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“Tanulj a tegnapból, 

 élj a mának és reménykedj a holnapban.  

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

(Albert Einstein)
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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE

ATCC: American Type Culture Collection  

BPW: Buffered Pepton Water (Pufferolt Peptonvíz) 

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 (Európai Élemiszer-biztonsági Hivatal) 

EHEC: Entero – Hemorrágiás Escherichia coli 

ELFA: Enzyme-Linked Fluorescent Assay (enzimhez kötött fluoreszcens eljárás) 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (enzimhez kötött immunszorbens eljárás) 

EU : Európai Unió  

GMP : Good Manufacturing Practice (Jó Gyártási Gyakorlat)  

Gy.f.: Gyorsfagyasztott 

HACCP : Hazard Analysis and Critical Control Points (veszélyelemzés és kritikus szabályo-

zási pontok) 

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

Nemzeti Gy�jteménye)  

HUS: Haemolitikus Urémiás Szindróma 

ICS: Immuno-Concentration Salmonella

IPC: Internal Positive Control (bels� pozitív kontroll) 

L. monocytogenes: Listeria monocytogenes 

MKTTn : Müller Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth 

mPCR : multiplex polimeráz láncreakció 

MUG: 4-metil-umbelliferil-D glükuronid 

NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms (Mez�gazdasági 

és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy�jteménye)

PCR : Polymerase Chain Reaction (polimeráz láncreakció) 

qPCR: Valós idej� kvantitatív polimeráz láncreakció  

real –time PCR: Valós idej� polimeráz láncreakció 

rpm : percenkénti fordulatszám 

RV : Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment Broth (Rappaport-Vassiliadis Salmonel-

la dúsító tápoldat) 
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Salmonella spp.: Salmonella species 

SCVPH: Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public Health (A Köz-

segészségügyi Vonatkozású Állat-egészségügyi Intézkedések Tudományos Bizottsága) 

subsp.: subspecies 

TGE : Tryptone Glucose Yeast Extract (tripton-glükóz- éleszt�kivonat táptalaj) 

tke: telepképz� egység 

TSB: Trypton Soja Broth 

VIDAS: Vitek Immunodiagnostic Assay System 

VTEC: Verotoxin-termel� Escherichia coli

WHO: World Health Organization (Egészségügyi Világszervezet) 
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1. BEVEZETÉS 

Az elmúlt évek élelmiszerbotrányai a figyelmet az élelmiszer-biztonság kérdéskörére irányí-

tották. Az élelmiszer eredet� kórokozók az általuk okozott humán megbetegedések és halál-

esetek kapcsán növekv� aggodalomra adnak okot. Ennek következtében a biztonságos élelmi-

szerek iránti igény megnövekedett. 

Bakteriális patogénekkel gyakorlatilag életünk bármely területén találkozhatunk. A baktériu-

mok, amelyek talajból és vízb�l származnak, potenciális veszélyt jelentenek az élelmiszerek-

ben. A jelenlegi táplálkozási irányzatok, valamint az élelmiszer technológia fejl�dése maga-

sabb igényeket támasztanak az élelmiszerek biztonságával kapcsolatosan, ezzel újabb kihívás 

elé állítva az élelmiszerek min�ségével és biztonságával foglalkozó szakembereket. Ezért 

szükségessé vált monitoring programok alkalmazása, mint a GMP, valamint a hozzá szerve-

sen kapcsolódó élelmiszerbiztonsági rendszer, a HACCP, mert ezek által a termelés folyamata 

nyomon követhet� és a veszélyt jelent� patogének jelenléte kiküszöbölhet�, illetve minimális-

ra csökkenthet�.  

A vizsgálati jelentések és elemzések azt mutatják, hogy napjainkban az élelmiszerbiztonsági 

helyzetet a zoonotikus (állatról emberre terjedni képes) kórokozók és az általuk okozott meg-

betegedések határozzák meg dönt� mértékben. Az Európai Unió 2013-ban megjelent zoonózis 

jelentése alapján (EFSA, 2013), a leggyakrabban el�forduló élelmiszer eredet� humán megbe-

tegedéseket a termotróf Campylobacter fajok, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, és 

verotoxint termel� E. coli törzsek okozzák.  

2011-ben az Európai Unió tagallamaiban összesen 220209 Campylobacter által okozott  meg-

betegedést jelentettek be. Leggyakrabban csirkehús mintákból mutattak ki Campylobacter-t. 

Salmonella leggyakrabban friss brojlercsirke és pulyka húsból mutatható ki. 2011-ben a 

szalmonellózis esetek száma a humán megbetegedéseket illet�en 3,5 %-kal csökkent 2010-

hez viszonyítva, és továbbra is statisztikailag szignifikáns csökken� tendenciát mutat az Eu-

rópai Unióban a hatodik egymást követ� évben. Összesen 95548 meger�sített humán megbe-

tegedést jelentettek 2011-ben. Feltételezték, hogy a megfigyelt szalmonellózis esetek számá-

nak csökkenése els�sorban a baromfi populációk sikeres szalmonella-gyérítési programjának 

köszönhet�, amelynek a legtöbb tagállam eleget tett. 

A humán liszterózis esetek száma enyhén csökkent, összesen 1476 meger�sített humán meg-

betegedést jelentettek 2011-ben. Az el�z� évekhez hasonlóan magas, 12,7%-os a halálozási 

arány. Listeria monocytogenes-t ritkán jelentettek határérték feletti értékben kiskereskedelem-

b�l származó készételekb�l.  
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Összesen 4000 meger�sített verotoxikus Escherichia coli fert�zésr�l számoltak be 2010-ben, 

melyek zöme O157 szerocsoportra vezethet� vissza. A bejelentett verotoxikus Escherichia 

coli okozta emberi megbetegedések  száma is növekszik az Európai Unióban 2008 óta. Az 

élelmiszer-iparban a legtöbb verotoxikus Escherichia coli pozitív esetet marhahússal hozták 

összefüggésbe (EFSA, 2012). Az elmúlt évek legnagyobb járványai közé sorolható a 2011 

nyarán az állati trágyával érintkez� csírák okozta nagy mérték� HUS tüneteit okozó megbete-

gedés, amelyet EHEC csoportba tartozó E. coli O104:H4 baktériumra vezettek vissza (EFSA, 

2013). 

Az id�igényes, hagyományos tenyésztéses eljárásokkal a patogének kimutatási id�tartama 

akár 5 vagy annál is több napot vehet igénybe. Kórokozók kimutatására az elmúlt id�kben 

igen sokféle eljárást próbáltak kifejleszteni a szabványos, hosszú és költséges munkafolya-

matok rövidítésére.  

A molekuláris biológia élelmiszer vizsgálatokba történ� bevezetése jelent�sen megváltoztatta 

az élelmiszerek biztonságának ellen�rzésére alkalmazott vizsgálati módszereket. Az immuno-

lógia, molekuláris biológia, automatizáció és számítógépes technológia tudományterületek 

fejl�désével az újonnan fejlesztett mikrobiológiai módszerek gyorsabbá, érzékenyebbé és 

megbízhatóbbá váltak.  

A gyors módszerek alkalmazásával lehet�vé válik a nagy mintaszám ellenére is a patogén 

mikroorganizmusok biztonságos kimutatása. A gyors mikrobiológiai módszerek bevezetésé-

hez összehasonlító vizsgálatok elvégzésére van szükség. Ezen mérési eredmények alapján 

meghatározható a laboratórium optimális m�ködéséhez legmegfelel�bb módszerek kiválasz-

tása. 

Munkám során célul t�ztem ki, hogy az élelmiszerbiztonsági szempontból jelent�s baktériu-

mok (Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotróf Campylobacter 

jejuni) élelmiszerekb�l történ� kimutatására szolgáló korszer� gyors módszerekkel kapott 

eredményeket összehasonlítsam a szabványos tenyésztéses vizsgálatokkal és kiválasszak 

olyan patogén mikrooorganizmusok kimutatására szolgáló módszereket, amelyek nagy számú 

élelmiszer, takarmány, alapanyag és higiéniai mintát vizsgáló laboratóriumunk számára egya-

ránt optimális. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. Az élelmiszerbiztonság helyzete napjainkban  

Az élelmiszerbiztonság kérdésköre mindig is foglalkoztatta az emberiséget, s�t ez napjaink-

ban egyre inkább kiemelked� jelent�ség�vé válik. Az élelmiszer-el�állítás technológiájában 

bekövetkez� változások új veszélyekkel és kihívásokkal járnak együtt, melyhez hozzájárul, 

hogy eddig nem ismert, vagy új tulajdonságokat mutató kórokozók jelennek meg. Változnak 

az ételfogyasztási és életmódbeli szokások is, melyek következtében kereslet jelentkezik az 

eddig szokásosan nem fogyasztott egzotikus ételek, a kíméletesen feldolgozott élelmiszerek, a 

természetes állapotot minél jobban megközelít�, de hosszú ideig tárolható és kényelmesen 

felhasználható élelmiszerek iránt. A nemzetközi élelmiszerkereskedelem robbanásszer� fejl�-

dése, valamint az élelmiszerek egyre nagyobb tételekben történ� el�állítása fokozza az azon-

nali, több országra kiterjed�, nagy betegszámmal járó ételmérgezési események létrejöttének 

valószín�ségét (Szeitzné, 2008). 

A mikrobiológiai élelmiszerbiztonság helyzetének megítélésére az élelmiszer eredet� megbe-

tegedések, valamint az élelmiszerláncban észlelt mikrobiológiai szennyez�dések alakulása ad 

információt. Minden vizsgálat és elemzés azt mutatja, hogy napjainkban az élelmiszerbizton-

sági helyzetet a zoonotikus (állatról emberre terjedni képes) kórokozók és az általuk okozott 

megbetegedések határozzák meg. Ezek a kórokozók az él� állatokba bekerülve azok megbe-

tegedését okozhatják, illetve els�dleges szennyez�désként bekerülhetnek az élelmiszerláncba 

vagy másodlagos szennyez�désként nyersanyagokból, környezetb�l, eszközökr�l, személyek-

r�l keresztszennyez�désként jelentkezhetnek, ezért a környezet szennyezettségi állapota és a 

személyi higiénia a mikrobiológiai élelmiszerbiztonság tárgykörébe tartozik. 
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2.1.1. Jogszabályi háttér 

Az EU tagállamaiban a többször módosított 2073/2005/EK rendelet 1. mellékletének 1. feje-

zete élelmiszer-biztonsági kritériumként el�írja, hogy hús-, tej-, tojás-, csíráztatott magvak és 

darabolt zöldség-gyümölcs termékek 25 g-ja nem tartalmazhat Salmonella-t fogyaszthatósági 

idejük alatt, még az 1.2.-1.3 pontjai a fogyasztásra kész élelmiszerekre vonatkoznak, ezek 

100/g Listeria monocytogenest tartalmazhatnak (mikroökológiai kritériumok függvényében).   

A rendelet 14. pontja szerint az SCVPH 2003. januárjában kiadott egy szakvéleményt az 

élelmiszerekben lev� verotoxikus E. coli (VTEC) baktériumról. A szakvéleményben az 

SCVPH arra a következtetésre jutott, hogy a VTEC O157-re alkalmazandó, végtermékre vo-

natkozó mikrobiológiai szabályozás valószín�leg nem csökkenti szignifikánsan a fogyasztók 

egészségét fenyeget� kockázatot, ugyanakkor az élelmiszerláncban a fekáliás szennyezettség 

csökkentését célzó útmutatások hozzájárulhatnak a közegészséget fenyeget� kockázatok 

csökkentéséhez (beleértve a VTEC-et is). Az SCVPH a következ�képpen határozza meg azo-

kat az élelmiszer-kategóriákat, ahol a VTEC veszélyt jelenthet a közegészségre: 

• nyers vagy nem kell�en h�kezelt marhahús,  

• más kér�dz� állatokból származó hús,  

• darált hús, 

• érleléssel tartósított marhahús, 

• valamint abból készült termékek,  

• nyers tej és nyers tejb�l készült termékek, 

• friss termékek, különösen csíráztatott magvak, 

• nem paszt�rözött gyümölcs és zöldséglevek. 

A 2073/2005 EK mikrobiológiai határérték rendelet az élelmiszer-biztonsági kritériumok 

vizsgálata között el�írta, hogy az élelmiszerek nem tartalmazhatnak patogén mikroorganiz-

musokat, tehát  E. coli O157:H7-es szerotípusát sem. 2013-ban úgy módosult a rendelet, hogy 

a csírákat fogyasztásra kész élelmiszereknek kell tekinteni és a forgalomba hozott termékek 

25g-ja eltarthatósági idejük alatt Shigatoxint termel� E. coli (STEC) O157, O26, O111, O103, 

O145 és O104:H4 baktériumokat nem tartalmazhat (209/2013/EU RENDELET). 

Magyarországon a 4/1998 (XI.11.) EüM sz. rendelet szerint az élelmiszerek 25 g-ja nem tar-

talmazhat Salmonella-t és egyéb kórokozót (Campylobacter fajok, verotoxin termel� E. coli) 

fogyaszthatósági idejük alatt.

DOI: 10.14267/phd.2014028



12

2.1.2. Mikroökölógiai környezet elemzése 

Az élelmiszer-el�állítás technológiájában bekövetkez� változások új veszélyekkel és kihívá-

sokkal járnak együtt a vizsgálati módszerekkel kapcsolatban is. Eddig nem ismert, vagy új 

tulajdonságokat mutató kórokozók jelennek meg, másrészt a technológiák során sérült sejtek 

kimutatására is kifinomultabb módszerekre van szükség. 

A határértékrendeleteknek megfelel�, túlzott egységesítési törekvés az el�dúsítási és dúsítási 

eljárásokat is leegyszer�sítette, elrejtve ezzel az élelmiszermátrix és a mikroökológiai környe-

zet meghatározó szerepét a kórokozók kimutatásban. Az el�dúsítás és a dúsítás vezetése alap-

vet�en meghatározza a módszer érzékenységét mind az el�dúsító, mind az el�dúsítási id�tar-

tam megválasztásával. Az el�dúsítás célja a sérült sejtek reszuszcitációja, ami dönt�en függ 

az el�dúsító összetételét�l és a vizsgálandó élelmiszert�l. Sok terméknél az alkalmazott tartó-

sítási technológia (pl. h�kezelés) után szubletálisan sérült sejtek maradnak vissza. Ez azt je-

lenti, hogy ezek a sejtek közvetlenül szelektív agaron nem tenyészthet�k, csak megfelel� el�-

dúsítás után. Ugyanakkor egyre er�teljesebb az igény a minél rövidebb id� alatti kimutatásra a 

biztonságos élelmiszer el�állítás megvalósításához. 

A tojásfehérje inhibítor hatása például annak köszönhet�, hogy ovotranszferin protein tartal-

ma leköti a Salmonella növekedéséhez szükséges vasat. Vas vegyületek adagolása az el�dúsí-

tóhoz az inhibítor hatást csökkenti. Az elmúlt években kutatások folytak, hogy találjanak 

olyan vegyületeket, amelyek a Salmonella sejtek regenerálódó képességét növelik, ezzel az 

el�dúsítás idejét lerövidítik. Pless és Reissbrodt (1995) tej és tojás termékek esetében a 20 

µg/ml vas-ammónium-citrát és vas-klorid adagolásával elérték, hogy az el�dúsítás 6-8 órára 

csökkenthet�. 

Tabajdiné (2001) vizsgálatai során különböz� típusú vas vegyületeket választott e cél elérése 

érdekében. Vas-ammónium-citrát, a HUMET-R makro- és mikroelemek pótlására szolgáló 

roborálószer és éleszt�sejtek által metabolizált szerves vas vegyület felhasználásával vezetett 

el�dúsításokat alkalmazott nyerstej és h�kezelt tej, valamint tojás termékek esetében. A Sal-

monella sejtek szaporodási képessége és repair kapacitása a vas vegyületeket tartalmazó el�-

dúsítás után növekedett. A Ferrioxamine E egy olyan szerves vas vegyület, amely amellett, 

hogy el�segíti a Salmonella növekedését, nem segíti az E. coli, Proteus, Providencia baktéri-

umok fejl�dését, így szelektív el�nyhöz juttatja már az el�dúsítás fázisában a szalmonellákat. 

A Ferrioxamine E a vasat Fe(III) komplex formájában tartalmazza, így egyes baktériumok 

számára könnyebben hozzáférhet�, mint a szervetlen vasvegyületek (Tabajdiné, 2001).  
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Mindezek a vizsgálati eredmények azt támasztják alá, hogy a módszerek érzékenységének 

növeléséhez elengedhetetlenül szükséges a mátrix hatások ismerete, a negatív hatások kikü-

szöbölése. 

2.2. Zoonotikus megbetegedések alakulása Európában és Magyarországon 

2.2.1. Salmonella okozta megbetegedések alakulása Európában és Magyarországon 

2.2.1.1. Salmonella nemzetség által okozott megbetegedések Európában 

Az Európai Unió 2009-ben elkészült összefoglalója alapján a szalmonellózis, a második leg-

gyakrabban jelentett zoonotikus fert�zés forrása, 108614 emberi megbetegedést okozott 2009-

ben (2008-ban az esetszám 131468 volt). Az élelmiszer eredet� járványok leggyakoribb oko-

zója a Salmonella maradt, legtöbbször csirke-, pulyka- és sertéshúsban mutatták ki a baktéri-

umot ( EFSA, 2011). 

Az élelmiszerek közül a Salmonella leggyakrabban friss brojlercsirke és pulyka húsból mutat-

ható ki. 2010-ben a szalmonellózis esetek száma a humán megbetegedéseket illet�en 8,8%-kal 

csökkent 2009-hez viszonyítva, és továbbra is statisztikailag szignifikáns csökken� tendenciát 

mutat az Európai Unióban a hatodik egymást követ� évben. Összesen 99020 meger�sített 

humán megbetegedést jelentettek 2010-ben. Feltételezték, hogy a megfigyelt szalmonellózis 

esetek számának csökkenése els�sorban a baromfi populációk sikeres szalmonella-gyéritési 

progjamjának köszönhet�, amelynek a legtöbb tagállam eleget tett (EFSA, 2012). 

A meger�sített szalmonellózis esetszám csökken� tendenciája megmaradt 2011-ben, 95 548 

esettel. A legtöbb tagállamban teljesültek a Salmonella el�fordulásának csökkentésére irányu-

ló célkit�zések a szárnyas populációkban. Az élelmiszerek vonatkozásában a Salmonella-t 

leggyakrabban húsban és húskészítményekben mutatták ki. (EFSA, 2013) 

Salmonella Stanley járványról számolt be az Európai Élelmiszerbiztonsági Hivatal 2012. 

szeptemberében. A járvány kitörése valószín�leg a pulyka feldolgozási lánccal volt kapcso-

latban. Németország keleti részén, valószín�síthet�en élelmiszer eredet� akut gasztroenteritisz 

járvány tört ki f�leg gyerekek és fiatalok között (Élelmiszerbiztonsági Szemelvények, 2012). 

2.2.1.2. Salmonella nemzetség által okozott megbetegedések Magyarországon  

Humán Salmonella fert�zések tekintetében hazánk az évente megjelen� uniós jelentések sze-

rint a csatlakozás óta a legmagasabb morbiditású országok csoportjába tartozik. 

A magyarországi humán szalmonellózis-morbiditás magas értéke nem csak a magas megbete-

gedési gyakoriságot jelzi, hanem azt is, hogy Magyarországon jól m�ködik a felügyelet. A 
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járványokra vonatkozó adatokat Magyarországon már 1931 óta gy�jtik, a humán megbetege-

dések 1959 óta bejelentés kötelesek. A regisztrált esetek száma 1959-t�l 1996-ig szinte fo-

lyamatosan emelkedett. A járványok száma (járvány = két összefügg� megbetegedés) 1995-

ben tet�zött (3450 járvány/év), a bejelentett egyedi megbetegedések száma 1996-ban érte el a 

maximumot (28 046 megbetegedés/év, incidencia: 274,6/100 000 lakos/év). Ezt követ�en 

2004-ig mindkét mutató értéke folyamatosan csökkent. 2004-ben a regisztrált szalmonellózis 

esetek el�fordulásának 1997 óta tartó csökken� trendje megfordult, és 2005-ben a bejelentett 

megbetegedések összes száma 600-zal (8%), 2006-ban közel 1600-zal (20%) emelkedett az 

el�z� évihez viszonyítva. 2006-ban a sporadikus esetek száma 15%-kal, a járványos esetek 

száma 20%-kal volt több mint 2005-ben. 

Magyarországon nemcsak a bejelentett betegek száma emelkedett, hanem a kiemelt járványok 

száma is. Míg 2004-ben 39, 2005-ben 37 közösségi illetve területi járványt regisztráltak, ad-

dig 2006-ban 60 ilyen járvány adatai kerültek be a nyilvántartásba. Továbbá a kiemelt járvá-

nyokhoz tartozó megbetegedések és az egy járványra jutó betegek száma (járvány kiterjedtsé-

ge) is n�tt 2004-r�l (16,7 eset/járvány) 2006-ra (30,6 eset/járvány). A családi járványok száma 

folyamatosan, jelent�s mértékben visszaesett, a kiemelt, közösségi és területi járványok el�-

fordulása a 2000. évet követ�en azonban már nem mérsékl�dött tovább (Szeitzné, 2008). 

2.2.2. Listeria monocytogenes okozta megbetegedések alakulása Európában és Magya-

rországon 

2.2.2.1. Listeria monocytogenes faj által okozott megbetegedések Európában  

A Listeria baktérium élelmiszerfert�zést okozó szerepér�l csak az 1980-as évek második felé-

t�l kezdve van tudomásunk. Ritka, de rendkívül súlyos, magas halálozási aránnyal járó meg-

betegedést, vetélést, agyhártyagyulladást, szepszist okozhat. A jelentés alapján a bejelentett 

humán liszteriózisok számának alakulása nem megnyugtató. 2006-ban 8,6%-kal emelkedett a 

korábbi évhez képest (2005-ben 1427; 2006-ban 1583), a legutóbbi 5 év során pedig 59 száza-

lékkal. A f�ként tejtermékek, hal- és húskészítmények fogyasztásához kapcsolható fert�zések 

dönt�en (56%) 65 év feletti id�s embereket érintettek (EFSA, 2007).
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A 2008. évi adatokhoz képest a Listeria fert�zések 19%-os emelkedést mutattak 2009-ben,    

1645 meger�sített esettel. Köztudott, hogy a Listeria okozta fert�zések halálozási aránya ma-

gas, különösen veszélyes a betegség az id�s emberekre. A becslések szerint 270 ember halálát 

okozta liszteriózis az Európai Unióban 2009-ben, ami 17%-os halálozási arányt jelent a fert�-

zöttek körében. Az élelmiszereket tekintve a baktérium a fogyasztásra kész élelmiszerekben 

fordul el� a leggyakrabban (0,3-1,1 %), a füstölt halak, h�kezelt hús- és sajtkészítmények a 

leggyakoribb közvetít�i a kórokozónak (EFSA,  2011).  

A humán liszteriózis esetek száma enyhén csökkent, összesen 1601 meger�sített humán meg-

betegedést jelentettek 2010-ben. Az el�z� évekhez hasonlóan magas, 17%-os volt a halálozási 

arány. A kiskereskedelemb�l származó készételek ellen�rzése során Listeria monocytogenes 

vizsgálatakor ritkán jelentettek határérték feletti értéket. Az el�z� évekhez képest nem volt 

jelent�s változás az általa okozott megbetegedések számát illet�en (EFSA, 2012 ). 

Az EFSA legutóbbi zoonózis jelentése szerint a liszteriózis esetszám 1476-ra csökkent, és a 

Listeriát csak ritkán mutatták ki határérték feletti mennyiségben fogyasztásra kész élelmisze-

rekben (EFSA, 2013). 

2.2.2.2.  Listeria monocytogenes által okozott megbetegedések Magyarországon

Hazánkban a liszteriózis 1998 óta bejelentend� betegség. Azóta (10 év alatt) mindösszesen 

100 körüli esetet regisztráltak. Az évente bejelentett megbetegedések száma 4–25 között vál-

tozott. A halálozási arány 0–50% között alakult (medián 22,2%). Az esetek kormegoszlása  

újszülött / csecsem� 12%, 1–14 éves 3,4%, 15–19 éves 0%, 20–49 éves 20%, 50–59 éves 

20%, >60 éves 43%. A betegek túlnyomó többségénél megállapítható valamilyen, a betegség 

kialakulására hajlamosító tényez�: a beteg kora, illetve klinikai állapota (terhesség, csökkent 

ellenálló-képességgel járó alapbetegség, alkoholizmus, cukorbetegség, rosszindulatú 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 termel� E. coli okozta megbetegedések alakulása Európában és Ma-

gyarországon 

2.2.3.1. Verotoxint termel� E. coli által okozott megbetegedések Európában  

A verotoxin-termel� E. coli (VTEC) járványtana a szarvasmarha eredet� nyers vagy elégtele-

nül h�kezelt termékek, a trágyával szennyezett zöldségek és víz fogyasztásához köt�dik, de 

egyéb, f�ként kér�dz� fajok is terjeszthetik.  
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A mikroba az Amerikai Egyesült Államokban, Japánban, Nyugat-Európa egyes országaiban 

jelent�s számú megbetegedést okoz, a hazai epidemiológiai helyzet azonban egyel�re kedve-

z�nek mondható. Az Európai Unióban 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%-os emelkedést mutat 2008-hoz képest. Az állatok és az élelmiszerek között 

leggyakrabban szarvasmarhában és marhahúsban jelentették a baktérium jelenlétét  (EFSA, 

2011). Az EFSA legutóbbi felmérése szerint összesen 9485 meger�sített verotoxikus 

Escherichia coli (VTEC) fert�zést jelentettek. Ez a 2010. évi adatokhoz képest 159,4%-os 

emelkedést jelent, mely a 2011 nyarán els�sorban Németországot érint� nagy VTEC/STEC 

járványnak tulajdonítható (EFSA, 2013). 2011 nyarán Németországban véres hasmenéssel, és 

az esetek egy részében súlyos szöv�dménnyel járó megbetegedések járványszer� el�fordulá-

sát észlelték, melynek hátterében a shigatoxint termel� entero-hemorrágiás (EHEC), O104 

szerocsoportú E. coli (EHEC) áll, melynek következményeként véres hasmenés, HUS szind-

róma lépett fel. A németországi járvány jelent�ségét els�sorban a véres hasmenéssel kórházba 

kerül� betegek magas száma adja. Véres hasmenést okozó E. coli fert�zések Európában eddig 

csak kis számban, és els�sorban fiatal gyermekek körében fordultak el�. Jelen járvány érde-

kessége, hogy a súlyos tünetegyüttest egyszerre sok betegnél, és dönt�en feln�tt n�k körében 

figyelték meg (Scheutz et al., 2011).

2.2.3.2. Verotoxint termel� E. coli által okozott megbetegedések Magyarországon 

Az Országos Epidemiológiai Központban m�köd� referencia-laboratórium adatai szerint Ma-

gyarországon 2000–2005 között mindösszesen 58 laboratóriumi vizsgálattal meger�sítetten, 

verotoxin-termel� E. coli által okozott megbetegedést diagnosztizáltak (évente 5–20 esetet), 

melyek túlnyomó többsége szórványosan jelentkezett. Kiterjedt járványok nem fordultak el�.  

A kis esetszám és a hosszú lappangási id� miatt nem sikerült egy meghatározott élelmiszert 

azonosítani a fert�zés terjeszt�jeként. 

Az elmúlt tíz évben néhány felmér� vizsgálat során, 2005 óta pedig a marhahúsból végzett 

rendszeres monitoring vizsgálatok eredményei alapján elmondható, hogy hazánkban a kocká-

zatot jelent� élelmiszerekben el�fordulása ritka. 2005-ben 149 marhahús minta vizsgálata 

során csak 2 izolálás történt (1,3%), mindkét törzs VT-2 típusú toxint termelt. A 2006. évi 

monitoring programban pozitív minta nem volt. Nyers tejmintákban az el�fordulási arány 1% 

alatti. 

A verotoxin-termel� E. coli hazánkban egyel�re nem jelent komoly közegészségügyi problé-

mát (Szeitzné, 2008). 
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2.2.4. Termotróf Campylobacter okozta megbetegedések alakulása Európában és Ma-

gyarországon 

2.2.4.1. Termotróf Campylobacter által okozott megbetegedések Európában  

A 2009. évi zoonózis jelentés szerint a kampilobakteriózis maradt a legtöbbet jelentett 

zoonótikus megbetegedés, enyhe növekedést (4%) mutatva a 2008. évi esetszámhoz viszo-

nyítva. 2008-ban 190 566, míg 2009-ben 198 252 megbetegedést jelentettek a tagállamok. Az 

el�z� évhez képest megfigyelhet� teljes növekedés 75,3 %-át az Egyesült Királyság és Ma-

gyarország által bejelentett meger�sített esetek eredményezik. A fert�zés halálozási aránya 

0,02% volt az Unióban, ami alacsonyabb, mint a Salmonella okozta fert�zések halálozási ará-

nya (0,08%). Ezek az adatok a Salmonella okozta fert�zések tekintetében körülbelül 90 halál-

esetet, míg a Campylobacter vonatkozásában 40 halálesetet jelentenek. Az élelmiszereket 

tekintve a Campylobacter nyers szárnyashúsban fordult el� a leggyakrabban (átlagosan a 

vizsgált minták 31 %-a volt pozitív), él� állatok közül pedig szárnyasokban, sertésben és 

szarvasmarhában volt legtöbbször jelen a baktérium (EFSA, 2011). Az EFSA 2013-ban meg-

jelent felmérése alapján a leggyakrabban jelentett zoonózis a kampilobakteriózis volt, 220 209 

meger�sített humán esettel. Az Unióban még mindig magas a Campylobacter jelenléte a broj-

ler húsokban (EFSA, 2013). 

2.2.4.2. Termotróf Campylobacter által okozott megbetegedések Magyarországon  

A Campylobacter spp. okozta fert�zések el�térbe kerültek, azonban az élelmiszerek közvetít�

szerepére kevés laboratóriumi vizsgálattal alátámasztott adat van  (Kasza et al., 2011). 

A kampilobakteriózis bejelentések száma 2011-ben mérsékelten meghaladta az el�z� év au-

gusztusában regisztráltat, és harmadával volt több, mint a 2005-2009. évek augusztusában 

regisztrált középérték. Magyarországon 2010-ben 5961 esetet jelentettek. 

( http://193.225.82.27/fileadmin/media/AOK/11_12_I_AOK_kotelezo_adatok.pdf ) 

2011-ben az Országos Epidermiológiai Központ adatai szerint a bakteriális megbetegedések 

közel fele kampilobakteriózis volt.  

