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Bevezetés

1. Bevezetés

A Listeria monocytogenes mas patogén baktériumokkal Szemben, extrém
koriilmények kozott is képes szaporodni, igy alacsony pH értékii, alacsony homérsékletli és
halakbol, z6ldségfélékbol, tejbdl és tejtermékekbdl mutatjak Ki. Azokra az élelmiszerekre,
amelyek nem segitik el6 a Listeria monocytogenes szaporodasat, 100 TKE/g a hatarérték a
fent nevezett mikroorganizmusra nézve. Azon élelmiszerekben, amelyek eldsegitik az emlitett
mikroorganizmus szaporodasat ,,null” tolarencia van érvényben. Ezért az utobbi élelmiszerek
csoportjaban, amennyiben akar egyetlen baktériumot is kimutatnak az élelmiszerben, azonnal
vissza kell hivni az 0sszes terméket. Ez hatalmas gazdasagi kiesést jelenthet az élelmiszeripari
vallalatok szdmara. A kérokozo jelentds egészségligyi kockazattal bir a lakossag korében, a
maga nagyjabol 30%-os letalitasi aranyaval. Az elsd bizonyitottan élelmiszer eredetii
megbetegedés 1981-ben tortént, majd ezutan szamos hasonl6 eset volt megfigyelhetd, amelyet
mar egyértelmiien ennek a mikrobanak tulajdonitottak. Napjainkban, leggyakrabban az
ugynevezett fogyasztasra kész, ,ready-to-eat” élelmiszerekben fordul el6 ez a patogén
mikroba, amelynek elfogyasztisa utan jelentkezik a megbetegedés. Ennek oka, hogy a
megvasarolt terméket a fogyasztok nem készitik el az eldirtaknak megfelelden, ezért nem éri a
baktériumot a kelld héhatas. A liszteriozis altal leginkabb veszélyeztetett csoportok kozé a
varandos anyak, az idés emberek, a legyengiilt immunrendszerli egyének €s az ujsziilottek
tartoznak. Kezdetben enyhe influenzaszerli megbetegedés tapasztalhatdo, majd a betegség
manifesztalodasa utan egyre sulyosabbak lesznek a tiinetek, halvasziiletést, vetélést idézhet
elé. A fent leirtak alapjan, mind élelmiszeripari, mind egészségiigyi szempontbodl fontos tehat
a Listeria fajok kimutatasa az élelmiszerekbdl, amelyet a hagyomanyos tenyésztéses eljarasok
mellett ma mar gyors, automatizalt mikrobioldgiai technikak segitségével is elvégezhetjiik.

A hagyomanyos mikrobioldgiai vizsgalati modszerek anyag és idéigényes eljarasok.
Az eredmény kozlése esetenként napokat is igénybe vehet. Az élelmiszerbiztonsagi és
mindségbiztositasi rendszerek azonban megkdvetelik a gyartoktol a termék egyéb jellemzoi
mellett a mikrobioldgiai allapot gyors felmérését, ellendrzését is. A rovid idén beliil
rendelkezésre 4ll6 mikrobiologiai vizsgalati eredményekhez nélkiilozhetetlenek a
gyorsmodszerek. Ezek az eljarasok gyakran alacsonyabb koltségek mellett teszik lehetévé a
konnyen elvégezhetd vizsgalatok kivitelezését. A vizsgalati 1d6 leroviditésére és a meérések

automatizalasara tobb féle mérési rendszer is elterjedt, mint a vezetdképesség valtozas
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detektalasan alapuld impedimetrias berendezések, az aramlasos citometria elvén mikodo
berendezések, a turbidimetrids mérdmiiszerek stb. Az automatizalt gyors vizsgalati modszerek
kozott viszonylag Ujnak szamit a redox- potencidl valtozads mérésén alapuld szaporodas
detektalasara alkalmas Micro Tester elnevezésti berendezés, amelyet a Szent Istvan Egyetem
Allatorvostudomanyi Kar, Elelmiszer-higiéniai Tanszékének és a Budapesti Corvinus
Egyetem Elelmiszertudomanyi Kar, Fizika és Automatizalas Tanszékének munkatarsai
fejlesztettek Ki. A berendezés segitségével, a fent emlitett faj élelmiszerben vald jelenléte
kimutathat6. Kisérleteim soran a Micro Tester berendezés alkalmazhatosagat vizsgaltam

kiilonboz6 Listeria fajok szaporodasanak detektalasara.
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2. Irodalmi attekintés
2.1. A Listeria nemzetség

2.1.1. Listeria fajokrol altalaban

A Listeria nemzetség egy fakultativ anaerob, Gram pozitiv, ubiquiter nemzetség,
amely azt jelenti, hogy a kornyezetben széles korben megtalalhaté mikroorganizmus (Miller
et al., 2009). A baktériumok orszagaba, Firmicutes torzsbe, Bacilli osztalyba, Bacillales
rendbe, Listeriaceae csaladba, Listeria nemzetségbe tartozik. Motilis, katalaz-pozitiv, oxidaz-
negativ mikroba, amely B-hemolizint termel. Mozgésszerve az ostor (Adams és Moss, 2008).
A nemzetség Orokitbanyag Osszetételben hasonldésagot mutat a Staphylococcus, illetve a
Bacillus nemzetségekkel, mivel DNS szekvenciajukban alacsony G+C (guanin+citozin)
tartalommal rendelkeznek (Buchrieser et al., 2003).

Nemzetségiik, egyes tanulmanyok szerint hat fajra oszthaté, amelynek képviseléi a
kovetkezok:

e Listeria ivanovii

e Listeria innocua

e Listeria monocytogenes

e Listeria grayi

e Listeria seeligeri

e Listeria welshimeri (Ryu et al., 2013).

Az ismert hat Listeria faj az elmult években kiegésziilt 4 ujonnan izolalt Listeria fajjal:
Listeria martii, L. rocourtiae (den Bakker et al., 2010), L. fleischmannii és L.
weihenstephanensis (Hellberg et al., 2013).

Kimutatasukhoz nagy érzékenységili, gyors, automatizalt és olcsé moddszerekre van
sziikség. Habar szdmos genotipuson, illetve fenotipuson alapul6 eljaras 1étezik, mégis kevés
modszer felel meg az eszkozokkel szemben allitott kritériumoknak (Rebuffo-Scheer et al.,
2008).

Széles homérsekleti tartomanyt képesek elviselni (0-45°C), illetve pszichrotoleransak, ami azt

jelenti, hogy alacsony homérsékleten is képesek szaporodni. Homérsékleti optimumuk 30-37°C

(Nufer et al., 2007). Tag pH tartomanyt (pH 4,5-9,2) képesek elviselni (Miller et al, 2009).
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A baktériumot leginkabb hus és fermentdlt hustermékekbdl lehet kimutatni, de
megtalalhatd a zo6ldségekben, pasztorizalatlan tejben és tejtermékekben is. A nemzetségen
beliil, amennyiben a mar jol ismert hat fajra valo felosztast vessziik figyelembe, két patogén,
és négy apatogén, vagyis nem-patogén fajt kiilonithetiink el. A Listeria monocytogenes
bizonyitottan human megbetegedést okoz, de az utdbbi években jelentettek eseteket Listeria
ivanovii altal okozott megbetegedésekdl is (den Bakker et al., 2010). Az apatogén fajok a
Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, és Listeria grayi (Schmid et al.,
2004). Habar a human, illetve allati liszteriozis okozta megbetegedésekért felelds mikroba
85%-ban a Listeria monocytogenes, ritkan ugyan, de van ra példa, hogy a Listeria ivanovii és

Listeria seeilgeri is okoz megbetegedéseket (Ryu et al., 2013).

