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Kedves Olvasoink!

Az EVIK megujult honlapjanak masodik kotetét, egyben a tudomanyos
szakfolydiratunk 67. évfolyama 2. szamat tessziik kozzé. Oszintén szdlva
biztam benne, hogy mire az EVIK kiadasi rendszerét teljesen digitalizalni
tudjuk, talan megszabadulunk az emberiséget szorongaté koronavirustol.
Orvendetes, hogy hazénkban a lakossag tébb, mint 54%-a felvett valami-
lyen vakcinat. Talan a nyar bekdszontével feltlinik a COVID-alagut vége,
Téth Arpad szavaival élve ,,...6és felpiheg sohajtva / A f4jé Ssanyag: immar a
kinnak vége! / S reszketve megnyilik egy Iotusz sztizi ajka, / S kileng a boldog
légbe a hdszin szarnyu Béke'.”

A korhazhigiénés gyakorlatban évrél-évre ndvekvd veszélyt jelent az inté-
zetekben alkalmazott antibiotikumokkal szemben ellenallé Staphylococcus
torzsek elszaporodasa, gyakran életveszélyes fertézéseket okozva a kérha-
zakban apolt betegek kdzott. Kétetlink vezet6 anyagaban Horvath Brigitta
és kutatécsoportja a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA)
élelmiszerekben valé megjelenésérdl és miuszeres analitikai eszkdzokkel
valé kimutatasardl értekeznek. Munkajuk soran sikerilt egy MALDI-TOF-MS technikan alapulé modszert ki-
dolgozniuk, amely alkalmasnak bizonyult néhany MRSA-t6rzs élelmiszerekbdl valé kimutatasara.

Kerekes Kata és munkatarsai kézirataban az élelmiszerlancban megjelend aflatoxin M1 expozicids jellem-
z6it vizsgaltak valdés mérési eredményeken alapuld determinisztikus modellek segitségével. Megallapitottak,
hogy a tejipari termékek fogyasztasa révén a magyar tarsadalomban az 1-3 éves gyermekek aflatoxin M1-ki-
tettsége a legnagyobb. A téma aktualitasat néveli, hogy egy konferencian elhangzottak szerint a COVID id6-
szakaban az élelmiszeripari termékek terlletén a kavéféleségek mellett a sajtféleségek és a tejfdl fogyasztasa
nétt meg a legnagyobb mértékben2.

Petroczki Flora és munkacsoportja a tehenek laktacids ciklusai és a termelt tej kémiai és mikrobioldgiai
mindsége kozotti 6sszefliggéseket kutatta. Cikkiikben megallapitottak, hogy a tejhozam és a tej kémiai 6sz-
szetevli és a szomatikus sejtszamok szignifikansan valtoznak az allatok kiilénb6zé laktacios ciklusaiban.
A tej mikrobioldgiai minéségének jellemzdi a laktaciok sorozataban nem mutattak szignifikans kildnbségeket.

Korcz Evelin és munkatarsai a nozokémialis fertézések egyik patogén mikroorganizmusa, a Serratia fajok
tejben valé kimutatasanak mdédszerét dolgoztak ki. Kéziratukban hangsulyozzak, hogy a Serratia fajok ki-
mutatasara nem alltak rendelkezésre 6l alkalmazhatd, megbizhatd, hagyomanyos mikrobioldgiai vizsgalati
madszerek. Munkajuk soran PCR-technikat hasznaltak a tej rézsaszines elvaltozasat okozé Serratia fajok
kimutatasara.

Farkas Csaba és kutatétarsai egy, az élelmiszergazdasag és élelmiszer-biztonsag hatarmezsgyéjét érinté
kérdéssel foglalkoztak. Reoldgiai kisérleteik soran azt vizsgaltak, hogy egy alma- és egy kortefajta gyimolcsei
miként viselik a szedés, szallitas, feldolgozas soran fellépd fizikai torzito eréket. Az ismételt fizikai behatasnak
kitett gyimolcsok ugyanis a rajuk haté eré nagysagatdl, a kitettség frekvenciajatdl (pl. szallitas kdzbeni raz-
kdédas) és annak idétartamatol figgéen deformalddhatnak, sérilhetnek, s véglil a természetes folyamatokhoz
képest révidebb idén belll romlasnak is indulhatnak.

Az EVIK Szerkeszt&sége tovéabbra is vérja a szakfolydirat szellemiségébe illeszkedd kéziratokat az Impresz-
szumban feltlintetett e-mail cimekre. Kérjik, hogy munkaik irdsos anyagaban tlintessék fel valamennyi szerz6
tudomanyos fokozatat, e-mail cimét, telefonszamat és ORCID-azonositéjat is. Egylttmikddésiket elbre is
kdszonjuk. Olvasdinknak hasznos olvasast, és a kdzelgd nyarra kellemes kikapcsolodast kivanunk:

=

Dr. Szigeti Tamas Janos
f6szerkesztd

1 T6th Arpdd: Elégia egy rekettyebokorhoz
2 Padar Kata: Vitaminok és étrend-kiegésziték: kereskedelmi trendek €s a fogyasztok preferencidi.
NielsenlQ. MEKISZ Konferencia Zoom online 2021.05.20.
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Dear Readers,

We are publishing the second volume of the renewed website of EVIK, as
well as the second issue of Volume 67 of our scientific journal. To tell you
the truth, | hoped that by the time we can fully digitize the publishing system
of EVIK, we could be rid of the coronavirus that is afflicting humanity. It is a
fact to be rejoiced over that in Hungary, more than 54% of the population
has already been vaccinated. Hopefully, with the arrival of summer, we will
see the light at the end of the COVID tunnel. In the words of Arpéd Téth,,...
and gasping with a sigh / The aching ancient matter: at last, the long misery
is over! / And the lotus’ virgin lips trembling open / In the joyous air sways
the wing of snow-white Peace with power!.”

In hospital hygiene practice, there is a growing threat from year to year of
the proliferation of Staphylococcus strains resistant to the antibiotics used
in the institutions, often causing life-threatening infections among hospi-
talized patients. In the leading material of our volume, Brigitta Horvath
and her research group discuss the appearance of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) in foods and its detection by instrumental analytical tools. In the course of
their work, they were able to develop a method based on the MALDI-TOF-MS technique, which proved to be
suitable for the detection of some MRSA strains in foods.

In the manuscript of Kata Kerekes et al., exposure characteristics of aflatoxin M1, appearing in the food
chain, were investigated using deterministic models based on real measurement results. They found that, in
Hungarian society, the aflatoxin M1 exposure of children aged 1 to 3 is the highest, through the consumption
of dairy products. The relevance of the topic is enhanced by the fact that, according to a speech given at a
conference, in the COVID period, in addition to coffee, the consumption of cheese and sour cream increased
the most among food products?.

Fléra Petréczki and her research group studied the correlations between the lactation cycles of cows and
the chemical and microbiological quality of the milk produced. In their article, they found that milk yield, the
chemical components of milk and the somatic cell counts vary significantly in the different lactation cycles of
the animals. There have been no significant differences in the microbiological quality of milk during the series
of lactations.

Evelin Korcz et al. developed a method for the detection of Serratia species, one of the pathogenic microor-
ganisms responsible for nosocomial infections, in milk. Their manuscript emphasizes that there are no easy
to use, reliable, traditional microbiological test methods for the detection of Serratia species. In the course
of their work, the PCR technique was used to detect Serratia species that cause pink discoloration of milk
samples.

Csaba Farkas and his colleagues focused on an issue concerning the area between food economy and
food safety. In the course of their rheological experiments, they examined how the fruits if an apple and a
pear variety withstand the physical distorting forces that occur during harvesting, transport and processing.
Fruits that are subjected to repeated physical impact can be deformed, damaged and eventually spoiled in a
shorter time than natural processes would cause them to, depending on the magnitude of the force acting on
them, the frequency of the exposure (e.g., vibration during transport) and its duration.

The Editorial Board of EVIK continue to encourage potential authors to submit manuscripts that fit the spirit
of the journal to the e-mail addresses indicated in the imprint. Please include the academic degree, e-mail
address, phone number and ORCID ID of each author in your written material. Thank you in advance for your
cooperation. We wish our Readers useful reading and pleasant relaxation for the upcoming summer:

S
—_— .
Dr. Tamas Janos Szigeti

editor-in-chief

' Arpdd Téth: Elegy to a gorse bush (translated by T. Szigeti)
2 Kata Padar: Vitamins and dietary supplements: commercial trends and the preferences of consumers.
NielsenlQ. MEKISZ Conference Zoom online 20.05.2021.
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1. DSSZEFOGLALAS

A methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) torzsek élelmiszerlancban
eléforduld jelenlétét szamos tanulmany igazolta az Eurdpai Unidban, azonban
Magyarorszagon kevés adat all rendelkezésiinkre ezzel kapcsolatban. Jelen vizsgalat
célja az élelmiszerekbdl izolalt Staphylococcus torzsek antibiotikum rezisztencia-
janak vizsgalata klasszikus mikrobioldgiai, molekularis biolégiai modszerekkel és
MALDI-TOF-MS technikaval, tovabba az antibiotikum rezisztens térzsek multilokusz
szekvencia tipizalasa (MLST). A vizsgalat soran 47 koagulaz-pozitiv (CPS) és 30
koagulaz-negativ Staphylococcus (CNS) izolatumot gyiijtéttink. A MALDI-TOF-MS
vizsgalat soran minden CPS izolatum (n=47) S. aureus fajnak bizonyult, mig a CNS
torzsek esetében 8 kulonb6z6 fajt azonositottunk. Két S. aureus torzs esetében
allapitottunk meg methicillin-rezisztenciat, amelyek koéziil az egyik izolatum eddig még
nem ismert szekvencia tipusba, mig a masik MRSA toérzs az ST398 tipusba tartozott,
amely a mezdgazdasagi haszonallatokbdl izolalt MRSA torzsek leggyakoribb tipusa
az EU/EGT teriiletén.

(Az ,MRSA” réviditést kbznapi szohasznalatban, de esetenként a szakirodalomban is gyakran a ,multirezisztens
Staphylococcus aureus” megjelélésére haszndljak. A szerz6k kéziratdaban - helyesen a methicillin-rezisztens
kdrokozdt jeldlik igy. A Szerk.)
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2. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az antibiotikum rezisztens mikroorganizmusok altal okozott nozokdmidlis infekcidk (kérhazhigiénés
fertézések — a szerk.) szama minden orszagban névekedést mutat, ezaltal egyre nagyobb kihivas elé allitva
az egészséguigyi ellatérendszert [1, 2]. A helyzetet tovabb sulyosbitja az a tény, hogy az antibiotikum
rezisztens Staphylococcus fajok mar nem csak a kézdsségekben és az egészségiigyben, hanem az intenziv
allattartasban, ezaltal az élelmiszerlancban is megjelentek [3].

A Staphylococcus fajokban az antibiotikum rezisztenciaval és virulenciaval kapcsolatos gének a mobilis
genetikai elemekben (MGE) taldlhatdk, mint példaul a kromdszéma kazettakban, patogenitasi szigeteken,
plazmidokban vagy transzpozonokban [4]. A methicillinnel szembeni rezisztencidért a mecA gén felelds:
a gén egy modositott penicillin-kété fehérjét kddol, amely csékkenti a legtébb béta-laktam antibiotikum,
igy a penicillin és a methicillin kdét6dési affinitasat. A mecA gén a Staphylococcus kromdszéma kazettan
(SSCmec) taldlhatd, amely egy MGE csoport és csak a Staphylococcus fajokban talalhaté meg [5]. A mecA
gén Staphylococcus fajok kozotti atvitelének mechanizmusa nem ismert, azonban bizonyitékok tamasztjak
ala a horizontdlis géntranszfert a koagulaz-pozitiv és koagulaz-negativ Staphylococcus fajok kozétt [6].

A methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) torzsek élelmiszerlancban el6forduld jelenlétérdl
mar tébb tanulmany beszamolt. Szerz8ik egy része allati eredetld élelmiszermintakbdl, masik része pedig
nyers husmintakbdl (sertés, hal, baromfi) izolalt térzsek vizsgdlatat végezte el. Hollandiaban 2009-ben 2217
kulénb6z6 élelmiszermintat vizsgaltak meg, amelynek a 12%-a MRSA t6érzsnek bizonyult [7], mig egy daniai
vizsgalat soran 153 sertéshusmintanak a 4,6%-a, az importalt 173 sertéshusmintanak pedig a 7,5%-a volt
fert6zo6tt MRSA toérzzsel [8]. Németorszagban nyers tejbdl, sertéshusbdl, pulykahusbdl és brojler csirkehusbdl
is azonositottak MRSA tdrzseket [9]. Magyarorszagon egy tehenészeti telep 595 egyedi tejmintajabdl 27 db
MRSA izolatumot azonositottak [10], egy masik vizsgalatban 42 telep 626 S. aureus izolatuma kozil csak 4
térzs bizonyult methicillin rezisztensnek [11]. Ezeken tul azonban mas élelmiszerkategdériabdl szarmazé és
fogyasztasra kész élelmiszerekbdl eddig nem vizsgaltak az MRSA jelenlétét. A térzsek molekularis tipizalasi
eredményei rdmutattak arra, hogy az MRSA szamos tipusa jelen van az élelmiszerlancban a kilénb6zé
orszagokban [12], azonban a leggyakrabban a CC398-as tipus fordult el§, amely az EU és az EGT teriletén
a mez8gazdasagi haszonallatokbdl izolalt MRSA térzsek 85%-at teszi ki [13, 14, 7,15].

A tovabbi methicillin-rezisztens Staphylococcus (MRS) fajok el6fordulasat az élelmiszerekben azonban mar
kevesebb tanulmany vizsgalta. Nigériaban 255 tradiciondlis ételbdl szarmazé izolatumbadl 13 Staphylococcus
faj (S. xylosus, S. epidermidis, S. simulans) mutatott methicillin-rezisztenciat [16]. Egy Lengyelorszagban
végzett tanulmany soran 58 készételbdl izolalt térzsbél 33 Staphylococcus t6rzs (S. epidermidis, S. simulans,
S. xylosus, S. hycus, S. lentus, S. saprophyticus) mutatott rezisztenciat legalabb egy fajta antibiotikummal
szemben [17].

Az Eurdpai Unidban az élelmiszerekbdl és haszonallatokbdl izolalt Staphylococcus térzsek antibiotikum
rezisztencidjanak ellenérzése jelenleg onkéntes, ezért 2016-ban csak Németorszag, Svajc, Dania és
Spanyolorszag jelentett ezzel kapcsolatos informaciét. Az MRSA el6fordulasi gyakorisaga orszagonként eltérd
volt, am az dsszehasonlitas soran figyelembe kell venni, hogy a vizsgalatokat eltéré allatfajokbdl, husokbdl
és huskészitményekbdl izolalt tdrzseken végezték el [18]. A human fertézések kis hanyada vezethetd vissza
a CC398-as tipusu MRSA tdrzsekre és azok is legféképp szakmai expozicidkra korlatozédnak, mint az
allatgyégyaszat és az intenziv allattartas. Ennek ellenére a CC398-as tipusi MRSA térzsekben kimutathato
virulencia faktorok lehetévé teszik a magas patogenitast, igy a folyamatos revizié mind az allatokban, mind
az élelmiszerekben elengedhetetlen [19]. A felligyelet sziikségességét az egyéb Staphylococcus fajok
antibiotikum rezisztenciajanak esetleges fenndllasa is indokolja, amely leheté8séget nyujt a rezisztencia
terjedésére, és veszélyt jelent a fogyasztok egészségére.

A sikeres felligyeleti rendszer elengedhetetlen feltétele, hogy egy egységes, gazdasagi szempontbdl
is elfogadhatd, gyors és megbizhaté mddszer &lljon rendelkezésre a mikroorganizmusok faji szint(
azonositasaban és antibiotikum rezisztencia meghatarozasaban, amelynek igéretes alappillére lehet a fehérje
azonositason alapul6 (peptide mass fingerprint) matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios, ionizacios, repulési id6
mérésén alapuld tdmegspektrometria (MALDI-TOF-MS). A 2000-es évek kezdetén szamos tanulmany szamolt
be olyan specifikus fragment ionokrdl, amelyek lehetévé teszik az antibiotikum rezisztens Staphylococcus
toérzsek gyors azonositasat. A legtdbbet vizsgalt biomarker a 2414 m/z értékli fragment ion volt, amelynek
megjelenése a tdmegspektrumban az MRSA tdrzsekre jellemz8 psm-mec expresszidjaval korreldl [20]. A
detektalashoz és diszkriminacidéhoz a 2414 m/z értékli fragment ion alkalmazhatésagat tébb tanulmany is
igazolta [21, 22].
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Az MRSA t6rzsek biomarkereinek vizsgalatain kivil mas tanulmanyok tovabbi Staphylococcus fajok methicillin-
rezisztencia specifikus fragment ion csucsait elemezték. Egy korabbi cikkben két specifikus fragment ion-
értéket hataroztak meg: a 7239 m/z értékd ion fragment-csucsot, amely a methicillin-rezisztens S. epidermidis
és a 9674 m/z fragment-ion csucsot, amely a methicillin-rezisztens S. haemolyticus biomarkere [23].

Sajat kisérleteink célja az élelmiszerekbdl izolalt Staphylococcus torzsek methicillin rezisztencidjanak vizsgalata
klasszikus mikrobioldgiai, molekularis biolégiai mddszerekkel és MALDI-TOF-MS technikaval, tovabba
az antibiotikum rezisztens torzsek multilékusz szekvencia tipizalasa volt (MLST) a térzsek epidemioldgiai
vizsgalata céljabdl.

3. Vizsgalati anyag és médszer
3.1. Gylijtétt izolatumok és tenyésztési kériilmények

A WESSLING Hungary Kft. Mikrobioldgiai laboratériumaban a 2019. augusztus és 2020. szeptember kdzotti
id8szakban az MSZ EN ISO 6888-1:2008 szabvany el6irasai alapjan izolalt 77 Staphylococcus izolatumot
vizsgaltunk. Az izolatumokat 37 °C-on, 24+1 6ran keresztll Baird-Parker (Biokar, Franciaorszag) szelektiv
taptalajon tenyésztettiik és a Staphylococcusokra jellemzé koldniakat Columbia véres agarra (Neogen, UK)
oltottuk at (37 °C, 24+1 dra). A tenyésztés soran 47 térzs mutatott pozitiv koagulaz reakciét, mig 30 izolatum
koagulaz-negativnak bizonyult, amelyet latex agglutinacids gyorsteszttel (PASTOREX™ STAPH-PLUS) is
igazoltunk. Az izolatumokat nyers husbdl, huskészitményekbdl és fogyasztasra készételekbdl gydjtottik:
baromfi (n=14), marha (n=5), sertés (n=42), vad (n=1), hal (n=1), tejtermék (n=3), készételek (n=3), z6ldségek
(n=2) és szaraztészta (n=6).

3.2. Izolatumok azonositasa MALDI-TOF-MS technikaval

A gytjtott 77 izolatum azonositasat Bruker Microflex LT MALDI-TOF témegspektrométerrel és a MALDI
BioTyper 3.1 (Bruker Daltonics) szoftverrel végeztiik el. Hangyasavas szuszpendalasi protokollt alkalmaztunk,
amely soran Columbia véres agarrdl egy 6nalld telepet vettiink fel egy steril kacs segitségével, majd 40
pl hangyasavban szuszpendaltunk el. A szuszpenziéhoz 40 pl acetonitrilt adtunk, amelybdl a lemez egyik
poziciojara 1 ul-t cseppentettiink fel. A csepp beszaradasat kdvetéen a mintakra 1 pl a-HCCA (10 mg/ml
a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) matrix oldatot vittlink fel és a mintat ismét hagytuk beszaradni. Valamennyi
minta esetében 6 parhuzamos mérést végeztink.

Azizolatumokazonositasasoran MALDI Biotyper 3.1 szoftvertalkalmaztunk, amely akapotttémegspektrumokat
az adatbazisaban szerepld referencia tomegspektrumokhoz hasonlitja és egy megfeleléségi faktort (score)
szamit ki. 2,300 - 3,000 log score érték esetén az azonossag igen valoszind. Ekkora log score érték esetén a faj
azonositottnak tekintheté. Amennyiben 2,000 — 2,299 kdz6tti log score értéket kapunk, az azonossag kisebb,
igy ez esetben csak a mikroorganizmus nemzetsége tekinthetd azonositottnak. 1,700 — 1,999 log score érték
koz6tt a nemzetség (genus) azonositasa sem tekinthetd megfeleléen biztosnak. Ha az értékel6 szoftver 0,000
- 1,699 kozo6tti log score értéket ad meg, az azonositast sikertelennek kell tekinteni. A vizsgalatba bevont
koagulaz-pozitiv Staphylococcus térzsek azonositasat korabban végeztiik el [24].

3.3. Antibiotikum érzékenységi vizsgalat
3.3.1. Methicillin-rezisztencia specifikus csucsok vizsgalata MALDI-TOF-MS mddszerrel

A kapott tdmegspektrumokat a flexAnalysis 3.4 szoftverbe (Bruker Daltonics) exportaltuk és elvégeztik a
tdmegspektrumok manudlis elemzését és 6sszehasonlitdsat. A témegspektrumok simitasat a Savitzky—Golay
szUlr6vel, az alapvonal korrekcidjat pedig a TopHat algoritmussal végeztiik el. Az elemzés soran a methicillin-
rezisztencia (MR) specifikus fragment ionok jelenlétét vizsgaltuk (1. tablazat).

1. tablazat. A vizsgalatban tesztelt methicillin-rezisztencia (MR) specifikus csticsok

Faj N::;;::‘ee‘:?:?: Irodalmi hivatkozas
S. aureus 2414 m/z [20]
S. aureus 2414 m/z [22]
S. aureus 2414 m/z [21]
S. epidermidis 7239 m/z [23]
S. haemolyticus 9674 m/z [23]
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3.3.2. Korongdiffuziés mddszer

A toérzsek antibiotikum-rezisztenciajanak vizsgalata soran a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
altal meghatarozott el6irasoknak (2019) megfeleléen jartunk el [25]. A 0,5 McFarland egységnyi baktérium-
szuszpenziét Mueller-Hinton agar (Oxoid, UK) felliletére szélesztettlik, majd a taptalaj fellletére helyeztik
a Cefoxitin 30 pyg korongokat. A térzseket 37 °C-on, 18 éran at inkubaltuk. Az MRSA térzsek esetében a
feltisztulasi zoéna referencia tartomanya 6-19 mm volt, mig mecA negativ fajoknal 20-32 mm.

3.3.3. Szelektiv differenciald agar

Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok soran tovabba a CHROMagar MRSAII szelektiv differencialé taptalajt
(BD, UK) alkalmaztunk, amely a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus fajok kimutatasara szolgal.
Az izolatumokat 37 °C-on 24-48 éran keresztil inkubdltuk aerob kérilmények kdzott. MRSA baktériumnak
tekintettik azokat a térzseket, amelyek morfolégiailag Staphylococcusokhoz hasonldé malyvaszind telepeket
képeztek. A korongdiffuziés (Cefoxitin 30 pg) moédszert és az MRSA CHROMagar vizsgalatot minden
élelmiszerbdl izolalt torzs (n=77) esetében kétszer ismételtiik meg. A vizsgdlatok soran pozitiv kontrollként az
ATCC 33591 referencia MRSA torzset, negativ kontrollként pedig az ATCC 29213 MSSA tdrzset hasznaltuk.

3.3.4. mecA génkomplex

A mecA gén kimutatdsanak vizsgalatat a Dan Nemzeti Elelmiszertudomanyi Intézet (National Food Institute
— NFI) 2012-ben kiadott protokollja alapjan végeztik el [26]. A vizsgdlat soran pozitiv kontrollként az ATCC
43300 MRSA toérzset, mig negativ kontrollként az ATCC 29213 MSSA térzset hasznaltuk. A baktériumokbdl
genomi DNS-t izolaltunk, majd a mecA génszakaszt PCR segitségével felszaporitottuk. Az alkalmazott
primereket a 2. tablazat tartalmazza.

2. tabldzat. A mecA gén felszaporitasahoz alkalmazott primerek

Primer név Primer szekvencia
mecA_fwd 5’- GGGATCATAGCGTCATTATTC-3’
mecA_rev 5’- AACGATTGTGACACGATAGCC-3’

3.4. A methicillin-rezisztens Staphylococcus térzsek MLST vizsgalata

THOMAS és munkatarsai [27] tanulmanya alapjan a baktériumokbdl genomi DNS-t izolaltunk, majd a
7 db Staphylococcus aureus fajra specifikus génszakaszt PCR segitségével felszaporitottuk (3. tablazat).
Meghataroztuk a megtisztitott PCR termékek nukleotid sorrendjét majd a szekvencia adatokat BioNumerics
7.6 szoftverben értékeltiik.

3. tablazat. MLST mddszer soran alkalmazott gének és a felszaporitdsukhoz hasznalt primerek adatai

Gén Primer Primer DNS szekvencidja (5’-3’)
o arc up_1 TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC
Karbamat kinaz (arcC)
arc dn_2 AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG
o . i aro up_3 ATC GGA AAT CCT ATT TCA CATTC
Sikiminsav dehidrogenaz (aroE)
arodn_4 GGT GTT GTATTA ATA ACG ATATC
Glicerol kinaz (glpF) glp up_5 CTA GGA ACT GCAATC TTAATCC
glp dn_6 TGG TAA AAT CGC ATG TCC AATTC
L gmk up_7 ATC GTT TTATCG GGA CCATC
Guanilat kinaz (gmk)
gmk dn_8 TCATTA ACT ACAACG TAATCG TA
. ) . pta up_9 GTT AAA ATC GTATTA CCT GAA GG
Fosztfat acetiltranszferaz (pta)
pta dn_10 GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA
.. " X . tpi up_11 TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA
Tridzfoszfat izomeraz (tpi) -
tpidn_12 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC
) ) ) ) i yqi up_13 CAG CAT ACA GGA CAC CTATTG GC
Acetil-koenzim-A acetiltranszferaz (yqilL) -
yqidn_14 CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC
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4. Eredmények
4.1. Az izolalt térzsek azonositasi eredményei

A MALDI-TOF-MS vizsgalat soran minden koagulaz-pozitiv Staphylococcus (CPS) tbérzs (n=47) S. aureus
fajnak bizonyult (4. és 6. tablazat). A koagulaz-negativ Staphylococcus (CNS) térzsek esetében pedig 8
kilénbozd fajt (S. xylosus, S. saprophyticus, S. pasteuri, S. epidermidis, S. warneri, S. chromogenes, S.
piscifermentans, S. haemolyticus) azonositottunk (4. és 7. tablazat). A CNS (n=30) izolatumok 30%-a S.
warneri fajnak, mig 23%-a S. pasteuri fajnak bizonyult. A S. aureus t6rzsek 70%-at, mig a CNS torzsek
mindegyikét hus és huskészitményekbdl izolaltuk (1. és 2. abra). A S. aureus torzsek esetében a hus és
huskészitmények 64%-a, mig a CNS tdrzsek 70%-a sertésbdl szarmazott. A hus és huskészitményeken
belll, a baromfibdl és marhabdl szarmazé izolatumok megoszlasa kdzel azonos volt.

nHus és huskészitmény = Tejtermék =Szaraztészta =Sertés «Baromfi «Marha =«Hal
Készételek mZo6ldség és gyiimdlcs

1. abra. A S. aureus térzsek megoszldsa 2. abra. A CNS térzsek megoszlasa
élelmiszercsoportonként élelmiszercsoportonként

Az izolatumok atlag azonositasi log score értékeit és azok szorasat a 4. tablazat foglalja 6ssze. A S. aureus
izolatumok atlag azonositasi log score értéke meghaladta a 2,400-et. A legalacsonyabb log score érték
2,304 volt, azonban még ebben az esetben is biztonsagosnak tekinthet az azonositas. A CNS izolatumok
vizsgalata soran, minden fajt 2,300 log score érték felett azonositottunk és a széras egyik esetben sem
haladta meg a 0,1 értéket.

4. tabldzat. Azonositott koaguldz-pozitiv és -negativ Staphylococcus fajok azonositasi log score értékei

Faj Azonc'JsiPési log Legalacsor!ya’bb Legmagas’ab’b log Log sco’re'értékek
score érték atlaga log score érték score érték szorasa

S. aureus (n=47) 2,415 2,304 2,571 0,072
S. xylosus (n=1) 2,412 - - -

S. saprophyticus (n=3) 2,406 2,395 2,415 0,010
S. pasteuri (n=7) 2,387 2,325 2,462 0,050
S. epidermidis (n=4) 2,348 2,304 2,396 0,038
S. warneri (n=9) 2,365 2,324 2,406 0,028
S. chromogenes (n=1) 2,372 - - -

S. haemolyticus (n=4) 2,353 2,307 2,413 0,054
S. piscifermentans (n=1) 2,318 - - -

4.2. A MALDI-TOF-MS technikaval meghatarozott methicillin-rezisztencia eredményei

Az izolatumokbdl nyert tdmegspektrumok elemzése soran 3 antibiotikum-rezisztencia specifikus csucsot
vizsgaltunk meg. A 2414 m/z csucs a mecA gén egyik fehérjeterméke [28], ezért ennek a csucsnak a
jelenlétét illetve hianyat minden torzs esetében megvizsgaltuk. A 7239 m/z csucs detektalhatosagat csak a
S. epidermidis fajokban, mig a 9674 m/z csucs jelenlétét/hianyat csak a S. haemolyticus fajokban vizsgaltuk
a cslcsok fajspecificitasa miatt.
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A 2414 m/z csucsot a 77 izolatum kozll, két S. aureus térzsben detektaltuk, amelyek kdzil az egyik libamajbdl
(SA-17) a masik pedig sertés tarjabdl (SA-47) szarmazik. A tovabbi 75 izolatum esetében ez a cslcs még
alacsony intenzitdssal sem jelent meg (6. tablazat). Az elemzés soran a methicillin-rezisztensnek bizonyult két
S. aureus torzset pirossal, mig a tébbi, methicillin-rezisztencia specifikus csucsot nem tartalmazé S. aureus
térzsek témegspektrumait feketével jeloltik (3. és 4. abra).

A 7239 m/z egyik S. epidermidis térzsben (n=4) sem volt detektalhatd és a 9674 m/z csucs a 4 S. haemolyticus
faj egyikében sem jelent meg.

[rass spectrum Mass Spectrum
Intens. intens.
[au] [au]
x104 x108
12;

2380 2400 2460

4000 5000 6000 7000 8000 9000 nI

3. abra. A 2414 m/z atmenet témegspektruma 4. abra. A 47 Staphylococcus térzs témegspektruma

5. tablazat. Specifikus ion fragment-értékek el6fordulasi gyakorisaga az élelmiszerekbdl izolalt
Staphylococcus térzsekben

Specifikus ion fragment-értékek el6fordulasi gyakorisaga
2414 m/z 7239 m/z 9674 m/z
S. aureus (n=47) 4,3% - -

S. xylosus (n=1) - - -

Faj

S. saprophyticus (n=3) - - -

S. pasteuri (n=7) - - -

S. epidermidis (n=4) - - -

S. warneri (n=9) - - -

S. chromogenes (n=1) - - -

S. haemolyticus (n=4) - - -

S. piscifermentans (n=1) - - -

4.3. A korongdiffuzios modszer és az MRSA CHROMagar szelektiv differencialé agar eredményei

A 77 térzs vizsgalata soran 75 térzs esetében a feltisztulasi zona atmérdje 23-29 mm kozé esett. Egy libamajbol
izolalt torzs (SA-17) feltisztulasi zonaja 9 mm, egy sertéstarjabdl izolalt térzs (SA-47) feltisztulasi zonaja pedig
17 mm atmérdji volt és ugyanezen tdrzsek malyvaszinu telepeket képeztek az MRSA CHROMagar szelektiv
differencialé taptalajon is (6. és 7. tablazat).
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6. tablazat. Az élelmiszerekbdl azonositott S. aureus térzsek antibiotikum
rezisztencia vizsgalatok eredményei

Elelmiszer ol Elelmiszer log score | Azonositas | Feltisztulasi MRSA .
kategoria Azonosité meg’- érték eredménye | zéna (mm) | Chromagar mecA gén
nevezése
SA-1 Trappista 2,458 S. aureus 24 - -
sajt
Tejtermék SA-10 Trasp);}ista 2,440 S. aureus 26 - -
SA-18 Tejes 2,513 S. aureus 25 - -
desszert
SA-2 Szaraztészta 2,476 S. aureus 25 - -
SA-49 Szaraztészta 2,308 S. aureus 28 - -
Szaraztészta SA-7 Szaraztészta 2,304 S. aureus 23 - -
SA-21 Széaraztészta 2,486 S. aureus 27 - -
SA-22 Széaraztészta 2,448 S. aureus 24 - -
SA-11 Szaraztészta 2,429 S. aureus 25 - -
SA-12 Csirkecomb 2,465 S. aureus 23 - -
SA-13 Csirkecomb 2,345 S. aureus 27 - -
SA-16 Pacolt csirke 2,332 S. aureus 24 - -
SA-44 Egész kacsa 2,401 S. aureus 28 - -
SA-17 Libam3j 2,447 S. aureus 9 + +
SA-20 Kacsatal 2,432 S. aureus 24 - -
SA-28 Kacsa comb 2,353 S. aureus 23 - -
SA-29 Kacsa 2,571 S. aureus 26 - -
teperté
SA-4 Csészar 2,319 S. aureus 23 - -
szalonna
SA-31 Bacon 2,546 S. aureus 26 - -
SA-5 Kolbéasz 2,477 S. aureus 26 - -
SA-6 Karaj 2,366 S. aureus 23 - -
SA-32 Karaj 2,466 S. aureus 26 - -
SA-25 Kolbész 2,429 S. aureus 25 - -
SA-33 Karaj 2,329 S. aureus 23 - -
’ SA-24 Lapocka 2,343 S. aureus 28 - -
Hus SA-34 Karaj 2,350 S. aureus 29 - -
SA-9 Lapocka 2,425 S. aureus 23 - -
SA-35 Lapocka 2,500 S. aureus 24 - -
SA-36 Lapocka 2,387 S. aureus 23 - -
SA-37 Lapocka 2,429 S. aureus 24 - -
SA-15 Tepertd 2,342 S. aureus 25 - -
SA-38 Sitnivalé 2,474 S. aureus 26 - -
kolbasz
SA-02 Lapocka 2,383 S. aureus 26 - -
SA-01 Kolbéasz 2,395 S. aureus 23 - -
SA-39 Cslilok 2,562 S. aureus 24 - -
SA-40 Csulok 2,516 S. aureus 26 - -
SA-41 Fej 2,403 S. aureus 23 - -
SA-47 Tarja 2,354 S. aureus 17 + +
SA-3 Marhahus 2,333 S. aureus 29 - -
SA-8 Marhahus 2,484 S. aureus 25 - -
SA-48 Bels6ség 2,362 S. aureus 28 - -
SA-42 Nyulhus 2,371 S. aureus 24 - -
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SA-43 Hamburger 2,382 S. aureus 23 - -
hus
Keszételek SA-50 | Grill csirke 2,305 S. aureus 28 - -
SA-45 Csokoladé 2,339 S. aureus 23 - -
SA-46 Friss salata 2,525 S. aureus 28 - -
Z5ldségek _mix
SA-27 Sargarépa 2,421 S. aureus 25 - -
pastétom
7. tabldzat. Az élelmiszerekbdl azonositott koagulaz-negativ Staphylococcus torzsek
antibiotikum rezisztencia vizsgalatok eredményei
Elelmiszer oo Elelmiszer log score Azonositas Feltisztulasi zéna MRSA
kategoria Azonosito megnevezése érték eredménye (mm) (cefoxitin) Chromagar
061SH Tojas 2,384 S. haemolyticus 24 -
062SH Tojas 2,307 S. haemolyticus 26 -
Baromfi 178SE Csirkemell 2,340 S. epidermidis 26 -
392SP Kacsa tepert6 2,318 S. piscifermentans 26 -
473SE Tojaskrém 2,353 S. epidermidis 25 -
529SW Pastétom 2,324 S. warneri 26 -
573SX Tepertékrém 2,412 S. xylosus 24 -
377SS Sertéstarja 2,395 S. saprophyticus 24 -
378SS Sertéstarja 2,408 S. saprophyticus 24 -
051SP Sertéslapocka 2,354 S. pasteuri 26 -
527SE Daralt hus 2,304 S. epidermidis 23 -
052SP Sertéslapocka 2,462 S. pasteuri 25 -
528SE Daralt hus 2,396 S.epidermidis 23 -
530SW Daralt hus 2,364 S.warneri 24 -
426SW Sertéslapocka 2,348 S.warneri 24 -
868SS Sertéstarja 2,415 S. saprophyticus 28 -
Sertés 911SW Daralt hus 2,371 S.warneri 24 -
3938w Sertéslapocka 2,403 S.warneri 24 -
427SW Sertéstarja 2,362 S.warneri 23 -
976SP Sertéslapocka 2,325 S.pasteuri 24 -
050SP Sertéslapocka 2,397 S.pasteuri 26 -
051SP Sertéstarja 2,392 S.pasteuri 25 -
052SW Sertéstarja 2,334 S.warneri 26 -
472SP Daralt hus 2,341 S.pasteuri 26 -
065SW Sertéskaraj 2,375 S.warneri 23 -
510SH Tepertékrém 2,413 S.haemolyticus 26 -
512SH Sertéstarja 2,309 S.haemolyticus 24 -
Marha 4358W Marhahuspogacsa 2,406 S. warneri 24 -
434SC Marha nyak 2,372 S. chromogenes 28 -
Hal 979SP pontyszelet 2,436 S. pateuri 24 -

4.4. mecA gén kimutatas eredményei

A MALDI-TOF-MS vizsgalatok, a korongdiffuziés mddszer és az MRSA szelektiv, differencialdé taptalaj
eredményei alapjan kidertlt, hogy a libamajbdl és sertés tarjabdl izolalt S. aureus tdrzsek (SA-17, SA-47)
methicillin-rezisztenciat hordoznak, amelyet a két térzsben kimutathatd, a PBP2a szintéziséért felelds mecA
gén erGsitett meg (6. tablazat).

4.5. Az MRSA torzsek MLST tipusa

A vizsgdlat soran elvégeztiik a két MRSA torzs MLST tipizalasat is, amely soran a PubMLST honlapon (https://
pubmist.org/saureus/) elérhetd adatbazisban szerepldé adatokat hasznaltuk. A BioNumerics 7.6 szoftver a
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két MRSA t6rzs kozil csak a sertés tarjabdl izolalt térzs esetében tudta hozzarendelni a szekvencia tipust.
A libamajbdl izolalt t6rzs egy eddig még nem ismert szekvencia tipusba, mig a sertés tarjabdl izolalt térzs a
398-as szekvencia tipusba tartozott (8. tablazat).

8. tabldzat. Az élelmiszerekbdl izolalt MRSA térzsek MLST tipusa

Elelmiszer megnevezése | Azonosité Faj »Repeat succession” kéd MLST tipus
Sertéstarja SA-47 S. aureus 08-16-02-25-34-24-25 ST398
Libam3j SA-17 S. aureus 09-02-16-34-17-34-16-34 Ismeretlen

5. Osszefoglalas és kovetkeztetés

A vizsgalat soran kildnbdzd élelmiszer matrixokbdl 77 Staphylococcus izoldtumot gydjtéttink az MSZ EN
ISO 6888-1:2008 szabvanyban leirt modszerek alapjan. A szabvany ugyan lehetévé teszi a koagulaz-pozitiv
és koagulaz-negativ Staphylococcus fajok elkildonitését, azonban a faji identifikalast nem, amely a fajok eltéré
virulencia faktorai és patogenitasa szempontjabdl szamottevd. Az élelmiszerekbdl izolalt 47 koagulaz-pozitiv
és 30 koagulaz-negativ Staphylococcus térzs azonositasat MALDI-TOF-MS technikaval végeztik el, magas
azonositasi log score értékekkel. Emellett a kapott tdmegspektrumok elemzésével, kordbbi tanulmanyokban
meghatarozott methicillin-rezisztencia specifikus ion fragment-értékek alapjan két S. aureus torzs esetében
methicillin-rezisztenciat allapitottunk meg, amelyet korongdiffuziés médszerrel, szelektiv differencialé agarral
és a mecA gén kimutatasaval igazoltunk. A specifikus ion fragment értékeknek készdénhetben jelentdésen
csOkkenthetd a diagnosztikai id6, amely gazdaséagi és terapias szempontbdl sem elhanyagolhaté. Azt azonban
figyelembe kell vennlink, hogy az MRSA torzsek nagy variabilitdsdnak kdszénhetéen ezeknek az ion fragment
értékeknek a szenzitivitasa és specificitdsa nem 100%-0s, igy megerdsitd vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Az élelmiszerekbdl izolalt két MRSA torzsnek elvégeztiik a multildkusz szekvencia tipizalasat (MLST), a térzsek
epidemiolégiai vizsgalata céljabdl. A sertéshisbol szarmazo izolatum az ST398 tipusba tartozott, amely a
mez6gazdasagi haszonallatokbdl izolalt MRSA torzsek leggyakoribb tipusa az EU/EGT tertiletén. Figyelembe
véve azonban az ST398-as tipusu tdrzsek specifikus gazdaszervezet adaptacios képességeit, miszerint
azok nem csak sertésekben, hanem mas allatfajokban és a human szervezetben is képesek megtapadni, a
kontaminacioé és a fert6z6dés szamos modon Iétrejohet az élelmiszer-feldolgozas technoldgiai Iépései soran is.

Tekintve, hogy az éleimiszerekbdlizolalt 47 S. aureus t6rzs kdzll 2 térzs is methicillin-rezisztensnek bizonyult, e
tény igazolja a globalisan ndvekvd antibiotikum-rezisztencia okozta veszélyeket, ezaltal a helyzet sulyossagat
és aktualitasat is jelzi.
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1. SUMMARY

The presence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains in the food
chain has been confirmed by several studies in the European Union, but there are only
limited data available in Hungary. The objective of the present study was to investigate
the antibiotic resistance of Staphylococcus strains isolated from foods, using classical
microbiological, molecular biological methods and the MALDI-TOF-MS technique, as
well as the multi-locus sequence typing (MLST) of antibiotic resistant strains. During the
study, 47 coagulase-positive (CPS) and 30 coagulase-negative (CNS) Staphylococcus
isolates were collected. In the course of the MALDI-TOF-MS investigations, all CPS
isolates (n=47) were found to be S. aureus species, while 8 different species were
identified in the case of the CNS strains. Methicillin resistance was confirmed in two S.
aureus strains, one of which had a sequence type not yet known, while the other MRSA
strain was type ST398, which is the most common type of MRSA strain isolated from
farm animals in the EU/EEA.

(The abbreviation “MRSA” is often used in common parlance, but occasionally in the literature to denote
“multidrug-resistant Staphylococcus aureus”. In the authors’ manuscript - the methicillin-resistant pathogen
is correctly designated as such. Ed.)
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2. Introduction and literature review

The number of nosocomial infections caused by antibiotic-resistant microorganisms has been increasing in
all countries, thus posing a greater and greater challenge to the health care system [1, 2]. The situation is
further exacerbated by the fact that antibiotic-resistant Staphylococcus species have already appeared not
only in communities and health care, but also in intensive animal husbandry and thus in the food chain [3].

In Staphylococcus species, genes associated with antibiotic resistance and virulence are found in the mobile
genetic elements (MGE), such as chromosome cassettes, pathogenicity islands, plasmids or transposons
[4].- The mecA gene is responsible for methicillin resistance: the gene encodes a modified penicillin-binding
protein that reduces the binding affinity of most beta-lactam antibiotics, such as penicillin and methicillin.
The mecA gene is located on the Staphylococcus chromosome cassette (SSCmec), which is a group of MGE
found only in Staphylococcus species [5]. The transfer mechanism of the mecA gene between Staphylococ-
cus species is unknown, however, evidence supports horizontal gene transfer between coagulase-positive
and coagulase-negative Staphylococcus species [6].

The presence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains in the food chain has already
been reported in several studies. Some of their authors examined strains isolated from food samples of ani-
mal origin, others investigated strains isolated from raw meat samples (pig, fish, poultry). In the Netherlands
in 2009, 2,217 different food samples were analyzed, 12% of which contained MRSA strains [7], while in a
Danish study 4.6% of 153 pork samples and 7.5% of imported pork samples were infected with MRSA strains
[8]. MRSA strains have also been identified in Germany in raw milk, pork, turkey and broiler chicken [9]. In
Hungary, 27 MRSA isolates were identified in the 595 individual milk samples of a dairy farm [10], while in
another study only 4 strains out of the 626 S. aureus isolates of 42 farms proved to be methicillin-resistant
[11]. However, beyond these examples, the presence of MRSA in foods from other categories and ready-
to-eat foods has not been investigated so far. Molecular typing results of the strains have shown that many
types of MRSA are present in the food chain in different countries [12], but the most common type is CC398,
accounting for 85% of the MRSA strains isolated from farm animals in the EU and the EEA [13, 14, 7,15].

