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Bevezetés, célkitlizés

A kbzegészség magas szintli védelme az élelmiszerjog egyik alapveté célkitlizése. Az
élelmiszerekben lévé mikrobiolégiai veszélyek az élelmiszer eredetli megbetegedések egyik
f6 forrasat jelentik. Az élelmiszerek nem tartalmazhatnak mikroorganizmusokat, azok altal
termelt toxinokat vagy anyagcseretermékeket olyan mennyiségben, amely elfogadhatatlan

meértékl kockazatot jelent az ember egészségére.

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok idéigénye az adott mikroorganizmusoktél fliggéen
altalaban 1-4 nap. Napjainkban, az élelmiszertételek gyors mindsitése, az atmeneti tarolas
idészlikségletének csokkentése, és a HACCP-rendszerek hatékony miikddtetése is
feltétlendl igényli a mikrobiolégiai kiértékelés gyorsitasat, automatizalasat, lehetéség szerinti

koltségcsdkkentéssel egyitt.

Annak érdekében, hogy a fogyasztok fert6z6désének kockazata csbkkenjen és az
élelmiszerlanc mikrobiologiai ellenérzésének hatékonysagat fokozni lehessen, megbizhato,
gyors vizsgalati modszerekre van sziukség, amelyekkel az élelmiszerekben megtalalhaté
patogének jelenléte vagy hianya elddnthetd, a technoldgiai higiéniai szempontbdl fontos
mikrobak szamanak meghatarozasa pedig lerdvidithetd. A gyors moddszerekkel nyert
mikrobiologiai eredmények HACCP-rendszerbe valé visszacsatolasaval kiszlirhetévé valna
az esetlegesen nem megfelel6 minéségl termék, id6ben megakadalyozva annak az

élelmiszerlancba torténd bekerulését.

A jelenleg alkalmazott mikrobiolégiai gyorsmodszerek tobbnyire draga berendezéseket és jol
képzett laboratoriumi személyzetet igényelnek. A kisvallalkozasok, vagy kisizemek altalaban
nem engedhetik meg maguknak sajat mindségellenérz6 mikrobiolégiai laboratdrium
mikodtetését. A Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar Elelmiszer-higiéniai
Tanszékének és a Corvinus Egyetem Elelmiszer-tudomanyi Kar Fizika és Automatizalas
Tanszékének munkatarsai altal kifejlesztett és szabadalmaztatott MicroTester berendezés
egy lehetséges megoldast jelent a mikrobioldgiai vizsgalatok id6igényének jelentés mértéki
leroviditésére, egyszerisitésére és koltségeinek csokkentésére.

A mbdszert viz- és kornyezet-higiéniai mikrobioldgiai vizsgalatok céljara vizma-
laboratdriumok, valamint palackozé-lUzemek Magyarorszagon és néhany eurdpai orszagban

is sikerrel alkalmazzak.

Munkam célja a redoxpotencial valtozasanak mérésén alapuld gyors vizsgalati médszer
élelmiszeripari alkalmazhatésaganak bizonyitasa allati eredetl (tej és hus) termékek, illetve

kornyezeti mintdk mikrobioldgiai vizsgalatanal technoldgiai higiéniai és élelmiszer-biztonsagi
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szempontbdl jelentés mikroorganizmusok kimutatdasahoz, szamszerli meghatarozasahoz

kapcsoléddan az alabbiak szerint.

e Technologiai higiéniai szempontbdl fontos mikrobak szamanak gyors meghatarozasa
redoxpotencial-valtozas mérésén alapulé médszerrel:
— tej 6sszcsiraszamanak és Enterobacterium-szamanak gyors meghatarozasa;
— hus 6sszcsiraszamanak és Enterobacterium-szamanak gyors meghatarozasa.

o Fellletek mikrobioldgiai szennyezettségének gyors meghatarozasa redoxpotencial-
méreéssel.

e Elelmiszerbiztonsagi szempontbdl fontosabb mikrobak gyors kimutatasa:
— redoxpotencial-mérésen alapulé- és real-time PCR moddszer kombinacidjanak
fejlesztése és alkalmazasa Listeria monocytogenes és Salmonella sp.

kimutatasara.



Anyag és modszer

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatokat az alabbi szabvanyok szerint végeztem:

Mezofil aerob és fakultativ anaerob baktériumok szamanak (6sszcsiraszam) meghatarozasa:
MSZ EN ISO 4833:2003.

Listeria monocytogenes kimutatasa: MSZ EN ISO 11290-1:1998 (mddositas: MSZ EN 1SO
11290-1:1996/A1:2005).

Salmonella kimutatasa: MSZ EN ISO 6579:2006.

FelUletek vizsgalata tamponos mintavétellel: MSZ ISO 18593:2008.

Enterobacterium szam meghatarozasa: MSZ ISO 21528-2:2007.

A redoxpotencial-mérések a SZIE-AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék Mikrobioldgia
laboratoriumaban, MicroTester berendezéssel torténtek.

A mérési eljaras elvi alapja az, hogy a baktériumok szaporodasa folyaman az energia-
termelé bioldgiai oxidaciés reakcidk eredményeként a kdrnyezet redoxpotencidlja egy
meghatarozott mikroba koncentracié felett jol detektalhatéan csdkken. Meghatarozva az
egyes higitasokhoz tartozo indulé mikrobaszamot, szoros linearis korrelacié allapithaté meg
a detektacios id6 (TTD) és a kezdeti sejtszamok logaritmusa (Ig Ny) kozott. Az 6sszefiggés
lehetbve teszi a mikrobaszam detektacios id6 alapjan torténé meghatarozasat.

