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Tartalmi 6sszefoglalo

A kiilonb6z6 vizmintak (felszini vizek, esOvizek) ionos Osszetételéhez szamos fontos
mindségi jellemzd (pH, keménység, sotartalom ¢€s nitrattartalom) kapcsolhato. A folyamatos
monitoralds ¢és mérés gyakorlatilag minden relevans ionra megvalosithatd rendkiviil
koltséghatékonyan €s egyszeriien potenciometridsan ionszelektiv elektrodokkal. Ugyanakkor a
vizek egy¢éb mindségi jellemzo6it, mint példaul a kiemelt jelentdségli bakteridlis szennyezettség
vizsgalatat a helyszinen jellemzden koltségesen vagy relative hosszabb id6 alatt (~ 48 dra) lehet
meghatarozni, tipikusan az un. koliform baktériumok (pl. kdlibaktérium - Escherichia coli)
mennyiségének mérésén keresztiil. Kiilonosen elényds lenne egy olyan multiplex mérési
platform kialakitasa, amely lehetdvé teszi az ionos Osszetétellel kapcsolatos tulajdonsagok
mérése mellett a baktériumok gyors meghatdrozéasat is potenciometridas modon ionszelektiv
elektrodokkal. Ennek megfelelden kutatdsom soran célul tliztem ki az E. coli baktériumok

potenciometrids detektdlési lehetdségének vizsgalatat.

A koliform baktériumok esetén gyakran alkalmazott kimutatisi technika a p-
galaktozidaz (GAL) enzimtartalom mérése. Kutatomunkdmban a GAL ezim méréséhez a 6,8—
difluoro—4-metilumbelliferil-f—D—galaktopiranozid (DIFMUG) szubsztratot valasztottam,
amelybdl az enzim hatasara olyan lipofil anion keletkezik, amely szelektiven meghatarozhaté
potenciometrids anioncseréld elektroddal hidrofil szervetlen anionok jelenlétében is.

Els6 Iépésben anionszelektiv elektrodokat fejlesztettem, hogy alkalmazhatoak legyenek
az enzimreakcioban keletkezett DIFMU anionok mérésére. Az anionszelektiv membran
Osszetételének optimalizalasat kovetden az ionszelektiv elektrodok miniatiirizalasat dolgoztam
ki, ami lehetdvé tette, hogy a méréseket rendkiviil kis mintatérfogatban (~ 200 pl) végezhessem.
A mikroelektrodok lehetdséget adtak az enzimreakciok folyamatos idébeli nyomon kovetésére
is és alkalmasak voltak f-galaktozidaz tartalma oldatokban az enzim aktivitds meghatarozasara
akar 0,02 mU szintig. Ezt kdvetden valds baktérium mintdkon teszteltem a rendszert. Az
enzimaktivitas méréséhez ki kellett dolgoznom a baktériumok lizalasat oly modon, hogy az
megvaldsithato legyen helyszini mérés soran, valamint kompatibilis legyen a potenciometriaas
mérési modszerrel. A lizis optimalizalasat kovetden a mikroelektrodokat sikerrel alkalmaztam
baktériumok jelenlétének kimutatasara valds E. coli mintabol, valamint egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 probiotikumbol (LXR Mikrobiom Komplex kapszula) is.
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1. Bevezetés és célkitiizések

A kiilonb6z6 felszini és felszin alatti vizek, illetve es6vizek ionos Osszetételéhez
szamos fontos mindségi jellemzo, pl. pH, keménység, sotartalom és az esetleges miitragya
szennyez¢ésbOl szarmazo nitrattartalom kapcsolhatd. Mérésiikre és kiilonosen a valds idejii
monitoralasukra kivaloan alkalmasak a potenciometrias ionszelektiv elektrodok. A folyamatos
valds idejii nyomonkovetés gyakorlatilag minden relevans ionra megvalosithatd az azonos,
rendkiviil koltséghatékony és konnyen multiplexalhatd potenciometrids mérési elvnek
koszonhetéen. Ugyanakkor a vizek egyéb mindségi jellemzoit a helyszinen koltségesebben
vagy kevésbé gyorsan lehet meghatarozni, mint példaul a kiemelt jelentoségli bakterilis
szennyezettséget a koliform baktériumok (pl. kolibaktérium - Escherichia coli) mennyiségének
mérésén keresztiil. A patogén baktériumok detektdlasa fontos a fert6zések megeldzése,

¢lelmiszeranalitikai és a vizmindség ellendrzésének szempontjabol.

