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Korunkban az élelmiszerek mikrobds szennyezettségével kapcsolatos
gondok és védekezési feladatok novekednek. Ennek szamos oka van, pl.:

e az ¢lelmiszer-kereskedelem globalizalédasa (bonyolult és hossza
¢élelmiszer-lanc);

e fokoz6do urbanizédcié és népesség surliség, a fogyasztok életvitelének
valtozasa;

e nagy nemzetkozi személyforgalom;

e intenziv, tOmeges novénytermesztési és allattartasi gyakorlat;

e fokoz6dé kornyezet-szennyezddés, megvaltozott mikroorganizmusok,
megvaltozott nyersanyagok.

A klimavaltozassal (melegedéssel) tovabbi problémak jelentkezésére is
szamithatunk, pl.:

e rovidebb ,post harvest” tdrolhatoség;

¢ a hitélanc fenntartdsa megneheziil;

e fokozott rovarkartétel;

o fokozott mikrob4s szennyezettség és mikotoxin veszély.

Az élelmiszerek mikrobioldgiai mindségének biztositasa, az élelmiszerek
mikrobioldgiai biztonsadgat rontd tényezdk és kockazatok kezelésének
érdekében Dbevezetett HACCP rendszerek helyes miikodésének
validalasara, valamint kiillondsen az élelmiszer-kereskedelem ellendrzésére
és a kockazatbecslési feladatokhoz a mikrobioldgiai vizsgalatok sem
nélkiilozheték. Gondot jelent azonban, hogy a hagyoményos vizsgélati
modszerek, amelyek sziikségszerien a mikroorganizmusok szemmel lathatd
telepeinek vagy folyadéktenyészeteinek megjelenéséig tenyésztik az
élelmiszermintdban 1évé mikrobdkat, igen hosszadalmasak ¢és munka-
igényesek, a mikrobas allapotot csak retrospektiven tudjak jellemezni és
viszonylag kevés minta vizsgédlatat teszik lehetévé. Igény van tehit arra,
hogy sok mintat és egyenként rovid id§, néhany Ora, sGt lehet3ség szerint ,,real
time” idGtartam alatt lehessen id6beni beavatkozds érdekében megvizsgalni.

* A Magyar Kémikusok Egyesiilete Centendriumi Vegyészkonferencidjan,
Sopronban, 2007. majus 30-4n tartott eldadés kézirata alapjan.
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Ehhez nytjthatnak segitséget az élelmiszer-analitika egyes, a fizikai
sajatsagok, fiziko-kémiai vagy biokémiai valtozasok mérésére alkalmas,
esetleg automatizalhatd, miszeres modszerei (Farkas, 1998, 2004; Fung,
2002), ha elSzetes kutatomunkdval a hagyomdnyos, referencia
modszerekkel a kalibraci6juk megvaldsul. Jelen attekintésben — a teljesség
igénye nélkill — példdkat vazolunk fel ilyen, mar bevalt vagy igéretes
vagy specifikus mikroorganizmusoknak a szelektiv kimutatdsara,
meghatdrozdsara alkalmassa tehetdk. Nagy segitséget jelenthetnek ezen
technikdk a mikroba-szaporodési vagy -pusztuldsi dinamika jellemzéséhez,
a ,prediktiv’ mikrobiologiai modellek megalkotdsdhoz sziikséges
nagyszamu vizsgalatkor, tehdt a mikrobioldgiai O0kologiai Osszefiiggések
kvantifik4ldsdhoz is.

Ebben az attekintésben nem célunk azon DNS hibridizaciés és
amplifikaciés, molekularis mikrobiol6giai mdédszerek bemutatisa, amelyek
az élelmiszer-mikrobiol6gidban is egyre nagyobb figyelmet kapnak és
sokiranya alkalmazast nyernek. A targyalandé moédszerek esetén viszont
arra toreksziink, hogy egyes hazai kutatasi eredményekre is rdmutassunk.

Elektrometrias modszerek

Az elektrometrias mdoddszerek koziil a mikrobas aktivitdsnak az
impedancia/konduktancia/kapacitancia mérésén alapuld technikikat tobb
orszigban méar az 1980-as évektSl kezdve rutinszerfien alkalmaztdk az

élelmiszeriparban. Ennek kovetkeztében tobbféle - kereskedelmi
forgalomban is 1évé - ilyen mdszertipus van, amelyekkel egyidejileg

nagyszamu minta automatikusan elemezhetS. Ezek a miszerek azt a
»detekcids idGtartamot” allapitjdk meg, amelynél a megfelel§ folyékony
tapkozegbe  oltott mintdban 1évé  mikroorganizmusok  allandé
hémérsékleten végzett inkubédci6 soran szaporodasuk és anyagcseréjiik
koézben  képz8dS, elektromosan  toltdtt  kismolekuldja  anyagok
impedancia, konduktancia vagy kapacitancia valtozast jeleznek. A
detekciés iddétartam forditottan ardnyos a minta kezdeti mikroba-
tenyésztéses technikak iddsziikséglete (Dedk és Beuchat, 1993; Rule, 1997;
Mohacsi-Farkas et al., 1999a).

