Huskészitményekbl kilonb6z éllatfajok kimutatasara alkalmas enzim-

immunreakciés modszer vizsgalata

BEVEZETES

Napjainkban az élelmiszereink fehérjetartalmanak magsak a mennyiségi
meghatarozasa fontos, hanem egyre inkdbb as@gi is, azaz annak megallapitasa,
hogy az adott fehérje milyen allatbol szarmazikniak ugyanis olyan fogyasztok, akik
pl. valldsi okokbdl csak meghatarozott allatok hdegyaszthatjdk. Mas fogyasztok pl.
allategészségugyi okok — a BSE megbetegedégald félelem — miatt nem
fogyasztanak semmilyen, szarvasmarhabdl szarmalaienyagot.

A kulonboz fehérjék minségi kimutatasdra elektroforetikus vagy enzim-
immunanalitikai moédszerek alkalmasak. (Napjainkbgwre elterjedtebben hasznaljak a
PCR-technikat, ami a legspecifikusabb, ugyanakigenikoltséges és nagy szakmai

tudast igényl modszer.)

IRODALMI ATTEKINTES

Fehérjekimutatasi médszerek: Elektroforetikus modser

Az elektroforézis alapja a toltéssel bird részeksladektromos térben tortén
vandorlasa. A mddszer alkalmazhaté szétvalasztasin,ségi vagy mennyiségi
meghatarozasra. A részecskék mozgasanak sebess@ge azok alakjatdl és
nagysagatol, ezért azonos toltésle kulonb6z alaki vagy nagysagu molekulak is
elvalaszthatdk. Mivel az elvalasztand6 anyagok $égb gyenge elektrolit, a molekulak
téltése szabalyozhato a kdrnyezet pH-janak besdt@. Az elektroforézis aehye tehat,
hogy miutan az elektromos szallitds oldatban jaikzde, semmilyen kornyezeti
valtozas (pH, koncentracid, mérséklet) nem |ép fel, ezért olyan anyagok vizgah
is megfelel, amelyek egyéb analitikai eljarasokbikalmazott kérilmények k6zott nem
stabilak (LASZTITY és TORLEY, 1987).

Az analitikai elektroforézisek kdzil &ltalanosash@alt médszerek:
- szabad, frontalis elektroforézis folyadékbarm, séggradienssel,
- papirelektroforézis,

- elektroforézis szalas vagy porozus kdzegben,



- cellul6z membran félian,
- keményit gélen, agargélen,

- poliakrilamid-gélen.

A 80-as évekig a legelterjedtebb a papirelektraisreolt, azonban a poliakrilamid-gél
megjelenése teljesen hattérbe szoritotta a tokitiai elektroforézises mddszereket.
Szamos egyéb okon kivil, ennek oka a poliakrilagéb-nagy felbontoképessége
(KERESE, 1975):

papirelektroforézissel 5-7 frakcio,

celluléz-acetat-membran elektroforézissel 9—12di@ak

kemeényit gél elektroforézissel 18-20 frakcio,

poliakrilamid-gél elektroforézissel 20-50 frakcio.

A poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE) két eledt technikaja a gélpalcikakban
(rudakban) és a lapon végzett elektroforézis. A BA&Rtaldban valamennyi fehérje
elvalasztasara és analizisére alkalmas, a polgekitl a riboszémak, illetve virusok
nagysagrendjéig. Azonos j0 eredménnyel szepar&hasitralis, bazikus és savas
karakter fehérjek is, mivel a poliakrilamid-gél teljesereity nem valtoztatja meg az
elvalasztandd fehérjemolekuladk nativ tulajdonsadéé a puffer 6sszetételét helyesen
valasztjuk ki, barmilyen molekulatomeg illetve jellem fehérjét a legjobb
felbontoképességgel tudunk elvalasztani.

