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1. BSSZEFOGLALAS

A Serratia fajok elsésorban nozokomialis (korhazhigiénés fertézés - a Szerk.)
fert6zokeént ismert opportunista patogén mikroorganizmusok, amelyek élelmiszer-
minéségi elvaltozasokat is okozhatnak. Az extracellularis pigment-termel6 Serratia
marcescens tehéntejben valé megjelenése annak piros elszinez6dését okozza,
kihivasok elé allitva a tejipart és az élelmiszer-minésito laboratériumokat. A baktérium
kimutatasa hagyomanyos mikrobioldgiai modszereken alapuld eljarasokkal id6-
és munkaigényes, ezen tulmenéen sok esetben nem is vezet eredményre, a kiséré
mikrofléora kompetitiv gatlé hatasa miatt. A vonatkozé szakirodalom elemzését
kévetéen a S. marcescens kimutatasa kapcsan publikalt vegpont PCR médszereket
és alkalmazott primereket in silico és in vitro vizsgalatban értékeltiik, majd az eljarast
Uzemi tejmintakon teszteltilk. A modszer alkalmazasaval 6sszesen 60 db nyers,
illetve paszt6rozott tejmintat vizsgaltunk meg, amelyeknek t6bb mint felét (32 db-ot)
azonositottuk S. marcescens pozitivként. Munkank jelentéségét legfoképp a
publikalt vizsgalati médszerek élelmiszeripari gyakorlatban valé alkalmazasa adja.
Eredmeényeink felhivjak a figyelmet e baktériumfaj detektalasanak a fontossagara.
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2. Bevezetés és irodalmi attekintés

Napjainkban az élelmiszerek kifogastalan minésége és hosszu eltarthatdsagi ideje a vasarlok altal tamasztott
alapkovetelmény. Ennek megfeleléen fokozédik az igény az egyre gyorsabb, pontosabb, megbizhatébb
élelmiszer-diagnosztikai eljarasok irant is. A molekularis diagnosztikai modszerek ezzel 6sszefliggésben mind
nagyobb teret nyernek, példaul a kérokozd mikroorganizmusok gyors kimutatasaban. Szamos gyarté allit
el polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld, patogén mikrobak azonositasara alkalmas diagnosztikai kiteket,
amelyeket sikerrel alkalmaznak magyarorszagi élelmiszervizsgald laboratériumokban is. Ezek a molekularis
bioldégiai tesztek féleg olyan mikrobak kimutatasara alkalmasak, amelyek jelenléte nagy kdzegészséglgyi
kockazatot jelent (példaul Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Listeria spp.). Kisebb figyelem iranyul
azokra a korokozoékra, amelyek vizsgalatat jogszabaly nem teszi kdtelezévé. llyen mikrobak példaul a nyers
és pasztérdzott tejben el6forduld Serratia fajok is.

A Serratia fajok a kdrnyezetlinkben sokfelé megtalalhatdk [1]. Szaprofitak, illetve opportunista patogének [2].
Fakultativ anaerob, biofiimképzé élélények [1, 3]. A S. marcescens kiiléndsen j6l szaporodik foszfortartalmu
kérnyezetben (példaul szappanok, samponok), és ellenall egyes fertétlenitészereknek is [4, 5], igy kilonbozé
nozokomialis betegségek okozodja lehet [6, 7, 8]. A szakirodalom beszamol a S. marcescens fokoz6do
antibiotikum-rezisztencigjardl is [8, 9, 10]. A baktérium tehat kdnnyen tulél, szaporodik, igy nem megfeleld
higiénés kortlmények kdzott az élelmiszerekbe kerilhet. A fogyasztdi tejbe is feltehetéen a higiéniai szabalyok
athagasa kdvetkeztében juthat, ott elszaporodik és tobbek kozott az élelmiszer mindségét is rontja [1, 11, 12].
A romlast némely faj esetén jellegzetes piros szinarnyalat jelezi.