Egy, a kozelmultban, dn. Malthus tipusd konduktiméter rendszerrel
végzett hazai vizsgalatok (Horvath et al.,, 2007a) soran, sertéshis aerob
taroldsa kozben, a Pseudomonas nemzetségbe tartozd, specififkus romlasi
mikrobiotdt jelentd baktériumok élGcsiraszdama és a konduktimetrids
detekcios id6 kozott megallapitott kapesolatot mutatja az 1.4bra.
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Pseudomonas count and impedimetric detection time (calibration curve)
pork meat F1442-46, Petri dish
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1.abra: Osszefiiggés hiitve tarolt szeletelt sertéshiis pszeudomonasz
szennyezettsége és Malthus késziilékkel mért konduktimetrias detekcids
iddtartamok kozott (Horvath et al., 2007a)

Az impedimetrids technika a kutatdsban is jol bevalt, pl. antimikrobas
anyagok hatékonysaganak gyors dsszehasonlidsdra (Mohacsi-Farkas et al.,
1999b).

-

Uj, magyar kezdeményezés a redox-potencidl véltozdsdnak mérésén
alapuld, MicroTester-nek elnevezett mérdrendszer (Reichart et al., 2007),
amely a konduktimetrids moddszernél érzékenyebben és az inkubécids
hémérséklet ingadozasira kevésbé érzékeny, kisebb beruhazisi koltségi
berendezéssel és kisebb éldcsiraszam-szintig is mérni képes mddon végzi a
detekcids id6 meghatdrozasat. MicroTester-rel regisztralt redox-potencial
valtozasokat mutat kiilonboz6 baktériumok esetén a 2. dbra.

Biolumineszcencias és fluoreszcencias modszerek

A szomatikus- és a mikrobasejtek ATP tartalméanak fénykibocsatassal jaré
mérése a luciferin-luciferdz reagensekkel végbemend oxidacids reakcid
révén, a mddszer kivitelez€sétsl fiiggd modon feliilletek altalanos higiénés
allapotanak és mikrobas szennyezettségének luminometrids, igen gyors
vizsgdlatara egyarant alkalmas (Siro, 1985; Nogradi, 1996). Ilyen
mérésekhez kutatomiszerek és hordozhatd, kézi miiszerek egyarant vannak
kereskedelmi forgalomban (Griffiths, 1996). Elelmiszerek élGcsira-
szamanak ilyen, ATP luminometrian alapulé meghatarozasara is szamos
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példa van (pl. Werlein, 1996; Kiss et al., 1996). Egy hazai, vagott baromfi
vizsgalatokkal kapcsolatos ATP-luminometrias kalibraciot mutat a 3. 4bra.

Redox potential in TSB
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2.abra: Néhany baktérium TSB tapkozegben végzett tenyésztésénél
MicroTester késziilékkel mért redox-potencial valtozas (Reichart et al., 2007)
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3. abra: Vagott baromfi bérfeliiletén mért baktériumos élocsiraszam és az ATP-
biolumineszcencias reakcié fényintenzitiasa kozotti kapcsolat (Kiss et al., 1996)
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A luciferdz enzim szintézisére képes, lux gént tartalmazd
biolumineszcens tesztorganizmusok (Stewart et al., 1997) és fluoreszkalo
fehérjét (GFP) tartalmazd, rekombindns baktériumok élelmiszer-
mikrobiol6ogai kutatdsban vald alkalmazasi lehetdségeit és azok korlatait
illetéen e helyiitt csupan korabbi kozleményeinkre utalunk (Farkas et al.,
2002; Farkas és Mohdécsiné, 2003).

Spektroszkopiai modszerek

Spektroszkopiai mobdszerek (pl. kozeli infravoros vagy
spektrofluorimetrias eljarasok) alkalmazéasa is igéretes az utébbi évek
szerinti, tdrgyunkba vagd kozlések alapjdn, rendszerint a hatalmas
adattOmegiik multivaridns kemometriai feldolgozasaval végzett kalibraciok
alapjan. Kilonosen elényos, hogy ezek a moddszerek gyakran roncsolas-
mentesek és nem igényelnek reagenseket sem.

