Salmonella meghatarozasa ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay) modszerrel
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Mint ismeretes, az Enterobacteriaceae csaladba tartozéd Salmonella-
baktériumok (S. enteritidis, S. typhimurium, S. enterica, S. bongori stb.)
altal termelt endotoxinok ételfert6zést okozhatnak, amelynek tiineter — az
érintett személy €letkordtdl és ellenalloképességétdl fiiggéen — kiilonbozd
sulyossdgiak lehetnek. A fert6zés terjedését a gondatlanul kezelt
nyersanyagok (pl. riilékes tojds, rosszul tisztitott belsGségek)
felhaszndldsa eldsegiti. F6ként a husos, tojdsos és tejes ételek okozhatnak
megbetegedést. Mindezek indokolttd teszik, hogy napjainkban az
élelmiszermikrobiolégia egyik legjelentésebb feladata a kdérokozé
szalmonelldk jelenlétének gyors és megbizhat6 kimutatdsa.

A legtobb laboratériumban a szalmonella meghatdrozdsa még ma is a
hagyomanyos tenyésztéses modszerrel torténik. Ehhez sokféle téaptalaj,
eszkdz és tobb szakaszbdl 4ll6 labormidvelet sziikséges, és az eredményt
csak 6t nap mdlva kapjuk meg (1. dbra). Igy gyakran el§fordulhat, hogy a
szalmonella jelenlétének megallapitdsa esetén sziikséges technoldgiai vagy
esetleges gydgydszati beavatkozasok — a hosszu vizsgélati id6 miatt — nagy
késedelmet szenvednek és esetleg hatdstalannd valnak. Ennek megvaltoz-
tatdsa érdekében a szalmonella meghatdrozas folyamatdnak leroviditése és
leegyszerisitése céljabol az elmult években szdmos eljardst probaltak ki és
vezettek be. Ezen gyors modszerek kozott kiemelkedd jelent§sége van az
un. immunolégiai elveken alapulé mikrobiolégiai eljardsoknak (2. 4bra).
Ezeknek a moddszereknek a rovid ismertetése utdn részletesen bemutatdsra
keriil az un. ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) modszer.

Immunolégiai elven alapulé vizsgalatok

Az egészségkdrosité patogén mikrébdk jo6l definidlhaté antigén
sajatsdgokkal rendelkeznek, amelyek az egyes korokozdkra nézve
jellemzbek €és a megtamadott szervezetben valaszt, vagyis specifikus
antitestképzddést indukalnak. A patogén és a megtidmadott szervezet kozott
tehdat molekuldris szinten specifikus szeroldégiai antigénantitest reakcid
jatszodik le. Ezek a reakcidk reverzibilisek, amelyeknek keretében az
immunglobulin-molekuldk antigén-kot6 helyei €s az epitopok kozott
kialakulé kapcsolatok nem kovalens, hanem gyenge kolcsOonhatdsok (pl.
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hidrogén-hidak, hidrofob kotések) dltal stabilizdlédnak. A reverzibilitdsbol
adéddéan, ebben a rendszerben az egymdshoz kotott €s a szabad
komponensek egymassal egyensulyban vannak.

El6duasitas
25 g minta
225 cm” pufferolt peptonviz
16 =20 dra, 37°C—on

Szelektiv dusitas

‘/\ 10 cm” kultira

0.1 om" kakica 100 em® Szelenit — cisztin
e 18 — 24 6ra, 37°C —on

18 — 24 ora, 42°C —on \ /

Szélesztés szelektiv agarra

™

1.taptalaj 2 taptalaj

\/

Inkubalas 37 °C- on, 20 - 24 6ra

5 jellemzé telep minden lemezrdl
Nutrient agarra

v

Inkubalas 37 °C-on, 18 - 24 6ra

'

Megerosités

Biokémiai Szerolégiai
Eredmény

1. abra: Szalmonella kimutatas tenyésztéses modszerrel
(MSZ EN ISO 12824:1999)

Az egyes antigén-antitest kapcsolatokban az affinitds (pontosabban az
antigén felismerés) kiilonb6zG, s6t igen széles hatarok kozott valtakozhat,
amelyet természetesen a rendszer homérséklete, pH-ja és az oldoszer
Osszetétele nagymértékben befolyasolhat. A szeroldgiai tesztekben
altaldban a nagy affinitdsd ellenanyagok haszndlhaték jobban.
Megjegyzendd, hogy egy monoklondlis ellenanyag estében az affinitds
egyértelmtien meghatdrozhaté, mig az antitestek keverékét tartalmazo
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poliklondlis ellenanyagokra ez a megallapitds nem érvényes. Az affinitds
alapjan tisztitott ellenanyagkészitmények természetesen homogénebbek (és
dragabbak!).

