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1. BEVEZETES

A mikrobiologiai mindségellendrzéssel kapcsolatos feladatok utobbi évtizedekben bekdvetkezett igen
nagy mértékii novekedése tdmasztotta azt az igényt, hogy a mikroorganizmusok kimutatasara szolgalo
klasszikus ¢l6sejtszam-meghatarozasi modszereket gyorsabb, és emellett automatizalhat6 0 vizsgélati

eljarasokkal valtsak fel.

Kiilondsen nagy jelentdségli a gyors mikrobiologiai eredmény megadésa ivoviz vizsgalatok esetében,
ahol a késén felismert nem megfeleld mikrobiologiai allapot esetenként komoly egészségligyi
kockézatot jelent. Asvanyviz vizsgalatok esetében pedig a késén észlelt mikrobioldgiai szennyezédés

az iizemnek jelent komoly gazdasagi kart (legyartott tételek megsemmisitése).

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok iddigénye a meghatarozanddé mikroorganizmustol fliggéen
24-72 ora (esetenként jelentdsen hosszabb idd). A mikrobiologiai kockazatok gyors felismerésének és
csOkkentésének igénye, a mindségbiztositasi és HACCP rendszerek hatékony miikodtetése
sziikségessé teszi a mikrobioldgiai kiértékelés meggyorsitasat, célszerli automatizalasat, lehetdleg

egyideji koltségesokkentés mellett.

A vizsgalati 1d6 csokkentése céljabol fejlesztették ki a kiilonb6zé miiszeres mérési modszereket. A
modszerek egy része (ATP mérés, turbidimetrids mérés, aramlasos citometrids mérés) az Osszes
mikrobaszam (él6 és holt sejtek egylittes szama) meghatarozasara alkalmas. Masik fejlesztési
iranyvonalat képviselnek az impedimetridss mérési modszerek, amelyek a mikrobaszaporodas
anyagcsere-termékei altal okozott vezetOképesség-valtozas detektalasan alapulnak (MALTHUS,

BacTrac, RABIT).

A mikrobdk szaporodasa soran — hasonloan a vezetoképesség valtozashoz — a taptalaj redox-potencial
értéke is valtozik. A redox-potencial mérési lehetdsége nagyon régota ismert, de mikrobak szaméanak
meghatérozasara eddig még nem alkalmaztak. A SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékének és a
Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Kar Fizika és Automatizalas Tanszékének munkatarsai altal
kifejlesztett és forgalmazott (szabadalmaztatds alatt all6) MicroTEster elnevezésii berendezés a
mikrobaszaporodas eredményeként bekovetkezd redox-potencidl valtozds mérésén alapul. A
fejlesztésben vald kozremiikodoként az 0j modszer mikrobioldgiai megalapozdsdhoz sziikséges
vizsgalatokat Onalloan végeztem, dolgozatomban ezen eredmények felhasznalasaval az 0j eljaras

teljesitmény-jellemzdit, alkalmazasi lehet6ségeit €s vizre vonatkozé validalasat ismertetem.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Elelmiszerek mikrobiolégiai biztonsaga

Az ¢lelelmiszerbiztonsag fogalma sokdig a kémiai biztonsagot jelentette. A szabalyozdk és a
felhasznalok is sokkal nagyobb figyelmet forditottak a termelés, vagy a feldolgozas soran az
¢lelmiszerbe keriilé kémiai anyagokra, mint a potencialis mikrobiologiai kockazatokra. Mara ez a
helyzet megvaltozott, a kordbbi feltételezésekkel ellentétben az élelmiszerfogyasztasban jelentkezd
legnagyobb kockazatot a mikrobiologiai szennyezddések jelentik (Trail, 1999). A megel6zés
hatékonysaga fiigg az élelmiszer termelés, feldolgozas és felhaszndlas valamennyi 1épésétdl a
»farmtol az tanyérig” (Stringer, 2004).

A nemzetkdzi és hazai jogszabalyok egyértelmlien kimondjak, hogy az élelmiszer biztonsagaért
alapvetden az élelmiszer termeld és feldolgozo felelds. Ez a felelsség bizonyos mértékben tovabb
adodik a forgalmazo felé. Az aggalytalan élelmiszer eléallitdsa utan a forgalmazé feleldssége, hogy
az tovabbra is aggalytalan maradjon ¢s karosodas nélkiil jusson el a fogyasztohoz (Biré & Biro,

2000).

ey

jarnak egyiitt, melyhez hozzéjarul, hogy eddig nem ismert, vagy uj tulajdonsdgokat mutat6 korokozok
jelennek meg. Valtoznak az ételfogyasztasi és ¢életmodbeli szokdsok is, egyre nagyobb az igény az
eddig szokasosan nem fogyasztott egzotikus ételek irant. Megnovekedett a kereslet a kiméletesen
feldolgozott, a természetes allapotot minél jobban megkozelitd, de hosszi ideig tarolhatdo és
kényelmesen felhasznalhat6 élelmiszerek irant.

Azokban az orszdgokban, ahol a hatékony higiéniai intézkedésekkel sikeriilt a hagyomanyos
¢lelmiszer-fertdzéseknek gatat vetni, 0j tulajdonsagokkal rendelkezd korokozok jelentek meg, melyek
alkalmazkodtak a megvaltozott koriilményekhez. Egyre gyakrabban fordulnak eld olyan élelmiszer-
fertézések, melyeket élelmiszerben eddig nem eléfordulod, vagy 0j tulajdonsagokat mutatd korokozok
idéznek eld.

Az ¢élelmiszer eredetli megbetegedések vilagszerte jelentOs €s egyre novekvd problémat jelentenek,
amelyek el6idézésében killonféle baktériumok, virusok, sarjadzo- és penészgombak, valamint
prionfehérjék jatszhatnak koroktani szerepet.

A fejl6dd orszagokban az élelmiszerekkel terjesztett fertdzésekben a baktériumok és virusok mellett a
parazitdk (él6skodok, bélférgek) is jelentds aranyt képviselnek. Az ¢élelmiszer eredetii

megbetegedések azonban a fejlett orszagokban is gyakoriak (Szeitzné, 2008).



A téma fontossagara tekintettel a WHO World Health Assembly 33. konferencidjan (2000 majusaban)
leszogezte, hogy az ¢élelmiszerbiztonsag ,.kozegészségligyi prioritds™ (Farkas, 2003).
Tobb mint kétszaz mikroorganizmusrdl tudjuk mar, hogy képes élelmiszer utjan megbetegedést

okozni, és ez a szam folyamatosan né (WHO, 1998).

Elelmiszer eredetii megbetegedések az Eurdpai Unidban

Az Europai Unioban el6szor a 2003/99/EK iranyelv rendelkezett arrdl, hogy 2005-t6l a tagorszagok
vizsgaljak ki, és szolgdltassanak adatokat az élelmiszer eredetli vagy azzal Osszefliggésbe-hozhato
megbetegedésekrol.

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal (EFSA) és az FEuropai Betegségmegelézési és
Jarvanyvédelmi Kozpont (ECDC) 2007 decemberében kibocsatott kozos zoonozis jelentése részletes
Osszesitést ad az ¢lelmiszer eredetli eseményekrdl. E szerint 2006-ban Osszesen 5710 élelmiszer
eredetii esemény keriilt bejelentésre, mely 6,6%-kal haladta meg az el6z6 évit. Ezeknek az
eseményeknek sordn 53.568 személy betegedett meg, 5.525 {6 keriilt korhazba és 50 {6 elhalalozott.
A jelentés 22 tagallam adatain alapul, Malta, Ciprus ¢s Luxemburg nem szolgaltatott adatokat.

Az eseményeket két csoportra osztottak: haztartasi (egy haztartas tagjait érintd), illetve altalanos (tobb
haztartds tagjait érintd) események. 2006-ban 3001 4&ltalanos és 2709 haztartasi esemény keriilt
bejelentésre. A haztartasi események szdma az el6z0 évihez képest 19,8%-kal nétt, mig az altalanos
események szama gyakorlatilag azonos maradt. Az elhalalozdsok szama az el6z0 évhez képest
csaknem kétszeresére nott, els6sorban a csehorszagi kiterjedt liszteridzis jarvany miatt. A
megbetegedések leggyakoribb korokozoja tovabbra is a Salmonella (53,9%), szemben a 2005. évi
63,6%-kal. Ezt kovették a virusos élelmiszer-fertdzések (10,2%), melyek szama elsd izben elézte meg
a Campylobacter ételfertdzésekét (6,9%). Egy-egy virusos ételfertdzési esemény atlagosan tobb
személyt érintett, mint a Salmonella, illetve Campylobacter altal okozottak (23; 7; 3), azonban ezek
kevésbé voltak stlyosak, kevesebben keriiltek emiatt korhazba. A legstlyosabb ételfertézések
okozoja a Listeria volt. Kilenc jarvanyban 6sszesen 120 személy megbetegedését sikertilt felderitent,
akik kozil 74,2% (89) kertilt korhazba és 17 6 elhaldlozott. A csehorszagi nagy liszteridzis jarvany
onmagaban 78 f0 megbetegedésével és 13 haldlesettel jart. A megbetegedést ebben az esetben
fert6zott lagy sajt fogyasztasa okozta.

Egyéb, élelmiszer-fert6zési eseményekben szerepld jelentdsebb korokozok: Staphylococcus, Shigella,
E. coli, Bacillus cereus, Yersinia, Clostridium, Giardia, Trichinella, Klebsiella, Cryptosporidium,

Brucella, Flavivirus, Streptococcus. Az események 16%-aban a korokozo agens ismeretlen maradt.



A leggyakoribb kozvetitd élelmiszer a tojas és a tojastermékek voltak, melyek az események 17,8%-
aban jatszottak szerepet. Ezeket kovette a hus (10,3%), hal (4,6 %) és a tejtermékek (3,2%). (EFSA
2007)

Magyarorszag mikrobiologiai élelmiszerbiztonsdgi helyzete

A bejelentett megbetegedések adatai szerint az elvileg ¢lelmiszer utjan is terjedd fert6z6 betegségek
csoportjan beliil a koérokozé szerint meghatarozott élelmiszer-fert6zések kozt legnagyobb aranyban a
szalmonell6zis, illetve a campylobakteriozis fordult elé koézel hasonld gyakorisaggal (~7-9000
beteg/év), de valtozd sorrendben. A harmadik leggyakoribb korkép a HAV (Hepatitis A Virus) altal
okozott hepatitis, negyedik a shigellozis. A legnagyobb betegszdmmal bejelentett enteralis korkép
azonban az Enteritis infectiosa. Az Enteritis infectiosa bejelentése 1998 6ta kotelezd, mely tiineti
korkép a bejelentés kezdete 6ta nagy szamban fordul eld, és az els6 években folyamatos emelkedést
mutatott. Jelenleg mar ez a legnagyobb szdmban bejelentett fertéz6 megbetegedés, betegszama egyes
években a 40 000-et is megkdzeliti, illetve meghaladja. Enteritis infectiosa néven azon feltehetden
fertdzéses eredetli, kiillonbozo sulyossagu enteralis megbetegedések jelentendok, melyeket
leggyakrabban hasmenés, hasi fajdalom, hanyinger, hanyés, 1dz vagy e tlinetek egy része jellemez. Ide
melyeknél a mikrobiologiai vizsgalatok a kotelezden jelentendd betegséget el6idézd baktériumok

koroki szerepét kizartak, igy okuk ismeretlen maradt (Szeitzné et al, 2008).

2.2. A viz mikrobiologiai biztonsaga

A XX. szazad kozepéig ugy tint, hogy a kornyezet kémiai szennyezddése lesz az emberiség {6
probléméja és bar ez igaz a levegdszennyezettség és a talaj szennyezettsége esetén, azonban az
epidemioldgiai adatokbdl kideriilt, hogy (féként a tropusi teriiletek miatt) a fold lakossagara a
fert6zott viz nagysagrendekkel nagyobb veszElyt jelent, mint a levegd és a talaj szennyezettsége és a
viz altal okozott betegségek elsésorban mikrobioldgiai eredetiiek.

A WHO szerint ennek okai a kdvetkezdk: (Némedi, 2006).

»  Okologiai valtozasok
*  Moddosult emberi magatartas
* Az emberek és aruk globalis mozgasa

* Iparszerii dllattenyésztés €s novénytermesztés



* Korokozok és potencidlis korokozok diverzitdsanak, virulencidjanak, invazivitdsanak és
patogenitasanak novekedése, alkalmazkodasa az 0j kdrnyezethez

* R-faktor atvitel fokozodo veszélye.

A vizeredetli hasmenéses fertdzések jelentik az egész vildgon az egyik legnagyobb egészségiigyi
veszélyt. A fertdzott és nem megfeleléen fertdtlenitett viz altal kozvetitett hasmenéses
megbetegedések évente 1,7-2,5 milli6 ember haldlat okozzak, féleg gyermekekét és csecsemokét
(Girard et al, 2006).

A hasmenéses megbetegedések a vildgon a megbetegedések szamat tekintve a harmadik, a

halalozasok szamat tekintve a hatodik helyen allnak (WHO, 2005).

A hasmenéses megbetegedések legfontosabb korokozoi kozé tartozik a Vibrio cholerae, sokféle
Salmonella (beleértve a Salmonella typhi-t) és Shigella species, Campylobacter fajok, (kiilondsen a
Campylobacter jejuni) és az enteropatogén E. coli torzsek széles skéldja, beleértve az enterotoxikogén
(ETEC) torzseket is, amelyek az utazok hasmenésének leggyakoribb okozoi.

Hasmenéses megbetegedéseket okozhatnak egyéb patogén baktériumok is, igy pl. a Staphylococcus
aureus, Clostridium perfringens, Clostridium difficile vagy a Klebsiella is, valamint protozodk,
példaul Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum és Entamoeba histolytica.

Virusok koziil a rotavirusok, enteralis adenovirusok, astrovirusok és calicivirusok okozzak a

megbetegedéseket, f0leg az iparilag fejlett orszdgokban (WHO, 2009).

Magyarorszag helyzete
Magyarorszagon a két legfontosabb korokozo, a Salmonella ssp. €s a Campylobacter ssp. éltal

okozott fertdzések ivovizzel kozvetitett terjedése a kovetkezokben foglalhatd 6ssze (Krisztalovics et

al, 2008).

e Salmonella

Hasonloan a fejlett ipari orszdgokhoz, Magyarorszagon is a szalmonell6zisok allnak a vezetd helyen.
A korokozonak ivoviz altal torténd jarvanyos terjedését a betegség hazai torténetében eddig 14
jarvany estén sikeriilt igazolni: 1972 — 80 kozott 8, 1981 — 89 kozott 5, 1990 — 98 kozott 1

alkalommal, 2004 — 2006 kozott ivoviz altal eldidézett jarvany nem fordult eld.

*  Campylobacter
A kampilobakteridzis jarvanyiigyi jellemzdje, hogy szalmonellozisénal joval kisebb aranyban

ismerhetd fel az esetek kozotti epidemiologial kapcsolat. A jarvanyok 70%-aban nem valt ismertté,



hogyan terjedt a koérokozd. Mig a vezetékes ivoviz altal okozott jarvanyok csupan 8%-at teszik ki az

Osszes regisztralt jarvanynak, addig az ezekben a jarvanyokban megbetegedettek szdma — az Osszes

terjedési modot tekintve — 90%-a az Osszegzett betegek szamanak.

Kiemelésre érdemes hazai kampilobakteriozis jarvanyok:

1991-ben egy 1130 lakosi Veszprém megyei kozségben a szennyviz elérte az ivoviz-
szolgaltatd asott kut védett Gvezetét, emiatt teriileti ivoviz-jarvany alakult ki. Orvosnal 22
beteg jelentkezett, de a jarvany kivizsgaldsa soran Osszesen 213 beteget deritettek fel, akik
sz€kletmintajabol C. jejuni-t és C. coli-t, a jarvany idején megmintazott asott kat vizébol C.
coli-t azonositottak.

2001-ben egy Gydr-Moson-Sopron megyei lizemben miiszaki hiba kovetkeztében héztartasi
szennyviz jutott a gyar ivévizrendszerébe, és az expozicionak kitett 203 személy koziil
Osszesen 68 fO betegedett meg. 14 beteg székletébdl Campylobacter-t azonositottak, tovabbi
54 betegnél a gastroenteritis korokozdja azonositatlan maradt. Egy kampilobakteridzisban
megbetegedett dolgozd a gydgyulasat kovetden, még a szennyezett vizzel tortént
expozicidnak megfeleld lappangasi idével hastifuszban is megbetegedett. A szennyezett
ivoviz tehat kevert etiologiaju jarvanyt idézett eld.

2004-ben két szomszédos Veszprém megyei kozség lakosai korében észleltek gastroenteritis
jarvanyt. A jarvanyligyi vizsgalat az 6sszesen 1390 lakos koziil 203 beteget deritett fel. 11
beteg mintdjaban calicivirust, 8 betegében Campylobactert azonositottak. A vizmintak
bakteriologiai vizsgalata ,,megfeleld” mindsitéssel zarult, a biologiai vizsgéalat alapjan
azonban peték és véglények jelenléte miatt ,kifogasolt” mindsitést kaptak. A statisztikai
elemzé moddszerrel végzett vizsgdlat a vezetékes ivoviz fertdzést terjesztd szerepét
val6szintisitette ebben a kevert etiologidju jarvanyban.

2006 juiniusaban Miskolcon, a varos déli részére és néhany kornyezo telepiilésre kiterjedd
ivoviz-jarvany alakult ki. A maig felderitetlen moédon fekalidval szennyezddott kat révén
fertézott vezetékes ivoviz altal feltehetden exponalodott kb. 60.000 ember kozott 3.611
gastroenteritis megbetegedésre deriilt fény, 179 beteg allapota korhazi apolést igényelt. A
jarvannyal kapcsolatba hozhatd6 HAV hepatitis megbetegedéseket nem azonositottak. 69 beteg
sz€kletmintaja kozil 20-ban calicivirust azonositottak, 521 beteg székletbakterioldgiai

vizsgalata soran 75 esetben Campylobacter speciest izolaltak.



2.3. A viz mikrobioldgiai szennyezédésének forrasai

A természetes vizek mikrobioldgiai szennyezddése két forrasbol szarmazik (Némedi, 2006), a viz
eredeti (autochton) mikroorganizmusaibol, valamint a vizbe bekeriild idegen (allochton)

mikroorganizmusokbdl.

2.3.1.Autochton mikroorganizmusok

A viz autochton (eredetei, 6shonos) mikroflorajanak osszetételét befolyasolod tényezok:
- a vizado réteg geoldgiai allapota;
- a hOmérséklet;
- a sotartalom;
- a szervetlen anyagok;
- a szerves anyagok;
- anyomas €s a vizmozgas;
- a pH és a redox-potencial;
- a fényviszonyok;
- a gazok;
- a biologiai kornyezet
Altalanossagban az eredeti (autochton) mikroba kézosségére jellemzd a Gram negativ dominancia:

e Pseudomonas,

*  Moraxella (Achromobacter),

e Chromobacterium, Acinetobacter,
»  Flavobacterium,

*  Xanthomonas.

Kevés Gram pozitiv:

e Micrococcus,

e Arthrobacter.

Ezek a mikrobak alacsony nitrogén igénylieck. Minimalis szervesanyag jelenlétében mar képesek
szaporodni (kemo-organotrofok ill. autotrofok). Aerobok és pszichrofilek. Természetesen heterotrof
mikrobak is megtalalhatok, amelyek a viz felhasznéldsa soran (pl. palackozas, vagy ivoviz ellatés)

felszaporodnak és 72 6ra mulva akér a ml-enkéni 10*, 10° sejtszamot is elérhetik.



2.3.2.Allochton mikroorganizmusok

A felszin alatti vizek folyamatos €s intenziv szennyezése soran az eredeti mikroflora kibdviil jelentos
egyedszamu allochton (jovevény, idegen) fajokkal.
Az antropogén hatdsok mindségétdl és mértékétdl fliggden megjelenhetnek korokozo baktériumok:
*  Salmonella typhi
»  Vibrio cholerae
*  Campylobacter jejuni
* enteropatogén E. coli
e egyéb Salmonella-k, Shigella-k, Yersinia-k,
*  Aeromonas hydrophila
virusok:
e adenovirusok,
e rotavirusok,
e Hepatitis A virus
» calici virusok
parazitak:
*  Entamoeba histolytica
* Giardia lamblia
*  Cryptosporidium parvum
*  Ascaris lumbricoides

HACCP hibak eredményeként a felszin alatti vizekbe keriilhetnek a levegdbdl szarmazé baktériumok

*  Bacillus-ok

*  Streptomyces-ek
Indikéator mikrobak
e F. coli

e Koliformok,
e szulfit-redukald Clostridium-ok,

*  Pseudomonas aeruginosa



A viz felhasznéldsa (ivoviz ellatés, palackozas) soran gombak is elszaporodhatnak, amelyek gyakran
okoznak nem kivanatos iz és szagvaltozast.

Némedi (2006) szerint vezetéki viz mikrobioldgiai kockazatdit nem a mikrobdk masodlagos
szaporodasa, hanem a zart rendszer megszakadasa, illetve a nyers viz eredeti fertdzottsége okozza. A
vezetéki viz baktérium kozosségének faji dsszetétele nem specifikus, pillanatnyi dllapota a szennyezd

forrastol fiigg.

2.4. A viz mikrobioldgiai vizsgalata

Bar ma mar valamennyi vizben el6forduld mikroorganizmus kimutathatd, ezek a vizsgalatok
altalaban nagyon dragdk és iddigényesek. Ezért terjedt el az egész vilagon az indikator (€s index)

mikroorganizmusok vizsgalata (Waite, 1991). Ezek a kovetkezOk (Payment et al. 2003) :

Osszes koliform szam

A koliform csoport az Enterobacteriaceae csaladba tartozd baktériumok novekedési €s biokémiai
jellemzdk alapjan jol definidlt csoportja, amelyek tobbé-kevésbé Osszefliggésben vannak a fekalias
szennyezédéssel. Altalanos jellemzojiik, hogy fakultativ anaerob, Gram-negativ, sporatlan, pélcika
alaku baktériumok, amelyek novekedni képesek epesok jelenlétében. Oxiddz negativak, a laktozt
35-37 °C-on, 24-48 6ra alatt sav- és gazképzéssel fermentaljak. Mas megkdzelitésben a koliformok az
Enterobacteriaceae csalad azon tagjai, amelyek 37 °C-on szaporodnak és [3-galaktozidaz enzimet

termelnek. Nem kozvetlen jelz6i a fekalids szennyezddésnek, vagy az egészségligyi kockazatnak, de

j0 tajékoztatast nyljtanak a viz mikrobiologiai allapotardl.