Abban az esetben, amikor nem tudunk el6zetesen felvett kalibraciés gorbét hasznalni, mert a
mikrofléra 6sszetétele nem ismert, belsd kalibracios gorbét alkalmazunk. A mintabdl 10-es
léptékl higitasi sort készitink ugy, hogy az utolsé higitas(ok)ban mar ne legyen élbsejt
kimutathaté (MPN mddszer). A higitasi sor minden tagjat mérécellaba oltjuk és miszeresen
meghatarozzuk a TTD értékeket. A szoftver automatikusan tarolja a kulénb6z8 higitasi
szintekhez tartozé TTD értékeket, és az utolsé még pozitiv (TTD-t add) higitas
fuggvényében kiszamitja a higitatlan minta legvalészinibb mikrobaszamat, MPN(0). Az
Osszetartozé TTD — IgMPN értékparokbdl lineéris regresszioval kiszamitott 6sszefiiggés adja
a mérési gorbe egyenletét, a IgMPN — TTD 0Osszefiiggés a kalibracidos gorbét. A belsd
kalibraciés gorbe felvételével lehetéséglink van teljesen ismeretlen mintak mikrobaszamanak
tajékoztatd jellegli meghatarozasara. A moddszer szelektivitasat a valasztott tapkdzeg

hatédrozza meg.


http://www.mszt.hu/web/guest/ingyenes-szabvanylista?p_p_id=msztwebshop_WAR_MsztWAportlet&p_p_lifecycle=1&p_p_state=normal&p_p_mode=view&p_p_col_id=column-1&p_p_col_pos=1&p_p_col_count=2&_msztwebshop_WAR_MsztWAportlet_ref=136924&_msztwebshop_WAR_MsztWAportlet_javax.portlet.action=search
http://www.mszt.hu/web/guest/ingyenes-szabvanylista?p_p_id=msztwebshop_WAR_MsztWAportlet&p_p_lifecycle=1&p_p_state=normal&p_p_mode=view&p_p_col_id=column-1&p_p_col_pos=1&p_p_col_count=2&_msztwebshop_WAR_MsztWAportlet_ref=136924&_msztwebshop_WAR_MsztWAportlet_javax.portlet.action=search

Osszcsira- és Enterobacterium-szam meghatarozas

Nyerstej-mintak feldolgozasa

Kllsé kalibracios gorbe felvételéhez nyers tejbél izolalt vegyes Enterobacterium-tenyészetet
hasznaltam. A miiszeres mérést Brillantzdld-Glikoz-Epe (Merck) tapoldatban (BBG taptalaj)

végeztem 37 °C-on.

Belsé kalibraciés gorbe felvétele estén a miszeres méreést feles koncentraciéju Tripton-Soya
Broth, (Merck 105459) tapoldatban (TSB) végeztem 30 °C hémérsékleten.

Vorésaru-mintak el6készitése

A vorbsaru gyartasa kozben vett mintakbdl 10 g-ot 90 ml pepton vizzel homogenizaltam,
majd 1 ml-t 9 ml feles erésségli TSB taplevesbe oltottam. Kalibraciés gorbe készitéséhez
tizes alapu higitasi sort készitettem, és a higitasi sor minden tagjabol egy mérdcellaba
oltottam. Inkubaciéos hédmérséklet 30 °C. A TTD-értékekbdl és a lemezontéssel, vagy MPN

modszerrel meghatarozott mikrobaszamokbdl elkészitettem a kalibracios gorbéket.

Kornyezeti higiéniai vizsgalatok

Redoxpotencial-mérést alkalmazva a felliletek mikrobaszamanak meghatarozasa
kétféleképpen térténhet:

e a higitéfolyadékbdl a tampon lemosasa utan

e Kkozvetlendl a tamponrdl; lemosas nélkil

Az dsszcsiraszam meghatarozasahoz feles er6sségi TSB levest hasznaltam.

A mintavétel a husipari tanmUhelyben kijeldlt feltletekrél ( 10 pontrdl) az 1ISO 18593:2004
szabvany szerint, 10x10 cm-es mintavételi fellletrél, vagy ennél kisebb felszinl eszkdz (kés,
firész), illetve a modell fellletek esetében azok teljes felUletérél tortént. Mintavételi

eszkozként ,Eurotubo® collection swab” tampont hasznaltam.

Listeria monocytogenes kimutatasa

Szelektiv taptalajok 6sszehasonlitasa

Listeria monocytogenes vegyes mikroflorabdl vald kimutatasahoz a kovetkezd mikrobakat
hasznaltam: Listeria monocytogenes (ATCC 19111, ATCC 7644, NCAIM B1935), Listeria
ivanovii (ATCC 19119), Listeria innocua (ATCC 33090), Staphylococcus aureus (ATCC
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12600), Escherichia coli (ATCC 105369), Bacillus cereus (NCAIM B1827), Bacillus subitilis
(NCAIM B1095).
Harom szelektiv taplevest vizsgaltam:
a) Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL (Merck) és Oxford Listeria
Selective Supplement (Merck)
b) Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL (Merck) és Listeria
Selective Enrichment Supplement acc. to FDA-BAM 1995/IDF-FIL (Merck)
c) Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (Merck) és Fraser Listeria Supplement
(Merck)

Elelmiszer-minték vizsgalata

25 g lagy sajtot vagy 25 ml nyers tejet homogenizaltam 225 ml Oxford Listeria Selective
Supplementet (Merck) tartalmazé Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL
(Merck) taplevessel, amely az el6zetes vizsgalatok alapjan az d&sszehasonlitott harom
taptalaj kdzll a legszelektivebbnek bizonyult. A nyers tej és lagy sajt mintak a helyi piacrol
szarmaztak.
A mintakat beoltottam a vizsgalt mikrobakkal, harom fert6zotiségi szinten (alacsony,
kbzepes, magas). Az egyes mikrobak 24 6ras ferde-agaros tenyészetét lemostam 9 ml
peptonvizzel és tizes alapu higitasi sort készitettem. A mintakat (25 g-ot 225 ml taptalajban
homogenizalva) beoltottam az egyes mikrobatenyészetek 1 ml-ével a 9., 6. és az 1. higitasi
fokokbdl, annak érdekében, hogy a kivant alacsony, kbézepes és magas fert6zottségi
szinteket bedllitsam. Az inkubacios hémérséklet 37 °C volt.
Az inokulum tényleges mikrobaszama lemezdntéssel kerult meghatarozasra a higitasi
sorbdl, 3 parhuzamosban, a minta 1 ml-ére vagy grammjara vonatkozoan.
Kisérleti elrendezés

2 termék (tej és lagysaijt)

8 mikroba (természetes mikroflora + 7 teszt mikroba)

3 fertzottségi szint (alacsony, kdzepes, magas)

3 parhuzamosban

Minta szam: n = 144
A redoxpotencial-mérés mint dusitd lépés kiszlri azokat a mintakat, amelyek nagy
valészinliséggel nem tartalmaznak Listeria monocytogenest. Csak a Listeria monocytogenes
jelenlétére gyanus mintakat kell tovabb vizsgalni real-time PCR mddszerrel, annak

érdekében, hogy azonositsuk a baktériumot.



