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1. BEVEZETES

Eléaddsommal annak a felkérésnek probalok eleget tenni, hogy gyakorlé mikrobioldégusként
Osszefoglaljam a Salmonella vizsgélati modszerekkel szerzett tapasztalatokat.

Jelenlegi munkahelyemen, a FoodMicro Kft. mikrobioldgiai laboratériumaban évente sok ezer
¢lelmiszer minta Salmonella vizsgalatat végezziik el, igy a mddszereket aszerint is tudjuk értékelni,
hogy milyen a felhasznaldi igény.

A korokoz6 Salmonellak kimutatasa élelmiszerekbdl ma is az egyik legfontosabb mikrobiologiai
feladat, még akkor is, ha az élelmiszerbiztonsagi rendszereknek koszonhetéen 1996-t61 a
Salmonella okozta megbetegedések szama eurdpaszerte csokken. Tovabbra is elsd helyen all
azonban az ¢élelmiszerek okozta kéroki tényezdk kozott, ezen beliil a S.enteritidis abszolut talstlya
jellemzd. Magyarorszagon is.

A kozvetité élelmiszerek tobbsége még ma is a tojas ¢€s tej eredetli termékek (krémek, sodok), ezt
kovetik a hus félék, de a tobbi élelmiszerek, zoldségek, sot a csokoladé is. Az édesipari termékek
tobbsége alacsony vizaktivitasa €s magas zsirtartalma kovetkeztében nem kedvez a benne 1évd
mikroorganizmusok tobbsége szaporoddsanak, igy a Salmonelldknak sem. Csokoladé okozta
Salmonell6zist 1970-ig nem is regisztraltak. Ezutan tobb eset is eléfordult, amikor tobb szaz ember
betegedett meg. Ennek oka az, hogy a csokoladéban 1évé Salmonellak nagyon hosszu ideig
¢életképesek maradnak, akar néhany évig is, tovabba nagyon nagy hdrezisztenciat mutatnak, amely
az alacsony vizaktivitas és a zsir véd6hatasanak koszonhetd. Az infektiv dozis is igen alacsony (1-2
sejt/g), a gyomorban val6 révid tartdozkodasnak (gyors felszivodas), tovabba a zsir gyomorsavval
szembeni védo hatidsa miatt.

Az elmult években szamos torvény, rendelet, eldirds, szabvany jelent meg, amely a Salmonella
vizsgalatok gyakorisagat, modszertanat befolyasolta. Ezek koziil a legfontosabbak: az 1993. évi X.
torvény a termék feleldsségrol, a CAH HACCP rendszer alkalmazasa, 4/1998 EiiM, 1/2003 FVM,
77/2002 FVM, MSZ EN ISO 17025:2001 szabvany.

A kiilonbozo élelmiszer eldallitok élelmezésegészségiigyi eldirasaikban tételenként 10, 15, 30, st
60 elemi mintabol irjak elé a Salmonella mentességet. Erre az eldirdsoknak valéo megfeleld miatt
van sziikség, mert pl. 30 elemi minta (750 g) negativ eredménye esetén 95 %-os biztonsaggal azt
allithatjuk, hogy a tételbdl kivett 250 g minta eredménye negativ lesz. Més szoval, ha 95 %-0s
biztonsaggal akarjuk a termékiinket gyartani 10 mintaelemes eldiras esetén, akkor 30 mintaclemes
belsd ellendrzést kell végezni. E szigora hatarértékek metodikai szempontbdl is 0j kihivast
jelentenek a mikrobiologusok szdmara.

A HACCP rendszerek mukodtetése, validalasa és verifikalasa, a kiilonb6zo hatarértékeknek valo
megfeleldség, tovabba a vizsgald laboratoriumok akkreditalasanak kovetelményei egyre szigorubb
kovetelményeket allitanak a modszerek, igy a Salmonella vizsgalati modszerek elé is.

A szabvanyos modszerek mellett egyre tobb alternativ mddszer keriil bevezetésre a mikrobiologiai
laboratériumokban.
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Hol tartunk ma, milyen kovetelmények fogalmazddnak meg a Salmonella vizsgéalati modszerekkel
szemben, milyen el6nyei és korlatai vannak az alternativ modszereknek?

2. A MODSZERFEJLESZTES FO IRANYAI

Az ¢élelmiszer-mikrobiologiai vizsgélatok teriiletén a legfontosabb feladat az élelmiszerbiztonsagot

¢s a termék mindségét veszélyeztetd mikrobak kimutatasi modszereinek gyorsitasa, korszerusitése,

automatizalasa, hogy a laboratérium megbizhatéan szolgalja ki a kereskedelmi, vallalati, hatdsagi

managementet a megfeleld biztonsaghh dontések meghozataldhoz. Ehhez kelléen gyors mddszerekre

van sziikség, hiszen a laborkapacitds nem szabhat hatart a biztonsdgos mintavételnek. A

tarstudomanyok minden eredménye robbanasszeriien vonult be a mikrobiologidba. Ezt a nagy

lendiiletet azonban jézan litemiire mérsékelték a mikrobiologiai vizsgalatokra is egyre szigorubban

bevezetésre keriil6 matematikai statisztikai megfontolasok, a jo értelemben vett egységesitési

torekvések.