A NIR vizsgalatok korébdl példaként emlithet$ halfilé romlasdnak NIR-
spektroszkopos mddszerrel vald észlelése (Lin et al., 2006). Szeletelt
sertéshussal végzett hasonld vizsgalatok biztatdé kezdeti eredményei
(Horvath et al.,, 2007b) kozlés alatt vannak. E vizsgalatokbol mutat
illusztraciot az a parcialis legkisebb négyzetek (PLS) kalibracié (4. abra),
amely a hitve tarolt sertéshus felilleti aerob 0Osszes élGcsiraszamanak
becslési lehetdségét mutatja a NIR spektrum hias taroldsa soran
bekovetkezett valtozasainak kemometrids elemzése alapjan.
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4.abra: Szeletelt, hiitve tarolt sertéshus aerob 6sszes élécsiraszamanak
elérejelzése a hisszeletek kozeli infravoros reflexios spektrumai alapjan
késziilt PLS modellel (Horvath et al., 2007b)
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A spektrofluorimetria érdekes alkalmazési lehetdségét igérik amerikai
vizsgalatok (Kim et al., 2003), amelyek szerint vagdallatok husanak fekalis
szennyezettsége kimutathatdé a bélsdrban 1évS klorifill A és anyagcsere-
termékeinek megfelel6 gerjesztési hullamhossz-tartomannyal vald
megvilagitasa utan mérhetd jellegzetes emisszids spektruma alapjan.

Elektronikus orr

Az utébbi években nagy K+F aktivitas mutatkozik kémiai szenzorsorok
gazérzékels, ,mesterséges szagldszervként”, elektronikus orrként vald
hasznélatara (Kaffka és Farkas, 1999; Chantarachoti et al., 2006;
Siripatrawan et al., 2006). Az el6zGkben emlitett NIR vizsgalatokkal
parhuzamosan kiilonb6zd hitd-hdmérsékleteken tartott, szeletelt sertéshuis
bakteriol6giai romldsanak detektildsara is folytak vizsgilatok (Horvath et
al., 2007c). Egy nagyszdmu szenzor sorozatat tartalmaz6 miszernek a
husmintak csomagolasanak Ilégterébdsl vett mintakbol kapott szenzor-
jelvalaszok valtozasat mutatja az 5. abra a friss és a 6 napig 4 °C-on térolt
mintdkat Osszehasonlitva. Az dbra j6l mutatja kiilonb0z4 szenzorok eltérd
érzékenységét a baktérium-szaporodassal Osszefiiggé komplex ill6éanyag-
képzG8dés érzékelésére, ami alapjan perspektivikusan lehetségesnek latszik
csupan néhany kivalasztott, az adott célra alkalmas érzékelSket tartalmazo
»kézimilszer” Kkifejlesztése. Az elektronikus orr szolgaltatta adatoknak
f6komponens analizisét kovetGen végzett diszkriminédciés analizise
eredményét szemlélteti a 6. dbra a tarolasi iddk, illetve a baktérium-
szaporodast jelzd logaritmikus élGcsiraszam-értékek fiiggvényében. A
vizsgalatokbdl az a kovetkeztetés volt levonhatd, hogy az elektronikus orr
hasznalatéaval is lehetségessé valhat a bakterioldgiai mindség romlasénak a
detektdldasa, egyidGben vagy akar kordbban is, mint az érzékszervileg
észlelhetd romlas.

Bioszenzorok, nanotechnologia

Rohamos a fejlédés az élelmiszerek mindségvizsgalatara alkalmas,
killonféle mechanizmusok szerint mikod§ (elektrokémiai, optikai,
immunolégiai stb.) bioszenzorok kidolgozdsa terén, aminek kiilonos
lendiletet adhat a nanotechnoldgia ,forradalma”. Szaporodnak olyan
kozlemények is, amelyek mikrobak, mikroba-toxinok és mdis mikroba-
anyagcsere termékek (pl. biogén aminok) kimutatdsi lehet§ségét igérik,
esetenként Un. ,intelligens csomagolasba” is beépitve, vagy fogyasztoi
»dipstick” tesztek alkalmazasara is gondolva (Anon., 2007).
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5.abra: Friss és 6 napig 4 °C homérsékleten tarolt sertéshiis-szeletek
csomagolasanak légterébdl vett gaizmintakkal kapott szenzor jelvalaszok
az ,elektronikus orr” szenzorjainak mibenlététdl fiiggen