Salmonella-kimutatas

Az RVS tapleves szelektivitasanak esetleges valtozasat tej hozzaadasaval vizsgaltam. 25 ml
tejet adtam 225 ml RVS tapleveshez, majd homogenizaltam. A szelektivitast Proteus
vulgaris, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Salmonella Enteritidis és
Salmonella Typhimurium mikrobak szintenyészeteivel mért redoxgorbék désszehasonlitasaval

értékeltem.

Elelmiszermintak-vizsgéalata

Tojasmintak esetén az egész tojasokat homogenizaltam, majd Salmonella Enteritidis és
Salmonella Typhimurium baktériummal fertéztem, harom kulénbdzé koncentraciéban:

e alacsony: 10° cfu/25g

e kozepes:10? cfu/25g

e magas:10* cfu/25g.
A 25 gramm élelmiszermintat (tojas, hus) 225 ml RVS taplevesben homogenizaltam. Az
inkubéacios hémérséklet 42°C volt.
A redoxpotencial-méréssel pozitivhak bizonyult mintak klasszikus biokémiai megerésitése

helyett real-time PCR berendezést alkalmaztam.

Real-time PCR

1 ml mintabdl kiindulva L. monocytogenes esetén “Mericon DNA Bacteria Plus Kit” (Qiagen),
Salmonella esetén “Mericon DNA Bacteria Kit” (Qiagen) segitségével 400 ul DNS izolatumot
allitottam elé, melybsl a PCR mérést a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékén 1évé
SLAN® Real-Time PCR System (Hongshi) berendezés hasznalataval végeztem el, Mericon
L. monocytogenes Kit-et (Qiagen) illetve Mericon Salmonella Kit-et (Qiagen) alkalmazva. A
PCR reakcié 20 pl mennyiségl reakcidéelegyben ment végbe, amely 10,8 ul Multiplex PCR
Master Mix-et és 9,2 ul DNS izolatumot tartalmazott.

A ciklusparaméterek a kdvetkezdk: kezdeti PCR aktivizacids 1épés, HotStarTaq Plus DNS
polimeraz aktivizacidja, (5 min, 95°C), melyet 40 x 3 1épésbdl all6 ciklus kdvet: denaturacio
(15 sec 95°C-on), primer kétédés 23 masodperc 60°C-on, és lanchosszabbitas 10 sec 72°C-

on. A fluoreszcens detektacié minden egyes ciklus annealing szakaszaban torténik.



Eredmények

Osszcsira és Enterobacterium-szam meghatarozasa

Tej 6sszcsiraszamanak tenyésztéses meghatarozasa 72 éras inkubaciét igényel. Bar a
kilénb6zb nyers tejek mikroba-6sszetétele elvileg kiilénb6zd, a fliggetlen mintakbdl készult
kalibraciés gorbe alapjan a kiindulasi sejtszam logaritmusa és a TTD értékek kozotti linearis
korrelacid igen szorosnak bizonyult. Kuilénb6zd helyekrél szarmazd (piac, tehenészeti
telepek) és kllonb6zé sejtszamu tejek esetében is felvehetd tajékoztatd jellegl mérési gorbe
(1. abra). Az abrardl leolvashato, hogy a nyers tej, az ipar altal leggyakrabban mikrobiologiai
hatarértékként megallapitott, 10%-10° cfu/ml koériili &sszcsiraszamanak miszeres

meghatarozasa 8-9 orat vesz igénybe.

TTD (h)

y =-1,4075x + 14,769
10

R?=0,9843

0 f f f f i
2 3 4 5 6 7 8 9
IgN (cfu/cella)

1. dbra Nyers tej sszcsiraszamanak kilsé mérési gorbéje (1/2 TSB, T=30°C)

Osszcsira- és Enterobacterium-szam meghatarozasa belsé mérési gérbével

Abban az esetben, ha nincs elézetesen felvett kalibracids goérbe, alkalmazhatd a higitasi sor

redox-gorbéinek felvételén alapuldé MPN mddszer (2. abra).



Eh (mV)
400 - 7.
200 - MPN=2,3'106
0 -
-200 -
'400 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
t (h)

2. abra Nyers tej redoxgorbéi a higitas figgvényében (1/2TSB, T=30°)

A 7. higitasban mar nem mérhet6 TTD érték, Ennek megfeleléen a tej hatarhigitassal

meghatarozott mikrobaszama MPN=2,3x10° sejt/ml volt.

Kihasznalva azt a széleskor( elbzetes vizsgalatokon alapuld tapasztalatot, hogy csak az
Enterobacteriumok csokkentik a taptalaj redoxpotencialjat -300 mV ala, lehetéség van
egyetlen higitasi sorbdl az 0Osszes mikroba- és az Enterobacterium-szam egyidejd
meghatarozasara. A gorbeék lefutdsa alapjan megallapithatd, hogy az Enterobacteriumok a 2.
higitasig vannak jelen (a 2. dbran pirossal jeldlve), a tovabbi higitasok gorbéi nem jellemzéek
az Enterobacteriumokra. Ennek megfeleléen a vizsgalt tejminta Enterobacterium szama 107
sejt/ml nagysagrendd volt. A 2. abran feltintetett adatok alapjan az &sszcsiraszam

részhalmazaként az Enterobacterium szam is meghatarozo.

