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OSSZEFOGLALAS

A salmonelldk okozta megbetegedések szama tobb szazezerre tehetd évente
az Eurdpai Unidban annak ellenére, hogy a Salmonella-gyéritési programoknak
koszonhetden a bejelentett human salmonellosis esetek szadma szignifikdnsan
csOkkent. A human megbetegedések tobbségét az élelmiszerrel felvett, allati
eredetl zoonotikus szerotipusok okozzak, leggyakrabban a S. Typhimurium és
S. Enteritidis. Az élelmiszer kozvetitdje lehet az allatokat meg nem betegitd
human patogén szerotipusoknak is. A 2073/2005/EK rendelet el&irdsai szerint
Salmonella Enteritidis és Typhimurium nem lehet jelen a forgalomba hozott
friss baromfihlds 25 grammyjaban az eltarthatdsagi ideje alatt. A szerzdk jelen
munkajuk soran a Salmonella Enteritidis és Typhimurium gyors kimutatasara
redoxpotencial-mérést, a biokémiai és a szeroldégiai azonositas helyett real-time
PCR-mobdszert alkalmaztak. A redoxpotencial-mérés és a real-time PCR-mod-
szer kombinacidja esetén maximum 27 6ran bellil eredmény kaphatd, szemben a
hagyomanyos modszer 7-12 napos idGigényével. A kombinalt modszer koltség-,
munka- és idGtakarékos megoldast jelent a Salmonella Enteritidis és Typhimu-
rium kimutatasara friss baromfihlGsban.
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A salmonellosis a legjelent8sebb élelmiszer eredetl megbetegedések kbzé tar-
tozik endémias természete, magas morbiditasa és az élelmiszerek széles koré-
hez kéthetd volta miatt (1, 7). A Salmonella-fertézés jelent8s egészségligyi és
gazdasagi terhet jelent az egész vilagon (4).

A S. Enteritidis altal elGidézett megbetegedések kontaminalt tojas és tojaster-
mékek, valamint baromfinls fogyasztasahoz kothetdk, mig a S. Typhimurium
okozta megbetegedések szennyezett sertés-, marha- és baromfih(s fogyasz-
tdsa esetén fordulnak el a leggyakrabban (10, 11).

A salmonellosis vilagszerte tobb tizmillid6 ember megbetegedését okozé, élel-
miszer kdzvetitette zoonotikus betegség (22).

Az Eurdpai Unidban évente kodzel 100 ezer esetet jelentenek. Véglegesen nem
szamolhatd fel, el6fordulasanak csdkkentésére az egész élelmiszerlancot atfogo,
»a termd&foldtdl az asztalig” tett 1épések szikségesek (27).

Az Eurdpai Unidban az egyik f6 célkitlizés a baromfidllomany Salmonella-
fertdzottségének csokkentése. Az EFSA (European Food Safety Authority) tobbek
kozott a fertdzott allomanyok allamok kozotti kereskedelmének korldtozasat,
valamint a megel&zésre vonatkozd szaktanacsadast tartja megfelelének a kitd-
zO6tt cél elérése céljabal.

A megfelel§ élelmiszer-biztonsag érdekében az élelmiszerek mikrobiold-
giai kritériumaira vonatkozé 2073/2005/EK rendelet eldirja, hogy a kereske-
delmi forgalomba kerlld friss baromfihds 25 grammja nem tartalmazhat
Salmonella Enteritidis és Typhimurium mikrobakat a fogyaszthatésagiidejuk
lejarta eldtt (5).

A szabvanyos moddszerek bar megbizhatdak, nagyon iddigényesek, akar tobb
mint egy hét is eltelhet, mire eredményt adnak (20). A diagndzis feldllitdsaig
eltelt hosszU idd miatt a betegek kezelése elhl(zddhat, valamint jelentésen
novekszik a tovabbi fert6z&dések kockazata (6).