Az alternativ modszerek megjelenése jot tett a klasszikus mikrobiologiai vizsgdlatoknak is, azok

ujragondolésa szép j megoldasokat eredményezett. Kiilondsen igaz ez a Salmonella vizsgalatokra,

ahol a tulzott egységesitési torekvés megvaltozott, és Ujra a mikrodkologiai szemlélet kezd

uralkodova vélni a teriileten.

A Salmonella vizsgalatok teriiletén az elmult idokben igen sokféle eljarast probaltak a szabvanyos,

hosszi és koltséges munkafolyamat csokkentésére. Az AOAC altal Osszesen nyilvantartott és

validalt Salmonella vizsgélati modszereket az 1.sz. dbra szemlélteti

A modszerfejlesztés fo iranyai:

o A klasszikus vizsgalatok gyorsitasa vagy egyszerlsitése 1j szelektiv és differencidlé kromogén
taptalajok kifejlesztése.

e A dusitok szelektivitasanak novelése és miiszeres méréssel valdo kombinalasa pl. konduktancia
mérés (Malthus, BacTrac, Rabbit).

e Molekularis biologiai (PCR, DNS hibridizacids ) modszerek bevezetése

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

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

A Salmonella vizsgalatok idédiagramjat a 2. dbra szemlélteti.

A kiilonboz6 alternativ vizsgalati modszereknek egyrészt jelentOsen eltér a kimutatasi hatéra,
masrészt még jobban eltér a kimutatasi hatar leggyorsabb eléréséhez vezetd modszer. Ezért nagy
hangsulyt kell fektetni a kimutatasi hatar elérésének optimalizaldsara, mert ez szamos tényezo, pl.
az élelmiszer OsszetevOi, a varhatd kisérdflora, a karosodott sejtek jelenléte, valamint a dusitast
kovetd 1épések szelektivitasa miatt nagyon fontos. Valamennyi mddszernél jelentds szerepe van az
elédusitasnak.

3. AZ ELELMISZERMATRIX ES A MIKROOKOLOGIAI KORNYEZET HATASA A SALMONELLA KIMUTATASRA

A talzott egységesitési torekveés az elddusitasi €s dusitasi eljarasokat is leegyszerisitette, elrejtve
ezzel az élelmiszermatrix és a mikrodkoldgiai kornyezet meghatarozd szerepét a Salmonella
kimutatasban. Az elddasitds és a dusitds vezetése alapvetdéen meghatdrozza a modszer
érzékenységét mind az elddusitd, mind az elddusitasi idOtartam megvalasztasaval. Az eldduasitas
célja a sériilt sejtek reszusztitacidja, ami dontden fligg az elddusitd Gsszetételétdl és a vizsgalandod
¢lelmiszertdl.

Néhany példaval szemléltetném aldtdmasztani a fentieket.
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Kakao és csokoladé termékek gatld hatast fejtenek ki a Salmonella szaporodasara, amit sovany
tejben torténd elddusitassal lehet kompenzalni, a varhatdé nagyobb szamban el6fordulod kisérd
mikroflérat pedig brillantzold oldat hozzaadasaval lehet visszaszoritani.

Hagymat, fokhagymat tartalmazo termékek esetén, azok fitoncid hatdsanak neutralizalasara Sg/l
K,S0s-ot javasolnak.

Tojasfehérje inhibitor hatasa annak koszonhetd, hogy ovotranszferin protein tartalma lekdti a
Salmonella ndvekedéséhez sziikséges vasat. Vas vegyiiletek adagolasa az eldédusitohoz az inhibitor
hatast csokkenti.

Nyers daralt hus, tovabba mas nagy vizaktivitdsu nyers vagy fermentalt termékek esetén 6-8 oranal
hosszabb elddusitast nem javasolnak a nagyszamu kisér6flora gatlo hatdsa miatt.

Sok terméknél az alkalmazott tartdsitasi technologia (pl. hdékezelés) utan szubletalisan sériilt sejtek
maradnak vissza. Ez azt jelenti, hogy ezek a sejtek kozvetleniil szelektiv agaron nem tenyészthetok,
csak megfeleld elodusitas utan.

Ugyanakkor egyre eroteljesebb az igény a minél rovidebb id0 alatti kimutatdsra a biztonsagos
¢lelmiszer eldallitds megvalositasdhoz.