Mérési eredményeink szerint a klilénb6z8 helyekrdl szarmazd nyerstej mintak lemezdntéses
modszerrel felvett kilsé- és MPN-mddszerrel meghatarozott, dsszetartoz6 TTD — IgMPN
adatokbdl szamitott belsé mérési gorbéi — statisztikai hibahataron belll — nem kilénbdéznek

egymastol szignifikansan, ezért k6zés egyenesben abrazolhatok.

A vizsgalt tejmintak esetén a szabvanyos és redoxpotencial-mérésen alapulé modszerrel
mért mikrobaszamok kozo6tt nincs szignifikans kilénbség, azonban a milszeres mérés

idéigénye Iényegesen kisebb.
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Vérosaruk gyartasi fazisainak vizsgalata

A vorosaruk gyartasi fazisainak vizsgalata soran, mivel nem ismert a mintak mikrobiota

Osszetétele, bels6 kalibracios gorbe felvételére van szikség.

TTD (h)
14 T
12 + y =-1,8689x + 15,575
| 2=0,9942
10 +
8 +
6 +
4 +
2 +
0 : : . : :
0 2 4 6 8
IgN (cfu/cella)

3. 4bra Virsli pép mérési gorbéje (1/2 TSB, T=30 °C)

Kiszamitva a kalibraciés egyenletet: IgN = -0,532-TTD + 8,3114, az egyes fazispontokban

vett mintak redox-gorbéinek TTD értéke alapjan a mintak 6sszcsiraszama meghatarozhato.

Kézds kalibraciés gérbe meghatarozasa

Feltételezve, hogy a kulénbdzd idépontokban tértént gyartas soran az egyes fazispontok
mikrobiotajanak dsszetétele nem valtozik lényegesen, a kilénbdzé idépontokban felvett

mérési gorbék egyesitheték. Az egyesitett mérési gorbe a 4. abran lathato.
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TTD (h)
14
12 1 ¢ y =-1,8128x + 15,728
| Rz =0,9598
10 +
8 4+
6 4+
4 4+
27 .
0 : : : : : : : |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
+MPN &Lemezontés IgN (cfu/cella)

4. abra Vordsaru gyartas fazisvizsgalatok egyesitett mérési gorbéje

A kalibraciés gorbe egyenlete: IgN(cfu/cella) = -0,5294-TTD(h)+8,507

Az egyesitett kalibracios gorbe ellendrzésére mintakat vettem egy gyartas fazispontjaibdl. Az
Osszcsiraszamot redoxpotencial-méréssel és lemezdntéssel is meghataroztam. A
fazismintak lemezontéssel és miszeres méréssel meghatarozott IgN értékeit a hozzajuk

tartozé SD értékekkel az 5. abran mutatom be.

IgN (cfu/g)

9 -

8 u

7 u

6 u

5 u

4

3 u

2 4

1 u

0 - . . T T .
1 2 3 4 5 6
mIgN lemezontés Mintavételi pontok

5. abra Vorosaru gyartas fazispontok lemezdontéssel (lemezdntés) és miiszeres (redox)

méréssel meghatarozott logaritmus-6sszcsira szam értékei (Ig N + SD)

12



Kornyezet-higéniai vizsgalatok redoxpotencial-méréssel

Huslzemi kutterfelilet belsé mérési gorbéinek felhasznalasaval meghataroztam a

kalibraciés gorbét, amelynek egyenlete a kdvetkezb:
IgN =-0,2859-TTD + 7,2672 R2=0,9574

A kalibracios goérbe alapjan meghataroztam a huasizemi fellletek mikrobaszamat. Az 6sszes
mintavételi ponthoz tartozé mintabdél szabvanyos lemezdntéses modszerrel s

meghataroztam a mikrobaszamokat.

A két modszerrel kapott mérési eredmények a 95 %-os konfidencia-intervallumok

feltiintetésével, a 6. abran lathatok.

IgN Felliletek O0sszcsiraszama
(cfu/100

cih?

6 -

5 -

4 -

3 -

2 |

1 -

0 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

BlLemezontés B Microtester Mintavételi pont

6. dbra Feluleti mikrobaszamok dsszehasonlitdsa (IgN + konf. intervallum)

A tamponos mintavételi mdodszerrel végzett fellleti mikrobioldgiai vizsgalatok id6igénye
jelentésen csdkkenthetd a redoxpotencial-meérésen alapuld uj modszer segitségével. A belsé
kalibracios gorbe segitségével az 6sszcsiraszam, ismeretlen dsszetételli mikroflora esetén is
biztonsaggal becsilhetd. A belsd kalibracios gorbe felvételének idGigénye a fellletek
mikrobioldgiai szennyezettségétél fliggben 15-20 6ra, mely ugyan nagyobb mintha kilsé
kalibraciés gorbével végzett vizsgalatok id6igénye, de még igy is jelentésen kisebb, mint a
hagyomanyos lemezdntéses mikrobaszam meghatarozashoz szikséges id6 (72 o6ra

Osszcsiraszam, 24 6ra Enterobacteriaceae-szam).
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Feltételezve, hogy adott Gzemben, adott felllleten, a szokasos munkarend megtartasaval a
mikrobiota 0sszetétele alapvetfen valtozatlan, a késébbi méréseknél kilsé kalibracios gérbe
hasznalata is elegend6. Ez jelent6sen tovabb roviditi a vizsgalatokhoz szikséges id6t. A
husizem esetében a kimutatasi id6k a mikrobiologiai kontaminacio mértékétél fuggben az 1.

tablazatban 6sszefoglaltak szerint valtoztak.