2.1.2. A Listeria monocytogenes faj jellemzéi
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1. 4bra: Listeria monocytogenes, megnoveli a generacids idejét (Diez-Gonzales et al.,
forras: (www.msevans.com) 2007).

cre

Oxigén hiadnyédban, illetve magas, akar 10%-os koncentracioji soéoldatban is
szaporodik (Mellefont et al., 2006). Elelmiszer eredeti patogén mikroorganizmus, mely
nemcsak az emberekre, hanem az allatokra is veszélyes (Milillo et al., 2009).

Szaporodésa fiigg az élelmiszer Osszetételétdl, illetve annak tarolasi koriilményeitdl
(Pal et al., 2008), de klinikai mintakban is eléfordul (Jadhav et al., 2012). Kimutatasa szintén
magas aranyt mutat a fogyasztasra kész, ,,ready-to eat” élelmiszerekben (Miller et al., 2009).

A Listeria monocytogenes illetve Listeria ivanovii fajok okozzak a nemzetségen beliil,
a liszteridzisnak nevezett betegséget, amely egyarant veszélyes emberekre illetve allatokra
nézve (Schmid et al., 2005). A Listeria monocytogenes egészségiigyi artalmat jelent azokra a
fogyasztokra, akik hosszan eltarthatd €lelmiszereket fogyasztanak, ezért szdmos tanulmany

fokuszal ennek a fajnak a jellemzésére (Mellefont et al., 2006).
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Detektalasa az élelmiszeripari vallalatok szdmara gazdasdgi szempontbol
felbecstilhetetlen fontossagl, mivel amennyiben a kibocsatott élelmiszerekben kimutathato a
jelenléte, azonnal vissza kell hivni az 6sszes ¢élelmiszert (Gnanou Besse et al., 2010).

Jelenlétére ,,null tolarencia” van érvényben azokban az élelmiszerekben, amelyek a
szaporodasat eldsegithetik. Ez azt jelenti, hogy amennyiben az élelmiszer 25 grammjaban
akar egyetlen baktériumot taldlnak, azonnal vissza kell hivni az 6sszes €lelmiszerbdl gyartott

¢és forgalmazott tételt (Aznar et al., 2012).

2.1.3. A liszteriozis

A liszteridzis korokozoja ritkan a Listeria innocua, illetve Listeria seeligeri,
leggyakrabban a Listeria monocytogenes, amely a human illetve allati megbetegedésekért
85%-ban felelés (Ryu et al., 2013). A human fert6z6dések legfébb oka, a fertézott
¢lelmiszerek elfogyasztisa. A megbetegedés kis szamu eldforduldsa ellenére, jelentds
egészségiigyi kockazattal bir a lakossag korében (Carvalheira et al., 2010). A FoodNet adatai
szerint, ez a betegség 30%-os letalitasi (halalozasi) arannyal bir (Jadhav et al. 2011).

A bizonyitottan els6 élelmiszer eredetli megbetegedés 1981-ben tortént kaposztasalata
fogyasztasat kovetéen (Schleck et al. 1983). 1981-t61 szamos liszetridzisos megbetegedés volt
megfigyelhetd, amelyet egyértelmil tiinetei alapjan ennek a megbetegedésnek azonositottak. A
legnagyobb valoészintiséggel a kovetkezd élelmiszerek elfogyasztasat kdvetéen torténhet
megbetegedés: pasztdrizalatlan nyers tej, lagy és kemény sajtok, hagyomanyosan elkészitett
fermentalt szaraz hustermékek, fagylaltok, nyers tojas, nyers csirke, nyers vords hasok, fott
husok, kagylok, tengergyiimdlcsei, elére csomagolt salatak (McClure et al., 1997), szaritott
hustermékek (Gnanou Besse et al., 2010). A liszteridzis leggyakrabban ,ready-to eat”
¢lelmiszerek elfogyasztasat kovetden {iti fel a fejét (Miller et al., 2009).

Fert6zddés esetén a tiinetek kezdetben egy enyhe influenzds megbetegedéshez
hasonlitanak, majd mikdzben a liszteridzis manifesztalodik, fokozatosan stlyosabba valnak a
tinetek (Mellefont et al., 2006). A kés6bbiekben példaul agyhartyagyulladast, vérmégezést,
halvasziiletést és abortuszt eredményezhet (Juck et al., 2012). A nem invaziv fajok gyenge
¢lelmiszermérgezéshez hasonlo tiineteket produkalnak, mint lazat, fejfajast, hasmenést,
gasztroenteritiszt (Orsi et al., 2011). A liszteriozis altal leginkabb veszélyeztetett csoportok a

kovetkezok:
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e Idds emberek

e Varandos nok

e Legyengiilt immunrendszerii egyének

e Ujsziiléttek (Gnanou Besse et al., 2010).

Az USA-ban évente 2500 megbetegedésb6l 500 halallal végzodik (Juck et al., 2012).
Eurdpaban a liszteridzisos esetek szamanak novekedése 2000-t61 figyelheté meg (Orsi et al.,
2011). Franciaorszagban fert6zott sertésnyelv elfogyasztasa okozott 279 megbetegedést,

amelybdl 63 eset halallal végz6dott (McClure et al., 1997).

2.1.5. Listeria monocytogenes és Listeria innocua kapcsolata

A Listeria monocytogenes és a Listeria innocua fajok 0-45°C hémérséklet és 4,5-9,2
pH tartomanyban fordulnak eld, ezért az egyes fajok meghatidrozdsa gyakran ugyanazon
¢lelmiszermintakban bonyolultabb folyamatot igényel (Miller et al., 2009). Szamos
tanulmany azt mutatja, hogy a vizsgalatok soran a Listeria innocua elfedheti a Listeria
monocytogenes-t, ami megtévesztd eredményeket adhat az utdobb emlitett mikroorganizmus
meghatarozasa folyaman (Carvalheira et al. 2010). A Listeria innocua generaciés ideje
rovidebb id6tartamt, mint a Listera monocytogenes-é. Yokoyama ¢és munkatarsai (2005)
kimutattak, hogy a Listeria innocua torzs bakteriocin szerii anyagot, illetve bakteriofagokat

allithat el6, amelyek gatoljak a Listeria monocytogenes novekedését.