The presence of additional methicillin-resistant Staphylococcus (MRS) species in foods has been investigat-
ed by fewer studies. In Nigeria, 13 Staphylococcus species (S. xylosus, S. epidermidis, S. simulans) showed
methicillin resistance out of 255 isolates from traditional foods [16]. In a study in Poland, out of 58 strains iso-
lated from ready-to-eat foods, 33 Staphylococcus strains (S. epidermidis, S. simulans, S. xylosus, S. hycus,
S. lentus, S. saprophyticus) showed resistance to at least one type of antibiotic [17].

In the European Union, testing for antibiotic resistance in Staphylococcus strains isolated from foods and
farm animals is currently voluntary, so in 2016 only Germany, Switzerland, Denmark and Spain reported
information related to this topic. The incidence of MRSA varied from country to country, but in the case of a
comparison it should be taken into account that the studies were performed on strains isolated from different
animal species, meats and meat products [18]. A small proportion of human infections can be traced back
to MRSA strains of the CC398 type, and they are also mainly limited to occupational exposures, such as vet-
erinary medicine and intensive animal husbandry. Nevertheless, the virulence factors detectable in CC398-
type MRSA strains allow for high pathogenicity, so continuous revision is essential both in animals and in
foods [19]. The need for surveillance is also justified by the possible presence of antibiotic resistance of other
Staphylococcus species, which allows for the spread of resistance and poses a risk to consumer health.

A prerequisite for a successful surveillance system is the availability of a uniform, economically acceptable,
rapid and reliable method for the species-level identification of the microorganisms and the determination of
antibiotic resistance, a promising cornerstone of which could be matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) based on peptide identification. In the early 2000s, sever-
al studies reported specific fragment ions that allow rapid identification of antibiotic-resistant Staphylococcus
strains. The most often studied biomarker was the fragment ion with an m/z value of 2,414, the appearance
of which in the mass spectrum correlates with the expression of psm-mec, characteristic of MRSA strains
[20]. The applicability of the 2,414 m/z fragment ion for detection and discrimination has been demonstrated
in several studies [21, 22].

In addition to the studies of the biomarkers of MRSA strains, methicillin resistance-specific fragment ion
peaks of other Staphylococcus species have been analyzed in other studies. In an earlier article, two specific
fragment ion values were determined: the ion fragment peak with an m/z value of 7,239, which is a biomarker
of methicillin-resistant S. epidermidis, and the fragment ion peak with an m/z value of 9,674, which is the
biomarker of methicillin-resistant S. haemolyticus [23].
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The objective of our own experiments was to investigate the methicillin resistance of Staphylococcus strains
isolated from foods using classical microbiological, molecular biological methods and the MALDI-TOF-MS
technique, as well as the multi-locus sequence typing (MLST) of antibiotic-resistant strains for the epidemio-
logical study of the strains.

3. Materials and methods
3.1. The isolates collected and culture conditions

77 Staphylococcus isolates, isolated according to the requirements of standard MSZ EN ISO 6888-1:2008,
were analyzed in the Microbiological Laboratory of WESSLING Hungary Kft. in the period between August
2019 and September 2020. The isolates were grown on a Baird-Parker (Biokar, France) selective culture
medium at 37 °C for 24+1 hour and colonies characteristic of Staphylococci were inoculated onto Columbia
blood agar (Neogen, UK) (37 °C, 24+1 hours). In the course of culturing, 47 strains showed a positive co-
agulase reaction, while 30 isolates proved to be coagulase-negative, which was also confirmed by a latex
agglutination rapid test (PASTOREX™ STAPH-PLUS). Isolates were collected from raw meat, meat products
and ready-to-eat foods: poultry (n=14), beef (n=5), pork (n=42), game (n=1), fish (n=1), dairy product (n=3),
ready-to-eat foods (n=3), vegetables (n=2) and dry pasta (n=6).

3.2. Identification of the isolates using the MALDI-TOF-MS technique

The 77 isolates collected were identified using a Bruker Microflex LT MALDI-TOF mass spectrometer and
the MALDI BioTyper 3.1 (Bruker Daltonics) software. A formic acid suspension protocol was used in which a
single colony was collected from the Columbia blood agar using a sterile loop, and then it was suspended in
40 pl formic acid. To the suspension was added 40 pl of acetonitrile, 1 pl of which was applied to one of the
positions of the plate. After the solvent evaporated, 1 pl of a-HCCA (10 mg/ml a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid) matrix solution was applied and the solvent was allowed to evaporate once more. 6 parallel measure-
ments were performed for each sample.

To identify the isolates, the MALDI Biotyper 3.1 software was used, which compares the mass spectra ob-
tained with the reference mass spectra in its database and calculates a compliance factor (score). In case
of a log score value of 2.300 - 3.000, identity is highly probable. At a log score value this high, the species
is considered to be identified. If the log score value is between 2.000 and 2.299, the identity is less certain,
so in this case only the genus of the microorganism can be considered identified. When the log score value
is between 1.700 and 1.999, even the identification of the genus cannot be considered sufficiently certain.
If a log score value between 0.000 and 1.699 is returned by the evaluation software, identification should
be considered unsuccessful. Identification of the coagulase-positive Staphylococcus strains included in the
study was carried out earlier [24].

3.3. Antibiotic susceptibility testing
3.3.1. Investigation of the methicillin resistance specific peaks by the MALDI-TOF-MS method

The mass spectra obtained were exported to the flexAnalysis 3.4 software (Bruker Daltonics) and manual
analysis and comparison of the mass spectra was performed. Smoothing of the mass spectra was carried out
with the Savitzky—Golay filter, while baseline correction was performed using the TopHat algorithm. During
the analysis the presence of methicillin resistant-specific fragment ion values was examined (Table 1).

Table 1. Methicillin resistance (MR) specific peaks analyzed in this study

Species p:' aZ;%en(ii:ic::n Literature reference
S. aureus m/z 2.414 [20]
S. aureus m/z 2.414 [22]
S. aureus m/z 2.414 [21]
S. epidermidis m/z 7.239 [23]
S. haemolyticus m/z 9.674 [23]

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3374



3.3.2. Disk diffusion method

When examining the antibiotic resistance of the strains, the guidelines of the CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2019) were followed [25]. A bacterial suspension equivalent to 0.5 McFarland unit was
applied to the surface of a Mueller-Hinton agar (Oxoid, UK), and then Cefoxitin 30 pg disks were placed on
the surface of the medium. The strains were incubated at 37 °C for 18 hours. In the case of MRSA strains, the
reference range of the clearance zone was 6-19 mm volt, while for mecA negative species it was 20-32 mm.

3.3.3. Selective differentiation agar

In addition to the above, CHROMagar MRSAIl selective differentiation medium (BD, UK) was used for the
detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus species in the antibiotic resistance assays. Isolates
were incubated at 37 °C for 24 — 48 hours under aerobic conditions. Strains that formed mauve colonies, mor-
phologically similar to those of Staphylococci, were considered MSRA bacteria. The disk diffusion method
(Cefoxitin 30 pg) and the MRSA CHROMagar assay were repeated twice for each strain isolated from a food
(n=77). During the study, the reference MRSA strain ATCC 33591 was used as a positive control and the
MRSA strain ATCC 29213 was used as a negative control.

3.3.4. mecA gene complex

Detection of the mecA gene was performed according to the protocol of the Danish National Food Institute
(NFI), published in 2012 [26]. During the study, MRSA strain ATCC 43300 was used as a positive control and
MRSA strain ATCC 29213 was used as a negative control. Genomic DNA was isolated from the bacteria and
the mecA gene sequence was amplified using PCR. The primers used are listed in Table 2.

Table 2. Primers used for the amplification of the mecA gene

Primer name Primer sequence
mecA_fwd 5’- GGGATCATAGCGTCATTATTC-3’
mecA_rev 5’- AACGATTGTGACACGATAGCC-3’

3.4. MLST study of methicillin-resistant Staphylococcus strains

According to the study of Thomas et al. [27], genomic DNA was isolated from the bacteria, and then the
gene sequences specific for the 7 Staphylococcus aureus species were amplified using PCR (Table 3). The
nucleotide sequences of the purified PCR products were determined and the sequence data were evaluated
in the BioNumerics 7.6 software.

Table 3. Genes used in the MLST method and data of the primers used in their amplification

Gene Primer Primer DNA sequence (5’-3’)
Carbamate kinase (arcC) arc up_1 TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC
arc dn_2 AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG
Shikimic acid dehydrogenase (aroE) aro up_3 ATC GGA AAT CCT ATT TCA CATTC
aro dn_4 GGT GTT GTATTA ATAACG ATATC
Glycerol kinase (glpF) glp up_5 CTA GGA ACT GCAATC TTAATCC
glp dn_6 TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC
Guanylate kinase (gmk) gmk up_7 ATC GTT TTATCG GGA CCATC
gmk dn_8 TCATTAACT ACA ACG TAATCG TA
Phosphate acetyltransferase (pta) pta up_9 GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG
ptadn_10 GAC CCTTTT GTT GAA AAG CTT AA
Triose phosphate isomerase (tpi) tpi up_11 TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA
tpidn_12 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC
Acetyl coenzyme A acetyltransferase (yqilL) yqiup_13 CAG CAT ACA GGA CAC CTATTG GC
yqi dn_14 CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3375



4. Results
4.1. Identification results of the isolated strains

In the MALDI-TOF-MS study, all coagulase-positive Staphylococcus (CPS) strains (n=47) were found to be S.
aureus species (Tables 4 and 6). In the case of coagulase-negative Staphylococcus (CNS) strains, 8 different
species (S. xylosus, S. saprophyticus, S. pasteuri, S. epidermidis, S. warneri, S. chromogenes, S. piscifermen-
tans, S. haemolyticus) were identified (Tables 4 and 7). 30% of the CNS isolates (n=30) were found to be S.
warneri species, while 23% were found to be S. pasteuri species. 70% of the S. aureus strains and all of the
CNS strains were isolated from meat and meat products (Figures 1 and 2). In the case of S. aureus strains,
64% of the meats and meat products came from pigs, while this was true for 70% of the CNS strains. Within
meat and meat products, the distribution of isolates coming from poultry and beef was nearly the same.

= Meat and processed meat = Dairy product =Pasta =Pork =Poultry = Beef =Fish
Ready meals =Vegetable and fruit

Figure 1. Food types tested Figure 2. Raw materials of meats and meat products

The mean identification log score values of the isolates and their standard deviations are summarized in
Table 4. The mean identification log score value of S. aureus isolates exceeded 2.400. The lowest log score
value was 2.304, and even in this case, identification can be considered safe. When examining CNS isolates,
each species was identified with a log score value above 2.300 and the standard deviation did not exceed
0.1 in any of the cases.

Table 4. Identification log score values of the identified coagulase-positive and -negative
Staphylococcus species

Species Mean identification | Lowest log score Highest log score | Standard deviation
log score value value value of log score values
S. aureus (n=47) 2.415 2.304 2.571 0.072
S. xylosus (n=1) 2.412 - - -
S. saprophyticus (n=3) 2.406 2.395 2.415 0.010
S. pasteuri (n=7) 2.387 2.325 2.462 0.050
S. epidermidis (n=4) 2.348 2.304 2.396 0.038
S. warneri (n=9) 2.365 2.324 2.406 0.028
S. chromogenes (n=1) 2.372 - - -
S. haemolyticus (n=4) 2.353 2.307 2.413 0.054
S. piscifermentans (n=1) 2.318 - - -

4.2. Methicillin resistance results determined by the MALDI-TOF-MS technique

In the analysis of the mass spectra obtained from the isolates, 3 antibiotic resistance-specific peaks were
examined. The m/z 2,414 peak is a protein product of the mecA gene [28], so the presence or absence of
this peak was examined for all strains. The detectability of the m/z 7,239 peak was examined only in S. epi-
dermidis species, while the presence/absence of the m/z 9,674 peak was examined only in S. haemolyticus
species due to the species specificity of the peaks.
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The m/z 2,414 peak was detected in two S. aureus strains out of 77 isolates, one of which came from goose
liver (SA-17), while the other came from pork butt (SA-47). For the additional 75 isolates, this peak did not
appear even at a low intensity (Table 5). In the analysis, mass spectra of the two S. aureus strains that proved
to be methicillin-resistant were marked in red, while the mass spectra of the other S. aureus strains that did
not have a methicillin resistance-specific peak were marked in black (Figures 3 and 4).

[tass Spectrum [Mass Spectrum
Intens. Intens.

[au] [au]
x104 x108
12;

4000 5000 6000 7000 8000 9000 nI
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Figure 3. Mass spectrum of the m/z 2,414 transition Figure 4. Mass spectra of the 47 Staphylococcus
strains

Table 5. Frequency of specific ion fragment values in Staphylococcus strains isolated from foods

Frequency of specific ion fragment values
m/z 2,414 m/z 7,239 m/z 9,674
S. aureus (n=47) 4,3% - -
S. xylosus (n=1) - - -

Species

S. saprophyticus (n=3) - - -

S. pasteuri (n=7) - - -

S. epidermidis (n=4) - - -

S. warneri (n=9) - - -

S. chromogenes (n=1) - - -

S. haemolyticus (n=4) - - -

S. piscifermentans (n=1) - - -

The m/z 7,239 peak could not be detected in any of the S. epidermidis strains (n=4), while the m/z 9,674 peak
did not appear in any of the 4 S. haemolyticus species.

4.3. Results of the disk diffusion method and the MRSA CHROMagar selective differentiation agar

In the study of the 77 strains, the diameter of the clearance zone ranged from 23 to 29 mm in the case of 75
strains. The strain isolated from goose liver (SA-17) had a clearance zone with a diameter of 9 mm, while the
strain isolated from pork butt (SA-47) had a clearance zone with a diameter of 17 mm, and the same strains
also formed mauve-colored colonies on the MRSA CHROMagar selective differentiation medium (Tables 6
and 7).
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Table 6 Antibiotic resistance test results of the S. aureus strains identified in foods

Food ID Food log score Identifica- Clearance | MRSA Chro-| mecA gene
category value tion result zone (mm) magar
SA-1 Trappista 2.458 S. aureus 24 - -
cheese
Dairy product SA-10 Trappista 2.440 S. aureus 26 - -
cheese
SA-18 Milk dessert 2.513 S. aureus 25 - -
SA-2 Dry pasta 2.476 S. aureus 25 - -
SA-49 Dry pasta 2.308 S. aureus 28 - -
Drv pasta SA-7 Dry pasta 2.304 S. aureus 23 - -
VP SA-21 Dry pasta 2.486 S. aureus 27 - -
SA-22 Dry pasta 2.448 S. aureus 24 - -
SA-11 Dry pasta 2.429 S. aureus 25 - -
SA-12 Chicken legs 2.465 S. aureus 23 - -
SA-13 Chicken legs 2.345 S. aureus 27 - -
SA-16 Marinated 2.332 S. aureus 24 - -
chicken
SA-44 Whole duck 2.401 S. aureus 28 - -
SA-17 Goose liver 2.447 S. aureus 9 + +
SA-20 Duck plate 2.432 S. aureus 24 - -
SA-28 Duck leg 2.353 S. aureus 23 - -
SA-29 Duck 2.571 S. aureus 26 - -
crackling
SA-4 Bacon 2.319 S. aureus 23 - -
SA-31 Bacon 2.546 S. aureus 26 - -
SA-5 Sausage 2.477 S. aureus 26 - -
SA-6 Pork 2.366 S. aureus 23 - -
tenderloin
SA-32 Pork 2.466 S. aureus 26 - -
tenderloin
SA-25 Sausage 2.429 S. aureus 25 - -
SA-33 Pork 2.329 S. aureus 23 - -
tenderloin
SA-24 Pork 2.343 S. aureus 28 - -
shoulder
SA-34 Pork 2.350 S. aureus 29 - -
Meat tenderloin
SA-9 Pork 2.425 S. aureus 23 - -
shoulder
SA-35 Pork 2.500 S. aureus 24 - -
shoulder
SA-36 Pork 2.387 S. aureus 23 - -
shoulder
SA-37 Pork 2.429 S. aureus 24 - -
shoulder
SA-15 Crackling 2.342 S. aureus 25 - -
SA-38 Sausage to 2.474 S. aureus 26 - -
bake
SA-02 Pork 2.383 S. aureus 26 - -
shoulder
SA-01 Sausage 2.395 S. aureus 23 - -
SA-39 Pork knuckle 2.562 S. aureus 24 - -
SA-40 Pork knuckle 2.516 S. aureus 26 - -
SA-41 Head 2.403 S. aureus 23 - -
SA-47 Pork butt 2.354 S. aureus 17 + +
SA-3 Beef 2.333 S. aureus 29 - -
SA-8 Beef 2.484 S. aureus 25 - -
SA-48 Guts 2.362 S. aureus 28 - -
SA-42 Rabbit meat 2.371 S. aureus 24 - -
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SA-43 Hamburger 2.382 S. aureus 23 - -
meat
ready-to-eat ™"5A-50 Grilled 2.305 S. aureus 28 _ _
chicken
SA-45 Chocolate 2.339 S. aureus 23 - -
SA-46 Fresh salad 2.525 S. aureus 28 - -
Vegetables mix
SA-27 Carrot paté 2.421 S. aureus 25 - -

Table 7. Antibiotic resistance test results of the coagulase-negative Staphylococcus strains identified in foods

Food ID Food log score Identification Clearance zone MRSA
category value result (mm) (cefoxitin) Chromagar
061SH Egg 2.384 S. haemolyticus 24 -
062SH Egg 2.307 S. haemolyticus 26 -
Poultry 178SE Chicken breast 2.340 S. epidermidis 26 -
392SP Duck crackling 2.318 S. piscifermentans 26 -
473SE Egg cream 2.353 S. epidermidis 25 -
529SW Paté 2.324 S. warneri 26 -
573SX Crackling paté 2.412 S. xylosus 24 -
377SS Pork butt 2.395 S. saprophyticus 24 -
378SS Pork butt 2.408 S. saprophyticus 24 -
051SP Pork shoulder 2.354 S. pasteuri 26 -
527SE Ground meat 2.304 S. epidermidis 23 -
052SP Pork shoulder 2.462 S. pasteuri 25 -
528SE Ground meat 2.396 S.epidermidis 23 -
530SW Ground meat 2.364 S.warneri 24 -
426SW Pork shoulder 2.348 S.warneri 24 -
868SS Pork butt 2.415 S. saprophyticus 28 -
Pork 911SW Ground meat 2.371 S.warneri 24 -
393sSW Pork shoulder 2.403 S.warneri 24 -
427SW Pork butt 2.362 S.warneri 23 -
976SP Pork shoulder 2.325 S.pasteuri 24 -
050SP Pork shoulder 2.397 S.pasteuri 26 -
051SP Pork butt 2.392 S.pasteuri 25 -
0528w Pork butt 2.334 S.warneri 26 -
472SP Ground meat 2.341 S.pasteuri 26 -
065SW Pork tenderloin 2.375 S.warneri 23 -
510SH Crackling paté 2.413 S.haemolyticus 26 -
512SH Pork butt 2.309 S.haemolyticus 24 -
Beef 4358W Beef patty 2.406 S. warneri 24 -
434SC Beef neck 2.372 S. chromogenes 28 -
Fish 979SP Carp slices 2.436 S. pateuri 24 -

4.4. mecA gene detection results

Based on the results of the MALDI-TOF-MS analyses, the disk diffusion method and the MRSA selective dif-
ferentiation medium, it was found that the S. aureus strains isolated from goose liver and pork butt (SA-17,
SA-47) carry methicillin resistance, and this was confirmed by the mecA gene responsible for PBP2a synthe-
sis, which could also be detected in the two strains (Table 6).

4.5. MLST types of the MRSA strains

MLST typing of the two MRSA strains was also performed during the study, using data available on the
PubMLST website (https://pubmist.org/saureus/). Of the two MRSA strains, the BioNumerics 7.6 software
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could only assign the sequence type in the case of the strain isolated from pork butt. The strain isolated from
goose liver belonged to a sequence type not yet known, while the strain isolated from pork butt belonged to
sequence type 398 (Table 8).

Table 8. MLST types of the MRSA strains isolated from foods

Food ID Species »Repeat succession” code MLST type
Pork butt SA-47 S. aureus 08-16-02-25-34-24-25 ST398
Goose liver SA-17 S. aureus 09-02-16-34-17-34-16-34 Unknown

5. Summary and conclusions

During the study, 77 Staphylococcus isolates were collected from various food matrices according to the
methods described in standard MSZ EN ISO 6888-1:2008. Although the standard allows the separation of
coagulase-positive and coagulase-negative Staphylococcus species, it does not allow species identification,
which is significant because of the different virulence factors and pathogenicities of the species. Identifica-
tion of the 47 coagulase positive and 30 coagulase-negative Staphylococcus strains isolated from foods was
performed using the MALDI-TOF-MS technique, with high identification log score values. In addition, by ana-
lyzing the mass spectra obtained and based on methicillin resistant-specific ion fragment values determined
in previous studies, methicillin resistance was found in two S. aureus strains, which was confirmed by the disk
diffusion method, selective differentiation agar and the detection of the mecA gene. Thanks to the specific
ion fragment values, the diagnostic time can be significantly reduced, which is not negligible from economic
and therapeutic points of view. However, it should be taken into consideration that due to the high variability
of MRSA strains, the sensitivity and specificity of these ion fragment values are not 100%, so confirmatory
studies are required.

Multi-locus sequence typing (MLST) of the two MRSA strains isolated from foods was also carried out for
the epidemiological study of the strains. The isolate coming from pork belonged to type ST398, which is the
most common type of MRSA strain isolated from farm animals in the EU/EEA. However, taking into account
the specific host adaptation capabilities of type ST398 strains, which allow them to adhere not only to pigs,
but also to other animal species and the human body, contamination and infection may occur in a number of
ways during the technological steps in food processing.

Given that 2 of the 47 S. aureus strains isolated from foods proved to be methicillin-resistant, this fact con-
firms the dangers posed by globally increasing antibiotic resistance, thus indicating the severity and urgency
of the situation.
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1. BSSZEFOGLALAS

A takarmanyok mikotoxin szennyezettsége megjelenik az élelmiszerlancban. Az
aflatoxinok az allatok szervezetében metabolizalédnak és metabolitjuk, az aflatoxin
M1 (AFM1) - amely az aflatoxin B1-hez (AFB1) hasonléan, de annal tizszer kisebb
mértékben genotoxikus és rakkelt6 — megjelenik a tejpen, a majban, valamint a
tojasban is. Ezek ko6zil a legjelentésebb élelmiszerbiztonsagi kockazatot a tej
AFM1 szennyezése jelenti. Cikkiinkben bemutatjuk a magyar fogyasztéok tej és
tejtermékek AFM1 szennyezése alapjan determinisztikus modszerrel szamitott
expoziciobecslését. Az eredmények azt jelzik, hogy a harom évnél fiatalabb gyerme-
kek kitettsége egyértelmiien egészségligyi kockazatot jelent, a 3-6 éves korcsoport
expozicidja pedig hatareset. Az id6sebb korcsoportok ng/testtomeg kg-ban kifejezett
expozicidja a novekvd testtomeg koévetkeztében kézvetlen egészségiigyi kockazatot
nem jelent. Hangsulyozzuk azonban, hogy a rakkelté6 vegyiiletek jelenlétét minden
korcsoportban a lehet6 legalacsonyabb szinten kell tartani. Ennek érdekében a tej
Uzemi ellenérzésének rendeleti modositasat javasoljuk.
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2. Bevezetés

A mikotoxin-szennyezéssel foglalkozé el6z8 kozleménylinkben bemutattuk a hazai élelmiszerek és
a mintavételi eljarasok korlatait és elemeztilk a jelenlegi hazai gyakorlat tapasztalatait [1]. A 2009-ben
végrehajtott élelmiszerfogyasztasi felmérés adatait és a 2010-2018 id&szakbdl rendelkezéslinkre allé mérési
eredményeket felhasznalva becsiltlik a magyar fogyasztok expozicidjat DON és aflatoxin M1 vonatkozasaban.
Elézetes becsléseink alapjan megallapitottuk, hogy a fogyasztdk egy részénél az aflatoxin M1 és a DON
expozicidja az élelmiszerek szennyezésének évenként valtozé szintje miatt idészakonként meghaladhatja a
toxikologiai referencia-értékeket, és ez humanegészségligyi kockazatot jelenthet.

Jelen kdzleménylnkben bemutatjuk az Ujabb analitikai mérési eredmények és a 2018-2019 folyaman az
Eurépaban egységesen alkalmazott metodikaval végrehajtott, magyar élelmiszerfogyasztasi felmérés
adatainak felhasznalasaval, determinisztikus mddszerrel elvégzett szamitdsaink eredményét, amely a
kilénb6zé fogyasztodi korcsoportok kronikus AFM1 expoziciojardl ad informaciot.

A mikotoxintermeld gombaknak a globdlis felmelegedés kdvetkeztében varhatd terjedése, az altaluk
termelt toxinok okozta élelmiszer és takarmany szennyezettségi szintek névekedése, a nekik tulajdonithaté
egészségugyi problémak és gazdasagi karok intenziv kutatdbmunkat indukaltak. Az eredményeket ismertetd
nagyszamu koézleményt arendszeresen kézreadott 6sszefoglald cikkek kutatasi tertiletenként teszik kbnnyeben
attekinthetéveé, mint példaul a mikotoxint termeld Aspergillus fajok kélcsénhatasa a talaj mikroorganizmusaival
[2], a mikotoxin expozicié human fizioldgiai hatasai [3], biokontroll technolégiak alkalmazasa az aflatoxin
szennyezés csOkkentésére, a silokészitési technoldgia és mikrobidta hatasa az aflatoxin szennyezésre [4],
a mikotoxin-szennyezés forrasai, el6fordulasa, szabalyozasa [5, 6], detektalasi modszerei [7]. A Frontiers
in Microbiology folydirat 22 legujabb kutatdsi eredményt, dsszefoglalét tartalmazdé kildnkiadasat koényv
formajaban is megjelentette [8].

A fenti kiadvanyokra valod tekintettel alabbiakban csak a koézleményink célkitlizéséhez szorosan tartozé
szakirodalmi kdzleményeket foglaljuk 6ssze.

2.1. Az aflatoxinok el6fordulasa

A nyers mezdgazdasagi termékekben (elsdsorban féldimogyord, kukorica, rizs, diéfélék, flige, flszerek,
szaritott gyimodlcsok), takarmanyokban el6forduld aflatoxinok és egyéb mikotoxinok bekeriilnek az
élelmiszerlancba és detektalhatok tejben [9, 10, 11, 12], tojasban, husban, belséségekben [6, 13]. Aflatoxikolt
detektaltak broiler és t0jo tyukok majaban, veséjében és husaban [14, 15]. Az AFB1-nek a takarmanyban
Iévé koncentracidjahoz viszonyitva a tyukok majaban, tojassargajaban és a tojasfehérjében >5700-, >4600-,
>3800-szoros koncentracidkat mértek [16].

A takarmanybdl a tejbe jutd AFM1 koncentracidja az allatok AFB1 (ug/ttkg) kitettségén tulmenden szamos
tényez6tdl figg, mint példaul a tehén egészségi allapota, tejhozama, a laktacios id6szak stb. [17]. A nagy
tejhozamu egyedek esetén az atviteli arany nagyobb [18]. A szakirodalomban szamos vizsgalat eredményét
kozolték, amelyek szerint az atviteli arany kerekitve 0,35-6% koz6tt valtozott. Juhokban alacsonyabb
(0,08%-0,33%) atviteli aranyt tapasztaltak [19].

Az aflatoxin majba, husba és tojasba térténd atvitele kapcsan kevesebb kutatasi eredmény all rendelkezésre,
azonban ezek a tejhez képest jelentésen kisebb atviteli aranyrél szamolnak be, igy tovabbra is a tej tekinthetd
az allati eredetl élelmiszerek kozétt a legjelentésebb aflatoxin-forrasnak [4, 20].

Az AFB1-gyel szennyezett élelmiszer fogyasztasakor a tehéntejhez hasonldé mértékben keril AFM1 az
anyatejbe is [21, 22, 23, 24, 25, 26]. A tehéntej alapu tapszerrel, tejitalokkal taplalt csecsemdk és kisgyermekek
szintén AFM1-expozicionak lehetnek kitéve. Az eurdpai felmérések eredményei jéval alacsonyabb expozicids
szintet jeleznek, mint az afrikai és az azsiai publikacidk [27].

Mint minden mikotoxin esetében, az aflatoxinoknal is megfigyelhetd, hogy szintjik jelentés éves ingadozast
mutat a gombak ndvekedését és a toxintermelést befolyasolo iddjarasi viszonyoktdl fliggben [28].

Az EFSA a legutdbbi kockazatbecsléséhez [29] a tagorszagok altal 2013 utan jelentett aflatoxin M1 mérési
eredményeket haszndlta fel. Néhany fontosabb élelmiszer-kategéridra vonatkozé statisztikai adatot a
1. tablazatban foglaltunk dssze.
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1. tabldzat. AFM1 dtlag és 95. percentilis koncentrdcio értékek az EFSA 2013-2020-as tagorszdgi adatai alapjan.

Elelmiszer kategéria N (db) | % LCD ‘}L‘gf’k'é;?’ A(::g?k‘;f 5125/&5 '(if’glsll‘(’g?
Tej 6020 76 0,018 0,031 0,087 0,087
Sdritett tej/Tejpor 168 81 0,037 0,044 0,018 0,087
Tejszin 114 96 0,000 0,009 0,000 0,020
Fermentalt tejkészitmények 96 94 0,052 0,069 1,00 1,00
Sajtok 359 53 0,097 0,107 0,415 0,415
Csecsemd tapszer 354 90 0,060 0,071 1,00 1,00
Egyéb 85 53 0,124 0,204 1,00 1,00
Megjegyzés:

N: mérési eredmények szama; % LCD (left censored data): kimutatdsi/mérési hatar alatti eredmények aranya; P95: 95.
percentilis; LB: lower bound - a legkisebb koncentrdcioval térténd behelyettesités eredménye; UB: upper bound - a
legnagyobb koncentrdcio értékkel térténd behelyettesités eredménye; Egyéb: csecsemdbknek és kisgyermekeknek szant
€lelmiszerek.

2.2. Az aflatoxinok egészségiigyi hatasai

Az aflatoxinok (kiilondsképpen az AFB1, az AFG1 és az AFM1) valamennyi kisérleti allatfajban, példaul halak,
kacsak, egerek, patkanyok, majmok esetében rendkivil erés karcinogén, vese- és majkarositd, genotoxikus,
fejl6dési rendellenességet okozd, szaporodasi képességet csdkkentd, immunszupressziv és idegrendszeri
karosité vegyulletnek bizonyultak [30]. Egy a kdzelmultban kdzélt vizsgalat kimutatta, hogy a patogén gombak
sporai a kilénbdzé madarak szervezetében sulyos, fatalis fertézést okoznak [31].

Az AFB1 nagy mennyiségben — mind emberek, mind allatok esetében — gyors lefolyasu, akut mérgezést is
okozhat, amely soran a kialakul6 sulyos majelégtelenség akar halalhoz is vezethet, ennek human kockazata
azonban a fejlett orszagokban elhanyagolhaté. Az aflatoxinok kozll az aflatoxin B1 a leger6sebb rakkeltd,
genotoxikus vegyllet, ez fordul el leggyakrabban élelmiszerekben és takarmanyokban. Legtobbszor
hepatocellularis karcindmat (HCC) okoz, ezért az IARC az AFB1-et az emberekre nézve rakkeltd, 1. csoportba
sorolta. A tejel6 tehenek AFB1-gyel szennyezett takarmany fogyasztasat kévetéen annak hidroximetabolitjat,
az aflatoxin M1-et valasztjak ki a tejbe, amely szintén karcinogén vegyllet, bar toxicitasa korilbelll egytizede
az AFB1-ének [32, 33].

Az aflatoxinok gyorsan és nagy aranyban szivédnak fel a vékonybélben, majd a majba kerllve, az ott talalhaté
citokréom P450 enzimrendszer katalizdlja az aflatoxin metabolizmusat. Az AFB1, AFG1 és az AFM1 olyan
reaktiv elektrofil epoxidda alakul, amely kovalensen képes k&ét6dni mind a DNS-hez, mind a fehérjékhez.
Ugyanakkor a glutation-S-transzferazok (GST) az AFB1 8,9-exo epoxiddal olyan konjugacios kapcsolatot
képesek kialakitani, amely mar igy nem tud a szervezetben karos reakcioba |épni, és az epén és a vesén
keresztll Urll. Az egyének kozdtti polimorfizmusok nagy variabilitdst eredményeznek az enzimatikus
folyamatok terén, ezaltal az aflatoxinnal szembeni érzékenység is egyéni eltéréseket mutat [30, 34, 35].
Az aflatoxin metabolitok nagy része optimalis esetben par nap alatt Grul ki a szervezetbdl, azonban megfigyelték,
hogy fehérjéhez kotodtt formaban (példaul aflatoxin-albumin adduktok esetében) hosszabb tavon jelen van a
periférias keringésben, ahol 30-60 napos felezési id6vel kell szamolni [36].

Az aflatoxinok kdzvetlenll, illetve kdzvetve is, a lipid-metabolizmushoz kapcsol6dd gének expresszidjanak
megvaltoztatasaval karositjadk a majsejteket. A megndvekedett koleszterin-, triglicerid- és lipoprotein-
termelés a hepatocitak szétesését okozhatja. A hepatocitak pusztulasa akut hepatitishez vezethet, amely
majelégtelenséget, sulyosabb esetben haldlt eredményezhet. A hepatitisben szenvedd betegek felborult
metabolizmusa kdvetkeztében alultaplalisag alakulhat ki, ez pedig kdzvetve hozzajarul a hepatocitak
antioxidans kapacitasanak &ltalanos csokkenéséhez, a majszévet regeneraldédasi képességének
elvesztéséhez, végll pedig majelégtelenséghez vezethet [3].

Az EFSA szakért6inek allasfoglalasa alapjan az aflatoxinok kockazatbecslésének sarkalatos pontja annak
értékelése, hogy ezeknek a toxinoknak mekkora szereplk van a majrak kialakulasaban. Ebbél a szempontbdl
kildnosen érzékenyek az aflatoxinokra a gyermekek, akiknek kis testtémeglik miatt magasabb az egy
testtdmeg kg-ra jutd élelmiszer bevitele, illetve magasabb a majrak kialakuldsanak kockazata a hepatitisz
B (vagy C) virussal fert6zott egyének és az id6sek esetében. Az olyan terlleteken él6 emberekben, ahol a
hepatitis B virus (HBV) fert6zés és az aflatoxin expozicié is gyakori, a hepatocellularis karcinoma-mintak (HCC-
mintak) mutacios (G-T transzformacidt) hotspotot mutatnak a p53 gén 249. kodonjanal, amely mutaciét az
aflatoxin altal kivaltott HCC ismertet6jelének tartanak [37]. Ennek valoszinlsithetd oka, hogy a maj hepatitisz-
fert6zése megvaltoztatja az aflatoxinokat méregtelenité enzimeket kddolé gének expresszidjat eredményezi
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— példaul a CYP enzimek indukciojat vagy a GST aktivitasanak csOkkenését okozza —, ezaltal a szervezet
nem képes az aflatoxinok megfeleld mértékl eliminaciojara [35]. Az aflatoxinok immunszupressziv hatasa
miatt kiemelten veszélyeztettek a krénikus betegségben szenvedd id6s személyek, mert az & esetiikben
a sejtszintd javitd mechanizmusok hatékonysaga rosszabb, igy az aflatoxinok eliminacidja is alacsonyabb
hatékonysagu. Kiemelendd, hogy az aflatoxin atjut a placentan, tehat a varandés nék aflatoxin expozicidja
veszélyeztetheti a magzatot is [38].

2.3. A feldolgozas hatasa az élelmiszerek aflatoxin tartalmara

Az aflatoxinok k&zos jellemzdje, hogy stabilak, a feldolgozasi hatasokkal, héhatasokkal szemben ellenalldk.
Ennek koévetkezménye, hogy jelenlétiikkel a feldolgozott élelmiszerek esetében is szamolni kell. Bizonyos
feldolgozasi Iépések csdkkenthetik a termények és a feldolgozott élelmiszerek mikotoxin koncentraciojat
példaul valogatas, tisztitas, 6rlés, {6zés, siités, olajban sités, porkdlés, konzervalas, pelyhesités, lugos fézés,
nixtamalizacioé (maghéj puhitasa fahamu vagy Ca-hidroxid hasznalataval — a szerk.), extrudalas, fermentalas,
de nem elegend&ek ahhoz, hogy az 8sszes szennyez6dést elimindljak, ezért kiemelkedben fontos a megelézés
szerepe az élelmiszerlanc legelsé pontjain [20]. Az AFM1 szennyezés szempontjabol Iényeges példaul a
takarmanyok AFM1 szennyezettségének csdkkentése betakaritas el6tti és utani biotechnikai modszerek,
valamint toxinkdték alkalmazasaval [4, 17].

A hékezeléssel jard eljarasok kdzil a hagyomanyos f6zésnek és a siitésnek csekély hatasa van a mikotoxin
szennyezettségre, mig a magasabb hémérsékleti tartomanyban végzett, esetleg szaraz hét is alkalmazé
modszerek [39] hatékonyabbak. A mikotoxinok bomlasat fokozza a cukrok, példaul a glikéz jelenléte
hékezelés soran [40].

A gabonafélék, példaul a kukorica nedves 6rlése soran az aflatoxin a kdvetkezd aranyban oszlik meg az
Orlési frakciok kdzott: aztatd viz: 39-42%, rost: 30-38%, glutén: 13-17%, csira, 6-10% és keményit6: 1%.
Tehat a feldolgozott termékek Osszes aflatoxin szintje az aztatd vizbe juté hanyaddal csékken. A kukorica
szaraz @rlése utan a dara-, a korpa- és a lisztfrakciok az eredeti aflatoxin-mennyiség mindéssze 6-10%-at
tartalmazzak, a csira- és a héjfrakcidkba jut a legtdbb aflatoxin [20].

A rizs aflatoxin-szennyezése leggyakrabban a helytelen betakaritasi, tarolasi korilmények soran alakul ki.
A mikotoxinok elsdsorban a rizs héjaban és a korparétegben talalhaték. A hantolt barna rizs és a koptatassal
nyert fehér rizs a koptatas mértékével fokozatosan kisebb mértékben szennyezett [41].

A kilonbdz6 hékezelési eljarasok, a pasztdrizalas, a fagyasztds nincs szamottevd hatassal a tej, illetve
tejtermékek aflatoxin tartalmara [42]. Néhany hékezelési eljaras AFM1 csdkkentd hatdsa szamszer( értékekkel
kifejezve: pasztorizalas: 7,6-12,9%-kal, forralas: 14,5-23,9%-kal [43], az UHT-kezelés: 32%-kal csOkkenti a
tej AFM1-szennyezettségét [44].

A tej vagy mas folyékony halmazallapotu termékek AFM1 tartalmanak csokkentésére kilénbdzé fizikai és
kémiai eljarasokat alkalmaztak jo hatasfokkal: mikrohullamu sugarzas (52 %) [43], membranszUirés (81%) [45],
bioszlrés (81%) [46] centrifugalas és szlirés kombinacioja (83%) [45], 6zonos kezelés [47], adszorbensek
hasznalata (85-90%) [48, 49].

Intenziv kutatémunka folyik a mikroorganizmusok felhasznalasaval kapcsolatban. Biztatd eredményt kaptak
AFM1 szennyezettségének csokkentésére tejben Saccharomyces cerevisiae (90-93%) [50], S. cerevisise +
L. rhamnosus, L. delbrueckii spp. bulgaricus, B. lactis (100%) [49], kil6nb6z8 élesztégombak keveréke (65-
69%) [61], hékezelt L. plantarum (94,5%) [44], L. bulgaricus (58%) [52] és joghurtban S. thermophilus, L.
bulgaricus és L. plantrium torzsek [563] alkalmazéasaval. EI6 mikrobak hasznélata esetén megoldésra var,
hogy miként kiiszobdlhetd ki az organoleptikus tulajdonsagok kedvezétlen megvaltozasa, amennyiben nem a
hagyomanyos kulturakat hasznaljak, és milyen modon tavolithato el a termékbdl a kialakult tejsavbaktérium-
AFM1 komplex [44].

3. A fogyaszték expozicidjanak becsléséhez felhasznalt adatok

Az expoziciot (g/ttkg vagy ng/ttkg) a fogyasztott élelmiszer (g/ttkg) és a benne mért szennyez&anyag koncent-
raciok (ng/kg) szorzata adja. A determinisztikus modszernél az atlagos (median), esetenként egy felsé per-
centilis (95,0; 97,5) értékeket szorozzuk Ossze. A szamitas pontszerl becslést ad egy-egy konkrét értéket
eredményezve [54, 55]. Finomabb becslést adnak a probabilisztikus médszerek [56, 571 amelyeknél a bemend
adatok eloszlasat vesszUk figyelembe és igy az expozicidra is egy eloszlast kapunk. Koriltekintést érdemel a
kimutatasi hatar (LOQ) alatti vizsgalati eredmények értékelése. Amennyiben az LOQ alatti mintak aranya 50-80%
kozé esik, a ,maximum likelihood becslés” (maximum likelihood estimate, MLE) adja a legjobb eredményt [58].

Barmelyik médszerrel torténjen is a becslés, mindenképpen fontos szamba venni az egyes szamitasi Iépések
bizonytalansagat, azok mértékét és ezek Osszesitett hatasanak tikrében értékelni a kapott eredményeket
[69]. A szamitott bizonytalanséagi intervallum egy bizonyos konfidenciaszinttel, vagyis adott bizonyossaggal
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valdszinlsitheté médon magaban foglalja a valds értékeket [60]. A fogyasztd szervezetébe jutd szennyez6-
anyag-mennyiséget (EDI) a toxikoldgiai referencia érték(ek)hez hasonlitva allapitjuk meg a varhaté egészség-
Ugyi kockazat mértékét.

Mind a révid, mind a hosszu tavu expozicidbecslésnél érdemes megvizsgalni az adott élelmiszer-szennyezd
kombinacié fogyasztasanak szempontjabdl kiléndsen érintett fogyasztdi csoportokat, azon belll pedig
osszehasonlitani az atlagos fogyasztok és a ,nagy fogyasztdk” expozicidjat [61].

3.1. Referencia értékek a kitettség értékeléséhez

A referencia érték a szennyezd specifikus tulajdonsagai szerint lehet a megengedhetd napi bevitel (ADI,
Acceptable Daily Intake), ideiglenesen tolerdlhaté heti vagy havi bevitel (PTW/MI, Provisionally Tolerable
Weekly/Monthly Intake), vagy akut referencia dézis (ARfD, Acute Reference Dose). Elelmiszerszennyezdk
esetén a referencia érték altalaban a toleralhaté napi bevitel (TDI, tolerable daily intake). A kiiszébérték (BMD,
benchmark dose) az a legkisebb dézis nagysag, amelyet az illesztett dozis-hatas gorbébdl becsiinek, és
amelyen egy el6re kivalasztott hatasszint (ez a benchmark response — BMR) medfigyelhetd, ami altalaban
5 vagy 10%-o0s emelkedést vagy csokkenést jelent a kontroll csoporthoz képest. A BMD alsé konfidencia
értéke a BMDL [62]. Az aflatoxinok esetében az expozicids tliréshatar (MoE, Margin of Exposure) elemzése
hasznalatos a kockazat jellemzésére, mivel nem allapithatdé meg TDI vagy mas toxikoldgiai referencia érték.
llyen esetben a BMDL bizonytalansagi faktorral moédositott értékét viszonyitjuk a becsllt kitettséghez.
A szennyezének tulajdonithaté kockazat a kitettség mértékének egyéb referencia értékhez viszonyitott
aranyaval is kifejezhetd, ez a veszélyességi hanyados (HQ, Hazard Quotient), vagy a veszélyességi index (HI,
Hazard Index), amely ugyanazon célszervre vagy szervrendszerre hatd anyagok veszélyességi hanyadosainak
dsszege. Altaldban kumulativ becsléseknél alkalmazzak [63].

Az EFSA a 4 pg/ttkg/nap BMDL,, érték hasznalatat javasolja viszonyitasi pontnak az AFM1 kockazat
jellemzéshez [29]. A kapott eredmények 10 000 alatt szamitanak aggalyosnak, a 10 000 vagy annal nagyobb
MoE kbzegészségligyi szempontbodl csekély kockazatra utal.

Az AFM1 kockazatanak jellemzésére, a veszélyességi index (HI) szamitasahoz a Kuiper-Goodmann altal
javasolt biztonsagos dozis is alkalmazhato (0,2 ng/ttkg/nap), amely az allatok 50%-anal tumort okoz6 dozis
és egy 50 000-es biztonsdagi faktor hanyadosa [64].

