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ELELMISZEREK SALMONELLA VIZSGALATAINAK UJABB
MODSZEREI 1.

‘ 1. A SZALMONELLA VIZSGALAT JELENTOSEGE I

A korokozd  szalmonelldk  kimutatisa  az  ¢élelmiszerekbdl  az
¢lelmiszermikrobiologiai legjelentdsebb feladata. A vizsgalatok jelentOségét,
fontossagdt mi sem bizonyitja jobban, mint hogy nemzetk6zi ¢€s hazai
viszonylatban is az elmult évtizedekben évrél évre novekszik a
szalmonelldzisban megbetegedettek szdma. Tomeges €élelmiszer eldallitas esetén
kiilonosen nagy gondot kell forditani a fogyasztdé érdekében arra, hogy
szalmonella ne forduljon eld a termékben.

A WHO becslése szerint fejlett ipari orszagokban is a lakossadg 5-10 %-a, mas
becslések szerint 15%-a szenved évente €lelmiszer-fogyasztassal dsszefliggésbe
hozhat6 megbetegedés tiineteiben.

A mikrobiolédgiai eredetli esemeények korokozo szerinti megoszlasat vizsgalva
megallapithatd, hogy koroki tényezoként a szalmonelldk allnak az elsd helyen,
ezen beliil is a S.enteritidis abszolut tulsulya jellemzd. Magyarorszagon is.

2. EDESIPARI VONATKOZASOK I

Az édesipari termékek tobbsége alacsony vizaktivitisa €s magas zsirtartalma
kovetkeztében nem kedvez a benne 1évé mikroorganizmusok tobbsége
szaporodasanak, igy a szalmonelldknak sem. A hetvenes évekig nem is igen
foglalkoztak az édesipari mikrobiologusok csak a termékek mindségét
befolyasolo (€lesztd- és penészgombdk), valamint a gyartashigiéniat jelzo (aerob
mikroba ¢és koliform ) mikroorganizmusokkal.

Csokoladé okozta szalmonellozist 1970-ig nem is regisztraltak. Ezutan tobb eset
is el6fordult. Edesipari termékek gyartasara felhasznalt, S.durham-mal
szennyezett kakaopor volt a forrdsa 110 ember megbetegedésének
Svédorszagban 1972-ben. Kanadaban ¢és USA-ban 200, harom ¢év koriili
gyermek betegedett meg S.eastbourne-val fert6zott csokoladétol. A fert6zés a
tiszta ¢és piszkos Ovezet nem megfeleld szeparalasabol  adodo
keresztszennyezOddésnek volt koszonhetd.

Anglidban 1982-83-ban 245, {bleg gyermek betegedett meg S.napoli-t
tartalmazo6 olasz csokoladétol. A fertdzés forrdsa a fert6zott hiitdviz volt.




1986-ban két csokoladé okozta fertdzés volt, ami az aktualitast igazolja.
Kanadéaban el6fordulé néhany eset Belgiumbol szdrmazd, S.nima-t tartalmazo
csokoladé érmékre volt visszavezethetd.

S.typhimurium-mal ferté6zott csokoladétol tobb mint 300 gyerek betegedett meg.
Epidemiolégiai vizsgalatok igazoltak ezen torzsek madaraktol valo eredetét.

A fenti jelenségek magyarazata az, hogy

- a csokoladéban 1évd szalmonelldk nagyon hosszll ideig életképesek
maradnak, akar néhany évig is, tovabba nagyon nagy hdrezisztenciat mutatnak,
amely az alacsony vizaktivitas és a zsir védohatasanak koOszonhetd. A
csokoladébdl izolalt S.anatum-ot taldltdk a leghdrezisztensebbnek. Bar a
homérséklet eléri a 70-80°C-ot a finomitas, konsolas alatt, de nem sériil a
szalmonella sejt.

-az infektiv dozis igen alacsony, a S.napoli esetében 1,6 sejt/g , S.
castbourne esetében 0,2-1,0 sejt/g , mig S.nima esetében 0,005-0,025 sejt/g
volt. Az igen alacsony infektiv dozis a gyomorban vald révid tartozkodasnak
(gyors felszivodas), tovabba a zsir gyomorsavval szembeni védO hatasanak a
kovetkezménye.

