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Listeria spp. gyors kimutatasara alkalmas ELISA vizsgalati modszer a megerositésével (tenyésztéses mikrobiologiai modszerek, biokémia) egyiitt jellemzoen akar 5—6 napba is telik, ezért fel-
meriilt az igény a mikroorganizmus jelenlétének gyorsabb, megbizhato kimutatasat jelento real-time (rt-) PCR metodika irant. A tenyésztésen alapulo Listeria spp. protokollokkal szemben
azonban a klasszikus PCR modszerek az élo baktériumok mellett elhalt mikroorganizmusok jelenlétében is értékelheto jelet adnak. Propidium-monoazide (PMA) -kezelés paramétereinek
optimalizalasaval viszont kiilonbséget lehet tenni ¢lo és holt sejtekbol szarmazo orokito anyag kozott. Kisérleteket végeztiink tehat Listeria spp. ELISA és rt-PCR egységcsomagok (Kitek) 0sz-
szehasonlito vizsgalatara, valamint PMA-rt-PCR-kezelést alkalmaztunk életképes baktériumok szelektiv Kimutatasa céljabol.

VIZSGALATI ANYAG ES MODSZER

I. Kimutatasi hatar meghatarozasa

A valasztott ELISA kitek ¢s rt-PCR kitek hasznalataval kimutathato legalacsonyabb Listeria spp.
szam (¢€l0csiraszamban kifejezett) ertekének meghatarozasahoz egysejttenyészetbdl (lizembol 1zo-
lalt Listeria spp. torzs) keészitett decimalis higitasi sor tagjait vizsgaltuk. Az alkalmazott vizsgala-
tok: éldcsiraszam-meghatarozas, valamint ELISA kittel ¢s rt-PCR kittel tortend vizsgalat a vonatko-
z0 validalt gyarto1 protokollok alapjan.

I1. Kiillonb0z6 mérési modszerek osszehasonlitasa tizemi feluleti mintak esetén

Az ELISA ¢s rt-PCR kitek gyakorlati hasznalhatosaganak jellemzése érdekében é€lelmiszeripari
lizemi feliiletr6l mintavevo szivaccsal vett mintakat dolgoztunk fel. ELISA és rt-PCR kattel vizsgal-
tuk a mintak Listeria spp. pozitivitasat, eredményeinket osszevetettik az ELISA megerdsito, bioke-
miai1 vizsgalatok eredményeivel.

II1. Holt Listeria spp. baktérium rt-PCR vizsgalatban

Annak vizsgalatara, hogy holt baktérium jelenléte zavarhatja-e a PCR reakciot, illetve milyen nagy-
sagrendii Listeria spp. holt sejt ad értekelhetd jelet rt-PCR meérés soran szintén Listeria spp.
decimalis higitasi sor tagjait vizsgaltuk. Elécsiraszam-meghatarozas utan a mintak egyik részét ho-
kezelésnek vetettiik ala. Vizsgaltuk a baktériumokat fénymikroszkoppal (Gram-festés), DNS-
feltaras ¢s -tisztitas (szilika membranos oszlopos kittel) utan meghataroztuk a DNS-koncentraciot
(spektrofotométerrel) ¢s elemeztiik az rt-PCR vizsgalatok eredményeit (1. abra).

IV. Eletképes Listeria spp. baktériumok szelektiv kimutatasa PMA-rt-PCR médszerrel
Elécsiraszam-meghatarozas, majd a mintak egy részének hdkezelése utan, PMA-rt-PCR moddszert
alkalmaztunk (1. abra). Az ¢l0 ¢€s holt baktériumot tartalmazd mintakbol kapott ertekelheto jeleket
elemeztik.
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elkiilonitését célzo kiserleteink vizsgalati modszerel

EREDMENYEK

I. Kimutatasi hatar meghatérozésa

ELISA (A) kittel torténd merés egy na%ységrenddel erzékenyebbnek bizonyult, mint az ELISA (B)
kit. Kimutatasi hatar: 10°~10° CFU/cm’ Listeria spp. (élécsiraszamban kifejezve) kiilonbozd kisér-
let1 parameterek mellett. Az alkalmazott ket rt-PCR kit kimutatasi hatara kozel azonos.

Eddigi eredmenyelnk alapjan mindkét PCR vizsgalati modszer 1-2 nagysagrenddel érzékenyebb,
mint az ELISA mérés. Kimutatasi hatar: 10°-10° CFU/cm’ Listeria spp. élécsiraszamban kifejezve
(1. tablazat).

1. tablazat: Kimutatasi hatar vizsgalata Listeria spp. egysejttenyészetébol keszitett decimalis higitdsi sor alapjan

Listeria spp. elocs1raszam ELISA ELISA
(CFU/cm’) (A) kit  (B) kit

rt-PCR
(A) kit

8@ 8 Vizsgalatainkban harom parhuzamos mérés eredmé-
(IR ST nyeit vetettiik Ossze.