Az elmult években kutatasok folytak, hogy talaljanak olyan vegyiileteket, amelyek a Salmonella
sejtek repair kapacitasat novelik, ezzel az elddusitas idejét lerdviditik. Pless és Reissbrodt (1995) tej
¢és tojas termékek esetében a 20 pg/ml vas-ammonium-citrat és vas-klorid adagolasaval elérték,
hogy az elddusitas 6-8 drara csokkenthetd.

Ujabb irodalmi adatok szerint a Ferrioxamine E egy tovabbi szerves vas vegyiilet, amely amellett,
hogy eldsegiti a Salmonella novekedését, nem segiti az E.coli, Proteus, Providencia baktériumok
fejlodéseét, igy szelektive eldnyhoz juttatja mar az elddusitas fazisaban a szalmonelldkat. A
Ferrioxamine E a vasat Fe(Ill) komplex formajaban tartalmazza, igy egyes baktériumok szdméara
konnyebben hozzaférhetd, mint a szervetlen vasvegyiiletek.

4. A SZELEKTIV DUSITASI ELJARAS MEGVALASZTASANAK JELENTOSEGE
4.1 Szabvanyos modszerek

Az el6z6 részben leirt elddusitasi eljarast kovetden a szelektiv dusitas klasszikus médon Rappaport
Vassiliadis (RVS) és Miiller Kauffman dusitokban (MSZ EN ISO 6579), Miiller Kauffman és
Szelenites dusitokban(MSZ EN ISO 6785) torténik.

4.2 Feélfolyékony szelektiv dusitok

Ma mar sok laboratériumban alkalmazzak a félfolyékony szelektiv MSRV és Diassalm taptalajokat,
melyek a dusitast kovetden diagnosztikus értékkel is rendelkeznek.

Az MSRV (félfolyékony RV) taptalajban 1évé malachitzdld oxalat, a magnéziumklorid és
novobiocin (20 mg/l) enterobaktériumokra gatld hatast gyakorol, a motilis Salmonelldk migracioja
hatasara pedig a taptalaj kozepétdl a Petri csésze széli része felé a migraciés zonaban a taptalaj
eredeti szine elhalvanyodik. A zdna széli részér6l torténd szélesztés esetén a Salmonella
gyakorlatilag szintenyészetben izolalhatd. Migracidos zoéna hidnya esetén a negativ eredmény
kiadhato annak ellenére, hogy ezzel csak a motilis Salmonellak mutathatok ki megbizhatdéan, mivel
a nem mozg6 Salmonella gallinarum élelmiszerekben valo eléfordulési valosziniisége igen kicsi.



A Diassalm (LAB 537) szelektiv és differencialo duasitdo taptalaj. Szelektivitasat malachitzold
oxalat, a magnéziumklorid és a novobiocin biztositja, mig differencialé képességét két indikator
rendszer a szachardz-bromkrezolzold és a vasammoOniumszulfat - natriumtioszulfat adja. A motilis
Salmonelldk migracidja hatasara a taptalaj kozepétdl a Petri csésze szélei felé¢ a migracids zoénaban a
taptalaj eredeti zold szine lilara valtozik.

A taptalajon lehetéség van megerdsitd vizsgalatok elvégzésére is. A taptalajon elhelyezett,
polivalens H savoval atitatott papirkorong mentén Salmonellak jelenléte esetén jellegzetes gatlas
alakul ki. A gatlasi zona szélén a biokémiai reakcidk intenzivebben jelentkeznek, a kénhidrogén
termelés itt jol lathato.

Amennyiben a vizsgalat Salmonella enteritidisre iranyul, a taptalaj erre a mikrobara 0,015 g
nitrofrantoinnal tehetd szelektivvé.

Erdemes figyelembe venni, hogy a vasvegyiiletek alkalmazasa az elddisitoban megnéveli a
Salmonelldk motilitasat is a félfolyéony tapkozegekben, a zona atmérdje tobb, mint kétszeresére
novekszik mind a 37 °C, mind a 42 °C homérsékleten torténo inkubalas esetén.

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

Lehetdség van a Diassalm taptalaj esetében MUCAP reagenssel (4-methyl-umbelliferyl caprylate)
torténd megerdsitd vizsgalat elvégzésére, amely a C8 észteraz reakcion alapul. A reagensbdl 10 pl-t
csOppentve a motilitdsi zénara, 365 nm hulldmhosszi UV fényben a csdppentés helyén fluoreszkal
Salmonella jelenléte esetén.

Osszevont dusitast is alkalmaznak nyershus és daralt hus esetén. A mikrodkologiai elemzések egy
hasznos megoldast kinalnak nyers hus és daralt hiis gyors Salmonella vizsgalatara. A nyers husok
kozvetleniil félfolyékony taptalajra helyezve egyrészt biztositjak a rovid elddusitasi 1€pést a husban
(mint legjobb taptalajban), masrészt a novobiocin gatolja a nagyszamu kiséréflora felszaporodasat.
Rutin vizsgalatokra jol bevalt egy német hisvizsgalo laboratériumban.

