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1. BEVEZETES

El6addsommal annak a felkérésnek probalok eleget tenni, hogy gyakorl6 mikrobiologusként
Osszefoglaljam a korszer(i vizsgalati modszerekkel szerzett tapasztalatokat.

Hol tartunk ma, milyen k&vetelmények fogalmazédnak meg a mikrobiologiai vizsgalati
modszerekkel szemben, milyen eldnyei €s korlatai vannak az egyes vizsgalati modszereknek?

Elelmiszerekkel (minden olyan feldolgozott, részben feldolgozott vagy feldolgozatlan anyag vagy
termék, amelyet emberi fogyasztasra szannak, beleértve az ivovizet is) szemben tamasztott
legfontosabb kovetelmények:
e Egészségre artalmatlan (az élelmiszerellatas biztonsaga a vilag minden tajan kdzponti
kérdés)
® J6 mindségh (kivalo érzékszervi tulajdonsag, megfeleld beltartalmi érték)
® (Gazdasagosan eldallithato

E kovetelmények és az élelmiszerek mikrobioldgiai allapota kozott szoros Osszefliggés van.
Elelmiszereink és azok alapanyagai nemcsak az ember szimara, hanem a mikroorganizmusok
szdmara is tapanyagul szolgalnak. A mikrobdk az élelmiszermindség fontos részesei tigyis, mint
azok hasznos létrehozoi a kiilonbozd biotechnologiai folyamatokban, de ugyis, mint azok
romlasanak okozo6i, vagy biztonsaganak veszélyeztetdi. Ez utobbiak az élelmiszerek szinte
valamennyi mindségi jellemz6jét befolyasoljak, a kozvetleniil érzékelheté kiilsé (szin. illat, iz,
allag) €s a rejtett belso (0sszetétel, tapérték, toxikologia ) tulajdonsdgokat egyarant.

A karos korokozo6 €s romlast okozo mikroorganizmusok veszélyeztethetik az élelmiszerbiztonsagot
¢s a romldsmentes eltarthatosdgot a nyersanyagtdl kezdve a feldolgozas, forgalmazas teljes
vertikuméban (szant6foldtol az asztalig).

Az élelmiszerek megfeleld mikrobiologiai allapotanak, igy élelmiszerbiztonsagi és romlasmentes
eltarthatosaganak valo megfelelés uj kihivasok el¢ allitotta az élelmiszer-mikrobiolégusokat is. Az
utobbi 6tven évben élelmiszerellatasunk, szokasaink tobbet valtoztak, mint el6tte évezredek alatt.

o Az ¢lelmiszereket tomegtermeléssel allitjdk eld, iparszerli az allattenyésztés ¢&s
ndvénytermesztés, kdzponti a vizellatéds, igy rovid id6 alatt nagy veszteség és kockazat
keletkezhet.



® A globalizacio, a nemzetkozi kereskedelemben az aruk szabad 4ramlésa, a tarizmus
fejlédése fokozodo mikrobas terhelést, jelentds mikrobaforgalmat is eredményez. Adott
teriileten addig nem honos mikrobak, mikrobacsoportok jelennek meg, amelyek mind
egészségiigyi, mind mindségi problémakat jelenthetnek. Ezek kimutatasi modszerei is
hianyoznak a napi gyakorlatbol.

® Hazankban a 2004. ¢évi Eurdpai Unidhoz vald csatlakozas, és Vilagkereskedelmi
Szervezeti tagsagunk hatdsara piacunk nyitottd valt. Ezzel egyidében a nemzeti
szabalyozas helyett unios szabalyok (pl. 1j mikrobiologiai hatarérték rendelet) Iéptek
¢letbe. Az élelmiszer eldallitdo elsddleges felelossége fokozatosan érvényre jut. A
kockazatbecslésen alapulo6 HACCP rendszerek kiépiiltek az élelmiszeriparban.

o Az egészséges taplalkozadsi igény, az Uj taplalkozasi szokasok 1j tartdsitasi
technologiak, 1) nyersanyagok megjelenését eredményezték, amelyek hatasvizsgalata 10;j
kihivast jelentett.

® A fokozodo igény a feldolgozottsagi fok novelésére kiterjedtebb veszélyforrast jelent.

o Uj kereskedelmi formék egyre hosszabb minéségmegérzési idétartamot kovetelnek,
amelyhez 0j antimikrobas agensek, technologiak sziikségesek.

® Immunrendszeriink gyengiilése tapasztalhatd, mikdzben a korokozok virulenciaja,
patogenitasa egyre novekszik.

Mindezek a hatasok szemléletvaltast koveteltek meg az élelmiszer-mikrobiologusoktol is. A
késztermék vizsgalat helyett a preventiv, technologiaba beépiilé szabalyozasi rendszer
igénye mertiilt fel a ,,rend6r” szerep helyett a ,,haziorvos” szerep lett a mértékado. Ennek
megfelelden a mikrobioldgiai vizsgalatokkal szembeni 0j kovetelmények fogalmazodtak
meg.

