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ELELMISZEREK SALMONELLA VIZSGALATAINAK UJABB
MODSZEREI II.

A cikk masodik részében a szalmonellak kimutatasara szolgalé immunologiai és
konduktometrias eljarasok ismertetésére kerul sor. Mindkét elven mikodé eljarasok
munka, id6, anyag és koltségtakarékosak. Az imunszelektiv dusitassal valamint a
latex agglutinacios modszerekkel valé kombinalas pedig lehetbve teszi a 24-48 dran
bellli eredmény megadast. A szerz6 elemzi az adott célnak megfeleld
modszerkivalasztas szempontjait.

6. Salmonella vizsgalatok immunologiai médszerekkel

E témakdrbe tartozé vizsgalati médszerek kozil az ELISA, ELFA, latex agglutinacios
és immunszelektiv dusitasi eljarasok (dip stick, IMS) kertlnek bemutatasra.

6.1. Salmonella vizsgalatok ELISA médszerrel

Vizsgalataink célja az ELISA modszerek dOsszehasonlitasa volt a szabvanyos
tenyésztéses eljarassal.

A kulénbdz6 érzékenységl és tipusu ELISA kitek kozul elévizsgalatok utan egy
vizudlis screening moddszert valasztottunk vizsgalatainkhoz. A TECRA kit egy
szelektiv dusitas utani Salmonella jelenlét meghatarozasara alkalmas teszt.

E tesztben a nagy érzékenységl, szalmonellakra specifikus befogd antitestek vannak
adszorbealva a mikroklvettak fellletére, amelyekbe a Salmonella dusitas utani
mintat pipettazzuk.

Amennyiben jelen vannak a Salmonella antigének a mintaban, specifikusan
reagalnak a kotott antitestekkel. A mintaban Iévd kisér6 anyagok mosassal torténé
eltavolitasa utan szalmonellakra specifikus, enzimmel jelzett antitestet (konjugatum)
adagolunk a mikrokuvettakba, mely hatasara egy komplex ( "szendvics") keletkezik.
A szalmonellak jelenlétét lathatéva egy enzim-szubsztrat szinreakcioval tesszuk. Ha
a mintaban nincs Salmonella, akkor nem lesz a kivettaban 1évé oldat szine zold.

A standard ELISA vizsgalat menetét az 1.sz. abra, mig az ELISA vizsgalat
végrehajtasi utmutatéjat a 2.sz. dbra szemlélteti.

Az ELISA kit érzékenységét S.typhimurium, S.enteritidis, S.derby és S.infantis
torzsekkel vizsgalva az 10° sejt / cm® -nek adddott. Az érzékenységet a dusitd
Osszetétele nem befolyasolja, ha a Salmonella e szikséges sejtszamot elérte benne.

A szelektivitast10 Salmonella térzzsel S.typhimurium, S.paratyphi B, S.derby,
S.infantis, S.newport, S.enteritidis, S.give, S.worthington, S.arizona, S.choleraesuis,
valamint Citrobacter, Yersinia enterocolitica, E.coli, Proteus rettgeri, Proteus vulgaris,
Proteus morgani, Pseudomonas aeruginosa, P.fluorescence térzsekkel vizsgaltuk.

A kilénbdz6é mikrobacsoportok zavaré hatasanak vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy a tenyésztéses modszernél zavaré baktériumok (Proteus, Citrobacter,
Pseudomonas, E.coli) kézul egyikkel sem adott a kit fals pozitiv eredményt.



Az elbvizsgalatok utan nagyon jo eredmeényeket ado kittel felméré 6sszehasonlito
vizsgalatokat végeztink. Az ISO szabvany szerinti meghatarozassal parhuzamosan
végeztuk az ELISA vizsgalatokat.

A modszerdsszehasonlitast a tojaspor, baromfi felllet és takarmany mintakkal,
valamint sertés vagohidon, és egyéb élelmiszeripari Uzemben vett higiéniai tampon
mintakkal végeztuk el. A mintavételnél szandékosan torekedtink a pozitiv mintak
gyuUjtésére.