1. Tablazat Szabvanyos és redoxpotencial-mérésen alapuld modszerek iddigénye

Kimutatasi id6 (h)

IgN = cfu/100 cm? Szabvanyos Redox
5,76 7
5,57 8,17
5,25 8,5
5,25 9
4,82 72 10
4,98 10
4,93 11,17
3,93 14,17
2,86 16,83

A késbbbi kuls6é kalibracios gorbe hasznalat tovabbi elénye, hogy a mikrobaszam
meghatarozashoz nem kell higitasi sort késziteni, igy ezzel tovabbi jelentés id6 és eszkoz

megtakaritas érhetd el.

Listeria monocytogenes kimutatas

A MicroTester alkalmazasaval a mikrobdk kimutatasanak szelektivitdsa az alkalmazott
taptalajokon, valamint a mikrobak redoxgérbéjének jellegzetességén mulik.
Harom kiilénb6zd taplevesben vizsgaltam baktériumok szaporodasat 37°C-on. A 250 ml-nyi
tapleveseket 1 ml (kb. 10° cfu) tenyészettel oltottam be. A szaporodast a redoxgdrbék
felvételével mértem.
Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL (Merck) + Oxford Listeria
Selective Supplement (Merck107006).

Baktériumszaporodas: mindharom L. monocytogenes torzs, L. innocua.

Nem szaporodik: L. ivanovii, E. coli. Gatolt: Staphylococcus aureus.

L. monocytogenes kimutatasara a LEB + Oxford Listeria Selective Supplement bizonyult a

legszelektivebbnek.
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7. abra Oxford supplementet tartalmazé LEB szelektivitasa

Mivel az E. coli és a Bacillus cereus szaporodasa teljes mértékben gatlédik, a részlegesen
gatolt Staphylococcus aureus pedig nem csokkenti a taptalaj redoxpotencidljat a Listeria
fajokhoz hasonlé mértékben, a jellemzé redox goérbe alapjan azonosithaté a L.
monocytogenes és a L. innocua.

A Bacillus subtilis szaporodasa esetén a redoxpotencial a Listeria fajok szintje ala csokken,
ebben az esetben a L. monocytogenes jelenléte nem zarhaté ki.

A differencidlas nehézsége miatt, abban az esetben, ha a L. monocytogenes jelenléte nem
zarhato ki, az identifikalast el kell végezni. A L. monocytogenes jelenlétének megerdsitésére

real-time PCR-t alkalmaztam

Listeria fajok és L. monocytogenes térzsek redox kalibraciés gérbéinek meghatarozasa

A redoxpotencial-mérés Oxford supplementet tartalmazé LEB taplevesben tortént. Abrazolva
az egyes higitasi fokokhoz tartozé IgN értékek fuggvényében a mért TTD értékeket, a 8.

abran lathaté mérési gorbét kapjuk.
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TTD (h)
35 T @ATCC 19111

301 A @ ATCC 7644

ANCAIM B1935

20 T

15 +

y =-3,8223x + 34,313

10 7 R = 0,0844

IgN (cfu/cella)

8. abra Listeria monocytogenes torzsek mérési gorbéje Oxford supplementet tartalmazé

LEB taplevesben

A harom kulénb6zd Listeria torzzsel tortént mérés (ATCC 19111, ATCC 7644, NCAIM B1935)

eredménye egyetlen k6z6s egyenessel abrazolhato.
Az egyenes egyenlete:
TTD = 34,31-3,8223-IgN

Az egy sejt kimutatasahoz szilkséges iddigény (IgN=0) a mérési goérbe tengelymetszetébdl
szamithato ki: TTD = 34,31 h.

A regresszi6 variancia tablazatabol meghatarozhatd a tengelymetszet 99 %-os konfidencia
intervalluma, amelynek felsé értéke az egyetlen él6 L. monocytogenes sejt kimutatasahoz
szikséges id6 maximuma, 36 o6ra.

Kdz6s abran abrazolva a Listeria monocytogenes és a Listeria innocua mérési eredményeit,

megallapithatjuk, hogy a két gorbe szignifikansan kilonbdzik egymastél 9. abra).
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TTD (h)

35 — y = -3,8223x + 34,313
R2 = 0,9844
30+ ©
o5 1 y =-2,3611x + 22,003
R2 = 0,968

20 +
15 +
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5+ ®

0 . : . : . : : |
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@ Listeria monocytogenes @ Listeria innocua 9N (cfu/cella)

9. abra Listeria monocytogenes és Listeria innocua mérési gorbéi Oxford supplementet

tartalmazé LEB taplevesben

Tekintve, hogy a L. monocytogenes szaporodik lassabban és figyelembe véve a konfidencia
intervallum fels6é hatarat, kijelenthetjik, hogy ha nincs TTD 36 éran belul, akkor a minta L.
monocytogenes mentes. A L. monocytogenes-negativ mintak kiszlirésének idéigénye 36 éra.

Kontaminacié esetén ez az id6 lényegesen rovidul. ATTD a lehetséges pozitiv mintat jelenti.

L. monocytogenes jelenlétének megerdsitésére real-time PCR mddszert alkalmaztam. Mivel
a TTD-hez legalabb 10° cfu/ml mikrobakoncentracié sziikséges a mérécelldban, ez a

szuszpenzio kdzvetlenul hasznalhato real-time PCR vizsgalathoz.

L. monocytogenes redox-el6dusitas utani identifikalasa PCR-mddszerrel

A vizsgalatok soran a Mericon L. monocytogenes Kit specificitasanak kdszdnhetéen csak
azok a mintak bizonyultak pozitivnak, amelyeket L. monocytogenes-sel oltottam be. Azok a
mintak, amelyek redoxpotencial-méréssel gyanusak voltak, de L. innocua-t vagy B. subtilis-t
tartalmaztak, minden esetben negativ eredményt adtak real-time PCR vizsgalattal. A beoltott
mintdk eredményei (pozitiv vagy negativ) alacsony szennyezettségi szint esetén, a
redoxpotencial-mérés és a real-time PCR, valamint kombinaciojuk iddigénye

osszehasonlitva a konvencionalis ISO 11290-1 standard mddszerrel 2. tablazatban lathato.
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2. Tablazat L. monocytogenes kimutatas és azonositas (alacsony szennyezettségi szint)

