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1. Osszefoglalas

Az élelmiszerek mikrobiologiai ellendérzésének két alapvetd feladata az élelmiszer-biztonsagi
és a technoldgiai higiéniai kritériumoknak valdé megfelelés biztositasa. A probléma
fontossagat jelzi, hogy a fejlett orszagokban évente a lakossag kb. 30 %-a szenved
valamilyen élelmiszer eredeti megbetegedésben. Ahhoz, hogy ezt a szamot csékkenteni
tudjuk, alapveté fontossagu a patogén mikrobak jelenlétének gyors és megbizhato
kimutatasa. A hagyomanyos mikrobiologiai médszerek munka és iddigényesek, ezért nem
felelnek meg a gyors kimutatas kévetelményeinek. Nagyon gyors és megbizhatoé vizsgalatot
tesz lehetévé a real-time PCR mddszer alkalmazasa, azonban alsé méréshatara kb. 103
cfu/lg (ml), igy O©nmagaban nem felel meg a vizsgdlattal szemben tamasztott
kovetelményeknek. Tovabbi problémat jelent, hogy a méddszerrel az él§ és az elpusztult
mikrobasejtek nem kulonitheték el egymastdl. Ezeket a problémakat ugy kiszébdlhetjik ki,
hogy a PCR vizsgalat el6tt valamilyen dusitasi Iépést alkalmazunk. Munkam soran a dusitast
redoxpotencial-mérésen alapuld gyors vizsgalati moédszerrel, MICROTESTER készulék
alkalmazasaval végeztem. Meghataroztam az egyetlen él6 mikrobasejt kimutatasahoz
szlikséges mérési id6t, amely Listeria monocytogenes esetében 35 o6ra, Salmonella
esetében 24 o6ra. Azok a mintak, amelyekben a meghatarozott idé alatt nem mutatkozik
mikrobaszaporodas (nem adnak detektaciés id6t), negativak és tovabbi PCR vizsgalatuk
nem szilkséges. igy jelentés szdmu draga PCR-vizsgélat takarithatdé meg, és ezaltal a
vizsgalati koltségek csokkenthetdk. Abban az esetben, ha a vizsgalat mikrobaszaporodast
jelez (van TTD), a PCR-kimutatas elvégezhetd, mivel — vizsgalataink szerint — a detektacios

kritérium teljesiilésekor a minta mikrobaszama nagyséagrendileg 10° cfu/ml.

A redoxpotencial-valtozas mérésén alapuld és a realtime PCR moddszerek
Osszekapcsolasaval gyors, hatékony és koltségtakarékos vizsgalati protokolt fejlesztettiink
ki, amely alkalmas a kulénb6z6 élelmiszerekben patogén mikrobak jelenlétének vagy

hianyanak megallapitasara.

Az ellendrzés soran nem csak a keletkezett végterméket vizsgaljuk, hanem egyre inkabb a
technolégiai folyamatok és a feldolgozasi lanc higiénigjat is. Technoldgiai higiéniai
kritériumként leggyakrabban a mezofil aerob mikrobaszamot és az Enterobacterium-szamot
alkalmazzuk. Munkam soran vizsgalati modszert dolgoztam ki e két kritérium MICROTESTER
készllékkel torténd vizsgalatara hus és huskészitmények, valamint nyers tej és
tejkészitmények ellenbérzésére. Az eljaras a mikrobaszaporodast kisér6 redoxpotencial-

valtozas detektalasan alapul.



Tekintettel arra, hogy a detektacios id6 annal rovidebb, minél nagyobb a minta
szennyezettsége, a mdédszer alkalmazasa lehetéséget teremt arra, hogy a vizsgalt mintak
mikrobaszamat a jelenlegi szabvanyos moddszereknél — kiléndsen erfsen szennyezett
mintak esetén - sokkal gyorsabban hatarozzuk meg. A nyers tejre technoldgiai szempontbal
hatarértéknek tekintett 10%-10° cfu/ 8-9 éra alatt (nagyobb sejtkoncentracié révidebb idé alatt)
meghatarozhato. A 2073/2005/EK rendeletben az élelmiszerek mikrobiologiai kritériumairol
sz0l6 2.1. pontjdban el6irt aerob mikrobak szamanak meghatarozasa 6-10 orat vesz

igénybe, szemben a klasszikus lemezdntéses eljaras altal elirt 72 éras inkubacioval.

A rovidebb mérési id6 lehetdvé teszi az eredményeknek a gyartasi technolégiaba térténé
visszacsatolasat, a HACCP rendszer hatékonyabb alkalmazasat.

Nagyon fontos terilete az élelmiszer-eléallitas higiéniai ellenérzésének a gyartas soran az
élelmiszerekkel érintkez6 fellletek mikrobioldgiai vizsgalata, a takaritas — fert6tlenités
hatékonysaganak ellendrzése. MICROTESTER készlUlék hasznalataval olyan vizsgalati
modszert dolgoztam ki, amely alkalmas a kornyezet-higiéniai mintak mezofil aerob
mikrobaszamanak és Enterobacterium-szamanak gyors meghatarozasara. A modszer
lehetévé teszi a higiéniai tamponok kbézvetlen (a tamponokrél a mikrobak elézetes lemosasa
nélkdli) vizsgalatat, lényegesen ndvelve a vizsgalat pontossagat. A mddszerrel a vizsgalati

id6 a szabvanyos modszerekhez sziikséges 1-3 naprél néhany orara csdkkenthetd.



2. Bevezetés (célkitiizés)

A kozegészség magas szintl védelme az élelmiszerjog egyik alapveté célkitlizése. Az
élelmiszerekben Iévé 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

mértékl kockazatot jelent az ember egészségeére.

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

koltségesdkkentéssel egyitt.

Annak érdekében, hogy a fogyasztok fert6z6désének kockazata csdkkenjen és az
élelmiszerlanc mikrobioldgiai ellenérzésének hatékonysagat fokozni lehessen, megbizhaté
gyors vizsgalati médszerekre van sziikség, amelyekkel az élelmiszerekben megtalalhaté
patogének jelenléte vagy hianya eldénthetd, a technoldgiai higiéniai szempontbdl fontos
mikrobak szamanak meghatarozasa pedig lerdvidithet6. A gyors moddszerekkel nyert
mikrobiologiai eredmények HACCP-rendszerbe valé visszacsatolasaval kiszlirhetévé valna
az esetlegesen nem megfeleld minéségi termék, id6ben megakadalyozva annak az

élelmiszerlancba tortén6 bekerilését.

A jelenleg alkalmazott mikrobiolégiai gyorsmodszerek altalaban draga berendezéseket és jol
képzett laboratériumi személyzetet igényelnek. A kisvallalkozasok, vagy kislUzemek altalaban
nem engedhetik meg maguknak sajat mindségellenérzd mikrobioldgiai laboratérium
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 mikrobiolégiai vizsgalatok id8igényének jelentés mértéki
leréviditésére, egyszerlsitésére és koltségeinek csokkentésére. A redoxpotencial-mérésre
alapozott modszer elénye, hogy azonos teljesitmény (mintaszam) esetén beruhazasi
koltsége a hasonlé célra alkalmazott impedimetrias eljarasok koéltségének csupan harmada,

és szabvanyos tapkozegek felhasznalasat teszi lehetévé.
A modszert viz- és kornyezet-higiéniai mikrobioldgiai vizsgalatok céljara vizmU-
laboratoriumok valamint palackozo-uzemek Magyarorszagon és néhany eurdpai orszagban

is sikerrel alkalmazzak.



Munkam célja a redoxpotencial valtozasanak mérésén alapuldé gyors vizsgalati modszer
élelmiszeripari alkalmazhatésaganak bizonyitasa allati eredetl (tej és hus) termékek, illetve
kornyezeti mintak mikrobioldgiai vizsgalatanal technoldgiai higiéniai és élelmiszer-biztonsagi
szempontbol jelent6s mikroorganizmusok kimutatasahoz, szamszeri meghatarozasahoz

kapcsoléddan az alabbiak szerint.

e Technoldgiai higiéniai szempontbdl fontos mikrobak szamanak gyors meghatarozasa
redoxpotencial-valtozas mérésén alapulé modszerrel:

— tej 6sszcsiraszamanak és Enterobacterium-szamanak gyors meghatarozasa;

— hus 6sszcsiraszamanak és Enterobacterium-szamanak gyors meghatarozasa.

o Fellletek mikrobiolégiai szennyezettségének gyors meghatarozasa redoxpotencial-
méreéssel.
e Elelmiszerbiztonsagi szempontbdl fontosabb mikrobak gyors kimutatasa:

— redoxpotencial-mérésen alapuld- és real-time PCR médszer kombinacidjanak
fejlesztése és alkalmazéasa Salmonella sp. és Listeria monocytogenes
kimutatasara.

e Listeria monocytogenes szam kvantitativ PCR-technikaval torténé meghatarozasanak

teljesitmény-jellemzai.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Elelmiszerek mikrobiolégiai biztonsaga

A fogyasztd egészségét karositd agensek mintegy 70 %-a az élelmiszerrel, a fennmarado
hanyad pedig az ivovizzel, illetve a levegbébél jut az emberi szervezetbe (Laczay, 2013).
Elelmiszer eredetli megbetegedések széles korben elterjedtek és okoznak ndvekvé
kbzegészségugyi problémat mind a fejlett, mind a fejl6dé orszagokban. Az élelmiszer
eredetli egészségkarosodast el6idézd fert6z6 vagy mérgezé anyagok 5 f6 csoportba
sorolhatok:

o mikrobiologiai agensek

e kémiai szennyez6k

o fizikai szennyez6dést okozé anyagok

o radioaktiv szennyez6k

e Uj technoldgiai, biotechnoldgiai eredetli kockazati tényezék.
Témakoromhoz illeszkedve, ezek kozil az élelmiszerek mikrobioldgiai biztonsagat tekintem

at.

A mikrobioldgiai fert6zésekre visszavezethetd§ hasmenéses megbetegedések a vilagon a
megbetegedések szamat tekintve a harmadik, a haldlozasok szamat tekintve a hatodik
helyen allnak (WHO, 2013).

A mikrobioldgiai eredeti megbetegedésekben kulénféle baktériumok, virusok, sarjadzé- és
penészgombak, valamint prionfehérjék jatszhatnak koroktani szerepet. Az élelmiszerek és a
viz mikrobiolégiai szennyezettsége a legfébb oka a hasmenéses megbetegedéseknek. A
populacio kb. 30 %-a szenved évente valamilyen élelmiszer eredetli megbetegedésben, ez
az arany a fejl6dé orszagokban még magasabb lehet (Germini, 2009). 2011-ben 5 648
élelmiszer eredeti jarvany volt az Eurdpai Unidban, amely 69 553 human esetet jelentett 7
125 hospitalizaciéval valamint 93 halalesetet (EFSA 2013). Az élelmiszer eredetl jarvanyok
64,2 %-aban azonositottak a kérokozot. A Salmonella volt a leggyakrabban detektalt, a
jarvanyok 26,6 %-aban, ezt kdvette a baktériumtoxinok altal okozott megbetegedések szama
(12,9 %), Campylobacter-fert6zottségek (10,6 %) és virusok altal okozott megbetegedések
(9,3 %). A tobbi agens kevesebb, mint 2 %-ban volt felel6s az élelmiszer eredeti

megbetegedésekert. A leggyakoribb hordozo élelmiszerek tojas és tojastermékek voltak.
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3.1.1. Listeria monocytogenes

A listeridk rovid, palcika alaku, csillos Gram-pozitiv baktériumok. A nemzetségbe 10 faj
tartozik, 2 patogén, a Listeria monocytogenes és L. ivanovii, valamint nyolc nem patogén faj:
L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. grayi, L. marthii, L. rocourtiae, L. fleischmannii, és L.
weihenstephanensis (Mraheil et al., 2013). A fajok kdzll a Listeria monocytogenesnek van
kértani szempontbdl jelentésége, mely emberben és allatokban is sulyos megbetegedést
okoz (Pesavento et al. 2010).

A L. monocytogenes 1-2 um hosszu, nem spoéraképzd, fakultativ anaerob kérokozoé (Liu,
2006). Katalaz pozitiv, az eszkulint hidrolizalja. Glukézbdl, maltézbdl savat képez, a mannitot
és a xilozt nem bontja.

Széles korben el6fordul a talajban, természetes vizekben, szennyvizekben, az egészséges
emberek és allatok bélcsatornajaban. Képes alkalmazkodni a kulonbdzé szélséséges
kornyezeti tényez6khdz, mint a 10 %-0s s6 koncentracidohoz vagy a széles pH intervallumhoz
(4,5-9,6) és hémérsékletekhez (1-45°C). Elelmiszerekben a fagyasztast, szaritast tuléli
(Chasseignaux et al., 2002).

Megtalalhaté feldolgozatlan allati eredeti élelmiszerekben, nyers tejben, husban, halban,
zOldségeken, gyumolcsdkon, de kimutathatd feldolgozott és fogyasztasra kész
élelmiszerekben (RTE), csakugy, mint sajtokban, jégkrémekben, huskészitményekben az
utészennyezddés kdvetkezményeként (Norrung et al., 1999, Guerra et al., 2001). Gyakran
hGt6hédmérsékleten tarolt nyers és RTE élelmiszerek a fert6éz6dés forrasai (Filiousis et al.,
2009).

Fakultativ patogén, fogékony irdnta az ember, az 6sszes hazi- és vadon él6 emldsallat,
valamint a madarak is. Kér6dz6kben mastitist idézhet eld, tejjel kivalasztédhat. Gyakoribb
azonban, hogy a bélcsatorndban tunetmentesen fordul el6 és kilonbdz6 allati eredeti
élelmiszerek bélsar eredetli masodlagos kontaminacidjat okozza a fejés, a vagas vagy a
feldolgozas soran.

Az infektiv dézis nagysaga 10° cfu/ml (Schmid-Hempel és Frank, 2007). Klinikai
megbetegedés féként gyerekekben, idésekben, csdkkent ellenalléképességii személyekben
és terhes nékben alakulhat ki. Terhes ndk esetében 10-12-szer nagyobb a fertézés
kockazata az atlagosnal. A tunetek a fert6zott élelmiszer elfogyasztasa utan atlagosan 10-18
nap mulva alakulnak ki. A L. monocytogenes altal el6idézett megbetegedést extraintestinalis
tinetek kisérik, enyhébb esetben influenzaszerli allapot, sulyosabb esetben meningitis,
meningoencephalitis, endocarditis. Terhes nékben influenzaszeri tunetek jelennek meg,
lazzal, fejfajassal, hasi fajdalommal, amihez azonban a magzat transzplacentaris
fert6z6dése tarsulhat vetélést, koraszilést vagy halvasziletést okozva. A fert6zott

csecsemdBkben a szuletést kovetd egy-két hétben is kialakulhat a megbetegedés
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septicaemia, granulamotosis, tludégyulladas, meningitis formajaban, nagy aranyban
elhalalozassal (Zhou and Jiao, 2006). A Listeria-fertézés okozhat még lazas gastroenteritist,
amely nem invaziv diarrhoeaban nyilvanul meg (Doganay, 2003). Ennek lappangasi ideje 1-2
nap, a hasmenés pedig 1-3 napig tart. A 1az, a hasmenés és a myalgia tlneti kezelésre
megszinnek.

A bakteridlis endocarditis, septikaemia kovetkezménye lehet, immunszupresszalt
betegekben fordul el és mortalitasa 33%. A septicus betegek kétharmadanal figyelhetd
meg a betegség.

A Listeria monocytogenes az el6bbiek mellett okozhat még: a béron papulakat, pustulakat,

peritonitist, hepatitist, hepaticus abscessust, psychosist, osteomyelitist (Fischetti, 2000).

Az Eurdpai Uniéban 2011-ben 1 476 meger@sitett eset fordult el6. Ez valamelyest
csOkkenést jelent az el6z6 évhez képest, de szignifikans valtozas nem tapasztalhaté az
esetszamokat tekintve az utdébbi 5 évben. A koérhazi kezelések aranya koézel 100 % volt.
Epidemioldogiai adatok azt mutatjak, hogy a listeriosis esetében a legmagasabb a
hospitalizaciés rata és a legmagasabb a halalozasi arany az élelmiszer eredeti
megbetegedések kozott az Egyesiilt Allamokban és az Eurépai Unidban is (Mead et al.
1999; Scallan et al. 2011). Osszesen 134 halalesetet jelentettek, a legmagasabb esetszam
Franciaorszagban fordult el, Magyarorszagon 11 esetet erGsitettek meg. Egy sulyos
Listeria-jarvany fordult el Belgiumban 11 human esetet okozva, mindannyian korhazi
kezelésre szorultak és 4 személy meghalt. A listeriaval fert6zott élelmiszer hazi készitésu
sajt volt. Finnorszagban és az Egyeslilt Kiralysagban pékaru és készétel volt a hordozé.
Svajcban eléforduld jarvany esetén, amely 9 személyt érintett, a fogyasztott élelmiszer
sertéshus és huskészitmény volt.

Szamos Listeria-jarvany tej vagy tejtermék fogyasztasahoz kapcsolhaté és okoz problémat a
tejiparban, tekintve az esetszamokat és a 20-30 %-os halalozasi ratat (Griffiths, 1989; Newell
et al. 2010).

A 2011-es évben vizsgalt mintak koézil a nem megfelelék aranya a halaszati termékek
esetén volt a legmagasabb, 6,7 %. Tej esetén, a gazdasagokban vett mintak 3,7 %-a volt
nem megfeleld, ez kdzvetlen fogyasztasra szant nyers tej mintékat jelentett. Sajtok esetében
kategoriatél és mintavételi helytél fuggéen a mintak 0,1-5,4 %-a tartalmazott a

megengedettnél tobb L. monocytogenest.
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3.1.2. Salmonella

A salmonellosis a legjelentésebb élelmiszer eredeti megbetegedések koézé tartozik,
készdnhetéen annak endémias természete, magas morbiditasa és az élelmiszerek széles
koéréhez kothetd volta miatt (Aarestrup et al. 2007; de Freitas et al. 2010). A Salmonella-
fert6zés jelentds egészségugyi és gazdasagi terhet jelent az egész vilagon (Chen et al.,
2010).

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozé baktériumok révid palcika alaku, tdbbnyire csilloval
rendelkezd, fakultativ anaerob mikrobak. A harom f6 antigén szerint a salmonelldknak tébb
mint 2600 szerotipusat kulonboztetik meg, és a kuldnbdzé szerotipusok el6fordulasa
folyamatosan valtozik. A szerotipusok tobb mint 99 %-a a Salmonella enterica fajba tartozik,
melyen belll 6 alfajt kulénbdztetink meg. Az élelmiszer-mikrobiologiai szempontbdl fontos
szerotipusok az |. alfajba tartoznak (S. enterica subspec. enterica) (Laczay, 2013).

A salmonellak az emberi és allati bélcsatorna lakéi. Egyes szerotipusok eléfordulasa
altalanos (S. Typhimurium, S. Enteritidis), masoké csak meghatarozott gazdaszervezetre
korlatozodik. A salmonellak drtlékkel kertulnek a kdrnyezetbe, ahol hosszu ideig tulélhetnek,
de nem szaporodnak. A husok szennyez6dése kozvetlenil az allatok salmonellosisabdl
szarmazhat, vagy feldolgozas soran kenddik a béltartalom a hus feltiletekre.

A salmonellak 6-47°C hémérsékleti és 3,8-9,5 pH-tartomanyban képesek szaporodni. Hével
szembeni ellenalléképességuk Dgy=0,1-2 min.

Daralt husban, tojasos, majonézes termékekben 4°C felett szaporodni képesek (Laczay,
2013).

A human salmonellosisok tébbségét az élelmiszerrel felvett, allati eredet(i zoonotikus
szerotipusok okozzak. Az élelmiszer kozvetitbje is lehet az allatokat meg nem betegitd
human patogén szerotipusoknak is. Laz, hasi fajdalom, esetenként hanyas és hasmenéssel
jaro korkép jellemz6 a human megbetegedésekre. Altalaban révid, 12-36 éras lappangasi idé
utan jelentkeznek a tinetek. A mortalitas alacsony, a megbetegedések kevesebb, mint 1 %-a
jar halallal.

Az EU-ban az emberi megbetegedéseket leggyakrabban a S. Typhimurium és S. Enteritidis
szerotipusok okozzak. A S. Enteritidis altal elidézett megbetegedések kontaminalt tojas és
tojastermékek, valamint baromfihus fogyasztasahoz kétheték, mig a S. Typhimurium okozta
megbetegedések fert6zott sertés-, marha- és baromfihus fogyasztasa esetén fordulnak elé a
leggyakrabban (EFSA 2013, Gantois et al. 2008).

A human salmonellosis esetek szama a 2008-2011-es id&szakban szignifikansan csokkent,
kdszonhetéen az EU-ban folyd Salmonella-gyéritési programoknak. 2011-ben dsszesen 97

897 salmonellozis esetet jelentett a 27 tagallam, melybdl 95 548 esetet erGsitettek meg. Ez

14



5,4 %-o0s csoOkkenést jelent az el6z6 évhez képest. Magyarorszag 6 446 esetet jelentett,
ebbdl 6 169 kerllt megerdsitésre.

2011-ben a nem megfeleld mintdk szdma a hus eredetl élelmiszerek kozétt volt a
legmagasabb. Daralt baromfihnus és baromfihus-készitmények voltak a leginkabb
salmonellaval fert6zottek az EFSA jelentés szerint (az egyedi mintak 6,8 %-a és a
tételmintak 2,4 %-a nem felelt meg a 2073/2005 EK rendelet altal el6irt kritériumoknak).

A jarvanyok 50,5 %-aban tojas és tojastermékek voltak a fert6zédési forrasok, hasonléan az
elmult évek statisztikajahoz. S. Enteritidis volt a legnagyobb aranyban felelés a human
megbetegedésekért. Jarvanyok esetén a tojas és tojastermékek fogyasztasahoz koéthetd
esetek aranya magasabbnak bizonyult az el6z6 évekhez képest.