A 210 megvizsgalt minta Salmonella pozitiv mintainak szamat a kilénbdzé
modszerekkel mérve a 3.sz. abra szemlélteti. E vizsgalatok alapjan

az ELISA mddszer érzékenysége 100-p/(p+fn) = 100 %,
az ELISA mdédszer specifitasa 100-n/(n+fp) = 99,2 %
ahol:

p: Valos pozitiv mintak szama

n: Valds negativ mintak szama

fn: Fals negativ mintak szama

fp Fals pozitiv mintak szama

A megvizsgalt mintak esetében tehat egyértelmiien megallapithatd, hogy a TECRA
kit-tel és az ISO szabvany szerinti tenyésztéses eljarassal kapott eredmények kozott
nincs szignifikans eltérés. Ami nagyon fontos, fals negativ eredményt nem kaptunk
az ELISA vizsgalatokkal.

Egy minta esetében ELISA vizsgalattal Citrobacter spp. Okozta fals pozitiv
eredmeényt kaptunk.

Az ELISA vizsgalattal atlagosan 48 oran belll biztosan kiadhatok a negativ
eredmények, mivel fals negativ eredményt nem kaptunk az ELISA vizsgalatok soran.
Nagyszamu kisér6 flora esetén a klasszikus vizsgalati modszerrel egy esetben fals
negativ eredményt kaptunk (érzékenység 98,6%, specifitas 100 %).

Az ELISA vizsgalat amellett, hogy megbizhatd, id6, munka, anyag és eszkdz
takarékos eljaras. Nagyszamu szelektiv, Petri csészébe kiontott taptalajt, rovid
biokémiai sort és sok éldmunkat lehet vele megsporolni.

6.2. Az ELISA médszer kombinalasa szelektiv sejtkoncentralassal

A Kkorszerli mindségbiztositasi rendszereket muikodteté vallalatoknal 48 &ranal
rovidebb idére van szikség, hogy az élelmiszerbiztonsagot szavatolé HACCP
rendszerek mikddtetéséhez megfelel6 informacioval tudjanak szolgalni a
mikrobioldgusok.
Ehhez az elédusitas és dusitas miveletének gyorsitasat kell elérni.
Lehet6ségek:
-membransziirés (legrégibb sejtkoncentralasra alkalmas moddszer, de csak tikros
levek esetében jo)
-immunszelektiv fellletek alkalmazasa

Salmonella Immuncapture system

Immunmagneses szeparalas (IMS)
Ezek kozul a gyakorlati szempontbdl igen jelentés immunolégiai modszereket
vizsgaltuk.



Mind az IMS, mind aTECRA Salmonella immunoldgiai alapon torténé dusité rendszer
(Immuncapture system) élelmiszerekben lévé Salmonella térzsek gyors kimutatasara
szolgal.

ELISA technikaval valé kombinalassal 24 6ran belll valoszinlsithetd a pozitiv
eredmény, illetve adhaté meg a negativ eredmeény.

A modszer eleve:

A hagyomanyos eljarast helyettesitd teszt a szelektiv dusitas helyett egy
immunszelektiv fellletet, a szelektiv és differencialé agartaptalajok helyett egy
vizualis ELISA modszert alkalmaz.

A teszt |épéseit az 1. sz. dbra szemlélteti. Ezek:

a./ Elédusitas egy éjszakan at.

b./ Salmonella sejtek” befogasa” az el6dusitobdl. az immunszelektiv felllet
segitségével.

c./ Mosas utan az immunszelektiv feluleteket M-levesben inkubaljuk néhany 6ran at,
hogy az ELISA vizsgalatokhoz sziikséges sejtszamot elérjuk.

d./ Hokezeljuk a Salmonella sejteket, ezzel levalasztijuk az antigéneket az
immunszelektiv fellletrél.

e./ Enzimmel jelzett Salmonella antitesteket (konjugatum) kétink az antigénekhez,
amelyek hatasara egy szintelen szubsztrat sétét zoldre valtozik.

Az e modszerrel megvizsgalt 310 minta Salmonella pozitiv mintainak szamat a
kulonb6z6 modszerekkel mérve a 4.sz. dbra szemlélteti.
Az immunszelektiv dusitassal kombinalt ELISA modszer érzékenysége:

100-p/(p+fn) = 100 %
Az immunszelektiv dusitassal kombinalt ELISA mddszer specifitasa

100-n/(n+fp) = 98,5 %

A nagyszamu ELISA vizsgalat eredményei alapjan megallapithatdé, hogy ha a
dusitasokat ugy vezetjuk, hogy a sejtszam nagy biztonsaggal elérje a kimutatasi
hatart, az abran lathato j6 egyezést kapjuk a referencia mddszerrel 6sszehasonlitva.

