DOI: 10.14267/phd.2014028

Budapesti Corvinus Egyetem
Elelmiszertudomanyi Kar

Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Tanszék

PATOGEN MIKROORGANIZMUSOK KIMUTATASARA SZOLGALO GYORS

MODSZEREK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

Rohonczy Kata

Doktori értekezés

Budapest

2014



DOI: 10.14267/phd.2014028

A doktori iskola

megnevezése: Elelmiszertudoméanyi Doktori Iskola

tudomanyaga: Elelmiszertudomanyok

vezetdje: Dr. Felfoldi Jozsef, PhD
Egyetemi tanar
BUDAPESTI CORVINUS EGYETEM, Elelmiszertudoményi Kar,
Fizika- Automatika Tanszék

Témavezeto: Mohacsiné Dr. Farkas Csilla, PhD

Egyetemi tandr
BUDAPESTI CORVINUS EGYETEM, Elelmiszertudoményi Kar,

Mikrobioldgiai és Biotechnoldgia Tanszék

A jeldlt a Budapesti Corvinus Egyetem Doktori Szabalyzataban eldirt valamennyi feltételnek
eleget tett, az értekezés mithelyvitdjaban elhangzott észrevételeket és javaslatokat az értekezés
atdolgozasakor figyelembe vette, azért az értekezés nyilvanos vitara bocséthato.

....................................................................................................................

Az iskolavezet6 jovahagyasa A témavezet6 jovahagyasa




DOI: 10.14267/phd.2014028

A Budapesti Corvinus Egyetem Elettudomanyi Teriileti Doktori Tanacsanak 2013.
oktober 1 -i hatarozataban a nyilvanos vita lefolytatasara az alabbi biralo Bizottsagot

jelolte Kki:

BIRALO BIZOTTSAG:

Elnoke
Biacs Péter, DSc
Tagjai
Hoschke Agoston, CSc
Beczner Judit, CSc
Dlauchy Dénes, PhD
Reichart Olivér, PhD

Opponensek

Belak Agnes, PhD
Agoston Réka, PhD

Titkar

Kisko6 Gabriella, PhD



DOI: 10.14267/phd.2014028

“Tanulj a tegnapbal,
élj a manak és reménykedj a holnapban.

A legfontosabb azonban, hogy ne hagyd abba a kérdezést.”

(Albert Einstein)



DOI: 10.14267/phd.2014028

TARTALOMIJEGYZEK
TARTALOMJEGYZEK
ROVIDITESEK JEGYZEKE
1. BEVEZETES ...ttt 8
2. IRODALMI ATTEKINTES ....ccovtuiiuiiiiee ettt 10
2.1. Az élelmiszerbiztonsag helyzete napjainkban.............ccceevieriiieniiniiienieiieeeece e 10
2.2.  Zoonotikus megbetegedések alakuldsa Europaban és Magyarorszagon.............cceeeeeenee.. 13
2.2.1. Salmonella okozta megbetegedések alakulasa Eurdpaban és Magyarorszagon .............. 13
2.2.2. Listeria monocytogenes okozta megbetegedések alakuldsa Eurdpéaban és
IMAZYATOTSZAZON ...ttt ettt ettt ettt e eat e et e ettt e ettt e eab e e e ebbeesbbeesabteesabeeenaneeeaneees 14
2.2.3. Verotoxint termeld E. coli okozta megbetegedések alakuldsa Eurdpaban és
IMAGYATOTSZAZOM ..c.uvieeiiieeeiieeeteeetee et e ettt e et e e ettt e e tteeeateeesateesatteesaseeesaseessbeesnsteesnneeennseesnnseas 15
2.2.4. Termotrof Campylobacter okozta megbetegedések alakuldsa Eurdpaban és
I\ BT (0] £/ 1o o SRR 17
2.3. Az ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol fontos baktérium fajok jellemzése......................... 18
2.3.1. Salmonella nemzetség eldfordulasa €s jellemzoi........cceeeveeeeeciiieeiieeciieecee e 18
2.3.2. Listeria monocytogenes eléforduldsa €s jellemzOi..........cccveeeeuiieeiieeniieeeiieeeciee e 19
2.3.3. Verotoxint termeld E. coli O157:H7 el6fordulésa és jellemz0i........cccceeeeveeeceveeennennnee. 20
2.3.4. Campylobacter spp. elofordulasa €s jellemzOi...........cccveeevuiieeciiieniiieeiee e 22
2.4. Patogének kimutatasara szolgaldé hagyomanyos mikrobioldgiai médszerek ...............cc........ 23
2.4.1. Salmonella spp. hagyomanyos kimutatdsi mOdSZerel ...........cccuveevveeerieeecieeeieeeieeeee 25
2.4.2. Listeria monocytogenes hagyomanyos kimutatdsi modszerei ..........ocveeeveeevveenneeennee. 25
2.4.3. Escherichia coli O157 hagyomanyos kimutatasi mOdszerei.........c.cceevveeeeveeecvveerneeennne. 26
2.4.4. Campylobacter tajok hagyomanyos kimutatasi moOdszerei.........ccveevveeeeveeecrveerneeennne. 27
2.5. Miniatiirizalt biok€miai teSZEEK ........c.eeriiiiiiiiiiiiee e 28
2.5.1. BBL CRYSTAL ..ottt ettt ettt et ettt e st eteeneenseenseeneas 28
2520 APTESZE .ottt ettt ettt e st et e e teentenaeeneeeneenneas 28
2.6. Patogének kimutatasara szolgald alternativ mikrobiologiai modszerek ..........coccvveeevviennnennnns 29
2.6.1. Korszerl uj differencidlo taptalajok..........ccceeeeviieiiiiciiieciee e 29
2.6.2. Immunoldgial MOASZETEK ........c.eieiiiieiieeiieee e 34
2.6.3. Molekularis biologial MOASZETEK ........c..eeeiuiieeiiieeiieeeiee et 38
3. CELKITUZESEK ...ttt 42
4. ANYAGOK ES MODSZEREK ........ciuuiiuiirieineeieiesesisesesesesse s ssssess s sssssss s 44
4.1. Hagyomanyos teny€szteses lJATASOK . ......cccuiieiiieeiiieeeiieeeiee ettt e eee e ree e e e eereeeeaee s 44
4.1.1. Salmonella vizsgalat tenyésztéses mOdSzerrel .........c.oevvvveeiiiiiiiiiieciieeeece e 44
4.1.2. Listeria monocytogenes vizsgalat tenyésztéses modszerrel ..........oocvvvevveeeiieeecieeeciieenne, 46
4.1.3. E. coli O157 kimutatasa tenyésztéses moOdszerrel..........ccoevvreeiuiieriieeciieeiee e 47
4.1.4. Campylobacter nemzetség kimutatasa tenyésztéses modszerrel.........ooovveeveveeieennneenee. 48

4.2. Patogén mikroorganizmusok kimutatdsara alkalmazott kromogén szubsztrat tartalmu
EAPLALAJOK ..ot ettt e e e e tae et e e bt e nbeesaeenbeenbeennreensaens 49



DOI: 10.14267/phd.2014028

4.2.1. Salmonella nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok ............cccceevvennnnn. 49
4.2.2. L. monocytogenes vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok ...........ccceevieeiiieniennnns 50
4.2.3. Campylobacter nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalaj...........ccceevuvenennn. 50
4.3. Immunoloégiai modszerek patogén mikroorganizmusok kimutatasara.............ccceeeveevveennnenne. 50
4.3.1. Salmonella nemzetség kimutatdsara alkalmas immunoldgiai eljarasok ..................c....... 50
4.3.2. L. monocytognes kimutatasara alkalmas immunoldgiai eljaras ..........ccccceevveeiieninennnnns 52
4.3.3. E. coli O157 kimutatasara alkalmas immunoldgiai eljaras ...........cceovveviieiienirennennnnns 53
4.4.  Korokozok kimutatisara alkalmazott molekularis vizsgéalati modszerek ...............c.......... 54
4.4.1. Real - time PCR VizsgAlat MENELE..........cccuieiiiiiiieiiecie ettt eee e eae e e 54
4.5. Korokozok kimutatisara alkalmazott miniatiirizalt biokémiai azonosité rendszer............ 57
4.6.  Korokozok kimutatasra alkalmazott szerologiai azonositd vizsgalatok .............cccceeeeeeee. 58
4.7, Statisztikal MOASZETEK ........coueiiiiiiiiiiieiieee ettt 58
4.8.  Mesterséges fertézéshez hasznalt baktériumtorzsek .........ccocccvevviviiieniiiiiiniiiiieieeieee, 59
4.9, VIZSGALAt tETVEK ...ouiiiiiiiiieiiete ettt e aeeenre s 60
4.9.1. Salmonella ViZSZALAtl tEIV .......cccueeiiiiiiieiieiieeie ettt ettt ettt et e eneeenes 60
4.9.2. Listeria monocytogenes VIZSZAlatl teIV ..........cccvevvuiiriiriiieiieeieeiie et eveeaee e eieesaaa e 62
4.9.3. E.coli O157 VIZSZALALT TEIV ....viiiiieiiieiii ettt ettt ettt st e beessaesnsaesea e 63
4.9.4. Campylobacter VIZSZAIAt] TETV.......c.cevuieiiieeiieiieeie et ste ettt ettt sbeesieeeseessaesseensea e 64
. KUTATASI EREDMENYEK .....cootiiiiimiiaiiiiieeiesise st ses s 65
5.1. Korszert 0j differencial6 taptalajok vizsgalati eredmeényei.......ccceeecvveeeiieeniieenieeecieeeee e, 65
5.1.1. Salmonella spp. vizsgalata kromogén szubsztratot tartalmazo agaron .............cceeeeee... 65
5.1.2. Listeria monocytogenes jelenlétének kimutatasa kromogén szubsztratos
BAPTALAJOTL ...ttt ettt e h e bt et ettt et sbe et 69
5.2. Patogének kimutatdsara alkalmas immunologiai moédszerekkel végzett vizsgalati
LT 100 1<) 1<) TSR 74
5.2.1. Salmonella vizsgalata VIDAS SLM ¢és VIDAS ICS2+SLM modszerrel ...................... 74
5.2.2. Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS LMO2 moddszerrel..........cccccvvveerieeeieennnenn. 77
5.2.3. E.coli O157:H7 vizsgélata VIDAS UP modszerrel .........coeeevvveeiiieiiiieiieeieeeieeeen 80
5.3. Patogének kimutatasara alkalmas valos idejii PCR moddszerekkel végzett vizsgalati
ETEAMEIYCK .....einiiieieee ettt et sttt et et e e sae e bt et ae et 82
5.3.1. A kimutatasi hatar meghatarozasa TagMan PCR moédszerrel............ccccvevveeniiniianennne. 82
5.3.2. Salmonella spp. vizsgélata real-time PCR mddszerrel élelmiszer és takarmany
ININTAKDOL. ...ttt et ettt et e st e e bt e sabeebeeeaeeenee 84
5.3.3. E.coli O157:H7 el6fordulasanak feltérképezése lizemi kornyezetben..............c...c........ 86
5.4, MAtriX hatds €lEMZES ......cc.veiieeiieeiie ettt e st e et e e et e e e tae e essaeenssaeesaaeenneas 87
5.4.1. Elelmiszerek és takarmanyok matrix hatésa patogének kimutatasara kromogén
szubsztratot tartalmazo taptalajoKnal ............ccoceeviiiiiiiiiiii e 87
5.4.2. Elelmiszer és takarméany métrixok hatasa patogének kimutatisira VIDAS
a2 o2 B 110) 4 - | BTSSR 89
5.4.3. Elelmiszerek és takarmanyok matrix hatdsa patogének kimutatasara real —time
PCR VIZSGAIAtOKNAL ...c..eiiiiiiiieiieee ettt sttt s 90
5.5. Dusitasok vezetésének optimaliZalasa...........eevuiviiriieiiiriiniiiienieece e 93
5.5.1. Campylobacter vizsgalatoK eredmMeENYel .........cccuevuerieriiniirieniieieseeieee e 94



DOI: 10.14267/phd.2014028

5.6.Vizsgalati modszer kivalasztasa, kiilonos tekintettel a vizsgalati idétartamra....................... 100

6. EREDMENYEK ERTEKELESE, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK .......covvvvninnnn. 102
6.1. Kérokozok vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal............cccoeevveriieennnnns 102
6.1.1. Salmonella vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal..............ccoeeeuneennnee. 102
6.1.2. Listeria monocytogenes vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal........... 102
6.1.3. E.coli O157 vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajjal ............ccceeeeveeennennnee. 103

6.2. Kérokozok vizsgalata immunologiai modszerekkel ...........ocovvveiviieiiiieiiieiiieeeeeeeee e 103
6.2.1. Salmonella vizsgalata VIDAS mOASZEITel .........ccoovvieiiiieeiiieeieecee e 103
6.2.2. Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS LMO2 moddszerrel.........ccccoeevveveveeeneennee. 104
6.2.3. E.coli 0157 vizsgalata VIDAS UP moOdszerrel .........ccoeeviieeiiieniieeieeeeeee e 104

6.3. Koérokozok vizsgalata molekularis modszerekkel..........ccoeecvieeiiiieiiiieciieceeeeecee e 104
6.3.1. Salmonella vizsgalata real-time PCR modszerrel ............ccoveviiieniieeciieeieeeeeeee e 104
6.3.2. E. coli O157 real-time PCR........ccooiiiiiiiieieeeee e 105

6.4. A harom kiilonb6z6 elven miikodo eljaras 6sszehasonlitdsa ...........ceeeevveeeiieecieeecieenieeens 106
6.5. Az ¢lelmiszermatrix hatdsanak elemzése a kiilonb6zo vizsgalati modszerekre.................... 107
6.6. Dusitasok vezetésének optimaliZalasa...........ccceevvieeiiiiiiiieeiii e 109
6.7. Vizsgalati modszer kivalasztasa, kiilonds tekintettel a vizsgalati idGtartamra...................... 109

7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK .....oivuiiiiimiimeimenimeeisesesesssssesssessssesssssssssssessseeees 110
8. OSSZEFOGLALAS ..ot 112
0. SUMMARY ..ttt ettt ettt ettt bttt et s bt e bt st e bt et e et st e ettt e ae et e aeets 116
10. MELLEKLET ..ot snas s sesnas s 119
10.1. IRODALOMUIEGYZEK ......ooiiiiiiieieeiee ettt sttt st enae s s e naeenes 119
10.2. MELLEKLET ..ot nes s aaneeaan, 135
KOSZONETNYILVANITAS ...ttt 141



DOI: 10.14267/phd.2014028

10. MELLEKLET

10.1.IRODALOMJEGYZEK

Abdulraouf, U.M., Beuchat, L.R., Ammar, M.S. (1993) Survival and growth of Escherichia
coli O157:H7 on salad vegetables. Applied and Environmental Microbiology 59: 1999-2006.

Acheson, D., Allos, B. M. (2001) Campylobacter jejuni Infections: Update on Emerging
Issues and Trends. Clinical Infectious Diseases 32 (8): 1201-1206. DOI:
http://dx.doi.org/10.1086/319760

Anon, (2006) Ongoing multistate outbreak of Escherichia coli serotype O157: H7 infections
associated with consumption of fresh spinach — United States, The Journal of the American

Medical Association 296: 2195-2196. DOI: http://dx.doi.org/10.1001/jama.296.18.2195

Arguedas-Villa, C., Stephan, R., Tasara, T. (2010) Evaluation of cold growth and related
gene transcription responses associated with Listeria monocytogenes strains of different

origins. Food Microbiology 27(5): 653—660. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].fm.2010.02.009

Aznar, R., Solis, L. (2006) PCR detection of Listeria monocytogenes in different food products
compared with the mini-VIDAS LMO syste m and the standard procedure ISO 11290-1. Jo-
urnal  fur  Verbraucherschutz —und Lebensmittelsicherheit 1(2): 115-120. DOI:
http://dx.doi.org/10.1007/s00003-006-0019-0

Bacon, R.T., Ransom, J.R., Sofos, J.N., Kendall, P.A., Belk, K. E., Smith, G. C. (2003)
Thermal inactivation of susceptible and multiantimicrobial resistant Salmonella strains

grown in the absence or presence of glucose. Applied and Environmental Microbiology

69(7): 4123-4128. DOI: http://dx.doi.org/10.1128/aem.69.7.4123-4128.2003

Bailey, J.S., Cosby, D.E. (2003) Detection of Salmonella from chicken rinses and chicken hot
dogs with the automated BAX PCR system. Journal of Food Protection 66:2138-2140.

Becker, B., Schuler, S., Lohneis, M., Sabrowski, A., Curtis., G. D. W., Holzapfel, W. H.
(2006) Comparison of two chromogenic media for the detection of Listeria
monocytogenes with the plating media recommended by EN/DIN 11290-1. International Jo-

urnal of Food Microbiology 109(25): 127-131. DO
119


http://dx.doi.org/10.1086/319760
http://dx.doi.org/10.1001/jama.296.18.2195
http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2010.02.009
http://dx.doi.org/10.1007/s00003-006-0019-0
http://dx.doi.org/10.1128/aem.69.7.4123-4128.2003

DOI: 10.14267/phd.2014028

http://dx.doi.org/10.1016/j.1jfoodmicro.2006.01.030

Bernard, P.S., Wittwer, C.T. (2002) Real-Time PCR Technology for Cancer Diagnostics.
Clinical Chemistry 48(8):1178-1185.

Bickley, J. et al. (1996) Polymerase chain reaction (PCR) detection of Listeria monocytogenes
in diluted milk and reversal of PCR inhibition caused by calcium ions. Letters in Applied

Microbiology 22:153—158. DOI: http://dx.doi.org/10.1111/1.1472-765x.1996.tb01131.x

BioMerieux Vidas Instrument User’s Manual Fiches Protocoles VIDAS® Pathogénes Ref :
99762 Version B 12/2005.

Borucki, M. K., Reynolds, J., Gay, C. C., McElwain, K. L, Kim, S. H., Knowles, D. P. Hu, J.
(2004) Dairy Farm Reservoir of Listeria monocytogenes Sporadic and Epidemic Strains Jour-

nal of Food Protection 11: 2368-2626.

Boyd, B., Lingwood, C. (1989) Verotoxin receptor glycolipid in human renal tissue. Nephron
51:207-210. DOI: http://dx.doi.org/10.1159/000185286

Butzler, J.P., Dekeyser, P., Detrain, M., Dehaen, F. (1973) Related vibrio in stools. Journal of
Pediatrics 82:493-495. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0022-3476(73)80131-3

Butzler, J. P., J. Oosterom. (1991) Campylobacter: pathogenicity and significance in foods.
International Journal of Food Microbiology 12: 1-8. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/0168-
1605(91)90043-0

Centers for Disease Control and Prevention. (1993) Update: Multistate outbreak of Escherich-
ia coli O157:H7 infections from hamburgers-Western United States, 1992-1993. Morbid.
Mortal. Weekly Rep. 42: 258-263.

Cheung, P.-Y., Kwok, K.K., Kam, K.M. (2007) Application of BAX system, Tecra Unique"
Salmonella test, and a conventional culture method for the detection of Salmonella in ready-
to-eat and raw foods. Journal of Applied Microbiology 103: 219-227. DOL:
http://dx.doi.org/10.1111/5.1365-2672.2006.03210.x

120


http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2006.01.030
http://dx.doi.org/10.1111/j.1472-765x.1996.tb01131.x
http://dx.doi.org/10.1159/000185286
http://dx.doi.org/10.1016/s0022-3476(73)80131-3
http://dx.doi.org/10.1016/0168-1605(91)90043-o
http://dx.doi.org/10.1016/0168-1605(91)90043-o
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.2006.03210.x

DOI: 10.14267/phd.2014028

Corry, J.E.L. and Atabay, H.I. (2001) Poultry as a source of Campylobacter and related
organisms. Journal of Applied Microbiology Symposium Supplement 90: 96-114. DOI:
http://dx.doi.org/10.1046/].1365-2672.2001.01358.x

Dekeyser, P., Gossuin-Detrain, M., Butzler, J.P., Sternon, J. (1972) Acute enteritis due to re-
lated vibrio: first positive stool cultures. The Journal of Infectious Diseases 125: 390-392.
DOI: http://dx.doi.org/10.1093/infdis/125.4.390

Denis, M., Soumet, C., Rivoal, K., Ermel, G., Blivet, D., Salvat, G. (1999) Development of a
m-PCR assay for simultaneous identification of Campylobacter jejuni and C. coli. Letters in
Applied ~ Microbiology 29: 406-410. DOI: http://dx.doi.org/10.1046/1.1472-
765X.1999.00658.x

Denny, J., Bhat, M., Eckmann, K. (2008) Outbreak of Escherichia coli O157:H7 associated
with raw milk consumption in the Pacific Northwest. Foodborne Pathogens and Disease

5:321-328.

Dezs6, P., Nagy, J. (2005) A polimeraz lancreakcio (PCR) és gyogyszerkutatasi alkalmazasai.
Magyar Kémiai Folyéirat - Osszefoglalo kézlemények 111(4): 153-158.

Dijk, S.V. Bruins, M.J.Gijs J.H. and Ruijs, M. (2009) Evaluation and implementation of a
chromogenic agar medium for Sa/monella detection in stool in routin laboratory diagnostics.

Journal of Clinical Microbiology 47(2): 456-458.

EFSA (2007) Report of the Task Force on Zoonoses Data Collection — Manual for Reporting
on Zoonoses, Zoonotic Agents, Antimicrobial Resistance and Food-borne Outbreaks in the
framework of Directive 2003/99/EC and on some other pathogenic microbiological agents for

information derived from the reporting year 2006, EFSA Journal, 100: 1-86.

EFSA (2011) The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2009 EFSA4 Journal, 9(3):2090-2468.

EFSA (2012) The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2010. EFSA Journal, 10(3):2597-3039.

121


http://dx.doi.org/10.1046/j.1365-2672.2001.01358.x
http://dx.doi.org/10.1093/infdis/125.4.390
http://dx.doi.org/10.1046/j.1472-765X.1999.00658.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.1472-765X.1999.00658.x

DOI: 10.14267/phd.2014028

EFSA (2013) The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses,
Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2011. EFSA Journal, 11(4):3129-3379.

Elelmiszerbiztonsagi Szemelvények (2012) 6/2012.
(http://www.nebih.gov.hu/szakteruletek/szakteruletek/eki/kozerdeku anyagok)

Elizaquivel, P., Aznar, R. (2008) Comparison of four commercial DNA extraction kits for
PCR detection of Listeria monocytogenes, Salmonella, Escherichia coli O157:H7, and
Staphylococcus aureus in fresh, minimally processed vegetables. Journal of Food Protection

71:2110-2114.

Eriksson, E., Aspan, A., (2007) Comparison of culture, ELISA and PCR techniques for Sa/-
monella detection in faecal samples for cattle, pig and poultry. BMC Veterinary Research 3:

21. DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-3-21

Ethelberg, S., Sorensen, G., Kristensen, B., Christensen, K., Krusell, L., Hempel-Jorgensen,
A., Perge, A., Nielsen, E. M. (2007) Outbreak with multi-resistant Salmonella Typhimurium
DT104 linked to carpaccio, Denmark, 2005. Epidemiology and Infection 135(6): 900-907.
DOT: http://dx.doi.org/10.1017/s0950268807008047

Faber, J. M., Peterkin, P. L (1991) Listeria monocytogenes, a food-born pathogen.
Microbiological Reviews 55(3): 476-511.

FAO/WHO. 2009. Salmonella and Campylobacter in Chicken Meat: Meeting Report, MRA

Series 19.

Focke, F., Haase, I, Fischer, M. (2011) DNA-Based Identification of Spices: DNA Isolation,
Whole Genome Amplification, and Polymerase Chain Reaction. Journal of Agricultural and

Food Chemistry 59: 513-520. DOI: http://dx.doi.org/10.1021/jf103702s

Frye, D. M., Zweig, R., Sturgeon, J., , Tormey, M., LeCavalier, M., Lee, 1., Lawani, L.,
Mascola, L. (2002) An Outbreak of Febrile Gastroenteritis Associated with Delicatessen Meat
Contaminated with Listeria. Clinical Infectious Diseases 35 (8):943-949.

Greig, J. D., Todd, E. C., Bartleson, C. A., Michaels, B. S. (2007). Outbreaks where food
122


http://www.nebih.gov.hu/szakteruletek/szakteruletek/eki/kozerdeku_anyagok)
http://dx.doi.org/10.1186/1746-6148-3-21
http://dx.doi.org/10.1017/s0950268807008047
http://dx.doi.org/10.1021/jf103702s

DOI: 10.14267/phd.2014028

workers have been implicated in spread of foodborne disease, part 1. Description of the

problem, methods, and agents involved. Journal of Food Protection 70:1752-1761.

Griffin, P.M. (1995) Escherichia coli O157:H7 and other enterohemorrhagic Escherichia coli,
p. 739-761. In Blaser MJ, Smith PD, Ravdin JI, Greenberg HB, Guerrant RL.(ed.), Infections

of the gastrointestinal tract. Raven Press, New York, N.Y.

Habib, L., Uyttendaele, M., and De Zutter, L. (2011) Evaluation of ISO 10272:2006 standard
versus alternative enrichment and plating combinations for enumeration and detection of
Campylobacter in chicken meat. Food Microbiology 28: 1117-1123. DOL:
http://dx.doi.org/10.1016/1.fm.2011.03.001

Habib, 1., Sampers, 1., Uyttendaele, M., Berkvens, D., and De Zutter, L. (2008). Baseline data
from a Belgium-wide survey of Campylobacter species contamination in chicken meat
preparations and considerations for a reliable monitoring program. Applied and
Environmental Microbiology 74(17): 5483-5489. DOI: http://dx.doi.org/10.1128/aem.00161-
08

Hayden, K.J., Rizzo, D., Tse, J., Garbelotto, M. (2004) Detection and quantification
of Phytophthora ramorum from California forests using a real-time polymerase chain reaction

assay. Phytopathology 94:1075-1083. DOI: http://dx.doi.org/10.1094/phyto0.2004.94.10.1075

Hendriksen R. S. (2003) A global Sa/monella surveillance and laboratory support project of
the World Health Organization Laboratory Protocols Level 4 Training Course Isolation and

identification of enterohaemorrhagic Escherichia coli O157.

Hyeon, J.Y., Park, J.H., Chon, J.W., Wee, S.H., Moon, J.S., Kim, Y.J., Seo, K.H. (2012)
Evaluation of selective enrichment broths and chromogenic media for Sa/monella detection
in highly contaminated chicken carcasses. Poultry Science 91(5):1222-1226. DOI:
http://dx.doi.org/10.3382/ps.2011-01936

Higuchi, R., Dollinger, G., Walsh, P.S., and Griffith, Simultaneou, R. (1992) Amplification
and detection of specific DNA sequences. Biotechnology (N Y) 10: 413-417. DOL:
http://dx.doi.org/10.1038/nbt0492-413

123


http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2011.03.001
http://dx.doi.org/10.1128/aem.00161-08
http://dx.doi.org/10.1128/aem.00161-08
http://dx.doi.org/10.1094/phyto.2004.94.10.1075
http://dx.doi.org/10.3382/ps.2011-01936
http://dx.doi.org/10.1038/nbt0492-413

DOI: 10.14267/phd.2014028

Holbrook, R. (2000) Detection of microorganisms in foods — Principles of culture methods.
In: Lund, B.M., Baird-Parker, T.C., Gould, G.W. (eds.) The microbiological safety and quali-
ty of food Chapter 62: 1761-1790. Aspen Publishers, USA.

Holland, P. M.; Abramson, R. D.; Watson, R.; Gelfand, D. H. (1991). "Detection of specific
polymerase chain reaction product by utilizing the 5'----3' exonuclease activity of Thermus

aquaticus DNA polymerase". Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 88 (16): 7276-7280.

Hsin-Yi, C., Chou, C.C. (2001) Acid adaptation and temperature effect on the survival of E.
Coli O157: H7 in acidic fruit juice and lactic fermented milk product. International Journal of

Food Microbiology 70: 189-195.

Hussein, H.S., Bollinger, L.M. (2005) Prevalence of shiga toxin-producing Escherichia coli in
beef. Meat Science 71: 676—6809.

Indu, M.N., Hatha, A.A.M., Abirohsh, C., Harssha, U., Vivekanandan, G. (2006).
Antimicrobial activity of some of the south —Indian spices against serotypes of Escherichia

coli, Salmonella , Listeria monocytogenes and Aeromonas hydrophila. Brazilian Journal of

Microbiology 37:153-158. DOLI: http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2005.05.012

Ingham, S. C., Tautorus C. L. (1991) Survival of Salmonella Typhimurium, Listeria
monocytogenes and indicator bacteria on cooked uncured turkey loaf stored under vacuumat
at 3°C. Journal of Food Safety 11(4): 285-292. DOI: http://dx.doi.org/10.1111/].1745-
4565.1991.tb00059.x

Innis, M.A., Gelfand, D.H. (1990). Optimization of PCRs. In: Innis, M.A., Gelfand, D.H.,
Sninsky, J.J., White, T.J. (eds.) PCR protocols: A guide to methodes and applications. Chap-
ter 1. pp. 3-12. Academic Press, Inc., San Diego, California.

Isaacs, S., Aramini, J., Ciebin, B., Farrar, J.A., Ahmed, R., Middleton, D., Chandran, A.U.,
Harris, L.J., Howes, M., Chan, E., Pichette, A.S., Campbell, K., Gupta, A., Lior, L.Y.,
Pearce, M., Clark, C., Rodgers, F., Jamieson, F., Brophy, L, Ellis, A. (2005) An International
Outbreak of Salmonellosis Associated with Raw Almonds Contaminated with a Rare Phage

Type of Salmonella Enteritidis. Journal of Food Protection 68:191-198.

124


http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2005.05.012
http://dx.doi.org/10.1111/j.1745-4565.1991.tb00059.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1745-4565.1991.tb00059.x

DOI: 10.14267/phd.2014028

Jackson M. P, Neill RJ, O’Brien A. D, Holmes R. K, Newland J. W. (1987) Nucleotide se-
quence analysis and comparison of the structural genes for Shiga-like toxin I and Shiga-like

toxin II encoded by bacteriophages from Escherichia coli 933. FEMS Microbiology Letters
44:109-114. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/0378-1097(87)90210-2

Jasson, V., Baert, L., Uyttendaele M. (2011) Detection of low numbers of healthy and sub-
lethally injured Sal/monella enterica in chocolate. International Journal of Food Microbiology

28:488-491. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.01.031

Jasson, V., Sampersl., Botteldoorn, N., Lopez-Galvez, F., Baert, L., Denayer, S., Rajkovic,
A., Habib, I, De Zutter, L., Debevere, J., and Uyttendaele, M. (2009) Characterization of
Escherichia coli from raw poultry in Belgium and impact on the detection of Campylobacter
Jjejuni using Bolton broth. International Journal of Food Microbiology 135: 248-253. DOL:
http://dx.doi.org/10.1016/].ijfoodmicro.2009.09.007

Johnson WM, Lior H, Bezanson GS. (1983) Cytotoxic Escherichia coli O157:H7 associated
with  haemorrhagic colitis in Canada. Lancet 1 (8314-5): 76-76. DOL:
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(83)91616-1

Karmali, M., Steele, B. T., Petric, M. and Lim, C. (1983) Sporadic cases of haemolytic-
uraemic syndrome associated with faecal cytotoxin and cytotoxinproducing Escherichia coli

in stool. Lancet 1: 619-620. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(83)91795-6

Karmali, M. A., Petric, M., Lim, C., Fleming, P. C., Arbus, G. S. & Lior, H. (1985). The as-
sociation between idiopathic hemolytic uremic syndrome and infection by Verotoxin-
producing Escherichia coli. The Journal of Infectious Diseases 151: 775-782. DOI:
http://dx.doi.org/10.1093/infdis/151.5.775

Kasza Gyula, Szeitzné Szabé Maria, Mészaros Laszld, Oravecz Marton, Zoltai Anna, Vasar-
helyi Adrienn, Cseh Julia, Hidi Edit, Horvath Zsuzsa, Siith Miklds, Laczay Péter (2011)
Elelmiszer-eredeti megbetegedések Magyarorszagon, EU-tagsagunk tiikrében. MAGYAR
ALLATORVOSOK LAPJA 133:(6) 368-375.

Kathariou, S.(2002) Listeria monocytogenes virulence and pathogenicity, a food safety per-

spective. Journal of Food Protection 65(11): 1811-1829.

125


http://dx.doi.org/10.1016/0378-1097(87)90210-2
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2011.01.031
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.09.007
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(83)91616-1
http://dx.doi.org/10.1016/s0140-6736(83)91795-6
http://dx.doi.org/10.1093/infdis/151.5.775

DOI: 10.14267/phd.2014028

Keith, M. (1997) Evaluation of an automated enzyme-linked fluorescent immunoassay system

for the detection of salmonellae in foods. Journal of Food Protection 60: 682—685.

Kim, J., Lim, J., Lee, C. (2013) Quantitative real-time PCR approaches for microbial
community studies in wastewater treatment systems: Applications and considerations.

Biotechnology Advances DOL hip/dxdoiog/10.10164bioiechadv201305010

Korsak, N., Degeye, J.N., Etienne, G., China, B., Daube, G. (2004) Comparison of four
different methods for Salmonella detection in fecal samples of porcine origin. Journal of

Food Protection 67(10): 2158-2164.

Koyuncu, S., Gunnar Andersson, M., Hiaggblom, P. (2010) Accuracy and Sensitivity of
Commercial PCR-Based Methods for Detection of Sa/monella enterica in Feed. Applied and
Environmental Microbiology 76(9): 2815-2822. DOI: http://dx.doi.org/10.1128/aem.02714-
09

Leclercq A., Lambert B., Pierard D., Mabhillon J. (2001) Particular biochemical profiles for
enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7 isolates on the ID 32E system. Journal of
Clinical Microbiology 39: 1161-1164. DOI: http://dx.doi.org/10.1128/jcm.39.3.1161-
1164.2001

Lequin, R. (2005) "Enzyme immunoassay (EIA)/enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)". Clinical Chemistry 51 (12): 2415-2418. DOIL:
http://dx.doi.org/10.1373/clinchem.2005.051532

Li, J., Smith, N. H., Nelson, K., Crichton, P.B., Old, D. C., Whittam, T. S., Selander, R. K.
(1993). Evolutionary origin and radiation of the avian-adapted non-motile salmonellae. Jour-

nal of Medical Microbiology 38: 129-139. DOI: http://dx.doi.org/10.1099/00222615-38-2-129

Lockley, A. K., Bardsley, R.G. (2000) DNA-based methods for food authentication. 7Trends in
Food Science and Technology 11: 67-77. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0924-
2244(00)00049-2

Mag, T. (2009) Human megbetegedéseket okozd Escherichia coli torzsek patogenetikai jel-
lemzése. Semmelweis Egyetem, Budapest. Doktori értekezés pp.18-19.

126


http://dx.doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.05.010
http://dx.doi.org/10.1128/aem.02714-09
http://dx.doi.org/10.1128/aem.02714-09
http://dx.doi.org/10.1128/jcm.39.3.1161-1164.2001
http://dx.doi.org/10.1128/jcm.39.3.1161-1164.2001
http://dx.doi.org/10.1373/clinchem.2005.051532
http://dx.doi.org/10.1099/00222615-38-2-129
http://dx.doi.org/10.1016/s0924-2244(00)00049-2
http://dx.doi.org/10.1016/s0924-2244(00)00049-2

DOI: 10.14267/phd.2014028

Mag, T., Nogrady, N., Herpay, M., Toth, 1., Rozgonyi, F. (2010) Characterization of
verotoxin-producing Escherichia coli strains isolated from human patients in Hungary over a
7-year period. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

29(2):249-252. DOL: http://dx.doi.org/10.1007/s10096-009-0836-z

Maraz, A., Marin, F., Cava, R. (2006) Microbial analysis of food. In: Luning, P.A.,
Devlieghere, F., Verhé, R. (eds.) Safety in the agri-food chain. Chapter 11: 471-524. Wa-
geningen Academic Publishers, The Netherlands.

127


http://dx.doi.org/10.1007/s10096-009-0836-z

DOI: 10.14267/phd.2014028

Manafi, M., and Kremsmaier, B. (2001) Comparative evaluation of different
chromogenic/fluorogenic media for detecting Escherichia coli O157:H7 in food. International
Journal of Food Microbiology 30: 257-262. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/s0168-
1605(01)00610-9

Mata, G. M. S. C.; Vanetti, M. C. D. (2012) Comparison of conventional and rapid methods
for Salmonella detection in artisanal Minas cheese. Journal of Food Research 1(3):178-193.,

DOI: http://dx.doi.org/10.5539/ifr.vin3pl78

Melo, J., Andrew, P. W., Faleiro, M L. (2013) Different assembly of acid and salt tolerance
response in two dairy Listeria monocytogenes wild strains. Archives of Microbiology

195(5): 339-348. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00203-013-0878-6

Mohr, J., Pollex G. (1998) Agglutinating monoclonal antibodies in diagnosis of
salmonelloses. Biotest Bulletin 6: 75-83.

Morrison, D.M., Tyrrell, D.L., Jewell, L.D. (1986) Colonic biopsy in verotoxin-induced
hemorrhagic colitis and thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP). American Journal of

Clinical Pathology 86(1):108-12.

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G. and Erlich, H. (1986) Specific enzymat-
ic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harb Symp
Quant Biol. 51:263-273. DOI: http://dx.doi.org/10.1101/sgb.1986.051.01.032

Murray, E.G.D., Webb, R.A., Swann, H.B.R. (1926) A disease of rabbits characterized by a
large mononuclear leucocytosis caused by a hitherto undescribed bacillus Bacterium mono-
cytogenes (n. sp.). The Journal of Pathology and Bacteriology 29: 407-439. DOL:
http://dx.doi.org/10.1002/path.1700290409

Nadeau, E., Messier, S. & Quessy, S. (2002) Prevalence and comparison of genetic profiles of
Campylobacter strains isolated from poultry and sporadic cases of campylobacteriosis in hu-

mans. Journal of Food Protection 65: 73-78.

128


http://dx.doi.org/10.1016/s0168-1605(01)00610-9
http://dx.doi.org/10.1016/s0168-1605(01)00610-9
http://dx.doi.org/10.5539/jfr.v1n3p178
http://dx.doi.org/10.5539/jfr.v1n3p178
http://dx.doi.org/10.1007/s00203-013-0878-6
http://dx.doi.org/10.1101/sqb.1986.051.01.032
http://dx.doi.org/10.1002/path.1700290409

DOI: 10.14267/phd.2014028

Narang, N., Fratamico, P. M., Tillman, G., Pupedis, K., Cray, W.C. Jr. (2009) Performance
comparison of a fliC(h7) real-time PCR assay with an H7 latex agglutination test for
confirmation of the H type of Escherichia coli O157:H7. Journal of Food Protection 72:
2195-2197.