A masodik leggyakoribb élelmiszerkategoriat az Osszetett élelmiszerek alkottak (7,4%-a a
jarvanyoknak ehhez a kategériahoz kéthet6), amelyet az édességek és a csokoladé kovetett
6,7%-kal.

3.2. Technolédgiai higiéniai kritériumok

A technoldgiai higiéniai kritérium” olyan kdévetelmény, amely a gyartastechnoldgia
elfogadhaté miikddését jelzi, nem vonatkozik a forgalomba hozott termékekre. A kritérium
egy indikativ szennyezettségi értéket hataroz meg, amely felett helyesbitd intézkedések
szlilkségesek ahhoz, hogy a technoldgiai higiénia megfeleljen az élelmiszerjogi elbirasoknak
(2073/2005/EK). A kovetelményeket a gyartasi folyamat meghatarozott szakaszaban kell
teljesiteni. Ha nem teljesil, az intézkedés, a gyartasi folyamatba térténé beavatkozas (a
termék tehat forgalomba hozhatd). Mar forgalomban Iévé termékeket ez alapjan kifogasolni
nem lehet. A termelési folyamatok mikrobiolégia ellenérzésében kialakult az élelmiszer-
technolégiai higiénia fogalma, melynek keretében a feldolgozasi folyamatok allandé

ellen6rzésével megel6zd tevékenyseéget folytatunk.

A 2073/2005/EK rendelet szerint a technoldgiai higiéniai kritériumok kézll a leggyakrabban
vizsgalt paraméterek a Salmonella mellett az areob mikrobak szama és az

Enterobacteriaceae szam.

3.2.1. Enterobacteriaceae

Az Enterobacteriaceae csalad képviselbi széles korben elterjedtek, jelen vannak a talajban, a
vizben, a névényekben és az allati, illetve az emberi bélcsatornaban. Ezért jelenlétik az

ilyen jellegl szennyez6désekre, kuldndésen a fekal kontaminacié jelzését tekintve, indikator
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szereppel bir és szamuk meghatarozasa az élelmiszer-mikrobioldgiai laboratériumok egyik
leggyakoribb feladata (Blood és Curtis, 1995). Az Enterobacteriaceae csaladba tartozo
baktériumokat, a feluletek higiéniai allapotanak megitélésére vonatkozé szabalyozas kulon is
kiemeli, mert a csaladba tartozé fajok jelenléte, mennyisége a legfontosabb fokméréje az
adott izem higiéniai allapotanak. Az élelmiszerekre meghatarozott mikrobioldgiai kritériumok
egy része is erre a csaladra vonatkozik. Az Enterobacteriaceae szam meghatarozasa a
korabbi, nehezebben definialhatd, koliform csoportba tartozé baktériumok szamanak

meghatarozasat valtotta fel (Joosten et al. 2008).

Az 1-3 pm hosszU, palca alaki Gram-negativ baktériumok spérat nem képeznek. Altalaban
csillokkal rendelkeznek, amelyek peritrich elhelyezkedésliek. Mind aerob és anaerob
koralmények kozott képesek anyagcserét folytatni és szaporodni. Taplalkozasi igényuk
egyszer(, aerob légzéssel a vegylletek széles sorat (szénhidratokat, szerves savakat,
aminosavakat) fel tudjak hasznalni, gyakran &6sszetettebb vegylletek (keményit6, pektin,
fehérjék) lebontasara is képesek. Legfontosabb nemzetségeiket, fébb tulajdonsagaikat az 1.

tablazatban foglaltam dssze.

1. Tablazat Az Enterobacteriaceae csalad fontosabb tagjai

Laktoz Fekalis Human
Nemzetség
pozitivitas eredet enteropatogenitas
Citrobacter +/(-) -/(+) -
Edwardsiella - + -/+
Enterobacter + -I(+) -
Erwinia -I(+) -/(+) -
Escherichia + + -/+
Hafnia -/(+) -/(+) -
Klebsiella + -I(+) -/+
Proteus - -I(+) -/+
Salmonella - + +
Serratia - - -
Shigella - + +
Yersinia - + -[+

Az Escherichia fajok tdbbsége, a Shigella és a Salmonella fajok mindegyike az emberi és
allati bélcsatornaban él. Az E. coli az ember vastagbelének normalis lakéja, fontos

szimbiontanak tekinthetd, azonban bizonyos szerotipusok fert6z6 betegségeket okoznak
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3.2.2. A nyers tej mikrobiolégiaja

Az egészséges tej eléallitasa a termelék, feldolgozok és fogyasztok k6zos érdeke, mert a tej
altal kozvetitett élelmiszereredetli megbetegedések kiemelked6 jelentéségliek. Annak
ellenére, hogy a tej nagy része pasztérozott formaban kerll fogyasztasra, tobb érv szél a
termel6i nyers tej mikrobiolégiai mindség-ellenérzésének fontossaga mellett. Egyrészt a
nyers tej kulonb6z6 patogén mikroorganizmusokat tartalmazhat, amelyeket a pasztérozési
eljarasok nem pusztitanak el, masrészt nyers tejbél pasztérozés nélkil készilt tejterméekeket
vagy akar kdzvetlenill nyers tejet is fogyasztunk. Elelmiszer-biztonsagi és technoldgiai
higiéniai szempontbdl a 10°/ml &sszcsiraszam jelenti tej esetében a kritikus hatart, mert a
normal pasztérézési eljarasok ennél a mikrobaszamnal még kell6 hatékonysaggal

alkalmazhatok.

A nem kelléen hékezelt tejek esetén, nyers tejbdl készlilt sajtok, alacsonyabb hémérsékleten
hékezelt tejbdl készult termékek elballitdsakor fontos az Enterobacteriaceae csaladba
tartozé mikrobak jelenlétének kizarasa a feldolgozas el6tt. Kildndsen lényeges a
mikrobioldgiai vizsgalat gyorsasaga telepi begyljtés esetén, mert egyetlen tejtermeld telep
tulzott szennyezettségll tejének bekeverése a teljes mennyiséget tonkreteheti. Erre a
problémara jelent megoldast az egyedi, gyors tejminésités a termelés helyszinén vagy az

Uuzemben, még az atvétel, ill. a feldolgozas el6tt.

3.2.3. A nyers hussal szemben tamasztott mikrobiol6giai kovetelmények

Az élelmiszerek mikrobioldgiai kritériumairdl szolo 2073/2005/EK rendelet a 2.1. pontjaban
az aerob mikrobak szamanak meghatarozasat irja eld, amely jol tikrézi a valésagos
o0sszmikrobaszamot, mivel a teljes mikrobapopulacioban ezekhez képest az obligat anaerob
mikroorganizmusok aranya nagysagrendekkel kisebb.

Bar az egészséges vagoallatok husa gyakorlatilag csiramentesnek tekinthetd, mégis a vagas
soran elkerulhetetlenul szennyezédik bizonyos mikroorganizmusokkal. Feltételezzik, hogy
egyes hustipusoknal (felsal, marhalabszar, marhanyak, daralthus) tébbé-kevésbé allandé a
mikrobiota dsszetétele. A hus feluletén aerob, belsejében anaerob kérilmények uralkodnak.
Kovetkezésképpen a nyers hus fellletén aerob (Staphylococcus, Micrococcus,
Pseudomonas nemzetségek), a belsejukben anaerob és fakultativ anaerob mikrobak

(Campylobacter, Salmonella, enterobaktériumok) tudnak szaporodni (Dedk, 2006).
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3.3. Az élelmiszerrel érintkez6 feliilletek mikrobioldgiai szennyezettsége

Az élelmiszerek szallitasara, feldolgozasara szolgalé edényzet, eszkdzok, gépek,
berendezések, valamint az Uzemi és tarold helyiségek fala, padozata allandé mikrobioldgiai
szennyezési forras. Az eszk6zokon, berendezéseken, gyartd vonalakon kialakulé mikrobiota
Osszetétele és nagysagrendje sok tényez6tdl fligg, és altalaban az Gzemi higiénia fokmérdje.
A feliletes, nem rendszeres, vagy nem megfelel§ tisztitast, fert6tlenitést sok
mikroorganizmus tuléli. Vizes kornyezetben azonban, még koriltekintéen elvégzett
fert6tlenités esetén is, a felulet (mlanyag, beton vagy acél) és az alkalmazott fertétlenitészer
min6ségétdl figgben, a biofiimképzédés védd szerepe miatt, kialakulhat ellenalld, akar
patogén (Salmonella, Klebsiella, Pseudomonas, Campylobacter, enterohaemorrhagias E.
coli, Listeria) mikrobafajokbdl allé fellleti mikrofléra, ami folyamatos kontaminacios forrast
jelenthet az élelmiszer-feldolgozas folyaman (Joseph et al., 2001). A szokasos
fertétlenitésnek ellenalldé mikroorganizmusokbdl alakul ki az Uzemi mikrofléra, amely a
gyartott termékféleség szerint tobbnyire jellegzetes 0Osszetétell és a korlilményekhez
legjobban alkalmazkodott fajokbdl all. Ez igen veszélyes specifikus szennyezési forras
(Deak, 2006).

FelUletek, igy az élelmiszer és a vele érintkez6 anyagok, érintkezésénél a
mikroorganizmusok atvitele a donor felliletekrdl, a recipiens fellletekre torténik. Az atvitel
alapvetéen a mikrobak szamatdl és azoknak a kulénb6zé tulajdonsagu fellletekhez valo
kotédési képességétdl fligg. Ez utdbbit kilonb6dzd kilsé (kdrnyezeti), illetve belsd

(mikrobialis) faktorok befolyasoljak.

A kulsé faktorok kozé tartoznak, a nyomasviszonyok, a nedvesség, a fellletek fizikai
min&sége, husiparban az élelmiszer zsir/hus aranya és az érintkezési id6k. A legfontosabb
bels6é faktorok a mikrobak extracellularis struktarai (fimbriak, csillok), a mikrobak fellletét
boritd exopoliszacharid mindsége, és az ezekbdl levezethetd mikrobialis klaszter, illetve

biofilmképz&dési erély.

A donor és recipiens felllet k6z6tt torténd mikroorganizmus-atvitel jellemzésére az atviteli
arany (transfer rate, TR) szazalékban megadott értéke szolgal, ami a fellletek érintkeztetése
utan a roluk kitenyésztett mikrobak telepképzd egységeinek meghatarozasabdl szamolhato,
és jol jellemzi az adott gyartasi kornyezetben lehetséges kontaminacié mértékét (Pérez-
Rodriguez et al., 2008).

Gyakorlati  koérdlmények kozott az  élelmiszerekkel érintkezé fellletek mikrobiologiai
szennyezettségét vizsgaljak, ami jo becslést ad az igy lehetséges keresztszennyezddésre,

az adott Uzemi technolégiai vonalra vonatkozd el6irasok betartasanak pontossagara, a
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higiéniai tisztasagara, a tisztitas, fert6tlenités hatékonysagra. Ezzel az uUzem vagy a
technoldgiai vonal J6 Higiéniai Gyakorlatara (Good Hygienic Practice) és kdzvetve, a Jo
Gyartasi Gyakorlatdnak (Good Manufacturing Practice) meglétére, illetve hianyara is
kovetkeztethetunk (Deak et al., 2006).

3.4. Mikrobiolégiai ellen6rzé6 médszerek

3.4.1. Klasszikus, tenyésztéses mikrobiol6giai médszerek

A hagyomanyos mikrobiolégiai mddszerek a Listeria monocytogenes és a Salmonella
kimutatas esetén, beleértve a nem-szelektiv el6dusitast, a szelektiv dusitast, a kiildnb6z6
szelektiv és differencialé taptalajokon térténé tenyésztést, meglehetésen iddigényes
folyamatok. A gyanus telepeket biokémiai, szeroldgiai vizsgalatokkal meg kell erésiteni. igy a
klasszikus szabvany szerinti médszerek id6éigénye tobb mint 7 nap is lehet (Patel et al.,
2006).

Osszcsiraszam meghatarozas esetén 3 nap, Enterobacterium-szam meghatarozas esetén

48 ¢6ra a standard modszer iddigénye azonositassal egyutt.

A meglehetésen hosszu vizsgalati id6 miatt igény mutatkozott arra, hogy a mikrobak
kimutatasara szolgalé hagyomanyos élGsejtszam-meghatarozasi modszereket jelentbsen

gyorsabb, és emellett automatizalhato, Uj vizsgalati eljarasokkal valtsak fel.

3.4.2. Gyors mikrobiolégiai médszerek

3.4.2.1. Szinreakcion alapul6 mérési modszerek

A prokariéta sejtek anyagcseréjére jellemzd hidrogén-transzport aktivitds redox
indikatorokkal kimutathaté. Az él6 sejtek hidrogén-transzport rendszere a kék szini
metilénkék indikatort reverzibilis reakciéban szintelen leuko-metilénkékké redukalja. A
mikrobakat tartalmazé élelmiszert vagy szuszpenziét Osszekeverve megfeleld
koncentracioval. Szoros korrelacié az elszintelenedési id6 és a telepszam kdzott azonban
nem varhatd, mivel a Kkilénb6z8 mikroorganizmusok eltérd redukcidés aktivitassal
jellemezhetbk, vagy néhany élelmiszer onmagaban is képes a redukciora, valamint az

atmoszférikus oxigén abszorpcidja csokkenti a redukcié sebességét. A hatranyok ellenére
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az egyszer( és gyors redukcios probak tajékoztaté jellegi telepszam becslésre alkalmasnak

bizonyultak.

Az 1930-as évektdl kezd6édéen metilénkék helyett egy masik redoxindikator, a rezazurin
terjedt el. Ennek elénye, hogy az oxidalt forma kék szinébdél a redukalt forma rézsaszin
arnyalataba vald atmenet sokkal gyorsabb, mint a metilénkék elszintelenedése. Hatranya,
hogy a modszer kevésbé standardizalhaté és a rezazurin fényérzékeny (Mossel et al.,
1995). A redukcios prébaknal a tej és festék standard mennyiségeit (rendszerint 10 ml tejet
és 1 ml festékoldatot) 6sszekeverték és meghatarozott hémérsékleten inkubaltak. A tejhez
adott festékoldat (redox-indikator) szinvaltozasanak idejébdl, vagy meghatarozott id6é alatt
bekdvetkez6 szinvaltozasabol kodvetkeztettek a tej csiraszamara. A metilénkék oxidalt

allapotban kék, redukalt allapotban szintelen.

A redukcios prébakat elterjedten hasznaltak nyers tej, fermentalt tejtermék (Garvie és
Rowlands, 1952), jégkrém (Alexander és Rothwell, 1970; Anderson és Whitehead, 1974) és

fagyasztott ételek (Kimmerlin, 1982) esetében.

3.4.2.2. ATP biolumineszcencia mérés

Az ATP-luminometria egy olyan gyors biokémia modszer, mely a szentjanosbogar
fénykibocsatasaban is mikodd luciferin-luciferaz enzimrendszert alkalmazza (Deak et al.,
2006). Az eljaras lényege, hogy a vizsgalt mintahoz luciferaz enzimet adnak, az enzim
reakcioba lép az él6 szervezetek (mikroorganizmusok, allati sejtek) energiatarolo

komponensével (az ATP-vel) és vilagitani kezd.
luciferin/luciferaz + ATP + O, — oxiluciferin + luciferaz + AMP + fény (560 nm)

A reakcidhoz szikség van ATP-re és a luciferin-luciferaz enzim szubsztrat rendszerre. A
reakcio soran atmenetileg oxiluciferin-luciferaz-AMP komplex képzddik, mely gyorsan bomlik,
és az oxiluciferin a felszabaduld energiat foton formajaban adja le. Osszefoglalva: az
enzimes reakcio hatasara a jelen 1évé ATP fénykibocsatas mellett reagal. A folyamat soran
keletkez6 fényt egy készilék, az un. luminométer, érzékeli és méri. Minél nagyobb a
fényintenzitas, annal nagyobb az ATP-tartalom és annal nagyobb a szennyez6dés mértéke
(Stannard, 1989).

A mobdszert széles koérben hasznaljak élelmiszer-ipari nyersanyagok (hal, hus, tej),
késztermékek (italipar, tejipar), valamint viz vizsgalatara; leggyakrabban azonban a fellletek

higiéniai ellenérzésére, ahol néhany perc alatt megoldhaté a tisztitas-fertétlenités
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hatasfokanak kontrollja. Fellletek esetében, adott izemi kérnyezetben, a mddszer gyorsan,

j6 becslést ad a szennyezettség mértékére, igy a valds ideji monitorozas értékes eszkdze.

A modszer alkalmazhatésaganak egyik korlatja alacsony specifikussaga, hiszen a ndvényi
és allati sejtekben a mikroba eredetiinél Iényegesen nagyobb koncentraciéban van ATP
(Deak, 2006). Masik korlatja, a kismértékl érzékenysége; igy példaul fellletek mikrobas
szennyezettségét tekintve 10* cfu/100 cm? kimutatasi hatarral szamolhatunk (Davidson et al.,
1999).

A készllék (a luminométer) a folyamat soran keletkezé fényt érzékeli és méri. Minél erésebb
a fényintenzitas, annal magasabb az ATP-tartalom és annal nagyobb a szennyez6dés. A
mérés rendkiviil érzékeny, hiszen 10 g ATP mar kimutathatd.

Az ATP gyorshigiéniai mérékészilékkel megfelel6 minta-elékészités utan rovid idé (mintegy
5 masodperc) alatt eredményt kapunk a mintazott felllet higiéniai allapotarél. A mérés csak
arrél ad tajékoztatast, hogy a felllet tiszta-e vagy sem, azt azonban nem képes kimutatni,
hogy mennyire és milyen baktériummal szennyezett. Ha pontosan azonositani akarjak a
kérokozét, a minta el6készitéséhez szikséges id6 miatt az eljaras tovabb tart (Deak, 2006).
Nyersanyagok (hal, hus, tej), késztermékek (italipar, tejipar) valamint viz vizsgalatara is
alkalmas a gyorsteszt. Elelmiszerek vizsgalatanal azonban a névényi és allati sejtekben a
mikroba eredet(inél Iényegesen nagyobb koncentraciéban van ATP. llyenkor detergensekkel
valo el6kezelés utan lehet csak elklléniteni a mintaban levd mikroba-, illetve névényi vagy
allati eredetli ATP-t.

3.4.2.3.. Impedimetrias modszerek

E vizsgalati modszerek alapja, hogy mikdzben a mikroorganizmusok a tapkdzegben
szaporodnak, metabolizmusuk soran a toltés nélkuli, vagy gyenge toltéssel rendelkezd
szubsztratot kis molekulatdmegl, nagy toltési molekulakka (pl. aminosavak, tejsav)
alakitjak, megvaltoztatva ezzel a tapkdézeg impedanciajat (valtéaramua ellendllasat), illetve
vezetbképességét. E két jellemzé valtozasanak folyamatos mérésével (az oldatba merild
elektréd segitségével), adott hémérsékleten, kdvetkeztetni lehet a mikrobak szaporodasara.
A mérés soran a mérékészulék meghatarozza az un. detekcids id6t (TTD, time to detection),
amely alatt a mikrobaszaporodas altal okozott valtozas egy bizonyos klszdbértéket elér. A
TTD forditottan aranyos a minta eredeti mikrobaszamaval, és fligg a kezdeti mikrobaszamtél,
a vizsgalt mikroorganizmus szaporodasi kinetikajatol, valamint a tapkozeg tulajdonsagaitol.
Mivel a TTD és a kezdeti él6sejtszam logaritmusa (IgN) kdzott 103-107 sejt/ml koncentracié

tartomanyban linearis az dsszeflggés, a kalibracios gorbe meghatarozéasa utan, ennek
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hasznalataval, a detekcios id6kbdl a kezdeti él6sejtszamra kovetkeztethetlnk. A kiindulasi
sejtszamtol fliggbéen akar néhany éran belll eredményeket kaphatunk

Az impedimetrias mérési technikat élelmiszer-mikrobiolégiai vizsgalatokban az 1980-as évek
masodik felétdl mar széleskorlen alkalmaztak, tej 6sszmikrobaszam vagy boréleszték
kimutatasara (Nieuwenhof and Hoolwerf, 1987).

A taptalaj kezdeti impedanciajat az oldat dsszetétele hatarozza meg. Nagy sékoncentracioju
oldatok esetén (pl. Salmonella-, Listeria-szelektiv taptalajok) a mikroorganizmusok
szaporodasa kis impedancia valtozast eredményez. Ezekben az esetekben a tapkdzeg
impedanciajanak valtozasa kozvetlenll csak bizonytalanul mérhetd, ehelyett indirekt mérés
alkalmazhat6. Az indirekt mérés soran a képz6d6é CO,-t vezetik a tapoldattdl elkilonitett —
lugos oldattal toltott — mérécellaba, és a CO, hatasara bekdvetkez6é impedancia valtozast
mérik (Bolton, 1990; Deak és Beuchat, 1993a,b; Timms et al., 1996).

Az impedimetrias modszer elénye a gyors eredmény, az automatikus kiértékelés és az
alacsony mikodési koltség. Nagy sokoncentraciéju tapoldat impedancia mérésre
kozvetlenll azonban nem hasznalhatd, az indirekt médszernek pedig gatat szab, hogy nem
minden mikroorganizmus termel a szaporodas soran CO,-ot.

A jelent6s elényok mellett az impedimetrids modszer tovabbi korlatai kozé tartozik, hogy kis
élésejt koncentracioknal megbizhatatlan; 10° sejt/ml alatt a kiindulasi sejtkoncentracié csak
nagyon pontatlanul becsilhetd, a kalibracios gorbéket nem lehet meghatarozni. Mivel az
impedancia fugg a mér6cella alakjatdl, ezért a mérés csak a specidlisan kialakitott
mérécelldban végezhet6 el, igy a minta mennyisége meghatarozott. Tovabbi hatrany, hogy
az impedancia er6sen hémérsékletfliggé. A mért jel hémérsékletérzékenysége igen nagy,

ezért nagy pontossagu (£0,002 °C), kdltséges termosztat alkalmazasat teszi szlikségessé.

