Mikrobiol6gia modszerdsszehasonlitd vizsgalatok |.

Lisztek penész-szamanak meghatarozasara alkalmazott modszerek
0sszehasonlité vizsgalata
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Allategészségiigyi és Elelmiszer Ellenérzé6 Koézpont, Budapest

Az élelmiszerek mindségét, tartossagat befolyasold termékspecifikus mikro-
flora dominans csoportjai vizsgalatanak korszerdsitese, egzségesitése és szabva-
nyositasa a 70-es években nagy lendilettel indult el. A kiilonb6z6 nemzetkézi
iparagi szervezetek, az 1CMSF (International Committee of Microbiological Speci-
fications for Foods), valamint az I1SO ltal javasolt modszerek figyelembevételével,
a hazai alkalmazas lehet6ségeinek szem el6tt tartasaval az élelmiszerellen6rzd és
iparagi mikrobioldgiai laboratoriumok bevondsaval modszerdsszehasonlitd kor-
vizsgalatok szervezésére és végrehajtasara kertlt sor. Az értékelést kdvetben kiala-
kitott egységes mddszerek teszik lehetdvé tdbbek kdzott a késztermékeket gyarto
és felhasznalo iparag mindsit eljarasainak egységesitesét is.

A gabona és a gabonaipari termékek mikrobioldgiai vizsgalatainak korszer(-
sitését — nemzetkdzi szinten — az ICC (International Association for Cereal
Chemistry) koordindlja. Az egyesulet munkéjaban hazénk is aktivan vesz részt,
egyrészt az altaluk szervezett nemzetkozi kérvizsgalatokba valo bekapcsolodassal,
masrészt egyes témak orszagon bellli kidolgozasaval.

Az elmult években a lisztekben el6fordulé penészgombak kimutatasara szol-
gal6 modszerek 6sszehasonlitasara kertilt sor az élelmiszerellenérzé laboratériumok-
ban végzett korvizsgalatokkal.

A vizsgalatsorozat celja olyan egységes meghatarozasi mddszer Kivalasztasa,
amely mind a hazai gyakorlatot, mind pedig a nemzetkézi ajanlasokat is figyelembe
veszi. Ennek érdekében a kovetkezd feladatok megoldasara keriilt sor: 1. az alap-
szuszpenzid készités kiilonbdzé mddjainak dsszehasonlitasa, 2. a hazai gyakorlat-
ban rutinszerlien alkalmazott |, kléramfenikol —glikdz —élesztékivonat - agar”
(OGA) taptalaj és az ICC ajanlasaban szereplé ,kléramfenikol —Rose - Bengal”
tdptalaj Osszehasonlitisa és a homogenizalt alapszuszpenzid optimélis Ulepedési
idejének meghatarozasa.

Az egyes korvizsgalatokban a legmegfelel6bb médszer kivalasztasara matema-
tikai statisztikai értékelés utan kertlt sor. A figyelembe vett szempontok az érzé-
ke? ?(ég, az ismételhet8ség, az dsszehasonlithatdsag, a gyorsasag és a gazdasagossag
votlak.

Alapszuszpenzi6 készitési eljarasok dsszehasonlitasa

. Azels6 vizsgalati sorozathan az alapszuszpenzio készitési eljarasok dsszehason-
litdsara kerlt sor.
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Anyag és modszer