Neill, M. A., Agosti, J., Rosen, H. (1985) Hemorrhagic colitis with Escherichia coli O157:H7
preceding adult hemolytic uremic syndrome. Arch Intern Med. 145 (12): 2215-2217. DOL:
http://dx.doi.org/10.1001/archinte.145.12.2215

Ogunjimi, A. A., Choudary, P. V. (1999) Adsorption of endogenous polyphenols relieves the
inhibition by fruit juices and fresh produce of immuno-PCR detection of Escherichia coli
0157:H7. FEMS Immunology & Medical Microbiology 23(3): 213-220. DOL:
http://dx.doi.org/10.1016/s0928-8244(98)00138-2

Perez, J.M., Cavalli, P., Roure, C., Renac, R., Gille, Y., Freydiere, A.M. (2003) Comparison
of four chromogenic media and Hektoen agar for detection and presumptive identification
of Salmonella strains in human stools. Journal of Clinical Microbiology 41: 1130-1134. DOL:
http://dx.doi.org/10.1128/jem.41.3.1130-1134.2003

Pless, P., Reissbrodt, R. (1995) Improvement of Sal/monella detection on motility enrichment
media by ferrioxamine E-supplementation of pre-enrichment culture. International Journal of

Food Microbiology 27(2-3): 147-159. DOLI: http://dx.doi.org/10.1016/0168-1605(94)00160-8

Ponchel, F., Toomes, C., Bransfield, K., Leong, F.T., Douglas, S.H., Field, S.L., Bell, S.M.,
Combaret, V., Puisieux, A., Mighell, A.J., Robinson, P.A., Inglehearn, C.F., Isaacs, J.D.,
Markham, A.F. (2003) Real-time PCR based on SYBR-Green I fluorescence: An alternative
to the TagMan assay for a relative quantification of gene rearrangements, gene amplifications
and micro gene deletions. BMC Biotechnology 3(1): 18. DOI: http://dx.doi.org/10.1186/1472-
6750-3-18

Rantsiou, K., Alessandria, V., Urso, R., Dolci, P., Cocolin, L. (2008) Detection, quantification
and vitality of Listeria monocytogenes in food as determined by quantitative PCR. 329 Inter-
national Journal of Food Microbiology 121: 99-105. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2007.11.006

129


http://dx.doi.org/10.1001/archinte.145.12.2215
http://dx.doi.org/10.1016/s0928-8244(98)00138-2
http://dx.doi.org/10.1128/jcm.41.3.1130-1134.2003
http://dx.doi.org/10.1016/0168-1605(94)00160-8
http://dx.doi.org/10.1186/1472-6750-3-18
http://dx.doi.org/10.1186/1472-6750-3-18
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2007.11.006

DOI: 10.14267/phd.2014028

Rantsiou, K., Lamberti, Cocolin, L. (2010) Survey of Campylobacter jejuni in retail chicken
meat products by application of a quantitative PCR protocol. International Journal of Food
Microbiology 141. Suppl 1:S75-S79. DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2010.02.002

Reiter, M. G., Lépez,C., Jordano, R., Medina, L.M. (2010) Comparative study of alternative
methods for food safety control in poultry slaughterhouses. Food Analytical Methods 3 : 253—
260. DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s12161-010-9129-5

Richard, C., Drider, D., Fliss, 1., Denery, S., Prevost, H. (2004) Generation and utilization of
polyclonal antibodies to a synthetic C-terminal amino acid fragment of divercin V41, a class
Ila bacteriocin. Applied and Environmental Microbiology 70(1): 248-254. DOL:
http://dx.doi.org/10.1128/aem.70.1.248-254.2004

Riley, R., Guilleminault, C., Herran, J., Powell, N. (1983) Cephalometric analyses and flow-

volume loops inobstructive sleep apnea patients. Sleep 6: 303-311.

Rohonczy, K., Fodor, A., Tabajdiné, P. V., Mohécsiné, F. C. (2007) Patogén mikroorganiz-
musok kimutatdsara szolgdldé korszerli gyorsmodszerek Osszehasonlitd —vizsgalatai.

Hungalimentaria 2007 Konferencia Budapest 2007. oktéber 25-26. Osszefoglalok 18 p.

Scheutz, F., Moller Nielsen, E., Frimodt-Moller, J., Boisen, N., Morabito, S., Tozzoli, Nataro,
R. J. P., Caprioli, A. (2011) Characteristics of the enteroaggregative Shiga toxin/verotoxin-
producing Echerichia coli O104:H4 strain causing the outbreak of haemolytic uraemic
syndrome in Gemany, May. Euro Surveill. 2011;16(24):pii=19889.

Available online: http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?Articleld=19889

Silva, J., Leite, D.,Fernandes, M” Mena, C., Gibbs, P.,A., and Teixeira, P.(2011) Campylo-
bacter spp. as a Foodborne Pathogen: A Review. Front Microbiol 2, 200. DOI:
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2011.00200

Skirrow, M.B. (1977) Campylobacter enteritis: a "new" disease. British Medical Journal 2:9-
11. DOLI: http://dx.doi.org/10.1136/bmj.2.6078.9

Smigic, N., Rajkovic, A., Antal, E., Medic, H., Lipincka, B., Uyttendaele, M., Devlieghere,

130


http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2010.02.002
http://dx.doi.org/10.1007/s12161-010-9129-5
http://dx.doi.org/10.1128/aem.70.1.248-254.2004
http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=19889
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2011.00200
http://dx.doi.org/10.1136/bmj.2.6078.9

DOI: 10.14267/phd.2014028

F.(2009) Treatment of Escherichia coli O157:H7 with Lactic Acid, Neutralized Electrolyzed
Oxidizing Water and Chlorine Dioxide Followed by Growth Under Sub-optimal Conditions
of Temperature, pH and Modified Atmosphere. FOOD MICROBIOLOGY 26(6): 629-637.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].fm.2009.04.010

Sréterné Lancz, Zs., Frankovicsné Adrian, E., Fekete, A., & Kissné Fias, K.(2008) Allati ere-
deti élelmiszerek mikrobioldgiai biztonsaga Magyarorszagon. ELELMISZERVIZSGALATI
KOZLEMENYEK Ksz. 54:78-89.

Sréterné Lancz Zs. (2011) A zoonotikus kérokozok elleni védekezés aktualis kérdései a ba-
romfi-agazatban - helyzetkép, varhatod jogszabalyi valtozasok. Hungalimentaria 2011 Konfe-
rencia Budapest. 2011. aprilis 19-20. Osszefoglalok, .25-27 p.

Starbuck, M.A.B., Hill, P.J., Stewart, G.S.A.B. (1992) Ultra sensitive detection of Listeria
monocytogenes in milk by the polymerase chain reaction (PCR). Letters in Applied
Microbiology 15: 248-252. DOLI: http://dx.doi.org/10.1111/5.1472-765x.1992.tb00775.x

Stessl, B., Luf, W., Wagner, M., Schoder, D. (2009) Performance testing of six chromogenic
ALOA-type media for the detection of Listeria monocytogenes. Journal of Applied
Microbiology 106(2):651-659. DOI: http://dx.doi.org/10.1111/1.1365-2672.2008.04039.x

Svab., J. (1973) Biometriai mddszerek a kutatdsban. Mezdgazdasagi kiadd, Budapest.

Szeitzné Szabo, M. (szerk.) (2008) Elelmiszer-biztonsagi helyzetelemzés és kockazatértéke-
1és. Agroinform Kiado, Budapest.

Tabajdiné, P.V. (2003) Korszerli Salmonella kimutatasi mdodszerek tapasztalatai az élelmi-

szerellendrzésben. METE 2003. november 19.

Tabajdiné, P.V., Rohonczy, K., Zoller, L. (2009) Patogén mikroorganizmusok kimutatdsa
rekombinans fag fehérjékkel. Hungalimentaria 2009 Konferencia, Budapest 2009. aprilis 22-
23. Osszefoglalok pp. 33.

Tabajdiné P.V.(2001) Korszerli Salmonella kimutatasi modszerek tapasztalatai az ¢lelmiszer-

ellendrzésben. Magyar Zoonozis Tarsasag 2001. évi kiadvanya. pp. 121-140.
131


http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2009.04.010
http://dx.doi.org/10.1111/j.1472-765x.1992.tb00775.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.2008.04039.x

DOI: 10.14267/phd.2014028

Tauxe, Robert V. (1997) Emerging Foodborne Diseases: An Evolving Public Health Chal-
lenge. Emerging Infectious Diseases Journal 3(4):425-434. DOIL:
http://dx.doi.org/10.3201/eid0304.970403

Temelli,S., Eyigor, A., Anar, S. (2012) Prevalence of Escherichia coli O157 in red meat and
meat products determined by VIDAS ECPT and LightCycler PCR. Turk. J. Vet. Anim. Sci.
36:305-310.

Uyttendaele, M., Vanwildemeersch, K., Debevere, J. (2003) Evaluation of real-time PCR vs
automated ELISA and a conventional culture method using a semi-solid medium for detection
of  Salmonella.  Letters in  Applied  Microbiology  37(5) 386-391. DOL:
http://dx.doi.org/10.1046/1.1472-765x.2003.01415.x

Valiente Moro, C., Desloire, S., Vernozy-Rozand, C., Chauve, C., Zenner, L. (2007) Compar-

ison of the VIDAS® system, FTA® filter-based PCR and culture on SM ID for detect-
ing Salmonella in Dermanyssus gallinae. Letters in Applied Microbiology. 44 (4): 431-436.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/5.1472-765X.2007.02119.x

Van Deun, K., Pasmans, F., Ducatelle, R., Flahou, B., Vissenberg, K., Martel, A., Van den,
B.W., Van Immerseel, F., Haesebrouck, F. (2008) Colonization strategy of Campylobacter
Jjejuni results in persistent infection of the chicken gut. Veterinary Microbiology 130: 285-
297. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/].vetmic.2007.11.027

Vernozy-Rozand, C., Mazuy, C., Ray-Gueniot, S., BoutrandLoei, S., Meyrand, A., Richard,
Y. (1998) Evaluation of the VIDAS methodology for detection of Escherichia coli O157 in
food samples. Journal of Food Protection 61: 917-920.

Vojdani, J.D., Beuchat, L.R., Tauxe, R.V. (2008) Juice-associated outbreaks of human illness
in the United States, 1995 through 2005. Journal of Food Protection 71: 356-364.

Walker, R. L., Kinde, H., Anderson, R. J., Brown, A. E. (2001). Comparison of VIDAS
enzyme-linked fluorescent immunoassay using more swab sampling and conventional culture
method for Salmonella detection in bulk tank milk and in-line milk filters in California

dairies.  International  Journal of Food Microbiology  67: 123-129. DOL:
132


http://dx.doi.org/10.3201/eid0304.970403
http://dx.doi.org/10.1046/j.1472-765x.2003.01415.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1472-765X.2007.02119.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2007.11.027

DOI: 10.14267/phd.2014028

http://dx.doi.org/10.1016/s0168-1605(01)00427-5

Walker, S. J., Archer, P., Banks J. G. (1990) Growth of Listeria monocytogenes at
refrigeration temperatures. Journal of Applied Bacteriology. 68(2): 157-162.
DOIL: http://dx.doi.org/10.1111/1.1365-2672.1990.tb02561.x

Wauters, G., Boel, A., Voorn, G.P., Verhaegen, J., Meunier, F., Janssens, M., Verbist, L.
(1995) Evaluation of a new identification system, Crystal Enteric/Non-Fermenter, for gram-

negative bacilli. Journal of Clinical Microbiology 33(4): 845-849.

Wernars K, Heuvelman CJ, Chakrabarty T, Notermans SHW (1991) Use of the polymerase
chain reaction for direct detection of Listeria monocytogenes in soft cheese. Journal of

Applied Bacteriology 70:121-126. DOI: http://dx.doi.org/10.1111/1.1365-2672.1991.tb04437.x

Williams, LK., Jorgensen, F., Grogono-Thomas, R., and Humphrey, T.J. (2009). Enrichment
culture for the isolation of Campylobacter spp: effects of incubation conditions and the
inclusion of blood in selective broths. International Journal of Food Microbiology 130: 131-

134. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.01.018

Zoller, L., Mraz, B., Fodor, A., Tabajdiné, P. V. (2011) Kromogén szubsztrat tartalmu tapta-
lajok jelentdsége a mikrobioldgiai gyakorlatba. Hungalimentaria 2011 Konferencia Buda-

pest. 2011. aprilis 19-20. Poszter
Torvények, rendeletek, szabvanyok

4/1998. (XI.11.) EiM. rendelet - Az élelmiszerekben eldfordulo mikrobiologiai szennyezéode-

sek megengedheto mertékerol

2073/2005/EK RENDELET (2005. november 15.) - Az élelmiszerek mikrobiologiai kritériu-

mairol

MSZ EN ISO 16654:2001 .Elelmiszerek és takarmanyok mikrobioldgiaja. Horizontalis mod-
szer az Escherichia coli O 157 kimutatasara (ISO 16654:2001)

MSZ EN ISO 16140-1:2004. Elelmiszerek és takarmanyok mikrobiologidja. A valaszthat6

modszerek validalasanak protokolja (ISO 16140 :2003)
133


http://dx.doi.org/10.1016/s0168-1605(01)00427-5
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.1990.tb02561.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2672.1991.tb04437.x
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2009.01.018

DOI: 10.14267/phd.2014028

ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATCC: American Type Culture Collection

BPW: Buffered Pepton Water (Pufferolt Peptonviz)

BSA: Bovine Serum Albumin (Szarvasmarha szérum albumin)

C. jejuni : Campylobacter jejuni

Campylobacter spp.: Campylobacter species

E. coli O157: Escherichia coli O157

EFSA: European Food Safety Authority (Eurépai Elemiszer-biztonsagi Hivatal)

EHEC: Entero — Hemorragias Escherichia coli

ELFA: Enzyme-Linked Fluorescent Assay (enzimhez kotott fluoreszeens eljaras)

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (enzimhez kotott immunszorbens eljaras)
EU : Europai Unio

GMP : Good Manufacturing Practice (JO Gyartasi Gyakorlat)

Gy.f.: Gyorsfagyasztott

HACCP : Hazard Analysis and Critical Control Points (veszélyelemzés és kritikus szabalyo-
z4si pontok)

HNCMB: Hungarian National Collection of Medical Bacteria (Orvosi Baktériumok Magyar
Nemzeti Gytijteménye)

HUS: Haemolitikus Urémias Szindroma

ICS: Immuno-Concentration Salmonella

IPC: Internal Positive Control (belsd pozitiv kontroll)

L. monocytogenes: Listeria monocytogenes

MKTTn : Miiller Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth

mPCR : multiplex polimeraz lancreakcio

MUG: 4-metil-umbelliferil-D gliikkuronid

NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (Mezdgazdasagi
¢s Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteménye)

PCR : Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

qPCR: Val6s idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio

real —time PCR: Valos idejii polimeraz lancreakcid

rpm : percenkénti fordulatszam

RV : Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment Broth (Rappaport-Vassiliadis Salmonel-
la dusité tapoldat)
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Salmonella spp.: Salmonella species

SCVPH: Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public Health (A K&z-
segészségiigyi Vonatkozasu Allat-egészségiigyi Intézkedések Tudomanyos Bizottsaga)
subsp.: subspecies

TGE : Tryptone Glucose Yeast Extract (tripton-gliik6z- élesztokivonat taptalaj)

tke: telepképzo egység

TSB: Trypton Soja Broth

VIDAS: Vitek Immunodiagnostic Assay System

VTEC: Verotoxin-termeld Escherichia coli

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vildgszervezet)
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1. BEVEZETES

Az elmult évek élelmiszerbotranyai a figyelmet az élelmiszer-biztonsag kérdéskorére irdnyi-
tottak. Az élelmiszer eredetli korokozok az altaluk okozott humén megbetegedések és halal-
esetek kapcsan novekvo aggodalomra adnak okot. Ennek kovetkeztében a biztonsagos élelmi-
szerek iranti igény megnovekedett.

Bakterialis patogénekkel gyakorlatilag €letiink barmely teriiletén talalkozhatunk. A baktériu-
mok, amelyek talajbodl €és vizbdl szdrmaznak, potencialis veszélyt jelentenek az élelmiszerek-
ben. A jelenlegi taplalkozasi irdnyzatok, valamint az élelmiszer technologia fejlodése maga-
sabb igényeket tdmasztanak az élelmiszerek biztonsagéaval kapcsolatosan, ezzel ijabb kihivas
elé allitva az élelmiszerek mindségével és biztonsagaval foglalkozd szakembereket. Ezért
sziikségessé valt monitoring programok alkalmazéasa, mint a GMP, valamint a hozzé szerve-
sen kapcsolodo élelmiszerbiztonsagi rendszer, a HACCP, mert ezek altal a termelés folyamata
nyomon kovethetd és a veszélyt jelentd patogének jelenléte kikiiszobolhetd, illetve minimalis-
ra csOkkenthetd.

A vizsgalati jelentések és elemzések azt mutatjak, hogy napjainkban az €lelmiszerbiztonsagi
helyzetet a zoonotikus (allatrél emberre terjedni képes) korokozok és az altaluk okozott meg-
betegedések hatarozzédk meg donté mértékben. Az Eurdpai Uni6 2013-ban megjelent zoonozis
jelentése alapjan (EFSA, 2013), a leggyakrabban el6forduld €lelmiszer eredetii human megbe-
tegedéseket a termotréf Campylobacter fajok, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, €s
verotoxint termeld E. coli torzsek okozzak.

2011-ben az Eurdpai Unid tagallamaiban 6sszesen 220209 Campylobacter altal okozott meg-
betegedést jelentettek be. Leggyakrabban csirkehtis mintakbol mutattak ki Campylobacter-t.
Salmonella leggyakrabban friss brojlercsirke €és pulyka husbol mutathaté ki. 2011-ben a
szalmonellozis esetek szama a human megbetegedéseket illetden 3,5 %-kal csokkent 2010-
hez viszonyitva, és tovabbra is statisztikailag szignifikans csokkend tendenciat mutat az Eu-
ropai Unidban a hatodik egymast kdvetd évben. Osszesen 95548 megerdsitett human megbe-
tegedést jelentettek 2011-ben. Feltételezték, hogy a megfigyelt szalmonelldzis esetek szama-
nak csokkenése elsOsorban a baromfi populaciok sikeres szalmonella-gyéritési programjanak
koszonhetd, amelynek a legtobb tagallam eleget tett.

A human liszterdzis esetek szama enyhén csokkent, dsszesen 1476 megerdsitett human meg-
betegedést jelentettek 2011-ben. Az el6z6 évekhez hasonloan magas, 12,7%-os a halalozasi
arany. Listeria monocytogenes-t ritkan jelentettek hatarérték feletti értékben kiskereskedelem-

b6l szarmazod készételekbol.
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Osszesen 4000 megerdsitett verotoxikus Escherichia coli fertézésrdl szamoltak be 2010-ben,
melyek zome O157 szerocsoportra vezethetd vissza. A bejelentett verotoxikus Escherichia
coli okozta emberi megbetegedések szama is ndvekszik az Eurdpai Unidban 2008 ota. Az
¢lelmiszer-iparban a legtobb verotoxikus Escherichia coli pozitiv esetet marhahtssal hoztak
Osszefliggésbe (EFSA, 2012). Az elmult évek legnagyobb jarvanyai kozé sorolhaté a 2011
nyaran az allati tragyaval érintkezd csirdk okozta nagy mértékli HUS tiineteit okozé megbete-
gedés, amelyet EHEC csoportba tartozd E. coli O104:H4 baktériumra vezettek vissza (EFSA,
2013).

Az 1d6igényes, hagyomanyos tenyésztéses eljarasokkal a patogének kimutatasi iddtartama
akéar 5 vagy anndl is tobb napot vehet igénybe. Korokozok kimutatdsara az elmult idokben
igen sokféle eljarast probaltak kifejleszteni a szabvanyos, hosszl €s koltséges munkafolya-
matok roviditésére.

A molekularis biologia €¢lelmiszer vizsgalatokba torténd bevezetése jelentdsen megvaltoztatta
az ¢lelmiszerek biztonsaganak ellendrzésére alkalmazott vizsgalati modszereket. Az immuno-
logia, molekuléris biologia, automatizacié €és szamitogépes technologia tudomanyteriiletek
fejléodésével az Gjonnan fejlesztett mikrobioldgiai mddszerek gyorsabba, érzékenyebbé és
megbizhatobba valtak.

A gyors moddszerek alkalmazasaval lehetévé valik a nagy mintaszdm ellenére is a patogén
mikroorganizmusok biztonsagos kimutatdsa. A gyors mikrobioldgiai modszerek bevezetésé-
hez Osszehasonlitd vizsgalatok elvégzésére van sziikség. Ezen mérési eredmények alapjan
meghatarozhaté a laboratorium optimalis miikodéséhez legmegfelelobb modszerek kivalasz-
tasa.

Munkam soran célul tliztem ki, hogy az ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol jelentds baktériu-
mok (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotrot Campylobacter
Jjejuni) élelmiszerekbdl torténd kimutatasara szolgald korszerti gyors moddszerekkel kapott
eredményeket Osszehasonlitsam a szabvanyos tenyésztéses vizsgalatokkal és kivalasszak
olyan patogén mikrooorganizmusok kimutatasara szolgalé modszereket, amelyek nagy szdmu
¢lelmiszer, takarmany, alapanyag ¢és higiéniai mintat vizsgalo laboratoriumunk szamara egya-

rant optimalis.



DOI: 10.14267/phd.2014028

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az élelmiszerbiztonsag helyzete napjainkban

Az ¢élelmiszerbiztonsag kérdéskore mindig is foglalkoztatta az emberiséget, sot ez napjaink-
bekovetkezd valtozasok 1) veszélyekkel és kihivasokkal jarnak egyiitt, melyhez hozzajarul,
hogy eddig nem ismert, vagy j tulajdonsdgokat mutatd kérokozok jelennek meg. Valtoznak
az ételfogyasztasi ¢és ¢életmodbeli szokasok is, melyek kovetkeztében kereslet jelentkezik az
eddig szokasosan nem fogyasztott egzotikus ételek, a kiméletesen feldolgozott €lelmiszerek, a
természetes allapotot minél jobban megkdzelitd, de hosszl ideig tarolhat6é és kényelmesen
felhasznalhato élelmiszerek irant. A nemzetkozi élelmiszerkereskedelem robbanasszert fejlo-
dése, valamint az ¢lelmiszerek egyre nagyobb tételekben torténd eldallitasa fokozza az azon-
nali, tobb orszagra kiterjedd, nagy betegszammal jard ételmérgezési események l1étrejottének
valdszinliségét (Szeitzné, 2008).

A mikrobioldgiai élelmiszerbiztonsag helyzetének megitélésére az élelmiszer eredetli megbe-
tegedések, valamint az ¢lelmiszerlancban észlelt mikrobiologiai szennyezddések alakulasa ad
informaciot. Minden vizsgalat és elemzés azt mutatja, hogy napjainkban az élelmiszerbizton-
sagi helyzetet a zoonotikus (allatr6él emberre terjedni képes) korokozok és az altaluk okozott
megbetegedések hatarozzak meg. Ezek a korokozok az €16 allatokba bekeriilve azok megbe-
tegedését okozhatjak, illetve elsédleges szennyezddésként bekeriilhetnek az élelmiszerlancba
vagy masodlagos szennyezddésként nyersanyagokbol, kdrnyezetbdl, eszk6zokrol, személyek-
6l keresztszennyezddésként jelentkezhetnek, ezért a kdrnyezet szennyezettségi allapota és a

személyi higiénia a mikrobioldgiai élelmiszerbiztonsag targykorébe tartozik.
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2.1.1. Jogszabalyi hattér
Az EU tagallamaiban a tobbszor modositott 2073/2005/EK rendelet 1. mellékletének 1. feje-
zete ¢lelmiszer-biztonsagi kritériumként eldirja, hogy hus-, tej-, tojas-, csiraztatott magvak ¢€s
darabolt z6ldség-gylimdles termékek 25 g-ja nem tartalmazhat Salmonella-t fogyaszthatosagi
idejlk alatt, még az 1.2.-1.3 pontjai a fogyasztasra kész €lelmiszerekre vonatkoznak, ezek
100/g Listeria monocytogenest tartalmazhatnak (mikrodkoldgiai kritériumok fiiggvényében).
A rendelet 14. pontja szerint az SCVPH 2003. januarjaban kiadott egy szakvéleményt az
¢lelmiszerekben levd verotoxikus E. coli (VTEC) baktériumrol. A szakvéleményben az
SCVPH arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a VTEC O157-re alkalmazandd, végtermékre vo-
natkoz6 mikrobiologiai szabalyozas valoszinlileg nem csokkenti szignifikansan a fogyasztok
egészségét fenyegetd kockazatot, ugyanakkor az élelmiszerlancban a fekalids szennyezettség
csokkentését célzo6 utmutatdsok hozzajarulhatnak a kozegészséget fenyegetd kockéazatok
csokkentéséhez (beleértve a VTEC-et is). Az SCVPH a kovetkezoképpen hatarozza meg azo-
kat az ¢élelmiszer-kategoridkat, ahol a VTEC veszélyt jelenthet a kozegészségre:

e nyers vagy nem kelléen hokezelt marhahus,

e mas kérddzo allatokbol szarmazo hus,

e daralt hus,

o ¢rleléssel tartositott marhahus,

e valamint abbol késziilt termékek,

e nyers tej és nyers tejbol késziilt termékek,

e friss termékek, kiilondsen csiraztatott magvak,

e nem pasztorozott gyiimolces és zoldséglevek.
A 2073/2005 EK mikrobiologiai hatarérték rendelet az élelmiszer-biztonsagi kritériumok
vizsgélata kozott eldirta, hogy az élelmiszerek nem tartalmazhatnak patogén mikroorganiz-
musokat, tehat E. coli O157:H7-es szerotipusat sem. 2013-ban ugy modosult a rendelet, hogy
a csirdkat fogyasztasra kész ¢lelmiszereknek kell tekinteni €s a forgalomba hozott termékek
25g-ja eltarthatosagi idejiik alatt Shigatoxint termel6 E. coli (STEC) O157, 026, O111, O103,
0145 és 0104:H4 baktériumokat nem tartalmazhat (209/2013/EU RENDELET).
Magyarorszagon a 4/1998 (XI.11.) EiM sz. rendelet szerint az élelmiszerek 25 g-ja nem tar-
talmazhat Salmonella-t és egyéb korokozot (Campylobacter fajok, verotoxin termeld E. coli)

fogyaszthatosagi idejiik alatt.

1"
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2.1.2. Mikrookologiai kornyezet elemzése

crer

sokkal jarnak egyiitt a vizsgalati modszerekkel kapcsolatban is. Eddig nem ismert, vagy Uj
tulajdonsagokat mutatd korokozok jelennek meg, masrészt a technologidk soran sériilt sejtek
kimutatasara is kifinomultabb modszerekre van sziikség.

A hatarértékrendeleteknek megfeleld, tulzott egységesitési torekvés az elddusitasi és dusitasi
eljarasokat is leegyszertsitette, elrejtve ezzel az élelmiszermatrix és a mikrodkoldgiai kdrnye-
zet meghatarozé szerepét a korokozok kimutatasban. Az elddusitds és a dusitas vezetése alap-
vetOen meghatarozza a mddszer érzékenységét mind az elddusitd, mind az eldduasitasi idotar-
tam megvalasztasaval. Az eldodusitas célja a sériilt sejtek reszuszcitacidja, ami dontden fiigg
az elédusito osszetételétdl és a vizsgalando €lelmiszertdl. Sok terméknél az alkalmazott tarto-
sitasi technologia (pl. hokezelés) utan szubletalisan sériilt sejtek maradnak vissza. Ez azt je-
lenti, hogy ezek a sejtek kozvetleniil szelektiv agaron nem tenyészthetok, csak megfeleld elo-
dusitas utan. Ugyanakkor egyre erdteljesebb az igény a minél rovidebb id6 alatti kimutatasra a
biztonsagos ¢lelmiszer eldallitds megvalositasahoz.

A tojasfehérje inhibitor hatdsa példaul annak kdszonhetd, hogy ovotranszferin protein tartal-
ma lekoti a Salmonella novekedéséhez sziikséges vasat. Vas vegyiiletek adagolasa az elddusi-
téhoz az inhibitor hatast csokkenti. Az elmult években kutatasok folytak, hogy talaljanak
olyan vegyiileteket, amelyek a Salmonella sejtek regeneralodo képességét novelik, ezzel az
elodusitas idejét lerdviditik. Pless és Reissbrodt (1995) tej és tojas termékek esetében a 20
ug/ml vas-ammonium-citrat €s vas-klorid adagolasaval elérték, hogy az elédusitds 6-8 oOrara
csokkenthetd.

Tabajdiné (2001) vizsgalatai soran kiilonboz6 tipusu vas vegyiileteket valasztott e cél elérése
érdekében. Vas-ammonium-citrat, a HUMET-R makro- és mikroelemek potlasara szolgalo
roboraldszer és ¢élesztdsejtek altal metabolizalt szerves vas vegyiilet felhasznalasaval vezetett
elédusitasokat alkalmazott nyerstej és hokezelt tej, valamint tojas termékek esetében. A Sal-
monella sejtek szaporodasi képessége €s repair kapacitasa a vas vegyiileteket tartalmazo eld-
dusitas utan novekedett. A Ferrioxamine E egy olyan szerves vas vegyiilet, amely amellett,
hogy elésegiti a Salmonella ndvekedését, nem segiti az E. coli, Proteus, Providencia baktéri-
umok fejlédését, igy szelektiv elonyhoz juttatja mar az elédusitas fazisaban a szalmonelldkat.
A Ferrioxamine E a vasat Fe(Ill) komplex formdjaban tartalmazza, igy egyes baktériumok

szamara konnyebben hozzaférhetd, mint a szervetlen vasvegyiiletek (Tabajding, 2001).

12
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Mindezek a vizsgalati eredmények azt tamasztjak ala, hogy a modszerek érzékenységének
noveléséhez elengedhetetlentil sziikséges a matrix hatasok ismerete, a negativ hatdsok kikii-
szobolése.

2.2.  Zoonotikus megbetegedések alakulasa Euréopaban és Magyarorszagon
2.2.1. Salmonella okozta megbetegedések alakulasa Europaban és Magyarorszagon
2.2.1.1. Salmonella nemzetség altal okozott megbetegedések Europaban

Az Europai Unid 2009-ben elkésziilt 6sszefoglaldja alapjan a szalmonellozis, a masodik leg-
gyakrabban jelentett zoonotikus fertézés forrasa, 108614 emberi megbetegedést okozott 2009-
ben (2008-ban az esetszam 131468 volt). Az élelmiszer eredetli jarvanyok leggyakoribb oko-
z0ja a Salmonella maradt, legtobbszor csirke-, pulyka- €s sertéshusban mutattak ki a baktéri-
umot ( EFSA, 2011).

Az ¢élelmiszerek kozil a Salmonella leggyakrabban friss brojlercsirke €s pulyka hiisbol mutat-
hat6 ki. 2010-ben a szalmonellozis esetek szama a huméan megbetegedéseket illetden 8,8%-kal
csokkent 2009-hez viszonyitva, és tovabbra is statisztikailag szignifikans csokkend tendenciat
mutat az Eurépai Unidban a hatodik egymast kovetd évben. Osszesen 99020 megerdsitett
humén megbetegedést jelentettek 2010-ben. Feltételezték, hogy a megfigyelt szalmonellozis
esetek szamanak csokkenése elsdsorban a baromfi populaciok sikeres szalmonella-gyéritési
progjamjanak kdszonhetd, amelynek a legtobb tagallam eleget tett (EFSA, 2012).

A megerdsitett szalmonellozis esetszam csokkend tendencidja megmaradt 2011-ben, 95 548
esettel. A legtobb tagallamban teljesiiltek a Salmonella eléfordulasanak csokkentésére iranyu-
16 célkitlizések a szarnyas populdciokban. Az élelmiszerek vonatkozasdban a Salmonella-t
leggyakrabban husban és huskészitményekben mutattak ki. (EFSA, 2013)

Salmonella Stanley jarvanyrol szamolt be az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hivatal 2012.
szeptemberében. A jarvany kitorése valdszintileg a pulyka feldolgozasi lanccal volt kapcso-
latban. Németorszag keleti részén, valdszintlisithetéen élelmiszer eredetli akut gasztroenteritisz

jarvany tort ki fleg gyerekek és fiatalok kozott (Elelmiszerbiztonsagi Szemelvények, 2012).

2.2.1.2. Salmonella nemzetség altal okozott meghetegedések Magyarorszagon
Human Salmonella fertézések tekintetében hazank az évente megjelend unids jelentések sze-
rint a csatlakozas 6ta a legmagasabb morbiditasu orszagok csoportjaba tartozik.

A magyarorszagi human szalmonell6zis-morbiditds magas értéke nem csak a magas megbete-

gedési gyakorisagot jelzi, hanem azt is, hogy Magyarorszagon jol miikodik a feliigyelet. A
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jarvanyokra vonatkozo adatokat Magyarorszagon mar 1931 o6ta gytjtik, a human megbetege-
dések 1959 ota bejelentés kotelesek. A regisztralt esetek szama 1959-t61 1996-ig szinte fo-
lyamatosan emelkedett. A jarvanyok szama (jarvany = két dsszefiiggd megbetegedés) 1995-
ben tetdzott (3450 jarvany/év), a bejelentett egyedi megbetegedések szama 1996-ban érte el a
maximumot (28 046 megbetegedés/év, incidencia: 274,6/100 000 lakos/év). Ezt kovetden
2004-ig mindkét mutatd értéke folyamatosan csokkent. 2004-ben a regisztralt szalmonelldzis
esetek el6fordulasanak 1997 ota tartd csokkend trendje megfordult, és 2005-ben a bejelentett
megbetegedések Osszes szama 600-zal (8%), 2006-ban kozel 1600-zal (20%) emelkedett az
el6zd évihez viszonyitva. 2006-ban a sporadikus esetek szdma 15%-kal, a jarvanyos esetek
szama 20%-kal volt tobb mint 2005-ben.

Magyarorszagon nemcsak a bejelentett betegek szdma emelkedett, hanem a kiemelt jarvanyok
szama is. Mig 2004-ben 39, 2005-ben 37 kozosségi illetve teriileti jarvanyt regisztraltak, ad-
dig 2006-ban 60 ilyen jarvany adatai keriiltek be a nyilvantartasba. Tovabba a kiemelt jarva-
nyokhoz tartoz6 megbetegedések €s az egy jarvanyra jutd betegek szdma (jarvany kiterjedtsé-
ge) is n6tt 2004-r6l (16,7 eset/jarvany) 2006-ra (30,6 eset/jarvany). A csaladi jarvanyok szama
folyamatosan, jelentés mértékben visszaesett, a kiemelt, kozosségi €s tertileti jarvanyok elo-

fordulasa a 2000. évet kovetden azonban mar nem mérséklddott tovabb (Szeitzné, 2008).

2.2.2. Listeria monocytogenes okozta megbetegedések alakulasa Europaban és Magya-

rorszagon

2.2.2.1. Listeria monocytogenes faj altal okozott megbetegedések Euréopaban

A Listeria baktérium ¢élelmiszerfertézést okozo szerepérol csak az 1980-as évek masodik felé-
t0l kezdve van tudomdasunk. Ritka, de rendkiviil stilyos, magas halalozasi arannyal jar6 meg-
betegedést, vetélést, agyhartyagyulladast, szepszist okozhat. A jelentés alapjan a bejelentett
human liszteri6zisok szamanak alakuldsa nem megnyugtatd. 2006-ban 8,6%-kal emelkedett a
korabbi évhez képest (2005-ben 1427; 2006-ban 1583), a legutobbi 5 év soran pedig 59 szaza-
Iékkal. A foként tejtermékek, hal- és huskészitmények fogyasztasahoz kapcsolhato fertézések
dontden (56%) 65 év feletti idos embereket érintettek (EFSA, 2007).
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A 2008. évi adatokhoz képest a Listeria fertdzések 19%-os emelkedést mutattak 2009-ben,
1645 meger0sitett esettel. Koztudott, hogy a Listeria okozta fertézések halalozési aranya ma-
gas, kiillonosen veszélyes a betegség az idés emberekre. A becslések szerint 270 ember halalat
okozta liszteri6zis az Eurdpai Unidban 2009-ben, ami 17%-o0s halalozési aranyt jelent a ferto-
zottek korében. Az élelmiszereket tekintve a baktérium a fogyasztasra kész élelmiszerekben
fordul eld a leggyakrabban (0,3-1,1 %), a fustolt halak, hokezelt hus- és sajtkészitmények a
leggyakoribb kozvetitdi a korokozonak (EFSA, 2011).

A human liszteriozis esetek szama enyhén csokkent, dsszesen 1601 megerdsitett human meg-
betegedést jelentettek 2010-ben. Az el6zd évekhez hasonldan magas, 17%-os volt a halalozasi
arany. A kiskereskedelembdl szarmaz6 készételek ellenérzése soran Listeria monocytogenes
vizsgalatakor ritkan jelentettek hatarérték feletti értéket. Az el6z6 évekhez képest nem volt
jelentds valtozas az altala okozott megbetegedések szamat illetden (EFSA, 2012 ).

Az EFSA legutobbi zoondzis jelentése szerint a liszteriozis esetszam 1476-ra csokkent, és a
Listeriat csak ritkan mutattak ki hatarérték feletti mennyiségben fogyasztasra kész ¢élelmisze-

rekben (EFSA, 2013).

