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Az élelmiszerek mindsitése mind alapkutatds, mind 1ipari
szempontbol  jelentds teriilet. A mindinkabb szigorodod
kovetelmények az  élelmiszerek  mindségével  kapcsolatban
megkivdnjadk egyes komponensek egyre kisebb mennyiségének
detektdlasat. Az elmult évtizedben a molekuldris genetika
alkalmazdsa szamos teriileten merdben uj tdvlatokat nyitott, ezek
koziil is kiemelkedé a DNS hibridizdacié (Southern-féle blottolas) és
a polimerdz lancreakcié (PCR) alkalmazhatésdganak igen széles
lehetdsége (Rolfs et al., 1993). Az élelmiszerek mindségi
vizsgadlatdban és mindségbiztositdsdban is egyre fontosabb
szerephez jutnak e mddszerek. Tdgabb értelemben ide tartoznak a
novénynemesitési és az 4allattenyésztési programokban haszndlatos
DNS technikdk is, melyek sordn bizonyos genotipusra szelektdlnak
(Szalai et al., 1992). Erre példa a sertések esetén tapasztalhatdo PSE
(pale, soft and exudative) husmindséget okoz6 allél kiszirése a
populdciobdl. (Otsu et al., 1991). Az élelmiszerek eredetének
vizsgalatdban is a DNS alapu technikdk egyre inkabb felvaltjdk a
nehézkes immunoldgiai teszteket, illetve uj lehet6ségeket nyitnak
(Meyer et al., 1995). Ma mar néhdny csepp borbdl is
meghatdrozhaté ¢és azonosithaté a felhasznélt élesztépopulacio
(Querol et al., 1996). A fentiek mellett az élelmiszerek
mikrobioldgiai dllapotdnak DNS meghatdrozdssal torténd vizsgdlata
jelenti a legjelent6sebb valtozast. Az elemzések nagy specifitdsa és
érzékenysége valamint rovid i1ddigénye (4-8 Ora) teszi lehet6vé a
mikrobioldgiai szennyezések eredetének gyors visszakeresését,
azonositisat. Fermentdlt élelmiszerek esetén pedig informaciot
kaphatunk a starterkulturdk tisztasagarol, jelenlétérdl.
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A Southern-féle hibridizaci6 (Southern, 1975) eredménye-
képpen a vizsgdlt DNS-re jellemz6 sédvrendszert kapunk. Ehhez
el6szO0r a mintdban taldlhat6 DNS-t restrikcidos enzimmel hasitjék,
majd az igy kapott kiilonbozd méretd DNS darabokat
gélelektroforézissel elvalasztjak. A gélbdl a DNS-t egy membréinra
atszivjak, igy a membréanon az elektroforézis lenyomatat kapjak. E
mivelet sordn lug hatdsdra a DNS denaturdldodik, igy az képes
hibridizdlni egy jelolt DNS prébaval, mely a membrdnon egy
savrendszert hoz létre. Az eljards specifitdsdt a kivalasztott DNS
proba szekvencidja €s a hibridizdacié koriilménye ("stringency")
hatdrozza meg. Magasabbrendd él6lények esetén a fenti folyamat
igen hosszu ¢és 1ddigényes. Mikrobdk esetén azonban a DNS
kinyerése egy egyszerd lizissel 1is megoldhatd, a folyamat
automatizidlhat6 ¢és kevésbé 1ddigényes (8 oOra). A digitélis
elektroforetikus képek tarolhatdak és egy ujabb minta elemzésekor
O0sszehasonlitishoz  visszakereshetdek. (Qualicon, RiboPrinter
System).