A korvizsgalatokban 12 laboratérium vett részt, egy-egy laboratérium 4
mintabol végezte el a penész-szam meghatarozast. A4 mintab6l 2—2 minta azonos
enész-szamu volt ﬂzejtett parhuzamos). Minden egyes mintabdl 3 szuszpenziot
észitettek, amelyeket kulonbdz6 homogenizaldsi eljarassal egynemisitettek:
1) forgokéses kezelés. 3 Iperc; 2) kézi razas, 3 perc; 3) gépi razas, 10 perc. Egy labo-
ratoriumban ezen kivil Stomacher készilékkel térténé homogenizalasra is sor
kertlt. A homogenizalasok utani leoltas egységesen a kdvetkezd volt: az alapszusz-
penzié 30 perces Ulepedése utan a feluliszobol (1 cm3rel), OGA taptalajjal vékony
lemezontés (10—12 cm3 taptalaj Petri-csészénként), a tenyésztés homérséklete
25 °C, id6tartama 3 nap. Az OGA téaptalaj Osszetétele: gl (ikoz 20,0 g; élesztékivonat
5,0 g; agar-agar 150 g; desztillalt vizzel 1000 cm3re téltve; pH =7,0 +0,1;
sterilezés 115 °C hémérsekleten 30 percig; a lemezontés el6tt 100 mg kléramfenikolt
adunk 1000 cm3taptalajhoz.

A korvizsgalat soran kapott és Osszesitett vizsgalati adatokat matematikai
statisztikai modszerekkel értékeltiik. Az alkalmazott statisztikai probak a Dixon-
préba, a Bartlett-proba, az egy- és kétszempontos varianciaanalizis, valamint az
ismételhet6ség (r) és az 6sszehasonlithatdsag (R) meghatarozasa voltak (1, 2).

Ertékelés

Bartlett-probaval megallapitottuk, hogy a vizsgalati adatok szoras szem-
pontjabdl homogén sokasagot kepeznek, ami a tovabbi értékelés alapfeltétele.

Dixon-probaval megallapitottuk, hogy —keét laboratorium kivetelevel —az
egyes vizsgalati modszerek esetében atlag szempontjabél nincs szignifikans eltérés.
A statisztikai probak elvégzése utan az dsszehasonlitd elemzés 10 laboratérium 124
adata alapjan tortént.

A kiilonbéz6 homogenizalasi eljarasokkal el6készitett mintak penész-szamanak
alakulasat az 7. dbra szemlélteti.

Kétszempontos varianciananalizissel megallapitottuk, hogy az egyes mddszerek
kdzott érzékenység szempontjabdl, 95%-os biztonsaggal szdmolva, nem mutathato6
ki eltérés egyik minta esetében sem.

igN

7. &bra
Kilénb6z6 homogenizalasi eljarasokkal el6készitett mintak penészszamanak alakuldsa. Egy-egy
oszlop 10 laboratorium, két parhuzamos minta eredményeinek atlagat jelenti, kivéve a Stomacher
homogenizalasi moédot, ahol egy laboratérium vizsgalt
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forgokéses
LI.I gépi razas
kézi razas

w Stomacher

Minta

2. 4bra
Az egyes el6készitési moédszerek megbizhatésaga. Az ismételhetdség (r) és a meghizhatésag (R)
kilonbéz6 penész-szamU mintdk esetében, 1SO 5725 szerint meghatarozva.

A kilonboz8 mddszereket ezutdn meghizhatésag szempontjabdl elemeztiik.
Mintanként és modszerenként az 1SO 5725 alapjan meghataroztuk az ismételhetdsé-
Eet, azaz azt a veletlen hibat, amely megengedhetd két egymast kovetG méres
0z0tt akkor, ha egyetlen személy, egy laboratoriumban, ugyanazon felszerelések-
kel és anyagokkal, ugyanazon homogen mintabol mér, és az 0sszehasonlithatésagot
azaz azt a véletlen hibat, amely megengedhetd barmely ket kiilonboz6 laborato-
riumban, kilonbozd felszerelésekkel és anyagokkal, ugyanazon homogén mintabdl
mért értékek kozott.

A kapott eredményeket a 2. dbra szemlélteti.

A Stomacherrel térténé homogenizalas esetében az r értéket egy laboratorium
vizsgalata alapjan hataroztuk meg, igy ez csupan kozelit6 értéknek tekinthetd.