A koliform baktériumok meghatarozasara tobb modszert is kidolgoztak. A
leggyakrabban alkalmazott esetben a baktériumokban megtalalhat6 enzimet, a f-galaktozidazt
(p-galactosidase, GAL) felhasznalva, szines termék képzddésével jard enzimreakcion keresztiil
hatarozzak meg a baktériumok mennyiségét. Az adott mintdban taldlhatdo baktérium
mennyiséget jellemzden a telepképzo egységek szamaval (Colony Forming Unit - CFU) fejezik
ki. A jelenleg rendelkezésre allo modszerek jelentds része kolorimetrias detektalason alapul,
amelyek kvalitativ (jellemz6en a baktérium tipus jelenléte/hianya — absence/presence tipusu

vizsgalat) és kvantitativ meghatarozasra is lehetdséget adnak.

Ezeknek a moddszereknek azonban szamos hatranya is van, mint a jellemzden
iddigényes, magas hdmérsékletli inkubalas (24 ora és 35-40 °C), a baktériumok tenyésztéséhez
sziikséges, gyakran draga, adott tipusra specialis tapkozegek és a vizsgalatok elvégzéséhez
sziikséges szakemberek, illetve a biztonsagos munkavégzéshez eldirt, megfelelden akkreditalt
laboratorium. A hagyoményos modszerekhez képest az elektrokémiai detektalasi technikak
alkalmas alternativat nyujthatnak rovid vaélaszidejiik, egyszerlibb miiszerezettségiik,

koltséghatékony gyartasuk és az eltérd szenzorplatformokkal valo kompatibilitasuk miatt.

Kiilondsen elényds lenne egy olyan gyors baktérium meghatdrozasi
modszer kidolgozésa, amely kompatibilis az ionszelektiv elektrédokkal és a potenciometrias
méréstechnikaval, igy lehetdséget ad egy integralt multiplex potenciometrids mérési platform

kialakitasara. Ennek megfeleléen célul tiiztem ki az E. coli baktériumok potenciometrias
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detektalasi lehet0ségének vizsgalatat. Elséként olyan anionszelektiv elektrodokat fejlesztését
tliztem ki célul, melyek alkalmazhatoak az enzimreakcidoban keletkezett anionok mérésére. Az
anionszelektiv. membran Osszetételének optimalizalasat kovetéen a hatékony, Kis
mintatérfogatban végezhetd mérések érdekében az elektrédok miniatiirizalasara volt sziikség.
Munkam soran ezért Gn. pipettahegy — mikroelektréodokat készitettem (@ 300 um), amelyek

lehet6vé tették, hogy a méréseket akar egy mikrotiter talca 250 pl-es iiregeiben végezhessem.

A miniatiirizalt elektrédok lehetdséget adnak az enzimreakcidk folyamatos iddbeli
nyomon kovetésére. Ennek megfelelden célom volt a valés mintak vizsgalata el6tt pufferalt
kozegben meghatarozni a f-galaktoziddz tartalmu oldatokban az enzim aktivitdsat, mind a
fejlesztett potenciometrias kiolvasassal, mind a kontroll modszerként alkalmazott fluoreszcens
képalkotassal. Ezt kovetden a potenciometrias mérérendszert alkalmaztam E. coli jelenlétének
kimutatdsdra nem patogén baktérium lizatumokban és kereskedelmi forgalomban kaphato

probiotikumban (LXR Mikrobiom Komplex kapszula).
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Vizmintak baktériumtartalmanak vizsgalata

A lakossagi vizkészletek mindsitésének fontos kritériuma a baktériumtartalom
vizsgalata egészségiigyi, szennyvizkezelési ¢és ujra felhasznalasi szempontbol is. A
mikroorganizmusok, példaul baktériumok vagy koérokozok tulélhetnek, szaporodhatnak és
elterjedhetnek a vizrendszerekben, aminek kovetkeztében megkdzelitdleg 1,7 milliard ot év
alatti gyermek halt meg a fejlodd orszdgokban a szennyezett viz fogyasztdsa miatt, az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) jelentése alapjan [1]. A bakterialis fert6zések jelentdségét
mar az 1890-es években is felismerték [2]. A vizmintak mindsitése esetén felmeriilt a kérdés,
hogy adott specifikus patogének (korokozok) monitorozasa, vagy a szennyezés indikatorainak

vizsgalata védi jobban a lakossagot. A jelenlegi technolégidk az utdbbi kategoriaba tartoznak.