Az ELISA vizsgalat eredményét pozitivnak (v') te-

1,3 x 10° v v v v kintettiik adott higitdsi fokra nézve, amennyiben a
1,3x 10° v v v v parhuzamos tagok mindegyike pozitiv eredményt
13x 107 v v v v adott, az értekek relativ szorasa pedig <10%.
13 % 10° v v v v Az rt-PCR vizsgalatok eredményét pozitivnak (v)
’ 5 tekintettiik adott higitasi fokra nézve, amennyiben a
1,3x 10 z 7 z z parhuzamos tagok mindegyike pozitiv eredményt
1,3x10° 4 — v v adott, az értékek relativ szorasa <3%, a ciklusszamok
1,3x 10° . _ v v kozotti eltéres pedig <5%.
13 x 102 _ _ v v A fentiektdl torténd barmilyen eltérés esetén adott hi-
“ gitasi fok Listeria spp. kimutathatosagat negativnak
I3 — — — () értékeltiik.
<10 — — — —
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I1. Kulonbo0zo mérési modszerek osszehasonlitasa iizemi feliileti mintak esetén
A felulett mintavevo szivaccsal vett mintakbol végzett vizsgalat soran az rt-PCR (B) kitet hasznal-
tuk. Osszes vizsgalt minta szama 161 db, ebb0l Listeria spp. pozitiv 16 db volt (2. tablazat).

2. tablazat: Legalabb egy vizsgalati tipus alapjan Listeria spp.
pozitiv feliileti mintak, n=16
o . ELISA  ELISA . Listeria spp.
Vizsgilat Minta (SRR pline TEPCRKIE |6 vissedlat
1 - v - -
2 - - v -
3 — — v v
4 — — v v
. rex 5 — — v v
1. duasito 6 % % % %
7 — — 4 v
8 — v v v
9 — v v v
10 — v v v
2. dusito 11 - v - -
12 v v v _
13 4 v v v
3. disitoé 14 v v v v Jelmagyarazat:
15 v v v v Pozitiv v
16 v v v v Negativ —
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II1. Holt Listeria spp. baktérium rt-PCR vizsgalatban

Az alkalmazott hOkezel€s hatasara, a fénymikroszkopos kép alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
sejtek jellemzd alakjukat megérzik az életképesség elvesztése utan is. E1S és holt baktériumokat
tartalmazo mintak kozott nem tapasztaltaltunk kiilonbséget sem azok DNS-koncentracioja, sem az
rt-PCR vizsgalatban kapott adatok esetében.

IV. Eletképes Listeria spp. baktériumok szelektiv kimutatasa PMA-rt-PCR médszerrel
Holt Listeria spp. mintak PMA-kezelest koveto rt-PCR vizsgalati eredményer alapjan megallapitha-
to, hogy a baktérium ¢ldcsiraszamban fejezett érteke atlagosan 2,7 nagysagrenddel csokkent
(2. abra). Kisérleteink soran vizsgaltuk a PMA-kezelés hatdsat ¢letképes baktériumokra: szignifi-
kans valtozast a kezeles nem eredmenyezett.
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2. abra: Holt Listeria spp. ¢10sejtszamra vonatkoztatott értékének csok-
kenése PMA-1t-PCR kezeles hatasara klasszikus rt-PCR adatokhoz vi-
szonyitva (harom parhuzamos merés atlaga alapjan)

KOVETKEZTETESEK ES OSSZEGZES

Az alkalmazott két Listeria spp. rt-PCR kit kimutatasi hatara kozel azonos. Az rt-PCR (A) kit al-
kalmazasahoz képest az rt-PCR (B) kit egyszertibb, ember1 beavatkozas 1génye kisebb, igy az eset-
leges hibalehetdségek szama kevesebb.

Az eredmenyekbdl lathato, hogy a ket ELISA kit koziil az ELISA (A) kit bizonyult alkalmasabb-
nak; egy nagysagrenddel kevesebb Listeria spp. esetében 1s eredményt ad. A kiilonbség oka feltcte-
lezhetden az alkalmazott rovid inkubalasi 1d0, melyre az ELISA (B) kit nem rendelkezik specifika-
cioval.

A kimutatasi hatar meghatarozasa és az uizemi feluleti mintak osszehasonlito vizsgalata soran
egyarant az rt-PCR meéreési modszer megbizhatobbnak latszik az ELISA méréshez képest. Az
elobbi érzékenysége miatt olyan mintak esetén is detektalhato Listeria spp., ahol a ELISA mé-
rési modszerek negativitast mutatnak. Az rt-PCR modszer alkalmazasa jellemzoen a masodik na-
pon adatkozlést tesz lehetove. A kiserletsorozat eredményeit mindennapi €lelmiszerdiagnosztikai
munkankban hasznositjuk.

Eletképes Listeria spp. baktériumok szelektiv kKimutatasat céloztuk PMA-rt-PCR médszerrel.
Holt Listeria spp. mintak PMA-rt-PCR vizsgalataban a baktérium élocsiraszamban Kkifejezett
értéke atlagosan 2,7 nagysagrenddel csokkent. Szakirodalmi adatok alapjan a PMA-rt-PCR vizs-
galatban akar harom nagysagrendnyi kiilonbség érheto el €16 €s holt baktériumok kozott. Tovabbi
kisérleteinkben cé¢lozzuk a PMA-kezelés paraméterek optimalizalasanak folytatasat.
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