Az adatok alapjan a kovetkezbket allapithatjuk meg:

— a laboratériumok valamennyi mddszert megbizhatéan jol alkalmazték,
hiszen a r érték kétszeresénél joval kisebb R értéket kaptunk;

— a modszerek véletlen hibaja nem fligg a nagysagrendtél, azaz a kis penész-
szamU minta esetében ugyanolyan értékeket kaptunk, mint a nagyobb
penész-szamu mintak esetében;

— az ismételhetéség és az dsszehasonlithatésag alapjan a legmeghbizhatdbb
mddszernek a 3 perces kézi razassal térténd homogenizalas és az azt kdvetd
penész-szam meghatarozas bizonyult.

Kulonboz6 taptalajokon és eltérd alapszuszpenzid ulepedési
id6k utdn meghatarozott penész-szamok &sszehasonlitasa

Anyag és modszer

A korvizsgalatban 12 laboratérium vett részt és vizsgalta meg két liszt minta
penész-szamanak alakulasat harom téaptalajon (OGA, ,kléramfenikol — Rose
Bengal” OXOID kész portaptalajbdl (CM 549) és , kléramfenikol —Rose Bengal”
hazai komponensekbdl 6sszeallitva) és négy tlepedési id6 fliggvényében.

A ,kléramfenikol - Rose Bengal” taptalaj 0Osszetétele: mikologiai pepton
5,0 g; glikéz 10,0 g; Na2 05 1, 0 g; MgS04, 0,5 g; Rose Bengal 0,05 g; agar-agar
155 ¢; desztillalt vizzel 1000 cm3re toltve, pH =7,2+0,1; sterilezés 121 °C
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hémérsékleten 15 perc id6tartamig; kléramfenikolbdl 0,1 g-ot 3 cm3 acetonban
oldunk és a taptalajhoz adjuk.

Az egyes modszereket ez esetben is az el6z6 fejezetben megadott szempontok
szerint érzekenység és megbizhatosag szerint vizsgaltuk.

ion

3. 4bra
Kilonb6z6 taptalajokon mért penész-szamok atlagainak alakuldsa az alapszuszpenzié tlepedési
idejének fliggvényében. Oszloponként 12 laboratérium, 2 mintabdl (azonos) meghatarozott ered-
ményeinek atlaga. OGA — kléramfenikol-glikéz-élesztékivonat-agar taptalaj, RB — kléram-
fenikol-Rose Bengal taptalaj hazai komponensekb6l készitve, RB (OXOID) — kléramfenikol-
Rose Bengal taptalaj gyari készitésd, kész por alaku.

Ertékelés

A statisztikai prébak segitségével (Dixon- és Bartlett-proba) megallapitottuk,
hogy az adatok — mddszerenként — atlag és széras szempontjabol homogénnek
tekinthetdk, azaz nincs kies6 adat, illetve laboratérium.

A modszerenkénti 24 vizsgalati adat atlagait a 3. abran tiintettiik fel.

Kétszempontos varianciaanalizissel megallapitottuk, hogy azonos Ulepedési
id6 eltelte utan a kilénbdz8 taptalajokon mert penész-szam ertékek kdzétt nincs
szignifikans eltérés, azaz 5%-0s tévedesi valoszinliseg mellett allithatjuk, hogy
érzekenysegik megegyezik, ami az abran is jol lathat6. Aleoltast megel6z6 dlepedesi
id6k kozott azonban jelent6s eltérés tapasztalhatd, a penész-szam az llepedesi idd
névekedésével csokken, amint az mar a 3. abran is jol kovethets. A kilénboz6
taptalajokon meghatarozott értékek kozott nem tudtunk kimutatni eltérést, ezért
t—kafr?ég jobb érzékelhet6ség kedvéért —a 4. abran az egyesitett atlagokat rajzol-
uk fel.