2. A MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATOKKAL SZEMBENI UJ KOVETELMENYEK

Az ¢élelmiszer-mikrobioldgiai vizsgalatok teriiletén a legfontosabb feladat az élelmiszerbiztonsagot
¢s a termék mindségét veszelyeztetd mikrobak kimutatasi mddszereinek gyorsitasa, korszerisitése,
automatizalasa, hogy a laboratérium megbizhatéan szolgalja ki a kereskedelmi, vallalati, hatosagi
managementet a megfeleld biztonsaghh dontések meghozataldhoz. Ehhez kellden gyors modszerekre
van szilikség, hiszen a laborkapacitds nem szabhat hatart a biztonsagos mintavételnek. A moddszer
tehat gyors vagy gyorsitott, ugyanakkor munka és anyagtakarékos és lehet6leg egyszerii legyen,
mikozben megbizhato (validalt), a karosodott sejtek kimutatdsara, s6t a nagyszamu kisérd flora
mellett korokozd és romlast okozoé mikroorganizmusok kimutatasara is képes legyen. Lehetdleg
még a biofilmet alkot6 és az életképes, de nem tenyészthetd (VNC) mikrobak kimutatasat is tegye
lehetove.

Osszességében a hatékonysag novelése volt a cél, hogy gyorsabb legyen a visszacsatolas a
mindségbiztositasi rendszerben, a meg nem feleld termék gyorsabban kiszlirhetd legyen, csokkenjen
a rizikd faktor mind élelmiszerbiztonsagi, mind eltarthatdésag szempontjabol, kevesebb legyen a
nyersanyag ¢és késztermék tarolasi koltség (hely, hiitési koltség), mindemellett lehetdség szerint
alacsonyabb legyen a vizsgalati és labor koltség is.

Egyes ¢élelmiszer eldallitok belso élelmezésegészségiigyi eldirasaikban tételenként 10, 15, 30, s6t 60
elemi mintabol irjak elé a Salmonella mentességet. E szigoru hatarértékek metodikai szempontbol
is ) kihivast jelentenek a mikrobiologusok szamara.

A fenti célok érdekében a tarstudomanyok analitikai kémia, enzimologia, fizikai kémia,
immunologia, miszeres elektronika, molekularis bioldgia, virologia, nanotechnologia) minden
eredménye robbandsszerlien vonult be a mikrobioldgidba az alternativ modszerek kialakitasanal.
Ezt a nagy lendiiletet azonban jozan iitemire mérsékelték a mikrobiologiai vizsgalatokra is egyre
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szigorubban bevezetésre keriil6 matematikai statisztikai megfontoldsok, a jo értelemben vett
egyseégesitési torekvések.

A kezdeti id6kben (1980-1995) a megjelené nagyszamt kezdeményezés mikrobiologusok altali
elfogadasa széles skalan mozgott. Sokan csak a hagyomanyos tenyésztéses modszerekben biztak, de
legalabb annyian oriiltek az wj, hatékonysdg lehetdségét magukban rejtd wjnak. A METE
kezdetektdl teret adott az j gondolatok megismertetésének, szamos rendezvénnyel segitett az 1j
modszerek elterjesztésében. A hatalyos mikrobiologiai hatarérték rendeletekhez azonban a legtobb
orszagban a klasszikus szabvanyos moddszerek voltak rendelve, igy az 0j modszerek az ipari
gyakorlatban kezdtek elterjedni, kiilondsen azutan, amikor a nemzetkdzi szervezetek ( AFNOR,
AOAC, MICROVAL) elkezdték ezeknek a modszereknek a validalasat a 2004-ben megjelelé ISO
16140 szabvany alapjan.

A nagy attorést az jelentette, amikor az EU mikrobiologiai hatarérték rendelet bar minden
kritériumhoz ISO szabvanyos (referencia) modszert rendelt, megengedte az alternativ modszerek és
az alternativ indikator mikroorganizmusok alkalmazési lehetdségét, tovabba eldirta a trendanalizis
¢s a fazisvizsgalatok sziikségességét patogénekre vonatkozdan is. Az Uj rendelet nagy pozitivuma
(néhany nagy hib4ja mellett) a mikrodkologiai szemlélet fontossaganak kiemelése az élelmiszer
mikrobiologidban.

Elharult tehat minden akadaly az eldl, hogy a jelenlét/hiany probak, a szam meghatarozasok és az
identifikalas teriiletére a legalkalmasabb alternativ modszerek bekeriiljenek. 2012 végén az AFNOR
altal validalt és érvényes statusszal rendelkezd alternativ mikrobioldgiai vizsgéalati modszerek
szama meghaladja a 120-at, melyekhez a sziikséges kiteket, eszkdzoket tobb, mint 20 cég allitja eld.
A legtobb vizsgalati mddszer (t6bb, mint 30) az élelmiszeripari és human vizsgalatok teriiletén is a
legfontosabb Salmonella kimutatasra kertilt kidolgozasra és bevezetésre.

Az alternativ modszerek megjelenése jot tett a klasszikus mikrobiologiai vizsgalatoknak is, azok
ujragondolésa sz€ép 1) megoldasokat eredményezett. Kiilondsen igaz ez a Salmonella vizsgalatokra,
ahol a talzott egységesitési torekvés megvaltozott, és Gijra a mikrodkologiai szemlélet az uralkodo a
teriileten, ami az élelmiszervizsgalatok soran elengedhetetlen.

