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Elelmiszerekkel szemben tamasztott
kovetelmenyek

> Egészsegre artalmatlan

> Jo mindseg (€rzekszervi tulajdonsag, beltartalom)
hosszi mindsegmegorzesi 1dotartam
tomeges termelés
feldolgozottsagi fok novelése
nemzetkozi kereskedelem
1y taplalkozasi szokasok

> Gazdasagos l

Preventiv, gyartaskozi technologiaba beépiild szabalyozasi
rendszer (HACCP)
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A Salmonella vizsgalati modszerek
csoportositasa

e Klasszikus vizsgalatok gyorsitasa egyszerusitése
e Kromogéen taptalajok

e Dusitas kombinalasa miiszeres meréssel pl.
konduktancia

e Molekularis bioldgiai modszerek (PCR, DNS
hibridizacio)

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

e Sejtkoncentralas
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Salmonella taptalajok

Harlequin™
Salmonella

Diassalm

(diagnostic
semi-solid

M.S.R.V.
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Mikrobaszaporodas detektalasa

(hd, turbititas, szin, konduktancia, betutésszam, redoxpotencial)
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IMMUNOMAGNETIC SEPARATION

g?ergglgtion CZ;’} |mxmunomagnetic separation (IMS) —* Detection

Sample o
5 *s: Dynabeads'™

—» Microscopy

—» Plating

—» ELISA

—» Impedance
—» RNA/DNA
—» ATP-assay

Sample Immunocapture Washing Reconstitution
Separation concentration

Fi1G. 2.1.Diagrammatic scheme to show the immunomagnetic separation process.
/
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A Salmonella vizsgalatok idodiagramja Elelmiszer

l

24-48 6ra IMS, ICS céliranyos FEl16dusitas
Fizikai mérés ~ 6-24 6ra
MSRYV, Diassalm b
PCR

48-52 ora ELFA, ELISA, FIA Céliranyos
Enzimreakciok (pl.utddusitas)
Latex agglutinacio <
Gene proba

SM ID, Rambach
Kromogén taptalajok

72-96 ora API
MICRO ID
Enterotube I

Biokémiai reakci
24-48 ora

s

Szerologiai vizsgalat
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ELODUSITAS INKUBALASI IDOTARTAM

Cél:a sériilt sejtek Az elédusitast kovetd modszer €s a kiséro
reszuszcitacioja mikrofléra mennyiségének fliggvénye

Razatva, nem razatva

o Klasszikus tenyésztéses
16-24 o6ra

e Motilitasi elven alapuld
16-20 6ra

e [mmunszelektiv dusitas
6-8 Ora

e PCR 6-16 6ra
e Konduktometrias 16-24 6

e ELISA

[Jkevés kiséro mikroflora
16-24 ora

[1sok kiséro mikroflora

Ujvidék2003 )
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ELODUSITO

Ujvidék2003

ISO 6579

Laktozleves*

Triptikaz szoja leves™
Brillantzold oldat
TSB + 0,5 % K,SO,

Steril sovany tej

LB + Tergitol vagy
Triton*

BPW
Pufferolt peptonviz

BPW +5% kazein,
vagy 10 % tejpor

BPW +1/100 higitasa
minta

BPW+0,1-1%
Tween80

BPW+ pH kontrol

tojas, tej, hus, gyiimolcs hal

tojas, tojaslé, fiszerek, éleszto
tejpor
fokhagymapor, voroshagymapor

csokoladé termékek

kokuszreszelék, husipari
termékek, hal-, csont- has

legtobb élelmiszer, nyers hu

kakao és kakad alapii termékek

gyogynoveények, fliszerek,

nagy zsirtartalmii
termékek(>20%)

savak és savas termékek



Tojasfeherje

Elddusitas idotartama
M 80ra M6 Ora (13 dra
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Salmonella kimutatas hokezelt tejbol
Kimutatasi hatar eléréséhez sziikseges 1d6

Elddusitas idotartama
M 86ra M6 6ra (13 oOra
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SZELEKTIV
DUSITAS

Dusito tapoldatban Tetrationatos
Szelenit-cisztin
Rappaport V.
a dusitast kovetd
azonositasi modszer
fliggvénye

Félfolyékony MSRV

dusitoban Diassalm

Impedimetrias mérd Rappaport V.