3.4.2.4. Redoxpotencial-mérés

A redoxpotencial-mérésen alapuldé moddszer lényege, hogy a mikroorganizmusok
szaporodasat a tapkdzeg redoxpotencial-valtozasanak mérése alapjan detektalja. A mért
érték valtozasanak kiértékelése lehetéséget teremt a vizsgalt mintak élésejtszamanak az

impedimetrias modszereknél nagyobb tartomanyd meghatarozasara (Reichart et al., 2007).

A mikrobak energiaforrasa a bioldgiai rendszerekben altalanosan elterjedt bioldgiai oxidacio,
melynek soran a kornyezetiket, részben az oxigén-felhasznalds, részben a redukalo

anyagok felszaporodasa révén, redukaljak.
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A mikrobaszaporodas széles redoxpotencial-tartomanyban lehetséges, az egyes
mikroorganizmusok szaporodasuk redoxpotencial-tartomanya, illetve az azt befolyasold

oxigénhez valo viszonyuk szerint négy alapvet6 csoportba sorolhatok:

1. Az obligat aerob mikroorganizmusok aerob légzést végeznek, energigjuk nagy
részét az oxidativ foszforilaciébol nyerik, oxigént hasznalva terminalis elektron
akceptorként. Szaporodasukhoz oxigént és nagy redoxpotencialu (300 mV-ot

elérd, vagy meghaladd) kézeget igényelnek.

2. Az obligat anaerob mikroorganizmusok csak negativ redoxpotencialu
kézegben képesek szaporodni, az oxigén teljes kizarasaval. Szaporodasuk

redoxpotencial tartomanya -300 mV alatti.

3. A fakultativ anaerob mikroorganizmusok mind aerob, mind anaerob
kornyezetben szaporodnak. A kornyezet redoxpotencialja fliggvényében

energiajukat aerob légzés vagy erjesztés utjan nyerik.

4. Az aerotolerans anaerob mikroorganizmusok bar aerob légzésre képtelenek,

ennek ellenére oxigén jelenlétében is szaporodnak.

A mikroorganizmusok el6bb emlitett anyagcsere-tulajdonsagaibol kdvetkezik, hogy adott
hémérsékleten, adott kezdeti pH viszonyok mellett, zart rendszerben, a redoxpotencial-
valtozas meérése j0 jelzbje lehet a mikrobidlis anyagcsere intenzitasanak és jellegének
mérésére, és hogy az intenzitas figg a kiindulasi élésejtszamtol, mig a jelleg az adott

mikrobacsoportra, illetve fajra lehet jellemzé.

Ezt hasznaljuk ki a redoxpotencial-valtozas mérésén alapuld moddszerben. A fentiek
értelmében, a mikroorganizmusok szaporodasa kovetkeztében a kdrnyezet (taptalaj)
redoxpotencialja csokken, és a redoxpotencial-valtozas gorbéje jellemzé az adott

mikroorganizmusra (Reichart et al., 2007).

A mikrobaszaporodast kiséré redoxpotencial-csokkenés mérése alkalmas lehet a mikrobialis
aktivitas kimutatasa mellett az élésejtszam becslésére is. Erre vonatkozéan a 20. szazad
els6 harmadatol kezd6déen festék-redukcios probak terjedtek el, dontéen a tej
mikrobiologiai allapotanak relative gyors meghatarozasara.

A mikroorganizmusok redukcios aktivitdsan alapulé meghatarozasi modszerek elméleti
hatterének és torténetének kitlind 6sszefoglalasat adja Kroll (1989).

A redoxpotencial mérhet6 egy inert fém elektrod (altalaban platina) és egy vonatkoztatasi
elektrod alkalmazasaval. Elvileg a vonatkozasi elektrod a normal hidrogén elektrod; a
gyakorlatban azonban kalomel, vagy mas referencia elektrodot hasznalunk, amelynek a

normal hidrogén-elektrodra vonatkoztatott potencialja ismert. Ma mar gyakorlatilag kombinalt
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redox-elektrodakat hasznalunk, melyeknél a méré és a vonatkoztatasi elektrodokat egyetlen
elektrod- testbe épitették be.

A SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék és a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszer-
tudomanyi Kar, Fizika-automatizalas Tanszék munkatarsai altal kifejlesztett és
szabadalmaztatott eljaras (Reichart et al., 2005) és annak megvaldsitasat szolgalo
MICROTESTER nevi berendezés a kdzeg redoxpotencialjanak mérése alapjan teszi lehetévé
a minta mikrobaszamanak gyors meghatarozasat. A mérési eljaras elméleti alapjait, miiszaki
megvaldsitasat és koliform mikrobak meghatarozasara torténé validalasat Reichart és

munkatarsai (2007) ismertették.

A redoxpotencial valtozasa fluggetlen a mérécella alakjatél, méretétél és széles kérben a
taptalaj osszetételétél, ezért a mérés tetszéleges mennyiségli mintaval, barmely folyékony
tapkozegben elvégezhetd. Ennek megfeleléen a MICROTESTER az impedimetrias
méréstechnikaban alkalmazott 0sszes vizsgalaton tul lehetévé teszi szabvanyos
mikrobiologiai eljarasokban alkalmazott taptalajok felhasznalasat és membranszirén

koncentralt mikroorganizmusok szamanak meghatarozasat is.

A tapleves redoxpotencial értékét a hdmérséklet ingadozasa csak kismértékben befolyasolja.
1°C hémérséklet-emelkedés tapkdzegtdl figgden 0,5-1,5 mV csdkkenést eredményez, ami
termosztalt kdzeg esetében messze elmarad a detektacios kritériumként elirt 5-10 mVv/10
perc valtozastdl. A modszer nem igényli az impedancia méréshez elGirt nagy pontossagu
termosztatok alkalmazasat, elegendd a normal mikrobiolégiai gyakorlatban alkalmazott

10,5°C pontossagu vizfurdék felhasznalasa a mérécellak termosztalasahoz.

3.4.2.5. PCR-moédszerek

A polimeraz-lancreakcié (PCR) a DNS enzimatikus amplifikdlasara hasznalt molekularis
biologiai technolégia. Lehetévé teszi a DNS kis darabjainak megsokszorozéasat analizalas
céljabol. Altalanosan hasznalt modszer élettani kutatdsokban vagy egészségligyi
laboratériumokban pl. 6rokletes betegségek, fert6zd betegségek kimutatasara. Adott DNS
szakaszrol a masolatok DNS-polimeraz enzim segitségével készilnek, mely reakcié harom
lépésbél all: A duplaszalu templat DNS szaélainak elvalasztasa hédenaturacioval, a
hémérséklet csokkentésével a primerek templat DNS-hez kapcsolasa és végul az
egyszaluva denaturalt templathoz kapcsolédd primerek végeinek meghosszabbitasa
polimeraz enzim segitségével, mikdzben a templat elkésziti a DNS kiegészité szalat. A
masodik és harmadik lépés ismétlésével a polimeraz az ujonnan elkészitett szalakat

templatként hasznalja. Az igy keletkezett DNS mennyisége exponenciadlisan ndvekedik.
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Optimalis esetben, az exponencidlis szakaszban a DNS mennyisége a reakcidelegyben
minden egyes PCR ciklusban duplazadik, igy 25-30 ciklus utan 10’-szerese az eredeti elegy
DNS tartalmanak. A keletkezett végtermék ezutan gélelektroforézissel vizsgalhatd. Az

amplifikaciés gorbe szakaszait az 1. abra szemlélteti.
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1. abra Az amplifikaciés gorbe szakaszai

e Exponencialis fazis: a felsokszorozni kivant nukleotidszekvencia mennyisége minden
egyes ciklusban elvileg megduplazodik. A folyamat a célszekvenciara nézve
specifikus és pontos.

e Linearis fazis: a reakcio fokozatosan lassul, a képz6dott termék ugyanakkor elkezd
degradalodni.

e Platé fazis (végpont: a hagyomanyos PCR detektalasi pontja): a reakcio leall, tébb
termék képz6dése mar nem figyelhetd meg. A képzddott termék egy idd utan

degradalodik.

Minél nagyobb a cél-szekvencia (target) kiindulasi kdpiaszama, a jelintezitas annal korabban

lépi at a detektacios kuszdbértéket. Az ehhez szikséges ciklusszam: CT.

Real-Time PCR vizsgalat soran a végtermék felsokszorozédasa ciklusrdl ciklusra
végigkdvethetd, igy lehetéség nyilik amplifikacios és PCR-kinetikai gorbék felvételére. A
detektalas fluorimetrias uton torténik, ennek valamely floureszencias jelzési technika
hasznalata az el6feltétele. A PCR-termék szekvenciaspecifikus kimutatasa specialis
fluoreszcens prébakkal megvaldsithatd. A hibridizaciés prébapar két kilénb6zé fluoreszcens

festékkel jelolt oligonukleotid, mely a PCR-termékre 1-3 nukleotid tavolsagban hibridizal. Az
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akceptor festéket a gerjesztett donor festék fluoreszcens rezonancia energia transzfer révén
gerjeszti, melynek fényemisszidja detektalhatd. A real-time PCR készulékek kulonbozé
hulldmhosszu fluoreszkalo jeleket képesek detektalni, kildonbdzd hullamhosszu gerjesztési
forrast (LED, lézer) tartalmaznak. A kivant PCR-termék megfelel6 pozitiv kontroll
jelenlétében azonosithatd, igy nem szikséges gélelektroforézissel ellendrizni (Mackay és
Sakzewski, 2007).

Molekularis médszerekkel, mint a PCR-reakcioval gyorsan kimutathatok és azonosithatok a
patogén mikrobak az élelmiszerben (Rijpens and Herman, 2002). A kilénb6z6 PCR
modszerek kézil a real-time PCR érzékenysége megegyezik a tenyésztéses
modszerekével, és lehetbvé teszi a komplett kimutatast a dusitas id6tartamaval egyutt
kevesebb, mint 48 ¢éra alatt (Navas et al., 2006). Bar az Uj modszerek érzékenysége
szignifikansan nétt, a dusitas fazisa nem hagyhaté el az alacsony patogénszam és a holt
sejtek detektalasanak kockazata miatt. A dusitasnak nem csak a kimutatni kivant mikrobak
szamanak novelése, hanem a sérlilt és stresszelt sejtek reszuszcitalasa is célja (Lantz et al.,
1994; Peng and Shelef, 2000; Norton, 2002; O'Grady et al., 2009). Szelektiv dusitasra van
szukség, hogy a természetes kisérdé mikroflorat gatoljuk, valamint ndveljuk a kimutatasi
hatékonysagot és csotkkentsik a fals negativ eredmény lehetéségét (Garrido et al. 2013). A
PCR-technika altal igényelt 1 ml mintamennyiség sem teszi lehetévé a direkt meghatarozast
a 2073/2005/EK rendeletben el6irt élelmiszerbiztonsagi kritériumoknak megfeleléen,
miszerint 25 g minta nem tartalmazhat L. monocytogenest vagy Salmonellat. PCR vizsgalat
kezdete el6tt igy a minta mikrobaszamat ndvelni kell, hasonléan a klasszikus tenyésztéses
mobdszerhez, szelektiv dusitassal. A dusitd I|épés szikségessége fugg a minta
mikrobakoncentracidjatol, de figgetlen a PCR kit fajtajatol.

Dusitas utan a patogén mikrobak akar tenyésztéssel, akar PCR-vizsgalattal kimutathatok. A
tenyésztéses modszer idGigényes, mig a PCR-vizsgalat draga, hasznalatanak a koéltség és a

mintamennyiség szabhat hatart (Rodrigez-Lazaro et al., 2004).

3.5 Jogszabalyi vonatkozasok

A 178/2002/EK rendelet meghatarozza az altalanos élelmiszer-biztonsagi kdvetelményeket,
amelyek szerint nem Kkerulhet élelmiszer-forgalmazasra az az élelmiszer, amely nem

biztonsagos.
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Az Eurdpai Parlament és a Tanacs 853/2004/EK rendelete az allati eredetli élelmiszerek
kalonleges higiéniai szabalyainak megallapitasarol, tartalmazza a nyers tejre vonatkozo

kovetelményeket.

A 2073/2005/EK rendelet mikrobiolégiai kritériumokat allit fel egyes mikroorganizmusokra és
megallapitja azokat a végrehajtasi szabalyokat, amelyeket az élelmiszeripari vallalkozonak a
852/2004/EK rendelet alapjan be kell tartani.

A 2073/2005/EK rendelet szerint: ,az el6allitasi és a feldolgozasi kornyezetbdl torténd
mintavétel hasznos eszkdz lehet az élelmiszerekben 1évé korokozé mikroorganizmusok

azonositasara és jelenlétik kikliszobolésére”.

A 4/1998 EUM rendelet el6irasai szerint kell a mikrobioldgiai élelmiszer-biztonsag
szempontjabdl vizsgalni és elbiralni az élelmiszerrel kapcsolatos tevékenység soran hasznalt
berendezést, felszerelést, gépet, munkaeszkozt, élelmiszerrel kozvetlenll érintkezé
munkafellletet és csomagoléanyagot, valamint az élelmiszerrel kapcsolatos tevékenységet
végz6 személy tisztasagat. Mindezt a rendelet 3. szamu melléklete szabalyozza, melynek
értelmében az élelmiszerrel kdozvetlenll érintkezd felllet 10x10 cm terlletét, ennél kisebb
felUlet( eszkdznél a teljes fellletet vizsgalva tisztitas, fertétlenités utan, a feliletnek meg kell
felelnie a kovetkezd kdvetelményeknek: mindsitett koérokozét nem tartalmaz, és nem
tartalmaz az 1. szamu mellékletben felsorolt, Enterobacteriaceae csaladba tartozé
mikroorganizmust, Enterococcus faecalist, sarjadzé vagy fonalas gombat. Munkavégzés el6tt
vizsgalva a felllet nem lehet szennyezett korokozé mikroorganizmussal. A munkavégzeés
kézben vett minta szennyezettségének értékelésénél figyelembe kell venni a végzett munka

jellegét.
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4. Anyagok és médszerek

4.1.Klasszikus mikrobiolégiai moédszerek

4.1.1.Szabvanyos moédszerek

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

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

Salmonella kimutatasa: MSZ EN 1SO 6579:2006.

FelUletek vizsgalata tamponos mintavétellel: MSZ 1SO 18593:2008.

Enterobacterium szdm meghatarozasa: MSZ 1ISO 21528-2:2007.

4.1.2. A vizsgalatokhoz felhasznalt mikroorganizmusok

A vizsgalataimban a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék Mikrobioldgiai
Laboratoriumanak torzsgydjteményébdl szarmazo kdvetkezé mikrobakat hasznaltam:
Listeria monocytogenes (ATCC 19111) Proteus vulgaris (ATCC6380)

Listeria monocytogenes (ATCC 7644) Klebsiella oxytoca (ATCC700324)
Listeria monocytogenes (NCAIM B1935)  Escherichia coli (ATCC10536)
Listeria ivanovii (ATCC 19119) Citrobacter freundii (ATCC8090)
Listeria innocua (ATCC 33090) S. Enteritidis (NCAIM B.01908)
Staphylococcus aureus (ATCC 12600) S. Typhimurium (ATCC13311)
Escherichia coli (ATCC 105369) Bacillus cereus (NCAIM B1827)

Bacillus subtilis (NCAIM B1095)

A NEBIH ETbl Elelmiszer Mikrobiolégiai Nemzeti Salmonella Referencia Laboratérium altal

kllonbdzb élelmiszerekbdl izolalt Salmonella szerotipusok a kdvetkezék voltak:

S. Bredeney S. Newport

S. Cerro S. Ohio

S. Cottbus S. Saintpaul

S. Enteritidis S. Senftenberg
S. Infantis S. Stanley

S. Kentucky S. Thompson
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S. Livingstone S. Typhimurium

S. Montevideo S. Tennessee

4.1.3. Felhasznalt taptalajok

Kisérleteim soran az alabbi taptalajokat hasznaltam:
— PC (Plate Count) agar (Merck 105463)
— VRBG (Violet Red Bile Glucose) agar (Merck 110275)
— XLD (Xilo6z-Lizin-Dezoxikolat) agar (Merck 105287)
— BPLS (Brillantzéld, Fenolvords, Laktéz, Szaharéz) agar (Merck 107237)
— ALOA (Ottaviani-Agostini) agar (Merck 100427)
— Oxford agar (Merck 107004)
— Fraser broth (Merck 110398)
— RVS (Rappaport-Vasiliadis) broth (Merck 110236)
— TSYEA (Tripton, szdja, élesztdkivonat) agar (Merck 100454)
— EE (Enterobacter enrichment) broth (Merck 105403)
— Peptonviz (Merck 107228).

4.1.4. Salmonella-kimutatas

A Salmonella-kimutatast az MSZ EN ISO 6579 szabvany szerint végeztem. A fontosabb

lépések a 2. abran lathatok.

Elédusitas: 18 6ra Kimutatis

Dusitas: ) Megerésités Biokémiai és
° XLD és BPLS PN
RVS(42 oC,) MKTT agaron ta’pagar 24 o6ra, szerols)g'la’l
(37°C) . ] 37 °C megerdsités
24 6ra (37°C, 24 6ra)

2. abra A Salmonella-kimutatas egyszerisitett folyamatabraja
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4.1.5. Listeria monocytogenes kimutatasa

MSZ EN ISO 11290-1 szabvany szerint végeztem.

Dusitas Listeriaspp.

. . Osité Listeria monocytogenes
1/2 Fraser (30°C, Kimutatas Tsn\l(;ier;igasyf megerésités
24 6ra), ALOA, Oxford O,I(,a) ! xe E‘e(xje(r:gliz{s’ teszt, it
o o . zénhidratbontas vizsgéla
Fraseré(rf::) C, 48 (37°C, 24-48 ora) Gram fetStéSf katalaz CAMP test (37°C, 24 6ra)
esz

3. abra A Listeria monocytogenes kimutatas egyszerisitett folyamatabraja

4.1.6. Osszcsiraszam-meghatarozas

Kiloénb6z8 helyekrdl szarmazé (piac, tehenészeti telepek) tejmintak vizsgélata és a
Bercsényi Miklos Szakkdzépiskola husiizemében vorésaru gyartas kdzben, tébb alkalommal
vett mintak vizsgalata az MSZ EN ISO 4833 szerint tortént.

4.1.7. Az Enterobacterium-szam meghatarozasa

Huslzembdl szarmazd vordsaru mintak, valamint nyerstejmintak Enterobacterium-szamanak
meghatarozasa az MSZ ISO 21528-2 alapjan, VRBG taptalajon, 37°C —on, 24 6ran at

torténd inkubacioval végeztem.

4.1.8. Kornyezethigiéniai vizsgalatok, mikrobaszam-meghatarozas lemezontéssel

A sejtszamok lemezdntéssel valé meghatarozasahoz, tamponmintakat higité folyadékot
(steril peptonviz) tartalmazdé kémcsdvekbe helyeztem, majd a palca elvagasa utan
aszeptikusan lezartam. A csovek tartalmat ezutan 30 masodpercig, VELP Scientifica Rx?
tipusu kémcsérazéval kevertem, majd ezekbdl tizes alapu higitasi sort készitettem. Az
Osszcsiraszam meghatarozasahoz, PC agart, az Enterobacteriaceae-szam
meghatarozasahoz VRBG agart hasznaltam a megfelelé szabvanyok szerint. Az inkubacios
id6 és hédmérséklet 72 6ra, 30 °C az dsszcsiraszam, és 24 6ra, 37 °C az Enterobacteriaceae-

szam meghatarozas esetén.
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4.2. Redoxpotencial-mérés

A leirast a Microtest Kft. altal forgalmazott redoxpotencial-méré berendezés kézikdnyve

(MICROTESTER Kezelési Kézikdnyv, 2013) alapjan allitottam 6ssze.

4.2.1. A mérési modszer elvi alapjai

A mérési eljaras elvi alapja az, hogy a baktériumok szaporodasa folyaman az energia-
termelé biologiai oxidacios reakciok eredményeként a kérnyezet redoxpotencidlja egy
meghatarozott mikroba koncentracié felett jol detektalhatéan csdokken. A mérés soran
végbemend mikrobaszaporodast, redoxpotencial-valtozast és a jellemzd paramétereket a 4.

abra szemlélteti.

E. coli 37 °C, TSB ——Eh =—IgN

500 9

400 M | g

300 1 |dE/dt|>Dd
200 - an 17
2 100 - 0 =z
~ T 6 (@)]
= 0 i
W._100 - +5

-200 1,

-300 1 lgNo | TTD L/_

-400 —+—F—F—"F+—F—F+—+—+—+—+—+—+—F—+—+—+ 3

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
t(h)

4. dbra Escherichia coli szaporodasi és redoxgorbéje

Definiciok:
e Szaporodasi gorbe:
El6 sejt koncentracié logaritmusa (IgN) az idé (t) fliggvényében abrazolva.
¢ Redoxgoérbe:
Normal hidrogén-elektrodra vonatkoztatott elektrod-potencial (Eh) az id6 (1)
fliggvényében abrazolva.
e Detektacios id6 (TTD) és detektacios kritérium (DC)
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Detektacios idének (TTD, Time to Detection) tekintjuk azt az idépontot, amikor a
redoxpotencial-valtozas sebességének abszolut értéke egy, a véletlen hatasoktol
szignifikansan kilénbdz6, DC detektacios kritériumot (pl. DC = |dE/dt| = 0,5 mV/perc)
meghalad.
A redoxpotencial-csOkkenés kritikus meértéke (detektacidés kritérium) mikroba
tipusonként valtozik, Escherichia coli esetében AE;/At =-1 mV/min.
Az abran a kritikus redoxpotencial csékkenéshez tartozé IgN érték 4,7 éranal (IgN =
6,2;: N = 1,6 x 10° cfu/ml)

o IgNp és IgN
A kiindulasi és a TTD-hez tartozé €16 sejt koncentraciok logaritmusa.

