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Uvod Ay
WHO dec. 2015: najbolj celovita 23mition §g§ 000

ocena vpliva kontaminirane hrane
na zdravje

eglobalna in regionalna ocena pojavnosti, wnimss R —
smrtnosti in obremenitve zaradis hrano e e W
prenosljivih bolezni bolezni (diareja: letno
550 milj. obolelih in 230 000 smrti; otroci
220 milj. obolelih in 96 000 smrti)
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*najbolj pogosti povzrocitelji:
norovirusi, kampilobater, P
salmonela (NTF), EPEC, ETEC —
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Uvod
* EFSA (2019) za leto 2018:
« 5146 izbruhov okuzb povezanih z zivili (5098 z zivili, 48 z vodo):
- bakterije (57 %),
+ bakterijski toksini (24.2 %),
« virusi (13.5 %), ostali povzrocitelji (4.3 %), paraziti (1 %)

« VIR okuzb najpogosteje zivila zivalskega izvora
(jajca in jajcni izdelki, meso in mesni izdelki, ribe in ribiski proizvodi, mleko in mlecni
izdelki)

« SLO (2013 - 2017):

« prijavljenih 424 razli¢nih izbruhov, od tega 25 izbruhov povzrocenih s hrano.

« v 2017 prijavljena dva izbruha ¢revesne nalezljive bolezni povzrocena z zivili, v
katerih je zbolelo 45 oseb, stiri osebe so bile hospitalizirane, umrl ni nihce - v obeh
izbruhih povzrocitelj ni bil dokazan, obstajala pa je povezava med zauzitimi
Zivili in bolniki
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* FWD-Net (Food-and Waterborne
Diseases and Zoonoses Network):
evropska mreza epidemioloskega in "
laboratorijskega spremljanja bolezni, -
povezanih s povzrocitelji iz hrane, vode - - ,(1
in zoonoz 1 ox’
» Mreze drzav ¢lanic EU koordinira ECDC :

* PulseNet International: mreza ‘4;-
nacionalnih in regionalnih .
laboratorijskih mrez - namenjene
spremljanju okuzb s hrano po vsem
svetu A8

 Laboratoriji uporabljajo standardizirane
metode in izmenjujejo informacije v
realnem casu

https://www.cdc.gov/pulsenet/participants/international/index.html
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Kontaminacija hrane s patogenimi MO

« Viri mikrobioloske kontaminacije hrane:
« Izlocki zivali oz. okuzeni viri v okolju (zoonoze)
» Okuzeni delavci
« Onesnazeno okolje, surovine, pripomocki

» Odkrivanje patogenov v hrani je pomembno tako z vidika
varnosti hrane kot tudi javnega zdravija.

« Potrebujemo: ucinkovit nadzor in sistem ukrepov za
obvladovanje in prepreCevanje Sirjenja bolezni

.

Hitre, obcutljive in zanesljive laboratorijske metode
za identifikacijo in karakterizacijo mikroorganizmov
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Metode za dokazovanje
bakterij v Zivilih

 Tradicionalne splosno sprejete
gojitvene metode:

» Temeljijo na fenotipskih
znacilnostih in osebni razlagi
rezultatov, lahko pride do napacne
identifikacije

« Zamudne: npr. za potrditev odsotno
kampilobaktra 4-9 dni, za prisotnost
14-16 dni

« Kombinacija gojitvenih, imunoloék
in molekularnih metod
» Direktno dokazovanje DNA/RNA

7
uporaba razlicnih detekcijskih - m - -
Priyanka B in sod. A review on detection methods used for foodborne

metod (PCR, biosenzorji)

pathogens. Indian Journal of Medical Research 2016, 144(3), 327-338.
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- Pomnozevanje z
metodo PCR (simplex,
multiplex)
[ PCR._Princible |
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Dokazovanje bakterijske DNA

Dokazovanje produktov

PCR
“1kb
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/prod
uct/roche/11636120910?lang=en&region=SI
ani-pig-poo [1° 2
DIt =TT} b, e

= = "[

DiC-labebed hybridiration 1. binding af the hybrid
PCR product after ta bHatir-inbeled 10 strepiavidin-coated
densturatian wiurn pmna MeCr LIl

2.detection of the DIG label
i with anyi-DG-POD,
P JavnOSt/FOJ ubljc dissemination
e o World Food Safety Day 2020

Dokazovanje bakterijske DNA

- Pomnozevanje z metodo
PCR v realnem casu (SYBR
Green, TaqMan)

Flunrescent dys-based
real-time PCR
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Detekcija produktov PCR

OMHA probe-based

real-time PCR
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Dokazovanje zivih bakterij z molekularnimi

« Uporaba
interkalirajocih barvil
EMA, PMA

Lbva ol Dead cel
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PCR

I

metodami

Iz matriksa izoliramo samo DNA Zivih
bakterij, ki jo dokazemo s PCR,..........