-a csokoladé gyartas soran mikrobadld technologiai miiveletek nincsenek,
igy az alapanyagok ¢és a kornyezet higiéniai allapota hatarozza meg a
késztermek biztonsagat.

A kakao-, csokoladé- és édesipari feldolgozasra vonatkozo HACCP rendszert
mind az ICMSF (1988), mind az IOCCC (1991) targyalja. Mindkét anyag
leszogezi, hogy élelmiszerbiztonsagi szempontbdl a Salmonella jelentés az
¢desipari termékekben

A kiilonbozé élelmiszer eldallitok ¢€lelmezésegészségligyl eldirdsaikban
tételenként 10, 15, 30, s6t 60 elemi mintabdl irjdk el a  szalmonella
mentességet. 60 elemi minta (1500 g) negativ eredménye esetén 95 %-0S
biztonsaggal allithatjuk, hogy a tételbdl kivett 500 g minta eredménye negativ
lesz, 30 elemi minta esetén 250 g-r6l, 15 elemi minta esetén 125g-rdl és 10
elemi minta esetén 80 g-rdl allithatjuk ugyanezt.

Mas szoval, ha 95 %-os biztonsaggal akarjuk a termékiinket gyartani 10
mintaelemes eldiras esetén, akkor 30 mintaelemes belso ellendrzést kell végezni.
E szigoru hatarértékek metodikai szempontbol is 1) kihivast jelentenek a
mikrobioldgusok szadmadra.

‘ 3. A KLASSZIKUS SZALMONELLA VIZSGALAT ESZKOZ ES IDOIGENYE I

Az ¢lelmiszerekbdl valo szalmonella vizsgalatok jelenleg tobb 1épcsOben
torténnek, amelynek els6 részében az altalaban kis szamban el6fordulo
szalmonellat a kisérd baktériumflora visszaszoritdsa mellett dusitjak, masodik
részben a duasitobol vald kimutatdsa €s azonositdsa torténik biokémiai és




szerologiai vizsgalatokkal. Az ¢lelmiszer fajtajatol, a kiséréflora varhatd
nagysagatol fliggden a szalmonella vizsgalat 3-5 napig tart. Az MSZ EN ISO
12824:1999 "Horizontalis modszer szalmonellak kimutatasara" szabvany
szerinti munkaféazisokat az 1. dbra szemlélteti.

A vizsgalat hosszadalmassdga gyorsan romlo ¢élelmiszereknél, szlikos
raktarozasi koriilmények esetén és szoros szallitasi hataridoknél problémat okoz:
a sokféle tenyésztési miivelet és taptalaj hasznalata a vizsgéald laboratorium
szdmara jelent nehézséget. A vizsgalatokhoz tizféle taptalajra, mintanként 8-10
Petri csészére, 10-20 biokémiai sorra (30-60 csébe fejtett taptalaj), 10-15
agglutinaciora van sziikség. Ennyi edény mosogatasa, sterilezése,
taptalajkészités és adagolas, leoltas, tenyésztés, értékelés és utosterilezés mar
felsorolva is sok 1d6t jelent.

Végeredményben a Salmonella negativ minta esetében is jelentds szadmu
megerdsitd vizsgalat elvégzésére van sziikség, mivel a tenyésztés sokszor nem
eredményez konnyen azonosithatd telepeket, mert ez fiigg pl. a Gram negativ
kisérd flora behatasatol is pl. Proteus. Az alkalmazott gatloanyagok jelenléte is
akadalyozza a vizsgalando mikroorganizmusok idealis fejlodesét.

A biralat nagy gyakorlatot igényel. Ennek kovetkeztében el6fordulhat téves
negativ eredmény is, vagy tilzottan megnd az azonositd vizsgalatok szama.

4. TENDENCIAK A SZALMONELLA VIZSGALATOK TERULETEN

Az el0z0 fejezetben ismertetett adatok alapjan nem véletlen, hogy a szalmonella
vizsgalatok teriiletén az elmult idékben igen sokféle eljarast probaltak e hossza
¢s koltséges munkafolyamat csokkentésére.