Az Escherichia coli (E. coli) Gram-negativ baktérium az Enterobacteriaceae
csaladban, az Escherichia nemzetség legismertebb faja és a legfert6zobb baktériumként ismert
[3]. A torzsei koziil vannak veszélytelenek, melyek az emésztérendszer normalis florajahoz
tartoznak és K2-vitamint termelnek. A veszélyes, tigynevezett virulens torzsek okozhatnak
sulyos megbetegedéseket, mint a gasztroenteritisz, hugyuti fertdzések és a meningitisz [4]. Nem
sporaképzd, palcika alakt baktériumok, atmérdjiik hozzavetdlegesen 0,5 pm ¢€s hosszuk 1,0-

3,0 um kozotti [5].

Az elsd, E. coli kimutatasara irdnyuld tesztet 1904-ben Eijkman fejlesztette ki [2]. Az
ugynevezett ,,sz€klet koliform teszt” (fecal coliform test) alapja az E. coli tobbi, a laktozt
fermentalo baktériumhoz képesti magasabb hémérseklettiirése volt. A modszert modositva az
1900-as évek elején a magas hémérsékletii inkubacid megsziintetésével, az Enterobacteriaceae
minden olyan tagjara kiterjedt, amely képes volt a laktdzt fermentalni. Ez a funkcionalis
vizsgalat, amely magéban foglalta az E. coli-t és mas baktériumokat a teljes koliform (zotal

coliform) néven valt ismertté.

A koliform baktériumok csoportjdba tehat olyan nemzetségek tartoznak, amelyek
képesek a laktoz lebontasara, vagy rendelkeznek a f-D-galaktozidaz enzimmel, amely képes
kiilonboz6, kromogén® galaktopiranozid tipusti szubsztratot felhasznalni a ndvekedéshez.

Altalanossagban igaz, hogy a térzsek nagy része nem jelent egészégiigyi kockéazatot, de jol

! szintelen kémiai vegyiilet, amely kémiai reakcidval szines vegyiiletté alakithat6 at
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mérhetéek ¢s indikativak a fekalids szennyezettség szempontjabol, amely kiemelkedd
jelentdségli a vizmintak monitorozasa esetén. A meghatarozasnak megfeleld nemzetségek kozé
tartozik a Klebsiella, az Enterobacter, a Serratia, a Citrobacter és az Escherichia, melyek koziil

egyediil az E. coli jelenléte egészégiigyi kockazat.

Az E. coli esetén a lakt6éz lebontas mechanizmusanak magyarazta Jacob és Monod
1961-ben a génregulaciot leird operon? modell kidolgozasaval [6]. Alapesetben a baktérium
természetes cukorforrasa a gliilk6z, azonban a laktdz tartalmu taptalaj esetén a laktoz hidrolizisét
katalizalo, p-D-galaktozidaz enzim nagy mennyiségili (akar 1000x) termelddése figyelhetd meg.

A lac operon mikodését mutatja be a 1. abra.

A, Represszor aktiv

B0 rovoe e i S
| a» O

mRNS RNS polimeraz Nipcs’rﬁRNS
l szintézis

Lac represszor (aktiv)

Regulator gén

B, Represszorinaktiv

(oo I e
Regulator gén
T - L4
RNS poli : l_———\—‘ mRNS szintézis
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! B-D-galaktozidéz permedz
. transzacetiléz Fehérje

Lac represszor (aktiv) .X‘ q

Indukt
nduidor Lac represszor (inaktiv)

1. abra - A lac operon miikodése. A: aktiv, a regulator gén altal termelt represszor esetén a
represszor az operatorhoz kapcsolodva gatolja az mRNS szintézisét. A lacZ, lacY és lacA gének
altal kodolt fehérjék igy nem termelddnek. B: laktdz jelenlétében olyan induktor metabolit
keletkezik, mely a represszorral komplexet képez és ezzel gatolja kotddését az operatorhoz,
végbemegy az mRNS szintézis és a fehérjek termelése (f-D-galaktozidaz, permedz és

transzacetilaz) [6]

