>
syYsmex Citometria de Flujo: Método rapido para el control microbiolégico

Headquarters: Japon, Kobe (fundada 1968)

Central Europea: Alemania, Hamburgo
Central Espaiia: Barcelona, Sant Just

68 Filiales de Sysmex (EMEA: 28)

Numero de empleados: 8,715 (EMEA: 1,888)

Linea de Negocio: Desarrollo, fabricacion, venta, importacion y exportauon de equipos de de dlagnostlco reactlvos
y software

Marta Masegosa Together for a better

Masegosa.marta@sysmex.es healthcare journey



—
. : S - o U sysmex | s
Citometria de Flujo: Método rapido para el control microbiolégico

M Los asistentes puedan comprender y llegar a debatir sobre los
contaminantes que existen a nivel microbiano en las bebidas. Y como
afectan al producto final.

WO rkS h O p B Los métodos convencionales no son lo suficientemente eficaces como
para satisfacer las necesidades actuales del mercado.

G Od IS M Dar a conocer la citometria de flujo como una alternativa existente y
una de las respuestas mas eficientes para el analisis de muestras.

Introduccion a la Citometria de flujo
Soluciones para la industria
Aplicaciones en industria de bebidas
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1. Introduccidn a la Citometria de flujo

Together for a better
healthcare journey
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éQueé es la Citometria de Flujo? SYSmeXx | st

FIUidiCS cell suspesion .
it i Optics
Cells in suspension an illuminated volume where they
flow in single file through... scatter light and emit fluorescence
that is filtered, collected and...
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Electronics

converted to digital values
that are processed
and analyzed in a computer.
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Introduccion a la citometria de Flujo : Enfoque hidrodinanico SYSMEX | i

W Sin Sheath Fluid "Liquido de enfoque”

Hydrodynamic Focusing

Sheath fiuid Laminar Coaxial Flow




Introduccion a la citometria de Flujo: Principios
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Enfoque Hidrodinamico

Fluorescencia

Bloque LASER

Muestra

Forward Scatter (FSC)

Side Scatter (SSC)

Enfoque Hidrodinamico

Diferentes senales analizadas:

FSC — Tamano
SSC - Granularidad

FL -

Fluorescencia
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' Lighting the way
Introduccidn a la citometria de Flujo: Forward Scatter SYSMEX |

B FSC = Forward Scatter = Tamano

M Luz difractada a bajo angulo: informa del tamafio de
las células

FSC = Forward Scatter
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' Lighting the way
Introduccidn a la citometria de Flujo: Side Scatter sysmex

B SSC = Side Scatter = Granularidad Celular

M Luz refractada y reflejada en angulos amplios: informacion
sobre la estructura celular
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Introduccion a la citometria de Flujo: Fluorescencia

sysmex

Lighting the way

with diagmostics

B Senal de fluorescencia : FL

M Luz fluorescente emitida por los fluorocromos acopladas

a la célula.

FIUidiCS cell suspesion .
< Steat i Optics

Cells in suspension an illuminated volume where they
flow in single file through... % % scatter light and emit fluorescence

2 o that is filtered, collected and...
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Cell sorting

Electronics

= ' converted to digital values
that are processed
and analyzed in a computer.

Intrinseca = Autofluorescencia

Extrinseca = Fluorochromo anadido
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Introduccion a la citometria de Flujo: Identificacion sysmex |

Ejemplo de identificacion a través de tamafno y complejidad celular:

B
=
SSC = Granularidad Celular
gl
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O - GRANULOCYTES
n 3 , FSC = Tamafo
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) MONOCYTES %
gl X | N
"I JLYMPHOCYTES
°o 200 400 600 800 1000

FSC
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* Tamano de la célula

® Granularidad y complejidad Celular

®*  Fluorescencia
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Microorganismos en bebidas: ébuenos o malos? SYSMeX | e

En la industria de las bebidas es necesario distinguir entre microorganismos
‘l gue son deseados y parte integrante del proceso de produccion