A 4
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A

Szelektiv
differencialo
taptalaj

DNS hibridizaciod

Szelektiv és
differencialo taptalaj

Utodusitas
M-levesben

késziilékben TMO-s taptalaj
Immunszelektiv IMS
dusitas Dipstick
Molekularis

bioldgiai modszerrel

\ 4

PCR

Szelektiv




Salmonella taptalajok

Harlequin™
Salmonella

Diassalm

(diagnostic
semi-solid

M.S.R.V.
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Reveal Salmonella Test

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

Elelmiszer
259

oldas

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

Homogenizalas
Stomacher
2 perc

\ 4

Elddusitas (361
2-4 6ra

\ 4

oldas

Ujvidék2003

Szelektiv dusitas (42+1°C)
18-2406ra

\4

Reveal teszt
15 perc




REVEAL

.VEAL teszt

Adjuk a mintat a t
és inkubaljuk 37

elektiv dusitot 5. Hiitsiik szobahomérsekletre ) eppentsink
dusitot a minta he

inkubaljuk 43°C-on

z eredmenyt

en belil
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FGYSZERUSITETT SALMONELLA VIZSGALATOK
NYERS HUSBOI

MSRY (Modified Semisolid Rappaport-Vassiliadis)
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Kovetelmenyek

»Gyors, vagy gyorsitott

»Nemzetkozi szabvanyoknak valo
megfeleloség

» Akkreditalasi kovetelményeknek valé
megfeleloség

»>Jartassag igazolasa korvizsgalatokban
valo részvétellel

»Minéségbiztositasi rendszereknek valo
megfelelés
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A vizsgalo és kalibralo laboratoriumok
alkalmassaganak altalanos kovetelmeényei
MSZ EN ISO 17025:2001

5.4 VIZSGALO MODSZEREK:
¢ Els6sorban nemzetk6zi, regionalis és nemzeti

szabvanyokat kell alkalmazni.
¢ Laboratoriumban kifejlesztett, vagy atvett modszert a
hasznalatba vétel eldtt validalni kell.
Validalni kell:
e Nem szabvanyos modszereket
e Sajat kifejlesztésli modszereket
e Mukodesi teriileten kiviil es6 szabvanyos
modszereket
e Szabvanyos modszerek kiegeszitéseit, modositasait
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MIKROBIOLOGIAI VIZSGALATI
MODSZEREK VALIDALASA

EN ISO 16140:2000
LEPESEI:
e Alternativ €s referencia modszer
laboratoriumon beliili 0sszehasonlitasa

e Korvizsgalat
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Jellemzo parameterek

Relativ pontossag: 100 - (p+n)/N %
Relativ specitikussag: 100 - n/ (n+ip)
Relativ érzékenyseg: 100 - p/ (p+in)

Referencla  Referencia
+ -

Alternativ + P fo

Alternativ - f q

Ujvidék2003



Mi hatarozza meg, hogy melyik modszert
valasszuk?

a vizsgalat célja
biztonsagi szint
mintavételi terv

validalas

érzékenység
specifikussag

pontossag

¢lelmiszer osszetétele
vizsgalati ido
automatizalas lehetoseége adattarolas, adatelemzés
szerviz és céginformaciok
vizsgalati koltség
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Elelmiszer

24-48 6ra IMS, ICS céliranyos FEl16dusitas
Fizikai mérés _ 6-24 ora
MSRYV, Diassalm b
PCR

48-52 ora ELFA, ELISA, FIA Céliranyos
Enzimreakciok (pl.utddusitas)
Latex agglutinacio <
Gene proba

SM ID, Rambach
Kromogén taptalajok

72-96 ora API
MICRO ID
Enterotube I

Biokémiai reakci
24-48 ora

2l

Szerologiai vizsgalat
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Szendvics ELISA

Szubszirad
Konjugaium

Minia

Koi6 anlifest
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BIOLINE ELISA

Preenrichment in BPW for 16-24h at 37°C
Selective enrichment in RVS for 18-24h at 41.5°(

 Boil for 15 minutes and cool the RVS-sample Test Procedure Summary

«

he Salmonella ELISA Test Step Minutes  Activity

Procedure Incubation 1 Pipette 10011 Negative Control

Leave one well blank.
Use one well for negative

fi iti trol. /, / . ' .
B D01 o Sratoon 35-37°C Pipette 100 of each boiled sample

4 .
i 30 minutes ;
samplie into each well. / '/ Incubate at 35 - 37°C

Wash 7 times with diluted Washing Buffer

Pipette 100! Positive Control

‘ / / Pipette 100p! of Conjugate
Pipeite 100 pl of Conjugate / 35=37°C
into each well. 4 30 minutes Incubate at 35 - 37°C

Wash 7 time= with diluted Washing Buffer

Pipette 100! of Substrate TMB

20-25°C Incubate at room temperature

Pipeiie 100 pl of Substrate 15 minutes

into each well.

Pipette 1001 of Stopping Solution

Pipeite 100 pl of Stopreageni/ / Read result ‘m,j‘:.'_\‘("aijrr_\[y on a Reader at 450nm
into each well. f
Read ihe plaie with

photomeier =" 450nm.

