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1. BEVEZETES
Az elmult évek élelmiszer botranyai az élelmiszer-biztonsdg kérdéskorére iranyitottdk a
figyelmet. Az iddigényes, hagyomdnyos tenyésztéses eljarasokkal a patogének kimutatasi
id6tartama akar 5 vagy anndl tobb napot is igénybe vehet. Korokozok kimutatisara az elmult
idokben igen sokféle eljarast fejlesztettek ki a szabvanyos, hossza ¢és koltséges

munkafolyamatok roviditésére.

A korokozok kimutatasara az elmult idokben igen sokféle eljarast probaltak a szabvanyos,
hosszii és koltséges munkafolyamat roviditésére. A laboratoriumba keriild gyors
mikrobiologiai moddszerek bevezetéséhez Osszehasonlitdo vizsgalatok elvégzése sziikséges.
Ezen mérési eredmények alapjan kivalaszthatok a laboratorium optimalis mitkddéséhez
legmegfelelobb modszerek.

Az akkreditalt laboratoriumban hasznalt alternativ vizsgalati modszereket, a sajat kifejlesztési
modszereket, miikodési teriileten kiviil esé szabvanyos mddszereket, szabvanyos modszerek
kiegészitéseit, modositasait laboron beliil vagy nemzetkézi validalo szervezetek (AOAC,
AFNOR, MICROVAL) altal validalni kell. A validalo testiiletek altal nem vizsgalt matrixokra
iranyuld vizsgalatok a miikodési teriileten kiviili kategoéridba sorolandok, ezért ezeknél a

mintaknal is hdzon beliili validalast végeznek az MSZ EN ISO 16140 szabvanya szerint.

2. CELKITUZESEK

Célul thztem ki az élelmiszer-biztonsagi szempontbol fontos, leggyakrabban eléfordulo,
megbetegedést okozd baktériumok/fajok ¢€lelmiszerekbdl torténd kimutatasara szolgald
korszerli moédszerek Osszehasonlitd elemzését, és az ISO 16140 szabvany szerinti értékelését
abbdl a célbol, hogy rutin diagnosztikai laboratdriumi felhasznalas biztonsagat igazoljam.

Az alternativ mikrobiologiai mddszerek kivalasztasanal a megfeleld relativ érzékenység,
specifitds, pontossag értékek mellett matrix hatas eléforduldsat, a napi mintaszamot, a
rendelkezésre allo vizsgalati id6t, az automatizaltsagot, az adattarolds, az adatelemzés
lehetdségét, a szerviz gyorsasagat és végiil a vizsgalati koltséget is az elemzés targyava
kivanom tenni. Természetesen ezen szempontok mellett fontos kritérium volt, hogy a dolgozat
készités idejében milyen taptalajokhoz, miiszerekhez és reagensekhez lehetett hozzajutni

Magyarorszagon.



A megvalositas f6 1épései:

1. A rendelkezésiinkre 4ll6 korszeri gyorsmodszerekkel ¢és szabvanyos
modszerekkel kapott eredmények Osszehasonlitdsa élelmiszer eredetii
megbetegedést okozd Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157
¢és termotrof Campylobacter esetén.

Alkalmazott alternativ mikrobioldgiai diagnosztikai médszerek:

- Kromogén szubsztratot tartalmazé taptalajok

- Immunologiai vizsgalati médszerek

- Molekuléris mikrobioldgiai vizsgélati modszerek (real-time PCR)

2. Az alternativ  diagnosztikai moddszerek  teljesitmény jellemzdinek
Osszehasonlitisa a nemzetkdzi szervezetek altal mért adatokkal, és
meghatarozdsa az attdl eltérd matrixok esetén az MSZ EN ISO 16140
szabvanya alapjan.

3. Az élelmiszermatrix hatdsanak elemzése a kiillonboz6 vizsgalati modszerekre.

4. Dusitasok vezetésének optimalizalasa.

5. Vizsgélati modszerkivalasztas, kiilonds tekintettel a vizsgalati idGtartamra.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgélati anyagok:

Munkéam soran mesterségesen fertdzott és természetes (rutin mintakbol valogatott) mintakat
hasznaltam. A vizsgalatokhoz felhasznalt mikroorganizmusok a FoodMicro Kft.

Mikrobiologiai Laboratériuménak és a Torindi Egyetem torzsgylijteménybdl szarmaztak.