A hédrom lac strukturalis gén expresszidja két 1épésben valosul meg. Elsdként a gének
informacioi irédnak 4t mRNS-be, majd az RNS transzlacidjaval termelddik a harom fehérje
termék (S-D-galaktozidaz, permeaz €s transzacetilaz). Az mRNS szintézisét az RNS polimeraz
promoterhez kapcsolodéasa inditja el. Az expressziot egy represszor molekula szabélyozza,

melyet a regulator gén kodol. A represszor az operatorhoz kotdédve gatolja a transzkripciot az

2 Az operon olyan gének csoportja, melyek aktivitdsat egy operator szabalyozza
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operonon. Ha a taptalaj laktéz tartalmu, egy képzddd metabolit (induktor) a represszorhoz
kotddve konformacidvaltozast idéz eld, levalasztva azt az operator régiorol, egyben lehetové

téve a transzkripciot.

Az 1970-es évekre vilagossa valt, hogy az ivovizellaté rendszerek vizsgalata soran
azonositott koliform baktériumok nagy része nem E. coli. A ,,széklet koliform teszt” hatranya az
érzékenysége az inkubacid alatti hdmérsékletingadozasra, illetve, hogy az E. coli szamos torzse
nem képes a laktoz fermentaldsara, hamis negativ eredményeket okozva [7]. Ennek hatdsara az
1980-as évek végén konszenzus alakult ki egy 1) technoldgia kifejlesztésére, amely alkalmas

az E. coli kdzvetlen kimutatasara és azonositasara az ivovizbol [8], [9].

A Defined Substrate Technology (DST) néven ismertté valt modszer alapja egy olyan
kromogén szubsztrat, amit kizarolag az E. coliban megtalalhat6 f-gliikuroniddz enzim bont. Az
enzim az E. coli esetében tobb mint 95%-ban megtalalhato [10]. A mddszert szamos orszagban
engedélyezték, bekeriilt az USA viz és szennyvizkezelési, vizsgélati szabvanyositott
modszereinek 19. kiadasaba® [11] is. A Colilert néven szabadalmaztatott modszer (Idexx
Laboratories, Westbrook, MFE) lehetové tette a teljes koliform mennyiség és 1 CFU E. coli

szimultan meghatarozasat mindossze 100 ml mintabol.

Az Egyesiilt Allamokban harom médszer engedélyezett az E. coli azonositasara [2]. A
modszerek a tobblépéses fermentacio (Multiple-Tube Fermentation — MTF), a membransziirés
(Membrane Filtration — MF) és a mar emlitett Defined Substrate Technology. Az MTF és MF
madszer esetén az E. coli meghatarozas eldtt az dsszes koliform (total coliform) tesztet végzik
el, majd ezt kdvetden, egy masodik 1€pésben azonositjak az E. coli-t. A DST esetén az E. coli-t
kozvetleniil mutatjdk ki az ivovizbdl, gyorsabb ¢és koltséghatékonyabb meghatarozast

biztositva.

3 Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, a médszer 'Chromogenic Substrate' néven
szerepel

10
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2. abra - A két hagyomdanyos technologia a koliform baktériumok vizsgalatira. A: a
tobblépéses fermentacid (Multiple-Tube Fermentation — MTF) soran a vizmintabdl higitasi sort
készitenek egymast kovetd, 10x higitasokkal, majd mindegyik mintat beoltjak jellemzden
laktdz tartalmi tdpoldattal. Az inkubaciot kovetden a gazképzddés pozitiv eredményt jelent. B:
membransziirés (Membrane Filtration — MF), ekkor a higitasi sort kovetden a mintat 0,45 pum

papirsziirén keresztiil sziirik, majd szelektiv taptalajon inkubaljak. [3]