2.2.2.2. Listeria monocytogenes altal okozott megbhetegedések Magyarorszagon
Hazankban a liszteridzis 1998 ota bejelentendd betegség. Azota (10 év alatt) minddsszesen
100 kortili esetet regisztraltak. Az évente bejelentett megbetegedések szdma 4-25 kozott val-
tozott. A haldlozasi ardny 0-50% kozott alakult (median 22,2%). Az esetek kormegoszlasa
ujsziilott / csecsemd 12%, 1-14 éves 3,4%, 15-19 éves 0%, 20-49 éves 20%, 50-59 éves
20%, >60 éves 43%. A betegek tilnyomo tobbségénél megallapithatd valamilyen, a betegség
kialakulasara hajlamosito tényezd: a beteg kora, illetve klinikai allapota (terhesség, csokkent
ellenallo-képességgel jard alapbetegség, alkoholizmus, cukorbetegség, rosszindulati daganat
stb.) (Szeitzné, 2008). 2010-ben 18 esetet jelentettek.
(http://193.225.82.27/fileadmin/media/AOK/11 12 I AOK kotelezo adatok.pdf)

2.2.3. Verotoxint termeld E. coli okozta megbetegedések alakulasa Euréopaban és Ma-
gyarorszagon

2.2.3.1. Verotoxint termel6 E. coli altal okozott megbetegedések Eurépaban

A verotoxin-termeld E. coli (VTEC) jarvanytana a szarvasmarha eredetli nyers vagy elégtele-
niil hékezelt termékek, a tragyaval szennyezett zoldségek ¢és viz fogyasztasahoz kotddik, de

egyéb, foként kérddzo fajok is terjeszthetik.
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A mikroba az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Japanban, Nyugat-Eurdpa egyes orszagaiban
jelentds szamu megbetegedést okoz, a hazai epidemiologiai helyzet azonban egyeldre kedve-
zOnek mondhat6. Az Eurdpai Unidban az incidencia 1,3/100 000 lakos /év (Sréterné et al.,
2008). A verotoxikus Escherichia coli (VTEC) 3573 emberi megbetegedést okozott 2009-
ben, ami 19%-o0s emelkedést mutat 2008-hoz képest. Az allatok és az élelmiszerek kozott
leggyakrabban szarvasmarhdban ¢és marhahtsban jelentették a baktérium jelenlétét (EFSA,
2011). Az EFSA legutobbi felmérése szerint Osszesen 9485 megerdsitett verotoxikus
Escherichia coli (VTEC) fert6zést jelentettek. Ez a 2010. évi adatokhoz képest 159,4%-o0s
emelkedést jelent, mely a 2011 nyaran elsésorban Németorszagot érintd nagy VTEC/STEC
jarvanynak tulajdonithaté (EFSA, 2013). 2011 nyaran Németorszagban véres hasmenéssel, €s
az esetek egy részében sulyos szovodménnyel jaré6 megbetegedések jarvanyszerii eléfordulé-
sat észlelték, melynek hatterében a shigatoxint termeld entero-hemorragias (EHEC), 0104
szerocsoporti E. coli (EHEC) all, melynek kovetkezményeként véres hasmenés, HUS szind-
roma Iépett fel. A németorszagi jarvany jelentdségét elsésorban a véres hasmenéssel korhazba
keriil¢ betegek magas szama adja. Véres hasmenést okozo E. coli fertézések Eurdpaban eddig
csak kis szamban, és elsdsorban fiatal gyermekek korében fordultak eld. Jelen jarvany érde-
kessége, hogy a stlyos tiinetegyiittest egyszerre sok betegnél, és dontden felndtt ndk korében

figyelték meg (Scheutz et al., 2011).

2.2.3.2. Verotoxint termeld E. coli altal okozott megbetegedések Magyarorszagon
Az Orszagos Epidemioldgiai Kézpontban mitkddé referencia-laboratorium adatai szerint Ma-
gyarorszagon 2000-2005 koézott mindosszesen 58 laboratoriumi vizsgalattal megerdsitetten,
verotoxin-termeld E. coli altal okozott megbetegedést diagnosztizaltak (évente 5-20 esetet),
melyek tilnyomo tobbsége szorvanyosan jelentkezett. Kiterjedt jarvanyok nem fordultak eld.
A kis esetszam ¢és a hosszl lappangasi id6 miatt nem sikeriilt egy meghatarozott élelmiszert
azonositani a fert6zés terjesztdjeként.

Az elmult tiz évben néhany felmérd vizsgalat soran, 2005 ota pedig a marhahusbol végzett
rendszeres monitoring vizsgalatok eredményei alapjan elmondhatd, hogy hazankban a kocka-
zatot jelentd élelmiszerekben el6forduldsa ritka. 2005-ben 149 marhahus minta vizsgalata
soran csak 2 izolalas tortént (1,3%), mindkét torzs VT-2 tipusu toxint termelt. A 2006. évi
monitoring programban pozitiv minta nem volt. Nyers tejmintdkban az eléfordulasi arany 1%
alatti.

A verotoxin-termeld E. coli hazankban egyeldre nem jelent komoly kdzegészségligyi problé-

mat (Szeitzné, 2008).
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2.2.4. Termotrof Campylobacter okozta meghetegedések alakulasa Eurépaban és Ma-

gyarorszagon
2.24.1. Termotrof Campylobacter altal okozott megbetegedések Europaban

A 2009. évi zoonozis jelentés szerint a kampilobakteriozis maradt a legtobbet jelentett
zoondtikus megbetegedés, enyhe novekedést (4%) mutatva a 2008. évi esetszamhoz viszo-
nyitva. 2008-ban 190 566, mig 2009-ben 198 252 megbetegedést jelentettek a tagallamok. Az
el6zd évhez képest megfigyelhetd teljes novekedés 75,3 %-at az Egyesiilt Kiralysag ¢s Ma-
gyarorszag altal bejelentett megerdsitett esetek eredményezik. A fertézés haldlozasi aranya
0,02% volt az Unidban, ami alacsonyabb, mint a Salmonella okozta fertozések halalozasi ara-
nya (0,08%). Ezek az adatok a Salmonella okozta fertézések tekintetében koriilbeliil 90 halél-
esetet, mig a Campylobacter vonatkozasdban 40 halalesetet jelentenek. Az élelmiszereket
tekintve a Campylobacter nyers szarnyashusban fordult eld a leggyakrabban (atlagosan a
vizsgalt mintdk 31 %-a volt pozitiv), €16 allatok koziil pedig szarnyasokban, sertésben ¢és
szarvasmarhdban volt legtobbszor jelen a baktérium (EFSA, 2011). Az EFSA 2013-ban meg-
jelent felmérése alapjan a leggyakrabban jelentett zoon6zis a kampilobakteriézis volt, 220 209
megerdsitett human esettel. Az Unioban még mindig magas a Campylobacter jelenléte a broj-

ler husokban (EFSA, 2013).
2.2.4.2. Termotrof Campylobacter altal okozott megbetegedések Magyarorszagon

A Campylobacter spp. okozta fertdézések eldtérbe keriiltek, azonban az élelmiszerek kozvetitd
szerepére kevés laboratoriumi vizsgalattal alatdmasztott adat van (Kasza et al., 2011).

A kampilobakteridzis bejelentések szama 2011-ben mérsékelten meghaladta az el6z6 év au-
gusztusaban regisztraltat, és harmadaval volt tobb, mint a 2005-2009. évek augusztusiaban
regisztralt kozépérték. Magyarorszagon 2010-ben 5961 esetet jelentettek.

(' http://193.225.82.27/fileadmin/media/AOK/11 12 I AOK kotelezo adatok.pdf)

2011-ben az Orszagos Epidermiologiai Kozpont adatai szerint a bakterialis megbetegedések
kozel fele kampilobakteriozis volt.

(http://epa.oszk.hu/00300/00398/00466/pdf/epinfo EPA00398 2011 44.pdf)
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Az Europai Unio baromfi vagohidakon végzett vizsgalatai alapjan megallapithato, hogy az
unios atlag adataindl a hazai adatok Campylobacter vonatkozasaban lényegesen jobbnak bi-
zonyultak. A vakbél poolmintak 50,5%-a (EU atlag 71,2%), a nyakb6r mintak 56,1%-a (EU
atlag 75,8%) bizonyult Campylobacter pozitivnak. Voltak olyan tagdllamok, ahol a mintdk
100%-a pozitiv volt. Magyarorszagon a pozitiv mintdk 42,2%-a <100 tke/g mennyiségben
bizonyult Campylobacter szennyezettnek, igy a kontaminacio mértéke is alacsonyabb volt,
mint az EU atlag. A felmérd vizsgalat egyik megallapitasa az volt, hogy orszagonként nincs
szignifikans kiilonbség a vagohidakon a Campylobacter pozitivitasban, azonban a szennye-
zettség mértékében igen. Emiatt tervezi a Bizottsag kvantitativ mikrobiologiai kritérium beve-

zetését a vagohidakon (Sréterné, 2011).

2.3. Az élelmiszerbiztonsagi szempontbol fontos baktérium fajok jellemzése

2.3.1. Salmonella nemzetség eléfordulasa és jellemzoi

Szalmonellanak neveznek mintegy 2000-féle, biokémiailag és szerologiailag rokon baktériu-
mot. 1997-ben az 0Osszesen 389 szalmonella-eredetiiként nyilvantartott hazai ételfert6zési
esemény koziil 364 esetben (93,6%) S. Enteritidis volt a korokozo. A FAO/WHO (2009) fel-
mérései €s mas kiilfoldi szakirodalmi adatok (Greig et al., 2007) egyarant azt mutatjak, hogy
az iparosodott orszagokban a szalmonellozisok gyakorisaganak a ndvekedése ugyancsak fo-
ként a Salmonella Enteritidis (Isaacs et al., 2005), tovabba a S. Typhimurium DT104 torzs
jelentkezésének és terjedésének a kovetkezménye (Ethelberg et al., 2007).

A szalmonelldk az emberi és allati tapcsatorndban eléforduld, Enterobacteriaceae csalddba
tartozo Gram-negativ, fakultativ anaerob baktériumok. Peritrich csillok segitik az 6nallé moz-
gasban, helyvaltoztatasban, kivéve néhany torzs, mint példaul Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (Salmonella Gallinarum) €s S. enterica subsp.
enterica ser. Gallinarum biovar Pullorum (Salmonella Pullorum) (Li et al., 1993).

A szalmonelldk hotlirése nem tér el a nem spdras baktériumoknal altaldban tapasztalt
hotiréstol. (Bacon et al., 2003). A fagyasztast tulélik, a jégben hosszl ideig ¢letben maradnak,
¢s egyes szerotipusok — ha lassan is — 5-10 °C kozotti hdmérsékleten is szaporodnak (Ingham
et al., 1991).

A szalmonellozis tiinetei: hasmenés, hasi gorcsok, 1az és hanyas rendszerint 24 6ran beliil
jelentkeznek a szennyezett €lelmiszer elfogyasztdsa utan, tobbnyire viszonylag rovid ideig
tartanak, s csekély halalozasi ratajuak. A S. Enteritidis-nek gyakorlatilag minden gazdasagi
allatfaj, sot ,,hazi kedvencek™ is a hordozoi lehetnek, de a megbetegedésekkel elsddlegesen a

baromfi és a tojas szennyezettségét hozzak kapcsolatba (EFSA, 2011).
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A husok szennyezddése elsdsorban a vagas soran kovetkezik be, ha nem megfeleld a
kiiltakar¢ letisztitasa, vagy ha a béltraktus megsértésével vagy a kularé helytelen eltavolitasa-
val széklet kertil az allatok testére és kornyezetébe. A nyers htisokkal, a nem hdkezelt és nem
kelld mértékben hokezelt hiskészitményekkel a szalmonellak eljuthatnak a fogyasztd asztalé-
ra. Veszélyforrast jelenthet az utdészennyezddés is. Nyers termékekbdl leggyakrabban friss
brojlercsirke, pulyka-és sertéshiis mintakbdl észleltek szalmonella pozitivitast. A szalmonella
kimutathat6 ritkan egyéb élelmiszerekbdl, mint példaul a tejtermékek, gylimolcsok és zoldsé-

gek (EFSA, 2011).

2.3.2. Listeria monocytogenes eléfordulasa és jellemzoi

A Listeria monocytogenes-t €ldszor 1926-ban azonositottdk nyulakban és tengerimalacokban
kialakult mononucleosis korokozdjaként (Murray et al., 1926).

A Listeria monocytogenes Gram-pozitiv, palca alakl, nem spoéras, fakultativ anaerob baktéri-
um, emberre ¢és allatra egyarant veszélyes korokoz6. Rezisztens szamos sz€lsdséges kornyeze-
ti hatassal szemben, mint példaul az alacsony homérséklet és pH, vagy a nagy s6 koncentracio
(Melo et al., 2013). A kornyezetben valo elterjedésének oka, hogy viszonylag hosszu ideig
képes a tulélésre szamara kedvezotlen kornyezeti koriilmények kozott, illetve, hogy az egyik
leginkabb hidegtliré nem sporas baktérium (Ingham et al., 1991).

Szaporodasahoz sziikséges homérséklet optimuma 30-37 °C kozott van. 60 °C-nal nagyobb
hoémérsékleten elpusztul, viszont 5°C alatt is képes a lassu szaporodasra (generacios ideje 13-
130 6ra) (Walker et al., 1990).

Listeria monocytogenes valtakozd gyakorisdggal mutathatd ki az ember és a haziallatok bél-
rendszerébdl és hugy-nemi szervrendszerébdl (Borucki et al., 2004). A baktérium a valadé-
kokkal keriil a kiilsé kornyezetbe, ¢s mivel nagyon ellenallo, ott hosszu ideig képes ¢életben is
maradni. Az éllati eredetii ¢élelmiszerek fert6zddése is innen ered. A korabban ritka korokozo-
nak szamitd L. monocytogenes-t egyre gyakrabban igazoljak az 1960-as évek ota, mely valo-
szinlileg a haztartasi hlitdberendezések és a félkész élelmiszerek széles korti elterjedésével
magyarazhat6. Noha az altalanos népességben ma sem tartozik a gyakori fertézések koze,
ritka el6fordulasa ellenére népegészségiigyi jelentdésége nagy, mivel az altala okozott sziszté-

mas betegség halalozasi aranya kiemelked6en magas (Frye et al., 2002).
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Leggyakrabban ¢lelmiszerhigiéniai problémat a korokozdval fert6zott daralt hus, tej, lagysaijt,
hidegkonyhai termékek, nyers zoldségfélék, savanyitott készitmények okozzdk, fdleg ugy
hogy ezeket nem megfeleld hokezelés utan vagy hdkezelés nélkiil tal hossza ideig taroljak
hiitészekrényben (Faber és Peterkin, 1991). Itt kiilonds jelentdsége van a hiitészekrényben
torténd hossza ideig valo tarolasnak, ugyanis szobahdmérsékleten torténd tarolds esetén a
tobbi baktérium tilnovi ezt a korokozdt, nem teszi lehetdévé a szaporodasat (Arguedas-Villa et
al., 2010; Faber és Peterkin, 1991). A baktériumot a hdkezelés - beleértve a pasztorizalast is -
elpusztitja.

A Listeria monocytogenes szamos virulencia faktorat azonositottak, €s alaposan jellemezték
molekularis és sejt biologiai szinten, ideértve a hemolizint (listeriolysin O), két kiilonb6zo
foszfolipazt (PCPLC ¢és PIPLC), és egy¢b fehérjéket. A virulencia faktorok kimutatdsara ala-
pozott modszerek segithetnek a L. monocytogenes biztonsdgos kimutatdsaban (Kathariou,

2002).

2.3.3. Verotoxint termeld E. coli O157:H7 elofordulasa és jellemzoi

Az E. coli O157:H7 az Enterobacteriaceae csalad tagja, Gram-negativ, rovid 0,7 - 1,5 um -
szer 2 - 5 um hosszu - palca alakt, korkorosen csillos bakérium. A baktérium kataldz pozitiv,
oxidaz negativ, laktdz bonto, a fagyasztast is jol tiiri, sztreptomicinre érzékeny, tetraciklinre
rezisztens lehet, béta-gliikoroniddz enzimet nem termel, és a D-szorbitolt nem fermentélja
(Hendriksen, 2003).

Az E. coli O157:H7 szerotipusat elsdsorban szavasmarhdk, haziallatok hordozzak, de kontakt
fertdzés Utjan is gyakran fertdzéseket, megbetegedéseket okoznak. Az EHEC csoportba tarto-
70, verotoxint termeld Escherichia coli (VTEC) torzset, mint vérzéses vastagbél gyulladas
(Johnson et al., 1983; Riley et al., 1983) és human hemolitikus urémias szindroéma (Karmali et
al., 1983; Karmali et al., 1985; Neill et al., 1985) okozdjat, nem kelléen hokezelt hamburger-
hus vizsgalata kapcsan ismertek fel. A kimutatott kérokozot az E. coli torzs O157:H7
szerotipusaként hataroztak meg, amelyet korabbi vizsgalatok soran ritkén izolaltak. Az altaluk
okozott megbetegedések, mint példaul a hemorragids kolitisz (vérzéses vastagbélgyulladas),
vagy a hemolitikus urémias szindroma (HUS) igen stlyos tiinetekkel jarnak, ezen tlinetek

alapjan nyilvanvalova valt, hogy detektalasa kiemelked6 jelentdségti.
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Az E. coli O157:H7 verotoxint termeld szerotipust gyakran tarsitjak nyers tej tartalmu ételek-
kel (Denny et al., 2008; Hussein és Bollinger, 2005). Az utdbbi években tortént élelmiszer
eredetli jarvanyok azt jelezték, hogy nem csak a nyers termékek, hanem a miniméalisan feldol-
gozott ¢lelmiszerek is problémat okozhatnak (Abdulraouf et al., 1993; Anon, 2006; Hsin-Yi
¢s Chou, 2001; Vojdani et al., 2008; Smigic et al., 2009).

A minden korcsoportot érintd megbetegedés nagytomegli, véres székletiiritéssel,
haspuffadassal, hasi gorcsokkel jar. Kisgyermekeknél, iddseknél stlyos szovédményként
haemolitikus-urémias szindroma (HUS), akut veseelégtenség, haemolitikus anemia,
tromboticus thrombocytophenias purpura (TTP) alakulhat ki. A korokozé a vastagbélben fejti
ki hatasat, csecsemdk enteritiszét okozd E. coli-hoz hasonldéan karositja a bélbolyhokat. A
korokoz6 altal termelt citotoxin (verotoxin) a vastagbélben kifejtett hatdsara jon létre az
extraintestinalis korképre jellemz0 szervkarosodas. E karositd hatas kovetkezményei a vese-
funkcié karosodas és idegrendszeri tiinetek (Morrison et al., 1986).

A verotoxin csalad két, immunoldgiailag megkiilonboztethetd (nem keresztreagald) csoportra
oszthatd: VT1-re és VT2-re. A vixl és a vix2 55% (A alegység) és 57% (B alegység) azonos-
sagot mutat egymassal (Jackson et al., 1987).

A vix1 er0sen konzervativ, a vix2-n beliil azonban nagy a szekvencia-variabilitas. A legsulyo-
sabb emberi megbetegedésekhez a vix2 és a vix2c altipus kothetd. Minden verotoxin egy A ¢€s
egy B alegységbdl all. Az A alegység proteolitikusan Al és A2 peptidre bonthatd. Az Al az
enzimatikusan aktiv régio, az A2 pedig az Al és a B alegység pentamerje kozotti kapcsolatot
biztositta. Ez a B pentamer koti a toxint a specifikus glikolipid receptorhoz
(globotriaosylceramid - Gb3), amely éltalanosan eléfordul az eukaridta sejtek felszinén, am
kiemelkedéen magas koncentracidoban taldlhatd meg az emberi veseszovetben (Boyd és
Lingwood, 1989; Mag, 2009). A verotoxin eldszor intesztinalis folyadékgytilemet idéz eld,
amelyet valdsziniileg az adszorptiv bélsejtek szelektiv pusztulasa okoz, majd kiterjedt szovet-
karosodas kovetkezik be. A karosodott sejteken keresztiil a toxinnal egyiitt a bakteridlis LPS
¢s kiilonbozo gyulladasos mediatorok is a keringésbe jutnak. Ezt tdmasztja ala, hogy a véres
hasmenéses megbetegedésekben gyakrabban alakul ki szovodményként HUS, mint a nem

véres hasmenés esetében (Griffin, 1995; Mag et al., 2010).
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Mivel el6fordulhatnak szarvasmarhak bélrendszerében és borfeliiletén, a marhahus, valamint
a tej ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol fokozott kockéazatot jelenthetnek. A fert6z0 adag
O157: H7 becslések szerint 1-10 sejt. EHEC fert6zések tobbnyire élelmiszer vagy viz altal
hordozott és nem kell6képpen hdkezelt daralt hus termékekben fordulnak eld (Centers for
Disease Control and Prevention, 1993). Elelmiszerek esetén tragyaval érintkezé zoldségeken,
gylimdlesokon szintén eléfordulnak. Nyers zoldségféléken hiitott kortilmények kozott is képe-
sek elszaporodni. Az E. coli a legnagyobb kockazatot a daralt hiisokban jelenti, mert a kor-
okozo6 a hus felszinérdl a belsejébe jut, ahol tuléli a kolbaszoknal szokasos fermentalast is.
Patogenitasi jellemz0je a verotoxin termelés. Ezek koziil a legfontosabb lizogén lambda bak-
teriofag kodolt Shiga toxin (STX fehérjék), amely gatolja az eukariota sejtek fehérjeszintézis-
ét. Az Stx2, Stx1 megegyezik a Shigella dysenteriae 4altal termelt toxinnal
(http://www.nphl.org/EscherichiacoliO157-Fey.pdf.pdf).

2.3.4. Campylobacter spp. el6fordulasa és jellemzoi

A Campylobacter nemzetséget jol ismerik vilagszerte, mint az élelmiszer-eredetli bakterialis
hasmenéses betegségek f6 okozojat (EFSA, 2013).

Jellegzetessége, hogy nem szaporodik 30°C alatt, de hitott koriilmények koézott (4°C-on)
hosszabb ideig tulél. Szaporodasahoz alacsony, 5-10 % oxigén-koncentraciot igényel.

A kampilobakterek citokrom-oxidaz pozitiv, mikroaerofil, Gram-negativ, hajlitott palca alakt
baktériumok, mozgasuk dugdhtizé-szerii. A kornyezeti tényezokre, kiilondsen a magas ho-
mérsékletre érzékenyek. Szamos vadon €16 és héaziallat bélrendszerében kolonizalddnak, kii-
16ndésen a madarfajokat, a baromfit is beleértve. A C. jejuni sokféle vad- és haziallat
mikrobidtdjanak is természetes része. Sulyos fertdzéseket okozhatnak gyermekek ¢és iddsek
korében. Campylobacter-t 1972-ben izolaltak el0szor hasmenéses betegek székletébol
(Dekeyser et al., 1972; Butzler et al., 1973).

Az 1970-es években kifejlesztett szelektiv tenyésztési modszerek kidolgozasa utan egyre tobb
laboratérium valt alkalmassa Campylobacter kimutatdsara, amely mikroba mostanra a hasme-
néses ételfertdzések leggyakoribb okozoi kozé tartozik. Campylobacter jejuni-t sokkal gyak-
rabban izolaltak, mint Campylobacter coli-t. A kampilobakterek az ¢lelmiszer matrixon be-
lil sporadikusan oszlanak el, ezért a kisszamu patogénsejt kimutatisa egy heterogén

mikrobiotdban gyakran problémat okoz (Van Deun et al., 2008).
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Vagott baromfi és nyerstej a kampilobakteriozis leggyakoribb forrasa, de a vords husok és az
ivoviz is szennyezettek lehetnek C. jejuni-val. A madarfajok a leggyakoribb hordozoéi a
Campylobacter fajoknak, valdszinlileg azért, mert magasabb a testhdmérsékletiik (Skirrow,
1977). Az esetek legtobbszor kapcsolatban allnak a nyers baromfi feldolgozasaval, nem kel-
16képpen hokezelt baromfihussal, vagy a nyersanyagok, fott ételek kereszt-szennyezddésével
(Butzler és Oosterom, 1991; Tauxe, 1997; Corry és Atabay, 2001; Nadeau et al., 2002). A
kampilobakteridzis tiinetei rendszerint lazat, hasi fijdalmat és véres hasmenést jelentenek.
Halalos kimenetelli fert6zés ritkan fordul eld (Acheson és Allos, 2001).

Foként nyers, vagy nem kelléen hokezelt allati eredeti €élelmiszerek kozvetitésével okoz
megbetegedést, vagy mas élelmiszerek kereszt-szennyezddése révén. A nagyszamu sporadi-
kus, C. jejuni okozta fertézéshez képest a tomeges fertdzési események ritkdk (Silva et al.,

2011).

2.4. Patogének kimutatasara szolgalo hagyomanyos mikrobioldgiai modszerek

A patogén mikrobdk hagyomanyos kimutatasa tenyésztéses modszerekkel torténik. A megha-
tarozott mennyiségli vizsgalati mintat elédusitjuk a célpatogén szamara szabvanyban eldirt,
tizszeres mennyiségii elédusitd oldatban, majd inkubaljuk a szabvanyban meghatarozott ideig
¢és homérsékleten. Az élelmiszermintdk elsddleges dusitasa altaldban nem szelektiven torténik,
mivel ezzel az eljarassal a szubletlisan sériilt sejtek kimutathatosagi esélye novelhetd. Miu-
tan a mintaban a keresett patogén baktérium mellett egyéb, a kisérobiodta részét képzo baktéri-
umok (romlast okozok, indikator mikroorganizmusok és egyéb patogének) feldusulnak egy
ujabb, szelektiv dusitasi 1épés sziikséges a keresett mikroba célzott kimutatdsdhoz. A szelektiv
dusitokban alkalmazott, a mikrobak novekedését gatldé komponensek hatékonysagat befolya-
solja az O0sszetevok (példaul az antibiotikum) barmilyen szinergista vagy antagonista hatésa,
tovabba a vizsgalt ¢élelmiszerminta egyes komponensei is csokkenthetik a kimutatas eredmé-
nyességét (Holbrook, 2000). A dusitasokat kovetden szelektiv differencialé taptalajokra torté-
nik a kioltas, majd a feltételezett patogén telepeket nutrient tapkozegre oltjuk, mivel ez nem
tartalmaz gatloanyagot. Huszonnégy 6ras inkubalasi id6 utan a telepekkel elvégezziik a bio-
kémiai megerdsitd vizsgalatokat és a szeroldgiai azonositast minden feltételezetten pozitiv
esetben. A korokozé mikrobak meghatarozasara alkalmazott vizsgalatok 1ddigényét a 1. abra

mutatja.
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Korokozo vizsgalatok idoigénye

Elelmiszer
25 g vagy 25ml

v
IMS, ICS (VIDAS,|céliranyos
TECRA) L Elédusitas
24-48 6ra Fizikai méres 6-24 6ra
MSRYV, Diassalm
Real-time PCR
v
ELFA (VIDAS) Céliranyos
. ELISA(TECRA, s s
48-52 6ra BIOLINE) ll(pl.utodusrtals) Szelektiv dusitas
Enzimreakciok 24-48 ora
Immunkromatografia

Szelektiv agar
Kromogén taptalajok
24-48 6ra

A 4

Nutrient agar
24 6ra

A

API, BBL Crystal
72-96 6ra MICRO ID
Enterotube 11

Biokémiai reakciok
\ 24-48 6ra
/

Szeroldgiai vizsgalat

1.dabra : A patogén vizsgalatok idoigénye
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2.4.1. Salmonella spp. hagyomanyos kimutatasi moédszerei

Elelmiszermintak vizsgalatanal referencia modszerként a Salmonella kimutatasra az MSZ EN
ISO 6579:2006 szabvanyt hasznaljak. A minta BPW oldatban torténd elddusitasat kovetden
szelektiv dusitast végziink kétféle, szalmonellak kimutatdsdra hasznalt tapoldatban (RV és
MKTTn oldat), majd XLD ¢és egy szabadon valaszthato agar feliiletére szélesztiink. A feltéte-
lezetten pozitiv esetben biokémiai probakkal (/. tablazat) és szeroldgiai azonositd vizsgala-

tokkal igazoljuk a szalmonelldk jelenlétét.

1. tablazat: A szalmonelldk jellemz6 biokémiai reakcidi (MSZ EN ISO 6579:20006)

Biokémiai reakcid Eredmény Az eredmeny szazalckos
valdsziniisége
Gliik6z bontés savképzéssel + 100
Gliik6z bontés sav és gazképzéssel + 92
Laktoz- bontas - 99
Szachar6z - bontas - 99
Kénhidrogén képzddés + 92
Karbamid- bontas - 100
Indol képzddés - 99
Lizin —dekarboxilalas + 95
Voges-Proskauer -reakcio - 100
ONPG-reakcid - 99

2.4.2. Listeria monocytogenes hagyomanyos kimutatasi modszerei

Elelmiszermintak vizsgalatanal Listeria monocytogenes kimutatasra az MSZ EN ISO 11290-
1, szdm meghatarozasra pedig MSZ EN ISO 11290-2 szabvanyt hasznaljak. Az MSZ EN
ISO 11290-1 szabvany szerint a mintak kezdeti dusitasat feles erdsségli Fraser tapoldatban,
majd masodik dusitasat teljes er0sségli Fraser dusitoban végezziik. Szelektiv Ottaviani Agosti
(ALOA) agar feliiletére torténd szélesztés és megfeleld inkubaléas utan értékeljiik a telepeket.
A feltételesen pozitivnak itélt telepeket biokémiai tesztekkel vizsgaljuk tovabb. A Listeria
monocytogenes Gram-pozitiv vékony, rovid palca, katalaz-pozitiv, ramnéz-pozitiv, xildz-
negativ. Mozgésvizsgalat ellendrzésekor lagy agarba szarokaccsal mély leoltast végziink, po-

zitiv esetben esernyd formdju novekedés tapasztalhatd. Végsd azonositas céljabol CAMP
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tesztet végziink. Birkavéres agarra oltokaccsal ismert B-hemolizald Staphylococcus aureus és
Rhodococcus equi torzset szélesztiink. A Listeria monocytogenes o-hemolizise felerdsiti a
Staphylococcus aureus hemolizisét, ezért as6 alaku feltisztulds lathatd. A lisztéridk jellemzd

biokémiai reakcioit a 2. tablazat mutatja.

2. tablazat: A lisztériak jellemzd biokémiai reakcioi (MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005)

Faj Hemolizis Savképzeés CAMP teszt
Ramnoz Xiloz S.aureus R.equi
L.monocytogenes + + - + -
L.innocua - \% - - -
L.ivanovii + — + — +
L.seeligeri ) — + G —
L.welshimeri — A% + — —
L.gray subs. — — — — —
grayi
L.gray subs. — v — — —
murray

V: valtozo6 reakcio
(+):gyenge reakcid

+:T6bb, mint 90%-o0s biztonsaggal pozitiv reakcio

Megjegyzés: Ritkan el6fordulnak olyan L. monocytogenes torzsek, ahol nem tapasztalhato

sem pozitiv hemolizis, sem pozitiv CAMP teszt.

2.4.3. Escherichia coli O157 hagyomanyos kimutatasi modszerei

Escherichia coli O157 hagyomanyos kimutatasat az MSZ EN ISO 16654:2001 szabvany irja
le. Az élelmiszer mintat novobiocinnal kiegészitett TSB levesben inkubaljuk, majd az E. coli
0157 sejteket immunomagneses szeparacid segitségével elvalasztjuk az eldédusitott mintaban
1évo kisérd bidta tagjaitdl. A verotoxin termeld E. coli baktérium a mintakban sokszor csak
nagyon alacsony szamban van jelen, am ennek a mddszernek a segitségével eredményes lehet

a kitenyésztése. A teszt specifikus monoklondlis ellenanyaggal boritott gyongyokbaol all.
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A gyongyok elkeverhetdk az €lelmiszer szuszpenzioban. Ha a minta tartalmazza a keresett
mikrobat, akkor az antigén determindns (epitop) csoportja révén hozzakotddik a gyongy felii-
letére rogzitett antitestekhez. A vastartalmi gyongyoket egy magnes segitségével az edény
falahoz lehet gytijteni, majd a paramagnetikus gyongy-baktérium komplexet CT-SMAC tépta-
lajra oltva kitenyészik a korokozé. A korokozd végsd azonositasanak érdekében szerologiai
vizsgalatot végziink. Az E. coli O157 baktériumra jellemzd biokémiai reakciokat a 3. tabla-

zatban foglaltam 0ssze.

3. tablazat: Az E. coli O157 jellemz0 biokémiai reakcioi (Leclercq et al., 2001)

) o ) Az eredmény szazalékos
Biokémiai reakcio Eredmény
valosziniisége
Szorbitol- bontas - 0
Indol képzddés + 100
MUG -reakcid - 90,9

2.4.4. Campylobacter fajok hagyomanyos kimutatasi modszerei

Elelmiszermintak vizsgalatianal Campylobacter-ek kimutatasra az MSZ EN ISO 10272-
1:2006 szabvanyt hasznaljdk. Ennél a vizsgalatnal a mintat Bolton szelektiv dusitoban
inkubaljuk, majd a feldisitott mintdkat szelektive mCCDA (Modositott aktiv szén-
cefoperazon-dezoxikolat agar) taptalajra és egy masik Campylobacter-ek kimutatasara szolga-
16 taptalajra szélesztjiik, és meghatarozott ideig és hdmérsékleten mikroaerofil koriilmények
kozott inkubaljuk. A Campylobacter-nek vélt telepeket mikroszkopos vizsgalatnak vetjiik ala,
ahol morfologiai azonositast €s mozgasvizsgalatot végziink. A Campylobacter tajokra oxidaz-
pozitivitas jellemzd, ami sziikségessé teszi az oxidaz-teszt elvégzését. Tovabbi azonositd
vizsgélatokkal eldonthetd a faji azonositds is. Ez esetben katalaz-teszt, nalidixin—sav proba,
cefalotin érzékenység, hippurat hidrolizis, €s indol acetat proba elvégzése is sziikséges (4.

tablazat).

27




DOI: 10.14267/phd.2014028

4. tablazat: A Campylobacter fajok biokémiai jellemzo6i (MSZ EN ISO 10272-1:2006)

Azonositd vizsgalatok C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
Katalaz + + + —
Nalidixin-sav s s* R/S° S
Cefalotin R R R S
Hippurat hidrolizis + — — —
Indolacetat + + — +
Kulcs: +:pozitiv, —: negativ R: rezisztens, S: érzékeny

“ A rezisztenciat a C. jejuni és C. coli is mutathatja

. Erzékeny és rezisztens C. lari is 1étezik

2.5. Miniatiirizalt biokémiai tesztek

2.5.1. BBL CRYSTAL

A BBL CRSTAL teszt 29 dehidratalt biokémiai €s enzimatikus szubsztratot tartalmaz. A
modszer elve, hogy 24 oras tenyészetbol vesziink le telepeket, melyet a teszthez tartoz6 folya-
dékba oltunk. Az inokulalt folyadékkal megtoltjiik a teszt cellait, a fed6lapot lezarjuk, majd
inkubaljuk. Az ajanlott inkubacios id6 elteltével a paneleket BBL Crystal Panel Viewer segit-
ségével leolvassuk ¢és végiil az eredménylapon rogzitjilk. Az eredmények kiszamitasanak
eredményeként egy profilszam jon létre. Az azonositashoz a kapott profilszamot és a sejt mor-
Codebook Software-nek. Az adatbazis segitségével leolvashatjuk az eredményt és a hozza

tartozo szdzalékos valdszinliséget (Wauters et al., 1995).

2.5.2. API teszt

Az API teszt (BioMerieux) olyan biokémiai miniatiirizalt gyorsmédszer, ami kombinalhatova
teszi a standard modszert szamos kiilonb6z6 biokémiai teszttel. A teszt mintatartodi dehidratalt
szubsztratokat tartalmaznak, melyek az enzimatikus reakciokat, vagy cukroknal a fermentaci-
ot demonstraljak. Huszonnégy oras tenyészetbdl vesziink le telepeket, melybdl egy kacsnyit a

teszthez tartozo6 folyadékba szuszpendalunk.
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A tesztlap reakciotereibe buborékmentesen bemérjiik az adott mennyiségli szuszpenzidt. A
tesztlapon taldlhatok aldhuzassal jelolt reakcidk, amelyeket parafinolajjal kell lezarni. Az
inkubalokadat lezarjuk, és inkubaljuk a hasznalt teszt tipustdl fiiggden adott ideig €s hdmér-
s¢kleten. Az elbiralds szinreakcid alapjan torténik (némelyik reakcional a hozzaadott reagens
segitségével). Létrejon egy analitikus profil index (a teszt neve is ebbdl ered) és a rendszerhez
tartozd apiweb™ on-line adatbazis segitségével leolvashatjuk a meghatarozas eredményét a

hozza tartoz6 szazalékos valdszintiséggel (Wauters et al., 1995).

2.6. Patogének kimutatasara szolgalo alternativ mikrobiologiai modszerek

2.6.1. Korszeri uj differencialé taptalajok

2.6.1.1. Kromogén szubsztatot tartalmazo taptalajok

A hagyomanyos tenyésztétes vizsgalatokban sokféle taptalaj, tapkozeg all rendelkezésre kii-
l6nféle mikrobak, mikrobacsoportok élelmiszerekbdl vald kimutatasara.

Napjainkban egyre jobban eldtérbe keriilnek azon taptalajok, amelyek Osszetételiiknél fogva
kiilonb6zé mikroorganizmusok differencidlasara és szelektalasara alkalmasak. Egyre inkdbb
tért hoditanak az j generacios kromogén szubsztratot tartalmazo taptalajok, melyek a novek-
vO mikrobak, mikrobacsoportok anyagcseretermékeivel szemmel lathato reakciot adnak, kii-
16nb6z6 szint telepeket képeznek. A kromogénes taptalaj alapelve, hogy a baktériumok sza-
porodasuk soran specifikus enzimeket termelnek, melyek a téptalajban 1évo egy vagy tobb
kromogén szubsztrattal enzim-szubsztrat reakcioba 1épnek, melyet szinvaltozas kovet.
Hatalmas elonylik ezen taptalajoknak a nagy specifikussag, konnyt felhasznalhatosag, mely a
mintak értékelését gyorsitja, és igy a laboratorium ateresztd képességét is noveli. Egyes ese-
tekben egyetlen taptalajon tobb mikrobat, mikrobacsoportot el lehet kiiloniteni. A kromogénes
taptalajok segitségével helyettesithetlink egyes biokémiai teszteket, s6t mikrobak azonositasat
is elvégezhetjiik. A kromogén szubsztratot tartalmazé taptalajok hasznalata nagymértékben

megkonnyiti és meggyorsitja a mikrobiologus munkajat (Zoller et al., 2011).
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2.6.1.2. Salmonella nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok

e Harlequin Salmonella ABC (LabM)

A Salmonella nemzetség tagjait az Enterobacteriaceae csalad egyéb képviseloitdl az altaluk
termelt galaktozidaz enzimek aktivitasanak segitségével lehet elkiiloniteni. Ez a taptalaj is ezt
a tulajdonsdgot hasznélja fel a Salmonella spp. telepek kimutatisahoz. A taptalaj kettOs
kromogén rendszert alkalmaz, hogy elkiilonitse a Salmonella spp.-t az €lelmiszer mintdban
jelen 1év0 kiséré mikrobidta tagjaitdl.

Az els6 szubsztrat a CHE-Gal amely, a B-galaktozidaz enzim metabolizmusa soran fekete
telepeket képez a vas hatasdra. A Enterobacteriaceae csaladba tartozo legtobb baktérium
galaktozidaz-pozitiv, ezért ezek a baktériumok feketék a Harlequin Sa/monella ABC taptala-
jon. A masik szubsztratot (az X-a-Gal-t) a Salmonella-k hidrolizéljak és ezek zold szinti tele-
pek formajaban figyelhetok meg a taptalajon, igy egyszeriien elkiilonithetd a fekete és szinte-
len egyéb mikroorganizmusoktol. A Salmonella elkiilonitésére hasznalt taptalajok nem tal
specifikusak, ezért gyakran tovabbi biokémiai és szeroldgiai vizsgalatokat igényelnek. A to-
vabbfejlesztett ABC taptalajok nagymértékben csokkentik a hamis-pozitiv telepek szamat,
amellyel 1d6t, munkat ¢és  koltséget takarithatnak meg a  laboratdoriumok.