Salmonella vizsgalatoknal a korszerl 0j differenciald taptalajok és immunoldgiai modszerek
esetén Osszesen 85 természetesen fert6zddott és 36 mesterségesen fertdzott mintat hasznaltam
a kisérletek elvégzéséhez. A mesterségesen fertézott mintakhoz teszt torzseket alkalmaztam.
A felhasznalt élelmiszer matrixok daralthus, felvagott, tejtermék ¢€s salatak voltak.

A real-time PCR moddszerrel végzett vizsgalatok esetén nyershus, felvagott, csokoladé,
fiiszer, kornyezeti minta, takarmany matrixokat vizsgaltam. Real — time PCR vizsgalatok
esetén 1445 darab rutin laboratoriumi mintat vizsgaltam meg, a matrixok nyershus, felvagott,

csokoladé, fiiszer, kornyezeti minta, takarmany (hézi kedvencek szamara) mintak voltak.



Listeria monocytogenes vizsgalatoknal a korszerii uj differencialé taptalajok és immunologiai
modszerek esetén Osszesen 147 természetesen fert6zodott és termékcsoportonként 4 db
mesterségesen fertézott és 1 db kontroll mintat hasznaltam a kisérletek elvégzéséhez. A
vizsgalati matrixok daralthus, salata, tej, gyorsfagyasztott zoldségek, gyorsfagyasztott sonka,
gyorsfagyasztott tészta voltak.

E. coli O157 vizsgéalatoknal immunologiai modszerek és real-time PCR modszer esetén
Osszesen 47 lizemi teriileten vett higiéniai mintat és 3 mesterségesen fert6zott daralthtis mintat
hasznaltam a kisérletek elvégzéséhez.

Campylobacter vizsgalatoknal hagyomanyos ¢és qPCR moddszer esetén Osszesen 40 db
kereskedelembdl szarmazo, hutott, darabolt baromfi mintat hasznaltam a kisérletek
elvégzéséhez. A mintak vizsgalatat t=0, t=6, t=24 és t=48 ora elteltével végeztem el. A négy

dusitoban €s a Ringer oldatban meghataroztam kalibracios gorbéket.

Vizsgalati modszerek:

Vizsgalataimhoz a rendelkezésemre 4ll6 korszeri gyorsmodszereket ¢és szabvanyos
modszereket hasznaltam Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157 és termotrof
Campylobacter spp. ¢élelmiszer eredeti megbetegedést okozo baktériumok kimutatasara. Az
alkalmazott alternativ mikrobiologiai diagnosztikai modszerek a kovetkezok voltak:

-Uj korszerti differencialé agarok (Kromogén szubsztrat tartalmu taptalajok: Harlequin
Salmonella ABC, SM2 1D, Compass Salmonella, Harlequin Listeria Agar, RAPID’L. Mono,
Compass Listeria Agar, Harlequin™ SMAC-BCIG, Brilliance Campy Count Agar).
-Immunologiai vizsgalati moédszerek (VIDAS ICS2-SLM, VIDAS LMO2, VIDAS UP E. coli
O157:H7).

-Molekularis mikrobioldgiai vizsgalati modszerek (real-time PCR TaqMan Salmonella
enterica Detection Kit (ABI), BAX® System PCR Assay (DuPont Qualicon) és egy

Campylobacter kimutatasara €s szamanak meghatarozasara fejlesztett gJPCR modszer).

Elvégeztem a négy leggyakrabban eléforduld élelmiszer eredetli koérokozo (Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, E. coli O157 ¢és Campylobacter jejuni) kimutatdsara szolgalo
alternativ gyorsmodszerek (kromogén szubsztrat tartalmu agar, VIDAS, real-time PCR) és
hagyomdnyos modszerek Osszehasonlitd vizsgalatait. Meghatdroztam az egyes patogének
kimutatasara alkalmas moddszerek teljesitmény jellemzdit az MSZ EN ISO 16140 szabvany

alapjan (relativ pontossag, relativ specifikussag ¢és relativ érzékenység). A nemzetkozi



validalo testiiletek eredményeivel vald Osszehasonlitds soran megallapitottam, hogy a
validalasokhoz alkalmazott élelmiszer matrixok nem o6lelnek fel minden élelmiszer fajtat,
amelyek egy rutin laboratériumban eléfordulnak. Az adott modszer teljesitmény jellemzoit

ezektdl eltéréd matrixok esetében is meghataroztam.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. Kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal végzett vizsgalatok eredményei
4.1.1. Salmonella vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal

A COMPASS Salmonella és az SM2 taptalajokon mért relativ pontossag, relativ specifitas €s
relativ érzékenység értékek 100% -os egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel.
A HARLEQUIN Salmonella taptalajon kapott eredmények 100%-os relativ érzékenységet a
99,2%-o0s relativ pontossagot és 98,6%-o0s relativ specifitdst mutatnak a referencia modszer
eredményeivel Osszehasonlitva. A COMPASS Salmonella és SM2 taptalajok esetén nem
tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket. A COMPASS Salmonella-
ra vonatkozdéan az AFNOR nemzetk6zi validalasi adatok relativ pontossag (97%), relativ
specifitds (96,9%) ¢és relativ érzékenység (97,1%) tekintetében alacsonyabb értékeket
mutatnak. A HARLEQUIN Salmonella taptalajjal végzett vizsgéalatoknal egy esetben hamis
pozitiv eredményt kaptam daralthus minta vizsgalatakor a kromogén szubsztratot tartamazo

taptalajon, amelyet a biokémiai és szeroldgiai tesztek nem igazoltak.

4.1.2. Listeria monocytogenes vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal

A Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a RAPID'L.Mono™ taptalajjal végzett
vizsgalatok esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket.

Vizsgalataim alapjan megallapithatd, hogy a Harlequin™ Listeria, COMPASS Listeria és a
RAPID'L.Mono™ taptalajokkal mért eredmények 100%-o0s egyezést mutatnak a referencia
modszer eredményeivel. A COMPASS Listeria Agarra vonatkozéan az AFNOR nemzetkozi
validéléasi adatok relativ pontossag (97,3%), relativ specifitds (98,9%) és relativ érzékenység
(95,6%) tekintetében alacsonyabb értékeket mutatnak. A RAPID'L.Mono™ Agarra
vonatkozoan az AFNOR nemzetk6zi validalasi adatok relativ pontossag (98,6%), relativ
specifitas (97,9%) ¢€s relativ érzékenység (99,2%) tekintetében szintén alacsonyabb értékeket

mutatnak.



4.2. Immunoldgiai modszerrel végzett vizsgalatok eredményei
4.2.1. Salmonella vizsgalata VIDAS modszerrel

Megallapithato, hogy a VIDAS SLM, és VIDAS ICS2+SLM moddszerekkel mért eredmények
100% egyezést mutatnak a referencia modszer eredményeivel.

A VIDAS ICS2+SLM modszerrel 99,2% relativ pontossag, 98,6% relativ specifitas és 100%
relativ érzékenység értékeket kaptam. A VIDAS SLM modszer esetén nem tapasztaltam sem
hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket. A VIDAS ICS2+SLM modszerrel végzett
vizsgalatokndl egy esetben hamis pozitiv eredményt kaptam daralthiis minta vizsgélatakor,
amelyet biokémiai és szeroldgiai tesztek nem igazoltak. A VIDAS ICS2+SLM modszerre
vonatkozdéan az AFNOR nemzetkozi validalasi adatok relativ pontossag (97,4%) és relativ
érzékenység (95,5%) tekintetében alacsonyabb, relativ specifitds (99,4%) tekintetében

magasabb értékeket mutatnak.

4.2.2. Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS maddszerrel

A VIDAS LMO2 moddszerrel mért eredmények 100%-0s egyezést mutatnak a referencia
modszer eredményeivel. A VIDAS LMO2 modszerrel végzett vizsgalatok esetén nem
tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket. A VIDAS LMO2
modszerre vonatkozoan az AFNOR nemzetkdzi validalasi adatok relativ pontossag (97,6%),
relativ specifitas (98,3%) ¢€s relativ érzé¢kenység (96,7%) tekintetében alacsonyabb értékeket

mutatnak.

4.2.3. E. coli O157 vizsgalata VIDAS modszerrel

Megallapithat6, hogy a VIDAS UP moddszerrel mért eredmények nagyon jo egyezést
mutatnak a referencia modszer eredményeivel. A VIDAS UP modszerrel végzett vizsgalatok
esetén nem tapasztaltam sem hamis pozitiv sem hamis negativ eredményeket. A VIDAS UP
modszerre vonatkozoan az AFNOR nemzetkdzi validalasi adatok relativ pontossag (98,4%),
relativ specifitds (96,9%) és relativ érzékenység (97,4%) tekintetében alacsonyabb értékeket

mutatnak.



