
BEVEZETÉS 

Listeria spp. gyors kimutatására alkalmas ELISA vizsgálati módszer a megerősítésével (tenyésztéses mikrobiológiai módszerek, biokémia) együtt jellemzően akár 5–6 napba is telik, ezért fel-
merült az igény a mikroorganizmus jelenlétének gyorsabb, megbízható kimutatását jelentő real-time (rt-) PCR metodika iránt. A tenyésztésen alapuló Listeria spp. protokollokkal szemben 
azonban a klasszikus PCR módszerek az élő baktériumok mellett elhalt mikroorganizmusok jelenlétében is értékelhető jelet adnak. Propidium-monoazide (PMA) -kezelés paramétereinek 
optimalizálásával viszont különbséget lehet tenni élő és holt sejtekből származó örökítő anyag között. Kísérleteket végeztünk tehát Listeria spp. ELISA és rt-PCR egységcsomagok (kitek) ösz-
szehasonlító vizsgálatára, valamint PMA-rt-PCR-kezelést alkalmaztunk életképes baktériumok szelektív kimutatása céljából. 

1. táblázat: Kimutatási határ vizsgálata Listeria spp. egysejttenyészetéből készített decimális hígítási sor alapján 

 

MOLEKULÁRIS DIAGNOSZTIKA AZ ÉLELMISZERIPARBAN 
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Listeria spp. élőcsíraszám 
(CFU/cm

3
) 

ELISA 
(A) kit 

ELISA 
(B) kit 

rt-PCR 
(A) kit 

rt-PCR 
(B) kit 

1,3 x 109 ✓  ✓  ✓  ✓  

1,3 x 108 ✓  ✓  ✓  ✓  

1,3 x 107 ✓  ✓  ✓  ✓  

1,3 x 106 ✓  ✓  ✓  ✓  

1,3 x 105 ✓  ✓  ✓  ✓  

1,3 x 104 ✓  — ✓  ✓  

1,3 x 103 — — ✓  ✓  

1,3 x 102 — — ✓  ✓  

13 — — — — 

< 10 — — — — 

VIZSGÁLATI ANYAG ÉS MÓDSZER 

I. Kimutatási határ meghatározása 
A választott ELISA kitek és rt-PCR kitek használatával kimutatható legalacsonyabb Listeria spp. 
szám (élőcsíraszámban kifejezett) értékének meghatározásához egysejttenyészetből (üzemből izo-
lált Listeria spp. törzs) készített decimális hígítási sor tagjait vizsgáltuk. Az alkalmazott vizsgála-
tok: élőcsíraszám-meghatározás, valamint ELISA kittel és rt-PCR kittel történő vizsgálat a vonatko-
zó validált gyártói protokollok alapján. 

II. Különböző mérési módszerek összehasonlítása üzemi felületi minták esetén 
Az ELISA és rt-PCR kitek gyakorlati használhatóságának jellemzése érdekében élelmiszeripari 
üzemi felületről mintavevő szivaccsal vett mintákat dolgoztunk fel. ELISA és rt-PCR kittel vizsgál-
tuk a minták Listeria spp. pozitivitását, eredményeinket összevetettük az ELISA megerősítő, bioké-
miai vizsgálatok eredményeivel. 

III. Holt Listeria spp. baktérium rt-PCR vizsgálatban 
Annak vizsgálatára, hogy holt baktérium jelenléte zavarhatja-e a PCR reakciót, illetve milyen nagy-
ságrendű Listeria spp. holt sejt ad értékelhető jelet rt-PCR mérés során szintén Listeria spp. 
decimális hígítási sor tagjait vizsgáltuk. Élőcsíraszám-meghatározás után a minták egyik részét hő-
kezelésnek vetettük alá. Vizsgáltuk a baktériumokat fénymikroszkóppal (Gram-festés), DNS-
feltárás és -tisztítás (szilika membrános oszlopos kittel) után meghatároztuk a DNS-koncentrációt 
(spektrofotométerrel) és elemeztük az rt-PCR vizsgálatok eredményeit (1. ábra). 

IV. Életképes Listeria spp. baktériumok szelektív kimutatása PMA-rt-PCR módszerrel 
Élőcsíraszám-meghatározás, majd a minták egy részének hőkezelése után, PMA-rt-PCR módszert 
alkalmaztunk (1. ábra). Az élő és holt baktériumot tartalmazó mintákból kapott értékelhető jeleket 
elemeztük. 

EREDMÉNYEK 

I. Kimutatási határ meghatározása 
ELISA (A) kittel történő mérés egy nagyságrenddel érzékenyebbnek bizonyult, mint az ELISA (B) 
kit. Kimutatási határ: 104–105 CFU/cm3 Listeria spp. (élőcsíraszámban kifejezve) különböző kísér-
leti paraméterek mellett. Az alkalmazott két rt-PCR kit kimutatási határa közel azonos. 

Eddigi eredményeink alapján mindkét PCR vizsgálati módszer 1–2 nagyságrenddel érzékenyebb, 
mint az ELISA mérés. Kimutatási határ: 102–103 CFU/cm3 Listeria spp. élőcsíraszámban kifejezve 
(1. táblázat). 

Vizsgálatainkban három párhuzamos mérés eredmé-
nyeit vetettük össze. 

Az ELISA vizsgálat eredményét pozitívnak (✓) te-
kintettük adott hígítási fokra nézve, amennyiben a 
párhuzamos tagok mindegyike pozitív eredményt 
adott, az értékek relatív szórása pedig <10%. 

