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OSSZEFOGLALAS

A szalmonell6zis a legelterjedtebb zoon6zisok kdzé sorolhatd, amely Eurépa-szerte
élen jar az emberre is terjed§ allatbetegségek terén [1]. Ebbd&I kifolydlag a Salmonella
spp. élelmiszermintakb6l horizontalis mddszerrel torténd kimutatasa a kiemelt
jelent6ségli mikrobiologiai vizsgalatok kézé sorolhaté a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Debreceni Regionalis Elelmiszerlanc Laboratériumaban. Mivel
az MSZ EN ISO 6579-1:2017 szabvéany szerint alkalmazott Salmonella-kimutatasi
modszer roppant idéigényes (legalabb 3 munkanap), ezért a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Debreceni Regionalis Elelmiszerlanc Laboratériumaban dolgozo
szakemberek ugy dontottek, hogy bevezetik egy a Real-Time PCR-készllék hasznala-
tan alapulé gyorsmaodszer alkalmazasat. A moédszer alkalmazhatésagat a Salmonella
hasmintdkbdl torténd kimutatasanak eredményei alapjan vizsgaltuk. A horizontalis
és a molekuléaris biolégiai médszerrel kapott eredményeket 6sszehasonlitva csekély
eltérést tapasztaltunk; a két mdédszer eredményei 99%-ban megegyeztek egymassal.
A Real-Time PCR hatékonysagéat (99,3%) figyelembe véve az Uj mdédszer bevezetése
kapcsan biztaté kévetkeztetések vonhatok le.

Bevezetés

Az életszinvonal emelkedésével novekednek és
szigorodnak az élelmiszerbiztonsaggal szemben
tamasztott kovetelmények. Ehhez kapcsoléddan az
élelmiszerlanc folyamatdban fontos az élelmiszeripar
eredetl koérokozok kimutatasa, amelyhez
els6dlegesen gyors és hiteles mobdszereket kell
alkalmaznunk [2, 3]. Az alkalmazott mddszerek
megfeleld gyorsasaga, elfogadhaté precizsége és
érzékenysége elengedhetetlen Ggy a biztonsagos
élelmiszer-ellatdshoz, mint egy felismert
veszélyhelyzet esetén a fogyasztok idejében torténd
tajékoztatasahoz [3, 4].

Irodalmi attekintés

A Satmonella nemzetség jellemzdgi

A Salmonella genusz az Enterobacteriaceae
csaladba tartozo, fakultativ anaerob, Gram-negativ,
peritrich flagellummal mozgdé, egyenes, palcika alaku
mikroorganizmusokat foglal magaban, amelyeknek
tobb mint 2500 szerotipusa ismert [5, 6]. Az emberi
és az A4llati bélcsatorna lehetséges lakdi, de a
szervezetbdl a kdrnyezetbe jutva megtalalhatok a
vizekben, atalajban, a ndvényeken és az allati eredet(i
alapanyagokban egyarant. A Salmonella fajok
6-47 °C kozotti hémérsékleten és 3,8-9,5 kozotti
pH-tartomanyban szaporodnak, és hosszl ideig

1 Debreceni Egyetem Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola

2 Elelmiszerlanc-biztonsagi Centrum Nonprofit Kit.

3 Debreceni Egyetem, Mezdgazdasag-, Elelmiszertudomanyi Kar, Elelmiszertudomanyi Intézet
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képesek talélni akar szaraz korilményeket is, igy
honapokig, s6t, évekig életben maradnak példaul
a tojasporban vagy a szaraztésztdban [7]. A
baromfidllomanyok alomjat képez§ szaraz szalmaban
a Salmonella akar 11 hoénapig is életképes tud
maradni [8]. Mindezek miatt fontos az allattartasban
is elGirt altalanos és higiéniai szabalyok betartasa.

SZALMONELLOZIS

Az 1990-es évek oOta jelent6s figyelem iranyul a
fert6z6 betegségek kialakulasdban fontos szerepet
jatsz6 Salmonella torzsekre [9]. Osszességében
elmondhaté, hogy a 2500 Salmonella szerotipus
kozul a kozegészségigy szempontjab6l azon
szerotipusok érdemelnek figyelmet, amelyek az
allatokban paratifuszt, az emberi szervezetben pedig
valtozé lefolyasu és sulyossagé megbetegedéseket
okoznak. Ide sorolhaték a vilagszerte legelterjedtebb,
human megbetegedést okozé mikroorganizmusok, a
Salmonella Enteritidis és a Salmonella Typhimurium
[1, 10].