Az MTF médszer alapja, hogy az adott vizmintabol higitasi sort készitenek egymast
kovetd, 10x higitasokkal, majd mindegyik mintat beoltjak (jellemzden laktoéz tartalmi
tapoldattal) [5]. Amennyiben gazképzdédés torténik a 24-48 oras, 35 °C-on torténd inkubalas
utdn, a mintat potencidlisan szennyezettként egy masodik vizsgalatnak is aldvetik. Ehhez
altaladban specidlis taptalajokat alkalmaznak (gyakori valasztas a ragyogod zold laktoz epe
taptalaj - brilliant green lactose bile broth*), vagy az indol képzddés tesztelésére Kovacs
reagenst adnak a mintadhoz [12]. Szintén opcid a 4-metil-umbelliferil-p-D-gliikuronid (MUG)
tartalmu agar hasznélata. Az E. coliban talalhat6 f-gliikuronidaz enzim hidrolizis sordn bontja
a MUG-ot, a keletkezd 4-metilumbelliferon (MU) fluoreszcens, 366 nm-en mérhetd [9]. Csak
abban az esetben nyilvanitjak pozitivnak a mintat, ha a masodik teszt is alatamasztja az elsot.
A teszt eredményeit jellemzden Ossz-csiraszamban (Most Probable Number — MPN) szoktak

megadni [13], amely a mintaban taldlhato baktériumok atlagos szdmanak statisztikai becslése.

4 A taptalaj idealis, mivel gatolja a Gram-pozitiv baktériumok, példaul a Lactobacillus, a Streptococcus, a
Bacillus és a Clostridium novekedését
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A masik szintén hagyomanyos technika, a membransziirés soran a vizmintat kis porusu
(jellemzden 0,45 um) papirsziiron keresztiil szlirik. A baktériumok méretiiknél fogva nem
jutnak at a porusokon, fennmaradnak a sziirpapir feliiletén. Ezt kdvetden a sziirdpapirokat
adott baktériumtipusra szelektiv agarra (jellemzéen m-ENDO-LES agar [12]) helyezik és 24

oras, 35 °C-on végzett inkubacioval megkezdik az E. coli tenyésztését.

A bemutatott két klasszikus modszer esetén a biokémiai tesztek a baktériumok lebonto
reakcidin alapulnak. Emiatt nem specifikusak, sok esetben tovabbi tesztekre van sziikség a
pontos azonositashoz. A baktériumokban megtaldlhatd enzimrendszerek felhasznalasa
alternativat nyujt a kimutatasra, mivel az enzimatikus reakciok gyorsak €s érzékenyek, illetve
lehetnek az adott csoportra, nemzetségre vagy fajra specifikusak, attdl fliggden, hogy melyik

enzimet hasznaljak fel [5].

A Colilert technolégiaja mind a baktérium jelenléte/hianya (presence/absence) tipusa
vizsgalatra, mind kvantitativ meghatarozasra alkalmas (3. abra). A modszer két enzimreakciot
hasznal fel a mintak vizsgalatara [14]. Az IDEXX 4ltal szabadalmaztatott reagens hozzéadasa
utan a vizminta 100 ml-¢hez egy 24 6rés inkubacids 1épés kovetkezik 35 °C-on. A két teszt
parhuzamosan fut, a teljes koliform teszt esetén a baktériumban talalhato f-galaktozidaz enzim
az o-nitrofenil-f-galaktozid (ONPG) szubsztratot hidrolizalja, ezaltal sarga szinli o-nitrofenol

keletkezik.

Total coliform test

CH:OH
- CH:0H

/ -

OH | o oH |

o NO: p-galak 1 N
OH p-galaktozidaz OH
S o
ol . ] R

OH oM NO;
35°C / b o
galaktoz o-nitrofenol

o-nitrofenil-B-galaktozid
(ONPG)

< I=

+

Colilert i

E. coli test
reagens
% 20n

CH,0H CH.OH

- oﬁ likuronidd= (7> A

OH -glukuromadaz f

&t el NP N

OH OH OH

4-metilumbelliferil-B-D-glitkuronid glitkoz 4-metilumbelliferon

(MUG) ™0

3. abra - A Colilert technologia. A mintat a hozzdadott reagenssel egylitt inkubaljak 35 °C-on
24 oraig. Ezt kovetden a sarga szin megjelenése pozitiv teljes koliform tesztet jelent. A pozitiv
tesztek fluoreszcencidja igazolja az E. coli szennyezést a mintaban.
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Az E-coli azonositasara egy masik enzim altal katalizalt reakciot alkalmaznak, a teljes
koliform teszten pozitiv mintdk esetén fluoreszcenciat is vizsgalnak. Az E. coli specifikus
enzimreakcioban a mar emlitett S-gliikuronidaz katalizdlja a MUG hidrolizisét, a keletkezd 4-

metilumbelliferon (MU) fluoreszcenciajat pedig 366 nm-en mérik.