3. A GYORS MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATOK CSOPORTOSITASA
A mikrobioldgiai vizsgalati modszerek csoportositasa didaktikai szempontbol az alabbi:
3.1. Hagyomanyos maodszerek gyorsitisa, automatizdlasa

Kész portaptalajok és redy-to-use taptalajok alkalmazésa

Gravimetrias adagolas, higitas

Spiral lemez modszer

Petri-film tipust eszk6zok

TEMPO késziilék mikrobaszdmok automatikus meghatarozasara

Hidrofob halézatos membranfilterek (HGMF)

Uj szelektiv taptalajok (kromogén szubsztratot tartalmazo szelektiv és izolalo taptalajok)
Telepszamlalas automatizalasa

Egyszer haszndlatos eszk6zok (Petri csészék, kémesovek, pipettdk, bemérd és mintavevo
edények)



www.filtaflex.ca/spreadfilter.htm

Harlequin™
Salmonella

3.2. Direkt sejtszamldldas modszerei

A mikrobdk szaménak meghatarozasat egy rovid elOkészités (sziirés, festés stb.) utan kodzvetlen
szamlalassal végezziik megfeleld mikroszkop, vagy 1ézeres értékelést kovetden. Az egy-két orat
igényld vizsgalatok kore azonban limitalt, mind matrix, mind nagysagrend vonatkozasaban.

Részecskeszamlalas

Flow citometria

DEFT technika (COBRA, BACTO SCAN)
Lézeres értékelés (ChemScan)
Immunfluoreszcencia



3.3. Sejtalkotok szelektiv elemzése

A mikrobak jelenlétének kimutatasat, azok azonositasat valamelyik sejtalkotd (ATP, DNS
szekvencia, zsirsavosszetétel, fehérje Osszetétel, patogenitasért felelés gén szakasz) specialis
érzékelésével végezziik el.

ATP meghatarozas

DNS hibridizaciéos modszer

PCR

Zsirsav analizis (GC)

Fehérje analizis (MALDI TOP)

LAL tesz (sejtfal lipopoloszacharid kimutatas)
Patogenitasi faktor (peo)

3.4. Mikroba metabolitok mérése

A mikrobak jelenlétét az altaluk termelt anyagcseretermékek kémiai mérésével kozvetleniil a
termékbdl, vagy zart csomagolds esetén a ,haed space”-bol mérjiik. Kiilonosen romldsok
meghatarozasanal hasznos gyors eljaras, amelyeken alapszanak az 0j tipusi nano érzékeldk is. A
leggyakrabban mért paraméterek:

Gazosszetétel

Toxinok

Diacetil

Titralhat6 savtartalom
Alkoholok, szerves savak
Nitrat/nitrit

COy, Hy, H,S, NH4

3.5. Mikrobaszaporodas deteklildsa

A mikrobaszaporodast szelektiv és differenciald taptalajok alkalmazasaval, folytonos fizikai
méréssel (impedancia, konduktancia, turbiditds, hémennyiség, redoxpotencidl, beiitésszam)
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kovetjiik nyomon. Az allandd homérsékleten mért értékekbdl egy szaporodési gorbe jellegi
valtozast kapunk, amelynek jellemzé paramétere, a detektalasi 1d6 szolgal a termékek
mikrobiologiai allapotanak meghatarozasara (a mikrobaszam forditottan ardnyos a detektalasi
iddvel.), jelenlét hiany probak esetén pedig a gérbe meredeksége €s a valtozas mértéke szolgél az
adott baktérium jelenlétére.

Impedancia, konduktancia mérés (Malthus, Rabbit, BacTrac)
Turbidimetria (Bioscreen)

Mikrokalorimetria (DSC)

Radiometrids modszerek

Redoxpotencial mérés

3.6. Immunolégiai modszerek

Ezeknél a modszereknél nagy érzékenységli, adott mikrobara, vagy mikroba anyagcseretermékre
specifikus befogd antitestek vannak adszorbedlva a mikrokiivettak feliiletére, amelyekbe a mintat
pipettazzuk.

Amennyiben jelen vannak a vizsgalando antigének a mintaban, specifikusan reagalnak a kotott
antitestekkel. A mintdban 1évé kiséré anyagok mosassal torténd eltavolitdsa utdn specifikus,
enzimmel, vagy alkalikus foszfatazzal jelzett antitest hatasara egy komplex (“szendvics")
keletkezik.

Az adott mikroba jelenlétét lathatova egy enzim-szubsztrat szinreakcidval, agglutinacioval, vagy
mérhetdvé szinintenzitdssal, fluoreszcencidval vagy belitésszammal tessziik.

ELISA, ELFA (VIDAS)
RIA
Immunfluoreszcencia
Latex agglutinacio




3.7. Sejtkoncentralds

A fenti moddszerek tovabb gyorsithatok a kimutatdshoz sziikséges sejtszdm koncentralassal valo
elérésével, akar kozvetlenil az élelmiszerbdl is.

® Membramsziirés (legrégibb sejtkoncentralasra alkalmas moddszer, de csak tiikros levek
esetén)
¢ Immunszelektiv feliiletek alkalmazasa a szelektiv dusitas helyett
Immuncapture system (ICS)
Immunmagneses szeparalas (IMS)

IMMUNOMAGNETIC SEPARATION

§,aer;2::ﬁ0n E:> Imvmunomagnetic separation (IMS) E::) Detection

Seempis :'..'-.: Dynabeads™
Microscopy
Plating
ELISA
Impedance
RNA/DNA
ATP-assay

Sample Immunocapture Washing Reconstitution

Separation concentration

FiG. 2.1.Diagrammatic scheme to show the immunomagnetic separation process.
A sejtkoncentralast ELISA, impedimetria, mikroszképos, PCR vagy hagyomanyos lemezes

technikaval valé kombinalassal akar 24 oran beliil valoszintisithetjiik a pozitiv eredményt, illetve
adhatjuk meg a negativ eredményt.