Az dllati eredet termékek fehérjéinek kimutatasara HOYEM és THORSQ@BI70)
dolgozott ki mddszert. A modszer folyamata a kogetk Géllapot 6ntiink, melynek
.Z2sebeibe” az elz leg feltart vizsgalandd fehérjét és jdiestéket pipettazzuk. A
géllapot elektrodpufferbe allitjuk, és egyenaramnedihditiuk az elektroforézist.
Alkalikus pufferrendszerben a katod (negativ pouss) felil, a fehérje az anod (pozitiv
poélus) felé vandorol. A futtatast addig folytatjudig a jelzfesték a géllap aljatol kb.
1 cm tavolsagra ér. A géllapot kivessziik a késtiiléss a keletkezett vékony csikokat
fixaljuk, majd festjuk. A kiértékelés a csikok ejezkedése alapjan torténik, amit a
standard fehérjék csikjaival hasonlitunk 6ssze (KBR, 1975). Az eljaras eléggé
bonyolult, hosszadalmas és odafigyelést igéngl kritikus pont a mintaekészités,
ahol nagy sulyt kell fektetni a kivonas gondos talgzésére.

Fehérjekimutatasi médszerek:Enzim-immunanalitikai médszer



Az elektroforetikus médszerek alkalmazhatésagarelrhszab, hogy az élelmiszerek
f szerezése, lkezelése nagymértékben befolyasolja a fehérjetétk&zeért az enzim-
immunanalitikai modszereket alkalmazzak az élelersizben 1év  fehérjek
kimutatasara (LUTHY és WINDEMAN, 1987).

A modszer az antitest-antigén reakcion alapulz amaikor a vizsgalati anyag antigénje
az allatfajra specifikus ellenanyaggal, azaz asitieé talalkozik, Iétrejon az antitest-
antigén kapcsolat, amit szinreakcioval teszink atétla és kiértékelheté. Az
antitestet gerincesek vérében termeltetik, amillatba bejuttatott antitest ellen alakul
Ki.

Az egyik modszer, amikor az antitestet gélbe kédermajd a gélbe furt lyukakba
pipettazzuk az antigént. Egyenaram hatasara mdgamantigén vandorlasa, €s igy
létrejon az antigén-antitest komplex.

A masik mddszer elnevezése enzimmel kotott immubers (ELISA modszer. Ekkor
az antitestet egy mikrotiter lemez cellainak fatalogzitik. A modszer a szendvics
tipusu eljarason alapul_(1. ahraEls |épésben a mintaextraktumbdl (antigén) a
fajspecifikus ellenanyaggal (antitest) bevont cdl#an létrejon az antigén-antitest
komplex (1). Ezutdn a komplexhez hozzakapcsolddikosinilezett antitest (2), majd
ehhez a sztreptavidin peroxiddz enzim (3). Ennelera@mmel kotott vegylletnek a
peroxidaz aktivitasat ABTS szubsztrat hozzaadasawatatjuk ki, amikor is a
peroxidaz jelenlétére utalé z6ld szin alakul kielaban (4). A szinintenzitas (ami 405

nm-en mérhef) aranyos a mintaextraktumban jelen léajspecifikus fehérjével.

1. &bra Szendvicstipusu ELISA-mddszer lépései



A modszer alkalmas kulonboAllatfajok husanak meghatarozasara (KEREKES, 1993)
de mikrobioldgiai vizsgalatokra is, palmonella(TABAJDINE, 2002) vagylisteria
(KOVACSNE és mtsai., 1991) kimutatasara.

A kereskedelemben mar megjelentek az ELISA kimatatlven mkod Kitek,
amelyek tartalmazzak a vizsgalathoz szikséges $ssgyszert, valamint az antitesttel
erzekenyitett mikrotiter lemezt. Ezek hasznalatavat¢ljaras egyszdsb, de még igy is

gondos munkat és precizitast igényel.