(http://epa.oszk.hu/00300/00398/00466/pdf/epinfo_EPA00398_2011_44.pdf) 
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Az Európai Unió baromfi vágóhidakon végzett vizsgálatai alapján megállapítható, hogy az 

uniós átlag adatainál a hazai adatok Campylobacter vonatkozásában lényegesen jobbnak bi-

zonyultak. A vakbél poolminták 50,5%-a (EU átlag 71,2%), a nyakb�r minták 56,1%-a (EU 

átlag 75,8%) bizonyult Campylobacter pozitívnak. Voltak olyan tagállamok, ahol a minták 

100%-a pozitív volt. Magyarországon a pozitív minták 42,2%-a <100 tke/g mennyiségben 

bizonyult Campylobacter szennyezettnek, így a kontamináció mértéke is alacsonyabb volt, 

mint az EU átlag. A felmér� vizsgálat egyik megállapítása az volt, hogy országonként nincs 

szignifikáns különbség a vágóhidakon a Campylobacter pozitivitásban, azonban a szennye-

zettség mértékében igen. Emiatt tervezi a Bizottság kvantitatív mikrobiológiai kritérium beve-

zetését a vágóhidakon (Sréterné, 2011). 

2.3.  Az élelmiszerbiztonsági szempontból fontos baktérium fajok jellemzése

2.3.1. Salmonella nemzetség el�fordulása és jellemz�i 

Szalmonellának neveznek mintegy 2000-féle, biokémiailag és szerológiailag rokon baktériu-

mot. 1997-ben az összesen 389 szalmonella-eredet�ként nyilvántartott hazai ételfert�zési 

esemény közül 364 esetben (93,6%) S. Enteritidis volt a kórokozó. A FAO/WHO (2009) fel-

mérései és más külföldi szakirodalmi adatok (Greig et al., 2007) egyaránt azt mutatják, hogy 

az iparosodott országokban a szalmonellózisok gyakoriságának a növekedése ugyancsak f�-

ként a Salmonella Enteritidis (Isaacs et al., 2005), továbbá a S. Typhimurium DT104 törzs 

jelentkezésének és terjedésének a következménye (Ethelberg et al., 2007). 

A szalmonellák az emberi és állati tápcsatornában el�forduló, Enterobacteriaceae családba 

tartozó Gram-negatív, fakultatív anaerob baktériumok. Peritrich csillók segítik az önálló moz-

gásban, helyváltoztatásban, kivéve néhány törzs, mint például Salmonella enterica subsp.

enterica serovar Gallinarum biovar Gallinarum (Salmonella Gallinarum) és S. enterica subsp. 

enterica ser. Gallinarum biovar Pullorum (Salmonella Pullorum) (Li et al., 1993). 

A szalmonellák h�t�rése nem tér el a nem spórás baktériumoknál általában tapasztalt 

h�t�rést�l. (Bacon et al., 2003). A fagyasztást túlélik, a jégben hosszú ideig életben maradnak, 

és egyes szerotípusok – ha lassan is – 5-10 °C közötti h�mérsékleten is szaporodnak (Ingham 

et al., 1991). 

A szalmonellózis tünetei: hasmenés, hasi görcsök, láz és hányás rendszerint 24 órán belül 

jelentkeznek a szennyezett élelmiszer elfogyasztása után, többnyire viszonylag rövid ideig 

tartanak, s csekély halálozási rátájúak. A S. Enteritidis-nek gyakorlatilag minden gazdasági 

állatfaj, s�t „házi kedvencek” is a hordozói lehetnek, de a megbetegedésekkel els�dlegesen a 

baromfi és a tojás szennyezettségét hozzák kapcsolatba (EFSA, 2011).  
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A húsok szennyez�dése els�sorban a vágás során következik be, ha nem megfelel� a 

kültakaró letisztítása, vagy ha a béltraktus megsértésével vagy a kuláré helytelen eltávolításá-

val széklet kerül az állatok testére és környezetébe. A nyers húsokkal, a nem h�kezelt és nem 

kell� mértékben h�kezelt húskészítményekkel a szalmonellák eljuthatnak a fogyasztó asztalá-

ra. Veszélyforrást jelenthet az utószennyez�dés is. Nyers termékekb�l leggyakrabban friss 

brojlercsirke, pulyka-és sertéshús mintákból észleltek szalmonella pozitivitást. A szalmonella 

kimutatható ritkán egyéb élelmiszerekb�l, mint például a tejtermékek, gyümölcsök és zöldsé-

gek (EFSA, 2011). 

2.3.2. Listeria monocytogenes el�fordulása és jellemz�i 

A Listeria monocytogenes-t el�ször 1926-ban azonosították nyulakban és tengerimalacokban 

kialakult mononucleosis kórokozójaként (Murray et al., 1926).  

A Listeria monocytogenes Gram-pozitív, pálca alakú, nem spórás, fakultatív anaerob baktéri-

um, emberre és állatra egyaránt veszélyes kórokozó. Rezisztens számos széls�séges környeze-

ti hatással szemben, mint például az alacsony h�mérséklet és pH, vagy a nagy só koncentráció 

(Melo et al., 2013). A környezetben való elterjedésének oka, hogy viszonylag hosszú ideig 

képes a túlélésre számára kedvez�tlen környezeti körülmények között, illetve, hogy az egyik 

leginkább hidegt�r� nem spórás baktérium (Ingham et al., 1991). 

Szaporodásához szükséges h�mérséklet optimuma 30-37 °C között van. 60 °C-nál nagyobb 

h�mérsékleten elpusztul, viszont 5°C alatt is képes a lassú szaporodásra (generációs ideje 13- 

130 óra) (Walker et al., 1990). 

Listeria monocytogenes váltakozó gyakorisággal mutatható ki az ember és a háziállatok bél-

rendszeréb�l és húgy-nemi szervrendszeréb�l (Borucki et al., 2004). A baktérium a váladé-

kokkal kerül a küls� környezetbe, és mivel nagyon ellenálló, ott hosszú ideig képes életben is 

maradni. Az állati eredet� élelmiszerek fert�z�dése is innen ered. A korábban ritka kórokozó-

nak számító L. monocytogenes-t egyre gyakrabban igazolják az 1960-as évek óta, mely való-

szín�leg a háztartási h�t�berendezések és a félkész élelmiszerek széles kör� elterjedésével 

magyarázható. Noha az általános népességben ma sem tartozik a gyakori fert�zések közé, 

ritka el�fordulása ellenére népegészségügyi jelent�sége nagy, mivel az általa okozott sziszté-

más betegség halálozási aránya kiemelked�en magas (Frye et al., 2002). 
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Leggyakrabban élelmiszerhigiéniai problémát a kórokozóval fert�zött darált hús, tej, lágysajt, 

hidegkonyhai termékek, nyers zöldségfélék, savanyított készítmények okozzák, f�leg úgy 

hogy ezeket nem megfelel� h�kezelés után vagy h�kezelés nélkül túl hosszú ideig tárolják 

h�t�szekrényben (Faber és Peterkin, 1991). Itt különös jelent�sége van a h�t�szekrényben 

történ� hosszú ideig való tárolásnak, ugyanis szobah�mérsékleten történ� tárolás esetén a 

többi baktérium túlnövi ezt a kórokozót, nem teszi lehet�vé a szaporodását (Arguedas-Villa et 

al., 2010; Faber és Peterkin, 1991). A baktériumot a h�kezelés - beleértve a paszt�rizálást is - 

elpusztítja.  

A Listeria monocytogenes számos virulencia faktorát azonosították, és alaposan jellemezték 

molekuláris és sejt biológiai szinten, ideértve a hemolizint (listeriolysin O), két különböz�

foszfolipázt (PCPLC és PIPLC), és egyéb fehérjéket. A virulencia faktorok kimutatására ala-

pozott módszerek segíthetnek a L. monocytogenes biztonságos kimutatásában (Kathariou, 

2002). 

2.3.3. Verotoxint termel� E. coli O157:H7 el�fordulása és jellemz�i 

Az E. coli O157:H7 az Enterobacteriaceae család tagja, Gram-negatív, rövid 0,7 - 1,5 �m - 

szer 2 - 5 �m hosszú - pálca alakú, körkörösen csillós bakérium. A baktérium kataláz pozitív, 

oxidáz negatív, laktóz bontó, a fagyasztást is jól t�ri, sztreptomicinre érzékeny, tetraciklinre 

rezisztens lehet, béta-glükoronidáz enzimet nem termel, és a D-szorbitolt nem fermentálja 

(Hendriksen, 2003). 

Az E. coli O157:H7 szerotípusát els�sorban szavasmarhák, háziállatok hordozzák, de kontakt 

fert�zés útján is gyakran fert�zéseket, megbetegedéseket okoznak. Az EHEC csoportba tarto-

zó, verotoxint termel� Escherichia coli (VTEC) törzset, mint vérzéses vastagbél gyulladás 

(Johnson et al., 1983; Riley et al., 1983) és humán hemolitikus urémiás szindróma (Karmali et 

al., 1983; Karmali et al., 1985; Neill et al., 1985) okozóját, nem kell�en h�kezelt hamburger-

hús vizsgálata kapcsán ismertek fel. A kimutatott kórokozót az E. coli törzs O157:H7 

szerotípusaként határozták meg, amelyet korábbi vizsgálatok során ritkán izoláltak. Az általuk 

okozott megbetegedések, mint például a hemorrágiás kolitisz (vérzéses vastagbélgyulladás), 

vagy a hemolitikus urémiás szindróma (HUS) igen súlyos tünetekkel járnak, ezen tünetek 

alapján nyilvánvalóvá vált, hogy detektálása kiemelked� jelent�ség�.  
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Az E. coli O157:H7 verotoxint termel� szerotípust gyakran társítják nyers tej tartalmú ételek-

kel (Denny et al., 2008; Hussein és Bollinger, 2005). Az utóbbi években történt élelmiszer 

eredet� járványok azt jelezték, hogy nem csak a nyers termékek, hanem a minimálisan feldol-

gozott élelmiszerek is problémát okozhatnak (Abdulraouf et al., 1993; Anon, 2006; Hsin-Yi 

és Chou, 2001; Vojdani et al., 2008; Smigic et al., 2009).  

A minden korcsoportot érint� megbetegedés nagytömeg�, véres székletürítéssel, 

haspuffadással, hasi görcsökkel jár. Kisgyermekeknél, id�seknél súlyos szöv�dményként 

haemolitikus-urémiás szindróma (HUS), akut veseelégtenség, haemolitikus anemia, 

tromboticus thrombocytopheniás purpura (TTP) alakulhat ki. A kórokozó a vastagbélben fejti 

ki hatását, csecsem�k enteritiszét okozó E. coli-hoz hasonlóan károsítja a bélbolyhokat. A 

kórokozó által termelt citotoxin (verotoxin) a vastagbélben kifejtett hatására jön létre az 

extraintestinális kórképre jellemz� szervkárosodás. E károsító hatás következményei a vese-

funkció károsodás és idegrendszeri tünetek (Morrison et al., 1986).

A verotoxin család két, immunológiailag megkülönböztethet� (nem keresztreagáló) csoportra 

osztható: VT1-re és VT2-re. A vtx1 és a vtx2 55% (A alegység) és 57% (B alegység) azonos-

ságot mutat egymással (Jackson et al., 1987). 

A vtx1 er�sen konzervatív, a vtx2-n belül azonban nagy a szekvencia-variabilitás. A legsúlyo-

sabb emberi megbetegedésekhez a vtx2 és a vtx2c altípus köthet�. Minden verotoxin egy A és 

egy B alegységb�l áll. Az A alegység proteolitikusan A1 és A2 peptidre bontható. Az A1 az 

enzimatikusan aktív régió, az A2 pedig az A1 és a B alegység pentamerje közötti kapcsolatot 

biztosítja. Ez a B pentamer köti a toxint a specifikus glikolipid receptorhoz 

(globotriaosylceramid - Gb3), amely általánosan el�fordul az eukarióta sejtek felszínén, ám 

kiemelked�en magas koncentrációban található meg az emberi veseszövetben (Boyd és 

Lingwood, 1989; Mag, 2009). A verotoxin el�ször intesztinális folyadékgyülemet idéz el�, 

amelyet valószín�leg az adszorptív bélsejtek szelektív pusztulása okoz, majd kiterjedt szövet-

károsodás következik be. A károsodott sejteken keresztül a toxinnal együtt a bakteriális LPS 

és különböz� gyulladásos mediátorok is a keringésbe jutnak. Ezt támasztja alá, hogy a véres 

hasmenéses megbetegedésekben gyakrabban alakul ki szöv�dményként HUS, mint a nem 

véres hasmenés esetében (Griffin, 1995; Mag et al., 2010). 
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Mivel el�fordulhatnak szarvasmarhák bélrendszerében és b�rfelületén, a marhahús, valamint 

a tej élelmiszerbiztonsági szempontból fokozott kockázatot jelenthetnek. A fert�z� adag 

O157: H7 becslések szerint 1-10 sejt. EHEC fert�zések többnyire élelmiszer vagy víz által 

hordozott és nem kell�képpen h�kezelt darált hús termékekben fordulnak el� (Centers for 

Disease Control and Prevention, 1993). Élelmiszerek esetén trágyával érintkez� zöldségeken, 

gyümölcsökön szintén el�fordulnak. Nyers zöldségféléken h�tött körülmények között is képe-

sek elszaporodni. Az E. coli a legnagyobb kockázatot a darált húsokban jelenti, mert a kór-

okozó a hús felszínér�l a belsejébe jut, ahol túléli a kolbászoknál szokásos fermentálást is.  

Patogenitási jellemz�je a verotoxin termelés. Ezek közül a legfontosabb lizogén lambda bak-

teriofág kódolt Shiga toxin (STX fehérjék), amely gátolja az eukariota sejtek fehérjeszintézis-

ét. Az Stx2, Stx1 megegyezik a Shigella dysenteriae által termelt toxinnal 

(http://www.nphl.org/EscherichiacoliO157-Fey.pdf.pdf). 

2.3.4.  Campylobacter spp. el�fordulása és jellemz�i 

A Campylobacter nemzetséget jól ismerik világszerte, mint az élelmiszer-eredet� bakteriális 

hasmenéses betegségek f� okozóját (EFSA, 2013). 

Jellegzetessége, hogy nem szaporodik 30°C alatt, de h�tött körülmények között (4°C-on) 

hosszabb ideig túlél. Szaporodásához alacsony, 5-10 % oxigén-koncentrációt igényel. 

A kampilobakterek citokróm-oxidáz pozitív, mikroaerofil, Gram-negatív, hajlított pálca alakú 

baktériumok, mozgásuk dugóhúzó-szer�. A környezeti tényez�kre, különösen a magas h�-

mérsékletre érzékenyek. Számos vadon él� és háziállat bélrendszerében kolonizálódnak, kü-

lönösen a madárfajokat, a baromfit is beleértve. A C. jejuni sokféle vad- és háziállat 

mikrobiótájának is természetes része. Súlyos fert�zéseket okozhatnak gyermekek és id�sek 

körében. Campylobacter-t 1972-ben izoláltak el�ször hasmenéses betegek székletéb�l 

(Dekeyser et al., 1972; Butzler et al., 1973). 

Az 1970-es években kifejlesztett szelektív tenyésztési módszerek kidolgozása után egyre több 

laboratórium vált alkalmassá Campylobacter kimutatására, amely mikroba mostanra a hasme-

néses ételfert�zések leggyakoribb okozói közé tartozik. Campylobacter jejuni-t sokkal gyak-

rabban izoláltak, mint Campylobacter coli-t.  A kampilobakterek az  élelmiszer mátrixon be-

lül sporadikusan oszlanak el, ezért a kisszámú patogénsejt kimutatása egy heterogén 

mikrobiotában gyakran problémát okoz (Van Deun et al., 2008). 
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Vágott baromfi és nyerstej a kampilobakteriózis leggyakoribb forrása, de a vörös húsok és az 

ivóvíz is szennyezettek lehetnek C. jejuni-val. A madárfajok a leggyakoribb hordozói a 

Campylobacter fajoknak, valószín�leg azért, mert magasabb a testh�mérsékletük (Skirrow, 

1977). Az esetek legtöbbször kapcsolatban állnak a nyers baromfi feldolgozásával, nem kel-

l�képpen h�kezelt baromfihússal, vagy a nyersanyagok, f�tt ételek kereszt-szennyez�désével 

(Butzler és Oosterom, 1991; Tauxe, 1997; Corry és Atabay, 2001; Nadeau et al., 2002). A 

kampilobakteriózis tünetei rendszerint lázat, hasi fájdalmat és véres hasmenést jelentenek. 

Halálos kimenetel� fert�zés ritkán fordul el� (Acheson és Allos, 2001). 

F�ként nyers, vagy nem kell�en h�kezelt állati eredet� élelmiszerek közvetítésével okoz 

megbetegedést, vagy más élelmiszerek kereszt-szennyez�dése révén. A nagyszámú sporadi-

kus, C. jejuni okozta fert�zéshez képest a tömeges fert�zési események ritkák (Silva et al., 

2011). 

2.4. Patogének kimutatására szolgáló hagyományos mikrobiológiai módszerek    

A patogén mikrobák hagyományos kimutatása tenyésztéses módszerekkel történik. A megha-

tározott mennyiség� vizsgálati mintát el�dúsítjuk a célpatogén számára szabványban el�írt, 

tízszeres mennyiség� el�dúsító oldatban, majd inkubáljuk a szabványban meghatározott ideig 

és h�mérsékleten. Az élelmiszerminták els�dleges dúsítása általában nem szelektíven történik, 

mivel ezzel az eljárással a szubletálisan sérült sejtek kimutathatósági esélye növelhet�. Miu-

tán a mintában a keresett patogén baktérium mellett egyéb, a kísér�bióta részét képz� baktéri-

umok (romlást okozók, indikátor mikroorganizmusok és egyéb patogének) feldúsulnak egy 

újabb, szelektív dúsítási lépés szükséges a keresett mikroba célzott kimutatásához. A szelektív 

dúsítókban alkalmazott, a mikrobák növekedését gátló komponensek hatékonyságát befolyá-

solja az összetev�k (például az antibiotikum) bármilyen szinergista vagy antagonista hatása, 

továbbá a vizsgált élelmiszerminta egyes komponensei is csökkenthetik a kimutatás eredmé-

nyességét (Holbrook, 2000). A dúsításokat követ�en szelektív differenciáló táptalajokra törté-

nik a kioltás, majd a feltételezett patogén telepeket nutrient tápközegre oltjuk, mivel ez nem 

tartalmaz gátlóanyagot. Huszonnégy órás inkubálási id� után a telepekkel elvégezzük a bio-

kémiai meger�sít� vizsgálatokat és a szerológiai azonosítást minden feltételezetten pozitív 

esetben. A kórokozó mikrobák meghatározására alkalmazott vizsgálatok id�igényét a 1. ábra

mutatja. 
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Kórokozó vizsgálatok id�igénye 

    
Élelmiszer 

25 g vagy 25ml 

  
IMS, ICS (VIDAS, 
TECRA) 
Fizikai mérés 
MSRV, Diassalm 
Real-time PCR 

  

24-48 óra 

célirányos  
El�dúsítás 
6-24 óra 

    

48-52 óra 

ELFA (VIDAS) 
ELISA(TECRA, 
BIOLINE) 
Enzimreakciók 
Immunkromatográfia 

Célirányos 

(pl.utódúsítás) Szelektív dúsítás  

24-48 óra 

    

    
Szelektív agar 

Kromogén táptalajok 
24-48 óra 

    
   Nutrient agar 

24 óra 

72-96 óra 
API, BBL Crystal 
MICRO ID 
Enterotube II 

  

   Biokémiai reakciók 
24-48 óra 

    
   

Szerológiai vizsgálat 

1.ábra : A patogén vizsgálatok id�igénye
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2.4.1. Salmonella spp. hagyományos kimutatási módszerei  

Élelmiszerminták vizsgálatánál referencia módszerként a Salmonella kimutatásra az MSZ EN 

ISO 6579:2006 szabványt használják. A minta BPW oldatban történ� el�dúsítását követ�en 

szelektív dúsítást végzünk kétféle, szalmonellák kimutatására használt tápoldatban (RV és 

MKTTn oldat), majd XLD és egy szabadon választható agar felületére szélesztünk. A feltéte-

lezetten pozitív esetben biokémiai próbákkal (1. táblázat) és szerológiai azonosító vizsgála-

tokkal igazoljuk a szalmonellák jelenlétét. 

1. táblázat: A szalmonellák jellemz� biokémiai reakciói (MSZ EN ISO 6579:2006) 

  Biokémiai reakció Eredmény 
Az eredmény százalékos 

valószín�sége 

Glükóz bontás savképzéssel + 100 

Glükóz bontás sav és gazképzéssel + 92 

Laktóz- bontás  - 99 

Szacharóz - bontás - 99 

Kénhidrogén képz�dés + 92 

Karbamid- bontás - 100 

Indol képz�dés - 99 

Lizin –dekarboxilálás + 95 

Voges-Proskauer -reakció - 100 

ONPG-reakció - 99 

2.4.2.  Listeria monocytogenes hagyományos kimutatási módszerei  

Élelmiszerminták vizsgálatánál Listeria monocytogenes kimutatásra az MSZ EN ISO 11290-

1, szám meghatározásra pedig MSZ EN ISO 11290-2 szabványt használják. Az MSZ EN 

ISO 11290-1 szabvány szerint a minták kezdeti dúsítását feles er�sség� Fraser tápoldatban, 

majd második dúsítását teljes er�sség� Fraser dúsítóban végezzük. Szelektív Ottaviani Agosti 

(ALOA) agar felületére történ� szélesztés és megfelel� inkubálás után értékeljük a telepeket. 

A feltételesen pozitívnak ítélt telepeket biokémiai tesztekkel vizsgáljuk tovább. A Listeria

monocytogenes Gram-pozitív vékony, rövid pálca, kataláz-pozitív, ramnóz-pozitív, xilóz-

negatív. Mozgásvizsgálat ellen�rzésekor lágy agarba szúrókaccsal mély leoltást végzünk, po-

zitív esetben eserny� formájú növekedés tapasztalható. Végs� azonosítás céljából CAMP 
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tesztet végzünk. Birkavéres agarra oltókaccsal ismert ß-hemolízáló Staphylococcus aureus és 

Rhodococcus equi törzset szélesztünk. A Listeria monocytogenes �-hemolízise feler�síti a 

Staphylococcus aureus hemolízisét, ezért ásó alakú feltisztulás látható. A lisztériák jellemz�

biokémiai reakcióit a 2. táblázat mutatja. 

2. táblázat: A lisztériák jellemz� biokémiai reakciói (MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005) 

Faj Hemolízis Savképzés CAMP teszt 

Ramnóz Xilóz S.aureus R.equi 

L.monocytogenes + + – + – 

L.innocua – V – – – 

L.ivanovii + – + – + 

L.seeligeri (+) – + (+) – 

L.welshimeri – V + – – 

L.gray subs. 

grayi 

– – – – – 

L.gray subs. 

murray 

– V – – – 

V: változó reakció 

(+):gyenge reakció 

+:Több, mint 90%-os biztonsággal pozitív reakció 

Megjegyzés: Ritkán el�fordulnak olyan L. monocytogenes törzsek, ahol nem tapasztalható 

sem pozitív hemolízis, sem pozitív CAMP teszt.  

2.4.3. Escherichia coli O157 hagyományos kimutatási módszerei 

Escherichia coli O157 hagyományos kimutatását az MSZ EN ISO 16654:2001 szabvány írja 

le. Az élelmiszer mintát novobiocinnal kiegészített TSB levesben inkubáljuk, majd az E. coli

O157 sejteket immunomágneses szeparáció segítségével elválasztjuk az el�dúsított mintában 

lév� kísér� bióta tagjaitól. A verotoxin termel� E. coli baktérium a mintákban sokszor csak 

nagyon alacsony számban van jelen, ám ennek a módszernek a segítségével eredményes lehet 

a kitenyésztése. A teszt specifikus monoklonális ellenanyaggal borított gyöngyökb�l áll.
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A gyöngyök elkeverhet�k az élelmiszer szuszpenzióban. Ha a minta tartalmazza a keresett 

mikrobát, akkor az antigén determináns (epitop) csoportja révén hozzáköt�dik a gyöngy felü-

letére rögzített antitestekhez. A vastartalmú gyöngyöket egy mágnes segítségével az edény 

falához lehet gy�jteni, majd a paramagnetikus gyöngy-baktérium komplexet CT-SMAC tápta-

lajra oltva kitenyészik a kórokozó. A kórokozó végs� azonosításának érdekében szerológiai 

vizsgálatot végzünk. Az E. coli O157 baktériumra jellemz� biokémiai reakciókat a 3. táblá-

zatban foglaltam össze. 

3. táblázat: Az E. coli O157 jellemz� biokémiai reakciói (Leclercq et al., 2001) 

  Biokémiai reakció Eredmény 
Az eredmény százalékos 

valószín�sége 

Szorbitol- bontás - 0 

Indol képz�dés + 100 

MUG -reakció - 90,9  

2.4.4. Campylobacter fajok hagyományos kimutatási módszerei  

Élelmiszerminták vizsgálatánál Campylobacter-ek kimutatásra az MSZ EN ISO 10272-

1:2006 szabványt használják. Ennél a vizsgálatnál a mintát Bolton szelektív dúsítóban 

inkubáljuk, majd a feldúsított mintákat szelektív mCCDA (Módosított aktív szén-

cefoperazon-dezoxikolát agar) táptalajra és egy másik Campylobacter-ek kimutatására szolgá-

ló táptalajra szélesztjük, és meghatározott ideig és h�mérsékleten mikroaerofil körülmények 

között inkubáljuk. A Campylobacter-nek vélt telepeket mikroszkópos vizsgálatnak vetjük alá, 

ahol morfológiai azonosítást és mozgásvizsgálatot végzünk. A Campylobacter fajokra oxidáz-

pozitívitás jellemz�, ami szükségessé teszi az oxidáz-teszt elvégzését. További azonosító 

vizsgálatokkal eldönthet� a faji azonosítás is. Ez esetben kataláz-teszt, nalidixin–sav próba, 

cefalotin érzékenység, hippurát hidrolízis, és indol acetát próba elvégzése is szükséges (4. 

táblázat). 
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4. táblázat: A Campylobacter fajok biokémiai jellemz�i (MSZ EN ISO 10272-1:2006) 

Azonosító vizsgálatok  C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis 

Kataláz  + + + – 

Nalidixin-sav  Sa Sa R/Sb S 

Cefalotin R R R S 

Hippurát hidrolízis + – – – 

Indolacetát  + + – + 

Kulcs: +:pozitív, –: negatív R: rezisztens, S: érzékeny 
a: A rezisztenciát a C. jejuni és C. coli is mutathatja 
b: Érzékeny és rezisztens C. lari is létezik 

2.5. Miniatürizált biokémiai tesztek 

2.5.1. BBL CRYSTAL

A BBL CRSTAL teszt 29 dehidratált biokémiai és enzimatikus szubsztrátot tartalmaz.  A 

módszer elve, hogy 24 órás tenyészetb�l veszünk le telepeket, melyet a teszthez tartozó folya-

dékba oltunk. Az inokulált folyadékkal megtöltjük a teszt celláit, a fed�lapot lezárjuk, majd 

inkubáljuk. Az ajánlott inkubációs id� elteltével a paneleket  BBL Crystal Panel Viewer segít-

ségével leolvassuk és végül az eredménylapon rögzítjük. Az eredmények kiszámításának 

eredményeként egy profilszám jön létre. Az azonosításhoz a kapott profilszámot és a sejt mor-

fológiáját meg kell adni a számítógépre installált BBL Crystal ID System Electronic 

Codebook Software-nek. Az adatbázis segítségével leolvashatjuk az eredményt és a hozzá 

tartozó százalékos valószín�séget (Wauters et al., 1995). 

2.5.2. API teszt  

Az API teszt (BioMerieux) olyan biokémiai miniatürizált gyorsmódszer, ami kombinálhatóvá 

teszi a standard módszert számos különböz� biokémiai teszttel. A teszt mintatartói dehidratált 

szubsztrátokat tartalmaznak, melyek az enzimatikus reakciókat, vagy cukroknál a fermentáci-

ót demonstrálják. Huszonnégy órás tenyészetb�l veszünk le telepeket, melyb�l egy kacsnyit a 

teszthez tartozó folyadékba szuszpendálunk.
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A tesztlap reakciótereibe buborékmentesen bemérjük az adott mennyiség� szuszpenziót. A 

tesztlapon találhatók aláhúzással jelölt reakciók, amelyeket parafinolajjal kell lezárni. Az 

inkubálókádat lezárjuk, és inkubáljuk a használt teszt típustól függ�en adott ideig és h�mér-

sékleten. Az elbírálás színreakció alapján történik (némelyik reakciónál a hozzáadott reagens 

segítségével). Létrejön egy analitikus profil index (a teszt neve is ebb�l ered) és a rendszerhez 

tartozó apiweb™ on-line adatbázis segítségével leolvashatjuk a meghatározás eredményét a 

hozzá tartozó százalékos valószín�séggel (Wauters et al., 1995).

2.6. Patogének kimutatására szolgáló alternatív mikrobiológiai módszerek 

2.6.1. Korszer� új differenciáló táptalajok 

2.6.1.1. Kromogén szubsztátot tartalmazó táptalajok

A hagyományos tenyésztétes vizsgálatokban sokféle táptalaj, tápközeg áll rendelkezésre kü-

lönféle mikrobák, mikrobacsoportok élelmiszerekb�l való kimutatására.  

Napjainkban egyre jobban el�térbe kerülnek azon táptalajok, amelyek összetételüknél fogva 

különböz� mikroorganizmusok differenciálására és szelektálására alkalmasak. Egyre inkább 

tért hódítanak az új generációs kromogén szubsztrátot tartalmazó táptalajok, melyek a növek-

v� mikrobák, mikrobacsoportok anyagcseretermékeivel szemmel látható reakciót adnak, kü-

lönböz� szín� telepeket képeznek. A kromogénes táptalaj alapelve, hogy a baktériumok sza-

porodásuk során specifikus enzimeket termelnek, melyek a táptalajban lév� egy vagy több 

kromogén szubsztráttal enzim-szubsztrát reakcióba lépnek, melyet színváltozás követ. 