Az immunszelektiv dusitdsos modszer tehat id6 és anyagtakarékos, szelektiv, nem
igényel berendezést, mivel vizudlisan is nagyon j6l értékelhetd, felhasznaldbarat (a
szétszedhet6 lemez a napi mintaszamhoz konnyen igazithato).

6.3. Salmonella vizsgalat ELFA modszerrel

Szelektiv dusitas utani Salmonella jelenlét meghatarozasara alkalmas . ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay) vizsgalatok egy teljesen automatizalt VIDAS
készulékben végezhetdk.

A Salmonella dusitas utani hékezelt mintat egy reagenseket is tartalmazé mianyag
strip megfeleld klvettajaba pipettazzuk, majd a készllékbe helyezzik. A vizsgalat
valamennyi Iépését a készulék automatikusan elvégzi.

A készlékben lezajlé folyamatok:

A nagy érzékenységl, Salmonellakra specifikus befogdé monoklonalis antitestek egy
a készllékben lévé pipettazd (SPR= Solid Phase Receptacle) fellletére vannak
adszorbealva. A mintatarté kivettabdl a minta a pipettdzéba cirkuldl a szikséges
reakcio ideig. Amennyiben jelen vannak a Salmonella antigének a mintaban,
specifikusan reagalnak a kotott antitestekkel. A minta visszakerul a kuvettaba, majd a



SPR mosasa torténik. A kovetkez6 munkafazisban Salmonellakra specifikus,
alkalikus foszfatazzal jelzett antitest (konjugatum) cirkulal a SPR-ben. Hatasara egy
komplex ( "szendvics") keletkezik. A kovetkezd lépsben mosassal eltavolitasra kerdl
a nem Kkotott konjugatum, majd sszubsztratként 4-metil-umbelliferil-foszfat
szubsztratot cirkulal a SPR-ben. Az alkalikus foszfataz hidrolizalja a szubsztratot és
egy fluoreszkalod vegylilet (4-metil-umbelliferon) keletkezik. A fluoreszcenciat 450 nm-
en méri a készulék.

Ha a mintdban nincs Salmonella, akkor nincs fluoreszcencia..

A Salmonella kimutatas ELFA mddszerének menetét az 5.sz. abra szemlélteti. Az
ELFA vizsgalat végrehajtasa soran az 0sszes elvégzend6 muivelet a hékezelt dusitd
pipettazasa a mintatartd kuvettaba.

7. Salmonella vizsgalatok konduktometrias modszerekkel

E témakodrben vizsgalatainkat Malthus 2000 készulékkel végeztuk.

A Malthus készulék élelmiszerekben, vizben, kozmetikumokban és kornyezeti
mintakban 1évé mikroorganizmusok széles korének kimutatasara és mennyiségének
meghatarozasara szolgal.

A Malthus rendszer a mikrobaszaporodast szelektiv és differencialé taptalajok
alkalmazasaval, folytonos konduktancia méréssel koveti nyomon. Az allando
hémérsékleten mért uS értékekbdl egy szaporodasi gorbe jellegli valtozast kapunk,
amelynek jellemz6 paramétere, a detektalasi id6 szolgal a termékek mikrobioldgiai
allapotanak meghatarozasara (a mikrobaszam forditottan aranyos a detektalasi
id6ével.), jelenlét hiany probak esetén pedig a gorbe meredeksége és a uS érték
valtozasanak mértéke szolgal az adott baktérium jelenlétére.

A kimutatasi hatar 1 él6 sejt/méréeella.
Mivel a konduktancia mérést a minta turbiditdasa nem zavarja, felhasznalasi terllete
széleskord.

A Salmonella vizsgalatok menetét az 6. sz. abra szemlélteti.