4.3. Molekularis vizsgalati modszerek
4.3.1. Salmonella vizsgalata real-time PCR modszerrel (ABI)

Vizsgalataim apjan megallapithatd, hogy a real-time PCR modszerrel mért eredmények a
fliszer mintdk kivételével eltérést mutatnak a referencia mddszer eredményeihez képest.
Minden megvizsgalt mintacsoportnal a feltételesen pozitiv mintdkat szabvanyos modszerrel
vizsgaltam tovabb. Nyershus mintdknal 10, fliszerezett husok esetén 4, felvagott mintaknal 2,
takarmany mintdk esetén 12, kornyezeti mintdknal 11 és zOldség-gylimolcs esetében 2
mintanal tapasztaltam hamis pozitiv eredményt. Hamis negativ eredményt egyetlen minta
esetén sem figyeltem meg. A real-time PCR mddszerre vonatkozéan az AFNOR nemzetkozi
validalasi adatok relativ pontossag, relativ specifitds €s relativ érzékenység tekintetében
magasabb értékeket mutatnak, kivéve takarmany mintak esetén, ahol a relativ érzékenység

adatok alacsonyabbak.

4.3.2. E. coli O157 vizsgalata real-time PCR modszerrel (ABI)

A real-time PCR modszerrel mért eredmények 100%-o0s egyezést mutatnak a referencia
modszer eredményeivel. Az E. coli O157 real-time PCR-rel végzett vizsgalatakor nem

tapasztaltam sem hamis pozitiv, sem hamis negativ eredményeket.

4.4. Matrix hatas elemzés

Matrix hatds elemzést végeztem ¢és magallapitottam azokat a tényezdket, amelyek
akadalyozzak az altalam hasznalt alternativ mikrobiologiai modszerekkel vizsgalt patogének
biztonsagos kimutathatosagat. Vizsgalataim azt mutattdk, hogy az alternativ gyors
modszerekkel végzett vizsgalatok dsszehasonlité eredményei relativ pontossag és specifitas
adatok tekintetében matrixonként eltérést mutatnak. Ennek okat keresve megallapitottam,
hogy a fliszerezett husok, csokoladé, takarmany, kornyezeti mintdk, 6nocianint és antocianint
tartalmaz6 gylimolcsok befolyasoljak a patogének real-time PCR gyorsmodszerekkel torténd
biztonsagos kimutatasat. A gyors modszereknél igazolt matrix hatadsok mellett fény deriilt a
standard modszer hibdira is. A hagyomanyos moddszerrel is mérhetd hamis negativ eredmény,
ennek oka az elddusitds nem megfeleld vezetése és/vagy a kisérd mikrobiota zavard hatasa

volt.



4.5. Dusitasok vezetésének optimalizalasa

Meghataroztam az alternativ vizsgalati modszerek kimutatasi hatarat, amelyet alapul véve
optimalizaltam a dusitasi eljarasokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példan keresztiil
mutattam be a dusitasok vezetésének korlatait. A szelektiv dusitok egyes dsszetevoi gatoljak a
Campylobacter spp. szaporodasat, ezért 0sszehasonlitottam Campylobacter spp. dusitdsara
alkalmas négy szelektiv dusitd oldatot. A kapott eredmények alapjan a qPCR vizsgélatoknal a
vérrel kiegészitett Bolton dusito bizonyult legtobb esetben pozitivnak.

Megallapitottam, hogy a qPCR moédszer alkalmasabb Campylobacter fajok kimutatasara. A
tenyésztéses vizsgalati modszerek informacié veszteséget okoznak, mert ugyan a
Campylobacter spp. kimutatasara megfelelnek, de a leggyakrabban problémat okozo patogén
Campylobacter jejuni faj elkiilonitésére nem alkalmazhatok. Az alkalmazott qPCR
modszerrel a Campylobacter spp. €s Campylobacter jejuni faj egy idében kimutathato.