ELISA, EIA

(Enzyme Linked Assay, Enzyme Immunoassay)

ELFA

(Enzyme Linked Fluorescent Assay)

RIA

(Radioimmunoassay)

FIA

(Fluorescent Immunoassay)

Latex agglutinacio

IMS

(Immuno Magnetic Separation)

2. abra: Immunolégiai médszerek

Az in vitro szeroldgiai reakciék - att6él fiiggéen, hogy a lezajlott

folyamat eredménye szabad szemmel lathat6-e — két nagy csoportra
oszthatok:

I.

I1.

Az els6 csoportba tartozd reakcidknal az antigén-antitest kapcsolodas
soran szabad szemmel is lathatd térhald, haromdimenzids racsszerkezet
alakul ki. Ennek az a feltétele, hogy az antigén és az ellenanyag tobb
epitop (kotd) hellyel rendelkezzen, tovdbba, hogy a komponensek a
reakcidelegyben optimdalis ardnyban legyenek jelen. Ebbe a csoportba
tartoznak pl. az agglutindciés reakcidk.

A masodik csoport reakcidindl az antigén-antitest komplex kialakulasat
valamilyen jelz6-rendszer beiktatasdval tessziik lathatova. Ez torténhet
egy megfelel6 molekuldnak (pl. fluoreszkdléo anyagnak, enzimnek,
izotopnak) a reakci6 egyik komponenséhez, az estek tobbségében az
antitesthez (immunglobulinhoz) valé kotésével. Ide tartoznak a RIA, az
ELISA, az EIA és az immunfluoreszcencids mddszerek.
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Targylemez agglutinacio

A leggyakoribb és a legegyszeriibb a szeroldgiai eljards, amellyel a
szintenyészetben 1évQ, biokémiailag identifikalt baktériumok antigénjeinek
azonositasat végezhetjiik el. A mddszer sordn a tipizdlandé mikréba
szintenyészetébdl egy keveset vagy kozvetleniil a tdrgylemezre cseppentett
savoba vagy fiziologias NaCl-oldat egy cseppjébe keveriink, majd az
antitestet tartalmaz6 savoval homogén szuszpenzidva elegyitjiik. A pozitiv
reakciot a rovid idén beliil 1dthatova valo kicsapddés (agglutinacid) jelzi.

Standard ELISA modszer

Az immunoldgiai elven alapulé mikrobiologiai vizsgdlati moddszerek
kozott standard ELISA moddszert alkalmazzak a leggyakrabban (3. abra).
Ennél az eljardsndl a keresett baktériumra specifikus antitestet szilard
hordozdéra, példdul mikrokiivettdk feliiletére rogzitjiikk. Ezzel hozzuk
kapcsolatba az el6z6leg dusitott (10° — 10%cm?®) vizsgdlandé mintat.
Amennyiben a minta tartalmazza a kérdéses antigént, az az antitest
feliilletén megkotddik. Mosdsi mivelet utdn olyan reagenst adunk a
rendszerhez, amely megfelel6en kivdlasztott enzimmel konjugalt
antitesteket tartalmaz. Ezek szintén hozzdkdot6dnek az el6zGekben mar
létrejott antitest-antigén komplexekhez. Ujabb mosds utdn az enzim
kromogén szubsztratjit adjuk a rendszerhez, amely szinreakci6t
eredményez. A szin intenzitdsdt, megfelel6 nm-en, spektrofotométerrel
mérjik, vagy vizudlisan screening moddszerrel értékeljik (pl.: TECRA
kitnél a zold szin pozitiv, a szintelen negativ eredményt jelent).

Konjugat
Ac-enzim

Ac= Specifikusan kiititt antitest Ag= Célzott antigén Ac-Ap-konjugat komplex

3. abra: Szalmonella meghatarozasa ELISA teszttel

Az ELISA mddszernél az antitest jelolésére leggyakrabban az alkalikus-fosz-
fatdz enzimet alkalmazzuk, amelyhez a p-nitrofenil-foszfit a megfeleld
kromogén szubsztratum. A meghatarozas idGtartama 48 Ora.
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Az ELISA teszthez hasonl6 elven mikddnek a RIA és a FIA moddszerek,
ahol a jelzd anyagok kiilonb6zd 1zotopok, illetve fluoreszkald anyagok.