4.2.1.1. Redoxgébrbe

A redoxpotencial-mérésre alapozott vizsgalat Iényeges elénye, hogy az eltérd
mikrobacsoportok redoxgoérbéi kilonboznek egymastdl, ezaltal a modszer esetenként
lehetéséget teremt a szaporodas detektalasa mellett a szaporodé mikrobdk tajékoztatd

jellegli azonositasara is. A redoxgdrbék kilénbdzéségét szemlélteti az 5. abra.

Redox gorbék, TSB (T=30°C)

400

00 1 M
-200
\

'400 T T T T T T T T

Eh (mV)
o

t (h)

= steril Ps.aer. E.coli St. aur. == Ent. faec. = B.subt.

5. abra Néhany baktérium redoxgdrbéje Tripton-szdja levesben

A mikrobakkal beoltott taptalajt tartalmazé mérdcellakban a redoxpotencial valtozasat mérve,

a miiszer automatikusan felveszi a redoxgérbéket, meghatarozza a detektaciés idéket és a
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mérés egyéb paramétereivel egyutt kiirja a képernyére. A 6. abran Salmonella Kottbus
higitasi soraval felvett redoxgorbék lathatoak.

500,07Eh [mv]

400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

-100,0
0,0

400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

-100,0 —+—
0,0

.
2.0

2,0

Ly

400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

! -100,0

“nn 5 n ol oM 0
00 20 40 &0 80 100

TI'[:- =500h | 400,0
Y% d=10,0 DL=4
Y N o»= 1,00E+04

NG —— 200,0

e
300,0

100,0

0,0

thh:

-100,0 -

12,0 |
|

L=>5
1,00E+05

40 6,0 80 10,0 12,0 | Do 20 40 60 80 10,0

6. abra Salmonella Kottbus redoxgorbéi

12,0

Gyakorlatban a miszer a TTD értékeket néhany o6ra alatt online meghatarozza, mig a

klasszikus tenyésztéses sejtszam eredményekre esetenként napokat is varni kell. A

redoxgOrbék kiindulasi sejtszamtdl valo figgését a 7. abra szemlélteti.

Salmonella Kottbus redoxgorbék

2 4 6 8

e |[gN=7,7 e |gN=6,7 = [gN=5,7 e |gN=4,7

t (h)

10

7. abra Salmonella Kottbus redoxgdrbék a kiindulasi sejtkoncentracio fliggvényében
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4.2.1.2. Mérési gbrbe

Meghatarozva az egyes higitasokhoz tartozé induldé mikrobaszamot, szoros linearis
korrelacio allapithaté meg a TTD értékek és a kezdeti sejtszamok logaritmusa (Ig No) kdzott.
Az Osszetartozd TTD — IgNg értékparokbdl linearis regresszidval kiszamitott 6sszefiiggés

adja a mérési gorbe egyenletét (8. abra).

TTD (h) Salmonella Kottbus mérési gérbe
8 —_
) y = -1,449x + 13,101

R?=0,9992

4 4
2 4
0 f f f |
4 5 6 7 8
IgNo (cfu/cella)
8. abra Salmonella Kottbus mérési gorbéje
Mérési gbrbe: TTD=algNy+ b

A mérési gorbe jol szemlélteti a detektacios id6 sejt-koncentraciotol vald figgését, lehetévé
teszi a kornyezeti tényez6k szaporodasra kifejtett hatasanak értékelését, valamint a mérési
mobdszer teljesitmeény-jellemzbinek (mérési tartomany, linearitas, érzékenység, véletlen hiba,
stb.) becslését. Az egyetlen sejt (IgNo=0) kimutatdsahoz szikséges id6 a mérési gorbe

tengelymetszetébdl szamithato.

4.2.1.3. Kiilsé kalibraciés gorbe

A detektacios id6 és a kezdeti sejtkoncentracio logaritmusa kdzétt fennallé szoros linearitas
a tovabbiakban felhasznalhaté a kiindulasi sejtkoncentraci6 TTD alapon toérténd

meghatarozasahoz. Az dsszefliggést a kalibracios gorbe reprezentalja (9. abra)
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(th%yé’” 2) Salmonella Kottbus kalibraciés gorbe
8 -+
7 +
6 +
5 4
y = -0,6896x + 9,1013
4T R? = 0,9992
34
TTD (h)

9. dbra Salmonella Kottbus kalibraciés gorbéje

Kalibracios gorbe: IgNo = A-TTD + B,

Elvileg felmerll a lehet6sége, hogy a kalibraciés goérbe paramétereit a mérési gorbe

paramétereibdl hatarozzuk meg (A = 1/a, B = -b/a).

A regresszidés egyenletek fenti atszamithatésaga azonban csak akkor alkalmazhatd, ha

fliggvénykapcsolatrél van sz6, azaz R?=1. Ekkor a két meredekség szorzata:  a-A=1.

Statisztikus kapcsolatnal az Y=a-X+b és X=A-Y+B regresszidés egyenletekb8l meghatarozott
meredekségek szorzata: a-A = R? | s az atszamitas: A = R¥a, B = Xatiac - A'Yatiac
(Svab, 1981).

Tekintettel arra, hogy esetinkben mindig statisztikus kapcsolatrél van szd, és a véletlen hiba
értékére is szukségunk van, a meérési és a kalibracios gorbéket azonos adatparok esetén is

kalon regresszidval hataroztuk meg.

A értéke mindig negativ, mértékegysége attdl fligg, hogy a TTD értékeket percben vagy
oraban fejeztik ki. A és B értékét betaplalva a programba, lehetéségliink van a vizsgalt
mintak élésejtszamanak automatikus meghatarozasara. Az élésejtszam mértékegysége
(cfu/ml, sejt/g, stb.) attél fligg, hogy a kalibracios gorbe felvételekor az N, értékeket hogyan
adtuk meg.
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A kalibracios egyenlettel meghatarozott IgN érték mindig a mérécellara vonatkozik. A minta
mikrobaszamat a bemérések és higitasok figyelembe vételével a szoftver automatikusan

kiszamolja és kijelzi.

4.2.1.4. Belsé kalibracioés gorbe

Ezt a modszert akkor alkalmazzuk, amikor nem tudunk elézetesen felvett kalibracios gorbét
hasznalni, mert a mikrofléra 6sszetétele nem ismert. Ebben az esetben a mintabol 10-es
léptékl higitasi sort készitink ugy, hogy az utolsé higitds(ok)ban mar ne legyen éldsejt
kimutathaté (MPN maodszer). A higitasi sor minden tagjat mérécellaba oltjuk és miiszeresen
meghatarozzuk a TTD értékeket. A szoftver automatikusan tarolja a kulonb6zé higitasi
szintekhez tartozé TTD értékeket, és az utolsé még pozitiv (TTD-t add) higitas
fuggvényében kiszamitja a higitatlan minta legvalészinibb mikrobaszamat, MPN(0). Az
abrazolasi format MPN Uzemmodra allitva a képernydn megjelenik az MPN gorbe, amely a
TTD értékeket abrazolja a higitasi szintek fuggvényében (10. abra).

A belsé kalibraciés goérbe felvételével lehetéségink van teljesen ismeretlen mintak
mikrobaszamanak tajékoztaté jellegl meghatarozasara. A moddszer szelektivitasat a

valasztott tapkdzeg hatarozza meg.

8,070 (] (1)
TTD = -0,8667 + 1,4500 *DL
R2Z =0,9332, So{TTD) = 0,0645
V(o) = 1,00 ml
£ - d=10,DL =5
r MPMN{D) = 2,31E+05
lgMPN{c) = -0,6897 =TTD + 4,7562
A =-0,6897, B =4,7062
Sollgh) = 0,0445
4,0
V(0) = 1,00 ml
' IgN(c) = -0,56897 =TTD + 8,1064
A =-0,6897, B = 8,1064
Soflgh) = 0,0445
0.0 Dil Lewvel
] 1 2 3 4 5

10. dbra Salmonella Kottbus MPN goérbéje

A szoftver a képerny6 bal felsé részére kiirja a TTD gorbe egyenletét, a regressziod

statisztikai paramétereit, a V(0) mintatérfogatot, a d higitasi Iéptéket, a DL higitasi szintet, a
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higitatlan minta mikrobaszamat, MPN(0), a mérési cellara vonatkoz6 IgMPN(c) kalibraciés

gorbe egyenletét és annak parametereit, valamint az egyenes koruli szoras So(IgN) értékét.

Utblag betaplalva a gépbe a (referencia-mddszerrel) meghatarozott kiindulasi
mikrobaszamot, a szoftver automatikusan atszamitja az MPN kalibraciot IgN kalibraciéra, az
eredményt az abra jobb alsé sarkaban kijelzi. A tovabbiakban a kalibracios gdrbe kilsé

kalibraciés gorbeként egyedi mintak mikrobaszamanak meghatarozasara is hasznalhaté.

Kimutatasi hatar és méréstartomany (Reichart et al., 2007):
A moddszer elméleti kimutatasi hatara: 1 sejt/ mérécella.

Linearis méréstartomanya: IgN(c)=1-8

4.2.2. A mérorendszer leirasa

A méréseket a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékén lévé 2 modulos, 32 csatornas
berendezéssel végeztik.

A rendszer mikodtetéséhez szikséges egy IBM-kompatibilis személyi szamitdégép
szabvanyos RS232C interfésszel (COM port), vagy USB porttal, konverter kabelen keresztuil.
A hardver iranyitds szempontjabél a PC konfiguracidja nem kritikus, a vezérld és
adatfeldolgozo szoftver szempontjabdl ajanlott minimalis konfiguracio:

P4 processzor (min. Celeron 300 MHz), RAM 2 256 Mb, HDD = 10 Gb, CD-olvas6, WinXP

vagy Windows7 operacios rendszer.

Egy 16 csatornas kiépitési mérérendszert mutat be a 11. abra.
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11. abra 1 modulos, 16 csatornas MICROTESTER mérérendszer

A mérésekhez kulonféle cellatipusok alkalmazhatdk:

Kémcsoves méréeella (12. abra). Kis térfogatu mintak mérésére (egy membranszirdvel).
(MGanyag kivitelben, 30 és 50 ml térfogattal is készdil.)

Membranszirék mérésére alkalmas méréceella (13. abra).

Indirekt mérScella (14. abra). A képz6dd széndioxid detektdldsan alapulé mérésre

szolgal.

ELECTRECDE
—

CULTUERE
LIEDIUM

N/

12. abra Kémcsoves mérdceella
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ELECTRODE
.‘_
. CULTURE
MMEDIUII

MEMERANE

FILTER

13. abra Méréceella membranszir6hoz

ELECTRODE

L CULTURE
MEDITM

ECH

14. abra Indirekt mérdécella

A MICROTESTER-hez a vezérlés és adatfeldolgozas céljara kifejlesztett specialis program
folyamatos adatgydijtést végez, minden mérécsatornat leolvas. A beolvasott adatok régzitése
csak akkor torténik meg, ha a csatorna beallitasai szerint ez szukséges.

A program a zajos kdrnyezetben térténé adatgylijtés tamogatasara fejlett zajszliréssel
rendelkezik.
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A szoftver a begyUjtott adatokat téblazatban tarolja, ezek a telepitett tablazatkezel6 és

statisztikai programokba konverzié nélkul konnyen beolvashatok.

A csatornak egyedileg paraméterezheték, lehetévé téve tdbb kulénbdzd jellegl, eltérd

idében megkezdett vizsgalat monitorozasat és kiértékelését.

A szoftverben beallithatdo a redoxgorbe kritikus differencia-hanyadosanak értéke, a kritikus
értéket meghalado mérési pontok minimalisan megkivant szama, az értékelés kezdete és az

a sejtszam hatarérték, amely felett a minta mikrobioldgiai allapota kifogasolando.

Az értékelés kezdetének beadllitasaval az idésor eleje nem vesz részt a szamitasban, a
mérés elejének bizonytalansagai igy kikliszobdlhetéek. A detektacios id6 szamitott értékét
az elézetesen meghatarozott kalibracios gorbe egyenletébe helyettesitve, kiszamithaté a

vizsgalt minta mikrobaszama.

A miszer altal szamitott mikrobaszam és a felhasznalé altal megadott hatarérték
Osszehasonlitdsabdl meghatarozhatd a csatorna mérésének mikrobioldgiai értékelése:
megfeleld vagy kifogasolt. A szamitasokat a szoftver automatikusan végzi, és szikség

szerint kijelzi, illetve tarolja.
A kilénb6z8 grafikon tipusok valaszthaték:
e Osszesitett.: minden méré csatorna megjelenik

e Mozaik: minden csatorna 6nallé grafikonnal jelenik meg. llyenkor minden egyedi
grafikonon lathaté a detektacids idd értéke (ha van), és annak alapjan szamitott
sejtszam, valamint a sejtszam szerinti értékelés. Ennél az elrendezésnél a grafikonok
szinkédokkal is jeldltek az egyszerl attekinthetéség érdekében: kékkel a futd,
pirossal az elutasitott eredményd, zdlddel az elfogadott eredmény, szirkével pedig

a befejezett mérést jeldli a program.

e Csoportositott: kijelolt adatsorok egy grafikonon jelennek meg (legfeljebb 4 db csoport

hozhato létre.

e MPN: a grafikon a kilénbdzd higitasi szintekhez tartozé TTD értékeket abrazolja,
amelyek alapjan a miszer automatikusan kiszamitja a kalibraciés gorbe egyenletét,
illetve a minta kiindulasi sejtszamat. Az eredményeket a képernydre kiirja. Hasonléan

a csoportositott grafikonhoz, itt is legfeljebb 4 csoport hozhaté létre.
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4.2.3. Redoxpotencial-méréssel végzett mikrobiolégiai vizsgalatok

4.2.3.1. Osszcsira- és Enterobacterium-szam meghatarozas

Nyerstej-mintak feldolgozasa

Kulsé kalibracios gorbe felvételéhez nyers tejbdl izolalt vegyes Enterobacterium-tenyészetet
hasznaltam. A miszeres mérést (TTD) Brillantzdld-Glikéz-Epe (Merck) tapoldatban (BBG
taptalaj) végeztem 37 °C-on ugy, hogy a higitasi sor minden tagjabol 1 mil-t 9 ml taplevest

tartalmazo mérdéceellaba oltottam.

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

Vorosaru-mintak el6készitése

A vorosaru gyartasa kdzben vett mintakbol 10 g-ot 90 ml pepton vizzel homogenizaltam,
majd 1 ml-t 9 ml feles er8sségi TSB taplevesbe oltottam. Kalibraciés gorbe készitéséhez
tizes alapu higitasi sort készitettem, és a higitasi sor minden tagjabdél 1 mi-t 9 ml taplevest
tartalmazd mérdcellaba oltottam. Inkubacids hémérséklet 30 °C.

A TTD-értékekbdl és a lemezontéssel, vagy MPN mobdszerrel meghatarozott

mikrobaszamokbdl elkészitettem a kalibracios gorbéket.

4.2.3.2. Kbérnyezeti higiéniai vizsgalat

Redoxpotencial-mérést alkalmazva a fellletek mikrobaszamanak meghatarozasa
kétféleképpen torténhet:

¢ a higitofolyadékbdl a tampon lemosasa utan

e Kkdzvetlenul a tamponrdl; lemosas nélkul

Az @sszcsiraszam meghatarozasahoz feles erésségii TSB levest hasznaltam.

A mintavétel a husipari tanmihelyben kijelolt feluletekrél az ISO 18593:2004 szabvany
szerint, 10x10 cm-es mintavételi feluletrél, vagy ennél kisebb felszinl eszkoz (kés, flrész),
illetve a modell fellletek esetében azok teljes fellletérdl tértént. Ehhez a tampont ki kell
hazni a tarold miianyag csébdl, majd peptonvizbe martani és a felesleges folyadék

eltavolitasa utan a kijel6lt mintavételi tertiletet szabalyszer(ien le kell térélni. A szabalyszeri
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letdrliés a tampon hivelyk- és mutatoujj kdzotti forgatasa kdzben, két, egymassal meréleges

iranyban torténik. Mintavételi eszkdzként ,Eurotubo® collection swab” tampont hasznaltam.

A husipari tanmUhely husizemének 10 pontjarél vettem higiéniai mintakat, melyeket

hitédobozban (1-4 °C) szallitottam, majd a laboratériumba érve azonnal feldolgoztam.

4.2.3.3. Listeria monocytogenes kimutatasa

Szelektiv taptalajok 0sszehasonlitasa

Listeria monocytogenes vegyes mikroflérabdl valé kimutatésahoz a kovetkez6 mikrobakat
hasznaltam: Listeria monocytogenes (ATCC 19111, ATCC 7644, NCAIM B1935), Listeria
ivanovii (ATCC 19119), Listeria innocua (ATCC 33090), Staphylococcus aureus (ATCC
12600), Escherichia coli (ATCC 105369), Bacillus cereus (NCAIM B1827), Bacillus subtilis
(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)
A szelektivitdas mértékét a baktérium szintenyészetek taptalajpan meért redoxgorbéinek

O0sszehasonlitasa alapjan allapitottam meg az 5.4.1.1. fejezetben leirtak szerint.

Minta-el6készités

25 g lagy sajtot vagy 25 ml nyers tejet homogenizaltam 225 ml Oxford Listeria Selective
Supplementet (Merck) tartalmazo Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL
(Merck) taplevessel, amely az elézetes vizsgalatok alapjan az 06sszehasonlitott harom
taptalaj kdzul a legszelektivebbnek bizonyult. A nyers tej és lagy sajt mintdk a helyi piacrol
szarmaztak.

A mintakat beoltottam a vizsgalt mikrobdkkal, harom fert6zottségi szinten (alacsony,
kézepes, magas). Az egyes mikrobak 24 6ras ferde-agaros tenyészetét lemostam 9 mi
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
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fokokbdl, annak érdekében, hogy a kivant alacsony, kdzepes és magas fertézottségi
szinteket beallitsam. Az inkubacios hdmérséklet 37 °C volt.
Az inokulum tényleges mikrobaszama lemezontéssel 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 fert6zottségi szint (alacsony, kdzepes, magas)

3 parhuzamosban

Minta szam: n = 144

4.2.3.4. Salmonella-kimutatas

RVS tapleves szelektivitas vizsqalat

Bizonyos élelmiszerek d&sszetételiknek kdészonhetbéen befolyasolhatjdk a taptalajok
szelektivitasat. 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 dsszehasonlitdsaval értékeltem.

Minta-el6készités

Tojas- és csirkehus-mintakat vizsgaltam. Az egész tojasokat homogenizaltam, majd
Salmonella Enteritidis és Salmonella Typhimurium baktériummal fertéztem, harom kilénb6zé
koncentracioban:

e alacsony: 10° cfu/25g

o kozepes:10? cfu/25g

e magas:10* cfu/25g.
A 25 gramm élelmiszermintat (tojas, hus) 225 ml RVS taplevesben homogenizaltam. Az

inkubacios hémérséklet 42°C volt.
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4.3. Real-time PCR

1 ml mintabdl kiindulva 400 ul DNS izolatumot allitottam el&, melybél a PCR mérést a SZIE
AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékén lévd SLAN® Real-Time PCR System (Hongshi)
berendezés hasznalataval végeztem el, Mericon L. monocytogenes Kit-et (Qiagen)
alkalmazva. PCR reakcido 20 pyl mennyiségl reakcioelegyben ment végbe, amely 10,8 pl
Multiplex PCR Master Mix-et és 9,2 ul DNS izolatumot tartalmazott.

A ciklusparaméterek a kovetkez6k: kezdeti PCR aktivizacios Iépés, HotStarTag Plus DNS
polimeraz aktivizacioja, (5 min, 95°C), melyet 40 x 3 1épésbdl allo ciklus kdvet: denaturacio
(15 sec 95°C-on), primer kotédés 23 masodperc 60°C-on, és lanchosszabbitas 10 sec 72°C-
on. A fluoreszcens detektacié minden egyes ciklus annealing szakaszaban térténik.

A patogének detektalasa real-time PCR-t alkalmazva az adott patogén genom specifikus
probakkal detektalhaté. Ahogy a PCR termék akkumulalédik, a kotétt prébakbdl a
fluoreszcens jel er6soédik. A fluoreszcens jel intenzitasanak monitorozasa a PCR futasa
kozben lehetévé teszi az akkumulaloddé PCR termék detektalasat a reakcid csovek

Ujranyitasa neélkdl.

4.3.1. A Listeria monocytogenes azonositasa

A redoxpotencial-mérés mint dusitdé 1épés kiszliri azokat a mintdkat, amelyek nagy
valoszinlséggel nem tartalmaznak Listeria monocytogenest. Csak a Listeria monocytogenes
jelenlétére gyanus mintakat kell tovabb vizsgalni real-time PCR maddszerrel, annak
eérdekében, hogy azonositsuk a baktériumot.

A baktérium DNS izolalasa a redoxpotencial-mérést (dusitast) kdvetéen a dusité kézeg 1 ml-
ébdl tortént “Mericon DNA Bacteria Plus Kit” (Qiagen) segitségével, a gyartd utasitasai
szerint.

A Mericon L. monocytogenes Kit élelmiszerekben és takarmanyokban a L. monocytogenes

dusitas utani kvalitativ kimutatasara alkalmazhato.
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4.3.2. Listeria monocytogenes szamanak meghatarozasa Real-time PCR vizsgalattal

A kvantitativ PCR mérés |épései:
— higitasi sor készitése, sejt-koncentraciok meghatarozasa
— DNS kinyerés
— PCR reakcié
o Amplifikacids gorbék felvétele
o Detektaciés kiiszdbérték kijeldlése
— adetektacios kiiszdb eléréséhez sziikséges ciklus-szam Ct meghatarozasa
— standard gorbe megszerkesztése (Ct vs IgN), PCR hatékonysag szamitasa

— kalibracios goérbe megszerkesztése (IgN vs Ct)

A PCR-reakci6 amplifikaciés hatékonysaga, (E) megadja, hogy egy ciklus soran

hanyszorosara né az amplikon mennyisége. Ertéke meghatarozhaté a standard gérbébél:

E=10"1Ym

ahol m a Standard goérbe meredeksége.