Kisérletet tettem a mintakb6l qPCR modszerrel torténd mennyiségi meghatarozasra is.
4.6. Vizsgalati modszer kivalasztasa, kiilonos tekintettel a vizsgalati idotartamra

Vizsgalataim alapjan a TagMan Salmonella enterica real-time PCR Kit (ABI) bizonyult a
leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgalatakor alkalmazott VIDAS ICS2-SLM és BAX
modszerrel szemben. igy az ajanlott Salmonella vizsgalati modszer baromfi esetén a TagMan
Salmonella vizsgélat, amely alkalmas 24 oran beliili eredménykdzlésre, amellyel lehetévé
valt, hogy a baromfira eldirt hatarértékeknek valé megfelelés valamennyi paraméterét
(Salmonella spp., S. aureus, E. coli, mikrobaszam) 24 6ra elteltével jelezziik.

Vizsgalataimmal alatdmasztottam, hogy a friss baromfi husok mikrobiologiai allapota 24 6ran
beliil megallapithaté az alkalmazott korszerti, gyors mikrobioldgiai eljarasokkal, lehetdvé téve

a forgalomba kertilés el6tti gyors mindsitést.

A harom kiilonb6z6 elven miikddo eljarast 6sszehasonlitva megallapithato:

- A kromogén szubszrtatot tartalmazo taptalajok specifitdsa megfeleld, vizudlis értékelésiik
egyszeriibb a hagyomanyos modszereknél és gyors eredményt adnak. Hatranyuk, hogy
esetenként megtévesztik az enzimes keresztreakciok miatt az értékelést végzé mikrobiologust.
- A VIDAS technologia gyors, automatizalt eljaras ¢s egy idében két féle mikroorganizmus
kimutatasara is alkalmas. Hatranya, hogy ha a disitoban a 10°/ml sejtstirliséget nem érjiik el,

hamis negativ eredményt kaphatunk, tovabba vizsgalo kapacitasa limitalt.



- A real-time PCR vizsgalatok eldnye, hogy kimutatdsi hatara alacsony, a vizsgalati 1d6 a
legrovidebb. Az ABI real-time PCR moddszer hatranya, hogy a mintaban 1évd holt sejtek is
kimutathatdk, igy gyakrabban kapunk hamis pozitiv eredményt, tovabba igen gyakori az
¢lelmiszer matrix okozta inhibicio.

A BAX rendszer esetében kevesebb a hamis pozitiv eredmény valoszinlisége az utoddusitasi
1épés miatt, viszont iddigényesebb. A BAX rendszer olyan mintak vizsgalatara alkalmas, ahol
a minta jellege nagy mértékli szennyezddésre, vagy inhibicio lehetdségére utal, illetve ahol a
nagyobb hamis pozitivitds €s az inhibici6 kizarasa nagyobb gazdasagi érdek, mint a 8 draval
rovidebb vizsgalati id6. Amennyiben nagyobb szamu holt sejt eléforduldsa és inhibicios
veszély nem varhatod, a leggyorsabb eredmény TagMan Salmonella enterica Kit (ABI)
alkalmazéasaval nyerhet6. Mindkét moddszerre igaz, hogy hamis negativ eredményt nem

kaptunk veliik, ami élelmiszerbiztonsagi szempontb6l megnyugtato.

A megbizhatd modszerek kozott természetesen az automatizalas, adattarolds, adatelemzés
lehetOsége, a miszerek javitasanak gyorsasaga, a fejlesztések, modositasok, Ujitdsok gyors
bevezetése ¢és végiil, de nem utolsé sorban a vizsgalati koltség a végsé meghatarozo. A
miszeres vizsgdlatokat magas beszerzési és olcsd lizemeltetési koltség jellemzi, ezért ezek
csak teljes kihaszndlds mellett gazdasagosak. A miiszert nem igénylé megoldasok

anyagkoltsége a magasabb.

5. JAVASLATOK
Salmonella vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal:
Eredményeim alapjan az MSZ EN ISO 6579 szabvany szerinti masodik valaszthato
taptalajnak mindharom (COMPASS Salmonella, SM2 és HARLEQUIN Salmonella Agar)

taptalaj megfelelden hasznalhato.