A dUsitasos eljaras nélkllozhetetlen a modern molekularis technikdkban, mivel
ez a lépés kiszlri az esetleges elpusztult sejteket, amelyek fals pozitiv ered-
ményt adnanak. A dUsitas biztositja a kimutatashoz megfelelé szamu életképes
mikrobat, akkor is, ha esetleg ezek sériltek (19). Szelektiv dlsitasra van szlkség,
hogy noveljik a kimutatasi hatékonysagot és csokkentsik a fals negativ ered-
mény lehetéségét (12).

Az élelmiszerek fertdzottségének gyors, megbizhatd detektalasara moleku-
laris mdodszereket alkalmaznak. llyen mddszer a polimerdz lancreakcié (PCR)
(24), amely valéban nagyon hatékony, viszont a koltségei korldtozzak a hasz-
nalatat (16).

A redoxpotencial-mérés alkalmas kilonb6zé mikroorganizmusok kimutatasara
vizbdl, tejbdl, fellleti tamponmintakbdl, valamint egyéb élelmiszerekbdl is (8, 9).

Munkank soran a Salmonella Enteritidis és Typhimurium kimutatasara redox-
potencial-mérést, a biokémiai és a szeroldgiai azonositas helyett pedig real-
time PCR-mddszert alkalmaztunk. A redoxpotencial-mérés és a real-time PCR-
maodszerek kombinacidja esetén maximum 27 6ran belll eredmény kaphatd,
szemben a hagyomanyos modszer 7-12 napos idGigényével. A redoxpotenci-
al-mérés és a real-time PCR-mddszer kombinacidja koltség-, munka- és idGta-
karékos megoldast jelent a Salmonella Enteritidis és Typhimurium kimutatasara
friss baromfihlsban.

Munkank célja a redoxpotencial-mérés és real-time PCR-mddszer kombinaci-
6janak alkalmazéasa Salmonella Enteritidis és Typhimurium gyors, hatékony, kolt-
ségkiméld kimutatasara friss baromfihlsbal.
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Vizsgélatainkban a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék Mikrobiolégiai Labo-
ratériumanak torzsgyljteményébdl szarmazd mikrobakat hasznaltuk: Salmonella
Enteritidis (NCAIM B.01908) és Salmonella Typhimurium (ATCC13311), valamint a
NEBIH ETbl Elelmiszer Mikrobioldgiai Nemzeti Salmonella Referencia Laboraté-
rium altal kildonboz6 élelmiszerekbdl izolalt Salmonella-szerotipusokat, amelyek
a kovetkezdk voltak: S. Cerro, S. Infantis, S. Newport, S. Tennessee, S. Abony.

A friss csirkehdsmintak kereskedelmi forgalombdl szarmaztak. A mintakat
mesterségesen fert8ztik kilonbozd Salmonella-szerotipusokkal, 3,2 x 108 cfu/ml
Newport, S. Infantis, S. Cerro, S. Tennessee, S. Abony.

A redoxpotencial-mérés soran RVS- (Rappaport-Vasiliadis) taplevest (Merck
110236) hasznaltunk. A 25 g élelmiszermintat 225 ml RVS-taplevesben homo-
genizaltuk, az inkubaciés hémérséklet 42 °C volt.

A méréseket a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékén 1évé 2 modulos, 32
csatornds MICROTESTER berendezéssel végeztik (23, 26).

A redoxpotencial-méréssel pozitivnhak bizonyult mintak klasszikus biokémiai megerd-
sitése és EN/ISO 6579 + White—Kaufmann—Le Minor séma szerinti szerolégiai azo-
nositasa helyett real-time PCR-moddszert alkalmaztunk. A baktérium DNS izolalasa
a redoxpotencial-mérést kovetben a dusitott kbzeg 1 ml-ébdl tértént ,Mericon DNA
Bacteria Kit” (Qiagen) hasznalataval a gyartd utasitasai szerint.

A PCR-mérést a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékén 1évé SLAN® Real-Time
PCR System (Hongshi) berendezés hasznalataval végeztik el, 20 ul térfogatd Thermo
Scientific Luminaris Color Probe High Rox gPCR Master mixet tartalmazd reakcio-
elegyben, a gyartoé altal ajanlott kétlépcsds protokoll szerint.