A magyarorszagi tejagazat esetében nem allnak rendelkezésre pontos adatok arrdl, hogy milyen mértékd
a Serratia fajok, illetve a S. marcescens elterjedtsége, és hogy mely fajok okozzak a fert6zéseket, valamint
rontjak a tej minéségét. Arra vonatkozéan sincs hazai felmérés, hogy milyen mértékl a tejizemek Serratia-
szennyezettsége. Néhany publikacidt leszamitva nemzetkdzi szinten is szegényesek a rendelkezésre allé
informaciok a tejipar Serratia érintettségérdl. llyen kivétel egy, a finn tejtermelé gazdasagokban tapasztalt,
S. marcescens okozta t6gygyulladas-jarvanyt bemutaté tudomanyos cikk [1], valamint egy régebbi basza-
mold, amely pigmentképz§ Serratia fajok masztitiszben jatszott szerepét targyalja [13].

A tej piros elszinez6déséért a kdvetkezd Serratia fajok lehetnek felelsek: S. marcescens, S. rubidaea,
S. plymuthica és S. nematodiphila (1. tablazat). El6fordulasi gyakorisaguk szerint a S. marcescens-nek van
nagyobb jelentésége. Jellegzetes pigmentjik a vords prodigiozin, amely vizben nem oldédd masodlagos
anyagcseretermék, és amely meghatarozott kdrnyezeti korilmények kozott termelédik [14, 15, 16, 17]
(1. abra). A taptalajon megjelend tipikus piros telepek Gnmagukban még nem hordoznak elegendd informaciot
a Serratia azonositasahoz, ugyanis szamos egyéb, nem az enterobaktériumok k&zé tartozé nemzetség egyes
fajai szintén termelhetnek prodigiozint [14, 18].

1. tablazat. Serratia fajok és pigmenttermelésiik jellemzése [19-22]

Faj Pigmenttermelés jellemzése Forras

Serratia aquatilis KrémszinUl [23]

Serratia entomophila Nincs pigmenttermelés [24]

Serratia ficaria Nincs pigmenttermelés [25, 26]
Serratia fonticola Nincs pigmenttermelés [27]

Serratia grimesii Nincs pigmenttermelés [28]

Serratia inhibens Halvany rézsaszin [29]

Serratia liquefaciens Nincs pigmenttermelés [28]

Serratia marcescens Pirosas prodlqi%i;ss;r;z/irl]\ggc;yﬁir?]inr:gnttermelés / [16, 30, 31]
Serratia microhaemolytica Nincs pigmenttermelés [32]
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Faj Pigmenttermelés jellemzése Forras

Serratia myotis Nincs pigmenttermelés [33]
Serratia nematodiphila Pirosas prodigiosin / Nincs pigmenttermelés | [34]
Serratia odorifera Nincs pigmenttermelés [35, 36]
Serratia oryzae Nincs pigmenttermelés [37]
Serratia plymuthica Pirosas prodigiosin / Nincs pigmenttermelés | [35, 38, 39]
Serratia proteamaculans Nincs pigmenttermelés [28, 40, 41]
Serratia quinivorans Nincs pigmenttermelés [28, 36, 42]
Serratia rubidaea Pirosas prodigiosin / Nincs pigmenttermelés | [16, 43, 44]
Serratia symbiotica Nincs pigmenttermelés [45]
Serratia ureilytica Nincs pigmenttermelés [46]
Serratia vespertilionis Nincs pigmenttermelés [33]

1. dbra. Serratia marcescens tisztatenyészete tripton-szdja agaron (TSA) (30 °C, 48 dra)

A Serratia fajok élelmiszerekbdl térténd kimutatasara ISO szabvany jelenleg nem éll rendelkezésre. Grimont
és Grimont 2006-ban megjelent kdnyvfejezetében [9] foglalkozik a Serratia nemzetség jellemzdivel, az izolalas
€s az azonositas szempontjaival is. A klasszikus mikrobiol6giai mddszerekkel t6rténd azonositas azonban
meglehetésen kdrtilményes, és a kisérdfléra gatldo hatdsa miatt gyakran eredménytelen is, annak ellenére,
hogy a tejminta rozsaszines elszinez8dése szemmel lathatd. A baktérium szelektiv tenyésztésére elérheték
ugyan taptalajok [47], a gyakorlatban viszont ezek haszndlata nem nyuijt kielégité megoldast. A hagyomanyos
eljarasok raadasul idé- és munkaigényesek.

