy czystosci, z
wykorzystaniem
odpowiedniego sprzetu |
czyszczenia pomiedzy
wszystkimi etapami procesu i
PO jego zakonczeniu.
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Probki wymazow

Probki pobrane przy uzyciu
specjalnych wymazowek
mozna uzyC bezposrednio, bez
Ich rozcienczania.

Wymazowke starannie
wyptukuje sie w
rozcienczalniku dotgczanym
do wymazowki.

Rozcienczalnik z wymazem
przenoszony jest bezposrednio
do studzienki testu. |
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Procedura - na co
ZWrocic uwage?

Stabe wyniki powtdrzen sa
Zazwyczaj spowodowane
nieodpowiednig konserwacja
pipet lub
nieodpowiednim/niewystarczaj
acym ptukaniem studzienek.

Zastosowanie automatycznego
systemu do ptukania ptytek
ELISA skraca czas ptukania
ptytek i poprawia spdjnosc.
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Procedura - na co zwrécic uwage?

Pipetowanie etanolowych ekstraktow moze by¢ utrudnione ze wzgledu
na cisnienie wytwarzajace sie w koncowce pipety.

W celu odpowietrzenia pipety zaleca sie ,,odwrdécone” pipetowanie; przed
przystgpieniem do pipetowania nalezy kilka razy przeptukac¢ koncowke pipety.

Nalezy unikac kropel odczynnika na zewnetrzne) powierzchni koncowki pipety
wprowadzane] do studzienek, w razie potrzeby ostroznie przecieraC koncowke
pipety czystg sciereczka.

Zastosowanie wysokiej jakosci wielokanatowych pipet dozujacych (po 100 pl)
przyspiesza dodawanie odczynnikow HRP, TMB i odczynnika hamujgcego,
zmniejszajac rozbieznosci pomiedzy oznaczeniami.

Ostukiwac studzienki na warstwie recznikdow chtonnych po kazdym ptukaniu, aby
Jjak najdoktadniej usungcC pozostaty ciecz.
éé ARGENTA




Procedura - na co zwrécic uwage?

* Niektore inne sktadniki zawarte w probce moga reagowac z uzytymi
przeciwciatami dajac fatszywie dodatnie wyniki oznaczenia- mozliwosc

reakcji krzyzowych.

« Sktadniki o silnym zabarwieniu utrudniajg wtasciwe odczytanie wyniku
koncowego.

- Jeden test to jeden rodzaj alergenu/mykotoksyn na raz, wiec kazdy
kolejny rodzaj alergenu/mykotoksyny potrzebuje howego oznaczenia.

W czasie przetwarzania zywnosci istnieje prawdopodobienstwo utraty
wiasciwosci immunologicznych alergendw/mykotoksyn. Czynnosci takie
jak ogrzewanie, fermentacja, hydroliza moga spowodowac zmiane w
strukturze biatka co uniemozliwia wtasciwe zwigzanie przeciwciata i

fatszywie ujemny wynik.
DA ARGENTA




Procedura- na co zwroci¢ uwage?

Srodowisko Przygotowanie prébki
-powietrze, blaty -nawazenie
-pomieszczenie -homogenizacja

-materiaty -temperatura

-zestaw ELISA -doktadnosc¢ pipetowania

- operator -zanieczyszczenia krzyzowe

Wykonanie testu Interpretacja wynikéw
- ptukanie -walidacja
- zZanieczyszczenie studzienka- -obliczanie
studzienka -matryce
- zanieczyszczenie odczynnikow
- temperatura

- CZas

HA ARGENTA




Jak usprawnic wykonywanie testow ELISA?

Pipety
wielokanatowe

¢

Wykwalifikowany

Ptuczka
mikroptytek

-\
N =7

Czytnik ptytek

operator

Materiaty
jednorazowe

r \ \ 1
|

| |
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Dlaczego warto wybra¢
technike ELISA?

Dostepna dla kazdego biatka alergenu (z
wyjatkiem selera) i kazdego rodzaju mykotoksyn.

Uznawana jako referencyjna i pierwszego wyboru
do oznaczania glutenu w zywnosci
bezglutenowej.

Dla mykotoksyn stosowana jako metoda
skreeningowa.