Az egyes Ulepedési id6knél mért atlagértékeket varianciaanalizissel hasonli-
tottuk Gssze és megallapitottuk, hogy a nulla perces ilepedési id6 utan meghataro-
zott penész-szam értékek szignifikansan nagyobbak a tobbi Ulepedési id6 uténi
értékeknél. A 10, a 20 és a 40 Perces Ulepedési id6 meghatarozott penész-szdm érté-
ke{< kdzott 5%-os tévedési valdszinliség mellett nem tudtunk kimutatni killénbsé-
get.

A modszerek érzekenységének vizsgalata utan me%vizsgéltuk, hogy melyik
el6készitési mod (Ulepedési id0) esetén a legmegbizhatobbak az eredmények. Mod-
szerenként és taptalajonként meghataroztuk az ismételhetéség (r) és az dsszehason-
lithatésag (R) értékeket, amelyeket az 5. és 6. dbra tartalmaz.
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3,1-

3,0 —F-meeee —
10 20 40 i(perc)
4. abra

Penész-szam alakulasa az ilepedési id6 fiiggvényében. A felvett pontok 12 laboratérium, 2 min-
tajanak, 3 taptalajon mert értékeinek atlagat jelentik (6sszesen 72 adat)

2 1 1- ~
0 10 20 40 i(perc)
5. éabra
A kilonb6z6 taptalajokon mért penész-szdmok ismételhet6ségének alakuldsa az ilepedési id6

fliggvényében. A felvett pontok 12 laboratérium, 2 mintdjab6l mért értékeinek &tlagat jelentik
(6sszesen 24 adat).

______ | ] 1 1-
0 10 20 40 i(perc)

6. abra
A kulonboz6 taptalajokon mért penész-szdmok 6sszehasonlithatésdganak alakuldsa az tlepedési
id6 figgvényében. A felvett pontok 12 laboratérium, 2 mint4jabol mért értékeinek atlagat jelentik
(6sszesen 24 adat)
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Az abrékbol kitlinik, hogy a 10 Perces iilepedési id8 utdn mért eredmények

mar megbizhatdéak valamennyi tépta

aj esetében. Ennél az ulepedési id6nél az

érzékenység is megfelel6nek adddott, az el6készitésnek ezt a modszerét célszer(
alkalmazni. A 40 perces Ulepedési id6 utdn —amellett, hogy az érzékenység a leg-
kevésbé megfeleldé —az eredmények szorasa ismét megnovekedett (lasd O perces
Ulepedés), mivel a nagyfokd szétvalds miatt itt mar nagymértékben befolyasolja
az eredmeényt az is, hogy a folyadék fazis melyik rétegébdl térténik a mintavétel.

Kovetkeztetések

Eddigi eredményeinket 6sszefoglalva az alabbi megallapitasokat tehetjik:

a)

b)

c)

d)

A

Az alapszuszpenzid készitési eljarasok kozott (kézi razas, 3 perc; gépi razas,
10 perc; keses- és Stomacher homogenizalas) nincs szignifikans eltérés.
Az azonos érzéken?/ségl'j modszerek koziil a legmegbizhatobbnak a 3 perces
kézi razas bizonyult.

Az ICC altal javasolt ,kloramfenikol —Rose Bengal” taptalajok (OXOID
kész portaptalajbol, valamint hazai komponensekb6l 6sszeallitott taptalaj)
és a hazai gyakorlatban rutinszer(ien alkalmazott OGA téptalaj mind érze-
kenység, mind pedig megbizhatdsag szempontjabol egyforman megfelel6.
Egyszerliségénél és gazdasagossaganal fogva inkabb az utdbbi ajanlhatd.
Az llepedési id6 ndvelésével a penész-szam az els6 10 percben jelentésen
csokken, a tovabbi Ulepedési id6 ndvelése (20 perc, ill. 40 perc) mar nem
befolyasolja az erzékenységet.