A polimerdz lancreakcié egy olyan in vitro DNS szaporitési
modszer, ahol az 4ltalunk kivélasztott két oligonukleotid
szekvencidja hatdrozza meg az eljards specifitdsat, azaz hogy milyen
DNS darabot sokszorositunk (Saiki et al., 1985). RNS-ek
detektalasara is mod van abban az esetben, ha az RNS-rél reverz
transzkriptdz segitségével készitiink DNS templdatot a PCR-hez.
Mivel tulajdonképpen exponencidlis jelerOsitést végziink, a PCR
érzékenysége igen nagy. A PCR ma mar teljesen automatizalt
folyamat, 4ltaldban 2-4 Ora sziikséges elvégzéséhez. A reakcid
végezetével gélelektroforézissel azonosithatjuk a megfeleld
hosszusdgu DNS darabokat (kb. 3 6ra). A legmodernebb késziilékek
(Perkin Elmer, PCR 7700) azt 1is lehet6vé teszik, hogy a
sokszorositott DNS mennyiségét a reakcié sordn 1is nyomon
kovethessiik, igy az elektroforézis sziikségtelenné valik. Egy-egy
analizis nem igényel hosszas mintael8készitést, pl. tejblsl vagy
borbdl direkt is elvégezhetd a PCR ("drop-in PCR"). Amennyiben a
sokszorositott DNS darabon beliil talalhaté nukleotid-sorrend
kiilonbség az allélek kozott, a PCR utdni restrikcidos enzimmel
torténd vagdas ("restriction fragment length polymorphism", RFLP)
altaldban megoldast jelenthet ezek megkiilonboztetésére ("PCR-
RFLP").
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Mint a fentiekbdSl kitdnik, ezek az eljardsok csak akkor
alkalmazhatéak, ha a detektdlni kivdnt DNS egy jellemz6
szakaszdnak végein elhelyezkedd 18-25 nukleotid sorrendje ismert.
Egy ujabb PCR technika esetén még erre sincs sziikség, mert olyan
rovid oligonukleotidokat haszndlnak, amelyek a DNS tobb helyére is
kapcsolddnak, igy a PCR és elektoforézis utdn tobb savot is kapunk,
ez az un. RAPD ("randomly amplified polymorphic DNA") eljaras
(Williams et al., 1990). Az egy-egy mintdban taldlhaté6 savok
eloszldsa jellemz6 a mintidban taldlhaté DNS-re, igy standarddal
vald Osszehasonlitas utdn a DNS eredete azonosithatd.

DNS alapjan akkor azonosithat6 valamely élelmiszer-
komponens, ha a vizsgdlt DNS szakasz egyértelmien utal egy ismert
torzsre, novény- vagy dallatfajra. Az él6lények DNS-ei
fejlettségiikt6l fiiggben tartalmaznak olyan szakaszokat amely
jellemz6 lehet egy tOorzsre, nemzetségre, csalddra, fajra vagy akar
magdra az egyedre is. Ezeket polimorf DNS részeknek nevezik.
Novények és allatok esetén a legnagyobb polimorfizmust rovid
nukleotid-mintdzatok egymés utdni ismétl6désének szdmdban
(mikroszatelit DNS) talaltak. (Rafalski és Tingey, 1993; Haberfeld
et al., 1991). Boréleszték esetén a mitokondridlis DNS (mtDNS)
valtozatossagat hasznaltdk azonositdsra a DNS restrikciés enzimmel
torténd hasitdsaval és elektroforézissel (Querol et al., 1996). Bor és
sor készitésénél haszndlt Saccharomyces cerevisiae torzsek RAPD
eljardssal 1s megkiilonboztethetéek (Couto et al., 1996). DNS
hibridizdcioval fonalas gombdk torzseit azonositottdk (CT)g,
(GTG)5, (GACA)4 oligonukleotid probdk segitségével (Meyer et al.,
1991). Mikrobdk esetén a 16S rRNS génjében taldltak nagy
valtozatossagot, mely PCR utdn torténd denaturdlé gradiens
gélelektroforézissel detektdlhato (Muyzer et al., 1993). Tejipari
termékekben a flagellin génekre, flaA ¢és flaB-re specifikus
oligonukleotidokkal azonositottak Campylobacter jejuni és
Campylobacter coli torzseket (Wegmiiller et al., 1993).

A DNS analizis egyik elénye a hagyomédnyos immunoldgiai €s
tenyésztéses vizsgdlatokkal szemben, hogy a DNS viszonylag stabil
molekula. Ez tette lehetdvé, hogy f6tt kolbaszbol is sikeriilt
Listeria monocytogenes szennyezddést kimutatni az alfa és béta
haemolysin génre specifikus PCR oligonukleotidokkal (Furrer et al.,
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1991). Az élelmiszerek igen komplex matrixot alkotnak, melynek
olyan eleme is lehet, amely gatolja a PCR-ben a DNS polimeraz
mikodését. Listeria monocytogenes PCR-rel torténd detektdldsa
soran ezt a problémat a DNS alkoholos kicsapasdval (Makino et al.,
1995), illetve a PCR-t megel6z6 immunomagneses elvalasztassal

(Fluitt et al., 1993) oldottdk meg.