3.8. Korszerii diagnosztikai eljardsok

A kitenyészett mikroorganizmusok azonositasara szolgald gyors, vagy gyorsitott eljarasok:

¢ Immunolédgiai mddszerek (Path stick, Single path, Reveal) immunkromatografia
® Molekularis diagnosztika (PCR, szekvenalas)

e Kromogén taptalajok

¢ Biokémiai modszerek (Identifikalo kitek: API, BBL Crystal, VITEK)




4. Alternativ modszerek megjelenése a hazai gyakorlatban

A fent felsorolt vizsgélati mddszerek megjelenése a hazai mikrobiologiai gyakorlatban az aldbbi

tablazat szerint alakultak.

1985-1990 1990-1995 1995-2000 2000-2005 2005-

Kész taptalaj Gravimetrias
ELISA adagolok
ATP mérés
ELFA (VIDAS)
Azonositas (API)

5. Korokozo vizsgalatok

Szaporodas
detektalasa

Petri film

Egyszer hasznalatos
eszkozok
Sejtkoncentralas
Azonositas (zsirsav)

PCR
Kromogénes
taptalajok
Immunkroma-
tografia
Azonositas (BBL
Crystal)

TEMPO
Fag technika
Ujra értékelések,
validalasok (pl.
duasitasok vezetése,
matrix hatasok
elemzése)
Azonositas:
molekularis
diagnosztika

A korokozok kimutatasa élelmiszerekbdl ma is az egyik legfontosabb mikrobiologiai feladat.
Tovabbra is els6 helyen all az élelmiszerek okozta koroki tényezdk kozott a szalmonella, ezen beliil
a S.Enteritidis abszolut tulstlya Magyarorszagon is, ezért a Salmonella vizsgalatok példajan
keresztiil mutatom be a mddszertani lehetdségeket.
A HACCP rendszerek mitkodtetése, validalasa és verifikalasa, a kiilonb6z6 hatarértékeknek (10, 15,
30, s6t 60 elemi mintdbdl vald Salmonella mentesség) valdo megfeleldség, tovabba a vizsgald
laboratoriumok akkreditadlasanak kovetelményei egyre szigorubb kovetelményeket allitanak a
modszerek, igy a Salmonella vizsgalati modszerek elé is.
A szabvanyos modszerek mellett egyre tobb alternativ modszer keriil bevezetésre a mikrobiologiai

laboratoriumokban.



5.1. Korokozé vizsgalatok idéigénye

A Salmonella vizsgalatok iddigényét az alabbi abran foglaltam Gssze. Jobb oldalon a klasszikus
vizsgalati 1épések, mig a bal oldalon az alternativ vizsgalati lehetdségek kapcsolddasi lehetdségei és
iddigénye lathato.

" P"ég '\'\/’:EAS cLiga | Céliranyos Elelmiszer, Viz
real time- ; : vizsgalatok
VIDAS UP a fag rekombinans feh érje . 259 7 x ml MF
technologiat a VIDAS val 6tvozi Rapid Chek, S —
FIZIKAl MERESEK REVEAL, Elédusitas
MSRYV, Diassalm supplementek 6-24 ora
L
Céliranyos 1 TaitA
ELFA (VIDAS), vizsgalatok R
ELISA , FIA, B -46 ora
Latex agglutinacio J
OEnlproba Szelektivagar
Path stick, Single path,Reveal HARLEQIN
COMPASS, SM2
24-48 ora
v

Nutrient agar

H 24 ora
.

API, BBLCrystal
Micro ID, MALDI TOP
Enterotube I

Biokémiai reakciok
6-24 ora

Szerologiai
vizsgalatok

Joggal meriil fel a kérdés, hogy a sokféle modszer kozott hogyan tudjuk kivéalasztani a szamunkra
legmegfeleldbbet? Erre szeretnék valaszt adni az alabbiakban a jelenlét/hiany probak esetére azt
allitva, hogy ha a megadott szempontokat végig vizsgaljuk, a nagyon sok kozilil nem marad 2-3-nal
tobb a listan.

5.2. A modszer valasztasanak szempontjai

A mobdszervalasztasok esetén az alabbi szempontokat célszeri figyelembe venni a megadott
sorrendben: a vizsgalat célja, a gyartds biztonsagi szintje, a mMmintavételi terv, validaltsag
(érzékenység, specifitas, pontossag), karosodott sejtek kimutatasi képessége, a matrix hatas,
vizsgélati 1d6, automatizalas- adattarolds- adatelemzés lehetOsége, szerviz és céginformaciok,
vizsgalati koltség.

5.2.1. Vizsgalat célja

Dontd  vizsgélat esetében akkreditdlt laboratoriumokban végzett, élelmiszerkonyvekben,
rendeletekben eldirt szabvanyos modszerek az iranyadok, vagy a kereskedelmi szerzddésekben
rogzitett médszereket kell alkalmazni.

Belsé ellendrzésre, folyamatszabalyozasra alkalmazhatok az ettdl eltéré modszerek is, amennyiben
azok validaltak.

5.2.2. Biztonsagi szint



Ennek meghatarozasa attol fiigg, hogy a gyarté milyen biztonsdggal akarja garantalni az adott
igazodik. Példaul, ha korokozokra vonatkozdéan 95 %-os biztonsaggal akarjuk a termékiinket
gyartani 10 mintaelemes eldiras esetén, akkor 30 mintaelemes belsé ellendrzést kell végezni.
Amennyiben ugyanilyen elvaras esetén 98 %-0s biztonsaghoz 60 mintaelem vizsgalatira van
sziikség.

