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Assurance GDS

 Sistem nou de detectie genetica a 
Patogenilor 

 Viteza si acuratete
 Imunomagnetic Separation (IMS)- baza 

pentru pregatirea probelor
 Multiple nivele de specificitate
 Sistem inovativ cu termociclu rotativ



Precizie+ Viteza + Usor de utilizat

Tehnologie noua

Pregatirea probei       Sistemul de reactivi

Instrumentul



Pregatirea probelor



Ce este IMS:
 “Separarea Imunomagnetica” 
 Capturarea de anticorpi specifici si separarea organismelor tinta
 Capturare – anticorpii sunt prinsi pe particulele paramagnetice  
 Separare – magnetul (din PickPen) colecteaza  si izoleaza particulele 

paramagnetice care au legate patogenul specific

Separarea Imunomagnetica (IMS)



Benefiicile acestei tehnologii sunt recunoscute la scara 
internationala :
 Confirmation of presumptive E. coli O157:H7 positives

 USDA MLG 5.03
 Detection of Salmonella in fecal samples 

 Widjojoatmodjo, et. al, Journal of Clinical Microbiology, 1992 
 Quantitative detection of Legionella pneumophila in water samples

 Yanez, et. al, Appl Envrion Microbiol, 2005 
 Detection of Salmonella in raw broiler parts

 Ribeiro, et. al, Brazilian Journal of Microbiology, 2002
 Rapid detection of Salmonella in milk, gr beef, and sprouts 

 Mercanoglu & Griffiths, J. Food Prot., 2005

Immunomagnetic Separation (IMS)



Imbunatateste puritatea probei:
 Reduce interferenta cu microflora existenta 

 Cresterea majora a specificitatii
 Imbunatateste izolarea organismului ţintă pe plăci de agar
 Randament ridicat al imbogatirii selective

 Elimină potenţialii inhibitori PCR 
 Diverse alimente, dezinfectanti, medii de cultura, etc

Creşte cantitatea de ADN pentru analiza
 Concentreaza patogenul ţintă 

 Ofera o crestre cu 1-2 log de densitate celulara post-imbogatire 
 Analiza de probe mai mari (1,000 µL vs. 5 µL)

Separare imunomagnetica (IMS)
nivel 1 de specificiate



 IMS Traditional
 Proba + particule se amesteca in tub
 Un magnet extern este aplicat asupra tubului pentru a retine 

particulele
 Indepartarea restului de lichid din proba
 Efectuarea unor spalari in serie 
 Resuspendarea particulelor in  approx. 100µL de solutie tampon
 Transferul proba in sistemul de detectie 

IMS Traditional



PickPen (Pipeta multicanal cu magneti) IMS
 Proba + particulele amestecate pe placa cu godeuri
 Captura in solutie a particulelor cu tinta ce urmeaza a fi detectata,
 Particulele sunt extrase fizic din proba (cu ajutorul magnetilor din 

varful PickPen)
 Se introduce varful PickPen in solutia de spalare
 Recapturarea particulelor din solutia de spalare
 Transfer la sistemul de detectie

IMS cu Assurance GDS PickPen 



USDA MARC – J. of Food Protection, Nov 2006 
  IMS metode traditonale 

 Munca intesiva, greu de analizat un numar mare de probe 
 Magnetul extern nu reţine suficiente de particule
 Grad inalt de contaminare cu microflora din mediu

 PickPen IMS
 IMS direct din solutie
 Recuperare totala a particulelor paramagnetice (care contin 

anticorpi+ tinta)
 Cresterea vitezei de lucru fara sa compromita sensitivitatea 
 Grad redus de contaminare cu micoroflora din mediu.

PickPen versus Metode traditionale 
IMS



PickPen(P-IMS) vs IMS Traditional 
(C-IMS)

Arthur, T.M. et al. 2006. Improvement of Immunomagnetic separation for Escherichia coli O157:H7 
Detection by the PickPen Magnetic Separtaion Device.  J. Food Prot. 69: 2870-2873 

Proba de carcasa 
previscerata pe CHROM 
agar



Reducerea timpului de imbogatire:

 Inlocuieste /reduce pasii de imbogatire selectiva

IMS si Imbogatire

48 ore

48 ore

48-72 ore

8-24 ore

Metoda traditionala 
PCR

24-30 ore

24-30 ore

18 ore

6 ½ ore

GDSAssurance 

L. monocytogenes

Listeria spp.