A JECFA 2018-as szamitasai szerint [20] napi 1 ng/ttkg AFB1 bevitel esetén a majrak-kialakulas valdszinlisége
atlagosan 0,269 évente. 100 000 személyre vonatkoztatva a becslés 95%-o0s konfidencia intervallumanak
felsé hatara pedig 0,562/100 000 fé6/év HBsAg+ (hepatitis B felszini antigénre nézve pozitiv) egyéneknél.
HBsAg- (hepatitis B felszini antigén-negativ) egyéneknél az atlag érték 0,017 rakos megbetegedés/év/100 000
f6, a becslés 95%-o0s konfidencia intervallumanak felsé hatara 0,049/100 000 f6/év. Az AFM1-re vonatkozé
becsllt atlag értékek ennél egy nagysagrenddel alacsonyabbak: 0,027/100 000 f6 HBsAG-pozitiv, illetve
0,002/100 000 f6 ng/ttkg/nap HBsAg-negativ egyének esetén [20].

A JECFA az aflatoxin expozicioval 6sszefliggé hepatocellularis carcinoma (HCC) kockazatat az 1. egyenlet
felhasznalasaval becsiilte meg:

Ri = [Py x HBV4) + (Pygy/._ x (1-HBVA))] x AF bevitel (1),

ahol R azirégidravonatkozé HCC kockazat, HBV+ a vizsgalt populacioban a krénikus hepatitis B prevalenciaja
és P ., a majrak kialakulasanak a populacio e hanyadara vonatkozoé valdszintisége, P, pedig a populacio
fennmaradd részében a majrak kialakulasanak a valészintisége.

3.2. Elelmiszerfogyasztasi adatok

A szamitasokat két, 10 év kildnbséggel késziilt orszagos, reprezentativ élelmiszerfogyasztasi felmérés
adataival végeztik. A 2009. évi harom napos felmérés soran 4992 személy esetében 6sszesen 14 976
fogyasztasi nap — dietetikusok altal feldolgozott és nyersanyagra lebontott — élelmiszerfogyasztasi adatait
szolgaltatja az élelmiszerfogyasztasi szokasok jellemzéséhez [65]. A tej és tejtermék fogyasztasi napok
aranyat az 1. abra mutatja.

A 2009-es felmérés 14 976 fogyasztasi napjabdl a tej-, tejfél-, tejszin-, sajt-, kefir- vagy joghurtfogyasztas
gyakorisaga [%] rendre 75,2, 52,8, 46,3, és 19,1 volt.

A 2018-2020-as felmérés az EFSA egész Eurdpara kiterjedd EU MENU, avagy ,,Mi van teritéken Europaban?”
projektjének keretében az ajanlott, egységes mddszertannak megfeleléen valdsult meg [66, 67]. A résztvevd
személyeket a KSH Haztartasi kéltségvetési- és életkérilmeények adatfelvételben résztvevd haztartasokbol
valasztottak ki. Aprogram sordn 2657, 1 és 74 év kdzotti személy két fogyasztasi napjat rogzitették dietetikusok
segitségével. Az 5314 fogyasztasi napon a tej-, tejfol-, tejszin-, sajt-, kefir- vagy joghurtfogyasztas gyakorisaga
[%] 96,8, 54, 60,6 és 24 volt. A tej és tejtermék fogyasztasi napok aranyat a 2. abra mutatja.
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= Tej
= Tejfdl, tejszin
= Sajtok

= Vaj, vajkrém

Kefir, joghurt

Sdritett tej, tejpor

izesitett tejek

= Jégkrémek

= Anyatej

» Tejalapu desszertek

1. dbra. A 2009-es felmérésben a tej és tejtermék fogyasztasi napok ardnya élelmiszercsoportonként

b 1 1%
35%

M Tej

™ Sajtok

™ Tejfol, tejszin

" Kefir, joghurt

™ Tejalapu desszertek
™ Vaj, vajkrém

M jzesitett tejek

M Sdritett tej, tejpor

2. dbra. 2018-2020-as felmérésben a tej €s tejtermek fogyasztasi napok aranya élelmiszercsoportonként
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A fogyasztok korcsoportonkénti megoszlasat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tabldzat. A 2009-es és a 2018-2020-as élelmiszerfogyasztasi felmérés korcsoportjai

és a tejtermeéket fogyasztok szama €és aranya korcsoportonként

E ; Tejtermék fogyasztok Fogyasztok Tejtermék fogyasztok

Korcsoport |  Kor (év) ‘;g‘éags(fg)’k 2009 2018-2020 2018-2020

f6 % (f6) f6 %
Csecsemok 0,0-0,9 26 - - 0 0 0
Tipegbk 1,0-2,9 90 90 100 535 482 90
Gyermekek 3,0-9,9 324 324 100 537 536 100
Serdul6k 10,0-17,9 494 487 98 528 525 99
Felnéttek 18,0-64,9 3360 3297 98 529 515 97
Id6sek 65,0- 698 691 99 527 509 96
Osszesen 4966 4889 98 2654 2567 97

A tej és a kilonbdzé tejtermékek fogyasztdsi gyakorisaganak valtozasat a 2009-es és a 2018-2020-as
élelmiszerfogyasztasi felmérések tej és tejtermék fogyasztasi napjainak segitségével hasonlitottuk dssze.
A klldnbdz6 élelmiszerek fogyasztasi napjainak szamat az adott felmérés Osszes fogyasztasi napjahoz
viszonyitottuk (3. dbra). Az abra a vizsgalt felmérési idészakokban a kilénbdzé élelmiszerek fogyasztasanak
el6fordulasi gyakorisagat jellemzi. A vizsgalt élelmiszerkategoriak kozil a tej és a tejalapu desszertek
fogyasztasi gyakorisaga tébb mint 20%-kal nétt. A sajtok fogyasztasi gyakorisaga 14%-os emelkedést
mutatott. A savanyitott tejtermékek (kefir, joghurt, tejfdl), a tejszin és az izesitett tejek fogyasztasi gyakorisaga
kozel dllandd maradt (el8bbiek kissé néttek, utdbbiak némileg csékkentek). A slritett tej és tejpor fogyasztasi
gyakorisaga jelentésen csdkkent. Osszességében megdllapithatd, hogy a tej és tejtermékek fogyasztasi
gyakorisaga az elmult 10 év alatt kissé emelkedett.

Afogyasztasi gyakorisagok 10 év alatt bekdvetkez6 valtozasabdl kiindulva az aflatoxin expozicié ndvekedésére
lehetne szamitani, azonban ezt a hatast a fogyasztasi mennyiségek valtozasa ellensulyozta. A feldolgozasi és
a feldusulasi faktorok median értékével szamitott, tej ekvivalensben kifejezett atlagos fogyasztasi mennyiség
2009-ben még 310,7 g/nap volt, ez az érték 2018-2020-ban 295,3 g/napra csdkkent.
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3. abra. A fogyasztasi napok aranya az 6sszes fogyasztasi naphoz viszonyitva;
A kiilénb6zé élelmiszercsoportok fogyasztasi gyakorisaganak valtozdsa a 2009-es és a 2018-2020-as
élelmiszerfogyasztasi felmérés eredményei alapjan
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A feldolgozott tejtermékekben az AFM1 koncentraciokra nagyon kevés adat allt rendelkezésre, ezért a
savanyitott tejtermékekre (példaul kefir, joghurt, tejfdl), valamint a kiilénb6z6 sajtokra (kemény, félkemény,
lagy és feldolgozott sajtok, friss sajtok) vonatkozd AFM1 feldolgozasi és feldusulasi faktorok adatbazisat
a legfrissebb szakirodalmi adatok alapjan dsszeallitottuk és ezen termékek fogyasztott mennyiségeinek tej
ekvivalensével szamitottuk a fogyasztok expoziciojat.

3.3. Aflatoxin koncentracio adatok

Az AFM1 vizsgalati adatok részben a NEBIH 2011-2020 koz6tti orszagos monitoring felmérésébdl szarmaznak
(1288 db). A mintak 40%-a tartalmazott mérhet6 mennyiségli AFM1-et. A mérések zOmét tejtermeld
gazdasagok és magantermeldk termékébdl, kis aranyban pedig boltokban kaphaté elegytejbdl vett mintakbal,
ELISA és HPLC mddszerrel végezték. A nagyszamu LOQ alatti (60%) szennyezést mutato tételek mellett
az atlaghoz viszonyitva nagyon magas szennyezettségul tételek is el6fordultak. A 100 ng/kg feletti értékek
rendre: 110, 122, 141, 149, 150, 190, 238, 240, 252, 260, 292, 376, 513, 740 és 860 ng/kg. Az eredmények
realitdsat nem volt mdédunk ellendrizni, de nem lattunk okot a kihagyasukra sem, ezért a teljes adatsort
felnasznaltuk a tovabbi szamitasainkban. Tovabbi 1177 minta vizsgélatara a Debreceni Egyetem és a NEBIH
~A magyar fogyasztdk révid és hosszutavu aflatoxin terhelésének meghatdrozasa a tejtermékldncban €s a
kockazatkezeld intézkedések megalapozasa” cimU kdzos projektjének keretében 2021 januarjaig kerllt sor. Az
utobbi esetben a projektben kézrem(ikddd 9 tehenészeti teleprél szarmazo tejet a tejipari vallalat munkatarsai
altal kdzvetlenll a szallité tankerbdl vett mintakban, 2019-2021 k&zétt, a Debreceni Egyetem MUszerkdzpont
laboratériuma ELISA modszerrel vizsgalta. A 20 ng/kg ,cselekvési szintet” meghaladé mintakban a pontos
AFM1 koncentraciét a NEBIH laboratériumaban HPLC vizsgélattal erésitették meg. Az LOQ fol6tti mintak
szama 672 (57,1%). A 20 ng/kg koncentraciot meghaladd mintak esetén a tejtermel$ gazdasagot értesitették,
javasolva a megfelel6 megel6z8 intézkedések megtételét. Ezen beavatkozas eredményeként sikerllt a tej
szennyezéseének emelkedését megallitani és a termelt tej AFM1 szennyezését az 50 ng/kg szint alatt tartani.
A részletes eredményekrdél a projekt zarojelentésében szamolunk be.

A vizsgalt tejmintadk szdmat évenkénti bontdsban a 4. abra mutatja.
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4. dbra. A NEBIH orszagos felmérésbél és a kézés projektben résztvevd tejtermeld gazdasdgokbo!
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A becsléslink finomitasara, a nagyaranyu LOQ alatti értékek kompenzalasara a szokasos LOQ, LOQ=0
és LOQ/2 kozelitések helyett a koncentracio adatok LOQ alatti értékeit a mérési eredmények szamaval
megegyezd elemd, eloszlas segitségével generalt adatok értékével is figyelembe vettiik. Az LOQ feletti mérési
eredményekre az R statisztikai szoftver maximum likelihood becslést alkalmazé GAMLSS és GAMLSS.
dist csomagjainak hasznalataval kilénb6z6 eloszlasokat illesztettlink, majd az illeszkedés jésagat leird
paraméterek (AIC — Akaike’s Information Criterion, BIC — Bayesian Information Criterion és teljes eltérés
— Global Deviance) segitségével kivalasztottuk az optimalis illesztést ad6 eloszlasokat. Az illesztések
megfeleléségét az adatokbdl készitett hisztogram és a kapott eloszlas vizudlis 6sszevetésével, valamint az
eltérések normalitas vizsgalataval és Q-Q plot segitségével is kiértékeltlk. A két legjobban illeszkedd eloszlas
a két paraméteres lognormalis (6. abra) és a négy paraméterrel jellemezheté Box-Cox t-eloszlas (BCT)
(7. abra) volt, amely alkalmas az aflatoxinokhoz hasonld, pozitiv vagy negativ torzulast mutatd, lassan
lecsengd, folyamatos eloszlassal jellemezheté adatok modellezésére [68, 69]. Az expozicid szamitasokat
az LOQ=5 feltételezéssel generalt lognormal eloszlassal végeztik. A kivalasztott eloszlasokat ezt kdvetéen
a telies AFM1 adatsorra illesztettiik, a kiértékelést Ujra elvégeztiik. Tekintve, hogy az illesztés josagat leird
paraméterekben pozitiv valtozast figyeltiink meg, a valasztott eloszlasokat elfogadhaténak itéltlk.

Az AFM1 vizsgalati eredmények és az illesztett eloszlas leird statisztikait a 3. tablazat foglalja dssze.

3. tablazat. A szamitdsokhoz felhasznalt AFM1 vizsgalati eredmények (ng/kg) leiro statisztikdja

DE NEBIH Osszes LogLOQ5
Darab 1177 1176 2465 2465
Minimum 2,90 3,00 2,90 0,50
P0,05 2,90 3,00 2,90 1,60
Median 3,17 7,00 4,19 3,80
Atlag 6,96 15,3 10,9 9,66
P=0,975 42,0 68,5 56,0 55,4
Maximum 71,0 860 860 860

A NEBIH és a DEE vizsgdlati eredményeinek relativ gyakorisagi eloszlasat az 5. 4bra mutatja.
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5. abra. A NEBIH ellenbrzési programjaban és a DE-NEBIH egytittmiikodés keretében vett tejmintdk
AFM1 szennyezésének relativ gyakorisagi eloszlasa
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A 10-15 ng/kg tartomanyba esé NEBIH mérési eredmények kiugréd értékének (kék keretes piros csillaggal
jelolve) kivételével az AFM1 koncentraciok gyakorisaga az LOQ-70 ng/kg tartomanyban a két méréssorozat-
ban nagyon hasonl6 és indokolja a mérési eredmények egyuttes értékelését. A 70 ng/kg koncentracio feletti
AFM1-et tartalmazé mintak relativ gyakorisaga a NEBIH vizsgalatainal <0,5%.

Az aflatoxinok kockazatbecslése szempontjabdl limitald tényezd a szennyezé adatok hianya volt. Az EFSA
ajanlasa [29] alapjan ki kell zarni azokat az élelmiszer kategoriakat, amelyek esetében a pozitiv mintak szama
nem haladja meg a 25-6t, vagy a meghatarozasi hatar alatti mintak aranya nagyobb, mint 80%. Az AFM1
eredmények tekintetében csak a tejvizsgalatok feleltek meg ennek a kritériumnak (4. tablazat), a feldolgozott
tejtermékek vizsgalatainak szama igen csekélynek bizonyult.

4. tabldzat. A vizsgalt mintak szama és az >LOQ értékek %-os ardnya

Tehéntej Egyéb tej Tapszer' Saijt, turé Joghurt, kefir Egyéb?
Mintaszam 1288 61 193 30 28 12
>LOQ [%] 25 16,4 0 6,7 0 0

1: Tapszer: csecsemdtapszer és egyéb kisgyermek élelmiszer
2: Tejalapu élelmiszer
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6. dbra. A tejben mért LOQ feletti AFM1 koncentracio eredményekre illesztett lognormalis eloszldas

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam

3392



0.03
|

0.02
|

f0

0.01
|

0.00
|

[ I I I I
0 200 400 600 800

AFM1 (ng/kg)

7. dbra. A tejben mért LOQ feletti AFM1 koncentracié eredményekre illesztett Box-Cox t-eloszlas

4. A fogyasztok expozicidja

Az élelmiszerfogyasztasi adatok esetében a hosszutavu becsléshez ajanlott OIM (Observed Individual Means,
megfigyelt egyéni atlag) modszert alkalmaztuk. El6szér valamennyi tej és tejtermék fogyasztasi adatot
atszamitottuk tej ekvivalensre, az adott élelmiszerkategodriara jellemzé dusuldsi és feldolgozasi faktorok
segitségével (2. és 3. egyenlet).

Az e, .., e élelmiszerek g/ttkg-ban kifejezett bevitele (B) adott (n) fogyasztasi napon, tej ekvivalensben
kifejezve:

j
=Ze=1(meXFe) (2)
n ttkg,,

i

ahol
m_ = a fogyasztott e élelmiszer témege (g) n, fogyasztasi napon,
F az e élelmiszerre vonatkozé feldolgozasi (példaul dusulasi) faktor,

ttkg az adott fogyasztasi naphoz tartozé személy testtémege,

CAFM1g
CAFM 146

3),

ahol az e élelmiszer készitéséhez felhasznalt tejben a feldolgozott élelmiszerben az AFM1 koncentracio.
Az F_ a kisérletekben kapott min., med., max. eredményekbdl szamitott értek.

A g/ttkg/napban kifejezett fogyasztott mennyiségeket megszorozva az illesztett eloszlasfliggvények értékeibdl
szamitott atlag AFM1 koncentracioval (ng/kg), megkaptuk az egyes fogyasztasi napokra vonatkozo expozicio-
ertékeket (ng/kg ttkg/nap). A fogyasztasban résztvevé személyek — a 2018-2020-as felmérés esetében 2, a
2009-es felmérés esetében 3 — fogyasztasi napjaihoz tartozé beviteli értékeket atlagoltuk. Az eredményeket
fogyasztoi korcsoportonként ésszesitettik és mindkét élelmiszerfogyasztasi felmérés adataival kiszamoltuk
a fogyasztok expoziciojat.
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El6szor a feldolgozasi faktorok minimum (F ), median (F__), maximum (F__) értékeinek hatasat vizsgaltuk
az expozicidbecslés eredményére. A szamitast az illesztett lognormalis AFM1 atlag adatokkal, valamint
2018-2020-as felmérés atlagos (EDI,) és 97,5. percentilis (EDI ) tejfogyasztasi értékeivel vegeztik. Az
eredményeket az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. A tablazat a determinisztikus modszerrel szamitott atlag és

97,5. percentilis eredmények kozotti kiildnbségeket szemlélteti a 2018-2020-as (EU MENU) felmérés alapjan.

5. tabldzat. A klilénb6zd korcsoportok becstilt napi egylittes tej és tejtermék fogyasztdsa a tejtermékek
feldolgozasi faktorainak a fliggvényében

Tipegbk Gyerekek Serdiilék Felnéttek Id6sek
EDl.q F.) 0,16 0,12 0,05 0,03 0,03
EDI,.. (F..) 0,19 0,14 0,06 0,04 0,03
EDI,.. (F..) 0,21 0,15 0,07 0,04 0,03
EDI, s (F...) 0,54 0,36 0,14 0,10 0,08
EDI, . (F...) 0,55 0,39 0,15 0,11 0,09
EDI, s (F...) 0,56 0,40 0,16 0,12 0,10

A feldolgozasi faktorok minimum-median-maximum értékeinek figyelembevétele nem befolyasolta
szamottevéen az eredményeket. Szignifikans kulénbség csak a tipegék korcsoportjanak atlag értékeinél,
a minimum és median faktorok esetében adddott, ezért a tovabbiakban a kilénb6z8 expozicidbecslési
eredmények bemutatasahoz a feldolgozasi és feldusulasi faktorok medianjaval szamolt értékeket hasznaljuk.

A kilénb6z6 korcsoportok expozicidjat a 2009-es élelmiszerfogyasztasi felmérés P0,05, atlag, median és
P0,975 percentilis becsllt napi beviteli értékek (EDI), a median feldolgozasi faktorok és az AFM1 koncentracié
adatok atlaga alapjan szamitottuk. A kiilénb6z8 fogyasztdi korcsoportok expoziciojat a szamitott EDI alapjan
hasonlitottuk 6ssze (8. abra).
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8. abra. Becslilt napi beviteli értékek (ng/ttkg/nap), determinisztikus becslés;
Kulénbdz46 korcsoportok P0,025, atlag, median és P0,95 EDI
értékeinek ésszehasonlitdsa a 2009-es fogyasztdsi adatok alapjan
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A 2018-2020-as felmérés korcsoportjainak becsllt napi beviteli értékei a 2009-es adatokhoz hasonlé
tendenciat mutatnak (9. abra).
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Korcsoportok

oEDI &tlag 2009 =EDI atlag 2018-2020 =EDI P97,5 2009 =EDI P97,52018-2020

9. abra. Becslilt napi beviteli értékek (ng/ttkg/nap), determinisztikus becslés;
A kilénb6z8 korcsoportok P0,025, dtlag, median és P0,95 EDI értékeinek ésszehasonlitdsa
a 2009 és 2018-2020-as fogyasztasi adatok alapjan

Mind az atlag, mind a 97,5. percentilis becslilt napi beviteli értékeket dsszehasonlitva azt lathatjuk, hogy az
egyes korcsoportok expozicidja az elmult 10 évben tébbnyire dllanddnak bizonyult. Szembet(iné kilénbség
csak a tipeg8k korcsoportjanak atlagértékei és a gyermekek korcsoportjanak 97,5. percentilis értékei kozott
figyelhetd meg, de a kiilbnbégek nem szignifikansak. A 2009-es felmérés tipeg8k korcsoportjanak elemszama
nagyon alacsony (90 f6) a 2018-2020-as felméréshez (482 f6) viszonyitva. A kisebb elemszammal szamitott
értékek nagyobb bizonytalansaggal terheltek.

4.1. A fogyasztoi expozicio értékeléese

A kapott expozicio értékek alapjan a magyar lakossag kockazatanak értékelésére az expozicios tlréshatar
(Margin of Exposure, MoE) megkdzelitést (3. egyenlet), a veszélyességiindexet (hazard index, HI) (4. egyenlet),
valamint a AFM1 bevitelnek tulajdonithaté majrak-eléfordulas valdszinliségének névekedését alkalmaztuk.
A MoE modszerhez az AFM1-re vonatkozé BMDL, =4 pg/ttkg/nap értéket vettik figyelembe:

BMDL 19
EDI

MoE (4).

A fogyasztok expozicidja akkor tekinthet6 kockazatosnak, ha a MoE értéke <10.000. A 2018-2020
élelmiszerfogyasztasi felmérés fogyasztasi adataibol determinisztikus becsléssel szamitott kitettségi értékek
MOoE értékeit a 6. tablazat mutatja.

6. tablazat. Az atlagos és nagy fogyasztok (97,5. percentilis) MoE értékei korcsoportonként

Tipeg6k Gyermekek Seriilék Felnéttek Id6sek
MoE EDI atlag 20722 29056 63779 101949 130605
MoE EDI P0,975 7179 10353 26059 35082 45182

Az egészségligyi kockazatot kifejez6é hatar (10 000) alatt csak a tipegdk, és gyermekek ,nagy fogyasztéi”
(97,5 percentilis) korcsoportjai érik el, illetve kozelitik. A tdbbi korcsoport esetében ezzel a kockazatjellemzési

metodikaval nem allapithaté meg jelentés kockazat.
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A veszélyességi index szamitasara a Kuiper-Goodmann altal javasolt [59] biztonsagos doézist alkalmaztuk
(0,2 ng/ttkg):

EDI (ng ttkg'!)
- 29T ),
0,2 ng ttkg™!

HI

A veszélyességi index (HI) szamitasa esetében a kockazat mértéke az EDI értékekkel egyenesen aranyos és
1 vagy annal nagyobb értékek esetén minésil aggalyosnak. Példaként a 2018-2020-as élelmiszerfogyasztasi
felmérés fogyasztasi adataival végzett determinisztikus becslések eredményeit korcsoportonként a
7. tablazat tartalmazza.

7. tabldzat. A kiilénb6zé korcsoportok EDI értékeibdl szamitott veszélyesseégi indexek (HI)

Tipegdk Gyermekek Seriilok Felnéttek Idések
HI Atlag 1,0 0,7 0,3 0,2 0,2
HI P0,975 2,8 1,9 0,8 0,6 0,4

Megjegyzés: Az egészseqgligyi kockazatot jelentd HI értékeket félkévér szamok jelzik

A korcsoportok becsllt napi beviteli értékeinek atlagabol és 97,5. percentilis értékeibdl szamitott HI értékek
azt mutatjak, hogy a serdlilék, a felnSttek és az idések korcsoportjanak kitettségébdl adédéd kockazat nem
mindsll aggalyosnak. Azonban a tipeg6k és gyermekek esetében a 97,5. percentilis értékek (nagy fogyasztok)
esetében az expozicio jelentésen meghaladja a biztonsagosnak tekinthetd szintet. A fenti eredmények kdziil az
egyik legfontosabb a tipegdk atlagos bevitelét jellemzd 1-es HI érték, mivel ez arra enged kdvetkeztetni, hogy
ennek a korosztalynak a jelentds hanyada egészségligyi szempontbdl aggalyos mértékd AFM1 expozicidonak
van kitéve.

A majrak aflatoxin expoziciéval 6sszefiiggd incidencidjat, 0,7%-os magyar hepatitis B prevalenciat [70]
feltételezve az 1-es egyenlettel szamitottuk. A szamitasokat a majrak-kialakulas valészinliségének az atlagos
és a felsd 95%-os konfidencia értékével is elvégeztik:

Atlag Rp1o= [(0,0269 x 0,007) + (0,0017x 0,993)] x EDI,

Cl,.95 Ry 0= [(0,0562 x 0,007) + (0,0049x 0,993)] x EDI.

A 2018-2020 élelmiszerfogyasztasi felmérés fogyasztasi adataibdl determinisztikus (DET) becsléssel szamitott
AFM1 expozicié értékek atlag és 97,5. percentilis eredményeibdl szarmaztatott, aflatoxin kitettségnek
tulajdonithaté majrak incidencia (HCCi) értékeket (megbetegedés/100 000 fé/év) korcsoportonként a
8. tablazatban foglaltuk dssze.

8. tabldazat. Majrék incidencia EDI fliggvényében korcsoportonként

Tipegdk Gyermekek Seriil6k Felnéttek Idések
R (EDI éatlag) 0,00036 0,00026 0,00012 0,000074 0,000057
R (EDI atlag, CIl0.95) 0,0010 0,00072 0,00033 0,00021 0,00016
R (EDI 0.975) 0,00083 0,00062 0,00025 0,00018 0,00014
R (EDI 0.975, Cl0.95) 0,0023 0,0017 0,00069 0,00050 0,00039

A HCC kialakulasanak kockazatat az aflatoxin-kitetts€g a kronikus hepatitis B el6forduldasa mellett a
sokszorosara ndveli. Mivel a hepatitis B prevalencidja Magyarorszagon (és altalanossagban Eurdpaban)
alacsony, az aflatoxin indukalt HCCi ndévekedése sem mutat magas értékeket. Ugyan a becsllt majrak
incidenciak szamszer( értéke nagyon alacsonynak bizonyult, a 8. tablazat egymashoz viszonyitott értékei
ebben az esetben is megmutatjak a tipeg6k és a gyermekek ,,nagy fogyasztdinak” kiemelt kockazatat a tébbi
korcsoporthoz viszonyitva.

5. Helyzetértékelés, javaslatok

A determinisztikus modszerrel szamitott AFM1 kronikus expozicié kilénbdzd referenciaértékekhez viszonyitva
egybehangzdan azt jelzi, hogy a vizsgalt korcsoportokban az 1-3 éves gyermekek kitettsége a legmagasabb.
Legalacsonyabb kitettségi értékek a legid6sebb korcsoportok esetében figyelheték meg. Adathiany miatt
a beviteli mennyiségek, hanem az id6s6dd korcsoportok (jellemz&en ndvekvd) testtémegében megfigyelheté
véltozas és a bevitt mennyiségek kdzott van.
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Tekintve, hogy az aflatoxinok toxicitasa els6dlegesen a fejl6dd szervezeteknél jelent egészségugyi
kockazatot, kiilonds figyelmet kell forditani az expoziciojuk csdkkentésére, lehetd legalacsonyabb szinten
tartasara. Hangsulyozzuk azonban, hogy a rakkelt§ vegyuletek jelenlétét minden korcsoportban a leheté
legalacsonyabb szinten kell tartani.

A szervezetet nem csak az anyatej és egyéb tej vagy tej alapu készitmény AFM1 szennyezése
terheli, hanem az egyéb élelmiszerekkel bevitt, az AFM1-nél kozel 10-szer toxikusabb AFB1 is.
Mivel a hatasmechanizmusuk azonos, az aflatoxinok és az AFM1 hatasa Osszeadodik. Ezért figyelni
kell az élelmiszereink minéségére, a felbontott csomagolasu termékek tarolasi korliményeire. A
dohos szagu, penésznyomokat mutatd termékeket fogyasztani még f6zés, slités utan sem szabad.
Az éves monitoring vizsgalatok soran mért, a jogszabalyban eltlirhetd maximalis szintet 10-15-sz6r
meghaladd szennyezettségl tejek is forgalomba kerliinek. Kildndsen veszélyeztetett csoportba tartoznak
azok a személyek, akik rendszeresen olyan, azonos forrasbdl szarmazé tejet fogyasztanak, ahol az allatokat
aflatoxinnal szennyezett takarmannyal etetik.

A mai napig nincs olyan rutinszerGen és ipari szinten, nagy tételben alkalmazott eljaras, amellyel megbizhatéan
és tokéletesen lehet elimindlni az élelmiszerek aflatoxin tartalmat, ezért a hangsuly tovabbra is a szennyez&dés
megel6ézésén van. Ez egy komplex, az élelmiszerlanc valamennyi szerepl8jének kézremlkoddését igényld
feladat, amely a j0 mez8gazdasagi gyakorlatok alkalmazasaval, a terméfdldek megfelel§ el6készitésével
és kezelésével kezdddik. Ezt kdveti a penészgombaknak ellendlld hibridek kivalasztasa, a termények
aratasa, szallitdsa és tarolasa soran tett intézkedések sora, amelyek megakadalyozhatjak a penészgombak
elszaporodasat (megfelel6 hémérsékleti és nedvességi szintek beallitasa, a termények atvalogatasa, hantolasa,
fizikai kezelése). Nem utolsé sorban a takarmanyozasra szant gabondk, szildzs vagy mas feldolgozott
takarmany-készitmények megfeleld tarolasa, kezelése és aflatoxin tartalmanak ellen8rzése, szilkség szerint
fizikai, kémiai vagy bioldgiai detoxifikalasa [4].

A prevencio sikeressége, a tejszallitmanyok megfelelésége a tejtermeld tehenészeti telepek és a tejtermeld
Uzemek szintjén is ellenérizhetd. A nyers tej aflatoxin M1 tartalmanak detektalasara kidolgozott mintavételi
terv és korai elOrejelzési rendszer segitségével, az Olaszorszagban mar a gyakorlatban bevalt 20 ng/kg
cselekvési kiiszdb alkalmazasaval hatékonyan elére lehet jelezni a szennyez6dés mértékének emelkedését. A
tejtermeld gazdasag a jelzés alapjan a helyi kérilményeknek megfelelé mddon, példaul a takarmanydsszetétel
modositdsaval, toxinkétdk alkalmazasaval megelézheti a jogszabalyban meghatarozott, eltlirheté maximalis
(50 ng/kg) AFM1 koncentracié elérését. Ezaltal csdkkenthetd a szennyezett tejtételek felhaszndlasa az
elsédleges és masodlagos tejfeldolgozasban és ez kdvetkezésképpen csdkkentené a fogyasztok expozicidjat
[1, 10, 71].

Fel kell hivni a figyelmet arra is, hogy az 50 ng’/kg AFM1 koncentracié jelzésére bedllitott ELISA kitek a
detektalas bizonytalansagabdl adédodan a <65-70 ng/kg szennyezettségl tej tételt még az esetek 50%-ban
megfelelének mindsithetik.

Az AFM1 expoziciénak leginkabb kitett és egyuttal a legérzékenyebb csecsemdk és kisgyerekek, de a teljes
lakossag egészségvédelme érdekében javasoljuk a tejizemek ellenérzésének rendeleti modositasat ugy,
hogy a beszallitott tej =20 ng/kg AFM1 szennyezettsége esetén a tejizem koteles értesiteni a tejtermeld
gazdaségot valamint a NEBIH-et, és a tovabbiakban a gazdasagbdl beszallitott tej szennyezettségének napi
ellenérzésével figyelemmel kisérni a szennyezés cstkkentésére tett tejgazdasagi intézkedés hatékonysagat.

Javasoljuk tovabba a tejgazdasagok Onellenbrzésénél a jelzési kiiszobdt a 20 ng/kg-os értékre bedllitani a
jelenlegi 50 ng/kg helyett. Mind a tejizemi, mind a termel6i ellenérzéshez rendelkezésre allnak az AFM1-t
5-10 ng/kg koncentracidoban detektdld ELISA kitek, tehat az Uj jelzési kiiszdb elbirdsanak metodikai akadalya
nincs.

6. Kdszonetnyilvanitas

A szerzdk koszonetiiket fejezik ki Sali Juditnak és Csizmadia Katalinnak a NEBIH 2018-2020-as fogyasztasi
felmérése vonatkozé adatainak az atadasaért, a DE Mdlszerkdzpont, valamint a NEBIH munkatérsainak a
tejmintak AFM1 analitikai vizsgalatainak elvégzéséért, Nagy Attildnak és Miklds Gabriellanak, a NEBIH
munkatarsainak hasznos megjegyzéseikért, a DE-NEBIH projektben kdzrem(ikodd Béri Bélanak, valamint az
Alfoldi Tej és a tejtermel gazdasagok vezetbinek és munkatarsainak az egylUttmikodésért.

Kutatasi programunkat 2018-1.2.1-NKP-2018-00002 (AA, KK) jelzéssel a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovacios alap tdmogatta a 2018-1.2.1-NKP alapitvanyi rendszerben.
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1. SUMMARY

The mycotoxin contamination of foods also appears in the food chain. Aflatoxin is
metabolized in animals and its aflatoxin M1 (AFM1) metabolite, which is similarly, but
ten times less genotoxic and carcinogenic than aflatoxin B1 (AFB1), is also present
in milk, liver and eggs. Of these, the most significant food safety risk is posed by the
contamination of milk with AFM1. In our article, the deterministic exposure estimation
of Hungarian consumers is presented, based on the AFM1 contamination of milk and
dairy products. The results indicate that the exposure of children under three years
of age clearly poses a health risk, while the exposure of the 3 to 6 year old age group
is borderline. The exposure of older age groups in ng/kg body weight does not pose
an immediate health risk due to the increasing body weight. However, it needs to be
emphasized that the presence of carcinogenic compounds should be kept to a minimum
in all age groups. To this end, we propose an amendment to the regulation regarding
the factory inspection of milk.
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2. Introduction

In our previous paper on mycotoxin contamination, we presented the mycotoxin contamination of foods and
feeds, the legal regulation of their tolerable maximum concentrations, the limitations of sampling procedures,
and the experiences of current domestic practice were analyzed [1]. Using the data of the food consumption
survey conducted in 2009 and measurement results available from the period 2010-2018, the exposure
of Hungarian consumers to DON and aflatoxin M1 was estimated. Based on our preliminary estimates, it
was determined that for some consumers, exposure to aflatoxin M1 and DON may exceed the toxicological
reference values from time to time due to the yearly variation in food contamination levels, which may pose
a risk to human health.

In our present paper, the results of our calculations carried out by a deterministic method and using the
latest analytical measurement results and the data of the Hungarian food consumption survey performed in
2018-2019 using the methodology uniformly applied in Europe are presented, which provides information on
chronic AFM1 exposure of different consumer age groups.

Intensive research is induced by the expected spread of mycotoxin-producing fungi due to global warming,
the increase in food and feed contamination levels caused by the toxins they produce and the health problems
and economic damages attributed to them. The large number of reports on the results are made more
manageable by research area by the regularly published review articles, such as those on the interaction of
mycotoxin-producing Aspergillus species with soil microorganisms [2], on human physiological effects of
mycotoxin exposure [3], on the application of biocontrol technologies to reduce aflatoxin contamination, on
the effect of silage production technology and the microbiota on aflatoxin contamination [4], on the sources,
occurrence and regulation of mycotoxin contamination [5, 6] and on its detection methods [7]. A special
edition of the journal Frontiers in Microbiology, containing 22 of the latest research articles and summaries,
has also been published in the form of a book [8].

In view of the above reviews, only literature publications closely related to the objective of our paper are
summarized below.

2.1. Occurrence of aflatoxins

Aflatoxins and other mycotoxins that occur in raw agricultural products (mainly peanuts, maize, rice, nuts,
figs, spices and dried fruits) and feeds enter the food chain and can be detected in milk [9, 10, 11, 12], eggs,
meat and offal [6, 13]. Aflatoxicol has been detected in the liver, kidney and meat of broiler and laying hens
[14, 15]. Compared to the concentration of AFB1 in the feed, >5700-, >4600- and >3800-fold concentrations
were measured in the livers of hens, in egg yolk and in egg white, respectively [16].

In addition to the exposure of the animals to AFB1 (ug/kg body weight), the concentration of AFM1 entering
the milk from the feed depends on a number of factors, such as the health status of the cow, its milk yield,
the lactation period, etc. [17]. The transmission rate is higher in specimens with higher milk yields [18]. The
results of several studies have been reported in the literature, according to which the rounded transmission
rate varied from 0.35 to 6%. Lower transmission rates (0.08%-0.33%) were observed in sheep [19].

There is less research on the transmission of aflatoxin to the liver, meat and eggs, but these report significantly
lower transmission rates compared to milk, making milk still the most significant source of aflatoxin among
foods of animal origin [4, 20].

When a food contaminated with AFB1 is consumed, AFM1 is excreted in breast milk to a similar extent as in
cow’s milk [21, 22, 23, 24, 25, 26]. Infants and young children who are fed formula or milk drinks based on
cow’s milk may also be exposed to AFM1. The results of European surveys indicate much lower levels than
African or Asian publications [27].

As with all mycotoxins, aflatoxins show significant annual fluctuations in their levels depending on the weather
conditions affecting fungal growth and toxin production [28].

For its most recent risk assessment [29], EFSA used the results of aflatoxin M1 measurements reported by
Member States after 2013. Statistical data for some of the major food categories are summarized in Table 1.
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Table 1. AFM1 mean and 95" percentile concentration values based on the 2013-2020 Member State data of EFSA.

Foodontegors | N | son | Menls [ Mesmus [ pesis | vers
Milk 6020 76 0.018 0.031 0.087 0.087
Condensed milk/Milk powder 168 81 0.037 0.044 0.018 0.087
Cream 114 96 0.000 0.009 0.000 0.020
Fermented milk products 96 94 0.052 0.069 1.00 1.00
Cheeses 359 53 0.097 0.107 0.415 0.415
Baby formula 354 90 0.060 0.071 1.00 1.00
Other 85 53 0.124 0.204 1.00 1.00

Comment:

N: number of measurement results; % LCD (left censored data): ratio of results below the detection/quantification limit;
P95: 95" percentile; LB: lower bound - result of substitution with the lowest concentration value; UB: upper bound — result
of substitution with the highest concentration value; Other: foods for infants and young children.

2.2. Health effects of aflatoxins

Aflatoxins (especially AFB1, AFG1 and AFM1) proved to be extremely potent carcinogenic, kidney and liver
damaging, genotoxic, malformative, reproductive capacity decreasing, immunosuppressive and nervous
system damaging compounds in all experimental animal species, such as fish, ducks, mice, rats and monkeys
[30]. A recently published study showed that the spores of pathogenic fungi cause severe, fatal infections in
various birds [31].

High levels of AFB1, both in humans and animals, can cause fast-action, acute poisoning, during which
severe hepatitic failure can lead to death, however, human risk of this in developed countries is negligible.
Of aflatoxins, aflatoxin B1 is the most potent carcinogenic and genotoxic compound, and it is the one most
commonly found in foods and feeds. Most often, it causes hepatocellular carcinoma (HCC), which is why AFB1
has been classified as a Group 1 human carcinogen by the IARC. After consumption of feed contaminated
with AFB1, its hydroxy metabolite, aflatoxin M1, which is also a carcinogenic compound, although with a
toxicity that is about one tenth of that of AFB1, is excreted by dairy cows in milk [32, 33].

Aflatoxins are rapidly and extensively adsorbed in the small intestine and, once in the liver, the metabolism
of aflatoxin is catalyzed by the cytochrome P450 enzyme system found there. AFB1, AFG1 and AFM1 are
converted to a reactive electrophilic epoxide that is capable of covalently binding to both DNA and proteins.
Glutathion S-transferases (GST) are able to form a conjugative link with the 8,9-exo epoxide of AFB1, which is no
longer able to enter harmful reactions in the body, and is excreted through bile and the kidneys. Polymorphisms
among individuals result in high variability in enzymatic processes, and thus sensitivity to aflatoxin also varies
from individual to individual [30, 34, 35]. In optimal cases, most aflatoxin metabolites are excreted within a few
days, however, they have been observed to be present in protein-bound form over a longer period of time (e.g.,
in the case of aflatoxin-albumin adducts), with a half-life of 30 to 60 days in peripheral circulation [36].

Aflatoxins also damage liver cells directly, as well as indirectly, by altering the expression of genes involved in
lipid metabolism. Increased cholesterol, triglyceride and lipoprotein production can cause the disintegration
of hepatocytes. Hepatocyte death may lead to acute hepatitis, which can result in liver failure and, in
more severe cases death. The disrupted metabolism of hepatitis patients can lead to malnutrition, which
indirectly contributes to a general decrease in the antioxidant capacity of hepatocytes, to a loss of liver tissue
regeneration capacity and, ultimately, liver failure [3].

Based on the opinion of EFSA experts, a key point in the risk assessment of aflatoxins is the evaluation of
the role these toxins play in the development of liver cancer. From this point of view, children are particularly
sensitive to aflatoxins, because, due to their low body weight, have a higher intake of food per kg body
weight, and the risk of developing liver cancer is also higher in individuals infected with the hepatitis B
(or C) virus and in the elderly. In people living in areas where both hepatitis B virus (HBV) infection and
aflatoxin exposure are common, hepatocellular carcinoma (HCC) samples show a mutation hotspot (G-T
transformation) at codon 249 of the p53 gene, which mutation is considered to be a signature of aflatoxin-
induced HCC [37]. The possible reason for this is that hepatitis infection of the liver alters the expression of
genes encoding aflatoxin detoxification enzymes, resulting in, for example, the induction of CYP enzymes or
a decreased GST activity, thereby preventing the body from adequately eliminating aflatoxins [35]. Due to the
immunosuppressive effect of aflatoxins, elderly people with chronic diseases are at particular risk, because
in their case the efficiency of cell-level repair mechanisms is inferior, so the elimination of aflatoxins is also
less effective. It should be emphasized that aflatoxins are able to cross the placenta, so aflatoxin exposure of
pregnant women can also endanger the fetus [38].
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2.3. The effect of processing on the aflatoxin content in foods

The common feature of aflatoxins is that they are stable, resistant to processing and heat effects. As a
consequence, their presence must also be taken into account in the case of processed foods. Certain
processing steps, such as sorting, refining, grinding, cooking, baking, frying in oil, roasting, preservation,
flocculating, alkaline cooking, nixtamalisation, extrusion and fermentation, can reduce the concentration of
mycotoxins in crops and processed foods, but they are not adequate enough to eliminate all contaminants, so
the role of prevention at the very beginning of the food chain is of paramount importance [20]. For example,
in terms of AFM1 contamination, it is important to reduce the AFM1 contamination of feeds using pre- and
post-harvest biotechnological methods as well as toxin binders [4, 17].

Of heat treatment processes, conventional cooking and baking have little effect on mycotoxin contamination,
while methods performed at higher temperatures, or possibly using dry heat [39], are more efficient. The
breakdown of mycotoxins is enhanced by the presence of sugars, e.g., glucose, during heat treatment [40].

During the wet milling of cereals, such as corn, aflatoxin is distributed among the milling fractions in the
following proportions: soaking water: 39-42%, fiber: 30-38%, gluten: 13-17%, germ, 6-10% and starch:
1%. Thus, the total aflatoxin level in the processed products decreases with the proportion remaining in the
soaking water. After the dry milling of corn, the groats, bran and flour fractions contain only 6 to 10% of the
original aflatoxin content, with most of the aflatoxin entering the germ and husk fractions [20].

Contamination of rice with aflatoxin most often occurs due to improper harvest and storage conditions.
Mycotoxins are found primarily in the rice husk and bran layers. Husked brown rice and white rice obtained
by polishing are gradually less contaminated [41].

The various heat treatment processes, pasteurization and freezing do not have a significant effect on the
aflatoxin content of milk and dairy products [42]. The reduction effect of some heat treatment processes on
AFM1 expressed in numerical values are as follows: pasteurization: 7.6%-12.9%, boiling: 14.5-23.9% [43],
UHT treatment: 32% [44].

Different physical and chemical methods have been used with good efficiency to reduce the AFM1 content
of milk or other liquid products: microwave irradiation (52%) [43], membrane filtration (81%) [45], biofiltration
(81%) [46] combination of centrifugation and filtration (83%) [45], ozone treatment [47], the use of adsorbents
(85-90%) [48, 49].