S. marcescens meghatarozasara létezik kereskedelmi forgalomban 1év6 gyorsmédszer, példaul a bioMérieux
cég Rapid ID 32 E elnevezésl miniatlrizalt tesztkészlete, amely megfelel az ISO 7218 szabvany elbirasainak
[48]. A vizsgdlat kivitelezéséhez azonban taptalajon felndvé telep sziikséges. A kimutatas nehézségeinek
kikliszobolésére a mar korabban emlitett, PCR moddszeren alapuld diagnosztikai tesztek nyujthatnanak
megoldast. Jelenleg azonban egyedll a Primerdesign cég Genesig fantazianevl terméke emlithetd
S. marcescens kimutatasara alkalmas molekularis diagnosztikai egységcsomagként [49].
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Az élelmiszeripari és azon bellll a tejipari vonatkozasu szakirodalom meglehetésen szegényes a Serratia
fajok és koztik S. marcescens végpont PCR vagy real-time PCR moddszerrel t6rténd kimutatdsanak
témakorében. Hejazi és munkatarsai [50] S. marcescens szerotipizalasat végezték el RAPD-PCR technikaval.
Vizsgalataikhoz korhazi ellatasra szoruld paciensek szeroldgiai mintait hasznaltak. /Iwaya és munkatarsai
[6] szintén vérmintakat teszteltek S. marcescens térzsekre, real-time PCR modszert alkalmazva. Zhu és
munkatarsai [61] S. marcescens torzsek molekularis jellemzését RFLP és PCR modszerrel végezték, mig
Joyner és munkatarsai [2] real-time PCR vizsgalattal detektaltak S. marcescens torzseket tengeri és egyéb
vizi kdrnyezeti mintakbdl (példaul korall nyak, szivacs poérusviz, lledék, csatornaviz, szennyviz és higitott
szennyviz). Bussalleu és Althouse 2018-ben megjelent tanulmanya S. marcescens azonositasara alkalmas,
hagyomanyos végpont PCR-technikardl szamol be, amely hatékonyan detektalja a mikroorganizmus jelen-
|étét vaddisznd spermajaban [52].

Célul tlztik ki S. marcescens tejbdl torténd kimutatasara alkalmas klasszikus PCR mddszer beallitasat.
Munkank jelentésége abban all, hogy a szakirodalomban leirt, PCR vizsgalaton alapulé modszereket
és alkalmazott primereket elemeztiik, majd a megfelelének itélt eljarast atlltettik az élelmiszer-higiéniai
vizsgalati gyakorlatba. Kisérleteinkben lzemi, nyers és pasztérozott tejmintak elszinez6désének a hatteré-
ben allé esetleges S. marcescens szennyezddés kvalitativ meghatarozasat végeztik.

3. Anyagok és médszerek
3.1. In silico vizsgalatok

Szakirodalmi kozlések alapjan kivalasztottunk harom primerpart (2. tablazat), amelyeket szamitogépes
modellezéssel, Un. in silico analizis soran, valamint in vitro kisérletekben értékeltliink abbdl a célbdl, hogy a
késdébbi PCR vizsgalatok megvaldsitasahoz megtalaljuk a legalkalmasabbat.

2. tablazat. Alkalmazott Serratia marcescens-specifikus primerparok

Oligo neve Szekvencia TM [°C] F:‘agment Forras
ossza
Fpfs1 CCGGCATCGGCAAAGTCT 58,2
193 bp
Rpfs2 ATCTGGCCCGGCTCGTAGCC 65,5
[53]
FluxS1 GCTGGAACACCTGTTCGC 58,2
102 bp
RluxS2 ATGTAGAAACCGGTGCGG 56,0
Serratia2-for GGTGAGCTTAATACGTTCATCAA 57,1
107 bp [52]
Serratia2-rev AATTCCGATTAACGCTTGCAC 55,9

