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Bevezetes
A fag kutatds reneszanszat éli. Gyogyaszati A fagok szaporodasi mklusabap a Ieg.fonto§abb’fa2|s
élelmiszeripari felhasznalas mellett a a g_a_zda szer.vezef szelektiv fellsmeres es a
mikrobiolégiai diagnosztikaban is Uj lehetéséget specn‘lkus: fe’hérjék kotodése gazda baktérlumokho;.
teremtett. A Dbakteriofag csak a gazda szervezettel egyutt
képes fejlodni, ezért nagy érzékenysegl gazdasejt
felismeresi mechanizmussal rendelkezik.
A baktériumok kimutatasi modszereinek A faj specifikus fehérje eléallitasi folyamat lépései: VIDAS elelmiszerekben
fejlesztésében a fagok fajspecifikus *a kérdéses patogénre specifikus fag keresése és elofordulo patogenek
fehérjéi biztositanak lehetéséget. azonositasa detektalasara
*a fehérje sokszorositasa S -
*klonozas
*a rekombinans feherje eloallitasa es tisztitasa = .
rekombinans fehérje jelolése = =
A fag rekombinans feherje technologiat a A rekombinans fag feherje specialis és erzekeny
Profos AG biotechnoldgiai cég fejlesztette eszkoz a megfelel6 élelmiszer patogén Salmonlla (ICS, SLM)
ki, a bioMerieux pedig ezt a technikat befogasara és detektalasara es kikuszoboli az L isteria monocytogenes (I,_I\/IOZ)
integralta a VIDAS élelmiszer eredetu élo fag esetleges mutaciojabol ered6 veszelyeket

E.Coli O157(ECO)
E.Coli O157 (VIDAS UP)
Staphylococcus enterotoxin

patogen kimutatasi modszerrel.

E.coli O157:H7 élelmiszeripari jelentosege E coli O157:H7

E. coli O157:H7 szerotipus sulyos gasztroenteiritiszt es életveszelyes hemolitikus

.., o, , , , , e torvényi szabalyozasa
uremiat (vérzéses Dbélgyulladas, veseelégtelenség) okozhat, kulonosen

i _ - , - , g _ ) R (2073/2005/EK ! . )
gyermekeknél. A toxintermel6 képességét valdszinlleg bakteriofag révén, E.coll O157:H7 szabvanyos
feltehetbleg Shigella-tdl szerezte. 1982-ben azonositottak el6szor, az Egyesdlt Az E.colt O157:H7 modszerrel torténd kimutatasa
Allamok nyugati részén 1992/93-ban tébb mint 700 egyén megbetegedését okozta, vegtermek eflencrzese nem MS7 EN 1SO16654:2001

Japanban pedig 1996-ban egy tébb mint 8000 esettel jard eseményt idézett eld. csokkent a kockazatol. A
fekalis szennyezettseget

A szarv’e.lsmarha’kat es mas ker(_?d’zo allatokat ’t’eklnt|k’ a be’akj[e’r.lum fo tunetmentes csdkkentd eljarasok egyben
hordozoinak. Elegtelen f6zes, sutés, vagy a hokezelées utani ujraszennyezodessel VTEC kockazatot is
kerulnet a husra. Jelentdos savtlrése miatt olyan eélelmiszerekben iIs eletben csokkentik.

maradhat, amelyeket korabban biztonsagosnak gondoltak. El6fordult mar

- , , . ) ., E.Coli O157:H7 el6fordulasi
szennyezodott fermentalt nyerskolbaszok, salatak vagy almabor fogyasztasa reven

lehet0sege:  marhahusok,

IS verotoxinogen E. coli- okozta megbetegedes is. nyers tej és beléle késziilt
A verotoxin-termel6 E. coli legfébb forrasa a nyers marhahus, nyers tej, kerédzo termékek, friss termények,
allatok bélsaraval szennyezett zoldségfélék. Az esetek kb. 5%-aban halalt okoz, nem hokezelt gyumolcs es
amely leggyakrabban a szévédményként kialakulé vérzéses hugyuti zoldseglevek,  csiraztatott
megbetegedés kovetkezménye. magvak
: _ A vizsgalat lepései |
VIDAS UP E.coli O157:H7 Real time PCR
VIDAS® UP E.coli O157 kimutatas o Elodus1’tas: ’
A VIDAS UP E.coli 0O157:H7 a fég 25 g mintat 225 mIIZSPCtapoldatban 18-24 ora
rekombinans fehérje technoldgiat a VIDAS Elomelegitett 41,5°C-os Pufferolt peptonvizben DNS izo'fér;és
technoldgiaval 6tvodzi, amely eredményeként (ia'ﬁ‘t,a eseteben ‘{?;_ﬁ"”]idf‘ rojz?éi‘f’ése"va" 1 ml centrifugaljuk 14000 rpm 3 percig.
egy konnyen kezelhetd gyors modszer all a marhahus eseten anelkul) torteno dusitas 41,5°C-on eltavolitjuk a feltilisz6t.
modern mikrobiologiai laboratériumok 6-24 oOraig (marhahus-salata) 100 pl PrepMan Ultra Samle Preparation reagens
odern— — mikrobiciogial aboratoriumo A dUsitébol 1-2 mi-t atpipettazunk pl. Eppendorf Homogenizélés Vortex-el 10-30 sec.
forraljuk Kevereés Vortex-el.
vy ie s sz Centrifugalas 14000 rpm 3 percig.
A lehutott es felkevert elokeszitett mintabol 0,5 ml-t Afeliiliszobol 10 ul DNS extraktumot kipipettazunk
’ - . pipettazunk a csik minta-kuvettajaba, behelyezzuk egy tiszta eppendorf csébe , majd hozzaadunk 90
A mOdszer e|0nyel - a csikot a keszulekbe ul steril (RN-az, DN-az mentes) vizet.
A rekombinans fag protein hasznalatanak A fel nem forralt dusito oldatot 2-8°C-on 48 oraig Sokszorositas es detektalas

koszonhetoen erzekeny

A specifitasnak koszonhetben a pozitiv
eredmeny alapjan megbizhatd dontes hozhato
Optimalizalt protokoll ( reagens e€s laborkoltseg
csokkenés)

Nagyon alacsony szennyezettsegi szint
detektalhato (25g-375Q)

Gyors (hét oran belul kaphatunk eredmenyt)
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A modszerek erzekenysege e e
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A dusitasra kerulo mintaban levo 1-5 sejt a megadott =

termek jellegetol fuggo dusitas utan kimutathato, mivel -
a dusitas végére eléri a sejtstriség a 10°/ml értéket,

ami a VIDAS kimutatasi hatara ennél a tesztnél. X\
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Osszehasonlito értékelés

A szabvanyos tenyeszteses, a VIDAS UP és a real time PCR modszerrel kapott eredmények kozott nem volt kulonbség a
vizsgalt matrixra vonatkozoan. A termek jellegenek megfelel6 protokoll eseten mindket modszer kimutatasi hatara nagy
biztonsaggal elérhetd (VIDAS UP esetén a 10°/ml, PCR esetén a 10%/ml dusitd).