A készulék meérd celldjaba az elédusitast kovetben kerul a minta, ahol a szelektiv
dusitas soran 6 percenként méri a miszer a vezetéképességet. A kuvettaban lévd
szelektiv taptalaj a szokasos dusitdktdl annyiban tér el, hogy egy un. szelektiv
supplementet (novobiocint) és egy a mérést segité adalékot is tartalmaz. Ez az
adalék a TMO (trimetilamin-N-oxid-dihidrat), amely vegyuletet a szalmonellak
metabolizaljak, és a keletkez6 anyagcseretermék hatasara jelentésen megndé a
vezet6képesség. gy a miiszerben valé dusitas és mérés lehetévé teszi egyrészt a
kisér6 mikrofléra visszaszoritasat, masrészt Salmonella jelenlét esetén a gyors és
jelentds mértékli konduktancia véltozast. Ez a valtozas (pozitiv valasz) az
elédusitéban 1évé szalmonellak szamatdl fuggbéen 8 - 20 dra inkubalasi id6 utan
jelentkezik. Negativ esetben 24 6ras inkubalas utan nincs valtozas, a Salmonella
negativ eredmény kiadhato.

Pozitiv valasz esetében az e célra kifejlesztett latex agglutinacio segit a valdban
pozitiv mintak kiszlrésére.



A vizsgalati id6, mint a leirtakbdl kitlinik, attdl figg, hogy a Salmonella sejtek kezdeti
szama mennyi a meérd kuvettaben. Ezt befolyasolni tudjuk az elédusitas vezetésének
a mikrodkoldgiai kérilményekhez valé igazitasaval (Id. l.rész), valamint az el6z6
részben targyalt sejtkoncentralasi (immunszelektiv oszlop, immunmagneses
szeparalas) miveletekkel. E miiveletek koézbeiktatasaval akar 24 orara is
csokkenthet6 a Salmonella kimutatas ideje.

A modszer f6 elénye tehat a gyorsasag. A mikroorganizmusok kimutatasa gyorsabb
a hagyomanyosnal, igy csokken a tarolasi, raktarozasi ido, valamint a varakozasi id6
a higiéniai vizsgalatok eredményére. A gyartaskozi ellenérzésbe épitve a rendszert,
lehetévé valik a gyorsabb hibafeltaras, igy a korai beavatkozassal a veszteség
csOkkenthetd, igy hatékony mikrobioldgiai mindségellenérzést tesz lehetéve. A
szamitogéppel vezérelt miszer folyamatos mérésre alkalmas, készuléktipustol
fuggben 60 - 240 mintat képes egyszerre mérni.

8. A Salmonella vizsgalati modszer kivalasztasanak szempontjai

Az élelmiszeripar fejlédése, a gyartott élelmiszer termékek és a kereskedelmi
tevékenység bévilése miatt egyre inkdbb szikséges az élelmiszerek, illetve azok
alapanyagai mikrobioldgiai allapotanak pontos ismerete. Az élelmiszerbiztonsagot, -
minéséget érintd korszerl megitélés a modszerekkel szemben is Uj kdvetelményeket
allit: egyszerlség, gyorsasag, munka és anyagtakarékossag, reprodukalhatésag,
karosodott sejtek kimutatasa, nagyszamu kiséré mikrofléra mellett a kérokozo és
feltételesen kérokozo mikroorganizmusok kimutatasa, a preventiv,
gyartastechnologidba beépulé szabalyozasi és ellenérzé (surveillance) rendszerek
kiszolgalasa. Ez az objektiv szlkségszerliség az elmult tiz évben hazankban is
forradalmasitotta a mikrobiologiai szemléletmodot és az igénybe vehetd modszereket
egyarant.

Még ma is hetente jelennek meg U] eljarasok, alkalmazasok a mikrobiolégusok
munkaja, de még inkabb a diagnosztika és a termelésiranyitas segitésére.

Az altalunk vizsgalt modszerek (de a legtdbb Uj mddszer) elényei a munka, id6,
taptalaj megtakaritas, ennek megfeleléen tobb vizsgalati lehet6ség, igy nagyobb
biztonsag.

Hatranyként egyes esetekben a miszerek, taptalajok magas ara, masrészt a
hivatalos modszergyUjteményekbe valo lassu bekerllésuk jeldlheté meg.

Mi hatarozza meg, hogy melyik modszert valasszuk?

= a vizsgalat célja
Dont6 vizsgalat esetében szabvanyos, élelmiszer konyvekben rogzitett, vagy
kereskedelmi szerz6désekben rogzitett modszereket kell alkalmazni. Belsd
ellendrzésre, folyamatszabalyozasra alkalmazhatok az ettél eltéré6 modszerek
is.