Hatalmas el�nyük ezen táptalajoknak a nagy specifikusság, könny� felhasználhatóság, mely a 

minták értékelését gyorsítja, és így a laboratórium átereszt� képességét is növeli. Egyes ese-

tekben egyetlen táptalajon több mikrobát, mikrobacsoportot el lehet különíteni. A kromogénes 

táptalajok segítségével helyettesíthetünk egyes biokémiai teszteket, s�t mikrobák azonosítását 

is elvégezhetjük. A kromogén szubsztratot tartalmazó táptalajok használata nagymértékben 

megkönnyíti és meggyorsítja a mikrobiológus munkáját (Zoller et al., 2011). 
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2.6.1.2. Salmonella nemzetség vizsgálatára használt kromogénes táptalajok

• Harlequin Salmonella ABC (LabM) 

  

A Salmonella nemzetség tagjait az Enterobacteriaceae család egyéb képvisel�it�l az általuk 

termelt galaktozidáz enzimek aktivitásának segítségével lehet elkülöníteni. Ez a táptalaj is ezt 

a tulajdonságot használja fel a Salmonella spp. telepek kimutatásához. A táptalaj kett�s 

kromogén rendszert alkalmaz, hogy elkülönítse a Salmonella spp.-t az élelmiszer mintában 

jelen lév� kísér� mikrobióta  tagjaitól. 

Az els� szubsztrát a CHE-Gal amely, a ß-galaktozidáz enzim metabolizmusa során fekete 

telepeket képez a vas hatására. A Enterobacteriaceae családba tartozó legtöbb baktérium 

galaktozidáz-pozitív, ezért ezek a baktériumok feketék a Harlequin Salmonella ABC táptala-

jon. A másik szubsztrátot (az X-a-Gal-t) a Salmonella-k hidrolizálják és ezek zöld szín� tele-

pek formájában figyelhet�k meg a táptalajon, így egyszer�en elkülöníthet� a fekete és színte-

len egyéb mikroorganizmusoktól. A Salmonella elkülönítésére használt táptalajok nem túl 

specifikusak, ezért gyakran további biokémiai és szerológiai vizsgálatokat igényelnek. A to-

vábbfejlesztett ABC táptalajok nagymértékben csökkentik a hamis-pozitív telepek számát, 

amellyel id�t, munkát és költséget takaríthatnak meg a laboratóriumok. 

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

• ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (bioMerieux) 

A chromID™ Salmonella Agar (SM2) szelektív és differenciáló médium, amely szalmonellák 

kimutatására alkalmas humán és élelmiszermintákból. A táptalaj alkalmazható specifikusan a 

laktóz (+) pozitív szalmonellák kimutatására is. A táptalaj specifikussága a 3 féle kromogén 

szubsztrátnak köszönhet�. Az elkülönítés során rózsaszín� telepek jelzik a Salmonellák jelen-

létét az észteráz enzimnek köszönhet�en, egyéb baktériumok más színnel jelennek meg a táp-

talajon. A szelektív összetétel gátolja a Gram-pozitív baktériumok és az éleszt�gombák növe-

kedését...(http://www.biomerieux-usa.com/upload/chromID-Salmonella-Detection-Technical-

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

A korábban említett táptalajokhoz hasonlóan, a Compass Salmonella Agar is szelektív és dif-

ferenciáló tápközeg. Szelektivitását az észteráz és ß- glükozidáz enzimek m�ködése biztosítja. 

A kísér� mikrobióta tagjai, amelyek észteráz (+/-) és ß-glükozidáz (+) sajátságúak, a táptala-

jon kék szín�, a Salmonella nemzetség tagjai észteráz (+) és ß-glükozidáz (-) tulajdonságuk 

miatt vörös szín� telepeket mutatnak. Ezzel a táptalajjal jól elkülöníthet�k az atípusos szal-

monellák (laktóz (+), szacharóz (+), H2S (-), propilén glikol (-), lizin dekarboxiláz (-),

glükuronát.(-).

(http://www.solabia.com/solabia/produitsDiagnostic.nsf/0/8AF14C118957DEB2C12574C900

31DBBD/$file/TDS_BM066_v6.pdf) 

2.6.1.3. L. monocytogenes vizsgálatára használt kromogénes táptalajok 

• Harlequin Listeria Chromogenic Agar (LabM) 

Ez a tápközeg az ISO 11290-es szabványnak megfelel� táptalaj Listeria monocytogenes izolá-

lására és el�zetes azonosítására. A specifikus differenciálás a szabadalmazott lecitin 

szubsztráton alapul, amely láthatóvá teszi a foszfolipáz enzim jelenlétét. Az enzimaktivitás 

eredményeképpen a kérdéses telepeket egy precipitációs zóna veszi körül.  

A kromogén szubsztrát és a foszfolipáz enzim reakció együttes alkalmazásával lehet�vé válik 

a Listeria monocytogenes (kék telepek opálos udvarral) és a Listeria fajok (kék telepek opálos 

udvar nélkül) egyszer� elkülönítése.  

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

• RAPID L’Mono (Biorad) 

Az ALOA-hoz hasonlóan a RAPID’L.mono is a foszfolipáz-C (PIPLC) enzim aktivitását 

használja fel, ahol a pozitív reakció hatására változnak a telepek kék szín�re, a fenti esetben 

pedig a ß-D glükozidáz enzim hatására jön létre a színreakció. A táptalaj szelektivitása a LiCl, 

antibiotikumok és antifungicid anyagok kombinációjának köszönhet�. 

Specifikus a L.monocytogenes-re, és 24-48 órával a dúsítás után közvetlenül alkalmasak a 

telepek az identifikálásra. 
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A táptalaj m�ködési elve a következ�: 

A foszfolipáz C (PIPLC), valamint a xilóz-negativitás a L. monocytogenes-re és a L. ivanovii-

ra egyaránt jellemz�., A többi Listeria faj PIPLC-negatív. A L. ivanovii  kék telepeket képez 

és mivel xilóz pozitív sárga udvar látható a telepek körül. A L. monocytogenes telepei is ké-

kek, de udvar nem látható körülötte, mert xilóz-negatív. A táptalaj sok esetben pozitív ered-

ményt mutat, amikor a hagyományos módszer már kudarcot vallott.  

(http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/fsd/literature/355-5294_356-3694_RLTechSheet 

V8_121806_US.pdf ) 

• Compass Listeria Agar (Biokar) 

A Compass Listeria Agar L. monocytogenes kimutatására használt kromogén szubsztrátot 

tartalmazó differenciáló táptalaj. Szelektív m�ködését annak köszönheti, hogy a Listeria nem-

zetség tagjai hidrolizálják az 5-bróm-4-klór-3-indolil-ß-D-glükopiranozidot (vagy X-ß-

glükozid). A hidrolizis erredményeként kapott termék kék csapadékot képez a telepek köze-

pén. Foszfatidil-inozit szubsztrátot használ a Listeria monocytogenes-ben jelen lév�

foszfolipáz-C kimutatására. Amikor lebomlik, átlátszatlan csapadék képz�dik a telepek körül. 

A háttér mikrobióta gátlására a gyártó litium-kloridot és antibiotikum keveréket alkalmazott. 

(http://www.noackgroup.com/Live/publish/templates/Resources/1/MDART/BKRBM%20123

%2008/Leaflet%20Compass%20Listeria%20Agar%202009.pdf) 

2.6.1.4. E.coli O157 vizsgálatára használt kromogénes táptalaj 

• Harlequin™ SMAC-BCIG - ( LabM) 

Az E. coli O157 azonosításakor bekövetkez� téves-pozitív eredmények csökkentésére fejlesz-

tették ki e táptalajt, amely rendszerint a szorbitolt nem fermentáló E. coli jelenlétében fordul 

el�. Az E.coli O157 ezen a táptalajon színtelen telepeket hoz létre, míg  más mikroorganiz-

musok rózsaszín�t, lilát, attól függ�en, hogy képesek-e hasznosítani a szorbitolt és a ß-

glükoronidot.  

(http://www.labm.com/products/harlequin-smac-bcig/)
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2.6.1.5. Campylobacter nemzetség vizsgálatára használt kromogénes táptalaj

• Brilliance Campy Count Agar (Oxoid) 

Ezt az új tápközeget speciálisan arra fejlesztették ki, hogy egyszer�sítsék a C. jejuni és C. coli

kimutatást és számának meghatározását. A hagyományos kampilobakterek kimutatására szol-

gáló táptalajok a kísér� mikrobióta növekedését nehezen vagy egyáltalán nem képesek vissza-

szorítani. Ezen a táptalajon a Campylobacter bordó szín� telepet képez, így a világos agaron 

nehézségek nélkül leolvasható 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. Szelektív és differenciáló félfolyékony tápagar 

Szelektív dúsító félfolyékony tápagarok szelektivitásukat antibiotikumoknak, a mikroorga-

nizmusok mozgásképessének lehet�vé tételével,  míg differenciáló képességét  indikátor rend-

szereknek köszönhetik.  

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

A Diassalm Salmonella nemzetség vizsgálatára használt differenciáló, félfolyékony, szelektív 

és dúsító táptalaj. Szelektivitását malachitzöld oxalát, magnéziumklorid és novobiocin bizto-

sítja, míg differenciáló képességét két indikátor rendszer a szacharóz-brómkrezolzöld és a 

vasammóniumszulfát - nátriumtioszulfát adja. A motilis szalmonellák migrációja hatására a 

táptalaj közepét�l a Petri csésze szélei felé a migrációs zónában a táptalaj eredeti zöld színe 

lilára változik. A táptalajon lehet�ség van meger�sít� vizsgálatok elvégzésére is. A táptalajon 

elhelyezett, polivalens H savóval átitatott papírkorong mentén szalmonellák jelenléte esetén 

jellegzetes gátlás alakul ki. A gátlási zóna szélén a biokémiai reakciók intenzívebben jelent-

keznek, a kénhidrogén termelés itt jól látható. Amennyiben a vizsgálat Salmonella Enteritidis-

re irányul, a táptalaj erre a mikrobára 0,015 g nitrofrantoinnal tehet� szelektívvé. A vasvegyü-

letek alkalmazása az el�dúsítóban megnöveli a szalmonellák motilitását is a félfolyékony táp-

közegekben, a zóna átmér�je több, mint kétszeresére növekszik mind a 37 °C, mind a 42 °C 

h�mérsékleten történ� inkubálás esetén. A Diassalm táptalajon vizuálisan jól értékelhet� a lila 

szín és mozgás alapján a feltételezetten Salmonella jelenlét, továbbá a migrációs zóna széli 

részér�l közel színtenyészetben izolálható a Salmonella (Tabajdiné, 2003). 
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Lehet�ség van a Diassalm táptalaj esetében MUCAP reagenssel (4-methyl-umbelliferyl 

caprylate) (Biolife) történ� meger�sít� vizsgálat elvégzésére, amely a C8 észteráz reakción 

alapul. A reagensb�l 10 µl-t csöppentve a motilitási zónára, 365 nm hullámhosszú UV fény-

ben a csöppentés helyén fluoreszkál Salmonella jelenléte esetén (Pless és Reissbrodt et al.,

1995; Rohonczy et al., 2007).  

2.6.2. Immunológiai  módszerek 

2.6.2.1. ELISA módszer 

Az ELISA (Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay) módszer egy indirekt szendvics immun-

vizsgálati módszer, amely a célantigének kvalitatív kimutatására alkalmas, néhány óra alatt 

kivitelezhet�, kevéssé eszközigényes módszer. 

Sokféle ELISA teszt került kereskedelmi forgalomba. A vizsgálat elvégezhet� el�dúsítóból, 

el�dúsítást követ� szeparálás után, szelektív dúsítást követ�en, utódúsítóból, vagy közvetlenül 

sejttenyészetb�l. Az ELISA módszernél az a legfontosabb, hogy a kimutatáshoz szükséges, 

általában 107 sejt/ml  sejts�r�séget elérjük . 

Amennyiben a mintában jelen van a keresett antigén, kialakul az antigén-antitest komplex és a 

mintában lev� antigén leköt�dik a szilárd fázishoz. A mosást követ�en a vájatokba ellen-

anyaggal konjugált enzimet mérünk (ún. konjugátum). Ha a mintában jelen volt a patogén 

antigénje, az enzimkapcsolt ellenanyag specifikusan köt�dni tudott hozzá. A lekötött enzim 

mennyisége és összaktivitása arányos a kialakult immunkomplex mennyiségével. Újabb mo-

sás után az enzimaktivitást kromogén szubsztrátoldat hozzáadásával határozzuk meg, amely 

az enzim hatására színes termékké alakult. 

A bemért kontrollok és a minták abszorbanciáját (OD-értékét) 450/620 nm hullámhosszon 

olvassuk le, majd a tesztleírásnak megfelel�en kiértékeljük a kapott eredményeket (Lequin, 

2005). 

2.6.2.2. ELFA módszer (VIDAS bioMerieux) 

A VIDAS technológia több paramétert képes teljesen automatikusan, immunológiai módszer-

rel meghatározni.  

A módszer elve:  

• A nagy érzékenység�, célmikrobára specifikus befogó monoklonális antitestek egy, a 

készülékben elhelyezett pipettahegy (SPR= Solid Phase Receptacle) felületére vannak 

adszorbeálva.   
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• A mintatartó küvettából a minta a pipettahegybe cirkulál a szükséges reakció ideig. 

Amennyiben jelen vannak a keresett antigének a mintában, ezek specifikusan reagál-

nak a kötött antitestekkel (2.ábra). 

2. ábra: Az antigéncsapda m�ködése (BioMerieux) 

• A minta visszakerül a küvettába, majd az SPR mosási lépése következik.  

• A következ� munkafázisban specifikus, alkalikus foszfatázzal jelzett antitest 

(konjugátum) cirkulál az SPR-ben.  Hatására egy komplex ("szendvics") molekula ke-

letkezik (3.ábra). 

3. ábra: A második antitest és a konjugált enzim hozzáköt�dik a rögzített antigén-

hez (BioMerieux) 

• A nem kötött konjugátum egy további lépésben mosással eltávolításra kerül, majd 

szubsztrátként 4-metil-umbelliferil-foszfát cirkulál az SPR-ben. Az alkálikus foszfatáz 

hidrolizálja a szubsztrátot és egy fluoreszkáló vegyület (4-metil-umbelliferon) kelet-

kezik. A fluoreszcenciát 450 nm-en méri a készülék.  

Ha a mintában nincs jelen a keresett antigén, akkor a készülékben mért fluoreszcenciás jel

értéke  < 0.05) 

Az elemz� modul a vizsgálat minden szakaszában automatikusan elvégzi a lépéseket, az 

eredmény kinyomtatását is beleértve. A készülék minden egyes termosztát blokkja 6 mintatar-

DOI: 10.14267/phd.2014028



36

tó csík (strip) befogadására alkalmas, amelyeket egy id�ben képes kezelni.  A miniVIDAS 

azonos id�ben  blokkonként különböz� patogének vizsgálatára alkalmas (4.ábra). 

4. ábra: MiniVIDAS készülék (BioMerieux)

Új generációs ELFA technika (LMO2) 

Az els�dleges különbség az els� generációs és a második generációs protokollok közt az anti-

testek javítása. Az els� generációs vizsgálatok az egyenes antigén-antitest kölcsönhatás fenn-

tartását vették alapul és poliklonális antitesteket használtak. A második generációs tesztekben 

kifinomultabb monoklonális antitesteket alkalmaznak, amelyek továbbra is széleskör�en biz-

tosítják az antitestek kötödését, de  mellette a célantigének nagyobb specificitására is hang-

súlyt fektetnek. 

A bioMerieux cég által fejlesztett korszer� ELFA technológia és az új antitestek használatával 

lehet�ség nyílik az immunológiás kötödés és detektálás optimalizálására. Az IgG papainnal 

történ� emésztése során a molekula három fragmentumra esik szét. Ezek közül két fragmen-

tum egyforma méret�, nehéz és könny� láncot egyaránt tartalmaz, és antigénköt� hellyel ren-

delkezik (Fab fragmentumok). A harmadik fragmentumnak, amely csak a nehéz láncot tartal-

mazza, antigénköt� helye nincs (Fc fragmentum)  Az új eljárás eltávolítja a tapadó Fc frag-

mentumokat, ezáltal az antitest – enzim konjugátum kapcsolat jelent�s mértékben stabilizáló-

dik. 

Az Fc fragmentumok eltávolításával csökkenthet� az élelmiszer mátrixból és más baktériu-

mok nem-specifikus köt�déséb�l adódó interferencia, amelyek hatására hamis jelek keletkez-

nek. Ennek eredményeként a módszer specifitása növekszik. 
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A két kisebb antitest Fab fragmentum optimalizált elhelyezkedése támogatja az antigén kötö-

dését, ezáltal javul a módszer érzékenysége. 

Új generációs ELFA technika (VIDAS UP) 

VIDAS UP E. coli O157:H7 

A fágok baktériumokon él�sköd� vírusok, amelyek kizárólag baktériumokat támadnak meg. 

A fágok szaporodási ciklusában a legfontosabb fázis a gazda szervezet szelektív felismerése 

és a specifikus fehérjék köt�dése a gazda baktériumokhoz. 

A bakteriofág csak a gazda szervezettel együtt képes fejl�dni, ezért fejlett, nagy érzékenység�

gazdasejt felismerési mechanizmussal rendelkezik. 

A fág kutatás reneszánszát éli. Gyógyászati, élelmiszeripari felhasználás mellett a mikrobio-

lógiai diagnosztikában is új lehet�séget teremtett. 

A baktériumok kimutatási módszereinek fejlesztésében a fágok fajspecifikus fehérjéi biztosí-

tanak lehet�séget. 

A fajspecifikus fehérje el�állítási folyamat lépései: 

• a kérdéses patogénre specifikus fág keresése és azonosítása 

• a fehérje sokszorosítása 

• klónozás 

• a rekombináns fehérje el�állítása és tisztítása 

• a rekombináns fehérje jelölése 

A fág rekombináns fehérje technológiát a Profos AG biotechnológiai cég fejlesztette ki, a 

bioMerieux pedig ezt a technikát integrálta a VIDAS élelmiszer eredet� patogén kimutatási 

módszerrel. 

Ez a rekombináns fág fehérje speciális és érzékeny eszköz a megfelel� élelmiszer patogén 

befogására és detektálására; kiküszöböli az él� fág esetleges mutációjából ered� veszélyeket.   

A módszer el�nyei: 

• A rekombináns fág protein használatának köszönhet�en érzékeny.  

• A specifitásnak köszönhet�en a pozitív eredmény alapján megbízható döntés hozható. 

• Optimalizált protokoll ( reagens és laborköltség csökkenés). 

• Nagyon alacsony szennyezettségi szint detektálható   

• Gyors (hét órán belül kaphatunk eredmény). 
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A VIDAS UP E. coli O157:H7 a fág rekombináns fehérje technológiát az ELFA technológiá-

val ötvözi, amely eredményeként egy könnyen kezelhet� gyors módszer áll a modern mikro-

biológiai laboratóriumok rendelkezésére (Tabajdiné et al., 2009). 

2.6.2.3. Tárgylemez-agglutináció 

A tárgylemez-agglutináció a baktériumok szerológiai azonosítására használt immunológiai 

próba. A baktériumsejt számos szerkezeti eleme (sejtfal, tok, csilló) antigén tulajdonsággal 

rendelkezik, így vizes közegben, specifikus ellenanyag jelenlétében szabad szemmel könnyen 

megfigyelhet� agglutináció alakul ki. Egy steril tárgylemezre egy csepp az adott antigén ellen 

termelt savót cseppentünk és az egynapos tiszta baktérium tenyészetb�l származó telepeket 

egy steril kacs segítségével felszuszpendáljuk. Amennyiben az agglutinációs teszt pozitív, a 

tárgylemezen másodperceken belül csapadékképz�dés figyelhet� meg (Mohr és Pollex, 1998).

2.6.3. Molekuláris biológiai módszerek 

2.6.3.1.  Polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction - PCR) 

A polimeráz láncreakció kifejlesztése Kary Banks Mullis nevéhez füzödik (Mullis et al.,  

1986). A PCR által, egy egyszer� elven alapuló technikával b�vült a molekuláris biológia 

eszköztára. A korabban alkalmazott molekuláris biológiai módszerek munka- és id�igényesek 

voltak, valamint magas technikai szaktudást igényeltek (Maráz et al., 2006).  

A PCR módszer ciklikus, in vitro, enzimkatalizált, DNS-szintetizáló eljárás, amely lehet�sé-

get teremtett arra, hogy kimutatható szintre növeljék a vizsgálni kívánt DNS-szakaszt (Mullis 

et al., 1986). 

Egy meghatározott DNS szakaszról viszonylag rövid id� alatt nagy számú másolat készíthet�, 

két specifikus szekvenciájú oligonukleotid primer és egy DNS-polimeráz enzim segítségével. 

A reakció lépései: 

1. A duplaszálú templát DNS szálait h�denaturációval elválasztjuk egymástól.  

2. A h�mérséklet csökkentésével lehet�vé tesszük a primerek templát DNS-hez kapcsolódását 

(annealing).  

3. A polimeráz enzim az egyszálúvá denaturált templáthoz  kapcsolódó primerek végeit meg-

hosszabbítja (elongáció) és eközben elkészíti a templát  DNS kiegészít� szálát.  

Ha a denaturációs annealing és elongációs lépést ismételjük, a polimeráz az újonnan elkészí-

tett szálakat is templátként használja, és így a keletkezett DNS mennyisége exponenciálisan 

növekszik (Innis és Gelfand, 1990; Hayden, 2004). 
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A PCR reakció során az exponenciálisan felsokszorozott DNS agaróz vagy poliakrilamid-

gélen mutatható ki, interkalálódó DNS festék (etidium-bromid) segítségével (Dezs� és Nagy, 

2005). 

A hagyományos PCR használata a kutató laboratóriumokkal szemben nem terjedt el a rutin 

mikrobiológiai vizsgálatok területén az agaróz vagy poliakrilamid-gél hosszadalmas el�készí-

tése, valamint az etidium-bromid festék karcinogén és mutagén hatása miatt. Az igazi áttörést 

a nagy mintaszámmal dolgozó rutin laboratóriumok számára a real-time PCR készülékek 

megjelenése jelentette. A real-time PCR protokolok mindegyikér�l elmondható, hogy fel-

használóbarát és nem igényel egészségi állapotot súlyosan veszélyeztet�, bonyolult, el�készí-

tési lépéseket ellentétben a hagyományos PCR eljálásokkal. 

2.6.3.2. Real-time PCR 

A valós idej�, real-time PCR-készülékek kifejlesztésével lehet�ség nyílt az amplifikációs gör-

bék, az úgynevezett PCR-kinetikai görbék felvételére (Higuchi et al, 1992). 

A real-time PCR berendezések segítségével ciklusról ciklusra nyomon követhet� a végtermék 

felsokszorozódása. A valós idej� detektálás fluorimetriás úton történik. A real-time PCR re-

akcióhoz szükség van egy olyan festékre vagy próbára ( SYBR Green I fluoreszcens DNS-

festék, TaqMan próba, vagy Skorpion próba ), amely jelzi, hogy éppen mennyi DNS szál van 

a reakció elegyben. A fluorescens jelet detektálva minden ciklus végén mérhetjük a képz�dött 

DNS mennyiségét. A real-time PCR-készülékek megjelenésével nemcsak kvalitatív, hanem 

kvantitatív információhoz is juthatunk a vizsgálni kívánt nukleinsavat illet�en (Bernard és 

Wittwer, 2002). 

TaqMan próba  

A TaqMan Salmonella enterica Kit (Applied Biosystems) úgynevezett TaqMan próbával m�-

ködik. A próbapár két különböz� fluoreszcens festékkel a PCR termékhez hibridizál a szek-

vencián belül. Amikor a két jelzés közel van egymáshoz, azaz ép próbákban, az egyik festék 

(reporter) által emittált fluoreszcens fényt a próba másik végéhez kapcsolt festék (quencher) 

képes elnyelni (Holland et al., 1991). A TaqMan próba m�ködését a 5. ábra mutatja be. 

SYBR Green I 

A Campylobacter-ek vizsgálatánál egy úgynevezett SYBR Green I festéket használtam. Ez a 

festék a kétszálú DNS-hez képes kapcsolódni, és minden ciklus végén mérve, a keletkezett 
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termék aktuális mennyiségével arányos jelet ad. El�nye még ennek a real-time PCR módszer-

nek, hogy az amplifikáció végén olvadási görbék felvételével pontosan ellen�rizhetõ a speci-

fikus termék jelenléte, így könnyen optimálható az eljárás. PCR alkalmazása igen elterjedt az 

orvosi diagnosztikában, genetikai betegségek kimutatásában, fert�zést okozó, patogén mikro-

organizmusok detektálásában, igazságügyi orvosi vizsgálatoknál. Ennél a vizsgálatnál gondot 

okozhat, ha a primerek esetleg szekvenciájukból adódóan primer-dimereket képezhetnek, 

amely hamis eredményekhez vezethet (Ponchel et al., 2003). A SYBR Green I m�ködését a 5. 

ábra mutatja be. 

5. ábra: A SYBR Green I és a TaqMan próba müködési elve (Kim, 2013) 

Skorpion próba 

A BAX® System PCR assay for Salmonella (DuPont, Qualicon) rendszer a Skorpion próbát 

alkalmazza. Ebben az esetben a próba tartalmaz egy primer régiót és egy 5’véget is. A próba 

m�ködését a 6. ábra mutatja. A kereskedelmi forgalomban kapható automatikus BAX-PCR 

rendszer csökkenti az átfutási id�t (beleértve az éjszakai dúsítási lépést) körülbelül 24 órára 

(Bailey és Cosby, 2003). A BAX rendszer leegyszer�síti és megkönnyíti a Salmonella élelmi-

szerekb�l történ� laboratórium kimutatását. A PCR reakcióhoz szükséges reagenseket ( pri-

merek, DNS-polimeráz, nukleotidok, a bels� pozitív kontroll, és fluoreszcens festéket) a reak-

ciócs�ben elhelyezett liofilizált tabletta tartalmazza. Ez hatékonyan csökkenti a reagensek 

átviteli idejét, segít megel�zni az esetleges mérési pontatlanságból adódó hibákat és a kereszt-

szennyezést. A BAX rendszer automatizált fluoreszcens detektálással, kiküszöböli az id� és 

munkaigényes gélelektroforézist. (Bailey és Cosby, 2003; Cheung et al., 2007) 
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6. ábra: A Skorpion próba m�ködése (Lockley és Bardsley, 2000)

Denaturáció 

Primer kapcsolódás és átíródás 

A próba el�re csapódik, a fluoroflór és 
a kioltó eltávolodik, fluoreszcens 
jel generálódik. 
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3. CÉLKIT�ZÉSEK 

Az élelmiszer-mikrobiológiai vizsgálatok területén a legfontosabb feladat az élelmiszerbiz-

tonságot és a termék min�ségét veszélyeztet� mikrobák kimutatási módszereinek gyorsítása, 

korszer�sítése, automatizálása, hogy a laboratórium megbízhatóan szolgálja ki a kereskedel-

mi, vállalati, hatósági managementet a megfelel� biztonságú döntések meghozatalához. Ehhez 

kell�en gyors módszerekre van szükség. 

Az id�igényes, hagyományos tenyésztéses eljárásokkal a kimutatás id�tartama akár 5 vagy 

annál is több napot vehet igénybe.  

A kórokozók kimutatására az elmúlt id�kben igen sokféle eljárást próbáltak a szabványos, 

hosszú és költséges munkafolyamat rövidítésére. A laboratóriumba kerül� gyors mikrobioló-

giai módszerek bevezetéséhez összehasonlító vizsgálatok elvégzése szükséges. Ezen mérési 

eredmények alapján kiválaszthatók a laboratórium optimális m�ködéséhez legmegfelel�bb 

módszerek.  

Az akkreditált laboratóriumban használt alternatív vizsgálati módszereket, a saját kifejlesztés�

módszereket, m�ködési területen kívül es� szabványos módszereket, szabványos módszerek 

kiegészítéseit, módosításait laboron belül vagy nemzetközi validáló szervezetek (AOAC, 

AFNOR, MICROVAL) által validálni kell. A validáló testületek által nem vizsgált mátrixokra 

irányuló vizsgálatok a m�ködési területen kívüli kategóriába sorolandók, ezért ezeknél a min-

táknál is házon belüli validálást végzünk az MSZ EN ISO 16140 szabványa szerint.  

Célul t�ztem ki az élelmiszer-biztonsági szempontból fontos, leggyakrabban el�forduló, meg-

betegedést okozó baktériumok/fajok élelmiszerekb�l történ� kimutatására szolgáló korszer�

módszerek összehasonlító elemzését, és az ISO 16140 szabvány szerinti értékelését abból a 

célból, hogy rutin diagnosztikai laboratóriumi felhasználás biztonságát igazoljam.  

Az alternatív mikrobiológiai módszerek kiválasztásánál a megfelel� relatív érzékenység, 

specifitás, pontosság értékek mellett mátrix hatás el�fordulását, a napi mintaszámot, a rendel-

kezésre álló vizsgálati id�t, az automatizáltságot, az adattárolás, az adatelemzés lehet�ségét, a 

szerviz gyorsaságát és végül a vizsgálati költséget is az elemzés tárgyává kívánom tenni. 

Természetesen ezen szempontok mellett fontos kritérium volt, hogy a dolgozat készítés idejé-

ben milyen táptalajokhoz, m�szerekhez és reagensekhez lehetet hozzájutni Magyarországon. 
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A megvalósítás f� lépései: 

1. A rendelkezésünkre álló korszer� gyorsmódszerekkel és szabványos módsze-

rekkel kapott eredmények összehasonlítása élelmiszer eredet� megbetegedést 

okozó Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotróf 

Campylobacter esetén.  

Alkalmazott alternatív mikrobiológiai diagnosztikai módszerek: 

- Kromogén szubsztrátot tartalmazó táptalajok 

- Immunológiai vizsgálati módszerek 

- Molekuláris mikrobiológiai vizsgálati módszerek (real-time PCR) 

2. Az alternatív diagnosztikai módszerek teljesítmény jellemz�inek összehasonlí-

tása a nemzetközi szervezetek által mért adatokkal, és meghatározása az attól 

eltér� mátrixok esetén az MSZ EN ISO 16140 szabványa alapján. 

