BENTLEY

MAGYARORSZAG

Oculer

HOGYAN BIZTOSITHAT AZ OXIGENERZEKELO
TECHNOLOGIA GYORSABB VIZSGALATI
EREDMENYEKET AZ ELELMISZER- ES
ITALMIKROBIOLOGIA SZAMARA?

Irta: Colin Fricker!, Dilidaer Yusufu? és Andrew Mills?

Oculer Ltd, Ballina, irorszégl, illetve Kémiai és Vegyészmérndki Kar, Queens University,
Belfast, Egyesilt Kiralysag?

Miért érdemes O2 érzékelot hasznalni?

Az O érzékeloket széles korben hasznaljak a bioldgia szamos teriiletén, és alkalmazzak azokat
a baktériumok aktivitasanak és novekedésének megfigyelésére a kornyezetben. Azonban kevés
beszamold sz6l a laboratériumi mikrobdk szaporodasanak specifikus kimutatdsara valod
alkalmazasukrol. A megfelel6 taptalaj, a homérséklet és egy immobilizalt O2-csokkentd
érze¢keld kombinacidjaval kovetkezetesen €s pontosan kimutathatdé a mikroorganizmusok,
koztik a baktériumok, éleszték és a gombak ndvekedése. Ahogy a mikroorganizmusok
novekednek, felhasznaljak a taptalajban 1évo oxigént, és egy bizonyos idépontban ez az oxigén
csokkenés hatéssal lesz az érzékeldre, ami a festék élettartamédnak nagyon gyors novekedését
eredményezi, mely egy megfeleld miiszerrel kimutathato.

A megfeleld Oz-érzékeld és a megfeleld immobilizald polimer egyiittes hasznélata olyan
valamint nem befolyasolja a kozeg pH-ja vagy ioneréssége. Fontos megjegyezni, hogy mivel
az érzékeld immobilizalasahoz hasznalt polimer a gazokon kiviil a legtobb molekula szdmara
at nem eresztd, az érzékelét nem befolyasoljak a kiilonboz6 élelmiszer matrixok vagy ionos
molekuldk. Az, hogy az érzékeld rendszert nem befolyasolja a pH, azt jelenti, hogy a kozeg
>7,0 pH-ra pufferelhetd, ami lehetdvé teszi bizonyos mikroorganizmusok gyorsabb
novekedését és regeneralddasat. Ez hatranyos a szén-dioxid kimutatdsara, mivel ilyen pH
koriilmények k6zott a CO2 kezdetben hidrogén-karbonatta alakul, ami hosszabb kimutatési id6t
eredményez.

Elmélet az O2 érzékelo mogott

Szinte az 0sszes kereskedelmi forgalomban kaphaté O optikai indikator azon a képességen
alapul, hogy az Oz képes kioltani (azaz elnyomni) egy festék, a D altal mutatott
lumineszcenciat. Az erre a célra megfeleld festékek valasztéka korlatozott, és a legtobbjiik
platinat vagy ruténiumot tartalmaz. A D lumineszkal, ha olyan fénynek van kitéve, amelyet
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elnyel; ez a gerjesztd fény. A gerjeszto €s a keletkezd lumineszcens fény hulldmhossza, azaz
szine altalaban nagyon kiilonb6z0, ami megkonnyiti az utobbi megfigyelését. Amennyiben a
gerjeszto fényt allando sugérban juttatjuk az indikatorhoz, akkor az folyamatosan lumineszkal.

Ha azonban, mint az O,-érzékelésnél, a gerjeszt6é fényt nagyon révid impulzus, azaz villanas
formajaban adjuk le, a lumineszcencia intenzitdsa azonnal tetézik, majd nullara csokken. A
gyakorlatban nehéz meghatarozni, hogy mennyi id0 alatt ér véget ez a csokkenés, ezért ehelyett
azt az id6t mérik, amig a lumineszcencia csucsintenzitdsa egy meghatarozott hanyaddal
csOkken. A fotokémiaban altalaban és az Oz-érzékeld technoldgiaban konkrétan ez a hanyados
mindig a természetes szam e (2,71828) reciproka, igy a hanyados 0,368. Ezt az iddt nevezziik
a festék lumineszcencia-élettartamanak, azaz T-nek.