A modszerfejlesztés {0 iranyai:

o A Kklasszikus vizsgéalatok gyorsitasa vagy egyszeriisitése 0j szelektiv és
differenciald6 kromogén taptalajok kifejlesztése, elddusitasi ¢€s dusitési
eljarasok modositéasa.

o A dusitok szelektivitdsanak novelése és miiszeres méréssel valdo kombinalasa
pl. konduktancia mérés.

e DNS vizsgalati modszerek bevezetése

e Immunologiai vizsgalatok (FIA, RIA, ELISA, ELFA) alkalmazasa

e Mindezen modszerek tovabbi gyorsitasa a kimutatashoz sziikséges sejtszam
koncentralassal valo elérésével, akar kozvetleniil az élelmiszerbdl is.

Ebben a cikkben a klasszikus vizsgalati modszerekkel elérhetd eredményekrol
szamolunk be, a kovetkezd cikkekben pedig az immunologiai, molekularis
biologiai, és konduktometria mérésen alapulé miiszeres vizsgalatokkal elért
eredményeinkrol.



5. DUSITASI ES ELODUSITASI MODSZEREK MEGVALASZTASANAK JELENTOSEGE

Az utobbi évtizedben szamtalan Uj szalmonella diagnosztikai eljaras jelent meg
az ¢lelmiszer-mikrobioldégidban. A vizsgald céljdnak megfeleld6 moddszer
megvalasztdsaval, a modszerek 0Osszehasonlitdsdval szdmtalan tanulmany
foglalkozik. Ugyanakkor joval kisebb hangstlyt fektetnek a szinte valamennyi
kimutatdsi modszer alapjat képezO, a kimutatisi hatar elérését szolgald
elédusitasi és dusitasi eljardsokra. Pedig az ) miiszeres modszerek egyike sem
nélkiilézheti a megeldzd disitasi eljarasokat.

A Salmonella vizsgalati mddszerek kimutatdsi hatdra elérésének optimalizalasa
szamos tényez6 - példaul az élelmiszer Osszetevdi, a varhato kisérdflora, a
karosodott sejtek jelenléte, valamint a duasitast kovetd 1épések szelektivitasa -
miatt egyarant fontos. Mindezek az igények a klasszikus moddszerek
yjragondolasat is megkovetelik, egyrészt a tulzott egységesités ISO 6579
hibainak kikiiszobolésére, de ugyanakkor a benniik rejld Uj lehetdségek
feltarasara is.

Vizsgalataink elsd fazisdban az elddasitasok és dusitdsok modszereinek
elemzését vegeztiik el a kimutatasi modszerek fliggvényeben.

5.14z élelmiszermdtrix, _a__mikrookologiai _kornyezet és _a__tartositoipari
technologia hatisa a Salmonella kimutatdsra

A thlzott egységesitési torekvés az elddusitasi €s dusitasi eljarasokat is
leegyszeriisitette, elrejtve ezzel az ¢€lelmiszermatrix és a mikrookologiai
kornyezet meghatarozo szerepét a Salmonella kimutatasban. E felismerések €s a
vizsgalati eredmények rovid Osszefoglalojat mutatja a 2. dbra az AOAC ¢és az
MSZ EN ISO 12824 szabvany alapjan. Az elddusitas €s a dusitds vezetése
alapvetéen meghatarozza a modszer érzékenységét mind az elddusitd, mind az
elédusitasi idotartam megvalasztdsaval. Az elddusitds célja a sériilt sejtek
reszusztitacidja, ami dontden fiigg az elddusitd Osszetételétdl és a vizsgalandod
¢lelmiszertdl..

Néhany példaval szemléltetném az abran vazolt 6sszefiiggéseket.

Kakad ¢és csokolade termékek gatldé hatast fejtenek ki a Salmonella
szaporodasara, amit sovany tejben torténd elddusitassal lehet kompenzalni, a



varhat6 nagyobb szamban eléforduld kiséré mikroflorat pedig brillantzold oldat
hozzaadasaval lehet visszaszoritani.

Hagymat, fokhagymat tartalmazé termékek esetén, azok fitoncid hatdsanak
neutralizalasara 5g/1 K,SO3-ot javasolnak.