Médszer N Szabvanyos | Redoxpotencial RT-PCR Osszesen
(cfu/ml) szaporodas TTD (h) id6 (h) id6 (h)
Tej --- --- 36< - 36
L. monocytogenes | 2,1-10° +++ +++ 31 +++| 3 34
L. ivanovii 4,1-10° --- --- 36< - 36
L. innocua 3,3:10° - +++ 20 . 3 23
Staph. aureus 4,2-10° --- --- 36< - 36
E. coli 5,6-10° S . 36< - 36
Bacillus cereus 1,5-10° - - 36< 36
Bacillus subtilis 2,5:-10° --- +++ 25 - 3 28
Lagy sajt --- --- 36< - 36
L. monocytogenes | 9,5-10° +++ +++ 29 +++| 3 32
L. ivanovii 3,6-10° - - 36< - 36
L. innocua 5,7-10° --- + 4+ 21 --- 3 24
Staph. aureus 6,3-10° --- --- 36< - 36
E. coli 2,1-10° --- --- 36< - 36
Bacillus cereus 2,1-10° --- - 36< - 36
Bacillus subtilis 3,1-10° --- +++ 24 --- 27

N: inokulum mikrobaszama, 3 parhuzamos atlaga, CV(N) = +15%

Osszesen: identifikalas teljes idéigénye, Redox + PCR
Standard: MSZ EN 1SO 11290-1
TTD: Time to Detection,

SD(TTD) = 0,25 h

Salmonella kimutatas

Zavard mikrobdk vizsgalata soran azt tapasztaltam, hogy az E. coli, Proteus vulgaris,

Klebsiella oxytoca, Citrobacter freundii sem tej nélkul, sem tejjel nem szaporodik RVS-ben.

Megallapitottam, hogy a kulénbdzé Salmonella szerotipusok mérési gorbéik alapjan 4

csoportba oszthatdk, az egyes csoportokon belll k6zos gérbe alkalmazhato.

K6z6s kalibracioval jellemezhetd Salmonella csoportok:

l. S. Bredeney, S. Kottbus, S. Senftenberg, S. Stanley, S. Tennessee*

Il. S. Kentucky,
Typhimurium*

S. Montevideo, S. Ohio, S. Saintpaul, S. Thompson, S.

1. S. Cerro, S. Enteritidis*, S. Infantis, S. Livingstone
V. S. Newport*

A *-gal jeldlt szerotipusok mérési gorbéit RVS taplevesben is meghataroztam (10. abra)
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TTD (h)
25 OS. Tennessee
S. Typhimurium
20 + AS. Enteritidis
15 1 OS. Newport
10 +
5 +
0 : = - = - ’ ' ’
0 2 4 6 8
IgN (cfu/cella)

10. abra Salmonella szerotipusok mérési gérbéi RVS taplevesben

3. Tablazat Salmonella szerotipusok mérési gorbéinek egyenletei (RVS tapleves)

Mikroba n Egyenlet R* SD (h)
I. S. Tennessee 6 TTD(h) = 13,93 - 1,386-IgN 0,9926 0,250
Il. S. Typhimurium | 6 | TTD(h) = 16,81 —2,081-gN | 0,9947 0,319
lll. S. Enteritidis 6 TTD(h) = 20,93 — 2,752-IgN 0,9938 0,453
IV. S. Newport 6 TTD(h) = 23,33 — 2,686-IgN 0,9976 0,278

A mérdcellaban Iévé egy sejt kimutatasahoz szikséges idé meghatarozhaté a mérési goérbe
tengelymetszetébdl (IgN=0). A legnagyobb érték, 23,3 éra a S. Newport-hoz tartozik.
Szamitasba véve a TTD értékek standard hibajat (0,278 h), a maximalis kimutatasi id6 24
ora. Ha ez alatt az id6tartam alatt nincs TTD, a mér6cellaban talalhaté minta nem tartalmaz

él6 célmikrobat.
Salmonella kimutatas mesterségesen fertéz6tt tojasban

Az eredmények (pozitiv vagy negativ), a redoxpotencial-mérés és real-time PCR
moédszerek, valamint kombinaciéjuk iddigénye oOsszehasonlitva az ISO 6579 standard

modszerrel a.4. tablazatban lathato.
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4 Tablazat Salmonella-kimutatas tojasban (3 parhuzamos mérés atlaga)

Mddszer Szabvanyos Redoxpotencial Real-time PCR Osszesen
eredmény | id6 (h) | eredmény | id6(h) | eredmény | id6(h) id6 (h)
természetes - 66 - 24* - 3** 27
mikroflora
alacsony
koncentracio
S. Enteritidis + 114 + 20,6% + 3 23,6
S. Typhimurium + 114 + 16,2° + 3 19,2
kbzepes
koncentracio
S. Enteritidis + 114 + 16,72 + 3 19,7
S. Typhimurium + 114 + 11,7° + 3 14,7
magas
koncentracio
S. Enteritidis + 114 + 13,2° + 3 16,2
S. Typhimurium + 114 + 8,7° + 3 11,7
Mintaszam 21 21 21 21
*: nincs redox gorbe
**: nincs jel
& SD=0,45 h,
®: SD=0,32 h
Salmonella kimutatas csirkehusban
Kereskedelmi forgalomban kaphatd, helyi piacrél szarmazé csirkemell Salmonella

fertézottségét vizsgaltam (20 minta, 3 parhuzamos vizsgalat). Minden mintat a klasszikus

tenyésztéses modszerrel is megvizsgaltam, parhuzamosan a redoxpotencial-mérés és real-

time PCR kombinalt mdédszerrel. Az eredmények az 5. tablazatban lathaték. A 3 modszer

minden esetben azonos eredményt adott.
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5.Tablazat Salmonella kimutatas csirkehusban. 3 parhuzamos mérés kimutatasi idéinek