RIA médszer (Radio Immuno Assay)

Radioaktiv anyaggal jelzett antitest felhaszndldsdval az antigén-antitest
kapcsolddas, radioaktiv sugdrzds mérésére szolgdld késziilék segitségével,
meghatdrozhatd. Leggyakrabban a jod 125-6s izotopjat ('*°1), illetve a *H, a
C izotépot alkalmazzak.

A radioimmunolégiai eljardsok nagy érzékenységliek, de a sugdrzd
reagensek egészségkdrositd hatdsa, valamint a radioaktivitds mérésére
szolgalo berendezések magas dra miatt az élelmiszeripari mikrobiolégiaban
nem nagyon terjedtek el. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a '*°I izotép
rovid felezési ideje (60 nap) meghatdrozza a reagensek eltarthatdsdgi
idejét, amely igy csak néhdny hoénap. A radioaktiv sugirzds a hordozé
molekuldk eltarthatésdgat is csOkkenti, ami miatt a reagensek gyakoribb
kalibraldsdra van sziikség.

FIA moédszer (Fluorescent Immuno Assay)

Fluoreszkdlo festékkel jelzett antitest segitségével az antigén-antitest
kapcsolddas fluoreszcens mikroszkoppal megfigyelhets. Az UV-sugarakkal
megvilagitott anyag ugyanis lathaté fényt bocsat ki, ami a mikroszkop sotét
latéterében jol tanulmdnyozhatd. Az ilyen célra leggyakrabban hasznailt
fluoreszkal6 festékek a fluoreszcein-izotiociandt és a tetrametil-rodamin-
izotiociandt. A modszer érzékenysége kisebb, mint a RIA eljdrdsé (10'-
108/cm?). A fluoreszcens mikroszkép magas koltsége, valamint az
eredmény leolvasdsdnak szubjektiv jellege miatt a FIA mddszer kevéssé
terjedt el.

ELFA moédszer (Enzyme Linked Fluorescent Assay)

Az enzimhez kapcsolt immunolégiai eljarasok egyik legkorszeribb
véaltozata az Un. ELFA mddszerrel torténd szalmonella meghatdrozéas (4.
abra). A Fogyasztévédelmi Fdéfeliigyel6ség mikrobioldgiai laboratériu-
maban — kozel egy éve — ezt a mddszert haszndljuk, a miniVIDAS
késziilék segitségével. Ennek mikodése olyan immunoldgiai eljardson
alapul, amelyben a szalmonella antigéneket egy enzimszubsztratum
komplex fluoreszcencids mérésével hatirozzuk meg.

A vizsgalat teljesen automatizdlt rendszerben torténik. Az eljaras az
ELISA teszthez hasonloan kezdddik. A minta elddusitdsa, majd szelektiv
ddsitdsa utdn 1-1 cm?-t 15 percig hdékezeliink 100 °C-on, majd 500 pl-t
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pipettdzunk a késziilék mérScsikjanak (Reagent strip) elsd celldjaba. A 2.
cella eldmoso, a 3., 4. és 5. cella mosdoldatokat tartalmaz. A 6. cellaban
talalhatdo az enzimmel jelzett poliklonalis antitest, a konjugit. Az utolso
cella a mérdkiivetta, amelyben 4-metil-umbelliferil-foszfat taldlhatd, és
amelyben az optikai egység méri a fluoreszcenciét.

Elédasitas
25 g minta
225 em® pufferolt peptonviz
18 6ra 35-37°C
Szelektiv dusitas
0,1cm® 1cm?

10 cm® Rappaport Vassiliadis 10 cm” Szelenit-cisztin
leves leves
41—-42°C,6 -8 ora 35-37°C,6—-86ra
Szaporitas Szaporitas

1 cmai 1 cmsl
10 cm® M - leves 10 em® M - leves
41-42° 18 6ra 41-42°C,18 6ra
1em® 1cm’
Hékezelés

100 ° C, 15 perc
ELFA

500 pl minta
45 perc

pozitiv negativ
Megerdsités

4. abra: Szalmonella kimutatas VIDAS ELFA moédszerrel

Az els6 1épésben a megfelel6 monoklondlis antitesttel bevont
pipettahegyek feliiletén megkotddnek az antigének, majd a mosési
miveletek utdn az alkalikus foszfatdzzal jelzett poliklondlis antitest a
pipettazd egység falan elGzetesen megkotott valamennyi antigénnel
reakcioba 1€p és egy ,,szendvics" komplex képzddik. A kovetkez6 1épésben
a nem kotott konjugdtum mosdssal eltdvolitasra keriil (7., 8. és 9. cella).
Ezutdn szubsztrdtumként 4-metil-umbelliferil-foszfat cirkuldl a pipettdzé
rendszerben. Az alkalikus foszfatdz hidrolizdlja a szubsztratumot és egy
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fluoreszkal6 vegyiilet, a 4-metil-umbelliferon keletkezik. A fluoreszcencidt
450 nm-en mérjiik (5. dbra).