Fusco V in Quero GM. Culture-Dependent and Culture-Independent
Nucleic-Acid-Based Methods Used in the Microbial Safety Assessment of Milk and Dairy

Products. Comprehensive Reviews in
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Food S&'ence and Food Safety, 2014, 13, 493-537
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Dokazovanje zivih bakterij z molekularnimi

Dokazovanje rRNA

Dokazovanje
presnovno aktivnih
MO, dokazemo tudi
VBNC

metodami
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https://www.biovisible.com/indexRD.php?page=fish
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Fluorescent in situ Hybridization
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Dokazovanje zivih bakterij z
metodami

Dokaz mRNA - prisotna samo pri zivih MO

Kakovost mRNA !
RT - PCR

UPORABA

Ocena odzivnosti bakterij na biotske in abiotske
obremenitve (proizvodnja, skladis¢enje,
distribucija)

Analiza izrazanja dolocenih genov (virulenca)

molekularnimi

Reverse
Transcription
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Dokazovanje zivih bakterij z molekularnimi

metodami

Dokaz mRNA - prisotna samo pri zivih MO

Kakovost mRNA !
NASBA

Izotermalno pomnozZevanje
mRNA

Bolj enostavna metoda kot RT-PCR
Ne zahteva dragih termopomnozevalnikov
Lazje prenosljiva tehnologija — lab-on-chip

Fusco V in Quero GM. Culture-Dependent and Culture-Independent

Nucleic-Acid-Based Methods Used in the Microbial Safety Assessment of Milk and Dairy

Products. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 2014, 13, 493-537
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Biosenzorji za hitro dokazovanje MO v zivilih
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Naprave z biosenzorjem sestavlja: Arora P in sod. Biosensors jps innovative tools for ":';’:m"::“

the detection of food borrfe pathogens.

- Bioreceptor (b|0|0§k| materialr kl prepozna Biosensors and Bioelectrofics 2011, 28(1), 1-12
analit — MO, encim, celica, DNA, RNA) _-m

- Pretvornik (omogoca pretvorbo energije, ki [P | [ Ampmoms | (L)

nastane pri prepoznavanju bioloSke molekule
v opti¢ne ali elektri¢ne signale).
- Transdukcija je lahko optic¢na,

elektrokemicna, termometrlcna magnetna, [ ﬁ‘_-f:}:-' pﬁ&;
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“Point-of-care” za analizo varnosti hrane
KAJ OMOGOCAJO?

*Predstavljajo ogromen potencial za . . o
hitro analizo varnosti hrane (on-site in ] Ay AR
real-time) " _ e

*Preproste, robustne, hitre, stroSkovno  seee
ucinkovite in uporabnikom prijazne B

«Temeljijo na biocipih
*Primerne za detekcijo patogenih MO v .

ol
e

zivilih brez laboratorijske podpore e AT i
0 ¢ajo detekcijo in kvantifikacij r U : il
mogocajo detekcijo in kvantifikacijo z - q e . |

uporabo preproste aplikacije na g Nl |
pametnih telefonih Eg:’_ w1 i N
«Analizo lahko opravijo nekvalificirani ' -

u pO ra b ni k| na m eStu samem Choi JR in sod. Emerging Point-of-care Technologies
| smmsune - i " for Food Safety Analysis. Sensors 2019, 19, 817
Nep———— | : Za Javnost/For public dissemination
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“Point-of-care” — KJE SMO V PRAKSI?
1ZZ1IVI.
*Poenostavitev in avtomatizacija uporabniskih korakov
*Priprava zivilskega matriksa
eDovajanje reagentov za izvajanje vseh zaporednih korakov (ekstrakcija
DNA/RNA, pomnozevanje, detekcija) na enostaven in stroskovno ucinkovit
nacin
«Stabilnost reagentov brez laboratorijske podpore shranjevanja
*Moznost dokazovanja vecjega Stevila razlicnih kontaminantov (multiplexing)
*Razvoj mocnejsih aplikacij za pametne telefone, ki omogocajo analizo na
kraju samem, hkrati pa omogocajo hiter prenos in shranjevanje podatkov za
njihovo analizo
*Asinhroni prenos podatkov, vkljucevanje alternativnih virov energije
(baterijska ali sonCna energija)
*KLJUCNO: Zdruzevanje vseh kljucnih korakov obdelave (odvzem

vzorcev, priprava vzorcev in detekcija) v eno popolnoma integrirano napravo
- L] )
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Zakljuéki
« Idealna analiticna in diagnosti¢na orodja za zagotavljanje
ucinkovite mikrobioloSke varnosti zivil morajo zagotoviti:

« Visoko specificnost (odkrivanje le bakterij/e, ki nas zanima/jo)
« Visoko obcutljivost (zaznavanje min. Stevila bakterijskih celic),
« Cim krajs$i ¢as postopka (nekaj minut do ure)

» Preprosto izvedbo (kratki postopki vzoréenja in preprosta uporaba
specializirane opreme)

» Stroskovno ucinkovitost (cenovna sprejemljivost reagentov in opreme)
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Zakljucki
» Razvoj biosenzorjev in naprav “point-of-care” odpira nove
moznosti za hitro in specificno opredeljevanje mikrobnih
kontaminantov v vseh fazah pridelave, predelave in priprave
hrane.

» Miniaturizirane in avtomatizirane naprave za uporabo na terenu
omogocajo hiter odziv tudi v izrednih razmerah, ko je
zagotavljanje javnega zdravija in preprecevanje nalezljivih

bolezni Se poseben izziv.
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HVALA ZA VASO POZORNOST

https://www.ift.org/news-and-
publications/blog/2019/september/top-10-most-
common-foodborne-pathogens
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