VIZSGALATI MODSZER

A vizsgalatokat a NOACK cég ,Cortecs” fajspecifikfishérjeazonosité ft husbdl
kittel végeztik. A vizsgélat tisztitott, fajspekifis antitest-prepardtummal eétesen
bevont mikrotiter lemezen torténik. A kit egyidlgg alkalmas a marha-, sertés-,
baromfi- és juhhds kimutatasara.

Pozitiv reakcio esetén — azaz ha a mintdban méuitdéa fajspecifikus fehérje — z6ld
szin alakul ki, mig ha negativ a reakci6, ugy dabain Iév oldat szintelen marad (2.
abrg.

2. abra:Mikrotiter lemez reakcidinak kiértékelése



EREDMENYEK
Kisérleteink soran a hus- és baromfiipar alapanyagasgaltuk, majd ezekkel
modelltermékeket allitottunk el A modelleket, valamint kereskedelenhlszarmazé

parizsikat a fajazonosito teszttel vizsgaltuk.
Alapanyagok vizsgalata
Klalénb6z hus- és baromfiipari alapanyagok vizsgalatat vigezel, aminek

eredményét az 1. tabldzatbantatjuk be.

1. tAblazatHus- és baromfiipari alapanyagok vizsgalata

Alapanyag Eredmény

marha sertés | baromfi juh

Husok
Sertéscomb +
Sertéskaraj +
Sertéstarja +
Marhacomb +
Marharostélyos +
Csirkemell
Csirkecomb +
Pulykapép +

+

Huaskeverékek
Sertéscomb + marhacomb + +
Sertéscomb + csirkemell + +
Marhacomb + csirkemell + +
Sertéscomb + marhacomb + csirkemell + + +

Zsiradékok
Sertésszalonna +
Marhafaggyu +

B rok
Sertésbrke +
Csirkebr +

Bels ségek
Sertésmij +
Sertésvel +
Sertésveérpor +
Marhamj +
Csirkemaj +
Csirkesziv +

A tablazatbdl lathatd, hogy a vizsgalt anyagokdszbozitiv eredményt adtak, nem volt

téves pozitiv eredmeény.



Modelltermékek vizsgalata
A modellkisérleteket 2 ftermék (vordsaru és majas) vizsgalatara végetik e

Vorosarumodellek

A modellek 6sszetételét ugy allitottuk 6ssze, hagya hus- és baromfiiparra jellemz
legyen. Kétféle minségi kategoriat allitottunk fel:

- jo min ség (50% hustartalom),

- kommersz minség (25% hustartalom).

Ez utobbit szdjafehérjével, kével (sertés és baromfi) és sertésvérporral @gésik
ki. (A modellek az alapanyagokon kivil 2% nitrités©,3% foszfatot, valamint vizet is
tartalmaztak.)

A vorosarumodellek 6sszetételét és vizsgalati eéejgt a_ 2. tablazatbaoglaltuk
0ssze.

2. tabladzatVordsarumodellek dsszetétele (%) és vizsgalatiménye

Hus Zsiradék B rke | Vér |Sz0ja Eredmény
S m b S m b S b S m S b ]

1| 50 20 +
2 50 20 +
3 50 20 +
4 50| 20 + +
5| 50 20 + +
6| 25| 25 20 + +
7] 25 25| 20 + +
8| 25 20 6 2 +
9| 25 20 6 1 2 +
10| 25 20 6 2 + +
11| 25 20 6 1 2 + +
12 25 20 6 2 +
13 25 20 6 1 2 + +
14 25 20 6 2 + +
15 25 20 6 1 2 + +
16 25 20 6 2 + +
17 25 20 6 1 2 + +

Jel6lés: m = marha, s = sertés, b = baromfi, jh= ju

Az eredményekH latszik, hogy az alapanyagok biztonsagosan kithatak, barmilyen
Osszetétel esetén. Példaul csak baromfihist, e&kich és -brt hasznalva a reakcio
csak a baromfira pozitiv. Ha azonban ehhez az tideiteez sertésvérport (1%-ban) is
keverlnk, a reakcio mar sertésre is pozitiv. Easalenti, hogy 1% vérpor hasznalata

— ami megfelel kb. 0,8% fehérjének — a vorosarubankimutathato.