A szubsztrat cirkulal az SPR-ben ki és be Egymas utani mosasi folyamatok

3

]

Az SPR belsé feliiletén
specifikus, monoklonalis
antitest van

A meghatarozandd
mikroorganizmus
Egyéb mikro-
organizmusok . L L "
A pipettahegy (SPR) felitlete specifikus, monoklondlis antitesttel bevont, s egyben Az antitest a mintaban jelenlévd antigént megkdti.
pipettdzé funkeiot is ellat

A mosas utani

Az 1. celldba adagolt minta “ maradék

. .Szendvics™  Alkalikus-foszfatazzal
3 komplex konjugalt antitest

\ Befogott
A 6. cellaban van \ \ antigén Krom_ogén szyhs_ztrétur\:l
az enzimmel jelzett \ Kfj.u‘jn (4-metil-umbelliferil-foszfat)
konjugatum ' antitest

Egy ,szendvics” komplex jon létre, amely az enzim kromogén szubsztratjaval egy

Tobb mosasi folyamat utin, a masodik poliklonalis antitest hozzakotodik az elozoleg fluoreszkalé vegyliletet alkot, és ennek a fluoreszcencidjit méri a készilék 450 nm-en,

megkotdtt antigénekhez.

5. abra: A VIDAS immunanalizator mikodési elve

Az eredményt a vizsgdlati mintdndl és a hitelesit6 (standard) mintdnadl
mért fluoreszcencia érték Osszehasonlitdsdval kapjuk meg (RFV=Relative
Fluorescence Value). A miiszer ezt a hdnyadost hasonlitja 0Ossze a
szalmonellara kisérleti és tapasztalati uton meghatarozott 0,23-as
kiiszobértékkel. Amennyiben a kapott hanyados eléri vagy meghaladja ezt a
kiiszobot, gy a késziilék a mintdt pozitivnak mindsiti. Ellenkez6 estben az
anyag nem tartalmaz szalmonellat. Pozitiv vizsgélati eredmény esetén a
fert6zottnek itélt minta hagyomédnyos biokémiai €s szeroldgiai ellendrzése
is elvégezhetd.

A miniVIDAS késziilék ismertetése

A késziilék (6. dbra) két, egymdstol teljesen fliggetleniil lizemels, A és B
mérdblokkbol all. A mérdblokkok felbillenthetd teteje alatt van a 6 részre
osztott mérdtdlca, ami egyidejlleg 12 minta vizsgdlatdt teszi lehetévé. A
késziilék kozponti szamitd egységén kiviil mindegyik mérdblokk sajat mikropro-
cesszoros vezérléssel is rendelkezik. Ezek irdnyitjak a vizsgalatok menetét.

A méroblokk felsd részén, egy lehajthatd ajté bels6é oldalan helyezkedik
el az ugyancsak 6 részbdl 4ll6 pipettdz6 egység. Ennek a csovecskéibe kell
azokat a pipettahegyeket elhelyezni, amelyek belsd feliilete az egyes
vizsgalatokhoz sziikséges bevonattal van ellaitva (SPR = Solid Phase
Receptacle). A pipettdzo egység mérés kozben keveri €s a mérdcesik egyes
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kiivettdiba atviszi a reagenseket. Hegyes vége dtszirja a mérdcsikot boritd
aluminiumfoélidt. Az SPR csak fiiggblegesen mozdul el, és az alatta 1év§
mérdtdlca vizszintes mozgdsa teszi lehet6vé, hogy mindig a megfeleld
kiivetta keriiljon az SPR ald. A végeredmény leolvasdsa fluoreszcens
mérési elven torténik. Az optikai rendszer sinpdlydn mozgd dllvanyra van
szerelve és igy lehet6vé valik mindegyik mér6csik optikai kiivettdjdnak
fluoreszcencids értékelése.

6. abra: A miniVIDAS immunanalizator

A késziilék billentylzete teljesen lapos, un. félia-billentylizet. A hozza
tartoz6 folyadékkristdlyos képernydn keresztiil adhatunk utasitdsokat a
késziiléknek, mégpedig a jobb oldalon Iév6 nyomdégombok segitségével. Az
eredmények a jobb felsd sarokban 1év6 nyomtatén regisztralhatéok. A
miniVIDAS berendezés egész mikodését a kozponti szamitd egység
irdnyitja, beleértve a mérési adatok feldolgozdsit, valamint a mechanikai és
optikai rendszerek feliigyeletét.