Escherichia coli

Az Enterobacteriaceae csalad taxonomiailag jol definialt tagja, jellemzd tulajdonsaga a PB-
galaktozidaz és B-glikkoruniddz enzimek termelése. Szaporodik 44-45 °C-on komplex taptalajokon, a
laktozt és a mannitot sav- és gaztermeléssel fermentdlja, triptofanbdl indolt termel. A fekalids

szennyezddés kdzvetlen indikéatora, koncentracidja a friss emberi és allati székletben 10° /g.

Enterococcusok és fekal streptococcusok
Gram-pozitiv, lancokat formald kokkuszok, amelyek altalaban emberi és allati székletben fordulnak
eld. Valamennyi tagjuk a Lancefield D szeroldgiai csoportba tartozik. A fekal streptococcusokon

beliil azok, amelyek jol tlirik a natrium-kloridot és a ligos pH-t az Enterococcusok. A legtobb



Enterococcus faj fekalids eredetli és gyakorlati szempontbdl a human fekdlids szennyezddés
indikatoraként jol hasznalhatok.
Kornyezeti hatdsoknak (pl. klorozas) jobban ellenallnak, mint az E. coli, vagy a koéliformok.

Jelenlétiik az ivovizben nem megfeleld fertdtlenitésre utal.

Heterotrof aerob baktériumok

A heterotrof aerob baktériumok szamat altalaban két hdmérsékleten, 22°C-on és 37 °C-on vizsgaljuk.
Ezek a mikroorganizmusok nem jeleznek fekalids szennyezddést €s jelenlétiik nem utal kdzvetlentil a
fert6tlenités hidnyossagaira, de hosszu tava vizsgéalatuk alkalmas a vizkezelés jellemzésére, melynek
soran a cél koncentracidjuk lehetd legkisebb értéken vald tartdsa. Szamuk hirtelen novekedése a

vizkezelés (tisztitas, fertétlenités) hibajara utal.

Szulfit-redukalo klosztridiumok és Clostridium perfringens

Obligat anaerob, spoéraképzd baktériumok, legjellemzobb képviseldjiikk a Clostridium perfringens,
amely a széklet mikroflorajanak természetes tagja (sokkal kisebb szdmban, mint az E. coli). A sporak
a vizben hosszu ideig €lhetnek ¢és a fertOtlenitésnek jol ellenallnak. Eltavolitasuk a vizbdl sziiréssel
lehetséges. Jelenlétiik az ivovizben a szlirési eljaras hibaira utal és protozoa cisztak jelenlétének

lehetdségét jelzi.

Pseudomonas aeruginosa és Aeromonas spp

Az Aeromonas és a Pseudomonas spp. Gram-negativ, palca-formdju, oxidaz pozitiv sporatlan
baktérium. Ezek a baktériumok a természetben széleskortien elterjedtek, néhany koziiliik opportunista
patogén.

Ps. aeruginosa gyakran el6fordul a fekaliaban, talajban, vizben, és szennyvizben, de a fekalids
szennyezddés indikatoraként nem hasznéalhatd, mert szaporodni képes a vizes kornyezetben ¢és a
vizzel érintkezd szerves anyagok felszinén.

Vizsgalata a vizelosztd rendszer altalanos tisztasagarol ad tajékoztatast. Jelenléte a viz mikrobiologiai
mindségének romldsara utal és gyakran tarsul a viz homérsékletének novekedésével, vagy a viz
aramlasi sebességének jelentds csokkenésével a vizelosztd rendszerben és gyakran okozza a viz
szaganak, izének és zavarossdgdnak nemkivanatos valtozasat.

Az Aeromonas jelenlétének nincs koze a fekalids szennyezédéshez. Altalaban a vizkezelési eljarasok
szadmukat a kimutathatosagi hatar ala csokkentik. Nagy szdmuk maésodlagos szaporodasra utal a
vezetékekben, vagy a tarolokban. Szaporodasuk fligg a viz szerves-anyag tartalmatol,

hémérsékletétdl, az elosztd rendszerben valo tartdézkodasi id6tdl €s a maradék klor jelenlététdl.



Hazankban az ivéviz mikrobiologiai kovetelményeit és az alkalmazhatd vizsgélati eljarasokat a
201/2001. (X.25.) Korm. rendelet az ivoviz mindségi kévetelményeirdl és az ellendrzés rendjérdl, irja
eld. Asvanyviz mindségi kovetelményeit a 65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet a
természetes asvanyviz, a forrasviz, az ivoviz, az dasvanyi anyaggal dusitott ivoviz és az izesitett viz

palackozdsanak és forgalomba hozatalanak szabalyairol rendelet tartalmazza.

Az ivoviz mikrobioldgiai mindségi kdvetelményeit az 1. tablazatban foglaltam G6ssze. Az asvanyviz

mikrobiologiai mindségi kovetelményeit a 2. tablazat tartalmazza.

1. Tablazat. Ivoviz mikrobioldgiai mindségi kovetelményei.

Mikroorganizmusok Hatarértékek
Koliform mikrobaszam 0/100 ml
E. coli 0/100 ml
Enterococcus 0/100 ml
Pseudomonas aeruginosa 0/100 ml
Clostridium perfringens 0/50 ml

2. Tablazat. Asvanyviz mikrobiol6giai mindségi kovetelményei.

Mikroorganizmusok Hatarértékek
Osszcsiraszam 22 °C-on 100 tke/ml
Osszcsiraszam 37 °C-on 20 tke/ml
Koliform mikrobaszdam 0/250 ml
E. coli 0/250 ml
Enterococcus 0/250 ml
Pseudomonas aeruginosa 0/250 ml

2.5. Gyors mikrobioldgiai vizsgalati modszerek attekintése

Korunkban jelentdsen novekedtek az élelmiszerek mikrobioldgiai szennyezettségével kapcsolatos
gondok ¢és feladatok. A novekedés okai (Farkas & Mohacsi-Farkas, 2008):

* az ¢lelmiszer-kereskedelem globalizalédasa (bonyolult és hossza élelmiszer-lanc);
* fokozddod urbanizacid és népesség siirliség, a fogyasztok €letvitelének valtozésa;
* nagy nemzetkdzi személyforgalom;

* intenziv, tdmeges ndvénytermesztési és allattartasi gyakorlat;



» fokozddod kornyezet-szennyezés, megvaltozott mikroorganizmusok, megvaltozott
nyersanyagok.
A klimavaltozas (melegedés) miatt

» rovidebb ,,post harvest” tarolhatdsag;
* ahitdlanc fenntartdsa megneheziil;
* fokozott rovarkartétel;

» fokozott mikrobas szennyezettség és mikotoxin veszély.

Mivel a klasszikus tenyésztéses modszerekkel a mikroorganizmusok szaménak meghatarozasa
nagyon iddigényes feladat (24 — 72 dra), ezért mar nagyon régen felmeriilt az igény gyors vizsgalati
modszerek kifejlesztésére.

A modszerek két nagy csoportba oszthatok:

e 0Osszes (€l6- és holt) mikrobdk egyiittes szdmanak meghatarozaséara alkalmas modszerek

*  ¢l6 mikrobdk szamanak meghatarozasara alkalmas modszerek

2.5.1.Osszes mikrobaszam meghatarozdasi modszerek

2.5.1.1. ATP meghatarozas

Szennyezett feliiletek csiraszdmanak becslésére alkalmazhatd, nagyon egyszerti eljaras, amely a
luciferin és ATP reakciojakor keletkezd lumineszkald termék meghatdrozasan alapszik (Stewart,
1990). A modszer a szentjanosbogar fénykibocsatasaban is mitkodd luciferin luciferaz enzimrendszert
alkalmazza (Deak 2006). Az eljaras lényege, hogy a vizsgalt mintdhoz luciferase enzimet adnak, az
enzim reakcioba 1ép az ¢l szervezetek — mikrobdk — energiatarold6 komponensével, az ATP-vel. A
reakcidhoz sziikség van ATP-re és a luciferin-luciferaz enzim-szubsztrat rendszerre. A reakcid soran
oxiluciferin-luciferdz-AMP komplex képzddik, oxidaloédik. A gerjesztett allapotban 1évé atmeneti
komplex (*-gal jelolve) energia-toBLEetét a normal allapotba visszatérve foton formajaban adja le

(Stannard, 1989).

luciferaz + luciferin + ATP . luciferaz — luciferin — AMP + PP

A komplex oxidalédik
luciferaz — luciferin — AMP + O, - (luciferdz — oxiluciferin — AMP) *+H,0



A komplex az energiat foton formajaban adja le:

(luciferdz — oxiluciferin — AMP)* — luciferaz — oxiluciferin — AMP + fény

A késziilék (in. luminométer) a folyamat soran keletkezd fényt érzékeli és méri. Minél erésebb a
fényintenzitds, annal magasabb az ATP-tartalom és anndl nagyobb a szennyezddés. A mérés
rendkiviil érzékeny, hiszen 10" g ATP mar kimutathat6. Ha figyelembe vessziik, hogy a
mikrobasejtek kb. 107° g, azaz 1 femto-grammnyi ATP-t tartalmaznak, kideriil, hogy elméletileg mar
5-10 élesztdsejt vagy 100 baktériumsejt is kimutathato.

A luminometrias modszert leggyakrabban feliiletek higiéniai vizsgdlatara hasznaljak, ahol néhany
perc alatt megoldhatd a tisztitas-fertOtlenités hatasfokanak ellendrzése. Az ATP gyorshigiéniai
mérokésziilekkel megfeleld minta-el6készités utan rovid id6 (mintegy 5 masodperc) alatt eredményt
kapunk a mintazott feliilet higiéniai allapotar6l. A mérés csak arrol ad tdjékoztatast, hogy a feliilet
tiszta-e vagy sem, azt azonban nem képes kimutatni, hogy mennyire és milyen baktériummal
szennyezett. Ha pontosan azonositani akarjak a koérokozot, a minta elokészitéséhez sziikséges 1do
miatt az eljaras tovabb tart (Dedk, 2006).

Nyersanyagok (hal, hus, tej), késztermékek (italipar, tejipar) valamint viz vizsgalatara is alkalmas a
gyorsteszt. Elelmiszerek vizsgalatanal azonban a novényi és allati sejtekben a mikroba eredetiinél
Iényegesen nagyobb koncentracioban van ATP. Ilyenkor detergensekkel vald elokezelés utan lehet
csak elkiiloniteni a mintaban levd mikroba-, illetve névényi vagy allati eredetli ATP-t (Stanley ef al.,
1990). Komolyabb késziilékekkel tOBLEEpéses reakciok elvégzésével elkiilonithetden mérhetd a)
szabad ATP, b) szomatikus sejtekbdl szdrmazo ATP és ¢) mikrobasejtekbdl szabadda tett ATP.

2.5.1.2. Flow cytometer

Az aramlasos citometriat (flow cytometry) az 1980-as évek végétdl alkalmazzak gyors mikrobiologiai
vizsgalatokra. Donelly ¢és Baigent (1986) tej Listeria monocytogenes szdmanak meghatarozasara,
Diaper és Edwards (1994) természetes vizek Staphylococcus aureus szamanak meghatarozasara
alkalmaztdk a modszert.

Az atfolyo (flow) citometria sordn a sejteket gyorsan mozgd folyadékaramban éaramoltatjadk. A
méréallomasndl athaladva a megvilagitdo fény szorddik a sejteken. Az athaladd sejtek detektdlasa
fluoreszcencids vagy lézeres részecskeszamlald berendezéssel torténik, tehat a fény szérodasanak
intenzitasa szolgéltat informaciokat a mikrobakrdl (sejtszam, sejtek alakja, mérete, életképessége,
feliileti morfoldgidja). A modszer elénye, hogy a folyadékok esetén ,real time” (menet kozben

eredményt ado) eljarasként alkalmazhato (Dedk, 2006). Mikrobioldgiai mindségellendrzésben vald



elterjedésének két legfobb akadalya a berendezés rendkiviil koltséges volta és az a tény, hogy csak

tiszta folyadékok vizsgalatara alkalmas.

2.5.1.3. Epifluoreszcencias szlirési technika (DEFT)

Kozvetlen mikroszkopos sejtszdmlélds elvén alapul a direkt epifluoreszcencids sziirési technika. A
mikroszkdpos modszerek kimutatdsi hatira meglehetésen nagy, 10° sejt/ml vagy sejt/g, tehat csak
akkor hasznalhatok kozvetleniil, ha az ¢lelmiszerminta mikrobas szennyezettsége nagy. A
mikroszkdpos modszerek érzékenysége ndvelhetdé membransziiréssel. A direkt epifluoreszcencias
sziirési technikanal (DEFT) a folyadék membransziirése utan a sziirén felfogott mikroorganizmusokat
fluoreszkalo festékkel (pl. acridine orange) festik meg. A membran fluoreszcens mikroszkop alatt,
UV fénnyel megvilagitva vizsgalhato.

A modszert eredetileg a nyers tej gyors mikrobaszam meghatdrozasra fejlesztették ki. Ma mar
teljesen automata berendezéseket hasznalnak tejlizemekben ¢és egyes laboratdriumokban, ahol
kivételesen gyors mikroba-szamlalé miszerre van sziikség (pl. Bentley IBC, COBRA). A berendezés
a mintdhoz fluoreszcens festéket kever (pl. acridin orange, fluoreszcein) majd membransziiron
atsziiri, igy a megfestett sejtek a filteren maradnak. A fluoreszcens festékkel megfestett baktériumok
az UV- fénysugarakat elnyelik és azokat hosszabb, mar a lathatd fény hulldmtartoméanyaba esd
sugarak formajaban bocsatjak ki, azaz fluoreszkalnak. Beépitett detektor érzékeli a membranon 1évd
fluoreszkalo sejtek szamat. Az adatok feldolgozasat és az eredmény megadasat szamitogép végzi

(Pettipher, 1989).

2.5.2. EI6 mikrobaszdm meghatdrozdsi médszerek

2.5.2.1. Impedimetrids modszerek

Az impedimetrian alapuld gyors vizsgalati modszerek alapja, hogy a mikroorganizmusok szaporodasa
soran az anyagcsere eredményeképpen a semleges toltésii szubsztrat-molekulakbol elektrolit jellegi
végterméekek képzddnek, s ennek kovetkeztében a kozeg elektromos ellenallasa €és kapacitancidja jol
mérhetden megvaltozik (Martin and Selby, 1980, Sorrells, 1981). A tapkozegbe meriil elektrodakra
szinuszos valtofesziiltséget kapcsolva, a mérhetd impedancia valtozésa tikrozi a tapkozeg
ellenallasanak és kapacitancidjanak valtozasait. A mikrobidlis anyagcsere eredményeként altalaban nd
a vezetOképesség ¢€s a kapacitancia, ami az impedancia (Z) csokkenéséhez vezet. Detektalva az
admittancia (1/Z) értékeket az id6 fliggvényében, eredményiil egy olyan gorbéhez jutunk, amely
kapcsolatba hozhaté a vizsgalt mikroorganizmusok szaporodasaval. A PS egységekben kifejezett

admittancia-értékeknek egy eldirt mértéki valtozasdhoz sziikséges id6, az Un. detektacios id6 (TTD,



Time To Detection) linearis kapcsolatban 4ll a kiinduldsi élésejtszam logaritmusaval (IgN).
Meghatarozva az Osszetartozé TTD-IgN értékek egyenletét, egy olyan kalibracios gorbéhez jutunk,
amelynek alapjan a kiindulési €l6sejtszam meghatarozhato.

Az impedimetrids mérési technikat ¢lelmiszer-mikrobiologiai vizsgalatokban az 1980-as évek
masodik felétdl mar széleskorlien alkalmaztdk. Nieuwenhof & Hoolwerf (1987) tej 0Ossz-
mikrobaszam, Henschke és Thomas (1987) borélesztok kimutatdsara, Ogden & Cann (1987), Arnott
et al. (1988) Salmonella kimutatés, Bullock & Frodsham (1989) édesipari termékek szalmonellas
fertézottségének vizsgalatara, Cousins and Marlatt (1990) tej Enterobacterium szam, Gatti & Neviani
(1993) Enterococcus faecalis és Enterococcus faecium meghatdrozasra alkalmaztdk a modszert.
esetén (pl. Salmonella-, Listeria-szelektiv taptalajok) a mikroorganizmusok szaporodasa kis
impedancia valtozast eredményez. Ezekben az esetekben a tapkozeg impedancidjanak valtozasa
kozvetleniil csak bizonytalanul mérhetd, ehelyett indirekt mérés alkalmazhato. Az indirekt mérés
soran a képzddé CO,-t vezetik a — lagos oldattal t6ltott — mérdcelldba és a CO, hatasara bekovetkezd

impedancia valtozast mérik (Bolton, 1990; Dedk, 1993a,b; Timms et al., 1996).

Az impedimetrids modszer eldnyei
* Gyors eredmény
* Automatikus kiértékelés

*  Alacsony miikddési koltség

Az impedimetrids modszer hatranyai:
* Az impedancia fiigg a mérdcella alakjatol, ezért a mérés csak a specialisan kialakitott
mérdcellaban végezheto el, igy a minta mennyisége meghatarozott,
moddszernek gatat szab, hogy nem minden mikroorganizmus termel a szaporodas soran CO--
ot.
e A mért jel er6sen homérséklet-érzékeny, ezért nagy pontossagu €s igen koltséges termosztat
alkalmazésat teszi sziikségessé. (RABIT berendezés esetén az aluminium blokk-termosztat

hémérséklet-szabalyozasa +0,002 °C pontossagu).



2.5.2.2. Redox-potencial mérésen alapulé modszerek

A baktériumok energianyerése, oxiddacios-redukcios potencial

A mikroba-szaporodas energiaforrasa a bioldgiai oxidacio. A mikroorganizmusok anyagcseréjét és
szaporodasat alapvetéen meghatarozza energiatermelésiik, melynek hatékonysaga az oxigénhez valo
viszonyuktol fligg. Aerob légzéssel sokkal tobb energidt tudnak felszabaditani, mint a kiilonb6z6
anaerob erjedési folyamatokkal. A baktériumok energianyerési folyamatainak kiindulasi anyagai
valtozatosak, fleg szénhidratok, az energiat ugyanis a gliikdz lebontasabdl nyerik. A gliikdzbol valo
energianyerés f0 utjai a gliikolizis és a trikarboxilciklus, bar ugyanazon baktériumban a gliitkzbontas
mas, kevésbé hatékony utjai is 1éteznek. A nagy energidji foszfatkotésekben (ADP, ATP) tarolt
energia egy rész&t mozgasra, bioszintézisre, transzport folyamataikra hasznaljdk, a masik része
szabad hé formajaban tavozik.

Az obligat aerob baktériumok energiatermeld anyagcseréje az aerob 1égzés, melyhez a levegd
molekularis oxigénjére van sziikséglik. Az aerob folyamat soran nagy energiatartalmt szerves
molekuldkat bontanak le, és az igy felszabaduld energiat hasznositjdk. A szerves molekulakrol
hidrogénatomok tavoznak megfeleld enzimek hidrogénatvevd koenzimjeinek a segitségével a
citokrom enzimrendszer tagjain keresztiil. A hidrogént atvevd koenzimek ezzel redukalt allapotba
jutnak. A redukdlt koenzimek a hidrogénatomokat elemi részecskék formdjaban adjék le. Az
elektronokat molekularis oxigén veszi at. A baktériumok oxidativ energianyerése soran tehat a
szénhidratok végiil vizzé és szén-dioxidda oxidaloédnak.

Az obligat anaerob fajok csak oxigén nélkiil képesek szaporodni, sét az oxigén elpusztitja a sejteket.
Ezek erjesztenek, az energianyeréshez rendelkezésre 4llo6 anyagok oxidacioja hidrogénelvonassal,
elsé szakasza a gliikolizis 1épcs6i szerint megy végbe. Baktériumfajoktdl és -csoportoktol fliggéen
kiilonféle szerves savak, alkoholok, gazok, stb. keletkeznek, ha kevés a konnyen fermentalhato (kis
redox-potencialt) szénhidrat.

A korokozo baktériumok tobbsége fakultativ anaerob. Ezek a mikroorganizmusok oxigén
jelenlétében vagy hidnyaban egyarant képesek szaporodni, aerob koriilmények kozott 1égzéssel,
anaerob korlilmények kozott erjesztéssel nyerik az energiat. Boséges oxigénellatas mellett oxidativ
uton a gliikozbol féleg szén-dioxid és viz keletkezik. De példdul a fakultativ anaerob E. coli

gliikozfermentécidja soran gazok és szerves savak is képzddnek.

Biologiai rendszerek reverzibilis redox-folyamatai az alabbi egyenlet szerint mennek végbe:



[Oxidalt forma] + [H] +n e < > [Redukalt forma]

A fenti redox folyamatra felirhatd Nernst-egyenlet (Adams and Moss, 1995):

E,=E,+ RI[T D]ndox.] UH "]
nlF [red.]

Ahol Ei: a normdl hidrogén elektrodra vonatkoztatott redox-potencial,
Eo: a rendszer standard redox-potencidlja, amikor pH =0, ¢és az oxidalt [ox.] és redukalt [red.]
alak koncentracioja megegyezik,
R: az egyetemes gazallandé (R=8,314 J-mol-K™),
T: az abszolut homérséklet (K),
F: a Faraday konstans (F=9,648-10* J-V"-mol"),
n: a reakcidban atvitt elektronok szama.

Néhany fontos redox-par E, normal potencialjat tartalmazza a 3. tablazat.

3. Tablazat Néhany fontos redox-par normal potencialja (Adams and Moss, 1995)

Redox-par Eo (mV)
1/ 202/H20 +&820
Fe*"/Fe* +760
Citokrom C ox/red +250
Dehidroaszkorbinsav/aszkorbinsav +80
Metilénkék ox/red +11
Piruvat/laktat -190
Glutation ox/Glutation red. -230
NAD'/NADH -320

A Nernst egyenletbol 1athatéan a mért redox-potencial érték erdsen fiigg a pH-tdl €és a redox-parok
relativ  koncentracigjatol. Mivel az ¢lelmiszerekben, tapkozegekben a redox-parok jellegét,
koncentracio-aranyat altaldban nem ismerjiik, az egységes targyalhatosag érdekében az Osszetett

bioldgiai rendszerek elektrod-potencialt kialakitd folyamatanak az alabbi egyenletet tekintik:

2H" +2¢ ?2 H,



Ebben az esetben a mérhetd elektrod-potencial aranyos egy feltételezett (fiktiv) H, gdz parcialis
nyomdsaval. A kiilonb6zé rendszerek redukald-képességének jellemzésére egy velik azonos
elektrédpotencialt eredményezd, azonos pH-ji hidrogén-elektrodban 1évo H, gaz nyomasanak negativ
logaritmusa (rH) szolgal.

rH= —lg P]-u

A mért E, (mV) értékbdl az rH a kovetkezd dsszefiiggéssel szamolhato:

rH = +2[pH
T p

J=2,303 D;; =0,1984 mV K"

Az rH skéla 0-42-ig terjed, 0-15 érték erdsen redukdlod, 25-42 érték pedig erésen oxidald rendszert
jelez. Minél nagyobb az rH-érték, a kozeg annal erdsebb oxidald hatassal rendelkezik (Brown and

Emberger, 1980).

