Az élelmiszeripari mikrobiológiában alkalmazható gyors vizsgálati módszerek összevetése a hagyományos tenyésztéses technikákkal





	Az élelmiszeriparban felvetődő leggyakoribb mikrobiológiai problémák


I. nyersanyagok és termékek általános mikrobiológiai szennyezettségének mérése; 


II. a fenti anyagokkal közvetlenül érintkező gépi berendezések higiénés állapotának meghatározása;


III. nyersanyagokban és termékekben előforduló, romlásokat okozó és/vagy egészségkárosító mikrobák fajok szerinti kimutatása;


IV. egyes különösen veszélyes egészségkárosító mikrobák esetén a faj meghatározásnál pontosabb (variáns, biotípus, szerotípus stb.)  azonosítás, vagy esetleges toxin termelődés esetén a toxin kimutatása;





	Az élelmiszerek és környezetük minősítése során leggyakrabban vizsgált mikrobaféleségek:


	Prokarióták (baktériumok)


- Enterobacteriaceae család tagjai (Gram-, fakultatív anaerob bélbaktériumok)


	Escherichia coli (és patogén változatai) + koliform csoport


	Salmonella spp.


	Shigella spp.


- Spórás szennyezők és potenciális toxintermelők (Gram+)


	Bacillus spp. (aerob)


	Clostridium spp. (anaerob)


- Spórátlan fertőzők és toxintermelők (Gram+, fakultatív anaerob)


	Staphylococcus aureus


	Listeria monocytogenes


- Spórátlan, a környezetben mindig előforduló, esetenként pszichrofil szennyezők (Gram-)


	Pseudomonas sp.


	Eukarióták (gombák)


- Élesztőgombák, mint szennyezők és romlásokat okozók;


- Penészgombák, mint romlásokat okozók és potenciális mikotoxin termelők;


�
Vizsgálati módszerek





Hagyományos tenyésztési technikák szokásos lépései


Egyszerű csíraszám meghatározás:
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(24-72 h)�
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Mikrobafaj pontos meghatározás:
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A vizsgálati módszerek újabb irányai:


1. Sejtszám mérés tenyésztés nélkül (A helyett)


2. A hagyományos módszerek módosítása, gyorsítása (A, B és D)


3. Mikroba, mint kémiai anyag mérése kémiai analitikai módszerekkel (A helyett)


4. Mikrobaszaporodás mértékének detektálása fizikai-kémiai vagy elektrokémiai jellemzők   


    nyomon követésével (A, C esetenként D is megoldható)


5. Mikroba metabolitok mérése (A)


6. Immunológiai módszerek (elsősorban D helyett, de B-ben is használhatók)


7. DNS/RNS azonosítási technikák (D helyett)





	A manapság rendelkezésre álló módszerek közül aszerint kell választanunk, hogy esetünkben a I-IV. problémák közül melyikre szeretnénk választ kapni.


	Ezután fel kell tennünk a kérdést, hogy szükséges-e feltétlenül csíraszámot meghatároznunk vagy valamilyen más, a mikrobák jelentette veszélyt jól jelző egyéb paraméter meghatározása is elegendő ahhoz, hogy a technológiában szükséges beavatkozásokat megtegyük.





	Az élelmiszert előállítóknál leggyakrabban az I. és II. problémára kell választ adni. 


	( Mivel a II. problémánál nem szükséges a szennyezett felületek csíraszámának meghatározása, alkalmazható egy nagyon egyszerű, biokémiai reakción alapuló mérési módszer, amely percek alatt elvégezhető:


	ATP biolumineszcencia mérés


	A mérés elve:


					  Mg2+


	luciferin/luciferáz + ATP + O2  (  oxiluciferin + luciferáz + AMP + 560 nm (fény)


	Amennyiben a vizsgált felületen állati vagy növényi nyersanyagból származó (akár mikroszkópikus méretű) szövetmaradék és/vagy mikrobasejt található, a luciferin/luciferáz rendszer ATP-t "jelez" és fénykibocsátás történik. A fényjelet megfelelő erősítéssel ún. luminométer segítségével mérjük, fényegység dimenziónélküli szám formájában. 