Intensive research is underway on the use of microorganisms. Encouraging results for the reduction of AFM1
contamination in milk have been obtained using Saccharomyces cerevisiae (90-93%) [50], S. cerevisise +
L. rhamnosus, L. delbrueckii spp. bulgaricus, B. lactis (100%) [49], the mixture of different yeasts (65-69%)
[61], heat-treated L. plantarum (94,5%) [44], L. bulgaricus (58%) [52] and in yogurt using S. thermophilus,
L. bulgaricus and L. plantrium strains [53]. It remains to be seen how (in the case of using live microbes)
changes in organoleptic properties can be eliminated if non-conventional cultures are used, and how the
lactic acid bacterium-AFM1 complex formed can be removed from the product [44].

3. Data used to estimate consumer exposure

Exposure (g/kg body weight or ng/kg body weight) is calculated by multiplying the amount of food consumed
(9/kg body weight) and the contaminant concentrations measured in it (ng/kg). In the deterministic method,
we multiply the mean (median), or sometimes an upper percentile (95.0, 97.5) value. This calculation results in
a point estimate giving a specific value [54, 55]. A more subtle estimate is obtained by probabilistic methods
[66, 571, in which the distribution of input data is taken into account and thus a distribution is also obtains for
exposure. Care should be taken when considering test results below the limit of quantification (LOQ). If the
proportion of samples below the LOQ is between 50 and 80%, a maximum likelihood estimate (MLE) gives
the best results [58].

Whichever method is used for the estimation, it is important to take into account the uncertainty of each
calculation step, their magnitude, and to evaluate the results obtained in light of their cumulative effect [59].
The calculated uncertainty interval includes the true value with a certain level of confidence, i.e., with a certain
degree of certainty [60]. The amount of contaminant entering the consumer’s body (EDI) is compared to the
toxicological reference value(s) to determine the expected health risk.

For both short-term and long-term exposure estimation, it is worth examining the consumer groups that are
particularly affected by the consumption of the given food/contaminant combination, and comparing the
exposure of average consumers and ,large consumers” [61].

3.1. Reference values for exposure assessment

Depending on the specific properties of the contaminant, the reference value may be the Acceptable Daily
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Intake (ADI), the Provisionally Tolerable Weekly/Monthly Intake (PTW/MI) or the Acute Reference Dose (ARfD).
For food contaminants, the reference value is usually the tolerable daily intake (TDI). The benchmark dose
(BMD) is the smallest dose that is estimated from the fitted dose-response curve at which a preselected
effect level (benchmark response — BMR) can be observed, usually an increase or decrease of 5 or 10%
compared to the control group. The lower confidence value of the BMD is the BMDL [62]. In the case of
aflatoxins, Margin of Exposure (MoE) analysis is used to characterize the risk, as no TDI or other toxicological
reference value can be established. In such a case, the value of the BMDL, adjusted by the uncertainty factor,
is compared to the estimated exposure. The risk attributed to a contaminant can also be expressed as the
ratio of the exposure to other reference values, the Hazard Quotient (HQ) or the Hazard Index (HI), which is
the sum of the hazard ratios of substances acting on the same target organ or organ system, usually used for
cumulative estimates [63].

EFSA recommends the use of 4 ug/kg body weight/day as the BMDL,; value as a benchmark for AFM1 risk
characterization [29]. The results obtained are considered to be of concern below 10,000, with an MoE of
10,000 or greater indicating little risk to public health.

To characterize the risk of AFM1, the safe dose recommended by Kuiper-Goodmann (0.2 ng/kg body weight/
day) can also be used to calculate the hazard index (Hl), which is a quotient of a tumor-causing dose in 50%
of animals and a safety factor of 50,000 [64].

According to the 2018 calculations of the JECFA [20], with an average daily intake of 1 ng/kg body weight AFB1,
the probability of developing liver cancer is on average 0.269 per 100,000 persons per year, with the upper
limit of the 95% confidence interval of the estimate being 0.562/100,000 persons/year in HBsAg+ (positive
for hepatitis B surface antigen) individuals. For HBsAg- (negative for hepatitis B surface antigen) individuals,
the mean value was 0.017 cancers/year/100,000 persons, with the upper limit of the 95% confidence interval
of the estimate being 0.049/100,000 persons/year. The estimated mean values for AFM1 are one order of
magnitude lower: 0.027/100,000 persons for HBsAG+, and 0.002/100,000 persons for HbsAg- individuals
[20].

JECFA estimated the risk of hepatocellular carcinoma (HCC) associated with aflatoxin exposure using
Equation 1:

Ri = [[PHBV+ x HBV+) + (PHBV- x (1-HBV+))] x AF input (1),

where R; is the HCC risk for region i, HBV+ is the prevalence of chronic hepatitis B in the study population,
P,sv, is the probability of developing liver cancer in this fraction of the population and P, is the probability
of developing liver cancer in the rest of the population.

3.2 Food consumption data

The calculations were performed using data from two representative Hungarian food consumption surveys
conducted 10 years apart. The three-day survey of 2009 provided food consumption data for 4,992 individuals
for a total of 14,976 consumption days, processed by dietitians and broken down into raw materials for the
characterization of food consumption habits [65]. The ratio of milk and dairy product consumption days is
shown in Figure 1.

Of the 14,976 consumption days in the 2009 survey, the consumption frequency [%] of milk, sour cream and
cream, cheese and kefir or yogurt was 75.2, 52.8, 46.3 and 19.1, respectively.

The 2018-2020 survey was conducted within the framework of EFSA’s Europe-wide EU MENU or “What’s
on the table in Europe?” project, in accordance with the recommended, uniform methodology [66, 67].
Participating persons were selected from the households participating in the Hungarian Central Statistical
Office Household Budget and Living Conditions survey. During the program, two consumption days of 2,657
individuals between the ages of 1 and 74 were recorded, with the help of dietitians. On the 5,314 consumption
days, the consumption frequencies [%] of milk, sour cream and cream, cheese and kefir or yogurt were 96.8,
54, 60.6 and 24. The ratio of milk and dairy product consumption days is shown in Figure 2.

The distribution of consumers by age group is shown in Table 2.
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Figure 1. The proportion of milk and dairy product consumption days by food group in the 2009 survey
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Figure 2. The proportion of milk and dairy product consumption days by food group in the 2018-2020 survey
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Table 2. Age groups of the 2009 and 2018-2020 food consumption surveys and the number and proportion of
consumers of dairy products by age group

Consumers | Dairy product consumers | consumers | Dairy product consumers

Age group | Age (year) 2009 2009 2018-2020 2018-2020

(persons) persons % (persons) persons %
Babies 0.0-0.9 26 0 0 0
Toddlers 1.0-2.9 90 90 100 535 482 90
Children 3.0-9.9 324 324 100 537 536 100
Adolescents | 10.0-17.9 494 487 98 528 525 99
Adults 18.0-64.9 3360 3297 98 529 515 97
Elderly 65.0- 698 691 99 527 509 96
Total 4966 4889 98 2654 2567 97

Changes in the frequency of consumption of milk and various dairy products were compared using the milk
and dairy product consumption days of the 2009 and 2018-2020 food consumption surveys. The numbers of
consumption days of the different foods were compared to the total consumption days of the given survey
(Figure 3). The frequencies of consumption of the different foods during the survey periods are characterized
by the figure. Among the food categories studied, the consumption frequency of milk and milk-based
desserts increased by more than 20%. The consumption frequency of cheeses shows an increase of 14%.
The consumption frequencies of sour milk products (kefir, yogurt, sour cream), cream and flavored milks
remained almost constant (with the former increasing slightly and the latter decreasing to a small degree).
The consumption frequencies of condensed milk and milk powder has decreased significantly. Overall, it can
be stated that the consumption frequencies of milk and dairy products has increased slightly over the last 10
years.

Based on the change in consumption frequencies over 10 years, an increase in aflatoxin exposure could be
expected, however, this effect was offset by the change in the amounts consumed. The average consumption
in milk equivalent, calculated with the median value of processing and enrichment factors, was 310.7 g/day
in 2009, and this value decreased to 295.3 g/day in 2018-2020.
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o)
60.0% 50,89 54.0%
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desserts Milk powder

10.0% 5.7% 3.5%
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Figure 3. Proportion of consumption days to total consumption days;
changes in consumption frequencies of various food groups based on the results
of the 2009 and 2018-2020 food consumption surveys
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Very little data were available on AFM1 concentrations in processed dairy products, so a database of AFM1
processing and enrichment factors for sour milk products (e.g., kefir, yogurt, sour cream) and various cheeses
(hard, semi-hard, soft and processed cheeses, fresh cheeses) was compiled on the basis of the latest literature
data, and consumer exposure was calculated with the milk equivalent of the consumed quantities of these
products.

3.3. Aflatoxin concentration data

AFM1 analytical data are partly derived from NEBIH’s 2011-2020 Hungarian monitoring survey (1,288 data).
40% of the samples contained measurable amounts of AFM1. Most of the measurements were performed by
and HPLC methods on samples taken from the milk of dairy farms or private producers and, to a small extent,
from commercially available mixed milk. In addition to the large number of items exhibiting contamination
below the LOQ (60%), there were also items with very high contamination compared to the average. Values
above 100 ng/kg were: 110, 122, 141, 149, 150, 190, 238, 240, 252, 260, 292, 376, 513, 740 and 860 ng/kg,
respectively. We were unable to check the correctness of the results, but we saw no reason to omit them either,
so the full data set was used in our further calculations. Another 1,177 samples were analyzed by January
2021 within the framework of the joint project of the University of Debrecen and NEBIH (,Determining of the
short- and long-term aflatoxin exposure of Hungarian consumers in the dairy product chain and establishing
risk management measures”). In the latter case, milk samples taken directly from the transport tankers by
the staff of the dairy company at the 9 dairy farms participating in the project were analyzed between 2019
and 2021 by the ELISA method in the laboratory of the Instrument Center of the University of Debrecen. In
samples with concentrations above the 20 ng/kg ,action level”, exact AFM1 concentrations were confirmed
by HPLC in the laboratory of NEBIH. The number of samples with concentrations above the LOQ was 672
(57.1%). In the case of samples with concentrations above 20 ng/kg, the dairy farm was notified and it was
recommended that appropriate precautionary measures be taken. As a result of this intervention, it was
possible to stop the increase in milk contamination, and the AFM1 contamination of the milk produced was
kept below the 50 ng/kg level. Detailed results will be published in the final report of the project.

The number of milk samples examined, broken down by year, is shown in Figure 4.
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Figure 4. Yearly test sample numbers from the Hungarian survey of NFCSO (NEBIH) and from dairy farms
participating in the joint project
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To refine our estimate and to compensate for the large number of values below the LOQ, instead of the
usual LOQ, LOQ=0 and LOQ/2 approximations, the values of concentration data below the LOQ were
also taken into account with the values of data generated with the help of a distribution with an element
number identical to that of the number of measurement results. To measurement results above the LOQ,
different distributions were fitted using the GAMLSS and GAMLSS.dist packages of the R statistical software
using maximum likelihood estimation, then we used the parameters describing the goodness of the fit (AIC
— Akaike’s Information Criterion, BIC — Bayesian Information Criterion and Global Deviance) to select the
distributions that gave the optimal fit. The adequacy of the fits was also evaluated by visual comparison of
the histogram made from the data and the distribution obtained, as well as by examining the normality of the
differences and using a Q-Q plot. The two best-fit distributions were the two-parameter lognormal (Figure 6)
and the four-parameter Box-Cox t-distribution (BCT) (Figure 7), which is suitable for the modeling of slowly
decaying, continuously distributed data with positive or negative distortion similar to those of aflatoxins [68,
69]. Exposure calculations were performed with a lognormal distribution generated with the assumption
of LOQ=5. The selected distributions were then fitted to the entire AFM1 data set, and the evaluation was
performed again. Given that a positive change was observed in the parameters describing the goodness of
the fit, the distribution chosen were considered to be acceptable.

Descriptive statistics for AFM1 test results and the fitted distribution are summarized below.

Table 3. Descriptive statistics of AFM1 test results (ng/kg) used for the calculations

DE NEBIH Total LogLOQ5
Number 1,177 1,176 2,465 2,465
Minimum 2.9 3 2.9 0.50
P0.05 2.9 3 2.9 1.60
Median 3.17 7 4.19 3.80
Mean 6.96 15.3 10.9 9.66
P0.975 42 68.5 56 55.4
Maximum 71.0 860 860 860

The relative frequency distributions of NEBIH and DE test results are shown in Figure 5.
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Figure 5. Relative frequency distribution of the AFM1 contamination of milk samples taken
in the NEBIH monitoring program and in the framework of the DE-NEBIH cooperation
& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3410



With the exception of the outstanding NEBIH measurement result values (indicated with blue-red asterisk) in
the 10-15 ng/kg range, the frequency of AFM1 concentrations in the LOQ-70 ng/kg range was very similar in
the two series of measurements and this justifies the joint evaluation of the measurement results. The relative
frequency of samples containing AFM1 in concentrations above 70 ng/kg was <0.5% in the NEBIH studly.

A limiting factor in the risk assessment of aflatoxins was the lack of contamination data. According to the
recommendation of EFSA [29], food categories for which the number of positive samples does not exceed
25 or for which the proportion of samples below the limit of quantification is greater than 80% should be
excluded. In terms of AFM1 results, only the testing of milk met this criterion (Table 4), the number of tests
for processed dairy products proved to be very small.

Table 4. Number of samples tested and % of >LOQ values

. . Cheese, cot- .
’ 1 ’ 2
Cow’s milk Other milk Formula tage cheese Yogurt, kefir Other
No. of samples 1288 61 193 30 28 12
>LOQ [%] 25 16.4 0 6.7 0 0
': Formula: infant formula and other baby food
2: Milk-based food
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AFM1 (ng/kg)
Figure 6. Lognormal distribution fitted to AFM1 concentration results measured in milk
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Figure 7. Box-Cox t-distribution fitted to AFM1 concentration results measured in milk

4. Consumer exposure

In the case of food consumption data, the Observed Individual Means (OIM) method recommended for
long-term estimation was used. First, all milk and dairy product consumption data were converted to milk
equivalent, using the enrichment and processing factors specific to the given food category (Equations 2
and 3).

The intake of foods e, ..., e, expressed in g/kg body weight (B) on a given consumption day (n), expressed in
milk equivalent is

- Z’e=1tg';i *Fe) (o)
where
m, is the mass (g) of food e on consumption day n,
F is the processing (e.g., enrichment) factor characteristic of food e,
kg body weight is the body weight of the person belonging to the given consumption day,

_ Carmig 3
= Carung @
where is the AFM1 concentration in the milk used for the preparation of food e and is the AFM1 concentration
in the processed food.

F. is the value calculated from the min., med. and max. results obtained in the experiments.

By multiplying the amounts consumed in g/kg body weight/day by the average AFM1 concentration (ng/kg)
calculated from the values of the fitted distribution functions, the exposure values for each consumption day
were obtained (ng/kg body weight/day). The intake values of the 2 (2018-2020 survey) or 3 (2009 survey)
consumption days of the participating persons were averaged. The results were aggregated by consumer
age group and consumer exposure was calculated using the data from both food consumption surveys.
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First, the effects of the minimum (F __ ), median (F__) and maximum (F__) values of the processing factors on
the result of the exposure estimation were examined. The calculation was performed with the fitted lognormal
AFM1 mean data, as well as with the mean (EDI, ) and 97.5 percentile EDI0975) milk consumption values of
the 2018-2020 survey. The results are summarized in Table 5. The table illustrates the differences between
the mean calculated using the deterministic method and the 97.5 percentile results, based on the 2018-2020
(EU MENU) survey.

Table 5. Estimated combined daily milk and milk product consumption of the various age groups
as a function of dairy product processing factors

Toddlers Children Adolescents Adults Elderly
EDL,, (F) 0.16 0.12 0.05 0.03 0.03
EDI,.. (F..) 0.19 0.14 0.06 0.04 0.03
EDI,.. (F..) 0.21 0.15 0.07 0.04 0.03
EDI, 4, (F ) 0.54 0.36 0.14 0.10 0.08
EDI, 4, (F .0 0.55 0.39 0.15 0.11 0.09
EDl, 4, (F...) 0.56 0.40 0.16 0.12 0.10

Taking into account the minimum-median-maximum values of the processing factors did not notably affect
the results. There were significant differences in the mean values of the toddler age group when considering
the minimum and median factors, therefore, the values calculated with the median of the processing and
enrichment factors are used below to present the different exposure estimation results.

The exposure of the various age groups was calculated based on the P0.05, mean, median P0.975 percentile
estimated daily intake values (EDI) of the 2009 food consumption survey, median processing factors and
mean AFM1 concentration data. The exposures of the different consumer age groups were compared on the
basis of the calculated EDI.
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Figure 8. Estimated daily intakes (ng/kg/day) deterministic estimation;
Comparison of the P0.025, mean, median and P0.95 EDI values of the different age groups,
based on the 2009 consumption data
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The estimated daily intake values of the age groups of the 2018-2020 survey show a trend similar to that of
the 2009 data (Figure 9).
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Figure 9. Estimated daily intakes, deterministic estimation;
Comparison of the P0.025, mean, median and P0.95 EDI values of the different age groups,
based on the 2009 and 2018-2020 consumption data

Comparing both the mean and the 97.5 percentile estimated daily intake values, it is clear that the exposure
of each age group has been found mostly constant over the past 10 years. The only noticeable differences
are in the mean values of the toddler age group and the 97.5 percentile values of the children age group, but
the differences are not significant. The number of items in the toddler age group in the 2009 survey is very
low (90 people) compared to the 2018-2020 survey (482 people). Values calculated with a smaller number of
elements are burdened with a greater uncertainty.

4.1. Assessment of consumer exposure

Based on the obtained exposure values, the Margin of Exposure (MoE) approach (Equation 3), the hazard
index (HI) (Equation 4) and the probability increase of liver cancer attributable to AFM1 intake were used to
assess the risk of the Hungarian population. For the MoE method, the BMDL, value for AFM1 of 4 ug/kg body
weight/day was taken into consideration:

BMDL 19
S L
EDI

MoE

Consumer exposure is considered to be risky if the value of MoE is <10,000. The MoE values of exposure
calculated by the deterministic estimation from the consumption data of the 2018-2020 food consumption
survey are shown in Table 6.

Table 6. MoE values of average and large consumers (97.5 percentile) by age group

Toddlers Children Adolescents Adults Elderly
MoE EDI mean 20722 29056 63779 101949 130605
MoE EDI P0.975 7179 10353 26059 35082 45182

The health risk threshold (10,000) is reached or approached only by the “large consumers” (97.5 percentile) of
the toddler and children age groups. In the case of the other age groups, no significant risk can be identified

using this risk characterization methodology.
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For the calculation of the hazard index, the safe dose recommended by Kuiper-Goodmann [59] was used
(0.2 ng/kg body weight):

_ EDI (ng ttkg™") 5
0,2 ng ttkg™!

HI

When calculating the hazard index (HI), the degree of risk is directly proportional to the EDI values and
is considered to be of concern when the value is 1 or higher. As an example, the results of deterministic
estimates using the consumption data of the 2018-2020 food consumption survey by age group are shown
in Table 7.

Table 7. Hazard indices (HI) calculated from the EDI values of the different age groups

Toddlers Children Adolescents Adults Elderly
HI Mean 1.0 0.7 0.3 0.2 0.2
HI P0.975 2.8 1.9 0.8 0.6 0.4

Note: HI values that pose a health risk are indicated by bold numbers

HI values calculated from the mean and 97.5 percentile values of the estimated daily intakes of the age groups
indicate that the risk from exposure of the adolescent, adult and elderly age groups is not considered to be
of concern. However, for toddlers and children, in the case of the 97.5 percentile values (large consumers),
exposure is well above levels considered to be safe. One of the most important of the above results is the HI
value of 1, characterizing the average intake of toddlers, as it suggests that a significant proportion of this age
group is exposed to large amounts of AFM1, which is of great health concern.

Assuming a Hungarian hepatitis B prevalence of 0,7% [70], the incidence of liver cancer associated with
aflatoxin was calculated using Equation 1. Calculations were also performed with the mean and upper 95%
confidence values for the likelihood of developing liver cancer:

Mean Rpjo= [(0.0269 x 0.007) + (0.0017x 0.993)] x EDI,
CI,.95 Rjo= [(0.0562 x 0.007) + (0.0049x 0.993)] x EDI.

The values of hepatocellular carcinoma (HCCi) attributable to aflatoxin exposure derived from the mean and
97.5 percentile results of AFM1 exposure values calculated from the consumption data of the 2018-2020 food
consumption survey by deterministic estimation (DET) (illness/100,000 persons/year) are summarized by age
group in Table 8.

Table 8. Incidence of liver cancer as a function of EDI by age group

Toddlers Children Adolescents Adults Elderly
R (EDI mean) 0.00036 0.00026 0.00012 0.000074 0.000057
R (EDI mean, 0.0010 0.00072 0.00033 0.00021 0.00016
Cl0.95)
R (EDI 0.975) 0.00083 0.00062 0.00025 0.00018 0.00014
R (EDI 0.975, 0.0023 0.0017 0.00069 0.00050 0.00039
Cl0.95)

The risk of developing HCC is increased many times by aflatoxin exposure in the presence of chromic hepatitis
B. As the prevalence of hepatitis B is low in Hungary (and in Europe in general), the increase in HCCi induced
by aflatoxin is not high either. Although the numerical value of the estimated incidence of liver cancer proved
to be very low, their relative values show in this case as well the high risk of “large consumers” of toddlers
and children compared to the other age groups.

5. Situation assessment, recommendations

Chronic exposure to AFM1 calculated by the deterministic method and compared to various reference values
consistently indicates that the exposure of children aged 1<3 is the highest in the studied age groups. The
lowest exposure values are observed for the oldest age groups. Due to a lack of data, exposure in infants
aged <1 could not be studied. However, the correlation is not directly between age and intake amounts,
but between the change (typically increase) in body weight of increasingly older age groups and the intake
amounts.
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Given that the toxicity of aflatoxins primarily poses a health risk to developing organisms, special attention
should be paid to reducing their exposure and keeping it to a minimum. However, it should be emphasized
that the presence of carcinogenic compounds should be kept to a minimum in all age groups.

The body is burdened not only with the AFM1 contamination of breast milk and other milks or milk-based
products, but also with the AFB1 taken with other foods and which is 10 times more toxic than AFM1. Since
their mechanism of action is the same, the effects of aflatoxins and AFM1 add up. Therefore, we need
to pay attention to the quality of our food and the storage conditions of products with open packaging.
Products with a musty smell and traces of mold should not be consumed, even after cooking or baking.
Milks, analyzed during the annual monitoring inspections and exhibiting contamination levels that are 10 to
15 times higher than the maximum tolerable level allowed by the law are also marketed. Particularly at risk
are those individuals who regularly consume milk from the same source where the animals are fed aflatoxin-
contaminated feed.

To date, there is no routine and industry-wide large scale process that can reliably and completely eliminate
the aflatoxin content of foods, so the focus remains on preventing contamination. This is a complex task
that requires the involvement of all stakeholders in the food chain, starting with the application of good
agricultural practices, and the proper preparation and management of arable land. This is followed by the
selection of hybrids resistant to mold, and then a series of measures taken during the harvesting, transport
and storage of crops that can prevent the growth of molds (setting appropriate temperature and humidity
levels, sorting, peeling and physical treatment of the crops). Last but not least, the appropriate storage and
treatment cereals, silage or other processed feed products intended for animal feed, checking their aflatoxin
levels and their physical, chemical or biological detoxification, if necessary [4].

The success of prevention and the adequacy of milk shipments can also be checked at the level of dairy farms
and dairy plants. With a sampling plan developed for the detection of the aflatoxin M1 content of raw milk and
an early warning system, and by applying the 20 ng/kg action threshold already proven to be useful in Italy, an
increase in the level of contamination can be predicted effectively. Based on the warning, the dairy farm can
prevent the maximum tolerable AFM1 concentration (50 ng/kg) from being reached in accordance with local
conditions, for example, by modifying the composition of the feed or by using toxin binders. This can reduce
the use of contaminated milk batches in primary and secondary milk processing and, consequently, reduce
consumer exposure [1, 10, 71].

It should also be noted that, due to the uncertainty of the detection, ELISA kits set to indicate an AFM1
concentration of 50 ng/kg may still classify batches of milk with contaminations of < 65-70 ng/kg as adequate
in 50% of the cases.

In order to protect infants and young children who are most exposed to AFM1 and who are also the most
vulnerable, but also to protect the health of the entire population, it is recommended that the regulation of
dairy plant inspections is amended in a way that ensures that if the AFM1 contamination of the milk delivered
from a farm is =20 ng/kg, the plant is obligated to notify the dairy farm and NEBIH, and thereafter to monitor
the effectiveness of the dairy farm measures taken to reduce the contamination by daily monitoring of the
contamination of the milk delivered from the farm.

It is also recommended that the warning level used in the self-inspection of dairy farms is set to 20 ng/
kg instead of the current 50 ng/kg. ELISA kits for the detection of AFM1 at a concentration of 5-10 ng/kg
are available for both dairy plant and producer monitoring, so there is no methodological obstacle to the
establishment of a new warning threshold.
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1. DSSZEFOGLALAS

A tej 6sszetételének és higiéniai tulajdonsagainak valtozasai befolyasoljak a termeloi
arat, ezért elengedhetetlen, hogy a felelés tejtermel6é informaciot gylijtsén ezen
paraméterek kiilonb6z6 tényezdk hatasara bekodvetkezé valtozasairol. A szerzok a
tanulmanyukban arra keresik a valaszt, hogy tapasztalhato-e valtozas a tehenek napi
tejmennyiségében, illetve a nyers tehéntej 6sszetételében (zsir- és fehérjetartalom)
és mikrobioldgiai tulajdonsagaiban (szomatikus sejtszam, 6sszcsiraszam, coliform-
és S. aureus-szam) az egyszer és t6bbszor ellett teheneknél, illetve a laktacidjuk
kiilonb6z6 stadiumaiban. Egy hazai nagylizemi tejtermelé telep adatai alapjan
megallapitottak, hogy a tej zsir- és fehérjetartalmaban ugyan nem volt kiilénbség,
de a tobbszor ellett teheneknél nagyobb volt a napi tejhozam, valamint az egyszer
ellett tehenek tejéhez képest a tejben magasabb volt a szomatikus sejtszam és
nagyobb mennyiségben fordultak elé coliform baktériumok. A napi tejmennyiség a
laktacio egymast koveto stadiumaiban cs6kkent, viszont a tej zsir- és fehérjetartalma
novekedést mutatott, amely feltételezhetéen a csokkené tejmennyiség koncentrald
hatasanak tulajdonithatd. A mikroorganizmusok telepszamaban a laktacio kiilonb6z6
stadiumaiban nem tapasztaltak jelentds valtozast.
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2. Bevezetés

A tehéntejnek magas a tapértéke; tobbek kozott zsirokat, fehérjéket, szénhidratokat, vitaminokat és asvanyi
anyagokat tartalmaz [1]. A tej Osszetételének vizsgdlata a tejeld allomanyok higiéniai, taplalkozasi és
egészségligyi szempontjainak figyelemmel kisérésére céljabdl a tejgazdasagokban rutinszer( gyakorlat [2].
A tej Osszetételét szamos tényezd befolyasolhatja, tdbbek kozo6tt a laktaciok szama, a laktacié stadiuma, az
évszak, valamint a takarmanyozasi technoldgia is [3, 4, 5]. A tej dsszetétele tehat valtozhat a laktaciok soran,
és a klloénbdzd kornyezeti tényez8k kodlcsdnhatasainak eredményeként kiildnbségek lehetnek kildénbdzd
tejtermeld tehenészetek kozo6tt is [6]. Dirr et al. szerint kiemelked6en fontos a tejhozamra és a tej Osszetételére
vonatkozé eltérések okainak és kdvetkezményeinek meghatarozasa érdekében adatbazisok létrehozasa.
Az adatbazisnak tartalmaznia kell ezen paraméterekre és a laktaciokkal kapcsolatos eseményekre vonatkozo,
egyedekre vonatkozo feljegyzéseket is [7].

A tej tapértéke, magas vizaktivitasa és semleges pH-ja révén kitlind taptalajként szolgal a kilonféle
mikroorganizmusok szamara, amelyek k6zott patogén szervezetek is eléfordulhatnak, példaul Campylobacter
jejuni, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica stb. [8, 9].
A tej elsédleges fert6z8dése soran maguk a beteg allatok a fert6z6dés forrasai. A szisztémas, kérokozdok
szorédasaval jaré betegségben szenvedd tejeld allatok esetében a kérokozdk ugyanis kivalasztédhatnak
a tejjel. A masodlagos szennyez6déskor a tej kontaminacioja kdrnyezeti eredetli. A helytelen fejési higiénia
miatt a tej tdbbek kdzott az dllatok bélsaratdl, illetve a fejéskor alkalmazott eszkdzokidl (fejégépek,
tejvezetékek, tejtarold tartalyok) szennyezédhet [10]. Ahogy a tej a tejmedencébe, majd a bimbdcsatornaba
kertl, kilénbdz6 kdrnyezeti eredetli mikroorganizmussal fert6zédhet, ezért az elsé tejsugarak baktérium-
fert6zottsége kiemelked6en magas. A fejés megkezdésekor célszer( ezért az elsé tejsugarakat a tovabbiakban
fejt tejtdl elvalasztani, majd annak megsemmisitésérél gondoskodni kell [11]. A tejben lévd baktériumszam
csOkkentésére leginkabb hékezelést alkalmaznak. A tej kezdeti mikrobioldgiai allapota nemcsak az élelmiszer-
biztonsag szempontjabdl fontos, de befolyasolhatja az abbdl készilt tejtermékek mindségét is [12].

A coliform baktériumok tégygyulladast idézhetnek el6 a tejtermeld allatokban. A coliform baktériumok éltal
okozott tégygyulladas cstkkentheti a tejeld allatok tejtermelését, gazdasagi veszteségeket okozva ezzel a
tejtermeld telepeknek [13]. Ezeknek a baktériumoknak a jelenléte a kérnyezetben altalanos, ezért jelenlétiik
az élelmiszerben kdrnyezeti szennyezédésre utalhat [14, 15].

A nyerstej szamos forrasbdl szennyezddhet S. aureus-szal, példaul a kornyezetbdl, a fej6k kezérdl,
fej6berendezésekrdl stb. [16]. A S. aureus okozta t6gygyulladds gazdasagi kara abbdl kdvetkezik, hogy a
termelt tej mennyisége lecsdkken, minésége leromlik, a benne mért szomatikus sejtszam megndvekszik, a
gyengébb mindségui tej felvasarlasi ara cstkken, igy a tejtermelSk arbevétele is csdkken [17]. A S. aureus elleni
védekezés hatékony eszkdze a megel6zés. A fert6z6dés a megfeleld tartasi és fejési technoldgia betartasaval,
a gyakoribb Iégyirtassal, a t6gybimbd el6- és utdfertbtlenitésével, az egyszer hasznalatos t6gytorlé papirok
hasznalataval és a laborvizsgalatok rendszeres elvégzésével el6zhetéd meg [18].

A kilsé és belsd tényezbk a tej dsszetételét, és a nyerstej mikrobioldgiai dllapotat is befolyasolhatjak. Utobbit
leginkabb a tejjel kdzvetlentil érintkezd fellletek higiéniai allapota hatarozza meg [19]. Peles és munkatarsai
kutatasai soran arra a megallapitasra jutottak, hogy a kiilénb6z8 tehénlétszamu tejtermelé gazdasagokban
a kllonféle tartasi és fejési mddszerek befolyasold hatast gyakorolnak a tej mikrobioldgiai min&ségére [20].
Tessema a fajta, az allatok kora, a laktacio szama és a laktacié stadiuma, valamint a S. aureus elé6forduldsanak
a valdszinlsége kozott keresett 6sszefliggést.

Tanulmanyaban a két vizsgalt szarvasmarhafajta esetében jelentds kildnbséget tapasztalt a S. aureus tejben
valo el6forduldsara vonatkozéan. A S. aureus nagyobb aranyban fordult el a keresztezett teheneknél, illetve
az id6sebb egyedek esetében [21]. Bytyqi és munkatarsai a kildonb6z6 fajtak tejét vizsgalva nem tapasztaltak
kilénbséget a kapott telepszamok kdzott [22].

Bar magyar tanulmany kevesebb szamban készilt a témaban, toébb kulféldi kdzleményben vizsgaltak,
hogy vajon a laktaciok szama, laktacidk stadiuma befolyassal van-e az allatok napi tejmennyiségére, a
tej Osszetételére és mikrobioldgiai paramétereire. Tessema szerint a S. aureus prevalencigjaban jelentés
kildbnbség figyelhetd meg aszerint, hogy az allatok hanyadik laktacidjukban vannak. Tanulmanyaban
megallapitotta, hogy a S. aureus azoknal a tébb mint kétszer ellett tehenek tejében fordult el gyakrabban,
amelyek a California Mastitis Test-tel pozitivak voltak [21]. Tenhagen és munkatarsai is ugy talaltak, hogy a S.
aureus el6fordulasanak gyakorisaga n6 az allatok koraval [23]. Ez 6sszefliggésben allhat azzal, hogy a fejések
alkalmaval a fej6gép megsértheti a tédgybimbdkat, igy mikroorganizmusok keriilhetnek a kornyezetbdl a tégybe
[24]. Egy masik lehetséges ok az, hogy a tejel6 allatok egészségligyi allapota azok életkora elérehaladtaval
romolhat, amelynek kedvezé&tlen hatasa lehet a tej szomatikus sejtszamara [25].
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Vizsgalataink soran a célunk az volt, hogy egy hazai nagylzemi tejtermelé telepen megallapitsuk, hogy
van-e kllénbség az egyszer és a tobbszor ellett, valamint a laktacié kilénb6zé stadiumaiban lévé tehenek
napi tejmennyiségében, illetve az egyszer és a tdbbszor ellett, valamint a laktacio kilénbdzd stadiumaiban
lévé tehenektdl szarmazo tej Osszetételében (zsir- és fehérjetartalom) és mikrobiolégiai paramétereiben
(szomatikus sejtszam, Osszcsiraszam, coliform- és S. aureus-szam).

3. Anyag és modszer
3.1. A mintavétel helye és ideje

Vizsgalatainkba egy Hajdu-Bihar megyében (Magyarorszag) talalhato tejtermeld telepet vontunk be. A telepen
440-450 holstein-friz tehenet fejnek. A telepen mélyalmos tartasmodot és monodiétas takarmanyozast
alkalmaznak. A fejés fej6hazban torténik, a fejést kbvetéen nem végeznek utédfertStlenitést.

A szamitasokhoz felhasznalt napi tejmennyiségre, zsir- és fehérjetartalomra, szomatikus sejtszamra
vonatkoz6 adatok a befejési eredményekbdl, azaz az Allattenyésztési Teljesitményvizsgald Kft. altal havonta
gyUjtétt tejmintak vizsgalati eredményeibdl, a befejési eredményekbdl szarmaznak. A szamitasokba 38
egyed valamennyi 2015. majus-2020. januar kdzotti befejési eredményét felhasznaltuk. A szamitasok soran
Osszegeztlk az emlitett id8intervallum alatt a tehenek elsé laktacidjara vonatkozé adatait (n=387), a tehenek
n=275), k6zép stadiumara (100-200 nap; n=249) és a késébi stadiumara (200 nap felett; n=309) vonatkozé
adatokat.

A mikrobioldgiai vizsgalatokat 2018. majus és 2019. oktdber kéz6tt végeztiik. A mikrobioldgiai vizsgalatokhoz
38 véletlenszerlen kivalasztott, klinikailag egészséges egyedtdl 6sszesen 62 tejmintat vettlink. Aszerint, hogy
a mintavétel soran az allatok hanyadik laktacids ciklusban, illetve a laktacido amely stadiumaban voltak, a
kbévetkez8 csoportokba soroltuk az egyedektdl vett mintakat: a 15 egyszer ellett tehéntél 26 mintat, a 23
tébbszor ellett (2-5 ellés) holstein-friz tehéntdl 36 mintat vettiink. Az dsszesen vett 62 mintabdl 23-t a laktacié
korai stadiumaban, 21 mintat a laktacio k6zép stadiumaban, 18 mintat pedig a laktacio végén tartd tehenektdl
vettlnk.

A t6gybimbodk elbfertStlenitését, papirtdridvel vald szarazra torlését és az elsé tejsugarak kifejését kdvetéen a
tehenek mind a négy t6gynegyedébdl 50 ml drtartalmu, zarhato steril mdanyag mintavételi edényekbe vettiink
mintakat. Az edényeket a mintavételt kovetd két 6ran belll hiitétaskaban szallitottuk a Debreceni Egyetem
Elelmiszertudomanyi Intézet mikrobioldgiai laboratériumaba. A mintékat a mintavételtdl szamitott 24 éran
belll feldolgoztuk.

3.2. Mikrobioldgiai vizsgalatok

A tejmintak el6készitését és az azt kdvetd mikrobioldgiai vizsgalatokat Petroczki és munkatarsai altal leirt
eljaras szerint végeztik el [26]. A mintael6készités az MSZ EN ISO 6887-1:2017 [27] szabvany alapjan
tértént, a mintakat a vizsgalat kezdetéig 4 °C-on taroltuk, feldolgozasuk elétt pedig razassal homogenizaltuk.
A higitasi sor elkészitéséhez peptonvizet hasznaltunk, amelyet 8,5 g natrium-klorid (VWR International Kift.,
Magyarorszag) és 1,0 g pepton (Merck Kft., Magyarorszag) 1000 ml desztillalt vizben valé feloldasaval
allitottunk el6.

A megfeleld6 mennyiségek (9-9 ml) kémcsdbe torténd kimérését kdvetben a higitdfolyadékot 30 percig
120 °C-on kuktaban sterileztiik, majd leh(toéttik, végil elkészitettiik a decimalis higitasi sort.

Az O8sszcsiraszam meghatarozasa az MSZ EN ISO 4833-1:2014 [28] szabvany szerint tortént, amely
tejporral kiegészitett tripton-gliikéz-éleszté (Plate Count Agar, PCA) agar taptalaj (Biolab Zrt., Magyarorszag)
hasznalatat irja el6. Az elbirt lemezdntéses mddszer végrehajtasa utan a lemezeket 72 6ran at 30 °C-on
inkubaltuk.

A coliform baktériumok mennyiségének meghatarozasat az 1ISO 4832:2006 [29] szabvany szerint lemezdntéses
modszerrel végeztik, steril kristalyibolya-epe-laktoz (Violet Red Bile Lactose, VRBL) agart (Biolab Zrt.,
Magyarorszag) hasznalataval. Az inkubalas 30 °C-on tértént 24 6ran at tartott.

A S. aureus meghatarozasat az MSZ EN ISO 6888-1:2008 [30] szabvanynak megfeleléen szélesztéses
madszerrel hajtottuk végre, amelyhez tojassarga-tellurit emulziéval (LAB-KA Kft., Magyarorszag) kiegészitett
Baird-Parker agart (BPA) (Biolab Zrt., Magyarorszag) hasznaltunk. Az inkubalas 37 °C-on 48 6ran at tartott.
A S. aureust a tdbbi Staphylococcus fajtdl latex agglutinacios teszt (Prolex Staph Xtra Kit, Ferol Kit.,
Magyarorszag) alkalmazasaval kilonitettik el.
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3.3. Statisztikai analizis

Vizsgalati eredményeink elemzéséhez, leird statisztika kiszamitasahoz, valamint a mikroorganizmusok
mennyiségének logaritmikus transzformacidjahoz, a t-tesztek és a varianciaanalizis elvégzéséhez az SPSS
v.22.0 [31] szoftvert alkalmaztuk.

A laktacié-szam esetében a valtozok dsszehasonlitdsat parositatlan t-prébaval, illetve nem paraméteres
Mann-Whitney teszttel végeztiik, a laktacié-stadium esetében pedig az dsszehasonlitast egytényezds
varianciaanalizissel, illetve nem paraméteres Kruskal-Wallis teszttel végeztik el. Mivel az 6sszcsiraszam,
a coliform-szam és a szomatikus sejtszam tdbb esetben nem bizonyult normdl eloszlasu valtozonak, e
paraméterek esetében logaritmikus transzformaciét alkalmaztunk. A statisztikai elemzések soran a P<0,05
értéket szignifikans kilénbségnek értékeltik.

4. Eredmények
4.1. A laktacioszam hatasa a tejhozamra, a nyers tej 6sszetételére és mikrobiologiai paramétereire

Az egyszer és a tdbbszor ellett tehenek napi tejmennyiségének és az altaluk termelt tej zsir- és
fehérjetartalmanak, tovabba a szomatikus sejtszamanak, Osszcsiraszamanak, coliform- és S. aureus-
szamanak atlag és szérasértékeit az 1. tablazat tartalmazza. A vizsgalatra kivalasztott teheneket laktaciojuk
(egyben ellésiik) szama alapjan az egyszer, illetve a tébbszor ellett egyedek csoportjaiba soroltuk. Az egyszer
ellett tehenek esetében az atlagos tejmennyiség 25,67 kg/nap volt, mig a tdbbszor ellett tehenek esetében
31,04 kg/nap. A klldénbség szignifikans (P<0,05), ezzel sajat kisérleteinkkel is megerdsitettiik Bondan és
munkatarsai, valamint Yang és munkatarsai megallapitasat, miszerint a tébbszdr ellett tehenek altal leadott
napi tejmennyiség tdbb az egyszer ellett tehenekéhez képest [5, 32]. Gurmessa és Melaku keresztezett
holstein-friz tehenek esetében vizsgaltak tdbbek kdzott az ellésszam befolyasat a tejmennyiségre, azonban
nem tapasztaltak kilénbséget az egyszer és a tobbszoér ellett tehenek napi tejmennyisége kodzott [33].
Pratap és kutatdcsoportja az egyszer és a tébbszor ellett tehenek napi atlagos tejmennyiségét (6,43+1,39 és
5,89+2,37 I/nap) vizsgalva szintén nem tapasztalt kiilénbséget [34].

A kutatémunkank soran kivalasztott tehenek elsd laktacidja soran a tej atlag zsirtartalma 3,74+0,40% volt,
mig a kettd, vagy annal t6bb laktacié soran vett tejmintdkban az atlag zsirtartalom 3,75+0,36% volt. A
kulénbséget nem talaltuk szignifikansnak (P>0,05). Sajat eredményeinkhez hasonldéan Gurmessa és Melaku,
tovabba Pratap és munkatarsai sem tapasztaltak kilénbséget az egyszer, illetve t6ébbszor ellett, keresztezett
holstein-friz tehenek tejének atlag zsirtartalma kézott [33, 34]. Bondan és csoportja viszont azt tapasztalta,
hogy a laktacioszam befolyasolta a tej zsirtartalmat holstein-friz tehenekben. Mig az elsd laktacios tehenek
esetében a zsirtartalom 3,47+0,67% volt, a 2-3. laktacios tehenek esetében, valamint a legaldbb négyszer
ellett tehenek esetében 3,43+0,68% és 3,41+0,67% [5]. Shuiep és munkacsoportja a Szudanban készilt
tanulmanyukban helyi és keresztezett tehenek esetében vizsgalték a tej zsirtartalmanak valtozasat a laktacio-
szammal. A helyi tehenek esetében a negyedik laktacids (tdbbszor ellett) teheneknél alacsonyabb volt a
tej zsirtartalma (4,82+0,55%), mint a kevesebbszer ellett (1:5,16+0,32; 2:5,22+0,34; 3:5,14+0,34) tehenek
esetében. A keresztezett teheneknél nem tapasztaltak kildnbséget [6]. Yang és munkatarsai a kutatasuk
soran ezzel szemben azt dllapitottak meg, hogy az elsé laktacios holstein-friz tehenek esetében volt kevesebb
a tej zsirtartalma (3,88%) [32]. A tanulmanyunk, illetve a méas szakirodalmak valtozatos eredményei alapjan
arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a laktaciészamon kivil mas egyéb tényezd is befolyassal lehet a tej
zsirtartalmara.

Az altalunk kivalasztott holstein-friz tehenek elsé laktacidja soran a tej atlag fehérjetartalma 3,24+0,19%,
mig a kettd, vagy annal tébb laktaciojuk soran vett tejmintakban az atlag fehérjetartalom 3,31+£0,16% volt,
a kulénbség nem jelentds (P>0,05). Ez egybevag Gurmessa és Melaku, valamint Pratap és munkatarsai
megallapitasaival, ugyanis a szerz6k sem tapasztaltak kllonbséget az egyszer, illetve tdbbszdr ellett tehenek
tejének atlag fehérjetartalma kozoétt [33, 34]. Bondan kutatdcsoportja ezzel szemben Ugy talalta, hogy a
laktaciészam befolyasolta a tej fehérjetartalmat a holstein-friz tehenekben. Mig az elsé laktacios tehenek
esetében a fehérjetartalom 3,24+0,37% volt, a 2-3. laktacids tehenek esetében, valamint a legalabb négyszer
ellett tehenek esetében 3,23+0,38% és 3,19+0,37% [5]. A tej fehérjetartalmanak valtozasat a laktacio-
szammal Shuiep kutatécsoportja is vizsgalta. A helyi tehenek esetében a negyedik laktacios (t6bbszor ellett)
idészakba lépett teheneknél alacsonyabb volt a tej fehérjetartalma (3,67+0,19%), mint a kevesebbszer ellett
(1:4,01+£0,11; 2:3,82+0,12; 3:3,84+0,12) tehenek esetében. A keresztezett teheneknél nem tapasztaltak
kiilénbséget [6].