(http://www.labm.com/products/harlequin-salmonella-abc-medium)

. ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (bioMerieux)

A chromID™ Salmonella Agar (SM2) szelektiv és differencialé6 médium, amely szalmonellak
kimutatasara alkalmas humaén és élelmiszermintakbol. A taptalaj alkalmazhat6 specifikusan a
laktoz (+) pozitiv szalmonelldk kimutatasara is. A taptalaj specifikussadga a 3 féle kromogén
szubsztratnak koszonhetd. Az elkiilonités soran rozsaszini telepek jelzik a Salmonelldk jelen-
1étét az észterdz enzimnek kdszonhetden, egyéb baktériumok mas szinnel jelennek meg a tap-
talajon. A szelektiv Osszetétel gatolja a Gram-pozitiv baktériumok ¢és az ¢lesztdgombak nove-
kedését. (http://www.biomerieux-usa.com/upload/chromID-Salmonella-Detection-Technical-

Shee-2.pdf)
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e Compass Salmonella agar (Biokar)

A korébban emlitett taptalajokhoz hasonléan, a Compass Salmonella Agar is szelektiv és dif-
ferenciald tapkodzeg. Szelektivitasat az észterdz és B- glilkozidaz enzimek miitkodése biztositja.
A kiséré mikrobiota tagjai, amelyek észteraz (+/-) €s B-gliikozidaz (+) sajatsaguak, a taptala-
jon kék szinli, a Salmonella nemzetség tagjai észteraz (+) és B-gliikozidaz (-) tulajdonsaguk
miatt voros szind telepeket mutatnak. Ezzel a taptalajjal jol elkiilonitheték az atipusos szal-
monelldk (laktéz (+), szacharoz (+), H,S (-), propilén glikol (-), lizin dekarboxildz (-),
gliikuronat (-).

(http://www.solabia.com/solabia/produitsDiagnostic.nst/0/8 AF14C118957DEB2C12574C900
31DBBD/$file/TDS_BMO066_v6.pdf)

2.6.1.3. L. monocytogenes vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok

e Harlequin Listeria Chromogenic Agar (LabM)

Ez a tapkozeg az ISO 11290-es szabvanynak megfeleld taptalaj Listeria monocytogenes izola-
lasara és eldzetes azonositasara. A specifikus differencialas a szabadalmazott lecitin
szubsztraton alapul, amely lathatova teszi a foszfolipaz enzim jelenlétét. Az enzimaktivitas
eredményeképpen a kérdéses telepeket egy precipitacids zona veszi koriil.

A kromogén szubsztrat és a foszfolipaz enzim reakcio6 egyiittes alkalmazéasaval lehetévé valik
a Listeria monocytogenes (kék telepek opalos udvarral) €s a Listeria fajok (kék telepek opalos
udvar nélkiil) egyszert elkiilonitése.

(http://www.labm.com/products/harlequin-listeria-chromogenic-agar/)

e RAPID L’Mono (Biorad)

Az ALOA-hoz hasonloan a RAPID’L.mono is a foszfolipdz-C (PIPLC) enzim aktivitasat
hasznalja fel, ahol a pozitiv reakci6 hatdsara valtoznak a telepek kék szintire, a fenti esetben
pedig a B-D gliikkozidaz enzim hatdséra jon 1étre a szinreakcio. A taptalaj szelektivitasa a LiCl,
antibiotikumok és antifungicid anyagok kombinéacidjanak kdszonhetd.

Specifikus a L.monocytogenes-re, €s 24-48 oraval a dusitds utan kozvetleniil alkalmasak a

telepek az identifikalésra.
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A taptalaj miikodési elve a kdvetkezd:

A foszfolipaz C (PIPLC), valamint a xil6z-negativitas a L. monocytogenes-re €s a L. ivanovii-
ra egyarant jellemzd., A tobbi Listeria faj PIPLC-negativ. A L. ivanovii kék telepeket képez
¢s mivel xildz pozitiv sarga udvar lathaté a telepek koriil. A L. monocytogenes telepei is ké-
kek, de udvar nem lathaté koriilotte, mert xiloz-negativ. A taptalaj sok esetben pozitiv ered-
ményt mutat, amikor a hagyomanyos mddszer mar kudarcot vallott.

(http://www .bio-rad.com/webroot/web/pdf/fsd/literature/355-5294 356-3694 RLTechSheet
V8 121806 US.pdf)

e Compass Listeria Agar (Biokar)

A Compass Listeria Agar L. monocytogenes kimutatasara hasznalt kromogén szubsztratot
tartalmaz¢ differencialo taptalaj. Szelektiv miikodését annak koszonheti, hogy a Listeria nem-
zetség tagjai hidrolizaljak az 5-brom-4-klor-3-indolil-B-D-gliikopiranozidot (vagy X-B-
gliikozid). A hidrolizis erredményeként kapott termék kék csapadékot képez a telepek koze-
pén. Foszfatidil-inozit szubsztratot hasznal a Listeria monocytogenes-ben jelen 1évo
foszfolipaz-C kimutatasara. Amikor lebomlik, atlatszatlan csapadék képzodik a telepek kortil.
A hattér mikrobiota gatlasara a gyartd litium-kloridot és antibiotikum keveréket alkalmazott.
(http://www.noackgroup.com/Live/publish/templates/Resources/|/ MDART/BKRBM%20123
%2008/Leaflet%20Compass?%20Listeria%20Agar%202009.pdf)

2.6.1.4. E.coli 0157 vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalaj

e Harlequin™ SMAC-BCIG - ( LabM)

Az E. coli O157 azonositasakor bekovetkezd téves-pozitiv eredmények csokkentésére fejlesz-
tették ki e taptalajt, amely rendszerint a szorbitolt nem fermentalo E. coli jelenlétében fordul
el6. Az E.coli O157 ezen a taptalajon szintelen telepeket hoz 1étre, mig mas mikroorganiz-
musok rozsasziniit, lilat, attol fliggden, hogy képesek-e hasznositani a szorbitolt és a B-
gliikoronidot.

(http://www.labm.com/products/harlequin-smac-bcig/)
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2.6.1.5. Campylobacter nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalaj

e Brilliance Campy Count Agar (Oxoid)
Ezt az 0j tapkozeget specidlisan arra fejlesztették ki, hogy egyszertsitsék a C. jejuni és C. coli
kimutatast és szamanak meghatarozasat. A hagyomanyos kampilobakterek kimutatisara szol-
galo taptalajok a kiséré mikrobidta novekedését nehezen vagy egyaltalan nem képesek vissza-
szoritani. Ezen a taptalajon a Campylobacter bordé szini telepet képez, igy a vilagos agaron
nehézségek nélkiil leolvashat6 az eredmény.
(http://www.oxoid.com/UK/blue/prod detail/prod detail.asp?pr=PO1185&org=43&sec=1&c
=UK&lang=EN)

2.6.1.6. Szelektiv és differencialo félfolyékony tapagar

Szelektiv dusito félfolyékony tapagarok szelektivitdsukat antibiotikumoknak, a mikroorga-
nizmusok mozgasképessének lehetové tételével, mig differenciald képességét indikator rend-
szereknek koszonhetik.

e Diagnostic Semi Solid Salmonella Agar (Diassalm) (LabM)

A Diassalm Salmonella nemzetség vizsgalatara hasznalt differencialo, félfolyékony, szelektiv
¢s dusito taptalaj. Szelektivitasat malachitzold oxalat, magnéziumklorid és novobiocin bizto-
sitja, mig differencialo képességét két indikator rendszer a szachardz-bromkrezolzold és a
vasammoniumszulfat - natriumtioszulfat adja. A motilis szalmonellak migracioja hatdsara a
taptalaj kozepétdl a Petri csésze szélei felé a migracios zondban a taptalaj eredeti zold szine
lilara valtozik. A taptalajon lehetdség van megerdsitd vizsgalatok elvégzésére is. A taptalajon
elhelyezett, polivalens H savoval atitatott papirkorong mentén szalmonelldk jelenléte esetén
jellegzetes gatlas alakul ki. A gatlasi zona sz€lén a biokémiai reakciok intenzivebben jelent-
keznek, a kénhidrogén termelés itt jol lathatdo. Amennyiben a vizsgalat Salmonella Enteritidis-
re iranyul, a taptalaj erre a mikrobara 0,015 g nitrofrantoinnal tehetd szelektivvé. A vasvegyii-
letek alkalmazésa az elédusitoban megnoveli a szalmonelldk motilitasat is a félfolyékony tap-
kozegekben, a zona atmérdje tobb, mint kétszeresére novekszik mind a 37 °C, mind a 42 °C
homérsékleten torténd inkubalas esetén. A Diassalm taptalajon vizualisan jol értékelhetd a lila
szin és mozgas alapjan a feltételezetten Salmonella jelenlét, tovabba a migracios zéna széli

részErdl kozel szintenyészetben izolalhatod a Salmonella (Tabajdiné, 2003).
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Lehetoség van a Diassalm téaptalaj eset¢ében MUCAP reagenssel (4-methyl-umbelliferyl
caprylate) (Biolife) torténdé megerdsitd vizsgalat elvégzésére, amely a C8 észteraz reakcion
alapul. A reagensbdl 10 pl-t csdppentve a motilitasi zonara, 365 nm hulldmhosszi UV fény-
ben a csoppentés helyén fluoreszkal Salmonella jelenléte esetén (Pless és Reissbrodt et al.,

1995; Rohonczy et al., 2007).

2.6.2. Immunologiai modszerek

2.6.2.1. ELISA modszer

Az ELISA (Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay) mddszer egy indirekt szendvics immun-
vizsgalati modszer, amely a célantigének kvalitativ kimutatasara alkalmas, néhany oOra alatt
kivitelezhetd, kevéssé eszkozigényes modszer.

Sokféle ELISA teszt keriilt kereskedelmi forgalomba. A vizsgélat elvégezhetd elddusitobol,
elédusitast kovetd szeparalas utan, szelektiv dusitast kovetden, utodusitobol, vagy kozvetleniil
sejttenyészetbol. Az ELISA modszernél az a legfontosabb, hogy a kimutatashoz sziikséges,
altalaban 10" sejt/ml sejtstirliséget elérjiik .

Amennyiben a mintaban jelen van a keresett antigén, kialakul az antigén-antitest komplex és a
mintdban levé antigén lekotddik a szilard fazishoz. A mosast kdvetden a vajatokba ellen-
anyaggal konjugalt enzimet mériink (Gn. konjugatum). Ha a mintaban jelen volt a patogén
antigénje, az enzimkapcsolt ellenanyag specifikusan kotddni tudott hozza. A lekotott enzim
mennyisége ¢és Osszaktivitasa ardnyos a kialakult immunkomplex mennyiségével. Ujabb mo-
sds utan az enzimaktivitast kromogén szubsztratoldat hozzdaddsaval hatarozzuk meg, amely
az enzim hatdsara szines termékké alakult.

A bemért kontrollok €s a mintak abszorbancidjat (OD-értékét) 450/620 nm hullamhosszon
olvassuk le, majd a tesztleirdsnak megfeleléen kiértékeljiik a kapott eredményeket (Lequin,
2005).

2.6.2.2. ELFA médszer (VIDAS bioMerieux)

A VIDAS technoldgia tobb paramétert képes teljesen automatikusan, immunologiai modszer-

rel meghatarozni.
A modszer elve:

e A nagy érzékenységli, célmikrobara specifikus befogd monoklonalis antitestek egy, a
késziilékben elhelyezett pipettahegy (SPR= Solid Phase Receptacle) feliiletére vannak

adszorbealva.
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e A mintatarté kiivettabol a minta a pipettahegybe cirkulal a sziikséges reakcio ideig.
Amennyiben jelen vannak a keresett antigének a mintaban, ezek specifikusan reagal-

nak a kotott antitestekkel (2.abra).

2. abra: Az antigéncsapda miikddése (BioMerieux)
e A minta visszakeriil a kiivettaba, majd az SPR mosasi Iépése kovetkezik.

e A kovetkezd munkafazisban specifikus, alkalikus foszfatazzal jelzett antitest

(konjugéatum) cirkuldl az SPR-ben. Hatédséara egy komplex ("szendvics") molekula ke-

letkezik (3.abra).

Sambwich  Antibody conjugaiad
u alkaling muhm:

< ?@\

-.'-, mm tester
\! | Fumnd pntibody ntmnlrm

3. abra: A masodik antitest €s a konjugalt enzim hozzakotodik a rogzitett antigén-
hez (BioMerieux)

e A nem kotott konjugatum egy tovabbi 1épésben mosassal eltavolitasra keriil, majd
szubsztratként 4-metil-umbelliferil-foszfat cirkulal az SPR-ben. Az alkalikus foszfataz
hidrolizélja a szubsztratot és egy fluoreszkald vegyiilet (4-metil-umbelliferon) kelet-

kezik. A fluoreszcenciat 450 nm-en méri a készulék.

Ha a mintaban nincs jelen a keresett antigén, akkor a késziilékben mért fluoreszcencias jel

értéke < 0.05)

Az elemzd modul a vizsgédlat minden szakaszédban automatikusan elvégzi a lépéseket, az

eredmény kinyomtatasat is beleértve. A késziilék minden egyes termosztat blokkja 6 mintatar-
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to csik (strip) befogadéasara alkalmas, amelyeket egy idében képes kezelni. A miniVIDAS

azonos idoben blokkonként kiilonb6zo patogének vizsgalatara alkalmas (4.abra).

4. abra: MiniVIDAS késziilék (BioMerieux)

Uj senericiés ELFA technika (LMQ2)

Az elsdédleges kiilonbség az elsé generacids és a masodik generacios protokollok kozt az anti-
testek javitdsa. Az els6 generacids vizsgalatok az egyenes antigén-antitest kolcsonhatas fenn-
tartasat vették alapul €s poliklonalis antitesteket hasznaltak. A masodik generacios tesztekben
kifinomultabb monoklonalis antitesteket alkalmaznak, amelyek tovabbra is széleskoriien biz-
tositjak az antitestek kotodését, de mellette a célantigének nagyobb specificitasara is hang-
sulyt fektetnek.

A bioMerieux cég altal fejlesztett korszerli ELFA technoldgia és az 0j antitestek hasznalataval
lehetdség nyilik az immunologias kotodés €s detektalas optimalizalasara. Az IgG papainnal
torténd emésztése soran a molekula harom fragmentumra esik szét. Ezek koziil két fragmen-
tum egyforma méretli, nehéz és konnyti lancot egyarant tartalmaz, és antigénk6td hellyel ren-
delkezik (Fab fragmentumok). A harmadik fragmentumnak, amely csak a nehéz lancot tartal-
mazza, antigénkotd helye nincs (Fc fragmentum) Az 0j eljaras eltavolitja a tapad6 Fc frag-
mentumokat, ezaltal az antitest — enzim konjugatum kapcsolat jelentds mértékben stabilizalo-

dik.

Az Fc fragmentumok eltavolitasaval csokkenthetd az €lelmiszer matrixbol és mas baktériu-
mok nem-specifikus kotédésébol adodo interferencia, amelyek hatdsara hamis jelek keletkez-

nek. Ennek eredményeként a modszer specifitasa novekszik.
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A két kisebb antitest Fab fragmentum optimalizalt elhelyezkedése tdmogatja az antigén koto-

dését, ezaltal javul a modszer érzékenysége.

Uj genericiés ELFA technika (VIDAS UP)

VIDAS UP E. coli O157:H7
A fagok baktériumokon €l0skodo virusok, amelyek kizarolag baktériumokat tamadnak meg.
A fagok szaporodasi ciklusdban a legfontosabb fazis a gazda szervezet szelektiv felismerése
¢s a specifikus fehérjék kotddése a gazda baktériumokhoz.
A bakteriofag csak a gazda szervezettel egyiitt képes fejlodni, ezért fejlett, nagy érzékenységii
gazdasejt felismerési mechanizmussal rendelkezik.
A fag kutatds reneszanszat éli. Gyogyaszati, ¢lelmiszeripari felhasznalas mellett a mikrobio-
logiai diagnosztikaban is 11j lehetdséget teremtett.
A baktériumok kimutatasi modszereinek fejlesztésében a fagok fajspecifikus fehérjéi biztosi-
tanak lehetdséget.
A fajspecifikus fehérje eldallitasi folyamat 1épései:

e akérdéses patogénre specifikus fag keresése €s azonositasa

e a fehérje sokszorositasa

e klonozas

e arekombinans fehérje eldallitasa és tisztitasa

e arckombinans fehérje jelolése

A fag rekombinans fehérje technologiat a Profos AG biotechnologiai cég fejlesztette ki, a
bioMerieux pedig ezt a technikat integralta a VIDAS élelmiszer eredetii patogén kimutatasi
modszerrel.

Ez a rekombindns fag fehérje specidlis €s érzékeny eszkdz a megfeleld élelmiszer patogén

crcr

A modszer eldnyei:
e A rekombinans fag protein hasznalatanak koszonhetden érzékeny.
e A specifitdsnak koszonhetden a pozitiv eredmény alapjan megbizhaté dontés hozhato.
e Optimalizalt protokoll ( reagens és laborkoltség csokkenés).
e Nagyon alacsony szennyezettségi szint detektalhato

e Gyors (hét oran beliil kaphatunk eredmény).
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A VIDAS UP E. coli O157:H7 a fag rekombinans fehérje technolédgiat az ELFA technologia-
val 0tvozi, amely eredményeként egy konnyen kezelhetd gyors modszer all a modern mikro-

bioldgiai laboratoriumok rendelkezésére (Tabajdiné et al., 2009).

2.6.2.3. Targylemez-agglutinacio

A targylemez-agglutindcié a baktériumok szeroldgiai azonositasara hasznalt immunologiai
proba. A baktériumsejt szamos szerkezeti eleme (sejtfal, tok, csillo) antigén tulajdonsaggal
rendelkezik, igy vizes kozegben, specifikus ellenanyag jelenlétében szabad szemmel konnyen
megfigyelhetd agglutinacio alakul ki. Egy steril targylemezre egy csepp az adott antigén ellen
termelt savot cseppentiink és az egynapos tiszta baktérium tenyészetbdl szarmazé telepeket
egy steril kacs segitségével felszuszpendaljuk. Amennyiben az agglutinicios teszt pozitiv, a

targylemezen masodperceken beliil csapadékképzddés figyelheté meg (Mohr és Pollex, 1998).

2.6.3. Molekularis biologiai modszerek

2.6.3.1. Polimeraz lancreakcié (polymerase chain reaction - PCR)

A polimeraz lancreakcid kifejlesztése Kary Banks Mullis nevéhez fiizodik (Mullis et al.,
1986). A PCR Aéltal, egy egyszerii elven alapuld technikaval bdviilt a molekularis biologia
eszkoztara. A korabban alkalmazott molekuléris bioldgiai moédszerek munka- és idéigényesek
voltak, valamint magas technikai szaktudast igényeltek (Maraz et al., 2006).

A PCR modszer ciklikus, in vitro, enzimkatalizalt, DNS-szintetizal6 eljaras, amely lehetdsé-
get teremtett arra, hogy kimutathat6 szintre ndveljék a vizsgalni kivant DNS-szakaszt (Mullis
et al., 1986).

Egy meghatarozott DNS szakaszrol viszonylag rovid id6 alatt nagy szamu masolat készithetd,
két specifikus szekvencidju oligonukleotid primer és egy DNS-polimeraz enzim segitségével.
A reakci6 1épései:

1. A duplaszala templat DNS szalait hodenaturacidval elvéalasztjuk egymastol.

2. A héomérséklet csokkentésével lehetdveé tessziik a primerek templat DNS-hez kapcsolodasat
(annealing).

3. A polimeraz enzim az egyszaliva denaturalt templathoz kapcsolodo primerek végeit meg-
hosszabbitja (elongacid) és ekdzben elkésziti a templat DNS kiegészitd szalat.

Ha a denaturacids annealing és elongécios 1épést ismételjiik, a polimeraz az Gjonnan elkészi-
tett szalakat is templatként hasznalja, és igy a keletkezett DNS mennyisége exponencialisan

novekszik (Innis és Gelfand, 1990; Hayden, 2004).
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A PCR reakci6 soran az exponencialisan felsokszorozott DNS agar6z vagy poliakrilamid-
gélen mutathato ki, interkaldloddo DNS festék (etidium-bromid) segitségével (Dezs6 és Nagy,
2005).

A hagyomanyos PCR hasznalata a kutatd laboratoriumokkal szemben nem terjedt el a rutin
mikrobiologiai vizsgalatok teriiletén az agar6z vagy poliakrilamid-gél hosszadalmas elokészi-
tése, valamint az etidium-bromid festék karcinogén és mutagén hatdsa miatt. Az igazi attorést
a nagy mintaszammal dolgoz6 rutin laboratériumok szaméra a real-time PCR késziilékek
megjelenése jelentette. A real-time PCR protokolok mindegyikérdl elmondhato, hogy fel-
hasznalobarat és nem igényel egészségi allapotot stilyosan veszélyeztetd, bonyolult, elokészi-

tési Iépéseket ellentétben a hagyoméanyos PCR eljalasokkal.

2.6.3.2. Real-time PCR

A valos idejii, real-time PCR-késziilékek kifejlesztésével lehetdség nyilt az amplifikécios gor-
bék, az ugynevezett PCR-kinetikai gorbék felvételére (Higuchi et al, 1992).

A real-time PCR berendezések segitségével ciklusrol ciklusra nyomon kovethetd a végtermék
felsokszorozodasa. A valds idejii detektalas fluorimetrids uton torténik. A real-time PCR re-
akciohoz sziikség van egy olyan festékre vagy probara ( SYBR Green I fluoreszcens DNS-
festék, TagMan proba, vagy Skorpion proba ), amely jelzi, hogy éppen mennyi DNS szal van
a reakcid elegyben. A fluorescens jelet detektalva minden ciklus végén mérhetjiik a képzodott
DNS mennyiségét. A real-time PCR-készililékek megjelenésével nemcsak kvalitativ, hanem
kvantitativ informéciohoz is juthatunk a vizsgalni kivant nukleinsavat illetéen (Bernard és

Wittwer, 2002).

TaqMan proba

A TagMan Salmonella enterica Kit (Applied Biosystems) ugynevezett TagMan prébaval mii-
kodik. A probapar két kiillonbozé fluoreszcens festékkel a PCR termékhez hibridizal a szek-
vencian beliil. Amikor a két jelzés kozel van egymashoz, azaz ép probakban, az egyik festék
(reporter) altal emittalt fluoreszcens fényt a proba masik végéhez kapcsolt festék (quencher)

képes elnyelni (Holland et al., 1991). A TagMan proba miikodését a 5. abra mutatja be.

SYBR Green I
A Campylobacter-ek vizsgalatanal egy tigynevezett SYBR Green I festéket hasznéltam. Ez a

festék a kétszali DNS-hez képes kapcsolddni, és minden ciklus végén mérve, a keletkezett
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termék aktudlis mennyiségével aranyos jelet ad. Elonye még ennek a real-time PCR modszer-
nek, hogy az amplifikacid végén olvadasi gorbék felvételével pontosan ellendrizhetd a speci-
fikus termék jelenléte, igy konnyen optimalhaté az eljaras. PCR alkalmazésa igen elterjedt az
orvosi diagnosztikaban, genetikai betegségek kimutatasaban, fertézést okozo, patogén mikro-
organizmusok detektaldsaban, igazsagligyi orvosi vizsgalatoknal. Ennél a vizsgalatnal gondot
okozhat, ha a primerek esetleg szekvencidjukbol adéoddan primer-dimereket képezhetnek,
amely hamis eredményekhez vezethet (Ponchel et al., 2003). A SYBR Green I miikddését a 5.

abra mutatja be.

A) SYBR Green | assay B) TagMan assay
o 0 o ®
TTTTTTTITIT T TTTTTTr T
Denaturation
SRR N R LS T R N

o 0 -9

Annealing ]!n:é_‘ .I:l:ﬁﬁ:l,

CQuenched signal Reporter signal
Flumescence = ﬁ .
Extension e w oo BN T
5 Excitation lght § svBRGreenldye @  Reporterays
Tag ) Tag DNA polymerase H TagMan probe . Quencher dye

5. abra: A SYBR Green I és a TagMan proba miikddési elve (Kim, 2013)

Skorpion préba

A BAX" System PCR assay for Salmonella (DuPont, Qualicon) rendszer a Skorpion probat
alkalmazza. Ebben az esetben a proba tartalmaz egy primer régiot és egy 5’véget is. A proba
miikodését a 6. abra mutatja. A kereskedelmi forgalomban kaphaté automatikus BAX-PCR
rendszer csokkenti az atfutasi idot (beleértve az ¢€jszakai dusitasi 1épést) koriilbeliil 24 orara
(Bailey ¢és Cosby, 2003). A BAX rendszer leegyszertisiti ¢s megkonnyiti a Salmonella élelmi-
szerekbdl torténd laboratorium kimutatasat. A PCR reakcidohoz sziikséges reagenseket ( pri-
merek, DNS-polimerdz, nukleotidok, a belsd pozitiv kontroll, és fluoreszcens festéket) a reak-
ciocsOben elhelyezett liofilizalt tabletta tartalmazza. Ez hatékonyan csokkenti a reagensek
atviteli idejét, segit megeldzni az esetleges mérési pontatlansagbdl adodo hibakat és a kereszt-
szennyezést. A BAX rendszer automatizalt fluoreszcens detektalassal, kikiiszoboli az id6 és

munkaigényes gélelektroforézist. (Bailey és Cosby, 2003; Cheung et al., 2007)
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Denaturacio

Primer kapcsolodas és atirodas

A proba elore csapddik, a fluoroflor és
a kiolto eltavolodik, fluoreszcens
jel generalodik.

‘L\I 1l

6. abra: A Skorpion proba miikddése (Lockley és Bardsley, 2000)
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3. CELKITUZESEK

Az ¢lelmiszer-mikrobiologiai vizsgélatok teriiletén a legfontosabb feladat az élelmiszerbiz-
tonsagot ¢és a termék mindségét veszélyeztetd mikrobdk kimutatdsi modszereinek gyorsitasa,
korszeriisitése, automatizalasa, hogy a laboratérium megbizhatdéan szolgalja ki a kereskedel-
mi, vallalati, hatésagi managementet a megfeleld biztonsagi dontések meghozatalahoz. Ehhez
kelléen gyors mddszerekre van sziikség.

Az idoigényes, hagyomanyos tenyésztéses eljarasokkal a kimutatds idOtartama akar 5 vagy
annal is tobb napot vehet igénybe.

A korokozok kimutatasara az elmult idokben igen sokféle eljarast probaltak a szabvanyos,
hosszu ¢és koltséges munkafolyamat roviditésére. A laboratériumba keriilé gyors mikrobiolo-
giai modszerek bevezetéséhez 0sszehasonlitd vizsgalatok elvégzése sziikséges. Ezen mérési
eredmények alapjan kivalaszthatok a laboratoérium optimalis mitkodéséhez legmegfelelobb
modszerek.

Az akkreditalt laboratoriumban hasznalt alternativ vizsgalati modszereket, a sajat kifejlesztési
modszereket, miikodési teriileten kiviil esé szabvanyos moddszereket, szabvanyos mddszerek
kiegészitéseit, modositasait laboron beliil vagy nemzetkozi validalo szervezetek (AOAC,
AFNOR, MICROVAL) éltal validalni kell. A validal6 testiiletek altal nem vizsgalt matrixokra
iranyulo vizsgalatok a miikddési teriileten kiviili kategoridba sorolandok, ezért ezeknél a min-

taknal is hazon beliili validalast végziink az MSZ EN ISO 16140 szabvanya szerint.

Célul tiztem ki az €lelmiszer-biztonsagi szempontbdl fontos, leggyakrabban eléforduld, meg-
betegedést okozd baktériumok/fajok élelmiszerekbdl torténd kimutatasara szolgald korszerti
modszerek 0sszehasonlitd elemzését, és az ISO 16140 szabvany szerinti értékelését abbol a
c€lbol, hogy rutin diagnosztikai laboratoriumi felhasznalas biztonsagat igazoljam.

Az alternativ mikrobiologiai moddszerek kivalasztdsanadl a megfeleld relativ érzékenység,
specifitas, pontossag értékek mellett matrix hatds eldforduldsat, a napi mintaszamot, a rendel-
kezésre allo vizsgalati id6t, az automatizaltsagot, az adattarolds, az adatelemzés lehetoségét, a
szerviz gyorsasagat és végiil a vizsgalati koltséget is az elemzés targyava kivanom tenni.
Természetesen ezen szempontok mellett fontos kritérium volt, hogy a dolgozat készités idejé-

ben milyen taptalajokhoz, miiszerekhez és reagensekhez lehetet hozzajutni Magyarorszagon.
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A megvalositas 6 [épései:

1.

A rendelkezésiinkre allo korszeri gyorsmddszerekkel és szabvanyos modsze-
rekkel kapott eredmények Osszehasonlitdsa ¢élelmiszer eredetli megbetegedést
okoz6 Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotrof
Campylobacter esetén.

Alkalmazott alternativ mikrobiologiai diagnosztikai modszerek:

- Kromogén szubsztratot tartalmazo taptalajok

- Immunologiai vizsgélati mdodszerek

- Molekularis mikrobiolédgiai vizsgalati modszerek (real-time PCR)

Az alternativ diagnosztikai mddszerek teljesitmény jellemzdinek dsszehasonli-
tasa a nemzetkdzi szervezetek altal mért adatokkal, és meghatarozasa az attol
eltéré matrixok esetén az MSZ EN ISO 16140 szabvanya alapjan.

Az ¢élelmiszermatrix hatdsanak elemzése a kiilonb6zo vizsgalati modszerekre.
Dusitasok vezetésének optimalizalasa.

Vizsgalati modszerkivalasztas, kiilonds tekintettel a vizsgalati idétartamra.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Hagyomanyos tenyésztéses eljarasok

4.1.1. Salmonella vizsgalat tenyésztéses modszerrel

Salmonella tenyésztéses vizsgdlathoz felhasznalt anyvagok:

El8dusito:
e Peptonviz (pufferolt)(BPW), az ISO 6579 szerint (Merck 1.07228)
Szelektiv dusitok:
e Rappaport Vassiliadis Sa/monella dusito tapleves (RVS) (Merck 1.07666)
e MKTTn (LAB 202)
Nem szelektiv taptala;j:
e TGE agar (Merck 1.10128)
Szelektiv taptalajok
e XLD agar (Merck 1.05287)
e Diagnostic Semi Solid Salmonella Agar (Diassalm) (LabM LAB 537)
Megerdsitéshez hasznalt tapkozegek:
e Lysine iron agar (Merck 1.11640)
e Triptonviz (Merck 1.10859)
e Urea broth (Merck 1.08483)
e Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915)
e ChromoCult® Coliform Agar (Merck 1.10426)
e BBL™(Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit (Becton Dickinson
Microbiology System BD 245000)
Megerdsitéshez hasznalt reagens:
e Kovacs-féle indol reagens (Merck 1.09293)
Targylemez agglutinaciohoz alkalmazott savok :
e Enteroclons Anti-Salmonella 1 (A - E) + Vi (Sifin TR 1111)
e Enteroclons Anti-Salmonella (A - 67), omnivalent (Sifin TR 1101)
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Salmonella vizsgalat menete tenyésztéses modszerrel (MSZ EN ISO 6579:2006)

Az ¢élelmiszerminta 25 g —jéhoz steril koriilmények kozott 225 ml BPW (Merck) elédusitot
adagoltam, majd inkubaltam 37 °C-on 24 o6raig. Az elédusitott mintabol 100 pl-t 10 ml RVS
(Merck) szelektiv dusitoba pipettaztam és 42 °C-on 24 6raig inkubaltam, tovabba 1 ml-t 9 ml
MKTTn szelektiv dusitoba pipettaztam €s 37 °C-on 24 6raig inkubaltam. A szelektiv disitok-
bol kaccsal szelektiv XD agar feliiletére szélesztettem, a lemezeket 24 6ran keresztiil 37 °C-
on inkubaltam, illetve Diassalm (LabM) esetében a szelektiv dusitdé oldatbol 100 pl-t a
félfolyékony taptalaj kdzepére adagoltam, ezutdn a lemezeket 24 oran ke resztiil 42 °C-on
inkubaltam. Diassalm tdptalaj esetén a jellemzd ndvekedést mutatd lemez peremérdl kacsos
szélesztést végeztem XLD agarra, majd 37°C-os inkubatorba helyeztem 24 6raig. A tipusos
telepekbdl minden esetben a TGE agar feliiletére tisztitd szélesztést végeztem és 37 °C-on 24
oraig inkubaltam. A kiilonallo telepekbdl elvégeztem a biokémiai megerdsitd vizsgalatokat,
ehhez a szabvany szerinti klasszikus megerdsitd vizsgalatokat és/vagy BBL Crystal
miniatiirizalt biokémiai tesztet alkalmaztam. Feltételezetten Sal/monella pozitivnak itéltem a
gliikoz-pozitiv, szachardz-negativ, laktdéz-negativ, H,S-pozitiv, uredz-negativ, indol-negativ,
ONPG- negativ tenyészeteket, illetve a BBL profilszam alapjan Salmonella-nak itélt telepe-
ket.

A biokémiai tesztekkel pozitiv mintdk egy napos ferde TGE agar tenyészetérdl elvégeztem
végsO azonositas céljabol a targylemez-agglutinaciot.

A vizsgalat kezdeti 1épéseként kizartam az autoagglutinaciot. Ennek érdekében, egy targyle-
mezre egy csepp steril desztillalt vizet cseppentettem és steril kacs segitségével kis mennyisé-
gli baktérium-tenyészetet szuszpendaltam el benne, majd egy perc elteltével agglutinacidra
vizsgéltam. A targylemezen rogképzodést mutato torzsek szerologiai probakra alkalmatlanok.
A vizsgalat sordn a targylemezre cseppentettem egy csepp specifikus ellenanyag tartalmu agg-
lutinal6é savot, majd steril kacs segitségével kis mennyiségli baktérium-tenyészetet szuszpen-
daltam fel benne. A meghatarozast el0szor polyvalens, Enteroclon Anti-Salmonella 1 (A -
E)+Vi savoval végeztem el, majd negativ reakcié esetén omnivalens, Enteroclon Anti-
Salmonella (A - 67) savoval is megismételtem vizsgalatot. Ha két savoval végzett reakcid
egyikénél rogképzddés figyelhetd meg, akkor a mintat Salmonella pozitivnak tekintettem. Ha
mindkét esetben negativnak itéltem a targylemez agglutinaciok eredményét, akkor a minta

Salmonella negativ értékelést kapott.
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4.1.2. Listeria monocytogenes vizsgalat tenyésztéses modszerrel

Listeria monocytogenes tenyésztéses vizsgalathoz felhasznalt anyagok:

Dusit6 oldatok elsé dusitashoz:
e FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (bazis) (Merck 1.10398)
e FRASER Listeria ammonium-vas(III) kiegészité (Merck 1.00092)
Dusit6 oldat szelektiv dusitashoz:
e FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (bazis) (Merck 1.10398)
e FRASER Listeria szelektiv kiegészité (Merck 1.00093)
Szelektiv taptalajok:
o Listeria szelektiv agar OTTAVIANI és AGOSTI szerint (ISO 11290)
(Merck 1.00427)
Nutrient taptalaj:
o Columbia agar (bazis) ( Merck 110455); 5% defibrinalt birkavérrel
kiegészitve
e TGE agar (Merck 110128)
Megerdsitéshez hasznalt tapkozegek és oldatok:
o Columbia agar (bazis) ( Merck 110455); 5% defibrinalt birkavérrel kiegé-
szitve
e H,0, oldat
e Ramnoz tapoldat (Sigma Aldrich 8057 Fluka)
e Xildz tapoldat (Becton Dickinson Microbiology System BD 221705)
Gram-festéshez hasznalt oldatok:
e Gram-féle kristalyibolya oldat (Merck 1.09218)
e Etanol 70%
e Lugol - oldat (Merck 1.00567)
e (Gram-féle szafranin oldat (Merck 1.09217)
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Listeria monocytogenes vizsgalat menete (MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005)

Az élelmiszerminta 25 g—jahoz steril koriilmények kozott 225 ml feles erdsségli Fraser
(MERCK) elodusitot adagoltam, majd inkubaltam 30°C-on 24 6raig. Az elédusitott mintabol
100pl-t 10 ml teljes erdsségli (MERCK) szelektiv dusitoba pipettaztam és inkubdltam 37°C-
on 48 oraig. A szelektiv dusitobol kaccsal szelektiv OTTAVIANI AGOSTI (ALOA) agar
feliiletére sz¢lesztettem, ezutan inkubdaltam a lemezeket 24-48 6ran keresztiil 37°C-on. A tipu-
sos telepekbdl (8. abra) TGE agar (MERCK) feliiletére tisztitdo szélesztést végeztem ¢€s
inkubaltam 37°C-on 24 o6rdig. A kiilonallo telepekbdl elvégeztem a biokémiai megerdsitd

vizsgalatokat az MSZ EN ISO 11290 szabvanyban leirtak szerint. Az ALOA agaron a Listeria

7 .dbra: L. monocytogenes telepek ALOA agaron
Feltételezetten Listeria monocytogenes pozitivnak tekintettem a Gram-pozitiv vékony, rovid

palca, katalaz-pozitiv, ramnéz-pozitiv, xil6z- negativ tenyészeteket.

4.1.3. E. coli 0157 kimutatasa tenyésztéses modszerrel

E. coli O157 tenyésztéses vizsgalathoz felhasznalt anyagok:

Dusit6 oldat:
e mTSB-Broth Novobiocinnal kiegészitve (Merck 109205)
Szelektiv taptalajok:
o  SMAC agar bazis (Merck 109207)
e CT-Supplement (Merck 109202)
Nem szelektiv taptalaj
e TGE agar (Merck 110128)
Megerositéshez hasznalt tapkozegek és oldatok:
Indol reakciohoz felhasznalt anyagok:
e Kovacs-féle indol reagens ( Merck 109293)
e Triptonviz (Merck 110859)

47



DOI: 10.14267/phd.2014028

Targylemez agglutindciohoz hasznalt savo:

e ANTI-COLI O157: ( K-) (SIFIN TR 2218)

E. coli 0157 vizsgdlat menete tenyésztéses modszerrel (MSZ EN ISO 16654:2001)

Steril koriilmények kozott 25 g-ot bemértem a mintabol és 225 ml 42 °C-ra elémelegitett
mTSB + Novobiocin dusité oldatot (Merck) adagoltam hozza, majd inkubaltam 24 oraig
42°C-on. Az inkubacidt kdvetden a mintabol oltokacs segitségével CT-SMAC (Merck) feliile-
tére szélesztettem ¢és a lemezeket aerob koriilmények kozott 37°C-on 24 6ran at inkubaltam.
Az E. coli O157 telepeket TGE agarra szélesztettem tovabb és inkubaltam 37°C-on 24 6raig.
A tiszta tenyészetekbdl elvégeztem a biokémiai vizsgalatot €s az indol reakciot a szabvanyban
leirtak szerint. Tripton vizbe oltottam a feltételesen pozitiv telepeket és 24 oraig 37°C-on
inkubaltuk, majd 1 ml Kovacs reagenst cseppentettem az inokulalt tapkdzeghez és szobahd-
mérsékleten 10 percig allni hagytam. A felsé zonaban keletkezd piros szinli gylrl pozitiv, a
sargas barna gylrii indol-negativ reakciot jelzett. A kitenyésztett izolatumok alkalmasak vol-
tak arra, hogy targylemez agglutinald savoval meghatarozzuk az O antigénjiiket. A SMAC
taptalajrol egy napos inkubécio utdn elvégezhetd a targylemez-agglutinicié is. A vizsgalat
soradn steril targylemezre cseppentettem egy csepp specifikus ellenanyag tartalmu agglutinald
savot, majd steril kacs segitségével kis mennyiségli baktérium-tenyészetet szuszpendaltam el

benne. A jol lathat6 agglutinacié néhany masodperc mulva alakult ki.