A koérokozé leggyakrabban beteg vagy tinetmentes,
a koérokozdkat uritd allat vagy ember székletével
keril a kérnyezetbe. A szalmonellozis tiinetei (enyhe
esetben fejfajas, levertség, hanyas, hasmenés)
a Salmonellaval szennyezett étel elfogyasztasat
kovetden 6-48 6ran belil megmutatkoznak. Az er8s
immunrendszer( egyéneknél a fent emlitett tinetek
2-5 nap alatt gyogyszeres kezelés nélkil elmulnak,
esetenként azonban akar mind a lappangasi, mind
a gyogyuldsi id6 meghosszabbodhat. Sulyos
esetben a Salmonellaval fert6zott és elfogyasztott
étel magas lazat, s6t, akar szeptikémiat is okozhat
[11, 12]. A humén szalmonell6zis eseteinek tdbb
mint felét baromfi eredetl fert6zés, kulondsen a
bélséarral szennyezett tojas okozza. Tovabbi fert6zési
forras lehet barmely allati eredet(i alapanyag, ivéviz,
urulékkel szennyezett, illetve mosatlan z6ldség,
gyumolcs, ételizesit6k és fliszerek [1]. Gyakori az
olyan tinetmentes kdrforma is, amelynek sordn a
patogén Salmonella baktérium a bélcsatornaban
elszaporodik, majd a széklettel kilril a szervezetbdl.
A fekaliaval Uritett Salmonella a személyi és
gyéartadstechnoldgiai higiénia megszegése esetén
az élelmiszerrel, illetve annak alapanyagaival az
élelmiszerek fogyasztoit szajon at fert6zheti meg
(fekd&l - orai terjedés) [13]. Kockéazatot jelenthet
tovabba a fert6zott, nem megfeleléen hékezelt
husaruk forgalmazésa, fogyasztdsa, valamint a
pasztérozés nélkuli nyers tej felhasznéldsa és
tovabbi hdékezelés nélkili fogyasztasa. A nem
megfelel6 hékezelés mellett a patogén koérokozd
fennmaradasat, szaporodasat segitheti az
élelmiszerek meleg, nyirkos helyen térténd, nem
megfelel6 tarolasa is [1, 11]. Tovébbi higiéniai
veszélyt jelent, hogy a Listeria monocytogenes-hez
hasonl6éan a Salmonella is képes biofilmet kialakitani
az élelmiszeriparban alkalmazott fém-, tGveg-, gumi-
és milianyag felileteken, ezért elengedhetetlen a
kulonb6z6 berendezések és az azokat 6sszekotd

csBvezetékek, szelepek és egyéb, az élelmiszerekkel
érintkez6 szerelvények folyamatos tisztitasa és
fert6tlenitése [14].

Szalmonelldzis alatt nemcsak human megbetegedést
értlink. A betegség allatokon, példaul sertéseken vagy
baromfikon is kialakulhat. Ehhez kapcsolédéan a
magyarorszagi baromfiallomanyokban 1997 6ta folyik
a Salmonella Enteritidis és a Salmonella Typhimurium
ellen iranyulé6 Salmonella-mentesitési program
[11]. A tartastechnoldgia helyes megvalasztasa,
a folyamatos egészséglgyi monitorozds és a
higiéniai szabalyok betartdsa mellett szikség volt
egy integralt védekezési program bevezetésére is.
Az Eurépai Tanacs 92/117/EEC szamu Iranyelvének
és az Egészséglgyi Vildgszervezet Iranyelveinek
felhasznaldsaval késziilt az un. ,Fehér kényv”, vagyis
A Salmonella elleni védekezést célzo integralt
mindségszabalyozasi rendszer a baromfiszektor
szamara Magyarorszagon” cim( kiadvany [15].

A Salmonella-mentesités fontos része, hogy a
gazdak allataik szamara Salmonella-mentes ivovizet
és takarmanyt biztositsanak. A takarmanyok
alapanyagai kozott fert6zési forrast jelenthetnek
az olajosmagvak, amelyeknek  feldolgozasa
soran a Salmonella tartés megtelepedésének és
szaporodasanak kedvezd viszonyok alakulhatnak ki
az extrahalé tzemek péaraduas, poros, meleg klimaja
révén [16].