.’ no utiles, no deseables o perjudiciales para el producto o el consumidor
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Saccharomyces cerevisiae en procesos industriales SYSMEeX | ks

La levadura se utiliza, por ejemplo:

B elaboracidon de cerveza

M la destilacidn del whisky

B fermentacion del vino
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Los consumidores esperan bebidas sin defectos Tsysmex | s

® Libres de olores

" Mal gusto

»  Por tanto, la mayoria de las bebidas deben
estar libres de microorganismos

04/12/2024 « 14



Fuentes y efectos de la contaminacion
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m Together for a better
y x healthcare journey

Fuentes de contaminacion:

Durante el proceso de produccion

Materia prima

Entorno de la fabrica

Estado microbioldgico de los equipos y envases

Falta de higiene

Material de envasado (latas y botellas)

Efectos de las levaduras:

Produccion de etanol
Superacion de los limites legales para productos no
alcohdlicos
Provocando el abombamiento de las latas o la
explosion de las botellas

Produccion hidrocarburo volatil (pentadieno)
Dando un sabor de queroseno, plastico y/o pintura

Typical strains: Saccharomyces, Brettanomyces, Hanseniaspora,
Hansenula, and Pichia

04/12/2024 « 15
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Efectos de contaminaciones por bacterias SYSMEX | ksl
Efectos de degradacion de las bacterias: Efectos de las bacterias patégenas:
* Bacterias lacticas (BAL) * Patdgenos Entericos
y diacetilo (sabor y olor a mantequilla) »  Salmonella

* Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica

* Bacterias del acido acético (BAA)
Listeriosis, monocitosis, gastroenteritis...

* Cambios de sabor, hinchazdn del envase y formacion
de biopeliculas en las superficies y el material de
envasado

* Alicyclobacillus Olor y/o sabor a desinfectante
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2. Soluciones para la Industria

Together for a better
healthcare journey
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Soluciones para la Industria: Cultivo en placa sysmex | s

®* Desde 1883, el analisis microbiano de las
muestras se realiza mediante recuentos de
cultivos en placa heterotrofica (HPC)

® Limitaciones de HPC:
* Debilidad estadistica del método.
® Mano de Obra

® Periodo necesario de cultivo

Referencia: Van Nebel, 2017. Flow cytometric bacterial cell counts challenge conventional heterotrophic plate counts for routine microbiological drinking water monitoring. Water Research 113 (2017) 191e206
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Soluciones para la Industria: Técnica actual de «recuento en placas» Foysmex | s

healthcare journey

» Tiempo de obtencion de resultados: 2-14 dias

» Baja sensibilidad (sélo UFC, sin deteccion de
bacterias VBNC)

» Escasa reproducibilidad

» Es dificil tomar decisiones claras, rapidas y fiables
» Aumenta el stock en almacén

DUCED CO AST RESUL
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Colocar el agar fundido en Pipetear la muestra de Verter 12 - 20 mL de agar Una vez endurecido el Recuento de Colonias
un bafo de agua circulante ensayo en el fondo de la fundido sobre el inéculo. agar, incubar las placas
a una temperatura de 44 °C placa de Petri. Prueba Mezclar la muestra en todo invertidas de 48 h a 72 h.
\a46°.C ) \_ por duplicado ) \ el agar "/ "/




Soluciones para la Industria: Citometria Flujo + Kits especializados SYSMEeX | i

healthcare journey

Citometro de flujo: CyFlow™ RI-300
1 Laser: Azul 488nm

5 pardmetros dpticos: FSC, SSC, FL1, FL2, FL3

> vamex g
: R o
Muestreador Automatico: CyFlow™ AL-20 - 96 pocillos TR Q) iFE
- - - - - - - -
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Soluciones para la Industria: kits dedicados para cada aplicacion SYSMEX | it

i‘ OenoYeast™ Reagent Kit : Actividad metabdlica de levaduras en product acabado. Levaduras Vivas
f\ CyFlow™ BrettCount: Brettanomyces Bruxellensis- RNA (vitales)
f‘ FlowVIT® Dekkera anomala RNA (vivas)