4.1.4. Campylobacter nemzetség kimutatasa tenyésztéses modszerrel

Campylobacter nemzetség tenyésztéses vizsgalathoz felhasznalt anyagok

BOLTON szelektiv dusito:
e Bolton Broth ( OXOID CM0983 )

e Bolton Broth Selective Supplement ( OXOID SR0183 )
PRESTON szelektiv dusito:

e Nutrient Broth No.2 ( OXOID CM0067 )

e Preston Campylobacter Selective Supplement ( OXOID SR0117)

e Modified Preston Campylobacter Selective Supplement ( OXOID SR0204)
Elddusitohoz adagolt vér:

e 5% v/v Lysed Horse Blood ( OXOID SR0048)
Taptalajok:

e Campylobacter Selective Blood Free Agar (CCDA) (OXOID PO0119)

e Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base (OXOID CM0739)
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e CCDA Selective Supplement (OXOID SR0155)
o Campylobacter Agar Base (OXOID CMO0689) ¢és 5% v/v Lysed Horse
Blood (OXOID SR0048 )
Biokémiai vizsgalat:

e Oxidaz teszt ( Merck 1.13300 )

Campylobacter spp. vizsgalat menete (MSZ EN ISO 10272-1:2006)

A mintabol 25 g-ot vagy 25ml —t bemértem steril zacskoba, majd 225 ml Campylobacter dusi-
t6 oldatot mértem ra €s aerob koriilmények kozott inkubaltam 4-6 6ran at 37 °C-on, majd 41,5
°C-on 48 orat. Mintanként négy parhuzamos vizsgalatot végeztem, négy kiilonb6zo
Campylobacter disit6 oldat alkalmazasaval (Bolton, Bolton vérrel kiegészitve, Preston illetve
Preston dusitot vérrel kiegészitve). A feldusitott mintakat szelektiv mCCDA taptalajra, Bril-
lant Campycount agarra és Columbia véres taptalajra szélesztettem €s 41,5 °C-on 48 oraig
mikroaerofil korilmények kozott inkubaltam. Az eredményeket 0, 6, 24 és 48 dra idOpontok-
ban leolvastam. Ezzel parhuzamosan elvégeztem a mintdk qPCR vizsgélatat. A jellegzetes
feltételezetten Campylobacter telepeket tovabb szélesztettem Columbia véres agarra ¢és
inkubaltam 41,5 °C-on 24-48 6raig mikroaerofil koriilmények kozott. Ezeket a telepeket mik-
roszkopos eljarassal vizsgaltam tovabb, ahol morfologiai azonositast és mozgasvizsgalatot
végeztem. A Campylobacter fajokra oxiddz pozitivitas jellemzd, ennek igazolasara oxidaz-
tesztet végeztem. Az oxidaz teszthez gyari csikot (Merck 1.13300) hasznéltam, az oxidaz
reangenssel atitatott szlirGpapirra egy 24 oOras telepet vittem fel kaccsal és a szinreakcid alap-
jan értékeltem az eredményt a teszthez mellékelt szinskala segitségével. Az eredmény meg-
erdsitésé¢hez negativ és pozitiv kontrollt is hasznaltam. Tovabbi azonositd vizsgalatként a fel-

tételesen pozitiv telepeket multiplex PCR mddszerrel vizsgaltam tovabb (Denis et al.,1999).

4.2. Patogén mikroorganizmusok kimutatasara alkalmazott kromogén szubsztrat tar-

talmu taptalajok

4.2.1. Salmonella nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok
e Harlequin Salmonella ABC (LabM HALO0O1)
e ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (bioMerieux 43 621/ 43 629)
e Compass Salmonella agar ( Biokar BM06608)
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4.2.2. L. monocytogenes vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalajok

e Harlequin Listeria Chromogenic Agar (LabM HALO010)
e RAPID L ’Mono (Biorad 356 3694)
e Compass Listeria Agar (Biokar BM12308)

4.2.3. Campylobacter nemzetség vizsgalatara hasznalt kromogénes taptalaj
e Brilliance Campy Count Agar (Oxoid PO5305A)

4.3. Immunologiai modszerek patogén mikroorganizmusok kimutatasara

4.3.1. Salmonella nemzetség Kimutatasara alkalmas immunolégiai eljarasok

VIDAS® Immuno- Concentration Salmonella 11 (ICS2)

A VIDAS® Immuno- Concentration Salmonella 11 (ICS2) teljesen automatizalt rendszer,
amely élelmiszerbdl- és kornyezeti mintakbol szalmonellak disitasara alkalmas VIDAS
késziilékben hasznalt teszt.
A VIDAS ® Immuno- Concentration Salmonella 11 (ICS2) kit tartalma:
e [CS2 csik: Felhasznalasra kész
e ICS2 SPR: Felhasznalasra kész. Az SPR” felszini antigének elleni ellenanyagokkal
van bevonva.
e [CS2 Standard (S1)
e |MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kartya.
A méréshez felhasznalt egyéb reagensek:
e Pufferolt pepton viz (BPW)
e RVS leves
e M-leves (Merck 110658)
Vizsgalat menete:
25g mintat aszeptikus koriilmények kozott steril zacskoba mértem €s 225 ml BPW oldatot

adagoltam ra és inkubaltam 24 6ran at 37°C-on.
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Az immunszeparalasi eljarast az elédusitasi 1épés utan alkalmaztam. Az 24 6rén at inkubalt
BPW dusitobdl a szobahdmérsékletre elomelegitett I[CS2 csik mintatartd kiivettajaba adagol-
tam 800 pl-t. Mérésenként egy standard mintat is hasznalni kell (S1). A csikokat a késziilékbe
helyezetem ¢és a gyartd tmutatdja alapjan elvégeztem a mérést. A mérés végeztével az ICS2
csik utolso kiivettajabol a teljes mennyiséget athelyeztem pipetta segitségével M- levesbe és

5-6 oOrara 41.5°C-os inkubatorba helyeztem.

VIDAS ¥ SLM
A VIDAS® Salmonella (SLM) a VIDAS®™ késziilékben hasznalt kvalitativ teszt a Salmonella

¢lelmiszer- és kornyezeti mintakban torténd kimutatdsara az ELFA technika alkalmazasaval.
A VIDAS® Salmonella (SLM) kit tartalma:

e SIM csik: Felhasznaléasra kész

e SLM SPR: Felhasznélasra kész. Az SPR” felszini antigének elleni ellenanyagokkal
van bevonva.

e SLM Pozitiv kontroll (C1)

e Negativ kontroll (C2)

e SLM Standard (S1)

e 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kartya.

A méréshez felhasznalt egyéb reagensek és anyagok:
e Vizfiird6 (95-100 °C)
e Pufferolt pepton viz (BPW)
e RVS leves
e M-leves (Merck 110658)

Vizsgalat menete:

A vizsgalatot az ICS szeparalas utan M-levesbdl vagy hagyomanyos dusitast kovetéen RVS
dusito oldatbol végeztem el. Az inkubalast kovetéen 1 ml-t egy steril csébe pipettaztam és
lezart allapotban 15 percre 100 °C-os vizfiirdébe helyeztem. Miutdn a csdvet lehlitottem és
homogenizaltam, a szoba hdmérsékletre elomelegitett VIDAS csik mintakiivettdjaba pipettaz-
tam 0.5 ml-t az oldatbol. Mérésenként egy standard mintat is hasznalni kell ( S1), illetve sziik-

ség esetén kontrollokat ( C1, C2).
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Ezutan a VIDAS csikokat a késziilékbe helyeztem és a gyartdi utmutatot kovetve elvégeztem
a tesztet. Amennyiben az eredmény pozitivnak bizonyult, minden esetben elvégeztem a meg-

erdsitd vizsgalatokat a kiinduld oldatokbdl az MSZ EN ISO 6579:2006 szabvany alapjan.

4.3.2. L. monocytognes kimutatasara alkalmas immunoldgiai eljaras
VIDAS® LMO2
A VIDAS® LMO 2 a VIDAS késziilékben hasznalt kvalitativ teszt az Listeria monocytogenes

¢lelmiszer- €s kornyezeti mintakban torténd kimutatasara az ELFA technika alkalmazasaval.

A VIDAS® LMO2 kit tartalma:
e MO 2 csik: Felhasznalasra kész
e LMO 2 SPR: Felhasznalasra kész. Az SPR® felszini antigének elleni ellenanyagokkal
van bevonva.
e [LMO 2 Pozitiv kontroll (C1)
e Negativ kontroll (C2)
e [MO 2 Standard (S1)

e 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kartya.

A méréshez felhasznalt egyéb reagensek és anyagok:
e Feles erdsségii Fraser dusito

e Fraser + vas —ammonium —citrat dusitd

Vizsgalat menete:

25 g mintat aszeptikus koriilmények kozott stomacher tasakba mértem és 225 ml feles erdssé-
gl Fraser elddusitét adagoltam hozza, majd inkubaltam 24 6ran at 30°C-on. Az inkubaciot
kovetden 0,1 ml-t az elddusitott oldatbol 10 ml teljes erdsségli Frasert tartalmazo csébe
transzportaltam és 24 6ran at 37°C-os termosztatban inkubaltam.

A feldusitott mintdbol 500 pl- t a VIDAS csik mintakiivettajaba pipettdztam. Mérésenként
egy standard mintat is kell hasznélni ( S1), illetve szlikség esetén kontrollokat ( C1, C2).
Ezutan a VIDAS csikokat a késziilékbe helyeztem és a gyartdi itmutatot kovetve elvégeztem
a tesztet az LMO2 programmal. Amennyiben az eredmény pozitiv volt, minden esetben elvé-
geztem a megerdsitd vizsgalatokat a kiindulasi oldatbol az MSZ EN ISO 11290 szabvany

alapjan.
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4.3.3. E. coli 0157 kimutatasara alkalmas immunolégiai eljaras

VIDAS® UP
A VIDAS® UP (ECPT) a VIDAS késziilékben hasznalt kvalitativ teszt az E.coli O157:H7
¢lelmiszer- €s kornyezeti mintakbol torténd kimutatasara az ELFA technika alkalmazésaval.
A VIDAS®™ UP (ECPT)kit tartalma:

e ECPT csik: Felhasznalasra kész

e ECPT SPR: Felhasznalasra kész. Az SPR” felszini antigének elleni ellenanyagokkal

van bevonva.

e ECPT Pozitiv kontroll (C1)

e Negativ kontroll (C2)

e ECPT Standard (S1)

e 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kartya.

A méréshez felhasznalt egyéb anyagok ¢és eszkdzok:
e Vizfiird6 (95-100 °C)
e Stomacher tasak

e Pufferolt pepton viz (BPW)

Vizsgalat menete:

Az elddusitast kovetden homogenizaltam a dusitd oldatot és 1 ml-t egy steril csObe pipettaz-
tam és lezart allapotban 15 percre 100 °C-os vizfiirdobe helyeztem. Miutdn a csovet lehiitot-
tem ¢és homogenizaltam, a szoba hdomérsékletre eldmelegitett VIDAS csik mintatartd
kiivettajaba pipettaztam 0,5 ml-t az oldatbol. Mérésenként egy standard mintat is kell hasz-

nalni ( S1), illetve sziikség esetén kontrollokat ( C1, C2).

Ezutan a VIDAS csikokat a késziilékbe helyeztem és a gyartdi itmutatot kovetve elvégeztem
a tesztet az ECPT programmal. Amennyiben az eredmény pozitiv volt, minden esetben elvé-
geztem a megerdsitd vizsgalatokat a kiindulasi oldatbol a MSZ EN ISO 16654:2001 szabvany
alapjan (BioMerieux Vidas Instrument User’s Manual, 2005).
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4.4. Korokozok kimutatasara alkalmazott molekularis vizsgalati médszerek

4.4.1. Real - time PCR vizsgalat menete

A real-time vizsgalatok 1épéseit a 8. abran szemléltetem.

Elodusitas

A 4

DNS kivonas

A 4

PCR reakcio
elokészitése

A 4

PCR reakcio

A 4

Eredmények

8. abra: Real - time PCR vizsgalat 1épései
4.4.1.1. TagMan Detection Kit-ek patogén mikroorganizmusok kimutatasara (ABI)

A real time PCR vizsgalatokhoz Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System késziilé-
ket, TagMan Salmonella enterica Detection Kit-et (ABI), TagMan Listeria monocytogenes
Detection Kit-et (ABI) és TagMan E.coli O157:H7 Detection Kit-et (ABI) hasznaltam.

A patogén detektald kit tartalmazza az alabbi oldatokat:

e Target Assay Mix (TAM): A TAM oldat tartalmazza a célspecifikus primreket és
probakat, valamint az IPC kontrollt.
e Environmental Master Mix (EMM): Az EMM oldat a polimeraz enzimet tartalmazza.

e Negativ kontroll

Elédusitas
Az ¢élelmiszerminta 25 g-jahoz 37°C-ra eldmelegitett BPW elddusitot adagoltam, majd
Stomacher-rel 60 masodpercig homogenizaltam. A mintat inkubaltam 37°C-on 16 6ran ke-

resztil.
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DNS extrakcid PrepMan Ultra oldat hasznalataval

Az elédusitott mintabol 1 ml-t 2 ml-es Eppendorf csébe mértem. A sejtek 3 percig 16000
rpm- en torténd centrifugalasos ilepitését kovetden a feliiluszot eltavolitottam, majd a
PrepMan Ultra sejtfeltaro oldatbol 100ul-t adagoltam a sejtekre és 30 masodpercig vortex-
szel kevertem. Ezutan 95-100 °C-on 10 percen at fiitd blokkban hékezeltem a mintat. Rovid
keverés utan a csoveket ismét centrifugaltam 3 percig 16000 rpm—en, majd a nukleinsavat
tartalmazo feliiluszot egy 0j Eppendorf csdbe pipettaztam. Végil 10 pl-t adagoltam a minta

DNS-bél egy 0j Eppendorf csébe, amely 90 ul DN4z mentes steril vizet tartalmazott.

PCR reakcid elékészitése

A PCR mix tartalma mintanként végkoncentracioban 30 pl:

e 15 ul Environmental Master Mix (EMM)
e 3 ul Target Assay Mix (TAM)
e 12 pl genomialis DNS

A 18 ul premixet (EMM+TAM) eldzetesen Osszemértem ¢€s a plate-re adagoltam, a minta
DNS-¢ét ezt kdvetden pipettaztam a vajatokba, a pipetta hegyet minden minta DNS adagolasa-
kor sterilre cseréltem a kontaminacié elkeriilése érdekében. Minden futdsnal DN4z mentes
steril vizet hasznéaltam negativ kontrollként. Pozitiv kontroll hasznalatara kiilon nem volt

sziikség, mivel az TAM tartalmaz IPC (Internal Positive Controll) kontrollt.

Real- time PCR reakcid

A reakci6 kiillonbozo 1épéseit a 5.tabldzatban ismertetem.

S.tablazat: A Real- time PCR reakci6 1épései

AmplyTaq Gold® PCR
Enzim Aktivalasa reakcio
Eldédenaturacio Denaturacio Annelacid
Idé 10 min 15 sec 1 min
Homérséklet 95°C 95°C 60°C
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Ezek a 1épések 45 cikluson keresztiil ismétlédnek. Ciklusonként megduplazodik a specifikus
DNS szakaszok mennyisége. A detektaldas a TagMan reakcion alapszik, amelynek lényege,
hogy a PCR elegy tartalmaz egy rovid specifikus DNS szakaszt (probat), amely kétféle fes-
tékkel jelolt. Ezek a rovid DNS szakaszok az egy szali DNS-hez kotddnek. A Taq polimeraz
enzim lanchosszabbitasa soran lehasitja ezt a rovid DNS szakaszt, a festékmolekulak tavol
keriilnek egymastdl és ez mérhetd fluoreszcens jelet ad. A Real-Time PCR-nél egy idében

torténik a sokszorositas és a detektalas.

Eredménvyek értékelése

Az eredmények értékelése a Sequence Detection System (SDS) és Rapid Finder™ Software
(ABI) PCR értékeld programok alapjan tortént. A pozitiv eredményt az el6dusitobol szabvany

alapjan erdsitettem meg.

4.4.1.2. BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon)

Az elédusitott mintakbol 10ul —t 500 pul BHI levesbe mértem és 37+ 1 °C—on 3 oOran at
inkubaltam. A kovetkezd lépésben 5 pl mintat adagoltam cluster csébe, amely 200 upl
proteazzal kiegészitett lizis reagenst tartalmazott. A cluster csoveket 20 percig 37°C-on, majd
10 percig 95°C-os fiitéblokkban hoékezeltem. A cluster csoveket 5 percen keresztiil hiit6-
blokkban lehtitottem.

50 pl lizdtumot a PCR cs6be mértem, amely tartalmazta a reakcidohoz sziikséges 0sszes rea-

genst ¢és a belsd kontrollt liofilezett tabletta formajaban.

A liofilezett tabletta tartalmazza:

e A nukleotidokat és a polimerazt

e A célmikrobara specifikus primereket

e Belsd kontrollt

e BSA-t (a polifenolokat tartalmazé mintak gatld hatasanak kikiiszobolése

céljabol )

e SybrGreen ™ fluoreszcens festéket
A csoveket a BAX® System Q7 (DuPont Qualicon) real-time PCR késziilékbe helyeztem és
elinditottam a vizsgalatra el6készitett programot.
Az amplifikalt DNS fragmentumok fluoreszcens jelet generalnak, amelyet automatikusan

felismer és elemez a BAX ®szoftver.
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4.4.1.3. Chromo4 Real-Time PCR Detection System (Biorad, Milan, Italy)

A Campylobacter gPCR vizsgalathoz hasznalt anvagok és eszkozok:

DNS kivonast Rantsiou et al. (2008) modszere szerint végeztem el.
Vizsgalathoz hasznalt primerek (Rantsiou et al., 2010):

Cj_rpoB1 (5'-GAGTAAGCTTGGTAAGATTAAAG-3)
Cjs_rpoB2 (5'- AAGAAGTTTTAGAGTTTCTCC-3")

Reakcio Mix mintanként, végtérfogat 25 pl:

12,5 SYBR Green Mix
Lo Cj_rpoBl (az alkalmazott primer koncentracigja: 10 uM)

0,125 ul Cj_rpoB2 (az alkalmazott primer koncentracidja: 10 uM)
10,375 ul H,O

A reakcid mixhez mintanként 1,0 pl genominalis DNS-t adagoltam.

A taptalajrdl izolalt telepek multiplex PCR modszerrel Denis et al. (1999) modszerének al-

kalmazasaval kerultek azonositasra.

Felhasznalt primerek (Denis et al.,1999):

* 16S rRNA 857 bp (C. jejuni, C. coli)

» mapA 589 bp (C. jejuni)

* ceuE 462 bp (C. coli)

4.5. Korokozok kimutatasara alkalmazott miniatiirizalt biokémiai azonosito rendszer

e BBL™ CRYSTAL™ Enteric/Nonfermenter ID Kit ( BD 245000 )

BBL Crystal Teszt elvégzése

Egy steril kaccsal leemeltem steril koriilmények koézott egy nutrient agaron jol elkiiloniilo
telepet biokémiai azonositas céljabol. A telepet felszuszpendaltam egy BBL Crystal inokulalé
folyadékos csében. A lezart csdvet 10—15 masodpercig vortexeltem. Az dsszes inokulalt fo-

lyadékot a teszt miianyag alapjaba Ontottem és a teszt alaplapjat két kézbe fogva Ovatosan

57



DOI: 10.14267/phd.2014028

végigfolyattam az inokulumot, mig minden cella meg nem telt. A maradék folyadékot vissza-
folyattam a bedntd nyiladshoz, és az alapot egy munkaasztalra helyeztem, majd répattintottam
a liofilizalt teszteket tartalmaz6 feddélapot. 18 — 24 6ran at, 35 — 37°C-on inkubaltam a tesztet.

Leolvasas: BBL Crystal Panel Viewer segitségével az eredményeket leolvastam. Az értékelés
eredményeként egy szadm jott 1étre: ez a profilszam. Az eredményt és a hozza tartozd szazalé-
kos valoszinliséget a tizjegyli profilszam és a telepmorfologia alapjan a BBL Crystal ID

System Electronic Codebook segitségével adtam meg.

4.6. Korokozok kimutatasra alkalmazott szerolégiai azonosito vizsgalatok
A reakciohoz alkalmazott oldatok :

e Enteroclon Anti-Salmonella 1(A - E) + Vi ( Sifin TR 1111)

e Enteroclon Anti-Salmonella (A - 67), omnivalent ( Sifin TR 1101)

e Anti-Coli O157: ( K-) (Sifin TR 2218)

A vizsgalat menete a 4.1.1. és 4.1.3. fejezetekben részletes bemutatasra kertiltek.

4.7. Statisztikai modszerek

Regresszio analizis:

A regresszio analizis hasznalata akkor indokolt, ha fiiggetlen valtozok egyiittes, linearis kap-
csolatara vagyunk kivancsiak egyetlen fliggd valtozoval. Feltétele, hogy mind a fliggetlen,
mind a fliggd valtozéknak normalis eloszlastnak kell lenniiik, valamint folytonos valtozoknak
¢s lehetdség szerint variancidjuk is homogén legyen. A regresszio-analizist gyakran szoktak a
korrelacio-analizissel egylitt emlegetni, hiszen az utébbinak mintegy kiterjesztése a regresz-
szio-analizis. A fliggd ¢s fiiggetlen valtozok kozotti kapcsolat megallapitdsdhoz az analizis a
legkisebb négyzetek modszerének segitségével egy egyenes egyenletét irja fel, mely a kovet-
kezoképpen néz ki: Y =a X + b (Svab., 1973)

Linearis korrelacios egyitthatd (r):

A korrelacios egyiitthato a linearis kapcsolat mérdszama, értéke mindig egy -1 és 1 kozotti
szam. Ha r=1, akkor a mérési pontok 1 valosziniiséggel egy egyenesen vannak, tehat linedris
kapcsolat van kozottiik. Ha a két adatsor fiiggetlen egymastol, akkor a korrelacios egyiitthato-
juk 0. Forditva nem mindig biztos, ezért ekkor csak azt mondhatjuk, hogy x és y korrelalatlan.
A fiiggetlenség csak akkor kovetkezik a korrelalatlansagbol, ha (X, Y) kétdimenzios normalis
eloszlasu. (Svab., 1973)
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Jelenlét/hiany probak jellemzO paramétereinek meghatarozasa az MSZ EN ISO 16140-

1:2004 alapjan
1. Kimutatési hatar
2. Relativ pontossag: 100 - (ptn)/N %
3. Relativ specifikussag: 100 - n/ (n+fy) %
4. Relativ érzékenység: 100 - p/ (ptfh) %
A korokozd mikroorganizmusok jellemzd paramétereit az MSZ EN ISO 16140-1:2004 alap-

jan a 6. tablazat mutatja.

6. tabldazat. A korokozd mikroorganizmusok jellemzd paraméterei az MSZ EN ISO 16140-
1:2004 alapjan

Referencia modszerrel Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv P f,
Alternativ modszerrel negativ f, n

Ahol: f,: hamis pozitiv (referenciai modszerrel negativ, alternativ modszerrel pozitiv)
fo: hamis negativ (referenciai modszerrel pozitiv, alternativ modszerrel negativ)

p: mindkét modszerrel pozitiv

n: mindkét modszerrel negativ

N: Osszes vizsgalat

4.8. Mesterséges fertozéshez hasznalt baktériumtorzsek

A vizsgélatokhoz felhasznélt mikroorganizmusok a FoodMicro Kft Mikrobioldgiai Laborato-

riumanak torzsgylijteménybdl szarmaztak ¢és a kovetkezdk voltak:

Salmonella vizsgalatok esetén felhasznalt baktérium torzsek:

e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis NCAIM B 02186
(Salmonella Enteritidis)

e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis NCAIM B 02187
(Salmonella Infantis)

e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Virchow NCAIM B 02188

(Salmonella Virchow)
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Worthington NCAIM B 02189
(Salmonella Worthington)

e (itrobacter freundii ATCC 8090
e Enterobacter aerogenes ATCC 35028
e Proteus mirabilis ATCC 12453

59



DOI: 10.14267/phd.2014028

Listeria monocytogenes vizsgalatok esetén felhasznalt baktérium torzsek:

e Listeria monocytogenes
e Listeria ivanovii
e Listeria innocua
E.coli 0157 vizsgalatok esetén felhasznalt baktérium torzs:

e FEscherichia coli O157 apatogén valtozat

Campylobacter vizsgalatok esetén felhasznalt baktérium torzs:

o Campylobacter jejuni

4.9. Vizsgalati tervek

Altalanos szempontok:

e Minden uj miiszeres modszer esetén elsO 1épésként meghataroztam torzstenyészet-

tel a kimutatasi hatart (a dolgozat készités idoszakaban a PCR Salmonella kimuta-

tas esetében tortént).

e Minden j modszernél mesterségesen fertdzott mintakkal vizsgaltam, hogy a szo-
kasos zavar6 kiséré mikrobidta hogyan befolyasolja az adott alternativ mddszert.
Ennek jelentdsége fOleg az alternativ taptalajok és az immunoldgiai vizsgalatok
korében van, igy a dolgozatomban is ezekre tértem ki.

e Rutin labotatériumi mintakb6l szarmazo6 véalogatott mintakkal végeztem a pérhu-
zamos vizsgalatokat a megfeleld szabvanyos ¢€s alternativ mddszerekkel az MSZ

EN ISO 16140: 2004 szabvany szerinti jellemz6 paraméterek meghatarozasara és a

matrixok zavaronhatasanak elemzésére.

4.9.1. Salmonella vizsgalati terv

Osszesen 85 természetesen és 36 mesterségesen fertdzott mintat hasznaltam a kisérletek el-

NCAIM B 01373

HNCMB 133006/99812

NCAIM B 01378

ATCC 51446

ATCC 33290

végzéséhez. A mesterségesen fertdzott mintakhoz tesztdrzseket alkalmaztam (7. tabldzat).
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7. tablazat. Mesterségesen fer6zott mintakhoz felhasznalt Salmonella torzsek:

Felhasznalt baktérium torzsek Torzstenyészetek kezdeti sejtszama

Salmonella enterica subsp. enterica serovar | 2,5 x 10%tke / ml

Enteritidis (Salmonella Enteritidis)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar | 2,6 X 10® tke / ml

Infantis (Salmonella Infantis)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar | 4,8 x 10® tke / ml

Virchow (Salmonella Virchow)

Salmonella enterica subsp. enterica serovar | 2,2 x 10® tke / ml

Worthington (Salmonella Worthington)

Citrobacter freundii 5,6 x 10° tke / ml
Enterobacter aerogenes 6,1 x 10® tke / ml
E. coli 8,2 x 10° tke / ml
Proteus mirabilis 3,5 x 10® tke / ml

Beoltasi terv matrixonként:

1.

2
3
4
5

25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Enteritidis 10™ higitas 1,0 ml

. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Infantis 10™ higitas 1,0 ml

. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Virchow 10 higitas 1,0 ml

. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Worthington 10™ higitas 1,0 ml

. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Enteritidis 10® higitas 1,0 ml +

Citrobacter freundii 107 higitas 1,0 ml

25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Infantis 10™ higitas 1,0 ml + Enterobacter
aerogenes 107 higitas 1,0 ml

25¢ minta + 225 ml BPW + Salmonella Virchow 10 higitas 1,0 ml + Proteus
mirabilis higitas 107 1,0 ml

25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Worthington 10 higitas 1,0 ml + E. coli
107 higitas 1,0 ml

Vak minta: 225 ml BPW

4.9.1. 1. Korszeri uj differencialo taptalajok és immunolégiai modszerek esetén

Matrixok: daralthus, felvagott, tejtermék és salatak.
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Mesterségesen fert6zott mintak (sejtszdma <10 tke / 25 g ) termékcesoportonként 8 db + 1 ne-

gativ kontrol.

Természetes (rutin mintdkbol valogatott) mintak: 6sszesen 85 db.

4.9.1. 2. Real — time PCR vizsgalatok esetén

Matrixok: nyershus, felvagott, csokoladé, fiiszer, kdrnyezeti minta, takarmany.
Természetes (rutin mintdkbol valogatott) mintak: 6sszesen 1445 db.

Kimutatasi hatar meghatarozasa.

Kimutatéasi hatar meghatarozasahoz kalibracios gorbét készitettem. Salmonella Enteritidis 24
oras tenyészetébdl BPW tapoldatban 10-es alapt higitasi sort készitettem (1-9-ig) és TGE
agaron (inkubaci6: 37°-on 24 6ra) meghataroztam a mikrobaszamot. A higitasi sor 10°” tagja-
ibol, valamint ezek tovabbi felezd higitdsaibol 1-1 ml-t eppendorf csObe pipettaztam, amely-
bol elvégeztem a DNS extrakciot €s a real-time PCR késziilékkel felvettem az egyes higita-
sokhoz tartoz6 amplifikacios gorbéket és meghataroztam azt a legkisebb sejtszamot (kimuta-

tasi hatdr), amely még pozitiv eredményt adott.

4.9.2. Listeria monocytogenes vizsgalati terv

4.9.2. 1. Korszerti uj differencialo taptalajok és immunoldgiai modszerek esetén

Matrixok: Mesterségesen fertézott mintak (sejtszama <10 tke / 25 g ) termékcsoportonként 4
db és 1 db negativ kontrol.
Természetes (rutin mintdkbol valogatott) mintak: dsszesen 147 db.

1. sorozat: daralthus, salata, tej, gyf. z0ldségek, gyf. sonka, gyf. tészta (63 minta)

2. sorozat: salata, tej, daralthus (84 minta)
Minden matrixbol négy mintat mesterségesen fertdztiink a kovetkezé modon:
A torzstenyészetbdl 9 ml-es teljes Fraser dusitoban tizes alapu higitasi sort készitettem és
szabvanyos ALOA agaron meghatdroztam a kiindulédsi tenyészetek kezdeti sejtszamat. A

vizsgalati sorozatokhoz felhasznalt torzseket a 8. és 9. tdablazat tartalmazza.
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8. tablazat: Els6 sorozat.

Felhasznalt baktérium torzsek

L. monocytogenes

2,3 x 108 tke / ml

L. ivanovii

5,9 x 10% tke / ml

L. innocua

1,5 x 10% tke / ml

9. tablazat: Masodik sorozat.

Felhasznalt baktérium torzsek

L. monocytogenes

1,2 x 10% tke / ml

L. ivanovii

2,4 x 10% tke / ml

L. innocua

1,7 x 10® tke / ml

1. 25g minta+ 225 ml feles er@sségli Fraser + L. monocytogenes 10™ higitas 1,0 ml

2. 25g minta + 225 ml feles er6sségii Fraser + L. monocytogenes 10 higitas 1,0 ml +
L. ivanovii 107 higitas 1,0 ml

3. 25g minta + 225 ml feles erésségii Fraser + L. monocytogenes 107 higitas 1,0 ml +
L. innocua 107 higitas 1,0 ml

4. 25g minta + 225 ml feles er6sségii Fraser + L. monocytogenes 107 higitas 1,0 ml +

L. innocua 107 higitas 1,0 ml+ L. ivanovii 107 higitas 1,0 ml

5. Vak minta: 225 ml feles erdsségli Fraser

4.9.3. E.coli 0157 vizsgalati terv

A vizsgalathoz felhasznalt torzset a /0. tabldzat tartalmazza.

10. tablazat: E. coli O157 vizsgélatok esetén felhasznalt baktérium torzs

Felhasznalt baktérium torzs

Torzstenyészet kezdeti sejtszama

E. coli O157

2,7 x 103 tke / ml
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Beoltasi terv hismintanként:

e 25gminta+225ml TSB+ E. coli 0157 107 higitas 1,0 ml
e 25gminta+225ml TSB+ E. coli 0157 10 higitas 1,0 ml
e 25gminta+ 225 ml TSB+ E. coli 0157 10~ higitas 1,0 ml

4.9.3.1. Immunoldgiai modszerek és real- time PCR modszer esetén
Matrixok: daralthus, feliileti mintak.
Mesterségesen fert6zott mintak (sejtszama <10 tke / 25 g ) 3 db daralthus.

Higiéniai mintak: 6sszesen 47 db.

4.9.4. Campylobacter vizsgalati terv

4.9.4.1. qPCR mddszer esetén

Matrixok: Kereskedelembdl szarmazo, hiitott, darabolt baromfi mintak
Vizsgalati terv: 40 minta x 4 dasit6 x 4 idépont.
= t=0 DNS extrakcio és qPCR vizsgalat és szammeghatarozas (QPCR ¢és telepszamlalas)
= t=6 DNS extrakcio, qPCR vizsgalat és szabvanyos vizsgalat
= t=24 DNS extrakcio, qPCR vizsgalat ¢s szabvanyos vizsgalat
= t=48 DNS extrakcio, qPCR vizsgalat ¢s szabvanyos vizsgalat
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5. KUTATASI EREDMENYEK

5.1. Korszeri uj differencialo taptalajok vizsgalati eredményei

5.1.1. Salmonella spp. vizsgalata kromogén szubsztratot tartalmazo6 agaron

A hagyomanyos mikrobiologiai vizsgalatokndl szamos taptalaj all a mikrobioldégusok rendel-
kezésére a kiilonboz6 mikrobédk élelmiszerekbdl torténd kimutatdsara. A kromogénes taptalaj
alapelve, hogy a baktériumok szaporodasuk soran specifikus enzimeket termelnek, melyek a
taptalajban 1év0 egy vagy tobb kromogén szubsztrattal enzim-szubsztrat reakcioba 1épnek,
melyet szinreakcio kovet. Igy egyetlen taptalajon akar tobb mikrobat, mikrobacsoportot is el
lehet kiiloniteni. A kromogénes taptalajok segitségével helyettesithetiink egyes biokémiai
teszteket. Vizsgalataim sordn harom kiillonb6zd cég kromogén szubsztrat tartalmu taptalajai-
val (COMPASS Salmonella, HARLEQUIN Salmonella, SM2 ) végzett vizsgélatok tapasztala-

tair6l szamoltam be.

A kromogén szubsztratot tartalmazé agarra torténd szélesztéses modszerek Gsszehasonlitasa-
hoz négy kiilonb6zd ¢élélmiszer matrixot valasztottam. A matrixok daralthus, felvagott, tejter-
mék és salatak voltak, amelyeket mesterségesen fertéztem, természetesen fert6zodtek, illetve
Salmonella negativ mintak voltak. A Salmonella-val beoltott mintak kiindulasi sejtszama <10
tke / 25 g volt. A vizsgalatok soran alkalmazott egyéb torzseket a kompetitiv mikrobidta tag-
jaibol valasztottam ki. A mesterséges fert6zott mintdk €s a negativ kontroll mintak eredmé-
nyeit a /1. tabldzat mutatja. Osszesen 121 mintat hasznéltunk a kisérletek elvégzéséhez.

A mesterségesen fertézott mintdk mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.

11. tablazat: Mesterségesen fert6zott és negativ kontroll mintdk eredményei kromogén

szubsztratot tartalmazo6 agar modszerrel

Pozitiv minta Pozitiv Pty Negativ
Mintik COMPASS Pozitiv minta minta Pozitiv minta minta Negativ minta Negativ minta
szaima HARLEQUIN ISO  mod- | COMPASS HARLEQUIN | minta SM2 .
Salmonella . SM2 P p . o ISO mod-
M S. modszerrel “ szerrel Sal, 1l S. rel rel
moédszerrel modszerrel P dl szerrel
Daralthus 9 8 8 8 8 1 1 1 1
Felvagott 9 8 8 8 8 1 1 1 1
Tejtemék 9 8 8 8 8 1 1 1 1
Salatak 9 8 8 8 8 1 1 1 1
Osszes 36 32 32 32 32 4 4 4 4

A Salmonella spp. kimutatasara szolgalé kromogén szubsztratot tartalmazo agarral végzett
vizsgélatok eredményét a /2-18. szamu tablazatokban foglaltam Ossze.
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A mesterségesen fertdzott mintak mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.

5.1.1.1.

Salmonella spp. vizsgalata COMPASS Salmonella kromogén szubsztratot

tartalmazo agarral

12. tablazat: Samlonella spp. kimutatasara alkalmas COMPASS Salmonella modszer és MSZ
EN ISO 6579: 2006 eredményeinek Osszefoglalo tablazata

Pozitiv minta Negativ minta
Minték szdma COMPASS Pozitiv minta COMPASS Negativ minta
Salmonella ISO modszerrel Salmonella ISO modszerrel
modszerrel modszerrel
Daralthus 27 10 10 17 17
Felvagott 22 2 2 20 20
Tejtermék 24 3 3 21 21
Salata 12 0 0 12 12
Osszes 85 15 15 70 70

13. tablazat.: COMPASS Salmonella és a referencia modszer eredményeinek 6sszehasonlitdsa
MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
COMPASS Salmo'n’ella p'=32+15=47 £~0
modszerrel pozitiv
COMPASS Salmon’ella £=0 0™ = 4+70=74
modszerrel negativ

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fertézott és valoga-
tott mintak Gsszege.

kK

n : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-

szege.

Relativ pontossag:
Relativ specifitas:

Relativ érzékenység:

100 - (47+74) / 121=100 %

100 - 74 / (74+0)= 100 %
100 - 47 / (47+0) = 100 %
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5.1.1.2. Salmonella spp. vizsgalata HARLEQUIN Salmonella kromogén szubsztratot

tartalmazo agarral

14. tablazat. Salmonella spp. kimutatdsara alkalmas HARLEQUIN Salmonella modszer és
MSZ EN ISO 6579: 2006 eredményeinek 0sszefoglalo tablazata

Pozitiv minta Negativ minta
Mintak szama HARLEQUIN Pozitiv minta | HARLEQUIN Negativ minta
0sszesen Salmonella ISO modszerrel Salmonella ISO modszerrel
modszerrel modszerrel

Daralthus 27 11 10 16 17
Felvagott 22 2 2 20 20
Tejtermék 24 3 3 21 21
Salata 12 0 0 12 12
Osszes 85 16 15 69 70

15. tablazat: HARLEQUIN Salmonella és a referencia modszer eredményeinek 6sszehasonli-
tasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
HARL’EQUIN Salmqnella P’ =32+15=47 f=1
modszerrel pozitiv
HARL’EQUIN Salmornella £=0 0 = 4+69=73
modszerrel negativ

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fertézott és valoga-
tott mintak Gsszege.

n : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.