4.3. Reveal teszt

A Ferrioxamin-E Kkiegészitével valdé 2-4 oras elddusitas, majd a teljes elédusitott mennyiség
szelektiv dusitasat kovetheti egy ELISA elven miikddé gyors teszt, amely lehetévé teszi a
Salmonella sejtek kimutatasat 24 oran beliil nagy biztonsdggal. A Reveal teszt olyan elddusitast
alkalmaz tehat, amely mind a Salmonella novekedést, mind pedig a sériilt sejtek helyreallitasat
szolgalja. A teljes anyagmennyiség szelektiv dusitasa pedig biztositja, hogy a salmonella sejtek
szama elérje a gyors teszthez sziikséges detektalasi szintet (amely sajat vizsgalataink alapjan 107
sejt/ml). E vizsgalat folyamatat a 3. dbra szemlélteti.

4.4. Salmonella vizsgalatok konduktometrias modszerekkel

Ezekkel a fizikai mérési modszerekkel a mikrobaszaporodast szelektiv és differenciald taptalajok
alkalmazasaval, folytonos konduktancia méréssel kovetik nyomon. Az allanddé hémérsékleten mért
uS értékekbdl egy szaporodasi gorbe jellegli valtozast kapunk, amelynek jellemzd paramétere, a
detektalasi 1d6 szolgél a termékek mikrobioldgiai allapotdnak meghatarozasara (a mikrobaszdm
forditottan ardnyos a detektalasi idével.), jelenlét hidny probdk esetén pedig a gérbe meredeksége és
a uS érték valtozasanak mértéke szolgal az adott baktérium jelenlétére.

A kimutatasi hatar 1 €16 sejt/mérdcella.
Mivel a konduktancia mérést a minta turbiditdsa nem zavarja, felhasznalasi teriilete széleskort.
A Salmonella vizsgalatok menetét a 4. sz. dbra szemlélteti.
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A késziilék mérd celldjaba az elddusitast kovetden keriil a minta, ahol a szelektiv dusitas soran 6
percenként méri a miiszer a vezetOképességet. A kiivettaban 1évd szelektiv taptalaj a szokésos
dusitoktol annyiban tér el, hogy egy un. szelektiv supplementet (novobiocint) €s egy a mérést segitd
adalékot is tartalmaz. Ez az adalék a TMO (trimetilamin-N-oxid-dihidrat), amely vegyiiletet a
Salmonelldk metabolizaljak, ¢és a keletkezd anyagcseretermék hatdsara jelentésen megnd a
vezetSképesség. Igy a miiszerben valo dusitas és mérés lehetdvé teszi egyrészt a kiséré mikroflora
visszaszoritdsat, masrészt Salmonella jelenlét esetén a gyors és jelentds mértékii konduktancia
valtozast. Ez a valtozas (pozitiv valasz) az elodusitoban 1€vé Salmonellak szamatol fiiggden 8 - 20
6ra inkubdlasi id0 utdn jelentkezik. Negativ esetben 24 6rds inkubdlds utdn nincs valtozas, a
Salmonella negativ eredmény kiadhato.

Pozitiv valasz esetében az e célra kifejlesztett latex agglutinacié segit a valdban pozitiv mintdk
kiszlirésére.

A vizsgalati 1d6, mint a leirtakbol kitlinik, attol fiigg, hogy a Salmonella sejtek kezdeti szama
mennyi a mérd kiivettaben. Ezt befolyasolni tudjuk az elddusitds vezetésének a mikrodkologiai
koriilményekhez valé igazitasaval, valamint sejtkoncentralasi (immunszelektiv oszlop ICS,
immunmagneses szeparaldas IMS) miveletekkel. E miiveletek kdzbeiktatasaval akar 24 orara is
csokkenthetd a Salmonella kimutatas ideje.

A moddszer f6 eldnye tehdt a gyorsasag. A mikroorganizmusok kimutatdsa gyorsabb a
hagyomanyosnal, igy csokken a tarolasi, raktarozasi id6, valamint a varakozasi id6 a higiéniai
vizsgalatok eredményére. A gyartaskozi ellendrzésbe épitve a rendszert, lehetévé valik a gyorsabb
hibafeltaras, igy a korai beavatkozassal a veszteség csokkenthetd, igy hatékony mikrobiologiai
mindségellendrzést tesz lehetdvé. A szamitdgéppel vezérelt miiszer folyamatos mérésre alkalmas,
késziiléktipustol fiiggden 60 - 240 mintat képes egyszerre mérni.

5. IMMUNOLOGIAI MODSZEREK

E témakorbe tartozd vizsgalati moddszerek koziil az ELISA, ELFA, latex agglutinacids és
immunszelektiv dusitasi eljarasok (dip stick, IMS) keriilnek bemutatésra.