Majasmodellek

A modellek 6sszedllitasdnédl — hasonléan a vorosatuk valtoztattuk a hus, maj,
zsiradék és lrke jelenlétét. Ebben az esetben is mégi kategoriat allitottunk fel:

- jo min ség (csak hus és ma)),

- kommersz minség (a huson és majon kivil kke is).

A modellekhez 2% nitritessot, 0,3% foszfatot éevedtunk.

A majasmodellek 6sszetételét és vizsgalati eredatény. tablazatbdoglaltuk 6ssze.

3. tablazatMajasmodellek dsszetétele (%) €s vizsgalati eéeym

Hus M3aj Zsiradék B rke |Sz0ja Eredmény
s|m| b| s| m| b|] s| m| bl s b m s b
11|25 20 25 2 +
2 25 20 25 2 +
3 25 20 25 2 4
4 25 20 25 8 2 +
5 25 20 25 8 2 +  +
6 | 25 20 20 8 2 + o+
7 | 25 20 25 2 H 4
8 25| 20 25 2 4 4
9 25| 20 25 2 4 4
10| 25 10| 10 25 2 + 4+
11| 25 20 25 2 + 4

Jel6lés: m = marha, s = sertés, b = baromfi, jh= ju

Hasonldéan a vorésarumodellek eredményeihez, a ofdjakis kimutattuk az 6sszes

felhasznalt anyagot.

Késztermékek vizsgalata

A modellvizsgalatok utan a kereskedeleindzarmazo, 3 db baromfiparizsi vizsgéalatat
végeztuk el. EbH csak az egyik termék csomagolasan szerepelttassealonna és
sertésbrke, mint alapanyag. A vizsgéalat soran mindharormékb | azonositottuk a
baromfin kivll a sertés jelenlétét is.

Az egyik baromfiparizsi a gyarté szerint valobamlcharomfinisbol és -zsiradékbol
készllt, de a vizsgalatok soran megallapitottulkgyha termék izesitésére hasznalt
f szerkeverék sertésvérport is tartalmazott, amiraélkhez keverve mar sertés pozitiv
reakciot adott.

Ezért a termékek gyartasa soran az alabbiakraéafigyelni:



A termék csomagolasan minden felhasznélt anyagst §zalonna, I, vér) fel kell
tintetni, mivel azok kimutathatéak.

Ha a baromfi alapanyagokhoz (baromfi parizsi)ptésérport, sertésibkét vagy
zselatint kevernek, az az ELISA moddszerrel kimaaiha valik. Nagyon sok
gyartd nem is tudja, hogy a készen vasaroizérkeverék vagy adalékanyag-
keverék mit is tartalmaz pontosan. igy ezeket fethalva — tudtan kivil — megsérti
a Magyar Elelmiszertérvény dtésait, ellenrzés alkalmaval pedig birsagolhatova
valik.

Ha egy termékre a gyarté azt irja ra, hogy ,szanabkabdl késziilt anyagot nem
tartalmaz” (ez a BSE veszély miatt napjainkban egyrakoribb), de ugyanakkor pl.
a f szer- vagy adalékanyag-keverékkel zselatint visz abéermékbe, szintén

kifogasolhato.

Az ELISA kit hasznalatdval ugyanis megbizhat6amekiet mutatni a termékben 1év

fajspecifikus fehérjéket, mar 1%-0s mennyiségberVissgalataink a sertés-, marha-,

baromfi- és juhhis kimutatasara iranyultak, de kaphlo-, nyul- és kenguruhus

kimutatasara alkalmas kit is. Ezek azonban még asalershusbol képesek kimutatni a

fajspecifikus fehérjét.
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