Az élelmiszerek redox-potencialjat befolyasolo tényezok (Adams and Moss, 1995):

* Redox-parok jelenléte

e Oxidalt/redukalt arany

« pH

* Redox fékez6 kapacitas

*  Oxigén hozzaférhetdsége

e Mikrobialis aktivitas

Normal 1égkdri viszonyok kozott a tdpkozegek, ill. élelmiszerek redox-potencialja allando pH esetén
dontdéen az oxigén-telitettség mértékétdl fiigg (Jacob, 1970), ezért a mikroorganizmusok

szaporodasanak redox-potencial igényét altalaban szaporodasuk oxigénigényével jellemzik.

A mikroorganizmusok szaporodasanak oxigénigénye rH-értékben megadva:

= Aerob mikroorganizmusok: rH >14
* Mikroaerofil mikroorganizmusok: 7,4 <rH < 14

* Anaerob mikroorganizmusok: rH < 7,4



Az aerob mikroorganizmusok pozitiv, 300 mV-ot elérd, vagy meghaladd E.- értékeket igényelnek a
szaporodasukhoz, mig az anaerobok negativ, -300 mV-nal kisebb értéknél tudnak szaporodni.

A legtobb allati eredeti ¢lelmiszer belsejében kicsi €s jol kiegyensulyozott a redox-potencial értéke.
Ezt a szovetekben viszonylag nagy mennyiségben el6forduld redukald tulajdonsagii anyagok
okozzak. Az élelmiszer Gsszetevdi kozil a szulfhidril-csoportot tartalmazd vegyiiletek, redukalod
cukrok és mas anyagok eldsegitik a redukalt viszonyok fenntartdsat. Az ilyen, nagy ,,redox-fékezo”
kapacitasu termékben, még levego jelenlétében is, az E, érték -200 mV koriil marad és lehetévé valik

az obligat anaerobok szaporodéasa (Brown & Emeberger, 1980).

Oxigén-igénylik alapjan a mikroorganizmusok szaporodasa csak bizonyos redox-potencial
tartomanyban megy végbe, ennek megfeleléen a redox-potencial mérésével esetenként a kdzegben
szaporodni képes mikroorganizmusok jellegére (aerob, anaerob, fakultativ anaerob, aerotolerans
anaerob) is kovetkeztethetiink. Mivel azonban a biologiai oxidacio a kornyezet redukalodasat
eredményezi, az aerob mikrobdk szaporodasanak kovetkeztében a redox-potencidl oly mértékig
csokkenhet, hogy az mar az anaerobok szdmara is kedvezévé valik. Ennek kovetkezményeként a
kezdeti aerob kornyezetben is kialakulhat anaerob mikrofléra. A kezdeti redox-potencial értéke
alapjan a késobb kialakuld mikroflorara nem lehet kovetkeztetni. Rodel és Lucke (1990) csokkentett
redox-potencial hatasat vizsgaltdk Bacillus subtilis €és Bacillus licheniformis szaporodasara
taplevesben ¢€s pasztérozott kolbasz-keverékben. Azt allapitottak meg, hogy az Eh érték ismerete nem
teszi lehetdve a bacillusok ndvekedési potencidljanak eldrejelzését pasztérozott huskészitményekben.

Ezt a bizonytalansagot az élelmiszer-biztosag és —mindség ,.tervezésénél” figyelembe kell venni.

A redox-potencidl szaporodasra kifejtett hatdsa a mikrobak energia-nyerési mechanizmusdnak
ismeretében értelmezhetd. A sejtek aktiv transzportjanak, illetve energiatermelésének egyik
kulcslépése a sejtmembranon keresztiil torténd protonatvitel. Tekintettel arra, hogy a protonok
toltéshordozok is, a protongradiens kialakulasakor elektromos potencialkiilonbség is 1étrejon a pH
kiilonbség mellett. Az igy kialakuld elektrokémiai potencialkiilonbség (AM) értéke (Mitchell &
Moyle, 1969):

2,3:R:T
F

A =AY - A pH

ahol AW ¢ s A pH a membran két oldala kozott kialakuld elektromos potencial- és pH-kiilonbség, R

a gazallando, T az abszolut hdmérséklet, F pedig a Faraday allando.



Nyilvanval6é, hogy a kiilsé kornyezet redox-potencidlja és pH-ja befolyasolja az elektrokémiai
potencialkiilonbség kialakuldsat, s ezen keresztiil befolyassal van a mikroba energianyerd
folyamataira.

A redox-potencial szaporodastol fiiggd, illetve azt befolyasold hatdsat a fermentacids iparok
messzemenden kihasznaljak. A redox-potencidl folyamatos mérésével jelentds informaciot
nyerhetiink a végbemend anyagcsere folyamatokrdl pl. alkoholos erjedésnél (Kukec et al., 2002).
Masik lehet6ség a redox viszonyok szabalyozdsan keresztiil (pl. a levegdztetés intenzitdsanak
valtoztatasaval) a fermentacid iranyanak befolyéasoldsa. Ez utdbbi esetben elég csak az aerob és

anaerob szennyvizkezelési technoldgidkra utalni.

A mikroba-szaporodast kiséré redox-potencidl csokkenés mérése alkalmas lehet a mikrobialis
aktivitds kimutatasa mellett az ¢éldsejtszam becslésére is. Erre vonatkozoan a 20. szdzad elsd
harmadatol kezdédden festék-redukcios probak terjedtek el, dontden a tej mikrobiologia allapotanak
relative gyors meghatarozasara.

A mikroorganizmusok redukcios aktivitasan alapuld meghatarozasi modszerek elméleti hatterének és

torténetének kitlind 0sszefoglalasat adja Kroll (1989).

Szinreakcion alapulo mérési modszerek

A prokariota sejtek anyagcseréjére jellemzd hidrogén-transzport aktivitds redox indikatorokkal
kimutathat6. Az ¢l6 sejtek hidrogén-transzport rendszere a kék szinli metilénkék indikatort

reverzibilis reakcidban szintelen leuko-metilénkékké redukalja. A mikrobdkat tartalmazé élelmiszert,

cyey

id6 forditottan ardnyos a mikroba-koncentracioval. Szoros korrelacio az elszintelenedési id6 ¢és a

telepszam kozott azonban nem varhato. Ennek okai:
* A Kkiilonb6z6 mikroorganizmusok eltérd redukciods aktivitassal jellemezhetdk,
* Néhany élelmiszer onmagaban is képes a redukciora,
* Az atmoszférikus oxigén abszorpcioja csokkenti a redukcid sebességét.

A héatranyok ellenére az egyszerii és gyors redukcids probak tajékoztato jellegii telepszam becslésre

alkalmasnak bizonyultak.

Az 1930-as évektdl kezdédéen metilénkék helyett egy masik redox-indikator, a rezazurin terjedt el.

Ennek elénye, hogy az oxidalt forma kék szinébdl a redukélt forma rdzsaszin arnyalataba valod



atmenet sokkal gyorsabb, mint a metilénkék elszintelenedése. Hatranya, hogy a modszer kevésbé

standardizalhat6 és a rezazurin fényérzé¢keny (Mossel et al., 1995).

A redukcios probaknal a tej és festék standard mennyiségeit (rendszerint 10 ml tejet és 1 ml
festékoldatot) Osszekeverték €s meghatarozott hdmérsékleten inkubaltdk. A tejhez adott festékoldat
(redox-indikator) szinvaltozdsdnak idejébdl, vagy meghatdrozott id6 alatt bekovetkezd
szinvaltozasabol kovetkeztettek a tej csiraszamara. A metilénkék oxidalt allapotban kék, redukalt
allapotban szintelen. A szinatcsapas +0,06 — 0,01 V redox-potencial tartomanyban kdvetkezik be. A
rezazurin pasztellkék szini oxidalt alakja +0,2 — 0,0 V kozott két 1épésben dihidrorezorufinna

redukalodik, mikdzben a redukcid fokatol fliggden lila, rdézsaszinii, végiil szintelen lesz (Kiss, 1974.).

A redukcids probékat elterjedten hasznaltdk nyerstej, fermentalt tejtermék (Garvie & Rowlands,
1952), jégkrém (Alexander and Rothwell, 1970; Aderson and Whitehead, 1974), fagyasztott ételek

(Kiimmerlin, 1982) esetében.

A szaporodas detektalasara tetrazolium sok (TTC) alkalmazasa is elterjedt. Tengerdy és munkatérsai
(1967) TTC szinintenzitds mérésével vizsgaltdk Escherichia coli és Staphylococcus aureus
szaporodasat. A mérés soran TTC-t adtak a vizsgalandd mikroorganizmusok szaporodd
tenyészet¢hez ¢és 3-4 ora utdn mérték a voOrds szinli formazan (a TTC redukalt formaja)
szinintenzitasat 420 nm hullimhosszon. Azt tapasztaltak, hogy a szinintenzitas dsszefiiggésben van a

baktériumok TTC hozzaadésa elotti szamaval.

Festékkel parositott elektrod rendszert hasznaltak Nishikawa és munkatéarsai (1982) szennyezett viz
sejtszamanak gyors meghatarozasara. A rendszer platina anddbol és eziist peroxid katédbol, valamint
a mikroorganizmusokat tartalmaz6é membran sziir6lapbol allt. A mikroorganizmusokat membranon
szlrték és a szlir6lapot az anddra rogzitették, amely redox-festéket (2,4-diklorfenol-indolfenol)
tartalmazé foszfat pufferbe mertilt (0,05M, pH=7) és a képz6dd dramot mérték. A reakci6 id6 10-20

perc volt és 10* sejt/ml felett az dramerdsség aranyos volt a sejtszammal.

Miiszeres meéreés

A redox-potencial mérhetd egy inert fém elektrod (altalaban platina) és egy vonatkoztatési elektrod
alkalmazéséaval. Elvileg a vonatkozasi elektréd 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 redox-elektrodékat hasznélunk,

melyeknél a mérd és a vonatkoztatési elektrodokat egyetlen elektroda testbe épitették be.

Annak ellenére, hogy a mikroorganizmusok szaporodasat kisérd redox-potencial valtozas jol mérhetd,
az E, valtozas miiszeres mérésére alapozott sejtszdm becslési modszernek nincs irodalma. Erre a
meglepd hianyra Kroll (1989) is utal, okat az E, érték és az oxigén kozotti ,,zavard” kolcsonhatas
miatti bizonytalansaggal magyarazza. Jollehet az az6ta eltelt idoben a méré-elektrodak sokat fejlodtek
¢s megbizhatokka valtak, a kozvetlen redox-potenciadl mérésre alapozott mikrobaszam meghatarozas
tekintetében csak munkatarsaimmal k6zos kutatasi eredményeinkre hivatkozhatom.

A SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék és a Budapesti Corvinus Egyetem
Elelmiszertudomanyi Kar, Fizika-Automatizaldss Tanszék munkatarsai  altal  kifejlesztett és
szabadalmaztatott eljaras (Reichart et al., 2005) és annak megvalositasat szolgaldé MicroTESTER nevil
berendezés a kozeg redox-potencidljanak mérése alapjan teszi lehetdvé a minta mikrobaszdmanak
gyors meghatarozdsat. A mérési eljaras elméleti alapjait, miiszaki megvaldsitasat és koliform
mikrobak meghatarozasara torténd validalasat kozleményiinkben (Reichart et al., 2007) ismertettiik.

Az ) modszer részletes leirasat dolgozatom ,,Anyagok €s mddszerek™ c. fejezete tartalmazza.



2.6. Mérési modszerek validalasa

Egy modszer validalasan értjiik annak bizonyitasat, hogy a validaland6 (alternativ) eljaras
teljesitményjellemzdi kielégitik az analitikai modszerrel szemben tdmasztott kovetelményeket és az

altala szolgaltatott eredmények megfelelnek a referencia-modszerrel meghatarozott értékeknek.

A mérési modszer validalasat a kovetkezo eldirasok szerint végeztiik:
*  MSZ EN ISO/IEC 17025 szabvany validaciora vonatkozo 5.4.5. pontjat értelmezd, NAT altal
kiadott NAR-20 dokumentum 1. Fiiggelékében (,Utmutatds az analitikai modszerek
validalasahoz”).

* Mikrobioldgiai alternativ modszerek validalasara vonatkoz6 MSZ EN ISO 16140 szabvany.

A validalas soran a kovetkezd teljesitmény-jellemzoket hataroztuk meg (Reichart, 2004):

Szelektivitas:

A mobdszer milyen mértékben képes az adott alkotd (mikroba-csoport) meghatdrozasara
zavard komponensek jelenlétében. Azt a modszert, amely az alkotd6 vagy alkotok egy

csoportjara tokéletesen szelektiv, specifikusnak nevezziik.

Meghatarozasa: Elemzések kiilonbozo szelektiv taptalajokkal €s kevert tenyészetekkel.

Kimutatasi hatar:
Az a koncentracio, vagy anyagmennyiség, (mikroba-koncentracid) amelyhez tartozo jel értéke

megegyezik a vak minta kdzepes jelének €s a vak minta jel 3-szoros SD értékének dsszegével.

JKH = Jvak + 3'SDvak

Meghatarozdsi hatar :
A mennyiségi mérés als6 hatara, als6 méréshatar. Az a legkisebb koncentracid, amely még
elfogadhat6d pontossaggal és precizitassal hatarozhatd6 meg. Az analitikai mérdgorbe legalso

értékelhetd pontja.

JImu = Jvak + 10-SDyax



Meérési tartomany:

Az a munkatartomany, amelyen beliil az adott feladatnal kielégitd pontossag és precizitas

érhetd el.
Meghatérozasa: Kalibracios gorbe felvételével.
Regresszios egyenlettel, legkisebb négyzetek modszerével szdmitva.
Linearitas:

Legkisebb négyzetek mddszerével, linedris regresszid szamitas.

Matematikai feltételek a szamitashoz
Az Y viéltozonak X minden ¢értékénél normalis eloszlasunak ¢és homogeén
szordasunak kell lennie. (Sziikség esetén transzformacioval normalizalhat6).
Inhomogén szdrasok esetében megfeleld stilyozas (pl. a szoras reciprokaval).
Lehetdleg az X értékek ekvidisztans elrendezése.

Eltér6 esetben a kiugro pontok nagyon elhtizzék az egyenest.

Erzékenység:

Az analitikai mérégorbe derivaltja, egyenes esetében a meredeksége.

Pontossag, Helyesség:

Az eredmények valodi értékhez valo kozelitésének mértéke, amely tovabb bonthato:

Torzitatlansag:

A mérési eredmények szamtani atlaga és a valddi érték kozotti megegyezés mértéke.

A rendszeres hibara jellemzo.

Precizitas:

A megismételt vizsgalatok eredményei kozotti egyezés mértéke. A véletlen hibara

jellemzd. Tovabb bonthato

Ismételhetoség (1aboratoriumon beliil)
Véletlen hiba (parhuzamosok szorésa)

Laboratériumon beliili hiba (ismételt mérések)



Reprodukadlhatoésag (1aboratériumok kozott)
Laboratoriumok kozotti modszer-0sszehasonlitd vizsgalatokkal

elemezhetd. Variancia-analizissel értékelhetd.

Zavartiirés:
Eszkoz- és kornyezetallosag.
Pl. A redox-potencidl mérési modszer sokkal kevésbé érzékeny a hdmérséklet

valtozéasra, mint az impedimetrias modszer.

Az 1) modszer teljesitményjellemzdinek meghatarozasat az altalanos eldirasokat értelemszertien

mikrobiologiai adatokra vonatkoztatva végeztem el.



3. CELKITUZES

A redox-potencial mérésen alapuld MicroTester késziilék alkalmazasa lehetOséget teremt arra, hogy a
vizsgalt mintdk mikrobaszdmat a jelenlegi tenyésztéses modszereknél gyorsabban és nagyobb minta-
mennyiségekbdl (Pl. az altalanosan eldirt 100-250 ml helyett 1000-10000 ml mintabol) hatarozzuk
meg. A modszer egyik nagyon fontos elénye a klasszikus tenyésztéses meghatarozasokhoz
viszonyitva, hogy mig a tenyésztéses modszerek kiértékelésének iddigénye fliggetlen a vizsgalt
mikrobaszamtol, addig a redox-potencidl mérésen alapuld eljaras kimutatési iddigénye a mikrobak
szamanak novelése (membransziirés) révén jelentdsen csokkenthetd.

Munkam célja a kovetkezdkben foglalhato ssze:

* mikroorganizmusok szaporodésa soran bekovetkezd redox-potencial valtozas vizsgalata és az

egyes mikroorganizmusok szaporodasi redox-gorbéinek meghatarozasa

e annak igazolasa, hogy a redox-potencial mérés alkalmazhat6 élelmiszerek €s kiilonosen a viz

mikrobaszamanak gyors meghatarozasara

* aredox-potencial méréssel torténd gyors mikrobioldgiai vizsgalati modszer validalasa ivo- és
asvanyviz mikrobioldgiai vizsgalatara az alabbi mikrobacsoportokra vonatkozoan:
~  Ossz-mikrobaszam 37 és 22 °C-os tenyésztéssel
- Koliform baktériumok kimutatasa €s szamszerti meghatarozasa
- Escherichia coli kimutatasa és szamszerii meghatarozésa
- Enterokokkusz bélbaktériumok kimutatasa €s szamszeri meghatarozasa.

- Pseudomonas aeruginosa kimutatdsa ¢és szamszerti meghatarozasa.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Klasszikus mikrobiologiai modszerek

A klasszikus mikrobiologiai vizsgalatokat (lemezontés, szélesztés, membranszlirés) a kovetkezd
taptalajok felhasznalasaval végeztiik:
Osszcsiraszam meghatarozasa
Plate count (PC) agar (MERCK 1.05463)
Koliformok és Escherichia coli sziaménak meghatarozésa
Laktozos TTC agar (MERCK 1.07680)
Enterococcusok szaméanak meghatarozasa
Slanetz-Bartley agar (MERCK 1.05289)
Pseudomonas aeruginosa szamanak meghatarozasa
Cetrimid agar (MERCK 1.05284)
Lactobacillus plantarum szdmanak meghatarozasa
MRS agar (MERCK 1.10660)
Clostridium perfringens tenyésztésére
Félfolyékony szulfitredukald taptalaj
Saccharomyces cerevisiae €s Aspergillus niger szamanak meghatarozasa

Malata-kivonat agar (MERCK)

Higitasi sor készitésé¢hez higito-folyadékként 1 g/l peptont és 8,5 g/l Natrium-kloridot tartalmazo,
7,2+0,2 pH-j0 s0s peptonvizet hasznaltunk.

A vizsgilatokhoz felhasznalt mikoorganizmusok a SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék

Mikrobioldgiai Laboratoriumanak térzsgyiijteményébdl szarmaztak és a kovetkezok voltak:

*  Escherichia coli NCAIM B.01748
» Enterobacter aerogenes NCAIM B.02039

* Citrobacter freundii NCAIM B.01468
* Klebsiella oxytoca NCAIM B.02075
*  Acinetobacter Iwolffii NCAIM B.01641

*  Pseudomonas aeruginosa ~ NCAIM B.01687



*  Pseudomonas fluorescens ~ NCAIM B.01102
*  Bacillus cereus NCAIM B.01718
»  Enterococcus faecalis NCAIM B.01312

* Lactobacillus plantarum ATCC.8014

*  Clostridium perfringens NCAIM B.01417
*  Saccharomycae cerevisiae ~NCAIM Y.00801
»  Aspergillus niger NCAIM F.00893

A szabvanyos vizvizsgalatok a kdvetkez0 eldirasok szerint torténtek:

Osszcsiraszam meghatarozasa 22 °C-on és 37 °C-on lemezdntéssel
MSZ EN ISO 6222:2000

Koliformok és Escherichia coli kimutatdsa €s szamanak meghatarozdsa membransziiréssel
MSZ EN ISO 9308-1:2001

Enterobaktériumok kimutatdsa és szamanak meghatdrozasa membransziiréssel
MSZ EN ISO 7899-2:2000

Pseudomonas aeruginosa kimutatasa és szdmanak meghatarozasa membransziiréssel

MSZ EN 12780:2003

4.2. Redox-potencial méréshez felhasznalt taptalajok

Osszcsiraszam meghatarozasa
Feles koncentracidju Tripton-szdja leves (1/2 TSB) (MERCK 1.05459)
Koliformok és Escherichia coli sziaméanak meghatarozésa
Brillantz6ld-laktéz-epe leves (BLE) (MERCK 1.06464)
Enterococcusok szamanak meghatarozasa
Azid-gliikoz leves (MERCK 1.01590)
Pseudomonas aeruginosa szamanak meghatarozasa
Cetrimid leves (Fluka)
Lactobacillus plantarum szdmanak meghatarozasa
MRS leves (MERCK 1.10661)
Clostridium perfringens szdmanak meghatarozasa

Tioglikolat tapoldat (MERCK 1.08191)



Saccharomyces cerevisiae és Aspergillus niger szamanak meghatarozasa
Malata-kivonat leves (MERCK 1.05397)

4.3. Redox-potencial mérés

4.3.1.A muiszer leirasa

Az alabbi ismertetést a SZIE AOTK Elelmiszerhigiéniai Tanszékének és a Corvinus Egyetem Fizikai-
¢s Automatizalasi Tanszékének munkatarsai altal kifejlesztett és szabadalmaztatas alatt allo redox-
potencidl mérd berendezésének (MicroTester) szabadalmi leirasa alapjan kozlom. (Reichart et al
2005).

A miszert és a hozzatartozo szoftvert a Corvinus Egyetem Fizikai- és Automatizalasi Tanszékének

munkatarsai készitették.

A redox-potencidl méréséhez kereskedelmi forgalombol beszerezhetd kombinalt mérdelektrodokat
hasznalunk.

A modularis felépitésiit mérd rendszer a mérési igényeknek megfeleléen bdvithetd. Minimalis
csatornaszam: 4, maximalis csatornaszam: egy késziilékben 64 csatorna, de sziikség esetén a
késziilekek lancolhatoak, igy tobb késziilék dsszekapcsoldsaval 256 csatornaszam érhet el.

(A prototipus berendezés csatornaszama 12.)