Salmonella

E. coli O157:H7

Assay



Sistemul de reactivi



Sistemul de ReactiviSistemul de Reactivi
(Test Kit)-(Test Kit)-Assurance GDS test kits Assurance GDS test kits   

 2 nivele aditionale de specificiate:2 nivele aditionale de specificiate:
•   nivelul 2 de specificiate: Primeri specifici tinteinivelul 2 de specificiate: Primeri specifici tintei
•   nivelul 3 de specificitate: MGB Eclipse:nivelul 3 de specificitate: MGB Eclipse:
•   -segventa specifica de ADN cu marker florescent-segventa specifica de ADN cu marker florescent
• - corelare intre cantitatea de floresceina si cantitatea de - corelare intre cantitatea de floresceina si cantitatea de 

patogen tintapatogen tinta
• Control Intern – Control Intern – verificare PCRverificare PCR

Reactivi liofilizati PCR in interiorul tubului de Reactivi liofilizati PCR in interiorul tubului de 
reacţiereacţie



Amplificare 

Tinta -Legatura dubla ADN 
secventa specifica organismului 
pe care vrem sa il detectam

-secventa DNA este 
amplificata in procesul 
PCR

A

A
G
T
C

Primer -Legatura simpla  ADN 
secventa complementara a unei 
parti din ADN  ( tinta)

-raspunde de initierea si 
copierea secventei de DNA 
tinta 

-Utilizat in pereche ( inainte si 
in grupuri inverse)

Taq polymerase -Enzima stabila 
termic responsabila de copierea  ADN  

Nucleotide – (A, T, C, G)
 sunt partile de contructie al ADN 
utilizate pentru construirea si 
copierea ADN tinta

Componente Necesare:



Amplificare 

Procesul (1 ciclul reactiei):

Separare in 
2 parti la 
incalzire 
(95°C)

A

A
G
T
C

C

T

T

A
G

Pasul 1 – denaturare DNA

Primers se leaga de 
secventa 
complementara cand 
sunt raciti la 
(55°C)

A

A
G
T
C

C

T

T

A
G

Pasul 2 – Primers 
Legatura

Enzima Taq incepe 
procesul de 
productie al altor 
legaturi ADN (72°C)

A

A
G
T
C

T
C
A

C

T

T

A
G

A

T
C

Pasul 3 - Extensie
Intregul proces este repetat prin cicluri 
de temperatura

Pasul 4 – Repeta  ciclu



DetectieDetectie

 Detectie Post amplificare,  
 Secventa nespecifica
 Comparativ cu standarde şi controale
 Tehnologie orientata catre cercetare

Gel-Electrophoresis



DetectieDetectie

 Amplificare si detectie instantanee 
 Specificitate aditionala
 Nu sunt afectate de ADN strain
 Semnal pentru tinta si control intern

Detectie bazata pe 
proba



Cum lucreaza proba MGB (Minor Goover Cum lucreaza proba MGB (Minor Goover 
Binder) Eclipse Probe Binder) Eclipse Probe 

MGB

Legatura directa intre cantitatea de  fluoresceina si cantitatea tinta (patogen) 

MGB

M
GB

Proba in solutie
 Aranjare aleatoare
 Marker Fluorescent quenched 

   
Legarea probei de tinta

 Proba devine lineara
 Marker Fluorescent expus 

   

= Fluorophore

= Quencher

= MGB



Assurance GDS Assurance GDS 

 MGB – creste specificitatea  
 Permite detectia si pentru secvente scurte de tinta
 Elimina nepotrivirile 
 Sistem imbunatatit de separare a probei 

 Fara curbe de topire
 Salveaza > 1ora din timpul analizei
 Fara interpretari subiective

Beneficile probei cu Assurance GDS 



Assurance GDS Assurance GDS 

 Detectie specifica pe 
patogenul tinta 

 Control intern
 Semnal separat pentru: control 

intern si pentru proba analizata
 Detectie directa a 

patogenului tinta
 1:1 relatie intre proba si patogen 

tinta

Beneficile probei cu Assurance GDS 



Amplificare

Reactii multiple
 Amplificare simultana a multiplelor secvente de patogen 

tinta 
 Necesită mai multe seturi de primeri (1 per secvenţă)

 Amplificare
 Analiza expresa a genelor 
 Genotipar (identificare patogen, detectie de OMG (organisme modificate 

genetic, etc…)
 Control Intern incorporat 

 Beneficii
 Cresc optiunile patogenului tinta, 
 Reducerea costurilor cu reactivi
 Imbunatatirea metodei de transfer a probei



Amplificare

Reactii multiple – Detectie de patogen
 Proba pentru analiza – imbogatire cu broth

 Culturi mixte
 Selectia tintei 

 Fiecare tinta isi identifica independent patogenul corespunzator
  Interpretarea tintei

 Prezenţa oricarei tinte va duce la un rezultat pozitiv al testului
 Interpretari combinate = fals positiv