A magyarorszagi Salmonella-monitoring legf6bb
iranyitoja a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
(NEBIH), amely hivatali laboratériumaival és bizonyos,
hatésag 4altal engedélyezett maganlaboratériumok
bevonasaval allatallomanyokbdl, husbél, valamint
kulonboz6 élelmiszerekbdl teljeskdri Salmonella
vizsgalatokat végez [11].

Real-Time PCR

A megbizhatd, gyors és pontos kimutatasi médszerek
elérhet6sége az elmult években egyre fontosabba
valt a mez6gazdasag és az élelmiszeripar szamara.
Az ilyen mddszerek tdbb patogén mikroorganizmus
egyidejli kimutatasat is lehetévé teszik és validalt
eredményt adnak csakugy, mint a szabvanyokban
leirt, ,hagyomanyos” mikrobiologiai eljarasok [17].

A polimeraz lancreakcioé (Polimerase Chain Reaction
- PCR) egy gyorsdiagnosztikai moédszer alapjat
képezi, amelyet a mintdban vélhet6en felfedezhetd
korokozé DNS-ének kimutatdsara alkalmaznak,
igy a Salmonella baktérium élelmiszer mintabol
valé direkt kimutatasara is alkalmazhaté [18]. A
PCR-médszernek tobb tipusa ismert, példaul az
altalunk alkalmazott val6s-idejii PCR-technika
(Real-Time PCR). A hagyoméanyos polimeraz
lancreakcidhoz viszonyitva a valds idejl technikanal
az amplifikadlas és a detektalas egyidejlleg valésul
meg a haszndlt fluoreszcens molekularészeknek
koszonhet6en. A mérés alatt a minta kiemelt DNS-
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szakaszai fluoreszcens jelet bocsatanak ki, amelyet
a rendszer képes detektalni, ezaltal a kimutatasi
eljaras a ,hagyomanyos” modszerekhez képest
gyorsabba, érzékenyebbé és szelektivebbé valik [19,
20]. Napjainkra a Real-Time PCR-technol6gia rutin
laboratériumi vizsgélatta valt. Egy 50 elembdl allo
mintacsomag vizsgalatanak netté iddigénye 9-10
Orara csdkkenthet6 [21].

Anyag és médszer

A méréseket a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatal Debreceni Regiondlis  Elelmiszerlanc
Laboratériumaban (Elelmiszerlanc-biztonséagi
Centrum Nonprofit Kft.) végeztik 2018. januar és
majus kozott.

A Real-Time PCR-hez felhasznalt kit és eszk6z6k

 Bio-Rad iQ-Check Salmonella Il kit: a reagensek
96 tesztre elegend6k

0 A reagens: lizis reagens 1x20 ml
o B reagens: fluoreszcens proba 1x0,55 ml
o0 C reagens: amplifikaciés mix 1x4,4 ml
o D reagens: negativ PCR-kontroll 1x0,5 ml
o Ereagens: pozitiv PCR-kontroll 1x0,25 ml

* bioSan TS-100 Thermo-shaker

e Sigma 1-16 centrifuga

* Velp scientifica (Rx3 vortex

* Yellowline MST basic C magneses keverd

e Bio-Rad CFX93 Real-Time System PCR-késziilék
o C1000 Touch Thermal Cycler

* pipet4U pro automata pipetta

M 6dszer
MINTAELOKESZITES

A mintael6készités soran daralt, illetve el6készitett
(pacolt, flszerezett) sertés- és szarvasmarha hus
mintajabdl taramérlegen 10 g, minden mas esetben
25 g mennyiséget mértink be.

A 10:1-es aranyt kovetve a 25 g mintat 250 g-ra,
a 10 g mintat pedig 100 g-ra toltottik fel pufferolt
peptonvizzel, ezt kdvetéen Stomacher-készilékben
30 sec-ig szuszpendaltuk.

ASaimonella spp. kimutatasa Real-Time PCR-mo6dszerrel

A kimutatast az MB/12/2010 Salmonella kit leirasa
alapjan végeztiik. Az izolalashoz Bio-Rad iQ-Check
Salmonella Il kitet hasznaltunk. A kit 4 reagenst
tartalmaz, amelyeket az Anyag és modszer fejezet
elején ismertettlink.