> Yeast Control - Viability: Cuantificacion Levaduras en fermentacion (Vitales)

X CyStain™ GramCount : Cuantificacion de Levaduras y bacterias en producto acabado
;g& CyStain™ OenoCount: Cuantificacion y separacion bacterias Gram+y Gram —
@CyStain““ BacCount Total: cuantificacion de bacterias totals
'?@CyStain““ BacCount Viable: cuantificacion bacterias vivas en muestra
Jj CyStain™ VitalCount; cuantificacion bacterias/mohos y levaduras
W/ FlowVIT® Alicyclobacillus RNA (vitales)

. Sticky Control Reagent : Industria papelera
&, CyStain™ VitalCount Cosmetics: cuantificacion bacterias

£ SAFIA Micotoxins Kits
ol CyStain™ UV Ploidy: Identificacion de la ploidia (plantas, Individuos)

dilii CyStain™ Pl Absolute P : Identificacidn de la ploidia (plantas, Individuos)
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Soluciones para la Industria: CyStain VitalCount / Alicyclobacillus Fsysmex | e

CyStalnTM VitalCount




Soluciones para la Industria: CyStain™ VitalCount
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Together for a better
healthcare journey

The CyStain VitalCount Kit:

96 well filter plate

i Dilution buffer

\ 96 well receiver plate /

cE R =
Sur - he B SE e
Staining buffer \ Staining solution \ Quenching
solution
Description Volume Quantity Cap color CySta in VitalCount: 480 test (A L) s
CyStain™ VitalCount Dilution Buffer 250 mL 1x Blue Product Article No. v i 7
CyStain™ VitalCount Quenching Solution 3.5mL 5x Blue CyStain VitalCount 05-5029 2 )
\\ ¢
CyStain™ VitalCount Staining Solution 120 pL 5x White 96 well receiver plates 04-2025 | .
CyStain™ VitalCount Staining Buffer 9.48 mL 5x White 96 well filter plates 04-2026 \ \
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Soluciones para la Industria: CyStain'™ VitalCount SYSMEX | winsi

* ..es un Kit de deteccion y cuantificacion

®* Inespecifica de

® Bacterias Mohos y Levaduras vivas
®* De manera rapida y automatizada

®* Enamplia gama de bebidas

CLICK to watch the background video


https://sysmexemea.sharepoint.com/:v:/r/sites/ExtResearchIndustrialFCM/RIFCMDocuments/1_VitalCount%20virtual%20demo_Microorganisms%20in%20beverages%20the%20good%20and%20the%20bad.mp4?csf=1&web=1&e=5QNcRU
https://vimeo.com/591575548
https://vimeo.com/591575548

CyStain VitalCount: Tipos de bebidas aplicables

Apple Juice

Together for a better
y x healthcare journey

Orange Juice

Fruit Juice
Banana Juice
Multivitamin Juices
Cola
Orange limonade
Carbonated soft drink Energy drinks
Isotonic / sport soft drinks
apple spritzer
Non-carbonated soft drink Juice concentrate drinks
Black, peach & hibiscus
Ice Tea
Green, lime & mint
Coffe drinks Prepackaged coffe drinks

Kombucha

Fermented Drinks S e
beverages
Alcopops
Alcoholic pop
Hard Seltzer
Flavored Water
Other Smoothies

Coconut Water
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CyStain VitalCount: Target de mercado SYSMEX | b

VitalCount esta destinado a productores de bebidas, proveedores, laboratorios de control y servicios encargados del
control de calidad...