5.1. Salmonella vizsgalatok ELISA modszerrel

1. Nagy érzékenységli, Salmonelldkra specifikus befogod antitesteket adszorbealodnak a
mikrokiivettak feliiletére, , amelyekbe a Salmonella dusitas utani mintat pipettazzuk.

2. Ha jelen vannak a Salmonella antigének a mintaban, specifikusan reagalnak a kotott
antitestekkel. A mintaban 1év6 tobbi anyagot mosassal eltavolitjuk.

3. Salmonelldkra specifikus, enzimmel jelzett antitestet (konjugatum) adagolunk a
mikrokiivettakba, mely hataséra kialakul a "szendvics".

4. A Salmonellak jelenlétét 1athatova egy enzim-szubsztrat szinreakcidval tessziik. Ha a mintdban
nem volt Salmonella, akkor nem lesz az oldat szines.

A standard ELISA vizsgélat menetét az 5.sz. dbra szemlélteti.

Az ELISA kitek érzékenysége 10°-107 sejt / cm®. Az érzékenységet a dusitd Osszetétele nem
befolyasolja, ha a Salmonella e sziikséges sejtszamot elérte benne.

A szelektivitast illetden megallapithatd, hogy a tenyésztéses moddszernél zavard baktériumok

(Proteus, Citrobacter, Pseudomonas, Enterobacter, E.coli) koziil esetenként a C.freundii és az

E.aerogenes esetén adhatnak a Kitek fals pozitiv eredményt.

A moddszerdsszehasonlitdé vizsgalatok azt mutatjak, hogy az ELISA modszerek érzékenysége
100-p/(p+fn) = 98-100 %, specifitasa 100-n/(n+fp) = 97-99 %, ahol:

p: valds pozitiv mintdk szdma, n: valds negativ mintak szama
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fn: fals negativ mintak szama, fp:  fals pozitiv mintak szdma

Az ELISA vizsgalat amellett, hogy megbizhat6, id6, munka, anyag és eszkoz takarékos eljaras.
nagyszamu szelektiv, Petri csészébe kiontott taptalajt, rovid biokémiai sort és sok ¢lémunkat lehet
vele megsporolni.

A mai napon kiilon ismertetem a BIOLINE ELISA rendszert, amely egyszerii, gyors eljaras az
¢lelmiszerekben és takarmanyokban el6forduld Salmonellak kimutatasara. A modszer az AOAC
altal validalt, Franciaorszagban, Danidban €s Finnorszagban szabvanyos modszer.

Az BIOLINE ELISA modszer idodiagramjat, €s 1épéseit a 6. abra szemlélteti.

E modszer elényei:
Széleskort felhasznalasi teriilet (élelmiszerek, takarmanyok, kdrnyezeti mintak)
Egyszert, felhasznalobarat (akar napi 600 minta )
Nem igényel utodusitast
Flexibilis (igény szerint csikokra szétszedhetd kit)
Stabil, felhasznalasra kész reagensek (12 honap)
Detektalasi limit (10°-6-10° cfu/ml RV)
Analodg a referencia modszerrel
Erzékenység: 99%
Specifikussag: 97%
Elelmiszereldallitoknal biztonsagos a vizsgélat, mivel az ELISA eljards mar a hékezelt
mintaval torténik
Mind hazai, mind nemzetkozi kdrvizsgalatban kivalo eredményt tudtunk elérni a BIOLINE
ELISA alkalmazasaval.

Az érzékenységet tekintve az Enterobacteriaceae — be tartozo torzsek dontd tobbsége nem ad
pozitiv eredményt a kittel (igy a Proteus, E.coli, E.cloaceae, Klebsiella..). Néhany E.aerogenes és
C.freundii adhat néha keresztreakciot (fals pozitiv).

Megéllapithatd, hogy a BIOLINE ELISA vizsgalattal atlagosan 48 oran beliil biztosan kiadhatok a
negativ eredmények, mivel fals negativ eredményt nem kaptunk az ELISA vizsgalatok soran.
Nagyszamu kisér6 flora esetén a klasszikus vizsgalati modszerrel viszont kaphatunk fals negativ
eredményt.

5.2. Az ELISA modszer kombinalasa szelektiv sejtkoncentrdlassal

A korszerli mindségbiztositasi rendszereket mitkddtetd vallalatokndl 48 oran belill van sziikség,
hogy az ¢élelmiszerbiztonsagot szavatolo HACCP rendszerek mikodtetésehez megfeleld
informéacioval tudjanak szolgalni a mikrobioldgusok.
Ehhez az elddusitas és dusitas miiveletének gyorsitasat kell elérni.
Lehetdségek:
-membransziirés (legrégibb sejtkoncentralasra alkalmas modszer, de csak tiikros levek esetében joO)
-immunszelektiv feliiletek alkalmazasa

Salmonella Immuncapture system (ICS)

Immunmagneses szeparalas (IMS)
Ezek koziil a gyakorlati szempontbol igen jelentds immunologiai modszereket vizsgaltuk.