= biztonsagi szint
A gyarto milyen biztonsaggal akarja garantalni az adott mikrobara vonatkozé
hatarértéket



Ez a gyart6 stratégigjahoz, kockazatvallalasahoz igazodik. Pl tételenként 10
mintaelem 60 %-o0s, 60 mintaelem 90 %-o0s biztonsagot jelent a jelenlét hiany
probaknal.

= mintavételi terv
A megvalasztott biztonsagi szint eléréséhez szukséges mintavételi terv
alapjan hatarozhaté meg, hogy milyen gyakorisaggal hany mintat kell
vizsgalni. Ez flgg a tételen bellli eloszlastdl is. Egészem mas mddszert
igényel 10 minta/nap vagy 100 minta /nap.

= érzékenység
Lehetdség szerint alacsony legyen a kimutatasi hatara a médszernek. (Minél
rovidebb ideig tarto dusitassal legyen elérhet6.)

= specifitas
A kimutatandd korokozé szelektiv kimutatasara legyen lehetéseg,

= pontossag
A fals pozitiv és fals negativ eredmények aranya a lehetd legalacsonyabb
legyen, de f6leg a fals negativ eredményeké.

= élelmiszer 0sszetétele
Egyes élelmiszerek 6sszetétele befolyasolhatja az alkalmazott médszert.
Példaul ha az élelmiszer peroxidaz enzimet tartalmaz, az ELISA mddszerekkel
fals eredményt kaphatunk.

= validalas
Jelenleg az uj modszerek tobbsége csak belsé ellendrzésekre alkalmas, mivel
a modszertani gyors fejlédést a szabalyozé eljarasok nem kovették. Napjaink
feladata ezeknek a modszereknek a hivatalos modszergyljteményekbe vald
bevezetése nemzetkdzi korvizsgalatokkal valo tesztelés utan (AOAC, AFNOR,
EU stb.).
Jelenleg az ELISA médszerek, MALTHUS Salmonella vizsgalati médszer az
AOAC mészerek kozé tartozik.

= vizsgalati id6
Folyamatellenérzés esetében nem lehet tobb néhany éranal,
nyersanyagok é€s a késztermek esetében a minéségmegérzesi idtartam és a
raktarkapacitas fuggvénye.
Cél, hogy specialis dusitasi eljarasokkal minél elébb érjuk el a detektalashoz
szukséges sejtkoncentracioét.

= automatizalas lehetésége adattarolas, adatelemzés
A korszer( termelésiranyitas és laborakkreditalas megkoveteli a szamitogépes
adatnyilvantartast, adatelemzést.

— szerviz és céginformaciok
A miszerek javitdsanak gyorsasaga, a fejlesztések, modositasok, vjitasok
gyors bevezetése ma mar alapkdvetelmény.

= vizsgalati koltség

A miszeres vizsgalatokat magas beszerzési koltség és olcsé Uzemeltetési koltség
jellemzi, ezért ezek csak teljes kihasznalas mellett gazdasagosak. A miszert
nem igénylé megoldasok anyagkodltsége a magasabb

A fenti szempontok figyelembevétele utan a még oly sok uj mikrobiolégiai mddszer
kozul is csak egy-két modszer marad. Ezekkel feltétlentl el kell végezni az
Osszehasonlitd  vizsgalatokat a szabvanyos modszerekkel a referencia
laboratériumokban, mert a legtobb modszert a klinikai vizsgalatokra fejlesztették ki,
ahol a vizsgalandé koérokozé6 nagy szamban fordul el6 és nem Kkiséri



nagysagrendekkel tobb mas mikroorganizmus. Raadasul az élelmiszerek
tobbségébdl a tartdsitd eljarasoktol serult sejteket is ki kell mutatni, amelyek
céliranyos specialis dusitasi eljarasokat igényelnek.

A modszer kivalasztasban alapkovetelmény, hogy fals negativ eredmény nem
fordulhat el6, és a fals pozitiv eredmények szazalékos aranya is lehetéleg alacsony
legyen.

A screening modszerrel kapott pozitiv eredmény mindig megkapja a valoszinlleg
jelz6t, amit minden esetben a klasszikus meger6ésitd vizsgalatnak kell kovetnie.