. Relativ pontossag: 100 - (47+73) /121=99,2 %
100 - 73 / (73+1)=98,6%

100 - 47 / (47+0) = 100 %

e  Relativ specifitas:

. Relativ érzékenység:
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5.1.1.3. Salmonella spp. kimutatasa SM2 kromogén szubsztratot tartalmazé

agarral

16. tablazat: Salmonella spp. kimutatasara alkalmas SM2 moédszer és MSZ EN ISO 6579:

2006 eredményeinek 6sszefoglald tablazata

Mintak szama Pozitiv minta Pozitiv minta IS\I;?; trlr\ll glinta Negativ minta
SM2 moédszerrel | ISO modszerrel o ISO modszerrel
szerrel
Daralthus 27 10 10 17 17
Felvagott 22 2 2 20 20
Tejtermék 24 3 3 21 21
Salatak 12 0 0 12 12
Osszes 85 15 15 70 70

17. tablazat. SM2 ¢és a referencia modszer eredményeinek Osszehasonlitaisa MSZ EN ISO

16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia médszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
SM2 modszerrel pozitiv p =32+15=47 =0
SM2 médszerrel negativ f,=0 n' = 4+70=74

* r r r r M N4 r 144 .. r /4
p : Hagyomanyos ¢és alternativ mddszerrel is pozitiv mesterségesen fertdzott €s valoga-

tott mintak Gsszege.

*k

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-

szege.

e  Relativ pontossag: 100 - (47+74) / 121=100 %
. Relativ specifitas: 100 - 74 / (74+0)= 100 %
o Relativ érzékenység: 100 - 47/ (47+0) = 100 %

A taptalaj 6sszehasonlito vizsgalatok eredményeit kromogén szubsztratot tartalmazé agarral a

18. tablazat. tartalmazza, amelyben piros szinnel az AFNOR 4ltal hus, tejtermék, tojas, tenge-

ri halak, zoldségek, éallati takarmény, kornyezeti mintdkra vonatkoz6 értékeket tiintettem fel.
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18. tablazat: Kromogén szubsztrat tartalmu agarral végzett Samlonella spp. tartalmu mintak

MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan meghatarozott vizsgalati paramétereinek &sszefoglald

tablazata

Relativ pontossag | Relativ specifitas | Relativ érzékenység

(%) (%0) (%)
Sajat | AFNOR | Sajat | AFNOR Sajat AFNOR

értékek értékek értékek
COMPASS Salmonella 100 97,0 100 96,9 100 97,1
HARLEQUIN Salmonella 99,2 - 98.6 - 100 -
SM2 100 - 100 - 100 -

A 18. tablazat alapjan megallapithato, hogy a HARLEQUIN Salmonella és COMPASS Sal-
monella és az SM2 taptalajokon mért eredmények nagyon jo egyezést mutatnak a referencia
modszer eredményeivel. A COMPASS Salmonella és SM2 taptalajok esetén nem tapasztal-
tam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket. A COMPASS Salmonella-ra vonat-
kozdan az AFNOR nemzetkdzi validalasi adatok relativ pontossag, relativ specifitas és relativ
érzékenység tekintetében alacsonyabb értékeket mutatnak. A HARLEQUIN Salmonella tapta-
lajjal végzett vizsgalatoknal egy esetben hamis pozitiv eredményt kaptam daralthiis minta
vizsgalatakor a kromogén szubsztratot tartamazdé taptalajon, amelyet a biokémiai és szerologi-

ai tesztek nem igazoltak.

5.1.2. Listeria monocytogenes jelenlétének kimutatasa kromogén szubsztratos taptala-
jon

A Listeria monocytogenes kimutatdsdhoz Harlequin™ Listeria Chromogenic Agar, Compass
Listeria Agar, RAPID'L.Mono™ kromogén szubsztratot tartalmazé taptalajokat alkalmaztam.
A vizsgalat soran felhasznalt mintdk mesterségesen, természetes vagy negativ mintak voltak.
A mesterséges kortilmények kozt kontaminalt mintdk kezdeti L. monocytogenes és Listeria
spp. sejtszama <10 tke / 25g.

A mesterséges fert6zott mintak ¢és a negativ kontroll mintdk eredményeit a 10.2. szdma mel-
1€klet M1. és M2. tabldzatok mutatjak.

A mesterségesen fertdzott mintak mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.
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Két sorozatban vizsgaltam a mintakat:
1. Az els6é sorozatban Harlequin™ Listeria és Compass Listeria Agar allt rendelkezé-
semre, ebben a sorozatban 63 minta, daralthus, salata, tej, gyf. zoldségek, gyf. sonka,

gyf. tészta matrixok liszterids szennyezettségét ellendriztem.

1. sorozat
A Listeria monocytogenes jelenlétének kimutatdsa kromogén szubsztratos taptalajok

eredményeit a /9-28. tablazat tartalmazza.

19. tablazat: Listeria monocytogenes kimutatasara alkalmas kromogén szubsztratot tartalmazo
agar modszer ¢és MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 els6 sorozat eredményeinek dsszefog-

lal6 tablazata

Pozitiv Pozitiv Neati Negativ
_ . minta Pozitiv gatv minta Negativ
Mintak minta . minta :
s7Ama sl i Compass minta sl i Compass minta
.. . Listeria ISO méd- L Listeria ISO méd-
dsszesen Listeria Listeria ,
p Agar szerrel ] Agar mod- szerrel
madszerrel . madszerrel
modszerrel szerrel
Daralthus 1 S S S 6 6 6
Gy. f. 10 3 3 3 7 7 7
z0ldségek
Gy.f tészta | 15 3 3 3 12 12 12
Gy.f. Son- 5 5 5 5 0 0 0
ka
Tej 10 3 3 3 7 7 7
Salatak 12 4 4 4 8 8 8
Osszes 63 23 23 23 40 40 40

20. tablazat: Els6 sorozat Harlequin Listeria Agar és a referencia modszer eredményeinek

osszehasonlitasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =24+23=47 £=0
Alternativ médszerrel negativ f,=0 n = 6+40=46

p : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is pozitiv mesterségesen fert6zétt és valoga-
tott mintak Gsszege.
ke

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.
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100 - (47+46)/93=100 %
100 - 46/(46+0)= 100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 47/(47+0) = 100 %

21. tablazat. Elsé sorozat Compass Listeria Agar €s a referencia modszer eredményeinek
Osszehasonlitasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
Pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =24+23=47 =0
Alternativ médszerrel negativ f,=0 n = 6+40=46

* r r r 4 M N4 r 124 .. r /4
p : Hagyomanyos ¢€s alternativ modszerrel is pozitiv mesterségesen fertdzott és valoga-

tott mintak Gsszege.

*k

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-

szege.

. Relativ pontossag:

. Relativ specifitas:

100 - (47+46)/93=100 %
100 - 46/(46+0)= 100 %

. Relativ érzékenység: 100 - 47/(47+0) =100 %

22. tabldzat: Az 1. sorozat dsszehasonlitd értékelése

Relativ pontossag Relativ specifitas Relativ érzékenység
(%) (%) (%)
Harlequin™ Listeria 100 100 100
COMPASS Listeria 100 100 100

A 23. tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy a Harlequin™ Listeria és COMPASS

Listeria eredmények 100 %-ban megegyeztek a referencia modszer eredményeivel.

2. sorozat

A masodik sorozatban Harlequin™ Listeria Chromogenic Agar, Compass Listeria

Agar és RAPID'L.Mono™ agarral egészitettiik ki a taptalajok listajat. Ebben a soro-

zatban daralt hus salata és tej matrixok liszterias szennyezettségét ellendriztiik. A

vizsgalt mintak szdma 84 darab.
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23. tablazat: Listeria monocytogenes kimutatasara alkalmas Compass Listeria Agar,
Harlequin Listeria Agar és RAPID'L.Mono™ mddszer és MSZ EN ISO 11290:1996/A1:2005
masodik sorozat eredményeinek 6sszefoglalo tablazata

Pozitiv Pozitiv Pozitiv Negativ | Negativ
Mintak minta minta minta Pozitiv | Negativ minta minta Negativ
szAma Harlequin | Compass | RA- minta minta Compass | RA- minta
5570 e Listeria | PID'LMo | ISO Harlequin | Listeria PID'L.M | ISO
Listeria Agar no™ mod- ™ Listeria | Agar ono™ modszer-
sen , - , , - ,
mod- modszer- | modszer- | szerrel | modszerrel | modszer- | modszer- | rel
szerrel rel rel rel rel
Dardlt- | 5, 13 13 13 13 17 17 17 17
hus
Tej 28 9 9 9 9 19 19 19 19
Salatdk | ¢ 9 9 9 9 17 17 17 17
Osszes | g4 31 31 31 31 53 53 53 53

24. tabldzat: Mésodik sorozat Harlequin Listeria Agar és a referencia modszer eredményeinek
osszehasonlitasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
Pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =12+31=43 =0
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n =3+53=56

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fertézott és valoga-
tott mintak Gsszege.

Kk

n : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.

. Relativ pontossag:

e  Relativ specifitas:

100 - (43+56) / 99=100 %
100 -56 / (56+0) = 100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 43 / (43+0)= 100 %
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25. tablazat: Mésodik sorozat Compass Listeria Agar és a referencia modszer eredményeinek
osszehasonlitdsa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =12+31=43 £=0
Alternativ mddszerrel negativ f,=0 n =3+53=56

* r r r 4 M N4 r ” .. r /4
p : Hagyomanyos ¢€s alternativ modszerrel is pozitiv mesterségesen fertdzott s valoga-

tott mintak Gsszege.

*k

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-

szege.

. Relativ pontossag:

. Relativ specifitas:

100 - (43+56) / 99=100 %
100 -56 / (56+0) = 100 %

. Relativ érzékenység: 100 - 43 / (43+0)= 100 %

26. tablazat: Masodik sorozat RAPID'L.Mono™ ¢s a referencia mddszer eredményeinek 6sz-

szehasonlitasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =12+31=43 =0
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n =3+53=56

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fert6zott és valoga-
tott mintak Gsszege.

*k

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.

. Relativ pontossag: 100 - (43+56) / 99=100 %
. Relativ specifitas: 100 -56 / (56+0) = 100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 43 / (43+0)= 100 %
A taptalaj 0sszehasonlitd vizsgalatok eredményeit kromogén szubsztratot tartalmazé agarral a

27. tablazat tartalmazza, amelyben piros szinnel az AFNOR altal hus, tejtermék, tengeri ha-

lak, zoldségek, kornyezeti mintak vonatkozé értékeket tiintettem fel.
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27. tablazat: Kromogén szubsztrat tartalmu taptalajok MSZ EN ISO 16140 szabvanyban sze-

repld paramétereinek Osszefoglalo tdblazata L. monocytogenes vizsgélatakor

Relativ pontossag Relativ specifitas | Relativ érzékenység
(%) (%) (%)
Sajat | AFNOR Sajat AFNOR Sajat AFNOR
értékek értékek értékek
Harlequin™ Listeria 100 - 100 - 100 -
COMPASS Listeria 100 97,3 100 98,9 100 95,6
RAPID’L.Mono™ 100 98,6 100 97,9 100 99,2

28. tablazat. Két sorozatban vizsgalt L. monocytogenes MSZ EN ISO 16140 szabvanyban

szerepld paramétereinek Osszefoglalo tablazata

Relativ pontos- Relativ Relativ érzékeny-
sag specifitas ség
(%) (%) (%)
1. sorozat 100 100 100
2. sorozat 100 100 100
Osszes 100 100 100

Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a RAPID'L.Mono™ téptalajjal végzett vizsgala-
tok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket.

A 28. tablazat alapjan megallapithato, hogy a Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a
RAPID'L.Mono™ téptalajokkal mért eredmények nagyon jo egyezést mutatnak a referencia
modszer eredményeivel. A COMPASS Listeria és RAPID'L.Mono™ Agarra vonatkozoan az
AFNOR nemzetkozi validalasi adatok relativ pontossag, relativ specifitas €s relativ érzékeny-

ség tekintetében alacsonyabb értékeket mutatnak.

5.2. Patogének kimutatasara alkalmas immunologiai modszerekkel végzett vizsgalati

eredmények
5.2.1. Salmonella vizsgalata VIDAS SLM és VIDAS ICS2+SLM médszerrel

Osszehasonlito vizsgalatok eredményei ELFA modszerrel

74




DOI: 10.14267/phd.2014028

Az ELFA modszerrel végzett mérésekhez négy kiilonbozé matrixot valasztottam. A matrixok

daralthus, felvagott, tejtermék és salatdk voltak, amelyeket mesterségesen fertéztem, termeé-

szetesen fertdzottek, illetve negativak voltak. A Salmonella spp. -vel beoltott mintak kiindulé-

si sejtszama <10 tke / 25 g.

A vizsgalatok soran alkalmazott torzseket a kompetitiv mikrobidta tagjaibol valasztottam ki.

A Salmonella kimutatasanak eredményeit VIDAS modszerrel a 10.2. mellékletben 1évé M3.

és M4. tablazat, valamint a 29-33. tdbldzat tartalmazza.

A mesterségesen fertdzott mintak mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.

29. tablazat. Samlonella spp. kimutatasara alkalmas VIDAS SLM médszer és MSZ EN ISO

6579: 2006 eredményeinek Osszefoglalod tablazata rutin mintak esetén

Minték szama 5?322 Hsliflﬁ Pozitiv’ minta I\\;?]%Tg gﬁﬁa Ne gati\’/ minta
, ISO modszerrel , ISO modszerrel
modszerrel modszerrel
Daralthus 27 10 10 17 17
Felvagott 22 2 2 20 20
Tejtermék 24 3 3 21 21
Salatak 12 0 0 12 12
Osszes 85 15 15 70 70

30. tablazat: VIDAS SLM ¢s a referencia modszer eredményeinek dsszehasonlitdisa MSZ EN
ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ mddszerrel pozitiv p =32+15=47 =0
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n = 4+70=74

F 4 r r r M L’ r ” .. r 4
p : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is pozitiv mesterségesen fertdzott és valoga-

tott mintak Gsszege.

n Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-

szege.

o Relativ pontossag:

e  Relativ specifitas:

100 - (47+74) / 121=100 %
100 - 74 / (74+0)= 100 %

. Relativ érzékenység: 100 - 47 / (47+0) =100 %
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Salmonella vizsgalati eredmények VIDAS ICS2+SLM modszerrel

Osszesen 85 természetesen és 36 mesterségesen fertdzott mintat hasznaltam a kisérletek el-

végzéséhez VIDAS ICS2+SLM modszerrel.

31. tablazat: Samlonella spp. kimutatasara alkalmas VIDAS ICS2+SLM modszer és MSZ
EN ISO 6579: 2006 eredményeinek Osszefoglald tdblazata természetesen kontamindlodott

mintak esetén

Pozitiv minta Negativ minta
Minték szédma VIDAS Pozitiv minta VIDAS Negativ minta
0sszesen ICS+SLM moéd- | ISO modszerrel ICS+SLM ISO modszerrel
szerrel modszerrel
Daralthus 27 11 10 16 17
Felvagott 22 2 2 20 20
Tejtermék 24 3 3 21 21
Salatak 12 0 0 12 12
Osszes 85 16 15 69 70

32. tablazat. VIDAS ICS2+SLM ¢és a referencia modszer eredményeinek Osszehasonlitasa
MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =32+15=47 f=1
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n =4+69=73

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fertézott és valoga-
tott mintak Gsszege.

Kk

n : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.

. Relativ pontossag: 100 - (47+73) / 121=99.,2 %
. Relativ specifitas: 100 - 73/ (73+1)=98,6 %
o Relativ érzékenység: 100 - 47 / (47+0) =100 %
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Az Osszehasonlitd vizsgalatok eredményeit VIDAS SLM ¢és VIDAS ICS2+SLM a 37. tabla-
zat tartalmazza, amelyben piros szinnel az AFNOR altal hus, tejtermékek, zoldségek, kakads

termékek, allateledel mintak vonatkoz6 értékeket tiintettem fel.

33. tablazat: VIDAS késziilékkel végzett Samlonella spp. tartalmi mintdk MSZ EN ISO

16140 szabvany alapjan meghatarozott vizsgalati paramétereinek 0sszefoglalo tablazata

Relativ pontossag | Relativ specifitas (%) | Relativ érzékenység
(%) (%)
Sajat AFNOR Sajat AFNOR Sajat AFNOR
értékek értékek értékek
VIDAS SLM 100 - 100 - 100 -
VIDAS ICS2+SLM 99,2 97,4 98,6 99,4 100 95,5

A 33. tabldzat alapjan megallapithatd, hogy a VIDAS SLM, és VIDAS ICS2+SLM moddsze-
rekkel mért eredmények nagyon jé egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel. A
VIDAS SLM moddszer esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ ered-
ményeket. A VIDAS ICS2+SLM modszerrel végzett vizsgalatoknal egy esetben hamis pozi-
tiv eredményt kaptam daralthas minta vizsgalatakor, amelyet biokémiai €s szerologiai tesztek
nem igazoltak. A VIDAS ICS2+SLM moddszerre vonatkozéan az AFNOR nemzetkozi
validalasi adatok relativ pontossag ¢s relativ érzékenység tekintetében alacsonyabb, relativ

specifitas tekintetében magasabb értékeket mutatnak.

5.2.2. Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS LMO2 moddszerrel

Listeria monocytogenes vizsgalatat két egymast kovetd évben is elvégeztem VIDAS készii-
1ékkel. Az els6 sorozatban a hat problémat okozé matrixot valasztottam ki, a masodik évben a
matrixok szamat haromra csokkentettem. A Listeria monocytogenes kimutatasanak eredmé-
nyeit VIDAS modszerrel a 34-38. tablazat tartalmazza.

A mesterséges fert6zott mintak ¢és a negativ kontroll mintdk eredményeit a 10.2. szdma mel-
I€kletben 1évo M5. és M6. tablazat mutatja.

A mesterségesen fertdzott mintak mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.
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Elsd sorozat

Az ELFA modszerrel végzett mérésekhez hat kiilonb6zé matrixot valasztottam. A matrixok
daralthus, gyors fagyasztott zoldségek, gyors fagyasztott tészta, gyors fagyasztott sonka, tej €s
salatak voltak, amelyek mesterségesen fertéztem, természetesen fertézodtek, illetve negativak
voltak. A vizsgalatok soran alkalmazott torzseket a kompetitiv mikrobidta tagjaibol valasztot-
tam ki.

A Listeria torzsekkel beoltott mintak kiindulasi sejtszama <10 sejt / 25 g.

Osszesen 63 mintat hasznaltam a kisérletek elvégzéséhez VIDAS LMO2 modszerrel.

34. tablazat: Listeria monocytogenes kimutatasara alkalmas VIDAS LMO2 modszer és MSZ
EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 els6 sorozat eredményeinek dsszefoglalé tablazata

K Pozitiv minta Wit Arréinta
Minték szama Pozitiv minta VID Negativ minta
Osszesen VID,A 1L 07 ISO modszerrel | LMO2 mod- ISO modszerrel

modszerrel

szerrel

Daralthus 11 5 5 6 6
Gy.f.
z0ldségek 10 3 3 7 7
Gy.f. tészta 15 3 3 12 12
Gy.f. sonka 5 5 5 0 0
Tej 10 3 3 7 7
Salatak 12 4 4 8 8
Osszes 63 23 23 40 40

35. tablazat: Els6 sorozat VIDAS LMO?2 ¢és a referencia modszer eredményeinek dsszehason-
litdisa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
Pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p =24+23=47 £=0
Alternativ médszerrel negativ f,=0 n = 6+40=46

p : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is pozitiv mesterségesen fert6zétt és valoga-
tott mintak Gsszege.
sk

n : Hagyomdanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.
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o Relativ pontossag: 100 - (47+46)/93=100 %
o Relativ specifitas: 100 - 46 / (46+0) =100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 47 / (47+0) =100 %

Masodik sorozat

A masodik sorozatnal a mérésekhez hdrom kiilonb6z6 matrixot valasztottam. A matrixok ez
esetben daralthus, tej és salatdk voltak, amelyeket mesterségesen fertéztem, természetesen
fertdzottek, illetve Listeria monocytogenes negativak voltak. A Listeria monocytogenes —el
fert6zott mintak kiindulasi sejtszama <10 sejt / 25 g. A vizsgalatok soran alkalmazott torzse-
ket a kompetitiv mikrobiota tagjaibol valasztottam ki. Ebben a kisérletben 84 minta vizsgala-
tara kertlt sor.

36. tablazat: Listeria monocytogenes kimutatasara alkalmas VIDAS LMO2 modszer és MSZ
EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 masodik sorozat eredményeinek dsszefoglalo tablazata

Pozitiv minta Negativ minta
Mintdk  széma VI]Z) A‘é LMO2 Pozitiv minta VIDAS Negativ minta
Osszesen , ISO modszerrel | LMO2 mod- | ISO modszerrel
modszerrel
szerrel
Daralthus 30 13 13 17 17
Tej 28 9 9 19 19
Salatak 26 9 9 17 17
Osszes 84 31 31 53 53

37. tabldzat: Masodik sorozat VIDAS LMO?2 ¢s a referencia modszer eredményeinek Ossze-
hasonlitasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Referencia mddszerrel | Referencia modszerrel
Pozitiv negativ
Alternativ mddszerrel pozitiv p =12+31=43 =0
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n =3+53=56

p : Hagyomanyos és alternativ médszerrel is pozitiv mesterségesen fertézott és valoga-
tott mintak Gsszege.

n : Hagyomanyos és alternativ modszerrel is negativ kontroll és valogatott mintak 6sz-
szege.

. Relativ pontossag: 100 - (43+56) / 99=100 %
100 -56 / (56+0) = 100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 43 / (43+0)= 100 %

e  Relativ specifitas:
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Az 6sszehasonlito vizsgalatok eredményeit VIDAS LMO2 a 42. tablazat. tartalmazza, amely-
ben piros szinnel az AFNOR altal hus, tejtermékek, tengeri halak, zoldségek, kornyezeti min-

tak vonatkozo értékeket tuntettem fel.

38. tablazat: VIDAS LMO2 6sszehasonlitasanak 6sszefoglalo tablazata

Relativ pontossag | Relativ specifitds | Relativ érzékeny-
(%) (%) ség (%0)
Sajat | AFNOR | Sajat | AFNOR | Sajat | AFNOR
értékek értékek értékek
1. sorozat VIDAS LMO2 100 - 100 - 100 -
2. sorozat VIDAS LMO2 100 97,6 100 98,3 100 96,7

A 38. tablazat alapjan megallapithato, hogy a VIDAS LMO2 modszerrel mért eredmények
nagyon jO egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel. A VIDAS LMO2 mdd-
szerrel végzett vizsgalatok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ
eredményeket. A VIDAS LMO2 modszerre vonatkozoan az AFNOR nemzetkozi validaléasi
adatok relativ pontossag, relativ specifitas és relativ érzékenység tekintetében alacsonyabb

értékeket mutatnak.

5.2.3. E.coli O157:H7 vizsgalata VIDAS UP modszerrel

Az tlizemi kornyezet feltérképezésekor a real-time PCR moddszer mellett parhuzamosan
VIDAS UP mddszerrel is elvégeztem a mintdk vizsgalatat.

A vizsgélat soran a VIDAS UP alternativ mikrobioldgiai modszert dsszehasonlitottam a refe-
rencia modszerrel az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan. Meghataroztam a relativ pontos-
sagot, relativ specifikussagot és a relativ érzékenységet. A E.coli O157:H7 kimutatdsanak

eredményeit VIDAS UP moédszerrel a 39-40. tablazat tartalmazza.

Az lizemi vizsgalatokkal parhuzamosan 3 darab mesterségesen fert0zott mintat is vizsgaltam
mindkét késziilékkel. Nyers daralt his martixot oltottam be alacsony sejtszdmmal. Az E. coli
O157-t mesterségesen fertdzott mintak kiindulasi sejtszama legalabb <10 sejt / 25 g volt.
Osszesen 47 higiéniai és 3 mesterségesen fertdzott mintat hasznaltam a kisérletek elvégzésé-
hez VIDAS UP moddszerrel.

A mesterségesen fertdzott mintak mindegyike pozitiv, a kontroll minta negativ eredményt

adott.
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A VIDAS UP gyorsvizsgalati modszer szabvanyos moddszerrel torténd osszehasonlitd vizsga-
lata az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan a relativ érzékenység, pontossag és specifikus-

sag alapjan tortént.

39. tablazat: E.coli O157 kimutatasara alkalmas VIDAS UP alternativ vizsgélati mdodszerek

eredményeinek dsszehasonlitisa MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan

Referencia modszerrel | Referencia modszerrel
Pozitiv negativ
Alternativ modszerrel pozitiv p=3 =0
Alternativ modszerrel negativ f,=0 n=47

. Relativ pontossag: 100 - (3+47) / 50=100 %
100 - 47/ (47+0) =100 %

o Relativ érzékenység: 100 - 3 / (3+0)=100 %

e  Relativ specifitas:

Az Osszehasonlitd vizsgalatok eredményeit VIDAS UP a 46. tablazat tartalmazza, amelyben

piros szinnel az AFNOR altal hts, zoldség, kornyezeti minta vonatkozo értékeket tiintettem
fel.

40. tablazat. VIDAS UP ¢és a referencia modszer dsszehasonlitasanak eredményei az MSZ EN

ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

VIDAS UP | Relativ pontossag % | Relativ specifikussdg% | Relativ érzékenység%
Sajat Sajat Sajat
arckek | ATNOR T gekek | ATNOR | e | ATNOR
100 98,4 100 96,9 100 97,4

A 40. tablazat alapjan megallapithatd, hogy a VIDAS UP mddszerrel mért eredmények na-
gyon jo egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel. A VIDAS UP moddszerrel
végzett vizsgalatok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredmé-
nyeket. A VIDAS UP modszerre vonatkozoan az AFNOR nemzetkozi validalasi adatok rela-
tiv pontossag, relativ specifitas és relativ érzékenység tekintetében alacsonyabb értékeket mu-

tatnak.
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5.3. Patogének kimutatasara alkalmas valos idejii PCR moédszerekkel végzett vizsgalati

eredmények

5.3.1. A kimutatasi hatar meghatarozasa TaqMan PCR mddszerrel

A Salmonella spp. kalibracios gorbéjét BPW tapoldatban hataroztam meg. A kalibracids gor-

bét a 9. abra szemlélteti.

Real -time modszer kimutatasi hatara Salmonella spp

39 «__
37 \A
35 \ y =-3,2275x + 46,108
Rz =0,964
c(t)33 e
o

31 *
29
27
25
2 2,5 3 3,5 4 45 5 55
IgN / ml BPW

9. abra: Real — time PCR modszerrel BPW dusitoban meghatarozott kalibracios gorbe
A vizsgalati eredmények alapjan megallapithatd, hogy a szalmonelldk biztonsagos kimutata-
sdhoz a BPW dusitoban nagyobb, mint 2,5 log N/ml BPW(>300/ml BPW) sejtstirliségre van

sziikség.

L. monocytogenes kalibracids gorbéjét feles erdsségli Fraser levesben hataroztam meg. A ka-

libracios gorbét a 10. dbra szemlélteti.
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Realt-time PCR vizsgalatok kimutatasi hatara L. monocytogenes

44

38

c(t) 32

26

20
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6

IgN / ml Fraser

10. abra: Real — time PCR moddszer érzékenysége feles erdsségli Fraser dusitoban

A vizsgalati eredmények alapjan megallapithato, hogy a Listeria- k biztonsadgos kimutatasa-
hoz a feles erdsségli Fraser dusitoban nagyobb, mint 2,5 log N/ml feles Fraser (>300/ml feles
Fraser) sejtstiriiségre van sziikség.

Az E. coli O157 kalibracios gorbéjét TSB levesben hataroztam meg. A kalibracids gorbét a
11. abra szemlélteti.

Realt-time PCR vizsgalatok kimutatasi hatara E. coli 0157
40
35
c(t
( )30
25
20
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55
IgN / mI TSB

11. abra Real — time PCR mddszer érzékenysége TSB dusitéban
A vizsgalati eredmények alapjan megallapithat6, hogy az E. coli O157 biztonsagos kimutata-
sahoz a TSB dusitoban nagyobb, mint 2,5 log N/ml TSB(>300/ml TSB) sejtslirliségre van

sziikség.
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Ha a mesterségesen fertdzott vagy természetesen fert6zodott mintdk vizsgalatakor biztosan
pozitiv jelet szeretnénk kapni real-time PCR modszerrel, akkor a késziilékbe helyezett méro-
cellaban az elédusitott mintdnak (0,01 ml) minimum 5-10 sejtet kell tartalmaznia, amelyet
akkor ériink el, ha az elédusitast ugy iranyitjuk, hogy az oldat egy ml-e 300-1000
célmikroorganizmus sejtet tartalmazzon. A real —time modszer legalacsonyabb kimutathato

sejtszamat a 41. tablazat tartalmazza.

41. tablazat: A real —time mddszer legalacsonyabb kimutathato sejtszama

Moédszer Sejt/dusitott minta | Sejt/méré cella

Real —time PCR 10%°/ml 5-10/0,01 ml

5.3.2. Salmonella spp. vizsgalata real-time PCR modszerrel élelmiszer és takarmany
mintakbol

A kivalasztott matrixok tipusa eldkészitett hus, huskészitmény, csokoladé, fiiszer, takarmany
volt. Az ISO 16140 szabvany alapjan 5 féle mintatipust kell megvizsgalni a sikeres 0sszeha-
sonlitdshoz. Ezen matrixok kivalasztasat a szalmonellak élelmiszeripari termékben vagy azok
kornyezetében tapasztalt legvaloszintibb eléforduldsa indokolta. A real-time PCR moddszerrel
kapott vizsgalati eredményeket a 42. tablazatban mutatom be. A real-time PCR ¢és referencia
modszer O0sszehasonlitasanak eredményei az MSZ EN ISO 16140:2004 szabvany alapjan a

43. tablazat tartalmazza.

42. tabldzat: Elelmiszer, takarmany és kornyezeti mintdk real-time PCR és hagyomanyos

Salmonella vizsgalati eredményeinek 0sszefoglalo tablazata

Osszes
oo . s Pozitiv Negativ Negativ minta
Matrix | Pozitiv PCR | 150 6579 PCR ISO 6579 | inhibicié
nélkiil
Nyers hus 17 7 286 296 303
Flszerezett 27 23 168 172 195
husok
Felvagott 12 10 80 82 92
Csokoladé 3 3 40 40 43
Flszer 0 0 9 9 9
Takarmany 13 1 500 512 513
Komyezeti 12 1 213 224 225
minta
Zoldseg, 6 4 14 16 20
gyimolcs
Osszesen 90 49 1310 1351 1400
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43. tablazat: A real-time PCR ¢és referencia modszer 6sszehasonlitasanak eredményei az MSZ
EN ISO 16140:2004 szabvany alapjan ¢élelmiszer, takarmany és kornyezeti mintak vizsgalata-

kor

Elelmiszer matrix Osszes vizsgalt Relativ pontossag | Relativ specifikus- | Relativ érzékeny-
minta % sag ség
db % %
Sajat Sajat Sajat
értékek AFNOR értékek AL értékek AL
Nyers hus 303 96,7 100 | 96,6 100 100 100
Fuszerezett 195 97.9 | 100 | 977 | 100 | 100 | 100
husok
Felvagottak 92 97,8 100 97.6 100 100 100
Csokoladé 43 100 - 100 - 100 -
Fiiszer 9 100 - 100 - 100 ;
Takarmany 513 97,7 | 985 | 977 100 100 | 96,7
Kornyezeti 225 95,1 ; 95,1 ] 100 ]
minta
Zoldseg, gyi- 20 90,0 ; 87,5 ; 100 ;
molcs
o Atlag: Atlag: Atlag:
Osszesen 1400 97.1 - 97.0 - 100 -

AFNOR (hts, tejtermék, zoldség és haladszati termék, allateledel)

A 43. tablazat alapjan megallapithato, hogy a real-time PCR mddszerrel mért eredmények a
fiszer mintak kivételével eltérést mutatnak a referencia modszer eredményeihez képest. Min-
den megvizsgalt mintacsoportndl a feltételesen pozitiv mintakat szabvanyos modszerrel vizs-
galtam tovabb. Nyershus mintdknal 10, fliszerezett husok esetén 4, felvagott mintdknal 2, ta-
karméany mintak esetén 12, kornyezeti mintdknal 11 és zoldség-gyiimolcs esetben 2 tapasztal-
tam hamis pozitiv eredményt. Hamis negativ eredményt egyetlen minta esetén sem figyeltem
meg. A real-time PCR modszerre vonatkozoan az AFNOR nemzetkozi validalasi adatok rela-
tiv pontossag, relativ specifitas és relativ érzékenység tekintetében magasabb értékeket mutat-

nak, kivéve takarmany mintak esetén, ahol a relativ érzékenység adatok alacsonyabbak.
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5.3.3. E.coli O157:H7 eléfordulasanak feltérképezése iizemi kornyezetben

A vizsgalat célja a hiitott helyeken, a htison, munka kdzben hasznalt feliileteken, kornyezet-
ben az E.coli O157:H7 el6fordulasanak feltérképezése. Jelen vizsgalatunk keretében ennek a
kérdéskornek a higiéniai vonatkozasat tartam fel: elsdédleges célom azoknak a teriileteknek a
feltarasa, ahonnan a termék kontaminalédhat. A 2073/2005 EK mikrobiologiai rendelet az
¢lelmiszer-biztonsagi kritériumok kozott eldirja, hogy az élelmiszer nem tartalmazhat €16 E.
coli O157:H7 sejtet. Mintavétel soran azokat a helyeket részesitettiik elényben, ahol a vizsgalt
feliiletetek kozvetleniil érintkeznek a termékkel, ¢és igy fennall a kontaminacié lehetdsége,
valamint ahol az E. coli O157:H7 szaporodasara optimalis feltételek vannak.

47 darab higiéniai és 3 darab mesterségesen fertézott mintat vizsgaltam. Az E. coli O157-tel
mesterségesen fert6zott mintak kiindulési sejtszama <10 sejt / 25 g volt. A mintakat 3 alka-
lommal munka kdzben az lizem egész teriiletérdl vettem. A mintavétel modja tamponos torlés
volt (100 cm? feliiletrél). Ahol a minta jellege megkivanta (nyesedékhus), ott 25 g volt a vizs-
galati alap.

A fenti szempontoknak megfelelden a vizsgalt feliiletek vagolapok, kések, kezek, kesztytik.
Kornyezetben az E. coli O157:H7 szaporodésara alkalmas helyek padozatok, raklapok, ajtok,
falak, tisztitoeszkozok voltak.

A vizsgalat soran real-time PCR alternativ mikrobioldgiai mddszert hasonlitottam Ossze a
referencia modszerrel az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan. Meghataroztam a relativ pon-
tossagot, relativ specifikussagot és a relativ érzékenységet.

A 47 darab higiéniai minta esetén egyetlen alkalommal sem volt kimutathaté E. coli O157:H7
hagyomanyos vizsgalati eljarassal, és real -time PCR sem igazolta annak jelenlétét. A real-
time PCR modszerrel kapott vizsgélati eredményeket a 44. tablazatban mutatom be. A real-
time PCR ¢és referencia modszer Osszehasonlitdsanak eredményeit az MSZ EN ISO

16140:2004 szabvany alapjan a 45. tablazat tartalmazza.

44. tablazat: E.coli O157 kimutatasara alkalmas alternativ vizsgdlati médszer eredményeinek

Osszehasonlitaisa MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan

Referencia Referencia
modszerrel + modszerrel -
Alternativ mod- p=3 £,=0
szerrel: +
Alternativ mod- f,=0 n=47
szerrel: -
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. Relativ pontossag: 100 - (0+47) / 47=100 %
. Relativ specifitas: 100 - 47/ (47+0) =100 %
o Relativ érzékenység: 100 - 3/ (3+0) =100 %

45. tablazat: A real — time PCR ¢és a referencia modszer 0sszehasonlitasanak eredményei az
MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvany alapjan

Real-time

PCR Relativ pontossag: Relativ specifikussag: | Relativ érzékenység:

100% 100% 100%

A 45. tablazat alapjan megaéllapithatd, hogy a real-time PCR moddszerrel mért eredmények
nagyon jo egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel. Az E. coli O157 real-time
PCR-rel végzett vizsgalatakor nem tapasztaltam sem hamis pozitiv, sem hamis negativ ered-

ményeket.

5.4. Matrix hatas elemzés

5.4.1. Elelmiszerek és takarmanyok matrix hatisa patogének kimutatisara kromogén

szubsztratot tartalmazo taptalajoknal

A vizsgalataim azt mutattdk, hogy a Sa/monella izolalaséara szolgalé kromogén szubsztratot
tartalmazoé taptalajokkal végzett vizsgalatok Osszehasonlité eredményei jobbak, mint az
AFNOR altal hat matrix csoporta (hus, tejtermék, tojas, zoldség, takarmany, kdrnyezeti
minta) mért értékek. Az eltérés oka a mintdk kiilonbségébdl adddhat.

A Harlequin Salmonella ABC agar specifikussagban valé eltérés oka lehet, hogy egyes fel-
tételesen Salmonella pozitivnak mindsitett telepek a valos szalmonella tenyészetekhez ha-
sonlo (sotétebb zold) szint mutattak, viszont a megerdsitd biokémiai €s szerologiai vizsga-
lat sordan a szalmonella negativitds bizonyosodott be. Az azonositdé vizsgalatok soran
Citrobacter freundii torzsek keriiltek azonositésra.

Az irodalmi adatok is alatdmasztjak, hogy a kromogén szubsztratot tartalmazéd agarokon
Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii, Shigella disenteriae, Morgenella morganii
Hafnia alvenii, Pseudomonas aeruginosa okozhat hamis pozitiv enzim reakciot 24 orat

meghalado6 inkubalas esetén (Dijk et al., 2009).
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A pontossagban val6 eltérés oka lehet a dusitas soran nem elegend6é métrékben gatolt kisé-
r6 mikrobidta kdvetkeztében detektalt téves pozitiv Salmonella eredmény, vagy a szelektiv
taptalajon a Citrobacter freundii éaltal termelt enzim detektalésa.

Megfigyeléseink alapjan a hagyomanyos taptalajon a Citrobacter és a Proteus hasonld te-
lepeket képez, mint a H,S-negativ szalmonellak. Ennek a hibas diagnosztikai eredménynek

kikiiszobolésére alkalmasak a kromogén szubsztratot tartalmazo taptalajok.