2.2. Mikrobioldgiai gyorsmodszerek

2.2.1. Mikrobiologiai gyorsmodszerek altalanos attekintése

A mikroorganizmusok kimutatdsa hagyomanyos mikrobioldgiai modszerekkel
rendkiviil id6 és munkaigényes. A hagyomanyos mikrobioldgiai kimutatdsi modszerekre
jellemz6, hogy a kiilonbozo taptalajok (szelektiv illetve differenciald taptalajok) nagyon
koltségesek, a folyamat rendkiviil idéigényes, eredményeket sokszor csak tobb, akar 3-5 nap
elteltével kapunk, mig a kérokozok azonositasahoz még tovabbi idére van sziikség (5-7 nap).
Miutan bevezették a modern mindségbiztositasi rendszereket, sziikségessé¢ valt gyors

mikrobiologiai moddszerek kidolgozasa, illetve azok alkalmazasa. A gyorsmodszerek
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bevezetésére azért volt sziikség, hogy lecsokkentsék a vizsgalat és az eredmény kozlése
kozotti 1dot. Az 0y eljarasokkal szemben tamasztott alapvetd kdvetelmény, hogy azok minél
gyorsabban, minél tobb mintabol, kevesebb munkaval, olcsébban legyenek elvégezhetek és a
korabbinal tobb informacidt szolgaltassanak eredményiil. Fontos, hogy az alternativ méddszert
a nemzetkdzi szabvanyosito testiilet elfogadja, atessen a validalasi eljarason, ¢és kelléen gyors
legyen (Dedk et al., 2006). A validalas egy folyamat vagy miivelet megvaldsuldsanak
megbizhatosagat igazold eljarasok Osszessége (Farkas, 2011). Azt bizonyitja, hogy az 1j
modszer technikai teljesitd képessége Osszehasonlithatdo a szabvanyos modszerekkel, igy
alkalmas lehet adott mikroba vagy mikrobacsoport kimutatdsdra vagy mennyiségi
meghatarozasara. Ezek a korszeri mddszerek, nemcsak a mikrobiologia teriiletén végzett
szamos kutatasi eredményt hasznaljak fel, hanem felhasznalasra keriilnek altaluk biokémiai,
kémiai, elektronikai, illetve szamitastechnikai eredmények és lehetdségek is. A
gyorsmodszerek  ellentétben a hagyomanyos kimutatdsi modszerekkel, nagyobb
miiszerezettséget igényelnek, illetve miikodésiik folytonossdga automatizaldssal van
megoldva. Jelentdségiik nemcsak a gyorsasdgukban rejlik, hiszen segitségiikkel kiilonb6zo
laboratériumok eredményei is Osszehasonlithatova valnak. A gyorsmodszerek a mikroba
mennyis€gi meghatarozasat, kimutatasat, illetve kizarasat kozvetleniil a vizsgélati anyagbol
rendkiviil rovid id6 alatt teszik lehetévé (Dedk et al., 2006).

A kereskedelemben elérhetd késziilékek kiilonbozd lehetdségekkel birnak.
Mindegyikhez tartozik szamitogépes feliilet, kiilonb6z6 hémérséklet kombinaciok
alkalmazhatdak (4-60°C kozott), valamint lehetdség nyilik egyidejlileg nagyszamu tesztek
véghezvitelére. Az elemzéseket rovid id6 alatt véghez lehet vinni, ezek kdzlése nagyon gyors,
szemben a klasszikus modszerekkel. Az automatizalt technikak belsdé szabalyozasa biztositja
az analitikai mindséget. A hagyomanyos azonositds, figyelembe véve a biokémiai,
morfologiai €s szerologiai jegyeket, nehézkes ¢€és még nem kellden elterjedt az
¢lelmiszeriparban. Szdmos automatizalt rendszert alakitottak ki az évek soran. Eldszor
klinikai izolatumokra fejlesztették ezeket, de egyre tobb rendszer boviil élelmiszer eredetii
mikrobidlis adatbazisokkal. A baktériumok meghatarozasat fenotipusos, illetve genotipusos
modszerrel lehet elvégezni. Habar szamos fenotipusos modszer ad ésszerli eredményeket és
hasznalatuk egyszeri, mégis inkabb a genotipusos modszercket alkalmazzak, a jobb
megkiilonboztethetéség miatt. A leggyakrabban hasznalt moddszerek: DNS restrikcids
endonukledz analizis, ribotipizalas, pulzar6 elektroforézis (PFGE), illetve a PCR-en alapuld

modszerek alkalmazasa. (Otero et al., 1998). A gyorsmoddszerek és az automatizalas egy
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dinamikusan fejlodd teriiletet képvisel a mikrobiologiaban. Ez a teriilet az elméleti és az
alkalmazott mikrobiologidban egyarant széles teriiletet foglal el. Egyesiti a mikrobioldgiai,
kémiai, biokémiai, fizikai, immunolégiai és szerologiai modszereket, amelyeket az izolaciodra,
detektalasra, jellemzésre lehet felhasznalni, illetve jellemzi a mikroorganizmusokat,
termékeiket a klinikai, a klinikai élelmiszer, ipari és kornyezeti mintakban. Eldszor az
egészségiigyben kezdédott el a mikrobiologiai modszerek automatizacidja, ekkor még az
¢lelmiszeripar 10 évvel le volt maradva mogottiik, de késébb behozta a technikai lemaradasat.
A modszerek gyorsasdga azt jelenti, hogy a folyamatok nagyon gyorsan végbe mennek, akar

orak, percek, pillanatok alatt is (Fung, 1992).

2.2.2. Hagyomanyos modszerek gyorsitasa és automatizalasa

A hagyomanyos tenyésztéses elven alapuld mikrobioldgiai modszerek meggyorsitasat
lehetdveé teszik az egyszer hasznélatos eszkozok, (4ltaldban eldobhatd, miianyagbol késziilt
eszk6zok, ugymint a milanyag pipettak, a Petri-csészék, kémesdvek stb.). Homogénezésre a
ma mar széles korben elterjedt Stomacher késziiléket alkalmazzak, amelybe eldobhato, steril
milanyag tasakba helyezett mintat helyeznek. A késziilék periodikusan mozgatja a mintat,
amely apritdson és homogenizaldson megy keresztiil a folyamat soran. Gravimetrias higito
késziiléket alkalmaznak a mintaadagolas, illetve a higitas automatizalasara, amely a pontosan
kimért mintamennyiséghez altalaban tizszeres higitasnak megfeleléen adagolja a higito
folyadékot (Dedk et al., 2006).