Tojéasfehérje inhibitor hatdsa annak k&szonhetd, hogy ovotranszferin protein
tartalma lekoti a Salmonella novekedéséhez sziikséges vasat. Vas vegyiiletek
adagolasa az el6dusitohoz az inhibitor hatast csokkenti.

Nyers daralt huas, tovabba mdas nagy vizaktivitasi nyers vagy fermentalt
termékek esetén 6-8 6ranal hosszabb elddisitast nem javasolnak a nagyszamu
kisérdflora gatld hatdsa miatt.

Sok terméknél az alkalmazott tartositasi technologia (pl. hdkezelés) utan
szubletalisan sériilt sejtek maradnak vissza. Ez azt jelenti, hogy ezek a sejtek
kozvetleniil szelektiv agaron nem tenyészthetdk, csak megfeleld elddisitas utan.

Ugyanakkor egyre erdteljesebb az igény a minél rovidebb i1d0 alatti kimutatasra
a biztonsagos ¢€lelmiszer eldallitas megvalositasahoz.

Az elmult években kutatasok folytak, hogy taldljanak olyan vegyiileteket,
amelyek a Salmonella sejtek repair kapacitasat novelik, ezzel az elddusitas idejét
leroviditik. Pless €s Reissbrodt (1995) tej €s tojas termékek esetében a 20 pg/mi
vas-ammonium-citrat és vas-klorid adagolasaval elérték, hogy az elddusitas 6-8
orara csokkentheto.

Sajat vizsgalataink soran kiilonbozd tipusu vas vegylileteket valasztottunk e cél
elérése érdekében. Az irodalombdl ismert vas-ammoénium-citrat, a HUMET-R
makro- és mikroelemek poétlasara szolgald roboraloszer és élesztdsejtek altal
metabolizalt szerves vas vegyiilet felhasznilasaval vezetett elddusitasok
eredményeit a 3-5. dbrak szemléltetik nyerstej, hokezelt tej €és tojasfehérje
esetében.

Az eredményekbdl lathatd, hogyan novekedett a Salmonella sejtek szaporodasi
képessége €s repair kapacitasa a vas vegyiileteket tartalmazo elédusitas utan.

Ujabb irodalmi adatok szerint a Ferrioxamine E egy tovabbi szerves vas
vegyllet, amely amellett, hogy eldsegiti a Salmonella novekedését, nem segiti
az E.coli, Proteus, Providencia baktériumok fejlédését, igy szelektive elényhoz
juttatja mar az eldduasitas fazisdban a szalmonellakat. A Ferrioxamine E a vasat
Fe(Ill) komplex formajdban tartalmazza, igy egyes baktériumok szamara
konnyebben hozzaférhetd, mint a szervetlen vasvegyiiletek.



3.2. A szelektiv dusitasi eljards megvalasztasanak jelentdosége

A leggyakrabban alkalmazott szelektiv dusitasi eljarasok, valamint a dusitast
kovetd kimutatasok modszereit a 6. abra szemlélteti.

Az el6z0 részben leirt elddusitasi eljarast kovetden a szelektiv dusitast a
klasszikus mdédon Rappaport Vassiliadis (RV) dusitoban vald dusitas mellett
félfolyékony szelektiv MSRV ¢és Diassalm téptalajokon is elvégeztiik.

Az MSRYV (félfolyékony RV) (LAB 150) taptalajban 1év6 malachitzold oxalat, a
magnéziumklorid €s novobiocin (20 mg/l) enterobaktériumokra gatlo hatast
gyakorol, a motilis szalmonelldk migracidja hatisara pedig a taptalaj kozepétol a
Petri csésze széli része felé a migracidos zonaban a taptalaj eredeti szine
elhalvanyodik. A zona sz€li részérdl torténd szélesztés esetén a szalmonella
gyakorlatilag szintenyészetben izolalhaté. Migracidos zéna hidnya esetén a
negativ eredmény kiadhatdo annak ellenére, hogy ezzel csak a motilis
szalmonellak mutathatok ki megbizhatéan, mivel a nem mozg6d Salmonella
gallinarum ¢lelmiszerekben valo el6fordulasi valosziniisege igen kicsi.