5.2.3. mintavételi terv

A megvalasztott biztonsagi szint eléréséhez szlikséges mintavételi terv alapjan hatarozhaté meg,
hogy milyen gyakorisdggal hany mintat kell vizsgalni. Ez fligg a gyartastechnoldgiatdl (van, vagy
nincs a technologiai miiveletek sordn jelentds mikrobacsokkentd 1épés, vagy nincs) és a tételen
beliili eloszlastol is. Egészem mas modszert igényel 10 minta/nap mint a 100 minta /nap.

Mintavételi jelleggorbék kérokozék alapjan torténé
mindsitéshez
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Koérokozok esetén a biztonsagos tételmindsitéshez (dontéshez) sok mintara van sziikség ahhoz,
hogy az els6faji hiba ne legyen tul nagy. Az éabrardl jol lathatd, hogy 1-2 minta alapjan vald
mindsités <10 % alatt fertdzott tételek esetén gyakorlatilag hatdstalan.

5.2.4. Validalas —érzékenység, specifitas, pontossag

A korokozok eléforduldsa egy tételben nem homogén, tovabbd a szennyezettség mértéke is
alacsony, igy Salmonellabdl 1 sejtet is megbizhatoéan kell tudni kimutatni akar 1 000 0000 kisérd
egyéb mikroba koziil! Ez azt jelenti, hogy a mddszer szelektiv is legyen, de megfeleléen érzékeny,
hogy a sériilt sejtek et is képes legyen azonositani. Ezeket az elvardsokat a validalasi eljarasok
igazoljak, melyek alapja az MSZ EN ISO 16140 szabvany

A jelenlét/hiany vizsgalatok jellemzd paraméterei: . A validalas annak igazolasa, hogy az alternativ
modszer (gyors, érzékeny, egyszerli, automatizalt, olcsd) Osszehasonlithatdé eredményt ad a
referencia modszerrel.
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100 (p+n) / N %
100 n/ (n+fp) %
100 p / (p+fn) %

Relativ pontossag:
Relativ specifitas:
Relativ érzékenység:

Referencia modszer +

Referencia modszer -

Alternativ modszer +

P

fp

Alternativ mddszer -

fn

n

Korokozok esetén az els6faji dontési hibara, azaz a relativ érzékenységre kell a figyelni a
modszervalasztasnal. Ez az érték a lehetd legnagyobb, ennek megfelelden a fals negativ eredmény a
lehetd legkisebb legyen.

Ahhoz, hogy ne kapjunk fals negativ eredményt, a dasitasokat tigy kell vezetni, hogy 1-5 sejt/25 g
mintadbol nagyszdmu kiséréflora és sériilt sejt esetén is elérjiik az adott vizsgalati modszer
kimutatési hatarat. A leggyakrabban alkalmazott alternativ modszerek esetén az alabbi értékeket:

. Sejt / elédusitott Sejt / dusitott e s
Modszer minta i s Sejt/méro cella
, , 34 4-6 23
Szabvanyos modszer 10 /ml 10 /ml RVs 10 /0,01 ml kacs
34 7-8 6
ELISA 10 /ml 10 /mIRVs 5*10 /0,2 ml
34 6-7 6
VIDAS SLM 10 /ml 10 /mlRVs 5*10 /0,5 ml
34 6-7 5
VIDAS ICS2 SLM 10 /ml 10 /ml M-leves 5*10 /0,5 ml
RAPID CHEK 5-6 ) a5
real time PCR 10 ml i 5-10 /0,01 ml

5.2.5. Matrix hatas

Egyes élelmiszerek osszetétele befolyasolhatja a vizsgalati modszert. A kimutatast gatlo tényezok
megnyilvanulnak abban. hogy az eldbbi tdblazatban felvazolt kimutatasi hatart nem éri el az adott
mikrobacsoport a elddusitas-dusitas, vagy a miszeres mérés soran. Okozhatja szaporodast gatlo
anyag jelenléte, tapanyaghidny, nagyszdmu kompetitiv flora, keresztreakcid, vagy enzim
inhibitorok jelenléte.

A thlzott egységesitési torekvés az elddusitasi €s dusitdsi eljarasokat is leegyszerusitette, elrejtve
ezzel az élelmiszermatrix és a mikrodkologiai kornyezet meghatarozo szerepét a Salmonella
kimutatdsban. Az elddasitds és a dusitds vezetése alapvetden meghatarozza a mddszer
érzékenységét mind az elédusitd, mind az elddusitasi idotartam megvalasztasaval

Néhany példaval szemléltetném az abran vazolt osszefiiggéseket.
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Kaka6 ¢és csokoladé termékek gatld hatast fejtenek ki a Salmonella szaporodasara, amit sovany
tejben torténd elddusitassal lehet kompenzélni, a kisérd mikroflorat pedig brillantzold oldat
hozzéadasaval lehet visszaszoritani.

Hagymat, fokhagymat tartalmaz6 termékek fitoncid hatdsanak neutralizalasara van sziikség.
Tojasfehérje inhibitor hatasat okoz6 ovotranszferin protein vas vegyiiletek adagolasaval
csokkenthetd.

Nyers daralt hus, tovabba mas nagy vizaktivitdsu nyers vagy fermentalt termékek esetén a
nagyszamu kisér6flora gatld hatasa miatt 6-8 oranal hosszabb elddusitas nem javasolt.