A LEE és mtsai altal leirt primereket és prébakat hasznaltuk vizsgalataink soran (15),
amelyeket a Sigma-Aldrich szintetizalt (1. tdbldzat).

A mérbcellaban 1év6 egy sejt kimutatasdhoz szikséges idé meghatarozasa a kalib-
raciés gorbe tengelymetszetébdl (Ig N = 0) tortént. Korabbi vizsgalataink alapjan

1. TABLAZAT. A primerek és prébdk oligonukleotid-szekvencidi (15)

TABLE 1. Oligonucleotide sequence of primers and probes (15)

Salmonella spp.

Salmonella Typhimurium

Salmonella Enteritidis

S16R-F aggccttcgggttgtaaagt

16s rRNA S16R-R gttagccggtgcttcttctg
Scom-FAM [6FAM]-aaccgcagcaattgacgttacce-[BHQ1]
SfC-F tgcagaaaattgatgctgct

fliC SfC-R ttgcccaggttggtaatagc
ST-JOE [JOE]Jacctgggtgcggtacagaaccgt[BHQ2]
SsA-F ggtaaaggggcttcggtatc

sefA SsA-R tattggctccctgaatacgce

SE-Cy5 [Cy5]-tggtggtgtagccactgtcccgt-[BHQ2]
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a legnagyobb érték a kllonb6z8 Salmonella-szerotipusok esetén a S. Newporthoz
tartozik, ami 23,3 6ra. Szamitasba véve a TTD- (detektacids id8) értékek standard
hibajat (0,278 h), a maximalis kimutatasi id6 ennek alapjan 24 6ra. Ha ez alatt az
idGtartam alatt nincs TTD, a mérGceellaban talalhatdé minta nem tartalmaz é16 cél-
mikrobat (9). A Salmonella Newport kalibréaciés gorbéjét az 1. dbra szemlélteti.

A kalibracids gorbe egyenlete:
TTD = -2,6857 log N + 23,332 R? = 0,9976

Abban az esetben, ha célunk csak a S. Enteritidis és S. Typhimurium kimuta-
tasa, rovidebb idS is elegendd a jelenlét/hiany megallapitasahoz. Az egyetlen
é16 sejt kimutatasi idejének meghatarozasahoz szlkséges kalibraciés gorbék a
2. dbrén lathatok.

A kalibracidos gorbék egyenletei:
S. Typhimurium:

TTD = -3,082 log N + 19,192 R* = 0,99795
S. Enteritidis:
TTD = -2,762 log N + 20,269 R? = 0,9888

A szUkséges mérési id6 a S. Enteritidis egyenletébdl szamolva 21 éra.

Kereskedelmi forgalomban kaphatd, helyi piacrél szarmazd csirkemellhls Sal-
monella Enteritidis és Typhimurium fertézottségét vizsgaltuk (3 parhuzamos
vizsgalat).

A korabbiak alapjan az egyetlen sejt kimutatasahoz szikséges id6 redoxpoten-
cidl-méréssel 24 6ra, de az erésen szennyezett mintadk esetén a kimutatasi idd
lényegesen rovidul. Az azonositas a dUsitott szuszpenzidkbdl real-time PCR-rel
tovabbi 3 6rat igényel. Az eredményeket a 2. tdbldzatban foglaltuk 6ssze.

A S. Enteritidis, S. Typhimurium kimutatasara hasznalt EN/ISO 6579 szabvany
a White—Kaufmann—Le Minor sémaval torténd szerotipizalas iddigénye dssze-
hasonlitva az altalunk hasznalt kombindlt mddszer iddigényével a 3. tdbldzat-
ban lathato.
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2. TABLAZAT. S. Typhimurium és Enteritidis kimutatdsa friss baromfihdsban (3 pdrhuzamos dtlaga)

TABLE 2. Detection of S. Typhimurium and Enteritidis in fresh broiler meat (mean of 3 parallels)

Csirkehus

Csirkehus

CsirkehUs + S. Enteritidis
CsirkehUs + S. Typhimurium
Csirkehtis + S. Newport
CsirkehUs + S. Infantis
Csirkehus + Salmonella keverék