Minden méréshez egy-egy mérOkészlet tartozik, amely a kovetkezdlket
tartalmazza:

torzsadat kértya,

standard minta,

negativ és pozitiv kontroll minték,
pipetta hegyek és

e mérdcsikok.

A miszerrel eldszor a torzsadat kartya (Master Card) adatait kell
beolvastatni, amely egyben a hitelesitési gorbe bevitelét is biztositja. A
hitelesitd mérést a standard mintdval (ismert toménységli és RFV értékd
oldat, amelyet a hitelesité gorbe bedllitdsdhoz hasznédlunk), illetve a pozitiv
és negativ kontroll mintdkkal végezziik. A hitelesitd mérés 14 napig
érvényes, ezutdn meg kell ismételni. Uj sorozatszimd mérdkészlet estén
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szintén Ujra el kell végezni a hitelesitést. Az ELFA mddszerrel 48 6ra alatt
kapunk negativ, illetve esetlegesen pozitiv eredményt.

Immunmagneses technika

A korszerd mindségbiztositdsi eljardsokat (pl. HACCP) alkalmazé
véallalatokndl azonban 48 6randl révidebb idére van sziikség ahhoz, hogy
ezen rendszerek mikodtetéséhez a mikrobiolégusok megfeleld informa-
cioval rendelkezzenek. Ennek megvaldsitasara szolgdl az immunmaégneses
technika (7. dbra), amely az el6disitds és dusitds midveletét gyorsitja meg.

Elédusitas )
25 g minta + 225 cm” elddusito
6 ora, 37 “C-on

Szelektiv dusitds- immunoldgiai
befogds™

1 cm’ minta+20 pl ,.Dynabeads™
keverés 10 percig centrifugacsben

Immunmégneses elvilasztas
elvalasztas, koncentralas €s

mosas

7. abra: Az immunmagneses szeparaciéo (IMS) folyamata

A moédszernek az a lényege, hogy a keresett mikrobdra specifikus
antitestet ferromagneses gyongyok feliiletén rogzitik. Ezek a gyongyodk
kozvetleniil a vizsgalandd élelmiszermintikhoz vagy a beldlik készitett
szuszpenzidhoz keverheté6k. Abban az esetben, ha az élelmiszer tartalmazza
a kérdéses mikrobat, akkor az az antigéndetermindns (epitop) csoportja
révén hozzakotddik a gyongyok feliiletére rogzitett antitestekhez.

A ferromédgneses gyongy0k — egy magnes segitségével — az edény
faldhoz vonzhaték, feliiletiik lemoshaté, majd az igy ,0sszegydjtott”
baktériumsejtek — megfelelé6 tdpoldatba (M broth) helyezve -

elszaporithatok. Ezutdn ELISA vagy ELFA mddszerrel a baktériumok
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azonositdsa elvégezhetd. Igy a vizsgdlat 24 6rdn beliil befejezhetd, vagyis a
feltehetSen pozitiv, illetve a negativ eredmény megadhatd.

Eredmények és tapasztalatok

A Fogyasztovédelmi Fdéfeliigyel6ség mikrobioldgiai laboratériumaban
kozel egy éve rendszeresen végziink szalmonella meghatdrozasokat a
miniVIDAS késziilékkel. Az egyes témavizsgalatokndl kapott eredményeket
az 1. tabldzat tartalmazza, melybdl leolvashatd, hogy a 60 hisminta 28 %-a
€s a szaraztésztdk 5 %-a volt szalmonella pozitiv, viszont a fagylaltok
kozott nem taldltunk fert6zotteket. Az ELFA moddszer és a miniVIDAS
késziilék megbizhatésdagat igazolja, hogy a hagyomanyos moddszerekkel
parhuzamosan lefolytatott ellenérzés sordn egyszer sem tapasztaltunk
hamis pozitiv vagy hamis negativ eredményt.

1. tablazat: ELFA modszerrel torténé szalmonella
meghatarozas vizsgalati eredményei

Mintacsoport | Mintaszam (db) | Szalmonella pozitiv
Husok 60 28 %
Szdaraztésztak 60 5 %
Fagylaltok 50 0 %

Végezetiil megdllapithatd, hogy a miniVIDAS késziilékkel végezhetd,
enzimhez kapcsolt immunoldégiai ELFA eljards kivdléoan alkalmas
¢lelmiszerek szalmonellds fertdzottségének vizsgalatira. A moddszer
megbizhatd, gyors, kevéssé munkaigényes és jelent6sen megkonnyiti az
¢lelmiszer-mikrobiolégusok munka4jat.
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