Szamos technologiai elény szarmazik a klasszikus folyamat automatizalasabol.
Lemezontésnél az elfogadott Petri-csészés modszer mellett alkalmazhatéak kiilonbozo
lemezek, amelyeket adott mikrobatipusra allitanak el6 az igényeknek megfeleléen. Az
automatizalt koloniaszamlalo a telepekrdl készitett képeket szofver segitségével feldolgozza
¢és a telepek optikai tulajdonsagaitol fiiggden szamolja le azokat, kizarva az élelmiszer
részecskékbdl adodo interferenciat. A Petrifilm-lemezek alkalmasak mezofil, pszichrotrof,
koliform, Escherichia coli, élesztd, valamint penészek szamlalasara egyarant (Otero et al.,
1998).
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2.2.3. Kémiai modszerek

2.2.3.1. ATP meghatarozasa

Minden ¢él6 sejt tartalmaz ATP molekulat (Pishawikar et al., 1992). Az ATP
meghatarozasi modszer egy ,real time”, vagyis valds idejli (menet kozben is eredményt
szolgaltatd) eljards. A moddszer a luciferin-luciferdz enzimrendszeren alapul, akarcsak a
szentjanosbogar fénykibocsatasa. Az ATP minden él6 sejtben megtalalhaté (Deak et al.,
2006), amelyet a mikrooranizmusok allitanak el6, majd tarolnak, illetve felhasznalnak életiik
soran. Amikor a mikroorganizmus elpusztul, az ATP termelés megszlnik, ¢és az altala addig
termelt ATP-t rovid id6 alatt elbontjak az ATP-azok és foszfatazok (Pishawikar et al., 1992).
Ennek segitségével a mikrobas szennyezettség nagyon konnyen kimutathaté luminometris
méréssel. Az enzimes reakcioban az ATP fénykibocsatas mellett elreagal (2. abra), amelynek

mérése szolgal a meghatarozas alapjaul.

o CO;
ATP Mg?* Q
+ — LUCIFERIN-AMP L—L> OXILUCIFERIN
LUCIFERIN + + S0
PPi AMP + — FENY —
AN R

2. abra: Az ATP mérés elve

A reakcié pH optimuma 7-7,5, optimalis homérséklete 15-25°C. 1d6 sziikséglete az ATP
extrakcidjaval egylitt 15-20 perc (Deék et al. 2006).

2.2.4. Fizikai modszerek

2.2.4.1. Impedancia és konduktancia valtoztatason alapulé modszerek

Az impedancia és a konduktancia méréseken alapul tobb szaporodast detektald
automata berendezés is (Bactrometer, Malthus, RABIT, BacTrac). Mérési modszeriik alapja, a
mikrobak szaporodasa sordn bekovetkezd ellendllas vagy vezetOképesség-valtozas mérése,

amelyek a baktériumok illetve élesztdgombak mindségi és mennyiségi meghatarozasat teszik
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lehetévé az €lelmiszerekben. A berendezések szamitdgép-vezéreltek, lizemeltetésiikre a teljes
automatizaltsag jellemz6. A mérés alapja a kovetkezo: a toltéssel nem rendelkez0, vagy csak
kismértékben toltott vegyiiletek mikozben a mikroorganizmusok anyagcsere-folyamata zajlik
kis molekuldju toltott vegyiiletekké alakulnak at, és ezek novelik a tapkdzeg
vezetOképességét. A vezetOképesség erdsen homérsékletfiiggd, ezért szabalyozasara nagy
szilkség van a mérések folyaman. A vizsgalanddé mintaba eclektrodakat helyeznek, és ezek
meghatarozott 1d6kozonként mérik annak vezetOképességét. A mérés soran lehetdség van
arra, hogy a miiszer automatikusan meghatdrozza a detektacios id6t. A detektacios id6 az az
iddtartam, ami alatt a szaporodds altal okozott valtozas elér egy bizonyos kiiszobértéket. A
detekcidos id6 fligg a kezdeti mikrobaszamtol, a vizsgalt mikroorganizmus szaporodasi
kinetikdjatol, illetve a tadpkozeg tulajdonsagaitol és forditottan aranyos a minta eredeti
mikrobaszamaval. Ha megfeleld volt a kalibracid, a detekcios idobdl kovetkeztethetiink a
mikrobaszamra. Az indirekt vizsgalati mddszer a mikrobdk anyagcsere folyamatai soran
eldallitott szén-dioxidot regisztralja. Az elektroddk ebben az esetben nem érintkeznek a
mintaval, hanem kalium-hidroxiddal elkevert lagy agarba meriilnek. Ebben az esetben a
termel6dott szén-dioxid a lugos agarban elnyelddik, kalium karbonat képzédik, amelynek a
vezetOképessége kisebb. Itt a detekcios id6 kritériuma a vezetSképesség csokkenése. A
modszer ¢élelmiszer mikrobiologiai vizsgélatokra kitlinben alkalmas. Tobbek kozott
kimutathat6 vele a Listeria monocytogenes is. Az indirekt konduktometriat, hasonldan a direkt
konduktometridhoz, széleskorlien hasznaljak kiilonb6zd kornyezeti tényezOk, mint a
homérséklet, a vizaktivitas, a pH hatdsainak vizsgalatdra. Az automatizalt késziilékek lehetdveé
teszik a kényelmes adatgylijtést. Az adatok akar a prediktiv mikrobiologidban is
felhasznalhatok. Nem minden mikroorganizmus képes olyan mértékil
vezetOképességvaltozast okozni, ami a miiszerekkel direkt mérés soran érzékelhetd. A taptalaj
vezetOképessége szintén erdsen befolyasolhatja az eredményeket, ezért magas
vezetOképességli tapkozegek nem hasznalhatok fel a direkt mérési mddszerek esetében. Nem
alkalmazhatok példaul azok a szelektiv taptalajok, amelyek magas so6 koncentracidja
befolydsolja a mérési eredményeket. A mikroorganizmusok 4altal termelt egyes
anyagcseretermékek szintén zavard tényezOként szerepelhetnek a mérés folyaman.
Osszehasonlitva, a direkt konduktometridval, ez a mddszer sokkal érzékenyebb, rovidebb
detekcios iddvel rendelkezik, és magasabb konduktanciavéltozas értéket produkal a mérések

folyaman (Deak et al,. 2006).
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2.2.4.2. Turbidimetria

A fotometrias automata berendezések hasznalata is igen elterjedt, amelyekkel az
oldatok turbiditasat mérik. A mérés alapja, hogy a tiszta oldatokban a mikroorganizmusok
szaporodnak, és szaporodasukkal egyenes aranyban csokken az oldat atereszt képessége. Ez
a modszer ¢élelmiszermintak megfigyelésére csak ritkan, példaul szirt gyiimodlcslevek

vizsgalata esetén, alkalmas (Dedk et al., 2006).

2.2.4.3. Flow citometria

A flow citometria (FCM) egy optikai rendszer, ami lehetdvé teszi, az adott
szuszpenzid sejtszamanak gyors €s nagyon érzékeny becslését. A mérés sordn a fluorescens
fény kibocsatasa ad informaciot a sejt alakjarol, méretérdl és életképességérol. A fluorescens
festékkel festett sejtek vagy fluorogén szubsztraitumok analizisével meghatarozhatjuk a sejt
strukturalis tulajdonsagait és a biologiai aktivitasat. A FCM fluorescens festékkel vald
kombindldsa hatékony modszer, mivel a megfestett mikroorganizmusok szamanak becslése,
példaul borban vagy akar laboratoriumi tapkozegben, elég gyors moédszernek bizonyul. A
legalacsonyabb baktérium sejt koncentracio, amelyet a FCM képes detektalni 10* sejt/ml
(Malacriné et al., 2001). Kiilonb6z6é fluorescens festék alkalmazhatd az antitestekre és az
oligonukleotidokra (Otero et al., 1998). A flow citometria alkalmazhat6 a Listera
monocytogenes kimutatasara nyers tejbol. Ezzel a kombinalt modszerrel kiilonbséget tudunk
tenni a Listeria fajok, illetve a Streptococcusok és Staphylocossusok kozott (Pishawikar, et al.,
1992). A FCM analizissel az élelmiszerben taldlhatd, Osszes mikrobaszdmot meg lehet

hatarozni (Malacrino et al., 2001).