3. Az élelmiszermátrix hatásának elemzése a különböz� vizsgálati módszerekre. 

4. Dúsítások vezetésének optimalizálása. 

5. Vizsgálati módszerkiválasztás, különös tekintettel a vizsgálati id�tartamra. 
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4. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

4.1. Hagyományos tenyésztéses eljárások 

4.1.1. Salmonella vizsgálat tenyésztéses módszerrel 

Salmonella tenyésztéses vizsgálathoz felhasznált anyagok: 

El�dúsító: 

• Peptonvíz (pufferolt)(BPW); az ISO 6579 szerint (Merck 1.07228) 

Szelektív dúsítók: 

• Rappaport Vassiliadis Salmonella dúsító tápleves (RVS) (Merck 1.07666) 

• MKTTn (LAB 202) 

Nem szelektív táptalaj: 

• TGE agar (Merck 1.10128)  

Szelektív táptalajok 

• XLD  agar (Merck 1.05287) 

• Diagnostic Semi Solid Salmonella Agar (Diassalm) (LabM LAB 537) 

Meger�sítéshez használt tápközegek: 

• Lysine iron agar (Merck 1.11640) 

• Triptonvíz (Merck 1.10859) 

• Urea broth (Merck 1.08483) 

• Triple Sugar Iron Agar (Merck 1.03915) 

• ChromoCult® Coliform Agar (Merck 1.10426) 

• BBLTMCrystalTM Enteric/Nonfermenter ID Kit (Becton Dickinson 

Microbiology System BD 245000)  

Meger�sítéshez használt reagens: 

• Kovács-féle indol reagens (Merck 1.09293) 

Tárgylemez agglutinációhoz alkalmazott savók : 

• Enteroclons Anti-Salmonella I (A - E) + Vi (Sifin TR 1111) 

• Enteroclons Anti-Salmonella (A - 67), omnivalent (Sifin TR 1101) 
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Salmonella vizsgálat menete tenyésztéses módszerrel (MSZ EN ISO 6579:2006)

Az élelmiszerminta 25 g –jához steril körülmények között 225 ml BPW (Merck) el�dúsítót 

adagoltam, majd inkubáltam 37 °C-on 24 óráig. Az el�dúsított mintából 100 µl-t 10 ml RVS 

(Merck) szelektív dúsítóba pipettáztam és 42 °C-on 24 óráig inkubáltam, továbbá 1 ml-t 9 ml 

MKTTn szelektív dúsítóba pipettáztam és 37 °C-on 24 óráig inkubáltam. A szelektív dúsítók-

ból kaccsal szelektív XLD agar felületére szélesztettem, a lemezeket 24 órán keresztül 37 °C-

on inkubáltam, illetve Diassalm (LabM) esetében a szelektív dúsító oldatból 100 µl-t a 

félfolyékony táptalaj közepére adagoltam, ezután a lemezeket 24 órán ke resztül 42 °C-on 

inkubáltam. Diassalm táptalaj esetén a jellemz� növekedést mutató lemez peremér�l kacsos 

szélesztést végeztem XLD agarra, majd 37°C-os inkubátorba helyeztem 24 óráig. A típusos 

telepekb�l  minden esetben a TGE agar felületére tisztító szélesztést végeztem és 37 °C-on 24 

óráig inkubáltam. A különálló telepekb�l elvégeztem a biokémiai meger�sít� vizsgálatokat,  

ehhez a szabvány szerinti klasszikus meger�sít� vizsgálatokat és/vagy BBL Crystal 

miniat�rizált biokémiai tesztet alkalmaztam. Feltételezetten Salmonella pozitívnak ítéltem a 

glükóz-pozitív, szacharóz-negatív, laktóz-negatív, H2S-pozitív, ureáz-negatív, indol-negatív, 

ONPG- negatív tenyészeteket, illetve a BBL profilszám alapján Salmonella-nak ítélt telepe-

ket. 

A biokémiai tesztekkel pozitív minták egy napos ferde TGE agar tenyészetér�l elvégeztem 

végs� azonosítás céljából a tárgylemez-agglutinációt. 

A vizsgálat kezdeti lépéseként kizártam az autoagglutinációt. Ennek érdekében, egy tárgyle-

mezre egy csepp steril desztillált vizet cseppentettem és steril kacs segítségével kis mennyisé-

g� baktérium-tenyészetet szuszpendáltam el benne, majd egy perc elteltével agglutinációra 

vizsgáltam. A tárgylemezen rögképz�dést mutató törzsek szerologiai próbákra alkalmatlanok. 

A vizsgálat során a tárgylemezre cseppentettem egy csepp specifikus ellenanyag tartalmú agg-

lutináló savót, majd steril kacs segítségével kis mennyiség� baktérium-tenyészetet szuszpen-

dáltam fel benne. A meghatározást el�ször polyvalens, Enteroclon Anti-Salmonella I (A - 

E)+Vi savóval végeztem el, majd negatív reakció esetén omnivalens, Enteroclon Anti-

Salmonella (A - 67) savóval is megismételtem vizsgálatot. Ha két savóval végzett reakció 

egyikénél rögképz�dés figyelhet� meg, akkor a mintát Salmonella pozitívnak tekintettem. Ha 

mindkét esetben negatívnak ítéltem a tárgylemez agglutinációk eredményét, akkor a minta 

Salmonella negatív értékelést kapott.  
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4.1.2. Listeria monocytogenes vizsgálat tenyésztéses módszerrel 

Listeria monocytogenes tenyésztéses vizsgálathoz felhasznált anyagok: 

Dúsító oldatok els� dúsításhoz: 

• FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (bázis) (Merck 1.10398) 

• FRASER Listeria ammónium-vas(III) kiegészít� (Merck 1.00092) 

Dúsító oldat szelektív dúsításhoz: 

• FRASER Listeria Selective Enrichment Broth (bázis) (Merck 1.10398)

• FRASER Listeria szelektív kiegészít� (Merck 1.00093) 

Szelektív táptalajok: 

• Listeria szelektív agar OTTAVIANI és AGOSTI szerint (ISO 11290) 

(Merck 1.00427) 

Nutrient táptalaj: 

• Columbia agar (bázis) ( Merck 110455); 5% defibrinált birkavérrel 

kiegészitve 

• TGE agar (Merck 110128)  

Meger�sítéshez használt tápközegek és oldatok: 

• Columbia agar (bázis) ( Merck 110455); 5% defibrinált birkavérrel kiegé-

szítve 

• H2O2 oldat  

• Ramnóz tápoldat (Sigma Aldrich 8057 Fluka) 

• Xilóz tápoldat (Becton Dickinson Microbiology System BD 221705) 

Gram-festéshez használt oldatok: 

• Gram-féle kristályibolya oldat  (Merck 1.09218) 

• Etanol 70% 

• Lugol - oldat (Merck 1.00567) 

• Gram-féle szafranin oldat  (Merck 1.09217) 
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Listeria monocytogenes vizsgálat menete (MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005)

Az élelmiszerminta 25 g–jához steril körülmények között 225 ml feles er�sség� Fraser 

(MERCK) el�dúsítót adagoltam, majd inkubáltam 30°C-on 24 óráig. Az el�dúsított mintából 

100µl-t 10 ml teljes er�sség� (MERCK) szelektív dúsítóba pipettáztam és inkubáltam 37°C-

on 48 óráig. A szelektív dúsítóból kaccsal szelektív OTTAVIANI AGOSTI (ALOA) agar 

felületére szélesztettem, ezután inkubáltam a lemezeket 24-48 órán keresztül 37°C-on. A típu-

sos telepekb�l (8. ábra) TGE agar (MERCK) felületére tisztító szélesztést végeztem és 

inkubáltam 37°C-on 24 óráig. A különálló telepekb�l elvégeztem a biokémiai meger�sít�

vizsgálatokat az MSZ EN ISO 11290 szabványban leírtak szerint. Az ALOA agaron a Listeria 

monocytogenes-re jellemz� telepek morfológiáját a 7. ábra mutatja. 

7 .ábra: L. monocytogenes telepek ALOA agaron 

Feltételezetten Listeria monocytogenes pozitívnak tekintettem a Gram-pozitív vékony, rövid 

pálca, kataláz-pozitív, ramnóz-pozitív, xilóz- negatív tenyészeteket. 

4.1.3. E. coli O157 kimutatása tenyésztéses módszerrel 

E. coli O157 tenyésztéses vizsgálathoz felhasznált anyagok: 

Dúsító oldat: 

• mTSB-Broth Novobiocinnal kiegészítve (Merck 109205)

Szelektív táptalajok: 

• SMAC agar bázis (Merck 109207) 

• CT-Supplement (Merck 109202)  

Nem szelektív táptalaj 

• TGE agar (Merck 110128)  

Meger�sítéshez használt tápközegek és oldatok: 

Indol reakcióhoz felhasznált anyagok: 

• Kovács-féle indol reagens ( Merck 109293) 

• Triptonvíz (Merck 110859) 
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Tárgylemez agglutinációhoz használt savó: 

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

E. coli O157 vizsgálat menete tenyésztéses módszerrel (MSZ EN ISO 16654:2001)

Steril körülmények között 25 g-ot bemértem a mintából és 225 ml 42 °C-ra el�melegített 

mTSB + Novobiocin dúsító oldatot (Merck) adagoltam hozzá, majd inkubáltam 24 óráig 

42°C-on. Az inkubációt követ�en a mintából oltókacs segítségével CT-SMAC (Merck) felüle-

tére szélesztettem és a lemezeket aerob körülmények között 37°C-on 24 órán át inkubáltam.  

Az E. coli O157 telepeket TGE agarra szélesztettem tovább és inkubáltam 37°C-on 24 óráig. 

A tiszta tenyészetekb�l elvégeztem a biokémiai vizsgálatot és az indol reakciót a szabványban 

leírtak szerint. Tripton vízbe oltottam a feltételesen pozitív telepeket és 24 óráig 37°C-on 

inkubáltuk, majd 1 ml Kovács reagenst cseppentettem az inokulált tápközeghez és szobah�-

mérsékleten 10 percig állni hagytam. A fels� zónában keletkez� piros szín� gy�r� pozitív, a 

sárgás barna gy�r�  indol-negatív reakciót jelzett. A kitenyésztett izolátumok alkalmasak vol-

tak  arra, hogy tárgylemez agglutináló savóval meghatározzuk az O antigénjüket. A SMAC 

táptalajról egy napos inkubáció után elvégezhet� a tárgylemez-agglutináció is. A vizsgálat 

során steril tárgylemezre cseppentettem egy csepp specifikus ellenanyag tartalmú agglutináló 

savót, majd steril kacs segítségével kis mennyiség� baktérium-tenyészetet szuszpendáltam el 

benne. A jól látható agglutináció néhány másodperc múlva alakult ki.  

4.1.4. Campylobacter nemzetség kimutatása tenyésztéses módszerrel 

Campylobacter nemzetség tenyésztéses vizsgálathoz felhasznált anyagok 

BOLTON szelektív dúsító: 

• Bolton Broth ( OXOID CM0983 ) 

• Bolton Broth Selective Supplement ( OXOID SR0183 ) 

PRESTON szelektív dúsító: 

• Nutrient Broth No.2 ( OXOID CM0067 ) 

• Preston Campylobacter Selective Supplement ( OXOID SR0117) 

• Modified Preston Campylobacter Selective Supplement ( OXOID SR0204) 

El�dúsítóhoz adagolt vér: 

• 5% v/v Lysed Horse Blood ( OXOID SR0048) 

Táptalajok: 

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

• Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base (OXOID CM0739) 
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• CCDA Selective Supplement (OXOID SR0155) 

• Campylobacter Agar Base (OXOID CM0689) és 5% v/v Lysed Horse 

Blood (OXOID SR0048 ) 

Biokémiai vizsgálat: 

• Oxidáz teszt ( Merck 1.13300 ) 

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

A mintából 25 g-ot vagy 25ml –t bemértem steril zacskóba, majd 225 ml Campylobacter dúsí-

tó oldatot mértem rá és aerob körülmények között inkubáltam 4-6 órán át 37 °C-on, majd 41,5 

°C-on 48 órát. Mintánként négy párhuzamos vizsgálatot végeztem, négy különböz�

Campylobacter dúsító oldat alkalmazásával (Bolton, Bolton vérrel kiegészítve, Preston illetve 

Preston dúsítót vérrel kiegészítve). A feldúsított mintákat szelektív mCCDA táptalajra, Bril-

lant Campycount agarra és Columbia véres táptalajra szélesztettem és 41,5 °C-on 48 óráig 

mikroaerofil körülmények között inkubáltam. Az eredményeket 0, 6, 24 és 48 óra id�pontok-

ban leolvastam. Ezzel párhuzamosan elvégeztem a minták qPCR vizsgálatát. A jellegzetes 

feltételezetten Campylobacter telepeket tovább szélesztettem Columbia véres agarra és 

inkubáltam 41,5 °C-on 24-48 óráig mikroaerofil körülmények között. Ezeket a telepeket mik-

roszkópos eljárással vizsgáltam tovább, ahol morfológiai azonosítást és mozgásvizsgálatot 

végeztem. A Campylobacter fajokra oxidáz pozitívitás jellemz�, ennek igazolására oxidáz-

tesztet végeztem. Az oxidáz teszthez gyári csíkot (Merck 1.13300) használtam, az oxidáz 

reangenssel átitatott sz�r�papírra egy 24 óras telepet vittem fel kaccsal és a színreakció alap-

ján értékeltem az eredményt a teszthez mellékelt színskála segítségével. Az eredmény meg-

er�sítéséhez negatív és pozitív kontrollt is használtam. További azonosító vizsgálatként a fel-

tételesen pozitív telepeket multiplex PCR módszerrel vizsgáltam tovább (Denis et al.,1999).  

4.2. Patogén mikroorganizmusok kimutatására alkalmazott kromogén szubsztrát tar-

talmú táptalajok 

4.2.1. Salmonella nemzetség vizsgálatára használt kromogénes táptalajok 

• Harlequin Salmonella ABC (LabM HAL001) 

• ChromID™ Salmonella Agar (SM2) (bioMerieux 43 621/ 43 629) 

• Compass Salmonella agar ( Biokar BM06608) 
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4.2.2. L. monocytogenes vizsgálatára használt kromogénes táptalajok 

• Harlequin Listeria Chromogenic Agar (LabM HAL010) 

• RAPID L’Mono (Biorad 356 3694) 

• Compass Listeria Agar (Biokar BM12308) 

4.2.3. Campylobacter nemzetség vizsgálatára használt kromogénes táptalaj

• Brilliance Campy Count Agar (Oxoid PO5305A) 

4.3. Immunológiai módszerek patogén mikroorganizmusok kimutatására 

4.3.1. Salmonella nemzetség kimutatására alkalmas immunológiai eljárások 

 VIDAS® Immuno- Concentration Salmonella II (ICS2)  

A VIDAS® Immuno- Concentration Salmonella II (ICS2) teljesen automatizált rendszer, 

amely élelmiszerb�l- és környezeti mintákból szalmonellák dúsítására alkalmas VIDAS ®

készülékben használt teszt. 

A VIDAS ® Immuno- Concentration Salmonella II (ICS2) kit tartalma: 

• ICS2 csík: Felhasználásra kész  

• ICS2 SPR: Felhasználásra kész. Az SPR® felszíni antigének elleni ellenanyagokkal 

van bevonva.  

• ICS2 Standard (S1) 

• 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kártya. 

A méréshez felhasznált egyéb reagensek: 

• Pufferolt pepton víz (BPW) 

• RVS leves 

• M-leves (Merck 110658) 

Vizsgálat menete:

25g mintát aszeptikus körülmények között steril zacskóba mértem és 225 ml BPW oldatot 

adagoltam rá és inkubáltam 24 órán át 37°C-on. 
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Az immunszeparálási eljárást az el�dúsítási lépés után alkalmaztam. Az 24 órán át inkubált 

BPW dúsítóból a szobah�mérsékletre el�melegített ICS2 csík mintatartó küvettájába adagol-

tam 800 µl-t. Mérésenként egy standard mintát is használni kell (S1). A csíkokat a készülékbe 

helyezetem és a gyártó útmutatója alapján elvégeztem a mérést. A mérés végeztével az ICS2 

csík utolsó küvettájából a teljes mennyiséget áthelyeztem pipetta segítségével M- levesbe és 

5-6 órára 41.5°C-os inkubátorba helyeztem. 

VIDAS ® SLM 

A VIDAS® Salmonella (SLM) a VIDAS® készülékben használt kvalitatív teszt a Salmonella

élelmiszer- és környezeti mintákban történ� kimutatására az ELFA technika alkalmazásával.  

A VIDAS® Salmonella (SLM) kit tartalma: 

• SLM csík: Felhasználásra kész  

• SLM SPR: Felhasználásra kész. Az SPR® felszíni antigének elleni ellenanyagokkal 

van bevonva.  

• SLM Pozitív kontroll (C1) 

• Negatív kontroll (C2) 

• SLM Standard (S1) 

• 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kártya. 

A méréshez felhasznált egyéb reagensek és anyagok: 

• Vízfürd� (95-100 °C) 

• Pufferolt pepton víz (BPW) 

• RVS leves 

• M-leves (Merck 110658) 

Vizsgálat menete: 

A vizsgálatot az ICS szeparálás után M-levesb�l vagy hagyományos dúsítást követ�en RVS 

dúsító oldatból végeztem el. Az inkubálást követ�en 1 ml-t egy steril cs�be pipettáztam és 

lezárt állapotban 15 percre 100 °C-os vízfürd�be helyeztem. Miután a csövet leh�töttem és 

homogenizáltam, a szoba h�mérsékletre el�melegített VIDAS csík mintaküvettájába pipettáz-

tam 0.5 ml-t az oldatból. Mérésenként egy standard mintát is használni kell ( S1), illetve szük-

ség esetén kontrollokat ( C1, C2). 
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Ezután a VIDAS csíkokat a készülékbe helyeztem és a gyártói útmutatót követve elvégeztem 

a tesztet. Amennyiben az eredmény pozitívnak bizonyult, minden esetben elvégeztem a meg-

er�sít� vizsgálatokat a kiinduló oldatokból az MSZ EN ISO 6579:2006 szabvány alapján. 

4.3.2.  L. monocytognes kimutatására alkalmas immunológiai eljárás 

VIDAS® LMO2 

A VIDAS® LMO 2 a VIDAS készülékben használt kvalitatív teszt az Listeria monocytogenes 

élelmiszer- és környezeti mintákban történ� kimutatására az ELFA technika alkalmazásával.  

A VIDAS® LMO2 kit tartalma: 

• LMO 2 csík: Felhasználásra kész  

• LMO 2 SPR: Felhasználásra kész. Az SPR® felszíni antigének elleni ellenanyagokkal 

van bevonva.  

• LMO 2 Pozitív kontroll (C1) 

• Negatív kontroll (C2) 

• LMO 2 Standard (S1) 

• 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kártya. 

A méréshez felhasznált egyéb reagensek és anyagok: 

• Feles er�sség� Fraser dúsító  

• Fraser + vas –ammónium –citrát dúsító  

Vizsgálat menete: 

25 g mintát aszeptikus körülmények között stomacher tasakba mértem és 225 ml feles er�ssé-

g� Fraser el�dúsítót adagoltam hozzá, majd inkubáltam 24 órán át 30°C-on. Az inkubációt 

követ�en 0,1 ml-t az el�dúsított oldatból 10 ml teljes er�sség� Frasert tartalmazó cs�be 

transzportáltam és 24 órán át 37°C-os termosztátban inkubáltam.  

A feldúsított mintából 500 µl- t a VIDAS csík mintaküvettájába pipettáztam. Mérésenként 

egy standard mintát is kell használni ( S1), illetve szükség esetén kontrollokat ( C1, C2). 

Ezután a VIDAS csíkokat a készülékbe helyeztem és a gyártói útmutatót követve elvégeztem 

a tesztet az LMO2 programmal. Amennyiben az eredmény pozitív volt, minden esetben elvé-

geztem a meger�sít� vizsgálatokat a kiindulási oldatból az MSZ EN ISO 11290 szabvány 

alapján. 
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4.3.3.  E. coli O157  kimutatására alkalmas immunológiai eljárás 

VIDAS® UP 

A VIDAS® UP (ECPT) a VIDAS készülékben használt kvalitatív teszt az E.coli O157:H7 

élelmiszer- és környezeti mintákból történ� kimutatására az ELFA technika alkalmazásával.  

A VIDAS® UP (ECPT)kit tartalma: 

• ECPT csík: Felhasználásra kész  

• ECPT SPR: Felhasználásra kész. Az SPR® felszíni antigének elleni ellenanyagokkal 

van bevonva.  

• ECPT Pozitív kontroll (C1) 

• Negatív kontroll (C2) 

• ECPT Standard (S1) 

• 1MLE (etalon sarzs beviteli, Master Lot Entry ) kártya. 

A méréshez felhasznált egyéb anyagok és eszközök: 

• Vízfürd� (95-100 °C) 

• Stomacher tasak 

• Pufferolt pepton víz (BPW) 

Vizsgálat menete: 

Az el�dúsítást követ�en homogenizáltam a dúsító oldatot és 1 ml-t egy steril cs�be pipettáz-

tam és lezárt állapotban 15 percre 100 °C-os vízfürd�be helyeztem. Miután a csövet leh�töt-

tem és homogenizáltam, a szoba h�mérsékletre el�melegített VIDAS csík mintatartó 

küvettájába pipettáztam 0,5 ml-t az oldatból. Mérésenként egy standard mintát is kell hasz-

nálni ( S1), illetve szükség esetén kontrollokat ( C1, C2). 

Ezután a VIDAS csíkokat a készülékbe helyeztem és a gyártói útmutatót követve elvégeztem 

a tesztet az ECPT programmal. Amennyiben az eredmény pozitív volt, minden esetben elvé-

geztem a meger�sít� vizsgálatokat a kiindulási oldatból a MSZ EN ISO 16654:2001 szabvány 

alapján (BioMerieux Vidas Instrument User’s Manual, 2005).
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4.4. Kórokozók kimutatására alkalmazott molekuláris vizsgálati módszerek 

4.4.1.  Real - time PCR vizsgálat menete 

A real-time vizsgálatok lépéseit a 8. ábrán szemléltetem. 

8. ábra: Real - time PCR vizsgálat lépései

4.4.1.1. TaqMan Detection Kit-ek patogén mikroorganizmusok kimutatására (ABI)

A real time PCR vizsgálatokhoz Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System készülé-

ket, TaqMan Salmonella enterica Detection Kit-et (ABI), TaqMan Listeria monocytogenes

Detection Kit-et (ABI) és TaqMan E.coli O157:H7 Detection Kit-et (ABI) használtam.  

A patogén detektáló kit tartalmazza az alábbi oldatokat: 

• Target Assay Mix (TAM): A TAM oldat tartalmazza a célspecifikus primreket és 

próbákat, valamint az IPC kontrollt. 

• Environmental Master Mix (EMM): Az EMM oldat a polimeráz enzimet tartalmazza. 

• Negatív kontroll

El�dúsítás 

Az élelmiszerminta 25 g-jához 37°C-ra el�melegített BPW el�dúsítót adagoltam, majd 

Stomacher-rel 60 másodpercig homogenizáltam. A mintát inkubáltam 37°C-on 16 órán ke-

resztül.  

El�dúsítás 

DNS kivonás 

PCR reakció 

el�készítése 

PCR reakció 

Eredmények
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DNS extrakció PrepMan Ultra oldat használatával 

Az el�dúsított mintából 1 ml-t 2 ml-es Eppendorf cs�be mértem. A sejtek 3 percig 16000 

rpm- en történ� centrifugálásos ülepítését követ�en a felülúszót eltávolítottam, majd a 

PrepMan Ultra sejtfeltáró oldatból 100µl-t adagoltam a sejtekre és 30 másodpercig vortex-

szel kevertem. Ezután 95-100 °C-on 10 percen át f�t� blokkban h�kezeltem a mintát. Rövid 

keverés után a csöveket ismét centrifugáltam 3 percig 16000 rpm–en, majd a nukleinsavat 

tartalmazó felülúszót egy új Eppendorf cs�be pipettáztam. Végül 10 µl–t adagoltam a minta 

DNS-b�l egy új Eppendorf cs�be, amely 90 µl DNáz mentes steril vizet tartalmazott. 

PCR reakció el�készítése 

A PCR mix tartalma mintánként végkoncentrációban 30 µl:  

• 15 �l Environmental Master Mix (EMM) 

• 3 �l Target Assay Mix (TAM) 

• 12 �l genomiális DNS 

A 18 �l premixet (EMM+TAM) el�zetesen összemértem és a plate-re adagoltam, a minta 

DNS-ét ezt követ�en pipettáztam a vájatokba, a pipetta hegyet minden minta DNS adagolása-

kor sterilre cseréltem a kontamináció elkerülése érdekében. Minden futásnál DNáz mentes 

steril vizet használtam negatív kontrollként. Pozitív kontroll használatára külön nem volt 

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

Real- time PCR reakció 

A reakció különböz� lépéseit a 5.táblázatban ismertetem. 

5.táblázat: A Real- time PCR reakció lépései 

AmplyTaq Gold®

Enzim Aktiválása
PCR 

reakció 

 El�denaturáció Denaturáció Anneláció 

Id� 10 min 15 sec 1 min 

H�mérséklet 95°C 95°C 60°C 
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Ezek a lépések 45 cikluson keresztül ismétl�dnek. Ciklusonként megduplázódik a specifikus 

DNS szakaszok mennyisége. A detektálás a TaqMan reakción alapszik, amelynek lényege, 

hogy a PCR elegy tartalmaz egy rövid specifikus DNS szakaszt (próbát), amely kétféle fes-

tékkel jelölt. Ezek a rövid DNS szakaszok az egy szálú DNS-hez köt�dnek. A Taq polimeráz 

enzim lánchosszabbítása során lehasítja ezt a rövid DNS szakaszt, a festékmolekulák távol 

kerülnek egymástól és ez mérhet� fluoreszcens jelet ad. A Real-Time PCR-nél egy id�ben 

történik a sokszorosítás és a detektálás. 

Eredmények értékelése 

Az eredmények értékelése a Sequence Detection System (SDS) és Rapid FinderTM Software

(ABI) PCR értékel� programok alapján történt. A pozitív eredményt az el�dúsítóból szabvány 

alapján er�sítettem meg. 

4.4.1.2.  BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon) 

Az el�dúsított mintákból 10µl –t 500 µl BHI levesbe mértem és 37± 1 °C–on 3 órán át 

inkubáltam. A következ� lépésben 5 µl mintát adagoltam cluster cs�be, amely 200 µl 

proteázzal kiegészített lízis reagenst tartalmazott. A cluster csöveket 20 percig 37°C-on, majd 

10 percig 95°C-os f�t�blokkban h�kezeltem. A cluster csöveket 5 percen keresztül h�t�-

blokkban leh�töttem. 

50 µl lizátumot a PCR cs�be mértem, amely tartalmazta a reakcióhoz szükséges összes rea-

genst  és a bels� kontrollt liofilezett tabletta formájában.  

A liofilezett tabletta tartalmazza: 

• A nukleotidokat és a polimerázt 

• A célmikrobára specifikus primereket 

• Bels� kontrollt 

• BSA-t ( a polifenolokat tartalmazó minták gátló hatásának kiküszöbölése 

céljából ) 

• SybrGreen ™ fluoreszcens festéket 

A csöveket a BAX® System Q7 (DuPont Qualicon) real-time PCR készülékbe helyeztem és 

elindítottam a vizsgálatra el�készített programot. 

Az amplifikált DNS fragmentumok fluoreszcens jelet generálnak, 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 qPCR vizsgálathoz használt anyagok és eszközök:

DNS kivonást Rantsiou et al. (2008) módszere szerint végeztem el. 

Vizsgálathoz használt primerek (Rantsiou et al., 2010):  

Cj_rpoB1 (5�-GAGTAAGCTTGGTAAGATTAAAG-3�)  

Cjs_rpoB2 (5�- AAGAAGTTTTAGAGTTTCTCC-3�)  

Reakció Mix mintánként, végtérfogat 25 �l: 

12,5  �l  SYBR  Green Mix 

1, 0  �l  Cj_rpoB1 (az alkalmazott primer koncentrációja: 10 �M) 

0,125  �l  Cj_rpoB2 (az alkalmazott primer koncentrációja: 10 �M) 

10,375 �l  H2O 

A reakció mixhez mintánként 1,0 �l genominális DNS-t adagoltam. 

A táptalajról izolált telepek multiplex PCR módszerrel Denis et al. (1999) módszerének al-

kalmazásával kerültek azonosításra.  

Felhasznált 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. Kórokozók kimutatására alkalmazott miniatürizált biokémiai azonosító rendszer 

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

BBL Crystal Teszt elvégzése  

Egy steril kaccsal leemeltem steril körülmények között egy nutrient agaron jól elkülönül�

telepet biokémiai azonosítás céljából. A telepet felszuszpendáltam egy BBL Crystal inokuláló 

folyadékos cs�ben. A lezárt csövet 10–15 másodpercig vortexeltem. Az összes inokulált fo-

lyadékot a teszt m�anyag alapjába öntöttem és a teszt alaplapját két kézbe fogva óvatosan 
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végigfolyattam az inokulumot, míg minden cella meg nem telt. A maradék folyadékot vissza-

folyattam a beönt� nyíláshoz, és az alapot egy munkaasztalra helyeztem, majd rápattintottam 

a liofilizált teszteket tartalmazó fed�lapot. 18 – 24 órán át, 35 – 37°C-on inkubáltam a tesztet. 

Leolvasás: BBL Crystal Panel Viewer segítségével az eredményeket leolvastam. Az értékelés 

eredményeként egy szám jött létre: ez a profilszám. Az eredményt és a hozzá tartozó százalé-

kos valószín�séget a tízjegy� profilszám és a telepmorfológia alapján a BBL Crystal ID 

System Electronic Codebook segítségével  adtam meg.  

4.6. Kórokozók kimutatásra alkalmazott szerológiai azonosító vizsgálatok 

A reakcióhoz alkalmazott oldatok : 

• Enteroclon Anti-Salmonella I (A - E) + Vi ( Sifin TR 1111) 

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

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

A vizsgálat menete a 4.1.1. és 4.1.3. fejezetekben részletes bemutatásra kerültek. 

4.7. Statisztikai módszerek  

Regresszió analízis: 

A regresszió analízis használata akkor indokolt, ha független változók együttes, lineáris kap-

csolatára vagyunk kíváncsiak egyetlen függ� változóval. Feltétele, hogy mind a független, 

mind a függ� változóknak normális eloszlásúnak kell lenniük, valamint folytonos változóknak 

és lehet�ség szerint varianciájuk is homogén legyen. A regresszió-analízist gyakran szokták a 

korreláció-analízissel együtt emlegetni, hiszen az utóbbinak mintegy kiterjesztése a regresz-

szió-analízis. A függ� és független változók közötti kapcsolat megállapításához az analízis a 

legkisebb négyzetek módszerének segítségével egy egyenes egyenletét írja fel, mely a követ-

kez�képpen néz ki: Y = a X + b (Sváb., 1973) 

Lineáris korrelációs együttható (r):  

A korrelációs együttható a lineáris kapcsolat mér�száma, értéke mindig egy -1 és 1 közötti 

szám. Ha r=1, akkor a mérési pontok 1 valószín�séggel egy egyenesen vannak, tehát lineáris 

kapcsolat van közöttük. Ha a két adatsor független egymástól, akkor a korrelációs együttható-

juk 0. Fordítva nem mindig biztos, ezért ekkor csak azt mondhatjuk, hogy x és y korrelálatlan. 