Minimalis kiépitésben a rendszer elemei:
késziilékhaz, a kovetkezo elemekkel és funkcidkkal:
»  sziikség szerinti szdmu kartyahely a bemeneti modulok fizikai fogadasara
= belsd tapellatasi rendszer
= cimbusz a csatornacimzéshez
= analog busz a transzformalt anal6g bemeneti jel és referenciafesziiltségek multiplexeléséhez
= Anal6g/Digitalis konverter
* mikrokontroller a csatorna-kivalasztds, digitalizalas ¢és a szamitogéppel folytatott
kommunikéacié menedzselésére
= | db 4-csatornas bemeneti modul (max. 16 modulhellyel, 16x4 = 64 csatorndhoz)

= kiils6 halézati tapegység (adapter) a késziilék tapellatasahoz



A rendszer miikodtetéséhez sziikséges egy IBM-kompatibilis személyi szamitégép szabvanyos

RS232C interfésszel (COM port). A hardver iranyitds szempontjabol a PC konfigurdcidgja nem

kritikus, a vezérl6 és adatfeldolgozo szoftver szempontjabol ajanlott minimalis konfiguracio:

- P4 processzor (min. Celeron 300 MHz)
- 256 Mb RAM

- min. 10 Gb HDD

- CD-olvas6

- Win2000 vagy WinXP operacios rendszer

Elektromos jellemzok:

Analog bemenetek (valamennyi bemenet ekvivalens):

kombinalt redox elektrodok bemeneti csatlakozoi: BNC

csatornanként fliggetlen chopper-stabilizalt instrumentacios bemeneti modul
bemeneti impedancia: > 1 terraohm (10" Q)

bemeneti jelszint: +/- 2 V

max. fesziiltség a bemeneten: +/- 12 V

Digitalis egység

digitalizalas modja: kettds integraldsu (Dual Slope) a pontossag €s zajelnyomads érdekében
felbontas: 4,5 digit (0,1 mV)

konverzids id6: 16 csatornara max. 3 s

Kommunikacids egység

A kommunikacié a mérérendszer és a PC kozott soros porton (RS232) keresztiil torténik. Ennek

protokollja:

9600 baud, no parity, 8 data bits, 1 stop bit (9600, n, 8, 1).
Hardver handshake nincs.
A PC egy STX (ASCII) parancsot kiild a késziiléknek és a késziilék egy n'6 ASCII karakteres
eredményt kiild vissza valaszként (n: a csatornaszam). Konverzios idd: 16 csatorndra
maximum 3 s. A csatornankénti 6 karakter jelentése sorrendben:
- elojel (+/-)
- a mért eredmény mV-ban kifejezett értékének szamjegyei
- ezres helyiértek
- szazas helyiérték

- tizes helyiérték



- egyes helyiérték
- elsd tizedes helyiérték

A vezérlés és adatfeldolgozas céljara kifejlesztett program mitkddésének leirasa

Adatgyrijteés

A program a ,,Mérés > Start” meniiponttal torténd inditas utan folyamatos adatgyiijtést végez, minden
mérdcsatornat kiolvas. A beolvasott adatok rogzitése csak akkor torténik meg, ha a csatorna
bedllitasai szerint ez sziikséges. Az elektronika triggerelése utdn csatornanként 300 ms szamithatd
varakozasi idonek (a szamitogép okozta csuszasok és egyéb varakozési idok miatti tartalékkal). A
csatornak szamatol fiiggden a mintavételezés lehetséges minimalis periodusideje a 4. tablazatban

talalhato.

4. Tablazat. A mintavételezés lehetséges minimalis periodusideje.

Csatornaszam Mintavételezés
16-ig 55 (16 x 300 ms = 4800 ms)
32-ig 10 s (32 x 300 ms = 9600 ms)
64-ig 20 s (64 x 300 ms = 19200 ms)

A redox-potencial mérés jellemzd periddusideje 5-10 min, ezért még a 64 csatornds késziilék 20 s

periddusa is elfogadhato.

Zajsziirés

A zajos kornyezetben torténd adatgyiijtés tdmogatdsara bekapcsolhatd a simitds. Az algoritmus a
forraskodban rogzitett ideig (legalabb 5 beolvasas ajanlott) megkapott adatok koziil torli a legkisebb
¢és legnagyobb értékeket, a maradékot (legalabb 3 adat) pedig atlagolja.

Paraméterezeés

Az adatgylijtés csatornanként egyedileg paraméterezhetd

Tarolas, mentés

A begyljtott adatokat tdblazatban tirolja a szoftver, amely tdbldzat egyben és csatornanként is
elmenthetd. A mentés formatuma ASCII tagolt szoveg. A tizedes jelet az operacios rendszer teriileti
bedllitasai adjak, igy a telepitett tablazatkezeld és statisztikai programokba konnyen beolvashato

konverzid nélkiil. A csatornanként torténd mentés soran az adatok értékelése is mentésre keril. A



csatorndk egyedi paraméterezhetdsége miatt minden esetben az adatok mellett a tdrolds - mérés

kezdetétdl mért - relativ ideje is mentésre kertil.

Adat kezeles, értékelés

Referencia érték
A redox-potencial mérés soran mV értékeket mér az elektronika, melyek korrigalhatdak egy
additiv (pl. normal hidrogén elektrodra vonatkozo) referencia értékkel. A jeldlés ekkor ,.E, mV”-rol
,,Eh, mV”-ra valtozik.
Detektacios ido szamitdsa
A detektacios id6 az a pillanat, amikor a mért idésorban a mV értékek 1d6 szerinti differencia-
hanyadosa meghaladja a valasztott hatarértéket. A véletlen mérési hibak kikiiszobolése miatt
beallithatd, hogy tobb egymast kdvetd, a hatarértéket meghalad6 differencia-hanyados esetén jeldlje
csak az adott pontot detektacios idoként. A szoftverben beéllithatd paraméterek:
o kritikus differencia-hanyados (detektacios kritérium) értéke (mV/min)
e a kritikus értéket meghaladdo mérési pontok minimalisan megkivant szdma (a pozitiv mérések
szadma, javasolt: 3)

* ¢értékelés kezdete (min)

* sejtszam hatarérték, amely felett a minta mikrobioldgiai allapota kifogasolandd (Nii)

Ertékelés

Az értékelés kezdete beallitdsaval az idGsor eleje nem vesz részt a szamitasban. A mérés elejének
bizonytalansagai igy kikiiszobolhetdek. A detektacios id6 szamitott értékét (TTD) az eldzetesen
meghatarozott kalibraciés gorbe egyenletébe helyettesitve, kiszamithatd a vizsgalt minta
mikrobaszdma.

A szamitott és a felhasznalo altal megadott sejtszdmok Gsszehasonlitasabol meghatarozhato a csatorna
mérésének mikrobiologiai értékelése: elfogadhaté (PASSED), vagy elutasitott (FAILED). Ha a
szamitott érték eléri a felhasznélo altal megadott hatart, az értékelés: FAILED.

Grafikus megjelenités

Grafikon tipusok

A kovetkezd grafikon tipusok valaszthatoak:



* Osszesitett: minden mérd csatorna megjelenik
* mozaik: minden csatorna 6nallo grafikonnal jelenik meg

* csoportositott: kijelolt adatsorok egy grafikonon jelennek meg (max. 4 db csoport hozhato

1étre)

A mozaik tipusndl minden egyedi grafikonon lathaté a detektacids id6 értéke (ha van), és annak

alapjan szamitott sejtszdm, valamint a sejtszam szerinti értékelés.

A mozaik elrendezésben a grafikonok szinkddokkal is jeldltek az egyszert attekinthetoség érdekében:

e keék: futd mérés

*  piros: elutasitott eredményli mérés (FAILED)
e 70ld: elfogadott eredményi mérés (PASSED)
* sziirke: befejezett mérés

A szineket a program ini f4jlban tarolja, szabadon szerkeszthetdek hexadecimalis formatumban.

Egyéb lehetoségek

Fajl formatumok

A program minden esetben ASCII szoveges allomanyokat haszndl a konnyll szerkeszthetOség

érdekében. A hasznalt dlloméanyok:

e redox.ini : altalanos beallitasok és forditasok szovegei

* redox.eq: egyenletek a sejtszam szamitashoz

e redox.plt: méréprogramok listaja

s *prg: mérdprogramok egyedi csatornakra, vagy Osszesitve minden csatornara.

A mérOprogramok ¢és bedllitdsok alloméanyainak szerkezete megegyezik a Windows INI f3jlok

szabvanyos szerkezetével.

A mentett adatok szintén szoveges allomanyba keriilnek:

e *prn: egyszerl lista a csatorndk legfontosabb bedllitasairdl és adatairol. Ezek a fajlok  csak
adatokat tartalmaznak. Szerkezetiik — a forraskod alapjan is — konnyen  visszafejthetd, de
kozvetlen moédositasuk nem javasolt.

e *xls: minden ismert Excel verzi6 altal timogatott tabulatorral tagolt szoveges  formatum,

amely az Gsszes csatorna adatait tartalmazza.



Port monitor
Az aktualis adatok folyamatos kovetésére beépitve talalhatd egy port monitor ablak, amely a

port olvasas periddusidejével frisslilve minden aktiv csatorna adatdt megmutatja.

A kovetkezd dbrakon (1-4.) a 16 csatornas mérémiiszer, valamint a kiilonbozé mérdcellak lathatok.

eI

1. abra. 16 csatornas méromiiszer teljes kiépitéssel.

4.3.2.Mérocellak bemutatasa

4.3.2.1. 100 ml-es mérdcella
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2. abra 100 ml-es mérdcella
A mérocella alkalmas kozvetlen beoltassal torténo mérésre, valamint membranszirést kdvetd redox-
potencidl mérésre is. Kozvetlen beoltas esetén 90 ml taplevesbe - altaldban, de nem feltétlendil - 10 ml
vizsgalati anyagot oltunk. Membransziiréses vizsgalat soran a membrant helyezziik a taplevesbe. Egy

mérdcellaba tobb membran is helyezhetd.

4.3.2.2. 10 ml-es mérdeella

Redox elektrod

Taptalaj

3. abra. 10 ml-es mérdcella.



A mérdcella kozvetlen beoltassal torténd vizsgalatokra alkalmas. 9 ml téplevesbe 1 ml, vagy 1 g
vizsgalati anyagot helyeziink. Kiilondsen alkalmas a cella tamponos vizsgalatokra. Ebben az esetben

lehetdség van a tampon mérdcellaba helyezésével kozvetlen vizsgalatra.

4.3.2.3. Indirekt mérocella

Redox elektrod

o2 coz

Taptalaj

0,002 M KOH

4. abra. Indirekt mérdcella.

Ezt a mérdcellat penész- ¢és ¢lesztdgombak vizsgalatanal alkalmazzuk. Ebben az esetben a szaporodas
soran képzddé CO»-ot 0,002 M KOH oldatban nyeletjiik el. Az elektrod a KOH redox-potencial

valtozasat méri.

4.3.3.Meéreési eljards ismertetése

4.3.3.1. A szaporodasi gorbe €s a redox-potencial gorbe kapcsolata

A mérési eljaras elvi alapja az, hogy a baktériumok szaporoddsa folyaman az energia-termeld
biologiai oxidacios reakciok eredményeként a kornyezet redox-potencidlja egy meghatirozott
mikroba koncentracié felett jol detektalhatoan csokken. Detektacios idonek (TTD) tekintjiik azt az
idépontot, amikor a redox-potencial valtozas sebességének abszolut értéke egy, a véletlen hatasoktol
szignifikdnsan kiilonbozd értéket (pl. |dE/dt] = 0,5 mV/perc) meghalad. Ezt az értéket detektacios

kritériumnak nevezziik (Reichart et al 2007).

Az 5. abra a redox-potencidl valtozasat szemlélteti Escherichia coli szaporodésa soran.



E coli szaporodas 1/2 TSB-ben
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5. abra. A mikrobaszaporodas €s a redox-potencial valtozas Osszefliggése.

A kritikus redox-potencial csokkenés mértéke (detektacids kritérium) mikroba tipusonként valtozik,
Escherichia coli esetében AEy/At = -1 mV/min

Az abran X-el jelolve a kritikus redox-potencial csokkenéshez tartozd 1gN érték 2,1 oranal (IgN =
7,30; N =2,00 x 10 tke/ml)

4.3.3.2. Kiils6 kalibracios gorbe felvétele

Mivel a kritikus redox-potencial csokkenés meghatarozott mikrobaszamnal kovetkezik be, ezért a
TTD fiigg a minta kezdeti mikrobaszamatol.

Kalibracios gorbe készitéséhez a vizsgalandd mikroba szuszpenzidbol, sos peptonvizben 10-es alapu
higitasi sort készitettem. A higitasi sor tagjaibdl 1-1 ml-t oltottam 90 ml 1/2 TSB téptalajt (4.1.8.)
tartalmazd mérdcellaba (4.3.2.1) majd a mérdcellakat vizfiirds termosztatba helyeztem (T=37 °C) és
felvettem az egyes higitasokhoz tartozo redox gorbéket. Egyidejiileg meghataroztam a higitasi sor
tagjainak mikrobaszamat PC taptalajon (4.1.2.) , 37 °C-on 24 6ras tenyésztéssel.

A redox-potencidl kritikus valtozdsdhoz tartoz6 idét (TTD, Time to Detection, Detektacids idd) a

miszer automatikusan hatdrozza meg.

Detektacios idonek tekintjiik azt az idopontot, amikor a redox-potencidl csokkenési sebessége (a
redox-gorbe ido szerinti differencia-hdanyadosa) meghaladja az daltalunk eldirt kritikus értéket (Pl.

koéliform mikroorganizmusok esetében |AE/At| > 1 mV/perc).

Kiilonb6z0 kiindulasi sejtkoncentracioknal meghatarozva a detektacios idéket (TTD), szoros linearis

korrelacié allapithato meg a TTD értékek és a kezdeti sejtszdmok logaritmusa (Ig No) kozott. Az



osszetartozo IgNy — TTD értékparokbdl linedris regresszioval kiszamitott osszefiiggés adja a
kalibracios gorbe egyenletét, amely a tovabbiakban alapjdt képezi a kiinduldsi sejtkoncentrdcio
redox-potencial méréssel torténo meghatarozdasanak.

A 6. abran Escherichia coli kiillonb6z6 kezdeti mikrobaszamt mintainak redox-potencial csokkenése

lathat6. A redox-potencidl értékeket a miiszer 10 percenként detektalta.

E. coli TSB-ben

Ey (mV)

-100

T
| NAN RN
- A
\\‘M \un ! —T..—T—‘ | !
0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720 780 840 900 960 1020
t (min)
Steril -+ IgN=0,09 -+ IgN=2,38 + IgN=3,39 —+ IgN=4,25 -+ IgN=4,80

-200

-400

6. abra. Escherichia coli redox-potencial valtozasa kiilonb6z6 kezdeti mikrobaszamok esetén.

Az dsszetartozo 1gN — TTD értékparokat az 5. tablazatban foglaltam 6ssze, ahol a TTD a AEy/At = -1

mV/min csokkenéshez tartozo 1d6 oraban, IgN a kezdeti mikrobaszdm logaritmusa (N=tke/cella)

5. Tablazat. A kezdeti mikrobaszam és a detektacios 1d6 dsszefiiggése.

IgN TTD (h)
(N=tke/cella)

0,09 8,17

2,38 6,00

3,39 4,33

4,25 3,67

4,80 2,54

Abrazolva a TTD értékeket a 1gN fiiggvényében egy egyenest kapunk, amely a 7. dbran lathat6. Ez az

egyenes a kalibracios gorbe.



E. coli 1/2 TSB-ben TTD (h) = -1,1736-IgN + 8,4416
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7. abra.. Escherichia coli kalibracids gorbéje 1/2 TSB taptalajban (T=37 °C).

A kalibracios gorbék felvétele megfelel taptalajokkal az elébbiekkel megegyezé modon tortént.

A MicroTester alkalmazasa soran, el6szor a vizsgalni kivant mikroorganizmus kalibracios gorbéjének

egyenletét szamitjuk ki:
TTD=algN+b
A mérések soran a rendszer TTD értékeket hataroz meg, amelyekbdl a kalibracios gorbe alapjan
szamitja ki a 1gN értékeket a kovetkezd egyenlet felhaszndlasaval:
IgN = A-TTD + B, ahol A=1/a B=Db/a

A értéke mindig negativ, mértékegysége attdl fligg, hogy a TTD értékeket percben vagy oraban
fejeztik ki. A és B értékét betaplalva a programba lehetOségiink van a vizsgalt mintdk
¢losejtszamanak automatikus meghatarozasara. Az ¢€l0sejtszdm mértékegysége (tke/ml, sejt/g, stb.)

attol fiigg, hogy a kalibracios gorbe felvételekor az Ny értékeket hogyan adtuk meg.

4.3.3.3. Belso kalibracios gorbe felvétele

Ezt a modszert akkor alkalmazzuk, amikor nem tudunk elézetesen felvett kalibracios gorbét
hasznalni, mert a mikroflora Osszetétele nem ismert. A moddszert az eredmények fejezetben

ismertetem.

4.3.3.4. Indirekt mérés
Penész- ¢s élesztdgombak szaporodasa soran a redox-potencial valtozasa kozvetleniil nem mérhetd.

Ebben az esetben - az impedimetrias eljardsokhoz hasonléan — indirekt modon, a szaporodas soran



képz6d6 CO, mérésével lehet a szaporodast detektdlni. A mérést a 4.3.2.3. pontban lathatd
mérdcellaval végezziik. A gombak 1égzése soran képz6dd CO,-ot 0,002 M KOH oldatban nyeletjiik el

¢s az oldat redox-potencial valtozasat mérjiik. Ebben az esetben a redox-potencial nem csokken,
hanem nd, detektacios kritériumként a AE/At > 0,2 mV/min értéket hasznaltam. Saccharomyces

cerevisiae szaporodasi redox-gorbéi lathatok a 8. dbran.

Saccharomyces cerevisiae
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8. abra. Saccharomyces cerevisiae indirekt méréssel meghatarozott szaporodasi redox-gorbéi

malata levesben (T=25 °C, KOH=0,002M)



5.1.

A szaporodés soran mért redox-potencial érték nem fiiggetlen a taptalaj pH-jatol, amely maga is
valtozik a szaporodas soran. Annak a kérdésnek eldontésére, hogy a mért redox-potencial valtozast
mennyiben befolyasolja a pH valtozasa, egylittesen mértem az egyes mikrobak E, és pH valtozéasat. A
kapott értékekbdl kiszamitottam a kombindlt hatast kifejezd rH értékeket is. Az egyes mikrobdk Ej,

pH ¢és rH értékeinek valtozasa a 9-14. dbrakon lathato.

5. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELES

A redox-potencial, mint mérési paraméter kivalasztasanak indoklasa

5.1.1. Escherichia coli
Escherichia coli
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A fakultativ anaerob Escherichia coli szaporodasa soran az E, csokkenése 800 mV, a pH csokkenés
1,5 egység, az rH csokkenése 25 egység. A redox-potencial csokkenését dontéen nem a pH valtozasa

okozza. (A pH 1,5 egységnyi csokkenése onmagaban 3 egység rH csokkenést eredményez.)
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9. abra. Escherichia coli E,, pH és rH valtozasa 2 TSB levesben,
T =37 °C, No= 5,48x10° tke/ml




5.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
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10. abra. Pseudomonas aeruginosa E,, pH és rH valtozasa 2 TSB levesben,

T =37 °C, N¢= 3,25x10° tke/ml.

Az aerob Pseudomonas aeruginosa szaporodasi E, csokkenése 500 mV, a pH nem valtozik az rH

csokkenése 20 egység. Ebben az esetben a pH a redox-potencial valtozasat egyaltalan nem

befolyasolja.

5.1.3. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis
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11. 4bra. Enterococcus faecalis Ey, pH és rH valtozéasa > TSB levesben,
T =37 °C, No= 9,50x10* tke/ml.

Az aerotolerans anaerob Enterococcus faecalis Ey csokkenése 600 mV, a pH csokkenés 2 egység, az

rH csokkenése 20 egység. Lathatd, hogy a redox-potencidl csokkenését dontden nem a pH valtozasa

okozza. (A pH 2 egységnyi csokkenése onmagaban 4 egység rH csokkenést eredményez.)




5.1.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
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12. abra. Staphylococcus aureus E., pH és rH valtozasa 2 TSB levesben,

T =37 °C, Ni= 1,61x10" tke/ml.

A fakultativ anaerob Staphylococcus aureus szaporodasa 500 mV E; csokkenést eredményez, a pH

csOkkenés 2 egység, az rH csokkenése 20 egység. A redox-potencial csokkenését dontden ebben az

esetben sem a pH valtozdsa okozza. (A pH 2 egységnyi csokkenése onmagaban 4 egység rH

csokkenést eredményez.)

5.1.5. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum
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13. abra. Lactobacillus plantarum Ey, pH és rH valtozasa MRS levesben,

T =37 °C, N¢= 5,10x10" tke/ml.




Az aerotolerans anaerob Lactobacillus plantarum szaporoddsa eredményezte a vizsgalt
mikroorganizmusok koziil a legkisebb mértékii redox-potencial csdkkenést, 200 mV-ot és jellegzetes
a redox-gorbe alakja is. A pH csokkenése 2,5 egység, az rH csokkenése csak 10 egység, azonban még
ebben az esetben sem a pH valtozas hatarozza meg az rH csokkenését, mert a pH 2,5 egységnyi

valtozasa csak 5 egység rH csokkenést eredményez.

5.1.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens Clostridium perfringens
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14. abra. Clostridium perfringens E., pH és rH valtozéasa Tioglikolat levesben,
T =37 °C, No= 2,3x10* tke/ml.

Az altalam vizsgalt mikrobak koziil a Clostridium perfringens volt az egyetlen obligat anaerob
baktérium. Ebben az esetben mar a taptalaj kezdeti redox-potencial értéke is nagyon kicsi (kb. -50
mV). A szaporodas soran ez E, 350 mV-tal csokken és a vizsgalt mikrobak koziil a legkisebb értéket
eredményezi. A pH csokkenés 2,5 egység. Az rH csokkenése 10 egység.

A vizsgélati eredményekbdl egyértelmiien kideriil, hogy a szaporodas detektalasara a pH valtozas
nem alkalmas. A szaporodas a redox-potencial mérésével jol kdvethetd, a redox-potencial csokkenés
minden mikroba esetében jol detektalhatd. Minden mikroba esetében egyértelmiien meghatarozhat6 a
detektacios id6 (TTD). A detektacioés kritérium (dEw/dt) értéke -0,4 és -1 mV/min kozott

mikrobacsoportonként valtozik, de egy-egy mikrobacsoportra tekintve jellemzo érték.




5.2. A mikrobaszaporodas és a redox-potencial valtozasanak osszefiiggése

5.2.1. Szelektiv taptalaj hatdsa redox gorbe lefutasara

Megvizsgaltuk, hogy szelektiv taptalaj (BLE) alkalmazasa befolyasolja-e a gorbe alakjat. A mérési

eredmények a 15. abran lathatok.