Minden lumineszcens festék esetében a T értéke O hidnyaban, azaz a T, a szinezékre jellemzo,
ezért minden szinezék esetében mas és mas. Az Oz-¢érzékeny festékek esetében a T jellemzéen
40-100 ms, és a Stern-Volmer-egyenletnek megfeleléen a T az O parcialis nyomasanak, azaz
Po2-nek a ndvekedésével csokken:

To/T =1+ KsvPo2

ahol, Ksv a Stern-Volmer konstans, amely fiigg a To-t6l, valamint att6l, hogy az Oz milyen
gyorsan aramlik a festékhez és oltja ki annak lumineszcenciajat.

A legtobb kereskedelmi forgalomban kaphatdo O: optikai indikdtorban a lumineszcens
festékanyagot O2 -ateresztd milanyagba agyazzak, hogy szines "pontot" képezzen — mely az
ebben a munkaban hasznalt szokasos Pt-porfirin festék miatt gyakran zold szinli. Az érzékeld
pontot altalaban egy atlatszo palack vagy kémcsd falara helyezik, amely a vizsgalt vizes vagy
gaznemii kozeget tartalmazza. A pontban 1évo festék €lettartamat ezutan a kémcs6hdz nyomott
érzékeld szondaval, az Oz "ponttal" szemben, az 1. abran lathatd6 modon, nyomon kdvetjiik. Az
érzékeld szonda biztositja a gerjesztd fényt, Osszegylijti a lumineszcens fényt és méri annak
¢lettartamat.

A mikrobiologiaban a vizsgalati minta log (TKE) szdmanak meghatarozasara alkalmazott
modszer az, amikor a ndvekedést eldsegitd taptalajt egy fiolaba helyezik, és beoltjak a vizsgalni
kivant mintaval. Ahogy a baktériumok ndvekedni kezdenek a kdzegben, az oldott Oz szintje a
levegdvel telitett oldathoz tartozd kezdeti értékrdl, azaz 0,21 atm-rdl nullara csokken, és igy a
T mért értéke a levegdvel telitett oldatban mért értékrdl To-rand. Az 1. dbraa T és az inkubacios
1d6 kozotti tipikus profilokat mutatja be kiilonb6z6 TKE beoltasi értékek esetén. Ezek a profilok
felhasznalhatok egy egyszerli, egyenes vonall kalibracids grafikon létrehozéasara, amely a log
(TKE) értéket a T meghatarozott értékének eléréséhez sziikséges idével, azaz egy adott Oz-
szinttel hozza Osszefliggésbe. Ez a kalibracios grafikon ezutan felhasznalhaté a baktériumok
log (TKE) értékének meghatarozasara egy adott vizsgalati mintaban.
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A vizsgalat egyszeriisége

Az olyan rendszerek alkalmazésa, amelyek lehetdvé teszik a taptalajban a mikrobak névekedése
miatt bekovetkezd valtozasok kdzvetlen kimutatasat, rendkiviil egyszerii és sokkal rovidebb id6
alatt torténd kimutatasat eredményeznek. Igy jellemzden az érzékelét egy tenyésztdedényben
rogzitik, és hozzaadjak a taptalajt. A vizsgalni kivant mintat ezutan kozvetleniil az edénybe
adagoljak, és a vizsgalat id6tartamara egy kombinalt inkubatorban/olvasdban inkubaljak. Az
érzékeldt gyakori 1dokozonként lekérdezik, és amikor jelentds Oz-csokkenést észlelnek, a
leolvasott érték megvaltozik, ami figyelmezteti a felhasznaldét, hogy a minta adott
mikroorganizmusokat tartalmaz. Mivel nem kell megvarni a telepek kialakuldsat, mint a
mikrobidlis terhelés meghatarozasara haszndlt hagyoményos moddszerek esetében, az
eredmények gyorsan rendelkezésre allnak, €s minél nagyobb a mikrobidlis terhelés, annal
gyorsabban kapunk pozitiv jelzést.