CsirkehUs + Salmonella keverék +
S. Enteritidis

CsirkehUs + Salmonella keverék +
S. Typhimurium

CsirkehUs + Salmonella keverék +
S. Enteritidis és S. Typhimurium

Sterile RVS

7,8 + = = "
15,5 + - - 18,5
3,3 + = + 6,5
10,0 + + - 13
31 + = = 6,5
3,3 + - - 6,5
3,5 + = = 6,5
317 + - + 6,5
317 + + = 6,5
317 + + + 6,5
= 24

TABLE 3. Time requirement of the reference method and the combination of the redox potential measurement and real-time PCR

method

EN ISO 6579 + White—Kaufmann—Le Minor séma

redox + real-time PCR

162-282 66

27 24

A Salmonella-gyéritd programok és a folyamatos mikrobiolégiai monitoring elle-
nére, az élelmiszer eredetli megbetegedések kozott a Salmonella altal elSidé-
zettek tovabbra is a leggyakoribbak kdzé tartoznak (25).

A Salmonella élelmiszermintakbdl valé kimutatasara hasznalt jelenlegi stan-
dard mddszer az ISO 6579 szamul szabvanyban taldlhatd. Mint minden tenyész-
téses mddszer, ez is id6- és munkaigényes, 7-12 nap szikséges a teljes kimuta-
tashoz (13). Kuldnodsen lényeges a kimutatasi id6 csokkentése a gyorsan romlé
élelmiszerek esetén. Ennek érdekében kilonb6zd PCR-mddszereket és immu-
noassay rendszereket fejlesztettek ki az elmult években.

In situ hibridizaciés probat hasznald immunoassay alkalmazasanak lehetd-
ségérbl jelent meg tanulmany, amellyel megfelelé dUsitas utan, 24 6ra alatt
kimutathatdé az élelmiszermintakbdl a Salmonella (2). Szamos, élelmiszerekhez
adaptalt immunoassay kit kereskedelmi forgalomban is kaphatd, amelyek ese-
tén a kimutatasi hatdr akdr 1 cfu / 25 g vagy ml minta, de ezek a mddszerek csak
dUsitas utan alkalmazhaték (3).

A molekuldris mddszerek érzékenysége szignifikdnsan ndtt, a disitas fazisa
azonbannemhagyhatdelakis mikrobaszam ésazelpusztult sejtekkimutatadsanak
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kockazata miatt. A dUsitasnak nemcsak a kimutatni kivant mikrobak szamanak
novelése, hanem a sériilt és stresszelt sejtek Gjraélesztése is célja (14, 17, 18, 21).
Szelektiv dUsitasra van szukség, hogy a természetes kiséré mikroflérat gatol-
juk, valamint noveljik a kimutatasi hatékonysagot és csokkentsik a fals negativ
eredmény lehetdségét (12).

Vizsgalataink soradn redoxpotencial-méréssel, mint dusité eljarassal szlrtik
ki a Salmonella-pozitiv mintakat. A biokémiai megerdsités és szeroldgiai azo-
nositas helyett real-time PCR-moddszert alkalmaztunk. Negativ mintadk esetén
redoxpotencial-méréssel 24 6ran belll eredményt kapunk. Osszehasonlitva a
standard moédszer (MSZ EN ISO 6579) 7-12 napos id8igényét a kombinalt mdodszer
legfeljebb 27 6ras iddigényével, lathatd, hogy a 2073/2005/EK rendeletben sze-
repld kritérium, miszerint a forgalomba hozott friss baromfihls 25 grammjaban
az eltarthatésagi ideje alatt nincs jelen S. Enteritidis és S. Typhimurium, lénye-
gesen gyorsabban bizonyithatd a kombinalt mddszerrel. A redoxpotencial-méré-
sen alapuld és real-time PCR-méddszer kombinacidja kéltség-, munka- és idGta-
karékos megoldas a Salmonella Enteritidis és Typhimurium élelmiszerekbdl vald
kimutatasara.
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