BBL
—  1/2TSB

M )

0.0 2.0 4.1 B1 8.2 0.2 123 14.3 16.3 8.4 20.4

15. abra. Escherichia coli redox-potencidl valtozasa 1/2 TSB és BLE taptalajokban (T=37 °C)

Az abrarél megéllapithatd, hogy a szelektiv taptalaj alkalmazasa a gorbe lefutasat nem befolyasolja.

5.2.2. Redox gorbék mikroba specifitdasa

Mint az 5.1. fejezet eredményeibdl is lathatd, a redox-potenciadl valamennyi, altalunk vizsgalt,
baktérium szaporodéasa soran csokken, azonban a csokkenés mértékében és sebességében jelentds
kiilonbségek figyelhetok meg, amelyek mikrobacsoportonként valtoznak és az egyes
mikrobacsoportokra jellemz06 gorbéket adnak.

Néhany mikroba jellegzetes redox-potencidl valtozasi gorbéjét lathatjuk a 16. dbran.



B. cereus: TSB, T= 30 °C; L. plantarum: MRS, T=37 °C; CI. perfringens: Tioglikolat leves, T=37 °C

Az eltérd lefutasu gorbék lehetdséget adnak arra, hogy a gorbe alakjabol kdvetkeztessiink a mintaban

Kiilonb6z6 mikrobak szaporodasi redox gorbéi
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16. abra. A redox-potencial valtozasa kiillonb6zé mikrobak szaporodasa soran.

Taptalajok €s tenyésztési homérsékletek:

Ps. aeruginosa, E. coli, St. aureus, Ent. faecalis: TSB, T=37 °C,

jelenlévo mikroba fajra. Ez a lehetdség tovabb novelheti a taptalajok szelektivitasat.

A 17. &bran Pseudomonas aeruginosa €s Escherichia coli szaporodasat mutatom be BLE taptalajban,

44 °C hémeérsékleten.
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17. abra Pseudomonas aeruginosa és Escherichia coli redox gorbéi BLE taplevesben
(T=44 °C)

(1) Pseudomonas aeruginosa; (2) Escherichia coli



Lathat6, hogy bar a Pseudomonas aeruginosa képes szaporodni BLE taplevesben, 44 °C
hémérsékleten, az eltérd redox-gorbék alapjan az E. colitdl jol elkiilonithetd. Vegyes tenyészet esetén,
ha a mintdban egyidejiileg Ps. aeruginosa és E. coli is jelen van, az E. coli erbteljesebb redox-

potencial csokkentd hatdsa miatt jelenléte kimutathato.

5.2.3. Az egyes mikroorganizmusok redox-gorbéinek finomszerkezete

5.2.3.1.Escherichia coli

A 18. abran E. coli szaporodasi gorbéje €s a hozzatartoz6 redox-gorbe lathato.

A szaporodési gorbéhez a mikrobaszdm meghatarozasa — féloranként vett mintakkal - lemezontéses
modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A redox-potencial értékeket kétpercenként
detektaltuk.

Az abréan szaggatott vonallal jeloltiik a TTD-hez tartoz6 lg mikrobaszam értéket.

A detektacios kritérium dEy/dt = -1 mV/min

E.coli, 1/2 TSB, 37 °C
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18. abra E. coli szaporodasi ¢s redox-gorbéje
TTD =282 min. A TTD-hez tartoz6 mikrobaszam: 1gN = 6,25; N = 1,78x10° tke/ml.

5.2.3.2. Pseudomonas aeruginosa

A 19. bran Pseudomonas aeruginosa szaporodasi gorbéje és a hozzatartozo6 redox-gorbe lathato.

A szaporodasi gorbéhez a mikrobaszam meghatarozésa — féloranként vett mintakkal - lemezontéses
modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A redox-potencial értékeket kétpercenként

detektaltuk.



Az abran szaggatott vonallal jel6ltiik a TTD-hez tartozo6 Ig mikrobaszam értéket.

A detektacios kritérium dE,/dt = -0,5 mV/min

Pseudomonas aeruginosa 1/2 TSB, 37 °C
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19. abra. Pseudomonas aeruginosa szaporodasi és redox-gorbéje,
TTD =318 min. A TTD-hez tartoz6 mikrobaszam: 1gN = 6,28; N = 1,91x10° tke/ml.

5.2.3.3.Enterococcus faecalis

A 20. &bran Enterococcus faecalis szaporodasi gorbéje és a hozzatartozé redox-gorbe lathato.
A szaporodasi gorbéhez a mikrobaszam meghatarozésa — féloranként vett mintakkal - lemezontéses

modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A redox-potencial értékeket kétpercenként

detektaltuk.

Az 4bran szaggatott vonallal jeldltiik a TTD-hez tartoz6 lg mikrobaszam értéket.

A detektacios kritérium dE,/dt = -0,4 mV/min




Enterococcus faecalis 1/2 TSB, 37°C
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20. abra. Enterococcus faecalis szaporodasi és redox-gorbéje,
TTD =253 min. A TTD-hez tartoz6 mikrobaszam: 1gN = 6,85; N = 7,08 x10° tke/ml.

5.2.3.4.Bacillus cereus

A 21. abran Bacillus cereus szaporodasi gorbéje és a hozzatartozo redox-gorbe l1athato.
A szaporodési gorbéhez a mikrobaszdm meghatarozasa — féloranként vett mintakkal - lemezontéses

modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A redox-potencial értékeket kétpercenként

detektaltuk.

Az abréan szaggatott vonallal jeloltiik a TTD-hez tartoz6 lg mikrobaszam értéket.

A detektacios kritérium dE;/dt = -0,5 mV/min

Bacillus cereus 1/2 TSB, 30 °C
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21. abra. Bacillus cereus szaporodasi €s redox-gorbéje,

TTD =355 min. A TTD-hez tartoz6 mikrobaszam: 1gN = 6,10; N = 1,26 x10° tke/ml.




5.2.3.5.8taphylococcus aureus

A 22. abran Staphylococcus aureus szaporodasi gorbéje és a hozzatartozé redox-gorbe lathato.

A szaporodasi gorbéhez a mikrobaszam meghatarozésa — féloranként vett mintakkal - lemezontéses
modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A redox-potencial értékeket kétpercenként
detektaltuk.

Az 4bran szaggatott vonallal jeldltiik a TTD-hez tartoz6 lg mikrobaszam értéket.

A detektacios kritérium dE,/dt = -0,5 mV/min

Staphylococcus aureus, 1/2 TSB, 37 °C
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22. abra. Staphylococcus aureus szaporodasi és redox-gorbéje,
TTD =318 min. A TTD-hez tartoz6 mikrobaszam: 1gN = 6,65; N = 4,47 x10° tke/ml.

3.4.  Penész- és élesztogombdk szamanak meghatarozasa indirekt méréssel

Penész- ¢és ¢lesztdgombak szaporoddsanak mérésére a redox-potencidl mérés kozvetleniil nem
alkalmas, mert a taptalaj redox-potencidl valtozasa kicsi és nem egyértelmii. Ilyenkor azonban
lehetdségiink van a szaporodas soran képzddd CO, redox-potencidl méréssel torténd detektalasara. A
mérést 4.3.4. pontban leirt mdédon, a 4.3.2.3. pontban bemutatott mérdcellaval Saccharomyces
cerevisiae és Aspergillus niger tisztatenyészetével végeztiik, malata levesben, 25 °C hdmérsékleten.
A mikrobaszam értékeket malata- agar taptalajon hataroztuk meg. A redox gorbék a 8. abran lathatok.

Saccharomyces cerevisiae kalibracids gorbéjét a 23. dbra mutatja be.



Saccharomyces cerevisiae TTD(h) = -7.2048IgN + 41.254
(detektéacios kritérium: dE/dt=0.2 mV/min) R? = 0.9856
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23. abra. Saccharomyces cerevisiae kalibracios gorbéje malétalevesben, indirekt méréssel.
(T =25 °C, dE/dt = 0,2 mV/min)

Aspergillus niger kalibracios gorbéje a 24. abran lathato

Aspergillus niger TTD(h) = -7.5691gN + 60.674
R? = 0.9677
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24. abra. Aspergillus niger kalibracids gérbéje malatalevesben, indirekt méréssel.
(T=25°C, dEy/dt=0,2 mV/min)

3.5.  Belso kalibracios gorbe meghatarozasa

Ebben az esetben a mintabol 10-es alapu higitasi sort készitlink, Gigy, hogy az utolséd higitas(ok)ban
mar ne legyen ¢élosejt kimutathato (MPN modszer). A higitdsi sor minden tagjat egy (vagy tobb



parhuzamos) mérdcellaba oltjuk és meghatarozzuk a TTD értékeket. A szaporodast mutatd utolso
higitasi szintek ismeretében MPN-tablazat segitségével kiszamitjuk a minta kezdeti él0sejtszamat.
Példaként a Clostridium perfringens belsé kalibracios gorbéjének meghatarozasat mutatom be.

A 25. abran Clostridium perfringens kiilonbozé higitasainak redox-gorbéi lathatok. A mérés

tioglikolat tapoldatban tortént, 37 °C-on.
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25. abra. Clostridium perfringens redox gorbéi tioglikolat tapoldatban (T=37 °C)

A TTD értékeket a higitas fiiggvényében a 26. dbra szemlélteti.
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26. abra. Clostridium perfringens TTD értékei a higitas fliggvényében tioglikolat tapoldatban
(T=37°C)



Egy parhuzamosban torténé MPN vizsgalat 100 kulcsszamahoz tartozo éldsejtszamok valdszinliségi

gorbéjét mutatja be a 27. dbra. Az dbrardl leolvashato, hogy a legvalosziniibb sejtszam MPN=2,3.
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27. abra. MPN mddszer100 kulcsszamahoz tartozo sejtszam-valdszintiségi értékek.

Az utols6 pozitiv higitasi szint ismeretében meghatirozott N, értékbdl a kalibracios gorbe

megszerkeszthetd, amely a 28. abran lathato.

Clostridium perfringens y = -9.449x + 32.549
R? = 0.9903
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28. abra. Clostridium perfringens kalibracios gorbéje tioglikolat tapoldatban (T =37 °C)

A 28. abran lathat6 kalibracios gorbe a tovabbiakban kiilsd kalibracios gorbeként hasznalhato.



53. A mérési eljaras validalasa

A redox-potencial mérésre alapozott mikrobaszam-meghatarozasi médszer validalasakor az alabbi

teljesitményjellemzdket hataroztuk meg:

Szelektivitas (Selectivity)
* Linearitas (Linearity)
+ FErzékenység (Sensitivity)

* Kimutatasi hatar (Detection limit)

*  Meghatarozasi hatar (Quantitation limit)
e Me¢érési tartomany (Range)

* Pontossag (Accuracy / Trueness)

* Precizitas (Precision)

o Ismételhetdség (Repeatability)
o Reprodukalhatosag (Reproducibility)

e Zavartlirés (Robustness)

A redox-potencidl mérésen alapuld eljaras az éldsejtszdmot kalibracids gorbe alapjan szamitja ki,
ezért az érzékenység, kimutatisi hatar, mérési tartomany ¢és az ismételhetoség szamszerli

meghatarozasa a kalibracios gorbe matematikai-statisztikai kiértékelése alapjan tortént.

7 Tablazat. Teszt mikroorganizmusok és taptalajok.

Mikroorganizmusok Redox-potencial mérés Telepszamlalas
Escherichia coli BLE, TSB PC, Tergitol
Enterobacter aerogenes BLE, TSB PC, Tergitol
Citrobacter freundii BLE, TSB PC, Tergitol
Klebsiella oxytoca BLE, TSB PC, Tergitol
Acinetobacter Iwoffii BLE, TSB PC, Tergitol
Pseudomonas aeruginosa Cetrimid, TSB PC, Cetrimid
Pseudomonas fluorescens Cetrimid, TSB PC, Cetrimid
Enterococcus faecalis Azid, TSB PC, Slanetz-Bartley
Osszcsira TSB PC




5.3.1. Szelektivitas

A moddszer szelektivitasat alapvetden az alkalmazott tdptalajok szelektivitdsa hatarozza meg.
Koliformok, Enterococcusok és Pseudomonas aeruginosa szelektiv meghatarozasahoz BLE-, Azid- és
Cetrimid levest hasznaltunk. Minden esetben a jellegzetes zavaré mikrofléraval vegyesen oltottuk a

mérocellakat. A mért redox-gorbéket a 29., 30. és 31. abrak szemléltetik.

Coliformok BBL-ben T=37 °C (IgN=3-3,7)
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29. abra. Koliformok és Acinetobacter Iwoffii BLE-ben.

* Mind a négy koliform mikroorganizmus hatdrozott, értékelheté gorbét ad.
* Az Endo és Tergitol agaron zavardé mikrobaként leggyakrabban el6forduld Acinetobacter

Iwoffii BLE-ben nem ad értékelhetd gorbét.

E.coli/Enterococcus vegyes tenyészet 3. higitas

600
500
400
300 \
S 200
£ 10 -J-"J"'“-' x
et AP A Y
100 Mt W W b
Wy i i
-200
-300 &W"’""
-400
0 120 240 360 480 600 720 840 960 1080 1200
t (min)

30. abra. Escherichia coli és Enterococcus faecalis kevert tenyészete BLE €s Azid taplevesekben.



A redox-gorbék alakjabol egyértelmilen megallapithato, hogy a szelektiv taplevesekben csak a cél-
mikroba szaporodik:

* BLE-levesben jellegzetes E. coli gorbét kapunk.

* Azid-levesben jellegzetes Enterococcus faecalis gorbét kapunk.

Szaporodas cetrimid levesben
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31. abra. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, E. coli és Enterococcus faecalis
szaporodasa Cetrimid-levesben (T =37 °C)
(A Ps jelolés mellett 1évo szamok a Ps. aeruginosa torzsoldat higitasi szintjét jelzik)

* Csak a Pseudomonas aeruginosa ad jelet

*  Pseudomonas fluorescens, E coli és Enterococcus faecalis nem szaporodik, redox gorbéik

vizszintesek.

5.3.2. Linearitas

Az analitikai eljaras altal adott jel (TTD) és a meghatarozando mennyiség (IgN) kozotti osszefiigges
linearitdsa.

A redox-potencidl mérésen alapuld ¢éldsejtszam-meghatarozasi modszer linearitdsat a kiindulasi
sejtkoncentracio logaritmuséanak fliggvényében abrazolt TTD értékekkel szemléltetem. Teszt-mikroba
szuszpenziojabol tizes 1éptékii higitasi sort készitiink sos pepton oldattal. A higitasi sor minden egyes
tagjabol 1,0 ml-t pipettazunk a mérdcellaba, és miiszeresen meghatarozzuk a TTD értékét. Az alap

szuszpenzi6 mikrobaszamat lemezontéses modszerrel meghatarozzuk és ebbdl az  értékbol



kiszamitjuk az egyes higitdsokhoz tartozd mikrobaszamokat. A TTD értékeket dbrazolva a IgN
értékek fliggvényében, az Osszefliggést linedris regresszidval hatarozzuk meg.

Az eljarast Citrobacter freundii adatainak kiértékelésén keresztiil részletesen mutatom be. A tobbi
mikroorganizmus TTD-gorbéinek linearitasat csak dbrakkal szemléltetem. Az abrdkon az egyenes

egyenletét és a determinacios egyiitthato (R?) értékét is feltiintettem.

5.3.2.1. Koliform mikrobak meghatarozasanak linearitasa

Citrobacter freundii

Az anaerob koriilmények kozott (zart mérdcellaban) felvett redox-gorbék a 32. abran lathatok. Az
alap szuszpenzi6é mikroba-koncentracidjabol szamitott sejtszamokat (N), azok logaritmusat (IgN) és a

hozzajuk tartozo6 detektacios idoket (TTD) a 8. tablazat tartalmazza.

Citrobacter freundii
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32. abra. Citrobacter freundii anaerob redox gorbéi BLE-levesben (T =37 °C)

8. Tablazat. Citrobacter freundii higitasi sor tagjaihoz tartozé sejtszam és TTD értékek

Higitasi szint 4. 5. 6. 7. 8.
N (tke/cella) | 4.6:10° 4.6:10° 4.6:10° 4.6:10' 4.6:10°
lg N 4.68 3.68 2.68 1.68 0.68
TTD (h) 9,18 10,85 12,18 14,18 16,02

A kalibracios gorbét a 33. abra mutatja be.




y =-1.699x + 17.004

Citrobacter BBL-ben, anaerob
R? = 0.9958

18
16 -

14 \

12 \

TTD (h)

o N B~ O

IgN (tke/cella)

33. abra. Citrobacter freundii anaerob kalibracids gorbéje BLE-levesben (T =37 °C)

Escherichia coli

Kis koncentracioknal a kalibracios gorbét két modszerrel hatoztuk meg:

* A sejtszuszpenzio kozvetlen bemérése a mérdcellaba

*  Membransziirés utdn a membran behelyezése a mérdcellaba

A két modszerrel kapott kalibracios gorbék a 34. dbran lathatok.

y=-1.0825x+ 10.426 y=-0.9405x + 9.4396
R?=0.9593 E. coli BBL-ben R?=0.9995
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34. abra. E. coli aerob kalibracios gorbéi BLE-levesben (T =37 °C)



A koliform mikroorganizmusok kalibracios gorbéit Osszesitve dbrazoltam a 35. abran.

Coliformok BBL-ben
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35. abra. Koliform mikrobak kalibracios gorbéi BLE-levesben (T =37 °C)

5.3.2.2.Pseudomonas aeruginosa meghatarozasanak linearitésa
Pseudomonas aeruginosa kalibracids gorbéjét cetrimid levesben hataroztuk meg. A kalibracios gorbét

a 36. abra szemlélteti.

Pseudomonas aeruginosa cetrimidben y = -2.5792x + 24.01
R? = 0.9902
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36. abra. Pseudomonas aeruginosa kalibracids gorbéje Cetrimid-levesben (T =37 °C)

5.3.2.3.Enterococcus faecalis meghatarozasanak linearitasa



Enterococcus faecalis kalibracios gorbéjét cetrimid levesben hataroztuk meg. A kalibracios gorbe a

37. abran lathato.

Enterococcus faecalis azidban y =-1.5333x + 14.24

R? = 0.9981
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37. abra. Enterococcus faecalis kalibracios gorbéje Azid-levesben (T =37 °C)

5.3.3. Erzékenység

A mérési modszer érzékenységét a kalibracids gorbe meredeksége adja meg, az adatokat a 9. tablazat

foglalja Ossze.

9. Tablazat. A redox-potencial mérésen alapuld sejtszdm-meghatarozas érzékenysége

Microorganizmus Tapleves | Regresszios egyenlet Erzékenység 95 %-o0s

(min/Ig egység) | konf. i.v.
Citrobacter freundii anaerob BLE TTD (min) = 1190 - 132-1gN 132 +49
Citrobacter freundii aerob BLE TTD (min) = 1020 — 102" IgN 102 +13
Klebsiella oxytoca anaerob BLE TTD (min) = 856 — 88-1gN 88 +46
Enterobacter aerogenes BLE TTD (min) = 774 — 81'1gN 81 +9
Escherichia coli BLE TTD (min) = 596 — 68°1gN 68 +11
Pseudomonas aeruginosa Cetrimid | TTD (min) = 1440 — 155°1gN 155 +18
Enterococcus faecalis Azid TTD (min) = 836 — 92°'1gN 92 +7

A 9. tablazatban Osszefoglalt adatokbol megallapithatd, hogy a kiindulédsi sejtkoncentracido egy

nagysagrendnyi novelése a detektacios idét mikrobatdl fiiggden 68 — 155 perccel csokkenti.




5.3.4. Kimutatasi hatar

Kimutatasi hatar az a legkisebb sejtszam a mérdcellaban, amely még detektacios idot ad.
Mivel a steril tapleves redox-potencial véltozasa nem ¢éri el a detektacids kritériumként megadott
értéket, a TTD értékek mindig sejtszaporodast reprezentalnak. Az elméleti kimutatdsi hatar 1 sejt/

meérdcella, ezért az eljaras alkalmas jelenlét/hiany vizsgalatéra is.

5.3.5. Meghatarozasi hatar

Meghatarozasi hatar azt a legkisebb mikrobaszamot jelenti, amely még elfogadhaté pontossaggal és
precizitassal hatarozhaté meg.

Kis sejtkoncentraciok esetében a mikrobak a kivett minta-térfogatban Poisson eloszlast kovetnek. A
mikrobaszam 10-15 f6lotti atlagértékénél ez az eloszlas mar normal-eloszlassal kozelithetd, amely
megfelel a regresszio-szamitads matematikai-statisztikai feltételeinek. Az elméleti meghatarozdsi

hatar 10 sejt/inokulum (IgN, = 1,0), ami igen jol egyezik a kalibrdacios gorbék adataival.

5.3.6. Méréstartomany

Meéréstartomany alatt értjiik azt a tartomanyt, amelyen belill a sejtkoncentracid megfeleld
pontossaggal, precizitassal és lehetdleg linearitdssal meghatarozhato

A kalibracios gorbék bizonysaga szerint a vizsgalt modszer méréstartomdnya IgN,=1 és IgN,=7 (10
és 107 sejt/inokulum) érték kizé esik. 10 alatt a sejtszdm mintan beliili Poisson eloszlisa okoz
problémat, 107 sejt/mérdeella koncentracio f6lott a TTD értéke tl kicsi a mérési modszer tranziens
folyamatainak (hémérséklet-, redox-egyensuly bedlldsa, szaporodas lagperiodusa) idoigényéhez

viszonyitva.

5.3.7. Pontossdag

A mobdszer pontossaga a méréstartomany valodisaganak mértéke, a modszer rendszeres hibajanak
jellemzdje.
A redox-potencial mérésen alapuld mikrobaszam-meghatarozasi eljards a sejtszam-logaritmus és a

detektacios id6 kozott meghatarozott regresszios Osszefliggéseken alapszik, a modszer pontossaga a



kalibracios gorbék megbizhatosagatol fiigg. A pontos meghatdarozdashoz minden mikroba-populdcio

és tapkozeg kombindcio egyedi kalibrdcios gorbét igényel.

5.3.8. Precizitas

A modszer precizitasa a kolcsondsen fliggetlen megismételt vizsgalatok eredményei kozotti egyezés
mértéke, a modszer véletlen hibdja, a becsiilt tapasztalati szorassal (SD) adhatéo meg. Egy vizsgalati

eljarés precizitasanak két f6 jellemzdje az ismételhetdség és a reprodukalhatdsag.