PERFORMANCE T_STED
//A 3 A -

4

V. 4 S— V. 4 -

RESEARCH INSTITUTE
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BIOLINE ELISA elonyei

Szeleskorll felhasznalasi teriilet (€lelmiszerek, takarmanyok, kornyezeti mintak)
Egyszerl, felhasznalobarat (akar napi 600 minta )
Flexibilis (igény szerint csikokra szétszedheto kit)
Stabil, felhasznalasra kész reagensek (12 honap)
Detektalasi limit (106-6-106 cfu/ml RV)
Analog a referencia modszerrel

Erzékenység: 99%

Specifikussag: 97%
Csak az ELISA pozitiv mintakat kell megerdsiteni.
A reprodukalhatosagi vizsgalatok soran a variacios koefficiens <7%
(12-szeri ismétlés esetén)
Keresztreakcio: E.coli, Proteus, E.cloaceae, Klebsiella negativ

E.aerogenes, C.freundii el6fordul

Elelmiszereléallitoknal biztonsagos vizsgalat (hékezelés miatt)
AOAC certificate: N0.960901
AFNOR, DANVAL
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ELELMISZERIPAR
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IN[ELE] Szerotipus ,reservoar’

e Szarvasmarha e S.Enteritidis, S.Typhimurium

e Sertés e S.Derby, S.Typhimurium,
S.Choleraesuis

o Tyuk e S.Enteritidis

e Kacsa, liba e S.Typhimurium

e Pulyka e S.Saintpaul, S,Enteritidis,
S.Infantis

31
Ujvidék2003 2014.07.13.



)

Elelmiszer Szerotipus ,hordozd’

Marhahus e S.Enteritidis, S. Typhimurium
Sertéshus e S.Derby, S.Typhimurium
Tytk hus e S.Enteritidis — S.Infantis

Kacsa, liba e S.Typhimurium

Pulyka hus e S.Brockley, S,Virchow,
S.Hadar

e Husipari term¢k® S-Derby

o Tojas, sz.tészta ® S-Enteritidis
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Ujvidék2003

SEAL

TUBE

ELECTRODES

MEDIUM

Konduktancia meéres

LARGE MOLECULES

LOW CHARGE

— INCUBATION

SMALL MOLECULES

HIGH CHARGE
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Salmonella kimutatas Malthus eljarassal

El6dusitas
25 g minta 225 ml el6duasitoban
Inkubalas 37°C-on 16-18 6ra

/\

Salmonella 1 taptalajt Salmonella 2 taptalajt
tartalmazo cella tartalmazo cella

\/

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

Ertékelés a konduktancia valtozas alapjin

T e

Negativ valasz esetén Pozitiv valasz esetén

:

Latex agglutinacié

P e

negativ porzitiv

Szalmonella vizsgalat
eredménye negativ

Biokémiai és szerologiai
megerdsitd vizsgalatok

Ujvidék2003
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HAGYOMANYOS MODSZEREK GYORSITASA,
AUTOMATIZALASA

TAPTALAJOK (KESZ POR, REDY TO USE)
GRAVIMETRIAS ADAGOLAS, HIGITAS

DIP SLIDE MODSZEREK

SPIRAL LEMEZ MODSZER

PETRIFILM

HIDROFOB HALOZATOS MEMBRANFILTEREK (HGMF)
UJ SZELEKTIV TAPTALAJOK

IDENTIFIKALAS (API, CRISTAL, MINI TUBE:..)
EGYSZER HASZNALATOS ESZKOZOK
TELEPSZAMLALAS AUTOMATIZALASA
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Tenyésztéses eljaras (ISO 6579)

Elodusitds Folyamat idé
25 g minta

225 g elédusito

16-20 6ra 37°C

Szelektiv dusitds 16-20 ora
e i
0,1 ml kultara 10 ml kultara
10 ml Rappaport V. 100 ml Szelenit-cisztin
18 oOra 42°C 18-24 6ra 37°C
A}LIK‘“" s szelektinh (ML

| .taptalaj 2. taptalaj

34-61 6ra

Inkubalas 37°C-on 20-24 6ra
"uirienl agarra 54-85 ora
5 jellemz6 telep minden lemezrol
\J
Inkubalas 37°C-on 18-24 6ra
v
Megerdsités 91-109 6ra

/\\

Biokémiai Szerologiai
TSI agaron
H2S termelés ag
szaharoz bontas O savoval
glitkozbontas savképzéssel
gliukozbontas sav- és gazképzéssel
laktozbontas
Karbamidbontas
Indolképzés
Lizin-dekarboxilalas
ONPG reakcio
Voges-Proskauer reakcio
Aktiv mozgasképesség

\

glutinalas polivalens

Eredmény 115-133 6ra
(Snap)
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