Listeria monocytogenes vizsgalata kromogén szubsztrat tartalmu taptalajokkal:

Az Osszehasonlitd elemzéseim azt mutattdk, hogy Listeria monocytogenes vizsgalatakor a
kromogén szubsztratot tartalmazd tapagarok MSZ EN ISO 16140 szabvanyban szerepld
paraméterei a referencia modszerhez viszonyitva 100% -ban megegyeztek, igy valamennyit
javaslom masodik taptalajnak. A RAPID ’L. Mono Agar szelektivebb, konnyebben
értékelhetd, de a koltsége ennek a taptalajnak a legnagyobb.



Salmonella vizsgalata VIDAS maodszerrel:

Az altalam végzett vizsgalatokbol is az deriilt ki, hogy a VIDAS SLM alkalmasabb a
Salmonella fajok kimutatadsara, mint a VIDAS ICS2-SLM. Ennek oka lehet, hogy a rovid
ideig tart6 M-levesben torténd dusitds sordn a Salmonella-k nem tudnak kelld mértékben
elszaporodni. Ha az M-levesben nem érjiik el a kimutatishoz sziikséges 5-10°-10° sejt/ml
sejtstiriséget a VIDAS ICS2-SLM modszerrel negativ eredményt kapunk. Ez az alternativ

gyors eljaras sikeresen alkalmazhat6 a baromfi vagohidak élelmiszer-biztonsagi ellendrzésére.

Listeria monocytogenes vizsgalata VIDAS modszerrel:
Hamis negativ eredményeket nem tapasztaltunk, ami ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol
nagyon jelentds. Az eredmények alapjan ezt a modszert vezettiik be laboratériumunkba rutin

vizsgalatok céljara.

E. coli O157 vizsgalata VIDAS mddszerrel:

Vizsgalataim soran a természetesen fert6z0dott kornyezeti és husmintdkban nem mértem
pozitiv E. coli O157 eredményeket. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban az MSZ EN ISO
16140 szabvany alapjan meghatarozott teljesitmény jellemzd értékei jelentds eltéréseket
mutatnak, valésziniileg a mintdk, a mintavétel (tipusa, helye, kezdeti bakterialis fertdzottség
foka), a kornyezeti tényezOk, a szezonalitas €s a kimutatasi moddszerek kiilonbségébdl
adédoan. Az alacsony eléfordulas ellenére a mikrobacsoport monitorozasa javasolt, mivel a

mortalitasa nagy.

Salmonella vizsgalata real-time PCR maddszerrel:

A szabvanyos ,,gold standard” modszerrel 6sszehasonlitva a real-time PCR moddszerrel tobb
Samonella pozitiv eredményt kaptam.

Ennek oka valdszintileg a holt Salmonella sejtek detektalasanak kdszonhetd. Ez a jelenség a
nyers, marinalt huas, kornyezeti, és takarmany mintaknal volt jelentds. A fiiszerek
antibakteridlis hatasa miatt vagy az ¢élelmiszeripari feldolgozd miiveletek soran a
szalmonelldk egy része sériil, vagy teljesen elpusztul.

A takarmany ¢és higiéniai mintak jellege is okot adhat a hamis pozitiv mintak detektalasara.
Az ¢letképes szalmonelldk magas homérsékleten vagy vegyszeres kezeléshatasara ugyan
elpusztulnak, viszont a holt sejtek nagy szamban jelen lehetnek a mintakban. A holt sejtek
kimutatdsa kovetkeztetni enged a nyersanyagok feldolgozéas el6tti higiéniai allapotara.

Eredményeink alapjan a rutin takarmany vizsgéalatokra a BAX rendszert allitottuk be.



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

E. coli 0157 vizsgalata real-time PCR modszerrel

A hagyomanyos eljarasokkal kimutathatatlan, szaporodni képtelen, de a mintaban jelen 1évo
E. coli O157:H7 szerotipus kimutatdsdra a real-time PCR a tenyésztéses modszernél
alkalmasabb. Kiilondsen javasolt e modszer bevezetése a hagyomanyos modszer
bizonytalansaga ¢és a patogén E. coli csoportok vizsgalata irdnti megnovekedett igény miatt.

2013-t6l az Eurdpai Unio Rendelete is ezt a mddszert javasolja.

A nagyszamu vizsgalati eredmény alapjan megallapithat6, hogy a felhasznalt, kereskedelmi
forgalomban kaphatdé kimutatdsi modszerek koziil nagy biztonsaggal lehet valasztani
megfeleld érzékenységli, pontossagu ¢és specifikus modszert, amennyiben a mintavételi tervet
(mintaszam ¢€s gyakorisag), a vizsgalatra szant idot, a technoldgiai folyamatokat €s a matrixok

modszerre gyakorolt hatasat ismerjiik.