A Diassalm (LAB 537) szelektiv és differencialo dusito taptalaj. Szelektivitasat
malachitzold oxalat, a magnéziumklorid ¢és a novobiocin biztositja, mig
differenciald képességét ket indikator rendszer a szachar6z-bromkrezolzold €s a
vasammoOniumszulfat - natriumtioszulfat adja. A motilis szalmonelldk
migracidja hatdsara a taptalaj kozepétdl a Petri csésze szélei felé a migracids
zonaban a taptalaj eredeti zold szine lilara valtozik.

A taptalajon lehetdség van megerdsitd vizsgalatok elvégzésére is. A téptalajon
elhelyezett, polivalens H savoval atitatott papirkorong mentén szalmonellak
jelenléte esetén jellegzetes gatlas alakul ki. A gatlasi zona szélén a biokémiai
reakcidk intenzivebben jelentkeznek, a kénhidrogén termelés itt jol lathato.
Amennyiben a vizsgdlat Salmonella enteritidisre iranyul, a téptalaj erre a
mikrobara 0,015 g nitrofrantoinnal tehet6 szelektivve.

A vizsgalatok eredménye

A vasvegylletekkel végzett elddusitas utan a félfolyékony taptalajokra vald
cseppentés, majd 16-18 6ras inkubalas utan a kovetkezd eredményeket kaptuk:

- A vasvegyliletek alkalmazisa az elddusitoban megnoveli a szalmonelldk
motilitasat 1s a félfolyéony tapkozegekben, a zona atmérdje tobb, mint
kétszeresére novekszik mind a 37 °C, mind a 42 °C hémérsékleten torténo
inkubalés esetén.

- A Diassalm téptalajon vizudlisan jol értékelhetd a lila szin és mozgés alapjan a
feltételezetten Salmonella jelenlét.



- Lehetdség van a Diassalm taptalaj esetében MUCAP reagenssel (4-
methylumbelliferyl caprylate) (Biolife) torténd megerdsité  vizsgalat
elvégzésére, amely a C8 észteraz reakcion alapul.

A reagensbol 10 pl-t csdppentve a motilitasi zénara, 365 nm hullamhossza UV
fényben a csoppentés helyén fluoreszkal Salmonella jelenléte esetén.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a klasszikus vizsgalati metodikaval is
elérhetd, hogy 24 oran beliil Salmonella vizsgalati eredményt kapjunk még
szubletalisan sériilt Salmonella sejtek esetében 1is, ha kihasznaljuk a
mikrodkologiaban, a termek €s technologiai ismeretekben rejld lehetdségeket.
Ennek moédja: elddusitas, lehetdleg Ferrioxamine E-vel dusitott pufferolt
peptonvizben, rdzatott termosztitban 37°C-on 6-8 o6rdn at, majd szelektiv €s
differencialé duasitas Diassalm taptalajon, valamint gyors megerdsité vizsgalat
MUCUP reagenssel.



Tenyésztéses eljaras (MSZ EN ISO 12824:1999)

Elédusitds
25 g minta
225 g elodusito
16-20 6ra 37°C

Szelektiv dusitds
P -
0,1 ml kultara 10 ml kultara
10 ml Rappaport V. 100 ml Szelenit-cisztin
18-24 o6ra 42°C 18-24 6ra 37°C
T P
szélesztés szelektiv agarra
1.taptalaj 2.taptalaj
Inkubalas 37°C-on 20-24 o6ra

Szélesztés Nutrient agarra
5 jellemzd telep minden lemezrdl
Y
Inkubalas 37°C-on 18-24 6ra
Y

Megerosités

/\

Biokémiai

TSI agaron
H,S termelés
szahar6z bontas O savoval

gliikozbontas savképzéssel
gliikozbontas sav- és gazképzéssel

laktozbontas
Karbamidbontas
Indolképzés
Lizin-dekarboxilalas
ONPG reakcio
Voges-Proskauer reakcio
Aktiv mozgasképesség

\

Eredmény

Szerologiai

agglutinalas polivalens

1.4bra

Folyamat ido

16-20 o6ra

54-85 6ra

91-109 ora

115-133 6ra
(5nap)