A függetlenség csak akkor következik a korrelálatlanságból, ha (X,Y) kétdimenziós normális 

eloszlású. (Sváb., 1973) 
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 Jelenlét/hiány próbák jellemz� paramétereinek meghatározása az MSZ EN ISO 16140-

1:2004 alapján 

1. Kimutatási határ 

2.   Relatív pontosság:  100 · (p+n)/N % 

 3.   Relatív specifikusság:  100 · n / (n+fp) % 

4.   Relatív érzékenység:  100 · p / (p+fn) % 

A kórokozó mikroorganizmusok jellemz� paramétereit az MSZ EN ISO 16140-1:2004 alap-

ján a 6. táblázat mutatja. 

6. táblázat. A kórokozó mikroorganizmusok jellemz� paraméterei az MSZ EN ISO 16140-

1:2004 alapján  

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív P fp

Alternatív módszerrel negatív fn n 

Ahol: fp: hamis pozitív (referenciai módszerrel negatív, alternatív módszerrel pozitív)  

fn: hamis negatív (referenciai módszerrel pozitív, alternatív módszerrel negatív)  

p: mindkét módszerrel pozitív 

n: mindkét módszerrel negatív  

N: összes vizsgálat 

4.8. Mesterséges fert�zéshez használt baktériumtörzsek  

A vizsgálatokhoz felhasznált mikroorganizmusok a FoodMicro Kft Mikrobiológiai Laborató-

riumának törzsgy�jteményb�l származtak és a következ�k voltak: 

Salmonella vizsgálatok esetén felhasznált baktérium törzsek:

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

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

• Salmonella enterica subsp. enterica serovar Virchow  NCAIM B 02188
(Salmonella Virchow)

• Salmonella enterica subsp. enterica serovar Worthington NCAIM B 02189
(Salmonella Worthington)

• Citrobacter freundii      ATCC 8090
• Enterobacter aerogenes      ATCC 35028 
• Proteus mirabilis       ATCC 12453 
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Listeria monocytogenes vizsgálatok esetén felhasznált baktérium törzsek: 

• Listeria monocytogenes     NCAIM B 01373 

• Listeria ivanovii      HNCMB 133006/99812 

• Listeria innocua      NCAIM B 01378 

E.coli O157 vizsgálatok esetén felhasznált baktérium törzs: 

• Escherichia coli O157 apatogén változat  ATCC 51446 

Campylobacter vizsgálatok esetén felhasznált baktérium törzs: 

• Campylobacter jejuni      ATCC 33290 

4.9. Vizsgálati tervek 

Általános szempontok: 

• Minden új m�szeres módszer esetén els� lépésként meghatároztam törzstenyészet-

tel a kimutatási határt (a dolgozat készítés id�szakában a PCR Salmonella kimuta-

tás esetében történt). 

• Minden új módszernél mesterségesen fert�zött mintákkal vizsgáltam, hogy a szo-

kásos zavaró kísér� mikrobióta hogyan befolyásolja az adott alternatív módszert. 

Ennek jelent�sége f�leg az alternatív táptalajok és az immunológiai vizsgálatok 

körében van, így a dolgozatomban is ezekre tértem ki. 

• Rutin labotatóriumi mintákból származó válogatott mintákkal végeztem a párhu-

zamos vizsgálatokat a megfelel� szabványos és alternatív módszerekkel az MSZ 

EN ISO 16140: 2004 szabvány szerinti jellemz� paraméterek meghatározására és a 

mátrixok zavarónhatásának elemzésére. 

4.9.1. Salmonella vizsgálati terv 

Összesen 85 természetesen és 36 mesterségesen fert�zött mintát használtam a kísérletek el-

végzéséhez. A mesterségesen fert�zött mintákhoz tesztörzseket alkalmaztam (7. táblázat). 
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7. táblázat: Mesterségesen fer�zött mintákhoz felhasznált Salmonella törzsek: 

Felhasznált baktérium törzsek Törzstenyészetek kezdeti sejtszáma 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis (Salmonella Enteritidis) 

2,5 x 108 tke / ml 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Infantis (Salmonella Infantis)

2,6 x 108 tke / ml 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Virchow (Salmonella Virchow)  

4,8 x 108 tke / ml 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Worthington (Salmonella Worthington)

2,2 x 108 tke / ml 

Citrobacter freundii 5,6 x 108 tke / ml 

Enterobacter aerogenes 6,1 x 108 tke / ml 

E. coli 8,2 x 108 tke / ml 

Proteus mirabilis 3,5 x 108 tke / ml 

Beoltási terv matrixonként: 

1. 25g minta + 225 ml  BPW + Salmonella Enteritidis 10-8 hígítás 1,0 ml 

2. 25g minta + 225 ml  BPW + Salmonella Infantis 10-8 hígítás 1,0 ml  

3. 25g minta + 225 ml  BPW + Salmonella Virchow 10-8 hígítás 1,0 ml  

4. 25g minta + 225 ml  BPW + Salmonella Worthington 10-8 hígítás 1,0 ml  

5. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Enteritidis 10-8 hígítás 1,0 ml + 

Citrobacter freundii 10-7 hígítás 1,0 ml

6. 25g minta + 225 ml  BPW + Salmonella Infantis 10-8 hígítás 1,0 ml + Enterobacter 

aerogenes 10-7 hígítás 1,0 ml

7. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Virchow 10-8 hígítás 1,0 ml + Proteus 

mirabilis hígítás 10-7 1,0 ml 

8. 25g minta + 225 ml BPW + Salmonella Worthington 10-8 hígítás 1,0 ml + E. coli 

10-7 hígítás 1,0 ml

9. Vak minta: 225 ml  BPW

4.9.1. 1. Korszer� új differenciáló táptalajok és immunológiai módszerek esetén 

Mátrixok: darálthús, felvágott, tejtermék és saláták. 
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Mesterségesen fert�zött minták (sejtszáma <10 tke / 25 g ) termékcsoportonként 8 db + 1 ne-

gatív kontrol. 

Természetes (rutin mintákból válogatott) minták: összesen 85 db.  

4.9.1. 2. Real – time PCR vizsgálatok esetén 

Mátrixok: nyershús, felvágott, csokoládé, f�szer, környezeti minta, takarmány.  

Természetes (rutin mintákból válogatott) minták: összesen 1445 db.  

Kimutatási határ meghatározása. 

Kimutatási határ meghatározásához kalibrációs görbét készítettem. Salmonella Enteritidis 24 

órás tenyészetéb�l BPW tápoldatban 10-es alapú hígítási sort készítettem (1-9-ig) és TGE 

agaron (inkubáció: 37°-on 24 óra) meghatároztam a mikrobaszámot. A hígítási sor 103-9 tagja-

iból, valamint ezek további felez� hígításaiból 1-1 ml-t eppendorf cs�be pipettáztam, amely-

b�l elvégeztem a DNS extrakciót és a real-time PCR készülékkel felvettem az egyes hígítá-

sokhoz tartozó amplifikációs görbéket és meghatároztam azt a legkisebb sejtszámot (kimuta-

tási határ), amely még pozitív eredményt adott. 

4.9.2. Listeria monocytogenes vizsgálati terv 

4.9.2. 1. Korszer� új differenciáló táptalajok és immunológiai módszerek esetén 

Mátrixok: Mesterségesen fert�zött minták (sejtszáma <10 tke / 25 g ) termékcsoportonként 4 

db és 1 db negatív kontrol.  

Természetes (rutin mintákból válogatott) minták: összesen 147 db.  

1. sorozat: darálthús, saláta, tej, gyf. zöldségek, gyf. sonka, gyf. tészta (63 minta) 

2. sorozat: saláta, tej, darálthús (84 minta) 

 Minden mátrixból négy mintát mesterségesen fert�ztünk a következ� módon: 

A törzstenyészetb�l 9 ml-es teljes Fraser dúsítóban tízes alapú hígítási sort készítettem és 

szabványos ALOA agaron meghatároztam a kiindulási tenyészetek kezdeti sejtszámát. A 

vizsgálati sorozatokhoz felhasznált törzseket a 8. és 9. táblázat tartalmazza.  
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8. táblázat: Els� sorozat. 

Felhasznált baktérium törzsek Törzstenyészetek kezdeti sejtszáma 

L. monocytogenes 2,3 x 108 tke / ml 

L. ivanovii 5,9 x 108 tke / ml 

L. innocua 1,5 x 108 tke / ml 

9. táblázat:  Második sorozat. 

Felhasznált baktérium törzsek Törzstenyészetek kezdeti sejtszáma 

L. monocytogenes 1,2 x 108 tke / ml 

L. ivanovii 2,4 x 108 tke / ml 

L. innocua 1,7 x 108 tke / ml 

1. 25g minta+ 225 ml feles er�sség� Fraser + L. monocytogenes 10-8 hígítás 1,0 ml  

2. 25g minta + 225 ml feles er�sség� Fraser + L. monocytogenes 10-8 hígítás 1,0 ml + 

L. ivanovii 10-7 hígítás 1,0 ml

3. 25g minta + 225 ml feles er�sség� Fraser + L. monocytogenes 10-8 hígítás 1,0 ml + 

L. innocua 10-7 hígítás 1,0 ml

4. 25g minta + 225 ml feles er�sség� Fraser + L. monocytogenes 10-8 hígítás 1,0 ml + 

L. innocua 10-7 hígítás 1,0 ml+ L. ivanovii 10-7 hígítás 1,0 ml

5. Vak minta: 225 ml feles er�sség� Fraser

4.9.3. E.coli O157 vizsgálati terv 

A vizsgálathoz felhasznált törzset a 10. táblázat tartalmazza.  

10. táblázat: E. coli O157 vizsgálatok esetén felhasznált baktérium törzs

Felhasznált baktérium törzs Törzstenyészet kezdeti sejtszáma 

E. coli O157 2,7 x 108 tke / ml 
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Beoltási terv húsmintánként: 

• 25g minta + 225 ml  TSB + E. coli O157 10-7 hígítás 1,0 ml 

• 25g minta + 225 ml  TSB + E. coli O157 10-6 hígítás 1,0 ml 

• 25g minta + 225 ml  TSB + E. coli O157 10-5 hígítás 1,0 ml 

4.9.3.1. Immunológiai módszerek  és real- time PCR módszer esetén 

Mátrixok: darálthús, felületi minták. 

Mesterségesen fert�zött minták (sejtszáma <10 tke / 25 g ) 3 db darálthús. 

Higiéniai minták: összesen 47 db.  

4.9.4. Campylobacter vizsgálati terv  

4.9.4.1. qPCR módszer esetén 

Mátrixok: Kereskedelemb�l származó, h�tött, darabolt baromfi minták 

Vizsgálati terv: 40 minta x 4 dúsító x 4 id�pont.  

� t=0 DNS extrakció és qPCR vizsgálat és számmeghatározás (qPCR és telepszámlálás) 

� t=6 DNS extrakció, qPCR vizsgálat és szabványos vizsgálat 

� t=24 DNS extrakció, qPCR vizsgálat és szabványos vizsgálat 

� t=48 DNS extrakció, qPCR vizsgálat és szabványos vizsgálat 
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5. KUTATÁSI EREDMÉNYEK 

5.1. Korszer� új differenciáló táptalajok vizsgálati eredményei 

5.1.1. Salmonella spp. vizsgálata kromogén szubsztrátot tartalmazó agaron

A hagyományos mikrobiologiai vizsgálatoknál számos táptalaj áll a mikrobiológusok rendel-

kezésére a különböz� mikrobák élelmiszerekb�l történ� kimutatására. A kromogénes táptalaj 

alapelve, hogy a baktériumok szaporodásuk során specifikus enzimeket termelnek, melyek a 

táptalajban lév� egy vagy több kromogén szubsztráttal enzim-szubsztrát reakcióba lépnek, 

melyet színreakció követ. Így egyetlen táptalajon akár több mikrobát, mikrobacsoportot is el 

lehet különíteni. A kromogénes táptalajok segítségével helyettesíthetünk egyes biokémiai 

teszteket. Vizsgálataim során három különböz� cég kromogén szubsztrát tartalmú táptalajai-

val (COMPASS Salmonella, HARLEQUIN Salmonella, SM2 ) végzett vizsgálatok tapasztala-

tairól számoltam be. 

A kromogén szubsztrátot tartalmazó agarra történ� szélesztéses módszerek összehasonlításá-

hoz négy különböz� élélmiszer mátrixot választottam. A mátrixok darálthús, felvágott, tejter-

mék és saláták voltak, amelyeket mesterségesen fert�ztem, természetesen fert�z�dtek, illetve 

Salmonella negatív minták voltak. A Salmonella-val beoltott minták kiindulási sejtszáma <10 

tke / 25 g volt. A vizsgálatok során alkalmazott egyéb törzseket a kompetitív mikrobióta tag-

jaiból választottam ki. A mesterséges fert�zött minták és a negatív kontroll minták eredmé-

nyeit a 11. táblázat mutatja. Összesen 121 mintát használtunk a kísérletek elvégzéséhez.  

A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 

11. táblázat: Mesterségesen fert�zött és negatív kontroll minták eredményei kromogén 

szubsztrátot tartalmazó agar módszerrel  

Minták 
száma 

Pozitív minta 
COMPASS 
Salmonella

módszerrel 

Pozitív minta 
HARLEQUIN 
S. módszerrel 

Pozitív 
minta 
SM2 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
COMPASS 
Salmonella 

módszerrel 

Negatív minta 
HARLEQUIN 
S. módszerrel 

Negatív 
minta SM2 
módszerrel 

Negatív 
minta 
ISO mód-
szerrel 

Darálthús 9 8 8 8 8 1 1 1 1 
Felvágott 9 8 8 8 8 1 1 1 1 
Tejtemék 9 8 8 8 8 1 1 1 1 
Saláták 9 8 8 8 8 1 1 1 1 
Összes 36 32 32 32 32 4 4 4 4 

A Salmonella spp. kimutatására szolgáló kromogén szubsztrátot tartalmazó agarral végzett 

vizsgálatok eredményét a 12-18. számú táblázatokban foglaltam össze. 
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A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 

5.1.1.1. Salmonella spp. vizsgálata COMPASS Salmonella kromogén szubsztrátot 

tartalmazó agarral 

12. táblázat: Samlonella spp. kimutatására alkalmas COMPASS Salmonella módszer és MSZ 

EN ISO 6579: 2006 eredményeinek összefoglaló táblázata 

Minták száma 
Pozitív minta 
COMPASS 
Salmonella 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
COMPASS 
Salmonella
módszerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 27 10 10 17 17 

Felvágott 22 2 2 20 20 

Tejtermék 24 3 3 21 21 

Salata 12 0 0 12 12 

Összes 85 15 15 70 70 

13. táblázat: COMPASS Salmonella és a referencia módszer eredményeinek összehasonlítása 

MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

COMPASS Salmonella 
 módszerrel pozitív 

p*= 32+15=47 fp= 0 

COMPASS Salmonella 
 módszerrel negatív 

fn = 0 n** = 4+70=74 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:    100 · (47+74) / 121=100 % 

•    Relatív specifitás:     100 · 74 / (74+0)= 100 %

•    Relatív érzékenység:   100 · 47 / (47+0) = 100 %
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5.1.1.2. Salmonella spp. vizsgálata HARLEQUIN Salmonella kromogén szubsztrátot 

tartalmazó agarral 

14. táblázat: Salmonella spp. kimutatására alkalmas HARLEQUIN Salmonella módszer és 

MSZ EN ISO 6579: 2006 eredményeinek összefoglaló táblázata 

Minták száma 
összesen 

Pozitív minta 
HARLEQUIN 

Salmonella
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
HARLEQUIN 

Salmonella
módszerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 27 11 10 16 17 

Felvágott 22 2 2 20 20 

Tejtermék 24 3 3 21 21 

Saláta 12 0 0 12 12 

Összes 85 16 15 69 70 

15. táblázat: HARLEQUIN Salmonella és a referencia módszer eredményeinek összehasonlí-

tása MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

HARLEQUIN Salmonella 
 módszerrel pozitív 

p* = 32+15=47 fp= 1 

HARLEQUIN Salmonella
 módszerrel negatív 

fn = 0 n** = 4+69=73 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:    100 · (47+73) /121=99,2 % 

•    Relatív specifitás:    100 · 73 / (73+1)= 98,6% 

•    Relatív érzékenység:   100 · 47 / (47+0) = 100 %
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5.1.1.3. Salmonella spp. kimutatása SM2 kromogén szubsztrátot tartalmazó 

agarral 

16. táblázat: Salmonella spp. kimutatására alkalmas SM2 módszer és MSZ EN ISO 6579: 

2006 eredményeinek összefoglaló táblázata 

Minták száma Pozitív minta 
SM2 módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
SM2 mód-
szerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 27 10 10 17 17 

Felvágott 22 2 2 20 20 

Tejtermék 24 3 3 21 21 

Saláták 12 0 0 12 12 

Összes 85 15 15 70 70 

17. táblázat:  SM2 és a referencia módszer eredményeinek összehasonlítása MSZ EN ISO 

16140: 2004 szabvány alapján

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

SM2 módszerrel pozitív p*= 32+15=47 fp= 0 

SM2 módszerrel negatív fn = 0 n**= 4+70=74 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:      100 · (47+74) / 121=100 % 

•    Relatív specifitás:      100 · 74 / (74+0)= 100 % 

•    Relatív érzékenység:    100 · 47 / (47+0) = 100 % 

A táptalaj összehasonlító vizsgálatok eredményeit kromogén szubsztrátot tartalmazó agarral a 

18. táblázat. tartalmazza, amelyben piros színnel az AFNOR által hús, tejtermék, tojás, tenge-

ri halak, zöldségek, állati takarmány, környezeti mintákra vonatkozó értékeket tüntettem fel. 
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18. táblázat: Kromogén szubsztrát tartalmú agarral végzett Samlonella spp. tartalmú minták 

MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján meghatározott vizsgálati paramétereinek összefoglaló 

táblázata 

Relatív pontosság 
(%) 

Relatív specifitás 
(%) 

Relatív érzékenység 
(%) 

Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR 

COMPASS Salmonella 100   97,0 100   96,9 100   97,1

HARLEQUIN Salmonella 99,2 - 98,6 - 100 - 

SM2 100   - 100   - 100   - 

A 18. táblázat alapján megállapítható, hogy a HARLEQUIN Salmonella és COMPASS Sal-

monella és az SM2 táptalajokon mért eredmények nagyon jó egyezést mutatnak a referencia 

módszer eredményeivel. A COMPASS Salmonella és SM2 táptalajok esetén nem tapasztal-

tam sem hamis pozitív sem hamis negatív eredményeket. A COMPASS Salmonella-ra vonat-

kozóan az AFNOR nemzetközi validálási adatok relatív pontosság, relatív specifitás és relatív 

érzékenység tekintetében alacsonyabb értékeket mutatnak. A HARLEQUIN Salmonella tápta-

lajjal végzett vizsgálatoknál egy esetben hamis pozitív eredményt kaptam darálthús minta 

vizsgálatakor a kromogén szubsztrátot tartamazó táptalajon, amelyet a biokémiai és szerológi-

ai tesztek nem igazoltak.  

5.1.2. Listeria monocytogenes jelenlétének kimutatása kromogén szubsztrátos táptala-

jon 

A Listeria monocytogenes kimutatásához Harlequin™ Listeria Chromogenic Agar, Compass 

Listeria Agar, RAPID'L.Mono™ kromogén szubsztratot tartalmazó táptalajokat alkalmaztam. 

A vizsgálat során felhasznált minták mesterségesen, természetes vagy negatív minták voltak.

A mesterséges körülmények közt kontaminált minták kezdeti L. monocytogenes és Listeria 

spp. sejtszáma <10 tke / 25g.  

A mesterséges fert�zött minták és a negatív kontroll minták eredményeit a 10.2. számú mel-

léklet M1. és M2. táblázatok mutatják. 

A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 
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Két sorozatban vizsgáltam a mintákat:  

1. Az els� sorozatban Harlequin™ Listeria és Compass Listeria Agar állt rendelkezé-

semre, ebben a sorozatban 63 minta, darálthús, saláta, tej, gyf. zöldségek, gyf. sonka, 

gyf. tészta mátrixok liszteriás szennyezettségét ellen�riztem.  

1. sorozat 

A Listeria monocytogenes jelenlétének kimutatása kromogén szubsztrátos táptalajok  

eredményeit a 19-28. táblázat tartalmazza. 

19. táblázat: Listeria monocytogenes kimutatására alkalmas kromogén szubsztrátot tartalmazó 

agar módszer és MSZ EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 els� sorozat eredményeinek összefog-

laló táblázata   

Minták 
száma 

összesen 

Pozitív 
minta 

Harlequin™ 
Listeria

módszerrel 

Pozitív 
minta 

Compass 
Listeria 

Agar 
módszerrel 

Pozitív 
minta 

 ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 

Harlequin™ 
Listeria 

módszerrel 

Negatív 
minta 

Compass 
Listeria 

Agar mód-
szerrel 

Negatív 
minta  

ISO mód-
szerrel 

Darálthús 11 5 5 5 6 6 6 

Gy. f . 
zöldségek 

10 3 3 3 7 7 7 

Gy.f. tészta 15 3 3 3 12 12 12 

Gy.f. son-
ka 

5 5  5 5 0 0 0 

Tej 10 3 3 3 7 7 7 

Salátak 12 4 4 4 8 8 8 

Összes 63 23 23 23 40 40 40 

20. táblázat: Els� sorozat Harlequin Listeria Agar és a referencia módszer eredményeinek 

összehasonlítasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 24+23=47 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n**= 6+40=46 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 
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•    Relatív pontosság:     100 · (47+46)/93=100 % 

•    Relatív specifitás:   100 · 46/(46+0)= 100 % 

•    Relatív érzékenység:  100 · 47/(47+0) = 100 % 

21. táblázat: Els� sorozat Compass Listeria Agar és a referencia módszer eredményeinek 

összehasonlítasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
Pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p*= 24+23=47 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n**= 6+40=46 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:     100 · (47+46)/93=100 % 

•    Relatív specifitás:   100 · 46/(46+0)= 100 % 

•    Relatív érzékenység:  100 · 47/(47+0) = 100 % 

22. táblázat: Az 1. sorozat összehasonlító értékelése 

Relatív pontosság 
(%) 

Relatív specifitás 
(%) 

Relatív érzékenység 
(%) 

Harlequin™ Listeria 100 100 100 

COMPASS Listeria 100 100 100 

A 23. táblázat adatai alapján megállapítható, hogy a Harlequin™ Listeria és COMPASS 

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

2. sorozat

A második sorozatban Harlequin™ Listeria Chromogenic Agar, Compass Listeria 

Agar és RAPID'L.Mono™ agarral egészítettük ki a táptalajok listáját. Ebben a soro-

zatban darált hús saláta és tej mátrixok liszteriás szennyezettségét ellen�riztük. A 

vizsgált minták száma 84 darab. 
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23. táblázat: Listeria monocytogenes kimutatására alkalmas Compass Listeria Agar, 

Harlequin Listeria Agar és RAPID'L.Mono™ módszer és MSZ EN ISO 11290:1996/A1:2005 

második sorozat eredményeinek összefoglaló táblázata  

Minták 
száma 
össze-
sen 

Pozitív 
minta 
Harlequin
™ 
Listeria
mód-
szerrel 

Pozitív 
minta 
Compass 
Listeria 
Agar 
módszer-
rel 

Pozitív 
minta 
RA-
PID'LMo
no™ 
módszer-
rel 

Pozitív 
minta 
ISO 
mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
Harlequin
™ Listeria 
módszerrel 

Negatív 
minta 
Compass 
Listeria 
Agar 
módszer-
rel 

Negatív 
minta 
RA-
PID'L.M
ono™ 
módszer-
rel 

Negatív 
minta 
ISO 
módszer-
rel 

Darált-
hús 

30 13 13 13 13 17 17 17 17 

Tej 28 9 9 9 9 19 19 19 19 

Saláták 26 9 9 9 9 17 17 17 17 

Összes 84 31 31 31 31 53 53 53 53 

24. táblázat: Második sorozat Harlequin Listeria Agar és a referencia módszer eredményeinek 

összehasonlítasa MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
Pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 12+31=43 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n**= 3+53=56 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (43+56) / 99=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 ·56 / (56+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 43 / (43+0)= 100 % 
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25. táblázat: Második sorozat Compass Listeria Agar és a referencia módszer eredményeinek 

összehasonlítása MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 12+31=43 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n** = 3+53=56 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (43+56) / 99=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 ·56 / (56+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 43 / (43+0)= 100 % 

26. táblázat: Második sorozat RAPID'L.Mono™ és a referencia módszer eredményeinek ösz-

szehasonlítása MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 12+31=43 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n** = 3+53=56 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (43+56) / 99=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 ·56 / (56+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 43 / (43+0)= 100 % 

A táptalaj összehasonlító vizsgálatok eredményeit kromogén szubsztrátot tartalmazó agarral a 

27. táblázat tartalmazza, amelyben piros színnel az AFNOR által hús, tejtermék, tengeri ha-

lak, zöldségek, környezeti minták vonatkozó értékeket tüntettem fel.
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27. táblázat: Kromogén szubsztrát tartalmú táptalajok MSZ EN ISO 16140 szabványban sze-

repl� paramétereinek összefoglaló táblázata L. monocytogenes vizsgálatakor 

Relatív pontosság 
(%)

Relatív specifitás 
(%)

Relatív érzékenység
(%)

Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR 

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. táblázat: Két sorozatban vizsgált L. monocytogenes MSZ EN ISO 16140 szabványban 

szerepl� paramétereinek összefoglaló táblázata  

Relatív pontos-
ság 
(%)

Relatív 
specifitás 

(%)

Relatív érzékeny-
ség 
(%)

1. sorozat 100 100 100 

2. sorozat 100 100 100 

Összes 100 100 100 

Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a RAPID'L.Mono™ táptalajjal végzett vizsgála-

tok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitív sem hamis negatív eredményeket. 

A 28. táblázat alapján megállapítható, hogy a Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a 

RAPID'L.Mono™ táptalajokkal mért eredmények nagyon jó egyezést mutatnak a referencia 

módszer eredményeivel. A COMPASS Listeria és RAPID'L.Mono™ Agarra vonatkozóan az 

AFNOR nemzetközi validálási adatok relatív pontosság, relatív specifitás és relatív érzékeny-

ség tekintetében alacsonyabb értékeket mutatnak.  

5.2. Patogének kimutatására alkalmas immunológiai módszerekkel végzett vizsgálati 

eredmények 

5.2.1. Salmonella vizsgálata VIDAS SLM és VIDAS ICS2+SLM módszerrel 

Összehasonlító vizsgálatok eredményei ELFA módszerrel 

DOI: 10.14267/phd.2014028



75

Az ELFA módszerrel végzett mérésekhez négy  különböz� mátrixot választottam. A mátrixok 

darálthús, felvágott, tejtermék és saláták voltak, amelyeket mesterségesen fert�ztem, termé-

szetesen fert�zöttek, illetve negatívak voltak. A Salmonella spp. -vel beoltott minták kiindulá-

si sejtszáma <10 tke / 25 g.

A vizsgálatok során alkalmazott törzseket a kompetitív mikrobióta tagjaiból választottam ki. 

A Salmonella  kimutatásának eredményeit VIDAS módszerrel a 10.2. mellékletben lév� M3. 

és M4. táblázat, valamint a 29-33. táblázat tartalmazza. 

A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 

29. táblázat: Samlonella spp. kimutatására alkalmas VIDAS SLM módszer és MSZ EN ISO 

6579: 2006 eredményeinek összefoglaló táblázata rutin minták esetén 

Minták száma 
Pozitív minta 
VIDAS SLM 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
VIDAS SLM 
módszerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 27 10 10 17 17 

Felvágott 22 2 2 20 20 

Tejtermék 24 3 3 21 21 

Saláták 12 0 0 12 12 

Összes 85 15 15 70 70 

30. táblázat: VIDAS SLM és a referencia módszer eredményeinek összehasonlítása MSZ EN 

ISO 16140: 2004 szabvány alapján

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p*= 32+15=47 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n**= 4+70=74 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (47+74) / 121=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 · 74 / (74+0)= 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 47 / (47+0) = 100 % 
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Salmonella vizsgálati eredmények VIDAS ICS2+SLM módszerrel 

Összesen 85 természetesen és 36 mesterségesen fert�zött mintát használtam a kísérletek el-

végzéséhez VIDAS ICS2+SLM módszerrel. 

31. táblázat:  Samlonella spp. kimutátásara alkalmas VIDAS ICS2+SLM módszer és MSZ 

EN ISO 6579: 2006 eredményeinek összefoglaló táblázata természetesen kontaminálódott 

minták esetén 

Minták száma 
összesen 

Pozitív minta 

VIDAS 
ICS+SLM mód-

szerrel 

Pozitív minta 

 ISO módszerrel 

Negatív minta 

VIDAS 
ICS+SLM 
módszerrel 

Negatív minta 

ISO módszerrel 

Darálthús 27 11 10 16 17 

Felvágott 22 2 2 20 20 

Tejtermék 24 3 3 21 21 

Saláták 12 0 0 12 12 

Összes 85 16 15 69 70 

32. táblázat:   VIDAS ICS2+SLM és a referencia módszer eredményeinek összehasonlítása 

MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján

Referencia módszerrel 
pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 32+15=47 fp= 1 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n** = 4+69=73 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (47+73) / 121=99,2 % 

•    Relatív specifitás:  100 · 73 / (73+1)= 98,6 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 47 / (47+0) = 100 % 
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Az összehasonlító vizsgálatok eredményeit VIDAS SLM és VIDAS ICS2+SLM a 37. táblá-

zat tartalmazza, amelyben piros színnel az AFNOR által hús, tejtermékek, zöldségek, kakaós 

termékek, állateledel minták vonatkozó értékeket tüntettem fel. 