Idealis esetben, 100%-o0s hatékonysagnal E=2.
A szazalékban kifejezett hatékonysag, %E megadja, hogy a templat hany szazaléka
amplifikalédik minden egyes ciklusban:
%E = (E-1)-100%
Ideadlis reakciéra:
%E = (2-1):100% = 100%

Példaul, ha az amplifikdcdés hatékonysag 95,4%, akkor minden egyes ciklus végére az
amplikon masolat-szama 1,954-szeresére né (E=1,954), vagy masképpen kifejezve, a
templat 95,4 %-a amplifikalodik (Real-Time PCR Applications Guide, 2006).

Alacsony amplifikaciés hatékonysag eredhet gyenge primer hasznalatabdl, szuboptimalis
reakcio-koriiményekbdl, vagy a pipetta-hibdk halmozédasabdl a mikroba higitasi sorok
készitésénél. A 6-8 nagysagrendnyi mérési tartomanyt atfogd gérbék meredeksége nagyon
érzékeny a higitasi hibara.

100% feletti reakcié-hatékonysagot a higitasi sor készitésénél elkdvetett pipetta-hiba

halmozddasa, vagy nem specifikus termékek, pl. primerdimerek koamplifikacidja okozhat.
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A kvantitativ PCR vizsgalatok elfogadhatésaganak 3 kritériuma:
= Standard goérbe linearitasa R?> 0,980
= Nagy amplifikacios hatékonysag (90 — 105%)

= Stabil ismételhetéség (robusztus modszer)

4.3.3. Salmonella-azonositas

A redoxpotencial-méréssel pozitivhak bizonyult mintak klasszikus biokémiai megerésitése
helyett real-time PCR berendezés alkalmazhaté. A baktérium DNS izolalasa a
redoxpotencial-mérést kdvetéen a dusitott kozeg 1 ml-ébdl tértént “Mericon DNA Bacteria
Kit’(Qiagen) hasznalataval a gyarté utasitasai szerint.

A Mericon Salmonella Kit élelmiszerekben és takarmanyokban a Salmonella dusitas utani

kvalitativ kimutatasara alkalmazhaté.

4.4. Matematikai statisztikai modszerek

Az eredmények értékelése (regresszié analizis, varianciaanalizis, statisztikai vizsgalatok)
Microsoft Excel 2013 programmal tértént. .
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5. Eredmények

5.1. Az dsszcsira- és az Enterobacterium-szam meghatarozas redoxpotencial-
méréssel

5.1.1. Nyers tej vizsgalata

5.1.1.1. A nyers tej szaporodasgatlo hatasanak kikliszébélése

A mikrobaszam-meghatarozas soran problémat jelent a friss tej mikrobaszaporodast gatlé
hatasa, vagy esetleges gatléanyag tartalma. Ennek kikliszdbdlésére a tejet kilonbozé
higitasokban vizsgaltam (15. abra). Az abran lathato, hogy a 0,1 ml tej/100 ml tapoldat
alkalmazasakor kaptuk a leggyorsabb és legnagyobb mértékli redoxpotencial-valtozast,
vagyis a (0,1 ml tej /100 ml tapkozeg esetében sikerult a friss tej szaporodasgatlo hatasat

kikiszobdlni (Szakmar et al., 2009) . A tovabbiakban ezzel a higitasi mértékkel dolgoztam.

Eh (mV) Tej 100 ml TSB-ben (T=30°C)

500
400
300 + —

200 -
100 -

-100 -

-200 +

-300 w w \ \ \
0 5 10 15 20 25

idé (h)

‘ 10 ml te] =1 mltej ==0,1ml tej‘

15. abra A friss tej gatlé hatasanak megsziintetése higitassal
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5.1.1.2. Az 6sszcsiraszam meghatarozasa kilsé kalibracios gérbe alkalmazasaval

Tej Osszcsiraszamanak tenyésztéses meghatarozasa 72 oras inkubaciot igényel. Bar a
kilonbozd nyers tejek mikroba-6sszetétele elvileg kulonb6z6, a fuggetlen mintakbdl készult
mérési gorbe alapjan a kiindulasi sejtszam logaritmusa és a TTD eértékek kozotti linearis
korrelacié igen szorosnak bizonyult. Kilénb6zé helyekrdél szarmazd (piac, tehenészeti
telepek) és kllonb6zé sejtszamu tejek esetében is felvehetd tajékoztatd jellegli mérési goérbe
(16. abra). Az abrardl leolvashatd, hogy a nyers tej, az ipar altal leggyakrabban
mikrobiolégiai hatarértékként megallapitott, 10*-10° cfu/ml kérili 6sszcsiraszamanak

mulszeres meghatarozasa 8-9 érat vesz igénybe.

TTD (h)
y =-1,4075x + 14,769
10 1 R2 = 0,9843

0 f f f f |
2 3 4 5 6 7 8 9
IgN (cfu/ml tej)

16. abra Nyers tej 6sszcsiraszamanak kulsé mérési gorbéje (1/2 TSB, T=30°C)

5.1.1.3. Enterobacterium-szam meghatarozésa kilsé kalibracios gérbe alkalmazéasaval

Nyers tej felhasznalasaval készilé vagy csak kismértékben hékezelt termékek esetében, (pl.

sajtgyartas soran) kilénds jelentéségli az Enterobacteriumok esetleges jelenléte a tejben.

Kilsé kalibracios gorbe felvételéhez nyers tejbdl izolalt vegyes Enterobacterium tenyészetet
hasznaltam. A milszeres mérést (TTD) EE (Merck) tapoldatban végeztem 37 °C-on. A
mikrobaszam tenyésztéses meghatarozasa VRBG-agaron (Merck), lemezontéssel tortént.

Inkubacio 37 °C-on 24 6ra. A redoxgorbék a 17. abran lathatoak.
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Eh (mV)
500 T ——IgN=6,25
400 +
300 ——IgN=5,25
200 IgN=4,25
100 —IgN=3,25
0 IgN=2,25
-100
-200
-300
-400 =S
-500 : : ‘ : : : : : : : : !
0 2 4 6 8 10 12
t (h)

17. abra Kiindulasi sejtszam hatasa Enterobacteriumok redoxgorbéire (nyers tej T=37 °C)

A mérési gorbét a 18. abra mutatja be. Az egyenes tengelymetszete alapjan megallapithato,
hogy az egyetlen Enterobacterium sejtbdl (IgN=0) kiindulé szaporodas kimutatasahoz
szikséges id6 7,1 oranak adodott, szemben a klasszikus moddszer legalabb 24 o6ras

tenyésztési idejével.

TTD (h)
7 .
y =-0,9038x + 7,0893
6T é R? = 0,9874
5 €
4 £
3 £
2 £
1 €
0 : : : : : : !
0 1 2 3 4 5 6 7
IgN (cfu/ml tej)

18. dbra Enterobacteriumok kulsé mérési gorbéje (EE, T=37 °C)
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5.1.1.4. Osszcsira- és Enterobacterium-szam meghatarozésa belsé kalibréaciés gérbével

Abban az esetben, ha nincs el6zetesen felvett kalibracios gorbe, alkalmazhaté az MPN

modszeren alapuld belsé kalibracios gorbe felvétele (19., 20. abra).

Eh (mV)

400 7.

200 - MPN=2,3106

-200 -

'400 T T T T 1

t(h)

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

TTD (h)
y = 2,6486x + 1,34
20 R2 = 0,9895
15 | MPN psesosira=2,3X108/ml
10 -
5 i
O " T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

#Osszcsira ¢ Enterobacter ‘ higitas

20. abra Nyers tej bels6 MPN gorbéje (1/2 TSB, T=30 °C)
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A miszeres mérést (TTD) 1/2 higitasu Tripton-Soya Broth, (Merck) tapoldatban (TSB)
végeztem 30 °C hédmérsékleten. A mikrobaszam tenyésztéses meghatarozasa Plate Count-

agaron (Merck), lemezdntéssel tortént, inkubacié 30 °C-on 3 nap.

Amint a 19. abran medfigyelhet6, a 7. higitasban mar nem mérhet6 TTD érték, Ennek

megfeleléen a tej hatarhigitassal meghatarozott mikrobaszama MPN=2,3x10° sejt/ml volt.

Kihasznalva azt a széleskorl elézetes vizsgalatokon alapulé tapasztalatot, hogy csak az
Enterobacteriumok csokkentik a taptalaj redoxpotencialjat -300 mV ala, lehetéség van
egyetlen higitasi sorbdl az 0Osszes mikroba- és az Enterobacteriumszam egyidejil
meghatarozasara. A gorbék lefutasa alapjan megallapithatd, hogy az Enterobacteriumok a 2.
higitasig vannak jelen (a 19. és 20. abran pirossal jelolve), a tovabbi higitasok gorbéi nem
jellemzéek az Enterobacteriumokra. Ennek megfeleléen a vizsgalt tejminta Enterobacterium

szama 10 sejt/ml nagysagrendd volt.

A belsé kalibracios gorbe alkalmazasanak elbnye, hogy segitségével egy idében az

Osszcsiraszam részhalmazaként az Enterobacterium szam is meghatarozhato.

Bels6é kalibracidés gorbe alkalmazasaval a vizsgalati id6 nagy sejtkoncentracio esetén
lényegesen hosszabb, mint kilsé kalibracidés gérbe esetén, (kb 20 éra), mert a higitasi
szintek szamat a teljes kihigulasig kell ndvelni, azonban — figyelembe véve, hogy egy
tejtermeld telepen a nyers tej mikroflérajanak Osszetétele nagyjabdl allandé — a belsé
kalibraciés gorbét elegendd néhany alkalommal felvenni. Ha az igy kapott kalibracios gorbék
kozott nincs szignifikdns kllonbség, akkor az eredmények kulsé kalibracios gorbékként

hasznalhatok. Tovabbi mintak esetében igy a vizsgalati id6 Iényegesen lerdvidithetd.

Azonos tehenészetbdl, kildonb6dzd idépontokban vett tejmintdk egyesitett bels® mérési

gbrbéje lathatd a 21. abran.
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TTD (h)
16 1 . y = -2,2095x + 14,464
R? = 0,9333
2 ¢
8 - . .
¢ .
4 _
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
elte] ¢2.tej lg (MPN/ml tej)

21. dbra Azonos teleprdl, kildnbdzé idépontban vett mintak belsé mérési gorbéje (T =
30 °C)

Mérési eredményeink szerint a kilonbozé helyekrdl szarmazoé nyerstejmintak lemezdntéses
modszerrel felvett kils6- és MPN-moédszerrel meghatarozott bels6 mérési gorbéi —
statisztikai hibahataron belil — nem kilénbéznek egymastdl szignifikansan, ezért kézos

egyenesben abrazolhatok (22. abra)

TTD (h)
14 —+ y =-1,5014x + 15,413
: ° R? = 0,9596
12 +
10 +
8 £
6 £
4 £
2 1
0 | | | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9
o Kiils6 @Belsd IgN (cfu/ml tej)

22. dbra Kilsé és belsé mérési gorbék egyesitett illesztése
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Kulénbdzd ideig hitve tarolt (4 °C) nyerstejmintak tenyésztéses és miszeres méréssel
(belsd kalibracioval) meghatarozott 6sszcsiraszamat és a mérés idéigényét dsszehasonlitva
(2. tablazat) megallapithato, hogy a két mddszerrel mért érték kozott nincs szignifikans

kllénbség, azonban a miiszeres mérés idéigénye lIényegesen kisebb.

2. Tablazat Nyerstejmintak lemezontéssel és miiszeresen meghatarozott mikrobaszamai

Minta Tenyésztéses modszer Miszeres mérés
IgN Id&igény (h) IgMPN Id&igény (h)
1. 5,18 5,36
2. 5,06 5,36
3. 4,93 72 4,36 18
4. 6,35 6,36
5. 6,79 6,36

5.1.2. Vorosaruk gyartasi fazisainak vizsgalata

A vordsaruk gyartasi fazisainak vizsgalata soran, mivel nem ismert a mintak mikrobiota
Osszetétele, belsd kalibracidos goérbe felvételére van szikség. A belsd kalibraciés gorbét két

moddszerrel, lemezontéssel, illetve hatarhigitassal (MPN), hataroztam meg.

5.1.2.1.Belsé kalibracios gérbe meghatarozasa lemezéntéssel

A kalibracios gorbe felvételéhez a virsli gyartasahoz hasznalt huspépbdl készitettem higitasi

sort. A higitasi sor redoxgorbéit a 23. abra mutatja be.
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——1. hig.
——2. hig.

. hig.
. hig.
. hig.
. hig.
. hig.

18
t(h)

23. dbra Virsli péppel készitett higitasi sor redoxgoérbéi TSB levesben 30 °C-on

Az egyes gorbék lemezdntéssel meghatarozott mikrobaszamat és a mért TTD értékeket a 3.

tablazat foglalja 6ssze.

A Kkészllék segitségével meghatarozott TTD értékek, valamint a IgN értékek alapjan

felvettem a mérési gorbét, amely a 24. dbran lathato.
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3. Tablazat A higitasi sor tagjainak kezdeti mikrobaszama és a redoxgorbék TTD értékei

Higitas 'gN o
(N=cfu/cella) (h)
1. 7,46 1,50
2. 6,46 3,17
3. 5,46 5,67
4. 4,46 7,67
5. 3,46 9,00
6. 2,46 11,17
7. 1,46 12,50

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

24. abra Virsli pép mérési gorbéje (1/2 TSB, T=30 °C)

Kiszamitva a kalibracios egyenletet: IgN = -0,532-TTD + 8,3114, az egyes fazispontokban
vett mintak redoxgdrbéinek TTD értéke alapjan a mintak dsszcsira szama meghatarozhaté
(4. tablazat).
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4, Tablazat Fazismintak 6sszcsiraszama

Vizsgalati minta o 'g Ne) N N

(h) (szamitott) | (cfu/cella) | (cfu/g)
Daralt sertéshus 1. higitas 5,67 5,30 1,98:10° 1,98:10°
Daralt marhahus 1. higitas 6,50 4,86 717-10* | 717-10°
Fliszerkeverék 1. higitas 13,00 1,40 2,50-10 | 2,50-102
Marhahuspép a keverékbél 1. higitas 6,83 4,68 4,79-10* | 4,79-10°
Juhbél 1. higitas 6,00 5,12 1,32:10° | 1,32-10°
Nyers virsli 1. higitas 0,67 7,96 9,06-10" | 9,06:10°

5.1.2.2. Belsé kalibraciés gbrbe meghatarozasa hatarhigitassal

Higitasi sort készitettem a kész parizsi pépbdél 1-8. higitasig. A redoxgorbék a 25. abran
lathatok.

Eh (mV)
500 1 ——1. hig.
400 - .
300 - e hlg
200 - —3. hig.
100 - —4. hig.

0 - .
100 4 —5. hllg.
_200 i —6 h|g
-300 - %— 7. hig.
-400 A 8. hig.
-500 t t t t t |

0 5 10 15 20 25 30
t(h)

25. abra Parizsi péppel készitett higitasi sor redoxgérbéi TSB levesben 30 °C-on

A gorbék lefutasa alapjan megallapithatd, hogy az Enterobacteriumok az 5. higitasig vannak
jelen, a tovabbi higitasok gorbéi nem jellemzbek az Enterobacteriumokra.

Az egyes higitasokhoz tartozé TTD értékek a 26. abran lathatok.
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TTD (h)
25 T
4
20 +
¢ MPN sszcsira— 2,31
15 +
10 +
MPNyorg= 2,3-10°
5 1
0 } } } } } } } |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Higitas

26. abra Parizsi pép higitasokhoz tartozé TTD értékek

MPN modszer alkalmazasa esetén a minta mikrobaszamat az utolsé pozitiv higitasi tag
alapjan becsuljuk. A 26. abran az enterobacteriumokra, illetve az 0Osszcsira szamra
meghatarozott MPN értékek lathatok. A minta legvalészinlbb élésejtszamanak ismeretében
az egyes higitasok mikrobaszama meghatarozhaté és a TTD - Ig MPN mérési goérbe

felvehetd, amely a 27. abran lathato.

TTD (h)

25 1

g
20 T *
y =-1,667x + 15,636
2 =

el R2 = 0,9443

10 +

5 4

0 : : : : : : |

0 1 2 3 4 5 6 7
IgMPN (cfu/cella)

27. abra Parizsi pép mérési gorbéje
A 27. abrardl megallapithatd, hogy a mérési gorbe két szakaszos. Az Enterobacteriumok

kihiguldsa utan a lassubb szaporodasu (hosszabb TTD értékkel jellemezhet§) mikrobak

maradnak.
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A kalibracios gérbe: IgN= -0,5665-TTD (h) + 8,9678

Az egyenlet segitségével kiszamolhaté a tobbi minta 0Osszcsiraszama. A mérési

eredményeket az 5. tablazat tartalmazza.

5. Tablazat Fazismintak 0sszcsira szama

Vizsgalati minta TTD lg MPN MPN MPN/g
(h) (szamitott) (cella)

Daralt sertés hus 1. 5,17 6,04 1,09-10° 1,09-10’
Marhahus pép ladabdl 5,17 6,04 1,09-10° 1,09-10'
Hus pép kutterbdl 5,33 5,95 8,88:10° 8,88-10°
Huspép elsé keverés utan 3,33 7,08 1,21-10’ 1,21-108
Daralt hus 2, (virslinél hasznalt) 3,17 7,17 1,49-107 1,49-10°
Virsli pép kutterbdl, sézas utan 2,33 7,65 4,44-10’ 4,44-10°
Virsli massza elsé keverés utan 2,33 7,65 4.,44-10° 4,44-108
Juhbél 11,67 2,36 2,27-10° 2,27-10°
Finom apritas utan kész virsli pép 2,67 7,46 2,85-10’ 2,85-10°8
Juhbélbe toltétt virsli 2,83 7,36 2,32:107 2,32:10°

5.1.2.3. K6zbs kalibraciés gérbe meghatarozasa

Feltételezve, hogy a kilénbdz6 idépontokban tértént gyartds soran az egyes fazispontok
mikrobiotadjanak Osszetétele nem valtozik Iényegesen, a kulénb6z6 idépontokban felvett

mérési gorbék egyesitheték. Az egyesitett mérési gorbe a 28. abran lathatd.
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TTD (h)

y =-1,8128x + 15,728
R? =0,9598
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28. dbra Fazisvizsgalatok egyesitett mérési gorbéje

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

Az egyesitett kalibracios gorbe ellenérzésére mintakat vettem egy gyartas fazispontjaibol. Az

Osszcsira szamot redoxpotencial-méréssel

és

eredményeket a 6. tablazatban foglaltam 6ssze.

lemezontéssel

is meghataroztam. Az

6. Tablazat Miszeresen és lemezdntéssel meghatarozott mikrobaszamok

Mintavételi Minta TTD |g Nmiszeres g Niemezontes
pont (h) (cfu/g) (cfu/g)
1. Daralt hus 6,33 6,09 6,08
2. Haspép 1. 3,17 7,81 7,15
3. Haspép 2. 5,00 6,81 6,75
4. Huspép 3. 6,83 5,82 6,15
5. Virsli pép kutterbél 3,50 7,63 7,59
6. Juhbélbe toltott virsli 3,67 7,54 7,08

A fazismintak lemezdntéssel és miszeres méréssel meghatarozott Ig N értékeit a hozzajuk

tartozé SD értékekkel a 29. abran mutatom be.
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IgN (cfu/g)
9 -
8 -
7 -
6 u
5 -
4 -
3 -
2 u
1 -
0 - . . . . .
1 2 3 4 5 6
EIgN lemezontés BIgN redox Mintavételi pontok

29. dbra A fazispontok lemezdntéssel (lemezdntés) és miiszeres (redox) meéréssel

meghatarozott logaritmus-0sszcsira szam értékei (Ig N £ SD)

5.2. Kornyezet-higéniai vizsgalatok redoxpotencial-méréssel

5.2.1. Mikrobaszam meghatarozasa redoxpotencial-méréssel

A méréseket a belsé kalibraciés gorbe meghatarozasaval kezdtem. Ez a moddszer
hasznalhatd, amikor a mikrofléra osszetétele nem ismert, illetve nincs el6zetesen készitett
kalibraciés gorbe. Ehhez, a mintak megfelel6 el6készitése utan, az 1-es mérési pont (kutter)
mintajat 107 értékig higitottam majd a sor minden tagjabdl 1ml-t a 9ml TSB taplevest
tartalmazd mérdcellaba mértem. Ezt kdévetéen a mérdcelldkat 30 °C-os vizfurdSbe
helyeztem. Az igy kapott redoxgdrbék a 30. abran lathaték. A gorbéken megfigyelheté nagy
redoxpotencial esések az Enterobacteriumoknak kdszonheték, mert csak azok csokkentik a

redoxpotencialt -300 mV ala.
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Eh (mV)

500

400 +

300 +

200 +

100 +
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-100 +

-200 +

-300 + S

-400 +——A— A
6 8 10 12 14 16 18 20 22

—1. hig. —2. hig ——3. hig —4. hig. t (h)
5. hig. 6. hig. 7. hig.

30. abra Kutter fellileti minta redoxgorbéi a higitas fliggvényében (1/2 TSB, T = 30 °C)

A higitasi sor azon utols6 tagjaibdél, melyek még mikrobaszaporodast mutattak,
meghataroztam a minta legvaldsziniibb mikrobaszamat: MPN=2,3-10°100 cm?® Az igy
kapott egyes higitasokhoz tartozé TTD, illetve IgMPN értékekbdl linearis regressziéval
kiszamitottam a kalibraciés gorbe egyenletét, amelyet betaplaltam a programba. A 31. abran
lathatd belsé kalibracios gorbe ismeretében, a tovabbiakban lehetség volt a tébbi vizsgalt

minta élésejtszamanak meghatarozasara.

IgMPN/cella
6 _
L
y =-0,2859x + 7,2672

4 R?=0,9574
2 .
0 : : : |

5 10 15 20 25

TTD (h)

31. abra Bels6 kalibracids gorbe fellileti mikrobaszamhoz
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5.2.2. A miiszeres és lemezontéses eredmények 6sszehasonlitasa

Az 6sszes mintavételi ponthoz tartozé6 mintabdl szabvanyos lemezdntéses mébdszerrel is

meghataroztam a mikrobaszamokat.