2.2.5. A redox-potencial mérési modszer ismertetése

2.2.5.1. Kifejlesztése

A kisérlethez felhasznalt redox-potencidl mérd berendezést, a Szent Istvan Egyetem
Allatorvostudomanyi Karanak Elelmiszer-Higéniai Tanszékének és a Budapesti Corvnus

Egyetem Elelmiszertudomanyi Karénak, Fizika-Automatika Tanszékének munkatarsai
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fejlesztették ki. A szabadalmaztatott eljaras, a Micro Tester nevii berendezéssel valosithatd

meg (Szakmar, 2009).

2.2.5.2. A redox-potencial mérorendszer

A rendszer felépitése modularis, amelyet a felhasznald mérési igényeinek megfelelden
lehet boviteni (Szakmar, 2009). A kisérletekhez szamitogép vezérelt, 12 csatornaval
rendelkez0 mérdrendszer és ehhez tartoz6 szoftver sziikséges. A szoftvert szintén az eszkoz
kidolgozo6i fejlesztették ki. A rendszer részei a kovetkezok:

e Inkubécidhoz sziikséges vizfiirdd (+ 0,2°C pontossaggal)

e Teszt cellak kombinalt redox-potencial elektrodokkal (Schott BlueLine 31 RX)

e Adatgylijté, ami a szamitégéphez van csatlakoztatva, specialis szoftverrel (Windows
alkalmazashoz)

e Monitor (Reichart et al., 2007).

A hasznalhat6 csatornaszamok tekintetében, a miiszer egy késziilékben maximaélisan 64
csatornaval rendelkezhet, amennyiben a vizsgalat a maximalis csatorna szamnal nagyobb
1éptékli mérést kovetel meg, a késziilékek lancolhatdak, igy akar 256 csatornaszam is elérhetd,
tobb késziilék dsszekapesolasaval (Szakmar, 2009). Dolgozatomban az alkalmazott késziilék

maximalis csatornaszama 12 volt.

A mérés elinditdsa a Mérés meniipont, Start gombjanak megnyomaésaval torténik, amely utan
folyamatos az adatgyiijtés. Csak akkor torténik meg az adatok elmentése a PC-re, ha az
el6zdleg be lett allitva a programban. 30 perc szdmithat6 varakozasi idének csatornanként. Az
elektronika triggerelése utan (szamitogép cstszasai, illetve egyéb mas varakozasi id6k miatt)
a mért adatokat elmenti a rendszer, amikor ez a csatornak beallitasanal be van allitva
(Szakmar, 2009). A szoftver rendelkezik egy fejlett zajcsokkentést tdmogatd alkalmazéssal,
amely a mérés folyaman képes kizarni a kornyezet elektronikus zajait. Az Gsszegyljtott
adatokat tablazatokba helyezi, amelyek konnyen felhasznalhatéak, mind tablazatkezeld, mind
statisztikai programok részére. A csatorndk kiilon-kiilon torténd bedllitasara is lehetdség

nyilik (kiilonboz6 idében torténd mérés elkezdése). Behelyettesitve a mért TTD-t (detekcios
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1d0) a kezdeti meghatarozott kalibracios egyenletben, a mintak eredeti é16sejt koncentracidja

kiszamithato:

IgN=a-b x TTD

Ahol:

a ésb akalibracios gorbe paraméterei (Reichart et al., 2007).

A modszer felhasznalasanak példai

Szakmar (2009) kisérletei soran a fakultativ anaerob Escherichia coli, az aerob
Psedomonas aueruginosa, az acrotolerans anaerob Enterococcus faecalis, a fakultativ anaerob
Staphylococcus faecalis, az aerotolerans anaerob Lactobacillus plantarum és az obligat
anaerob Clostidium perfingens fajok altal okozott redox-potencial valtozas mérése soran arra
a kérdésre kereste a valaszt, hogy a taptalaj pH-ja mennyiben befolyasolja a redox-potencial
valtozast, mivel egy bizonyos mikrobaszam felett a pH illetve a redox-potencial értéke is
valtozik. A mérés eredménye szerint, amig pH valtozas nem alkalmas a mikroorganizmusok
sejtszamanak meghatarozasara, addig a redox-potencial mérés kitiinéen megfelel a célnak. Az
egyes fajok elkiilonithetéségét a kiillonbozé lefutdsu redox-potencial gorbék adjak,

amelyekbdl egyértelmiien meghatarozhaté a mintaban jelenlevé mikroorganizmus.

Tovabbi kisérletei soran, Szakmar (2009) a Micro Tester késziilék segitségével
asvanyviz  vizsgalatokat végzett a Coca Cola Beverages laboratoriumaban, a
Lengyelorszagban talalhatd Tylicz-ben és Zalaszentgroton. A vizsgalat soran coliformokat,
Escherichia coli-t, Pseudomonas aeruginosa-t és Enterococcus faecalis-t kivant kimutatni. A
tyliczi lizemben miiszeres ¢és klasszikus méréseket is végeztek. A zalaszentgréti Coca Cola
izemben a Micro Tester késziilék segitségével asvanyviz mintak mikrobiologiai jellemzdit
mérték. Az asvanyviz mintak mikrobioldgiai paramétereit szabvanyos modszerekkel és redox-
potencial méréssel hatdroztdk meg. Eredményiil azt kaptdk, hogy majdnem 100%-0S az
egyezdség a két vizsgalat eredményei kdzott, a modszer kitlinden alkalmas ipari koriilmények
kozott a  mikroorganizmusok  jelenlétének  kimutatdsira, illetve  szaporodasuk

meghatarozasara.
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Erddsi és munkatarsai (2012) tanulmanyukban élelmiszeripari modell feliiletek
tamponos mintavételt kdvetd enterobaktérium szennyezettségének vizsgalatat végezték el
laboratoriumi koriilmények kozott. Az enterobaktérium sejtek szamat standard lemezontéssel
¢s redox-potencial méréssel kivantdk meghatarozni. A redox-potencial meghatarozasat a
Micro Tester nevii berendezéssel végezték el. Az j moddszer elénye, hogy mig a
lemezontésnél sziikség van a mikrorganizmusok lemosasara a tamponrol, emellett akar 72 ora
is sziikséges a telepek kifejlodéséhez, addig a Micro Tester alkalmazasa sordn, lemosasra
nincs sziikség, a mérés idotartama 10-16 oOra, a baktériumok szdma kozvetleniil
meghatarozhato, és a redox-potencidl gorbék adataibol becsiilheté a mikroorganizmusok teljes
szama. A kiilonb6z0 laboratoriumokban azonos homogenitasti mintdkkal egyenlé mennyiségii
szuszpenzidval lemezontést végeztek. A mintdk normalis eloszlast és homogenitdst mutattak.
Mindegyik laboratoriumban 3 parhuzamos mintasorozatot készitettek a szabvanyos eljarasnak
megfelelden. A redox-potencial mérésre kiilsé kalibraciot végeztek, a mintabdl tizszeres
higitasi sort készitettek. Osszehasonlitva a két modszert, lathatd, hogy nincs statisztikailag
szignifikans eltérés ezek atlagos értékei, ismételhetdsége és a kapott eredmények kozott. A

redox-potencial méréberendezés elénye, hogy jelentds id6t lehet a modszerrel megtakaritani.