Eredményeink szerint az egyszer ellett tehenek tejében az atlag szomatikus sejtszam [242,2x102 (5,12+0,42 Ig)
sejt/ml] kevesebb (P<0,05), mint a tobbszor ellett tehenek tejében [356,3x10% (5,39+0,39 Ig) sejt/ml]. Az
értékek atlagai egyik esetben sem haladtak meg a 853/2004/EK rendeletben meghatarozott hatarértéket
[M=400,0x10° (5,60 Ig) tke/ml] [35]. A hazai tejtermeld telepen kapott eredmények egybevagnak a vonatkozé
szakirodalmakkal.
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Miké és munkatarsai szerint a laktacio szamanak ndvekedésével a tej szomatikus sejtszama is névekedhet
[25]. Ezt a megadllapitast Yang és csoportja is tapasztalta [32]. Sheldrake és munkatarsai szignifikans
kapcsolatot figyeltek meg az ellésszam és a szomatikus sejtszam kozott. Megallapitottak, hogy az ellések
szamanak emelkedésével az egészséges allatok tégynegyedeiben kisebb mértéki valtozas tortént, azonban
a S. aureus-szal fert6z6tt t6gynegyedek esetében jelentésen nétt a szomatikus sejtszam [36]. Bondan
kutatocsoportja az tapasztalta, hogy a vizsgalt holstein tehenek laktacioszamanak névekedésével a tejben
a szomatikus sejtszam is névekedd tendenciat mutatott. Mig az egyszer ellett tehenek esetében az atlag
szomatikus sejtszam 4,83+1,73 Ig sejt/ml volt, a két-haromszor ellett tehenek, valamint a négy, vagy annal
tébbszor ellett tehenek esetében 5,31+1,72 és 5,84+1,62 Ig sejt/ml [5].

Az egyszer ellett, azaz elsd laktacios holstein-friz tehenektdl vett tejmintakban az atlag 6sszcsiraszam 5,1x103
(3,36+0,58 Ig) tke/ml volt és 4,6x10° (3,30+0,59 Ig) tke ml a tdbbszor ellett tehenektdl vett tejmintakban
azonban a klilénbség nem volt szignifikans (P>0,05).

A t0bbszor ellett tehenek tejében az atlag coliform-szam [1,1x10° (1,35+1,20 Ig) tke/ml] viszont t6bb (P<0,05)
volt, mint az egyszer ellett tehenek tejében mért atlag telepszam [1,1x10" (0,65+0,61) Ig) tke/ml]. Tenhagen és
munkatarsai szintén klinikailag egészséges teheneket vontak be a vizsgalatukba, amely soran megallapitottak,
hogy a coliform baktériumok bar nagyobb aranyban fordultak el a tébbszdr ellett tehenek tejében, nem volt
tapasztalhaté kildnbség [23].

S. aureus a 26 kozll csak egyetlen, egyszer ellett egyedtdl szarmazé tejmintaban fordult elé, 5,0x10' (1,70 Ig)
tke/ml mennyiségben, a vizsgalt 36 tobbszdr ellett egyedtdl vett minta kdzul pedig nyolc egyedi tejmintaban
tudtuk kimutatni. Ezekben a mintakban az atlag S. aureus szam 1,5x102 (1,92+0,56 Ig) tke/ml volt. Az értékek
nem haladjak meg a 4/1998 (XI. 11.) EGM rendeletben meghatarozott hatarértéket [M=5,0x10? (2,70 Ig) tke/ml]
[37]. Azon egyedek esetében, amelyeknek tejében a mikrobioldgiai vizsgalatok soran kimutathaté volt a S.
aureus, a befejési adatok alapjan az atlag szomatikus sejtszamuk 44,3x10° (4,65 Ig) sejt/ml és 357,2x103%(5,55
Ig) sejt/ml kdzbtt alakult. Tessema a tanulmanyaban szintén megallapitotta, hogy a S. aureus prevalencigja
nagyobb a tébbszér (azaz tdbb mint kétszer) ellett tehenek (amelyek a California Mastitis Testtel pozitivak
voltak) esetében [21]. Tenhagen és munkatarsai szerint a S. aureus eléfordulasa névekedik az allatok
életkoraval és a laktacio stadiumaval [23].

1. tablazat. Az egyszer és t6bbszér ellett tehenek napi tejmennyisége és az altaluk termelt tej 6sszetétele és
mikrobioldgiai tulajdonsédgai

Egyszer ellett T6ébbszor ellett
(x=0) (x=0)
Termelési paraméter Napi tejmennyiség (kg/nap) 25,67+4,422 31,04+5,08°
. Zsirtartalom 3,74+0,4072 3,75+0,362
Osszetétel —
Fehérjetartalom 3,24+0,192 3,31+0,162
Szpmatikus sejtszam  (Ig 5120 422 5,39:+0,39°
sejt/ml)
Mikrobiolégiai paraméter Osszcsiraszam (g tke/ml) 3,36+0,582 3,30+0,592
Coliform-szam (Ig tke/ml) 0,65+0,612 1,35+1,20°
S. aureus-szam (Ig tke/ml) 1,70 1,92+0,56

ab A tablazat azonos soraiban a kiilonbdzé betlkkel jelolt értékek szignifikansan kiilonbdznek (P<0,05)

4.2. A laktacio stadium hatasa a tejhozamra, a nyers tej 6sszetételére és mikrobioldgiai paramétereire

A korai, kdzép és késdi laktacios stadiumban 1évé tehenek napi tejmennyiségének és az altaluk termelt tej
zsir- és fehérjetartalmanak, tovabba a szomatikus sejtszamanak, 6sszes csiraszamanak, coliform- és S.
aureus-szamanak atlag és szorasértékeit a 2. tablazat tartalmazza. A vizsgalatra kivalasztott teheneket
laktaciojuk stadiuma alapjan korai, kdzép és késéi laktacié stadiumu egyedek csoportjaiba soroltuk. Az
egyedek napi tejmennyiségének a laktacié stadiumaval valé valtozasanak a vizsgdlata soran igazolédott
az a szakirodalomban is megtalalhatd megallapitas, miszerint a laktacié vége felé haladva a napi leadott
tejmennyiség csokken. Mig a laktaciojuk elején 1évé tehenek atlag napi tejmennyisége 32,10+4,73 kg/nap,
a laktacié kozepén tarto teheneké 29,08+5,09 kg/nap, a laktacio végén tarté teheneké 23,36+3,63 kg/nap.
A kullénbség szignifikans (P<0,05). Bondan és csoportja hasonld megallapitasra jutottak a tanulmanyukban. Az
29,4+8,72 I/tehén/nap volt; azon teheneknek, amelyek laktacidjuk 61-120. napjan tartottak 29,2+8,66 I/tehén/
nap volt; a laktacio 121. és 220. napja kodzo6tti intervallumban a tehenek tejmennyisége 26,2+8,01 I/tehén/nap
volt, a laktacio végén (>220 nap) pedig 22,0+7,49 I/tehén/nap [5].
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Gurmessa és Melaku, valamint Pratap és munkatarsai ugyancsak azt tapasztaltak, hogy a laktacio elején
nagyobb volt az allatok napi tejmennyisége (6,81+1,45 I/nap), mint a laktacié végén (5,48+0,05 I/nap).
Vizsgalataik soran a laktacio kozepén tartd keresztezett holstein-friz tehenek napi tejmennyisége (7,17+0,05
liter) volt a legnagyobb [33, 34]. Auldist és munkatarsai szerint a laktacié-stadium tejmennyiségre gyakorolt
hatasa (példaul csdkkenése) az emlémirigyen bellli szekrécids sejtek szamanak és aktivitasanak fiziologiai
okbol eredd valtozasabol eredhet [2].

A vizsgalt egyedek tejének zsirtartalma valtozast mutat a laktacio vége felé haladva. A laktacio elején, illetve
kézepén tartd tehenek tejének zsirtartalma atlagosan 3,65+0,43% és 3,59+0,41% volt, amelyek kevesebbnek
(P<0,05) mutatkoztak, mint a laktacid végén jaré tehenek tejében mért zsirtartalom (3,99+0,47%). A
laktacio végén a tejzsir koncentracidjanak névekedése 6sszefliggésbe hozhaté a laktacié elérehaladasaval
tapasztalhaté tejhozam-csdkkenéssel, ugyanis a csdkkend tejmennyiségnek koncentrald hatasa lehet a tej
Osszetételére nézve [2]. A tej zsirtartalma Gurmessa és Melaku kdzleménye szerint is valtozik az allatok
laktaciojanak harom stadiumaban. A laktaciojuk elején és végén tarté tehenek esetében a tej atlagos
zsirtartalma (4,46+1,44% és 4,46+1,44%) jelent6sen magasabb azon tehenek tejéhez (3,70+0,89%) képest,
amelyek a laktacié kézepén jarnak [33]. Bondan és munkatarsai kézleményében az all, hogy a tej zsirtartalma
a laktacié végén (>200 nap) nagyobb (3,55+0,67%), mint a laktacié korabbi stadiumaiban. Ugyanakkor azt
is tapasztalta, hogy a mért atlagos zsirtartalom (3,30+0,66%) a tehenek laktacidjanak 61. és 120. napja
kozo6tti idSintervallumban volt a legkevesebb. A laktacié 6. és 60., valamint a 121. és 220. napjai kodzo6tti
id8intervallumaban 3,40+0,65% és 3,40+0,66% atlag zsirtartalmat mértek [5]. Shuiep és munkatarsai
a szudani helyi és keresztezett tehenek esetében vizsgaltak a tej zsirtartalmanak valtozasat a laktacio
stadiummal. A helyi fajta esetében nem volt kiilénbség a zsirtartalmat illetéen a laktacio elején (5,31+0,51%),
kbdzepén (4,67+1,56%) és végeén (5,28+0,75%). A keresztezett teheneket tekintve azonban a laktacié végén
tébb volt a zsirtartalom (4,45+1,43%), mint a laktacio elején (3,41+1,09%) és kdzepén (3,33+1,05%) [6].

A zsirtartalomhoz hasonldan a fehérjetartalom esetében is valtozas figyelhetd meg az idében a laktacié vége felé
haladva. A laktacio elején mért atlagos fehérjetartalom 3,08+0,15%, a laktacio kdzepén 3,20+0,19%, a laktacio
végeén 3,56+0,20%, a kilénbség szignifikans (P<0,05). Bondan és munkatarsai hasonlé megallapitasra jutottak: a
laktacio végén (>200 nap) nagyobb fehérjetartalmat (3,41+0,36%) mértek, mint a laktacio korabbi stadiumaiban.
napja kozotti idSintervallumban volt a legkevesebb. A laktacio 6. és 60., valamint a 121. és 220. napok kdzotti
id8intervallumban 3,05+0,36% és 3,18+0,32% atlag fehérjetartalmat mértek [5]. Gurmessa és Melaku, valamint
Pratap kutatdcsoportja nem tapasztaltak kilénbséget a fehérjetartalmat illetéen a laktacio elején (3,55+1,43%),
kdzepén (3,17+0,15%) és végén (3,33+0,16%) lévs tehenek esetében [33, 34]. Shuiep és munkatarsai a szudani
helyi és keresztezett teheneket illetéen vizsgaltédk a tej fehérjetartalmanak valtozasat a laktacié stadiummal.
A helyi fajta esetében a laktacio elején (3,87+0,52%) és kdzepén (3,91+0,18%) tdbb volt a fehérjetartalom az
allatok tejében, mint a laktacié végén (3,67+0,17%). A keresztezett tehenek esetében nem volt kilénbség a
zsirtartalmat illetéen a laktacio elején (3,67+0,17%), kdzepén (3,69+0,16%) és végén (3,63+0,22%) [6].

195,1x10%(5,07+0,43 Ig) sejt/ml, a laktacio kdzepén 370,6x10%(5,28+0,50 Ig) sejt/ml, a késbi laktacids stadiumban
336,4x10%(5,33+0,41 Ig) sejt/ml volt. A késéi laktacids stadiumban I1évé egyedek tejében magasabb (P<0,05) volt
a szomatikus sejtszam, mint a laktacio elején lévd tehenek esetében. A laktacio elérehaladasaval a szomatikus
sejtszam Bondan és munkatarsai szerint is ndvekedd tendenciat mutat. Mig azon holstein-friz tehenek tejében,
amelyeknek laktacioja 6. és 60. nap kozott tartott, az atlagos szomatikus sejtszam 4,79+1,90 Ig sejt/ml volt, a
laktacio 61. és 120. napja kozott 4,89+1,90 Ig sejt/ml, a laktacié 121. és 220. napja kdzott 5,21+1,75 Ig sejt/ml, a
220. napnal tovabb tarté laktacio esetében pedig ez a paraméter a vizsgalt tehenek tejében 5,53+1,53 Ig sejt/ml
volt [5].

A holstein-friz tehenek laktacidjanak stadiumaiban az 6sszes csiraszamot is meghataroztuk. A laktacio elején
az atlagos 6sszes csiraszam 6,8x10® (3,42+0,67 Ig) tke/ml, a laktacio kozepén 4,4x10° (3,39+0,46 Ig) tke/ml,
a laktacio végén 2,7x10® (3,13+0,56 Ig) tke/ml volt. A kapott dsszes csiraszam-értékek kdzo6tt nem talaltunk
szignifikans kilénbséget (P>0,05).

A coliform baktériumok szamat illetéen a legnagyobb telepszamot [1,3x10° (1,30+1,23 Ig) tke/ml] a tehenek
pedig a laktacio kdzepén vett mintakban mutattuk ki. A laktacioé végén vett mintakban az atlagos coliform-szam
1,50x10? (0,90+0,94 Ig) tke/ml volt. Az eredmények kdzdtt nem tapasztaltunk szignifikans kildnbséget (P>0,05).

S. aureus a 62 egyedi tejmintabdl 6sszesen 9 (14,52%) mintaban fordult elé atlagosan 1,4x10? (1,89+0,53 Ig)
tke/ml telepszamban. Abban a hat (9,68%) mintaban, amelyek a laktaciojuk elején tartd tehenektdl szarmaztak,
az atlagos S. aureus-szam 1,2x102 (1,81+0,56 Ig) tke/ml volt, a laktacié kozepén Iévé egy (1,61%) allat
esetében a S. aureus szam 8,2x10" (1,91 Ig) tke/ml volt, a laktacié végén Iévd két (3,23%) tehén esetében
pedig 2,4x10? (2,15+0,70 Ig) tke/ml.
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2. tabldzat. A korai, k6zép és késdi laktacios stadiumban Iévd tehenek napi tejmennyisége és az altaluk termelt tej
Osszetétele és mikrobioldgiai tulajdonsdgai

Laktacio eleje Laktacio kézepe Laktacio vege
(x=0) (xx0) (xxo)
Termelési paraméter | \2P! teimennyiseg 32,10+4,73 29,08+5,09° 23,36+3,63°
(kg/nap)
. Zsirtartalom 3,65+0,432 3,59+0,412 3,99+0,47°
Osszetétel —
Fehérjetartalom 3,08+0,152 3,20+0,19° 3,56+0,20°
Szomatikus sejtszam . ab b
(Ig sejt/ml) 5,07+0,43 5,28+0,50 5,33+0,41
Osszes csiraszam
3,42+0,672 3,39+0,462 3,13+0,562
Mikrobioldgiai para- | (19 tke/ml)
méter Coliform-szam . . .
(Ig tke/ml) 1,30+1,23 0,76+0,79 0,90+0,94
S. aureus-szam 1,81:0,56 1,01 2,15+0,70
(Ig tke/ml)

ab.c A tablazat azonos soraiban a kiilénb6z6 betlikkel jelolt értékek szignifikansan kilénbdznek (P<0,05)

5. Kovetkeztetések

Egy hazai tejgazdasagban végzett kutatdmunkank soran igazoltuk, hogy nagylzemi tartasi korilmények
k6zott az egyszer ellett tehenek esetében az atlag napi tejmennyiség szignifikansan kevesebb (P<0,05),
mint a tdbbszor ellett tehenek esetében. Ennek valdszinlleg az az oka, hogy testik fejlédéséhez az elsé
laktaciojukban Iév6 teheneknek van tébb aminosavra és zsirra szikségik a mar tébb laktaciés idészakon
atesett allatokhoz képest [38].

A tej zsir- és fehérjetartalmat illetéen nem volt szignifikans kilénbség az egyszer és a t6bbszor ellett
tehenek kozott. Mivel a szakirodalomban a tanulmanyunkban kapott eredményekkel megegyezé, illetve
azoktol eltér6 megallapitasokkal is talalkoztunk, feltételezziik, hogy mas tényezé (pl. fajta, évszak stb.) is
befolyasolja a tej zsir- és fehérjetartalmat, azonban ezeknek a tényezdknek a feltérképezése nem képezte
céljat a tanulmanyunknak. Shuiep és munkatarsai kozleményiikben példaul két kiilénb6z6 szarvasmarhafajta
esetében eltéré eredményekrdl szamolnak be a tej zsir- és fehérjetartalmanak a laktacioszammal torténé
valtozasat vizsgalva [6].

Mérési eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a tébbszoér ellett tehenektdl vett tejmintakban az elsé
laktacios tehenektdl vett tejmintakhoz képest szignifikansan nagyobb (P<0,05) volt a szomatikus sejtszam,
illetve a coliform baktérium-szam, de a S. aureus is nagyobb aranyban fordult el6. Annak oka, hogy a tdbbszor
ellett tehenek esetében a mikroorganizmusok nagyobb mennyiségben mérheték a tejmintakban, egyrészt
valoszinlleg az, hogy a tégybimbdk a laktacidk soran karosodhattak (tobbek kozoétt példaul a fejégép
miatt), amely ndvelhette a mikroorganizmusok t6gybe jutasanak esélyét [24]. Masik oka az lehet, hogy a kor
elérehaladtaval, illetve a laktaciok szamanak novekedésével a tejeld allatok kondicidja gyengilhetett, amely
kedvezdbtlenll hathatott példaul a tej szomatikus sejtszamara [25].

Azt is igazoltuk, hogy a laktacio stadiumaiban a napi leadott tejmennyiség esetén csdkkend tendenciat lehet
megfigyelni, viszont a zsir- és fehérjetartalom ndvekedést mutat. Ez feltételezhet6en a csdkkend tejmennyiség
koncentrald hatasanak tudhaté be.

A laktacié kilénbdz6 stadiumaibdl vett tejmintakban nem volt tapasztalhaté kildénbség az 6sszes csiraszam
és a coliform baktériumok telepszamait illetéen, azonban a laktacio késéi stadiumaban a szomatikus sejtszam
ndvekedést mutatott.

6. Kdoszonetnyilvanitas

A publikacié elkészitését az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008 szamu projekt tamogatta. A projekt az
Eurodpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valésult meg.

Kdszdnettel tartozom a tejtermeld telep vezetSinek és dolgozdinak a segitékész kdzremikddésikeért.
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1. SUMMARY

Changes in the composition and hygienic properties of milk affect producer price, so
it is essential for the responsible dairy farmer to collect information on changes in
these parameters due to various factors. In their study, the authors seek to answer
the question whether there is a fluctuation in the daily milk yield of cows and in the
composition (fat and protein content) and microbiological properties (somatic cell
count, total plate count, coliform and S. aureus count) of raw cow’s milk in primiparous
and multiparous cows or at different stages of their lactation. Based on the data of
a Hungarian large-scale dairy farm, it was found that there was no difference in the
fat and protein content of the milk, but the daily milk yield was higher in the case of
multiparous cows and, compared to the milk of primiparous cows, their milk had a
higher somatic cell count and larger amounts of coliform bacteria. The daily milk yield
decreased in the successive stages of lactation, but the fat and protein content of the
milk increased, which is presumably due to the concentrating effect of the decreasing
milk yield. No significant change was observed in the colony count of microorganisms
at the different stages of lactation.
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2. Introduction

Cow’s milk has a high nutritional value; it contains fats, proteins, carbohydrates, vitamins and minerals, among
other things [1]. Examination of the composition of milk is a routine practice on dairy farms for monitoring
the hygiene, nutritional and health aspects of dairy cows [2]. The composition of milk can be influenced by
a number of factors, such as the number of lactations, the stage of lactation, the season and the feeding
technology [3, 4, 5]. Thus, the composition of milk may vary during lactation, and as a result of the interactions
of different environmental factors, there may be differences between the different dairy farms [6]. According
to Durr et al., the creation of databases in order to determine the causes and consequences of differences in
milk yield and milk composition is of paramount importance. A database should also include records related
to these parameters, as well as to lactation-related events and to the individual cows [7].

Due to its nutritional value, high water activity and neutral pH, milk serves as an excellent medium for various
microorganisms, which may include pathogenic organisms such as Campylobacter jejuni, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, etc. [8, 9]. During the primary
infection of milk, sick animals themselves are the sources of infection. In case of dairy animals suffering
from a systemic disease accompanied by the spread of pathogens, the pathogens may be excreted in the
milk. During secondary contamination, the contamination of milk is of environmental origin. Due to improper
milking hygiene, milk can be contaminated by the faeces of the animals or the equipment used in milking
(milking machines, milk lines, milk storage tanks), among other things [10]. As the milk enters the teat cistern
and then the teat canal, it can become infected with various microorganisms, of environmental origin, so
the bacterial infection of the first milk jets is remarkably high. At the beginning of milking, it is therefore
advisable to separate the first jets of milk from milk that is milked subsequently, and to ensure that they are
destroyed [11]. To reduce the number of bacteria in milk, heat treatment is most commonly used. The initial
microbiological state of the milk is not only important from a food safety point of view, but can also affect the
quality of the dairy products made from it [12].

Coliform bacteria can cause mastitis in dairy animals. Mastitis caused by coliform bacteria can reduce milk
production in dairy animals, causing economic losses to dairy farms [13]. The presence of these bacteria in
the environment is common, so their presence in food may indicate environmental contamination [14, 15].

Raw milk can be contaminated with S. aureus from a number of sources, such as the environment, milkers’
hands, milking equipment, and so on [16]. The economic damage due to mastitis caused by S. aureus comes
from a decrease in the quantity and quality of the milk produced, an increase in the number of somatic cells
measured in it, a reduction in the purchase price of lower quality milk, which also leads to a decrease in the
turnover of dairy farmers [17]. Prevention is an effective means of controlling S. aureus infection. It can be
prevented by adhering to appropriate housing and milking technologies, more frequent fly extermination,
pre- and post-disinfection of the teats, the use of disposable udder wipers and regular laboratory testing [18].

External and internal factors can affect the composition of milk, as well as the microbiological state of raw
milk. The latter is mostly determined by the hygienic condition of the surfaces that come into direct contact
with the milk [19]. Research by Peles et al. found that different husbandry and milking methods at dairy
farms with different cow numbers had influencing effects on the microbiological quality of milk [20]. Tessema
sought to find a correlation between breed, the age of the animals, the number of lactations and the stage of
lactation, as well as the likelihood of S. aureus occurrence.

In his study, he found a significant difference in the prevalence of S. aureus in milk for the two cattle species
studied. S. aureus was found in higher proportion of crossbred cows and in older individuals [21]. Examining
the milk of different varieties, Bytyqi et al. found no difference in the colony counts obtained [22].

Although fewer Hungarian studies have been conducted on the subject, several international publication
have examined whether the number of lactations and the stage of lactation have an influence on the daily
milk volume of the animals, the composition of the milk and its microbiological parameters. According to
Tessema, there is a significant difference in the prevalence of S. aureus, depending on how many lactations
the animals have been through. In his study, he found that S. aureus was more common in the milk of cows
that had calved more than twice and produced a positive California Mastitis Test [21]. Tenhagen et al. also
found that the incidence of S. aureus increases with the age of the animals [23]. This may be related to the
fact that the milking machine may damage the teats during milking, allowing microorganisms to enter the
udder from the environment [24]. Another possible reason is that the health status of dairy animals may
deteriorate with advancing age, which may have an adverse effect on the somatic cell count of milk [25].
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The objective of our study was to determine at a Hungarian large-scale dairy farm whether there is a difference
in the daily milk yield of primiparous and multiparous cows, as well as cows at different stages of lactation,
and also in the composition (fat and protein content) and microbiological parameters (somatic cell count, total
plate count, coliform and S. aureus count) of primiparous and multiparous cows, as well as cows at different
stages of lactation.

3. Materials and methods
3.1. Place and time of sampling

A dairy farm in Hajdu-Bihar county (Hungary) was the site of our studies. 440-450 Holstein-Friesian cows are
milked on the farm. The farm uses deep litter livestock-keeping and monodiet feeding. Milking takes place in
a milking parlor, and no post-disinfection is carried out after milking.

The data on the daily amount of milk, fat and protein content and somatic cell count used for the calculations
are derived from the milking results, i.e., from the examination results of the milk samples collected monthly
by the Allattenyésztési Teljesitményvizsgald Kft. All milking results of 38 individuals between May 2015 and
January 2020 were used in the calculations. During the calculations, data on the first lactation of the cows
(n=387), data on the 2" to 5" lactation of the cows (n=446), as well as data on the early (under 100 days;
n=275), middle (100 to 200 days; n=249) and late (over 200 days; n=309) stages of the lactation of the cows
were summarized for the abovementioned time period.

Microbiological tests were performed between May 2018 and October 2019. A total of 62 milk samples were
taken from 38 randomly selected, clinically healthy individuals for the microbiological tests. According to
which lactation cycle the animals were in and in which stage of lactation during the sampling, the samples
taken from the individual cows were classified as follows: 26 samples were taken from 15 primiparous cows
and 36 samples were taken from 23 multiparous (2 to 5 calvings) Holstein-Friesian cows. Of the total 62
samples taken, 23 were taken in the early stage of lactation, 21 samples in the middle stage of lactation and
18 samples were taken from cows in the late stage of lactation.

Following pre-disinfection of the teats, wiping them dry using paper towels and milking of the first milk jets,
samples were taken from all four udder quarters into sealable sterile plastic sampling vessels with a capacity
of 50 ml. The vessels were transported in coolers to the microbiology laboratory of the Institute of Food
Science of the University of Debrecen within two hours of sampling. Samples were processed within 24 hours
of sampling.

3.2. Microbiological tests

Preparation of the milk samples and the subsequent microbiological tests were performed according to the
procedure described by Petrdczki et al. [26]. Sample preparation was carried out according to standard MSZ
EN ISO 6887-1:2017 [27], the samples were stored at 4 °C until the beginning of the analysis, and they were
homogenized by shaking before processing. To prepare the dilution series, peptone water was used which
was prepared by dissolving 8.5 g of sodium chloride (VWR International Kft., Hungary) and 1.0 g of peptone
(Merck Kft., Hungary) in 1,000 ml of distilled water.

After weighing the appropriate amounts (9 ml each) into test tubes, the diluent was sterilized in a pressure
cooker at 120 °C for 30 minutes, then it was cooled and the decimal dilution series was prepared.

The total plate count was determined according to standard MSZ EN ISO 4833-1:2014 [28], which prescribes
the use of a tryptone-glucose-yeast agar (Plate Count Agar, PCA) culture medium (Biolab Zrt., Hungary)
supplemented with milk powder. After performing the prescribed plate casting method, the plates were
incubated at 30 °C for 72 hours.

The amount of coliform bacteria was determined by the plate casting method according to standard 1ISO
4832:2006 [29], using sterile crystal violet-bile-lactose agar (Violet Red Bile Lactose, VRBL, Biolab Zrt.,
Hungary). The incubation period was 24 hours at 30 °C.

The determination of S. aureus was performed according to standard MSZ EN ISO 6888-1:2008 [30] by the
spreading method, for which Baird-Parker agar (BPA, Biolab Zrt., Hungary) supplemented with egg yolk-
tellurite emulsion (LAB-KA Kft., Hungary). The incubation period was 48 hours at 37 °C. S. aureus was isolated
from other Staphylococcus species using a latex agglutination test (Prolex Staph Xtra Kit, Ferol Kft., Hungary).
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3.3. Statistical analysis

For the analysis of our experimental results, for the calculation of descriptive statistics, for the logarithmic
transformation of the amount of microorganisms and for performing t-tests and analysis of variance, the
SPSS v.22.0 [31] software was used.

In the case of lactation number, variables were compared using unpaired t-tests and non-parametric Mann-
Whitney tests, while in the case of lactation stage, the comparison was performed by one factor analysis
of variance and non-parametric Kruskal-Wallis tests. Since the total plate count, the coliform count and
the somatic cell count were not found to be normally distributed variables in several cases, a logarithmic
transformation was used for these parameters. During statistical analyses, a value of P<0.05 was considered
to indicate a significant difference.

4. Results
4.1. Effect of lactation number on milk yield, raw milk composition and its microbiological parameters

Mean and standard deviation values of the daily milk yield of primiparous and multiparous cows, as well as
those of the fat and protein content, somatic cell count, total plate count, coliform and S. aureus count of
the milk produced by them are shown in Table 1. Cows selected for the study were classified into groups
based on the number of lactations (and calvings) into groups of primiparous and multiparous individuals.
The average milk yield was 25.67 kg/day for primiparous cows, while in the case of multiparous cows it was
31.04 kg/day. The difference is significant (P<0.05), which means that our experiments confirmed the findings
of Bondan et al. and Yang et al., that the daily amount of milk produced by multiparous cows is higher than
that of primiparous cows [5, 32]. In the case of crossbred Holstein-Friesian cows, Gurmessa and Melaku
studied, inter alia, the effect of calving number on milk yield, but found no difference between the daily milk
yield of primiparous and multiparous cows [33]. Pratap and his research group also found no difference in the
average daily milk yield of primiparous and multiparous cows (6.43+1.39 and 5.89+2.37 |/day, respectively)
[34].

The average fat content of milk during the first lactation of cows selected during our research was 3.74+0.40%,
while the average fat content of milk samples taken during the second or later lactation was 3.75+0.36%.
The difference was not found to be significant (P>0.05). Similarly to our own results, no difference was found
between the average fat content of the milk of primiparous and multiparous crossbred Holstein-Friesian
cows by Gurmessa and Melaku, or Pratap et al. [33, 34]. On the other hand, it was found by Bondan and his
group that the number of lactations did have an effect on the fat content of milk in Holstein-Friesian cows.
While the fat content was 3.47+0.67% in the case of cows lactating for the first time, it was 3.43+0.68% and
3.41+0.67% for cows lactating for the 2™ or 3" time and for cows that had calved at least 4 times, respectively
[5]. In their study in Sudan, Shuiep and his working group examined changes in the fat content of milk with
the number of lactations in local and crossbred cows. In the case of local cows, cows in their fourth lactation
period had a lower milk fat content (4.82+0.55%) than cows with fewer calvings (1:5.16+0.32; 2:5.22+0.34;
3:5.14+0.34). No difference was observed in the case of crossbred cows [6]. In contrast, Yang et al. found in
their research that Holstein-Friesian cows lactating for the first time had a lower milk fat content (3.88%) [32].
Based on the varied results of our study and other literature references, we came to the conclusion that the
fat content of milk may be influenced by other factors besides the lactation number.

During the first lactation of the Holstein-Friesian cows selected by us, the average protein content of the
milk was 3.24+0.19%, while the average protein content of milk samples taken during the second or later
lactation was 3.31+0.16%, with the difference being not significant (P>0.05). This is in line with the findings
of Gurmessa and Melaku, as well as those of Pratap et al., as these authors did not find any difference
between the average protein content of the milk of primiparous and multiparous cows [33, 34]. In contrast,
the research group of Bondan found that the lactation number affected the protein content of milk in Holstein-
Friesian cows. While the protein content was 3.24+0.37% in the case of cows lactating for the first time, it
was 3.23+0.38% and 3.19+0.37% in the case of cows lactating for the 2™ or 3 time and for cows that had
calved at least 4 times, respectively [5]. Changes in the protein content of milk with the lactation number was
also studied by the research group of Shuiep. In the case of local cows, the protein content of milk was lower
in the case of cows in their fourth lactation period (3.67+0.19%), than in the case of cows with fewer calvings
(1:4.01£0.11; 2:3.82+0.12; 3:3.84+0.12). No difference was observed in crossbred cows [6].

According to our results, the average somatic cell count [242.2x10% (5.12+0.42 Ig) cell/ml] in the milk of
primiparous cows is less (P<0.05) then in the milk of multiparous cows [356.3x10° (5.39+0.39 Ig) cell/ml].
In none of the cases did the averages exceed the limit value [M=400.0x10° (5.60 Ig) cfu/ml] laid down in
Regulation (EC) No 853/2004 [35]. The results obtained at the Hungarian dairy farm are in line with relevant
literature data. According to Miké et al., as the lactation number increases, the somatic cell count of milk
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may also increase [25]. This finding was also found to be true by Yang and his group [32]. Sheldrake et al.
observed a significant relationship between the calving number and the somatic cell count. They found that
with the increase in calving number, there was a smaller change in the udder quarters of healthy animals,
however, in the case of udder quarters infected with S. aureus, the somatic cell count increased significantly
[36]. The research team of Bondan found that as the lactation number of the Holstein cows studied increased,
so did the somatic cell count in milk. While the average somatic cell count in primiparous cows was 4.83+1.73
Ig cell/ml, it was 5.31+1.72 és 5.84+1.62 Ig cell/ml in cows that had calved 2 or 3 times and cows that calved
4 or more times, respectively [5].

In the milk samples taken from Holstein-Friesian cows that only calved once, i.e., cows in their first lactation
period, the average total plate count was 5.1x10° (3.36+0.58 Ig) cfu/ml, while it was 4.6x10% (3.30+0.59 Ig)
cfu/ml in the milk samples taken from multiparous cows, however, the difference was not significant (P>0.05).

However, the average coliform count [1.1x103 (1.35+1.20 Ig) cfu/ml] in the milk of multiparous cows was more
(P<0.05) than the average coliform count [1.1x10" (0.65+0.61) Ig) cfu/ml] measured in the milk of primiparous
cows. Tenhagen et al. also included clinically healthy cows in their study, which found that although coliform
bacteria were found in higher quantities in the milk of multiparous cows, the difference was not significant
[23].

S. aureus was present in only one of the 26 milk samples taken from primiparous cows, in an amount of
5.0x10' (1.70 Ig) cfu/ml, while it could be detected in eight of the 36 milk samples taken from multiparous
cows. The mean S. aureus count in these samples was 1.5x10? (1.92+0.56 Ig) cfu/ml. The values do not
exceed the limit value [M=5.0x102 (2.70 Ig) cfu/ml] specified by EGM decree 4/1998 (XI. 11.) [37]. In the case
of the individuals in whose milk S. aureus could be detected during the microbiological tests, the average
somatic cell count was between 44.3x10° (4.65 Ig) cell/ml and 357.2x10%(5.55 Ig) cell/ml on the basis of
milking data. In his study, Tessema also found that the prevalence of S. aureus was higher in the case of
multiparous cows (i.e., who had calved more than twice) (who produced a positive California Mastitis Test)
[21]. According to Tenhagen et al., the incidence of S. aureus increases with the age and lactation stage of
the animals [23].

Table 1. Milk yield of primiparous and multiparous cows and compositional and
microbiological properties of milk collected from them

Primiparous Multiparous
(x=0) (x=0)
Production parameter Milk yield (kg/day) 25.67+4.422 31.04+5.08°
Fat content (%) 3.74+0.402 3.75+0.362
Composition -
Protein content (%) 3.24+0.192 3.31+0.162
Somatic cell count (Ig cell/ml) 5.12+0.422 5.39+0.39°
Microbiological Total plate count (Ig cfu/ml) 3.36+0.582 3.30+0.592
parameter Coliform count (Ig cfu/ml) 0.65+0.612 1.35+1.20°
S. aureus count (Ig cfu/ml) 1.70 1.92+0.56

&b The values marked with different letters in the same rows of the table differ significantly (P<0.05)

4.2. Effect of lactation stage on milk yield, raw milk composition and its microbiological parameters

Mean and standard deviation values of the daily milk yield of cows in the early, middle and late stages of
lactation, as well as those of the fat and protein content, somatic cell count, total plate count, coliform and
S. aureus count of the milk produced by them are shown in Table 2. The cows selected for the study were
classified into groups of early, middle and late lactation stage individuals, based in their stage of lactation.
When examining the changes in the daily milk yield of the individuals with the stage of lactation, the finding in
the literature that the daily milk yield decreases towards the end of lactation was confirmed. While the average
daily milk yield of cows in the early stage of their lactation was 32.10+4.73 kg/day, that of cows in the middle
stage of their lactation was 29.08+5.09 kg/day, while that of cows in the late stage of lactation was 23.36+3.63
kg/day. The difference was significant (P<0.05). Bondan and his group came to a similar conclusion in their
study. The average milk yield between days 6 and 60 of the lactation of the Holstein-Friesian cows studied by
them was 29.4+8.72 |/cow/day; for cows between days 61 and 120 of their lactation, it was 29.2+8.66 |/cow/
day; for cows between lactation days 121 and 220, the milk yield was 26.2+8.01 |/cow/day, and at the end of
the lactation (>220 days), it was 22.0+7.49 |/cow/day [5]. Gurmessa and Melaku, as well as Pratap et al. also
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found that the daily milk yield of the animals was higher at the beginning of lactation (6.81+1.45 |/day) than at
the end of lactation (5.48+0.05 I/day). In their studies, the daily milk yield of crossbred Holstein-Friesian cows
in the middle stage of their lactation was the highest (7.17+0.05 liter) [33, 34]. According to Auldist et al., the
effect of lactation stage on milk yield (e.g., a decrease) may be due to a change in the number and activity of
the secretory cells within the mammary gland because of physiological reasons [2].

The fat content of the milk of the individuals studied shows a change as we progress towards the end of
lactation. The average fat content of cows in the early and middle stages of lactation was 3.65+0.43% and
3.59+0.41%, respectively, which were lower (P<0.05) than the fat content of the milk of cows in the late stage
of lactation (3.99+0.47%). The increase in milk fat concentration at the end of lactation may be associated
with a decrease in milk yield as lactation progresses, as a decrease in milk yield may have a concentrating
effect on milk composition [2]. The fat content of milk also varies at the three stages of lactation according
to the publication of Gurmessa and Melaku. For cows in the early or late stages of lactation, the average fat
content of the milk (4.46+1.44% and 4.46+1.44%, respectively) was significantly higher than that of cows in
the middle stage of lactation (3.70+0.89%) [33]. The publication of Bondan et al. states that the fat content
of milk at the end of lactation (>200 days) is higher (3.55+0.67 %) than at earlier stages of lactation. However,
they also found that the measured average fat content (3.30+0.66%) was lowest between days 61 and 120
of the lactation of the cows. Between days 6 and 60, and between days 121 and 220, average fat contents
of 3.40+0.65% and 3.40+0.66% were measured, respectively [5]. Shuiep et al. studied changes in the fat
content of milk of local and crossbred cows in Sudan with lactation stage. In the case of the local breed,
there was no difference in the fat content between the early (5.31+0.51%), middle (4.67+1.56%) and late
(5.28+0.75%) stages of lactation. However, in the case of crossbred cows, the fat content was higher at the
end of lactation (4.45+1.43%) than at the beginning of the lactation (3.41+1.09%) or in the middle stage of
lactation (3.33+1.05%) [6].

Similar to the fat content, a change in protein content can also be observed as we progress towards the end
of lactation. The average protein content measured at the beginning of lactation was 3.08+0.15%, it was
3.20+0.19% in the middle of lactation and 3.56+0.20% at the end of lactation, the difference being significant
(P<0.05). Bondan et al. came to a similar conclusion: a higher protein content (3.41+0.36%) was measured
at the end of lactation (>200 days) than at earlier stages of lactation. It was also found that the measured
average protein content (3.03+0.31%) was the lowest between days 61 and 120 of the lactation of the cows.
The measured average protein content between days 6 and 60 of the lactation and between days 121 and
220 were 3.05+0.36% and 3.18+0.32%, respectively [5]. Gurmessa and Melaku, as well as the research
group of Pratap did not find any difference in protein content between cows in the early (3.55+1.43%), middle
(8.17+0.15%) and late (3.33+0.16%) stages of their lactation [33, 34]. In the case of local and crossbred
cows in Sudan, changes in milk protein content with the lactation stage were investigated by Shuiep et al.
In the case of the local breed, the protein content of the milk of the animals was higher at the beginning
(8.87+0.52%) and in the middle (3.91+0.18%) of lactation than at the end of lactation (3.67+0.17%). In the
case of crossbred cows, there was no difference in protein content at the beginning (3.67+0.17%), middle
(3.69+0.16%) and end (3.63+0.22%) of lactation [6].

The average somatic cell count in the early stage of lactation of the cows selected for our research was
195.1x108%(5.07+0.43 Ig) cell/ml, it was 370.6x10°(5.28+0.50 Ig) cell/ml in the middle of lactation, and it was
336.4x10°%(5.33+0.41 Ig) cell/ml in the late stage of lactation. The somatic cell count was higher (P<0.05) in
the milk of individuals in the late stage of lactation than in the case of cows at the beginning of lactation. As
lactation progresses, somatic cell counts also show an increasing trend according to Bondan et al. While in
the milk of Holstein-Friesian cows between days 6 and 60 of their lactation the average somatic cell count
was 4.79+1.90 Ig cell/ml, between days 61 and 120 it was 4.89+1.90 Ig cell/ml, between days 121 and 220
it was 5.21+1.75 Ig cell/ml, and in the case of lactations lasting more than 220 days, this parameter was
5.53+1.53 Ig cell/ml in the milk of the cows studied [5].

Total plate counts were also determined during the different stages of lactation of Holstein-Friesian cows.
At the beginning of lactation, the average total plate count was 6.8x10° (3.42+0.67 Ig) cfu/ml, in the middle
of lactation it was 4.4x10° (3.39+0.46 Ig) cfu/ml, while at the end of lactation it was 2.7x10® (3.13+0.56 Ig)
cfu/ml. No significant difference was found between the total plate count values obtained (P>0.05).

Regarding the number of coliform bacteria, the highest count [1.3x10® (1.30+1.23 Ig) cfu/ml] was measured
in samples taken at the beginning of the lactation of the cows, while the lowest average coliform count
[2.2x10" (0.76+0.79 Ig) cfu/ml] was detected in samples taken in the middle stage of lactation. The average
coliform count in the samples taken at the end of lactation was 1.50x102 (0.90+0.94 Ig) cfu/ml. There was no
significant difference between the results (P>0.05).
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S. aureus was present in a total of 9 samples (14.52%) out of 62 individual milk samples, with an average
count of 1.4x102 (1.89+0.53 Ig) cfu/ml. In the six samples (9.68%) taken from cows in the early stage of
lactation, the average S. aureus count was 1.2x10? (1.81+0.56 Ig) cfu/ml, for the single animal in the middle
of lactation (1.61%) the S. aureus count was 8.2x10" (1.91 Ig) cfu/ml, while for the two cows at the end of
lactation (3.23%) it was 2.4x10? (2.15+0.70 Ig) cfu/ml.

Table 2. Milk yield of cows in their early, mid and late lactation stages and compositional
and microbiological properties of milk from them

Early lactation Mid lactation Late lactation
(x=0) (x=0) (x=0)
. Milk yield . N .
Production parameter (kg/day) 32.10+4.73 29.08+5.09 23.36+3.63
Fat content (%) 3.65+0.432 3.59+0.412 3.99+0.47°
Composition -
Protein content (%) 3.08+0.152 3.20+0.19° 3.56+0.20°
somatic cell count 5.07+0.432 5.28:0.50% 5.33:0.41°
(Ig cell/ml)
Total plate count
3.42+0.677 3.39+0.462 3.13+0.562
Microbiological (Ig cfu/ml)
parameter Coliform count . . a
(Ig cfu/m) 1.30+1.23 0.76+0.79 0.90+0.94
S. aureus count 1.8120.56 1.91 2.15+0.70
(Ig cfu/ml)

ab.c The values marked with different letters in the same rows of the table differ significantly (P<0.05)

5. Conclusions

In the course of our research work in a Hungarian dairy farm, it was proven that, under large-scale husbandry
conditions, for primiparous cows the average daily milk yield is significantly lower (P<0.05) than in the case of
multiparous cows. This is probably due to the fact that cows in their first lactation need more amino acids and
fat to develop their bodies compared to animals that have already undergone several lactation periods [38].

Regarding the fat and protein content of the milk, there was no significant difference between primiparous
and multiparous cows. Since one can find in the literature findings that both support and contradict our
results, we assume that the fat and protein contents of milk are also influenced by other factors (e.g., breed,
season, etc.), but mapping out of these factors was not the objective of our study. For example, Shuiep et al.
reported in their paper different results for two different cattle breeds when examining the changes in the fat
and protein contents of milk with the lactation number [6].