atlaga (h).
Szabvanyos Redoxpotencial-mérés Real-Time PCR | Osszesen®
Minta eredmény | id6 | eredmény | id6 SD (h) | eredmény | id6 id6
1. + 114 + 1,7 | 0,123 + 3 14,7
2. + 114 + 10,2 | 0,423 + 3 13,2
3. + 114 + 15,8 | 0,113 + 3 18,8
4. + 114 + 14,3 | 0,192 + 3 17,3
5. + 114 + 13,6 | 0,280 + 3 16,6
6. + 114 + 11,6 | 0,260 + 3 14,6
7. + 114 + 9,2 0,323 + 3 12,2
8. + 114 + 15,0 | 0,413 + 3 18,0
9. - 66 - 24* - 3** 27
10. + 114 + 11,0 | 0,390 + 3 14,0
1. + 114 + 11,8 | 0,303 + 3 14,8
12. + 114 + 11,5 | 0,250 + 3 14,5
13. + 114 + 13,0 | 0,250 + 3 16,0
14. + 114 + 13,7 | 0,123 + 3 16,7
15. + 114 + 12,3 | 0,333 + 3 15,3
16. + 114 + 10,3 | 0,333 + 3 13,3
17. + 114 + 8,8 0,250 + 3 11,8
18. + 114 + 8,8 0,178 + 3 11,8
19. + 114 + 15,2 | 0,373 + 3 18,2
20. + 114 + 10,3 | 0,161 + 3 13,3

2. Osszesen = Redox + PCR modszer
* 1 nincs redoxgorbe
**: nincs jel

A kombinalt médszerben a redoxpotencial-mérés szelektiv dusitoként mikodott a real-time
PCR szamara. A biztosan negativ Salmonella mintak redoxpotencial-méréssel torténé
kiszlrésének iddigénye 24 ora. Ezek a negativ mintdk mind PCR mddszerrel, mind standard
szabvanyos modszerrel negativnak bizonyultak. Megallapithatdé, hogy negativ esetben a
PCR-vizsgalat elhagyhat6.

Salmonella-pozitiv redoxpotencial-mérési eredmény esetén a redox mér6cella dusitott
szuszpenzidjabol a klasszikus biokémiai identifikalas helyett real-time PCR-mo&dszerrel
torténd azonositast végeztem, 3 ora alatt. Osszehasonlitva a kombinalt modszert az 1SO
6579 standard modszerrel, a teljes Salmonella jelenlét-hiany kimutatasi id6 kevesebb, mint

24 o6ra, szemben a 114 6ras klasszikus médszer idéigényével.
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Kovetkeztetések

Osszcsira és Enterobacterium-szam meghatarozas

Redoxpotencial-mérés alkalmazasakor a nyers tej mikrobaszamanak meghatarozasa kiilsé
és bels6 kalibracios gorbével egyarant lehetséges. A két mddszerrel nyert adatokbdl kozos
kalibraciés gorbe hatarozhaté meg. A tenyésztéses moddszerrel és a miszeresen kapott

mikrobaszamok kdzott nincs szignifikans kulonbség.

A meghatarozas iddigényét tekintve a miiszeres modszer jelentdsen gyorsabb, kiléndsen
akkor, ha kulls6 kalibraciés gorbével dolgozhatunk. Ebben az esetben a nyers tejre
technoldgiai szempontbdl hatarértéknek tekintett 10%-10° cfu/ml 8-9 éra alatt (nagyobb

sejtkoncentracio révidebb id6 alatt) meghatarozhato.

Bels6 kalibraciés gorbe alkalmazasa esetén lehetéség van az dsszcsiraszamon belll az
Enterobacteriumok szamanak egyideji meghatarozasara is. A miszeres mérés iddigénye
legfeliebb 20 6ra, szemben a tenyésztéses moddszer (MSZ ISO 21528-2) 72 o6ras

idészikségletével.

Redoxpotencial-mérésen alapulé gyorsmodszer hasznalhatd husok, illetve huskészitmények
vizsgalatara is. A 2073/2005/EK rendeletben az élelmiszerek mikrobioldgiai kritériumairdl
sz0l6 2.1. pontjaban el6irt aerob mikrobak szamanak meghatarozasa 6-10 orat vesz
igénybe, szemben a klasszikus lemezontéses eljaras altal el6irt 72 6ras inkubacioval. Mivel a
vizsgalat sokkal gyorsabb a jelenleg hasznalt klasszikus modszernél, hatékonyabban lehetne
hasznalni az élelmiszer-mikrobiologiai szempontbdl kockazatos termékek vizsgalatara.
Gyorsabban kiszilrhet6 lenne az esetlegesen nem megfeleld minéségl termék, igy idében

megakadalyozhatova valna annak az élelmiszerlancba torténd bekerulése.

Kornyezethigiéniai vizsgalatok

A legtdbb vagohidon és husipari Uzemben a tamponos mintavételi modszerrel végzett fellleti

mikrobiologia vizsgalatokat alkalmazzak.

A bels6 kalibraciés gorbe segitségével az dsszcsiraszam ismeretlen dsszetételli mikroflora
esetén is biztonsaggal meghatarozhatd, amelynek id6igénye a feluletek mikrobioldgiai
szennyezettségétdl fuggden 15-20 6ra. Nem szelektiv taptalaj hasznalatakor a higitasi sorbdl
a redox-gorbék alapjan az Enterobacteriaceae-szam és 0&sszcsiraszam esetenként

egyidejlileg meghatarozhaté.
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Ismert kdrnyezeti mintaknal elézetesen meghatarozott kiilsé kalibracidés gorbét alkalmazva
nincs szukség a fellleti szennyezést hordozé tampon alapos lemosasara, higitasi sor
készitésére. A hordozo kdzvetlenll behelyezhetd a mérécellaban levd taptalajba és a mérés

elvégezhetd. A mbdszer idéigénye a szabvanyos eljaras 72 6rajaval szemben 7-14 éra.