In silico vizsgalatainkban a primer szekvenciak specifikussagat DNS-adatbazissal (NCBI BLAST) [54] t6rténd
Osszehasonlitas utjan ellendriztik. Az adatbazissal t6rténd 6sszevetés a homoldgia-keresést (,,blasztolas”)
teszi lehetdvé. Ezt kdvetben a primerek megfeleléségét, azaz valasztott genomokon egy lehetséges PCR
reakcid megvaldsulasat, molekularis bioldgiai szoftverrel (SnapGene 5.1.5.) teszteltik [55]. Az utdbbi
esetben az NCBI adatbazisabdl letoltéttink pozitiv és negativ kontroll genomokat, majd a SnapGene
szoftver alkalmazasaval vizsgaltuk, hogy in silico médon a primerparokkal megvalésulhat-e PCR reakcid.
A referencianak hasznalt pozitiv és negativ kontrollok teljes kromoszéma genomok voltak (3. tablazat).
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3. tablazat. In silico elemzésben pozitiv és negativ kontrollként alkalmazott baktériumtérzsek genomjai,
valamint a primerparokra adott reakcidik

Primerparokkal térténé in silico
Alkalmazott baktériumtorzs GenBank sze'k\'lencia amplifikacid eredmeénye’
azonosité
A. B. C.
Serratia marcescens Db11 HG326223.1
X Serratia marcescens WW4 CP003959.1
g Serratia marcescens B3R3 CP013046.2
é) Serratia marcescens N4-5 CP031316.1
S | Serratia marcescens 1274 CP019927.2
% Serratia marcescens AR_0099 CP027539.1
; Serratia marcescens AS-1 AP019009.1
'§ Serratia marcescens S217 CP021984.1
& | Serratia marcescens ATCC 274 AP021873.1
Serratia marcescens LY1 CP053918.1
Serratia grimesii BXF1 LT883155.1
Serratia grimesii NCTC11543 NZ_UGY101000001.1
Serratia liquefaciens ATCC 27592 NC_021741.1
Serratia liquefaciens FG3 CP033893.1
_ Serratia nematodiphila DH-S01 CP038662.1
% « | Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 NZ_JPUX01000001.1
S 2| Serratia rubidaea 1122 CP014474.1
‘% % Serratia rubidaesa NCTC10848 NZ_LS483492.1
§ @ Escherichia coli 58-3 CP050036.1
Escherichia coli ATCC 8739 CP000946.1
Klebsiella pneumoniae Kp52.145 FO834906.1
Klebsiella pneumoniae N16-03892 CP047271 .1
Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 CP000438.1
Pseudomonas putida T25-27 CP043576.1

* Primerek: A. Fpfs1 és Rpfs2; B. FluxS1 és RluxS2; C. Serratia2-for és Serratia2-rev.

Jelmagyarazat:

a primerparral fragment amplifikalhaté

a primerparral nincs amplifikacio

3.2. In vitro kisérletes vizsgalatok

Az in silico vizsgalatok megerdsitéseként in vitro kisérleteket végeztiink, amelyek soran a kivalasztott
primerparokat laboratériumi PCR vizsgalatban teszteltik baktériumok (pozitiv kontroll térzsként tobb
S. marcescens, negativ kontroll térzsként pedig Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Streptococcus
thermophilus, Enterococcus faecalis és Micrococcus luteus) valasztott torzseinek genomi DNS mintajan.
A mikroorganizmusok az MTKI Kft. gylijteményébe tartozd, lzemi kérnyezetbdl szarmazd, genetikai
azonositassal meghatarozott baktériumtdrzsek voltak.

A PCR reakciohoz sziikséges komponensek dsszemérése soran egy reakciéra 5,2 yL PCR tisztasagu steril
vizet, 10 pL DreamTaq Green 2x PCR Master Mixet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Egyesiilt Allamok), 0,4-0,4 pL (10 pmol/pl) primert és 4 pL izolalt bakteridlis genomi DNS-t hasznaltunk. A
reakciok negativ kontrollja PCR tisztasagu steril viz volt. A PCR berendezés (Mastercycler Nexus Gradient;
Eppendorf International, Hamburg, Németorszag) programjanak paraméterei a kévetkezéképpen alakultak:
95 °C 1 perc, majd 40 cikluson keresztil 95 °C 15 masodperc, 59,5 °C 15 masodperc, 72 °C 10 masodperc,
végull 72 °C 7 perc [562].