E. coli + O157 + H7 ≠ E. coli O157:H7

E. Coli 

H7O157



Instrumentul



Plataforma Instrument 
Benefícile Rotor-Gene MultiplexInstrumento

 3 canale separate3 canale separate
• - 3 surse de lumina distincte,- 3 surse de lumina distincte,
• - Celulele ultra-sensibile (PMT)- Celulele ultra-sensibile (PMT)
• - eliminarea curbelor de temperatura- eliminarea curbelor de temperatura
 Permite citiri multiple simultanePermite citiri multiple simultane
• - - Detectarea de control intern pentru fiecare tub Detectarea de control intern pentru fiecare tub 

separatseparat
 Distribuţie de temperatură uniformă, spre Distribuţie de temperatură uniformă, spre 

deosebire de blocurile Peltierdeosebire de blocurile Peltier



Assurance GDS
Platforma Instrument 

 Proba este aranjata intr-un format rotativ direct 
pe sursa de caldura/racire

 Miscare centrifugala combinata cu un flux 
constant de aer

 Asigura temperatura constanta pe tot timpul 
reactiei

 Elimină lungă perioadă de timp necesară 
incalzirii/racirii data de sistemul traditional cu 
bloc Peltier.

Assurance GDS Rotor-GeneTM



 Sistemul Rotor-Gene 
ofera un control 
consistent al reactilor 
PCR  

 Produce rezultate precise 
si fiabile de testare

 Creste increderea in 
rezultatul obtinut

 

# 
of

  c
yc

le
s 

Test #

Assurance GDS
Platforma Instrument 

Precizie imbunatatita



60 min60 min0Curba de topire

240 min

170 min

4 min

10 min

Bloc 
Peltier

>2.5 ore!75 minTOTAL

100 min70 min Total timp cicluri de lucru 
(42 de cicluri)

--<2 minTimpul unui ciclu de lucru

7 min3 minTimpul initial al denaturarii

Timp salvatGDSPasii reactiei PCR 

Assurance GDS
Platforma Instrument Rezultate Rapide



Mod de lucru Detectie Patogeni



Reactie constanta PCR 
în fiecare tub

Dubla specificitate: data 
de  primers & probes

IMS separa tinta de 
inhibitorii PCR 

Precizie

Rezultate Definitive – fara 
interpretarea curbe de 
temperatura 

Reactivi Lyophilizati 
(MGB) tuburi

PickPen – simplu doar 20 
min pentru pregatirea a 
probei

Usor de 
utilizat

Sistem Multi Canal  
permite utilizarea unor 
sonde foarte 
specifice(Pick-Pen)

Primer – doar tinta este 
amplificata
Probes (Pick-pen))– doar 
tinta e detectata si emite 
semnal luminos

IMS asigura 1st nivel de 
specificitate

Specificitate

Eficienta termica 
scaderea timpul pe ciclul 
de lucru

Probe eliminarea curbelor 
de topire

IMS concentreaza tinta = 
timp scurtat de imbogatire

Viteza

Platforma InstrumentSistemul de ReactiviPregatirea Probei

Avantajele Assurance GDS



• E. coli O157:H7 

• Shiga Toxin Genes

• Salmonella

• Listeria spp.

• Listeria monocytogenes

• Enterobacter sakazaki (coming soon)

Assurance GDS familii de teste:



Protocol:

PickPen IMS pregatirea 
probei (20-30 minute)

Amplificare & Detectie (75 
minute)

Timp total de rezultate :  20-24 
ore

Buffered Peptone Water
(18 - 24 hrs)

PickPen IMS proba in BHI 
(2-4 ore)

Proba cu incarcatura 
microbiana scazuta

Proba cu incarcatura 
microbiana ridicata

Assurance GDS for Salmonella
AOAC PTM (050602)



Protocol:
mEHECTM

(6 ½ - 18 ore)

PickPen IMS pregatire 
probei (20-30 minute)

Amplificare & Detectie (75 
minute)

Timp total de rezultate - 8 
ore

Assurance GDS for E. coli O157:H7
AOAC Official Method 2005.04



Protocol:
mEHECTM

(8 - 18 ore)

PickPen IMS pregatirea 
probei (20-30 minute)

Amplificare & Detectie (75 
minute)

Timp total de rezultate - 10 
ore

Assurance GDS for Shiga Toxin Genes
AOAC Official Method 2005.05



Protocol:

Assurance GDS for L. monocytogenes
AOAC PTM 070702 

Amplificare & Detectie (75 
minute)

BLEB + LiCl + PALCAM 
(18-24 ore) + (4-8ore)

PickPen IMS pregatirea 
probei (20-30 minute)

Demi-Fraser Broth 
(30-48 ore)

Alte tipuri de alimenteProbe de mediu / Alimente selectate

Timp total de rezultate :  24 hrs (Mediu / Alimente selectate)
32 ore (alte tipuri de alimente)



Protocol:

Assurance GDS for Listeria spp.
AOAC PTM 070701

Amplificare & Detectie (75 
minute)

BLEB + LiCl + PALCAM 
(18-24 ore) + (4-8ore)

PickPen IMS pregatirea 
probei (20-30 minute)

BLEB  + LiCl + PALCAM 
sau Demi-Fraser Broth
 (30-48 ore)

AlimenteProbe de mediu

Timp total de rezultate :  24 ore (mediu)
32 ore (alimente)
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