A vizsgalataim azt mutattak, hogy a Listeria monocytogenes izolalasara szolgalo kromogén
szubsztratot tartalmazo taptalajokkal végzett vizsgalatok Osszehasonlitd eredményei job-
bak, mint az AFNOR altal négy matrix csoporta (hus, tejtermék, zoldség, kornyezeti minta)

mért értékek. Az eltérés oka itt is a mintak kiilonbségébdl adodhat.

A Compass Listeria (BioRad) és a Harlequin agarral végzett vizsgalatok specifikussagban

valo eltérés oka lehet feltételesen Listeria monocytogenes pozitiv telepek azonositasakor a
Listeria spp. €s Listeria innocua telepek detektaldsa. Az irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy Enterococcus faecalis és E. faecium adhat hamis pozitiv reakciot kromogén
szubsztratos taptalajoknal kornyezeti mintak vizsgalatakor. El6fordulhatnak olyan feltéte-
lesen Listeria monocytogenes pozitivnak itélt telepek, melyek gyengébb enzim aktivita-
suknak koszonhetden 24 ora elteltével még nem képeznek a telepek koriil megfeleld nagy-
sagu halot, akar a Listeria nemzetség ( pl. L. ivanovii ) més tagjai. Ezeknek a tenyészetek-
nek az értékelését egy késobbi idopontban meg kellett ismételni (Richard et al., 2004).

A pontossagban valo eltérés oka lehet a dusitasok soran nem elegendé mértékben gatolt ki-
séré mikrobidta kovetkeztében detektalt fals pozitiv L. monocytogenes eredmény, vagy a
szelektiv taptalajon Listeria spp., Listeria innocua, Enterococcus faecalis és E. faecium al-
tal termelt enzim detektalasa. A korabban emlitett okokbol sziikségesnek tartottam a dusi-
tasok vezetésének optimalizalasat.

Az irodalmi adatokkal egyezéen mind megbizhatosag, mind értékelhetdség szempontjabol

a RAPID’L. mono téptalajt itéltem a legjobbnak.

88



DOI: 10.14267/phd.2014028

5.4.2. Elelmiszer és takarmany matrixok hatisa patogének kimutatasira VIDAS vizs-

galatoknal

A vizsgalataim azt mutattdk, hogy a VIDAS ICS2-SLM mddszerrel végzett vizsgalatok

Osszehasonlitd eredményei a pontossag és specifikussagi adatok tekintetében hasonldak az
AFNOR altal 6t matrix csoportra (hus, tejtermék, zoldség, allateledel és kakaos termékek)
mért értékekkel.

A specifikussagban val6 eltérés azt jelenti, hogy egyes matrixok esetén a miiszer pozitiv
szalmonella eredményt jelzett, ezzel szemben az elvégzett szabvanyos dusités, szelektiv
taptalajon vald megjelenés, majd a biokémiai és szeroldgiai vizsgalat soran a szalmonella
negativitas bizonyosodott be.

A korszerl vizsgalati technikakkal végzett 6sszehasonlité vizsgalatok ravilagitanak a ,,gold
standard” modszer korlataira. A nyers hus matrix esetén hagyomanyos modszerrel nega-
tivnak itélt esetben a muszer pozitiv jelzésekor az M levesbdl végeztem el a megerdsitd
vizsgalatot, amely szalmonella pozitivitast eredményezett a tenyésztéses modszerrel ellen-
tétben. Ennek oka lehet az elddusitoban nagy mértékben elszaporodd versengd mikrobiota,
amely nem engedi tapanyaghoz jutni a Salmonella nemzetség tagjait. A hagyomanyos
vizsgalatkor szintén hiba forrasa lehet az XLLD agaron a Proteus nemzetség tagjainak rajza-
sa. A kirajzott telepek befedik az agaron kindtt Salmonella telepeket, ezzel megnehezitik,
esetenként lehetetlenné teszik a vizsgalni kivant telepek azonositasat.

Ezek a mérési nehézségek kikiliszobolhetéek az ELFA és molekularis technikakkal.

A pontossagban valo eltérés oka lehet, a dusitas soran nem elegendé mértékben gatolt kisé-
16 mikrobiota kovetkeztében hamis pozitiv Salmonella eredmény keresztreakcid miatti de-

tektalasa.

Méréseim soran megallapitottam, hogy a VIDAS LMO2 teszttel végzett vizsgalatok 0ssze-

hasonlité eredményei jobbak, mint az AFNOR altal négy matrix csoporta (hus, tejtermék,
z6ldség, kornyezeti minta) mért értékek. Az eltérés oka a mintak kiilonbségébdl adodhat.

Az eltérések oka lehet feltételesen Listeria monocytogenes pozitiv eredmények azonosita-
sakor a Listeria spp. torzsek detektalasa, tovabba az irodalmi adatokban mar korabban em-

litett Enterococcus faecium €s L. innocua keresztreakcié (Richard et al., 2004).
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5.4.3. Elelmiszerek és takarmanyok matrix hatisa patogének kimutatasara real —time
PCR vizsgalatoknal
A kiilonb6z0 €lelmiszer matrix hatasat a szalmonellak kimutatdsara real —time PCR vizsgala-

tok esetén a 46. tabldzat mutatja.

46. tablazat: Az élelmiszer matrix hatdsa szalmonelldk kimutatasara real —time PCR vizsgala-

toknal
: Osszes
Mitrix Osszes minta PCR Pozitiv Negativ
minta inhibicio inhibicio ISO 6579 ISO 6579
nélkiil
Nyers hus 303 303 0 0 0
Flszerezett 220 195 25 5 20
hasok
Felvagott 92 92 0 0 0
Csokoladé 44 43 1 0 1
Fuszer 9 9 0 0 0
Takarmany 524 513 11 1 10
Komyezeti 231 225 6 0 6
minta
Zoldseg, 22 20 2 0 2
gylimolcs
Osszesen 1445 1400 45 6 39

A PCR pozitiv mintdk esetében mindig elvégeztem a megerdsitd vizsgalatot, amely alapjan
egy nyershis mintdnal beigazolddott, hogy a negativ szabvanyos eredménnyel szemben valo-
di pozitiv volt. Ennek oka a nagy szamu kiséré mikrobiota (féleg Proteus spp.) jelenléte volt,
mely a szabvanyos szelektiv taptalajokon elfedte a Salmonella telepet.

45 esetben részleges vagy teljes inhibiciot figyeltem meg, amelyek eredményeit szabvanyos
tenyésztéses eljarassal erdsitettem meg. A megerdsitd vizsgalatok 6 minta esetén valos poziti-

vitast eredményeztek.

Méréseim alapjan a real-time PCR vizsgélatoknal teljes vagy részleges inhibiciot tapasztaltam
a kovetkez6 mintacsoportoknal:

e Elokészitett (fliszerezett, marinalt) husok

e (sokolade, kakad alapu termékek

e Takarmany mintak
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e Kodrnyezeti mintak

e SOtét, szines zoldség és gylimolcs mintak

Elékészitett husok teljes vagy részleges inhibicidt okoztak.

Teljes inhibicidt tapasztaltam az eldkészitett husoknal, ahol exponencidlis gérbék emelkedé-
sének elmaradasa tapasztalhatd. Ez azt jelzi, hogy a DNS felszaporitdsa nem ment végbe. Az
¢lelmiszeriparban hasznalt eljarasok, mint példaul a fliszerezés, feliileti kezelés hatésa teljes
inhibicidt okozhat. A 13. dbrdn egy teljes inhibiciét mutatd marinalt hisminta PCR gorbéje
lathato.

Részleges inhibicio eseten tobb ciklussal eltolodott az IPC gorbe, ez azt mutatja, hogy a cél
DNS felszaporitasa nem a megfeleld mdédon ment végbe. A 4. abran egy részleges inhibiciot

mutat6 fliszerezett hiis minta PCR gorbéje lathato.

Egy kaka¢ alapt terméknél (csokoladé) szintén teljes inhibiciot tapasztaltam.

Takarmany ¢és takarmany lizembdl szarmazd kornyezeti mintak (porok) estén is teljes vagy
részleges inhibiciot tapasztaltam. A mintak szinezéket tartalmaztak, amely gatolta a PCR re-

akciot.

A sotét vagy jelentds mennyiségli szinanyagot (6nocianin, antocianin) tartalmaz6 gyiimél-

csoknél, zoldségeknél is teljes inhibiciot figyeltem meg.
A 12. abran lathaté a BPW dusitobdl + mintabol készitett higitasi sorok amplifikacids gorbéi-

re egy példa 10', 10%, 10°, 10* tke/ ml nagysagrendekben. Az egyes higitasok kozt kozel ha-

rom ciklus kiilonbséget tapasztaltam.
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12. abra: Példa higitasi sorok amplifikacios gorbéire

Példa teljes inhibiciora
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13. abra: Példa teljes inhibiciora real —time PCR vizsgalat esetén
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Példa részleges inhibiciora
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14. abra: Példa részleges inhibiciora real —time PCR vizsgélat esetén

5.5. Dusitasok vezetésének optimalizalasa

A korokozok vizsgélati eredményeinek 0sszehasonlitasakor ravilagitottam, hogy az eltérések
az alkalmazott kimutatasi modszerek mellett nagy mértékben a dusitdsok vezetésétdl fiigge-
nek. A dusitdsok nem megfelelé vezetése hamis negativ eltéréseket eredményezhet, mert a
vizsgalati protokoll alapjan végzett el6készitéssel nem minden esetben éri el a dusitoé a kimu-
tatashoz szilikséges sejtstiriséget. Korokozok esetén az 1-5 sejt / 25 g kimutatdsi hatart ugy
tudjuk elérni, ha az elddusitas végén 10 > sejt / ml van az elddusitoban. Az alkalmazott vizs-

galati modszereknél a dusitasokhoz sziikséges sejtsiirliséget a 47. tablazatban foglaltam Ossze.

47. tablazat: A Salmonella vizsgalati modszereknél optimalis elédusitas vagy dusitas soran

elérendd sejtsiiriiségek

Modszer Sejt / elédusitott minta [Sejt / dusitott minta Sejt/méré cella
3-4 6-7 2
ISO 10 /ml 10 /mlRVs 10 /0,01 ml kacs
3-4 6-7 5
VIDAS SLM 10 /ml 10 /mlRVs 510 /0,5 ml
3-4 6-7 5
VIDAS ICS2 SLM 10 /ml 10 /ml M-leves 510 /0,5 ml
Real-time PCR 10l . 5-10/0,01 ml
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Az elodusitas és a dusitas vezetése alapvetden meghatarozza a mddszer elméleti kimutatasi
hatarat mind az el6dusito, mind az el6dusitasi id6tartam megvalasztasaval. Az el6dusitas célja
a sériilt sejtek reszusztitacidja, ami dontden fiigg az elddusitd 0sszetételétdl és a vizsgalando
¢lelmiszertdl.

Kaka6 ¢és csokoladé termékek gatlo hatast fejtenek ki a Salmonella szaporodasara, amit so-
vany tejben torténd elddusitassal kompenzaltunk, a véarhaté nagyobb szamban el6forduld
kiséré mikrobiotat pedig brillantzold oldat hozzdadasaval szoritottuk vissza.

Nyers daralt his, tovabba mas nagy vizaktivitasti nyers vagy fermentalt termékek esetén 6-8

oranal hosszabb elddusitast nem javasolok a nagyszamu kisérébiota gatld hatdsa miatt.

A kovetkezd Campylobacter vizsgalati példaval szémléltetem a dusitas optimalizalasat.

5.5.1. Campylobacter vizsgalatok eredményei

Az EU Campylobacter felmérd vizsgalat egyik megallapitasa az volt, hogy orszagonként
nincs szignifikans kiilonbség a vagohidakon a Campylobacter pozitivitasban, azonban a
szennyezettség mértékében igen. Emiatt tervezi a Bizottsag kvantitativ mikrobiologiai kritéri-
um bevezetését a vagohidakon. (http://www.hungalimentaria.hu/Default.aspx?tabid=165).

Az élelmiszer-eredetii korokozok molekularis modszerekkel torténd kimutatdsa irdnt egyre
inkabb novekszik az igény. A patogének gyors és specifikus kimutatasanal a PCR-alapti méd-
szerek valos alternativat kinalnak a hagyomanyos mikrobiologiai vizsgalatok mellett. Manap-
sag a kihivast ezen a mddszerek alkalmazasa soran a cél DNS-szekvencidk PCR technikaval
torténd amplifikacidja, valamint patogének szaméanak meghatarozasa elézetes dusitas vagy
tenyésztés nélkiil a kozvetleniil az ¢lelmiszerbdl jelenti. Vizsgéalatom célja volt négy kiillonbo-
z0 Campylobacter spp. kimutatasara alkalmas szelektiv dusitd oldat (Bolton dusitd, Bolton
dusitd és 5%-os juhvér, Preston dusitd, Preston dusitdé €s 5%-os juhvér) dsszehasonlitasa.
Kisérletem tervezésénél abbol indultam ki, hogy az egyes dusitok Osszetevdi inhibitorokat
tartalmazhatnak, amelyek megnehezitik az eredményes kimutatast. Feltételeztem, hogy az
alkalmazott dusité oldatok eltérden befolyasoljak a Campylobacter spp. szaporodasat, mivel
Osszetétellik kiilonb6zd. Az Gsszehasonlitod vizsgélat soran hagyomanyos tenyésztéses eljara-

sokat és egy optimalizalt gPCR modszert alkalmaztam.

A vizsgalat els6 1épéseként a kimutatasi hatar meghatarozasa érdekében Campylobacter jejuni

torzsbol tizes alapu higitasi sort készitettem mind a négy dusitéd oldatbol.
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Meghataroztam mCCDA agaron a higitasokban 1€vé Campylobacter szamot €s ezzel parhu-
zamosan elvégeztem a qPCR vizsgalatot. Kiilonbozo higitasi fokok sejtszama és a qPCR
vizsgalatokndl leolvasott C(t) alapjan kalibracios gorbét szerkesztettem. A C(t) értékeket ab-
razolva a IgN értékek fliggvényében, az Osszefiiggést linearis regresszioval hatdroztam meg.
Az 4brakon az egyenes egyenletét és a determinacios egyiitthatd (R?) értékét is feltiintettem.
A kalibracios gorbérdl leolvashatd, hogy a legalacsonyabb detektalt sejtszdm a két Bolton

disitoban (10 tke/g) és 107 tke/g a Preston dusitok esetében. A kalibracids gorbéket a 15- 19.

dabra mutatja.
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15. abra: Campylobacter jejuni kalibracios gorbéje Bolton dusitoban
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16. abra: Campylobacter jejuni kalibracios gorbéje 5% juhvért tartalmazoé Bolton dasitoban

95



DOI: 10.14267/phd.2014028

L L = -3,1175x + 41,859
C.jejuni kalibracios gorbéje Preston dusitoban Y R? = 0.9093
45 -
40
>
35 >
*
30 *
o
25
% \
20
>
15 <
10
5
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
log tke/g

17. abra: Campylobacter jejuni kalibracios gorbéje Preston dusitoban

C.jejuni kalibraciés gorbéje 5% vérrel kiegészitett

Preston dusitéban y = -3,339x + 42,942
R? = 0,9001
45 -
40 =
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% \
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18. abra: Campylobacter jejuni kalibracios gorbéje 5% juhvért tartalmazo Preston dusitoban

Masodik 1épésben kalibracios gorbét hatdroztam meg a csirke mintat tartalmazo6 Ringer oldat-
ban. Az egyes higitasok mikrobaszamat feliileti szélesztés modszerrel hatdroztam meg. A
Ringer oldatba mért husminta vizsgalatnal meghatarozott kimutatasi hatar 10* tke/g volt. A

kalibracios gorbét a 19. dbra tartalmazza.
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C.jejuni kalibraciés gorbéje hust tartalmazé6 Ringer oldatban
y = -5,865x + 75,693
2 _
60 R® = 0,991
%0 ‘\\
40 \
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19. abra: Campylobacter jejuni kalibracios gorbéje husminta tartalmi Ringer oldatban

A C. jejuni baromfi mintakbol torténd kimutatasahoz egy qPCR alapu protokollt alkalmaztam
¢s ezzel parhuzamosan a hagyomanyos mikrobioldgiai vizsgalatokat is elvégeztem.

Negyven minta elemzésére keriilt sor, amelyek az olaszorszagi Piemont Megyében 1év6 beva-
sarlokdzpontokbol szarmaztak. A minta jellege hiitott darabolt baromfi, amelyet eldézetesen
csomagoltak és 4 °C-on taroltak az iizletekben. A mintavétel idopontjaban (t=0) szdmmegha-
tarozast, majd t=6, t=24 ¢és t=48 iddpontokban a mintakbol kivont DNS felhasznalasaval elvé-
geztem a qPCR vizsgalatot. Ezzel egy iddben hagyomanyos mikrobioldgiai elemzést is végez-
tem t=0, t=6, t=24 ¢és t=48 idépontokban.. A t=0 idOpontban mennyiségi meghatarozast mel-
lett mindségi elemzést is végeztem. A négy dusitdval végzett vizsgalati eredményeket az 48.
tablazatban foglaltam Gssze. A tablazatban szerepld értékek a pozitiv mintdk szamat jelentik

gPCR modszerrel szelektiv dusitast kovetden.

48. tablazat : 40 kereskedelembdl szarmazo minta eredményei dusitas utan qPCR vizsgalat-

tal négy Campylobacter disitobol

Mintavétel idépontja
Dusit6 oldatok t=6 =24 t=48
Bolton 11 7 16
Bolton vérrel kiegészitve 10 15 19
Preston 13 8 12
Preston vérrel kiegészitve 12 6 16
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A kozvetlen mintabol tortént vizsgalatoknal, t=0 idépontban, gPCR mddszerrel a 40 mintabol
7 minta bizonyult feltételesen pozitivnak, ravilagitva ezzel a C. jejuni jelenlétére. A szam-
meghatarozashoz hasznalt kalibracids gorbérdl leolvasott értékek mind a 7 minta esetén 10 és
100 tke/g kozotti eredményt adtak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy vagy az elhalt sejtek
DNS-¢ének jelenlétét érzékeltik a t=0 id6pontban, vagy okozhatja az, hogy a C. jejuni
stresszelt és / vagy a sériilt sejtek nem képesek alkalmazkodni és szaporodni csupan hosszabb
1d0 elteltével a hasznalt szelektiv dusité oldat altal biztositott szelektiv kdrnyezetben. Megfi-
gyelhetd, hogy mar 6 6ras dusitast kovetden a pozitiv mintak szdma 7-rdl atlagosan 10 koriili
értékre emelkedett. A legtdbb pozitiv eredményt a Preston dusitonal figyeltem meg. 24 ora
elteltével a Bolton vérrel kiegészitett dusito oldat kivételével minden dusitoban lecsokkent a
jelet adé mintadk szama, majd a 48 ora elteltével Gijra megemelkedett. Ezt a jelenséget Habib ¢€s
munkatarsai (2008; 2011) is tapasztaltdk Bolton dusité alkalmazasa soran. Lehetséges, hogy
ilyen koriilmények kozott a versengd mikrobiota hattérbe szoritja a C. jejuni novekedését és
Bolton vérrel kiegészitett dusitonal, ahol 19 minta tartalmazott C. jejuni torzset. A vér adalé-
kot tartalmazé dusitok hatékonyabbnak bizonyultak, mint az adalék mentesek, ezt Williams ¢és
munkatarsai (2009) is bizonyitottak csirke feliileti mintak vizsgalatakor vérrel kiegészitett

Bolton dusitd alkalmazasakor.

A 40 vizsgalt mintdbol 29 mutatott jellegzetesen Campylobacter spp. telepeket t=0 idépont-
ban, a mennyiségi meghatarozaskor 10 és 100 tke/g kozotti értékeket kaptam. A telepszdmok
mCCDA ¢és Brillant Campy Count agar 0sszehasonlitasakor jol korreladltak harom mintatol
eltekintve, amelyek esetében csupan az mCCDA agaron volt megfigyelhetd a telepképzodés.
A jellegzetes telepeket tartalmaz6 mintak szama a dusitasi id6 elérehaladtaval novekedett. Az
Osszes mintavételi pontban feltételezetten pozitiv Campylobacter spp. telepeket izolaltam és
mPCR moddszerrel azonositottam. Az izoldtumok szdma Gsszesen 480 darab volt. A 40 termé-
szetesen fertdzott minta eredményei disitds utdn tenyésztéses vizsgdlattal négy
Campylobacter dusitobodl a 49. tablazat tartalmazza. A tablazatban szerepld értékek a jelleg-
zetes Campylobacter spp. telepeket mutatd feltételesen pozitiv mintak szamat jelzik a négy

dusito oldatban.

98



DOI: 10.14267/phd.2014028

49. tablazat : 40 kereskedelembdl szarmazd minta eredményei duasitds utan tenyésztéses
vizsgalattal négy Campylobacter dusitobol. A zardjelben talalhatd szamértékek az mCCDA
agarrol izolalt, mPCR modszerrel torténd identifikalaskor kapott Campylobacter spp. —ként

azonositott mintak szamat jelentik.

Dusito6 oldat =6 =24 T=48
Bolton 7(0) 22 (0) 28 (0)
Bolton+vér 3 (0) 22 (2) 25 (0)
Preston 8(0) 9(0) 14 (0)
Preston+vér 4 (0) 9(0) 16 (0)

Osszesen 7 telep a 480 izolatumboél adott pozitiv PCR jelet, ezek koziil 5 dusitas nélkiili
izolatum (3 Brillant Campy Count és 2 pedig mCCDA agarrol) és kettd ords 24 oras vérrel
kiegészitett Bolton dusitobol szélesztett mCCDA agarr6l azonositott izoldtum. A 7 koziil
harmat C. jejuni-ként, a tobbit Campylobacter spp. —ként azonositottam. Ezen adatok alapjan
4 mintardél bizonyosodott be t=0 id6pontban és 2 mintardl 24 6ras dusitas utan (535. tablazat),
hogy Campylobacter spp. pozitiv.A hagyomanyos és qPCR modszerrel kapott eredmények az
Osszehasonlitds soran nem mutattak jo egyezést. A mintdk kdzel 50%-a qPCR modszerrel
Campylobacter jejuni pozitivak, amit a tenyésztéses modszer nem bizonyitott. A tenyésztéses
modszerrel nagy szamu minta mutatott jellegzetes telepeket, habar ezeket a molekularis elven
miikddd azonositasra haszndlt mPCR moddszer nem tdmasztott ala. A szammeghatdrozasra
hasznalt hagyomanyos tenyésztéses modszerek koziil a kromogén szubsztrat tartalma Brillant
Campy Count Agar alkalmasabbnak bizonyult az mCCDA agarral szemben, amelyen a tele-
pek vilagos-sziirke szintiek és morfologiailag sokfélék lehetnek. A tipikus és atipikus telepek
elkiilonitése is meglehetdsen nehézkes. Jasson és munkatarsai (2009) megallapitottak, hogy a
kiterjedt-spektrumu B-laktamézt termeld E. coli a Campylobacter spp.-hez hasonl6 telepeket

képez az mCCDA agaron, ami szintén megneheziti az izolatumok elkiilonitését.
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Ebben a vizsgalatban a Brillant Campy Count Agart kizarolag direkt szdmmeghatarozasra
hasznaltam. A dusitott mintdk vizsgalatdhoz mCCDA agart alkalmaztam, ezért a 480 telep
legnagyobb részét errdl a taptalajrdl izoldltam. A dusitds utdn hasznalt qPCR eljaras nagy
szazalékban ¢s megbizhatoan mutatta ki a Campylobacter jejuni jelenlétét a kereskedelembdl
szarmazo csirke mintakbol, mig ezeket a hagyomanyos elemz6 moddszerek nem teszik lehetd-
vé. A tenyésztéses vizsgalati modszerek informdacidveszteséget okoznak, mert ugyan a
Campylobacter spp. kimutatdsara megfelelnek, de a leggyakrabban problémat okozé patogén

Campylobacter jejuni faj kimutatasara nem alkalmazhato.
5.6.Vizsgalati modszer kivalasztasa, kiilonos tekintettel a vizsgalati idétartamra

A laboratériumban kordbban 24 6ras teljes baromfi vizsgalatokat validaltunk TEMPO (Auto-
matizalt MPN Moddszer) E. coli, mikrobaszam valamint S. aureus vizsgélatéra.

Ennek a komplex 24 oras baromfi vizsgald rendszernek a részeként kerestiik a rendelkezé-
siinkre allo6 szalmonella vizsgalati modszerek koziil a legalkalmasabbat, amely gyorsan és
megbizhatéan eredményt tud biztositani a nyers baromfi terméket eldallitok szamara. Ebbdl a
célbol 141 csirke minta vizsgalatat végeztiik el TagMan Salmonella enterica kit (ABI), BAX
System (DuPont) és VIDAS ICS2-SLM (BioMerieux) modszerekkel.

A 141 mintanak 66 %-a bizonyult a referencia illetve gyorsmodszerekkel Salmonella pozitiv-
nak, és 34 %-a negativnak. Az altalunk hasznalt kétféle real-time PCR gyorsvizsgalati mod-
szer szabvanyossal torténd osszehasonlitod vizsgalata az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan
a relativ érzékenység, pontossag ¢€s specifikussag alapjan tortént.

Az eredményeket a 10.2. mellékletben talalhaté M7-M10. tablazat tartalmazza. A vizsgalati

paramétereket az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan hataroztam meg (50. tabldzat).

50. tablazat: Vizsgalati paraméterek meghatarozasa MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan

Relativ pontossag

Relativ specifikussag

Relativ érzékenység

VIDAS ICS2+SLM 100% 100% 100%
Taqman o ) )

Real-time PCR 9% 98% 100%
Dax 100% 100% 100%

Real-time PCR

Egyetlen minta esetében a szabvanyos vizsgalati modszerrel nem volt kimutathatd Sa/monel-
la, a Tagman Real-time PCR viszont igazolta annak jelenlétét. (Ennek oka lehet: a kisérd
mikrobiota zavar6 hatdsa a szabvanyos modszer esetén, €s/vagy nagy szamu holt Salmonella
sejtek a feltileten.)
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A modszer 0sszehasonlitasok mellett a mintak havi lebontasu elemzésére is sor kerdilt. (57.
tablazat)
A marciusi honap vizsgalati szempontbol csak fél honapot dlelt fel, igy ezt figyelmen kiviil

hagyva az 6szi honapok voltak a legmagasabbak Salmonella pozitivitas szempontjabol.

51. tablazat: Baromfi mintak Salmonella vizsgalati eredményei havi bontasban

Hoénapok | Minta- | Pozitiv | Negativ | Pozitiv % | Negativ
szam | ISO mad- ISO %
szerrel | modszer-
rel

marcius 9 8 1 88,88 11,12
aprilis 17 7 10 41,17 58,83
majus 16 11 5 68,75 31,25
junius 16 9 7 56,25 43,75
julius 18 10 8 55,55 44,45
augusztus 15 10 5 66,66 33,34
szeptember 17 14 3 82,35 17,65
oktober 17 13 4 76,47 23,53
november 17 13 4 76,47 23,53

A harom alkalmazott modszer eredménye kozott nincs szignifikans kiilonbség szalmonella
vizsgalatok tekintetében, viszont a legrovidebb id6 alatt az ABI Tagman real —time PCR

modszerel kaptunk eredményt.

Ajanlott Salmonella vizsgalati mdédszer baromfi esetén a TagMan Salmonella vizsgélat, amely
alkalmas 24 oran beliili eredménykozlésre, amellyel lehetévé valik, hogy a baromfira eldirt
hatarértékeknek valdé megfelelés valamennyi paraméterét (Salmonella, S. aureus, E. coli, mik-
robaszam) 24 6ra elteltével eldre jelezziik.

Ezzel a modszerfejlesztés olyan szintet ért el, hogy mar nem elképzelhetetlen a baromfi ter-
mékek 24 6ras teljes korti mikrobioldgiai eredmény kozlése és a rutin laboratoriumok meg-
bizhatéan tudjak kiszolgalni az ligyfeleket.
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6. EREDMENYEK ERTEKELESE, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. Korokozok vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal

6.1.1. Salmonella vizsgilata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal

Perez ¢és munkatarsai (2003) szintén Osszehasonlitottdk tobb kereskedelemben kaphatd
kromogén tartalmu tapagart (Harlequin Salmonella, Compass Salmonella és SM2 Agar) kli-
nikai mintdk (széklet mintdk) felhasznalasaval. A legmagasabb relativ érzékenységet, 98,4%-
ot az SM2 téptalaj esetén tapasztaltak. A Harlequin Salmonella Agar relativ érzékenysége
93,8%, mig a Compass Salmonella Agaré 89,1% volt. A relativ specifikussdg a SM2 és
Harlequin Salmonella Agar esetén 91% ¢és Compass Salmonella Agar esetén pedig 96% volt
széklet mintak esetén. Az altalam mért eredmények érzékenység €s specifikussag tekintetében
nagyobb szazalékos értékeket mutattak, ezt valosziniileg a klinikai mintdkban jelen 1évé ver-
sengd mikrobidta nagy szama ¢€s sokszinlisége okozhatta. A Perez és munkatarsai (2003) altal
legalkalmasabbnak talalt COMPASS Salmonella Agar nalunk is teljes egyezést mutatott spe-
cifikussag, érzékenység és pontossag tekintetében a referencia modszerrel. Eredményeim
alapjan az MSZ EN ISO 6579 szabvany szerinti masodik téptalajnak mindharom téptalaj

megfeleld.

6.1.2. Listeria monocytogenes vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal

Korabban Becker ¢s munkatarsai (2006) 310 késztermék minta (flistolt lazac, salata, nyers és
fottkolbasz) vizsgalatat végeztek el ALOA és RAPID'L.mono Agar parhuzamos alkalmazasa-
val. Vizsgalataik eredményeként nem tapasztaltak hamis pozitiv eredményeket, viszont egy
esetben kolbasz mintak vizsgéalatakor hamis negativ eredményt detektéltak az ALOA Agaron.
Ez a szabvanyos mddszer hibdira irdnyitotta a figyelmet. Az altalam végzett vizsgalatok soran
nem tapasztaltam hamis negativ eredményeket. Az 6sszehasonlitdo elemzéseim azt mutattak,
hogy Listeria monocytogenes vizsgalatakor a kromogén szubsztratot tartalmazé tapagarok
MSZ EN ISO 16140 szabvanyban szerepld paraméterei a referencia modszerhez viszonyitva
100% -ban megegyeztek, igy valamennyit masodik taptalajnak javaslom. A RAPID L. mono
Agar szelektivebb, konnyebben értékelhetd, de a koltsége ennek a taptalajnak a legnagyobb.
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6.1.3. E.coli O157 vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajjal

Az E.coli O157 vizsgalatakor gyakran nehézséget okozott a szabvanyban meghatarozott tapta-
lajon a vizualis értékelés. A tipikus E.coli O157 telepek szine nem egyértelmii ezzel megné a
hamis pozitiv telepek detektalasanak esélye.

Az irodalomban Manafi és Kremsmaier (2001) is beszamolt hasonlo esetrél. Vizsgalataim
soran ugyan nem tapasztaltam hamis pozitiv illetve negativ eredményeket, viszont az emlitett
szerzéparos vizsgalatai 53,3%-ban hibas pozitiv és 5,9 %-os hamis negativ eredményt mutat-
tak. Ezek az adatok arra irdnyitjdk a figyelmet, hogy a hagyomanyos vizsgalati médszerek
specifikussdga nem kielégité. Mivel ez a mikroba nem fedi le a verotoxin termeld ¢és fOleg

nem a HUS E. coli csoportot, erre a teriiletre a miiszeres vizsgalatokat javaslom.

6.2. Korokozok vizsgalata immunoldégiai modszerekkel

6.2.1. Salmonella vizsgalata VIDAS médszerrel

Walker és munkatarsai (2001) tejlizemben kornyezeti mintak vizsgalatanal alkalmaztik a ha-
gyomanyos ¢s VIDAS SLM modszert. Mata és munkatarsai (2012) sajt mintak 6sszehasonli-
tasat végezték VIDAS SLM ¢és hagyomanyos modszerrel. A VIDAS SLM ¢s hagyomanyos
tenyésztéses modszer dsszehasonlitdsakor jo egyezést tapasztaltak. Mas szerzokkel (Reiter et
al., 2010) egyetértésben elmondhato, hogy a VIDAS SLM modszer eldnye a hagyomanyos
tenyésztéses modszerekkel szemben a gyorsasag mellett a kevés szamu hamis pozitiv ered-
mény detektaldsa. Korsak és munkatarsai (2004) elvégezték hozzank hasonléan a VIDAS
ICS2-SLM ¢és VIDAS SLM modszerek sszehasonlitasat és ennek eredményeként azt tapasz-
taltak, hogy amig a VIDAS SLM 91,2%, a VIDAS ICS2-SLM csupan 81,5% egyezést muta-
tott a referencia modszerrel. Az altalam végzett vizsgalatokbol is az dertilt ki, hogy a VIDAS
SLM alkalmasabb a Salmonella fajok kimutatasara, mint a VIDAS ICS2-SLM. Ennek oka
lehet, hogy a rovid ideig tart6 M-levesben torténd dusitas soran a Salmonella-k nem tudnak
kell6 mértékben elszaporodni. Ha az M-levesben nem érjiikk el a kimutatashoz sziikséges
5:10°-10° sejt/ml sejtstirliséget a VIDAS ICS2-SLM modszerrel negativ eredményt kapunk.
Ez az alternativ gyors eljaras sikeresen alkalmazhatdo a baromfi vagohidak élelmiszer-

biztonsagi ellendrzésére.
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6.2.2. Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS LMO2 médszerrel

Aznar ¢és Solis (2006) 225 természetesen fert6z6dott €lelmiszer mintat vizsgalt hagyomanyos
¢s VIDAS LMO2 moddszerrel. Az eredmények dsszehasonlitasakor a tenyésztéses €s alternativ
modszer egyenld érzékenységi adatokat kaptak. Ezek az eredmények a mi laboratoriumunk-
ban is 100% -os egyezést mutattak egyetértésben a Reiter ¢s munkatarsai (2010) altal mért
adatokkal. Mindemellett hamis negativ eredményeket egyik munkacsoport sem tapasztalt, ami
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbdl nagyon jelentds. Az eredmények alapjan ezt a modszert

vezettiik be laboratoriumunkba rutin vizsgalatok céljara.

6.2.3. E.coli 0157 vizsgalata VIDAS UP modszerrel

Temelli és munkatarsai (2012) marhahus mintékat vizsgéltak VIDAS UP modszerrel. Nyers
marha husok sziiré vizsgalatat végezték el egy vagohidon és meglepden magas 10% pozitivi-
tast tapasztaltak. Ezekr6l a megerdsitd vizsgalatokat kovetden kideriilt, hogy nem H7
szerocsoportba taroztak. Vernozy-Rozand ¢és munkatdrsai (1998) 0.12%-os el6fordulédsrol
szamoltak be ¢élelmiszermintak vizsgalatakor. Vizsgdlataim sordn a természetesen fertdzodott
kornyezeti és husmintakban nem mértem pozitiv E.coli O157 eredményeket. Mivel a korabbi
tanulmanyok értékei jelentds eltéréseket mutatnak, valosziniileg a mintdk, a mintavétel (tipu-
sa, helye, kezdeti bakterialis fert6zottség foka), a kdrnyezeti tényezok, a szezonalitas €s a ki-
mutatdsi modszerek kiilonbségébdl adodhatnak. Az alacsony el6fordulas ellenére a mikroba-

csoport monitorozasa javasolt, mivel a mortalitdsa nagy.

6.3. Korokozok vizsgalata molekularis médszerekkel

6.3.1. Salmonella vizsgalata real-time PCR modszerrel

A real-time PCR Salmonella kimutatasara iranyuld médszerek szabvanyos tenyésztéses mod-
szerrel torténd Osszehasonlitdsa sordn a ,,gold standard” modszer az irodalmi adatokkal
(Elizaquivel et al., 2008; Eriksson és Aspan., 2007; Valiente et al., 2007) egyetértésben a leg-
tobb esetben kevesebb Samonella pozitiv eredményt mutatott.

Ennek oka valészintileg a holt Salmonella sejtek detektalasanak koszonhetd. Ez a jelenség a
nyers, marinalt hts, kornyezeti, és takarmany mintaknal volt jelentds. A fliszerek antibakteria-
lis hatdsa miatt vagy az ¢€lelmiszeripari feldolgoz6 miiveletek sordn a szalmonellak egy része

sériil, vagy teljesen elpusztul (Indu et al., 2006).
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A megvizsgalt takarmany mintak jellege okot adhat a hamis pozitiv mintdk detektaldsanak,
hiszen ezek a takarmanyok hézidllatoknak (macska, kutya, papagdj) késziiltek élelmiszeripari
nyesedék husokbol, amelyeket a feldolgozasi miivelet soran magas hoémérsékleten hdkezeltek.
Az ¢letképes szalmonelldk ezen a hémérsékleten elpusztulnak, viszont a holt sejtek nagy
szamban jelenlehetnek a mintdkban. A kornyezeti mintaknal az izem legkiilonb6zobb teriile-
tein végeztlink tamponos mintavételt takaritas utan. Ebben az esetben az é16 Salmonella sejte-
ket a vegyszeres kezelés ugyan elpusztitotta, viszont a holt sejtek DNS-ét a real-time PCR
késziilékkel kimutattam. A holt sejtek kimutatasa kovetkeztetni enged a nyersanyagok feldol-
gozas eldtti higiéniai allapotara. Eredményeink alapjan a rutin takarmany vizsgalatokra a
BAX rendszert allitottuk be.

Tapasztalataim szerint baromfi mintdk vizsgalatakor a BAX rendszer a TaqMan Salmonella
enterica Kit-tel szemben kevesebb hamis Salmonella pozitiv mintat mért, ennek oka lehet,
hogy BAX rendszer vizsgalati protokoljaban szerepel egy utodusitasi 1épés, amellyel a holt
sejtek detektalasa minimalisra csokkenthetd. Ennek ara ugyanakkor a hosszabb kimutatdsi
1dd.

6.3.2. E. coli 0157 real-time PCR

Narang ¢s munkatarsai (2009) 125 mesterségesen fert6zott minta 6sszehasonlitd vizsgalatat
végezték el hagyomanyos és real-time PCR-rel. A szerzocsoport a real-time PCR moddszer
eredményeit tekintve 100%-os egyezést mutatott a hagyomdnyos moddszerrel. Az altalam
elemzett rutin és mesterségesen fertdzott minta sorozatok eredményeinek dsszehasonlitasakor
én is hasonld egyezést tapasztaltam az ISO szabvanyos eljarassal. A hagyomanyos eljarasok-
kal kimutathatatlan, szaporodni képtelen, de a mintaban jelen 1€v6 E. coli O157:H7 szerotipus
kimutatasara a real-time PCR a tenyésztéses modszernél alkalmasabb. Kiilondsen javasolt e
modszer bevezetése a hagyomanyos modszer bizonytalansaga €s a patogén E. coli csoportok
vizsgélata iranti megnovekedett igény miatt. 2013-t6]1 az Europai Unié Rendelete is ezt a

modszert javasolja.
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6.4. A harom Kkiilonb6zo6 elven miikodo eljaras dsszehasonlitasa

A szabvanyos eljarasok rendkiviil anyag, munka és idéigényes eljarasok, amelyek nem elégi-

tik ki a globalizacid okozta tomegtermelés igényeit.