Based on our measurement results, we found that the somatic cell count, as well as the coliform count and the
S. aureus count were significantly higher (P<0.05) in the milk samples taken from multiparous cows compared
to the milk samples taken from primiparous cows. The reason why microorganisms can be measured in larger
amounts in milk samples taken from multiparous cows is probably that the teats may have been damaged
during the lactations (due to, for example, the milking machine), which may have increased the chances of
microorganisms entering the udder [24]. Another reason may be that as the age progressed or the number
of lactations increased, the condition of the dairy animals may have deteriorated, which may have had an
adverse effect, for example, on the somatic cell count of the milk [25].

It was also proven that, in the stages of lactation, a decreasing trend in daily milk yield can be observed,
but the fat and protein contents show an increase. This is presumably due to the concentrating effect of the
decreasing milk yield.

There was no difference in milk samples taken at different stages of lactation in terms of total plate count and
coliform count, however, in the late stage of lactation, the somatic cell count showed an increase.
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Serratia fajok jellemzese, valamint
Serratia marcescens kvalitativ
kimutatasa nyers és pasztorozott
tejbol polimeraz lancreakcion alapulo
vizsgalati modszerrel
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polimeraz lancreakcié (PCR), élelmiszer-diagnosztika

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.

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam

3448



6. Irodalom

[1] Friman, M.J., Eklund, M.H., Pitkala, A.H., Rajala-Schultz, P.J., Rantala, M.H.J. (2019): Description
of two Serratia marcescens associated mastitis outbreaks in Finnish dairy farms and a review of
literature. Acta Veterinaria Scandinavica. 61, pp. 54. https://doi.org/10.1186/s13028-019-0488-7

[2] Joyner, J., Wanless, D., Sinigalliano, C.D., Lipp, E.K. (2014): Use of quantitative real-time PCR for
direct detection of Serratia marcescens in marine and other aquatic environments. Applied and
Environmental Microbiology. 80, pp. 1679-1683. https://doi.org/10.1128/AEM.02755-13

[8] Cleto, S., Matos, S., Kluskens, L., Vieira, M.J. (2012): Characterization of contaminants from a
sanitized milk processing plant. PLoS ONE. 7(6), e40189.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040189

[4] Langsrud, S., Maretrg, T., Sundheim, G. (2003): Characterization of Serratia marcescens surviving
in disinfecting footbaths. Journal of Applied Microbiology. 95, pp. 186-195.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01968.x

[6] Meretrg, T., Langsrud, S. (2017): Residential bacteria on surfaces in the food industry and their
implications for food safety and quality. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety.
16, pp. 1022-1041. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12283

[6] Iwaya, A., Nakagawa, S., lwakura, N., Taneike, |., Kurihara, M., Kuwano, T., Gondaira, F., Endo,
M., Hatakeyama, K., Yamamoto, T. (2005): Rapid and quantitative detection of blood Serratia
marcescens by a real-time PCR assay: Its clinical application and evaluation in a mouse infection
model. FEMS Microbiology Letters. 248, pp. 163-170. https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.05.041

[71 Bayramoglu, G., Buruk, K., Dinc, U., Mutlu, M., Yilmaz, G., Aslan, Y. (2011): Investigation of
an outbreak of Serratia marcescens in a neonatal intensive care unit. Journal of Microbiology,
Immunology and Infection. 44, pp. 111-115. https://doi.org/10.1016/j.jmii.2010.02.002

[8] Moradigaravand, D., Boinett, C.J., Martin, V., Peacock, S.J., Parkhill, J. (2016): Recent independent
emergence of multiple multidrug-resistant Serratia marcescens clones within the United Kingdom
and Ireland. Genome Research. 26, pp. 1101-1109. https://doi.org/10.1101/gr.205245.116

[9] Grimont, F., Grimont, P.A.D. (2006): The genus Serratia. Prokaryotes. 6, pp. 219-244.
https://doi.org/10.1007/0-387-30746-X_11

[10] Sandner-Miranda, L., Vinuesa, P., Cravioto, A., Morales-Espinosa, R. (2018): The genomic basis of
intrinsic and acquired antibiotic resistance in the genus Serratia. Frontiers in Microbiology. 9, pp.
828. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00828

[11] Bagliniére, F., Tanguy, G., Salgado, R.L., Jardin, J., Rousseau, F., Robert, B., Harel-Oger, M.,
Dantas Vanetti, M.C., Gaucheron, F. (2017): Ser2 from Serratia liquefaciens L53: A new heat stable
protease able to destabilize UHT milk during its storage. Food Chemistry. 229, pp. 104-110.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.054

[12] Salgado, C.A., Bagliniere, F., Vanetti, M.C.D. (2020): Spoilage potential of a heat-stable lipase
produced by Serratia liquefaciens isolated from cold raw milk. LWT - Food Science and Technology.
126, 109289. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109289

[13] Barnum, D.A., Thackeray, E.L., Fish, N.A. (1958): An outbreak of mastitis caused by Serratia
marcescens. Canadian Journal of Comparative and Medical Veterinary Science. 22, pp. 392-395.

[14] Malik, K., Tokkas, J., Goyal, S. (2012): Microbial pigments: A review. International Journal of
Microbial Resource Technology. 1 (4), pp. 361-365.

[15] Petersen, L.M., Tisa, L.S. (2013): Friend or foe? A review of the mechanisms that drive
Serratia towards diverse lifestyles. Canadian Journal of Microbiology. 59, pp. 627-640.
https://doi.org/10.1139/cjm-2013-0343

[16] Darshan, N., Manonmani, H.K. (2015): Prodigiosin and its potential applications. Journal of Food
Science and Technology. 52, pp. 5393-5407. https://doi.org/10.1007/s13197-015-1740-4

[17] Srimathi, R., Priya, R., Nirmala, M., Malarvizhi, A. (2017): Isolation, identification, optimization of
prodigiosin pigment produced by Serratia marcescens and its applications. International Journal of
Latest Engineering and Management Research. 2 (9), pp. 11-21.

[18] Giri, A.V., Anandkumar, N., Muthukumaran, G., Pennathur, G. (2004): A novel medium for the
enhanced cell growth and production of prodigiosin from Serratia marcescens isolated from soil.
BMC Microbiology. 4, pp. 11. https://doi.org/10.1186/1471-2180-4-11

[19] Mahlen, S.D. (2011): Serratia infections: From military experiments to current practice. Clinical
Microbiology Reviews. 24, pp. 755-791. https://doi.org/10.1128/CMR.00017-11

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam 3449


https://doi.org/10.1186/s13028-019-0488-7
https://doi.org/10.1128/AEM.02755-13
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040189
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01968.x
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12283
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.05.041
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2010.02.002
https://doi.org/10.1101/gr.205245.116
https://doi.org/10.1007/0-387-30746-X_11
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00828
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.054
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109289
https://doi.org/10.1139/cjm-2013-0343
https://doi.org/10.1007/s13197-015-1740-4
https://doi.org/10.1186/1471-2180-4-11
https://doi.org/10.1128/CMR.00017-11

[20] Analyzer of Bio-resource Citations (2020): Microorganism Search for Paper, Patent, Genome and
Nucleotic. http://abc.wfcc.info/index.jsp. Hozzaférés 2020.04.21.

[21] Birla Institute of Scientific Research, Bioinformatics Centre (2015): Database of Biochemical Tests
of Pathogenic Enterobacteriaceae Family.
https://bioinfo.bisr.res.in/cgi-bin/project/docter/serratia.cgi. Hozzaférés 2020.04.21.

[22] LPSN (2020): List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature.
https://Ipsn.dsmz.de/genus/serratia. Hozzaférés 2020.04.21.

[23] Kémpfer, P., Glaeser, S.P. (2016): Serratia aquatilis sp. nov., isolated from drinking water systems.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 66, pp. 407-413.
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000731

[24] Grimont, P.A.D., Jackson, T.A., Ageron, E., Noonan, M.J. (1988): Serratia entomophila sp. nov.
associated with amber disease in the New Zealand grass grub Costelytra zealandica. International
Journal of Systematic Bacteriology. 38, pp. 1-6. https://doi.org/10.1099/00207713-38-1-1

[25] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, M.P. (1979): Serratia ficaria sp. nov., a bacterial species
associated with Smyrna figs and the fig wasp Blastophaga psenes. Current Microbiology. 2, pp.
277-282. https://doi.org/10.1007/BF02602859

[26] Anahory, T., Darbas, H., Ongaro, O., Jean-Pierre, H., Mion, P. (1998): Serratia ficaria: A misidentified
or unidentified rare cause of human infections in fig tree culture zones. Journal of Clinical
Microbiology. 36, pp. 3266-3272. https://doi.org/10.1128/JCM.36.11.3266-3272.1998

[27] Gavini, F., Ferragut, C., Izard, D., Trinel, P.A., Leclerc, H., Lefebvre, B., Mossel, D.A.A. (1979):
Serratia fonticola, a new species from water. International Journal of Systematic Bacteriology. 29,
pp- 92-101. https://doi.org/10.1099/00207713-29-2-92

[28] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Irino, K. (1982): Biochemical characterization of Serratia liquefaciens
sensu stricto, Serratia proteamaculans, and Serratia grimesii sp. nov.. Current Microbiology. 7, pp.
69-74. https://doi.org/10.1007/BF01568416

[29] Hennessy, R.C., Dichmann, S.I., Martens, H.J., Zervas, A., Stougaard, P. (2020): Serratia inhibens
sp. nov., a new antifungal species isolated from potato (Solanum tuberosum). International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. 70, pp. 4204-4211.
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004270

[30] Bizio, B. (1823): Lettera di Bartolomeo Bizio al chiarissimo canonico Angelo Bellani sopra il
fenomeno della polenta porporina. Biblioteca Italiana, o sia Giornale di Letteratura, Scienze, e Arti
(Anno VIII). 30, pp. 275-295.

[31] Williams, R.P., Gott, C.L., Qadri, S.M.H., Scott, R.H. (1971): Influence of temperature of incubation
and type of growth medium on pigmentation in Serratia marcescens. Journal of Bacteriology. 106,
pp. 438-443. https://doi.org/10.1128/JB.106.2.438-443.1971

[32] Wang, J., Zheng, M.L., Jiao, J.Y., Wang, W.J., Li, S., Xiao, M., Chen, C., Qu, P.H., Li, W.J. (2019):
Serratia microhaemolytica sp. nov., isolated from an artificial lake in Southern China. Antonie Van
Leeuwenhoek. 112, pp. 1447-1456. https://doi.org/10.1007/s10482-019-01273-9

[33] Garcia-Fraile, P., Chudickova, M., Benada, O., Pikula, J., Kolafik, M. (2015): Serratia myotis sp. nov.
and Serratia vespertilionis sp. nov., isolated from bats hibernating in caves. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 65, pp. 90-94. https://doi.org/10.1099/ijs.0.066407-0

[34] Zhang, C.X,, Yang, S.Y., Xu, M.X., Sun, J., Liu, H., Liu, J.R., Liu, H., Kan, F., Sun, J., Lai, R., Zhang,
K.Y. (2009): Serratia nematodiphila sp. nov., associated symbiotically with the entomopathogenic
nematode Heterorhabditidoides chongmingensis (Rhabditida: Rhabditidae). International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. 59, pp. 1603-1608.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.003871-0

[385] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Richard, C., Davis, B.R., Steigerwalt, A.G., Brenner, D.J. (1978):
Deoxyribonucleic acid relatedness between Serratia plymuthica and other Serratia species,
with a description of Serratia odorifera sp. nov. (type strain: ICPB 3995). International Journal of
Systematic Bacteriology. 28, pp. 453-463. https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-453

[36] Van Houdt, R., Moons, P., Jansen, A., Vanoirbeek, K., Michiels, C.W. (2005): Genotypic and
phenotypic characterization of a biofilm-forming Serratia plymuthica isolate from a raw vegetable
processing line. FEMS Microbiology Letters. 246, pp. 265-272. https://doi.org/10.1016/j.
femsle.2005.04.016

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam 3450


http://abc.wfcc.info/index.jsp
https://bioinfo.bisr.res.in/cgi-bin/project/docter/serratia.cgi
https://lpsn.dsmz.de/genus/serratia
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000731
https://doi.org/10.1099/00207713-38-1-1
https://doi.org/10.1007/BF02602859
https://doi.org/10.1128/JCM.36.11.3266-3272.1998
https://doi.org/10.1099/00207713-29-2-92
https://doi.org/10.1007/BF01568416
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004270
https://doi.org/10.1128/JB.106.2.438-443.1971
https://doi.org/10.1007/s10482-019-01273-9
https://doi.org/10.1099/ijs.0.066407-0
https://doi.org/10.1099/ijs.0.003871-0
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-453
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.04.016
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.04.016

[87] Zhang, C.W., Zhang, J., Zhao, J.J., Zhao, X., Zhao, D.F., Yin, H.Q., Zhang, X.X. (2017): Serratia
oryzae sp. nov., isolated from rice stems. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 67, pp. 2928-2933. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002049

[38] Lehman, K.B., Neumann, R. (1896): Atlas und Grundriss der Bakeriologie und Lehrbuch der
Speziellen Bakteriologischen Diagnostik, Volume 11st Ed. J.F. Lehmann, Miinchen.

[39] Breed, R.S., Murray, E.G.D., Hitchens, A.P. (Eds.) (1948): Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, 6th ed. Williams and Wilkins Co., Baltimore, MD, USA. pp. 1-1529.

[40] Paine, S.G., Stansfield, H. (1919): Studies in bacteriosis. lll. A bacterial leaf spot disease of Peotea
cynaroides, exhibiting a host reaction of possibly bacteriolytic nature. Annals of Applied Biology. 6,
pp. 27-39. https://doi.org/10.1111/j.1744-7348.1919.tb05299.x

[41] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, M.P. (1978): Serratia proteamaculans (Paine and Stansfield)
comb. nov., a senior subjective synonym of Serratia liquefaciens (Grimes and Hennerty) Bascomb
et al. International Journal of Systematic Bacteriology. 28, pp. 503-510.
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-503

[42] Ashelford, K.E., Fry, J.C., Bailey, M.J., Day, M.J. (2002): Characterization of Serratia isolates from
soil, ecological implications and transfer of Serratia proteamaculans subsp. quinovora Grimont et al.
1982 to Serratia quinovorans corrig., sp. nov.. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 52, pp. 2281-2289. https://doi.org/10.1099/00207713-52-6-2281

[43] Stapp, C. (1940): Bacterium rubidaeum nov. spec. Zentralblatt fur Bakteriologie, Parasitenkunde,
Infektionskrankheiten und Hygiene, Abt. 1l. 102, pp. 252-260.

[44] Ewing, W.H., Davis, B.R., Fife, M.A., Lessel, E.F. (1973): Biochemical characterization of Serratia
liquefaciens (Grimes and Hennerty) Bascomb et al. (formerly Enterobacter liquefaciens) and Serratia
rubidaea (Stapp) comb. nov. and designation of type and neotype strains. International Journal of
Systematic Bacteriology. 23, pp. 217-225. https://doi.org/10.1099/00207713-23-3-217

[45] Sabri, A., Leroy, P., Haubruge, E., Hance, T., Frere, |., Destain, J., Thonart, P. (2011): Isolation, pure
culture and characterization of Serratia symbiotica sp. nov., the R-type of secondary endosymbiont
of the black bean aphid Aphis fabae. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 61, pp. 2081-2088. https://doi.org/10.1099/ijs.0.024133-0

[46] Bhadra, B., Roy, P., Chakraborty, R. (2005): Serratia ureilytica sp. nov., a novel urea-utilizing
species. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 55, pp. 2155-2158.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.63674-0

[47] Starr, M.P., Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, P.B. (1976): Caprylate-thallous agar medium for
selectively isolating Serratia and its utility in the clinical laboratory. Journal of Clinical Microbiology.
4, pp. 270-276.

[48] BioMérieux (2015): API & ID 32 Identification Databases. https://www.biomerieux-diagnostics.
com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf. Hozzaférés 2020.04.02.

[49] Primerdesign (2019): Serratia marcescens Genesig kit.
https://www.genesig.com/products/9405-serratia-marcescens. Hozzaférés 2020.04.02.

[50] Hejazi, A., Keane, C.T., Falkiner, F.R. (1997): The use of RAPD-PCR as a typing method for Serratia
marcescens. Journal of Medical Microbiology. 46, pp. 913-919. https://doi.org/10.1099/00222615-
46-11-913

[561] Zhu, H., Zhou, W.Y., Xu, M., Shen, Y.L., Wei, D.Z. (2007): Molecular characterization of Serratia
marcescens strains by RFLP and sequencing of PCR-amplified 16S rDNA and 16S-23S rDNA
intergenic spacer. Letters in Applied Microbiology. 45. pp. 174-178.
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2007.02166.x

[62] Bussalleu, E., Althouse, G.C. (2018): A PCR detection method for discerning Serratia marcescens
in extended boar semen. Journal of Microbiological Methods. 151, pp. 106-110.
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.06.012

[63] Zhu, H., Sun, S.J., Dang, H.Y. (2008): PCR detection of Serratia spp. using primers targeting pfs
and luxS genes involved in Al-2-dependent quorum sensing. Current Microbiology. 57, pp. 326-
330. https://doi.org/10.1007/s00284-008-9197-6

[54] National Center for Biotechnology Information (2020): Search database.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Hozzaférés 2020.03.20.

[565] Insightful Science (2020): SnapGene Software.
https://www.snapgene.com/. Hozzaférés 2020.03.20.

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam 3451


https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002049
https://doi.org/10.1111/j.1744-7348.1919.tb05299.x
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-503
https://doi.org/10.1099/00207713-52-6-2281
https://doi.org/10.1099/00207713-23-3-217
https://doi.org/10.1099/ijs.0.024133-0
https://doi.org/10.1099/ijs.0.63674-0
https://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf
https://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf
https://www.genesig.com/products/9405-serratia-marcescens
https://doi.org/10.1099/00222615-46-11-913
https://doi.org/10.1099/00222615-46-11-913
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2007.02166.x
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.06.012
https://doi.org/10.1007/s00284-008-9197-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.snapgene.com/

[66] Machado, S.G., Bagliniére, F., Marchand, S., Van Coillie, E., Vanetti, M.C.D., De Block, J., Heyndrick,
M. (2017): The biodiversity of the microbiota producing heat-resistant enzymes responsible for
spoilage in processed bovine milk and dairy products. Frontiers in Microbiology. 8, p. 302.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00302

[67] Lafarge, V., Ogier, J.C., Girard, V., Maladen, V., Leveau, J.Y., Gruss, A., Delacroix-Buchet, A. (2004):
Raw cow milk bacterial population shifts attributable to refrigeration. Applied and Environmental
Microbiology. 70, pp. 5644-5650. https://doi.org/10.1128/AEM.70.9.5644-5650.2004

[68] Ribeiro Jr., J.C., de Oliveira, A.M., de G. Silva, F., Tamanini, R., de Oliveira, A.L.M., Beloti, V.
(2018): The main spoilage-related psychrotrophic bacteria in refrigerated raw milk. Journal of Dairy
Science. 101, pp. 75-83. https://doi.org/10.3168/jds.2017-13069

[69] Decimo, M., Morandi, S., Silvetti, T., Brasca, M. (2014): Characterization of gram-negative
psychrotrophic bacteria isolated from Italian bulk tank milk. Journal of Food Science. 79, pp. 81-
90. https://doi.org/10.1111/1750-3841.12645

[60] Bagliniere, F.,Salgado, R.L.,Salgado, C.A., Dantas Vanetti, M.C. (2017): Biochemical characterization
of an extracellular heat-stable protease from Serratia liquefaciens isolated from raw milk. Journal of
Food Science. 82, pp. 952-959. https://doi.org/10.1111/1750-3841.13660

& TARTALOM Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2021. LXVII. évf. 2. szam 3452


https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00302
https://doi.org/10.1128/AEM.70.9.5644-5650.2004
https://doi.org/10.3168/jds.2017-13069
https://doi.org/10.1111/1750-3841.12645
https://doi.org/10.1111/1750-3841.13660

Evelin KORCZ'2, Laszl6 VARGA?, Zoltan KERENY!'

DOI: https://doi.org/10.52091/EVIK-2021/2-4-ENG
Submitted: July 2020 — Accepted: December 2020

Characterization of Serratia species
and qualitative detection of Serratia
marcescens in raw and pasteurized
milk by an analytical method based on
polymerase chain reaction

Keywords: nosocomial infection, Serratia species, Serratia marcescens, pathogen, prodigiosin, pigment,
polymerase chain reaction (PCR), food diagnostics

1. SUMMARY

Serratia species are opportunistic pathogenic microorganisms primarily known
as nosocomial infectious agents, which can also cause food quality problems. The
appearance of the extracellular pigment-producing Serratia marcescens in cow’s
milk causes its red discoloration, posing a challenge to the dairy industry and food
certification laboratories. The detection of the bacterium by conventional procedures
based on microbiological methods is time-consuming and labor-intensive, and in many
cases does not lead to satisfactory results due to the competitive inhibitory effect of the
accompanying microflora. Following the analysis of the relevant literature, the published
endpoint PCR methods and the primers used for the detection of S. marcescens were
evaluated in in silico and in vitro assays, and then the procedure was tested on farm
milk samples. Using the method, a total of 60 raw and pasteurized milk samples were
analyzed, more than half of which (i.e., 32) were identified as S. marcescens positive.
The significance of our work is mainly represented by the application of the published
test methods in food industry practice. Our results highlight to the importance of
detecting this bacterial species.
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2. Introduction and literature review

Nowadays, the impeccable quality and long shelf life of foods is a basic requirement of consumers.
Accordingly, there is a growing demand for ever faster, more accurate and more reliable food diagnostic
procedures. In this context, molecular diagnostic methods are gaining ground, for example in the rapid
detection of pathogenic microorganisms. Polymerase chain reaction (PCR)-based diagnostic kits suitable
for the identification of pathogenic microbes are produced by many manufacturers, and these are also used
successfully in Hungarian food testing laboratories. These molecular biological tests are mainly suitable for
the detection of microbes hose presence poses a high risk to public health (e.g., Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Listeria spp.). Less attention is paid to pathogens that are not required to be tested by law,
such as Serratia species present in raw and pasteurized milk.

Serratia species are found in many places in our environment [1]. They are saprophytes or opportunistic
pathogens [2], facultative anaerobic, biofilm-forming organisms [1, 3]. S. marcescens grows particularly well
in phosphorus-containing environments (e.g., soaps, shampoos) and is also resistant to certain disinfectants
[4, 5], so it can cause various nosocomial diseases [6, 7, 8]. Increasing antibiotic resistance of S. marcescens
has also been reported in the literature [8, 9, 10]. The bacterium therefore survives and grows easily, so it may
find its way into foods under inadequate hygienic conditions. Presumably, it can enter drinking milk as a result
of violating hygiene rules, it can grow there and degrade the quality of food [1, 11, 12]. For some species,
spoilage is indicated by a characteristic red hue.

In the case of the Hungarian dairy sector, accurate data are not available on the extent of the prevalence of
Serratia species and S. marcescens, and on which species cause the infections and degrade milk quality.
Nor is there a Hungarian survey on the extent of Serratia contamination of dairy farms. With the exception of
a few publications, the available information on the exposure of the dairy industry to Serratia is also lacking
at the international level. Such exceptions are a scientific article on the epidemic of mastitis caused by S.
marcescens at Finnish diary farms [1], and an older report discussing the role played by pigment-forming
Serratia species in mastitis [13].

The following Serratia species may be responsible for the red discoloration of milk: S. marcescens, S. rubidaea,
S. plymuthica and S. nematodiphila (Table 1). According to their incidence, S. marcescens is of greater
importance. Their characteristic pigment is the red prodigiosin, a water-insoluble secondary metabolite that
is produced under specific environmental conditions [14, 15, 16, 17] (Figure 1). The typical red colonies
appearing on the culture medium alone do not provide sufficient information to identify Serratia, as certain
species of many other genera, not belonging to Enterobacteria, may also produce prodigiosin [14, 18].

Table 1. Characterization of Serratia species and their pigment production [19-22]

Species Charactereisation of pigment production Source

Serratia aquatilis Cream coloured [23]

Serratia entomophila No pigment production [24]

Serratia ficaria No pigment production [25, 26]
Serratia fonticola No pigment production [27]

Serratia grimesii No pigment production [28]

Serratia inhibens Pale pink [29]

Serratia liquefaciens No pigment production [28]

Serratia marcescens Reddis (prodigic;s;?r)]k (I/Dil\:,?mﬁ:]ger;ent production [16, 30, 31]
Serratia microhaemolytica No pigment production [32]

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3454



Serratia myotis No pigment production [33]
Serratia nematodiphila Reddis (prodigiosin) / No pigment production | [34]
Serratia odorifera No pigment production [35, 36]
Serratia oryzae No pigment production [37]
Serratia plymuthica Reddis (prodigiosin) / No pigment production | [35, 38, 39]
Serratia proteamaculans No pigment production [28, 40, 41]
Serratia quinivorans No pigment production [28, 36, 42]
Serratia rubidaea Reddis (prodigiosin) / No pigment production | [16, 43, 44]
Serratia symbiotica No pigment production [45]
Serratia ureilytica No pigment production [46]
Serratia vespertilionis No pigment production [33]

Figure 1. Pure culture of Serratia marcescens on tryptone-soy agar (TSA) (30 °C, 48 h)

There is currently no ISO standard for the detection of Serratia species in foods. In their 2006 book chapter
[9]1, Grimont and Grimont discuss the characteristics of the genus Serratia, as well as aspects of their isolation
and identification. However, identification by classical microbiological methods is rather cumbersome
and often ineffective due to the inhibitory effect of the accompanying flora, despite the fact that the pink
discoloration of the milk sample is clearly visible to the naked eye. Although culture media are available for
the selective growth of the bacterium [47], in practice their use does not provide a satisfactory solution. In
addition, conventional methods are time and labor intensive.

There are commercially available rapid methods for the determination of S. marcescens, for example the
miniaturized test kit from bioMérieux called Rapid ID 32 E, which satisfies the requirements of standard ISO
7218 [48]. However, a colony growing on a culture medium is required to perform the test. Diagnostic tests
based on the PCR method, as mentioned before, could provide a solution to overcome the difficulties of
detection. At present, however, only the Genesig product of Primerdesign can be mentioned as a molecular
diagnostic kit for the detection of S. marcescens [49].
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The literature relevant for the food industry and, in particular, the dairy industry, is rather poor on the detection
of Serratia species, including S. marcescens, by either endpoint PCR or real-time PCR methods. Hejazi et
al. [50] carried out the serotyping of S. marcescens by the RAPD-PCR technique. Serological samples from
patients in need of hospital care were used in their study. /waya et al. [6] also tested blood samples for S.
marcescens strains using a real-time PCR method. Zhu et al. [51] performed molecular characterization of
S. marcescens strains by RFLP and PCR methods, while Joyner et al. [2] detected S. marcescens strains in
marine and other aquatic environmental samples (e.g., coral mucus, sponge pore water, sediment, sewage,
wastewater and diluted wastewater) by real-time PCR. A study of Bussalleu and Althouse, published in 2018,
reports a conventional endpoint PCR technique suitable for the identification of S. marcescens that effectively
detects the presence of the microorganism in wild boar semen [52].

Our goal was the set up a classical PCR method suitable for the detection of S. marcescens in milk. The
significance of our work lies in the fact that PCR-based methods described in the literature and the primers
used were analyzed, then the procedure deemed appropriate was adopted to food hygiene analytical practice.
In our experiments, qualitative determination of the possible S. marcescens contamination underlying the
discoloration of factory, raw and pasteurized milk samples was performed.

3. Materials and methods
3.1. In silico studies

Based on the literature, three primer pairs (Table 2) were selected, which were evaluated by computer
modeling, by so-called in silico analysis, as well as in vitro experiments in order to find the most suitable one
for subsequent PCR assays.

Table 2. Serratia marcescens-specific primer pairs used in this study

Name of oligo Sequence TM [°C] If.enght of Source
ragment
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

Inourin silico studies, the specificity of the a primer sequences was verified by comparison with a DNA database
(NCBI BLAST) [54]. Comparison with the database allows for homology search (“blasting”). Following this,
the suitability of the primers, i.e., whether a possible PCR reaction takes place with the selected genomes,
was tested with a molecular biology software (SnapGene 5.1.5.) [65]. In the latter case, positive and negative
control genomes were downloaded from the NCBI database, and then the SnapGene software was used, in
an in silico way, to investigate whether the PCR reaction would take place with the primer pairs. The positive
and negative controls used for reference purposes were whole chromosome genomes (Table 3).

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3456



Table 3. Genomes of bacterial strains used as positive and negative controls in in silico analyses
and their reactions to primer pairs

Result of a_mplif_ication _carried
Applied bacteria strain Identifsi:zlggfc(aenBank out with primer pairs
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 experimental studies

To confirm the results of the in silico studies, in vitro were performed in which the selected primer pairs
were tested in laboratory PCR analyses on genomic DNA samples of selected strains of bacteria (several
S. marcescens strains were used as positive control and Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii,
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis and Micrococcus luteus were used as negative controls).
The microorganisms were bacterial strains belonging to the collection of MTKI Kft. and coming from factory
environment, determined by genetic identification.

When putting together the components required for the PCR reaction, 5.2 yL of PCR grade sterile water, 10 pL
of DreamTaq Green 2x PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 0.4 pL (10
pmol/pl) primer and 4 pL of isolated bacterial genomic DNA were used for each reaction. The negative control
of the reactions was PCR grade sterile water. The program parameters of the PCR instrument (Mastercycler
Nexus Gradient; Eppendorf International, Hamburg, Germany) were as follows: 95 °C for 1 minute, then for 40
cycles 95 °C for 15 seconds, 59.5 °C for 15 seconds, 72 °C for 10 seconds and, finally, 72 °C for 7 minutes
[52].

For size separation of the DNA segments formed during the PCR reaction, a 10 pL sample was analyzed
on a 2% agarose gel [TBE buffer (Tris-borate-EDTA) (10x), Thermo Fisher Scientific; Agarose DNA Pure
Grade, VWR International, Debrecen, Hungary; ECO Safe Nucleic Acid Staining Solution 20.000x, Pacific
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Image Electronics, Torrance, California, USA]. The DNA size marker was the GeneRuler Low Range DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific). Gel documentation was performed using the Gel Doc Universal Hood Il gel
documentation equipment and software (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

3.3. analysis of raw and pasteurized milk samples

On the one hand, we used in our study factory raw and pasteurized milk samples in the case of which S.
marcescens contamination was suspected due to their pink discoloration. On the other hand, factory raw and
pasteurized milk samples that arrived at the laboratory together with the above samples but not exhibiting
discoloration were also tested.

For the DNA digestion and purification process, the NucleoSpin Microbial DNA kit (Macherey-Nagel, Diren,
Germany) was used according to the manufacturer’s instructions. The reaction tubes containing the eluted
DNA were stored in a freezer at -20 °C.

Next, the suitability of DNA isolation and the amplifiability of the samples were checked by 16S
rDNS polymerase chain reaction, using primers 27f (5’-AGAGTTGATCMTGGCTCAG-3’) and 1492r
(5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). The total volume of the PCR reaction for 1 sample was 5.6 L of
PCR grade sterile water, 10 yL DreamTaq Green 2x PCR Master Mix, 0.2 L (10 pmol/pl) of the primers and 4
pL of isolated bacterial genomic DNA. The negative control of the reactions was PCR grade sterile water. The
program parameters of the PCR instrument were as follows: 95 °C for 4 minutes, then for 40 cycles 95 °C for
20 seconds, 54 °C for 30 seconds, 72 °C for 1 minute and, finally, 72 °C for 5 minutes.

For the separation of the DNA segments formed during the PCR reaction, a 5 yL sample was analyzed on a
1% agarose gel. The DNA size marker was the GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
The DNA sample tested was judged to be suitable for further PCR analysis if the length of the copies of the
amplified DNA fragment was as expected (~1500 bp).

In the next step, samples were subjected to S. marcescens-specific PCR analysis and gel electrophoresis as
described in subsection IN VITRO EXPERIMENTAL STUDIES. The results were evaluated on the basis of the
presence/absence principle.

In order to check the suitability of the method, PCR results of the milk samples were compared with the few
available API (bioMérieux, Budapest, Hungary) test results in a control test. The method was then used to
detect the presence of S. marcescens in raw and pasteurized milks.

4. Results

In our in silico studies, when examining the homology of the primers, they showed similarity primarily to
S. marcescens chromosome genomes. However, matches were also found in the case of S. rubidaea and
S. nematodiphila strains and some non-Serratia species. These results were taken into account during the
selection of reference genomes designed for our SnapGene software studies. The need for further investigation
was justified by the fact that appropriate homology or the matching of the basis do not automatically mean
that the PCR reaction will take place, because the direction of the primers, their melting temperature and the
size of the PCR product formed are also critical, among other things.

In the SnapGene test, PCR reactions were predicted with the following parameters: our analyses were
performed with at least 15 bases matching and the exclusion of single isolated mismatches. The minimum
melting temperature was 50 °C and the maximum length of the fragment obtained as the result of the
amplification was 3 kbp.

As shown in Table 3, when matched with the S. marcescens genomes, the primer pair Serratia2-for and
Serratia2-rev showed amplification in all cases. The PCR reaction generally resulted in six or seven amplicons
on the 16S rDNA sections. The adhesion site of the Fpfs1-Rpfs2 and FluxS1-RluxS2 primer pairs is located
outside the 16S rDNA in most S. marcescens strains, but in some cases they did not show in silico amplification,
so their sensitivity did not prove to be adequate. In the negative control genomes, the completion of a PCR
reaction was predicted by the primer pair Serratia2-for and Serratia2-rev in some cases for certain S. rubidaea
and S. nematodiphila strains. Using primers Fpfs1-Rpfs2, the PCR reaction would take place in the case of
a S. nematodiphila strain. Primers FluxS1-RluxS2 did not predict the occurrence of a reaction on any of the
selected negative control genomes (Table 3).

In S. marcescens genomes selected as positive controls in in vitro experiments, all three primer pairs gave
signals according to the expected fragment size, and none gave a signal on the negative controls. The
analysis carried out with the primer pair Serratia2-for and Serratia2-rev is shown in Figure 2. In the case
of negative samples, the weak signals at around 50 bp are caused by the accumulation of the byproduct
aspecific DNA fragments, primer dimers.
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Based on the results of in silico analyses and in vitro studies, primers Serratia2-for and Serratia2-rev were
considered to be suitable for further work, despite the fact that their specificity was not perfect. The decision

was based on the probable frequency of occurrence of S. marcescens on the one hand and the importance
of avoiding samples with false negative results on the other.

In order to check the suitability of the method that had been set up, factory milk samples were tested in a
control study. Some of the milk samples (n=10) exhibited pink discoloration. Using our test method, nine
samples were found to be positive for the microbe sought. We also had API test results for four of the

samples. The four API-positive samples were also found to be positive in the PCR assay. The method was
then used to detect S. marcescens in raw and pasteurized milks.

Some of the milk samples showed peach-pink discoloration (Figure 3), but it was not clear in many cases due

to the pale or yellowish tint. A total of 60 samples were analyzed. Of these, 32 (53.3%) gave positive results
and 28 (46.7%) gave negative results for the presence of S. marcescens.

Figure 4 shows the result of one of our assays, the separation by gel electrophoresis. It can be clearly seen
that the positive control strain gave a positive signal, while the negative control sample gave a negative signal,

and positive signals were obtained for three test samples. The weak signals appearing in the case of negative
samples are again caused by the accumulation of primer dimers.
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Figure 2. Results of PCR analysis with Serratia2-for and Serratia2-rev primers on the genome of selected bacte-

rial strains. Lanes: 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. Negative control (sterile water); M: Molecular weight marker
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Figure 3. Milk samples. Left sample is netive and right sample is positive for Serratia marcescens,
based on the result of PCR test
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Figure 4. Gel electrophoresis image of Serratia marcescens-specific PCR assay. Lanes 1 to 7: Milk samples;
K+: Positive control (genomic DNA from Serratia marcescens); K-: Negative control (sterile water);
M: Molecular weight marker

5. Discussion

When evaluating our results, it is important to take into account that the PCR analysis is a method suitable
for the amplification and detection of the target DNA in the sample, based on which it is not possible to
determine whether the amplified S. marcescens-specific DNA comes from viable, dead or so-called VBNC
cells. In the VBNC (“viable but not culturable”) state, the cells are viable, metabolically active, but cannot be
propagated by classical culture methods. This condition is reversible.

The objective of our work was to establish a classical PCR method for the detection of S. marcescens. Using
the test procedure applied, qualitative determination of the S. marcescens contamination responsible for the
discoloration of milk samples can be carried out.

Although the experiments presented here focused on the detection of pigment-producing S. marcescens, a
future genus-level study could identify all 20 Serratia species (Table 1). The significance of the detection of
other Serratia species is evidenced by the fact that, although the genus Pseudomonas is the main cause of
the spoilage of chilled raw milk, the dangers of Serratia species in this respect are also known [56]. In addition
to Pseudomonas strains, Serratia strains have also been identified in many cases as causes of milk spoilage.
Members of the genus Serratia have been detected in dairy plants [3, 12], in raw milk samples stored at 4° C
[566, 57, 58] and in milk containers [59]. It was noted by Grimont and Grimont [9] already a decade and a half
ago that raw milk lots can occasionally be contaminated with Serratia species, and the species most often
occurring in diary products are S. liquefaciens and S. grimesii.

The presence of psychotrophic Serratia species (e.g., S. liquefaciens) in raw milk can cause spoilage even
after heat treatment. Bagliniéere et al. found that the thermally stable Ser2 protease produced by S. liquefaciens
may be a significant factor in the destabilization of UHT milk [11, 60].

In conclusion, it can be stated that a genus-level study would be an interesting research project that would
fill a gap, and which would allow the monitoring of raw milk in this respect, the wide detection of Serratia
species. Presumably, the results would provide useful information not only to the stakeholders of the dairy
economy and the dairy industry, but could also have an impact on Hungarian regulatory and monitoring
practice.

& CONTENT Journal of Food Investigation — Vol. 67, 2021 No. 2

3460



6. References

[1] Friman, M.J., Eklund, M.H., Pitkala, A.H., Rajala-Schultz, P.J., Rantala, M.H.J. (2019): Description
of two Serratia marcescens associated mastitis outbreaks in Finnish dairy farms and a review of
literature. Acta Veterinaria Scandinavica. 61, pp. 54. https://doi.org/10.1186/s13028-019-0488-7

[2] Joyner, J., Wanless, D., Sinigalliano, C.D., Lipp, E.K. (2014): Use of quantitative real-time PCR for
direct detection of Serratia marcescens in marine and other aquatic environments. Applied and
Environmental Microbiology. 80, pp. 1679-1683. https://doi.org/10.1128/AEM.02755-13

[8] Cleto, S., Matos, S., Kluskens, L., Vieira, M.J. (2012): Characterization of contaminants from a
sanitized milk processing plant. PLoS ONE. 7(6), e40189.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040189

[4] Langsrud, S., Maretrg, T., Sundheim, G. (2003): Characterization of Serratia marcescens surviving
in disinfecting footbaths. Journal of Applied Microbiology. 95, pp. 186-195.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01968.x

[6] Meretrg, T., Langsrud, S. (2017): Residential bacteria on surfaces in the food industry and their
implications for food safety and quality. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety.
16, pp. 1022-1041. https://doi.org/10.1111/1541-4337.12283

[6] Iwaya, A., Nakagawa, S., lwakura, N., Taneike, |., Kurihara, M., Kuwano, T., Gondaira, F., Endo,
M., Hatakeyama, K., Yamamoto, T. (2005): Rapid and quantitative detection of blood Serratia
marcescens by a real-time PCR assay: Its clinical application and evaluation in a mouse infection
model. FEMS Microbiology Letters. 248, pp. 163-170. https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.05.041

[71 Bayramoglu, G., Buruk, K., Dinc, U., Mutlu, M., Yilmaz, G., Aslan, Y. (2011): Investigation of
an outbreak of Serratia marcescens in a neonatal intensive care unit. Journal of Microbiology,
Immunology and Infection. 44, pp. 111-115. https://doi.org/10.1016/j.jmii.2010.02.002

[8] Moradigaravand, D., Boinett, C.J., Martin, V., Peacock, S.J., Parkhill, J. (2016): Recent independent
emergence of multiple multidrug-resistant Serratia marcescens clones within the United Kingdom
and Ireland. Genome Research. 26, pp. 1101-1109. https://doi.org/10.1101/gr.205245.116

[9] Grimont, F., Grimont, P.A.D. (2006): The genus Serratia. Prokaryotes. 6, pp. 219-244.
https://doi.org/10.1007/0-387-30746-X_11

[10] Sandner-Miranda, L., Vinuesa, P., Cravioto, A., Morales-Espinosa, R. (2018): The genomic basis of
intrinsic and acquired antibiotic resistance in the genus Serratia. Frontiers in Microbiology. 9, pp.
828. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00828

[11] Bagliniére, F., Tanguy, G., Salgado, R.L., Jardin, J., Rousseau, F., Robert, B., Harel-Oger, M.,
Dantas Vanetti, M.C., Gaucheron, F. (2017): Ser2 from Serratia liquefaciens L53: A new heat stable
protease able to destabilize UHT milk during its storage. Food Chemistry. 229, pp. 104-110.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.054

[12] Salgado, C.A., Bagliniere, F., Vanetti, M.C.D. (2020): Spoilage potential of a heat-stable lipase
produced by Serratia liquefaciens isolated from cold raw milk. LWT - Food Science and Technology.
126, 109289. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109289

[13] Barnum, D.A., Thackeray, E.L., Fish, N.A. (1958): An outbreak of mastitis caused by Serratia
marcescens. Canadian Journal of Comparative and Medical Veterinary Science. 22, pp. 392-395.

[14] Malik, K., Tokkas, J., Goyal, S. (2012): Microbial pigments: A review. International Journal of
Microbial Resource Technology. 1 (4), pp. 361-365.

[15] Petersen, L.M., Tisa, L.S. (2013): Friend or foe? A review of the mechanisms that drive
Serratia towards diverse lifestyles. Canadian Journal of Microbiology. 59, pp. 627-640.
https://doi.org/10.1139/cjm-2013-0343

[16] Darshan, N., Manonmani, H.K. (2015): Prodigiosin and its potential applications. Journal of Food
Science and Technology. 52, pp. 5393-5407. https://doi.org/10.1007/s13197-015-1740-4

[17] Srimathi, R., Priya, R., Nirmala, M., Malarvizhi, A. (2017): Isolation, identification, optimization of
prodigiosin pigment produced by Serratia marcescens and its applications. International Journal of
Latest Engineering and Management Research. 2 (9), pp. 11-21.

[18] Giri, A.V., Anandkumar, N., Muthukumaran, G., Pennathur, G. (2004): A novel medium for the
enhanced cell growth and production of prodigiosin from Serratia marcescens isolated from soil.
BMC Microbiology. 4, pp. 11. https://doi.org/10.1186/1471-2180-4-11

[19] Mahlen, S.D. (2011): Serratia infections: From military experiments to current practice. Clinical
Microbiology Reviews. 24, pp. 755-791. https://doi.org/10.1128/CMR.00017-11

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 67, 2021 No. 2 3461


https://doi.org/10.1186/s13028-019-0488-7
https://doi.org/10.1128/AEM.02755-13
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0040189
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01968.x
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12283
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.05.041
https://doi.org/10.1016/j.jmii.2010.02.002
https://doi.org/10.1101/gr.205245.116
https://doi.org/10.1007/0-387-30746-X_11
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00828
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.02.054
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2020.109289
https://doi.org/10.1139/cjm-2013-0343
https://doi.org/10.1007/s13197-015-1740-4
https://doi.org/10.1186/1471-2180-4-11
https://doi.org/10.1128/CMR.00017-11

[20] Analyzer of Bio-resource Citations (2020): Microorganism Search for Paper, Patent, Genome and
Nucleotic. http://abc.wfcc.info/index.jsp. Hozzaférés 2020.04.21.

[21] Birla Institute of Scientific Research, Bioinformatics Centre (2015): Database of Biochemical Tests
of Pathogenic Enterobacteriaceae Family.
https://bioinfo.bisr.res.in/cgi-bin/project/docter/serratia.cgi. Hozzaférés 2020.04.21.

[22] LPSN (2020): List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature.
https://Ipsn.dsmz.de/genus/serratia. Hozzaférés 2020.04.21.