Medianas y grandes empresas
productoras de bebidas

Laboratorios de control y servicios
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Soluciones para la Industria: CyStain™ VitalCount Workflow — “cycmex | e

* Tiempo de preparacion muestra: ~80min para 96 muestras (segin volumen de muestra y lavados intermedios)
* Tiempo de analisis: ~30min — 60min. para 96 muestras (segin volumen de muestra y lavados intermedios)

°* No se necesita personal especializado en citometria

Transfer sample to
96 well filter plate

Pre-Incubation Toma de muestra Centrifiltracion

( Producto final )

Control de Proceso

Resultados: 125min



>

CyStain™ VitalCount: Staining Principle SYSMEX | riveiine

FDA
/
cFDA
\
cFDA Carboxyfluorescein
-- FDA Fluorescein
PR 7N FCM
Py Enzymatic P
o 4 _ Ja’ TN
;o reaction ;o \ P
l\ ,’ ’\. ;’ ‘ l’ :
- - “ }a
Dead cell N/

FDA: Fluorescein diacetate CFDA: 5(6)-Carboxy-fluorescein-diacetat
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CyStain™ VitalCount: Staining Principle SysmeXx | e

verde» mientras que los muertos permanecen como estaban (Razon: no hay enzimas
presentes para convertir FDA/cFDA en fluoresceina)
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CyStain VitalCount: Staining Principle sysmex | e

T
Quenching Particle |

° ’ ’ rd (4 ° rd > /* : ,s;,
Si algunas de las particulas de fluoresceina/fluoresceina (también conocidas como particulas (w
i A H 7 . ,® o, | T A
verdes brillantes) salen de las células (especialmente de las células bacterianas), las particulas '
atenuadoras las encontrardn, se uniran a ellas y disminuiran su fluorescencia para evitar sgﬁﬁaa!,es W

ositivas falsas.
° :‘}E:,-f




CyStain VitalCount: Staining Principle
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Together for a better
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Forward Scatter (FSC, particle size)

04/12/2024 <31

Big cell, strong
fluorescence

Small cell, weaker
fluorescence

5
10

Small MO

Large MO
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CyStain VitalCount: Ejemplo de Resultados
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Together for a better
healthcare journey

Bacterial contamination (Zumo de Naranja)

Total microbial count

Red fluorescence

= 138,800 vital
TR microorganisms/mL

T A T
10 10 10

Green fluorescence

Green fluorescence

Small / large microorganisms
10
Small MO Large MO
97.41% 2.59 %
’
10 7
3
10 7
2
10 7
” - . - i
0 10 10 10 10 10
FsC

Mold contamination (Zumo de Naranja)

Total microbial count

Red fluorescence

114,320 vital
microorganisms/mL

10° 10° 10

Green fluorescence

Green fluorescence

Small / large microorganisms
10°
Small MO Large MO
12.53% 86.21%
10°3
10°
102_
0 10' 10° 10° 10* 10°
FSC




CyStain VitalCount: Ejemplo de Resultados Foysmex | me

Contaminacion Levaduras (Zumo de manzana)

) Small / large microorganisms
Total microbial count o
SmallMO Large MO
0% i 100 %
. 10° 5 g 10 -3
j = -7
[ b
L= 3
g 10 i g
o =
=1 =
< c 2]
D 1ty & "
o ) [C]
103,840 vital
. = microorganisms/mL
10 R
‘ ‘ 10"
100 10° 10° ' ‘ i '
1 2 3 4 5
Green fluorescence 0 10 10 10 10 10
FSC
(Zumo Multivitaminas)
Total microbial count Small / large microorganisms
5
10
Small MO Large MO
30.35% 67.48 %
o 103 S
4 s S 10%3
& 5] (v
i o a
' S g% g
® 3 =
= £ g
2 10 g 10
o [~
284,640 vital 2
0] microorganisms/mL
‘ . ‘ 2 |
107 10° 10* N . . v v
Green fluorescence 0 10’ 10° 10° 10°* 10°

ESC




CyStain VitalCount: Ejemplo de Resultados
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Report CyStain™ VitalCount e
CyFlow™ RI-300 Flow Cytometer sysmex
17-Nov-2024
Sample and Reagent Information
Sample #: 20241117 _130747_PJ Bact Yeast.fcs
LOT CyStain™ VitalCount:
Report Summary:
Vital Microorganisms
--- POSITIVE ---
Small Microorganisms Large Microorganisms
POSITIVE POSITIVE