A Colilert és a hagyomanyos technologidk (membransziirés és az MTF modszer) kozott
tobb 0sszehasonlitast is végeztek. Eckner [12] 6sszesen 338 vizmintat (261 ivovizmintat és 77
flird6vizmintat) vizsgalva hasonlitotta 6ssze a membransziirést, a tobblépéses fermentacio €s a
Colilert tesztek eredményeit. A Colilert modszer érzékenyebbnek bizonyult, mint a
hagyomanyos, a svéd szabalyozéasok altal engedélyezett modszerek a koliform baktériumok

kimutatasara, E. coli esetén azonos eredményeket kaptak az 6sszes mintara nézve.

Edberg és munkatarsai [8] tesztjeib6l 0sszesen 1086 volt pozitiv az MTF modszer
szerint és 1279 volt pozitiv a Colilert moddszerrel. A statisztikai kiértékelést harom kiilonb6z6
modszerrel (t-proba, Mantel-Haenzel ¢és Pearson féle khi négyzet statisztikak,
regresszidanalizis) is elvégezték, a két modszer kozott nem talaltak jelentds eltérést. Kinzelman
[15] 2 éven at tart6 vizsgalata soran az IDEXX és az EPA altal joévahagyott membransziiréses
modszer (m-Tec agart hasznalva) kozott az ANOVA elemzés nem mutatott szignifikdns
kiilonbséget az E. coli mennyiségi meghatdrozdsa esetén édesvizi strandokrol szédrmazo

mintakban.
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2.2. Baktérium meghatarozasi modszerek

2.2.1 A f-galaktozidaz enzim altalanos jellemzése

A p-galaktozidaz enzim harom kiilonb6z6 funkciodt is betdlthet, képes a laktozt gliikozza
¢s galaktozzd bontani (igy Dbeléphetnek a glikolizisbe), katalizdlni a laktoz
transzgalaktozilaciojat allolaktozza, és az allolaktézt bontani monoszacharid épitdegységeire
[16]. Az enzim tetrameres szerkezetli, négy azonos polipeptidlancbol épiil fel, amelyek
bizonyos N-terminus kdzelében 1évé aminosavak hidnyoznak, két, inaktiv dimerre. Az enzim
aktiv tetramer forméja rekonstrudlhatonak bizonyult, a jelenséget o-komplementicionak

nevezik [17].

Az enzim specifikus, az oxigén glikozidos kotéssel rendelkezd B-galaktopiranozidok
bomlésat katalizalja. A szubsztratok esetén a galaktoz 2, 3 és 4 pozicidi kiillondsen fontosak, a
hidroxil csoportoknak megfeleld orientacidban kell elhelyezkedniiik. A reakcié mechanizmusa
szerint a galaktozid szdrmazék kotddik a szabad enzimhez, kezdetben egy kiilsé (shallow)
kotohelyen, majd beljebb jutva (deep mode) az elsé atmeneti allapoton keresztiil elsdként a
galaktozidhoz kapcsolt csoport 1ép ki, a glikozidos oxigénbdl hidroxil csoport lesz. Egy ujabb

atmeneti allapoton keresztiil felszabadul a masodik termék, a galaktéz is [16].

Az enzim aktivitasa 6,5-7 pH kozott optimalis, de a 6-8,5 pH tartoméanyban stabil. A
hémeérséklet esetén 60 °C-on mar jelentds romlast tapasztaltak az aktivitasban. A megfeleld
enzimmiikddéshez sziikségesek a Na*, K™ és Mg?" ionok is. A Mg?" ion emellett kofaktorként
is viselkedik. A tapasztalatok alapjan az emlitett ionokon felill a Mn?" a masodlagos és
negyedleges szerkezetek stabilizdldsaban segit. Inhibicios hatdsa van a nehézfémionoknak
(Zn**,Fe**, Cd*", Cu**, Pb*", Ag’, Hg?"), a jodacetamidnak, ionos detergenseknek (pl. Ndtrium-
dodecil-szulfat - SDS) [18].
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2.2.2 A f-galaktozidaz optikai meghatarozasi modszerei