* Ismételhetdség a precizitds azon fajtdja, amely ismételhetd koriilmények kozott elvégzett
kisérletekre vonatkozik.
Véletlen hiba: (azonos laboratérium, azonos minta, azonos modszer, azonos miiszer,
azonos kezeld, rovid iddintervallum a parhuzamos mérések kozott).
Intermediate precision: (azonos laboratérium, azonos minta, azonos miiszer,

eltérd kezeld,eltérd napokon vizsgal)

* Reprodukalhatdsag a precizitas azon fajtaja, amely reprodukélhatd koriilmények kozott
elvégzett kisérletekre vonatkozik (kiilonb6zd laboratérium, azonos minta, azonos, vagy
kiilonb6z6 moédszer, kiilonboz6 miszer, kiilonb6zo kezeld, hosszabb idointervallum a
parhuzamos mérések kozott).

Vizsgalolaboratoriumok moddszereinek jellemzésére elsdésorban a véletlen hibaval kifejezett
ismételhetdség megadasa sziikséges.
Reprodukélhatosag meghatdrozasa laboratoriumok kozotti Osszehasonlitd vizsgalatok alapjan

torténik, erre jelenleg nincs lehetdség.

5.3.8.1.Ismételhetdségi értékek meghatarozasa laboratoriumi tiszta tenyészetekkel

Hagyomanyos tenyésztéses éldsejtszam-meghatarozasi modszereknél parhuzamos vizsgélatok
esetében a korrigdlt tapasztalati szoras (SD) értéke adja meg az ismételhetdséget. E. coli
tisztatenyészetének redox-potencial valtozasat mértik BLE levesben, 37 °C-on. A mérést 10

parhuzamosban végeztiik. A redox-gorbék a 38. abran lathatok.
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38. abra. E. coli redox-gorbéi BLE levesben (T=37 °C, n=10)

A miiszer altal mért TTD értékeket a 10. tdblazat foglalja 6ssze.

10. Tablazat. E.coli TTD értékei BLE levesben (T=37°C)

Elektroda sorszdma TTD (h)
1. 5,67
2. 5,50
3. 5,67
4. 5,67
5. 5,67
6. 5,67
7. 5,67
8. 5,50
9. 5,67

10. 5,50
atlag 5,619
SDrrp 0,08212

Miiszeres mikrobaszdm-meghatarozasi modszernél, mivel az eljaras kalibracids gorbéken alapul, az

ismételhetdséget a IgN-TTD értékek regresszio analizisének maradék szorasnégyzetébdl szamitjuk.



Az ismételhetdségre jellemz0 szords meghatarozasara két lehetdségiink van:

* A TTD = -a IgN+b kalibraciés gorbe regresszio-analizisébdl leszdrmaztatva.

Kalibracios gorbék egyenletének regresszid-analizisébdl meghatdrozva Orrp értékét és
ebbdl kiszamitva a 1gN értékek maradék szorasat (Oien)

_Ormp
algN - a

* A Kkalibracios gorbéhez meghatdrozott 1gN — TTD érték parokbdl meghatdrozott

IgN=f(TTD) 6sszefliggés regresszio-analizisébdl kozvetleniil meghatarozva.

Amennyiben a kalibracids gorbék felvételénél minden sejtszamhoz csak egy TTD értéket mériink, a
két szamitasi eljaras teljesen azonos eredményt ad. Ebben az esetben a maradék szords megegyezik a
regresszio standard hibajaval.

Szamitasaink sordn, kihasznalva az alkalmazott program (Excel) altal nyujtott lehetdségeket, a
maradék szorasok kiszdmitasara a IgN=f(TTD) regresszid-analizist hasznaltuk fel. A szamitdsmenetet
Pseudomonas aeruginosa adatok kiértékelésén keresztiill mutatom be. Az alapadatokat a 11.

tablazatban foglaltam Ossze.

11. Tablazat. Pseudomonas aeruginosa kalibracios gorbe alapadatai.

IgN TTD
(N=tke/cella) (h)
7,1 6,00
6,1 8,83
5,1 10,33
4,1 13,50
3,1 17,00
2,1 19,33
1,1 20,85

A 11. tablazat adataibol megszerkesztett kalibracios gorbe a 39. dbran lathato.



y=-0.3839x + 9.3564

Pseudomonas aeruginosa R2 = 0.9902

IgN (tke/cella)
N

TTD (h)

39. abra. Pseudomonas aeruginosa sejtszamok a TTD fliggvényében.
A kalibracios gorbe regresszio-analizisét a 2. melléklet tartalmazza.
IgN értékek maradék szorasnégyzete: S%o = 0,0547
1gN értékek maradék szordsa SDien = 0,234
Az N értékek relativ szordsa: RSDy=10"**=1,714=71 %
A redox-potenciadl mérésen alapuld mérési modszer ismételhetdségének adatait a 12. tablazat foglalja

0ssze.

12. Tablazat. Redox-potencidl mérésen alapuld mddszer ismételhetdsége tiszta tenyészetek

vizsgalatanal
Mikroba Tapleves Ismételhetdség Relativ szoras
SDien RSDx (%)
E. coli szuszpenzid BLE 0,0484 12
E coli membran BLE 0,2732 88
Citrobacter freundii acrob BLE 0,3553 127
Citrobacter freundii anaerob BLE 0,1195 32
Pseudomonas aeruginosa Cetrimid 0,2338 71
Enterococcus faecalis Azid 0,0786 8




A laboratoriumi koriilmények kozott meghatarozott ismételhetdségi értékek, illetve relativ szérasok
csak tajékoztatd jelleglick, erdsen fliggenek a torzsgylijteménybdl szarmazd mikrobak aktualis
fiziologiai allapotatol. A valds ismételhetdségi értékek csak iizemi mérések alapjan hatdrozhatok

meg.

5.3.8.2. Véletlen hiba meghatarozésa lizemi vizsgalatokkal

A MicroTester miiszeres vizsgalatokat a FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgalo Laboratérium
Szennyvizvizsgalo részlegénél végeztiik. A vizsgalt mintak mikrobaszamat szabvanyos modszerekkel
a FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgalo Laboratérium Ivovizvizsgalé Részlegének Akkreditalt Laboratériuma
hatarozta meg.

A vizsgalati modszerekre jellemzd véletlen hiba meghatarozasa azonos mintak vizsgalataval tortént.
A frissen behozott vizmintdk mikrobacsoportonkénti vizsgalatara a két laboratériumi részlegben
azonos napokon keriilt sor. A kalibracios gorbéket a Szennyviz-vizsgalo részlegben mért TTD értékek
¢s az Ivovizvizsgald Laboratorium éltal meghatarozott ¢10sejtszamok felhasznalasaval szerkesztettiik

meg.

Tenyésztéses modszerek véletlen hibdjanak meghatdrozdsa

Az ¢lésejtszamokat a modszerek altal nyerhetd telepszamok eloszlas-vizsgélata €s relativ szorasanak
meghatarozasa érdekében a Laboratorium 50-50 parhuzamos vizsgalattal hatarozta meg. Az
¢l6sejtszam meghatarozas membransziiréssel tortént a minta eldzetes higitdsa utdn. Az eredményeket

a 3. melléklet tartalmazza. A mintamennyiséget a fejlécben tiintettiik fel.

Miiszeres mérés véletlen hibajanak meghatdrozdsa
A miiszeres ¢€l0sejtszam meghatarozasokhoz a mintabdl kiilonb6z6 mennyiségeket membranon (0,45
um) lesziirtiink 3-3 parhuzamosban, és a sziir6lapokat szelektiv taplevest tartalmazé mérdcelladkba

helyezve felvettiik a kalibracios gorbéket.

Osszcesiraszam 22 °C kiértékelese

A mérés alapadatait a 4. melléklet tartalmazza, a kalibracios gorbe a 40. abran lathato
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40. abra. 22 °C-os 0sszcsiraszamok a TTD fliggvényében

A regresszio-analizis adatait a 4. melléklet foglalja 6ssze

IgN értékek maradék szorasa SDjex = 0,1788

Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10%8 = 1,509 = 59 %

Osszesiraszam 37 °C kiertékelése

A mérés alapadatait az 5. melléklet tartalmazza, a kalibracios gorbe a 41. abran 1athato.

=-0.98x + 12.128

Osszcsira 37 °C, 1/2 TSB-ben ,
R? = 0.9692
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41. abra. 37 °C-os 0sszcsiraszamok a TTD fiiggvényében

A regresszio-analizis adatait az 5. melléklet foglalja 6ssze.



IgN értékek maradék szorasa SDiex = 0,2667
Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10%%7 = 1,848 = 85 %

E. coli mérések kiértekelése
Miiszeres méréssel meghatarozva jellegzetes E. coli redox-gorbéket kaptunk, amelyek
a modszer szelektivitasat egyértelmiien bizonyitottak.

A mérés alapadatait a 6. melléklet tartalmazza a kalibracios gorbe a 42. dbran lathato

E. coli BBL,44 °C y = -0.2247x + 5.3301
R? = 0.9926
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42. abra. E. coli szamok a TTD fliggvényében

A regresszio-analizis adatait a 6. melléklet foglalja 6ssze

1gN értékek maradék szorasa SDien = 0,0797
Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10%77=1,201 =20 %

Koliform mérések kiértékelése
Miszeres méréssel meghatarozva jellegzetes koliform redox-gorbéket kaptunk,
amelyek a modszer szelektivitasat egyértelmiien bizonyitottak.

A mérés alapadatait a 7. melléklet tartalmazza, a kalibracios gorbe a 43. abran lathato



Kéliformok BBL, 37 °C y =-0.7548x + 9.8013
R? = 0.9648
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43. abra. Koliform szamok a TTD fliggvényében

A regresszio-analizis adatait a 7. melléklet foglalja 6ssze

1gN értékek maradék szorasa SDien = 10,1736
Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10%1%¢=1,491 =49 %

Pseudomonas aeruginosa mérések kiertékelése
Elbzetes lizemi tapasztalatok alapjan vegyes mikroflora esetén a kiértékelést dupla
erdsségi cetrimid leves alkalmazasaval jelentésen gyorsitani lehet, ezért a miiszeres
méréseknél ezt alkalmaztuk. Eredményiil jellegzetes Pseudomonas redox-gorbéket
kaptunk, amelyek a moddszer szelektivitdsat egyértelmlien bizonyitottdk. A mérés

alapadatait a 8. melléklet tartalmazza

A kalibraciods gorbe a 44. abran lathato.

y = 0.2711x + 5.854

Pseudomonas aeruginosa, Cetrimid, 37 °C
R? = 0.9677
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44. abra. Pseudomonas aeruginosa szamok a TTD fliggvényében



A regresszid-analizis adatait a 8. melléklet foglalja 6ssze.

IgN értékek maradék szorasa SDien = 0,1663
Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10 = 1,466 =47 %

Enterococcus faecalis mérések kiértékelése
Enterococcus meghatarozashoz a csokakdi kutvizbol nem sikeriilt kalibracios gorbét
késziteni, ezért erre vonatkozdéan a véletlen hibat tiszta tenyészetek fliggetlen
méréseinek egyesitése révén becsiiltiik (intermediate ismételhetdség).

A mérés alapadatait a 9. melléklet tartalmazza, a kalibracids gorbe a 45. dbran lathatod

Enterococcus faecalis Azid, 37 °C y = -0.8625x + 11.762
R? = 0.9645
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45. abra. Enterococcus szamok a TTD fiiggvényében.

A regresszio-analizis adatait a 9. melléklet foglalja dssze.

1gN értékek maradék szorasa SDien = 0,2390
Az N értékek relativ szorasa: RSDy = 10"%"=1,734=73 %

A Miiszeres és tenyésztéses eljardasok véletlen hibdjanak osszehasonlitdasa.
Az ismételhetdség becslésére szolgalo véletlen hibak értékét a 13. tablazatban foglaltuk ossze.
A tablazatban a relativ szérasok mellett azok matematikai statisztikai kiértékelése érdekében

kiszamitottuk a tenyésztéses eljarasok RSDy értékébdl az SDiey értékeket: SDign = Ig RSD.



Az SDj\ értékek mar fiiggetlenek a sejtszamtol, igy veliik a kiilonbségek szignifikanciajat vizsgalo
parositott t-proba elvégezhetd. A mérésekbdl az Enterococcus adatokat kihagytuk, mert a vizsgalt

mintakbol kalibracids gorbét nem sikeriilt szerkeszteni.

13. Tablazat. Miszeres €s tenyésztéses €l0sejtszam véletlen hibainak sszefoglalasa.

Szennyviztelepi mérések.

Miszeres méres Tenyésztes
Mikrobacsoport SDien RSDy CV% SDien RSDy CV%
Osszcsira 22 °C 0,201 1,59 59 0,041 1,10 10
Osszcsira 37 °C 0,267 1,85 85 0,072 1,18 18
E. coli 0,079 1,20 20 0,149 1,41 41
Koliform 0,173 1,49 49 0,037 1,09 9
Pseudomonas 0,167 1,47 47 0,176 1,50 50
Az SDjn értékek parositott t-probaja a 14. tablazatban lathato.
14. Tablazat. SDy értékek parositott t-probaja
Miuiszer Tenyésztés

Varhat6 érték 0,1774 0,0950

Variancia 0,00460 0,004072

Megfigyelések 5 5

Pearson-féle korrelaciod -0,5336

Feltételezett atlagos eltérés 0

df 4

t érték 1,598

P(T<=t) egysz€li 0,0926

t kritikus egysz€li 2,131

P(T<=t) kétszéli 0,1852

t kritikus kétszéli 2,776

A két modszer kozotti atlagos kiilonbség:  SDin(miiszer)—SDin(tenyésztés)=0,0824.

Ez azt jelenti, hogy a miiszeres mérések véletlenhibaja atlagosan 10%%** = 1,21-szer, azaz kb. 21 %-
kal nagyobb, mint a tenyésztéses eljarasok esetében. A kiilonbség azonban a 13. tdblazatban
Osszefoglalt statisztikai proba szerint nem szignifikans.

Az iizemi koriilmények kozotti vizsgalatok 14. tablazatban Osszefoglalt eredményeinek értékelése

alapjan levonhato kovetkeztetés: A miiszeres élosejtszam meghatdarozdas véletlen hibdja nem

kiilonbozik szignifikansan a tenyésztéses modszerek véletlen hibdjatol.



5.3.9. Zavartires

Egy analitikai eljards zavartiirése a kornyezeti tényezOk zavard hatasaval szembeni ,.ellenallo-
képesség” mértéke. A redox-potencial mérésen alapuldé mikrobaszam meghatdrozasi modszer
legfontosabb kornyezeti paramétere a hdmérséklet, amely kettds hatést fejt ki:

* A mikroorganizmusok szaporodasi sebessége erdsen fiigg a hdmérséklettol.

* A mért redox-potencidl a Nernst-egyenletnek megfelelden fiigg a hdmérséklettdl.
A méréseket a vizsgalt mikroba vagy mikrobacsoport szaporodasi optimuman végezve a szaporodasi
sebesség +0,5 °C-os intervallumban nem valtozik. (Szuboptimalis homérséklet-tartomanyban a
szaporodasi sebesség természetesen erdsen homérséklet-fiiggd.)
A homérséklet hatasat a mérérendszerben alkalmazott taplevesek redox potencialjara kisérletileg

hataroztuk meg. Az eredmények a 46. dbran lathatok.

Hoémérséklet hatasa a redox-potencialra
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46. abra. A hdmérséklet hatdsa a tapkozegek redox-potencialjara.

A 46. abran feltiintetett egyenletekbdl leolvashaté homérseklet-fiiggés értékeit a 15. tablazat foglalja

0ssze.

15. Tablazat. A homérséklet hatdsa a kdzeg redox-potencialjara.

Kozeg Homérséklet (°C) AE/AT (mV/°C)
Cetrimid leves 28 -45 -1.30
Azid leves 28 -45 -1.23
BLE leves 28 -45 -0,40




Mivel a detektécios kritérium altaldban 10 perces méréskozok esetén -10 mV/10 perc, a termosztalas

+0,5 °C-o0s héingadozasanak hatasa elhanyagolhato.

5.4. Ivéviz vizsgalatok

5.4.1. Osszcsiraszam meghatarozasa

A méréseket Székesfehérvaron végeztik a  Fejérviz Zrt. Vizvizsgdlé Laboratdriuma altal
rendelkezésiinkre bocsatott - a varosi ivoviz kutakbol szdrmazd — ivovizzel. A vizbdl az utolso

klorozas el6tt vettiink mintéat.

A mikrobaszdm szabvanyos meghatarozasat a Fejérviz Zrt. Vizvizsgalo Laboratoriuméanak
munkatdrsai végezték. A redox-potencial mérést MicroTester berendezéssel végeztiik a Fejérviz Zrt.

Vizvizsgald Laboratérium Szennyvizvizsgald részlegénél.

Kiilonb6z6 kutakbol, kiilonb6zd idépontokban mintdkat vettiink és mértiik a mintdk redox-potencial
valtozasat. A 37 °C-on 1/2 TSB taplevesben végzett vizsgalatok eredményei (9 minta) a 47. dbran

lathatok.

Kutviz 37 °C

A

'400 T T T T T T

t (h)

IgN=4,03 = IgN=2,7 IgN=2,88 IgN=1,04 IgN=3,36
—— |gN=4,96 = [gN=4,44 = IgN=3,78 IgN=2,98

47. abra. Kutviz osszcsira 37 °C



A kiilonbozd iddpontokban, kiilonbozd kutakbol szarmazd vizmintdk eredményei alapjan kalibracios

gorbét szerkesztettem, amely a 48. dbran lathato.

Osszcsira 37°C = 5 eg50x + 19.202

R? = 0.9083
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48. abra. Kutviz 6sszcsiraszdm meghatarozasanak kalibracios gorbéje

A kalibracios gorbe egyenlete: TTD (h) = 19,29-2,686:IgN (tke/cella)
Egyetlen sejt kimutatasahoz sziikséges 1d6 (IgN=0): 20 h

A miiszer a TTD mért értékeibdl hatdrozza meg a mikrobaszamot, ezért a tovabbiakban kalibracios

gorbeként a IgN=f(TTD) Osszefiiggést hasznalom.

Kiilonb6zo helyekrél szarmazo vizmintdk eldzetesen felvett kalibracios gorbék alapjan torténd
sejtszam-meghatarozasahoz a miiszeres méréseket és a tenyésztéses €losejtszam-meghatarozasokat a
FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgaldo Laboratorium Szennyvizvizsgaldo részlegénél végeztik. Az
eredményeket grafikusan szemléltetem (49-53. abrak) Az dbrdkon a kalibracios gorbe mellett pirossal
jelolve tiintettem fel a vizmintanak megfeleld pontot, amelyhez a TTD értéket miiszeresen mértiik, az
¢lésejtszamot pedig tenyésztéssel is meghataroztuk. A pirossal jelolt minta eredmények a kalibracios
gorbék egyenesének meghatarozasdban nem szerepelnek. A mérési eredményeket a 16-19. és 21.

tablazatok tartalmazzak.



" y =-0.3382x + 6.8578
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49. abra. Osszcsiraszam 37 °C meghatarozasa.

Kalibracids gorbe: Székesfehérvar kornyéki kutak vizmintainak egyesitett adataibdl felvéve.

Ellen6rzé minta: Karsztakna vizmintaja.

Tenyésztéssel meghatdrozott mikrobaszam: 10 tke/ml.

16. Tablazat. Osszcsira 37°C mérés eredménye

Lesziirt minta Miiszeres mérés eredményei MicroTester Tenyésztés
(ml) TTD (h) 1gN/cella tke/cella tke/ml minta | tke/ml minta
100 10,50 3,307 2,03-10° 20 10

Az 50. abran a 22 °C-os Osszcsiraszam mérési eredményi lathatok.

18

) ’ ] y =-0.241x + 7.6727
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50. abra. Osszcsiraszam 22 °C meghatarozasa.




Kalibracios gorbe: Székesfehérvar kornyeki kutak vizmintainak egyesitett adataibol felvéve.

Ellendrz6 minta: Készarhegyi asott kit vizmintaja.

Tenyésztéssel meghatarozott mikrobaszam: 61 tke/ml.

17. Tablazat. Kutviz minta 6sszcsira 22°C miiszerrel €s tenyésztéssel végzett mérés eredménye

Lesziirt minta Miiszeres mérés eredményet MicroTester Tenyésztés
(ml) TTD (h) 1gN/cella tke/cella tke/ml minta | tke/ml minta
1000 14 4,299 1,99-10* 20 61

5.4.2. Koliformok és Escherichia coli szamanak meghatarozasa

Escherichia coli szamanak meghatarozasa

A kalibraciés gorbét laboratoriumi mérések egyesitett adataibol vettem fel.
A miskolci nyersviz miiszeres mérését a Miskolci Vizmii Kft. Akkreditalt Vizsgalolaboratdriumaban
végeztik. A vizminta E. coli szdméanak szabvanyos modszerrel torténd meghatdrozasat a

Laboratorium munkatarsai végezték.

y =-0.7104x + 7.9152

Escherichia coli
R? = 0.9422
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N
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51. abra. E. coli szamanak meghatarozasa (T = 44 °C)

Kalibracids gorbe: Laboratdriumi tenyészetek egyesitett adataibol felvéve.
Ellen6érzé minta: Miskolci nyersviz.

Tenyésztéssel meghatarozott mikrobaszam: 45 tke/100 ml.



18. Tablazat. E. coli mérés eredménye.

Leszlrt minta Miiszeres mérés eredményei MicroTester Tenyésztés
(ml) TTD (h) 1gN/cella tke/cella | tke/100 ml minta | tke/100 ml minta
10.000 6,0 3,653 4,49-10° 45 45

Koliformok szamanak meghatarozasa

Kalibracios gorbe felvételéhez kutvizbdl izoldlt vegyes Koliform tenyészetet hasznéltunk. A

kalibracids gorbe a 52. dbran lathato.

Coliform y = -0.868x + 8.5361
R? = 0.9951
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52. abra. Koliformok szamanak meghatarozasa (T =37 °C)
Kalibrécios gorbe: Kutvizbdl izolalt vegyes mikroflora adataibdl felvéve.
Ellen6rzé minta: Martonvasari katviz.

Tenyésztéssel meghatarozott mikrobaszam: 49 tke/100 ml.

19. Tablazat. Koliform mérés eredménye.

Lesz{irt minta Miiszeres mérés eredményei MicroTester Tenyésztés
(ml) TTD (h) 1gN/cella tke/cella tke/ml minta | tke/ml minta
100 7,89 1,688 4,88:10" 49 49




Az 1voviz éltaldban akkor szennyezddik koliform mikroorganizmusokkal, ha kommunalis szennyviz
szivarog bele (csOrepedés, stb.). Megvizsgaltuk, hogy redox-potencidl mérés segitségével milyen

mennyiségii szennyvizet lehet kimutatni a csapvizbdl és mennyi id6 alatt.

Nyers, kommunalis szennyvizet kevertiink kiilonb6zé mennyiségben a csapvizhez, amelybdl a klort

nem tavolitottuk el, igy modellezve azt az esetet, ha a hdlozati ivovizbe szennyezddés



keriil. A szennyvizben eredetileg jelenlévd koliform mikroorganizmusok szdmat szabvanyos
madszerrel hataroztuk meg, a csapvizzel kevert szennyvizét MicroTesterrel. A szennyviz a Fehérvari
szennyviztisztito telep nyers szennyvize volt.