18 +2 Oras inkubalast kovet6en a DNS izolalasat
37 °C-on inkubalt pufferolt peptonvizes el6dusito
folyadékbdl végeztik el. Bizonyos termékek esetén
az inhibicié kivédése céljabdl az el6dusitd taptalajbol
20 pl-t célszerii bemérni 1 ml 37 °C-os pufferolt
peptonvizbe, amelyet 37 °C-on kell inkubalni 4+1
Oran at.

A DNS kivoNAsA

A feltdrt mintdb6l a DNS kivonasat 99 °C-os
termomixerben végeztik. Az inkubalt, pufferolt
peptonvizbél 1 ml-t Eppendorf-cs6be mértiink, majd
12000 g-n 5 percig centrifugaltuk. A centrifugalas
alatt az ,A” jelii reagenst magneses keverén
kevertettuk.

A centrifugalast koévetéen a minta fellluszéjat
eltavolitottukésa pelletre200 pl ,A” reagenst mértiink
ugy, hogy a azt homogenizalas céljabol a kever6n
folyamatos kevertetés alatt tartottuk. Erre azért
volt szilkség, mert a reagens gyéngyos szerkezete
miatt egyenletes elosztast kell biztositanunk
annak hasznéalatakor. A pelletet és a ramért ,A”
reagenst pipetta segitségével szuszpendaltuk,
majd vortexeltiik legaldbb 20 sec-ig, amig az lGledék
teljesen fel nem oldédott. Az igy el6készitett mintakat
termomixerben 15 percig 99 °C-on, 1400 rpm-en
hékezeltiik. Ezt kdvet6en a mintakat a termémixerbél
kivéve, az Eppendorf-csbvek tetejét fogva vortexeltiik
legaldbb 20 méasodpercig, majd 12000 g-n, 5 percig
ismét centrifugéltuk. Végul a feluliszé rétegbél
pipetta segitségével 50 pl-t Eppendorf-csdvekbe
mértiink. (A mintdk a mérésig -20 °C-on egy napig
tarolhaték.)

Real time PCR

A PCR-lemez (plate) reagenseinek ©sszemérését
steril boxban végeztik. A steril Eppendorf-cs6be
a ,B” és ,C” jelli reagensek Osszemérését a Kit-
hez mellékelt tdblazat alapjan végeztik, beleértve
a méréshez nélkulézhetetlen pozitiv és negativ
kontrollmintdkat is. Az 0©sszemért reakciéelegy
4 °C-on legfeljebb egy éraig tarolhato.

Az elegyekbdl a kovetkez6 aranyok szerint
meértiink egyesével 45pl mennyiséget a PCR-plate
mélyedéseibe:

« ,B” reagenshbdl 5pl/minta,
« ,C” reagensbél 40 pl/minta.

Ezt kovet6en a ,D” (negativ kontroll) és ,E” (pozitiv
kontroll) jeld reagensbdl, valamint az ismeretlen
mintakbél azonosithatd sorrendben 5-5 pl-t
adagoltunk pipetta segitségével folyadékszint ala a
bemért elegyekbe. Az izolalds utolsé |épéseként a
plate-et lezartuk és buborékmentesitettik.
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Ezt kdvetben a reakcidelegyekettartalmaz6 plate-et a
Bio-Rad CFX93 Real-Time System PCR-készllékbe
helyeztiik. A polimeraz lancreakcié futtatdsa és az
eredmények kiértékelése a Bio-Rad CFX Manager
Industrial Diagnostic Edition 2.2 programmal tortént.
A kimutatdshoz, vagyis az értékelhetd jelnagysag
eléréséhez 49 PCR-ciklusra volt sziikség.

Az Aaltalunk hasznalt késziuléket FAM (Fluorescein
amidite) filterrel szerelték fel. Kiértékeléskor abban
az esetben pozitiv az eredmény, ha a threshold-
(kliszob-) értéket atlépd, jellegzetes szigmoid alaku
gorbe jelenik meg. Legtobb esetben pozitiv értéknél
a gorbe a 30. ciklus utan tdnik fel. A 28. ciklus
alatt - tal koradn - vagy 40. ciklus utan - tdl késén
- megjelené gorbék esetén a kapott eredmények
megbizhatésdga nem volt kielégit6. Az érintett
kétes mintdkat a szabvanyban leirt mikrobiologiai

maodszerrel is meg kellett vizsgalnunk.