Wyniki jakosciowe jak i ilosciowe.
Wysoka czutosC w stosunku do préobek zywnosci.

Dostepna szeroka gama testow o roznej
kombinacji czutosci, zakresu badania i czasu
potrzebnego na wykonanie analizy.

Automatyzacja badania pozwala na duza |
powtarzalnos¢ wynikow i skraca czas wykonania

oznaczenia.
ARGENTA




Testy ELISA - warto
wiedzieé, ze...

= Mogg wystepowac reakcje krzyzowe.

=  Probki o silnym zabarwieniu utrudniajg
witasciwe odczytanie wyniku koncowego
w spektrofotometrze.

=  Mozliwe wyniki fatszywie ujemne przy
badaniu zywnosci wysoce przetworzone,.

= Kazdy alergen wymaga osobnego testu.

= Koszt analizy silnie uzalezniony od liczby
badanych probek.

=  Wymagajg wykwalifikowanego personelu,
dobrze wyposazonego laboratorium oraz
wysokich standardoéw czystosci.

M
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Testy immunologiczne przeptywu bocznego - LET

Test przeptywu bocznego (Lateral Flow Test, LFT) jest rowniez | /
znany jako test paskowy immunochromatograficzny \ /
bocznego przeptywu.

Stuzy do celdw diagnostycznych w zastosowaniach W
medycznych, weterynaryjnych, czy badaniu zywnosci.

Jest to prosty test uzywany do wykrywania docelowego

analitu w probce bez zadnego specjalistycznego sprzetu,

chociaz moze byC wspierany przez specjalistyczny sprzet PN
(czytnik).

Moze byc¢ stosowany do specyficznego potilosciowego lub
jakosciowego wykrywania wielu analitow, takich jak
przeciwciata, antygeny, toksyny i produkty amplifikacji
kwasow nukleinowych.
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Testy LE'T - budowa

o Wystepujg najczesciej w formie paska lub ptytek
o Wewnatrz znajduje sie pasek sktadajacy sie z czterech czesci

o Na powierzchniznajduja sie: okienko do nanoszenia kropli badanej substancji,
linia kontrolna (ktdéra pojawia sie, gdy test dziata poprawnie) oraz linia badana.

Membrana migracyjna ¥
Nanoszenie probki . Czesc chtonna

\ /

-

Plastikowa podstawa Koniugat Pasek testowy Pasek kontrolny

DA ARGENTA
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Testy LEF'T — zasada dziatania

o Zasada dziatania testow LFT i ELISA jest podobna. Roznica polega na tym, ze
reakcja immunologiczna w testach LFT przebiega na membranie z
wykorzystaniem zjawisk kapilarnych, a w testach ELISA — na ptytce z 96
dotkami (petnigcymi funkcje mikroprobdwek), optaszczonymi przeciwciatem

lub antygenem, w zaleznosci od rodzaju testu.

O

Ab Ag AbAg
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Testy LEF'T — zasada dziatania

Wynik dodatni

* * Testresults

Au
-l Au >\";
= T ;:;\ C Control (C)

;_L:_ ‘ przep’ry\NxY Au przepfy\N\ Au T
i - >--Y-\Au et (T Negative result

\ N >'IQ'
>-|- h g e
~ N ~

N A

Uwodnienie reagentéw Linia testowa Linia kontrolna

C C

Wynik ujemny
* T T Positive results

Probka h

> > . | Results void

Uwodnienie reagentéw Linia testowa Linia kontrolna

przeciwciata

Yprzeciwcia+a ¢ wykrywanasubstancja AU kompleks przeciwciato-Au
> kontrolne
ARGENTA
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Testy immunologiczne przeptywu bocznego - LET

o Najbardziej znane s3a te przeznaczone dla najpowszechnigj
wystepujacych biatek alergennych: glutenu, biatek mleka, jaj
czy orzechdow oraz mykotoksyn.

o Czesto wystepuje podziat na testy dedykowane konkretnym l l l l
matrycom: jedne dla wymazow z powierzchni, inne dla &) S B

produktow, a jeszcze inne specjalnie dla trudnych matryc.

o W zasadzie stosowane do analiz jakosciowych - jest/nie ma -

z uwzglednieniem wartosci LOD.
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Testy LEFT - wskazowki

= Zaleca sie sprawdzi¢ dziatanie testu z danym typem prébki zywnosci, przed

przystgpieniem do wykonania testu z probkami wiasciwymi.