Listeria monocytogenes kimutatas

Gyors, megbizhat6 L. monocytogenes kimutatas lehetéségét jelenti a redoxpotencial és real-
time PCR-mo&dszer kombinacidja, amely az elengedhetetlen dusitasi folyamat soran lehetévé

teszi a L. monocytogenes jelenlétének valdszinlsitését/kizarasat.

Mivel a redoxpotencial-mérés alapjan az egyes Listeria fajokat és a B. subtilist nem tudjuk
egymastol elkiloniteni, a pozitiv mintak esetén tovabbi azonositasra van sziikség real-time
PCR-mddszer segitségével.

A szelektiv taptalajként alkalmazott, Oxford supplementet tartalmazé LEB taplevesben a L.
ivanovii nem volt detektalhatd, igy a L. monocytogenestdl elkiilonithetd.

A redoxpotencial-mérési gorbéjének alapjan megallapithaté, hogy L. monocytogenes
jelenlétének esetén max. 36 6ran belll eredmeényt kapunk. Abban az esetben, ha nincs TTD
36 4ran belll, a mintank nagy valészinliséggel nem tartalmaz €l6 L. monocytogenes-t.

A redoxpotencial-méréssel pozitiv mintak real-time PCR vizsgalata minden esetben
klldnbséget tett a L. monocytogenes jelenléte és a zavaré mikrobak kézott, fals eredmények
nélkal.

A kombinalt modszerrel és a klasszikus modszerrel nyert eredmények teljesen megegyeztek,
az id6igény viszont szignifikansan rovidebb a kombinalt modszerrel.

Alacsony kontaminaciés szint esetén (N<10 cfu/g) a PCR-technika kimutatasi hatara alatt, a
kombinalt modszerrel torténd L. monocytogenes kimutatasi ideje 34 éra.

Kozepes kontaminacids szint esetén (10°-10* cfu/g) a miiszeres meghatarozas kb. 24 orat
igényelt, magas kontaminacios szint esetén (10°-10° cfu/g) az idéigény kb. 8 éra.
Osszehasonlitva a konvencionalis modszer (MSZ EN 1SO 11290-1) 120 éras iddigényét a
“nincs Listeria” vagy a 168 ora “nincs L. monocytogenes” kimutatasara a kombinalt médszer
maximum 36 oras iddigényével megallapithato, hogy a modszer nagy segitséget nyujthat a
gyartoknak az élelmiszerbiztonsagi kritérium (a termék 25 grammja nem tartalmazhat L.
monocytogens-t) ellendrzésére.

A redoxpotencial-mérés, mint dusito eljaras, képes kiszlirni a L. monocytogenes negativ
mintakat, csak a pozitiv gyanusakat kell a draga PCR-modszerrel tovabb vizsgalni. A
kombinalt moddszer elénye, hogy negativ mintdk esetén a PCR-azonositas koltsége

megtakarithato.
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Salmonella-kimutatas

A redoxpotencial-mérés, mint dusité eljaras kiszliri a pozitiv Salmonella-mintakat. A
biokémiai megerfésités helyett a tovabbi azonositas real-time PCR-rel tortént. Negativ mintak
esetén redoxpotencial-méréssel 24 o6ran belil eredményt kapunk. Osszehasonlitva a
standard modszer (MSZ EN ISO 6579) 114 6ras iddigényét a kombinalt médszer 27 6ras
idéigényével lathatd, hogy negativ Salmonella-mintak esetén, a 2073/2005/EK rendeletben
szerepld kritérium, miszerint a forgalomba hozott termék 25 grammjaban az eltarthatésagi
ideje alatt nincs jelen Salmonella, Iényegesen gyorsabban bizonyithatd a kombinalt
modszerrel.

A redoxpotencial-mérésen alapuld és real-time PCR mddszer kombinacidja egy koltség-,

munka- és idétakarékos megoldast jelent a Salmonella kimutatasara élelmiszerekben.
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Uj tudomanyos eredmények

A redoxpotencial-mérésre alapozott vizsgalati modszer tovabbfejlesztését végeztem
el, amely a modszert alkalmassa teszi a hus és tejipar teruletén technoldgiai higiéniai,
kornyezet mikrobiologiai és élelmiszer-biztonsagi vizsgalatokra. Bizonyitottam, hogy a
modszer a vizsgalt esetekben a szabvanyos tenyésztéses eljarasoktdl szignifikansan
nem kulénbdzé eredményeket szolgaltat, jelentésen rdvidebb (altalaban 1 napon

belli) idé alatt.

Adaptaltam a redoxpotencial-mérésen alapulé mikrobiolégiai moddszert a
legfontosabb technoldgiai higiéniai kritériumok, 6sszes mikroba és Enterobacterium-
szam gyors, (esetenként 6-8 O6ra alatti), egyszeri és koltséghatékony
meghatarozasara. Vizsgalatokkal bizonyitottam annak alkalmazhatésagat nyers tej,
hius és huskészitmények, valamint kornyezeti higiéniai mintdak mikrobiologiai
ellenérzésében. A modszer lehetévé teszi a felhasznalasaval nyert mikrobioldgiai

eredmények HACCP rendszerbe valo gyors visszacsatolasat.

A redoxpotencial-mérés és Real-time PCR moddszerek kombinacidjaval modszert
dolgoztam ki L. monocytogenes élelmiszer mintakbdl toérténd Kkoltség- és
id6takarékos, gyors kimutatasara. A kombinalt moédszer elénye, hogy a dusitasi
lépésként alkalmazott redox-mddszer kisziri a negativ mintakat igy a felesleges PCR

azonositas koltsége megtakarithaté.

Kifejlesztettem a redoxpotencial-mérésen alapuldé és a Real-time PCR modszer
kombinaciéjat koltség-, munka- és id6takarékos megoldasként Salmonella
kimutatasara élelmiszerekben. A redoxpotencial-mérés, mint dusité eljaras kiszilri a
pozitiv Salmonella mintakat, a biokémiai megerésités helyett a tovabbi azonositas
real-time PCR-rel torténik. A pozitiv mintdk azonositasa 5 naprél 1 napra

csokkenthet6.
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