Mind az IMS, mind az ICS élelmiszerekben 1év6 Salmonellak gyors kimutatasara szolgal.
ELISA technikédval valdé kombindldssal 24 oran beliil valésziniisithet a pozitiv eredmény, illetve
adhat6 meg a negativ eredmény.
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A mobdszer eleve: a hagyomanyos eljarast helyettesitd teszt a szelektiv dusitas helyett egy
immunszelektiv feliiletet, a szelektiv ¢és differencialé agartaptalajok helyett ELISA modszert
alkalmaz 5. abra.

A teszt 1épései:

a./ Elodusitas egy ¢éjszakan at.

b./ Salmonella sejtek” befogdsa” az el6dusitobol. az immunszelektiv feliilet segitségével.

c./ Mosas utdn az immunszelektiv feliileteket M-levesben inkubaljuk néhdny 6ran at, hogy az
ELISA vizsgalatokhoz sziikséges sejtszamot elérjiik.

d./ Hokezeljiik a Salmonella sejteket, ezzel levalasztjuk az antigéneket az immunszelektiv feliiletrdl.
e./ Enzimmel jelzett Salmonella antitesteket (konjugatum) kotiink az antigénekhez, amelyek
hatasara egy szintelen szubsztrat szinesre valtozik.

Az immunszelektiv dusitasos modszer tehat id6 és anyagtakarékos, szelektiv, felhasznalobarat.
5.3. Salmonella vizsgalat ELFA modszerrel

Szelektiv duasitas utani Salmonella jelenlét meghatarozasara alkalmas ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) vizsgalatok egy teljesen automatizalt VIDAS késziilékben végezhetok.

A Salmonella dusitas utani hdkezelt mintat egy reagenseket is tartalmazé miianyag strip megfeleld
kiivettajaba pipettazzuk, majd a késziilékbe helyezziik. A vizsgélat valamennyi 1épését a késziilék
automatikusan elvégzi.

A késziilékben lezajlo folyamatok:

A nagy érzékenységl, Salmonellakra specifikus befogd6 monoklondlis antitestek egy a késziilékben
1év6 pipettdizdo (SPR= Solid Phase Receptacle) feliiletére vannak adszorbedlva. A mintatartd
kiivettabol a minta a pipettazoba cirkulal a sziikséges reakcio ideig. Amennyiben jelen vannak a
Salmonella antigének a mintaban, specifikusan reagalnak a kotott antitestekkel. A minta visszakertil
a kiivettaba, majd a SPR mosasa torténik. A kovetkez6 munkafdzisban Salmonelldkra specifikus,
alkalikus foszfatdzzal jelzett antitest (konjugatum) cirkuldl a SPR-ben. Hatasara egy komplex (
"szendvics") keletkezik. A kovetkezo 1épsben mosassal eltavolitasra keriil a nem kotott konjugatum,
majd sszubsztratként 4-metil-umbelliferil-foszfat szubsztratot cirkulal a SPR-ben. Az alkalikus
foszfataz hidrolizalja a szubsztratot és egy fluoreszkald vegyiilet (4-metil-umbelliferon) keletkezik.
A fluoreszcenciat 450 nm-en méri a késziilék.

Ha a mintaban nincs Salmonella, akkor nincs fluoreszcencia.

A Salmonella kimutatds ELFA moddszerének menetét a 7.sz. dbra szemlélteti. Az ELFA vizsgalat
végrehajtdsa soran az Osszes elvégzendd miivelet a hdékezelt dusitd pipettdzdsa a mintatartd
kiivettaba.

6. SZELEKTIV ES DIFFERENCIALO TAPTALAJOK
Terjedelemi okok miatt késobb keriil kozlésre.
7. MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

Terjedelemi okok miatt késdbb keriil kozlésre.

8. A MODSZER VALASZTAS SZEMPONTJAI-
8.1 Kihivasok a mikrobiologiai vizsgadlatokkal szemben

A vizsgalo és kalibralo laboratoriumok alkalmassaganak altalanos kévetelmeényei -t az MSZ EN
ISO/IEC 17025:2001 szabvany tartalmazza. E szabvany 5.4 pontja a vizsgaldo modszerekkel
kapcsolatban eldirja, hogy elsdésorban nemzetkozi, regiondlis és nemzeti szabvanyokat kell
alkalmazni (ezeket nem kell kiegésziteni, Gjra irni, mint belsd eljarasokat, ha a személyzet eredeti
forméaban haszndlni tudja), mésrészt hogy a laboratoriumban kifejlesztett, vagy atvett modszert a
hasznalatba vétel el6tt validalni kell. Validalni kell a

e nem szabvanyos modszereket
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e sajat kifejlesztésti modszereket

e miikodési teriileten kiviil esé szabvanyos modszereket

e szabvanyos modszerek kiegészitéseit, modositasait
A vizsgélati mddszer jellemzd paramétereinek meghatarozasara szolgald eljaras mikrobiologiai
tertileten az EN ISO 16140 szabvanyban van rogzitve mind a jelenlét/hidny probakra, mind a szam
meghatarozasi modszerekre vonatkozoan.