Megbizhatosag szempontjabol valamennyi taptalaj esetében a 10 perces
lilepedési id6 a legmegfelel6bb.

lisztek penész-szamanak meghatarozasara, a korvizsgalatok eredményei

alapjan az alabbi modszert javasoljuk:

ALAPSZUSZPENZIO KESZITES: 3 perces kézi razas
ULEPEDES: 10 perc szobah6mérsékleten

LEOLTASI MOD: vékony lemezontés

TAPTALAJ: kléramfenikol —glikéz —€leszt6kivonat —agar (OGA)
TENYESZTES: 22 + 1°C hémérsékleten, 3—5 na

A mddszer meghizhatdsagara jellemz6 paraméterek:
ISMETELHETOSEG (r) = 0,32

OSSZEHASONLITHATOSAG (R% = 0,45

(Az értékek tizes alapt logaritmus

an vannak megadva)

Szabvényositasra a korvizsgélatokkal igy kivalasztott modszer kerdilt.

IRODALOM

(1) Svab J.; Biometriai modszerek a kutatdsban. Mez6gazdasagi Kiad6, Budapest, 1981.
(2) 1SO 5725
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CPABHEHWVE MMNKPOBMOJTIOTMYECKMX METOA0B AHAJIN3A .
OMNPEAENEHNE KOJIMYECTBA MMAECEHEN B MYKE

B. Ta6aigu-NuHT p, B. Harens, V. ®abpu

Ha OCHOBe KpYroBblX aHa/nu30B, MPOBEfEHHbIX B OTPac/eBblX nadoparto-
puax v nabopaTopuax Mo KOHTPOSO, BbIIO CAENaHO CpaBHEHWE METOLOB WCCNefo-
BaHWS M/IeCeHeR, BCTevatowmxcs B Myke. [pu Bbibope MeToga Obln YUTEHbI:
YYBCTBWTE/bHOCTb, BOCMPOM3BOAMMOCTb (R), MOBTOpsieMOCTb (), MPOCTOTa, Mpo-
HOMKUTENBHOCTL 1 3aTpaTbl. He yCTaHOBfigHAa pasHMLA MEXAY MUTaTesbHO
CPeaHoiA, MPUMEHAEMOI B PYTUHHOM MOPsiAKe B MPAaKTVKe aHasu3a MULLEBbIX Mpo-
AYKTOB  «X/IOPaM(EHNKON-T/IHOKO3-APOMOKEBON IKCTPakT» (OAA) n 1 nuTare/ib-
HOVi cpefoli Pose-6eHranb, AaHHOW B npeanoxeHwn sec (International Association
for Great Chemistry).

He ycTaHOBMEHO 3HAYMTENBHOIMO PACXOXKAEHUS MEXAY Ppa3IMuHbIMU METO-
[laMN TOMOreHV3aUMmN aHaM3npyembIX NPOAYKTOB: PyYHas roMoreHusaLus, Mexa-
HMYECKOe BCTPAXMBaHWE, FOMOMeHM3aLUmMs C NMOMOLLLIO BPALLAIOLLMXCS HOXENA.

YCTaHB/IEHO, YTO UMEIOTCH CUTHU(UKAHTHBIE OTK/IOHEHWS MEXAY 3HAYEHUSAMM,
M3MepAEMbIMI NOC/IE PA3NYHOM NPOJO/KNTENBHOCTA OCXK/AEHWS, CriEAyHOLLEero
rnocne roMOreHn3aLmy UCXOHOM CyCreHsuu.