	A módszer kimutatási határa 102-103 femtogram (szabad ATP-t tartalmazó) anyagmennyiség, amely megfelel  kb. 102-103 baktériumsejtnek. A legegyszerűbb luminométerek kiegészítő reagens kit-jei mindig tartalmaznak sejtfalbontó enzimet a mikrobiális ATP szabaddá tételéhez. Ezekben a készülékekben nem tudjuk megkülönböztetni az élelmiszer maradékból és mikrobából eredő ATP mennyiségét, de az alapvető higiénés célzatú méréseknél ez nem is feltétlen szükséges. Komolyabb készülékekkel többlépéses reakciók elvégzésével elkülöníthetően mérhető a) szabad ATP, b) szomatikus sejtekből származó ATP és c) mikrobasejtekből szabaddá tett ATP.


	Az íly módon mért ATP mennyiség (fényerő egységekben kifejezve)  megfeleltetése sejtszám értékeknek több szempontból nem célszerű, bár ismert koncentrációjú mikroba szuszpenzió hígítási sorozatának lemérésével felállítható a kalibráció. Néhány probléma: proteo�liti�kus aktivitással rendelkező baktériumok elbontják a luciferázt; ún. szubletális sejtek ATP tartalma minimális, viszont élelmiszerben életképessé válhatnak; gomba ATP kb. 100-szorosa a bakteriálisnak stb. 


	(A módszer részletes leírását lásd később.)


	( A nyersanyagok és termékek mikrobiológiai szennyezettségének meghatározásánál (II.) viszonylag egyszerű helyzetben vagyunk, ha folyadékokról van szó. Elsősorban a nyerstej vizsgálatánál vezettek be tenyésztési technikákat elkerülő sejtszám meghatározási módszereket, amelyek a sejtek valamilyen kémiai alkotórészének mérésén alapulnak.


	Célszerűen a minden sejtben jelen levő DNS vagy RNS "megfestésén" alapuló módszereket alkalmazzák (pl. etídium-bromidos színezés) és megfelelő erősítéssel ellátott számlálóberendezés segítségével számlálják meg a sejteket. 


	Általában szükséges az élő és holt sejtek elkülönítése, ilyenkor valamilyen, az életjelenségekre jellemző enzim fluoreszcens szubsztrát segítségével történő jelölését részesítik előnyben és az így megjelölt sejteket speciális mikroszkópos számlálóval számlálják.


	A fenti technikák elvégezhetők szűrőmembránok felületén is, ha a csíraszám nem túl nagy. Ez utóbbi technika alkalmas a III. vagy IV. számú probléma megoldására is (lásd később).


	A nyerstej esetében főleg a begyűjtésnél újra előnyben részesítik az ún. redukciós próbákat, amelyekkel élőcsíra nagyságrend becsülhető. A tejsavbaktériumok lecsökkentik a közeg redox-potenciálját, ezért nagyságrendjük redox indikátorokkal (metilénkék, rezazurin vagy trifenil-tetrazólium-klorid) néhány perc alatt meghatározható. Főleg a nagyon rossz minőség zárható ki íly módon már az átvétel helyén és ezáltal költséges további mérések takaríthatók meg, illetve megakadályozható a mikrobiológiailag nem megfelelő minőségű nyersanyag átvétele.


	( Az I. és III. probléma megoldására elsősorban a sok mintát rendszeresen vizsgáló laboratóriumokban alkalmazható a 


	konduktancia mérés (Malthus rendszer)


	Amikor mikrobák szaporodnak, metabolizmusuk megváltoztatja a szaporító közeg kémiai összetételét és ez a közeg elektrokémiai viselkedésének megváltozását vonhatja maga után. Ez a jelenség felhasználható mikrobák szaporodásának nyomon követésére a tápközeg, mint elektrolit vezetőképességének mérésével. A Malthus rendszer mikrobákat tartalmazó tápoldatba merülő két platina elektród közötti vezetőképességet mér és a konduktancia értékeket az inkubációs idő függvényében egyidejűleg regisztrálja 0,1 (S pontossággal.


	A sikeres alkalmazás kulcsa a megfelelő tápoldat összeállítása ill. kiválasztása:


a) gyors szaporodást tegyen lehetővé;


b) a szaporodásnak egyértelmű ionkoncentráció növekedést kell erdeményeznie a beoltatlan tápoldathoz képest;


c) ha b) nem valósítható meg, akkor indirekt módon a mikrobák által termelt szén-dioxid mennyiségét mérjük úgy, hogy a mérőcellában külön csőben elhelyezett KOH-ban nyeletjük el és a KOH vezetőképességének csökkenését regisztráljuk az idő függvényében.