[23] Kémpfer, P., Glaeser, S.P. (2016): Serratia aquatilis sp. nov., isolated from drinking water systems.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 66, pp. 407-413.
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000731

[24] Grimont, P.A.D., Jackson, T.A., Ageron, E., Noonan, M.J. (1988): Serratia entomophila sp. nov.
associated with amber disease in the New Zealand grass grub Costelytra zealandica. International
Journal of Systematic Bacteriology. 38, pp. 1-6. https://doi.org/10.1099/00207713-38-1-1

[25] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, M.P. (1979): Serratia ficaria sp. nov., a bacterial species
associated with Smyrna figs and the fig wasp Blastophaga psenes. Current Microbiology. 2, pp.
277-282. https://doi.org/10.1007/BF02602859

[26] Anahory, T., Darbas, H., Ongaro, O., Jean-Pierre, H., Mion, P. (1998): Serratia ficaria: A misidentified
or unidentified rare cause of human infections in fig tree culture zones. Journal of Clinical
Microbiology. 36, pp. 3266-3272. https://doi.org/10.1128/JCM.36.11.3266-3272.1998

[27] Gavini, F., Ferragut, C., Izard, D., Trinel, P.A., Leclerc, H., Lefebvre, B., Mossel, D.A.A. (1979):
Serratia fonticola, a new species from water. International Journal of Systematic Bacteriology. 29,
pp- 92-101. https://doi.org/10.1099/00207713-29-2-92

[28] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Irino, K. (1982): Biochemical characterization of Serratia liquefaciens
sensu stricto, Serratia proteamaculans, and Serratia grimesii sp. nov.. Current Microbiology. 7, pp.
69-74. https://doi.org/10.1007/BF01568416

[29] Hennessy, R.C., Dichmann, S.I., Martens, H.J., Zervas, A., Stougaard, P. (2020): Serratia inhibens
sp. nov., a new antifungal species isolated from potato (Solanum tuberosum). International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. 70, pp. 4204-4211.
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004270

[30] Bizio, B. (1823): Lettera di Bartolomeo Bizio al chiarissimo canonico Angelo Bellani sopra il
fenomeno della polenta porporina. Biblioteca Italiana, o sia Giornale di Letteratura, Scienze, e Arti
(Anno VIII). 30, pp. 275-295.

[31] Williams, R.P., Gott, C.L., Qadri, S.M.H., Scott, R.H. (1971): Influence of temperature of incubation
and type of growth medium on pigmentation in Serratia marcescens. Journal of Bacteriology. 106,
pp. 438-443. https://doi.org/10.1128/JB.106.2.438-443.1971

[32] Wang, J., Zheng, M.L., Jiao, J.Y., Wang, W.J., Li, S., Xiao, M., Chen, C., Qu, P.H., Li, W.J. (2019):
Serratia microhaemolytica sp. nov., isolated from an artificial lake in Southern China. Antonie Van
Leeuwenhoek. 112, pp. 1447-1456. https://doi.org/10.1007/s10482-019-01273-9

[33] Garcia-Fraile, P., Chudickova, M., Benada, O., Pikula, J., Kolafik, M. (2015): Serratia myotis sp. nov.
and Serratia vespertilionis sp. nov., isolated from bats hibernating in caves. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 65, pp. 90-94. https://doi.org/10.1099/ijs.0.066407-0

[34] Zhang, C.X,, Yang, S.Y., Xu, M.X., Sun, J., Liu, H., Liu, J.R., Liu, H., Kan, F., Sun, J., Lai, R., Zhang,
K.Y. (2009): Serratia nematodiphila sp. nov., associated symbiotically with the entomopathogenic
nematode Heterorhabditidoides chongmingensis (Rhabditida: Rhabditidae). International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. 59, pp. 1603-1608.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.003871-0

[385] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Richard, C., Davis, B.R., Steigerwalt, A.G., Brenner, D.J. (1978):
Deoxyribonucleic acid relatedness between Serratia plymuthica and other Serratia species,
with a description of Serratia odorifera sp. nov. (type strain: ICPB 3995). International Journal of
Systematic Bacteriology. 28, pp. 453-463. https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-453

[36] Van Houdt, R., Moons, P., Jansen, A., Vanoirbeek, K., Michiels, C.W. (2005): Genotypic and
phenotypic characterization of a biofilm-forming Serratia plymuthica isolate from a raw vegetable
processing line. FEMS Microbiology Letters. 246, pp. 265-272. https://doi.org/10.1016/j.
femsle.2005.04.016

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 67, 2021 No. 2 3462


http://abc.wfcc.info/index.jsp
https://bioinfo.bisr.res.in/cgi-bin/project/docter/serratia.cgi
https://lpsn.dsmz.de/genus/serratia
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000731
https://doi.org/10.1099/00207713-38-1-1
https://doi.org/10.1007/BF02602859
https://doi.org/10.1128/JCM.36.11.3266-3272.1998
https://doi.org/10.1099/00207713-29-2-92
https://doi.org/10.1007/BF01568416
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004270
https://doi.org/10.1128/JB.106.2.438-443.1971
https://doi.org/10.1007/s10482-019-01273-9
https://doi.org/10.1099/ijs.0.066407-0
https://doi.org/10.1099/ijs.0.003871-0
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-453
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.04.016
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2005.04.016

[87] Zhang, C.W., Zhang, J., Zhao, J.J., Zhao, X., Zhao, D.F., Yin, H.Q., Zhang, X.X. (2017): Serratia
oryzae sp. nov., isolated from rice stems. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 67, pp. 2928-2933. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002049

[38] Lehman, K.B., Neumann, R. (1896): Atlas und Grundriss der Bakeriologie und Lehrbuch der
Speziellen Bakteriologischen Diagnostik, Volume 11st Ed. J.F. Lehmann, Miinchen.

[39] Breed, R.S., Murray, E.G.D., Hitchens, A.P. (Eds.) (1948): Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, 6th ed. Williams and Wilkins Co., Baltimore, MD, USA. pp. 1-1529.

[40] Paine, S.G., Stansfield, H. (1919): Studies in bacteriosis. lll. A bacterial leaf spot disease of Peotea
cynaroides, exhibiting a host reaction of possibly bacteriolytic nature. Annals of Applied Biology. 6,
pp. 27-39. https://doi.org/10.1111/j.1744-7348.1919.tb05299.x

[41] Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, M.P. (1978): Serratia proteamaculans (Paine and Stansfield)
comb. nov., a senior subjective synonym of Serratia liquefaciens (Grimes and Hennerty) Bascomb
et al. International Journal of Systematic Bacteriology. 28, pp. 503-510.
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-503

[42] Ashelford, K.E., Fry, J.C., Bailey, M.J., Day, M.J. (2002): Characterization of Serratia isolates from
soil, ecological implications and transfer of Serratia proteamaculans subsp. quinovora Grimont et al.
1982 to Serratia quinovorans corrig., sp. nov.. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 52, pp. 2281-2289. https://doi.org/10.1099/00207713-52-6-2281

[43] Stapp, C. (1940): Bacterium rubidaeum nov. spec. Zentralblatt fur Bakteriologie, Parasitenkunde,
Infektionskrankheiten und Hygiene, Abt. 1l. 102, pp. 252-260.

[44] Ewing, W.H., Davis, B.R., Fife, M.A., Lessel, E.F. (1973): Biochemical characterization of Serratia
liquefaciens (Grimes and Hennerty) Bascomb et al. (formerly Enterobacter liquefaciens) and Serratia
rubidaea (Stapp) comb. nov. and designation of type and neotype strains. International Journal of
Systematic Bacteriology. 23, pp. 217-225. https://doi.org/10.1099/00207713-23-3-217

[45] Sabri, A., Leroy, P., Haubruge, E., Hance, T., Frere, |., Destain, J., Thonart, P. (2011): Isolation, pure
culture and characterization of Serratia symbiotica sp. nov., the R-type of secondary endosymbiont
of the black bean aphid Aphis fabae. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. 61, pp. 2081-2088. https://doi.org/10.1099/ijs.0.024133-0

[46] Bhadra, B., Roy, P., Chakraborty, R. (2005): Serratia ureilytica sp. nov., a novel urea-utilizing
species. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 55, pp. 2155-2158.
https://doi.org/10.1099/ijs.0.63674-0

[47] Starr, M.P., Grimont, P.A.D., Grimont, F., Starr, P.B. (1976): Caprylate-thallous agar medium for
selectively isolating Serratia and its utility in the clinical laboratory. Journal of Clinical Microbiology.
4, pp. 270-276.

[48] BioMérieux (2015): API & ID 32 Identification Databases. https://www.biomerieux-diagnostics.
com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf. Hozzaférés 2020.04.02.

[49] Primerdesign (2019): Serratia marcescens Genesig kit.
https://www.genesig.com/products/9405-serratia-marcescens. Hozzaférés 2020.04.02.

[50] Hejazi, A., Keane, C.T., Falkiner, F.R. (1997): The use of RAPD-PCR as a typing method for Serratia
marcescens. Journal of Medical Microbiology. 46, pp. 913-919. https://doi.org/10.1099/00222615-
46-11-913

[561] Zhu, H., Zhou, W.Y., Xu, M., Shen, Y.L., Wei, D.Z. (2007): Molecular characterization of Serratia
marcescens strains by RFLP and sequencing of PCR-amplified 16S rDNA and 16S-23S rDNA
intergenic spacer. Letters in Applied Microbiology. 45. pp. 174-178.
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2007.02166.x

[62] Bussalleu, E., Althouse, G.C. (2018): A PCR detection method for discerning Serratia marcescens
in extended boar semen. Journal of Microbiological Methods. 151, pp. 106-110.
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.06.012

[63] Zhu, H., Sun, S.J., Dang, H.Y. (2008): PCR detection of Serratia spp. using primers targeting pfs
and luxS genes involved in Al-2-dependent quorum sensing. Current Microbiology. 57, pp. 326-
330. https://doi.org/10.1007/s00284-008-9197-6

[54] National Center for Biotechnology Information (2020): Search database.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Hozzaférés 2020.03.20.

[565] Insightful Science (2020): SnapGene Software.
https://www.snapgene.com/. Hozzaférés 2020.03.20.

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 67, 2021 No. 2 3463


https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002049
https://doi.org/10.1111/j.1744-7348.1919.tb05299.x
https://doi.org/10.1099/00207713-28-4-503
https://doi.org/10.1099/00207713-52-6-2281
https://doi.org/10.1099/00207713-23-3-217
https://doi.org/10.1099/ijs.0.024133-0
https://doi.org/10.1099/ijs.0.63674-0
https://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf
https://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/9308960-002-gb-b-apiweb-booklet.pdf
https://www.genesig.com/products/9405-serratia-marcescens
https://doi.org/10.1099/00222615-46-11-913
https://doi.org/10.1099/00222615-46-11-913
https://doi.org/10.1111/j.1472-765X.2007.02166.x
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2018.06.012
https://doi.org/10.1007/s00284-008-9197-6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.snapgene.com/

[66] Machado, S.G., Bagliniére, F., Marchand, S., Van Coillie, E., Vanetti, M.C.D., De Block, J., Heyndrick,
M. (2017): The biodiversity of the microbiota producing heat-resistant enzymes responsible for
spoilage in processed bovine milk and dairy products. Frontiers in Microbiology. 8, p. 302.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00302

[67] Lafarge, V., Ogier, J.C., Girard, V., Maladen, V., Leveau, J.Y., Gruss, A., Delacroix-Buchet, A. (2004):
Raw cow milk bacterial population shifts attributable to refrigeration. Applied and Environmental
Microbiology. 70, pp. 5644-5650. https://doi.org/10.1128/AEM.70.9.5644-5650.2004

[68] Ribeiro Jr., J.C., de Oliveira, A.M., de G. Silva, F., Tamanini, R., de Oliveira, A.L.M., Beloti, V.
(2018): The main spoilage-related psychrotrophic bacteria in refrigerated raw milk. Journal of Dairy
Science. 101, pp. 75-83. https://doi.org/10.3168/jds.2017-13069

[69] Decimo, M., Morandi, S., Silvetti, T., Brasca, M. (2014): Characterization of gram-negative
psychrotrophic bacteria isolated from Italian bulk tank milk. Journal of Food Science. 79, pp. 81-
90. https://doi.org/10.1111/1750-3841.12645

[60] Bagliniere, F.,Salgado, R.L.,Salgado, C.A., Dantas Vanetti, M.C. (2017): Biochemical characterization
of an extracellular heat-stable protease from Serratia liquefaciens isolated from raw milk. Journal of
Food Science. 82, pp. 952-959. https://doi.org/10.1111/1750-3841.13660

& CONTENT Journal of Food Investigation - Vol. 67, 2021 No. 2 3464


https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00302
https://doi.org/10.1128/AEM.70.9.5644-5650.2004
https://doi.org/10.3168/jds.2017-13069
https://doi.org/10.1111/1750-3841.12645
https://doi.org/10.1111/1750-3841.13660

FARKAS Csaba’, FENYVESI Laszl62, PETROCZKI Karoly"

DOI: https://doi.org/10.52091/EVIK-2021/2-5-HUN
Erkezett: 2020. augusztus — Elfogadva: 2021. januar

Golden Delicious almak ées Packham
kortek mechanikai kifaradasi
mutatoinak osszehasonlitasa
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1. DSSZEFOGLALAS

A kertészeti termények feldolgozasi folyamataiban az egyik legjelentésebb, a gyii-
molcs tonkremeneteléhez vezet6 jelenség az ismétlodé mechanikai igénybevételek
miatt bekovetkez6 kifaradas, ami féleg a szallitas soran veszélyezteti a termények
épségét. llyen sériilések esetében a karosodott gyiimolcs kozvetlen kdrnyezete,
vagy akar a teljes terményhalmaz is veszélybe keriilhet, hiszen a romlashoz
vezetd bioldgiai folyamatok nem korlatozédnak a karosodott terményegyedre. Az
ismétlodo hatasok esetében a statikus hatartértékhez képest kisebb eré is elegendd
a tonkremenetelhez, de a terhelés mellett az adott termény anyagi tulajdonsagai,
valamint a karosodas kézben medgfigyelhet6 energiamérleg is fontos szerepet jatszik
a mechanikai ellenallas meghatarozasaban. Munkankban ennek megfeleléen a
valasztott terményeket leginkabb jellemzé anyagmodellekre, az ismételt terhelések
soran mért disszipalt-energia mutatokra, valamint a tonkremeneteli id6 definialasara
és meghatarozasara épitjiik a tonkremeneteli folyamat leirasat. A kisérletek soran az
Europai Unié almatermelésének legnagyobb aranyu képviselGje, a Golden Delicious
alma, valamint a hosszu tarolhatésagu Packham korte kifaradasi jellemzdit hasonlitjuk
Ossze linearis regresszios modellek felallitasaval.
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2. Bevezetés

A termények szortirozasanal nem csupan a méret és az alak, de az esetleges sérlilés kiterjedése, vagy sok
esetben maga a karosodas ténye is a valogatas alapjat képezi. Az automatizalt gépi felismerés — amelyet
legtdbb esetben spektralis képalkotasi mdédszerekkel végeznek — napjainkban mar hatékonyan kiiloniti el a
sériilt terményszdvetet az egészségestdl, a technoldgia szamara pedig a szabad szemmel nem lathatd, felszin
alatti karosodasok észlelése sem jelent akadalyt [1, 2]. A megbizhatdsag egyrészt a hardveres kialakitasnak
(vagyis a felhasznalt eszkdz6k pontossaganak), masrészt az alkalmazott algoritmusoknak a fliggvénye [3].
A moddszerrel a valogatason tul olyan kameras megfigyelést is alkalmaznak, amely a megfelel szoftver
segitségével a paradicsomok érési allapotat is figyelembe tudja venni, és amely a szeddrobotok teljesen
automatizalt mikodését teszi lehetévé [4].

Bar az eredményes felismeréssel a sériilt termények kdnnyedén eltavolithatdk a feldolgozasi lancbdl, a szlirés
mellett azt a célkitlizést is szem el6tt kell tartani, hogy a betakaritas és a sziikséges kezelési folyamatok
utan minél tébb egészséges aru jusson el a vevkhdz. Mivel a nemzetkdzi felmérések szerint a feldolgozas
kilénb6z6 fazisaiban keletkezd veszteségek miatt a termények jelentés része mar nem kerll a fogyasztok
elé a piacon [5, 6, 7], a sérilések preciz feltarasa mellett a megel&zésnek is kiemelten fontos szerepet kell
kapnia. Ehhez a termények roncsolasos uton toérténd vizsgalatara és a tdnkremeneteli folyamat kdzvetlen
megfigyelésére is szilkség van.

A kulonféle mezégazdasagi és kertészeti termények anyagi tulajdonsagai viszkoelasztikus modellek
segitségével irhatok le, amelyek részben rugalmas, részben pedig viszkdzus alkotéelemekbdl allnak. A
sorban vagy parhuzamosan kapcsolt alaptagokbdl 6sszetett anyagi strukturak is eléallithatok, a haromelemes
rendszerek kozll pedig a Poynting-Thomson modellt mar korabbi kutatdsokban is tdbbszdr alkalmaztak az
almastermésliek jellemzéséhez [8, 9, 10]. A viszkoelasztikus rendszerek esetében a mechanikai kdlcsén-
hatasok miatt Iétrejové deformacié nem csupan az igénybevétel nagysagatdl, de a terhelés sebességétdl is
flgg, a kuszas és a relaxacié pedig fontos részét képezi a terhelési és az alakvaltozasi folyamatnak: mig az
elébbi esetében az allandd terhelés ndvekvé deforméciot eredményez, addig az utdbbi jelenség soran az
allandé deformacié folyamatos fesziltségcsdkkenéssel jar [11].

Egy adott termény valamilyen mechanikai behatasra adott reakcidja a terhelés-deformacié gorbén
jelenik meg, amely a kuszasi és relaxacids paraméterek mellett a terhelési folyamatban keletkezé 6sszes
energiamennyiségrdl is informaciot ad: a terhelési és tehermentesitési gorbék altal hatarolt terlilet egyéb
szakterileteken is alapjat képezi a disszipalt energiaszamitasoknak [12, 13], ez pedig szoros dsszefliggésben
all a vizsgalt anyag viszkoelasztikus tulajdonsagaival, valamint a termények esetében a mechanikai
ellenalloképességgel és a sérllési hajlandosaggal [14].

Azt a terhelési hatarértéket, amely a sejtszerkezetben bekdvetkezé mikroszkopikus karosodashoz vezet —
és amely a termény romlasat is okozhatja - bioldgiai folyashatarnak nevezzik. Bar biolégiai anyagként a
kilénbozé termények a gyodgyulasra, vagy akar a teljes regeneracidra is képesek lehetnek, a feldolgozas
soran alkalmazott mechanikai hatasokat érdemes a bioldgiai folyashatar alatt tartani. A hatarértéket ezen
kivil a szabad szemmel is j6l lathatd, nagyobb kiterjedés(i karosodas is jelentheti, amelyet a szakirodalom
téréspontnak nevez. llyen roncsolddas esetén a termény mar nagy valdszinlség szerint ténylegesen
ténkremegy [15, 16]. A sérllési hatarértékek kozott dltalaban jelentés széras tapasztalhaté (teljesen azonos
terhel6erd esetében is), amelyre az adott termény érési allapota, valamint a tarolas és feldolgozas kdzben
biztositott kériimények is hatast gyakorolnak.

A nem megfelelS kezelésbdl adodd Utkdzések mellett a sérilések zomét a szallitas soran kialakuld rezgések
okozzak. A sériléssel végz8d6 folyamatok roncsolasos vizsgalatokkal torténd megfigyelése sajnos
kiesik napjaink kutatasi iranyvonalaibdl, pedig az ismételt terhelés hatasara kialakul6 kifaradasi jelenség
feltérképezése a gylimolcsoknél is elengedhetetlen [17].

A szallitasi szimulaciok soran a legnagyobb karosodast el8idéz6 frekvenciakat mar egybehangzdan kimutattak
[18, 19, 20], az ismétlédd terhelésekkel végzett roncsolasos vizsgalatoknal a tapasztalatok alapjan igy a 10
Hz alatti frekvenciatartomanyt érdemes beallitani.

A zo6ldségek és a gyimolcsok egy-egy mechanikai tulajdonsaganak leirasahoz gyakran alkalmaznak tébb-
valtozds regresszids modelleket, amelyek a killonb6z8 vizsgalati paraméterek figyelembevételével késziilnek
[21, 22]. Kutatasunk célja a termények esetében kevésbé targyalt kifaradasi jelenség tanulmanyozasa, vala-
mint a sérilési hatarértékek (bioldgiai folyashatar vagy téréspont), és az ezzel 6sszefliggésben allé tényezék
(energiamérleg, anyagtulajdonsagok) kézotti 6sszefliggés meghatarozasa. A cél egy sérlilési hatarértékre
vonatkozé linedris egyenlet felallitasa, amelyet az ismétlddé nyomoterhelés soran mérhetd paraméterek
figyelembevételével hatarozunk meg.
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3. Anyag és modszer
3.1. Méréeszkéz és a gyiimolcsék régzitése

A roncsolasos vizsgalatokat a DyMaTest nevl berendezéssel végeztik, amelyet a NAIK Mez6gazdasagi
Gépesitési Intézet bocsatott a rendelkezéslinkre. Az eszkdz egy hengeres (lapos felszinld) nyomdécsappal
terheli a gylimolcsoket, a nyomoerd pedig tetszblegesen beadllithatd a készilékhez fejlesztett szoftveres
kezel&fellleten [23]. A termény deformacioja a mérécsap elmozdulasat érzékel§ 1ézeres szenzorral, az erd
pedig a mUiszerhez kialakitott specialis mérécellaval regisztralhatd. A vizsgalatok egy szinuszos nyomoerd
beadllitasat kdvetéen a gyimolcsok tdnkremeneteli hataraig térténnek.

A terményeket a mérések lebonyolitasahoz egy homokagyban régzitettik. Annak ellenérzéséhez, hogy az
alkalmazott homok kuszasa nem befolyasolja a gyimolcsdknél kapott eredményeket, kontroll méréseket
végeztink, ehhez pedig egy teljesen rugalmatlan, 32 mm atméréji csapagygoly6t alkalmaztunk. A
nyomoterhelések soran a fotoelektromos érzékel§ mérési tartomanyaban nem volt kimutathaté elmozdulas,
ezért a homok alakvaltozasa a gyuimolcsok terhelési gorbéin egyaltalan nem jelenik meg. A vizsgalatok elétt

3.2. A termények alakvaltozasi gérbéi

Az ismétlédé terhelésekkel végzett vizsgalatokhoz egy ciklikus jelalakot alkalmaztunk, amely az alabbi
fliggvénnyel jellemezhetd:

Frn = Fmax (1 - cos(wt)),

ahol F___a periodikus terhelési figgveény csucsértéke [N], » pedig a terhelés szogsebessége [s].

A periodikus terhelés hatasara a keletkezd deformacié szintén periodikus. Az 1.a abran egy Golden alma

tapasztalhatd tipikus deformacids gérbéket a 3.c és 3.d abra mutatja.

Az dllandé amplitudoju ciklikus terhelés hatasara az alakvaltozas folyamatosan maéddosul, ezt pedig a
burkologdrbék (vagy a kozépérték) ndvekedésén vehetjik észre. Mivel ezek a burkolégdrbék hasonléan
névekednek, mint a statikus terheléskor megfigyelheté kuszasi gérbék, ezt a folyamatot dinamikus kuszasnak
nevezik [25].

A ciklikus terhelésre adott valaszfliggvény a
Wy = B+W oy (1 - cOS(wt-0))

egyenlettel irhato le, ahol w a deformacié [mm], f a kuszasi tag, w, _a periodikus alakvaltozasi fuggveny
csucsértéke [mm], w a szogsebesség [s ], 0 pedig a terhelés és az alakvaltozas id6fliggvényei kozotti
faziseltolodas.

A kuszas jellemzéséhez (jelen esetben a f megadasahoz) a szakirodalom altalaban linearis kozelitést
alkalmaz. Bar a kuszas jelent8s szakaszahoz ez a kozelités a legtdébb esetben megfelelé Iehet, a gorbe
kezdete és tonkremeneteli szakasza mar nem linearizalhatd, igy a mddszer a teljes kuszasi folyamatot tekintve
pontatlansagokat hordoz. Ennek elkerlilése érdekében az alakvaltozast érinté adatkezelési folyamatokban
olyan numerikus megoldasokat alkalmaztunk, amelyben a miveleteket nem kozelitéssel, hanem az adatsorok
kozvetlen feldolgozasaval végeztik.

Az 1. abran lathat6 gorbék esetében a gyimdlcsdk ténkremeneteli hatarértékét — jelen esetben a téréspontot
— mar meghataroztuk, a diagramokrdl pedig az ezt kdvet§ adatokat eltavolitottuk. Az igy kapott gorbék
elemzésével mar ténylegesen a tdnkremenetelig bekdvetkezd energiaviszonyokrdl, valamint az eddig
tapasztalhat6 anyagtulajdonsagokrol kapunk informacidkat.

Mivel a téréspont sok esetben — féleg a gyorsan lezajlé terheléseknél, és az ezzel egyltt meredeken valtozé
alakvaltozasi folyamatoknal — nem vehetd ki tisztan a diagramok elemzésénél, a pontos meghatarozast nagy
képkockasebességu videds megfigyeléssel végeztik (2. abra). Az alkalmazott kamera masodpercenként 240
képkockat rogzitett, a keresett téréspontot pedig a ténkremeneteli szakasz elsé képkockaja jelenti, amikor
a mérdcsap jol lathatoéan kilép a kuszasi fazis soran lassan névekedd deformacids tartomanybdl, és a héjat
atszakitva egy kivUlrdl is jol lathatd karosodast okoz a termény szdévetében. llyenkor a héj és a gyimolcshus
egyarant karosodik, az anyagi viselkedést igy nem egy homogén 6sszetétell struktura, hanem egy ,,szerkezet”
modellezésével kozelitettik.
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1. abra. Golden delicious alma deformdcidjanak id6figgvénye (a) és eré-deformdcid fiiggvénye (b), valamint egy
Packham kérte deformacidjanak id6fliggvénye (c) és erd-deformacio fliggvénye (d)
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2. dbra. Téréspont meghatarozasa nagy képkockasebessegli felvétel elemzésével
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A DyMaTest mintavételi frekvencigja 2 kHz, ami 8,3-szor nagyobb, mint a téréspontrdl készitett video-
felvételek esetében. A képkockaelemzés abszolut hibaja az anyagvizsgald berendezéssel gyljtétt adatokhoz
képest 4,16 milliszekundum — ami a kamera legkisebb felbontasi egysége. A 2.b abra a térésponthoz tartozé
hibasavot szemlélteti. A tdréspontot, mint vizsgalati paramétert a tovabbiakban a TTF jel6léssel tlintetjlk fel,
ami a time to failure (azaz a sérilésig eltelt idétartam) kifejezésre utal.

3.3. Viszkoelasztikus anyagtulajdonsagok

A gyimdlcstk anyagtulajdonsagainak a meghatarozasahoz a haromelemes Poynting-Thomson modellt
hasznaltuk, amelyet almak esetében mar korabbi kutatasokban is alkalmaztak. A modell kapcsolasa a
3. abran |athato, ami az aldbbi egyenlettel jellemezhetd:

N EE Ey .
F. + F,=—2w,+—1—w,,,
M E+E,™ E+E, ™ E+E, ™M
ahol E, és E, a mechanikai modell rugalmas komponensei [N mm™], » pedig a viszkézus elem [Ns mm].
F_ a mérések soran rogzitett nyomoerd [N], w pedig a mérések soran kapott deformacié [mm].

F (1 - cos(wt))

s

DyMaTest
anyagvizsgalo

B+w__(1-cos(wt-0))

max

vizsgalt
termény

g’

l F.(
F

E,
1
n

_— — w(t) — w,_(t)

w [mm]

w(t)
in
matematikai modell
(Poynting-Thomson test)

F.(t) - mért nyométerhelés
w_(t) - mért deformaciod
w(t) - szamitott deformacioé

3. dbra. Szamitégépes matematikai modell identifikacidja

Az egyenlet blokkorientdlt felirasat Matlab Simulink kdrnyezetben végeztik, ahol a modellt a mérések soran
kapott er6 és deformacio adatokkal identifikdltuk (3. abra). A rugalmas és viszkdzus egyutthatok értékeit
annal a szamitott gorbénél (w) hataroztuk meg, ami a legjobban illeszkedik a mért eredményekre (w ).
A két adatsor kozétti eltérés minimalizalasahoz olyan eljarast alkalmaztunk, amely a legkisebb négyzetek
modszerén alapul:

T

f (W (1) - wt)? it —> min.
0

A minimumkeresési folyamat futtatasa utan az E,, E, és n modellegyutthatokat rogzitettlik, és vizsgalati
paraméterként felhasznaltuk. A bemutatott matematikai rendszerrel végzett kdzelitések R? = 0,967 — 0,998
értékek kozott valtoztak.

3.4. A hiszterézis gérbék elemzése

Az 1.b és 1.d, valamint a4. abran lathato er6-deformacié diagramokon olyan ismétlédé hiszterézis folyamatok
figyelhet6k meg, ahol a terhelési és tehermentesitési gorbék altal hatarolt teriilet szoros 6sszefliggésben
all a termény adott ciklusra jellemzé energiamutatdival. A vizszintes tengelyen lathaté, hogy a goérbe a
tehermentesités utan nem zarodik, igy az anyagban a kévetkez6 nyomoterhelésig minden ciklusban egy w,,
marado alakvaltozas keletkezik, az adott termény w,rugalmas alakvaltozasa pedig a terhelési csucspont és a
maradé alakvaltozas kozotti kildnbségbdél adddik (a kettd 6sszege igy az alakvaltozas teljes nagysagat adja
az adott ciklusban).
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4. abra. Egy terhelési ciklus er6-deformacio gérbéje (a), a termény erd-deformacio gérbéje
a ténkremenetelig egy Golden Delicious alma esetében (b)

Ha a gorbék kozotti terlleteket vizsgaljuk, a rugalmas alakvaltozashoz tartozo energiat (E,) a teljes munkabdl
(E) kivonva a ciklus disszipalt energiajat kapjuk (E,). Ez az energiaveszteség a goOrbék kozotti teriilet
meghatarozasaval szamithaté:

t

aw
Ep= fFWdt’
0

ahol t,, a terhelési folyamat kezdete és a tehermentesités vége kozott eltelt id6 [s], F pedig a
vizsgaldberendezéssel elballitott terhelési fliggvény [N].

Mivel a terlletszamitast az er6- és deformacio-adatok idé szerinti numerikus integralasaval végeztik, a
korabban emlitett kdzelité figgvények, és az ezekkel egyltt jaré pontatlansagok elkertilhetdk.

Bar az energiaveszteségek szamitasa tébb kutatdsban hozzatartozik a sérulési mechanizmus leirdsahoz, a
hiszterézis gorbébdl meghatarozhatoé disszipalt energianak csak egy része kétédik az anyag karosodasahoz
és a ténkremeneteli folyamathoz [13]. Mas szakterlleteken, példaul az utburkolati aszfaltrétegek reoldgiai
leirdsanal olyan szamitasi médszereket is kidolgoztak, amelyek a disszipalt-energia adatokat felhasznalva
koézvetlenll mutatnak ra a tdnkremenetel pillanatara. Ezek kézé tartozik az un. disszipalt energia hanyados,
amely a kdvetkez§ 6sszefliggéssel szamithato [26]:

ahol E,, az adott ciklusig 6sszegzett energiaveszteség [N mm], E, pedig az adott ciklus energiavesztesége
[N mm].
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Amikor a disszipalt energiahanyadost a ciklusszam fliggvényében abrazoljak (5. abra), akkor az két karosodasi
mutatora is utalhat: az adott aszfalt repedésképzédési folyamatanak a kezdetét a gorbe felfutasi meredek-
ségének 10%-o0s zuhanasa jelzi, a cslucsponton lathaté térés pedig a kifaradasos tonkremenetelt [26].

A gyUmolcsdkon végrehajtott kisérleteink soran az emlitett meredekség zuhanasa a legtobb esetben nem
figyelheté meg ennyire egyértelmden, ami valdszinlleg a gyors terhelési beallitasok kovetkezménye. A belsé
téréspont viszont a sajat eredményeinkben is egyértelmien megjelenik. Ezt az adatot a téréspontig eltelt id6
és a viszkoelasztikus modellegyitthatok mellett szintén felhasznaljuk a karosodasi folyamatot leiré egyenletek
feldllitasahoz.
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5. abra. A kifaradasra utald belsé téréspont a disszipalt energiakbdl képzett hanyados alapjan
egy Golden Delicious (a) és egy Packham (b) termény esetén

3.5. Vizsgalati paraméterek, terhelési beallitasok

Célunk, hogy a sérlilési folyamattal osszefliggésben allé paraméterek felhasznalasaval a téréspontig eltelt
idétartamot irjuk le (TTF), ami a kapott egyenletek fiiggd valtozéja lesz. A tdnkremenetel jellemzésénél linearis
regresszios egyenletek felallitasara toreksziink.

A nyométerheléseket 25 db Golden Delicious alman és 25 db Packham kértén hajtottuk végre (a méréssorozat
ismétlési szama terményenként tehat 25), minden gyimdlcson hat kulénbdzd mérési frekvenciat allitottunk be.
Ezek a frekvenciak a szallitassal foglalkozé kutatasok legveszélyesebbnek itélt tartomanyaba, a féleg 10 Hz
alatti savba esnek, a mUiszeriink bedllitasi lehetéségeihez mérten ezek 2,5, 3,7, 5, 7,5, 10 és 11,6 Hz voltak.
igy 6sszesen 300 nyométerhelés tértént, a terhelések soran kapott erd, deformacio- és idéadatokbdl pedig a
fent részletezett modszerekkel minden esetben meghataroztuk az anyagmodell £, E, és 7 egyditthatoit, a TTF
ténkremeneteli idét, valamint az E, belsé karosodasi mutatét. Ezek mellett azt is figyelembe vettik, hogy

DRmax

a vizsgalati frekvenciak befolyasoljak-e a folyamatot.

A Golden és Packham termények eltéré terhelési ellendllasa miatt kiildnbdzé nyomoderdk beallitasara volt
szlikség: a Packham korték esetében a vizsgalt frekvenciatartomany bizonyos értékeinél mar az elsé ciklusok
némelyikében megtortént a ténkremenetel, a Golden almak viszont sokkal ellenallébbak voltak, ezért a
késébbiekben részletezésre kerll§ karosodasi id6k és disszipalt energiaértékek Osszehasonlithatésagat
figyelembe véve a kortéket 4 N-nal, az almakat pedig 14 N-nal terheltiik. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a
4 N er6nél nagyobb bedllitasoknal — a vizsgalt frekvenciaértékek tébbségénél — a koérték anyagaban azonnali
roncsolédas jonne létre, 14 N alatt pedig nagysagrendekkel hosszabb terhelési folyamatot kéne futtatni az
almak lathaté karositasahoz.
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4. Eredmények
4.1. Tonkremeneteli idétartamok és a belsé karosodasra utalo energiamutatok

A tdréspontig eltelt id6tartamok egyes frekvenciabeallitasokhoz tartozo atlag- és szoérasértékeit az 1. tablazat
tartalmazza. A 6.a abran a Golden almak atlagértékeibdl készitett grafikon lathatd, a Packham korték esetében
pedig a 6.b abran tekinthet6k meg az abrazolt eredmények. Az almak esetében a téréspont bekdvetkezése
a varakozasoknak megfeleléen alakult, vagyis a nagyobb frekvencidkon hamarabb kovetkezett be a
visszafordithatatlan karosodas, a kortéknél kapott atlagértékek tekintetében ehhez képest viszont valtozas
tapasztalhatd, ugyanis az 5 Hz feletti beallitasoknal egy ndvekvé tendencia kezd6dik a ténkremeneteli id6
tekintetében.

1. tablazat. A téréspontig eltelt idStartam dtlagai és az eredmények szordsa

Golden Packham
frekvencia [Hz] ,, -
TTF[s] széras - s [s] TTF[s] széras - s [s]
2,5 6,002 3,006 1,522 1,105
3,7 3,758 1,857 1,237 0,858
5 2,505 1,383 1,203 0,847
7,5 1,639 0,762 1,451 1,114
10 1,192 0,672 2,046 1,662
11,6 0,938 0,938 3,384 2,790

A Golden termények esetében az alacsonyabb frekvenciabeallitasoknal nagyobb szérasmezékkel
talalkozunk, a magasabb frekvenciakon viszont a hibasavok szélséértékei mar kdzelebb keriilnek az atlaghoz.
A szorasmezd8k végpontjai a Golden almaknal még hasonlé trendet mutatnak az atlag frekvenciafiiggéséhez,
a korték esetében azonban szérasmezék minimumeértékei mar nem reprezentaljak az atlagértékek valtozasat,
a kortéknél tehat eltérébb karakterisztikak tapasztalhatok a 25 mérés kozott.

o

7

6

tonkremeneteli id6 - TTF [s]

+¥u ot

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

tonkremeneteli id6 - TTF [s]
o - N w S o (=2} ~ (=] ©

frekvencia - f [Hz] frekvencia - f [Hz]
a) b)

6. dbra. A téréspontig eltelt idStartamok frekvenciafiiggése Golden Delicious almak (a) és Packham kérték (b) esetében

Mivel a széras az almak és korték esetében is elég jelentés (1. tablazat), a vizsgalatnal figyelembe vett
tovabbi paraméterek (a viszkoelasztikus modellegyiitthatdk, valamint az energiamutatdk) szerepe kiemelten
fontos, amikor a karosodasi folyamatra gyakorolt hatasukat vesszik figyelembe a tonkremeneteli id6 leirasa
soran.

A 7. abra a disszipalt energiabdl szamitott energiaveszteségi hanyados csucsértékeit mutatja, a 25-25
terményhez tartozé eredményeket szintén atlagoltuk az egyes frekvenciabeallitasokhoz tartozéan.

A vizsgalt Golden almak esetében a ciklusonkeént rdgzitett energiaveszteségi értékek, valamint a belsé térésre
utalé maximalis hanyadosértékek a magasabb frekvenciabedllitasok felé haladva csdkkend tendencia szerint
valtoznak, a kortéknél ez a folyamat viszont forditottan jelenik meg. Ezzel egytitt a frekvenciafliiggést jellemzé
trend is mas jelleget olt.
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7. abra. A halmozddd disszipalt energiak dtlagértékeinek frekvenciafliggése

4.2. Viszkoelasztikus modellparaméterek kiértékelése

A termeények rugalmas (E,, E,) és viszkozus () anyagtulajdonsagainak frekvenciafliggését a 8. abra mutatja
be, ahol a méréssorozat értékeit az egyes frekvenciabeallitasoknal atlagolva jelenitjik meg. A szamszeri
eredményeket a 2. tablazat és a 3. tablazat foglalja dssze.

2. tabldzat. Viszkoelasztikus modellparaméterek dtlagértékei és szordsok
az egyes terhelési frekvencidakon Golden Delicious almak esetében

Golden

f[Hz] E, ) E, sz()r?’s E, ) E, szér_a’s no n sz()ré_s
[N mm] [N mm] [N mm] [N mm™] [Ns mm] [Ns mm]

2,5 10,504 1,250 2,139 0,277 2,129 0,703

3,7 10,523 1,091 2,158 0,277 1,429 0,358

5 10,546 1,497 2,116 0,292 1,109 0,251

7,5 10,622 1,529 2,139 0,269 0,722 0,204

10 10,271 1,177 2,167 0,206 0,581 0,154

11,6 9,848 1,310 1,984 0,361 0,509 0,106
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3. tabldzat. Viszkoelasztikus modellparaméterek atlagértékei és szorasok
az egyes terhelési frekvencigkon Packham kdrték esetében

Packham
f [HZz] E, E, széras E, E, széras n n széras
[N mm] [N mm] [N mm] [N mm™] [Ns mm] [Ns mm]
2,5 6,896 1,710 0,554 0,160 0,848 0,494
3,7 7,705 2,184 0,518 0,177 0,574 0,226
5 7,695 2,243 0,565 0,135 0,479 0,242
7,5 8,981 1,873 0,600 0,192 0,435 0,223
10 9,730 2,540 0,613 0,130 0,436 0,243
11,6 10,178 2,172 0,623 0,127 0,471 0,239
o E1 a E2 a E1 a E2
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8. abra. Rugalmas és viszkézus modellparaméterek atlagai
Golden almak (a, c) és Packham kérték (b, d) esetében

A rugalmas egyditthatok a Golden almak esetében nem mutatnak szembet(nd frekvenciafliggést, az E,
paraméterek esetében enyhe csdkkenés fedezhetd fel, amikor magasabb vizsgalati frekvencidkat hasznalunk.
Korabbi kisérletekben a nagyobb sebességli terhelés soran az almak altalaban merevebben viselkednek
[25]: ha a nagyobb terhelési sebességnek jelen esetben a nagyobb frekvencia felel meg, akkor ez a reakcid
egybevag a régebbi tapasztalatokkal.

A kortek esetében azonban egyértelmii a névekedés, amikor az E, komponenst vizsgaljuk, ez az eredmény
pedig magyarazatot adhat a tonkremeneteli id6tartamok esetében kapott adatokra: a vizsgalt kortéknél
az 5 Hz feletti frekvenciakon egy rugalmasabb, puhabb felllet keletkezik a terhelési zéna kozelében, a
megnovekedett rugalmassag pedig kedvez6bb mechanikai ellendllast biztosit a termények szamara. A
legveszélyesebb frekvenciatartomanyban igy nem feltétleniil a magasabb értékek hordozzak a legjelentésebb
karosodasi potencialt. Az E, rugalmas egyutthato a vizsgalt tartomanyban a Golden és Packham termények
esetében is allandod.
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A viszkézus paramétereket dbrazolva a Golden és a Packham terményeknél is egyértelmU frekvenciafiiggést
kaptunk. Az almaknal kapott goérbe hasonlésagot mutat egy korabbi kutatasban prezentalt dinamikus
viszkozitasi tényezd frekvenciafliggéséhez [27], a kortéknél pedig szintén az 5 Hz korili frekvencia tori
meg az addigi csokkend tendenciat — ez szintén Osszefliggésben allhat a tonkremeneteli idGtartamok
frekvenciagorbéjénél tapasztalt torésponttal.

A szérasokat megjelenitd hibasavok a korték esetében nagyobbak, az adatokat a 2,5 Hz-es bedllitasanal
rogzitettlik a legszélesebb szérastartomanyban. Ennek egyik oka, hogy ennél a beallitasnal tébb kérte mar az
elsé ciklus elsd felterhelési szakaszaban azonnal tdnkrement.

4. tablazat. Viszkoelasztikus modellparaméterek varianciaanalizise

Golden Packham
Egyitthaté F P Egyitthaté F P
E, 1,196 0,314 E, 8,008 <0,001
E, 1,408 0,225 E, 1,488 0,198
n 75,393 <0,001 n 6,427 <0,001

A frekvenciafliggés mértékét varianciaanalizis (ANOVA - Analysis of Variance) segitségével ellendriztik, az
eredményeket a 4. tablazat foglalja 6ssze. A Golden almak esetében kizardlag az 5 egyltthatonal fedezhetd
fel szignifikans dsszefliggés (p<0,05), ez pedig megerdsiti a diagramok alapjan levonhaté kdvetkeztetést,
amit az E, és E, egyltthatok esetében tettiink: a rugalmas elemek és a frekvencia a vizsgalt tartomanyban
nem allnak kimutathato Osszefliggésben. A Packham korték esetében viszont az n mellett az E, rugalmas
egyutthato frekvenciafliggése is kimutathatd, ami jelent8s szerepet jatszik az 5 Hz felett tapasztalt mechanikai
ellenallasban.

4.3. Linearis tonkremeneteli modellek

A bemutatott vizsgalatok eredményeit, valamint a terhelési frekvenciak értékeit felhasznalva a Golden Delicious
almak esetében négy kildnbdzé ténkremeneteli modell lehetésége vetddik fel, a kdvetkezé kereséfliggvény
szerint:

TTF =A +Bn + CEppyax + Df + KE4 + JE5,
ahol A, B, C, D, K és E konstansok. Az egyes valtozatokat az 5. tablazat ismerteti. Ezek k6z6tt a termények
rugalmas és viszkézus anyagtulajdonsagai, valamint a disszipalt energia csucsértéke is rendre megjelenik, a
frekvenciabeallitasok azonban nem.