33. táblázat: VIDAS készülékkel végzett Samlonella spp. tartalmú minták MSZ EN ISO 

16140 szabvány alapján meghatározott vizsgálati paramétereinek összefoglaló táblázata 

Relatív pontosság 
(%) 

Relatív specifitás (%) Relatív érzékenység 
(%) 

Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR 

VIDAS SLM 100 - 100 - 100 - 

VIDAS ICS2+SLM 99,2    97,4 98,6    99,4 100    95,5

A 33. táblázat alapján megállapítható, hogy a VIDAS SLM, és VIDAS ICS2+SLM módsze-

rekkel mért eredmények nagyon jó egyezést mutatnak a referencia módszer eredményeivel. A 

VIDAS SLM módszer esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitív sem hamis negatív ered-

ményeket. A VIDAS ICS2+SLM módszerrel végzett vizsgálatoknál egy esetben hamis pozi-

tív eredményt kaptam darálthús minta vizsgálatakor, amelyet biokémiai és szerológiai tesztek 

nem igazoltak. A VIDAS ICS2+SLM módszerre vonatkozóan az AFNOR nemzetközi 

validálási adatok relatív pontosság és relatív érzékenység tekintetében alacsonyabb, relatív 

specifitás tekintetében magasabb értékeket mutatnak. 

5.2.2. Listeria monocytogenes vizsgálata VIDAS LMO2 módszerrel 

Listeria monocytogenes vizsgálatát két egymást követ� évben is elvégeztem VIDAS készü-

lékkel. Az els� sorozatban a hat problémát okozó mátrixot választottam ki, a második évben a 

mátrixok számát háromra csökkentettem. A Listeria monocytogenes  kimutatásának eredmé-

nyeit VIDAS módszerrel a 34-38. táblázat tartalmazza. 

A mesterséges fert�zött minták és a negatív kontroll minták eredményeit a 10.2. számú mel-

lékletben lév�M5. és M6. táblázat mutatja. 

A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 
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Els� sorozat 

Az ELFA módszerrel végzett mérésekhez hat különböz� mátrixot választottam. A mátrixok 

darálthús, gyors fagyasztott zöldségek, gyors fagyasztott tészta, gyors fagyasztott sonka, tej és 

saláták voltak, amelyek mesterségesen fert�ztem, természetesen fert�z�dtek, illetve negatívak 

voltak. A vizsgálatok során alkalmazott törzseket a kompetitív mikrobióta tagjaiból választot-

tam ki.  

A Listeria törzsekkel beoltott minták kiindulási sejtszáma <10 sejt / 25 g. 

Összesen 63 mintát használtam a kísérletek elvégzéséhez VIDAS LMO2 módszerrel. 

34. táblázat: Listeria monocytogenes kimutatására alkalmas VIDAS LMO2 módszer és MSZ 

EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 els� sorozat eredményeinek összefoglaló táblázata  

Minták száma 
összesen 

Pozitív minta 
VIDAS LMO2 

módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
VIDAS 

LMO2 mód-
szerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 11 5 5 6 6 

Gy.f. 
zöldségek 

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 

Saláták 12 4 4 8 8 

Összes 63 23 23 40 40 

35. táblázat: Els� sorozat VIDAS LMO2 és a referencia módszer eredményeinek összehason-

lítása MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
Pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 24+23=47 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n** = 6+40=46 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 
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•    Relatív pontosság:     100 · (47+46)/93=100 %   

•    Relatív specifitás:   100 · 46 / (46+0)  = 100 %

•    Relatív érzékenység: 100 · 47 / (47+0) = 100 % 

Második sorozat 

A második sorozatnál a mérésekhez három különböz� mátrixot választottam. A mátrixok ez 

esetben darálthús, tej és saláták voltak, amelyeket mesterségesen fert�ztem, természetesen 

fert�zöttek, illetve Listeria monocytogenes negatívak voltak. A Listeria monocytogenes –el 

fert�zött minták kiindulási sejtszáma <10 sejt / 25 g. A vizsgálatok során alkalmazott törzse-

ket a kompetitív mikrobióta tagjaiból választottam ki. Ebben a kísérletben 84 minta vizsgála-

tára került sor.  

36. táblázat: Listeria monocytogenes kimutatására alkalmas VIDAS LMO2 módszer és MSZ 

EN ISO 11290-1:1996/A1:2005 második sorozat eredményeinek összefoglaló táblázata  

Minták száma 
összesen 

Pozitív minta 
VIDAS LMO2 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
VIDAS 
LMO2 mód-
szerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 30 13 13 17 17 

Tej 28 9 9 19 19 

Saláták 26 9 9 17 17 

Összes 84 31 31 53 53 

37. táblázat: Második sorozat VIDAS LMO2 és a referencia módszer eredményeinek össze-

hasonlítása MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Referencia módszerrel 
Pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p* = 12+31=43 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n** = 3+53=56 

p* : Hagyományos és alternatív módszerrel is pozitív mesterségesen fert�zött és váloga-
tott minták összege.
n** : Hagyományos és alternatív módszerrel is negatív kontroll és válogatott minták ösz-
szege. 

•    Relatív pontosság:  100 · (43+56) / 99=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 ·56 / (56+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 43 / (43+0)= 100 % 
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Az összehasonlító vizsgálatok eredményeit VIDAS LMO2 a 42. táblázat. tartalmazza, amely-

ben piros színnel az AFNOR által hús, tejtermékek, tengeri halak, zöldségek, környezeti min-

ták vonatkozó értékeket tüntettem fel. 

38. táblázat: VIDAS LMO2 összehasonlításának összefoglaló táblázata 

Relatív pontosság 
(%) 

Relatív specifitás 
(%) 

Relatív érzékeny-
ség (%) 

Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR Saját 
értékek 

AFNOR

1. sorozat VIDAS LMO2 100 - 100 - 100 - 

2. sorozat VIDAS LMO2 100   97,6 100   98,3 100   96,7

A 38. táblázat alapján megállapítható, hogy a VIDAS LMO2 módszerrel mért eredmények 

nagyon jó egyezést mutatnak a referencia módszer eredményeivel. A VIDAS LMO2 mód-

szerrel végzett vizsgálatok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitív sem hamis negatív 

eredményeket. A VIDAS LMO2 módszerre vonatkozóan az AFNOR nemzetközi validálási 

adatok relatív pontosság, relatív specifitás és relatív érzékenység tekintetében alacsonyabb 

értékeket mutatnak. 

5.2.3. E.coli O157:H7 vizsgálata VIDAS UP módszerrel 

Az üzemi környezet feltérképezésekor a real-time PCR módszer mellett párhuzamosan 

VIDAS UP módszerrel is elvégeztem a minták vizsgálatát. 

A vizsgálat során a VIDAS UP alternatív mikrobiológiai módszert összehasonlítottam a refe-

rencia módszerrel az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján. Meghatároztam a relatív pontos-

ságot, relatív specifikusságot és a relatív érzékenységet. A E.coli O157:H7 kimutatásának 

eredményeit VIDAS UP módszerrel a 39-40. táblázat tartalmazza. 

Az üzemi vizsgálatokkal párhuzamosan 3 darab mesterségesen fert�zött mintát is vizsgáltam 

mindkét készülékkel. Nyers darált hús mártixot oltottam be alacsony sejtszámmal. Az E. coli 

O157-t mesterségesen fert�zött minták kiindulási sejtszáma legalább <10 sejt / 25 g volt. 

Összesen 47 higiéniai és 3 mesterségesen fert�zött mintát használtam a kísérletek elvégzésé-

hez VIDAS UP módszerrel. 

A mesterségesen fert�zött minták mindegyike pozitív, a kontroll minta negatív eredményt 

adott. 
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A VIDAS UP gyorsvizsgálati módszer szabványos módszerrel történ� összehasonlító vizsgá-

lata az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján a relatív érzékenység, pontosság és specifikus-

ság alapján történt. 

39. táblázat: E.coli O157 kimutatására alkalmas VIDAS UP alternatív vizsgálati módszerek 

eredményeinek összehasonlítása MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján 

Referencia módszerrel 
Pozitív 

Referencia módszerrel 
negatív 

Alternatív módszerrel pozitív p = 3 fp= 0 

Alternatív módszerrel negatív fn = 0 n = 47 

•    Relatív pontosság:  100 · (3+47) / 50=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 · 47 / (47+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 3 / (3+0)= 100 % 

Az összehasonlító vizsgálatok eredményeit VIDAS UP a 46. táblázat tartalmazza, amelyben 

piros színnel az AFNOR által hús, zöldség, környezeti minta vonatkozó értékeket tüntettem 

fel. 

40. táblázat: VIDAS UP és a referencia módszer összehasonlításának eredményei az MSZ EN 

ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

VIDAS UP Relatív pontosság %    Relatív specifikusság% Relatív érzékenység%  

Saját  
értékek 

AFNOR 
Saját 

 értékek 
AFNOR 

Saját 
 értékek 

AFNOR 

 100     98,4 100    96,9 100    97,4

A 40. táblázat alapján megállapítható, hogy a VIDAS UP módszerrel mért eredmények na-

gyon jó egyezést mutatnak a referencia módszer eredményeivel. A VIDAS UP módszerrel 

végzett vizsgálatok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitív sem hamis negatív eredmé-

nyeket. A VIDAS UP módszerre vonatkozóan az AFNOR nemzetközi validálási adatok rela-

tív pontosság, relatív specifitás és relatív érzékenység tekintetében alacsonyabb értékeket mu-

tatnak. 
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5.3. Patogének kimutatására alkalmas valós idej� PCR módszerekkel végzett vizsgálati 

eredmények 

5.3.1. A kimutatási határ meghatározása TaqMan PCR módszerrel  

A Salmonella spp. kalibrációs görbéjét BPW tápoldatban határoztam meg. A kalibrációs gör-

bét  a 9. ábra szemlélteti. 

9. ábra: Real – time PCR módszerrel BPW dúsítóban meghatározott kalibrációs görbe 

A vizsgálati eredmények alapján megállapítható, hogy a szalmonellák biztonságos kimutatá-

sához a BPW dúsítóban nagyobb, mint 2,5 log N/ml BPW(>300/ml BPW) sejts�r�ségre van 

szükség. 

L. monocytogenes kalibrációs görbéjét feles er�sség� Fraser levesben határoztam meg. A ka-

librációs görbét a 10. ábra szemlélteti. 

Real -time modszer kimutatási határa Salmonella spp.

y = -3,2275x + 46,108

R2 = 0,9643

25

27

29

31

33

35

37

39

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5

lgN / ml BPW

c(t)
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10. ábra: Real – time PCR módszer érzékenysége feles er�sség� Fraser dúsítóban 

A vizsgálati eredmények alapján megállapítható, hogy a Listeria- k biztonságos kimutatásá-

hoz a feles er�sség� Fraser dúsítóban nagyobb, mint 2,5 log N/ml feles Fraser (>300/ml feles 

Fraser) sejts�r�ségre van szükség. 

Az  E. coli O157  kalibrációs görbéjét TSB levesben határoztam meg. A kalibrációs görbét a 

11. ábra szemlélteti. 

11. ábra Real – time PCR módszer érzékenysége TSB dúsítóban

A vizsgálati eredmények alapján megállapítható, hogy az E. coli O157 biztonságos kimutatá-

sához a TSB dúsítóban nagyobb, mint 2,5 log N/ml TSB(>300/ml TSB) sejts�r�ségre van 

szükség.  

Realt-time PCR vizsgalatok kimutatási határa  L. monocytogenes

y = -4,4097x + 51,244

R2 = 0,9891

20

26

32

38

44

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6

lgN / ml Fraser

c(t)

Realt-time PCR vizsgalatok kimutatási határa  E. coli O157

y = -4,7826x + 51,174

R2 = 0,9813

20

25

30

35

40

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5

lgN / ml TSB

c(t)
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Ha a mesterségesen fert�zött vagy természetesen fert�z�dött minták vizsgálatakor biztosan 

pozitív jelet szeretnénk kapni  real-time PCR módszerrel, akkor a készülékbe helyezett mér�-

cellában az el�dúsított mintának (0,01 ml) minimum 5-10 sejtet kell tartalmaznia, amelyet 

akkor érünk el, ha az el�dúsítást úgy irányítjuk, hogy az oldat egy ml-e 300-1000 

célmikroorganizmus sejtet tartalmazzon. A real –time módszer legalacsonyabb kimutatható 

sejtszámát a 41. táblázat tartalmazza. 

41. táblázat: A real –time módszer legalacsonyabb kimutatható sejtszáma  

Módszer Sejt/dúsított minta Sejt/mér� cella 

Real –time PCR 102-3/ml 5-10 / 0,01 ml 

5.3.2. Salmonella spp. vizsgálata real-time PCR módszerrel élelmiszer és takarmány 

mintákból 

A kiválasztott mátrixok típusa el�készített hús, húskészítmény, csokoládé, f�szer, takarmány 

volt. Az ISO 16140 szabvány alapján 5 féle mintatípust kell megvizsgálni a sikeres összeha-

sonlításhoz. Ezen mátrixok kiválasztását a szalmonellák élelmiszeripari termékben vagy azok 

környezetében tapasztalt legvalószín�bb el�fordulása indokolta. A real-time PCR módszerrel 

kapott vizsgálati eredményeket a 42. táblázatban mutatom be. A real-time PCR és referencia 

módszer összehasonlításának eredményei az MSZ EN ISO 16140:2004 szabvány alapján a 

43. táblázat tartalmazza. 

42. táblázat: Élelmiszer, takarmány és környezeti minták real-time PCR és hagyományos  

Salmonella vizsgálati eredményeinek összefoglaló táblázata 

Mátrix Pozitív PCR 
Pozitív 

ISO 6579 
Negatív 

PCR 
Negatív 

ISO 6579 

Összes 
minta 

inhibíció 
nélkül 

Nyers hús 17 7 286 296 303 
F�szerezett 
húsok 

27  23 168 172 195 

Felvágott 12 10 80 82 92 
Csokoládé 3 3 40 40 43 
F�szer 0 0 9 9 9 
Takarmány 13 1 500 512 513 
Környezeti 
minta 

12 1 213 224 225 

Zöldség, 
gyümölcs 

6 4 14 16 20 

Összesen 90 49 1310 1351 1400 
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43. táblázat: A real-time PCR és referencia módszer összehasonlításának eredményei az MSZ 

EN ISO 16140:2004 szabvány alapján élelmiszer, takarmány és környezeti minták vizsgálata-

kor   

Élelmiszer mátrix Összes vizsgált 
minta 

db 

Relatív pontosság 
% 

Relatív specifikus-
ság 
% 

Relatív érzékeny-
ség 
% 

Saját 
értékek 

AFNOR 
Saját 

értékek 
AFNOR 

Saját 
értékek 

AFNOR 

Nyers hús 303 96,7  100 96,6   100 100  100

F�szerezett 
húsok 

195 97,9  100 97,7  100 100   100

Felvágottak 92 97,8   100 97,6   100 100   100

Csokoládé 43 100 - 100 - 100 - 

F�szer 9 100 - 100 - 100 - 

Takarmány  513 97,7   98,5 97,7   100 100   96,7

Környezeti 
minta 

225 95,1 - 95,1 - 100 - 

Zöldség, gyü-
mölcs 

20 90,0 - 87,5 - 100 - 

Összesen 1400 
Átlag: 
97,1 

- 
Átlag: 
97,0 

- 
Átlag: 

100 
- 

AFNOR (hús, tejtermék, zöldség és halászati termék, állateledel)

A 43. táblázat alapján megállapítható, hogy a real-time PCR módszerrel mért eredmények a 

f�szer minták kivételével eltérést mutatnak a referencia módszer eredményeihez képest. Min-

den megvizsgált mintacsoportnál a feltételesen pozitív mintákat szabványos módszerrel vizs-

gáltam tovább. Nyershús mintáknál 10, f�szerezett húsok esetén 4, felvágott mintáknál 2, ta-

karmány minták esetén 12, környezeti mintáknál 11 és zöldség-gyümölcs esetben 2 tapasztal-

tam hamis pozitív eredményt. Hamis negatív eredményt egyetlen minta esetén sem figyeltem 

meg. A real-time PCR módszerre vonatkozóan az AFNOR nemzetközi validálási adatok rela-

tív pontosság, relatív specifitás és relatív érzékenység tekintetében magasabb értékeket mutat-

nak, kivéve takarmány minták esetén, ahol a relatív érzékenység adatok alacsonyabbak. 
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5.3.3. E.coli O157:H7 el�fordulásának feltérképezése üzemi környezetben 

A vizsgálat célja a h�tött helyeken, a húson, munka közben használt felületeken, környezet-

ben az E.coli O157:H7 el�fordulásának feltérképezése. Jelen vizsgálatunk keretében ennek a 

kérdéskörnek a higiéniai vonatkozását tártam fel: els�dleges célom azoknak a területeknek a 

feltárása, ahonnan a termék kontaminálódhat. A 2073/2005 EK mikrobiológiai rendelet az 

élelmiszer-biztonsági kritériumok között el�írja, hogy az élelmiszer nem tartalmazhat él� E. 

coli O157:H7 sejtet. Mintavétel során azokat a helyeket részesítettük el�nyben, ahol a vizsgált 

felületetek közvetlenül érintkeznek a termékkel, és így fennáll a kontamináció lehet�sége, 

valamint ahol az E. coli O157:H7 szaporodására optimális feltételek vannak.

47 darab higiéniai és 3 darab mesterségesen fert�zött mintát vizsgáltam. Az E. coli O157-tel 

mesterségesen fert�zött minták kiindulási sejtszáma <10 sejt / 25 g volt. A mintákat 3 alka-

lommal munka közben az üzem egész területér�l vettem. A mintavétel módja tamponos törlés 

volt (100 cm2 felületr�l). Ahol a minta jellege megkívánta (nyesedékhús), ott 25 g volt a vizs-

gálati alap. 

A fenti szempontoknak megfelel�en a vizsgált felületek vágólapok, kések, kezek, keszty�k. 

Környezetben az E. coli O157:H7 szaporodására alkalmas helyek padozatok, raklapok, ajtók, 

falak, tisztítóeszközök voltak.  

A vizsgálat során real-time PCR alternatív mikrobiológiai módszert hasonlítottam össze a 

referencia módszerrel az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján. Meghatároztam a relatív pon-

tosságot, relatív specifikusságot és a relatív érzékenységet. 

A 47 darab higiéniai minta esetén egyetlen alkalommal sem volt kimutatható E. coli O157:H7

hagyományos vizsgálati eljárással, és real -time PCR sem igazolta annak jelenlétét. A real-

time PCR módszerrel kapott vizsgálati eredményeket a 44. táblázatban mutatom be. A real-

time PCR és referencia módszer összehasonlításának eredményeit az MSZ EN ISO 

16140:2004 szabvány alapján a 45. táblázat tartalmazza. 

44. táblázat: E.coli O157 kimutatására alkalmas alternatív vizsgálati módszer eredményeinek 

összehasonlítása MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján 

   Referencia 
módszerrel + 

Referencia 
módszerrel - 

Alternatív mód-
szerrel: + 

p = 3 fp= 0 

Alternatív mód-
szerrel: - 

fn = 0 n = 47 
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•    Relatív pontosság:  100 · (0+47) / 47=100 % 

•    Relatív specifitás:  100 · 47 / (47+0) = 100 % 

•    Relatív érzékenység: 100 · 3 / (3+0) = 100 % 

45. táblázat: A real – time PCR és a referencia módszer összehasonlításának eredményei az 

MSZ EN ISO 16140: 2004 szabvány alapján  

Real-time 

PCR 
Relatív pontosság:     Relatív specifikusság:  Relatív érzékenység:  

 100% 100% 100% 

A 45. táblázat alapján megállapítható, hogy a real-time PCR módszerrel mért eredmények 

nagyon jó egyezést mutatnak a referencia módszer eredményeivel. Az E. coli O157 real-time 

PCR-rel végzett vizsgálatakor nem tapasztaltam sem hamis pozitív, sem hamis negatív ered-

ményeket. 

5.4. Mátrix hatás elemzés 

5.4.1. Élelmiszerek és takarmányok mátrix hatása patogének kimutatására kromogén 

szubsztrátot tartalmazó táptalajoknál 

A vizsgálataim azt mutatták, hogy a Salmonella izolálására szolgáló kromogén szubsztrátot 

tartalmazó táptalajokkal végzett vizsgálatok összehasonlító eredményei jobbak, mint az 

AFNOR által hat mátrix csoporta (hús, tejtermék, tojás,  zöldség, takarmány, környezeti 

minta) mért értékek. Az eltérés oka a minták különbségéb�l adódhat. 

A Harlequin Salmonella ABC agar specifikusságban való eltérés oka lehet, hogy egyes fel-

tételesen Salmonella pozitívnak min�sített telepek a valós szalmonella tenyészetekhez ha-

sonló (sötétebb zöld) színt mutattak, viszont a meger�sít� biokémiai és szerológiai vizsgá-

lat során a szalmonella negativitás bizonyosodott be. Az azonosító vizsgálatok során 

Citrobacter freundii törzsek kerültek azonosításra. 

Az irodalmi adatok is alátámasztják, hogy a kromogén szubsztrátot tartalmazó agarokon 

Acinetobacter baumanii, Citrobacter freundii, Shigella disenteriae, Morgenella morganii 

Hafnia alvenii, Pseudomonas aeruginosa okozhat hamis pozitív enzim reakciót 24 órát 

meghaladó inkubálás esetén (Dijk et al., 2009). 
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A pontosságban való eltérés oka lehet a dúsítás során nem elegend� métrékben gátolt kísé-

r� mikrobióta következtében detektált téves pozitív Salmonella eredmény, vagy a szelektív 

táptalajon a Citrobacter freundii által termelt enzim detektálása. 

Megfigyeléseink alapján a hagyományos táptalajon a Citrobacter és a Proteus hasonló te-

lepeket képez, mint a H2S-negatív szalmonellák. Ennek a hibás diagnosztikai eredménynek 

kiküszöbölésére alkalmasak a kromogén szubsztrátot tartalmazó táptalajok.  

A vizsgálataim azt mutatták, hogy a Listeria monocytogenes izolálására szolgáló kromogén 

szubsztrátot tartalmazó táptalajokkal végzett vizsgálatok összehasonlító eredményei job-

bak, mint az AFNOR által négy mátrix csoporta (hús, tejtermék, zöldség, környezeti minta) 

mért értékek. Az eltérés oka itt is a minták különbségéb�l adódhat. 

A Compass Listeria (BioRad) és a Harlequin agarral végzett vizsgálatok specifikusságban 

való eltérés oka lehet feltételesen Listeria monocytogenes pozitív  telepek azonosításakor a 

Listeria spp. és Listeria innocua telepek detektálása. Az irodalmi adatok alapján ismert, 

hogy  Enterococcus faecalis és E. faecium adhat hamis pozitív reakciót kromogén 

szubsztrátos táptalajoknál környezeti minták vizsgálatakor. El�fordulhatnak olyan feltéte-

lesen Listeria monocytogenes pozitívnak ítélt telepek, melyek gyengébb enzim aktivitá-

suknak köszönhet�en 24 óra elteltével még nem képeznek a telepek körül megfelel� nagy-

ságú halot, akár a Listeria nemzetség ( pl. L. ivanovii ) más tagjai. Ezeknek a tenyészetek-

nek az értékelését egy kés�bbi id�pontban meg kellett ismételni (Richard et al., 2004). 

A pontosságban való eltérés oka lehet a dúsítások során nem elegend� mértékben gátolt kí-

sér� mikrobióta következtében detektált fals pozitív L. monocytogenes eredmény, vagy a 

szelektív táptalajon Listeria spp., Listeria innocua, Enterococcus faecalis és E. faecium ál-

tal termelt enzim detektálása. A korábban említett okokból szükségesnek tartottam a dúsí-

tások vezetésének optimalizálását.

Az irodalmi adatokkal egyez�en mind megbízhatóság, mind értékelhet�ség szempontjából 

a RAPID’L. mono táptalajt ítéltem a legjobbnak.
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5.4.2. Élelmiszer és takarmány mátrixok hatása patogének kimutatására VIDAS vizs-

gálatoknál  

A vizsgálataim azt mutatták, hogy a VIDAS ICS2-SLM módszerrel végzett vizsgálatok 

összehasonlító eredményei a pontosság és specifikussági adatok tekintetében hasonlóak az 

AFNOR által öt mátrix csoportra (hús, tejtermék, zöldség, állateledel és kakaós termékek) 

mért értékekkel. 

A specifikusságban való eltérés azt jelenti, hogy egyes mátrixok esetén a m�szer pozitív 

szalmonella eredményt jelzett, ezzel szemben az elvégzett szabványos dúsítás, szelektív 

táptalajon való megjelenés, majd a biokémiai és szerológiai vizsgálat során a szalmonella 

negativitás bizonyosodott be.  

A korszer� vizsgálati technikákkal végzett összehasonlító vizsgálatok rávilágítanak a „gold 

standard” módszer korlátaira. A nyers hús mátrix esetén hagyományos módszerrel nega-

tívnak ítélt esetben a m�szer pozitív jelzésekor az M levesb�l végeztem el a meger�sít�

vizsgálatot, amely szalmonella pozitivitást eredményezett a tenyésztéses módszerrel ellen-

tétben. Ennek oka lehet az el�dúsítóban nagy mértékben elszaporodó verseng� mikrobióta, 

amely nem engedi tápanyaghoz jutni a Salmonella nemzetség tagjait. A hagyományos 

vizsgálatkor szintén hiba forrása lehet az XLD agaron a Proteus nemzetség tagjainak rajzá-

sa. A kirajzott telepek befedik az agaron kin�tt Salmonella telepeket, ezzel megnehezítik, 

esetenként lehetetlenné teszik a vizsgálni kívánt telepek azonosítását.  

Ezek a mérési nehézségek kiküszöbölhet�ek az ELFA  és  molekuláris  technikákkal. 

A pontosságban való eltérés oka lehet, a dúsítás során nem elegend� mértékben gátolt kísé-

r� mikrobióta következtében hamis pozitív Salmonella eredmény keresztreakció miatti de-

tektálása. 

Méréseim során megállapítottam, hogy a VIDAS LMO2 teszttel végzett vizsgálatok össze-

hasonlító eredményei jobbak, mint az AFNOR által négy mátrix csoporta (hús, tejtermék, 

zöldség, környezeti minta) mért értékek. Az eltérés oka a minták különbségéb�l adódhat. 

Az eltérések oka lehet feltételesen Listeria monocytogenes pozitív  eredmények azonosítá-

sakor a Listeria spp. törzsek detektálása, továbbá az irodalmi adatokban már korábban em-

lített Enterococcus faecium és L. innocua keresztreakció (Richard et al., 2004). 
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5.4.3. Élelmiszerek és takarmányok mátrix hatása patogének kimutatására real –time 

PCR vizsgálatoknál 

A különböz� élelmiszer mátrix hatását a szalmonellák kimutatására real –time PCR vizsgála-

tok esetén a 46. táblázat mutatja. 

46. táblázat: Az élelmiszer mátrix hatása szalmonellák kimutatására real –time PCR vizsgála-

toknál 

Mátrix 
Összes 
minta 

Összes 
 minta 

inhibíció 
nélkül 

PCR  
inhibíció 

Pozitív 
ISO 6579 

Negatív 
ISO 6579 

Nyers hús 303 303 0 0 0 

F�szerezett 
húsok 

220 195 25 5 20 

Felvágott 92 92 0 0 0 

Csokoládé 44 43 1 0 1 

F�szer 9 9 0 0 0 

Takarmány 524 513 11 1 10 

Környezeti 
minta 

231 225 6 0 6 

Zöldség, 
gyümölcs 

22 20 2 0 2 

Összesen 1445 1400 45 6 39 

A PCR pozitív minták esetében mindig elvégeztem a meger�sít� vizsgálatot, amely alapján 

egy nyershús mintánál beigazolódott, hogy a negatív szabványos eredménnyel szemben való-

di pozitív volt. Ennek oka a nagy számú kísér� mikrobióta (f�leg Proteus spp.) jelenléte volt, 

mely a szabványos szelektív táptalajokon elfedte a Salmonella telepet. 

45 esetben részleges vagy teljes inhibíciót figyeltem meg, amelyek eredményeit szabványos 

tenyésztéses eljárással er�sítettem meg. A meger�sít� vizsgálatok 6 minta esetén valós poziti-

vitást eredményeztek. 

Méréseim alapján a real-time PCR vizsgálatoknál teljes vagy részleges inhibíciót tapasztaltam 

a következ� mintacsoportoknál: 

• El�készített (f�szerezett, marinált) húsok  

• Csokoládé, kakaó alapú termékek 

• Takarmány minták  
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• Környezeti minták 

• Sötét, színes zöldség és gyümölcs minták  

El�készített húsok teljes vagy részleges inhibíciót okoztak.

Teljes inhibíciót tapasztaltam az el�készített húsoknál, ahol exponenciális görbék emelkedé-

sének elmaradása tapasztalható. Ez azt jelzi, hogy a DNS felszaporítása nem ment végbe. Az 

élelmiszeriparban használt eljárások, mint például a f�szerezés, felületi kezelés hatása teljes 

inhibíciót okozhat. A 13. ábrán egy teljes inhibíciót mutató marinált húsminta PCR görbéje 

látható.  

Részleges inhibíció eseten több ciklussal eltolódott az IPC görbe, ez azt mutatja, hogy a cél 

DNS felszaporítása nem a megfelel� módon ment végbe. A 14. ábrán egy részleges inhibíciót 

mutató f�szerezett hús minta PCR görbéje látható. 

Egy kakaó alapú terméknél (csokoládé) szintén teljes inhibíciót tapasztaltam.  

Takarmány és takarmány üzemb�l származó környezeti minták (porok) estén is teljes vagy 

részleges inhibíciót tapasztaltam. A minták színezéket tartalmaztak, amely gátolta a PCR re-

akciót. 

A sötét vagy jelent�s mennyiség� színanyagot (önocianin, antocianin) tartalmazó gyümöl-

csöknél, zöldségeknél is teljes inhibíciót figyeltem meg.  

A 12. ábrán látható a BPW dúsítóból + mintából készített hígítási sorok amplifikaciós görbéi-

re egy példa 101, 102, 103, 104 tke/ ml nagyságrendekben. Az egyes hígítások közt közel há-

rom ciklus különbséget tapasztaltam. 
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Példa hígítási sor amplifikációs görbéire 

12. ábra: Példa hígítási sorok amplifikaciós görbéire

Példa teljes inhibícióra 

13. ábra: Példa teljes inhibícióra  real –time PCR vizsgálat esetén
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Példa részleges inhibícióra 

14. ábra: Példa részleges inhibícióra  real –time PCR vizsgálat esetén

5.5. Dúsítások vezetésének optimalizálása 

A kórokozók vizsgálati eredményeinek összehasonlításakor rávilágítottam, hogy az eltérések 

az alkalmazott kimutatási módszerek mellett nagy mértékben a dúsítások vezetését�l függe-

nek. A dúsítások nem megfelel� vezetése hamis negatív eltéréseket eredményezhet, mert a 

vizsgálati protokoll alapján végzett el�készítéssel nem minden esetben éri el a dúsító a kimu-

tatáshoz szükséges sejts�r�séget.  Kórokozók esetén az 1-5 sejt / 25 g kimutatási határt úgy 

tudjuk elérni, ha az el�dúsítás végén 10 3-4 sejt / ml van az el�dúsítóban. Az alkalmazott vizs-

gálati módszereknél a dúsításokhoz szükséges sejts�r�séget a 47. táblázatban foglaltam össze. 