Salmonella kimutatas tojas fehérjébol

Kimutatési hatar eléréséhez sziikséges 1d6

10

6ra

8,7 83

8,4

Kontrol

1 % élesztd 0,1 % élesztd vas-amm.citrat
Elddusitas iddtartama
M 86ra M6 6ra (13 dra

Indul6 sejtszam 60/ml

Humet R

Salmonella kimutatas hokezelt tejbol

Kimutatési hatar eléréséhez sziikséges 1d6

25

20 |
15 |

10 |

ora

18,7

16,1

124 131 13.2

Kontrol

1% élesztd 0,1 % élesztd vas-amm.citrat
El6dusitas idotartama
Hg86ra M6 Gra (13 6ra

Indul6 sériilt sejt 90/ml

Humet R



Salmonella kimutatas tejbol

Kimutatasi hatér eléréséhez sziikséges id6

10

ora

81

9,1

8.4

Kontrol

1% élesztd 0,1 % élesztd vas-amm.citrat

El6dusitas idotartama
Hg86ra M6 Gra (13 6ra

Indul6 sejtszam 80/ml

Humet R




ELODUSITAS

Cél:a seriilt sejtek
reszuszcitacidja

Razatva, nem
razatva

ELODUSITO

A vizsgalt termék fliggvénye

INKUBALASI
IDOTARTAM

Az elédusitast kovetd modszer
¢és a kisérd mikrofléra
mennyiségének fiiggvénye

|

e Klasszikus tenyé€sztéses
16-24 o6ra

e Motilitasi elven alapulo
16-20 6ra

e Immunszelektiv dusitas
6-8 ora

e PCR 6-16 6ra

e Konduktometrias 16-24 6

e ELISA

MSZ EN ISO
12824:97

LB

Laktozleves*

TSB
Triptikaz szoja leves™

BZ
Brillantzold oldat

TSB + 0,5 % K,SO4
Steril sovany tej +
BZ

LB + Tergitol vagy
Triton*

BPW
Pufterolt peptonviz

BPW +5% kazein,
vagy 10 % tejpor
+BZ

BPW +1/100 higitasi
minta

BPW+0,1-1% Tween80

BPW+ pH kontrol

pH ellendrzés és beallitas

11

2.4bra
tojaspor, tojastartalmt termékek,
tej, tejtermékek, hus, gytimolcs
huskészitmények, hal, zoldség,

tojas, tojaslé, fliszerek, €lesztod

tejpor

fokhagymapor, voroshagymapor

csokoladé termékek

kokuszreszelék, husipari mellék-
termékek, hal-, csont- huslisztek
legtobb ¢€lelmiszer, nyers hus

kakad ¢és kakao alapli termekek

gyogynovenyek, fliszerek, nagy
vizmegkotoképességii anyagok
nagy zsirtartalmi termékek(>20%)
savak és savas kémhatasu
termékek
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0 kevés kisérd 1 oraal az elod.
mikrofléra megkezdése utan
16_24 ora BPW-+Fe hékte_], tOjéS
14 /4 144 . 14 El 0 1 ’t tt d § ’t )
[ sok kiséré mikroflora OmEIeERett Quso
6-8 ora
6. abra
Tetrationatos Szelektiv differencialo
Dusito6 tapoldatban Szelenit-cisztin = | taptalaj
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Osszefoglalas

A szerz6 elemzi a szalmonelldk ¢élelmiszerekbdl valdo kimutatdsanak
jelentdségét, a leghijabb vizsgélati modszerek széles valasztékat, valamint az
¢desipari vonatkozasokat. A cikk els6é részében Osszegzi a klasszikus vizsgalati
eljarasok teriiletén elért legfontosabb eredményeket irodalmi €s sajat vizsgalati
tapasztalatok alapjan. Megallapitasra keriil, hogy a klasszikus vizsgélati
metodikavel is elérhetd, hogy 24 6ran beliil Salmonella vizsgalati eredményt
kapjunk még szubletalisan sériilt Salmonella sejtek esetében is, ha kihasznaljuk
a mikrodkoldgidban, a termék €s technoldgiai ismeretekben rejld lehetdségeket.