Jozwiak (2009) tanulmanyaban a vizaktivitas Campylobacter jejuni-ra kifejtett hatasat
vizsgalta, majd redox-potencial mérési modszerrel hatarozta meg talélé sejtek szamat. A
kisérlet soran az €ldsejtszdm meghatarozasara alkalmazott berendezés szintén a Micro Tester
késziilék volt. A vizaktivitast az élelmiszerekre jellemzé tartomanyba allitotta be. Modell
tapkozegbe adagolta a mikroba szuszpenziot, amely natrium-kloriddal, glikozzal vagy
glicerinnel volt kiegészitve. A kalibracios gorbe alapjdn megkapta a tlélé mikrobaszamot. A
berendezés széles kornyezeti paraméterek esetében is képes volt mérni, jol alkalmazhaté volt

a kornyezeti tényezok vizsgalatara.
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3. Célkitiizés

Dolgozatomban a Listeria fajok szaporodasanak detektalasat tliztem ki célul, redox-
potencial méré berendezés segitségével, amelyet a Budapesti Corvinus Egyetem
Elelmiszertudomanyi Karanak munkatarsai és a Szent Istvan Egyetem Allatorvostudomanyi

Karanak munkatérsai kozosen fejlesztettek ki.

Célom eléréséhez a kovetkezd méréseket terveztem elvégezni:
e Listeria fajok novekedésének vizsgalata modell oldatban és tejben

e nem-listeria fajok ndvekedésének vizsgalata modell oldatban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A mérés soran alkalmazott oldatok

e Higito folyadék (0,85% NacCl, 0,1 % pepton)
e CASO agar: CASO leves (MERCK 1.05459.0500) kiegészitve 1,5% agarral
(BIOLAB BAA11000)
e 1.5% os (feles) CASO-leves (MERCK 1.05459.0500)
A mérés soran alkalmazott oldatokat, elkészités utan kisterileztem, és steril koriilmények

kozott hasznéltam fel.

4.2. A mérés soran alkalmazott mikrobak
A méréseim soran a Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszék altal fenntartott torzseket

hasznaltam, amelyeket az 1. tablazat és 2. tablazat foglal 6ssze.

1. tablazat: Felhasznalt mikroorganizmusok feles CASO levesben tortént mérésre:

Faj neve Faj jelolése
Listeria monocytogenes CCM4699
Listeria grayi CCM4029"
Listeria innocua CCM4030
Listeria ivanovii subs. ivanovii CCM5884"
Listeria ivannovii subsp. londoniensis CCM4698"
Listeria seeligeri CCM3970"
Listeria welshmieri CMM3971"
Listeria monocytogenes H3 (kolbaszpaszta)
Listeria monocytogenes 1/2 b
Listeria monocytogenes 3b
Listeria monocytogenes L1
Listeria monocytogenes L6
Listeria monocytogenes L7
Listeria monocytogenes L10
Listeria monocytogenes L11
Listeria monocytogenes L12
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Listeria monocytogenes L13
Listeria monocytogenes L14
Listeria monocytogenes L15
Listeria monocytogenes L16
Listeria monocytogenes L23
Listeria monocytogenes 80 (tejbdl izolalt)
Listeria monocytogenes 191
Listeria innocua 213
Listeria seeligeri/ welshimeri 292
Listeria monocytogenes T2
Listeria monocytogenes 1095
Listeria seeligeri 1153

Echerichia coli

Pseudomonas aeruginosa

2. tablazat: A tejben végzett mérés sordn alkalmazott mikroorganizmusok:

Faj neve Faj jelolése
Listeria monocytogenes L1
Listeria monocytogenes L6
Listeria monocytogenes L7
Listeria monocytogenes L10
Listeria monocytogenes L11
Listeria monocytogenes L12
Listeria monocytogenes L14
Listeria monocytogenes L15
Listeria monocytogenes L16
Listeria monocytogenes 013 (tejbdl izolalt)
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4.3. A mérés soran alkalmazott eszkozok és berendezések

4.4. A mérés menete

e A vizsgalni kivant mikroba torzs 24 Oras tenyészetébdl 10° TKE/ml indul6

cyey

megfeleld beallitasa McFarland Standard 2 (Bioemérieux 70900) segitségével tortént.
A mikrobaszamok ellendrzésére lemezontést végeztem.

e A redox- potencialméré elektrodakat lemostam 70%-os etanollal és steril desztillalt
vizzel, majd belehelyeztem ezeket a feles CASO levesekbe (3. abra), amelyek mar

tartalmaztak a mikroba szuszpenziot.

Redox alaktrdd

Taptalaj

St

3. abra: Redox- potencialméré elektroda

e A méréberendezéshez kotott szamitdgépen, a redox méréshez sziikséges programban
elvégeztem a bedllitasokat.
o Az elektroddkat 37 °C-ra bedllitott vizfiirdébe helyeztem és 24 6rds idOtartam alatt

mértem a redox-potencial valtozasat.

A tejben torténd mérés (4. abra) menete megegyezett a feles CASO levesben mérttel.
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4. abra: Redox-potencial mérés tejben

4.4.1. A mérés soran alkalmazott modszer ismertetése

4.4.1.2. Redox-potencial mérési médszer

rrrrrr

mennyiségi meghatarozasaban. A bakteridlis novekedés soran, a taptalaj redox- potencialja
csokken. A redox-potencial gorbe alakja jellegzetes az adott mikroorganizmusra nézve, és a
valtozas aranya (dE/dt) aranyos az €16 sejt koncentracioval. A berendezéssel meghatarozhaté
az az 1d0 amely sziikséges a redox-potencidlban torténd szignifikans valtozashoz, amit
detekcios idonek (TTD) neveziink. Hasonléan az impedimetrias méréshez, szigoru a linedris
korrelacié van a TTD és a mikroorganizmusok kezdeti koncentracidja kozott. A kalibraciods
gorbe alapja, az éldsejt koncentracid meghatarozasa. A redox-potencidl mérési modszer a
koliform baktériumok meghatirozasa soran volt tesztelve és valididlva. A modszer
alkalmazza, a tipikus oxidacids-redukcios reakciokat amelyek a biologiai rendszerekben

mennek végbe mikroorganizmusok altal.