= Przygotowanie probek niektorych wysoko przetworzonych produktow np.
pieczywa o bardzo niskiej zawartosci glutenu, herbatnikdow, makaronu jest
utrudnione, a ilos¢ np. glutenu mozliwa do wykrycia w takich probkach, moze

by¢ wieksza niz 10-20 ppm.
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Testy LEFT - wskazowki

Wykonanie testu LFT jest duzo szybsze i prostsze, niz testu technikg ELISA, i nie
wymaga tak dobrze wyposazonego laboratorium, niemniej potrzebne jest

staranne dobranie testu pod katem badanej matrycy.

Na pewno jest to dobre narzedzie do monitorowania powierzchni produkcyjnych

oraz sprawdzania efektywnosci czyszczenia linii produkcyjnych.

DA ARGENTA




Testy LET - zalety

= {atwe do stosowania. Szczegolnie do badan
srodowiskowych.

=  Wygodne do pojedynczych probek. Nie zuzywa
sie odczynnikéw na wykonanie standardow.

= Duzo szybciej uzyskiwany wynik. Czas
wykonania samego testu to kilka do kilkunastu
minut.

= Nie wymagaja specjalnego wyposazenia.
Odczyt mozna wykonac ,gotym okiem?”.

=  Mozliwos¢ zastosowania czytnikow i wykonania
odczytu ilosciowego

= Niepotrzebny jest szczegdlnie wykwalifikowany
personel.

= Nie wymaga tak dobrze wyposazonego
laboratorium.
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Testy LE'T — warto
wiedzieé, ze...

Mozliwe reakcje krzyzowe.
Niepetha gama alergenow.

Mozliwe ,przetadowanie”, ktére powoduje fatszywie
ujemne wyniki.

Konieczne staranne dobranie testu do badanej
Mmatrycy.

Wyniki zalezne od podatnosci matrycy na
ekstrakcje, rozpuszczalnose i immunoreaktywnosc.

Wrazliwe na stopien i rodzaj obrobki matrycy (dla
probek zywnosci) - fermentacja, hydroliza,
temperatura

Czutosc¢ nizsza niz testow ELISA.
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Technika PCR

= Do lat dziewiecdziesigtych ubiegtego stulecia
komercyjnie dostepne testy do badania alergendow
opieraty sie wytgcznie na zasadzie immunologicznej.

= \WW ostatnich latach technika PCR, podobnie jak w
badaniach mikrobiologicznych zywnosci, weszta do
uzycia rowniez w obszar badania alergendow.

= Jej zasada polega na wykrywaniu alergendw na
podstawie identyfikacji fragmentow DNA kodujgcych
synteze alergennych biatek.

= Moze byc stosowana np. do wykrywania obecnosci
orzeszkdow ziemnych, gorczycy, sezamu, pistacji,
migdatdow, orzechdw makadamia, tubinu oraz selera.
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Technika PCR - zalety —

= Wysoka czutosc i specyficznosc.

= Do oznaczen jakosciowych
| lloSciowych.

= /Znajduje zastosowanie do
wykrywania alergenow w
produktach, w ktorych nie mozna
uzyC techniki ELISA, np. selera.

= Metoda nadaje sie do zywnosci
WYSOKO przetworzone,.

= Pozwala wykry¢ bardzo mate ilosci
alergendw w krotkim czasie.

= Implementacja metody daje duze
mozliwosci innych analiz.
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Technika PCR - warto —
wiedzieé, ze...

» Jest metodga posrednig — wykrywa
DNA kodujgce synteze alergennych
biatek.

= Mozna uzyskac wynik dodatni,
MIiMo roztozenia biatka
alergennego w procesie produkcji.

= Wyzsze koszty, potrzeba posiadania
Zaawansowanego sprzetu
laboratoryjnego oraz
wykwalifikowanego personelu.
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Dziekuje za uwage!

Marta Koziet
e: m.koziel@argenta.com.pl

m: 506 381 531
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