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

feltintetésével, a 32. abran lathatok.

IgN (cfu/100 Felliiletek O0sszcsiraszama

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

mlemezontés BMicrotester Mintavételi pont

32. abra Feluleti mikrobaszamok dsszehasonlitdsa (IgN £ konf. intervallum)

Konfidencia-intervallum szamitasakor lemezontéses eljarasnal a fellleti mikrobaszam
meghatarozas ismételhet6ségének tobb korvizsgalat eredményeibél kapott 2011. évi atlagos

szoérast (S, = 0,195) vettem figyelembe (Szakmar és Reichart, 2013)

A redoxpotencial-méréssel, belsé kalibraciéos gorbe alapjan meghatarozott MPN értékek
konfidencia-intervallumat a regresszid-analizisb6l meghatarozott rezidualis szoéras (S; =

0,198) felhasznalasaval szamitottam Kki.

Az eredmények parositott t-prébajat a 7. tablazat tartalmazza.

62



7. Tablazat Kétmintas parositott t-préba a varhato értékre

Lemezbntés Microtester

Atlag 3,725 3,669
Szoras 2,8436 2,5643
Vizsgalatok 10 10
Pearson Korrelacio 0,9949
Feltételezett atlagos eltérés 0

df 9

t Stat 0,946
P(T<=t) egyszélii 0,184

t Kritikus egyszéll 1,833
P(T<=t) kétszéll 0,369

t Kritikus kétszél 2,262

Kétszéll eloszlast feltételezve, az atlagértékek kdzott nincs szignifikans kilonbség.

A 7. tablazat alapjan megallapithatd, hogy a miszeres MPN modszerrel meghatarozott
mikrobaszamok atlagértéke (3,669) kisebb a lemezdntéssel kapott atlagértéknél (3,725), a

paronkénti kilénbségek atlaga azonban nem kulénboézik szignifikansan 0-t4l.

A tamponos mintavételi modszerrel végzett fellleti mikrobioldgiai vizsgalatok idéigénye
jelentésen csokkenthetd a redoxpotencial-meérésen alapuld uj modszer segitségével. A belsé
kalibraciés gorbe segitségével az 6sszcsiraszam, ismeretlen dsszetétell mikrofléra esetén is
biztonsaggal becsulhetd. A belsd kalibracios gorbe felvételének idéigénye a fellletek
mikrobioldgiai szennyezettségétdl fuggben 15-20 6ra, mely ugyan nagyobb mintha kulsé
kalibraciés gorbével végzett vizsgalatok idéigénye, de még igy is jelentésen kisebb, mint a
hagyomanyos lemezdntéses mikrobaszam meghatarozdshoz szikséges id6 (72 ora

Osszcsiraszam, 24 6ra Enterobacteriaceae-szam).

Feltételezve, hogy adott Gzemben, adott felllleten, a szokasos munkarend megtartasaval a
mikrobiota 0sszetétele alapvetéen valtozatlan, a késébbi méréseknél kiilsé kalibracios goérbe
hasznalata is elegendd. Ez jelentésen tovabb roviditi a vizsgalatokhoz szikséges idét. A
hasipari tanm(ihely esetében a kimutatasi id6k a mikrobiologiai kontaminacié mértékétdl

flugg6en a 8. tablazatban dsszefoglaltak szerint valtoztak.
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8. 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 késdbbi kulsé kalibraciés gorbe hasznalat tovabbi elénye, hogy a mikrobaszam
meghatarozashoz nem kell higitasi sort késziteni, igy ezzel tovabbi jelentds id6 és eszkdz

megtakaritas érhet6 el.
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5.3. Kvantitativ PCR teljesitmény jellemz6inek meghatarozasa

5.3.1. A kimutatasi hatar szamitasa

A gyart6 adatai szerint a Mericon probak érzékenysége 10 DNS a reakcié-elegyben (Mericon
Pathogen Detection Handbook, 2011). A 4.3. szakaszban leirt eljaras szerint a DNS

mennyisége a reakcid-elegyben a kdvetkezbképpen hatarozhaté meg:

DNS(PCR) / DNS(minta) = 9,2 ul /400 ul = 0,023

Feltételezve, hogy egy mikrobabdl egy DNS templat képzédik, a mintaban [évé mikrobak
elméleti kimutatasi hatara:
N(minta) = 10/0,023 = 435 mikroba/ml
IgN(minta) = 2,64.

5.3.2. A méréshatar kisérleti meghatarozasa

A Kkisérleti meghatarozas soran el6szor tizes alapu higitasi sort készitettem a L.
monocytogenes ATCC 19111 térzzsel fizioldgias sooldatban az 1-7. higitasi szintig. A L.
monocytogenes szuszpenziok mikrobaszama lemezdntéssel kerult meghatarozasra a 6.
higitasi fokbdl Brain-Heart agaron, harom parhuzamosban. A higitasok IgN értékeit a harom
parhuzamos atlagabol szamitottam ki. A higitdsok minden tagjaban a L. monocytogenes
jelenlétét 2 modszerrel vizsgaltam:

1. 1 ml szuszpenzié 9 ml Brain-Heart levesbe oltva és 37°C-on 48 o6raig inkubalva

harom parhuzamosban (Listeria jelenlét).
2. 1 ml szuszpenzié PCR vizsgalata, harom parhuzamosban (CT).

Az eredmények a 9. tablazatban lathatok, melyben CT a detektacidos kiszdb eléréséhez

szukseéges ciklusok szamat jelQli.
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9. Tablazat Listeria monocytogenes L1. kimutatasa direkt PCR-mddszerrel fiziologias

sooldatbol
mikroba higitas Listeria IgN CT eredmény
jelenlét
Listeria 1 +++ 7,00 19,20 Pozitiv
monocytogenes 19,01* Pozitiv
ATCC 19111 20,15 Pozitiv
(L1) 2 +++ 6,00 22,73 Pozitiv
23,26* Pozitiv
22,43 Pozitiv
3 +++ 5,00 27,51* Pozitiv
27,79 Pozitiv
28,44 Pozitiv
4 +++ 4,00 31,56* Pozitiv
31,13 Pozitiv
30,77 Pozitiv
5 +++ 3,00 34,15 Pozitiv
34,07* Pozitiv
34,12 Pozitiv
6 +++ 2,00 38,09 Negativ
38,12 Negativ
No CT Negativ
7 +++ 1,00 38,10 Negativ
No CT Negativ
No CT Negativ

A *-gal jelzett CT értékekhez tartozé amplifikacids gorbéket tartalmazza a 33. abra.
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10. Tablazat Listeria monocytogenes L2. vizsgalati eredményei

mikroba higitas Listeria IgN CT eredmény
jelenlét
Listeria 3 +++ 5,17 25,91 Pozitiv
monocytogenes 26,28 Pozitiv
ATCC 7644 26,26 Pozitiv
(L2) 4 +++ 4,17 30,19 Pozitiv
30,20 Pozitiv
30,10 Pozitiv
5 +++ 3,17 33,66 Pozitiv
32,77 Pozitiv
32,59 Pozitiv
6 +++ 2,17 36,87 Pozitiv
No CT Negativ
No CT Negativ
7 +++ 1,17 38,51 Negativ
No CT Negativ
No CT Negativ

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az utolsé, egyértelmiien (mindharom
parhuzamosban) pozitiv eredményt mindkét térzs esetében az 5. higitasbdl kapjuk,
amelynek mikrobaszama 10° cfu/ml. Ennek megfeleléen a PCR meghatarozas alsé hatara a

mintaban:

N(minta) = 10° cfu/ml.

5.3.3. Amplifikaciés gorbék vizsgalata

A standard gérbe megszerkesztésének feltétele, hogy az amplifikaciés gérbék exponencialis
szakaszanak meredeksége kozott ne legyen szignifikans kildnbség. Ezt az amplifikacios
gorbeék logaritmalasaval ellendrizhetjik.

Az 1-5. higitasokhoz tartozdéan egy-egy amplifikacios gorbét (a 9. tablazatban *-gal jeldlve) a

33. abran mutatok be. Az abran Rnk jeldli a kimutatasi kuszobértéket.
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33. abra Listeria monocytogenes (L1.) amplifikacids gorbéi

Az amplifikacidés gorbék exponencialis szakaszat leiré egyenlet:

Rn(C) = CO - EC,

ahol Rn(C) az amplikon értéke a C-edik ciklus utan, C, a kiindulasi templat szekvencia
mennyisége.
A logaritmalt exponencialis szakasz egyenlete:

lgRhn = a+1g(E) - C

Egyszer(sitett formaban: Ig(Rn)=a+m -C,
ahol az egyenes meredeksége: m=Ig E

Az egyenes meredekségébdl a PCR reakcié hatékonysaga szamithaté: E = 10™

A logaritmalt amplifikaciés gorbék a 34. abran lathatdéak, melyeknek linearis része
reprezentalja az amplifikacidos gorbék exponencialis szakaszat.

Az abran a linearitas fels6 végét szaggatott vonal jeldli. Jol lathatd, hogy a detektacios
kiiszbbérték a logaritmalt amplifikacidés gorbék linearis szakaszahoz tartozik.
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34. abra Listeria monocytogenes (L1.) logaritmalt amplifikacids gérbéi.

Az exponencialis szakaszoknak megfelel6 egyenesek egyenleteit és a bel6lik szamitott

paramétereket a 11. tablazat foglalja 6ssze.

11. Tablazat A logaritmalt amplifikacids gorbeék linearis szakaszanak paraméterei

Goérbe  IgN mért Ct Linearitds adatpér a m R’ E
1 7 19,01 C=16-20 5 -6,0724 0,2704  0,9989 1,864
2 6 23,26 C=20-24 5 -7,2985 0,2735  0,9992 1,877
3 5 27,51  C=24-29 6 -8,6251 0,2787  0,9973 1,900
4 4 31,56 C=29-33 5 -9,5735 0,2719 0,9976 1,870
5 3 34,12 C=31-35 5 -10,347 0,2763  0,9990 1,889
ATLAG 0,2742 1,880
SZORAS 0,0033 0,0145

Az eredményekbél megallapithatd, hogy az exponencialis szakaszok meredeksége kdzott

nincs szignifikans killénbség, a standard gérbe megszerkeszthetd.
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5.3.4. Standard gorbék vizsgalata

A 9. tablazat adatainak atlagértékeibdl megszerkesztett standard gérbe a 35. abran lathato.

Standard gorbe L1. atlagok y = -3,7667x + 45,9213
R? = 0,9909
40
|~
30
i | \.\.\
()
20 ~e
10 T T T T T
2 3 4 5 6 7 8
IgN

35 abra L. monocytogenes L1. Standard gérbe linearitas (Atlagérték + SD)

A Listeria monocytogenes-re vonatkozé standard goérbe robusztussaganak vizsgalata
érdekében a masik, (L2.) torzset is bevontam az értékelésbe. Az egyesitett adatokat a 12.

tablazatban foglaltam dssze.

12. Tablazat Listeria monocytogenes L1. és L2. egyesitett adatai

Ig N CT Atlag s? S
Listeria 7,00 19,2 19,01 20,15 | 19,45 | 0,3730 | 0,6108
L1. 6,00 2273 2326 22,43 | 22,81 | 0,1766 | 0,4203

5,00 27,51 27,79 28,44 27,91 0,2276 | 0,4771
4,00 31,56 31,13 30,77 31,15 0,1564 | 0,3955
3,00 34,15 34,07 34,12 34,11 0,0016 | 0,0404
Listeria 517 2591 26,28 26,26 26,15 0,0433 | 0,2081

L2. 4,17 30,19 30,2 30,1 30,16 | 0,0030 | 0,0551
3,17 33,66 32,77 32,59 33,01 | 0,3282 | 0,5729

Max S? 0,3730

Sum S? 1,3099

Atlag S° 0,1637

C 0,2848

Cochran préba a szérasnégyzetek vizsgalatara: C = S?(max)/=S? = 0,2848

Tablazatos érték 3 parhuzamos, 8 szérasnégyzet: C(95%) = 0,516
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A szamitott C érték kisebb a kritikusnal, tehat a szérasnégyzetek k6z6tt nincs kiugréan nagy

eérték, a regresszios vizsgalat elvégezhetd.

A 9. és 10. tablazatban dsszefoglalt adatokbdl k6zos regresszidval megszerkesztett standard

gobrbét a 36. abra mutatja be. A regresszi6-analizist a 13. tablazat tartalmazza.

-3,6527x + 45,2091
R?=0,9840

mérési haté}

PCR standard gorbe, egyesitett ¥~

40

A

30 -

CT

elméleti

20 1 |kimutatas SD(CT)=0,62}

oLl mL2 IgN

36. abra L. monocytogenes egyesitett standard gorbéje

13. Tablazat Egyesitett standard gorbe regresszié-analizise

Regresszios statisztika

r értéke 0,9920
r-négyzet 0,9840
Korrigalt r-négyzet  0,9833
Standard hiba 0,6273
Megfigyelések 24
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F Sign.
Regresszio 1 532,020 532,09 13519 3,0E-21
Maradék 22 8,657 0,3935
Osszesen 23 540,678

Koefficiens St. Hiba térték p-érték Alsé 95% Felsé 95%
Tengelymetszet 45,2091 0,4831 93,5 4,1E-30 44,21 46,21
Meredekség -3,6527 0,0993 -36,7 3,0E-21 -3,859 -3,447

71



A 36. abran bemutatott egyesitett standard gorbérél leolvashatd, hogy a mérési modszer a
telies vizsgalt tartomanyban szoros linearis 6sszefliggést ad a detektaciohoz szikséges

ciklus-szam (CT) és a sejtszam logaritmusa kdzott:

Egyesitett standard gdérbe: CT = 45,209 - 3,6527-IgN
n=24, R?=0,9840, SD(CT)=0,627

CT értekek érzékenysége a minta sejtszam-valtozasara szamitva:

ocT = —3,653
olgN — 7

A minta sejtszamanak egy nagysagrendnyi ndvelése a kimutatashoz sziikséges ciklusok

szamat 3,65-tel csokkenti.

5.3.5. A PCR-reakcié hatékonysaganak vizsgalata

Standard gorbe: CT = 45,209 - 3,6527-IgN
1

Ct =a-— @ -lgN

Standard gérbe meredeksége:
1
m=— lg(_E) = —3,653

Hatékonysag:

E=10"Y™=1,878
Szazalékos hatékonysag %E = 87,8%

Figyelembe véve a meredekség 13. tablazatban feltlintetett konfidencia-hatarait:

Also hatar m (also) = -3,859 — E = 1,816 — Szazalékos hatékonysag = 81,6%

Fels6 hatar m (fels6) = -3,447 — E = 1,950 — Szazalékos hatékonysag = 95,0%

A konfidenciaintervallum figyelembevételével megallapithatjuk, hogy az (L1. és L2.)

egyesitett Standard gérbe alapjan szamitott PCR hatékonysag (E=1,878) nem kilonbdzik
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szignifikdnsan az L1. térzs egyedi amplifikaciés gorbéibél szamitott, 11. Tablazatban

Osszefoglalt (atlagosan E=1,880) egyedi hatékonysagoktol.

5.3.6. Kalibracios gorbe meghatarozasa

A kvantitativ PCR vizsgalatok soran a mért CT értékekbdl hatarozzuk meg a minta mikroba-
szamat a IgN=f(Ct) 0sszefuggés (kalibracios gorbe) alapjan. Az egyesitett kalibracios gorbét

a 37. abra mutatja be. A Regresszio-analizist a 14. Tablazat tartalmazza.

y =-0,2694x + 12,2538

PCR kalibraciés gorbe R2 = 0,9840

8
|
6 ]
=z
> [SD(IgN)=0,170 |
4 - elméleti
2 r T T I T T I T T I T T I T T I T T ‘\' T

10 15 20 25 30 35 40

ct

37. abra L. monocytogenes egyesitett kalibraciés gorbéje

14. Tablazat Egyesitett Listeria-adatok regresszi6-analizise

OSSZESITO TABLA
Regresszios statisztika

r értéke 0,9920

r-négyzet 0,9840

Korrigalt r-négyzet 00,9833

Standard hiba 0,1704

Megfigyelések 24
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VARIANCIAANALIZIS

df SS MS F Sign.
Regresszié 1 39,2366 39,2366 1351,9 3,0E-21
Maradék 22 0,6385 0,0290
Osszesen 23 39,8751
Koefficiens St. Hiba térték p-érték Alsé 95% Fels6 95%
Tengelymetszet 12,2538 0,2087 58,7 1,1E-25 11,82 12,69
Meredekség -0,26939 0,00733 -36,7687 3,0E-21 -0,2846 -0,2542

Eqgyesitett kalibraciés gorbe:

IgN = 12,356 -0,2694-CT

R?= 0,9840
SD(IgN) = 0,170
n=24

Az egyesitett kalibracios gorbébdl meghatarozhaté a mérési mddszer érzékenysége és a

PCR reakcio hatékonysaga:

Kalibracios gérbe:
IlgN = 12,356 — 0,2726 - CT

Elméleti érzékenység:

OlgN = —1g(2) = -0,3010
ocr ST
Mért érzékenység:
0lgN
—— = —Ig(E) =m = —-0,2694
CT g(E)

5.3.7. A kvantitativ PCR-rel végzett sejtszam-meghatarozas ismételhetésége

A PCR-modszer ismételhet6ségét (a IgN értékek véletlen hibgjat) a 12. Tablazatban 1évé
regresszids Osszefliggés variancia analizisének maradék szérasnégyzetébdl hataroztuk

meg.

So*(IgN) = 0,0290

So(lgN) = 0,170

CV =10%'"—1 =1,480-1 = 0,480
+48%

Maradék szérasnégyzet:
Véletlen hiba:
N értékek Variacios koefficiense:

Mikrobaszamok relativ szérasa:
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5.4. Elelmiszer-biztonsagi kritériumok

5.4.1. Listeria monocytogenes kimutatas

5.4.1.1. L. monocytogenes szelektivitas

A MicroTester alkalmazasaval a mikrobak kimutatdasanak szelektivitasa az alkalmazott
taptalajokon, valamint a mikrobak redoxgorbéjének jellegzetességén mulik.

Harom kulénb6zé (a, b és c jell) taplevesben vizsgaltam a 4.2.3.3. pontban leirt
baktériumok szaporodasat 37°C-on. A 250 ml-nyi tapleveseket 1 ml (kb. 10° cfu) tenyészettel
oltottam be (ferde agaron |évd tiszta tenyészetet 9 ml peptonvizzel lemosva, majd tizes
alapu higitasi sort készitve a 3. higitasi fokbol szarmazédan). A szaporodast a redoxgorbék

felvételével mértem.

a.) Fraser Listeria Selective Enrichment Broth (Merck110398) + Fraser Listeria Supplement
(Merck100093). 37. abra.
Baktériumszaporodas: mindharom L. monocytogenes torzs, L. ivanovii, L. innocua, E.
coli, Staphylococcus aureus.
b.) Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL (Merck 111951) + Listeria
Selective Enrichment Supplement acc. to FDA-BAM 1995/IDF-FIL (Merck 110549). 38. abra.
Szaporodik: mindharom L. monocytogenes torzs, L. ivanovii, L. innocua,
Staphylococcus aureus.
Nem szaporodik: E. coli
c.) Listeria Enrichment Broth (LEB) Base acc. to FDA/IDF-FIL (Merck) + Oxford Listeria
Selective Supplement (Merck107006). 39. abra.
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.
Kiegészitve a vizsgalandd mikrobakat a Bacillus cereus-szal (nem szaporodik) és
Bacillus subtilis-szel (szaporodik), a c.) taptalaj szelektivitasa a 39. abran lathato.
Mivel az E. coli szaporodas telies meértékben gatlédik, a részlegesen gatolt

Staphylococcus aureus pedig nem csokkenti a taptalaj redoxpotencialjat a Listeria
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fajokhoz hasonld mértékben, a jellemz6 redox gorbe alapjan azonosithatéo a L.
monocytogenes és a L. innocua.
Bacillus subtilis szaporodasa esetén a redoxpotencial a Listeria fajok szintje ala

csokken, ebben az esetben a L. monocytogenes jelenléte nem zarhato ki.

Eh (mV) Fraser
400

300
200
100
0
-100
-200

_300 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
t(h)

—L.mon. L.ivan. L.innoc. St.aur. ——E.coli

37. abra Fraser tapleves szelektivitasa

Fraser taplevesben az 6sszes vizsgalt mikroba szaporodott.

Eh (mV) LEB
400 -

300 N~ =

200 - \
100 H \

0 - AR
-100 A
-200 H

_300 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

t (h)

——L.mon. L.ivan. L.innoc. St.aur. ——E.coli

38. abra LEB Listeria selective enrichment supplementtel

A LEB tapkoézeg csak az E. coli szaporodasat gatolta.
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Eh (mV) LEB + Oxford supplement

400
00—

200 - ‘\\\“\
100 -

0 -
1100 1
-200 1

-300 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

——L.mon. L.ivan. L.innoc. St.aur. t (h)
—E.coli ——B.subtilis ——B.cereus

39. abra Oxford supplementet tartalmazé LEB szelektivitasa

A LEB + Oxford supplementben csak a L. monocytogenes, B. subtilis és L. innocua

szaporodott.

A redoxpotencial-mérés alapjan a LEB + Oxford supplement volt a legszelektivebb taptalaj
Listeria monocytogenest illetéen, de a Listeria fajok és a Bacillus subtilis redoxgdérbéi
egymastol nem kaldnithetbek el. A differencialas nehézsége miatt, abban az esetben, ha a L.
monocytogenes jelenléte nem =zarhaté ki, az identifikalast el kell végezni. A L.

monocytogenes jelenlétének megerdsitésére real-time PCR-t alkalmaztam

5.4.1.2. Listeria fajok és L. monocytogenes toérzsek redox kalibraciés gérbéinek

meghatarozasa

A redoxpotencial-mérés Oxford supplementet tartalmazé LEB taplevesben tortént. A
kalibraciés gorbe meghatarozasahoz Listeria torzsek ferde agar tenyészetét lemostam, és
pepton vizzel tizes alapu higitasi sort készitettem a 6.-ik higitasi fokig. Minden higitasi fokbdl
1 ml-t pipettaztam a 250 ml LEB + Oxford supplementet tartalmazd redox-mérécellaba. A
mérést elinditva a készllék automatikusan meghatarozza a kimutatasi idoket az egyes
higitasi fokokhoz tartozéan.