47. táblázat: A Salmonella vizsgálati módszereknél  optimális el�dúsítás vagy dúsítás során 

elérend� sejts�r�ségek  

Módszer Sejt / el�dúsított minta Sejt / dúsított minta Sejt/mér� cella 

ISO 10
3-4

/ml 10
6-7

/ml RVs 10
2

/0,01 ml kacs 

VIDAS  SLM 10
3-4

/ml 10
6-7

/ml RVs 5·10
5

/0,5 ml 

VIDAS ICS2 SLM 10
3-4

/ml 10
6-7

/ml M-leves 5·10
5

/0,5 ml 

Real-time PCR 10
2-3

/ml - 5-10 /0,01 ml 
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Az el�dúsítás és a dúsítás vezetése alapvet�en meghatározza a módszer elméleti kimutatási 

határát mind az el�dúsító, mind az el�dúsítási id�tartam megválasztásával. Az el�dúsítás célja 

a sérült sejtek reszusztitációja, ami dönt�en függ az el�dúsító összetételét�l és a vizsgálandó 

élelmiszert�l. 

Kakaó és csokoládé termékek gátló hatást fejtenek ki a Salmonella szaporodására, amit so-

vány tejben történ� el�dúsítással kompenzáltunk, a várható nagyobb számban el�forduló 

kisér� mikrobiótát pedig brillantzöld oldat hozzáadásával szorítottuk vissza. 

Nyers darált hús, továbbá más nagy vízaktivitású nyers vagy fermentált termékek esetén 6-8 

óránál hosszabb el�dúsítást nem javasolok a nagyszámú kísér�bióta gátló hatása miatt. 

A következ� Campylobacter vizsgálati példával szémléltetem a dúsítás optimalizálását. 

5.5.1. Campylobacter vizsgálatok eredményei  

Az EU Campylobacter felmér� vizsgálat egyik megállapítása az volt, hogy országonként 

nincs szignifikáns különbség a vágóhidakon a Campylobacter pozitivitásban, azonban a 

szennyezettség mértékében igen. Emiatt tervezi a Bizottság kvantitatív mikrobiológiai kritéri-

um bevezetését a vágóhidakon. (http://www.hungalimentaria.hu/Default.aspx?tabid=165). 

Az élelmiszer-eredet� kórokozók molekuláris módszerekkel történ� kimutatása iránt egyre 

inkább növekszik az igény. A patogének gyors és specifikus kimutatásánál a PCR-alapú mód-

szerek valós alternatívát kínálnak a hagyományos mikrobiológiai vizsgálatok mellett. Manap-

ság a kihívást ezen a módszerek alkalmazása során a cél DNS-szekvenciák PCR technikával 

történ� amplifikációja, valamint patogének számának meghatározása el�zetes dúsítás vagy 

tenyésztés nélkül a közvetlenül az élelmiszerb�l jelenti. Vizsgálatom célja volt négy különbö-

z� Campylobacter spp. kimutatására alkalmas szelektív dúsító oldat (Bolton dúsító, Bolton 

dúsító és 5%-os juhvér, Preston dúsító, Preston dúsító és 5%-os juhvér) összehasonlítása. 

Kisérletem tervezésénél abból indultam ki, hogy az egyes dúsítók összetev�i inhibitorokat 

tartalmazhatnak, amelyek megnehezítik az eredményes kimutatást. Feltételeztem, hogy az 

alkalmazott dúsító oldatok eltér�en befolyásolják a Campylobacter spp. szaporodását, mivel 

összetételük különböz�. Az összehasonlító vizsgálat során hagyományos tenyésztéses eljárá-

sokat és egy optimalizált qPCR módszert alkalmaztam. 

A vizsgálat els� lépéseként a kimutatási határ meghatározása érdekében Campylobacter jejuni

törzsb�l tízes alapú hígítási sort készítettem mind a négy dúsító oldatból.  
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Meghatároztam mCCDA agaron a hígításokban lév� Campylobacter számot és ezzel párhu-

zamosan elvégeztem a qPCR vizsgálatot. Különbözö hígítási fokok sejtszáma és a qPCR 

vizsgálatoknál leolvasott C(t) alapján kalibrácios görbét szerkesztettem. A C(t) értékeket áb-

rázolva a lgN értékek függvényében, az összefüggést lineáris regresszióval határoztam meg. 

Az ábrákon az egyenes egyenletét és a determinációs együttható (R2) értékét is feltüntettem. 

A kalibrációs görbér�l leolvasható, hogy a legalacsonyabb detektált sejtszám a két Bolton 

dúsítóban (10 tke/g) és 102 tke/g a Preston dúsítók esetében. A kalibrációs görbéket a 15- 19. 

ábra mutatja. 

C.jejuni kalibrációs görbéje Bolton dúsítóban y = -4,3733x + 49,455

R
2
 = 0,9791
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15. ábra: Campylobacter jejuni kalibrációs görbéje Bolton dúsítóban 

C.jejuni  kalibrációs görbéje 5% vérrel kiegészített 

Bolton dúsítóban 
y = -3,9611x + 47,246

R2 = 0,9636
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16. ábra: Campylobacter jejuni kalibrációs görbéje 5% juhvért tartalmazó Bolton dúsítóban 
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C.jejuni  kalibrációs görbéje Preston dúsítóban 
y = -3,1175x + 41,859

R2 = 0,9093
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17. ábra: Campylobacter jejuni kalibrációs görbéje Preston dúsítóban 

C.jejuni kalibrációs görbéje 5% vérrel kiegészített 

Preston dúsítóban y = -3,339x + 42,942

R2 = 0,9001
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18. ábra: Campylobacter jejuni kalibrációs görbéje 5% juhvért tartalmazó Preston dúsítóban 

Második lépésben kalibrácios görbét határoztam meg a csirke mintát tartalmazó Ringer oldat-

ban. Az egyes hígítások mikrobaszámát felületi szélesztés módszerrel határoztam meg. A  

Ringer oldatba mért húsminta vizsgálatnál meghatározott kimutatási határ 104-5 tke/g volt. A 

kalibrációs görbét a 19. ábra tartalmazza. 
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C.jejuni kalibrációs görbéje húst tartalmazó Ringer oldatban 
y = -5,865x + 75,693
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19. ábra: Campylobacter jejuni kalibrációs görbéje húsminta tartalmú Ringer oldatban 

A C. jejuni baromfi mintákból történ� kimutatásához egy qPCR alapú protokollt alkalmaztam 

és ezzel párhuzamosan a hagyományos mikrobiológiai vizsgálatokat is elvégeztem. 

Negyven minta elemzésére került sor, amelyek az olaszországi Piemont Megyében lév� bevá-

sárlóközpontokból származtak. A minta jellege h�tött darabolt baromfi, amelyet el�zetesen 

csomagoltak és 4 °C-on tároltak az üzletekben. A mintavétel id�pontjában (t=0) számmegha-

tározást, majd t=6, t=24 és t=48 id�pontokban a mintákból kivont DNS felhasználásával elvé-

geztem a qPCR vizsgálatot. Ezzel egy id�ben hagyományos mikrobiológiai elemzést is végez-

tem t=0, t=6, t=24 és t=48 id�pontokban.. A t=0 id�pontban mennyiségi meghatározást mel-

lett min�ségi elemzést is végeztem. A négy dúsítóval végzett vizsgálati eredményeket az 48. 

táblázatban foglaltam össze. A táblázatban szerepl� értékek a pozitív minták számát jelentik 

qPCR módszerrel szelektív dúsítást követ�en. 

48. táblázat : 40 kereskedelemb�l származó minta eredményei dúsítás után qPCR vizsgálat-

tal négy Campylobacter dúsítóból  

Mintavétel id�pontja 

Dúsító oldatok t=6 t=24 t=48 

Bolton 11 7 16 

Bolton vérrel kiegészítve 10 15 19 

Preston 13 8 12 

Preston vérrel kiegészítve 12 6 16 
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A közvetlen mintából történt vizsgálatoknál, t=0 id�pontban, qPCR módszerrel a 40 mintából 

7 minta bizonyult feltételesen pozitívnak, rávilágítva ezzel a C. jejuni jelenlétére. A szám-

meghatározáshoz használt kalibrációs görbér�l leolvasott értékek mind a 7 minta esetén 10 és 

100 tke/g közötti eredményt adtak.  Ez arra enged következtetni, hogy vagy az elhalt sejtek 

DNS-ének jelenlétét érzékeltük a t=0 id�pontban, vagy okozhatja az, hogy a C. jejuni

stresszelt és / vagy a sérült sejtek nem képesek alkalmazkodni és szaporodni csupán hosszabb 

id� elteltével a használt szelektív dúsító oldat által biztosított szelektív környezetben. Megfi-

gyelhet�, hogy már 6 órás dúsítást követ�en a pozitív minták száma 7-r�l átlagosan 10 körüli 

értékre emelkedett. A legtöbb pozitív eredményt a Preston dúsítónál figyeltem meg. 24 óra 

elteltével a Bolton vérrel kiegészített dúsító oldat kivételével minden dúsítóban lecsökkent a 

jelet adó minták száma, majd a 48 óra elteltével újra megemelkedett. Ezt a jelenséget Habib és 

munkatársai (2008; 2011) is tapasztalták Bolton dúsító alkalmazása során. Lehetséges, hogy 

ilyen körülmények között a verseng� mikrobiota háttérbe szorítja a C. jejuni növekedését és 

megakadályozza annak DNS- amplifikációját.  Folyamatos emelkedés volt megfigyelhet� a 

Bolton vérrel kiegészített dúsítónál, ahol 19 minta tartalmazott C. jejuni törzset. A vér adalé-

kot tartalmazó dúsítók hatékonyabbnak bizonyultak, mint az adalék mentesek, ezt Williams és 

munkatársai (2009) is bizonyították csirke felületi minták vizsgálatakor vérrel kiegészített 

Bolton dúsító alkalmazásakor.  

A 40 vizsgált mintából 29 mutatott jellegzetesen Campylobacter spp. telepeket t=0 id�pont-

ban, a mennyiségi meghatározáskor 10 és 100 tke/g közötti értékeket kaptam. A telepszámok 

mCCDA és Brillant Campy Count agar összehasonlításakor jól korreláltak három mintától 

eltekintve, amelyek esetében csupán az mCCDA agaron volt megfigyelhet� a telepképz�dés. 

A jellegzetes telepeket tartalmazó minták száma a dúsítási id� el�rehaladtával növekedett. Az 

összes mintavételi pontban feltételezetten pozitív Campylobacter spp. telepeket izoláltam és 

mPCR módszerrel azonosítottam. Az izolátumok száma összesen 480 darab volt. A 40 termé-

szetesen fert�zött minta eredményei dúsítás után tenyésztéses vizsgálattal négy 

Campylobacter dúsítóból a 49. táblázat tartalmazza. A táblázatban szerepl� értékek a jelleg-

zetes Campylobacter spp. telepeket mutató feltételesen pozitív minták számát jelzik a négy 

dúsító oldatban.  
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49. táblázat : 40 kereskedelemb�l származó minta eredményei dúsítás után tenyésztéses 

vizsgálattal négy Campylobacter dúsítóból. A zárójelben található számértékek az mCCDA 

agarról izolált, mPCR módszerrel történ� identifikáláskor kapott  Campylobacter spp. –ként 

azonosított minták számát jelentik.

Dúsító oldat 
T=6 T=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) 

Összesen 7 telep a 480 izolátumból adott pozitív PCR jelet, ezek közül 5 dúsítás nélküli 

izolátum (3 Brillant Campy Count és 2 pedig mCCDA agarról) és kett� órás 24 órás vérrel 

kiegészített Bolton dúsítóból szélesztett mCCDA agarról azonosított izolátum. A 7 közül 

hármat C. jejuni-ként, a többit Campylobacter spp. –ként azonosítottam. Ezen adatok alapján 

4 mintáról bizonyosodott be t=0 id�pontban és 2 mintáról 24 órás dúsítás után (55. táblázat), 

hogy Campylobacter spp. pozitív.A hagyományos és qPCR módszerrel kapott eredmények az 

összehasonlítás során nem mutattak jó egyezést.  A minták közel 50%-a qPCR módszerrel 

Campylobacter jejuni pozitívak, amit a tenyésztéses módszer nem bizonyított. A tenyésztéses 

módszerrel nagy számú minta mutatott jellegzetes telepeket, habár ezeket a molekuláris elven 

m�köd� azonosításra használt mPCR módszer nem támasztott alá. A számmeghatározásra 

használt hagyományos tenyésztéses módszerek közül a kromogén szubsztrát tartalmú Brillant 

Campy Count Agar alkalmasabbnak bizonyult az mCCDA agarral szemben, amelyen a tele-

pek világos-szürke szín�ek és morfológiailag sokfélék lehetnek. A tipikus és atipikus telepek 

elkülönítése is meglehet�sen nehézkes. Jasson és munkatársai (2009) megállapították, hogy a 

kiterjedt-spektrumú ß-laktamázt termel� E. coli a Campylobacter spp.-hez hasonló telepeket 

képez az mCCDA agaron, ami szintén megnehezíti az izolátumok elkülönítését. 
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Ebben a vizsgálatban a Brillant Campy Count Agart kizárólag direkt számmeghatározásra 

használtam. A dúsított minták vizsgálatához mCCDA agart alkalmaztam, ezért a 480 telep 

legnagyobb részét err�l a táptalajról izoláltam. A dúsítás után használt qPCR eljárás nagy 

százalékban és megbízhatóan mutatta ki a Campylobacter jejuni  jelenlétét a kereskedelemb�l 

származó csirke mintákból, míg ezeket a hagyományos elemz� módszerek nem teszik lehet�-

vé. A tenyésztéses vizsgálati módszerek információveszteséget okoznak, mert ugyan a 

Campylobacter spp. kimutatására megfelelnek, de a leggyakrabban problémát okozó patogén 

Campylobacter jejuni faj kimutatására nem alkalmazható.

5.6.Vizsgálati módszer kiválasztása, különös tekintettel a vizsgálati id�tartamra 

A laboratóriumban korábban 24 órás teljes baromfi vizsgálatokat validáltunk TEMPO (Auto-

matizált MPN Módszer) E. coli, mikrobaszám valamint S. aureus vizsgálatára.  

Ennek a komplex 24 órás baromfi vizsgáló rendszernek a részeként kerestük a rendelkezé-

sünkre álló szalmonella vizsgálati módszerek közül a legalkalmasabbat, amely gyorsan és 

megbízhatóan eredményt tud biztosítani a nyers baromfi terméket el�állítók számára. Ebb�l a 

célból 141 csirke minta vizsgálatát végeztük el TaqMan Salmonella enterica kit (ABI), BAX 

System (DuPont) és VIDAS ICS2-SLM (BioMerieux) módszerekkel. 

A 141 mintának 66 %-a bizonyult a referencia illetve gyorsmódszerekkel Salmonella pozitív-

nak, és 34 %-a negatívnak. Az általunk használt kétféle real-time PCR gyorsvizsgálati mód-

szer szabványossal történ� összehasonlító vizsgálata az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján 

a relatív érzékenység, pontosság és specifikusság alapján történt. 

Az eredményeket a 10.2. mellékletben található M7-M10. táblázat tartalmazza. A vizsgálati 

paramétereket az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján határoztam meg (50. táblázat).

50. táblázat: Vizsgálati paraméterek meghatározása MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján

Relatív pontosság     Relatív specifikusság  Relatív érzékenység  

VIDAS ICS2+SLM 100% 100% 100%

Taqman 
Real-time PCR 

99% 98% 100%

Bax 
Real-time PCR

100% 100% 100%

Egyetlen minta esetében a szabványos vizsgálati módszerrel nem volt kimutatható Salmonel-

la, a Taqman Real-time PCR viszont igazolta annak jelenlétét. (Ennek oka lehet: a kísér�

mikrobióta zavaró hatása a szabványos módszer esetén, és/vagy nagy számú holt Salmonella

sejtek a felületen.)
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A módszer összehasonlítások mellett a minták havi lebontású elemzésére is sor került. (51. 

táblázat) 

A márciusi hónap vizsgálati szempontból csak fél hónapot ölelt fel, így ezt figyelmen kívül 

hagyva az �szi hónapok voltak a legmagasabbak Salmonella pozitivitás szempontjából. 

51. táblázat: Baromfi minták Salmonella vizsgálati eredményei havi bontásban

Hónapok Minta-

szám 

Pozitív 

ISO mód-

szerrel 

Negatív 

ISO 

módszer-

rel 

Pozitív % Negatív 

% 

március 9 8 1 88,88 11,12

április 17 7 10 41,17 58,83

május 16 11 5 68,75 31,25

június  16 9 7 56,25 43,75

július 18 10 8 55,55 44,45

augusztus 15 10 5 66,66 33,34

szeptember 17 14 3 82,35 17,65

október 17 13 4 76,47 23,53

november 17 13 4 76,47 23,53

A három alkalmazott módszer eredménye között nincs szignifikáns különbség szalmonella 

vizsgálatok tekintetében, viszont a legrövidebb id� alatt az ABI Taqman real –time PCR 

módszerel kaptunk eredményt. 

Ajánlott Salmonella vizsgálati módszer baromfi esetén a TaqMan Salmonella vizsgálat, amely 

alkalmas 24 órán belüli eredményközlésre, amellyel lehet�vé válik, hogy a baromfira el�írt 

határértékeknek való megfelelés valamennyi paraméterét (Salmonella, S. aureus, E. coli, mik-

robaszám) 24 óra elteltével el�re jelezzük. 

Ezzel a módszerfejlesztés olyan szintet ért el, hogy már nem elképzelhetetlen a baromfi ter-

mékek 24 órás teljes kör� mikrobiológiai eredmény közlése és a rutin laboratóriumok meg-

bízhatóan tudják kiszolgálni az ügyfeleket. 
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6. EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE, KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

6.1. Kórokozók vizsgálata kromogén szubsztrát tartalmú táptalajokkal 

6.1.1. Salmonella vizsgálata kromogén szubsztrát tartalmú táptalajokkal 

Perez és munkatársai (2003) szintén összehasonlították több kereskedelemben kapható 

kromogén tartalmú tápagart (Harlequin Salmonella, Compass Salmonella és SM2 Agar)  kli-

nikai minták (széklet minták) felhasználásával. A legmagasabb relatív érzékenységet, 98,4%-

ot az SM2 táptalaj esetén tapasztaltak. A Harlequin Salmonella Agar relatív érzékenysége 

93,8%, míg a Compass Salmonella Agaré 89,1% volt. A relatív specifikusság a SM2 és 

Harlequin Salmonella Agar  esetén 91% és Compass Salmonella Agar esetén pedig 96% volt 

széklet minták esetén. Az általam mért eredmények érzékenység és specifikusság tekintetében 

nagyobb százalékos értékeket mutattak, ezt valószín�leg a klinikai mintákban jelen lév� ver-

seng� mikrobióta nagy száma és sokszín�sége okozhatta. A Perez és munkatársai (2003) által 

legalkalmasabbnak talált COMPASS Salmonella Agar nálunk is teljes egyezést mutatott spe-

cifikusság, érzékenység és pontosság tekintetében a referencia módszerrel. Eredményeim 

alapján az MSZ EN ISO 6579 szabvány szerinti második táptalajnak mindhárom táptalaj 

megfelel�.  

6.1.2. Listeria monocytogenes vizsgálata kromogén szubsztrát tartalmú táptalajokkal 

Korábban Becker és munkatársai (2006) 310 késztermék minta (füstölt lazac, saláta, nyers és 

f�ttkolbász) vizsgálatát végezték el ALOA és RAPID'L.mono Agar párhuzamos alkalmazásá-

val. Vizsgálataik eredményeként nem tapasztaltak hamis pozitív eredményeket, viszont egy 

esetben kolbász minták vizsgálatakor hamis negatív eredményt detektáltak az ALOA Agaron. 

Ez a szabványos módszer hibáira irányította a figyelmet. Az általam végzett vizsgálatok során 

nem tapasztaltam hamis negatív eredményeket. Az összehasonlító elemzéseim azt mutatták, 

hogy Listeria monocytogenes vizsgálatakor a kromogén szubsztrátot tartalmazó tápagarok 

MSZ EN ISO 16140 szabványban szerepl� paraméterei a referencia módszerhez viszonyítva 

100% -ban megegyeztek, így valamennyit második táptalajnak javaslom. A RAPID ’L. mono

Agar szelektívebb, könnyebben értékelhet�, de a költsége ennek a táptalajnak a legnagyobb. 
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6.1.3. E.coli O157 vizsgálata kromogén szubsztrát tartalmú táptalajjal 

Az E.coli O157 vizsgálatakor gyakran nehézséget okozott a szabványban meghatározott tápta-

lajon a vizuális értékelés. A tipikus E.coli O157 telepek színe nem egyértelm� ezzel megn� a 

hamis pozitív telepek detektálásának esélye.  

Az irodalomban Manafi és Kremsmaier (2001) is beszámolt hasonló esetr�l. Vizsgálataim 

során ugyan nem tapasztaltam hamis pozitív illetve negatív eredményeket, viszont az említett 

szerz�páros vizsgálatai 53,3%-ban hibás pozitív és 5,9 %-os hamis negatív eredményt mutat-

tak. Ezek az adatok arra irányítják a figyelmet, hogy a hagyományos vizsgálati módszerek 

specifikussága nem kielégít�. Mivel ez a mikroba nem fedi le a verotoxin termel� és f�leg 

nem a HUS E. coli csoportot, erre a területre a m�szeres vizsgálatokat javaslom. 

6.2. Kórokozók vizsgálata immunológiai módszerekkel

6.2.1. Salmonella vizsgálata VIDAS módszerrel 

Walker és munkatársai (2001) tejüzemben környezeti minták vizsgálatánál alkalmazták a ha-

gyományos és VIDAS SLM módszert. Mata és munkatársai (2012) sajt minták összehasonlí-

tását végezték VIDAS SLM és hagyományos módszerrel. A VIDAS SLM és hagyományos 

tenyésztéses módszer összehasonlításakor jó egyezést tapasztaltak. Más szerz�kkel (Reiter et 

al., 2010) egyetértésben elmondható, hogy a VIDAS SLM módszer el�nye a hagyományos 

tenyésztéses módszerekkel szemben  a gyorsaság mellett a kevés számú hamis pozitív ered-

mény detektálása. Korsak és munkatársai (2004) elvégezték hozzánk hasonlóan a VIDAS 

ICS2-SLM és VIDAS SLM módszerek összehasonlítását és ennek eredményeként azt tapasz-

talták, hogy amíg a VIDAS SLM 91,2%, a VIDAS ICS2-SLM csupán 81,5% egyezést muta-

tott a referencia módszerrel. Az általam végzett vizsgálatokból is az derült ki, hogy a VIDAS 

SLM alkalmasabb a Salmonella fajok kimutatására, mint a VIDAS ICS2-SLM. Ennek oka 

lehet, hogy a rövid ideig tartó M-levesben történ� dúsítás során a Salmonella-k nem tudnak 

kell� mértékben elszaporodni. Ha az M-levesben nem érjük el a kimutatáshoz szükséges 

5·105-106 sejt/ml sejts�r�séget a VIDAS ICS2-SLM módszerrel negatív eredményt kapunk. 

Ez az alternatív gyors eljárás sikeresen alkalmazható a baromfi vágóhidak élelmiszer-

biztonsági ellen�rzésére.
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6.2.2. Listeria monocytogenes  vizsgálata VIDAS LMO2 módszerrel  

Aznar és Solís (2006) 225 természetesen fert�z�dött élelmiszer mintát vizsgált hagyományos 

és VIDAS LMO2 módszerrel. Az eredmények összehasonlításakor a tenyésztéses és alternatív 

módszer egyenl� érzékenységi adatokat kaptak. Ezek az eredmények a mi laboratóriumunk-

ban is 100% -os egyezést mutattak egyetértésben a Reiter és munkatársai (2010) által mért 

adatokkal. Mindemellett hamis negatív eredményeket egyik munkacsoport sem tapasztalt, ami 

élelmiszerbiztonsági szempontból nagyon jelent�s. Az eredmények alapján ezt a módszert 

vezettük be laboratóriumunkba rutin vizsgálatok céljára.

6.2.3. E.coli O157  vizsgálata VIDAS UP módszerrel 

Temelli és munkatársai (2012) marhahús mintákat vizsgáltak VIDAS UP módszerrel. Nyers 

marha húsok sz�r� vizsgálatát végezték el egy vágóhídon és meglep�en magas 10% pozitivi-

tást tapasztaltak. Ezekr�l a meger�sít� vizsgálatokat követ�en kiderült, hogy nem H7 

szerocsoportba taroztak. Vernozy-Rozand és munkatársai (1998) 0.12%-os el�fordulásról 

számoltak be élelmiszerminták vizsgálatakor. Vizsgálataim során a természetesen fert�z�dött 

környezeti és húsmintákban nem mértem pozitív E.coli O157 eredményeket. Mivel a korábbi 

tanulmányok értékei jelent�s eltéréseket mutatnak, valószín�leg a minták, a mintavétel (típu-

sa, helye, kezdeti bakteriális fert�zöttség foka), a környezeti tényez�k, a szezonalitás és a ki-

mutatási módszerek különbségéb�l adódhatnak. Az alacsony el�fordulás ellenére a mikroba-

csoport monitorozása javasolt, mivel a mortalitása nagy.  

6.3. Kórokozók vizsgálata molekuláris módszerekkel 

 6.3.1. Salmonella vizsgálata real-time PCR módszerrel  

A real-time PCR Salmonella kimutatására irányuló módszerek szabványos tenyésztéses mód-

szerrel történ� összehasonlítása során a „gold standard” módszer az irodalmi adatokkal 

(Elizaquivel et al., 2008; Eriksson és Aspan., 2007; Valiente et al., 2007) egyetértésben a leg-

több esetben kevesebb Samonella pozitív eredményt mutatott.  

Ennek oka valószín�leg a holt Salmonella sejtek detektálásának köszönhet�. Ez a jelenség a 

nyers, marinált hús, környezeti, és takarmány mintáknál volt jelent�s. A f�szerek antibakteriá-

lis hatása miatt vagy az élelmiszeripari feldolgozó m�veletek során a szalmonellák egy része 

sérül, vagy teljesen elpusztul (Indu et al., 2006).
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A megvizsgált takarmány minták jellege okot adhat a hamis pozitív minták detektálásának, 

hiszen ezek a takarmányok háziállatoknak (macska, kutya, papagáj) készültek élelmiszeripari 

nyesedék húsokból, amelyeket a feldolgozási m�velet során magas h�mérsékleten h�kezeltek. 

Az életképes szalmonellák ezen a h�mérsékleten elpusztulnak, viszont a holt sejtek nagy 

számban jelenlehetnek a mintákban. A környezeti mintáknál az üzem legkülönböz�bb terüle-

tein végeztünk tamponos mintavételt takarítás után. Ebben az esetben az él� Salmonella sejte-

ket a vegyszeres kezelés ugyan elpusztította, viszont a holt sejtek DNS-ét a real-time PCR 

készülékkel kimutattam. A holt sejtek kimutatása következtetni enged a nyersanyagok feldol-

gozás el�tti higiéniai állapotára. Eredményeink alapján a rutin takarmány vizsgálatokra a 

BAX rendszert állítottuk be.

Tapasztalataim szerint baromfi minták vizsgálatakor a BAX rendszer a TaqMan Salmonella

enterica Kit-tel szemben kevesebb hamis Salmonella pozitív mintát mért, ennek oka lehet, 

hogy BAX rendszer vizsgálati protokoljában szerepel egy utódúsítási lépés, amellyel a holt 

sejtek detektálása minimálisra csökkenthet�. Ennek ára ugyanakkor a hosszabb kimutatási 

id�. 

6.3.2. E. coli O157 real-time PCR 

Narang és munkatársai (2009) 125 mesterségesen fert�zött minta összehasonlító vizsgálatát 

végezték el hagyományos és real-time PCR-rel. A szerz�csoport a real-time PCR módszer 

eredményeit tekintve 100%-os egyezést mutatott a hagyományos módszerrel. Az általam 

elemzett rutin és mesterségesen fert�zött minta sorozatok eredményeinek összehasonlításakor 

én is hasonló egyezést tapasztaltam az ISO szabványos eljárással. A hagyományos eljárások-

kal kimutathatatlan, szaporodni képtelen, de a mintában jelen lév� E. coli O157:H7 szerotípus 

kimutatására a real-time PCR a tenyésztéses módszernél alkalmasabb. Különösen javasolt e 

módszer bevezetése a hagyományos módszer bizonytalansága és a patogén E. coli csoportok 

vizsgálata iránti megnövekedett igény miatt. 2013-tól az Európai Unió Rendelete is ezt a 

módszert javasolja. 
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6.4. A három különböz� elven m�köd� eljárás összehasonlítása 

A szabványos eljárások rendkívül anyag, munka és id�igényes eljárások, amelyek nem elégí-

tik ki a globalizáció okozta tömegtermelés igényeit.  

1. A kromogén szubszrtátot tartalmazó táptalajok specifitása megfelel�, vizuális értékelé-

sük egyszer�bb a hagyományos módszereknél és gyors eredményt adnak. Hátrányuk, 

hogy esetenként megtévesztik az enzimes keresztreakciók miatt az értékelést végz�

mikrobiológust és nélkülözhetetlen a szélesztéses eljárás, ami munkaigényes, a vizsgá-

lati id�t pedig csak mérsékelten csökkentik. Hyeon és munkatársai (2012) szintén ha-

sonló eredményre jutottak csirke minták Salmonella vizsgálatakor. Ezt a megállapítást 

Stessl és munkatársainak (2009) vizsgálati eredményei is alátámasztják, akik hat 

kromogén szubsztrátot tartalmazó Listeria monocytogenes kimutatására alkalmas táp-

talajt hasonlítottak össze.  

2. A VIDAS technológia gyors, automatizált eljárás és a miniVIDAS készülék egy id�-

ben két féle mikroorganizmus kimutatására is alkalmas. Teljes egyetértésben Keith 

(1997), Uyttendaele és munkatársainak (2003) eredményeivel elmondható, hogy a 

VIDAS módszerek alkalmasabbak gyors eredmények közlésére a szabványos tenyész-

téses eljárásnál. Hátránya, hogy a dúsítási lépést úgy kell irányítani, hogy a készülék 

mér�cellája legalább 5·105 sejt kimutatandó patogén mikroorganizmust tartalmazzon. 