Sok terméknél az alkalmazott tartdsitasi technologia (pl. hokezelés) utan szubletdlisan sériilt sejtek
maradnak vissza. Ez esetben megfeleld idétartamu elddusitasra van sziikség.

A Ferrioxamine E szerves vas vegyiilet eldsegiti a Szalmonella novekedését, nem segiti az E.coli,
Proteus, Providencia baktériumok fejlodését, igy szelektive elényhoz juttatja mar az elddusités
fazisaban a szalmonelldkat. A vasvegyiiletek alkalmazasa az elédasitoban megndveli a
szalmonellak motilitasat is a félfolyékony tapkdzegekben.

Fag technologidk alkalmazésa is segiti a szalmonellak kimutatdsdnak gyorsitasat (fag rekombinans
fehérje technologia — VIDAS UP, vagy a fagokat tartalmazo el6dusité alkalmazasa-RAPID CHEK).

Amennyiben az elédusitas vezetése nem megfeleld-kimutatasi hatart nem éri el -fals negativ
vashianyos tapkozeg tojastermeékek esetén
nagyszamu kiséré mikroflora
gatlbanyagok jelenléte
Szabvanyos vizsgalat ELISA, ELFA PCR esetében is.
ELISA, ELFA: immunologiai keresztreakcio (fals pozitiv),
- enzim inhibitorok jelenléte - fals negativ
PCR: - holt sejtek - fals pozitiv
- enzim inhibitorok jelenléte - fals negativ, vagy nincs eredmény

Modszer Gatlo tényezok Gatlo tényezok
elodusitas sordan miiszeres meérés
ELISA, ELFA Keresztreakcio
Szaporodas gatlas Enzim inhibitor
Tapanyaghiany
PCR Kompetitiv flora DNS polimeraz enzim
(kimutatasi hatar inhibitor
nem érhetd el) Matrix hatas
Impedancia, Matrix hatas
konduktancia Kompetitiv flora

Kiegészitd és tisztitasi miiveletek (IMS, Sziirés, ICS, Dip stik, fagok) beiktatasaval sok hiba
kikiiszobolhetd, de jelentésen megdragitja a modszert.

Az alternativ modszerek elemzése rairanyitotta a figyelmet a referencia modszer hibaira is.
Napjainkban mar a legtobb kereskedelmi forgalomban 1évd alternativ vizsgalati moddszer
nemzetkozi szervezetek (AFNOR, AOAC, MICRVAL) altal validalt, igy a legtobb esetben a matrix
hatas is jol tanulmanyozhatdé, igy megkonnyiti szamunkra a valasztast.

12



5.2.6. Vizsgalati ido
Folyamatellendrzés esetében nem lehet tobb néhany 6rénal,
Nyersanyagok és a késztermék esetében a mindségmegorzési id6tartam, szallitasi hatarido és
a raktarkapacitas fiiggvénye. C¢l, hogy specialis dusitasi eljarasokkal minél elébb érjiik el a
detektalashoz sziikséges sejtkoncentraciot. A Salmonella vizsgalati modszerek idodiagramja
alapjan a vizsgalatra szant 1d6 alapjan lehet véalasztani.

5.2.7. automatizalas lehetosége adattarolas, adatelemzés
A korszer(i termelésiranyitas megkoveteli a szamitogépes adatnyilvantartést, adatelemzést.
5.2.8. szerviz és céginformaciok
A miiszerek javitdsanak gyorsasaga, a fejlesztések, modositasok, ujitdsok gyors bevezetése
ma mar alapkdvetelmény.
5.2.9. vizsgalati koltség
A miiszeres vizsgalatokat magas beszerzési koltség és olcsod lizemeltetési koltség jellemzi,
ezért ezek csak teljes kihasznalas mellett gazdasagosak. A miszert nem igénylé megoldasok
anyagkoltsége a magasabb.

A fenti szempontok figyelembevétele utan a még oly sok Uj mikrobiologiai mddszer koziil is csak
egy-két modszer marad. A modszer kivéalasztasban alapkdvetelmény, hogy fals negativ eredmény
nem fordulhat eld, €s a fals pozitiv eredmények szézalékos ardnya is lehetdleg alacsony legyen.

A screening moddszerrel kapott pozitiv eredmény mindig megkapja a valdszintileg jelzot, amit
minden esetben a klasszikus megerdsitd vizsgalatnak kell kdvetnie.

A miuszeres vizsgalatokat magas beszerzési koltség és olcso tizemeltetési koltség jellemzi, ezért
ezek csak teljes kihasznalds mellett gazdasdgosak. A miiszert nem igénylé megoldasok
anyagkoltsége a magasabb.

6. Mikroorganizmusok szamdanak meghatarozdsa

A mikrobaszam meghatarozasara szolgald alternativ vizsgélati modszerek szama joval kevesebb,
mint a koros 1gényel, ami koltségessé teszi alkalmazasukat, masrészt az egyes mikrobacsoportokra
vonatkozoan ( a vizsgalatok kore széles — sokféle mikroba és mikrobacsoport igy az egy modszerre
esO vizsgalatok szama joval kevesebb, mint kérokozok esetén---a fejlesztés is kevesebb.