A PCR-REAKCIO HATEKONYSAGANAK SZAMITASA

A polimeraz lancreakci6 hatékonysaganak
szamitasahoz a LinRegPCR: Analysis of quantitative
RT-PCR Data szoftvert alkalmaztuk, amely egy
adott vizsgalt génre egyedi reakci6hatékonysagot
szamol, majd az eredményeket atlagolva megadja
a teljes reakcié hatékonysagat. El6nye, hogy nem
igényel kilon standard gorbét, hiszen a logaritmikus
nézetben Aabrazolt amplifikaciés go6rbe linearis
szakaszara illesztett egyenes meredekségét
helyettesiti be a kovetkezd képletbe:

E = 10("m)- 1 X 100,

ahol az ,E” a hatékonysag, az ,m” a meredekség jele
[22].

A hatékonysag ellen6rzésére az 0Osszes vizsgalt
mintara nézve relativ pontossagot, specifikussagot
€s érzékenységet is szamoltunk az MSZ EN ISO
1640 szabvanyban foglalt képletek segitségével:

Relativ pontossag (%):----- I—\-I----* 100

Relativ specifikussag (%): ------- —* 100
(n+fp)

Relativ érzékenység (%): ---—--- * 100,
(n+fp)

ahol az ,N” az 6sszes vizsgalt minta, ,n” a negativ
mintak szama, ,p” a pozitiv mintdk szama, ,fn” a
fals negativ, mig az ,fp” a fals pozitiv mintak szaméat
jelolik [23].

Eredmények és kiértékelésuk
MINTAELOKESZITES, DNS 1zoLALAS

Kisérleteink soran 6sszesen 109 db mintabdl
végeztiink Salmonella kimutatast Real-Time PCR-
készulék alkalmazasaval. A mintak csoportositasat
az 1. tablazat szemlélteti. F6ként szarnyashis és
-hiskészitmény (azon belil is csirke- és pulykanyak-
bdr) tette ki a vizsgalandé mintak nagy részét.

Az inkubalt, pufferolt peptonvizbél 1 ml-t hasznaltunk
fel DNS izolalas céljabdél, a tébbit a horizontalis
modszer alkalmazisa esetén hasznéltuk fel. Az
inkubalt pufferolt peptonvizes mintakat felhasznalasig
Eppendorf csévekben hiitészekrényben 4 °C-on
taroltuk. A Salmonella optimalis szaporodasi h6-
mérséklete 37 °C, de 5-47 °C kozoétt is képes
szaporodni. Kés6bbi tapasztalataink azt bizonyi-
tottak, hogy az alacsony héfokon valo tarolas a
szaporodast gatolta, a baktériumsejtek jelent6s

hanyada azonban életképes maradt.
A KIMUTATAS EREDMENYEI

A mintadk kiértékelését az eredményeket riportban
Osszesitd Bio-Rad CFX Manager Industrial
Diagnostic Edition 2.2 programmal végeztik.

A Real-Time PCR-mOdszerrel végzett vizsgalatnal
minden el6készitési Iépést a kit-hez mellékelt
protokoll alapjan hajtottunk végre. A medgfigyelés
soran 6sszesen nyolc mérést végeztink. Az els6
mérési sorozatban a mintdk varhaté eredményeit

1 tablazat: Real-Time PCR-rel vizsgalt mintak dsszesitése
Table 1: Summary of samples analyzed by real-time PCR
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ismertuk, hiszen a kimutatast horizontalis médszerrel
kordbban méar elvégeztik. Ezt kovetGen egyetlen
mérés kivételével a Real-Time PCR-rel végzett
(vagyis a molekularis bioldgiai mddszerrel kapott)
Salmonella kimutatasi eredményeink megegyeztek
a horizontdlis modszerrel végzett vizsgalatok
eredményeivel. A negyedik mérésnél mutatkozott
meg az elsé és egyetlen eltérés az emlitett két
modszer kdzott.