A validaléas annak igazolasa, hogy az alternativ mddszer ( gyors, érzékeny, egyszeri, automatizalt,
olcs0) dsszehasonlithatd eredményt ad a referencia modszerrel ( ISO, CEN szabvanyokban eldirt ).
A korszerli mikrobioldgiai vizsgalati modszerek tobbsége szerencsére nemzetkdzi validald
szervezetek (AOAC, AFNOR, MICROVAL) altal validalt, amint azt az 1.sz abra mutatja. Ez igaz a
BIOLINE médszerre is.

Az ¢élelmiszeripar fejlodése, a gyartott élelmiszer termékek €s a kereskedelmi tevékenység boviilése
miatt egyre inkdbb szilikséges az élelmiszerek, illetve azok alapanyagai mikrobiologiai allapotanak
pontos ismerete. Az élelmiszerbiztonsagot, -mindséget érintd korszerti megitélés a modszerekkel
szemben is 0j kovetelményeket allit: egyszerliség, gyorsasdg, munka és anyagtakarékossag,
reprodukalhatésag, karosodott sejtek kimutatdsa, nagyszamu kiséré mikrofléra mellett a korokozd
¢s feltételesen korokozo mikroorganizmusok kimutatasa, a preventiv, gyartastechnologiaba beépiild
szabalyozasi és ellendrzod (surveillance) rendszerek kiszolgalasa. Ez az objektiv sziikségszeriiség az
elmult tiz évben hazankban is forradalmasitotta a mikrobioldgiai szemléletmodot és az igénybe
veheté modszereket egyarant.

M¢ég ma is hetente jelennek meg 0j eljarasok, alkalmazésok a mikrobiologusok munkdja, de még
inkabb a diagnosztika és a termelésiranyitas segitésére.

Az altalunk vizsgalt modszerek (de a legtobb 1) moddszer) eldnyei a munka, 1d6, taptalaj
megtakaritas, ennek megfelelden tobb vizsgalati lehetdség, igy nagyobb biztonsag.

Hatranyként egyes esetekben a miszerek, tdptalajok magas ara, masrészt a hivatalos
modszergytijteményekbe vald lassu bekeriilésiik jelolhetd meg.

8.2 Mi hatdrozza meg, hogy melyik modszert valasszuk?

A vizsgalat célja, a biztonsagi szint, a mintavételi terv, az érzékenység, a specifitds, a pontossag, az
¢lelmiszer Osszetétele, a validalas ténye, a vizsgalati 1d6, az automatizalas lehetdsége adattarolas,
adatelemzés, a szerviz és céginformaciok és végiil a vizsgalati koltség.

A miuszeres vizsgalatokat magas beszerzési koltség €s olcso iizemeltetési koltség jellemzi, ezért
ezek csak teljes kihasznalds mellett gazdasdgosak. A miiszert nem igényld megoldasok
anyagkdltsége a magasabb

A fenti szempontok figyelembevétele utdn a még oly sok 0j mikrobioldgiai mddszer koziil is csak
egy-két modszer marad. A modszer kivalasztasban alapkovetelmény, hogy fals negativ eredmény
nem fordulhat eld, és a fals pozitiv eredmények szazalékos ardnya is lehetdleg alacsony legyen.

A screening modszerrel kapott pozitiv eredmény mindig megkapja a valosziniileg jelzét, amit
minden esetben a klasszikus megerdsitd vizsgalatnak kell kovetnie.

8.3 Mikrobiologiai vizsgalatok a HACCP programokban

Folyamatellendrzés soran foleg fizikai indikatorok ( °C, id6, pH, ay) és kémiai indikatorok (savak,
tart.szer konc.) mérését preferaljak.
Kockézatbecslésre azonban nagyszamu, gyors mikrobiologiai vizsgalatra van sziikség. Igy:

Alap- adalék és segédanyag vizsgalat

Eloszlasvizsgalat, mintavételi terv



Matematikai modellezés

Technologiai miiveletek méretezése
Kornyezet vizsgalatok

Challange test

HACCEP verifikalas (késztermék vizsgalat)

9. Osszefoglalva

A klasszikus id0 és munkaigényes mikrobiologiai vizsgalati moddszerek gyors diagnosztikai
modszerekkel valdo helyettesitése napjaink kovetelménye annak érdekében, hogy a
mindségbiztositasi rendszereket maximalisan kielégitse. A mikroorganizmusok széles korének
kimutatasi lehetdsége mellett kompatibilisnek kell lennie a hagyomanyos médszerekkel, amelyekre
jelenleg a szabalyozasok vonatkoznak.