Osszefoglalva: A klasszikus id6 és munkaigényes mikrobioldgiai vizsgalati
modszerek gyors diagnosztikai moddszerekkel vald helyettesitése napjaink
kovetelménye annak érdekében, hogy a mindségbiztositasi rendszereket
maximalisan kielégitse. A mikroorganizmusok széles korének kimutatasi lehetbsége
mellett kompatibilisnek kell lennie a hagyomanyos modszerekkel, amelyekre
vonatkoznak a szabalyozasok jelenleg.



6.sz.abra

Salmonella kimutatas Malthus eljarassal

Elodusitas
25 g minta 225 ml elédusitoban
Inkubalas 37°C-on 16-18 6ra

— T

Salmonella 1 taptalajt Salmonella 2 taptalajt
tartalmazo cella tartalmazo cella

\/

Mérés a Malthus késziilékben
szelektiv dusitas
37°C-on 24 6ran at

Ertékelés a konduktancia valtozas alapjan

— T

Negativ valasz esetén Pozitiv vélasz esetén

'

Latex agglutinacio

/\

negativ pozitiv

Salmonella vizsgélat

eredménye negativ
Biokémiai és szeroldgiai
megerdsitd vizsgalatok



1.sz.abra

Salmonella kimutatas ELISA modszerrel

Standard ELISA modszer

Elodusitas
25 g minta

Immunszelektiv dusitassal kombinadlt
ELISA modszer

225 ml pufferolt peptonviz
18-22 6ra 37°C

Szelektiv dusitas

/ R

™ Immunszelektiv elvdlasztds

0,1 ml 10 ml
10 ml Rappaport V. 100 ml Szelenit-cisztin y
42 °C 6-8 oOra * 37°C 20 perc 20-25°C
l 16-20 ora l :
\
Szaporitas Szaporitas Szaporitads
1mil l l 1mil L1 m
\
9 ml M-leves 9 ml M-leves 9 ml M-leves
16-20 éra*  37°C 16-20 6ra* 37°C 506ra37°C
6-8 ora e 6-8 ora e i ‘\\
; ml 1ml 1ml i
a v
: Hokezelés Hokezelés \
i 100 °C 15 perc 10°C 15 perc Y
i \
g ELISA ELISA
; 1,5 ora 1,5 oras |
i pozitiv negativ negativ pozity \
Yoy T »~\
Megerdsités Megerdsités
Vizsgalati id6 Vizsgalati 1d6
44-56 oOra 25-30 ora

e nagyszamu kiséro flora
* kevés kiséro flora



2.sz.4bra
ELISA vizsgalat végrehajtasi utmutatoja

Minta adagolés (0,2 ml M-leves/mikrokiivetta) 10 perc
Inkubalas 30 perc, 37°C 30 perc
Mosas haromszor 5 perc
Konjugatum adagolés (0,2 ml/mikrokiivetta) 5 perc
Inkubalas 30 perc, 37°C 30 perc
Mosés négyszer 6 perc
Szubsztratum adagolés (0,2 ml/mikrokiivetta) 5 perc
Inkubalas 10 perc, 20-25°C 10 perc
Leallito oldat adagolas (0,05 ml/mikrokiivetta) 5 perc
Vizualis értékelés 5 perc
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Salmonella kimutatas VIDAS ELFA modszerrel

5.sz.abra

Elodusitas
25 g minta
225 ml pufferolt peptonviz
18-22 o6ra 37°C
Szelektiv disitas -— e
0,1 ml

™ Immunszelektiv elvilasztds
10 ml

10 ml Rappaport V. 100 ml Szelenit-cisztin y
42 °C 6-8 ora * 37°C
l 16-20 ora e

20 perc 20-25°C
Szaporitas

Szaporitas
1mil l

Szaporitas

Imi ; 1ml

| ;

9 ml M-leves 9 ml M-leves

16-20 6ra * 37°C 16-20 ora *
6-8 Ora_e

6-8 ora e
ml 1ml

- ----

9 ml M-leves
37°C 56ra37°C

1ml

\
Hokezelés Hokezelés
100 °C 15 perc 10 °C 15 perc
ELFA
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\
\
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\
1 5 14 \‘
,5 ora \
\
\
\
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\
\

ELFA
1,5 oras
e , - b
v pozitiv negativ negativ pozitiv
Megerdsités

Vizsgalati id6

Megerdsités
44-56 ora

Vizsgalati 1d6

25-30 ora
e nagyszamu kiséro flora

* kevés kiséro flora
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