A molekularis  biolégiai mobdszerrel végzett
baktérium kimutatds alapjan a friss pulyka daralt
als6comb-filé pozitiv eredményt hozott, mig a
klasszikus eljaras soran negativ eredményt kaptunk.
A Real-Time PCR-technika alkalmazasanal a
nem egyértelmd vizsgalati eredményd, valamint
a Salmonella-pozitiv mintdk esetén , klasszikus”
meger@sité vizsgalatra van sziikség, melyet az MSZ
EN ISO 6579-1:2017 szabvanyban el6irt mddszer
alapjan végeztink el. A fals pozitiv eredmények
kikiiszobolésére iranyult Wang-Mustapha kisérlete,
melynek soran tyuktojasbél végzett Salmonella
kimutatast. A hagyomanyos PCR-technika
mintael6készitése és -izolalasa soran kiegészitésként
az elhalt baktériumsejteket megfest6 etidium-
bromid-monoazidot alkalmazott. A megfest6dott
baktériumsejtekben az etidium-bromid-monoazid
megakadalyozta, hogy a DNS polimerdz enzim
reakcioba Iépjen a holt sejtek 6rokit6 anyagaval,
igy azok DNS-tartalma nem tudott részt venni a
polimeraz lancreakcioban. llyen mdédon az élettelen
Salmonella sejtek okozta fals pozitiv eredmény
valészinlisége hatékonyan csokkenthet§ [24].

A laboratériumba érkezett mintak tobbsége szarnyas
has volt, ezen belll is csirke-, valamint pulykahus,
amelyek esetében a legnagyobb mintaszamban
nyakb6r vizsgalatat végeztik. A nyakbdér vizsgalata
irAnti igény indokoltsdgat mutatja, hogy 2011-ben a
brojler csirkenyak-bér mintak kézel 86%-a mutatott
Salmonella jelenlétet [25]. Ahogy az 1 abréan is
lathatd, a Real-Time PCR-készulékkel altalunk vizsgalt
nyakbdrbdl, szarnybdl és friss egész csirkecombbdl
allé csirkemintaknal 84,6%-ban kimutathaté volt a
patogén baktérium. A pulykahlsboél és -nyakb6rbdl
szarmaz6 44 db mintdbol 10 db pozitiv eredmény
szlletett, azon belil is a nyakbdrb6l, a daralt
als6comb fiiébol és a pulykamellb6l vett mintak
adtak pozitiv eredményt. (A pulykamell a gydngyds
hashoz hasonléan fagyasztva érkezett vizsgalatra
a laboratériumba.) Mindkét hids esetén kimutathat6
volt a Salmonella baktérium jelenléte. Mindez
meger@siti azt a tényt, hogy béar a Salmonella nem
képes szaporodni 5 °C alatt, mégis életképes marad,
hiszen a vizsgéalatot megel6z6 elédusitds soran az
inaktiv sejtek aktivalodtak, és a patogén mikroba
szaporodni kezdett.

Szarnyas husok kozil kacsa-, liba-, valamint facanhus
is érkezett Salmonella kimutatasra. A felsorolt mintak

kozul valamennyit negativnak talaltuk.

A vordés husok esetén f6ként sertéshis, emellett

marha- és vadhus Vvizsgalatat is végeztik.
Az elenyész6 szamlu halminta els8sorban
gyorsfagyasztott  allapotban kerilt hozzank

vizsgalatra. Osszesen 29 db minta tartozott a voros

Vizsgalt eredmények szamszerdsitve

Ry @

Vizsgalt husfajtak Csirke  Pulyka Kacsa
Analysed types of meat Chicken Turkey Duck
m Pozitiv eredmény 29 10 0
m Positive solution
m Negativ eredmény 4 34 6

m Negative solution

m Pozitiv eredmény / Positive solution

Forras: sajat forras / Source: own work

Investigational results by numbers

Liba  Gyongyds Sertés Marha Hal Vad
Goose Guineafomd Pork Beef Fish Game
0 1 0 0 0 0
1 0 20 2 5 4

m Negativ eredmény / Negative solution

1 abra: Real-Time PCR késziilékkel vizsgalt mintak pozitiv és negativ eredményeinek bemutatasa (db)
Figure 1: Positive and negative results of samples analyzed by real-time PCR
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hus és hal kateg6riaba; ezek esetében a horizontalis
és a molekularis biolégiai mddszer segitségével
végzett eljdras soran negativ eredményeket kaptunk.

A vizsgalatok soran kapott pozitiv és negativ
eredmények eloszlasat hasfajtak alapjan az 1. abran
tintettik fel. Szikséges megjegyezniink, hogy a
his- és huskészitmények kozotti 6sszehasonlitast a
laboratériumba érkez6 mintak egyenetlen eloszlasa
nem tette lehetdvé.