[Oxid4cié] + [H'] + ne” [Redukcid]

A mikrobialis ndvekedés energiaforrdsa a biologiai oxidacioban eredményezi a redukciot a
kornyezetben. Mindketté oxigénfelhasznalast €s a folyamat soran a tapanyagok dsszetevoinek
felhasznalasat eredményezi.

A redukcio elektromos valtozast okoz, amit a Nenrst egyenlettel lehet kifejezni:
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Anyagok és mddszerek

R*T [oxidacid] = [HY]

Ey =Ey +
h O hwE [redukcid]

Ahol:
e Ej redox- potencial normal hidrogén elektroddal kifejezve
e Eo normal redox- potencial rendszer
e R gaz allando
o F Faraday alland6
e n elektrodak szama a redox rendszerben

A modszer alkalmazasa a mikroorganizmusok reduktiv aktivitadsanak kimutatdsan alapul.

A redox elektrodak és a mérési modszer technikdjanak fejlesztésével ma mar lehetséges
¢épiteni az automatizalt berendezések kifejlesztésre hasonléan az impedimetrids/konduktancias
késziilékekhez.

A redox-potencial mérés szamos elénnyel rendelkezik. A redox-potencial mérést a leginkabb
befolyasold tényezd a mikrobialis novekedés. Ellentétben az impedimetrids/ konduktancias
késziilekkel a hdmérséklet ingadozasanak hatasa elhanyagolhato, ezért nem sziikséges szigoru
hémérsékletszabalyozas.

A mérési mddszer folyamatanak megértése egyszerii, €s a redox-potencialmérés koltsége

alacsonyabb szemben az impedimetrids/konduktancias modszerekkel (Reichart et al., 2007).
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Kisérleti eredmények és értéekelésuk

5. Kisérleti eredmények és értékelésiik

Méréseim lényege a Listeria fajokkal beoltott feles CASO- levesbdl, illetve beoltott
tejbol meghatarozni a mikrobak altal okozott redox-potencial valtozast az erre alkalmas Micro
Tester nevli berendezés segitségével. Munkdm soran az el6zd fejezetben felsorolt
mikroorganizmusokkal végeztem mérést és ezen fajok egymastol vald elkiilonithetoségét,
illetve kimutathatdsagat vizsgaltam tejbdl és feles CASO- levesbdl.

Kisérleteim soran, az 1. tablazatban ¢és a 2. tablazatban felsorolt mikroorganizmusokkal
dolgoztam. A 24 o6ra idOtartami mérés soran kapott redox- potencial értékeket az i1dd

figgvényében abrazoltam. Eredményeim kozlése soran néhany mikroorganizmus redox

gorbéjét mutatom be.

5.1. Kiilonb6zo fajba tartozé mikroorganizmusok redox-potencial gorbéinek

700
500 \
L g
L J
S 300
£ L
— 4
w L J
100 *
100 O 500 %500 2000
-300
1d6 (perc)
osszehasonlitasa

5. abra: Listeria monocytogenes L23 redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve

24



Kiserleti eredmények és értekelésuk

700

500

300

E, (mV)

100

100 500 000 1500 2000

-300

Id6(perc)

6. abra: Listeria innocua 213 redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve
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7. abra: Listeria seeligeri CCM3970" redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve
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8. abra: Listeria welshimeri CCM39717 redox-potenciél valtozasa feles CASO-levesben

mérve
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9. abra: Listeria grayii CCM 4029" redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve
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10. abra: Listeria ivanovii subsp. ivanovii CCM5884" redox-potencial véltozésa feles CASO-

levesben mérve
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11. abra: Escherichia coli redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve
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12. abra: Pseudomonas aeruginosa redox-potencial valtozasa feles CASO-levesben mérve

A fent kozolt 5-12. abrak mindegyike 1-1 fajt képvisel azok kozil a
mikroorganizmusok koziil, amelyekkel kisérleteimet végeztem. A gorbék lefutasat
megvizsgalva megallapithaté, hogy bizonyos fajok - Listeria seeligeri, Listeria grayi -
szaporodasuk soran gyors redox-potencial csokkenést okoztak, amig a tobbi fajok esetében
egyenletesebb redox-potencial csokkenést tapasztaltam. Az is megfigyelheté, hogy a
kiilonb6z6 fajok koziil egyesek pl. néhany Listeria faj (5, 6, 9. abrak) nagy mértéki (akar 500
mV-ot is meghaladd) 6ssz redox-potencial valtozast okoztak, amig mas fajok csak csekély
mértékli redox- potencial csokkenést idéztek elé (Escherichia coli és Pseudomonas
aeruginosa). Erdekes parhuzam, hogy az utobbi mikroba esetén az impedimetrids mérések
soran is az tapasztalhatd, hogy csak kis mértékii impedimetria valtozast okoz (Mohacsi-Farkas
et al., 2004). A vizsgalt baktériumok redox-potencial gorbéinek lefutdsa alapjan allithatd,
hogy az egyes fajok redox-potencial gorbéi egymastél jol megkiilonboztethetoek. Az
eredmények arra utalnak, hogy a moddszer tovabb fejlesztésével lehetdség nyilhat a fajok

elkiilonitésére, megfeleld szelektiv tapkozeg alkalmazasaval akar kimutatasara.
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Kiserleti eredmények és értekelésuk

5.2. Nem monocytogenes Listeria fajok redox-potencial gorbéinek o6sszehasonlitasa és a

Listeria monocytogenes torzsek gorbéinek osszehasonlitasa

5.2.1. Listeria fajok redox-potencial gorbéinek osszehasonlitasa
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13. abra: Listeria monocytogenes L16 redox-potencial gorbéjének lefutasa
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14. abra: Listeria innocua 213 redox-potencial gorbéjének lefutasa
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15. abra: Listeria welshimeri CCM3971" redox- potencial gorbéjének lefutasa
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16. abra: Listeria ivanovii subsp. londoniensis CCM 4698 T gorbéjének lefutasa
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17. 4bra: Listeria grayii CCM 4029" redox- potencial gorbéjének lefutasa
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18. abra: Listeria seeligeri CCM3970" (C9) redox-potencial gorbéjének lefutisa

A vizsgélatok tovabbi szakaszéban kivancsi voltam arra, hogy kiilonbséget tudok-e

tenni a Listeria nemzetség fajain beliil a redox- potencial gorbék lefutasa alapjan, hiszen ha
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Kisérleti eredmények és értéekelésuk

kiilonbséget tudok tenni,akkor ez lehetdséget jelenthet egy redox- potencial mérésen alapuld
kimutatasi eljaras kidolgozasara, szelektivitast nyajtd tapkozegek iranyaba elmozdulva. Az
eredmények azt mutattak, hogy a Listeria nemzetségen beliil, az egyes fajok redox- potencial
gorbéinek (13-18. abrak) Osszehasonlitasa soran, egyértelmiien elkiilonithetéek az egyes
Listeria fajok, ezért a moddszer véleményem szerint alkalmas a fajok egymastdl valo

megkiilonboztetésére.