A PCR reakcié soran képz6dott DNS szakaszok méret szerinti elvalasztashoz 10 pyL mintat vizsgaltunk 2%-
os agar6z gélben [TBE puffer (Tris-borate-EDTA) (10x), Thermo Fisher Scientific; Agarose DNA Pure Grade,
VWR International, Debrecen, Magyarorszag; ECO Safe Nucleic Acid Staining Soluion 20.000x, Pacific Image
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Electronics, Torrance, Kalifornia, Egyestilt Allamok]. A DNS méretmarker a GeneRuler Low Range DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific) volt. A géldokumentalas a Gel Doc Universal Hood Il géldokumentacios
berendezés és program (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Egyesult Allamok) alkalmazasaval tértént.

3.3. Nyers és pasztoroézott tejmintak vizsgalata

Vizsgalatainkban egyrészt olyan, Uzemi nyers és pasztérdzétt tejmintékat alkalmaztunk, amelyek kapcsan
felmerilt a S. marcescens szennyez8dés gyanuja azok rézsaszines elszinez8dése miatt. Masrészt teszteltlink
az el6bbiekkel egyltt a laboratériumba érkezett, elszinez6dést azonban nem mutatd, szintén Gzemi nyers és
pasztérozott tejmintakat is.

A DNS-feltaro és -tisztité folyamathoz NucleoSpin Microbial DNA kitet (Macherey-Nagel, Diren, Németorszag)
alkalmaztunk a gyartdi el8irasok szerint. Az eludlt DNS-t tartalmazé reakciocsdveket fagyasztoban taroltuk,
-20 °C-on.

A kovetkez8kben 16S rDNS polimeraz lancreakcioval kontrollaltuk a DNS izoldlas megfeleléségét
és a mintak amplifikalhatésagat, melyhez a 27f (5'-AGAGTTGATCMTGGCTCAG-3’) és 1492r
(5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) primert alkalmaztuk. A PCR reakci6é 6sszemérési térfogata 1 mintara:
5,6 uL PCR tisztasagu steril viz, 10 pL DreamTaq Green 2x PCR Master Mix, 0,2-0,2 pyL (10 pmol/pl) primerek
és 4 pL izolalt bakterialis genomi DNS. A reakcié negativ kontrollja PCR min&ségu steril viz volt. A PCR
berendezés programjanak paraméterei a kdvetkezdk voltak: 95 °C 4 perc, majd 40 cikluson keresztil 95 °C
20 masodperc, 54 °C 30 masodperc, 72 °C 1 perc, végil 72 °C 5 perc.

A PCR reakcio soran képz8dott DNS szakaszok elvalasztashoz 5 pL mintat vizsgaltunk 1%-os agar6z gélben.
DNS méretmarker a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) volt. A vizsgalt DNS mintat
tovabbi PCR vizsgalatra alkalmasnak értékeltlik, amennyiben az amplifikalt DNS fragment képidinak hossza
a vart méret (~1500 bp) szerint alakult.

Kovetkezd Iépésben a mintak S. marcescens-specifikus PCR vizsgalata és a gélelektroforézis tortént
a 3.2. In vitro kisérletes vizsgalatok cim( alfejezetben ismertetett médon. Az eredményeket jelenlét-hiany
elv alapjan értékeltik.

A modszer megfeleléségének ellenérzése céljabdl kontrollvizsgalatban tejmintdk PCR eredményeit
hasonlitottuk 6ssze a néhany esetben meglévé APl (bioMérieux, Budapest, Magyarorszag) vizsgalat
eredményeivel. A modszert ezt kdvetéen alkalmaztuk S. marcescens jelenlétének nyers és pasztérozott
tejekbdl torténd kimutatasara.

4. Eredmények

In silico vizsgélatainkban a primerek homoldgia vizsgalata soran azok elssorban S. marcescens kromoszéma
genomokkal mutattak hasonlésagot. Talaltunk azonban egyezést S. rubidaea és S. nematodiphila térzseknél
és néhany nem Serratia fajnal is. Az eredményeket figyelembe vettiik a SnapGene szoftveres vizsgalatainkhoz
tervezett referencia genomok kivalasztédsanal. Tovabbi vizsgalat sziikségességét indokolta, hogy a megfeleld
homoldgia, a bazisok illeszkedése még nem jelenti automatikusan egy PCR reakcié megvaldsulasat, mert
példaul a primerek iranya, olvadasi hémérséklete és a képz6dd PCR termék mérete is meghatarozo.