Bbi6paHHbIli MeTof, — 3T0 MeTOog, FyOMHHOrO MoceBa B NUTATE/bHYHO cpefy
OV nocne pyyHoro BCTpAXuBaHUA U 10 munyrtnoro OCAKAEHUA. XapaKTepHble
napameTpbl BblbpaHHOro Metoga : r=0,32 u R=0,45

VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN UBER MIKROBIOLOGISCHE
METHODEN I. BESTIMMUNG DER SCHIMMELZAHL VON MEHLEN

V. Tabajdi—Pintér, V. Nagel und I. Fabri

Auf Grund von umfassenden Untersuchungen in Laboratorien fir Lebens-
mittelkontroll und flr Industriezweige wurde ein Vergleich der Untersuchungs-
methoden der in den Mehlen vorkommenden Schimmel durchgefihrt. Bei der
Auswahl der Methode wurden die folgenden Gesichtspunkte berticksichtigt:
Empfindlichkeit, Vergleichbarkeit (R), Wiederholbarkeit (r), Einfachheit, Schnell-
heit und der Kostaufwand. Kein Unterschied wurde zwischen dem in der Praxis
der Lebensmitteluntersuchung rutinméssig angewandten Nahrboden ,,Chloram-
phenicol-Glykose-Hefeextrakt” $OGA) und dem in der Empfehlung des Vereins
ICC (International Association for Cereal Chemistry) erwahnten N&hrboden Rose
Bengal gefunden. Kein bedeutender Unterschied zeigte sich zwischen den ver-
schiedenen Homogenisierungsverfahren (manuelle bzw. maschinelle Schiittelung,
Behandlung mit rotierenden Messern). Eine bedeutende Abweichung wurde
zwischen den —nach der Homogenisierung der Suspension und nach unterschied-
lichen Absetzungszeiten —gemessenen Werten gefunden. Die auserwéhlte Methode
war Plattenguss mit N&hrboden OGY nach einer zehnminutigen Absetzung der
manuell geschittelten Grundsuspension. Die kennzeichnenden Parameter der
Methode sind: r = 0,32 und R = 0,45.

COMPARATIVE INVESTIGATIONS OF MICROBIOLOGICAL METHODS 1.
DETERMINATION OF MOULD-COUNTS IN FLOURS

V. Tabajdi —Pintér, V. Nagel and I. Fabri

On the basis of survey tests carried out in food control and industrial labora-
tories the comparison of the methods of investigation of moulds occurring in flours



became necessary. The aspects taken into account at the selection of the method
included the sensitivity, reproducibility (R),repeatability (r), simplicity, speed and
costs. No difference could be found between the culture-medium ,,chlorampheni-
col-glucose-yeast extract” (OGY) and the culture-medium Rose Bengal mentioned
in the recommendation of the ICC (International Association for Cereal Chemistry).
No significant deviations were observable between the various procedures of homo-
genization: manual or mechanical shaking, treatment with rotating blender. Howe-
ver, significant differences were found between the values measured after various
sedimantation periods following the homogenization of the suspension, The method
selected for application is plate pouring with the nutrient OGY after a manual
shaking of the basic suspension, and sedimentation for ten minutes. The charac-
teristic parameters of this method are: r = 0.32 and R = 0.45.

DES ESSAIS INTERLABORATOIRES MICROBIOLOGIQUES. I. LA
DETERMINATION DU NOMBRE DE MO01SI DES FARINES

V. Tabajdi—Pintér, V. Nagel et I. Fabri

Les auteurs font entrer en comparaison les méthodes d’essai pour la determina-
tion du numbre de moisi des farines & la base des données des groupes d’industrie
et des iaboratoires pour le controle alimentaire.

A la sélection d’une inéthode on tient compte de la précision, la reproductibilité
(R), la répétabilité (r), la simplicité, la rapidité et les frais.

Il n’y a pas de différence entre les milieus employés souvent comme les milieus
chloramphenicol- gflucose-extrait de levain (OGY) et Rose Bengal préconisé par
ICC (International Association for Cereal Chemistry).

Il n’y a aucune difféerence entre les voies différentes d’homogénisation.

Entre les values obtenues aprés les temps de sédimentation differents il y a une
déviation significante.

L’usage du milieu OGY aprés I’homogénisation & la main et sédimentation de
10 nailrlléjtes c’est la méthode préconisée. La répétabilité est 0,32, la reproductibilité
est 0,45.
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