	Az állandó hőmérsékleten mért (S értékekből egy szaporodási görbe jellegű (nem annak felel meg!)  ill. c) esetében fordított lefutású változást regisztrálunk, amelynek jellemző paramétere az ún. detektálási idő, amely a vezetőképességben bekövetkezett változás időpontját jelzi. A mikrobaszám fordítottan arányos a detektálási idővel. A kimutatási határ 1-2 élő sejt/cella beoltáskor, az ehhez szükséges detektációs idő kb. 6-8 óra.


	Előnyei a gyorsaságon kívül:


- szeletív kimutatást is lehetővé tesz;


- a minták nem igényelnek különösebb előkészítést;


- folyadék és szilárd minták egyaránt jól mérhetők;


- megfelelő tápoldat kiegészítővel akár a folyékony élelmiszerben is mérhetünk, így valóságos helyzetet közelítő eredményt kapunk;


- a tápoldat igény minimális 2-5 ml/minta, de max. 100 ml/minta;


- egyszerre több minta mérhető akár időeltolódással is, a dokumentáció azonnal elkészül;


- csíraszám értékekkel jó korrelációba hozható, mivel többnyire konkrét fajra történik a mérés szelektív tápoldatokban;


	( A IV. típusú probléma megoldására többnyire nagyobb élelmiszervizsgáló laboratóriumokban van szükség, az itt alkalmazott modern módszerek felhasználási lehetőségei azonban egyre inkább teret nyernek az I. és III. problémák gyors megoldására kifejlesztett módszereknél is.


	Immunológiai módszerek


	Egészségkárosító (patogén) mikrobák jól definiálható antigén sajátságokkal rendelkeznek, amelyek a kórokozóra nézve igen specifikusak és a megtámadott szervezetben választ, specifikus antitest képződést indukálnak. Tehát molekuláris szinten a patogén és a megtámadott szervezet között 


			(antigén — antitest(  	reakció játszódik le


	Fenti reakció in vitro laboratóriumi körülmények között is lejátszható, ennek komoly diagnosztikai jelentősége van, amelyet egyre szélesebb körben használnak az élelmiszeripari mikrobiológiában is.


Patogén mikrobák jellemző antigén tulajdonságot hordozó részei ill. metabolitjai:


Felületi�
Kiválasztott (szekréciós)�
�
sejtfal antigének (O)


főleg Gram- jell. LPS réteg�
enzimfehérjék�
�
tok antigének (K)�
baktériumtoxinok�
�
csilló antigének (H)�
mikotoxinok*�
�
ellenük jólismert technikákkal poliklonális v. monoklonális antitestek termeltethetők, amelyek diagnosztikai célra  kereskedelemben hozzáférhetők�
�



	Mivel az (antigén — antitest( reakció nagyon specifikus, elsősorban egészségkárosító mikrobák vagy toxinjaik azonosítására használják. Az ellenanyag kit-ek magas ára és fenti reakciónak az élelmiszerből közvetlenül történő kivitelezési nehezségei miatt az immunológiai próbákat elsősorban a szelektív táptalajokon gyanúsnak talált telepekből nyert tiszta kultúrák további azonosítására használják. Az élelmiszeripari mikrobiológiában alkalmazott legtöbb immunológiai próbához (ELISA-hoz)  kb. 105-106 sejt/ml sejtszám szükséges, amely előzetes dúsítást mindenképpen szükségessé tesz.


	Leggyakrabban alkalmazott változata az ún. szendvics ELISA, amelynél a keresett baktériumra vagy toxinra specifikus antitest hordozón rögzített. Ehhez keverjük a vizsgálandó (dúsított vagy szelektált telepből származó) mintát. Amennyiben a minta tartalmazta a kérdéses antigént, az megkötődik az antitest felületén. Mosási művelet után megfelelően kiválasztott enzimmel konjugált antitesteket tartalmazó reagenst adunk a rendszerhez, amelyek szintén hozzákötődnek az előzőekben már létrejött antitest-antigén komplexekhez. Mosás után, az enzim kromogén szubsztrátját adjuk a rendszerhez, amely színreakciót eredményez.