A SnapGene vizsgalatban PCR reakcidkat a kévetkezd paraméterek mellett prediktaltunk: elemzéseinket
legalabb 15 bazis egyezése és eltérés (Un. single isolated mismatch) kizarasa mellett végeztik. Az olvadasi
hémérséklet (melting temperature) legkisebb értéke 50 °C, az amplifikacié eredményeképpen keletkezett
fragmentum maximalis hossza pedig 3 kbp volt.

Ahogy a 3. tablazatban lathatd, a Serratia2-for és Serratia2-rev primerpar S. marcescens genomokra illesztve
minden esetben mutatott amplifikaciot. A PCR reakcio altalaban hat-hét amplikont is eredményezett a 16S
rDNS szakaszokon. Az Fpfs1-Rpfs2 és a FluxS1-RIluxS2 primerparok tapadasi helye a 16S rDNS-en kivdl
talalhaté a legtobb S. marcescens térzsben, viszont néhany esetben nem mutattak in silico amplifikaciot,
érzékenyseéguk tehat nem bizonyult megfelel6nek. A negativ kontroll genomoknal a Serratia2-for és Serratia2-
rev primerpar néhany esetben PCR reakcid lezajlasat jelzi elére bizonyos S. rubidaea és S. nematodiphila
térzseknél. Az Fpfs1-Rpfs2 primerek alkalmazasaval a PCR reakcié egy S. nematodiphila tbrzs esetén
jatszodna le. A FluxS1-RIuxS2 primerek nem jelezték el6re reakcio lezajlasat egyik valasztott negativ kontroll
genomon sem (3. tablazat).

Az in vitro kisérletekben a pozitiv kontrolinak valasztott S. marcescens genomokon mindharom primerpar
adott jelet a vart fragmentméret szerint, és egyik sem adott jelet a negativ kontrollokon. A Serratia2-
for és Serratia2-rev primerparral végzett vizsgdlatot mutatja be a 2. abra. A negativ mintaknal az 50 bp
magassagban megjelend gyenge jeleket a melléktermékként keletkezé aspecifikus DNS darabok, a primer-
dimerek felszaporodasa okozza.
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Az in silico analizisek és az in vitro vizsgalatok eredményei alapjan tovabbi munkankhoz a Serratia2-for és
Serratia2-rev primereket itéltlik megfelelének, annak ellenére, hogy azok specifikussaga nem tokéletes.

A dontés alapja egyrészt a S. marcescens el6fordulasanak valoszinisitheté gyakorisaga, masrészt a fals
negativ vizsgalati eredmények elkeriilésének a fontossaga volt.

A beadllitott médszer megfeleléségét ellendrizendd, kontroll vizsgalatban (zemi tejmintakat teszteltlink. A
tejmintak (n=10) kdzll néhany rézsaszines elszinez6dést mutatott. Vizsgadlati médszeriinkkel kilenc mintat
pozitivnak itéltink a keresett mikrobara. A mintak k&zll négy esetében API vizsgalati eredménnyel is

rendelkeztlnk. A négy API-pozitiv minta a PCR vizsgalatban is pozitivhak bizonyult. A moédszert ezt kdvetéen
alkalmaztuk S. marcescens nyers és pasztérdzott tejekbdl torténd kimutatasara.

A tejmintak egy része barackos-rdzsaszines elszinez6dést mutatott (3. abra), ez azonban szamos esetben
nem volt egyértelml, a halvany vagy sargasba hajlé szinarnyalat miatt. Osszesen 60 minta vizsgalatat
végeztik el. Ebbél 32 db (53,3%) pozitiv és 28 db (46,7 %) negativ eredményt adott S. marcescens jelenlétére.