Megallapithat6 tovabba, hogy az alternativ modszerekkel elérhetd, hogy 24 6ran beliil Salmonella
vizsgalati eredményt kapjunk még szubletdlisan sériilt Salmonella sejtek esetében is, ha
kihasznaljuk a mikrodkoldgidban, a termék és technoldgiai ismeretekben, valamint a korszeri
technikaban rejld lehetdségeket.
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1. abra
KORSZERU SALMONELLA VIZSGALATI MODSZEREK
AOAC 2003
34 gyarto

AOAC
OSSZES AFNOR |MODSZER FAJTAK
MODSZER| DANVAL
validalt

DUSITAS 13 8 IMS, ICS,
MSRYV, Diassalm

ELISA, ELFA, PCR,
KIMUTATAS 45 23 Konduktometria,
Reveal




24-48 6ra

48-52 oOra

72-96 6ra

11

A SALMONELLA VIZSGALATOK IDODIAGRAMJA

Elelmiszer
v
IMS, ICS céliranyos
Fizikai mérés k Elddusitas
MSRYV, Diassalm 6-24 ora
PCR
ELFA, ELISA, FIA Céliranyos
Enzimreakciok (pl.utédusitas) Szelektiv dusités
Latex agglutinacid * 24-48 ora
Gene proba
SM ID, Rambach
Kromogén taptalajok Szelektiv agar
24-48 ora
< ]
API
MICRO ID
Enterotube II

N\

Biokémiai reakciok
24-48 6ra

Szerologiai vizsgalat

—

2.sz.4abra



REVEAL SALMONELLA TEST

1 fiola taptalaj +
200 ml 42°C-os steril viz
oldas

24 ORA

Elelmiszer
25 g

v

1 fiola taptalaj (d-RV) +
200 ml 37°C-os steril viz
oldas

v

Homogenizalas
Stomacher
2 perc

Elddusitas (36+1°C)
2-4 Ora

I

v

Szelektiv dusitas (42+1°C)
18-246ra

v

Reveal teszt
15 perc

3.sz.4bra
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4.sz.4bra

Salmonella kimutatas konduktometrias 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

\/

Meérés a késziilékben
szelektiv dusitas
37°C-on 24 o6ran at

Ertékelés a konduktancia valtozas alapjan

T

Negativ valasz esetén Pozitiv vélasz esetén

Latex agglutinacio
/ negatlf/\‘ POZl'tl'v

Salmonella vizsgélat

eredménye negativ
Biokémiai és szeroldgiai
megerdsitd vizsgalatok
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5.sz.abra
Salmonella kimutatas ELISA modszerrel

Standard ELISA modszer Immunszelektiv dusitassal kombinadlt
ELISA modszer

Elodusitas
25 g minta
225 ml pufferolt peptonviz
18-22 6ra 37°C

Szelektiv disitas -— e

™ 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 Szaporitas
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 506ra 37°C
6-8 Ora_e 6-8 Ora e i ‘\\
; ml 1 ml 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 |
E / \ ) , , .\, “\\
i pozitiv negativ negativ pozitiy \
\/ R |
Megerdsités Megerdsités
Vizsgalati id6 Vizsgalati 1d6
44-56 oOra 25-30 ora

¢ nagyszamu kiséro flora
* kevés kiséro flora
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7.sz.abra

Salmonella kimutatas VIDAS ELFA modszerrel

Elodusitas

25 g minta

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

Szelektiv dusitas

0,1 ml 10 mi

10 ml Rappaport V.
42 °C

100 ml Szelenit-cisztin

6-8 ora * 37°C
l 16-20 6ra o l
Szaporitas Szaporitas
1ml l l 1ml
9 ml M-leves 9 ml M-leves
16-20 6ra *  37°C 16-20 ora =  37°C
6-8 ora_e 6-8 ora e
; ml 1 ml
i Hoékezelés
§ 100 °C 15 perc
ELFA
E / 1,5 ora \
5 pozitiv negativ
Megerosités
Vizsgalati 1d6
44-56 ora

e nagyszamu kisérd flora
* kevés kisérd flora

/ T—

™ Immunszelektiv elvdlasztds

\/
20 perc 20-25°C

\

Szaporitas

v 1ml

9 ml M-leves
5 ora37°C

\
H \
. \

1ml

\
\
\
\
\
\
\
\
\
\J )
‘\
Hokezeles \
\
10 °C 15 perc
[} \‘
\
ELFA \
4 \
1,5 oras, \
\.\ \“
pozitiv \
_________ -~ ‘

Megerdsités

V'

negativ

Vizsgalati 1d6
25-30 ora



20 ora

24-36 6
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6. sz. abra

BIOLINE ELISA VIZSGALATOK FOLYAMATA

IMS, ICS +
UTODUSITAS 56

|

ELISA

ELELMISZER

l

hokezelés

ELODUSITAS

|

A

SZELEKTIV
DUSITAS
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