(Horvath et al., 2007c)
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6. abra: 4 °C hémérsékleten tarolt sertéshis szeletek illoanyag-
osszetételének kanonikus diszkriminans analizissel végzett elkiilonitése
elektronikus orr szenzor valaszainak értékelése alapjan, a tarolasi
idétartam és a hasmintak aerob 6sszes élécsiraszaimanak logaritmikus
értékei fiiggvényében (Horvath et a., 2007c)
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A patogén-specifikus immunszenzorok érdekes példdja az dn.
CANARYTM bioszenzor (Griffiths, 2007), amelynek a mtikodési elvét a 7.
abra mutatja. E szenzor olyan - az aequorin fluoreszcens fehérjét
tartalmazé6 - rekombindns makrofig sejteket hordoz, amelyeknek a
feliiletén az E. coli O157:H7 patogénra specifikus antitestek vannak, s
annak sejtjeit megkdtve bizonyos reakcid eredményeként kivaltjdk az
immunszenzor fluoreszcenciajat.
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7. abra: CANARYTM immuno-szenzor miikodési mechanizmusa E. coli
0157:H7 sejtek kimutatasakor (Griffiths, 2007)

Figyelemre méltd hazai kutatasok folynak bioszenzorokkal a Koézponti
Elelmiszer-tudomanyi Kutaté Intézetben is (Varadi, 2005). Ezek soran
killonb6zé egyiittmikodések, f6ként a MicroVacuum Kft-vel vald kapcsolat
révén érdekes eredmények sziilettek kvarckristdly mikromérleg (QCM),
illetve az optikai hullimvezet§d fénymddus spektroszképia (OWLS)
technikdkat alkalmazé immunszenzorokkal Escherichia coli sejtek
2006). Az E. coli-ra késziilt kalibracids gorbét a 8. abra, az OWLS késziilék
és immunszenzor mikddési elvét a 9. dbra mutatja.

Epilogus

E vazlatos attekintés is jelzi, hogy a gyors, miiszeres analitikai
modszerek és egyre szaporodd 1j megoldasok igen széles valasztéka van
kialakuléban mikrobioldgiai alkalmazdsok céljaira is. Ez egyrészt
kihivasokat, masrészt Gj lehetdségeket jelent az élelmiszer-mikrobioldgia
szamara. A tovabbi fejlédésnek is feltétele a kutatds és fejlesztés
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egységének olyan megvaldsitdsa, ami az élelmiszer-mkrobioldgia
»atyjanak”, Louis Pasteur-nak a tevékenységét mar 140 évvel ezel6tt
jellemezte. Mindez modern formaban napjainkban a kockéazat-elemzésnek
nevezett tevékenységi rendszer megkdzelités-modjaban valdsul meg az
élelmiszerek biztonsdganak érdekében folytatandé multidiszciplinaris
egyiittmikodés terén.
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8. abra: OWLS technikaval miikodé immunszenzor miikodési elve
(Majerné et al., 2007)
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9. 4bra: QCM analizatorral végzett Escherichia coli vizsgdlat eredményei
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Analitikai technikak az élelmiszerek mikrobas
szennyezettségének gyors vizsgalatara

Osszefoglalas

Az élelmiszerek mikrobioldgiai biztonsagat eldsegitd kockdzat-kezelés veszEly
elemzésen €és a ,kritikus pontok” fizikai eszkdzokkel vald szabalyozasan alapul6
HACCP rendszer alkalmazasa az elmualt két évtizedben igen jelentGs
eredményeket ért el vilagszerte. A mikrobioldgiai vizsgalatok azonban
szilkségesek maradtak, akir a HACCP rendszer helyes miikodésének a
validalasara, illetve az élelmiszerlanc f6ként kereskedelmi részének az
ellendrzésére, tovabba a kockazat-becslési feladatokhoz. A tobb, mint 100 évvel
ezel6tt kialakult, hagyomanyos és szabvanyositott mikrobioldgiai vizsgélati
eljarasok hossza id6t és sok munkét vesznek igénybe, ezért novekszik az igény
arra, hogy sok mintat rovid id6 alatt lehessen megvizsgalni. Ehhez nyudjtanak
egyre tobb segitséget az élelmiszer-analitika fizikai, fiziko-kémiai és biofizikai
vagy biokémiai véltozasokat érzékelS, gyakran jol automatizalhaté mdszeres
gyorsmodszerei. A cikk rovid attekintést ad néhany olyan, alternativ analitikai
technikarol, amelyek ilyen célra méar bevaltak vagy a kutatasok alapjan igéretesek,
sGt lehet8séget nytjtanak/nydjthatnak az élelmiszerekkel kozvetithet6 kérokozd
mikroorganizmusok szelektiv kimutatdsara is.