Results:

Vital Count Total: 1023920 per mL

Small Microorganisms: 150480 per mL

Percentage Small Microorganisms: 14.70 %

Large Microorganisms: 761120 per mL

Percentage Large Microorganisms: 74.33 %

Information:

Laboratory:

CyView Operator: Administrator

Date of Measurement: 17-Nov-2024

Analysis by FCS Express "RP_\VitalCount_C_RI-300"
performed on 11/17/2024 at 1:08 PM by FSC-Express User Default

Page 1/2

Red fluorescence

Total microbial count

284,640 vital
microorganisms/mL

Together for a better
healthcare journey

(Zumo Multivitaminas)

Small / large microorganisms

Small MO
30.35%

Large MO
67.48 %

FSC




Soluciones para la Industria: CyStain™ VitalCount Sysmex Flow * sysmeXx e

healthcare journey

ALTO RENDIMIENTO
La Solucion Comp|Eta El andlisis automatizado de muestras

con AutolLoader (AL-20) y la
de Sysmex:

@  Ppreparacién automatizadade  ®.
muestras opcional evitan los errores
humanos

RECTIVO: VitalCount

Deteccién de microorganismos vitales
(sin falsos positivos/negativos)
Discriminacion: Bacterias y Levaduras

AL-20 INSTRUMENT: RI-300

1 Unico equipo para diferentes
/ matrices One instrument for different
matrices (zumos, refrescos, agua...)

2

MANTENIMIENTO / SUPPORT
. . FACIL MANEJO DEL CyView SOFTWARE
Alta fiabilidad de los instrumentos

Costes de servicio comparablemente bajos

.
..
™

.
-

Resultados positivos/negativos de un vistazo

o
ot
.t

-----


https://sysmexemea.sharepoint.com/:v:/r/sites/ExtResearchIndustrialFCM/RIFCMDocuments/3_VitalCount%20virtual%20demo_All%20you%20need%20for%20VitalCount.mp4?csf=1&web=1&e=zCoDpB
https://vimeo.com/591575820
https://vimeo.com/591575820
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Key advantages de la Citometria de Flujo SYSMEX | e st
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Velocidad Automatizacion Flexible Standardizado Sensible

\ J

|
Mejora tu
(O rentabilidad

El mayor beneficio para la empresa

® Libera lotes mas rapido

* No hay error humano en la lectura

* Se puede interrumpir la frecuencia

® Resultados reproducibles y estandarizadados

Método sensible de contaje de células/mL LC: 150cel/mL
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Citometria de Flujo: Método rapido para el control microbiolégico

M Los asistentes podran comprender y debatir sobre la
contaminacion y calidad de las bebidas en términos de presencia
y cantidad de agentes microbianos.

M Los métodos convencionales no sdlo tienen mas de un siglo de
antigiiedad, sino que ademas no son lo suficientemente eficaces
como para satisfacer las necesidades de la era actual
(industria/mercado) y, por lo tanto, deben sustituirse.

GRACIAS!

M La citometria de flujo es una de las respuestas mas eficientes y
una excelente alternativa para el analisis de muestras

Marta Masegosa
Masegosa.marta@sysmex.es Together for a better

XXIl MRAMA - 27 de Noviembre 2024 healthcare journey
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GRACIAS!

Citometria de Flujo: Método rapido para el control microbioldgico

El kit VitalCount de Sysmex Partec ofrece resultados para 96 muestras en menos de una hora, tras una
preincubacion de 24-48 horas. De este modo, la liberacidon de lotes puede llevarse a cabo con un ahorro

de tiempo de hﬁta el 83%. Esto conlleva un importante ahorro en costes de almacenamiento.
Marta IMlasegosa

Masegosa.marta@sysmex.es Together fqr a better
XXIl MRAMA - 27 de Noviembre 2024 healthcare journey
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