Ha ezt a sejts�r�séget a dúsítás során nem érjük el, hamis negatív eredményt kapha-

tunk. Nagyszámú mintát feldolgozó laboratóriumokban a vizsgáló kapacitása sem ele-

gend�.  

3. A real-time PCR vizsgálatok el�nye, hogy kimutatási határa alacsony, a korábban em-

lített alternatív módszerek közül ez végezhet� el a legrövidebb id� alatt. Hátránya, 

hogy a mintában lév� él� és holt sejteket nem lehet elválasztani, ezért hamis pozitív 

eredmények fordulhatnak el�. Az ABI módszer egy órán belül eredményt ad, viszont 

gyakrabban figyelhet� meg hamis pozitív eredmény és inhibíció. A BAX rendszer ese-

tében kevesebb a hamis pozitív eredmény valószín�sége az utódúsítási lépés miatt, vi-

szont a a vizsgálati id� (4 óra) és az utódúsítás miatt az egész vizsgálati folyamat jóval 

(8 órával) id�igényesebb. Mindkét módszerre igaz, hogy hamis negatív eredményt 

nem kaptunk velük, ami élelmiszerbiztonsági szempontból megnyugtató.  
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A BAX rendszer olyan minták vizsgálatára alkalmas, ahol a minta jellege nagy mérté-

k� szennyez�désre, vagy inhibíció lehet�ségére utal, illetve ahol a nagyobb hamis po-

zitivitás és az inhibíció kizárása nagyobb gazdasági érdek, mint a 8 órával rövidebb 

vizsgálati id�. Amennyiben nagyobb számú holt sejt el�fordulása és inhibíciós veszély 

nem várható, a leggyorsabb eredmény TaqMan Salmonella enterica Kit (ABI) alkal-

mazásával nyerhet�. Koyuncu és munkatársai (2010) is hasonló következtetésre jutot-

tak TaqMan és BAX módszerek alkalmazásakor mesterségesen fert�zött szemes ta-

karmányok vizsgálata esetén. 

4. Az általam bemutatott alternatív módszerek gyorsabbak a hagyományos vizsgálati el-

járásoknál, megbízható eredményeket adnak a termelési folyamatban, és késztermék 

vizsgálatok esetén is. A patogének kimutatásakor egy sejtet kell kimutatnunk 25 g 

vagy 25 ml élelmiszer mátrixból megbízhatóan a lehet� legrövidebb id� alatt (24-48 

óra). Az eredmények azt mutatták, hogy a felhasznált, kereskedelmi forgalomban kap-

ható kimutatási módszerek közül nagy biztonsággal lehet választani megfelel� érzé-

kenység�, pontosságú és specifikus módszert, amennyiben a mintavételi tervet (minta-

szám és gyakoriság), a vizsgálatra szánt id�t, a technológiai folyamatokat és a mátri-

xok módszerre gyakorolt hatását ismerjük. A megbízható módszerek között természe-

tesen az automatizálás, adattárolás, adatelemzés lehet�sége, a m�szerek javításának 

gyorsasága, a fejlesztések, módosítások, újítások gyors bevezetése és végül, de nem 

utolsó sorban a vizsgálati költség a végs� meghatározó. A m�szeres vizsgálatokat ma-

gas beszerzési és olcsó üzemeltetési költség jellemzi, ezért ezek csak teljes kihasználás 

mellett gazdaságosak. A m�szert nem igényl� megoldások anyagköltsége magasabb. 

6.5. Az élelmiszermátrix hatásának elemzése a különböz� vizsgálati módszerekre  

Az MSZ EN ISO 16140 szabványa alapján meghatározott paraméterek eltéréseinek okait ku-

tattuk.  

A vizsgálataim azt mutatták, hogy az alternatív gyors módszerekkel végzett vizsgálatok ösz-

szehasonlító eredményei relatív pontosság, specifitás és érzékenység tekintetében eltérnek. 

Az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján meghatározott paramétereket összehasonlítottam a 

nemzetközi validáló testületek adataival. Ezek alapjan arra a következtetésre jutotam, hogy a 

validáló testületek által vizsgált 4-6 féle mátrix nem mindig fedi le a rutin laboratoriumba 

érkez� termékek körét.  
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Ilyen esetet tapasztaltam a VIDAS LMO2 módszernél, ahol az összehasonlítás során kiderült, 

hogy a gyorsfagyasztott tészta termékekre velem ellentétben eddig még nem végezték el L. 

monocytogenes –re a validáláshoz szükséges teljesítmény jellemz�k meghatározását.  

A TaqMan Real –time PCR Salmonella enterica Kit nincs validálva az általam vizsgált mátri-

xok közül kakaó és csokoládé alapú termékekre és f�szeresen el�készített, marinált nyershús 

mátrixokra.  

A TaqMan Real –time PCR Salmonella módszerrel a f�szerezett húsok, csokoládé, takar-

mány, környezeti minták, önocianint és antocianint tartalmazó gyümölcsök esetén részleges, 

vagy teljes inhibiciót tapasztaltam. Az általam számolt relatív megbízhatóság, specifitás, és 

érzékenység adatok eltéréseib�l megállapítható, hogy az el�bb említett termékek esetén er�s 

mátrixhatás figyelhet� meg. Korábban más kutatócsoportok szintén inhibíciót figyeltek meg 

tej minták (Starbuck et al., 1996; Bickley et al.,1996), lágy sajt minták (Wernars et al., 1991), 

f�szerek (Focke et al., 2011), polifenolokat tartalmazó gyümölcslevek (Ogunjimi et al., 1999) 

és csokoládé minták (Jasson et al., 2011) PCR módszerrel történt vizsgálatakor. 

A mátrix hatás kiküszöbölésére nyers darálthúsból készült vagy nagy vízaktivitású termékek 

esetén 6-8 óránál rövidebb el�dúsítást és ezt követ�en egy utódúsítási lépést javaslok a nagy 

számú kísér� mikrobióta gátló hatása miatt. A mikrobiológiai minták el�készítésére vonatko-

zó MSZ EN ISO 6887-4 szabvány f�szer mintáknál 5 g/l káliumszulfit adagolását vagy egy 

tízszeres hígítás utáni el�dúsítást említ, amely f�szerezett termékek esetén is jó megoldást 

nyújthat az inhibíció elkerülésére az el�dúsítás megfelel� vezetése mellett. Ha a minta jelle-

géb�l adódóan holt sejtek jelenlétére kell számítani (például állati takarmány vagy környezeti 

minták), feltétlenül szükségesnek tartom egy utódúsítási lépés beillesztését a vizsgálati proto-

kollba. Az önocianint és antocianint tartalmazó termékek vizsgálatánál inhibíció elkerülése 

érdekében az el�dúsítást követ�en a DNS kivonás el�készít� lépéseként érdemes sz�r�t tar-

talmazó centrifuga csövet, ICS lépést vagy immunmágneses szeparálást alkalmazni. Kakaót 

tartalmazó termékek esetén a szalmonellákra gyakorolt gátló hatás csökkenését sovány tejben 

történ� el�dúsítással kompenzáljuk, a várhatóan nagyobb számban el�forduló kísér�

mikrobiótát pedig brillantzöld oldat hozzáadásával szorítsuk vissza. 
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6.6. Dúsítások vezetésének optimalizálása  

A túlzott egységesítési törekvés az el�dúsítási és dúsítási eljárásokat is leegyszer�sítette, el-

rejtve ezzel az élelmiszermátrix és a mikroökológiai környezet meghatározó szerepét a Sal-

monella kimutatásban. Az el�dúsítás és a dúsítás vezetése alapvet�en meghatározza a mód-

szer érzékenységét mind az el�dúsító, mind az el�dúsítási id�tartam megválasztásával. Az 

el�dúsítás célja a sérült sejtek reszusztitációja, ami dönt�en függ az el�dúsító összetételét�l és 

a vizsgálandó élelmiszert�l. 

A dúsítások vezetésének optimalizálása, a minimális sejtszám meghatározása elengedhetetlen 

az alternatív vizsgálati módszerek fejlesztésekor. 

A Campylobacter vizsgálatoknal négy szelektív dúsítót hasonlítottam össze, melyek közül a 

vérrel kiegészített Bolton dúsító bizonyult a legalkalmasabbnak a négy alkalmazott szelektív 

dúsító közül. 

6.7. Vizsgálati módszer kiválasztása, különös tekintettel a vizsgálati id�tartamra 

Vizsgálataink alapján a TaqMan Salmonella enterica real –time PCR Kit (ABI) bizonyult a 

leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgálatakor alkalmazott VIDAS ICS2-SLM és BAX  

módszerrel szemben. Így az ajánlott Salmonella vizsgálati módszer baromfi esetén a TaqMan 

Salmonella vizsgálat, amely alkalmas 24 órán belüli eredményközlésre és amellyel lehet�vé 

válik, hogy a baromfira el�írt határértékeknek való megfelelés valamennyi paraméterét (Sal-

monella spp., S. aureus, E .coli, mikroba) 24 óra elteltével jelezzük.
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7. ÚJ TUDOMÁNYOS  EREDMÉNYEK 

1. Meghatároztam az egyes patogének kimutatására alkalmas módszerek teljesítmény jel-

lemz�it az MSZ EN ISO 16140 szabványa alapján (relatív pontosság, relatív specifi-

kusság és relatív érzékenység). A rutin vizsgálatoknál nagyon fontos a lehet� legrövi-

debb id� alatt kiadott megbízható eredmény. A nemzetközi validáló testületek bizo-

nyos élelmiszer mátrixokra validálnak, de ezek nem ölelnek fel minden élelmiszer faj-

tát, amelyek egy rutin laboratóriumban el�fordulnak. Az adott módszer teljesítmény 

jellemz�it már validált módszerek mellett a hiányzó mátrixok esetében is meghatároz-

tam. 

2. Mátrix hatás elemzést végeztem és magállapítottam azokat a tényez�ket, amelyek 

akadályozzák az általam használt alternatív mikrobiológiai modszerekkel vizsgált 

patogének biztonságos kimutathatóságát. Vizsgálataim azt mutatták, hogy az alternatív 

gyors módszerekkel végzett vizsgálatok összehasonlító eredményei relatív pontosság 

és specifitás adatok tekintetében mátrixonként eltérést mutatnak. Ennek okát keresve

megállapítottam, a f�szerezett húsok, csokoládé, takarmány, környezeti minták, 

önocianint és antocianint tartalmazó gyümölcsök befolyásolják a patogének real-time 

PCR gyorsmódszerekkel történ� biztonságos kimutatását. A gyors módszereknél iga-

zolt mátrix hatások mellett fény derült a standard módszer hibáira is. A hagyományos 

módszerrel is mérhet� hamis negatív eredmény, ennek oka az el�dúsítás nem megfele-

l� vezetése és/vagy a kísér� mikrobióta zavaró hatása volt. Javaslatot tettem a mátrix 

hatás kiküszöbölésére. 

3. Meghatároztam az alternatív vizsgálati módszerek kimutatási határát, amelyet alapul 

véve optimalizáltam a dúsítási eljárásokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példán 

keresztül mutattam be a dúsítások vezetésének korlátait. A szelektív dúsítók egyes 

összetev�i gátolják a Campylobacter spp. szaporodását, ezért összehasonlítottam 

Campylobacter spp. dúsítására alkalmas négy szelektív dúsító oldatot. A kapott ered-

mények alapján a qPCR vizsgálatoknál a vérrel kiegészített Bolton dúsító bizonyult 

legtöbb esetben pozitívnak.   
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4. Megállapítottam, hogy a qPCR módszer alkalmasabb Campylobacter fajok kimutatá-

sára. A tenyésztéses vizsgálati módszerek információ veszteséget okoznak, mert ugyan 

a Campylobacter spp. kimutatására megfelelnek, de a leggyakrabban problémát okozó 

patogén Campylobacter jejuni faj elkülönítésére nem alkalmazható. Az alkalmazott 

qPCR módszerrel a Campylobacter spp. és Campylobacter jejuni faj egy id�ben kimu-

tatható.  

5. Vizsgálataim alapján a TaqMan Salmonella enterica real –time PCR Kit (ABI) bizo-

nyult a leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgálatakor alkalmazott VIDAS ICS2-

SLM és BAX módszerrel szemben. Így az ajánlott Salmonella vizsgálati módszer ba-

romfi esetén a TaqMan Salmonella vizsgálat, amely alkalmas 24 órán belüli ered-

ményközlésre, amellyel lehet�vé válik, hogy a baromfira el�írt határértékeknek való 

megfelelés valamennyi paraméterét (Salmonella spp., S. aureus, E. coli, mikrobaszám) 

24 óra elteltével jelezzük. Vizsgálataimmal alátámasztottam, hogy a friss baromfi hú-

sok mikrobiológiai állapota 24 órán belül megállapítható az alkalmazott korszer�, 

gyors mikrobiológiai eljárásokkal, lehet�vé téve a forgalomba kerülés el�tti gyors mi-

n�sítést. 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

Az elmúlt évek élelmiszer botrányai az élelmiszer-biztonság kérdéskörére irányították a fi-

gyelmet. Az id�igényes, hagyományos tenyésztéses eljárásokkal a patogének kimutatási id�-

tartama akár 5 vagy annál több napot is igénybe vehet. Kórokozók kimutatására az elmúlt 

id�kben igen sokféle eljárást próbáltak kifejleszteni a szabványos, hosszú és költséges munka-

folyamatok rövidítésére.  

Célul t�ztem ki az élelmiszer-biztonsági szempontból fontos, leggyakrabban el�forduló, meg-

betegedést okozó baktériumok/fajok élelmiszerekb�l történ� kimutatására szolgáló korszer�

módszerek összehasonlító elemzését, és az ISO 16140 szabvány szerinti értékelését abból a 

célból, hogy a laboratóriumi felhasználásuk biztonságát igazoljam. A megvalósítás lépései: az 

egyes módszerek teljesítmény jellemz�inek meghatározása, az élelmiszermátrix hatásának 

elemzése a különböz� vizsgálati módszerekre, dúsítások vezetésének optimalizálása és vizs-

gálati módszer kiválasztása, különös tekintettel a vizsgálati id�tartamra. 

Munkám során a rendelkezésemre álló korszer� gyorsmódszereket és szabványos módszere-

ket használtam  Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotróf

Campylobacter spp. élelmiszer eredet� megbetegedést okozó baktériumok kimutatására. Az 

alkalmazott alternatív mikrobiológiai diagnosztikai módszerek a következ�k voltak: 

 -Új korszer� differenciáló agarok (Kromogén szubsztrát tartalmú táptalajok: Harlequin Sal-

monella ABC, SM2 ID, Compass Salmonella, Harlequin Listeria Agar, RAPID’L.mono, 

Compass Listeria Agar, Harlequin™ SMAC-BCIG, Brilliance Campy Count Agar).  

-Immunológiai vizsgálati módszerek (VIDAS ICS2-SLM, VIDAS LMO2, VIDAS UP E.coli

O157:H7).  

-Molekuláris mikrobiológiai vizsgálati módszerek (real –time PCR TaqMan Salmonella 

enterica Detection Kit-et (ABI), BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon) és egy 

Campylobacter kimutatására és számának meghatározására fejlesztett qPCR módszer). 

Elvégeztem a négy leggyakrabban el�forduló élelmiszer eredet� kórokozó (Salmonella spp., 

Listeria monocytogenes, E. coli O157 és Campylobacter jejuni)  kimutatására szolgáló alter-

natív gyorsmódszerek (kromogén szubsztrát tartalmú agar, VIDAS, real – time PCR) és ha-

gyományos módszerek összehasonlító vizsgálatait. Meghatároztam az egyes patogének kimu-

tatására alkalmas módszerek teljesítmény jellemz�it az MSZ EN ISO 16140 szabvány alapján 

(relatív pontosság, relatív specifikusság és relatív érzékenység). A nemzetközi validáló testü-
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letek eredményeivel való összehasonlítás során megállapítottam, hogy a validálásokhoz al-

kalmazott élelmiszer mátrixok nem ölelnek fel minden élelmiszer fajtát, amelyek egy rutin 

laboratóriumban el�fordulnak. Az adott módszer teljesítmény jellemz�it ezekt�l eltér� mátri-

xok esetében is meghatároztam. 

Mátrix hatás elemzést végeztem és magállapítottam azokat a tényez�ket, amelyek akadályoz-

zák az általam használt alternatív mikrobiológiai módszerekkel vizsgált patogének biztonsá-

gos kimutathatóságát. Vizsgálataim azt mutatták, hogy az alternatív gyors módszerekkel vég-

zett vizsgálatok összehasonlító eredményei relatív pontosság és specifitás adatok tekintetében 

mátrixonként eltérést mutatnak. Ennek okát keresve megállapítottam, hogy a f�szerezett hú-

sok, csokoládé, takarmány, környezeti minták, önocianint és antocianint tartalmazó gyümöl-

csök befolyásolják a patogének real-time PCR gyorsmódszerekkel történ� biztonságos kimu-

tatását. A gyors módszereknél igazolt mátrix hatások mellett fény derült a standard módszer 

hibáira is. A hagyományos módszerrel is mérhet� hamis negatív eredmény, ennek oka az el�-

dúsítás nem megfelel� vezetése és/vagy a kísér� mikrobióta zavaró hatása volt.  

Meghatároztam az alternatív vizsgálati módszerek kimutatási határát, amelyet alapul véve 

optimalizáltam a dúsítási eljárásokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példán keresztül 

mutattam be a dúsítások vezetésének korlátait. A szelektív dúsítók egyes összetev�i gátolják a 

Campylobacter spp. szaporodását, ezért összehasonlítottam Campylobacter spp. dúsítására 

alkalmas négy szelektív dúsító oldatot. A kapott eredmények alapján a qPCR vizsgálatoknál a 

vérrel kiegészített Bolton dúsító bizonyult legtöbb esetben pozitívnak.   

Megállapítottam, hogy a qPCR módszer alkalmasabb Campylobacter fajok kimutatására. A 

tenyésztéses vizsgálati módszerek információ veszteséget okoznak, mert ugyan a 

Campylobacter spp. kimutatására megfelelnek, de a leggyakrabban problémát okozó patogén 

Campylobacter jejuni faj elkülönítésére nem alkalmazható. Az alkalmazott qPCR módszerrel 

a Campylobacter spp. és Campylobacter jejuni faj egy id�ben kimutatható. Kísérletet tettem a 

mintákból qPCR módszerrel történ� mennyiségi meghatározásra is. 

Vizsgálataim alapján a TaqMan Salmonella enterica real –time PCR Kit (ABI) bizonyult a 

leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgálatakor alkalmazott VIDAS ICS2-SLM és BAX  

modszerrel szemben. Így az ajánlott Salmonella vizsgálati módszer baromfi esetén a TaqMan 

Salmonella vizsgálat, amely alkalmas 24 órán belüli eredményközlésre, amellyel lehet�vé 

vált, hogy a baromfira el�írt határértékeknek való megfelelés valamennyi paraméterét (Sal-

monella spp., S. aureus, E. coli, mikrobaszám) 24 óra elteltével jelezzük. 
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Vizsgálataimmal alátámasztottam, hogy a friss baromfi húsok mikrobiológiai állapota 24 órán 

belül megállapítható az alkalmazott korszer�, gyors mikrobiológiai eljárásokkal, lehet�vé téve 

a forgalomba kerülés el�tti gyors min�sítést. 

A három különböz� elven m�köd� eljárást összehasonlítva megállapítható: 

- A kromogén szubszrtátot tartalmazó táptalajok specifitása megfelel�, vizuális értékelésük 

egyszer�bb a hagyományos módszereknél és gyors eredményt adnak. Hátrányuk, hogy ese-

tenként megtévesztik az enzimes keresztreakciók miatt az értékelést végz� mikrobiológust.  

- A VIDAS technológia gyors, automatizált eljárás és egy id�ben két féle mikroorganizmus 

kimutatására is alkalmas. Hátránya, hogy ha a dúsítóban a 106/ml sejts�r�séget nem érjük el, 

hamis negatív eredményt kaphatunk, továbbá vizsgáló kapacitása limitált. 

- A real-time PCR vizsgálatok el�nye, hogy kimutatási határa alacsony, a vizsgálati id� a leg-

rövidebb. Az ABI real-time PCR módszer hátránya, hogy a mintában lév� holt sejtek is kimu-

tathatók, így gyakrabban kapunk hamis pozitív eredményt, továbbá igen gyakori az élelmiszer 

mátrix okozta inhibíció. 

A BAX rendszer esetében kevesebb a hamis pozitív eredmény valószín�sége az utódúsítási 

lépés miatt, viszont id�igényesebb. A BAX rendszer olyan minták vizsgálatára alkalmas, ahol 

a minta jellege nagy mérték� szennyez�désre, vagy inhibíció lehet�ségére utal, illetve ahol a 

nagyobb hamis pozitivitás és az inhibíció kizárása nagyobb gazdasági érdek, mint a 8 órával 

rövidebb vizsgálati id�. Amennyiben nagyobb számú holt sejt el�fordulása és inhibíciós ve-

szély nem várható, a leggyorsabb eredmény TaqMan Salmonella enterica Kit (ABI) alkalma-

zásával nyerhet�. Mindkét módszerre igaz, hogy hamis negatív eredményt nem kaptunk ve-

lük, ami élelmiszerbiztonsági szempontból megnyugtató. 

A megbízható módszerek között természetesen az automatizálás, adattárolás, adatelemzés 

lehet�sége, a m�szerek javításának gyorsasága, a fejlesztések, módosítások, újítások gyors 

bevezetése és végül, de nem utolsó sorban a vizsgálati költség a végs� meghatározó. A m�-

szeres vizsgálatokat magas beszerzési és olcsó üzemeltetési költség jellemzi, ezért ezek csak 

teljes kihasználás mellett gazdaságosak. A m�szert nem igényl� megoldások anyagköltsége a 

magasabb. 
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A nagyszámú vizsgálati eredmény alapján megállapítható, hogy a felhasznált, kereskedelmi 

forgalomban kapható kimutatási módszerek közül nagy biztonsággal lehet választani megfele-

l� érzékenység�, pontosságú és specifikus módszert, amennyiben a mintavételi tervet (minta-

szám és gyakoriság), a vizsgálatra szánt id�t, a technológiai folyamatokat és a mátrixok mód-

szerre gyakorolt hatását ismerjük.  
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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 ID, 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). 

DOI: 10.14267/phd.2014028



117

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 TaqMan 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 TaqMan 

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 106/ 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 TaqMan 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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10.2. MELLÉKLET 

Listeria monocytogenes mesterségesen fert�zött minták- KROMOGÉNES

M1. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és negatív kontroll minták eredményei 

kromogén szubsztrátot tartalmazó agar módszerrel (1. sorozat) 

Minták 
száma 

Pozitív minta 
COMPASS 
Listeria

módszerrel 

Pozitív minta 
HARLEQUIN 
L. módszerrel 

Pozitív minta 
ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
COMPASS 
Listeria 

módszerrel 

Negatív minta 
HARLEQUIN 
L. módszerrel 

Negatív 
minta 
ISO mód-
szerrel 

Darálthús 5 4 4 4 1 1 1 
Gy. f . 
zöldségek 

5 4 4 4 1 1 1 

Gy.f. 
tészta 

5 4 4 4 1 1 1 

Gy.f. 
sonka 

5 4 4 4 1 1 1 

Tej 5 4 4 4 1 1 1 
Salátak 5 4 4 4 1 1 1 
Összes 30 24 24 24 6 6 6 

M2. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és negatív kontroll minták eredményei 

kromogén szubsztrátot tartalmazó agar módszerrel (2. sorozat)  

Minták 
száma 

Pozitív minta 
COMPASS 
Listeria

módszerrel 

Pozitív minta 
HARLEQUIN 
L. módszerrel 

Pozitív 
minta 
Rapid’L 

mono

módszerrel 

Pozitív minta 
ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
COMPASS 
Listeria 

módszerrel 

Negatív minta 
HARLEQUIN 
L. módszerrel 

Negatív 
minta 
Rapid’L 

mono

módszerrel 

Negatív 
minta 
ISO mód-
szerrel 

Darálthús 5 4 4 4 4 1 1 1 1 
Tej 5 4 4 4 4 1 1 1 1 
Salátak 5 4 4 4 4 1 1 1 1 
Összes 15 12 12 12 12 3 3 3 3 

Salmonella mesterségesen fert�zött minták- VIDAS SLM 

M3. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és a negatív kontroll minta eredményei VIDAS 
SLM és ISO módszerrel  

Minták száma 
Pozitív minta 
VIDAS SLM 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszerrel 

Negatív minta 
VIDAS SLM 
módszerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 9 8 8 1 1 

Felvágott 9 8 8 1 1 

Tejtermék 9 8 8 1 1 

Saláták 9 8 8 1 1 

Összes 36 32 32 4 4 
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Salmonella mesterségesen fert�zött minták- VIDAS ICS2+SLM 

M4. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és a negatív kontroll minta eredményei  VIDAS 
ICS2+SLM és ISO módszerrel  

Minták száma 
Pozitív minta 
VIDAS 
ICS2+SLM 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO módszer-
rel 

Negatív min-
ta 
VIDAS 
ICS2+SLM 
módszerrel 

Negatív minta 
ISO módszerrel 

Darálthús 9 8 8 1 1 

Felvágott 9 8 8 1 1 

Tejtermék 9 8 8 1 1 

Saláták 9 8 8 1 1 

Összes 36 32 32 4 4 

Listeria monocytogenes mesterségesen fert�zött minták- VIDAS LMO2 

M5. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és negatív kontroll minták eredményei VIDAS 

LMO2 módszerrel (1. sorozat) 

Minták 
száma 

Pozitív minta 
VIDAS 
LMO2 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
VIDAS 
LMO2 
módszerrel 

Negatív 
minta 
ISO mód-
szerrel 

Darálthús 5 4 4 1 1 
Gy. f . 
zöldségek 

5 4 4 1 1 

Gy.f. 
tészta 

5 4 4 1 1 

Gy.f. 
sonka 

5 4 4 1 1 

Tej 5 4 4 1 1 
Salátak 5 4 4 1 1 
Összes 30 24 24 6 6 

M6. táblázat: Mesterségesen fert�zött minták és negatív kontroll minták eredményei VIDAS 

LMO2 módszerrel (2. sorozat) 

Minták 
száma 

Pozitív minta 
VIDAS 
LMO2 
módszerrel 

Pozitív minta 
ISO mód-
szerrel 

Negatív 
minta 
VIDAS 
LMO2 
módszerrel 

Negatív 
minta 
ISO mód-
szerrel 

Darálthús 5 4 4 1 1 
Tej 5 4 4 1 1 
Salátak 5 4 4 1 1 
Összes 15 12 12 3 3 
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M7. táblázat: Vizsgált csirke terméktípusok Salmonella fert�zöttsége tenyésztéses módszer-

rel vizsgálva

Termék Darab Pozitív Negatív Pozitív % Negatív %

nyak 14 10 4 71,43 28,57 

mellfilé 18 14 4 77,78 22,22 

fels�comb filé 6 4 2 66,66 33,34 

zúza 6 3 3 50 50 

far-hát 7 4 3 57,14 42,86 

máj szívvel 3 2 1 66,66 33,34 

fels�comb  11 7 4 63,63 36,37 

comb 16 9 7 56,25 43,75 

mell 13 8 5 61,54 38,46 

máj 17 11 6 64,70 35,30 

zsig. csirke 9 6 3 66,66 33,34 

grill 3 2 1 66,66 33,34 

szárny 12 9 3 75 25 

alsócomb 5 3 2 60 40 

csirke 1 1 0 100 0 

Összes 141 93 48 - - 

Pozitív és ne-
gatív minták 
aránya - 66% 34% 

- - 
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M8. táblázat: Salmonella kimutatása baromfi mintákból MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvány 

szerint, VIDAS ICS2-SLM módszerrel 

ISO Mód-
szer 

VIDAS 
ICS2-SLM 

Minta típusa Minta 
száma 

Pozitív VIDAS 
ICS2-
SLM 
  + 

VIDAS
ICS2-
SLM 

- 

Hamis  
pozitív 

Hamis nega-
tív 

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 zúza 6 3 3 3 0 0 

Csirke far-hát 7 4 4 3 0 0 

Csirke máj szívvel 3 2 2 1 0 0 

Csirke alsócomb 4 11 7 7 4 0 0 

Csirke comb 16 9 9 7 0 0 

Csirke mell  13 8 8 5 0 0 

Csirke máj 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 alsócomb 2 5 3 3 2 0 0 

Egész csirke 1 1 1 0 0 0 

Összes 141 93 93 48 0 0 
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M9. táblázat: Salmonella kimutatása baromfi mintákból MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvány 

szerint, TaqMan real-time PCR módszerrel

ISO Mód-
szer 

TaqMan real-time PCR

Minta típusa Minta 
száma 

Pozitiv PCR + PCR 
- 

Hamis 
pozitív 

Hamis s 
negatív 

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 zúza 6 3 3 3 0 0 

Csirke far-hát 7 4 4 3 0 0 

Csirke máj szívvel 3 2 2 1 0 0 

Csirke alsócomb 4 11 7 7 4 0 0 

Csirke comb 16 9 9 7 0 0 

Csirke mell  13 8 8 5 0 0 

Csirke máj 17 11 11 5 1 0 

Zsigerelt csirke 9 6 6 3 0 0 

Grill csirke 3 2 2 1 0 0 

Csirke szárny 12 9 9 3 0 0 

Csirke alsócomb 2 5 3 3 2 0 0 

Egész csirke 1 1 1 0 0 0 

Összes 141 93 93 47 1 0 
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M10. táblázat:  Salmonella kimutatása baromfi mintákból MSZ EN ISO 6579: 2006 szabvány 

szerint, Bax real-time PCR módszerrel 

ISO  
Módszer 

BAX real-time PCR

Minta típusa Minta 
száma 

Pozitív PCR  + PCR 
- 

Hamis 
pozitív 

Hamis nega-
tív 

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 zúza 6 3 3 3 0 0 

Csirke far-hát 7 4 4 3 0 0 

Csirke máj szívvel 3 2 2 1 0 0 

Csirke alsócomb 4 11 7 7 4 0 0 

Csirke comb 16 9 9 7 0 0 

Csirke mell  13 8 8 5 0 0 

Csirke máj 17 11 11 6 0 0 

Zsigerelt csirke 9 6 6 3 0 0 

Grill csirke 3 2 2 1 0 0 

Csirke szárny 12 9 9 3 0 0 

Csirke alsócomb 2 5 3 3 2 0 0 

Egész csirke 1 1 1 0 0 0 

Összes 141 93 93 48 0 0 
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