A 4. abran egyik vizsgalatunk eredményét, a gélelektroforézissel végzett elvdlasztds képét mutatjuk be. JoI
lathatd, hogy a pozitiv kontroll térzs pozitiv, a negativ kontroll minta negativ jelet adott, mindemellett harom

vizsgalati minta esetében pozitiv jelet kaptunk. A negativ mintaknal megjelené gyenge jeleket ebben az
esetben is a primer-dimerek felszaporodasa okozta.
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2. dbra. Serratia2-for és Serratia2-rev primerparral végzett PCR vizsgalat eredménye valasztott baktériumtdrzsek
genomjan. Sorok: 1. Serratia marcescens 551R; 2. Serratia marcescens 1911; 3. Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii 0801; 4. Streptococcus thermophilus 1102; 5. Enterococcus faecalis 1101; 6. Micrococcus luteus

CLTB1; 7. Negativ kontroll (steril viz); M: Molekulasuly marker
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3. abra. Tejmintak. Baloldali minta: Serratia marcescens-negativ, jobboldali minta:
Serratia marcescens-pozitiv a PCR vizsgalat eredménye alapjan
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4. dbra. Serratia marcescens-specifikus PCR vizsgalat gélelektroforézis képe. 1.—7.: Tejmintak; K+: Pozitiv kontroll
(Serratia marcescens genomi DNS); K-: Negativ kontroll (steril viz); M: Molekulasuly marker

5. Megbeszélés

Eredményeink értékelésekor fontos figyelembe venni, hogy a PCR vizsgélat a mintaban talalhaté cél DNS
amplifikalasara, detektdlasara alkalmas moddszer, amelynek alapjan nem lehet megallapitani, hogy az
amplifikalt S. marcescens-specifikus DNS vajon szaporodoképes, elpusztult, vagy un. VBNC allapotu
sejtekbdl szarmazik-e. VBNC (,viable but not culturable”) allapotban a sejtek életképesek, metabolikusan
aktivak, viszont klasszikus, tenyésztéses médszerekkel nem szaporithatdk fel. Az allapot reverzibilis.

Munkank célja S. marcescens kimutatasat szolgald klasszikus PCR modszer bedllitasa volt. Az alkalmazott
vizsgalati eljarassal elvégezhetd a tejmintak elszinez6désének hatterében allé S. marcescens szennyezédés
kvalitativ meghatarozasa.

Noha itt bemutatott kisérleteinkben a pigmenttermeld S. marcescens kimutatasara 6sszpontositottunk, egy
jovébeli, nemzetség-szintl vizsgalat soran mind a 20 Serratia faj (1. tablazat) azonositasa megvaldésulhatna.
A tdbbi Serratia faj detektalasanak jelentéségét az adja, hogy jdllehet a Pseudomonas nemzetség a h(it6tt
nyerstej romlasanak legfébb okozdja, ismeretesek a Serratia fajok e tekintetben kimutathaté veszélyei is [56].
Pseudomonas torzsekkel egyitt ugyanis szamos esetben Serratia térzseket is azonositottak a tej romlasanak
okozdiként. A Serratia nemzetség tagjait kimutattak tejfeldolgozé izemekben [3, 12], 4 °C-on tarolt nyerstej-
mintakban [56, 57, 58] és tejtartalyokban is [59]. Grimont és Grimont [9] mar masfél évtizeddel ezelbtt
megallapitotta, hogy a nyerstej-tételek esetenként Serratia fajokkal szennyezédhetnek, a tejtermékekben
megjelend leggyakoribb fajok pedig a S. liquefaciens és a S. grimesii.

A pszichrotrof Serratia fajok (példaul a S. liquefaciens) nyerstejben valé eléforduldsa a hdkezelés utan is
mindségroimlast okozhat. Bagliniére és munkatéarsai ugy talalték, hogy a S. liquefaciens altal termelt héstabil
Ser2 proteaz az UHT tej destabilizacidjanak jelentds tényezdje lehet [11, 60].

Kovetkeztetésképpen megallapithatd, hogy érdekes és hianypoétld kutatas lenne egy nemzetség-szintd
vizsgdlat, amelynek révén lehet6ség nyilna a nyerstejek ilyen szempontd monitorozasara, a Serratia fajok
széleskorl detektalasara. Az eredmények vélhetéen nemcsak a tejgazdasdg, tejipar szerepl6i szamara
nyujtananak hasznos informaciokat, hanem a hazai szabalyozasi és ellen6rzési gyakorlatra is hatassal
lehetnének.
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