Elelmiszer, viz

_
/ Konduktancia
Részecske szamlalé Spiral lemez Turbidimetria
DEFT HGMF Mikrokalorimetria
IF PP Radiometria
o Higitasi sor TEMPO
ATP meghatarozas 9 s, Redoxpotencial
Lézeres (ChemScan) \ / R
Metabolit méres _ W
. . etrimm
Tenyesztes Fibrinogen rrF
Kromogen
I taptalaj (Colilert)
" l;l:greérse > Atoltas, : 3 " Muszeres
tenyésztés Tenyésztés }_. meérés
Ertékelés
1-4 ora . .
2-5 nap 246 6-24 0o

13



Szam meghatarozas jellemz06 paraméterei ISO 16140:2008 szabvany szerint:
® Linearitas, relativ pontossag -Regresszios eljarassal vald becslés

Kritikus szint

Detektalasi limit

Meghatarozasi limit

Ismételhetdség (két mérési eredmény kozott megengedett eltérés azonos laboratdriumban,

azonos mintabol mérve)

o (Osszehasonlithatosag (két labor mérési eredménye kozott megengedhetd eltérés, ugyanabbol
a homogén mintabol mérve)

7. Mikrobiologiai vizsgalati médszerek fejlodése Magyarorszagon

A METE Mikrtobiolégiai Szakosztalya 50 éve alatt jelentds fejlddésen mentek 4t a mikrobiologiai
vizsgalatok.

A hazai élelmiszermikrobiologiai modszertani fejlddés szorosan egyiitt haladt a nemzetkozi
forumokon megjelend tendencidkkal. A METE Mikrobiologiai Biotechnolégiai és Higiénia
Szakosztalya segitette az aktudlis folyamatokat. Iparagi mikrobioldgiai rendezvények, szakmai
konzultaciok, hatarérték rendelet kidolgozasaban vald részvétel (szakmai érdekképviselet), fiatal
szakemberek tamogatéasa, az 1j modszerek ismertetése, bemutatok szervezése itthon és kiilfoldon.

A folyamat a 60-as években a iparagi gyakorlatban modszerkivalasztas a gyartaskozi és késztermék
vizsgalatok végzésére Vel kezdodott.

A 70-es 80-as években modszeregységesités, szabvanyositas, hatarértékek kidolgozasa,
matematikai statisztikai médszerek alkalmazasa (termékek mikrobioldgiai allapotanak felmérése és
closzlasvizsgalatuk, korvizsgalatok szervezése, értékelése)

A 90-es években az alternativ modszerek utkeresése

Az ezredfordulon az alternativ modszerek széles korének megjelenése

Majd az utobbi idokben a hagyomanyos és az alternativ modszerek harmonizalasa, a modszerek
teljesitményértékelése
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Modszerfejlesztés

Nemzetkdzi kereskedelem hatésara egységesités 1970-1990
szakképzések

Romlast okozo mikrobdk

Nemzeti keretek kozott (ipar, ellendrzés,
egyetern) szakmai kapcspolatok

Patogén és higiéniai indikator mikrobdk

ISO

ICMSF -modszerdsszehasonlito vizsgalatok (taptalaj
Osszetétel, alapszuszpenzié készités, leoltasi mod,

ICUMSA tenyésztési kériilm. )

ICC -matematikai statisztikai értékelés

(ismételhetéség, 6sszehasonllithat dsag
meghatdrozasa)

Szabvényositas (tenyésztéses)
-szabvéanyositasravald el6készités

1. Elelmezésegészségiigyi rendelet
(dontd vizsgalati modszer)

Tételmindsitd rendszerek -harmonizdcidaz e.llenorzesben
Osszehasonlitdsa iparban
oktatdasban

\ -orszagos szintfelmérévizsgalatok
Ipardgi és ipari laboratériumok fénykora
(fazisvizsgdlatok, ok-okozatelemzések)

Modszerfejlesztés
Ellenérzés 6sszevonasa, HACCP-gyors mddszerek 1980-1990

HACCP kiépités Gyors modszerek (ttkeresés)

Kritikus pontok meghatérozésa (Kérokozokra és romlast okozokra egyarant)

L . . Gyors mikrobioldgiai tanfolyam 1988
Technologia méretezések YRR e B BE
Preventivipari mikrobiologiai ellenérzési

Fazievizagdlatok modszerek (pl. cukoripar, konzervipar)
Team munka Direkt sejtszamlalas—élesztégomba-
Szaktudas, szakképzés almastiritmény

ELISA-Salmonella, mikotoxinok, enterotoxin

Validalas, verifikalas a korokozdkraés
aromlast okozokrais. KORVIZSGALATOK- médszertani

Varianciaanalizis mellett regresszio



~ Mddszerfejlesztés—

-

,,/

HACCP-gyors mddszerek - akkreditalas 1990-2000 —maganlaboratériumok

megjelenése

HACCP (kiterjesztése és sziikitése) csak
korokozokra

* TFizikai
* Kémiai
Korokozdok

Molekularis biolégiai

Privatizacio
Iparagilaboratériumok hanyatlasa és
megszinése

Gyors modszerek (korokozokra)

ELISA,ELFA Listeria, E.coli O157
MALTHUS, RABIT, BacTrac
Kromogén szubsztratos taptalajok
Biolumineszcencia

Identifikalo rendszerek

Korokozokvizsgalati modszereinek
fejlesztése

KORVIZSGALATOK- laborellen8rzé

Ismert folyoiratban valéd megjelenés elég az
akkreditacidhoz

Mddszerfejlesztés
gyors modszerek — validalas — szabvéanyos vizsgalati médszerek 2000-2012