6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Meghataroztam az egyes patogének kimutatasara alkalmas modszerek teljesitmény
jellemzoit az MSZ EN ISO 16140 szabvanya alapjan (relativ pontossag, relativ
specifikussag és relativ érzékenység). A rutin vizsgalatoknal nagyon fontos a lehetd
legrovidebb 1d6 alatt kiadott megbizhat6é eredmény. A nemzetkozi validalo testiiletek
bizonyos ¢élelmiszer matrixokra validalnak, de ezek nem o6lelnek fel minden élelmiszer
fajtat, amelyek egy rutin laboratdériumban eléfordulnak. Az adott modszer teljesitmény
jellemz6it mar validalt modszerek mellett a hidnyz6 matrixok esetében is

meghataroztam.



2. Matrix hatds elemzést végeztem és magallapitottam azokat a tényezdket, amelyek
akadalyozzak az altalam hasznalt alternativ mikrobioldgiai modszerekkel vizsgalt
patogének biztonsagos kimutathatosagat. Vizsgalataim azt mutattak, hogy az alternativ
gyors modszerekkel végzett vizsgalatok Osszehasonlitd eredményei relativ pontossag
¢s specifitas adatok tekintetében matrixonként eltérést mutatnak. Ennek okat keresve
megallapitottam, a fiiszerezett husok, csokolddé, takarmany, kornyezeti mintak,
onocianint és antocianint tartalmaz6 gylimolcsok befolyasoljak a patogének real-time
PCR gyorsmodszerekkel torténd biztonsdgos kimutatdsat. A gyors modszereknél
igazolt matrix hatasok mellett fény deriilt a standard moddszer hibaira is. A
hagyomanyos modszerrel is mérhetd hamis negativ eredmény, ennek oka az elédusitas
nem megfeleld vezetése és/vagy a kiséré mikrobiota zavard hatdsa volt. Javaslatot
tettem a matrix hatas kikiiszobolésére.

3. Meghataroztam az alternativ vizsgalati modszerek kimutatasi hatarat, amelyet alapul
véve optimalizaltam a dusitasi eljarasokat. Dolgozatomban egy kampilobakter példan
keresztiil mutattam be a dusitdsok vezetésének korlatait. A szelektiv dusitok egyes
Osszetevoi gatoljadk a Campylobacter spp. szaporoddsét, ezért Osszehasonlitottam
Campylobacter spp. dusitasara alkalmas négy szelektiv dusité oldatot. A kapott
eredmények alapjan a qPCR vizsgéalatokndl a vérrel kiegészitett Bolton dusito
bizonyult legtobb esetben pozitivnak.

4. Megallapitottam, hogy a qPCR modszer alkalmasabb Campylobacter fajok
kimutatasara. A tenyésztéses vizsgalati mdodszerek informacid veszteséget okoznak,
mert ugyan a Campylobacter spp. kimutatdsara megfelelnek, de a leggyakrabban
problémat okozo patogén Campylobacter jejuni faj elkiilonitésére nem alkalmazhato.
Az alkalmazott qPCR modszerrel a Campylobacter spp. és Campylobacter jejuni faj
egy idében kimutathato.



5. Vizsgélataim alapjan a TagMan Salmonella enterica real-time PCR Kit (ABI)
bizonyult a leggyorsabbnak a baromfi termékek vizsgalatakor alkalmazott VIDAS
ICS2-SLM és BAX modszerrel szemben. Igy az ajanlott Salmonella vizsgélati
modszer baromfi esetén a TagMan Salmonella vizsgélat, amely alkalmas 24 oran
beliilli eredménykozlésre, amellyel lehetdvé valik, hogy a baromfira -eldirt
hatarértékeknek valdo megfelelés valamennyi paraméterét (Salmonella spp., S. aureus,
E. coli, mikrobaszam) 24 ora elteltével jelezziik. Vizsgéalataimmal aldtdmasztottam,
hogy a friss baromfi hiisok mikrobioldgiai allapota 24 6ran beliill megallapithatd az
alkalmazott korszerti, gyors mikrobioldgiai eljarasokkal, lehetdove téve a forgalomba

keriilés elotti gyors mindsitést.
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