Az altalunk alkalmazott REAL-Time PCR-technika,
illetve az MSZ EN ISO 6579-1:2017 szabvany szerinti
Salmonella-kimutatas soran kapott eredmények
Osszevetése alapjan megallapitast nyert, hogy a valds
idejl polimeraz lancreakcios készulékhasznalatanak
bevezetése a Debreceni Regionalis Elelmiszerlanc
Laboratériumban  mindenképpen elényés. Az
alkalmazott BioRad iQ-Check Salmonella 1l Kkit-
hez egyszerli mintael6készitési protokollt mellékelt
a gyartdé, igy konnyen elsajatithatdé a vizsgalat
folyamata, viszont a DNS-izoldlas és a plate
Osszeadllitasa fegyelmezett, pontos munkat igényel.

A PCR-technika a ,hagyoméanyos” moddszernél
révidebb idd alatti, tobb mintdbdl térténd kimutatést
tesz lehet6vé. Amig a horizontalis médszerrel végzett
vizsgalat negativ eredmény esetében harom, pozitiv
eredménynél pedig 6t napot vesz igénybe, addig
a Real-Time PCR-készilék hasznalatan alapulé
eljarasnal negativ eredményt feltételezve 20 minta
vizsgalatahoz kb. 3,5 6rara van sziikség. A vizsgalati
id6 hossza abban az esetben novekedhet, ha a
molekuléaris biolégiai moédszer nem hoz egyértelm(
eredményt, vagy ha a minta Salmonella-pozitivhak

0 2 « 6 8 10 12 14 16

18 20 22 24

bizonyul. Ezekben az esetekben ugyanis a kimutatast
horizontalis modszerrel is meg kell ismételni. A Real-
Time PCR-technikaval egy munkanapon bellil akér
40 minta vizsgalata is elvégezhetd: mialatt a készllék
az els6 mintasor elemzését végzi, addig elkészithetd
a kovetkez6 mintasor DNS izolaldsa és a plate
Osszedllitadsa.

APOR-REAKCIO HATEKONYSAGA

Az Uj modszer bevezetése kapcsan 6sszesen 109
db mintdbo6l végeztink Salmonella kimutatast,
melynek eredménye csak egyetlen alkalommal tért
el a horizontélis kimutatassal kapott eredményektél.
A fals pozitiv eredménybél kikbvetkeztethet6, hogy
a Real-Time PCR-moOdszer sokkal érzékenyebb,
mint a klasszikus modszer. Ugyanakkor
keresztszennyez6dés vagy holt Salmonella sejtek
jelenléte fals pozitiv eredményhez vezethet.

A reakcié hatékonysagat nemcsak az eredmények
megfigyelésével és dsszehasonlitdsaval szandé-
koztuk értékelni. E célb6l a LinRegPCR: Analysis
of quantitative RT-PCR Data szoftvert alkalmaztuk,
amelynek segitségével a reakcié6 hatékonysagat
szazalékban kaptuk meg. Az értékelés soran azt
tapasztaltuk, hogy az alacsony mintaszamua mérések
esetén a polimeraz lancreakcié hatékonysaga vagy
tul alacsony (88% alatti) vagy tul magas (150% feletti).
Ennek egyik oka vagy a pipettdzas hibaja, vagy az,
hogy mastermixben a vizsgalni kivant mintaszamhoz
képest az optimalisnal tobb primer talalhaté.

A kiértékeld szoftver altal beolvasott eredményeket a
2. 4bra szemlélteti. J6I lathatd, hogy a pozitiv mintak,

26 28 30 32 3* 36 38 40 42 44 46 48 50

Odes

Forras: LinRegPCR: Analysis of quantitative RT-PCR Data szoftver, sajat forras
Source: LinRegPCR: Analysis of quantitative RT-PCR Data software, own work

2. abra: Hatékonysagszamitas: az 6sszes eredmény alapvonal-meghatarozas el6tt
Figure 2: Efficiency calculation: all results before baseline determination
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illetve a pozitiv kontrollok logaritmikus goérbét adnak,
a program pedig ezeknek a linearis szakaszara
hizott egyenes meredekségébdl szamitjia ki a
hatékonységot az alabbi képlet alapjan:

E = 10("m )- | X 100,

ahol az ,E” a hatékonysag, az ,m” a meredekség jele
[22].

A hatékonysag elemzését mérésenként is elvégeztik,
illetve ©6sszereakcié-hatékonysagot is szamoltunk.
Mindkét mérési mdédnal azonos vagy nagyon kozeli
aranyokat tapasztaltunk, az 0©sszes eredményt
kiértékelve pedig végeredményként 99,3%-0s
hatékonysagot kaptunk.