	Szelekciót követő antigén kimutatásnál ún. latexen rögzített antitest is használható, ha a szelektált tiszta kultúra tartalmazza az antigént agglutinációs reakció figyelhető meg szabad szemmel.


	Ötletes újítás a hagyományos dúsítási lépés (B) kiváltása ún. immunmágneses technikával. Ennél a módszernél a keresett mikrobára specifikus antitestet ferromágneses gyöngyök felületén rögzítik. Ezek a gyöngyök közvetlenül a vizsgálandó élelmiszermintához vagy abból készült szuszpenzióhoz keverhetők. Ha az élelmiszer tartalmazta a kérdéses mikrobát, akkor az antigéndetermináns csoportja révén hozzákötődik a gyöngyök felületére rögzített antitestekhez. Egy mágnes segítségével a gyöngyök az edény falához vonzhatók, felületük lemosható, majd az így "összegyűjtött" baktériumsejtek megfelelő tápoldatba helyezve elszaporíthatók. A szaporítási lépés után is célszerűen egy specifikus kimutatási technikát kell alkalmazni (pl. szendvics ELISA-t vagy DNS/RNS hibridizációt) a baktériumok biztos azonosítása és láthatóvá tétele érdekében. Ezzel a módszerrel pl. a B, C és D lépéseket tartalmazó, legalább 3 napot igénybe vevő tenyésztéses eljárás 1 napra lerövidíthető. 


	Az immunológiai módszerek nagyon jó hatásfokú azonosítást és gyors méréseket tesznek lehetővé, egyedüli (de nem elhanyagolható) korlátjuk azonban, hogy kémiailag nagyon hasonló antigénekkel rendelkező más mikrobák kereszt-reakciókat adhatnak, meghamisítva a mérést.


	Az immunológiai módszerekhez hasonlóan mikrobák azonosítására a biokémiai próbák helyett alkalmazhatók 


	DNS vagy RNS vizsgálatokon alapuló módszerek,


mivel a biokémiai viselkedést és az antigén szerkezetet egyaránt a mikroba genetikai anyaga határozza meg.


	Mivel ezekhez a vizsgálatokhoz is legalább 105-106 sejt/ml sejtszám szükséges, előzetes dúsításra itt is szükség van. Sokszor egy szelektív tenyésztésnek is meg kell előznie a nukleinsav vizsgálatot, mivel a DNS hibridizációt gátolhatják az élelmiszerben levő különböző komponensek. Ha PCR sokszorozást (lásd később) végzünk dúsítás helyett (sok esetben dúsítás után is még szükség van rá), komoly problémát jelenthet, hogy az eljárás során holt sejtek DNS-e is megsokszorozódik, de sajnos ezt a reakciót is zavarják egyes élelmiszer komponensek.


	A technika létjogosultságát elsősorban a pontos azonosítás szükségessége adja, összehasonlító vizsgálatok (eredet ellenőrzés) vagy esetleg veszélyes kórokozó pontos azonosítása más módszerrel nem lehetséges.


	A DNS vizsgálat szokásos módszere a hibridizációs próba


	A kérdéses mikroba  — egy jellemző tulajdonságáért felelős ( kromoszómális vagy plazmid DNS-ének specifikus kódoló régiójával adott körülmények között összekapcsolódni képes komplementer, ún. próba DNS géntechnikai gyártó cégektől beszerezhető. 


	A dúsítással és/vagy szelekcióval kinyert sejtek lízise után fenti próbával végzik a hibridizációt. A sejtek lízise után a kettős szálú DNS szálait szétválasztják, majd a kódoló szálat membránon rögzítik. Az általában enzimesen jelölt próbát hozzáadják a rögzített kódoló szálakat tartalmazó mintához, majd megfelelő körülmények között "hibridizáltatják". Ha a minta tartalmazta a kérdéses DNS régiót a vizsgálandó minta kódoló szála és a komplementer próba szál összekapcsolódik. A kapcsolódás mosási műveletet követően a szendvics ELISA-nál leírtakhoz hasonlóan kromogén szubsztrát hozzáadásával tehető láthatóvá.


	Mivel a genetikai anyag az adott szervezetre legspecifikusabb jellemző, ez a módszer bizonyos "kereszt-reakcióval fenyegetett" immunológiai próbák helyett is eredményesen használható.


 