A PCR eljaras érzékenységét jol tiikkrozi a botunilum neurotoxin
(BoNT) génjének 10 baktérium/g é€lelmiszer lehetséges kimutatési
hatara (Fach et al., 1995). E kozlemény az eljaras specifitasat is jol
bemutatja, hiszen a BoNT A, B, E, F és G géneket a szerz6k egy
PCR segitségével egymds mellett is ki tudtdk mutatni mesterségesen
fert6zott €lelmiszerekbdl. Az élelmiszeranalitika egyik igen fontos,
azonban nehézkes feladata volt a Salmonella torzsek kimutatdsa
hagyomanyos tenyésztéses eljardssal. Multiplex PCR segitségével,
ahol egy reakcidoban tobb oligonukleotidot is haszndlnak, sikeriilt
specifikus  PCR  eljardast kidolgozni  Salmonella  torzsek
kimutatdsara, egyéb coliform baktériumok mellett olyan komplex
mintdkbdl is, mint példdul a felszini vizek és talajmintdk (Way et
al., 1993). Ma mar Salmonella detektdldsdra szolgdlé PCR
rendszerek a kereskedelmi forgalomban kaphatéak (Perkin Elmer,
Qualicon). Southern-féle hibridizacioval Escherichia coli rRNS
génrészei megfeleld probanak bizonyultak egyes mikrobdk rRNS
génjeinek detektdlasdra (Bruce et al., 1995), és az igy nyert sadvok
képe jellemzd  egy-egy mikroba  torzsre (pl. Listeria
monocytogenes).

Az élelmiszerek eredetének vizsgdlata alapvetd 1gény
napjainkban. Huskészitmények vizsgalatkor a citokrom b gén
fajokra jellemzd szekvencidjat azonositottak PCR-RFLP
segitségével (Meyer et al., 1995). Ma mir a ndvények néhdny
tulajdonsdgidt a  termeszt6k  géntechnoldégiai  moddszerekkel
valtoztatjak. Burgonya esetén sikeresen azonositottdk a genetikailag
modositott novényeket DNS-iik alapjan (Schreiber et al., 1995).

A fentiek alapjdn lathat6, hogy az elmiult néhdny évben a DNS
alapu vizsgdlatok az élelmiszerek mindségének elemzésében 1is
egyre nagyobb szerepet kapnak. Ez a kezdeti lendiilet csak
fokoz6édni fog az egyre szigorodd élelmiszerbiztonsdgi tdorvények
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nyomdasira. Mivel azonban igen kevés ismeretiink van az
¢lelmiszerekben el6fordulé DNS-ekrdl, a DNS alapd azonosités
mellett a hagyomdanyos vizsgédlatokat is el kell végezni mindaddig,
amig a két eljards kozott a kivanatos korreldaciot el nem érjiikk. Azaz,
ha egy vizsgdlat megfelel6 kontrollok mellett nem detektdlja a
vizsgalt DNS részt, biztosak lehetiink a negativ eredményben, mig
pozitiv eredmény esetén célszeri a hagyomdnyos vizsgdlatokat is
elvégezni.

A ma mar rendelkezésre 4ll6 lehetséges DNS-alapu eljardsok
koziil egy-egy laboratérium még szabadon vdalaszthat, az eljardsok
még nem szabvanyositottak és nemzetkodzileg még nem elfogadottak.
Ezt a folyamatot a késziilékeket és reagenseket gyartd cégek a széles
piac reményében igyekszenek meggyorsitani. Igy pl. a Perkin Elmer
cég Salmonella vizsgélati rendszere Eurépdban mar tobbé-kevésbé
elfogadott. A fentiekben emlitett DNS technikdkat az orvosi
diagnosztikdban ma mdar rutinszerien haszndljak, az egységesités és
szabvanyositds ottani tapasztalatai az élelmiszerlaboratériumokban
dolgoz6 szakemberek segitségére lehetnek.
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DNS meghatarozasan alapulé technikak az élelmiszer
mindségellendrzésben

Szalai G., Téth A., Ldsztity R. és Salgé A.

A DNS meghatdrozédson alapulé vizsgdlati médszerek élelmiszer
mindségellendrzésben torténd alkalmazési lehetdségeit mutatjdk be
a szerz6k 4allati és novényi eredetd nyersanyagokon és
élelmiszeripari szempontbol jelentds mikroorganizmusok azono-
sitdsdban, tovabba eredetvizsgdlatoknal.

Techniques Based on DNA Determination in Food
Quality Control

Szalay, G., Téth, A., Ldsztity, R. and Salgéd, A.

Applicability of methods based on DNA determination in food
quality control is presented. Examples shown are the investigation
of raw materials of plant or animal origin, the identification of
micro-organisms significant in food industry as well as study of
origin.

Untersuchungstechniken auf der Basis der DNS-
Bestimmung in der Lebensmittelqualitatskontrolle

Szalay, G., Toth, A., Ldsztity, R. und Salgo A.

Verfasser stellen die Anwendungsmoglichkeiten der auf der
Basis der DNS-Bestimmung entwickelten Untersuchungsmethoden
in der Lebensmittelqualitdtskontrolle vor. Diese Methoden werden
an den tierischen und pflanzlichen Rohstoffen sowie bei der
Identifierung von fiir die Lebensmittelindustrie wichtigen
Mikroorganismen und weiterhin bei den Ursprungsuntersuchungen
eingesetzt.
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