1.

A kromogén szubszrtatot tartalmazo taptalajok specifitasa megfeleld, vizualis értékelé-
siik egyszeriibb a hagyomanyos mddszereknél és gyors eredményt adnak. Hatranyuk,
hogy esetenként megtévesztik az enzimes keresztreakciok miatt az értékelést végzo
mikrobiologust és nélkiilozhetetlen a szélesztéses eljaras, ami munkaigényes, a vizsga-
lati 1d6t pedig csak mérsékelten csokkentik. Hyeon €s munkatarsai (2012) szintén ha-
sonl6 eredményre jutottak csirke mintdk Sal/monella vizsgélatakor. Ezt a megéllapitast
Stessl és munkatarsainak (2009) vizsgalati eredményei is alatamasztjak, akik hat
kromogén szubsztratot tartalmazé Listeria monocytogenes kimutatasara alkalmas tap-

talajt hasonlitottak Ossze.

A VIDAS technoldgia gyors, automatizalt eljaras és a miniVIDAS késziilék egy id6-
ben két féle mikroorganizmus kimutatdsara is alkalmas. Teljes egyetértésben Keith
(1997), Uyttendaele ¢s munkatarsainak (2003) eredményeivel elmondhat6, hogy a
VIDAS moédszerek alkalmasabbak gyors eredmények kozlésére a szabvanyos tenyész-
téses eljarasnal. Hatranya, hogy a dusitasi 1épést ugy kell irdnyitani, hogy a késziilék
mérdeellaja legalabb 5-10° sejt kimutatand6 patogén mikroorganizmust tartalmazzon.
Ha ezt a sejtstiriséget a dusitas soran nem érjiik el, hamis negativ eredményt kapha-
tunk. Nagyszamu mintat feldolgozo6 laboratoriumokban a vizsgald kapacitdsa sem ele-

gendo.

A real-time PCR vizsgalatok elonye, hogy kimutatdsi hatara alacsony, a korabban em-
litett alternativ modszerek koziil ez végezhetd el a legrovidebb id6 alatt. Hatranya,
hogy a mintaban 1évé €16 és holt sejteket nem lehet elvalasztani, ezért hamis pozitiv
eredmények fordulhatnak elé. Az ABI mddszer egy 6ran beliil eredményt ad, viszont
gyakrabban figyelhetd meg hamis pozitiv eredmény ¢és inhibicid. A BAX rendszer ese-
tében kevesebb a hamis pozitiv eredmény valoszinlisége az utodusitasi 1€pés miatt, vi-
szont a a vizsgalati id6 (4 6ra) és az utodusitas miatt az egész vizsgalati folyamat joval
(8 oraval) idoéigényesebb. Mindkét modszerre igaz, hogy hamis negativ eredményt

nem kaptunk veliik, ami élelmiszerbiztonsagi szempontbdl megnyugtato.
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A BAX rendszer olyan mintak vizsgalatara alkalmas, ahol a minta jellege nagy mérté-
ki szennyezddésre, vagy inhibicio lehetdségére utal, illetve ahol a nagyobb hamis po-
zitivitas és az inhibicio kizardsa nagyobb gazdasagi érdek, mint a 8 ordval rovidebb
vizsgalati id6. Amennyiben nagyobb szamu holt sejt el6fordulésa €s inhibicios veszély
nem varhato, a leggyorsabb eredmény TagMan Salmonella enterica Kit (ABI) alkal-
mazaséaval nyerhetd. Koyuncu és munkatérsai (2010) is hasonlé kovetkeztetésre jutot-
tak TagMan és BAX moddszerek alkalmazdsakor mesterségesen fertézott szemes ta-

karmanyok vizsgalata esetén.

Az altalam bemutatott alternativ modszerek gyorsabbak a hagyomanyos vizsgalati el-
jarasoknal, megbizhaté eredményeket adnak a termelési folyamatban, és késztermék
vizsgalatok esetén is. A patogének kimutatdsakor egy sejtet kell kimutatnunk 25 g
vagy 25 ml ¢élelmiszer matrixbol megbizhatoan a lehetd legrovidebb ido alatt (24-48
ora). Az eredmények azt mutattak, hogy a felhasznalt, kereskedelmi forgalomban kap-
hat6é kimutatasi moédszerek koziil nagy biztonsaggal lehet valasztani megfeleld érzé-
kenységli, pontossagu ¢és specifikus modszert, amennyiben a mintavételi tervet (minta-
szam ¢s gyakorisag), a vizsgalatra szant 1id6t, a technoldgiai folyamatokat és a matri-
xok modszerre gyakorolt hatdsat ismerjiik. A megbizhaté modszerek kozott természe-
tesen az automatizalds, adattarolas, adatelemzés lehetdsége, a miiszerek javitdsanak
gyorsasaga, a fejlesztések, modositasok, ujitasok gyors bevezetése €s végiil, de nem
utolso sorban a vizsgalati koltség a végsé meghataroz6. A muszeres vizsgalatokat ma-
gas beszerzési s olcso lizemeltetési koltség jellemzi, ezért ezek csak teljes kihasznalas

mellett gazdasdgosak. A miiszert nem igénylé megoldasok anyagkdltsége magasabb.

6.5. Az élelmiszermatrix hatasanak elemzése a Kiilonbozo vizsgalati modszerekre

Az MSZ EN ISO 16140 szabvanya alapjan meghatarozott paraméterek eltéréseinek okait ku-

A vizsgalataim azt mutattak, hogy az alternativ gyors médszerekkel végzett vizsgalatok Osz-

szehasonlito eredményei relativ pontossag, specifitas és érzékenység tekintetében eltérnek.

Az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan meghatarozott paramétereket dsszehasonlitottam a

nemzetkozi validalo testiiletek adataival. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutotam, hogy a

validalo testiiletek altal vizsgalt 4-6 féle matrix nem mindig fedi le a rutin laboratoriumba

érkez6 termékek korét.
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Ilyen esetet tapasztaltam a VIDAS LMO2 modszernél, ahol az 6sszehasonlitas soran kidertilt,
hogy a gyorsfagyasztott tészta termékekre velem ellentétben eddig még nem végezték el L.
monocytogenes —re a validalashoz sziikséges teljesitmény jellemzok meghatarozasat.

A TagMan Real —time PCR Salmonella enterica Kit nincs validalva az altalam vizsgalt matri-
xok koziil kakad €s csokoladé alapu termékekre és fliszeresen eldkészitett, marinalt nyershis
matrixokra.

A TagMan Real —time PCR Salmonella modszerrel a fliszerezett huisok, csokoladé, takar-
many, kérnyezeti mintdk, dnocianint és antocianint tartalmazé gyiimolcsok esetén részleges,
vagy teljes inhibiciot tapasztaltam. Az altalam szamolt relativ megbizhatosag, specifitas, és
érzékenység adatok eltéréseibdl megallapithatod, hogy az elébb emlitett termékek esetén erds
matrixhatas figyelhetd meg. Korabban mas kutatocsoportok szintén inhibiciot figyeltek meg
tej mintak (Starbuck et al., 1996; Bickley et al.,1996), lagy sajt mintak (Wernars et al., 1991),
fiiszerek (Focke et al., 2011), polifenolokat tartalmazo gytimolcslevek (Ogunjimi et al., 1999)
¢s csokoladé mintak (Jasson et al., 2011) PCR maddszerrel tortént vizsgalatakor.

A matrix hatés kikiiszobolésére nyers daralthiisbol késziilt vagy nagy vizaktivitasi termékek
esetén 6-8 oranal rovidebb elddusitast és ezt kovetden egy utoddusitasi 1€pést javaslok a nagy
szamu kisérd mikrobiota gatlo hatdsa miatt. A mikrobioldgiai mintdk eldkészitésére vonatko-
z6 MSZ EN ISO 6887-4 szabvany fliszer mintdknal 5 g/l kdliumszulfit adagolasat vagy egy
tizszeres higitds utani elddusitast emlit, amely fliszerezett termékek esetén is jo megoldast
nyujthat az inhibicié elkeriilésére az elddusitas megfeleld vezetése mellett. Ha a minta jelle-
g¢bdl adodoan holt sejtek jelenlétére kell szamitani (példaul allati takarmany vagy kornyezeti
mintdk), feltétleniil sziikségesnek tartom egy utddusitasi 1épés beillesztését a vizsgalati proto-
kollba. Az 6nocianint €s antocianint tartalmazo6 termékek vizsgalatanal inhibicio elkeriilése
érdekében az elddusitast kovetden a DNS kivonas el0készitd 1épéseként érdemes sziirdt tar-
talmazd centrifuga csovet, ICS 1épést vagy immunmagneses szeparaldst alkalmazni. Kakaot
tartalmazo termékek esetén a szalmonelldkra gyakorolt gatld hatas csokkenését sovany tejben
torténd elddusitassal kompenzaljuk, a varhatéan nagyobb szamban el6forduld kisérd

mikrobiotat pedig brillantzéld oldat hozzaadéasaval szoritsuk vissza.
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6.6. Dusitasok vezetésének optimalizalasa

A tllzott egységesitési torekvés az elddusitasi és dusitasi eljardsokat is leegyszertsitette, el-
rejtve ezzel az €lelmiszermatrix €s a mikrodkoldgiai kornyezet meghatarozo szerepét a Sal-
monella kimutatasban. Az elddusitas ¢és a dusitds vezetése alapvetéen meghatarozza a mod-
szer érzékenységét mind az elddusitd, mind az elddusitasi id6tartam megvalasztasaval. Az
elodusitas célja a sériilt sejtek reszusztitacidja, ami dontden fiigg az elddusitd Osszetételétol és
a vizsgalando ¢€lelmiszertdl.

A dusitasok vezetésének optimalizalasa, a minimalis sejtszam meghatarozasa elengedhetetlen
az alternativ vizsgalati modszerek fejlesztésekor.

A Campylobacter vizsgalatoknal négy szelektiv dusitot hasonlitottam 6ssze, melyek kozil a
vérrel kiegészitett Bolton dusitd bizonyult a legalkalmasabbnak a négy alkalmazott szelektiv

dusito kozul.

6.7. Vizsgalati modszer kivalasztasa, kiilonos tekintettel a vizsgalati idotartamra

Vizsgalataink alapjan a TagMan Salmonella enterica real —time PCR Kit (ABI) bizonyult a
leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgélatakor alkalmazott VIDAS ICS2-SLM és BAX
modszerrel szemben. Igy az ajanlott Salmonella vizsgilati modszer baromfi esetén a TagMan
Salmonella vizsgélat, amely alkalmas 24 6ran beliili eredménykdzlésre és amellyel lehetové
valik, hogy a baromfira eldirt hatarértékeknek valdé megfelelés valamennyi paraméterét (Sal-

monella spp., S. aureus, E .coli, mikroba) 24 ora elteltével jelezziik.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Meghataroztam az egyes patogének kimutatasara alkalmas modszerek teljesitmény jel-
lemz6it az MSZ EN ISO 16140 szabvanya alapjan (relativ pontossag, relativ specifi-
kussag ¢és relativ érzékenység). A rutin vizsgalatoknal nagyon fontos a lehetd legrovi-
debb 1d6 alatt kiadott megbizhatd eredmény. A nemzetkozi validalo testiiletek bizo-
nyos ¢lelmiszer matrixokra validalnak, de ezek nem 6lelnek fel minden élelmiszer faj-
tat, amelyek egy rutin laboratériumban el6fordulnak. Az adott modszer teljesitmény
jellemzdit mar validalt modszerek mellett a hianyzo matrixok esetében is meghataroz-

tam.

Matrix hatds elemzést végeztem €s magallapitottam azokat a tényezoket, amelyek
akadalyozzak az altalam hasznalt alternativ mikrobiologiai modszerekkel vizsgalt
patogének biztonsagos kimutathatdsagat. Vizsgalataim azt mutattdk, hogy az alternativ
gyors modszerekkel végzett vizsgalatok Osszehasonlitdo eredményei relativ pontossag
¢s specifitas adatok tekintetében matrixonként eltérést mutatnak. Ennek okat keresve
megallapitottam, a fiiszerezett husok, csokolddé, takarmany, kornyezeti mintak,
onocianint és antocianint tartalmazo6 gytimolcsok befolyasoljak a patogének real-time
PCR gyorsmodszerekkel torténd biztonsagos kimutatasat. A gyors modszereknél iga-
zolt matrix hatdsok mellett fény deriilt a standard modszer hibaira is. A hagyomanyos
modszerrel is mérhetd hamis negativ eredmény, ennek oka az elédusitds nem megfele-
16 vezetése és/vagy a kiséré mikrobiota zavar6 hatdsa volt. Javaslatot tettem a matrix

hatas kikiiszobolésére.

Meghataroztam az alternativ vizsgalati modszerek kimutatasi hatarat, amelyet alapul
véve optimalizaltam a dusitasi eljarasokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példan
keresztiil mutattam be a dusitdsok vezetésének korlatait. A szelektiv dusitok egyes
OsszetevOi gatoljak a Campylobacter spp. szaporodasat, ezért Osszehasonlitottam
Campylobacter spp. disitasara alkalmas négy szelektiv dusitd oldatot. A kapott ered-
mények alapjan a qPCR vizsgalatoknal a vérrel kiegészitett Bolton dusitd bizonyult

legtobb esetben pozitivnak.
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4. Megallapitottam, hogy a qPCR moddszer alkalmasabb Campylobacter fajok kimutata-
sara. A tenyésztéses vizsgalati modszerek informécié veszteséget okoznak, mert ugyan
a Campylobacter spp. kimutatasara megfelelnek, de a leggyakrabban problémat okozo
patogén Campylobacter jejuni faj elkiilonitésére nem alkalmazhato. Az alkalmazott
qPCR modszerrel a Campylobacter spp. és Campylobacter jejuni faj egy idében kimu-
tathato.

5. Vizsgélataim alapjan a TagMan Salmonella enterica real —time PCR Kit (ABI) bizo-
nyult a leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgalatakor alkalmazott VIDAS ICS2-
SLM és BAX modszerrel szemben. gy az ajanlott Salmonella vizsgalati modszer ba-
romfi esetén a TagMan Salmonella vizsgalat, amely alkalmas 24 6rén beliili ered-
ménykdzlésre, amellyel lehetdvé valik, hogy a baromfira eldirt hatarértékeknek valo
megfelelés valamennyi paraméterét (Salmonella spp., S. aureus, E. coli, mikrobaszam)
24 ora elteltével jelezziik. Vizsgalataimmal aldtdmasztottam, hogy a friss baromfi hu-
sok mikrobiologiai allapota 24 oran beliil megallapithatdé az alkalmazott korszert,
gyors mikrobiolédgiai eljarasokkal, lehetévé téve a forgalomba keriilés eldtti gyors mi-

nositeést.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az elmult évek élelmiszer botranyai az €lelmiszer-biztonsag kérdéskorére iranyitottak a fi-
gyelmet. Az iddigényes, hagyoményos tenyésztéses eljarasokkal a patogének kimutatasi id6-
tartama akar 5 vagy annal tobb napot is igénybe vehet. Korokozok kimutatdsara az elmult
idokben igen sokféle eljarast probaltak kifejleszteni a szabvanyos, hosszu €s koltséges munka-

folyamatok roviditésére.

Célul tliztem ki az ¢élelmiszer-biztonsagi szempontbol fontos, leggyakrabban eléforduld, meg-
betegedést okozd baktériumok/fajok ¢lelmiszerekbdl torténd kimutatasara szolgald korszeri
modszerek 0sszehasonlitd elemzését, €s az ISO 16140 szabvany szerinti értékelését abbol a
célbol, hogy a laboratoriumi felhasznaldsuk biztonsagat igazoljam. A megvalositas 1épései: az
egyes modszerek teljesitmény jellemzdinek meghatarozasa, az élelmiszermatrix hatasanak
elemzése a kiilonbozo vizsgalati modszerekre, dusitdsok vezetésének optimalizalasa és vizs-

galati modszer kivalasztasa, kiilonds tekintettel a vizsgalati idotartamra.

Munkam soran a rendelkezésemre all6 korszerli gyorsmodszereket és szabvanyos modszere-
ket hasznaltam Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 ¢és termotrof
Campylobacter spp. ¢élelmiszer eredetii megbetegedést okozo baktériumok kimutatasara. Az
alkalmazott alternativ mikrobioldgiai diagnosztikai modszerek a kovetkezok voltak:

-Uj korszer(i differencialé agarok (Kromogén szubsztrat tartalmu taptalajok: Harlequin Sal-
monella ABC, SM2 ID, Compass Salmonella, Harlequin Listeria Agar, RAPID’L.mono,
Compass Listeria Agar, Harlequin™ SMAC-BCIG, Brilliance Campy Count Agar).
-Immunoloégiai vizsgalati modszerek (VIDAS ICS2-SLM, VIDAS LMO2, VIDAS UP E.coli
O157:H7).

-Molekularis mikrobioldgiai vizsgalati moddszerek (real —time PCR TaqMan Salmonella
enterica Detection Kit-et (ABI), BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon) és egy

Campylobacter kimutatasara és szaméanak meghatarozasara fejlesztett qPCR modszer).

Elvégeztem a négy leggyakrabban el6forduld €lelmiszer eredetli korokozo (Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, E. coli O157 és Campylobacter jejuni) kimutatasara szolgéld alter-
nativ gyorsmodszerek (kromogén szubsztrat tartalmt agar, VIDAS, real — time PCR) ¢és ha-
gyomanyos modszerek dsszehasonlitod vizsgalatait. Meghatdroztam az egyes patogének kimu-
tatasara alkalmas modszerek teljesitmény jellemzoéit az MSZ EN ISO 16140 szabvany alapjan

(relativ pontossag, relativ specifikussag ¢és relativ érzékenység). A nemzetkdzi validald testii-
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letek eredményeivel vald Osszehasonlitds sordn megallapitottam, hogy a validalasokhoz al-
kalmazott élelmiszer matrixok nem Olelnek fel minden élelmiszer fajtat, amelyek egy rutin
laboratoriumban eléfordulnak. Az adott modszer teljesitmény jellemzoit ezektdl eltérd matri-

xok esetében is meghataroztam.

Matrix hatds elemzést végeztem ¢és magallapitottam azokat a tényezdket, amelyek akadalyoz-
zak az altalam haszndlt alternativ mikrobioldgiai mddszerekkel vizsgalt patogének biztonsa-
gos kimutathatdsagat. Vizsgalataim azt mutattak, hogy az alternativ gyors modszerekkel vég-
zett vizsgalatok 6sszehasonlitd eredményei relativ pontossag és specifitas adatok tekintetében
matrixonként eltérést mutatnak. Ennek okat keresve megallapitottam, hogy a fliszerezett ha-
sok, csokoladé, takarmany, kornyezeti mintdk, dnocianint és antocianint tartalmazo gyimol-
csOk befolyasoljak a patogének real-time PCR gyorsmodszerekkel torténd biztonsagos kimu-
tatasat. A gyors mddszereknél igazolt matrix hatdsok mellett fény deriilt a standard modszer
hibaira is. A hagyomanyos modszerrel is mérhetd hamis negativ eredmény, ennek oka az elo-

dusitas nem megfeleld vezetése és/vagy a kisérdé mikrobidta zavard hatasa volt.

Meghataroztam az alternativ vizsgalati mddszerek kimutatdsi hatarat, amelyet alapul véve
optimalizaltam a dusitasi eljarasokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példan keresztiil
mutattam be a dasitasok vezetésének korlatait. A szelektiv dusitok egyes 0sszetevoi gatoljak a
Campylobacter spp. szaporodasat, ezért Osszehasonlitottam Campylobacter spp. dusitasara
alkalmas négy szelektiv dusitd oldatot. A kapott eredmények alapjan a qPCR vizsgalatoknal a
veérrel kiegészitett Bolton dusitod bizonyult legtdbb esetben pozitivnak.

Megallapitottam, hogy a qPCR moddszer alkalmasabb Campylobacter fajok kimutatdsara. A
tenyésztéses vizsgalati moddszerek informacido veszteséget okoznak, mert ugyan a
Campylobacter spp. kimutatasara megfelelnek, de a leggyakrabban problémat okozd patogén
Campylobacter jejuni faj elkiilonitésére nem alkalmazhato. Az alkalmazott qPCR moédszerrel
a Campylobacter spp. és Campylobacter jejuni faj egy idében kimutathat6d. Kisérletet tettem a

mintakbol gPCR moddszerrel torténd mennyiségi meghatarozasra is.

Vizsgalataim alapjan a TagMan Salmonella enterica real —time PCR Kit (ABI) bizonyult a
leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgalatakor alkalmazott VIDAS ICS2-SLM ¢és BAX
modszerrel szemben. {gy az ajanlott Salmonella vizsgilati modszer baromfi esetén a TagMan
Salmonella vizsgalat, amely alkalmas 24 6ran beliili eredménykozlésre, amellyel lehetové
valt, hogy a baromfira eldirt hatarértékeknek valdo megfelelés valamennyi paraméterét (Sal-

monella spp., S. aureus, E. coli, mikrobaszam) 24 ora elteltével jelezziik.
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Vizsgalataimmal alatdmasztottam, hogy a friss baromfi hiisok mikrobiologiai allapota 24 6ran
beliil megallapithato az alkalmazott korszert, gyors mikrobiologiai eljarasokkal, lehetové téve

a forgalomba keriilés eldtti gyors mindsitést.

A harom kiilonb6z6 elven miikodo eljarast 0sszehasonlitva megallapithato:

- A kromogén szubszrtatot tartalmazo taptalajok specifitisa megfeleld, vizualis értékelésiik
egyszeriibb a hagyoméanyos modszereknél és gyors eredményt adnak. Hatranyuk, hogy ese-
tenként megtévesztik az enzimes keresztreakciok miatt az értékelést végzo mikrobiologust.

- A VIDAS technolégia gyors, automatizalt eljaras és egy idoben két féle mikroorganizmus
kimutataséra is alkalmas. Hatranya, hogy ha a dusitoban a 10%ml sejtstirliséget nem érjiik el,
hamis negativ eredményt kaphatunk, tovabba vizsgalo6 kapacitasa limitalt.

- A real-time PCR vizsgalatok elonye, hogy kimutatasi hatara alacsony, a vizsgalati id6 a leg-
rovidebb. Az ABI real-time PCR modszer hatranya, hogy a mintaban 1évo holt sejtek is kimu-
tathatok, igy gyakrabban kapunk hamis pozitiv eredményt, tovabba igen gyakori az élelmiszer
matrix okozta inhibicio.

A BAX rendszer esetében kevesebb a hamis pozitiv eredmény valoszinlisége az utoddusitasi
1épés miatt, viszont iddigényesebb. A BAX rendszer olyan mintak vizsgalatara alkalmas, ahol
a minta jellege nagy mértékli szennyezddésre, vagy inhibicio lehetdségére utal, illetve ahol a
nagyobb hamis pozitivitds és az inhibicid kizaradsa nagyobb gazdasagi érdek, mint a 8 oraval
rovidebb vizsgalati id6. Amennyiben nagyobb szamu holt sejt eléfordulasa €s inhibicios ve-
sz¢ly nem varhato, a leggyorsabb eredmény TaqMan Salmonella enterica Kit (ABI) alkalma-
zaséaval nyerhet6. Mindkét mddszerre igaz, hogy hamis negativ eredményt nem kaptunk ve-

liik, ami élelmiszerbiztonsagi szempontbol megnyugtato.

A megbizhatd modszerek kozott természetesen az automatizalas, adattarolds, adatelemzés
lehetdsége, a miiszerek javitdsdnak gyorsasaga, a fejlesztések, modositasok, ujitdsok gyors
bevezetése ¢s végiil, de nem utolsod sorban a vizsgalati koltség a végsé meghatarozd. A mi-
szeres vizsgalatokat magas beszerzési és olcsod lizemeltetési koltség jellemzi, ezért ezek csak
teljes kihasznalas mellett gazdasagosak. A muszert nem igénylé megoldasok anyagkdltsége a

magasabb.
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A nagyszamu vizsgalati eredmény alapjan megallapithatd, hogy a felhasznalt, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 kimutatasi modszerek koziil nagy biztonsaggal lehet valasztani megfele-
16 érzékenységli, pontossagu és specifikus modszert, amennyiben a mintavételi tervet (minta-
szam ¢és gyakorisag), a vizsgalatra szant idot, a technoldgiai folyamatokat €s a matrixok mod-

szerre gyakorolt hatasat ismerjiik.
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9. SUMMARY

The past few years’ food scandals brought attention to food safety issues. Traditional test
methods demand five or more days. Several methods were developed for reducing the stan-

dard, time-consuming and costly protocols for detection of pathogens.

The aim of my work was a comparative analysis of new methods for detection of foodborne
pathogenic bacteria / species. The evaluation was based on MSZ EN ISO 16140 standard in
order to prove the safety of laboratory use. Steps of realization: determination of performance
characteristics of each method, analysis of the impact of food matrices on different testing
methods, optimization of enrichment strategy and selecting of testing method, taking the

detection time into consideration primarily.

Advanced rapid and standard methods were used to detect foodborne pathogenic bacteria:
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 and thermothropic Campylobacter. In
this thesis, the applied alternative microbiological diagnostic methods can be devided into

three groups:

- New, advanced differential agar media (Media containing chromogenic substrates:
Harlequin Salmonella ABC, SM2 1D, Compass Salmonella, Harlequin Listeria (Ottaviani
Aogosti), Ra-pid’l Mono, Compass Listeria Agar, Harlequin™ SMAC-BCIG, Brilliance
Campy Count Agar)

- Immunological test methods (VIDAS ICS2-SLM, VIDAS LMO2, VIDAS UP E. coli
O157:H7)

- Molecular microbiological test methods (real-time PCR TaqMan Salmonella enterica
Detection Kit (ABI), BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon) and a qPCR method

developed for detection and enumeration of Campylobacter).

Comparative study was carried out for standard and alternative methods for detection of the
four most common foodborne pathogens: Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli
O157 and thermothropic Campylobacter. Performance characteristics of methods detecting
foodborne pathogens were determined in accordance with MSZ EN ISO 16140 standard

(relative accuracy, relative specificity and relative sensitivity).
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Food matrices applied for the validation by the international validation bodies do not cover all
food varieties which occur in a routine laboratory. I determined performance characteristics of

methods for other matrices as well.

Matrix effect analysis was carried out and I found the factors which inhibit the safe detection
of pathogens analysed by alternative methods. My results showed differences in case of
relative accuracy, relative specificity by the alternative detection methods. In conclusion
spiced meat, chocholate, pet foods, environmental (hygenic) samples, anthocyanin or
onocyanin containing fruits and vegetables influence the safe detection of pathogens by real-
time PCR. Besides the proved matrix effect in case of rapid methods I found defaults of stan-
dard methods as well. The reason of the fals negative results is the not proper enrichment

method and/or the interfering effect of competitive microbiota.

I determined the detection limit of alternative detection methods, by which I optimized the
enrichment protocol. In this work I introduced the limits of enrichment strategies with a
Campylobacter spp. example. The multiplication of Campylobacter spp. is inhibited by some
ingredients of selective enrichment broths. Therefore, I compared the efficiency of four
selective enrichment broths. Based on the obtained results by qPCR method, the Bolton

enrichment broth supplemented with blood was the most performant.

I found that the qPCR method is more suitable than culture methods for detection of
Campylobacter spp. The culture methods cause loss of information because they are suitable
for detection of Campylobacter spp. but not for identification of Campylobacter jejuni. With
the applied qPCR method both Campylobacter spp. and Campylobacter jejuni can be detected

at the same time. In this study quantitative analyses were tested by qPCR method as well.

Based on my results the TagMan Salmonella enterica real-time PCR Kit (ABI) turned out to
be the fastest compared to VIDAS ICS2-SLM and BAX methods by analysing poultry

samples.

Therefore, the recommended Salmonella detection method in case of poultry is the TagMan

Salmonella method, which is appropriate for results communication within 24 hours.

This enables to give results for all parameters (Salmonella spp., S. aureus, E. coli, total
mesophilic aerobic count) laid down in the regulation for poultry samples. In conclusion the
microbiological state of fresh poultry meat can be determined within 24 hours by the applied

rapid methods allowing rapid qualification before circulation to the market.
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By comparing the three different methods it can be established, that:

- The specificity of chromogenic substrate containing agar is satisfactory, the visual
evaluation is easier than in case of traditional methods and it gives rapid results. There are

disadvantages that sometimes misslead the microbiologists with enzimatic crossreactivity.

- The VIDAS technology is rapid and automatized method and it is capable to detect two
different microorganisms in the same time. The disadvantage is that when the density of
microorganism in the enrichment broth is less than 10% ml, false negative results may be

obtained, and testing capacity is limited.

- The advantages of real-time PCR are that the detection limit is low and the detection time is
shorter. The disadvantage of ABI real-time PCR is that dead cells can be detected as well,
therefore we obtain false positive results and furthermore, the inhibition caused by food

matrix is frequent.

In case of BAX system the probability of false positive results is less because of post-
enrichment step, but requires more time. The BAX system is applicable for samples which are
highly contaminated or inhibition is possible. Furthermore, it is suitable where it is important
to eliminate the false positives and inhibition effect than reduction of detection time by 8
hours. If greater number of dead cells and inhibition are not expected to occur, the fastest
results are obtained by using the TagMan Salmonella enterica Kit (ABI). With both methods
we did not obtain false negative results what is reassuring from a food safety viewpoint. The
final determination aspect in case of reliable methods are automatization, data storage,
opportunity of data analysis, improvement of service enhancement speed, modifications, rapid
introducing of innovations and, last but not least the cost of the test. The instrumental methods
are characterized by high operating costs and low-cost sourcing, these are economic only
under full utilization. The material cost is higher for those solutions which do not require
equipments. Based on the large number of test results, it is estabished that among already
used, commercially available methods specific method can surely be choosen with
appropriate sensitivity, accuracy if we know the sampling plan (sample number and
frequency), the time of analysis, the impact of technological process and the effect of the

matrix on methods.
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Listeria monocytogenes mesterségesen fert6zott mintak- KROMOGENES

MI. tabldazat: Mesterségesen fertdzott mintak és negativ kontroll mintdk eredményei

kromogén szubsztratot tartalmaz6 agar modszerrel (1. sorozat)

Pozitiv minta Pozitiv minta Negativ Negativ minta Negativ
Mintak COMPASS HARLEQUIN Pozitiv minta minta HARLEQUIN mil%ta
szama Listeria L. médszerrel ISO méd- | COMPASS L. médszerrel ISO méd-
moédszerrel pzerc ittty szerrel
modszerrel
Darélthus 5 4 4 4 1 1 1
Gy.
zoldségek > 4 4 4 ! ! !
Gy.L 5 4 4 4 1 1 1
teszta
Gy.f 5 4 4 4 1 1 1
sonka
Tej 5 4 4 4 1 1 1
Salatak 5 4 4 4 1 1 1
Osszes 30 24 24 24 6 6 6

M?2. tablazat: Mesterségesen fertdzott mintadk ¢és negativ

kromogén szubsztratot tartalmazo6 agar modszerrel (2. sorozat)

kontroll mintadk eredményei

Pozitiv mint Pozitiv minta Pozitiv Negativ Negativ minta | Negativ Negati
Mintik C‘g‘M;X‘S“S‘ 4 | HARLEQUIN | minta Pozitiv minta | minta HARLEQUIN | minta ‘fgf v
szaima N L. modszerrel Rapid’L ISO méd- COMPASS L. modszerrel Rapid’L minta R
Listeria P ISO  méd-
A mono szerrel Listeria mono
moédszerrel k] T k] szerrel
Daralthus 5 4 4 4 4 1 1 1 1
Tej 5 4 4 4 4 1 1 1 1
Salatak 5 4 4 4 4 1 1 1 1
Osszes 15 12 12 12 12 3 3 3 3

Salmonella mesterségesen fertozott mintak- VIDAS SLM

M3. tablazat: Mesterségesen fertdzott mintdk €s a negativ kontroll minta eredményei VIDAS

SLM és ISO modszerrel
or : Pozitiv minta P Negativ minta P
Mintak szama VIDAS SLM Pozmv’mmta VIDAS SLM NegatlY minta
i ISO modszerrel , ISO modszerrel
modszerrel modszerrel

Daralthus 9 8 8 1 1
Felvagott 9 8 8 1 1
Tejtermék 9 8 8 1 1
Salatak 9 8 8 1 1
Osszes 36 32 32 4 4
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Salmonella mesterségesen fert6zott mintak- VIDAS 1CS2+SLM

M4. tablazat: Mesterségesen fertdzott mintak és a negativ kontroll minta eredményei VIDAS
ICS2+SLM és ISO modszerrel

N o] Negativ min-
Rozitiyminta Pozitiv minta ta
Mintak szama | VIDAS L Negativ minta
ICS2+SLM IO E | VL ISO médszerrel
p rel ICS2+SLM
modszerrel .
modszerrel
Daralthus 9 8 8 1 1
Felvagott 9 8 8 1 1
Tejtermék 9 8 8 1 1
Salatak 9 8 8 1 1
Osszes 36 32 32 4 4

Listeria monocytogenes mesterségesen fert6zott mintak- VIDAS LMO2

M35. tablazat: Mesterségesen fert6zott mintak €s negativ kontroll mintdk eredményei VIDAS
LMO2 modszerrel (1. sorozat)

Mintak Rozitiviints Pozitiv minta | minta Degatiy
n VIDAS L e
e LMOZ :feorrel mod: Z]Iv][)gzs ;l;(l; ! mod-
modszerrel ] szerrel
Daralthus 5 4 4 1 1
Gy. f.
z6ldségek > 4 4 1 1
Gy £ 5 4 4 | |
teszta
Gy.f. 5 4 . | 1
sonka
Tej 5 4 4 1 1
Salatak 5 4 4 1 1
Osszes 30 24 24 6 6

Mé6. tablazat: Mesterségesen fert6zott mintdk és negativ kontroll mintak eredményei VIDAS

LMO2 modszerrel (2. sorozat)

e Negativ .
Mintak Roztivmints Pozitiv minta minta N?gatlv
. VIDAS = minta
szaima 1SO méd- | VIDAS A
LMO2 ISO  méd-
“ szerrel LMO2
modszerrel - N szerrel
rel
Daralthus 5 4 4 1 1
Tej 5 4 4 1 1
Salatak 5 4 4 1 1
Osszes 15 12 12 3 3
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M7. tablazat: Vizsgalt csirke terméktipusok Salmonella fert6zottsége tenyésztéses modszer-

rel vizsgalva

Termék Darab Pozitiv Negativ Pozitiv % | Negativ %
nyak 14 10 4 71,43 28,57
mellfilé 18 14 4 77,78 22,22
fels6comb filé 6 4 2 66,66 33,34
zuza 6 3 3 50 50
far-hat 7 4 3 57,14 42,86
mayj szivvel 3 2 1 66,66 33,34
felsécomb 11 7 4 63,63 36,37
comb 16 9 7 56,25 43,75
mell 13 8 5 61,54 38,46
maj 17 11 6 64,70 35,30
zsig. csirke 9 6 3 66,66 33,34
grill 3 2 1 66,66 33,34
szarny 12 9 3 75 25
alsécomb 5 3 2 60 40
csirke 1 1 0 100 0
Osszes 141 93 48 - -
Pozitiv és ne-
gativ mintak ) )
aranya - 66% 34%
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MS. tablazat: Salmonella kimutatasa baromfi mintdkbol MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvany
szerint, VIDAS ICS2-SLM modszerrel

ISO Mod- VIDAS
szer 1CS2-SLM

Minta tipusa Minta Pozitiv VIDAS | VIDAS Hamis Hamis nega-

szdma Ics2- | 1CS2- | pogitiy tiv

+ -

Csirke nyak 14 10 10 4 0 0
Csirke mell 18 14 14 4 0 0
Csirke mell filé 6 4 4 2 0 0
Csirke zuza 6 3 3 3 0 0
Csirke far-hat 7 4 4 3 0 0
Csirke maj szivvel 3 2 2 1 0 0
Csirke alsécomb 4 11 7 7 4 0 0
Csirke comb 16 9 9 7 0 0
Csirke mell 13 8 8 5 0 0
Csirke maj 17 11 11 6 0 0
Zsigerelt csirke 9 6 6 3 0 0
Grill csirke 3 2 2 | 0 0
Csirke szarny 12 9 9 3 0 0
Csirke als6comb 2 5 3 3 2 0 0
Egész csirke 1 1 1 0 0 0
Osszes 141 93 93 48 0 0
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M09. tablazat: Salmonella kimutatasa baromfi mintdkbol MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvany
szerint, TagMan real-time PCR modszerrel

ISO Moéd- TaqMan real-time PCR

Minta tipusa Minta Pf)zz::iv PCR+ | PCR Hamis Hamis s

szdma - pozitiv negativ
Csirke nyak 14 10 10 4 0 0
Csirke mell 18 14 14 4 0 0
Csirke mell filé 6 4 4 2 0 0
Csirke zuza 6 3 3 3 0 0
Csirke far-hat 7 4 4 3 0 0
Csirke maj szivvel 3 2 2 1 0 0
Csirke als6comb 4 11 7 7 4 0 0
Csirke comb 16 9 9 7 0 0
Csirke mell 13 8 8 5 0 0
Csirke maj 17 11 11 5 1 0
Zsigerelt csirke 9 6 6 3 0 0
Grill csirke 3 2 2 1 0 0
Csirke szarny 12 9 9 3 0 0
Csirke als6comb 2 5 3 3 2 0 0
Egész csirke 1 1 1 0 0 0
Osszes 141 93 93 47 1 0
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M10. tablazat: Salmonella kimutatasa baromfi mintdkbol MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvany
szerint, Bax real-time PCR modszerrel

ISO BAX real-time PCR
Médszer

Minta tipusa Minta Pozitvn | PCR + | PCR | Hamis | Hamis nega-

szdma - pozitiv tiv
Csirke nyak 14 10 10 4 0 0
Csirke mell 18 14 14 4 0 0
Csirke mell filé 6 4 4 2 0 0
Csirke zuza 6 3 3 3 0 0
Csirke far-hat 7 4 4 3 0 0
Csirke maj szivvel 3 2 2 1 0 0
Csirke als6comb 4 11 7 7 4 0 0
Csirke comb 16 9 9 7 0 0
Csirke mell 13 8 8 5 0 0
Csirke maj 17 11 11 6 0 0
Zsigerelt csirke 9 6 6 3 0 0
Grill csirke 3 2 2 1 0 0
Csirke szarny 12 9 9 3 0 0
Csirke als6comb 2 5 3 3 2 0 0
Egész csirke 1 1 1 0 0 0
Osszes 141 93 93 48 0 0
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