Az rt-PCR vizsgálatok eredményét pozitívnak (✓) 
tekintettük adott hígítási fokra nézve, amennyiben a 
párhuzamos tagok mindegyike pozitív eredményt 
adott, az értékek relatív szórása <3%, a ciklusszámok 
közötti eltérés pedig <5%. 

A fentiektől történő bármilyen eltérés esetén adott hí-
gítási fok Listeria spp. kimutathatóságát negatívnak 
(—) értékeltük. 

1. ábra: Élő és holt Listeria spp. baktériumok szelektív 
elkülönítését célzó kísérleteink vizsgálati módszerei 

2. ábra: Holt Listeria spp. élősejtszámra vonatkoztatott értékének csök-
kenése  PMA-rt-PCR kezelés hatására klasszikus rt-PCR adatokhoz vi-
szonyítva (három párhuzamos mérés átlaga alapján) 

KÖVETKEZTETÉSEK ÉS ÖSSZEGZÉS 

Az alkalmazott két Listeria spp. rt-PCR kit kimutatási határa közel azonos. Az rt-PCR (A)  kit al-
kalmazásához képest az rt-PCR (B) kit egyszerűbb, emberi beavatkozás igénye kisebb, így az eset-
leges hibalehetőségek száma kevesebb. 

Az eredményekből látható, hogy a két ELISA kit közül az ELISA (A) kit bizonyult alkalmasabb-
nak; egy nagyságrenddel kevesebb Listeria spp. esetében is eredményt ad. A különbség oka feltéte-
lezhetően az alkalmazott rövid inkubálási idő, melyre az ELISA (B) kit nem rendelkezik specifiká-
cióval. 

A kimutatási határ meghatározása és az üzemi felületi minták összehasonlító vizsgálata során 
egyaránt az rt-PCR mérési módszer megbízhatóbbnak látszik az ELISA méréshez képest. Az 
előbbi érzékenysége miatt olyan minták esetén is detektálható Listeria spp., ahol a ELISA mé-
rési módszerek negativitást mutatnak. Az rt-PCR módszer alkalmazása jellemzően a második na-
pon adatközlést tesz lehetővé. A kísérletsorozat eredményeit mindennapi élelmiszerdiagnosztikai 
munkánkban hasznosítjuk.  

Életképes Listeria spp. baktériumok szelektív kimutatását céloztuk PMA-rt-PCR módszerrel. 
Holt Listeria spp. minták PMA-rt-PCR vizsgálatában a baktérium élőcsíraszámban kifejezett 
értéke átlagosan 2,7 nagyságrenddel csökkent. Szakirodalmi adatok alapján a PMA-rt-PCR vizs-
gálatban akár három nagyságrendnyi különbség érhető el élő és holt baktériumok között. További 
kísérleteinkben célozzuk a PMA-kezelés paraméterek optimalizálásának folytatását. 

EREDMÉNYEK 

III. Holt Listeria spp. baktérium rt-PCR vizsgálatban 
Az alkalmazott hőkezelés hatására, a fénymikroszkópos kép alapján arra következtethetünk, hogy a 
sejtek jellemző alakjukat megőrzik az életképesség elvesztése után is. Élő és holt baktériumokat 
tartalmazó minták között nem tapasztaltaltunk különbséget sem azok DNS-koncentrációja, sem az 
rt-PCR vizsgálatban kapott adatok esetében. 

IV. Életképes Listeria spp. baktériumok szelektív kimutatása PMA-rt-PCR módszerrel 
Holt Listeria spp. minták PMA-kezelést követő rt-PCR vizsgálati eredményei alapján megállapítha-
tó, hogy a baktérium élőcsíraszámban fejezett értéke átlagosan 2,7 nagyságrenddel csökkent  
(2. ábra). Kísérleteink során vizsgáltuk a PMA-kezelés hatását életképes baktériumokra: szignifi-
káns változást a kezelés nem eredményezett.  

EREDMÉNYEK 

II. Különböző mérési módszerek összehasonlítása üzemi felületi minták esetén 
A felületi mintavevő szivaccsal vett mintákból végzett vizsgálat során az rt-PCR (B) kitet használ-
tuk. Összes vizsgált minta száma 161 db, ebből Listeria spp. pozitív 16 db volt (2. táblázat). 

Vizsgálat Minta 
ELISA 
(A) kit 

ELISA 
(B) kit 

Listeria spp. 
megerősítő vizsgálat 

rt-PCR kit 

1. dúsító 

1 — ✓  — — 

2 — — ✓  — 

3 — — ✓  ✓  
4 — — ✓  ✓  
5 — — ✓  ✓  
6 ✓  ✓  ✓  ✓  
7 — — ✓  ✓  
8 — ✓  ✓  ✓  
9 — ✓  ✓  ✓  
10 — ✓  ✓  ✓  

2. dúsító 11 — ✓  — — 

3. dúsító 

12 ✓  ✓  ✓  — 

13 ✓  ✓  ✓  ✓  
14 ✓  ✓  ✓  ✓  
15 ✓  ✓  ✓  ✓  

16 ✓  ✓  ✓  ✓  

2. táblázat: Legalább egy vizsgálati típus alapján Listeria spp. 
pozitív felületi minták, n=16 

Jelmagyarázat: 

Pozitív ✓  

Negatív — 