32



Kiserleti eredmények és értekelésuk

5.2.2. A Listeria monocytogenes torzsei redox-potencial gorbéinek 6sszehasonlitasa
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19. abra: Listeria monocytogenes L14redox-potencial gorbéjének lefutasa
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20.abra: Listeria monocytogenes H3 redox-potencial gorbéjének lefutasa
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21. abra: Listeria monocytogenes P1 redox-potencial gorbéjének lefutasa

700

500

300

E, (mV)

100

1200 1400 1600 1800

-100

-300

I1dG (perc)

22. abra: Listeria monocytogenes O13 redox-potencial gorbéjének lefutasa
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23. abra: Listeria monocytogenes T2 redox-potencial gorbéjének lefutasa

Arra vonatkozdan is végeztem méréseket, hogy a kiilonb6z6 Listeria monocytogenes
torzsek altal okozott redox- potencial valtozasok jellegzetesek-e, azok a torzson beliil
hasonlosagot mutatnak-e. Sajnos eredményeim azt mutattak, hogy a Listeria fajok redox-
potencial gorbéjének lefutasa alapjan a Listeria monocytogenes és az egyéb Listeria fajok
nem kiilonithetéek el egymastol (13-23. abrak). Tovabba a Listeria monocytogenes faj
torzseinek feles CASO-levesben detektalt redox-potencial valtozasai (19-23. abrak) is azt
mutattadk, hogy a fajon beliil az egyes torzsek gorbéinek lefutdsa eltéré volt, bar a gorbe
lefutasanak jellege alapjan bizonyos tendencidk/csoportok megfigyelhetéek. Ez megneheziti a

Listeria monocytogenes kimutatasat redox-potencial méré berendezéssel.

Osszegezve, ez a modszer tovabbi vizsgalatokat kovetden alkalmas lehet a Listeria
nemzetségen beliil a Listeria monocytogenes faj elkiilonitésre a tobbi Listeria fajtol. Amig a
nemzetségen beliil, az egyes fajok gdrbéi szinte teljesen elkiiloniilnek, a fajon beliil a torzsek

gorbéi kozott talalhatunk hasonldsagokat.
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5.3. Listeria fajok redox-potencial gorbéinek osszehasonlitisa feles CASO- levesben

illetve tejben végzett mérés esetében
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24. abra: Listeria monocytogenes 25. abra: Listeria monocytogenes
(L1) feles CASO-levesben mért redox- (L1) tejben mért redox-potencial
potencial gorbéje gorbéje
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26. abra: Listeria monocytogenes 27. abra: Listeria monocytogenes
(L10) feles CASO-levesben mért (L10) tejben mért redox-potencial
redox-potencial gorbéje gorbéje
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28. abra: Listeria monocytogenes 29. abra: Listeria monocytogenes
(L13) feles CASO-levesben mért (L13) tejben mért redox- potencial
redox- potencial gorbéje gorbéje
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30. abra: Listeria monocytogenes 31. abra: Listeria monocytogenes
(L16) feles CASO-levesben mért (L16) tejben mért redox- potencial
redox-potencial gorbéje gorbéje
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32. abra: Listeria monocytogenes
(013) feles CASO-levesben mért

redox- potencial gorbéje
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33. abra: Listeria monocytogenes
(O13) tejben mért redox- potencial
gorbéje

A tejben (25., 27., 29., 31., 33. 4brak), illetve a feles CASO- levesben (24., 26., 38.,

30., 32. abrak) végzett szaporodasi vizsgalatok redox-potencial gorbéin jol latszik, hogy

bizonyos Listeria monocytogenes torzsek esetében némi eltérés tapasztalhatd a gorbék

lefutasaban a tapkozeg mindségének fiiggvényében. Mig a CASO-leveshen végzett

kisérleteknél a redox-potencial csokkenése egyenletesebbnek mondhatd, addig a tejben

végzett méréseknél a hirtelen nagy redox-potencial csokkenés figyelheté meg.
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Osszegzés

6. Osszefoglalas

A Listeria monocytogenes élelmiszer-biztonsagi szempontbdl nagyon jelentds, hiszen

¢lelmiszerrel terjedd liszteridzisos megbetegedésekért felelds, amely évente szamos
halélesetet okoz vilagszerte. Kimutatdsat a hagyomanyos tenyésztéses eljarasok mellett ma
mar gyors, automatizalt mikrobiologiai technikak segitségével is elvégezhetjiik. Ilyen
gyorsmodszer példaul a redox-potencial méré berendezés, amely a gyors mikrobiologiai
eszkozok kozé tartozik. Segitségével, a fent emlitett faj élelmiszerben vald jelenléte
kimutathato. A késziiléket a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudoméanyi Karanak
Fizika és Automatika Tanszékének munkatarsai illetve a Szent Istvan Egyetem Allatorvos
Tudomanyi Kardnak munkatarsai kozdsen fejlesztették ki.
Kisérleteim soran, feladatul tliztem ki a Listeria nemzetség fajai illetve egyéb fajba tartozo
mikroorganizmusok  szaporodasanak  detektalasat automata redox-potencidl =~ mérd
berendezéssel. Célom az volt, hogy eldonthessem, alkalmas-e ez a mddszer illetve késziilék a
mért adatok alapjan kiilonbséget tenni a kiilonbozé fajok kozott az egyes fajok redox-
potencial gorbéinek lefutdsa alapjan.

Osszehasonlitast végeztem feles CASO- levesben a Listeria nemzetség egyes fajai
illetve mas nemzetségbe tartozo mikroorganizmusok kozott, tovabba a Listeria nemzetségen
beliili fajok kozott. Megvizsgaltam Listeria monocytogenes kiilonb6z6 torzseinek feles
CASO- levesben illetve tejben mért redox-potencial gorbéinek lefutasat.

Eredményeim alapjan, elmondhatd, hogy az alkalmazott muszerrel (MicroTester) €s mérési
modszerrel kiilonbséget lehet tenni a kiilonb6z6 fajok kdzott. Azonban a Listeria fajok redox-
potencial gorbéjének lefutasa alapjan a Listeria monocytogenes és az egyéb Listeria fajok
nem kiilonithetéek el egymastol. Tejben illetve feles CASO-levesben mérve azt tapasztaltam,
hogy a CASO -levesben végzett kisérleteknél egyenletesebb redox-potencial csékkenés volt
megfigyelhetd, amig a tejben végzett méréseknél a hirtelen nagy redox-potencial csdkkenés

volt jellemzd.

Véleményem szerint, tovabbi méréseket lehetne végezni laboratoriumi modell
oldatokban és élelmiszerekben egyarant még tobb kiilonbozo Listeria fajjal. Nagyobb szamu

vizsgalatok alapjan pontositani lehetne a kiilonb6zd Listeria fajokra jellemz6 tipikus gorbéket.
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