Validalas - egységesités-2073/EU

KORVIZSGALATOK- laborellendrzd

Az akkreditaciohoz szabvanyos, vagy
validalt vizsgalati mddszer
sziikséges

Visszavezethet§ség

Talzott egységesités

MAtTiX hatés (4j el6készitési  szabvanyok 5
db)
mikrookoldgiai kdrnyezet

Laboratoriumi kovetelmények

tulzott adminisztracid

ISO 7218:2008...0ldal (alt.irdnyelvek)

EA 4/10 NAT

ISO 17025

ISO 6887 sorozat

Gyors mddszerek gyakorlati alkalmazasa
(korokozdkra)

VIDAS, TEMPO, PCR, ELISA,
vezt6képesség mérésen alapulo,
kromogénes taptalajok

Identifikalds - molekularis mikrobioldgia
(pl. Riboprinter)

PremiTest Salmonella :
szerotipus == = ‘ J;i\’
=—2 Sl

Kérokozdkra tobb, mint 100 féle modszer

Kevésbé praktikusak és nem validdlhatok mar
kiestek

Korokozok egy lépésben 24 6 alatt!!
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Mikrobioldgiai vizsgalatok a HACCP programokban

FOLYAMAT ELLENORZES
* Fizikai indikatorok (°C, t, a,, pH..)
¢ Kémiai indikatorok (tart.szer konc., fert.szer konc., savak..)
¢ Direkt sejtszamlalas

KOCKAZATBECSLES

alap-, adalék-, segédanyag vizsgalat
eloszlasvizsgalat, mintavételi terv
prediktiv modellezés

technoldgiai miiveletek méretezése
kérnyezetvizsgalatok

challenge test

HACCP verifikalas (késztermék vizsgalat)

Megfelel6 biztonsagu becslés nagyszamu vizsgalat

Mikrob;)légiai vizsgalatok a HACCP programokban

Folyamatellendrzés soran féleg fizikai indikatorok ( °C, id6, pH, ay) és kémiai indikatorok (savak,

tart.szer konc.) mérését preferaljak.

Kockazatbecslésre azonban nagyszamu, gyors mikrobiologiai vizsgalatra van sziikség. Igy:

Alap- adalék és segédanyag vizsgalat
Eloszlasvizsgélat, mintavételi terv
Matematikai modellezés

Technoldgiai miiveletek méretezése
Kornyezet vizsgalatok

Challange test

HACCEP verifikalas (késztermék vizsgalat)
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R o e—— S —— 777/////
Valésag
Gyorsabban, konnyebben, jobban -Dragabb
* Erzékenység 100 % *Specialis
s Specifitas 100 % ismereteketigényel
¢ Nem destruktiv +Validalasi
* Flexibilis kotelezettség
e ,gombosttia széna kazalban” -Miiszerigény

e Detektdlas+identifikalds

* Teljesen automatizalt S EE

elemzés sziikséges

* Gyors
o Multifunkcionalis (Salmonella, Listeria..) *MegerGsitd vizsgalat
L Kf)ltség: 0 (eszkéz, anyag, személy, labor, SZG!('SégeSSége
hulladék) pozitiv esetben
° Hatdsag és a partner altal elfogadott -Paradigmavaltas
szikségessége
KOVETKEZTETESEK — —
1
24 6ran beliil kiadhato — 7R ‘ | ]

Salmonella, — .
L. monocytogenes, n——
E.coli o157,
Campylobacter,
Staph. enterotoxin, T
E.coliszdm, .
Mikrobaszam,

Koag. pozitiv Stahylococcus szdm,
E.coliszdm
Enterobacteriaceae eredmény
eleget téve az uj EU direktiva eléirdsainak.

Osszefoglal6 értékelés

24 ¢ alatt kiadhato a patogének negativ eredménye

Révilagitott a vizsgalat a klasszikus moddszer hibdira ill. az elédusitds megfeleld
atgondoléasara

A patogén vizsgalat nem egy standard modszer automatikus alkalmazasa, hanem a matrix
tulajdonsagait is figyelembevevo optimalis elédusitas kivalasztasat is jelenti

A kockézatbecslésekhez sziikséges nagyszdmu adat nyeréséhez elengedhetetlenek a gyors
vizsgalatok

Biztonsagos mintavételi tervek kiszolgaldsa mar elképzelhetetlen gyors modszerek nélkiil
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LELTAR

Modszerfejlesztés beérett (mikrobioldgiai alapokon miiszeres analitika)

A modszer egységesités ,,tal jol is” sikertilt

A modszertani korvizsgélatok a validalasi protokoll részei
A romlast okozok ma sok gondot okoznak ( A baktériumok is szeretik az élelmiszereinket),

A direkt mddszerek nem fejlodtek

Megsziintek az iparagi laboratériumok, de

Alakultak magéanlaboratoriumok

A METE Mikrobiologiai Szakosztalya miikodik

Tudomanyos igényl hatarérték rendelet helyett EU rendelet (sok szakmai hibaval,
visszafejlodés)

A mikrobiologia szerepének hangsulyozasa, jelentdségének elismertetése az élelmiszeripar
érdekében

Romlast okozok vizsgalatainak iparagi egységesitése nem fejez6dott be

Koordinacid6 ipar, ellenérzés, kutatds, oktatds kozott hidnyzik

RENGETEG EREDMENY KIHASZNALATLANUL

METE SZELLEMISEG---ELELMISZER MIKROBIOLOGIAI KORSZRU VIZSGALATOK a
vizeseket és a gyogyszereseket messze megeldzi
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