Az értékeket a 20. tablazatban foglaltam Gssze.

20. Tablazat. Koliform mikroorganizmusok kimutatasa szennyvizzel kevert csapvizbol.

szennyviz (ml N
1000 mlycsapgfizl))en (tke/ml szennyezett csapviz) lgN TTD (b)
0,01 2,44-10° 0,39 8,91
0,10 2,44-10 1,39 8,40
0,50 1,22-10° 2,09 7,92
1,00 2,44-10? 2,39 7,23
10,00 2,44-10° 3,39 6,07
50,00 1,22-10* 4,09 5,75
100,00 2,44-10° 4,39 5,39

Az eredményekbdl megallapithato hogy 1 m® csapvizbe 10 ml szennyvizzel bevitt Koliform mikroba

(1/100 000 aranyu szennyvizes fert6z¢s) kb. 9 ora alatt kimutathato.

5.4.3.  Enterococcusok szamanak meghatdrozasa

Enterococcus faecalis kalibracios gorbéjét laboratoriumi torzsek egyesitett adataibol vettem fel.

Enterococcus y =-0.8619x + 11.758
R? = 0.9646
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53. abra. Enterococcusok szamanak meghatarozasa (T =37 °C)



Kalibracios gorbe: Laboratoriumi torzsek egyesitett adataibol felvéve.

Ellen6rz6 minta: Agardi strand vizmintdja harom parhuzamos mérésben.

Tenyésztéssel meghatarozott 3 parhuzamos mikrobaszam: 9, 25, 11 tke/ml.

21. Tablazat. Enterococcus mérés eredménye.

Lesziirt minta Miiszeres mérés eredményei MicroTester Tenyésztés
(ml) TTD (h) 1gN/cella tke/cella tke/ml minta | tke/ml minta
10 11,79 3,95-10' 4 9
10 10,43 2,768 5,87-10° 59 25
10 10,96 2,312 2,05-10° 20 11

Hasonléan a koliformokhoz az ivoviz 4ltalaban akkor szennyezdédik Enterococcusokkal, ha
kommunalis szennyviz szivarog bele (csOrepedés, stb.). Megvizsgaltuk, hogy redox-potencial mérés

segitségével milyen mennyiségli szennyvizet lehet kimutatni a csapvizbdl és mennyi id6 alatt.

Nyers, kommunalis szennyvizet kevertlink kiillonb6zé mennyiségben a csapvizhez, amelybdl a klort
nem tavolitottuk el, igy modellezve azt az esetet, ha a halozati ivovizbe szennyezddés keriil. A
szennyvizben jelenlévé Enterococcusok szamat szabvanyos modszerrel hataroztuk meg. A szennyviz
a Fehérvari szennyviztisztito telep nyers szennyvize volt.

Az értékeket a 22. tablazatban foglaltam Gssze.

22. Tablazat. Enterococcusok kimutatasa szennyvizzel kevert csapvizbdl.

szennyviz (ml) N TTD
1000 ml csapvizben | (tke/ml csapviz | IgN (h)

0,1 3,60 10° 0,56 15,17

0,5 1,80 10' 1,26 13,66

5,0 1,80-10° 2,26 11,65

10,0 3,6010° 2,56 10,96

50,0 1,8010° 3,26 10,46

Az eredményekbdl megallapithatd hogy 1 m® csapvizbe 100 ml szennyvizzel bevitt Enterococcus

(1/10 000 aranyu szennyvizes fert6zés) kb. 15 ora alatt kimutathato.

A miiszeresen és tenyésztéssel meghatdarozott eredmények osszehasonlitisa

A hagyomanyos tenyésztéses és miiszeres mérés eredményeit a 23. tablazatban foglaltam dssze.



23. Tablazat. Uzemi mérések klasszikus és miiszeres eredményeinek 6sszefoglaldsa.

Tenyésztés Miiszeres mérés
Mikrobacsoport IdGigény N 1gN Iddigény N 1gN
ora tke/100ml ora tke/100ml
Osszcsira 22 °C 72 2,0:10° 3,30 15 6,1-10° 3,79
Osszcsira 37 °C 72 2,0:10° 3,30 11 1,0-10° 3,00
E. coli 24 4,5-10" 1,65 7 4,5-10" 1,65
Koliform 24 4,9-10! 1,69 9 4.9-10" 1,69
Enterococcus 1 48 4,0-10? 2,60 12 9,0-10° 2,95
Enterococcus 2. 48 5,9:10° 3,77 11 2,5:10° 3,40
Enterococcus 3. 48 2,0-10° 3,30 12 1,1-10° 3,04

A két modszerrel meghatarozott sejtszamok kozotti kiilonbség szignifikancidjat a mikrobaszam

logaritmusok parositott t-probdjaval vizsgaljuk amelyet a 24. tdblazat tartalmaz.

24, Tablazat. Sejtszam logaritmus értékek parositott t-probaja

Miiszer Tenyésztés
Varhato érték 2,8027 2,7887
Variancia 0,7138 0,6661
Megfigyelések 7 7
Pearson-féle korrelacid 0,9215
Feltételezett atlagos eltérés 0,0000
Df
t érték 6
P(T<=t) egysz¢li
t kritikus egyszéli 0,122
P(T<=t) kétszélu 0,4572
1,9432
0,9143
t kritikus kétszEli 2,4469

A két modszer kozotti atlagos kiilonbség:  1gN(miszer)-IgN(tenyésztés)=0,014. Ez azt jelenti, hogy

a miiszeres mérések atlagosan 10%°'* = 1,03-szor, azaz kb 3%-kal nagyobb sejtszamot adnak, mint a



tenyésztéses modszerek. Ez a kiilonbség azonban a 24. tablazatban Osszefoglalt statisztikai proba

szerint nem szignifikdns.

5.5. Asvanyviz vizsgalatok

Az asvanyviz vizsgalatokat a Coca Cola Beverages iizemi laboratoriumaiban végeztiik részben
Tylicz-ben (Lengyelorszag), részben Zalaszentgroton. A munka elsddleges célja Koliformok,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ¢&és Enterococcus faecalis gyors kimutatdsa volt.
Valamennyi vizsgalt mikroba null-tolerans (250 ml vizsgalati mintdban nem lehet jelen).
Null-tolerans mikrobak miiszeres mérésének alapvetd problémdja annak meghatdrozasa, hogy mennyi
ideig kell mérniink ahhoz, hogy egyetlen ¢l6 mikroba sejtet ki tudjunk mutatni. Ezért eldszor
meghatédroztuk az egy mikrobasejt kimutatasahoz sziikséges vizsgalati idot.

A vizsgalati id6 meghatarozasa a TTD={(1gN) formaban felvett kalibracios gorbékbdl tortént.

5.5.1. Koliform és E. coli minimalisan sziikséges mérési idejének meghatarozasa

A vizsgalatokat az 54. és 55. dbran bemutatott kalibracios gorbékkel végeztiik. A gorbék felvételéhez

laboratoriumi torzsek tisztatenyészeteit hasznaltuk.

E. coli BBL-ben y =-1.1386x + 10.049
R? = 0.9769
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54. abra. E. coli kalibracios gorbéje (T =44 °C)



Az egyenes egyenletébdl megallapithaté az N=1 tke/cella (1gN=0) kimutatasdhoz sziikséges 1d6: tigno
= 10 h. Az adatok regresszi6 analizisével meghatdroztam a tengelymetszet 99 %-os konfidencia

intervalluméat amely 9,72 -10,38 h. Maximalis vizsgalati ido: 11 h.

Citrobacter freundii BBL-ben y = -2.205x + 19.833
R? = 0.9621
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55. abra. Citrobacter freundii kalibracios gorbéje (T= 37 °C)

Koliform vizsgalatok kalibracios gorbéjeként azért valasztottam a Citrobacter freundii-t, mert
asvanyviz mintdbol szdrmazé vegyes koliform tenyészet nem allt rendelkezéslinkre és eldzetes
vizsgalataink alapjan a koliform mikrobék tisztatenyészetei koziil a Citrobacter freundii szaporodott a
leglassabban, illetve ennek a mikrobanak az 1 tke/cella kimutatasdhoz sziikséges vizsgalati ideje volt
a leghosszabb tigno = 19,8 h. A tengelymetszet 99%-o0s konfidencia intervalluma: 17,16 - 22,50 h.

Maximalis vizsgalati id6: 23 h.

5.5.2. Pseudomonas aeruginosa minimalisan sziikséges mérési idejének meghatarozdsa

A kalibraciés gorbét laboratoriumi tisztatenyészettel vettiik fel, amely a 56. abran lathato.



y = -2.2313x + 21.6230

Ps. aeruginosa cetrimidben
R? = 0.9220
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56. abra. Pseudomonas aeruginosa kalibracios gorbéje (T =37 °C)

Az egyenes egyenletébdl megallapithatd az N=1 tke/cella (IgN=0) kimutatasahoz sziikséges 1d0: timno
= 21,62 h. A tengelymetszet 99%-0s konfidencia intervalluma: 20,45 — 22,79 h. Maximalis

vizsgalati ido: 23 h.



5.5.3. Enterococcus faecalis minimalisan sziikséges mérési idejének meghatarozdsa

A 57. abran bemutatott kalibracios gorbét laboratdriumi tisztatenyészettel vettiik fel.

Enterococcus faecalis Azidban y=-1.2034x + 13.523
R?=0.9637
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57. abra. Enterococcus faecalis kalibracids gorbéje (T =37 °C)

Az egyenes egyenletébdl megallapithatd az N=1 tke/cella (1gN=0) kimutatdsdhoz sziikséges 1d0:
tevo = 13,5 h. A tengelymetszet 99%-os konfidencia intervalluma: 12,98 - 14,07 h. Maximalis

vizsgalati ido: 15 h.

5.5.4. Uzemi ellenérzé vizsgdlatok

Az lizemi ellenérzd vizsgalatok elsé részét a Coca Cola tyliczi dsvanyviz lizemének mikrobiologiai
laboratériumaban végeztiik.
Elészor 72 db palackozott asvanyviz mintat vizsgaltunk hagyomanyos modszerrel és miiszeres
méréssel. A hagyomanyos modszerrel végzett méréseket a laboratorium dolgozéi végezték a
kovetkezé modon:

3 x 250 ml 4svanyvizet sziirtek le egy membransziirén (45 pm). A tenyésztést Tergitol agaron

végezték 37 °C-on 48 oraig. Egy Petri-csészén 3 palack dsvanyvizet vizsgaltak.

A miiszeres mérés a kovetkezd modon tortént:
3 x 250 ml &svanyvizet szlrtiink le egy membransziirén (45 pm). Egy mérdcellaba 4
membrant helyeztiink el. A mérést BLE levesben 37 °C-on végeztiik. Egy mérdcellaban 12
palack asvanyvizet vizsgaltunk.

Pozitiv kontrollként 1 ml Citrobacter freundii szuszpenzidt hasznaltunk (IgN = 3.66).



Az eredményeket az 58. dbran mutatom be.
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58. abra. 72 palackos lizemi mérés eredményei (T =37 °C)
A piros vonal a pozitiv kontrollként alkalmazott Citrobacter freundii redox-gorbéje.

A laboratoriumi és a miiszeres mérés eredményeit a 24. tdblazatban foglaltam Ossze.

24, Tablazat. 72 palackos mérés eredményeinek 0sszefoglaldsa.

Palackok sorszdma 1-12. 13 —24. 25 —36. 37 —-48. 49 —60. 61 —72.
Laboratoriumi ] , . . , .
Lz , negativ negativ negativ negativ negativ negativ
mérés eredménye
Miiszeres meres negativ negativ negativ negativ negativ negativ
eredménye & & & g & &

Valamennyi vizsgalt minta negativ volt. A miiszeres mérés nem

eredményt.

eredményezett fals pozitiv

Ezutan 66 db palackozott asvanyviz mintat vizsgaltunk hagyomanyos moédszerrel €s miiszeres

méréssel. Laboratoriumi mérés:

3 x 250 ml 4svanyvizet sziirtek le egy membransziirén (45 pm). A tenyésztést Tergitol agaron

végezték 37 °C-on 48 oraig. Egy Petri-csészén 3 palack dsvanyvizet vizsgaltak.



A miuszeres mérés a kovetkez6 mddon tortént:

3 x 250 ml asvanyvizet sziirtiink le egy membranszlirén (45 um). Egy mérdcellaba 3

membrant helyeztiink el. A mérést BLE levesben 37 °C-on végeztiik. Egy mérdcellaban 9

palack dsvanyvizet vizsgaltunk.

Pozitiv kontrollként 1 ml Escherichia coli szuszpenziot hasznaltunk (IgN = 6.66).

Az eredmények az 59. dbran lathatok.
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59. abra. 66 palackos lizemi mérés eredményei (T = 37 °C)

A laboratoriumi €s a miiszeres mérés eredményeit a 25. tablazatban foglaltam dssze.

25. Tablazat. 66 palackos mérés eredményeinek Osszefoglalasa.

Palackok 1-9. | 10—18. | 19-27. | 28—36. | 46—54. | 55—63. | 64—66.
sorszama
Laboratériumi , , , , , , ,
mérés eredménye negativ negativ negativ negativ negativ negativ negativ
Miszeres mérés , , , , , , ,
eredménye negativ negativ negativ negativ negativ negativ negativ

Valamennyi vizsgalt minta negativ volt. A miiszeres mérés nem eredményezett fals pozitiv

eredményt.

A tovabbi ilizemi ellendrzd vizsgalatokat a Coca-Cola zalaszentgroti asvanyviz tizeme mikrobiologiai

laboratériumanak munkatarsai végezték €s bocsatottak rendelkezésemre.




Az lizemben egy éven keresztil mérték a Koliformok, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, és
Enterococcusok szamat egyidejiileg szabvanyos modszerekkel és MicroTester berendezéssel, ugy
hogy 500 ml-es asvanyvizes palackok tartalméanak egyik felét szabvanyos modszerekkel, masik felét

redox-potencial méréssel vizsgaltak. Az eredményeket a 26. tablazat foglalja 6ssze.

26. Tablazat. Uzemi vizsgalatok eredményei (Hoffmanné és Tar-Géri, 2008).

Vizsgélt mikroba Osszes mérés Egyez6 eredmény a Fals pozitiv Fals negativ
(db) szabvanyos és redox eredmény eredmény

vizsgalatok kozott (%) (%) (%)
Escherichia coli 942 99,89 0,11 0,00
Koliform 4674 99,87 0,00 0,13
Enterococcus 3000 99,93 0,00 0,07
Pseudomonas 3372 99,82 0,06 0,12
aeruginosa




8. KOVETKEZTETESEK

A redox-potencial mérésre alapozott mérési eljaras és kialakitott berendezés nagyon hatékony

eszkoznek bizonyult a mikroorganizmusok szdméanak gyors meghatdrozasara. Vizsgalati

eredményeim alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le.

Baktériumok szaporodéasa sordn a tapkodzeg redox-potencidlja minden esetben, fiiggetleniil a
baktérium 1€gzési tipusatol (aerob, fakultativ anaerob, aerotolerdns anaerob, obligat anaerob)
csokken. A redox-potencial csokkenése a MicroTester berendezéssel jol kovetheto.

A redox-gorbe alakja jellemzd az egyes mikrobacsoportokra, a gorbe alakjat az alkalmazott
taptalaj, a mérdcella mérete, vagy formdja, a mikroorganizmus hordozora rogzitése
(membransziird lap) lényegesen nem befolyasolja.

A modszer szelektivitasa a felhasznalt taptalajok szelektivitasatol fiigg, kiillonds elonyt jelent,
hogy a redox-gorbe alakja segitséget nytjt a mikroba-csoport azonositdsdhoz.

Minden mikrob4dra meghatdrozhaté egy detektacios kritérium. A detektacids kritérium
mikroba-csoportonként jellemzo érték.

A detektacios 1d6 szoros linedris kapcsolatban van a kezdeti mikrobaszam logaritmusaval, igy
minden mikrobara felvehetd a kalibracios gorbe (IgN — TTD 6sszefiiggés), amelynek alapjan a
celldban 1év0 mikroorganizmusok kezdeti szama a TTD értékbdl kiszamithato.

Mivel a mikrobaszdm meghatarozasi ideje a kezdeti sejtszamtol fligg, nagy mikrobialis

szennyezés (pl. az ivoviz szennyvizzel vald keveredése esetén) rendkiviil gyorsan (néhany o6ra

rrrrrr

modszer kiilonosen alkalmas az ivoviz hirtelen szennyezddésének (havaria) gyors
detektalasara.

A eljaras viz mikrobiologiai vizsgélatara tortént sikeres validalasa valdsziniisiti annak
lehetdségét, hogy modszert mas €lelmiszerek (pl. nyerstej) vizsgalatara is alkalmazhatjuk.
Null-tolerans mikrobdk vizsgalatakor meghatarozhatdé az egyetlen sejt kimutatdsdhoz
sziikséges 1d6, amely a hagyomanyos eljarasok 48 ordjaval szemben csupan 12-24 éra. A
szennyezd mikroorganizmusok gyors kimutatasara a berendezés iizemi alkalmazasa soran —
nagyszamu minta vizsgélata alapjan - megfeleldnek bizonyult.

A redox-potencial mérésen alapuld mikrobaszam meghatdrozas a hagyomanyos €lésejtszam
meghatdrozasi modszereknél 1ényegesen gyorsabb, a lecsokkent iddigény miatt az
eredmények a technologidba (pl. palackozott viz gyartasa soran) visszacsatolhatok, a fert6zott

tételek okozta kockazatok jelentésen csokkenthetok.



7. OSSZEFOGLALAS

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok iddigénye a meghatarozanddé mikroorganizmustol fliggden
24-72 ora (esetenként jelentdsen hosszabb idd). A mikrobiologiai kockazatok gyors felismerésének és
csokkentésének igénye, a mindségbiztositdsi ¢s HACCP rendszerek hatékony miikodtetése
sziikségessé teszi a mikrobiologiai kiértékelés meggyorsitasat és célszerli automatizalasat

A SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszék és a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszer-tudoményi
Kar Fizika és Automatizalas Tanszék munkatérsai altal kifejlesztett és szabadalmaztatott MicroTESTER
elnevezésii berendezés alkalmas a vizsgalati id0 jelentés mértékii csokkentésére. Az eljaras a
mikrobaszaporodast kiséré redox-potencial valtozas detektalasan alapul.

Munkam soran megvizsgaltam néhany élelmiszeripari szempontbo6l fontos mikroba, ill. mikroba
csoport szaporodasi redox-gorbéjének valtozasat. Megallapitottam, hogy a redox-potencial valtozas a
berendezéssel jol kovethetd. A redox-gorbe alakja a vizsgalt mikrobara jellemz6 és alland6. Minden
baktérium esetében meghatarozhat6 egy detektacios kritérium, amely a vizsgalt baktériumra jellemzd
érték. A detektacios kritérium alapjan mért detektacios 1idO szoros linearis Osszefiiggésben van a
mérdcelldban 1évé mikroorganizmusok kezdeti sejtszamanak logaritmusaval, igy minden baktérium
esetében felveheté a kalibraciés gorbe, amelynek alapjan a vizsgdlt minta baktérium-szama
meghatarozhat6. Ismeretlen mikrofloraji mintdk vizsgalatdra az MPN modszerrel kombinalt redox-
potencidl mérés alkalmazhat6. Penész- és éleszté gombak szama indirekt méréssel hatarozhat6é meg.
Kiemelten foglalkoztam a moddszer alkalmazhatosdgaval ivo- és dsvanyviz vizsgalatdra. Munkdm
soran meghataroztam a fontosabb mikroorganizmusok kalibracios gorbéit. Megallapitottam, hogy a
mobdszer megfelel valamennyi indikator mikroba szdmanak meghatarozasara. Null-tolerans mikrobak
esetében meghataroztam azt a minimalisan sziikséges mérési idot, amellyel a mikroba hianya a
vizsgalt mintaban biztonsagosan igazolhato.

A modszert vizvizsgalatokra validaltam és tizemi mérésekkel ellendriztem.

Mindezek alapjan megallapitottam, hogy az eljaras és a berendezés alkalmas élelmiszerek
mikrobaszamanak gyors meghatarozasara. A sziikséges mérési id6 a hagyomanyos modszereknél
lényegesen rovidebb, erdsen szennyezett mintak esetén csak néhany ora, ez kiilonosen alkalmassa
teszi a mddszert a mikrobiologiai szempontbol nem megfeleld gyartasi tételek kisziirésére, illetve,

ivoviz vizsgalatok esetén a havaria allapotok gyors jelzésére.



Uj tudomdnyos eredmények:

A mikrobaszdm redox-potencial mérésre alapozott 0 vizsgdlati moddszerének kifejlesztéséhez
kapcsoloddan az eljards mikrobiologiai megalapozésdhoz ¢és ipari alkalmazisdhoz sziikséges

vizsgalatokat végeztem. A vizsgalatok soran

- Meghatéroztam az ¢élelmiszeripari szempontb6l fontos mikoorganizmusok szaporodasi redox-
gorbéit.

- Bizonyitottam, hogy a szaporodasi redox-gorbéb6l minden vizsgalt mikroba esetében
meghatarozhat6 egy detektacios kritérium, amelynek alapjan detektacios id6 allapithaté meg.

- Bizonyitottam, hogy a detektacids 1d6 és a kezdeti mikrobaszam logaritmusa szoros, linearis
kapcsolatban van egymassal, lehetové téve a mikrobaszdm meghatarozasara alkalmas
kalibracios gorbe felvételét. Az altalam meghatarozott kalibracidés gorbék a tovabbiakban
alapul szolgaltak az lizemi kisérletekhez és a gyakorlati alkalmazéashoz.

- A redox-potencidl mérési modszert MPN jellegli kiértékeléssel kombinélva, bizonyitottam,
hogy az 0j eljaras ismeretlen mikrofloraja minta legvaldszinlibb mikrobaszamanak becslésére
elézetesen felvett kalibracios gorbe nélkiil is alkalmas. (Kezelt szennyviz koliform- és dsszes
mikrobaszamanak, feliileti higiéniai mintdk enterobaktérium- és Osszes mikrobaszamanak
értékelése.)

- A mérési eljards vizvizsgalatokra vonatkoz¢d validaldsa sordn vizvizsgalatokra vonatkozdan
meghataroztam a mddszer teljesitmény-jellemzdit.

- A modszer ipari koriilmények kozotti alkalmazhatosagat asvanyviz lizemben és vizmii-telepen

végzett mérésekkel igazoltam.