Abrazolva az egyes higitasi fokokhoz tartozd IgN értékek fiiggvényében a mért TTD

értékeket, az un. mérési gorbét kapjuk, amely a 40. abran lathato.
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TID(h) 3° T
@ATCC 19111
304+ A
®ATCC 7644
T ANCAIM B1935
20 +
15 +
10 4 y = -3,8223x + 34,313
R2 = 0,0844
5 4
0 : : : : : ; ; |
0 1 2 3 4 5 6 7 8
IgN (cfu/cella)

40. abra Listeria monocytogenes torzsek mérési gorbéje Oxford supplementet tartalmazé

LEB taplevesben

Az abran mindharom Listeria monocytogenes térzs eredményeit feltlintettem. A harom
kilonbozé Listeria torzzsel tortént mérés (1: ATCC 19111, 2: ATCC 7644, 3: NCAIM B1935)
eredménye egyetlen k6zds egyenessel abrazolhato.
Az egyenes egyenlete:

TTD = 34,31-3,8223-IgN

Az egy sejt kimutatasahoz sziikséges id6igény (IgN=0) a mérési goérbe tengelymetszetébdl
szamithato ki: TTD = 34,31 h.

A regresszio variancia tablazatabdl (13. tablazat) meghatarozhaté a tengelymetszet 99 %-os
konfidencia intervalluma, amelynek felsé értéke az egyetlen él6 L. monocytogenes sejt

kimutatasahoz szikséges id6 maximuma, 36 o6ra.

13. Tablazat Egy sejt kimutatasahoz sziikséges mérési id6 meghatarozasa

Koefficiensek Standard hiba t Stat P-érték  Als6 99% Fels6 99%

Tengelymetszet 34,3131 0,5318 64,52 9,09E-21 32,76 35,87
Meredekség -3,8223 0,1203 -31,77 6,96E-16 -4,17 -3,47

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

megallapithatjuk, hogy a két gorbe szignifikansan kiuldnbdzik egymastél (41. abra).
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TTD (h)
35 y = -3,8223x + 34,313
R? = 0,9844

30+ @

y = -2,3611x + 22,003
2= 0,968

25 1
20 1
15 1
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5 4 o
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@ Listeria monocytogenes @ Listeria innocua

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

tartalmazo LEB taplevesben

Ahogy az abran is lathatdé a L. monocytogenes szaporodasi ratdja kisebb, mint a L. innocua-
€. (azonos sejtszamhoz tartozé TTD-je magasabb). Az id6igény, amely a mérécelldaban
talalhaté egyetlen sejt kimutatasahoz szikséges (IgN=0) a mérési gbérbe tengelymetszetébdl
TTD(0) hatarozhaté meg. Ha ezen idétartam alatt TTD nem detektalhato, a mérécella nem
tartalmaz él6 baktériumot.

Tekintve, hogy a L. monocytogenes szaporodik lassabban és figyelembe véve a konfidencia
intervallum felsé hatarat, kijelenthetjik, hogy ha nincs TTD 36 6ran belll, akkor a minta L.
monocytogenes mentes. A L. monocytogenes-negativ mintak kiszlirésének idéigénye 36 éra.
Kontaminacio esetén ez az id6 lényegesen rovidil. ATTD a lehetséges pozitiv mintat jelenti.
A higitatlan minta lemezdntéssel vizsgalt sejtszamanak betaplalasa utan, a szoftver
meghatarozza a kalibraciés gorbe egyenletét, amely a TTD figgvényében szamitja ki a
sejtszam logaritmusat.

A kalibracios gorbét a 42. abran mutatom be. A regresszié-analizis eredményeit a 14.

tablazat foglalja dssze.
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IgN L. monocytogenes
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42. abra L. monocytogenes kalibracios gorbe

14. Tablazat Regresszio analizis

OSSZEFOGLALO TABLAZAT

Regresszios statisztika

R értéke 0,9922
R? 0,9844
Korrigalt R? 0,9834
Standard hiba 0,2454
Megfigyelések 18
ANOVA
df SS MS F F szignifikancia
1,01E+0
Regresszio 1 60,7887 60,7887 3 6,96E-16
Maradék 16 0,9637 0,0602
Osszes 17 61,7524
Koefficiense  Standard Felsé
k hiba tStat P-érték  Als6 95% 95%
Tengelymetszet 8,8995 0,1643 54,16 1,48E-19 8,55 9,25
Meredekség -0,2575 0,0081 -31,77 6,96E-16 -0,27 -0,24
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Miszeres mikrobaszam-meghatarozasi modszernél, mivel az eljaras kalibraciés gorbéken
alapul, az ismételhetéséget a IgN = f(TTD) értékek regresszid analizisének standard hibaja
adja meg.

Validalasi jellemzék a regresszids egyenesbdl szamitva:

Linearitas: Kimutatasi tartomany egészében
Erzékenység: (AlgN / ATTD, a kalibraciés gorbe meredeksége): 0,26/6ra
Kimutatasi hatar 1 é16 sejt a méréeellaban

Mérési tartomany:  10° — 107 cfu/ml

Ismételhetéség: SD(IgN)=0,2454

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

szuszpenzidé kdzvetlenill hasznalhaté real-time PCR vizsgalathoz.

5.4.1.3. L. monocytogenes redox elédusitas utani identifikalasa PCR-modszerrel

A 4.2.3.3. szakaszban (Listeria monocytogenes kimutatas) leirt modszer szerint el6készitett
mintak redox-vizsgalata utan a L. monocytogenes jelenlétre gyanus dusitott szuszpenziobaol
tortén6 azonositas PCR-rel tovabbi harom orat vesz igénybe.

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
mintak eredményei (pozitiv vagy negativ), a redoxpotencial-mérés és a real-time PCR,
valamint kombinaciodjuk idéigénye 0sszehasonlitva a konvencionalis ISO 11290-1 standard

modszerrel a 15-17. tablazatokban lathato.
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15. Tablazat L. monocytogenes kimutatas és azonositas alacsony szennyezettségi szint

esetén
Modszer N Szabvanyos | Redoxpotencial | Real-time 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° --- --- 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° --- +++ 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° --- ++ 4+ 24 --- 3 27

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

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

SD(TTD) = 0,25 h
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16. Tablazat. L. monocytogenes kimutatas és azonositas kbzepes szennyezettségi szint

esetén
Modszer N Szabvanyos | Redoxpotencial | Real-time PCR | Osszesen
(cfu/ml) szaporodas TTD(h) id6 (h) id6(h)
Tej --- --- 36< - 36
L. monocytogenes | 2,2-10° +++ +++ 22 +++ 3 25
L. ivanovii 3,5-10° --- --- 36< - 36
L. innocua 9,8-10° --- +++ 15 --- 3 18
Staph. aureus 5,6-10° --- --- 36< - 36
E. coli 2,4-10° --- --- 36< - 36
Bacillus cereus 2,4-10° --- --- 36< - 36
Bacillus subtilis 3,6:10° --- +++ 17 --- 3 20
Lagy sajt --- --- 36< - 36
L. monocytogenes | 5,4-10° +++ +++ 21 +++ 3 24
L. ivanovii 3,1:10° --- --- 36< - 36
L. innocua 2,5-10° --- +++ 14 --- 3 17
Staph. aureus 4,1-10° . . 36< - 36
E. coli 3,4-10° --- --- 36< - 36
Bacillus cereus 5,3:10° --- --- 36< - 36
Bacillus subtilis 4,2-10° - ++ + 16 --- 3 19

N: inokulum mikrobaszéama, 3 parhuzamos atlaga, CV(N) = £15%

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

SD(TTD) = 0,25 h
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17. Tablazat

L. monocytogenes kimutatas és azonositds magas szennyezettségi szint

esetén
Maodszer N Szabvanyos | Redoxpotencial | Real-time PCR | Osszesen
(cfu/ml) szaporodas TTD(h) id6(h) id6(h)

Tej - - | 36< - 36
L. monocytogenes | 8,9-107 +++ +++ 4.4 +++ 3 7.4
L. ivanovii 8,5-10° --- --- 36< - 36
L. innocua 5,1-108 --- +++ 2,3 --- 3 5,3
Staph. aureus 3,2:108 --- --- 36< - 36
E. coli 4,1-10° 36< - 36
Bacillus cereus 1,6-10° --- --- 36< 36
Bacillus subtilis 6,3:10° --- +++ 5 --- 3 8
Lagy sajt --- --- 36< - 36
L. monocytogenes | 3,5:10" +++ +++ 4,6 +++ 3 7,6
L. ivanovii 8,3-10' --- --- 36< - 36
L. innocua 6,4-10’ --- +++ 4,1 --- 3 7,1
Staph. aureus 5,6-10° - . 36< - 36
E. coli 2,4-10° --- --- 36< - 36
Bacillus cereus 1,9-108 --- - 36< 36
Bacillus subtilis 5,9-108 --- ++ + 4,5 - 3 7.5

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

Osszesen: identifikalas teljes idigénye, Redox + PCR
Standard: MSZ EN ISO 11290-1

TTD: Time to Detection,
SD(TTD) = 0,25 h
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5.4.2. Salmonella kimutatas

5.4.2.1. Szelektivitas vizsgalat

A Salmonella meghatarozasat klasszikus mérés esetén jelentésen zavarja az Escherichia
coli jelenléte. Megvizsgaltam, hogy képes-e az E. coli szaporodni (TTD-t adni) az RVS
taplevesben, 42°C hémérsékleten. Megallapitottam, hogy az E. coli az RVS-ben nem
szaporodik, igy a Salmonella Microtesterrel t6rténd kimutatasa esetén nem ad fals pozitiv
eredményt. Pozitiv kontrollként az E. coli azonos koncentracidjat a nem szelektiv TSB
taplevesben vizsgaltam.

Feltételezve, hogy az igen komplex taptalajt jelenté tej jelenlétében csdkken az RVS
szelektivitasa, igy esetleg az E. coli szaporodasa is lehetévé valhat. A vizsgalati eredmények
alapjan megallapithatd, hogy a tej nem csdkkenti az RVS szelektivitasat, vagyis az E. coli tej
jelenlétében sem ad az RVS-ben TTD-t.

A 43. abran az E. coli RVS-ben, mellette az E. coli TSB-ben végzett vizsgalatanak

eredménye lathato, a tej mennyisége mindkét esetben 10 % volt. (T=42 °C)

Eh [m¥ ] ARUNNING Eh [m¥]ATTD = 3
B FLMNIMG

100.0 100.0

-100.0 -100.0

8.2 12,3164 20.5
RVS TSB
43. abra Escherichia coli redoxgorbéi RVS-ben és TSB-ben (T =42 °C)

Tovabbi zavaré mikrobakat vizsgaltam: Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Citrobacter
freundii esetén is azt tapasztaltam, hogy azok sem tej nélkll, sem tejjel nem szaporodnak
RVS-ben.

Megvizsgaltam, hogy a kilénb6z6 Salmonella szerotipusok TSB taplevesben mért
kalibraciés gorbéi 4abrazolhatok-e egy kdzds gorbével. Az eredmények alapjan
megallapithatdé, hogy valamennyi Salmonellara kdzds goérbe nem alkalmazhaté. A
Salmonellak kalibracids gorbéik alapjan 4 csoportba oszthatok, az egyes csoportokon beldl

k0z0s mérési gorbe alkalmazhato.
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K6z6s kalibracioval jellemezhetd Salmonella csoportok (44-47. abra)
l. S. Bredeney, S. Kottbus, S. Senftenberg, S. Stanley, S. Tennessee*
Il. S. Kentucky, S. Montevideo, S. Ohio, S. Saintpaul, S. Thompson, S.
Typhimurium*
1. S. Cerro, S. Enteritidis*, S. Infantis, S. Livingstone
V. S. Newport*

A *-gal jeldlt szerotipusok mérési gorbéit RVS taplevesben is meghataroztam (48. abra)

TTD (h)
8 —_
y =-1,2445x + 10,879
R?=0,9756

6 +

4 +

2 +

0 f f f f i
3 4 5 6 7 8

IgN (cfu/cella)

S.Bredeney OS. Tennessee XS. Senftenberg

AS. Kottbus +S. Stanley

44. abra Salmonella |. csoport mérési gorbéje TSB taplevesben

TTD (h)
8 _
y =-1,5027x + 12,841
6 1+ Rz =0,9822
4 4
2 =+
0 f f f f |
3 4 5 6 7 8
IgN (cfu/cella)
<©S. Ohio OS. Saintpaul AS. Kentucky
XS. Thompson XS. Typhimurium OS. Montevideo

45. abra Salmonella Il. csoport mérési gérbéje TSB taplevesben

86



TTD (h)

10 +
8 T y =-1,8681x + 15,458
R?=0,9876

6 4

4 4

2 4

0 ; f f f /
3 4 5 6 7 8

IgN (cfu/cella)
©S. Infantis OS. Livingstone AS. Enteritidis XS. Cerro

46. abra Salmonella lll. csoport mérési gorbéje TSB taplevesben

TTD (h)
10 +

y =-2,298x + 18,261
R?=0,9887

o

oS.... IgN (cfulcella)

47. abra Salmonella IV. csoport mérési gorbéje TSB taplevesben
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TTD (h)

o5 0OS. Tennessee

S. Typhimurium

20 + AS. Enteritidis

15 1 OS. Newport

10 +

5 4+

0 = ; = ‘ |

0 2 4 6
IgN (cfu/cella)

8

48. abra Salmonella szerotipusok mérési gorbéi RVS taplevesben

18. Tablazat Salmonella szerotipusok mérési gdrbéinek 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-lgN | 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 lévd egy sejt kimutatasahoz szikséges id6 meghatarozhaté a mérési gorbe
tengelymetszetébdl (IgN=0). A legnagyobb érték, 23,3 déra a S. Newport-hoz tartozik.
Szamitasba véve a TTD értékek standard hibgjat (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.

5.4.2.2. Elelmiszermintak elézetes vizsgélata

Tej, tojas és csirkehus Salmonella szennyezettségét ellendriztem (jelenlét/hiany préba). 5-5
mintat vizsgaltam az egyes élelmiszer-tipusokbol 2 parhuzamosban, klasszikus tenyésztéses

modszerrel, redoxpontencial-meéréssel és redoxpotencial-mérést kdvetéen real-time PCR
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vizsgalattal (30 meghatarozas moddszerenként). A harom kulénb6z6 moddszerrel kapott
eredmények azonosak voltak.

A tej és tojasmintak nem tartalmaztak Salmonellat. Az 5 husmintabol 1 bizonyult negativnak,
4 minta tartalmazott Salmonellat. Ezen eredmények alapjan a kulénbd6zé modszerek
Osszehasonlitd vizsgalata soran tojastermékek esetén mesterségesen fert6zott mintakat

hasznaltam, mig a brojler hus mintadk esetén az eredeti mikroflérat vizsgaltam.

5.4.2.3. Salmonella kimutatas mesterségesen fert6zott tojasban

25 g mintat homogenizaltam 225 ml RVS taplevesben és oltottam be 1 ml Salmonella
Enteritidis és Salmonella Typhimurium higitott szuszpenziéjaval. (24 o6ras ferde agar
tenyészet pepton vizzel lemosva és higitasi sor készitve). Harom sejtkoncentracioval tortént
a beoltas (alacsony, kézepes, magas). Az aktualis szennyezettségi szintek a 19. tablazatban
lathatok.

19. Tablazat Tojasmintdk mesterséges kontaminacios szintjei (CFU/25g)

Kontaminacié alacsony kdzepes magas
S. Typhimurium 1,6:10° 2,4:10° 3,6:10*
S. Enteritidis 1,4:10° 3,2:10° 2,4-10*

A Salmonella-kontaminacié meghatarozasa harom parhuzamos vizsgalattal tortént,
Osszesen 21 vizsgalat modszerenként. (Natur termék + 2 térzs x 3 mikroba-szint) x 3

parhuzamos = 21.

Az egyetlen sejt kimutatdsahoz szikséges id6 redoxpotencial-méréssel 23,5 6ra, de az
er8sen szennyezett mintak esetén a kimutatasi idé Iényegesen rovidil. Az azonositas a
dusitott szuszpenzidkbdl real-time PCR-rel tovabbi 3 orat igényel. Az eredmények (pozitiv
vagy negativ), a redoxpotencial-mérés és real-time PCR mddszerek, valamint kombinaciojuk

id6igénye 6sszehasonlitva az ISO 6579 standard médszerrel a 20. tablazatban lathato.
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20. Tablazat Salmonella kimutatas tojasban (3 parhuzamos atlaga)

Modszer Szabvanyos Redoxpotencial Real-time PCR Redox+PCR
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 + 16,7° + 3 19,7
S. Typhimurium + 114 + 11,7° + 3 14,7
magas
koncentracio
S. Enteritidis + 114 + 13,22 + 3 16,2
S. Typhimurium + 114 + 8,7° + 3 11,7
Mintaszam 21 21 21 21

*: nincs redox goérbe

**: nincs jel
& 3D=0,45 h,
®: SD=0,32 h

5.4.2.4. Salmonella kimutatas csirkehdsban

Kereskedelmi forgalomban kaphatd, helyi piacrél szarmazé csirkemellhis Salmonella
fertézottségét vizsgaltam (20 minta, 3 parhuzamos vizsgalat). Minden mintat az 1ISO (2002)
klasszikus tenyésztéses modszerrel is megvizsgaltam, parhuzamosan a redoxpotencial-

mérés és real-time PCR kombinalt médszerrel. Az eredmények a 21. tablazatban lathatok. A

3 modszer minden esetben azonos eredményt adott (60 meghatarozas médszerenként).
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21. Tablazat Salmonella kimutatas csirkehusban. 3 parhuzamos mérés kimutatasi id6inek

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 method
* 1 nincs redoxgdrbe

**: nincs jel

A kombinalt médszerben a redoxpotencial-mérés szelektiv dusitoként miikddoétt a real-time

PCR szédmara. A biztosan negativ Salmonella mintak redoxpotencial-méréssel torténd

kiszlirésének id6igénye 24 6ra. Ezek a negaiv mintak mind PCR mddszerrel, mind standard

szabvanyos modszerrel negativnak bizonyultak. Megallapithatd, hogy negativ esetben a

PCR-vizsgalat elhagyhatd.
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Salmonella-pozitiv redoxpotencial-mérési eredmény esetén a redox mérécella dusitott
szuszpenzidjabol tortént a real-time PCR-modszerrel torténd azonositas 3 ora alatt, a
klasszikus biokémiai azonositas helyett. Osszehasonlitva a kombinalt modszert az 1SO
6579 standard médszerrel, a teljes Salmonella jelenlét-hiany kimutatasi id6 kevesebb, mint
24 6ra, szemben a 114 oras klasszikus modszer idéigényével. A redoxpotencial-mérés és
PCR modszerek kombinaciojaval jelentés mennyiségl munkat, idét és pénzt takarithatunk

meg a Salmonella kimutatas soran.
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6. Megbeszélés

6.1. Osszcsiraszam és Enterobacteriaceae-szam meghatarozas

Tobb tejfeldolgozé Gizem nyers tejre vonatkozo kdvetelményei szigorubbak, mint a hivatalos
hatarértékek, mivel a szomatikus sejtszam és &sszcsiraszam befolyasolja a tejtermékek
min6ségét, eltarthatdsagat és biztonsagat (Barbano et al., 2006). A szabvanyos klasszikus
tenyésztéses modszer a ,gold standard” az élelmiszerek mikrobiologiai allapotanak
meghatarozasa esetén, de meglehetésen id6- és munkaigényes. Szamos gyorsmodszert
fejlesztettek az elmult évtizedekben az idd- és kdltségcsokkentés céljabdl. Ready-to-use
taptalajok, részben vagy teljesen automatizalt alternativ modszerek, amelyek megkdnnyitik a
laboratoriumi munkat, gyorsabban adnak eredményt, de az inkubacids idé6 megegyez6 a
szabvanyos moddszerével (Beloti et al., 2002). Erre példa a TEMPO system, amely egy
modositott tenyésztéses modszer, MPN technikaval kombinalva (Torlak et al., 2008).
Petrifim AC lemezek szintén alternativ megoldast biztositanak az aerob mikrobaszam

meghatarozasara a tejiparban (Beloti et al., 2002).

Tejben, daralt husban, halban vagy barmely mas hitétt élelmiszerben, tobb
Enterobacteriaceae nemzetségbe tartozé mikroba tud szaporodni, és szamos torzs

hordozhat toxin gént, amely az enetropatogén E. coli-hoz hasonlé.

Bar a molekularis-, immunoldgiai- és mikroszképos-mddszerek automatizaltak, gyorsabban
adnak eredményt, kevesebb munkaerét igényelnek, de magas beruhazasi- és anyagigény-

koltséggel jarnak (Jasson et al. 2010).

Laktozt fermentaldé Enterobacteriaceae kimutatédsara szolgalé PCR-assay a tejiparban mar
elérhetd, de az él6 és holt sejtek elkulonitése nem megoldott. A PCR-modszerek,
élelmiszermintak esetén, mindig elézetes dusitast igényelnek, modszertél fuggben 4-16 ora
idétartamban (Soejima et al., 2012). RT-qPCR-mo&dszer fejlesztése esetén is fontos a
megfeleld dusitasi id6 meghatarozasa, minimalisan 8 o6ra sziukséges szelektiv taplevest

alkalmazva (Martin et al., 2010).

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

mikrobaszamok kdzott nincs szignifikans kulonbség.