Az Oculer Greenlight™ Rendszer

Az Oculer Ltd. altal forgalmazott Greenlight™ rendszer egy inkubatort és lumineszcens
detektort tartalmazo, ©nallo, asztali miiszer, amelynek hasznilata nem igényel specialis
mikrobiologiai szakértelmet. A megfeleld taptalajt tartalmazo minta fioldt gamma besugarzas
utan szallitjuk. A késziilék két valtozata 48 x 2 ml-es vagy 24 x 15 ml-es fiola inkubalasara
alkalmas. Amennyiben a mintékat offline inkubaljak, a lefuttathatd mintdk szama 432-re né a
48 x 2 ml-es valtozatnal, illetve 216-ra n6 a 24 x 15 ml-es valtozatnal. Kvantitativ iizemmodban

crer

eredményeket telepképzd egységekben (TKE) fejezi ki.
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A Greenlight rendszert a legkiilonfélébb matrixokhoz hasznaltak, beleértve a tejes és nem tejes
italokat, szénsavas italokat, joghurtot, technologiai vizet, gyiimolcslevet és szdmos mas
folyékony ¢és félszilard matrixot. Rendelkezésre allnak az 6sszes mikroba szdm, az éleszto- és
penészgombak, az Osszes koliform, az E.coli, az Alicyclobacillus spp. és a kereskedelmi
sterilitas vizsgalatai. A feliiletek kornyezeti monitorozasahoz is rendelkezésre all egy készlet.
A hasznalt minta mérete a vizsgalattol fliggden akar 10 ml is lehet. A legtobb vizsgalat 24 6ran
beliil befejezddik, az élesztd- €s penészgombak vizsgalatanak ideje 5-7 naprol 48 orara csokken,
az Alicyclobacillus esetében pedig a vizsgalati id6 legfeljebb 72 ora.

A Greenlight™ hasznalata kereskedelmi sterilitas vizsgalathoz

A Greenlight rendszer idealisan alkalmas a kereskedelmi sterilitds meghatarozasara. A nagy
mintatérfogat (10 ml) és kis mennyiségii koncentralt taptalaj hasznalata lehetévé teszi, hogy
csak azon organizmusok ndvekedését mutassuk ki, amelyek a tényleges termékben
novekedhetnek. A minimalis higitds alkalmazédsa biztositja, hogy a pH és a természetesen
eléforduld mikrobidlis inhibitorok koncentracidja kozel azonos legyen az eredeti termékéhez,
¢és megakadalyozza a problémat nem okoz6 mikroorganizmusok ndvekedését, mivel azok nem
lennének képesek a késztermékben novekedni. Ez nagymértékben noveli a vizsgalat
megbizhatosagat.

Egy nemrégiben végzett, ndvényi alapu izesitett tejeket és mas alkoholmentes italokat (496 db
minta) vizsgalo kutatds kimutatta, hogy a Greenlight érzékenyebb és gyorsabb a standard
lemezes eljarashoz képest. A késztermék mintdkat alacsony szdmu potencidlis szennyezd
mikroorganizmusokkal (1-10 TKE/100 ml) oltottak be, és hét napig inkubaltak. Tovabbi
mintakat készitettek még higitassal, majd hét napig inkubaltdk azokat. Az inkubdlés utan az
alikvotot eltavolitottak, majd azt szélesztéssel, lemezontéssel és Greenlight-tal elemezték.
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1. tablazat A Greenlight, a lemezontés (1 ml) és a szélesztés (0,1 ml) 6sszehasonlitasa pozitiv mintak kimutatasara 496
kereskedelmi sterilitas vizsgalat esetében