5. tabldzat. A mért paraméterekbdl létrehozhatd linedris modellek Golden almak esetében

A becslés R? valto- F valto- F szignifikan-
2 A T 2 M=
Modell R R Mdédositott R stan;i;jrad hi 24sa 2452 ciajanak valtozasa
1 0,902(a) 0,814 0,812 1,03413 0,814 641,502 0,000
2 0,963(b) 0,927 0,926 0,64922 0,113 226,984 0,000
3 0,971(c) 0,943 0,941 0,57824 0,015 39,039 0,000
4 0,972(d) 0,945 0,943 0,56840 0,002 6,064 0,015
(@) vé}ltoz(?k: n (c) vé}ltoz(?k: My Eprmax E
(b) véaltozodk: m, E (d) valtozék:m, E E, E,

A modellparamétereket bemutaté gérbéken, valamint a varianciaanalizis nyoman az elasztikus egyutthatok
nem alltak szignifikans 6sszefliggésben a frekvenciaval, a Golden almak rugalmassaga azonban egyértelmu
hatast gyakorol a tonkremeneteli folyamatra, kimutathaté névekedést eredmenyezve. Mig az E, rugalmas
egyUtthatd meghatarozo része az egyenletnek, az E, csupan elhanyagolhato mértékben ad hozza az
illeszkedés pontossagahoz, ezért a Golden almak tdnkremenetelének legegyszerlbb leirasahoz a harmadik
egyenletet valasztottuk:

TTF = 0,533 + 2,736 + 0,141EpRmax - 0,:261E7
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A Packham kortékre alkalmazhaté modelleket a 6. tablazat foglalja 0ssze. Ezekben a valtozatokban mar a
terhelési frekvencia is megjelenik, ami ezuttal fontos szerepet jatszik a tonkremeneteli id6 leirasaban.

6. tablazat. A mért paraméterekbdl Iétrehozhatd linedris modellek Packham kérték esetében

. . A becslés . . .
Modosi- R? valto- F valto- F szignifikan-
2
Modell R R tott R? sta_nq?rd zasa zasa cidjanak valtozasa
hibaja
1 0,886(a) 0,785 0,783 0,66044 0,785 488,514 0,000
2 0,933(b) 0,871 0,869 0,51404 0,086 88,193 0,000
3 0,946(c) 0,896 0,893 0,46299 0,025 31,948 0,000
4 0,959(d) 0,920 0,917 0,40765 0,024 39,273 0,000
(a) valtozok: E_. (c) valtozok: E ., m, f
(b) valtozok: E . m (d) valtozok: E.. . m, T, E,

Bar az E, paraméter a frekvenciaval Gsszefliggésbe kerilt, a tonkremenetelt mégsem ez az egyutthatd
befolyasolja, hanem a viszk6zus komponenssel parhuzamosan kapcsolt E,. Mivel a frekvencia, valamint az E,
rugalmas tényezé jelentésen hozzajarul a linearis kdzelités pontossagahoz, igy a Packham koérték esetében a
negyedik egyenletet irjuk fel:

TTF = 0,097 + 0,788y + 0,085EpRmay - 0, 103f + 1,524E 5.

Az egyenletek érvényességét ellendrzd varianciaanalizis eredményeit a 7. tablazat tartalmazza. Mivel a kapott
F értékek szignifikansnak mindsiinek (p<0,05), a felirt kdzelitések érvényesek.

7. tabldzat. Kézelité egyenletek varianciaanalizise

Golden Packham

F P F P

792,307 <0,001 375,742 <0,001

A létrehozott modellek behelyettesités utani térésponti eredmeényeit (TTF_), valamint a mért eredmények
(TTF.) kapcsolatat a 9. abra mutatja be a teljes vizsgalati tartomanyban. A Golden Delicious almaknal
alkalmazott kozelités frekvencianként atlagolt eredményei az 1,54% és 3,85% relativ hiba kdzé esnek, a
terményenként atlagolt eredmények pedig 1,01% és 31,13% kozott alakulnak. A Packham koértéknél az
egyes frekvenciabeallitasoknal kapott eredményeket atlagolva a relativ hibak 2,42 és 6,22% kozé esnek, a
terményegyedenként szamitott értékek eltérései pedig 0,04 % és 34,51 % kozott alakulnak amért tdnkremeneteli
idétartammal 6sszehasonlitva. A jelentésebb hibaértékek nem az adott frekvenciabeallitdasokhoz, hanem az
egyes termények eltérd mechanikai ellenalloképességéhez és anyagtulajdonsagaihoz kétédnek.
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9. abra. Mért és szamitott ténkremeneteli idStartamok kapcsolata Golden Delicious almak (a) és Packham kérték (b)
esetében az 6sszes mérési eredményt kiértékelve
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5. Kovetkeztetések

Az ismétlédd terhelés a gyimolcsdk feldolgozasi és szallitasi folyamataiban jelentds mértékil karosodast okoz,
munkankban ezért a kifaradas okozta tdnkremenetelt vizsgaltuk, ennek érdekében pedig olyan tébbvaltozés
linedris regresszidos modelleket dolgoztunk ki, amelyek a tédnkremeneteli folyamathoz kétédé legfontosabb
anyagtulajdonsagokra és energiamutatdkra utald paraméterekre tamaszkodnak, és amelyek a vizsgalt
almastermésUiek (Golden Delicious almak és Packham korték) sértilési ellendllasara adnak elérejelzést.

A tdnkremenetelt jelz6 tdréspont bizonyos esetekben nem értékelhetd ki a mérések soran kapott deformacids
adatokbdl, ilyenkor a gyorsfilmezéssel és képkocka-elemzéssel megallapitott hatarérték nyujthat segitséget
a vizsgalatok soran. Ennek pontossaga az alkalmazott kamerdk képkockafrissitésén mulik, ez pedig a
képfelbontassal egyltt a mobileszkdzbkben is folyamatosan fejlédik, igy ezek az eszkdzdk a hasonlo jellegu
méréstechnikai feladatokhoz is alkalmassa valnak. Hasznalatuk a gylimolcsok alakvaltozasanak figyelésében
mar napjainkban sem példa nélkdili.

Az energiaszamitasokon alapulé bels§é karosodas megfigyelése Uj kutatasi iranyokat jelenthet a
gyumolcssérilések vizsgalatdban, hiszen a feldolgozasi folyamatokban fellépé kdérnyezeti hatasokat ennek
fuggveényében kell kezelni (megfogasi, ejtési és rezgési hatarértékek korlatozasa vagy médositasa). A jelenség
pontos definidlasa azonban a sejtszerkezetben Iétrejové kdrosodasi folyamat részletesebb leirasa érdekében
még mikroszintd vizsgalatra és megerdsitésre var.
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1. SUMMARY

One of the most significant phenomena in the processing of horticultural crops, leading
to the damaging of the fruit, is fatigue due to repeated mechanical stress, which
endangers the integrity of the produce, especially during transport. In the event of such
damages, the immediate environment of the damaged fruit, or even the entire batch of
crops may be in danger, as the biological processes leading to spoilage are not limited
to the individual crop damaged. In the case of repeated effects, a force less than the
static limit value is sufficient to cause spoilage, but in addition to the load, the material
properties of the given crop, as well as the energy balance observed during damage play
important roles in determining the mechanical resistance. Accordingly, in our work, a
description of the spoilage process is built on the material models most characteristic
of the selected crops, on the dissipated energy indicators measured during repeated
loads, and on the definition and determination of the spoilage time. In the experiments,
the fatigue indices of Golden Delicious apples, making up most of the apple production
of the European Union, and of long shelflife Packham pears are compared by setting
up linear regression models.
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2. Introduction

When sorting produce, not only the size and shape, but also the extent of a possible damage or, in many
cases, the fact of the damage itself is the basis for the selection. Automated machine recognition, which in
most cases is performed by spectral imaging methods, today can effectively separate damaged crop tissues
from healthy ones and finding damages under the surface which are not visible to the naked eye does not
pose a problem to the technology either [1, 2]. Reliability depends on the hardware design (i.e., the accuracy
of the equipment used) on the one hand, and on the algorithms used [3]. In addition to sorting, the method
also uses camera monitoring, which can take into account the ripeness of tomatoes with the help of the
appropriate software, and which allows the fully automated operation of the harvesting robots [4].

Although with effective detection the damaged crops can be easily removed from the processing chain, in
addition to screening, the objective of getting as many healthy goods as possible to customers after the
harvest, and the necessary treatment processes must also be kept in mind. Since international surveys show
that a significant proportion of crops does not reach consumers in the market due to losses at different stages
of processing [5, 6, 7], in addition to the precise detection of injuries, prevention must also play a key role.
This also requires destructive testing of the crops and the direct observation of spoilage processes.

The material properties of various agricultural and horticultural crops can be described using viscoelastic
models, consisting partly of elastic and partly of viscous components. Complex material structures can also
be built from basic elements connected in a serial or parallel way, and of the three-element systems, the
Poynting-Thomson model has been used several times in previous research to characterize Maloideae [8, 9,
10]. In the case of viscoelastic systems, deformation due to mechanical interactions depends not only on the
magnitude of the stress, but also on the speed of the load, and creep and relaxation are an important part
of the load and deformation process: while in the case of the former, a constant load results in increasing
deformation, in the case of the latter phenomenon, a constant deformation results in a continuous decrease
in stress [11].

The reaction of a given crop to a mechanical impact is shown on the load-deformation curve which, in addition
to the creep and relaxation parameters, provides information on the total amount of energy generated in the
load process: the area enclosed by the load and unload curves also serves as the basis for dissipated energy
calculations in other fields [12, 13], and it is closely related to the viscoelastic properties of the test material
and, in the case of crops, to the mechanical resistance and the susceptibility to damages [14].

The load limit that leads to microscopic damage to the cell structure, which can also cause crop spoilage, is
called the biological yield point. Although as biological materials, different crops may be capable of healing
or even complete regeneration, mechanical impacts applied during processing should be kept below the
biological yield point. The limit value can also be indicated by a damage visible to the naked eye and affecting
a larger area, which is called the rupture point in the literature. In the case of such damages, the crop is very
likely to spoil [15, 16]. There is usually a significant variance between damage limits (even in the case of the
same exact load), which is also affected by the ripeness of the given crop, as well as the conditions provided
during storage and processing.

In additions to collisions resulting from improper handling, most damages are caused by vibrations during
transport. Unfortunately, the observation of processes that end in damages by destructive tests is not an area
that today’s research focuses on, although the mapping of fatigue due to repeated loads is also essential in
fruits [17].

During transport simulations, the frequencies causing the greatest damage have already been unanimously
identified [18, 19, 20], so in the case of destructive tests with repeated loads, experience shows that it is
advisable to set the frequency range below 10 Hz.

Multivariate regression models that take into account different test parameters are often used to describe the
mechanical properties of fruits and vegetables [21, 22]. The objective of our research was to study the less
discussed phenomenon of fatigue in crops, and to determine the relationship between damage limit values
(biological yield point or rupture point) and related factors (energy balance, material properties). The goal was
to establish a linear equation for the damage limit value, which is determined by considering the parameters
that can be measured during repetitive compressive load.
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3. Materials and methods
3.1. Measuring instrument and the securing of the fruits

Destructive tests were performed with the instrument called DyMaTest, provided by the Hungarian Institute
of Agricultural Engineering of NAIK. The instrument applies a load to the fruit with a cylindrical (flat-faced)
pressure pin, and the pressure force can be adjusted arbitrarily using the software interface developed for
the instrument [23]. The deformation of the crop can be registered with a laser sensor that detects the
movement of the measuring pin, and the force can be registered with a special measuring cell designed for
the instrument. Tests were performed after setting a sinusoidal pressure force up to the fruit failure limit.

To perform the measurements, the crops were secured in a sand bed. To check that the creep of the sand
applied did not affect the results obtained, control measurements were performed using a completely inelastic
bearing ball with a diameter of 32 mm. During the compressive loads, there was no detectable displacement
in the measuring range of the photoelectric sensor, so the deformation of the sand does not appear on the
load curves of the fruits at all. Prior to testing, sand preparation consisted of wetting, sieving and compaction
operations [24].

3.2. Crop deformation curves

For the tests with repetitive loads, a cyclic waveform was used, which can be characterized by the following
function:

Frn = Fmax (1 - cos(wt)),

where F__ is the peak value of the periodic load function [N] and w is the angular velocity of the load [s™].

The resulting deformation due to periodic loading is also periodic. Figure 1.a shows the time function of the
deformation of a Golden apple, while Figure 3.b shows the force-deformation curve. Typical deformation
curves for Packham pears are shown in Figures 3.c and 3.d.

As a result of the cyclic load with a constant amplitude, the deformation changes continuously, and this can
be noticed in the increase of the envelope (or the mean). Since these envelopes increase similarly to the creep
curves observed under static loading, this process is called dynamic creep [25].

The response function to the cyclic load can be described by the following equation:

W, = [+w

max (1 - cos(wt-9))

where w is the deformation [mm], g is the creep term, w___is the peak value of the periodic deformation function
[mm], w is the angular velocity [s™'], and ¢ is the phase shift between the load and deformation time functions.

To characterize creep (in this case, to give ), the literature generally uses a linear approximation. Although
this approximation may be appropriate for a significant region of the creep in most cases, the initial and
failure sections of the curve cannot be linearized, so the method carries inaccuracies when considering
the entire creep process. In order to avoid this, numerical solutions were used in the data management
processes related to deformation, in which the operations were performed not by approximation, but by
direct processing of the data series.

In the case of the curves shown in Figure 1, the damage limit of the fruits, in this case the rupture point, has
already been determined, and the data after this point have been removed from the diagrams. By analyzing
the curves obtained this way, we can actually obtain information about the energy conditions taking place
until failure, as well as about the material properties experienced this far.

Since the rupture point cannot be distinguished clearly during the analysis of the diagrams in many cases,
especially in the case of loads that take place rapidly and the concomitant sharply changing deformation
processes, accurate determination was therefore performed by high frame rate video surveillance (Figure 2).
The camera used recorded 240 frames per second, and the rupture point sought was the first frame of the
failure phase, when the pressure pin visibly exits the slowly increasing deformation range during the creep
phase and causes damage to the crop tissue that is visible from the outside by breaking the skin. In this case,
both the skin and the flesh are damaged, so the material behavior is approximated by the modeling of not a
structure with a homogeneous composition, but of a ,structure”.
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Figure 1. Time vs. deformation (a) and force vs. deformation (b) functions of a Golden Delicious apple, and time vs.
deformation (c) and force vs. deformation (d) functions of a Packham pear
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Figure 2. Determination of the rupture point by analyzing high frame rate recording
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The sampling frequency of the DyMaTest is 2 kHz, which is 8.3 times higher than that of the video recordings
of the rupture point. The absolute error of the frame analysis compared to the data collected by the material
testing instrument is 4.16 milliseconds, which is the lowest resolution unit of the camera. Figure 2.b illustrates
the error range for the rupture point. The rupture point as a test parameter is hereinafter denoted by the
notation , which refers to the term time to failure.

3.3. Viscoelastic material properties

To determine the material properties of fruits, the three-element Poynting-Thomson model was used, which
had already been used in previous research projects on apples. The coupling of the model is shown in
Figure 3, and it can be characterized by the following equation:

/- EE Ey .
F, + Frp = 2wy, +=—"—-wp,’
M E+E,™ E+E, M E+E, ™
where E, and E, are the elastic components of the mechanical model [N mm™] and 7 is the viscous element

[Ns mmT]. F_is the compressive force recorded during the measurements [N] and w_ is the deformation
obtained during the measurements [mm].

F (1 - cos(wt))

manl
DyMaTest
instrument B+w__(1-cos(wt-23d))

max

examined
fruit

— w(t) — w,(t)

YaVavava

w [mm]

t[s]

E, w(t)

F.(t) - measured compressive load
w_(t) - measured deformation response
w(t) - calculated deformation response

mathematical model
(Poynting-Thomson body)

Figure 3. Identification of the computer mathematical model
DyMaTest material testing equipment - Investigated crop - Mathematical model — Measured compressive load —
Measured deformation — Calculated deformation

The block-oriented writing of the equation was performed in a Matlab Simulink environment, where the model
was identified with the force and deformation data obtained during the measurements (Figure 3). The values
of the elastic and viscous coefficients were determined for the calculated curve (w) that best fit the measured
results (w_). To minimize the difference between the two data sets, we used a procedure based on the least
square method:

T

f (W (8) - w(t)? dt —> min.
0

After running the minimum search process, the model coefficients E., E,and ; were recorded and were used
as test parameters. The approximations carried out with the presented mathematical system provided R2?
values between 0.967 and 0.998.

3.4. Analysis of the hysteresis curves

The force vs. deformation diagrams in Figures 1.b, 1.d and 4 show recurrent hysteresis processes where the
area enclosed by the load and unload curves is closely related to the energy indices of the crop for the given
cycle. The horizontal axis shows that the curve does not close after unloading, so a w,, permanent deformation
occurs in the material in each cycle until the next compressive load, and the w, elastic deformation of the
given crop is due to the difference between the load peak and the permanent deformation (the sum of the two
gives the total magnitude of the deformation in the given cycle).
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If we examine the areas between the curves, by subtracting the energy associated with the elastic deformation
() from the total work (), the dissipated energy of the cycle () is obtained. This energy loss can be calculated
by determining the area between the curves:

t

dw
Ey= [Fﬂdt’
0

where t,, is the time elapsed between the start of the loading process and the end of the unloading [s] and F
is the load function produced by the test equipment [N].

Since the area calculation was performed by the numerical integration of the force and deformation data over
time, the previously mentioned approximation functions and their inaccuracies associated with them can be
avoided.

Although the calculation of energy losses is included in several studies that describe the damage mechanism,
only a portion of the dissipated energy that can be determined from the hysteresis curve is related to material
damage and the failure process [13]. In other fields, such as the rheological description of pavement asphalt
layers, calculation methods have also been developed that point directly to the moment of failure using the
dissipated energy data. These include the so-called dissipated energy quotient, which can be calculated by
the following equation [26]:

3 Epi
E - i=0 | s
DR EDn

where E_ is the total energy loss up to the given cycle [N mm] and E, is the energy loss of the given cycle
[N mm].
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When the dissipated energy quotient is plotted as a function of the number of cycles (Figure 5), it can hint at
two damage indicators: the onset of the cracking process of the given asphalt is indicated by a 10% drop in
the ramp-up slope of the curve, and the fracture seen at the peak is the fatigue failure [26].

In the course of our experiments on fruits, the said drop in the slope cannot be observed so clearly in most
cases, which is probably a consequence of the rapid load settings. However, the internal rupture point clearly
appears in our own results as well. In addition to the time elapsed until the rupture point and the viscoelastic
model coefficients, this data is also used to construct the equations describing the damage process.

20 35

30 (XX ]

° inner fracture 20 ®

dissipated energy ratio - E . [-]
)

dissipated energy ratio - E . [-]
°

6 8 10 12
number of load cycles - N [-]

a)

0 5 10 15 20 25 30 35
number of load cycles - N [-]
b)

40

Figure 5. Internal rupture point indicating fatigue based on the quotient calculated from dissipated
energies for a Golden Delicious (a) and a Packham (b) produce
Ratio of dissipated energy — Internal breaking point — Number of load cycles

3.5. Test parameters, load settings

Our objective was to describe, using parameters related to the damage process, the time to failure (), which
will be a dependent variable of the resulting equations. When characterizing failure, we aim to establish linear
regression equations.

Compressive loads were applied to 25 Golden Delicious apples and 25 Packham pears (i.e., the number of
replicates for each crop was 25), and six different measurement frequencies were used for each fruit. These
frequencies fall into the range considered to be the most dangerous in transportation research, mainly in the
range below 10 Hz, and taking into account the setting options of our instrument, they were 2.5, 3.7, 5, 7.5,
10 and 11.6 Hz. Thus, a total of 300 compressive loads were applied, and from the force, deformation and
time data obtained during the loads, the E,, E, and 7 coefficients of the material model were determined in
each case, as well as the TTF time to failure and the E internal damage index, using the methods detailed

DRmax

above. In addition, it is also taken into account whether the process was influenced by the test frequencies.

Because of the different load resistance of the Golden and Packham crops, different compressive forces
had to be applied: in the case of Packham pears, failure was already reached in one of the first cycles at
certain values of the frequency range, while Golden apples were much more resistant, so considering the
compatibility of the damage times and dissipated energy values to be detailed later, a load of 4 N to pears
and a load of 14 N was applied to apples. In practice this means that at settings greater than 4 N, for most
of the frequency values investigated, immediate destruction occurred in pears, and in the case of settings
below 14 N, load processes orders of magnitude longer would have to be run to visibly damage the apples.
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4. Results
4.1. Times to failure and energy indicators hinting at internal damage

Average and standard deviation values of the ties to failure for each frequency setting are shown in Table 1.
Figure 6.a shows a chart of the average values of Golden apples, while for Packham pears, the results are
shown in Figure 6.b. In the case of apples, the rupture points occurred as expected, i.e., irreversible damage
occurred earlier at higher frequencies, while there was a deviation from this in the average values obtained for
pears, as at settings above 5 Hz, there is an increasing trend can be seen in time to failure.

Table 1. Average times to failure and standard deviations of the results

Golden Packham
Frequency [HZ] Standard deviation - Standard deviation -

TTF[s] S [S] TTF[s] S [S]

25 6.002 3.006 1.522 1.105

3.7 3.758 1.857 1.237 0.858

5 2.505 1.383 1.203 0.847

7.5 1.639 0.762 1.451 1.114

10 1.192 0.672 2.046 1.662

11.6 0.938 0.938 3.384 2.790

In the case of the Golden apples, larger standard deviation values can be found at lower frequency settings,
while at higher frequencies, the extreme values of the error ranges move closer to the average values. The
endpoints of the standard deviation range show a similar trend to the frequency dependence of the average
in Golden apples, but in the case of pears, the minimum values of the standard deviation range no longer
represent the change in the average values, thus different characteristics are observed for pears between the
25 measurements.

o
~

time to failure - TTF [s]

+¥u e

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

time to failure - TTF [s]
o - N w S o (=] ~ © ©

frequency - f [Hz] frequency - f [Hz]
a) b)

Figure 6. Frequency dependence of the times to failure for Golden Delicious apples (a) and for Packham pears (b)
Failure time - Frequency

Since the standard deviation is quite significant for both apples and pears (Table 1), the role of the additional
parameters considered in the study (viscoelastic model coefficients, as well as energy indices) is particularly
important when considering their effect on the damage process during the description of time to failure.

Figure 7 shows the peak values of the energy loss quotient calculated from the dissipated energy, and the
results for 25 crops each were also averaged for each frequency setting.

In the case of the Golden apples examined, both the energy loss values recorded for each cycle and the
maximum quotient values indicating internal rupture show a decreasing trend towards higher frequency
settings, however, in the case of pears, this process is reversed, and the trend describing the frequency
dependence also has a different nature.
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4.2, Evaluation of viscoelastic model parameters

The frequency dependence of the elastic (, ) and viscous () material properties of the crops is shown in Figure
8, where the values of each series of measurements are displayed averaged at each frequency setting.

Numerical results are summarized in Tables 2 and 3.

Table 2. Average values and standard deviations of viscoelastic model parameters

at each load frequency for Golden Delicious apples

Golden
i E, standard n standard
E E, standard deviation E 2= n o
f [Hz] 1 1 p 2 deviation “ deviation
[N mmT] [N mm™] [N mm™] [N mm-1] [Ns mm] [Ns mm-]
2.5 10.504 1.250 2.139 0.277 2.129 0.703
3.7 10.523 1.091 2.158 0.277 1.429 0.358
5 10.546 1.497 2.116 0.292 1.109 0.251
7.5 10.622 1.529 2.139 0.269 0.722 0.204
10 10.271 1177 2.167 0.206 0.581 0.154
11.6 9.848 1.310 1.984 0.361 0.509 0.106
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Table 3. Average values and standard deviations of viscoelastic model parameters
at each load frequency for Packham pears

Packham
i E, standard n standard
E, standard deviation 2= s n L
f[Hz] 1 1 _1 2 deviation » deviation
[N mm] [N mm] [N mm] [N mm-1] [Ns mm] [Ns mm™]
2.5 6.896 1.710 0.554 0.160 0.848 0.494
3.7 7.705 2.184 0.518 0.177 0.574 0.226
5 7.695 2.243 0.565 0.135 0.479 0.242
7.5 8.981 1.873 0.600 0.192 0.435 0.223
10 9.730 2.540 0.613 0.130 0.436 0.243
11.6 10.178 2172 0.623 0.127 0.471 0.239
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Figure 8. Averages of elastic and viscous model parameters for Golden apples (a, c) and Packham pears (b, d)
Viscous element - Frequency

The elastic coefficients in the case of Golden apples do not exhibit an apparent frequency dependence, while
a slight decrease can be detected in the case of the E, parameters when higher test frequencies are used.
In previous experiments, apples tended to behave more rigidly at higher load velocities [25]: if a higher load
velocity corresponds to a higher frequency in the present case, then this reaction is consistent with the earlier
experience.

However, in the case of pears, there is a clear increase when component E, is examined, and this result
may explain the obtained time to failure data: at the frequencies above 5 Hz, a more elastic, softer surface
is formed near the load zone in the pears examined, and the increased elasticity provides a more favorable
mechanical resistance for the crops. Thus, in the most dangerous frequency range, higher values do not
necessarily carry the most significant damage potential. The E, elastic coefficient is constant in the studied
range for both Golden apples and Packham pears.
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By plotting the viscous parameters, a clear frequency dependence is obtained for both Golden apples and
Packham pears. The curve obtained for apples shows a similarity to the frequency dependence of a dynamic
viscosity factor presented in a previous research [27], while in the case of pears, also the frequency around
5 Hz breaks the downward trend, this may also be related to the rupture point in the frequency curve of the
times to failure.

The error ranges showing the standard deviations are wider in the case of pears, the widest range of standard
deviation was recorded at the 2.5 Hz setting. One of the reasons for this is that with this setting, several pears
were already destroyed in the first loading phase of the first cycle.

Table 4. Analysis of variance of viscoelastic model parameters

Golden Packham
Coefficient F P Coefficient F P
E, 1.196 0.314 E, 8.008 <0.001
E, 1.408 0.225 E, 1.488 0.198
n 75.393 <0.001 n 6.427 <0.001

The degree of frequency dependence was checked by analysis of variance (ANOVA) and the results are
summarized in Table 4. In the case of Golden apples, a significant correlation can only be detected for
coefficient 5 (p<0.05), and this confirms the conclusion that can be drawn from the diagrams, which were
reached in the case of coefficients E, and E,: the elastic elements and the frequency in the studied range are
not detectably related. In the case of Packham pears, however, in addition to #, the frequency dependence
of the elastic coefficient E, can also be detected, which plays a significant role in the mechanical resistance
experienced above 5 Hz.

4.3. Linear failure models

Using the results of the tests presented and the values of the load frequencies, the possibility of four different
failure modes for Golden Delicious apples is suggested, according to the following search function:

TTF =A+Bn + CEppyax + Df + KE4 + JE5,

where A, B, C, D, K are E constants. The different versions are described in Table 5. These include the elastic
and viscous material properties of the crops, as well as the peak value of the dissipated energy, but not the
frequency settings.

Table 5. Linear models that can be created from the measured parameters for Golden apples

. Standard .
Model | R | e | MORTed | deviationor | e | CLIRES | o T
1 0.902(a) 0.814 0.812 1.03413 0.814 641.502 0.000
2 0.963 0.927 0.926 0.64922 0.113 226.984 0.000
3 0.971(c) 0.943 0.941 0.57824 0.015 39.039 0.000
4 0.972(d) 0.945 0.943 0.56840 0.002 6.064 0.015
(a) variable: n (c) variables: m, E_,.., E,
(b) variables: n, E .. (d) variables: n, Ey..... E;s E,

In the curves showing the model parameters and as the result of the analysis of variance, there was no
significant relationship between the elastic coefficients and the frequency, but the elasticity for the Golden
apples had a clear effect on the failure process, resulting in a detectable increase. While the elastic coefficient
E, is a defining part of the equation, E, contributes only negibly to the accuracy of the fit, so we chose the
third equation for the simplest description of the failure of Golden apples:

TTF = 0,533 + 2,736 + 0,141EpRmax - 0,26 1E7.
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The models applicable to Packham pears are summarized in Table 6. In these versions, the load frequency
appears as well, playing an important role in the description of the time to failure.

Table 6. Linear models that can be created from the measured parameters for Packham pears

Standard Change in
Model R R? Modified R2 de"":‘;f" of Chagge ' | Change in F | the signifi-
. cance of F
estimate

1 0.886(a) 0.785 0.783 0.66044 0.785 488.514 0.000

2 0.933(b) 0.871 0.869 0.51404 0.086 88.193 0.000

3 0.946(c) 0.896 0.893 0.46299 0.025 31.948 0.000

4 0.959(d) 0.920 0.917 0.40765 0.024 39.273 0.000

(a) variable: E; .
(b) variables: E

DRmax’ n

(c) variables: E f

(d) variables: E

DRmax’ n,

DRma;

o T E,

Although the parameter E, was related to the frequency, failure is not affected by this coefficient, but E,
connected in parallel with the viscous component. Since both the frequency and the elastic factor E, contribute
significantly to the accuracy of the linear approximation, a fourth equation was written for Packham pears:

TTF = 0,097 + 0,788 + 0,085EpRmax - 0, 103f + 1,524E5 .

The results of the analysis of variance checking the validity of the equations are shown in Table 7. Since the
F values obtained are considered to be significant (p<0.05), the approximations described are valid.

Table 7. Analysis of variance of the approximation equations

Golden

Packham

F

p

F

p

792.307

<0.001

375.742

<0.001

Time to failure results (TTF_) of the models generated after substitution, as well as their relationships to the
measured results (TTF ) are shown in Figure 9 over the entire study range. Averaged results by frequency of
the approximation applied to Golden Delicious apples were between 1.54% and 3.85% relative error, while
the results averaged by crop were between 1.01% and 31.13%. For Packham pears, averaging the results
obtained for each frequency setting, the relative errors were between 2.42% and 6.22%, while the deviations
of the values calculated for individual crops were between 0.04% and 34.51% compared to the measured
time to failure. The higher error values were not related to the given frequency settings, but to the different
mechanical resistance and material properties of each crop.

14

12

v,
w
E 10
2 8
ks
3 ’
[} rd
g ° A
Q //
3 4 <
8 -
o 4
2 2
[0] ,’/
= 7
“— 0 ’
0 2 4 6

a)

time to failure (measured) - TTF,, [s]

R?=0.9435 . 8

R2=0.9224 '/

time to failure (calculated) - TTF_[s]
N
AY

8 10 12 14 0 2 4 6 8 10

time to failure (measured) - TTF,, [s]

b)

Figure 9. Relationship between measured and calculated times to failure for Golden Delicious apples (a)
and Packham pears (b), evaluating all measurement results
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5. Conclusions

Repetitive loading during fruit processing and transport procedures causes significant damage, so in our
work we investigated failure caused by fatigue, and to this end we developed multivariate linear regression
models based on the most important material properties and energy indices related to the failure process,
and which can predict the damage resistance of the tested Maloideae (Golden Delicious apples and Packham
pears).

In some cases, the rupture point indicating failure cannot be evaluated from the deformation data obtained
during the measurements, in which case limit values determined by rapid filming and frame analysis may be
helpful during the analyses. The accuracy of this depends on the frame refresh rate of the cameras used,
and this, together with image resolution, is constantly evolving in mobile devices, so these devices are also
becoming suitable for similar measurement tasks, and their use in the monitoring of the deformation of fruits
is no longer unprecedented.

Observing internal damage on the basis of energy calculations may represent a new research direction
in the study of fruit damages, as environmental impacts in processing procedures need to be addressed
accordingly (limitation or modification of handling, dropping and vibration limit values). However, a precise
definition of the phenomenon in order to describe the damage process in the cellular structure in more detail
is still awaiting microlevel investigation and confirmation.
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A kovetkez8 felsorolasban szerepl§ szabvanyok megvasarolhatok vagy megrendelhet6k az MSZT
Szabvanyboltban (1082 Budapest VIIl., Horvath Mihaly tér 1., telefon: 456-6893, telefax: 456-6841,
e-mail: kiado@mszt.hu; levélcim: Budapest 9., Pf. 24, 1450), illetve elektronikus formdban beszerezhetdk a
www.mszt.hu/webaruhaz cimen.

A nemzetkoézi/eurdpai szabvanyokat bevezetjik magyar nyelven, valamint magyar nyelvi cimoldallal és angol
nyelvid tartalommal. A magyar nyelven bevezetett nemzetkézi/eurdpai szabvanyok esetén kiilon feltlintetjik
a magyar nyelvl hozzaférést.

2021. marcius - 2021. majus hénapban bevezetett szabvanyok:
07.100.30 Elelmiszer-mikrobioldgia

MSZ EN ISO 6887-3:2017/A1:2021 Az élelmiszerlanc mikrobioldgiaja. A vizsgalati mintak, az alapszuszpenzié
és a decimalis higitasok elkészitése mikrobioldgiai vizsgalathoz. 3. rész: A halak és a halaszati termékek
el6készitésének specifikus szabalyai. 1. médositas: Minta-el6készités nyers tengeri csigak esetén (ISO 6887-
3:2017/Amd 1:2020) — Az MSZ EN ISO 6887-3:2017 médositasa

MSZ EN ISO 16140-4:2021 Az élelmiszerlanc mikrobiologidja. Mddszervalidalas. 4. rész: A maoddszer
validalasanak protokollja egyetlen laboratériumban (ISO 16140-4:2020)

MSZ EN ISO 16140-5:2021 Az élelmiszerlanc mikrobiologidja. Modszervalidalas. 5. rész: A nem
szabadalmaztatott (sajat) médszerek laboratoriumok kdzétti, faktoridlis validalasanak protokollja (ISO 16140-
5:2020)

MSZ EN ISO 18593:2018 Az élelmiszerlanc mikrobioldgiaja. Horizontalis médszerek a fellleti mintavételre
(ISO 18593:2018) — Az MSZ ISO 18593:2008 helyett

13.060 Vizmindség

MSZ ISO 5667-10:2021 Vizmindség. Mintavétel. 10. rész: Utmutaté a szennyviz mintavételéhez — Az MSZ ISO
5667-10:1995 helyett

65.120 Takarmanyanyagok

MSZ EN 17374:2021 Takarmanyok. Mintavétel és vizsgalati mddszerek. Szervetlen arzén meghatarozasa
takarmanyban anioncserés HPLC-ICP-MS-sel

67 Elelmiszeripar
67.050 Elelmiszertermékek vizsgdlatinak és elemzésének &ltaldnos médszerei

MSZ EN 16852:2017 Elelmiszerek. Az etil-karbamat meghatéarozésa csonthéjas gyiimélcsdkbdl késziilt
szeszes italokbdl, gyimolcstorkolybdl és mas szeszes italokbdl. GC-MS mddszer

MSZ EN 16857:2017 Elelmiszerek. A benzol meghatérozasa uditéitalokbdl, egyéb italokbdl és zdldségalapu
bébiételekbd! géztér-analizises gazkromatografias tdmegspektrometriaval (HS-GC-MS)

MSZ EN 16858:2017 Elelmiszerek. A melamin és a cianursav meghatdrozasa élelmiszerekben
folyadékkromatogréfiaval és tandem-tdmegspektrometriaval (LC-MS/MS)

MSZ EN 17424:2021 Elelmiszerek. Az aflatoxinok meghatdrozasa f(iszerekben, a paprika kivételével,
IAC-tisztitassal és HPLC-FLD-vel, oszlop utani szarmazékképzéssel

' Magyar Szabvanyugyi Testllet (MSZT)
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67.060 Gabonafélek, hiivelyesek és a beldlik szarmazo termékek

MSZ EN 15948:2021 Gabonafélék. A nedvesség- és a fehérjetartalom meghatarozasa. Kozeli infravoros
spektroszkopias modszer teljes gabonaszemekre — Az MSZ EN 15948:2015 helyett

MSZ EN ISO 6647-1:2021 Rizs. Az amiloztartalom meghatarozasa. 1. rész: Spektrofotometrias mddszer
metanolos zsirtalanité eljarassal, burgonya-amiléz és viaszosrizs-amilopektin kalibraléoldataival (ISO 6647-
1:2020) — Az MSZ EN ISO 6647-1:2015 helyett

MSZ EN ISO 6647-2:2021 Rizs. Az amiloztartalom meghatarozasa. 2. rész: Spektrofotometrias rutinmddszer
zsirtalanitd eljaras nélkll és kalibralas rizsstandardok alapjan (ISO 6647-2:2020) — Az MSZ EN ISO 6647-
2:2015 helyett

67.200 Etolajok és -zsirok. Olajmagvak

MSZ EN 14105:2021 Zsir- és olajszarmazékok. Zsirsav-metil-észterek (FAME). A szabad és az Osszes
glicerintartalom, valamint a mono-, di- és trigliceridtartalom meghatarozasa — Az MSZ EN 14105:2012 helyett

MSZ EN 14112:2021 Zsir- és olajszarmazékok. Zsirsav-metil-észterek (FAME). Az oxidacios stabilitas
meghatarozasa (gyorsitott oxidacios vizsgalat) - Az MSZ EN 14112:2016 helyett

MSZ EN ISO 660:2021 Allati és névényi zsirok és olajok. A savszam és a savassag meghatarozasa (ISO
660:2020) — Az MSZ EN ISO 660:2009 helyett

67.220 Fiiszerek és izesiték. Elelmiszerek adalékanyagai

MSZ EN ISO 7540:2021 Fiiszerek és izesitdk. Orolt édes és csipds paprika (Capsicum annuum L. és Capsicum
frutescens L.). El6irasok (ISO 7540:2020) — Az MSZ EN ISO 7540:2010 helyett

MSZ EN ISO 7541:2021 Flszerek és izesitbk. A paprika extrahalhatdé szinének spektrofotometrias
meghatarozasa (ISO 7541:2020) — Az MSZ EN ISO 7541:2010 helyett

67.240 Erzékszervi vizsgalat

MSZ EN ISO 11136:2017/A1:2021 Erzékszervi vizsgédlat. Modszertan. Altaldnos Utmutaté a kedveltségi
vizsgalatok levezetésére ellen6rzétt terlileten, fogyasztokkal. 1. modositas (1ISO 11136:2014/Amd 1:2020) -
Az MSZ EN ISO 11136:2017 médositasa

2021. marcius - 2021. majus honapban visszavont szabvanyok:
07.080 Bioldgia. Botanika. Zooldgia. (Beleértve biotechnoldgia)

MSZ CR 12250:2000 Biotechnoldgia. Mikroorganizmusok. Az organizmusok tovabbi vizsgélata a 90/679/EEC
iranyelv szerinti osztalyozasi munka céljabol

MSZ CR 12292:2000 Biotechnoldgia. Mikroorganizmusok. A névényi kérokozok kulénféle besorolasanak
vizsgdlata és egy jelentés elkészitése

MSZ CR 12739:2000 Biotechnoldgia. Kutato, fejleszt6 és vizsgald laboratoriumok. Jelentés a biotechnoldgiai
laboratériumok veszélyessége szerint szlikséges felszereléseinek kivalasztasardl

MSZ CR 12894:2000 Biotechnoldgia. Mikroorganizmusok. Az allati kérokozék kulénféle besorolasanak
vizsgdlata és egy jelentés elkészitése

MSZ CR 13426:2000 Biotechnolodgia. Mikroorganizmusok. Jelentés a genetikailag médositott, 1. csoportu
mikroorganizmusok osztalyzasahoz alkalmazott kritériumokrol

67.060 Gabonafélek, hiivelyesek és a belblik szarmazo termékek

MSZ EN 13585:2002 Elelmiszerek. Fumonizin B, és B, meghatarozasa kukoricaban. HPLC-modszer szilard
fazisu extrakcios tisztitassal

MSZ ISO 8981:1994 Buza. Fajtaazonositas elektroforézissel

The following Hungarian standards are commercially available at MSZT (Hungarian Standards Institution,
H-1082 Budapest, Horvath Mihaly tér 1., phone: +36 1 456 6893, fax: +36 1 456 6841, e-mail: kiado@mszt.hu,
postal address: H-1450 Budapest 9., Pf. 24) or via website: www.mszt.hu/webaruhaz.
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07.100.30 Food microbiology

MSZ EN ISO 6887-3:2017/A1:2021 Microbiology of the food chain. Preparation of test samples, initial
suspension and decimal dilutions for microbiological examination. Part 3: Specific rules for the preparation of
fish and fishery products. Amendment 1: Sample preparation for raw marine gastropods (ISO 6887-3:2017/
Amd 1:2020) — which is amendment of the MSZ EN ISO 6887-3:2017

MSZ EN ISO 16140-4:2021 Microbiology of the food chain. Method validation. Part 4: Protocol for method
validation in a single laboratory (ISO 16140-4:2020)

MSZ EN ISO 16140-5:2021 Microbiology of the food chain. Method validation. Part 5: Protocol for factorial
interlaboratory validation for non-proprietary methods (ISO 16140-5:2020)

MSZ EN ISO 18593:2018 Microbiology of the food chain. Horizontal methods for surface sampling (ISO
18593:2018) — which has withdrawn the MSZ ISO 18593:2008

13.060 Water quality

MSZ I1ISO 5667-10:2021 Water quality. Sampling. Part 10: Guidance on sampling of waste water — which has
withdrawn the ISO 5667-10:1995

65.120 Animal feeding stuffs

MSZ EN 17374:2021 Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis. Determination of inorganic
arsenic in animal feed by anion-exchange HPLC-ICP-MS

67 Food technology
67.050 General methods of tests and analysis for food products

MSZ EN 16852:2017 Foodstuffs. Determination of ethyl carbamate in stone fruit spirits, fruit marc spirits and
other spirit drinks. GC-MS method

MSZ EN 16857:2017 Foodstuffs. Determination of benzene in soft drinks, other beverages and vegetable-
based infant foods by headspace gas chromatography mass spectrometry (HS-GC-MS)

MSZ EN 16858:2017 Foodstuffs. Determination of melamine and cyanuric acid in foodstuffs by liquid
chromatography and tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)

MSZ EN 17424:2021 Foodstuffs. Determination of aflatoxins in spices other than paprika by IAC clean-up and
HPLC-FLD with post-column derivatization

67.060 Cereals, pulses and derived products

MSZEN 15948:2021 Cereals. Determination of moisture and protein. Method using Near-Infrared Spectroscopy
in whole kernels — which has withdrawn the MSZ EN 15948:2015

MSZ EN ISO 6647-1:2021 Rice. Determination of amylose content. Part 1: Spectrophotometric method with a
defatting procedure by methanol and with calibration solutions of potato amylose and waxy rice amylopectin
(ISO 6647-1:2020) — which has withdrawn the MSZ EN ISO 6647-1:2015

MSZ EN ISO 6647-2:2021 Rice. Determination of amylose content. Part 2: Spectrophotometric routine
method without defatting procedure and with calibration from rice standards (ISO 6647-2:2020) — which has
withdrawn the MSZ EN ISO 6647-2:2015

" Hungarian Standards Institution
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67.200 Edible oils and fats. Oilseeds

MSZ EN 14105:2021 Fat and oil derivatives. Fatty Acid Methyl Esters (FAME). Determination of free and total
glycerol and mono-, di-, triglyceride contents — which has withdrawn the MSZ EN 14105:2012

MSZ EN 14112:2021 Fat and oil derivatives. Fatty Acid Methyl Esters (FAME). Determination of oxidation
stability (accelerated oxidation test) — which has withdrawn the MSZ EN 14112:2016

MSZ EN ISO 660:2021 Animal and vegetable fats and oils. Determination of acid value and acidity (ISO
660:2020) — which has withdrawn the MSZ EN ISO 660:2009

67.220 Spices and condiments. Food additives

MSZ EN ISO 7540:2021 Spices and condiments. Ground sweet and hot paprika (Capsicum annuum L. and
Capsicum frutescens L.). Specifications (ISO 7540:2020) — which has withdrawn the MSZ EN ISO 7540:2010

MSZ EN ISO 7541:2021 Spices and condiments. Spectrophotometric determination of the extractable colour
in paprika (ISO 7541:2020) — which has withdrawn the MSZ EN ISO 7541:2010

67.240 Sensory analysis

MSZ EN ISO 11136:2017/A1:2021 Sensory analysis. Methodology. General guidance for conducting hedonic
tests with consumers in a controlled area. Amendment 1 (ISO 11136:2014/Amd 1:2020) — which is amendment
of the MSZ EN ISO 11136:2017

Withdrawn national standards from March 2021 to May 2021
07.080 Biology. Botany. Zoology (Including biotechnology)

MSZ CR 12250:2000 Biotechnology. Microorganisms. Further examination of organisms in support of the
classification work carried out under directive 90/679/EEC

MSZ CR 12292:2000 Biotechnology. Microorganisms. Examination of the various existing lists of plant
pathogens and production of a report

MSZ CR 12739:2000 Biotechnology. Laboratories for research, development and analysis. Report on the
selection of equipment needed for biotechnology laboratories according to the degree of hazard

MSZ CR 12894:2000 Biotechnology. Microorganisms. Examination of the various existing lists of animal
pathogens and production of a report

MSZ CR 13426:2000 Biotechnology. Microorganisms. Report on the criteria used to classify Group |
genetically modified microorganisms

67.060 Cereals, pulses and derived products

MSZ EN 13585:2002 Foodstuffs. Detection of fumonisins B, and B, in maize. HPLC method with solid phase
extraction clean-up

MSZ ISO 8981:1994 Wheat. Identification of varieties by electrophoresis

For further information please contact Ms Anna Szalay, sector manager on food and agriculture, e-mail:
a.szalay@mszt.hu
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