A meghatarozas iddigényét tekintve a miiszeres mddszer jelentésen gyorsabb, kiléndsen

akkor, ha kilsé kalibracios gorbével dolgozhatunk. Ebben az esetben a nyers tejre
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technolégiai szempontbdl hatarértéknek tekintett 10%-10° cfu/ml (Adams and Moss, 1995) 8-9

oOra alatt (nagyobb sejtkoncentracio révidebb idé alatt) meghatarozhato.

Bels6 kalibracios gorbe alkalmazasa esetén lehetéség van az 6sszcsiraszamon belll az
Enterobacteriumok szamanak egyideji meghatarozasara is. A miszeres mérés iddigenye
legfeljebb 20 ora, szemben a tenyésztéses moédszer (MSZ ISO 21528-2) 72 oras

id6szukségletével.

A tenyésztéses és miiszeres meghatarozasi modszer idéigényének kilénbsége a detektalasi
kritériumok kozotti eltérésre vezethetd vissza. Lemezontéses és szélesztéses modszernél
killonalld telep megjelenéséhez 10%rél 107-re torténd szaporodas, hatarhigitasos
moédszernél 1-10 sejtrél 107-10° sejt/ml koncentracio elérése szilkséges. Miiszeres mérésnél
a kiindulasi sejtkoncentraciorél kell elérni a detektacidhoz szilkséges 10° sejt/ml
koncentraciot. Ez utdbbi iddigény a tenyésztéses modszerekhez (MSZ EN ISO 7218)

viszonyitva lényegesen rovidebb.

Tovabbi elény, hogy a miszeres meérés Kkoltségigénye I|ényegesen kisebb, mint a
tenyésztéses modszeré, kuldndsen kilsd kalibracios gorbe alkalmazasa esetén. Ennek oka,
hogy kalibraciés gérbe alkalmazasakor a mikrobaszam 10° — 10° cfu/ml tartomanyaban nincs
szikség a minta higitasara, mig lemezdntéses mébdszer esetén az MSZ EN ISO 7218
el6irasai szerint higitasi sor alkalmazasa szikséges, ami anyag-, eszkdz- és id6-

felhasznalasi tobbletet okoz.

Az elmult 50 évben a globdlis husfogyasztds megnégyszerez6dott, az 1961-ben
megallapitott 70 millié tonnardl 2011-ben 283 millié tonnara nétt. A megndvekedett termelés,
a vasarldk igénye a magas min6ségl termékek irant és nem utolsésorban a husipari
termékek biztonsaga, szikségessé teszi a mindségugyi és mikrobioldgiai vizsgalati

moddszerek minél gyorsabba tételét (Tao és Peng, 2014).

Nyers hus Osszes él6 aerob mikrobaszam meghatarozasara szolgalé oxigénfogyasztas-
mérés detektalasan alapuld rendszert irtak le. A médszerrel 10° cfu/g sejtszam esetén 12 é6ra
alatt kapunk eredményt (O’Mahony et al., 2009). Kdzeli infravorés spektroszkopia (NIR) is
sikeresen alkalmazhatdé 6sszmikrobaszam meghatarozasara kulonb6zé allatfajok husainak
vizsgalata esetén, de a kis mintamennyiségek gatat szabhatnak a széleskoérli hasznalatanak
(Barbin et al. 2013; Feng és Sun, 2013).

A husok 6sszcsiraszamanak meghatarozasara PCR-modszereket is alkalmaztak, gRT-PCR
segitségével 8-12 6ra alatt hatarozhaté meg az dsszcsiraszam, de 102 cfu/g sejtszam alatt

nem alkalmazhaté (Dolan et al., 2009.)
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Redoxpotencial-mérésen alapulé gyorsmodszer hasznalhatd husok, illetve huskészitmények
vizsgalatara is. A 2073/2005/EK rendeletben az élelmiszerek mikrobiologiai kritériumairol
szol6 2.1. pontjaban elSirt 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 médszernél, hatékonyabban lehetne
hasznalni az élelmiszer-mikrobiolégiai szempontbdl kockazatos termékek vizsgalatara.
Gyorsabban kisziirhet6 lenne az esetlegesen nem megfeleld minéségl termék, igy idében

megakadalyozhatéva valna annak az élelmiszerlancba térténé bekerilése.

6.2. Kornyezethigiéniai vizsgalatok

Altalaban az egészséges allatok husa sterilnek tekintheté a vagas pillanataban, ugyanakkor
erbsen szennyezett a kiltakar6 és a gyomor-bél csatorna. Leginkabb ezek felel6sek a
testfelek kontaminaciojaért, valamint nem csak a testfél, hanem a feldolgoz6 kérnyezet is ki
van téve a szennyezbdés lehetbéségének (Koutsoumanis at al., 2006). A feldolgozd
kornyezetbél  szarmazd  élelmiszer-eredetl  megbetegedést okozé  baktériumok

szennyezhetik a husipari termékeket az el6éallitas soran (Jessen és Lammert, 2003).

A higiéniai ellendrzések egy husfeldolgoz6 Gzemben kilonbdzd mddszerekkel térténhetnek:
megtekintés, tamponos mintavételi moddszerrel végzett fellleti vizsgalatok, ATP
biolumineszcencia. A megtekintés nem pontos, a tamponos mintavételi médszer képzett
szemeélyzetet és 1-3 nap vizsgalati id6t igényel. A fellleten talalhatdé ATP viszont nem csak
baktérium-eredetlli lehet, hanem élelmiszer-kontaminaciobdl is szarmazhat. Az ATP-
kimutatas lehet6ségét tovabbvizsgalva, tanulmanyok jelentek meg a fluoreszcens
spektroszkopias modszer alkalmazasardl (Oto et al., 2013). Mas kézleményekben bakterialis
eredetli ATP mennyiségének becslésére UV-Vis spektrofotometriai analizis alkalmazasanak

lehet6ségét javasoljak a szerz6k (Oshita et al., 2011).

A legtdbb vagohidon és husipari Uzemben azonban a hagyomanyos modszerek kozul a
tamponos mintavételi modszerrel végzett fellleti mikrobiolégia vizsgalatokat alkalmazzak.
Ennek a moddszernek az id6igénye (MSZ I1SO 18593) jelentésen redukalhaté a

redoxpotencial-mérésen alapulé Uj mddszer segitségével.

Ismert minta esetén elénye a moddszernek, hogy kalibracidés gorbét alkalmazva nincs
szikség a fellleti szennyezést hordozd tampon alapos lemosasara, higitasi sor készitésére.

A hordozé kdzvetlenll behelyezhetd a mérécellaban 1évé taptalajba és a mérés elvégezheté.
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A bels6 kalibracidos gorbe segitségével az dsszcsiraszam ismeretlen 6sszetételli mikroflora
esetén is biztonsaggal meghatarozhato. A belsé kalibracios gorbe felvételének idbigénye a
fellletek mikrobiolégiai szennyezettségeétdl figgben 15-20 éra, mely ugyan nagyobb, mint a
kulsé kalibracios gérbével végzett vizsgalatok iddigénye, de még igy is jelentésen kisebb,
mint a hagyomanyos lemezdntéses mikrobaszam meghatarozashoz szikséges id6 (72 6ra
inkubalas 6sszcsiraszam az MSZ EN ISO 4833 szerint, 24 6ra Enterobacteriaceae-szam
meghatarozasahoz az MSZ ISO 21528-2 szerint). Nem szelektiv taptalaj hasznalata esetén
a higitasi sorbél az Enterobacteriaceae-szam és 06sszcsiraszam esetenként egyidejlleg

meghatarozhato.

6.3. Kvantitativ PCR teljesitmény-jellemzoi

A kvantitativ PCR-vizsgalatok elfogadhatdésaganak 3 kritériuma (Real-Time PCR Applications
Guide, 2006):

= Standard gorbe linearitasa R? > 0,980

= Nagy amplifikacios hatékonysag (90 — 105%)

= Stabil ismételhetéség (robusztus moédszer)

A teljesitmény-jellemzbket Listeria monocytogenes szamszerli meghatarozasara
vonatkozdéan vizsgaltam. A mikrobaszdmok minden esetben standard lemezdntéssel

meghatarozott CFU/ml vagy CFU/g értéket jelentenek.

6.3.1. Méréshatar

A kvantitativn. PCR-modszer kimutatasi hatara, kozvetlenil a PCR-reakciéba bevitt
mennyiségre vonatkoztatva N=10 mikrobanak megfelel6 DNS (Rantsiou et al., 2008; Martin
et al., 2012), amit a DNS feltaras és a preparaciés térfogatvaltozasok figyelembe vételével
atszamitva az eredeti mintara 435 mikroba/ml értéket kapunk.

Kisérletileg meghatarozva az alsé6 méréshatart kb 10° cfu/ml sejtkoncentraciét hataroztam
meg, ami j6l egyezik mas szerz6k vizsgalati eredményeivel (Rantsiou et al. 2008, Martin et
al. 2012).

Szilard élelmiszermintdk esetén szikség van egy alaphigitdsra és homogenizalasra a
mikrobiologiai vizsgalat el6tt, ezért a minimalisan kimutathatd sejtszam egy nagysagrenddel
névekszik: N(min) = 4,4-10° cfu/g, logN(min) = 3,64. Ennek megfeleléen a mintara

vonatkoztatott alsé méréshatar 10* cfu/g.
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6.3.2. Linearitas

A linearitast jellemzé standard gorbék megszerkesztésének feltétele, hogy a detektalasi
kliiszobhoz tartozé CT-értékeket az amplifikaciéos gorbék exponenciadlis szakaszaban
hatarozzuk meg, és az exponencialis szakaszok linearizalt formaja azonos meredekségli
legyen. Kisérleteim soran ezek a feltételek fennalltak.
A standard gorbét két Listeria monocytogenes torzs egyesitett adataibol megszerkesztve,
annak kozo6s egyenlete (36. abra):

CT =-3,6527-IgN + 45,209, R?=0,9840

A vizsgalt mérési tartomanyban (IgN = 3 - 7) a modszer linearis.

A determinaciés egyltthaté alapjan a standard gorbe linearitasa megfelel az elvarasnak:

R?=0,9840 > 0,980

A standard gérbe meredekségébdl szamitott amplifikacios hatékonysag: E = 1,878.
A hatékonysag 95 %-o0s konfidencia-intervalluma: 1,816 — 1,950.
Szazalékban kifejezett hatékonysag: %E = 87,8 %, konfidencia-intervalluma 81,6% — 95,0%.

Az alkalmazott médszer amplifikaciés hatékonysaga 87,8% szamszerlleg kisebb az elvart
90%-nal, bar a kilénbség nem szignifikans.
A gyengébb hatékonysag feltehet6 oka az, hogy az alkalmazott Mericon L. monocytogenes

Kit dusitas utani kvalitativ kimutatasra ajanlott termék.

6.3.3. Véletlen hiba

A moddszer robusztus voltara utal, hogy az eltérd idében (tdbb hét elteltével) vizsgalt két
Listeria torzs egyesitett adatai szoros illeszkedésli, So(CT) = 0,62 véletlen hibaval

jellemezhet6 kdzos standard goérbét eredményeztek.

A mikrobaszam meghatarozas véletlen hibaja az egyesitett kalibraciés gorbe regresszids
vizsgalatabol meghatarozva:
So(IlgN) = 0,170

Mikrobaszamok relativ szérasa, CV = 48%
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6.4. Elelmiszer-biztonsagi kritériumok

Figyelembe véve a minimalisan kimutathaté mikroba szamot, nyilvanvald, hogy a “nincs
patogén mikroba 25 g élelmiszerben” kritérium direkt PCR-rel torténé meghatarozasa
elméletileg sem lehetséges.

Elelmiszer-biztonsagi vizsgalatokra (jelenlét/hiany proba, illetve alacsony, 10%ml alatti
mikrobaszam meghatarozasa) a modszer kdzvetlenul nem, csak el6zetes mikrobadusitas
utan alkalmazhaté. Abban az esetben, ha alacsony sejtszamu a mintank és jelenlét/hiany
prébat szeretnénk végezni, a dusitas fazisa, mely a sérult sejtek resuscitalasa szempontjabadl

is lényeges, kiiléndsen fontos lépés a kimutatas soran.

6.4.1. Listeria monocytogenes kimutatas

L. monocytogenes széles korben el6forduld kornyezeti és élelmiszer-eredeti patogén
mikroba, amely akar halalos megbetegedést is okozhat az emberben. A L. monocytogenes
jelenléte szamos élelmiszerben és az egész vilagon ndvekvdé szamu Listeria-jarvanyok
eléforduldsa igényli a Listeria monocytogenes gyorsabb kimutatasat. Molekularis
modszerekkel, mint a PCR, gyorsan kimutathaték és azonosithaték a patogén mikrobak
(Rijpens and Herman, 2002). A PCR-mddszer hasznalatanak a koltsége vagy a
mintamennyiség szabhat gatat (Rodrigez et al., 2004). Kis sejtszamu mintdk vagy akar
egyetlen sejt kimutatasa esetén és a fizikailag sérilt sejtek resuscitalasanak érdekében a
dusitas elkerulhetetlen 1épés (Cocolin et al., 2002).

Gyors, megbizhaté L. monocytogenes kimutatas lehetéségét jelenti a redoxpotencial és real-
time PCR-modszer kombinacidja, amely az elengedhetetlen dusitasi folyamat soran lehetévé

teszi a L. monocytogenes jelenlétének valészinlsitését/kizarasat.

Mivel a redoxpotencial-mérésen alapuld modszer alapjan az egyes Listeria fajokat és a B.
subtilist nem tudjuk egymastdl elkiloniteni, a pozitiv mintak esetén tovabbi azonositasra van

szukseég real-time PCR-mo&dszer segitségével.

A szelektiv taptalajként alkalmazott, Oxford supplementet tartalmazé LEB taplevesben a L.
ivanovii nem volt detektalhato, igy a L. monocytogenestél elkulonithetd. Konvencionalis
modszerrel, kdzvetlenll a kildénb6zé taptalajokkal a L. monocytogenest a tdbbi Listeria fajtél
nem lehet elkuldniteni a jelenlegi ismereteink szerint (Jamali et al., 2013).

A redoxpotencial-mérési gorbéjének alapjan megallapithatdé, hogy L. monocytogenes

jelenlétének esetén max. 36 éran belul eredményt kapunk.
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Abban az esetben, ha nincs TTD 36 éran belll, a mintank nagy valészinliséggel nem

tartalmaz él6 L. monocytogenes-t.

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

nelkul.

A kombinalt modszerrel és a klasszikus modszerrel nyert eredmények teljesen megegyeztek,
az iddigény viszont szignifikansan révidebb a kombinalt médszerrel.

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

Kozepes kontaminacios szint esetén (103-10* cfu/g) a miiszeres meghatarozas kb. 24 érat

igényelt, magas kontaminacios szint esetén (10°-10° cfu/g) az id&igény kb. 8 éra.

Osszehasonlitva a konvencionalis modszer (MSZ EN 1SO 11290-1) 120 6ras id&igényét a
“nincs Listeria” vagy a 168 ora “nincs L. monocytogenes” kimutatasara a kombinalt médszer
maximum 36 6ras iddigenyével megallapithaté, hogy a médszer nagy segitséget nyujthat a
gyartéknak az élelmiszerbiztonsagi kritérium (a termék 25 grammja nem tartalmazhat L.
monocytogens-t) ellenérzésére.

A redoxpotencial-mérés, mint dusitd eljaras, képes kisz(irni a L. monocytogenes negativ
mintakat, csak a pozitiv gyanusakat kell a draga PCR-mé&dszerrel tovabb vizsgalni. A
kombinalt modszer elénye, hogy negativ mintak esetén a PCR-azonositas koltsége

megtakarithato.

6.4.2. Salmonella-kimutatas

A Salmonella-gyérit6 programok és folyamatos mikrobiolégiai monitoring ellenére, az
élelmiszer eredetli megbetegedések kdzott a Salmonella fajok altal el6idézettek tovabbra is
a leggyakoribbak kozé tartoznak (Scallan et al., 2011).

Szamos élelmiszer lehet a fert6zési forras, beleértve a kulonféle friss zoldségeket,
gyimolcsoket és az éllati eredetl élelmiszereket, mint a kildnb6zé allatfajokbdl szarmazo
hasok, tojas és tej (Pui et al., 2011).

A Salmonella fajok élelmiszermintakbdl térténd kimutatasara hasznalt jelenlegi standard
modszer az ISO 6579 szamu szabvanyban talalhaté. Mint minden tenyésztéses médszer, ez
is id6- és munkaigényes, 4-7 nap szikséges a komplett kimutatashoz (Jasson et al., 2011).

Kllénbsen lényeges a kimutatasi idd csoOkkentése a gyorsan romld élelmiszerek esetén.
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Ennek érdekében kilonb6z6 PCR-modszereket és immunoassay rendszereket fejlesztettek
ki az elmult években.

In situ hibridizacios prébat hasznalé immunoassay alkalmazasanak lehetbségérdl jelent meg
tanulmany, mellyel megfelelé6 dusitas utan, 24 o6ra alatt kimuthatdé élelmiszermintakbdl a
Salmonella (Almeida et al., 2010). Szamos, élelmiszerekhez adaptalt immunoassay kit
kereskedelmi forgalomban is kaphat6, amelyek esetén a kimutatasi hatar akar 1 cfu/ 25 g
vagy ml minta, de ezek a modszerek csak dusitas utan alkalmazhatok (Almeida et al., 2013).
Salmonella fajok élelmiszermintakban térténé kimutatasara fejlesztettek real-time PCR-
modszert, amely egy 18 o6ras pufferolt peptonvizben, majd 6 éras szelektiv RVS taplevesben
torténd dusitast foglal magaba (McGuinness et al., 2012).

Masik kdzlemény szerint minimum 12 6ras dusitas szukséges a Salmonella PCR-modszerrel
torténé kimutatasahoz 100 cfu/ml mikrobaszam esetén. A kisérletek soran csirkehus
mintakat vizsgaltak (Myint et al., 2006).

Bar az Uj médszerek érzékenysége szignifikansan nétt, a dusitas fazisa nem hagyhato el a
patogén csirak kis szama és a holt sejtek detektalasanak kockazata miatt. A dusitasnak nem
csak a kimutatni kivant mikrobak szamanak ndvelése, hanem a sérllt és stresszelt sejtek
resuscitalasa is célja (Lantz et al., 1994; Peng and Shelef, 2000; Norton, 2002; O'Grady et
al., 2009). Szelektiv dusitasra van szlkség, hogy a természetes kiséré mikroflorat gatoljuk,
valamint néveljuk a kimutatasi hatékonysagot és csdkkentsik a fals negativ eredmény
lehet6ségét (Garrido et al., 2013).

Munkam soran redoxpotencial-mérésen alapul6 és a real-time PCR-modszer kombinaciojat
alkalmaztam. A redoxpotencial-mérés, mint dusité eljaras kiszlri a pozitiv Salmonella-
mintdkat. A biokémiai megerdsités helyett a tovabbi azonositas real-time PCR-rel tortént.
Negativ mintak esetén redoxpotencial-méréssel 23,5 6éran belil eredményt kapunk.
Osszehasonlitva a standard modszer (MSZ EN ISO 6579) 114 éras idéigényét a kombinalt
modszer 26,5 Oras iddigényével lathatd, hogy negativ Salmonella-mintdk esetén, a
2073/2005/EK rendeletben szereplé kritérium, miszerint a forgalomba hozott termék 25
grammjaban az eltarthatésagi ideje alatt nincs jelen Salmonella, |ényegesen gyorsabban
bizonyithaté a kombinalt modszerrel ily moédon. A redoxpotencial-meérésen alapul6 és real-
time PCR modszer kombinacidja egy koltség-, munka- és idGtakarékos megoldast jelent a

Salmonella kimutatasara élelmiszerekben.
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7. Uj tudomanyos eredmények

A redoxpotencial-mérésre alapozott vizsgalati médszer tovabbfejlesztését végeztem
el, amely a médszert alkalmassa teszi a hus és tejipar terlletén technolégiai higiéniai,
koérnyezet mikrobioldgiai és élelmiszer-biztonsagi vizsgalatokra. Bizonyitottam, hogy
a mobdszer a vizsgalt esetekben a szabvanyos tenyésztéses eljarasoktol
szignifikdnsan nem kulénb6z6 eredményeket szolgaltat, jelentésen rdvidebb

(altalaban 1 napon beluli) id6 alatt.

Adaptaltam a redoxpotencial-mérésen alapuldé mikrobiolégiai moddszert a
legfontosabb technoldgiai higiéniai kritériumok, 6sszes mikroba és Enterobacterium-
szam gyors, (esetenként 6-8 6ra alatti), egyszeri és Kkoltséghatékony
meghatarozasara. Vizsgalatokkal bizonyitottam annak alkalmazhatésagat nyers tej,
hus és huskészitmények, valamint kornyezeti higiéniai mintdk mikrobioldgiai
ellen6rzésében. A modszer lehetévé teszi a felhasznalasaval nyert mikrobioldgiai
eredmények HACCP rendszerbe valé gyors visszacsatolasat (Erdési et al., 2012;
Erdési et al., 2013; Szakmar et al., 2009).

A redoxpotencial-mérés és Real-time PCR moddszerek kombinaciojaval médszert
dolgoztam ki L. monocytogenes élelmiszer mintakbdl torténd Kkoltség- és
id6takarékos, gyors kimutatasara. A kombinalt modszer elénye, hogy a dusitasi
Iépésként alkalmazott redox-mddszer kisziri a negativ mintakat igy a felesleges PCR

azonositas koltsége megtakarithatd. (Erddsi et al., 2014 kozlésre elfogadva)

Kifejlesztettem a redoxpotencial-mérésen alapuld és a Real-time PCR modszer
kombinacidjat koltség-, munka- és id6takarékos megoldasként Salmonella
kimutatasara élelmiszerekben. A redoxpotencial-mérés, mint dusitd eljaras kisziri a
pozitiv Salmonella mintakat, a biokémiai megerdsités helyett a tovabbi azonositas
real-time PCR-rel torténik. A pozitiv mintdk azonositasa 5 naprél 1 napra

csokkenthetd. (Erdési et al., 2013, kozlésre elfogadva).
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