Pozitiv mintak szama

Greenlight 48 h | Lemezontés 24 h | Lemezontés 72 h | Szélesztés 24 h | Szélesztés 72 h

119 66 110 39 77

A Greenlight tobb mintaban mutatott ki novekedést, mint a hagyomanyos lemezontéses
technika, és 48 o6ran beliil eredményt hozott (valojaban a pozitiv eredmény regisztralasahoz
szlikséges leghosszabb inkubacids id6 29 ora és 11 perc volt). Nem meglepd moéddon a
lemezontéses technikaval tobb pozitiv mintat mutattak ki, mint a szélesztéses modszerrel. A
Greenlight rendszerrel 10 ml mintat vizsgaltak, a lemezontéssel 1 ml-t, a szélesztéssel pedig 0,1
ml-t. Egyértelmii, hogy sok esetben még hét napos inkubacid utan is viszonylag alacsony a
jelenlévd mikroorganizmusok szdma, és ezt bizonyitjak a kimutatasban mutatkozo kiilonbségek
is a kiilonb6z6 mintamennyiségek esetében.

A nagy (10 ml-es) minta hasznalata noveli az érzékenységet és jelentGsen csokkenti a
szennyezddés kimutatdsanak teljes idejét. A ndvekedés kimutatdsara a kezdeti inkubacid utdn
alkalmazott egyéb maodszerek (amelyek még kisebb méretii mintat hasznalnak, mint példaul az
ATP - bar gyors eredményt adnak) a Greenlight altal kimutatott pozitiv mintak jelentds részét
nem detektaljak. A Greenlight™ rendszer hasznalata jelentds elonyokkel jar a kereskedelmi
sterilitas vizsgalata soran, mind a sebesség, mind az érzékenység tekintetében.

Par szo a szerzokrol

Colin az Oculer Ltd. tudoméanyos fOmunkatarsa, ahol
gyorstesztek kifejlesztésén dolgozik az élelmiszerekben €s mas
matrixokban- példdul vizben, testapolasi termekekben és
gyogyszerekben  taldlhaté  mikrobialis  szennyezddések
kimutatasara. A Royal Society of Biology €s a Royal Society for
Public Health tagja. Aktiv tagja tobb ISO-bizottsagnak, valamint
az IFU mikrobiolégiai munkacsoportjanak. Colin a
mikrobiologia szamos teriiletérdl publikalt széles korben, a
kornyezetvédelemtdl a klinikai vizsgalatokig.
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Dr. Dilidaer Yusufu 2013-ban szerzett BSc diplomat a Pekingi
Technologiai Intézetben (Kina), PhD fokozatat pedig 2019-ben
a Belfasti Queen's Egyetemen szerezte. Jelenleg posztdoktori
kutatoként dolgozik Prof. Andrew Mills csoportjaban a belfasti
Queen's  Universityn. Kutatdsi teriilete elsdsorban a
kolorimetrikus és fluoreszcens Oz- ¢és COz-érzékelok
fejlesztésére  Osszpontosit,  kiilonos  tekintettel — azok
¢lelmiszercsomagolasban ~ és  sebmonitorozdsban  vald
felhasznalasara.

Andrew Mills a belfasti Queen's University Kémiai ¢és
Vegyészmérnoki Karanak anyagkémiai professzora. Kutatési
teriiletei: festék- és félvezeto-fotokémia, redoxikatalizis,
napenergia-atalakitas, valamint szin- és fluoreszcencia alapt
indikatorok. O az RSC Materials for Industry - Derek Birchall
Award 2019-es dijazottja az intelligens - optikai érzékelds -
tintak, pigmentek és extrudalt milanyagtechnoldgidk terén
végzett uttoré munkajaért.
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