Tartalomjegyzék

5w N

. Melléklet
. Melléklet
. Melléklet
. Melléklet

. Melléklet

. Melléklet

. Melléklet

. Melléklet

. Melléklet

MELLEKLETEK

Irodalomjegyzék

Pseudomonas aeruginosa adatok regresszid-analizise

Csokakdi kutviz szabvanyos mikrobioldgiai vizsgalati eredményei
Csokakéi kutviz dsszesiraszam 22 °C mérés alapadatai és regresszio
analizise

Csokakdi kutviz dsszesiraszam 37 °C mérés alapadatai és regresszio
analizise

Csokakéi kutviz E. coli szam mérés alapadatai és regresszio analizise
Csokakdi kutviz Coliform szam mérés alapadatai és regresszid analizise
Csokakdi kutviz Pseudomonas aeruginosa szam mérés alapadatai és
regresszio analizise

Kiilonb6zo6 vizmintakbol szarmazo Enterococcus faecalis mérések

alapadatai és regresszio analizise



1. Melléklet

IRODALOMIJEGYZEK

Adams, M.R., Moss, M.O. (1995): Food microbiology. Cambridge: The Royal Society of

Chemistry
p. 25-28.

Alexander, J. & Rothwell, J., (1970): A study of some factors affecting methylene blue test and the
effect of freezing on bacterial content of ice-cream. Journal of Food Technology 5 387-402.

Anderson, G.E. & Whitehead, j.A., )1974): The validity of the methylene blue reduction test in the
grading of ice-cream. Journal of Applied Bacteriology, 37, 487-492.

Arnott, M.L, Gutteridge, C.S., Pugh, S.J. & Griffiths, J.L. (1988): Detection of salmonellas in
confectionery products by conductance. Journal of Applied Bacteriology 64 p. 409-420.

Bir6 G. & Bir6 Gy. (2000): Elelmiszer-biztonsag, Taplalkozas-egészségiigy. Budapest: Agrinform
kiado p. 37-47.

Bolton, F.J., (1990): An investigation of indirect conductimetry for detection of some food-borne
bacteria. Journal of Applied Bacteriology, 69 p. 655-661.

Brown, M.H., Emberger, O. (1980): Oxidation-Reduction Potential. in: Microbial Ecology of Foods
Vol 1. New York: Academic Press p. 112-125.

Bullock, R. D. & Frodsham, D. (1989): Rapid impedance detection of salmonellas in confectionery
using modified LICNR broth. Journal of Applied Bacteriology 66 p. 385-391.

Cousins, D., L. & Marlatt, F., (1990): An evaluation of conductance method for the enumeration of
Enterobacteriaceae in milk. Journal of Food Protection 53 (7) p. 568-570.

Deak, T. & Beuchat, L.R., (1993a): Evaluation of the indirect conductance method for the detection
of yeasts in laboratory media and apple juice. Food Microbiology 10 (3) p. 255-262

Deak, T. & Beuchat, L.R., (1993b): Comparison of conductometric and traditional plating
techniques for detecting yeasts in fruit juices, Journal of Applied Bacteriology 75 p. 546- 550.

Deék T. (2006): Elelmiszer-mikrobiolégia, Budapest: Mezégazda kiado p. 320-323.

Diaper, J.P. & Edwards, C. (1994): Survival of Staphylococcus aureus in lakewater monitored by

flow
cytometry. Microbiology 140, 35-42.

Donelly, C.W. & Baigent, G.J., (1986): Method for flow cytometric detection of Listeria
monocytogenes in milk. Journal of Applied and Environmental Microbiology, 52, 689-695.

EFSA (2007): The Community Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses, Zoonotic



Agents, Antimicrobial Resistance and Foodborne Outbreaks in the European Union 2006, The
EFSA Journal 130

Farkas J. (2003) Elelmiszer — taplalkozas — egészség. Elelmezési Ipar, 56 (3) p. 70-71.

Farkas J. & Mohéacsiné Farkas Cs., (2008): Analitikai technikdk az ¢lelmiszerek mikrobas
szennyezettségének gyors vizsgalatara. Elelmiszervizsgdlati Kozlemények 54 2008/KSz.

p- 101-109.

Ford, T.E., (1999): Microbiological Safety of Drinking Water: United States and Global Perspectives.
Environmental Health Perspectives Supplements 107 (S1) p. 191-206

Garvie, E.I. & Rowlands, A., (1952): The role of micro-organisms in dye reduction and keeping

quality
tests. II. The effect of microorganisms when added to milk in pure and mixed culture. Journal
of Dairi Research. 19.,263-274.

Gatti, M. & Neviani, E. (1993): A new simple medium for the detection of Enterococcus faecalis and
Enterococcus faecium by measurement of conductance changes. Letters in Applied
Microbiology , 17 p. 72-74.

Girard, M.P., Steele, D., Chaignat, C.L., Kieny, M.P. (2006): A review of vaccine research and
development: human enteric infections. Vaccine, 24 (15) p. 2732-2750.

Henschke, P. A. & Thomas, S. T. (1987): Detection of wine-spoiling yeasts by electronic methods.
Journal of Applied Bacteriology 64 p. 123-133.

Hoffmanné Hajdu A & Tar-Géri T. (2008): Redox-potencial mérésen alapuldé mikrobiologiai
vizsgalatok a NaturAqua asvanyviz palackozoban. in: XVI Elelmiszer Mindségellendrzési
Tudomanyos Konferencia. ed: Molnar P., Boros F. Budapest: EOQ MNB p.308-310

Jacob, H.E., (1970): Redox potential. in: Methods Microbiol, vol 2. London: Academic Press
p- 91-123.

Krisztalovics K., Szentgaliné Csérian E., Mezey L. (2008): Elelmiszer-fogyasztas révén is
terjedni  képes fertézd betegségek eldfordulasa és hazai adatgyjtési rendszere.
Elelmiszervizsgalati Kozlemények 54 (2008/KSz) p. 60-77.

Kroll, R.G. (1989) Dye reduction and other colorimetric methods for the assessment of microbial
contamination. In: Adams, M.R., Hope, C.F.A. (Eds.), Rapid Methods in Food Microbiology.
Progress in Industrial Microbiology, vol 26. Elsevier, Amsterdam, pp. 191-233.

Kukec, A., Berovi¢, M., Celan, S. And Wondra, M. (2002): The Role of On-line Redox Potential
Measurement in Sauvignon blanc Fermentation. Food Technology and Biotechnology, 40, (1)

49-55.

Kiimmerlin, R. (1982): Resazurin test for microbiological control of deep-frozen shrimps. Journal of



Food Technology, 17, 513-515.

Martin, S.B. & Selby, M.J., (1980): Evaluation of a rapid method for the quantitative estimation of
coliforms in meat by impedimetric procedures. Applied and Environmental Microbiology, 39,
518-524.

Mitchell, P. & Moyle, J. (1969). Estimation of membrane potential and pH difference across the
cristac membrane of rat liver mitochondria. Eur. J. Biochem. 7 p. 471-484.

Mossel, D.A.A., Corry, J.E.L., Struijk, C.B. and Baird, R.M, (1995): Essentials of the Microbiology

of
foods. John Wiley & Sons, Chichester, p.306-308.

MSZ EN ISO 7899-2:2000 Enterococcus bélbaktériumok kimutatdsa és megszamlalasa.
Membransziirés

MSZ EN ISO 9308-1:2001 Escherichia coli és Coliform baktériumok kimutatdsa és szamlaldsa

vizben.
Membransziirés

MSZ EN 12780:2003 Pseudomonas aeruginosa szam meghatarozasa. Membransziiréses modszer

MSZ-EN-ISO 6222:2000 Vizminéség. Tenyészthetd mikroorganizmusok szdmanak meghatarozasa —
Telepszam-meghatarozas agar taptalaj beoltasaval

MSZ EN ISO/IEC 17025:2005 Vizsgalo- és kalibralo laboratoriumok felkésziiltségének altalanos
kovetelményei

MSZ EN ISO 16140:2004 Elelmiszerek és takarmanyok mikrobiologiaja. A vélaszthato médszerek
validalasanak protokollja

NAR-20 Alkalmazasi utmutaté az MSZ EN ISO/IEC 17025 szabvanyhoz, 1. fiiggelék

Némedi L., (2006): A mikrobiologiai kockazat jellemzése a vizi kornyezet és a vizi kdzmiivek
teriiletein. Budapest: Magyar Vizkdzmi Szovetség p. 9.; 28-32.

Nieuwenhof, F.F.J. & Hoolwerf, J.D., (1987): Impedance measurement as an alternative to the plate
count method for estimating the total count of bacteria in raw milk. Journal of Food
Protection 50 (8) p. 665-668.

Nishikava, S., Sakai, S., Karube, 1., Matsunaga, T., Suzuki, S. (1982): Dye-coupled electrode
system for the rapid enumeration of cell populations in polluted water. Applied and
Environmental Microbiology 43 (4) p. 814-818.

Ogden, 1.D. & Cann, D.C., (1987): A modified conductance medium for the detection of Salmonella
spp. Journal of Applied Bacteriology 63 p. 459-464.

Payment P., Waite, M., Dufour, A. (2003): Introducing parameters for the assessment of drinking

water



quality. in: Assessing microbial safety of drinking water: Improving approaches and methods.
WHO Drinking Water Quality Series, OECD — WHO, Paris, France: IWA Publishing,
London. p. 47-77

Pettipher, G.L. (1989): The direct epifluorescent filter technique in:Rapid methods in food
microbiology ed: Adams, M.R., Hope, C.F.A., Amsterdam: Elsevier (Progress in industrial
microbiology 26) p. 19-52.

Reichart O., (2004): Vizsgalati modszerek validalasa, a mérési bizonytalansag becslése értelmezése €s
kezelése, Szobeli kozlés, elhangzott a NAT 2004. évi konferencidjan

Reichart O., Szakmar K., Felfodi L., Baranyai L., Jozwiak A. (2005): Eljaras mikroorganizmusok
szilard, folyékony és légnemili anyagokban valo jelenlétének kimutatasdra €s szamszer(
meghatdrozasara.

Reichart O., Szakmar K., Jozwiak A., Felfoldi J., Baranyai L. (2007): Redox potential measurement
as

a rapid method for microbiological testing and its validation for coliform determination.
International Journal of Food Microbiology, 114, p 143-148.

Rodel, W., Lucke, F.K., (1990): Effect of redox potential on Bacillus subtilis and Bacillus
licheniformis in broth and in pasteurized sausage mixtures. International Journal of Food
Microbiology, 10. (3-4), p. 291-301.

Sorrells, K.M., (1981): Rapid detection of bacterial content in cereal grain products by
automated impedance measurement. Journal of Food Protection, 44, 832-834.

Stanley, P.E., McCarthy, B.J. & Smither, R. (Eds), (1990): ATP Luminescence: Rapid Methods in
Microbiology. Blackwell, Oxford.

Stannard, C. J. (1989): ATP estimation in:Rapid methods in food microbiology, ed: Adams, M.R.,
Hope, C.F.A., Amsterdam: Elsevier, (Progress in industrial microbiology 26) p. 1-16.

Stringer, M. (2004): Food Safety Objectives-Role in Microbiological Food Safety Management,
Summary report of a workshop held in April 2003 in Marseille, France in: Organized by
ILSI Europe Risk Analysis in Microbiology Task Force in Collaboration with the
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF)

Stewart, G.S.A.B., (1990): In vivo bioluminescence: new potentials for microbiology. Letters in
Applied Microbiology, 10, 1-8.

Szeitzné Szabo M, (2008): Az élelmiszerbiztonsag napjainkban. Elelmiszervizsgalati Kozlemények,

54 (2008/KSz) p. 5-6.

Szeitzné Szabo M., Krisztalovics K., Sréterné Lancz Zs, Fehér A, Cseh J. (2008): Magyarorszag



mikrobiologiai  élelmiszerbiztonsagi  helyzete.  Elelmiszervizsgalati  Kozlemények 54

(2008/KSz)
p. 7-42.

Tengerdy, R.P., Nagy, J.G., Martin, B. (1967): Quantitative measurement of bacterial growth by the
reduction of tetrazolium salts. Applied Microbiology 15 (4) p. 954-955.

Timms, S., Colquhoun, K.O., Fricker, C.R., (1996): Detection of Escherichia coli in potable water
using indirect impedance technology. Journal of Microbiological Methods 26 p. 125-132.

Trail, B. (1999): Food and Nutritional Policy in EU. Brussels, p. 1-210.

Waite, W.M. (1991) Drinking water standards — a personal perspective. In: Proceedings of the UK
Symposium on Health-related Water

WHO (1998): Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxications in
Europe Newsletter. 57 p. 5-6.

WHO (1999): World Health Report 1999. Geneva: World Health Organization

WHO (2005): Water Safety Plans, Geneva: World Health Organization p. 1.

WHO (2009): Diarrhoeal Diseases

http://www.who.int/vaccine_research/diseases/diarrhoeal/en/index1.html

201/2001. (X.25.) Korm. rendelet az ivoviz mindségi kovetelményeirdl és az ellendrzés rendjérdl
65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet a természetes dsvanyviz, a forrasviz, az
ivoviz, az dsvanyi anyaggal dusitott ivoviz és az izesitett viz palackozasanak és forgalomba

hozatalanak szabalyair6l


http://www.who.int/vaccine_research/diseases/diarrhoeal/en/index1.html

2. Melléklet

Pseudomonas aeruginosa adatok regresszid-analizise.

Regresszios statisztika

r értéke 0,9951
r-négyzet 0,9902
Korrigalt r-négyzet 0,9883
Standard hiba 0,2338
Megfigyelések 7

VARIANCIAANALIZIS

df SS MS F F szign.

Regresszio 1 27,7266 27,7266 507,10 0,0000
Maradék 5 0,2734 0,0547
Osszesen 6 28,0000

Koefficiensek  Stand. hiba t érték p-érték  Als6 95%  Fels 95%

Tengelymetszet 9,3564 0,2496 37,4867 2,64E-07  8,7148 9,9980
Meredekség -0,3839 0,0170 -22,5189  3,21E-06  -0,4277 -0,3401




3. Melléklet

Csokakoi kutviz szabvanyos mikrobiologiai vizsgalati eredményei
(Telepszam/vizsgalt mennyiség).

folytatas

Osszesira | Osszesira | E. coli | Coliform | Ps. aeru. | Enteroc.
SOISZ. 22 °C 37°C
0,05ml | 0,05 ml 1 ml 1 ml 10 ml 10 ml

1 41 25 2 79 2 14
2 35 29 3 81 3 15
3 32 25 3 51 3 16
4 40 26 4 65 2 17
5 33 22 2 69 3 17
6 43 36 2 64 3 16
7 31 24 4 50 1 17
8 35 27 5 63 2 14
9 37 37 3 65 1 17
10 32 28 1 65 3 12
11 32 23 3 53 3 17
12 30 25 3 62 4 19
13 33 27 2 61 1 19
14 32 35 3 48 1 24
15 33 24 2 61 1 15
16 37 26 3 58 3 15
17 32 25 2 66 1 15
18 32 24 2 63 3 23
19 34 22 3 62 3 20
20 32 25 1 63 4 17
21 32 34 2 61 1 15
22 38 22 1 65 2 17
23 32 21 2 65 3 17
24 33 24 3 62 2 14
25 31 28 1 61 2 15
26 30 26 3 56 2 24
27 38 33 2 64 1 16
28 34 20 4 61 3 22
29 32 21 3 61 1 14
30 32 20 4 57 1 15
31 31 20 6 62 1 16
32 33 24 4 59 1 15
33 32 22 5 56 1 14
34 31 25 3 68 3 22
35 37 24 4 63 4 19
36 30 32 5 68 2 22
37 30 35 3 60 1 18




Osszesira | Osszesira | E. coli | Coliform | Ps. aeru. | Enteroc.
SOI'SZ. 22 °C 37 °C
0,05ml | 0,05 ml. 1 ml 1 ml 10 ml 10 ml
38 36 30 4 60 2 18
39 31 22 2 61 1 13
40 38 19 3 63 1 19
41 33 27 2 62 3 21
42 31 25 4 63 2 23
43 33 21 1 62 2 17
44 29 25 2 61 3 16
45 28 27 2 66 2 17
46 37 19 1 65 1 16
47 33 22 3 55 1 15
48 28 25 4 57 1 17
49 36 19 3 62 1 16
50 37 20 2 57 1 19
OSSZCg 1672 1267 141 3092 99 861
Atlag 33,44 25,34 2,82 61,84 1,98 17,22
Szoras 3,27 4,63 1,17 5,80 0,98 2,92
CV% 9.8 18,3 41,5 9.4 49,5 17




4. Melléklet

Csokakdi kutviz dsszesiraszam 22 °C mérés alapadatai

IgN
viz (ml) (cfu/cella) TTD (h)
1 2,83 17,5
1 2,83 16,5
1 2,83 17,33
10 3,83 15,5
10 3,83 15,17
10 3,83 14,17
100 4,83 12,17
100 4,83 12
100 4,83 12,5
1000 5,83 10,17
1000 5,83 10
1000 5,83 9,83
22 °C-os 0sszcsiraszamok regresszio-analizise.
Regressziés statisztika
r értéke 0,9893
r-négyzet 0,9787
Korrigalt r-négyzet 0,9766
Standard hiba 0,1788
Megfigyelések 12
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 14,6803 14,6803 459,13475 1,092E-09
Maradék 10 0,3197 0,0320
Osszesen 11 15,0000
Koefficiensek St. hiba t érték p-érték Alsé 95% Fels6 95%
Tengelymetszet 9,8513 0,26279 37,48  4,347E-12 9,26582 10,4369
Meredekség -0,4068 0,01899 -21,42  1,093E-09  -0,44919 -0,3645




5. Melléklet

Csokakdi kutviz dsszesiraszam 37 °C mérés alapadatai

viz (ml) IgN (cfu/cella) TTD (h)
0,1 1,7 11,00
0,1 1,7 10,33
0,1 1,7 10,67
1 2,7 9,67
1 2,7 9,50
1 2,7 9,33
10 3,7 8,67
10 3,7 8,83
10 3,7 8,00
100 47 7,83
100 47 7,67
100 47 7,67
1000 57 6,67
1000 57 6,83
1000 57 6,33
37 °C-os 0sszcsiraszamok regresszio-analizise.
Regressziés statisztika
r érteke 0,9845
r-négyzet 0,9692
Korrigalt r-négyzet 0,9668
Standard hiba 0,2667
Megfigyelések 15
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 29,0754 29,0754  408,7 3,31E-11
Maradék 13 0,9246 0,0711
Osszesen 14 30,0000
Koefficiensek  Standard hiba t érték p-érték Alsé 95% Fels6 95%
Tengelymetszet 12,12764 0,4225 28,70594 3,82E-13 11,214 13,040
Meredekség -0,97996 0,0485 -20,2185 3,31E-11  -1,08467 -0,87525




6. Melléklet

Csokakéi kutviz E. coli szam mérés alapadatai

viz (ml) IgN (cfu/cella) TTD (h)
10 1,45 17,33
10 1,45 17,67
10 1,45 17,17
100 2,45 12,5
100 2,45 12,33
100 2,45 12,67
1000 3,45 8,67
1000 3,45 8,83
1000 3,45 8,17
E. coli szamok regresszio-analizise
Regressziés statisztika
r értéke 0,9963
r-négyzet 0,9926
Korrigalt r-négyzet 0,9915
Standard hiba 0,0797
Megfigyelések 9
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 5,9556 5,9556 938,1 1,02E-08
Maradék 7 0,0444 0,0063
Osszesen 8 6,0000
Koefficiensek St. hiba t érték p-érték Alsé 95% Fels6 95%
Tengelymetszet 5,330144 0,097714 54,5 1,82E-10 5,099 5,561
Meredekség -0,22474 0,007338 -30,6  1,02E-08 -0,2421 -0,2074




Csokakéi kutviz Coliform szdm mérés alapadatai

7. Melléklet

viz (ml) IgN (cfu/cella) TTD (h)
10 2,79 9,17
10 2,79 9,17
10 2,79 9,00
100 3,79 8,33
100 3,79 8,17
100 3,79 8,17
1000 4,79 6,50
1000 4,79 6,50
1000 4,79 6,67
Coliform szamok regresszid-analizise
Regressziés statisztika
r értéke 0,9823
r-négyzet 0,9648
Korrigalt r-négyzet 0,9598
Standard hiba 0,1736
Megfigyelések 9
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 5,7891 5,7891 192,1 0,0000
Maradék 7 0,2109 0,0301
Osszesen 8 6,0000
Koefficiensek  Standard hiba t érték p-érték Alsoé 95% Fels6 95%
Tengelymetszet 9,80133 0,43751 22,4 8,93E-08 8,77 10,84
Meredekség -0,75477 0,05445 -13,86 2,4E-06 -0,8835 -0,6260




Csokakéi katviz Pseudomonas aeruginosa szam mérés alapadatai

8. Melléklet

viz (ml) IgN (cfu/cella) TTD (h)
10 0,30 20,83
10 0,30 21,17
10 0,30 20,08
100 1,30 16,29
100 1,30 16,17
100 1,30 16,00
1000 2,30 13,50
1000 2,30 13,58
1000 2,30 13,58
Pseudomonas aeruginosa szamok regresszid-analizise
Regressziés statisztika
r értéke 0,9837
r-négyzet 0,9677
Korrigalt r-négyzet 0,9631
Standard hiba 0,1663
Megfigyelések 9
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 5,8063 5,8063 209,9 0,0000
Maradék 7 0,1937 0,0277
Osszesen 8 6,0000
Koefficiensek Stand. hiba  t érték p-érték  Alsé 95%  Fels6 95%
Tengelymetszet 5,8540 0,3192 18,3 3,565E-07 5,099 6,609
Meredekség -0,2711 0,0187 -145 1,78E-06  -0,3153 -0,2268




9. Melléklet

Kiilonb6z6 vizmintakbol szarmazo Enterococcus faecalis mérések alapadatai

IgN (cfu/cella) TTD (h)
2,20 10,67
1,90 11,33
1,60 11,67
1,30 12,33
1,00 12,83
0,70 12,83
2,20 11,00
1,60 11,33
0,70 12,83
4,72 8,25
3,72 9,75
2,72 10,58

Enterococcus szamok regresszio-analizise

Regressziés statisztika

r értéke 0,9822
r-négyzet 0,9646
Korrigalt r-négyzet 0,9611
Standard hiba 0,2390
Megfigyelések 12
VARIANCIAANALIZIS
df SS MS F F szign.
Regresszid 1 15,5758 15,57582 272,8 1,38E-08
Maradék 10 0,5710  0,057097
Osszesen 11 16,1468
Stand.
Koefficiensek hiba t érték p-értek  Als6 95% Fels? 95%
Tengelymetszet 11,7580 0,5929 19,83  2,33E-09 10,44 13,08
Meredekség -0,8619 0,0522 -16,52  1,38E-08  -0,9782 -0,7457
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