Mar az 1980-as évek maésodik felében jelentGs sikerek sziilettek
impedancia/konduktancia és kapacitancia mérésén alapuld, egyidejtileg sok
mintat inkubalo, automatizalt miszerek kifejlesztése eredményeképpen, amelyek
az élelmiszerek mikrobas szennyezettségét a mintakkal ,,beoltott” tdpkozegnek az
€16 mikroorganizmusok szaporodasa és anyagcsere-termékei okozta impedancia-
csokkenésével mérik. MegfelelGen szelektiv tdpoldatokkal specifikus vizsgalatok
is lehetségesek veliik. Elektrometrids mddszert alkalmaz a kozelmultban
hazénkban kifejlesztett, a beoltott tipkdzeg redox-potencidljanak a tenyésztés
kozbeni csokkenését regisztraldé mérdrendszer. EI6 mikroba-populdciok igen
gyors kimutatdsara alkalmas és felilletek mikrobas szennyezettségének
vizsgalatdra mar széles korben elterjedt a mikrobasejtek ATP-tartalmén alapuld,
a luciferaz-luciferin enzimes reakcié soran kibocsatott fény intenzitasat mérd,
akéar hordozhatd, kézi mtszerrel is végezhet6 mddszer. Az utébbi évek kutatésai
alapjan tobbféle spektroszkopiai (féként NIR, illetve spektrofluorimetrias)
modszer is igéretesnek bizonyult elézetes, kemometria értékeléseken alapuld
kalibraciok utdn egy élelmiszerek frissessége elvesztésének vagy mikrobés
szennyezettségliknek  kimutatidsdra és a mikrobioldgiai szennyezettség
valtozdsanak a nyomon kovetésére, gyors, gyakran roncsolds-mentes és vegyszer
haszndlatot nem igényld modon. Célszerten kivélasztott kémiai szenzor sorozat
(»elektronikus orr”) megfeleld kemometrias adatfeldolgozassal ugyancsak
»megtanithatd” élelmiszer-mintdk feletti gaztér komplex illdanyag-tartalmanak
érzékelésével a mikroorganizmusok altal termelt specifikus ill6 komponensek
észlelése révén a mikrobas szennyezettség kvantitativ és kvalitativ vizsgalatara. A
bioszenzor kutatds is sokirdnyd alkalmazist alapozott mar mikroba-eredeti
anyagok, példaul toxinok, de egész mikrobasejtek (pl. kdrokozdk) detektilasara.
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Analytical techniques for rapid investigation of
microbial contamination of foods

Abstract

The application of the food safety assurance and risk management system,
HACCP, which is based on a hazard analysis and physical control of critical
points of food processing, achieved very important results world-wide in the last
two decades. However, microbiological invesigations remained necessary, e.g. for
validation of the HACCP system, and particularly for inspection of the food trade
or performing risk assessment tasks. The traditional and standardized
microbiological testing methods, which developed more than 100 years ago, are
time- and labour-consuming. Therefore, there is an increasing demand for
methods, which are capable to investigate many samples in a short time. This task
can be assisted by certain rapid instrumental and frequently automated methods
of food analysis, measuring physical, physico-chemical and biophysical,
biochemical parameters. This paper provides a brief survey of several analytical
techniques which are proved to be or pomising for testing microbial
contamination or may/might even offer opportunities for detecting food-borne
pathogens selectively.

Already after 1985 successful applications of various automatic instruments
have been accomplished, which are commercially available and measuring
microbial contamination simultaneously in many samples by registering changes
in impedance/conductance or capacitance in nutrient media inoculated with the
food samples. The measurement is based on formation of various, electrically
charged/ionized molecules as a consequence of microbial growth and metabolism.
Appropriate selective media enable to perform detection of specific
microorganisms. Very fast detection of microorganisms is possible by a
luminometric method based on the estimation of the ATP content of the viable
cells by the luciferase-luciferin enzymatic reaction, going with a light emission.
The ATP tests can be performed even by portable, hand-held instruments. On the
basis of the recent years of research, various spectroscopic (near infrared, or
spectrofluorimetric) methods proved to be promising after chemometric
calibration for rapid detection of loss of freshness, or, microbial spoilage of
certain foods. These rapid techniques are frequently reagent-less and non-
destructive. One can ,train” selected chemosensor arrays (,electronic noses”)
with proper chemometric data-evaluations for sensing volatile components in the
head-spaces of foods formed by microorganism and determine thereby
quantitatively or qualitatively their microbial contamination. Research on various
biosensors has led also to foundation of numerous applications for detection of
microbial metabolites (e.g. toxins) or even whole cells (e.g. certain pathogens).

Elelmiszervizsgalati Kozlemények, 54, 2008/Ksz 113