A hatékonysag ellenérzésére relativ pontosséagot,
relativ specifikussagot és relativ érzékenységet is
szamoltunk, amelynek eredményei mintakra lebontva
a 2. tablazatban lathatok.

A polimeraz-lancreakciéval végzett Salmonella-
kimutatasr6l szamos olyan tanulméany jelent
meg, amely a maddszer hatékonysagat is elemzi.
Ezen szakcikkek ir6i a vizsgalat soran ismert
Salmonella titerrel (CFU/25 g minta) dolgoztak,
ezért a mi Kkisérleteinkhez képest pontosabb
hatékonysagszamitést végeztek [26, 27, 28].

Kovetkeztetések

Kutatasunk célja az volt, hogy gyakorlattal is
alatamasszuk a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi
Hivatal Debreceni Regionalis Elelmiszerlanc Labo-
ratériumaban (Elelmiszerlanc-biztonsagi Centrum
Nonprofit Kft.) bevezetésre keriil6 Real-Time PCR-
késziilék szilkségességét és el6nyét. A kisérletek
soran hasbél, nyakb6rbél és huskészitményekbdl
torténd kimutatast végeztink, mivel  donté
tobbségben ezek az élelmiszerek okoznak
szalmonellézist. A laboratériumban az MSZ EN I1SO
6579-1:2017 szabvany szerinti Salmonella-kim utatas
a mai napig a f6bb mikrobioldgiai vizsgalatok kozé
sorolhatd, hiszen az egyik legismertebb patogén
baktérium, amely szennyezett élelmiszerrel a
szervezetbe jutva enyhe, de akar sulyos tinetekkel
jaré megbetegedést is okozhat.

A baktérium kimutatdsat a horizontalis modszerrel
parhuzamosan egy Real-Time PCR-készilék
segitségével ugyanazon mintakbol végeztik, majd
O0sszehasonlitottuk a kétféle mddszer &ltal kapott
eredményeket. Osszegzésként elmondhatjuk,
hogy a 109 db mintdbdl egyetlen esetben kaptunk
az emlitett szabvany szerinti mddszerrel végzett
kimutatas eredményeit6l eltérd eredményt.
Eredményeink szerint a valés ideji polimeraz-
lancreakci6 megbizhatdé és preciz mobdszer. A
készllék bevezetésének és alkalmazisanak tovabbi
elényei az egyszer(, kénnyen elsajatithaté hasznalat,
a kis helyigény, a kevesebb vegyszerigény és
-anyagfelhasznéalas. Tovabbi elénye, hogy a médszer
gyors, hiszen 20 db minta esetén 3,5 Ora alatt
juthatunk eredményhez. Sokkal inkabb szenzitiv és
pontos, mint a horizontalis modszer, ugyanakkor
hatranya, hogy a holt baktériumsejtek jelenléte, az
élelmiszer magas cukor-, illetve zsirtartalma fals
pozitiv eredményhez vezethet.

A molekularis biolégiai moddszer elényeinek
alatamasztasahoz egyedi- és O0sszreakcio-
hatékonysagot is szamoltunk, utdbbi esetén 99,3%-
os értéket kaptunk eredmény gyanant. A hatékonysag
mellett a relativ pontossagot, a specifikussagot és az
érzékenységet is meghataroztuk, amelynek értékei
rendre 100%, 98,7% és 100% voltak. Ezek alapjan
a Real-Time PCR-médszer hatékonysaga kivalonak
mondhat6.

Kdszonetnyilvanitas

A szerz6k koszonetiket fejezik ki Keszler Ibolya
tarsszerzének, hogy lehetdséget nyujtott a kisérlet
végrehajtasdhoz. A szerz6, Ozsvath Xénia Erika
szeretné megkoszoénni Rigé Karolinanak és Pal
Karolynak a laboratériumi vizsgéalat soran nydjtott
segitségiket és hasznos tanacsaikat.

2. tablazat: Hatékonysag-szamitas: relativ pontossag, specifikussag és érzékenység (%)
Table 2 Efficiency calculation: relative accuracy, specificity and sensitivity (%)

Relativ pontossag
Relative accuracy

100 %

Osszes vizsgalt minta
Total no. of samples

109 db

Forras: sajat szerkesztés / Source: own calculation

Relativ érzékenység
Relative sensitivity

100 %

Relativ specifikussag
Relative specificity

98.7 %
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