2.2.2.1 A p-galaktozidaz szinreakciokon alapuléo meghatarozasa

A leggyakoribb mddszer a f-galaktozidaz optikai meghatdrozasara az enzim altal
katalizalt reakcid soran keletkezd szines termék abszorbanciajanak mérése. Tobb, kereskedelmi
forgalomban is kaphat6 szubsztrat is elérhetd, leggyakrabban azonban az o- nitrofenil—f—D—
galaktopiranozid (ONPG) és az ebbdl keletkezd, sarga szinili o — nitrofenol, amit hasznalnak a
kinetikai, illetve végpont assay-ek esetén is. Az abszorbanciat jellemzden 415-420 nm-en
mérik. A para szubsztitualt szarmazék (p — nitrofenil-p—D—galaktopiranozid, PNPG) hasznalata
kevésbé terjedt el [19]. A CPRG (kldrfenol-voros-p-D-galaktopiranozid) szintén népszerii
valasztas, az enzim hatéasara keletkezd lila szini termék abszorbancidjat 570 nm-en mérik [20].
A koliform baktériumok mellett az élesztd esetén is alkalmazott szubsztrat az X-gal (5-bromo-
4-kloro-indolil-p-D-galaktopiranozid) [21], a keletkezd indol szarmazik spontan dimerizalodik,
intenziv kék szinli termék képzddésével, amit 615 nm-en mérnek. A jellemzd szubsztratokat
foglalja 6ssze az 1. Tablazat.

1. Tablazat A kiilonb6z0, kereskedelmi forgalomban kaphat6 szubsztratok és a felszabadulo
szines termék bemutatasa

Rovidités Szubsztrit neve Felszabadulé szines termék Abszorbancia hullimhossza
ONPG o- nitrofenil- '-'-""'"'“r 415-420 nm
p-D—galaktopiranozid /L\._ ~
OH 7
NO2
NO,
PNPG p — nitrofenil- | 420 nm

p-D—galaktopiranozid

X-gal 5-bromo-4-kioro-indolil-5-D- Spontan dimerizalodik
galaktopiranozid 615 nm
CPRG kldrfenol-vérds- 570 - 595 nm
[-D-galaktopiranozid

A koliform baktériumok vizsgalata esetén azonban a szinreakcidk gyakran nem elég

specifikusak a pontos baktérium tipusanak azonositasara, igy a modszerek fejlodésével az olyan
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szubsztratok tervezése keriilt el6térbe, melyekbdl fluoreszcens termék keletkezik és csak adott

baktériumtipusra jellemz6 enzimek képesek bontani.

2.2.2.2 A p-galaktozidaz fluoreszcens mérésének lehetéségei

Az enzim aktivitdsanak mérésére a fluoreszcencian alapulo technikék a szelektivitas,
nagy érzékenység és nagy felbontasu képalkotas miatt idealis detektalasi alternativat nytjtanak
[22]. Az enzimreakcid szubsztratjainak specifikus tervezése lehetévé tette az emisszios
hullimhossz a kozeli infravords tartomanyba (Near-Infrared Rays -NIR) torténd eltolasat,
javitva a jelfeldolgozéast ¢és a sejtek ateresztOképességének kihasznalasat. A modszerek
alkalmaznak véddcsoport eltavolitasat kovetden fluoreszcens molekuldkat [23], aggregacio

indukdlt emissziot (aggregation-induced emission - AIE) ¢és Forster rezonancia

energiatranszfert (FRET) is, ahogy azt a 4. dbra is bemutatja.

A
Védécsoport
~
Fluorofor @ %\{Q — @ @

B Fluorofor Védécsoport
4 . "
B-galaktozidaz

B

Védébesoport
D a D,
% F
fi / ( ) ( ) Védécsoportok
Fluorofor @ \ A @ P

-gal Zidé
B-galaktozidaz Aggregalt

fluoroférok

C
FRET .. \X\w S
Fluorofor M — —
: S £ . ® -

- ’ 4
Védécsoport .

B-galaktozidsz Fluorofor Védécsoport

4. abra - A kiilonboz0, f-galaktozidaz meghatarozasara alkalmas fluoreszcens technikak. A:
véddcsoport lehasitasa soran keletkezd fluoreszcens molekula, B: Aggregéci6 indukalt
emisszi0, C: Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) [22]

A baktériumok meghatarozéasara jellemzden a legegyszeriibb modszert alkalmazzak,
ekkor egy védbécsoportot (ami a f-galaktoziddz enzim esetén a galaktdz) kapcsolnak a
fluoroforhoz (4. abra/A). A f-galaktoziddz az enzimreakci6 sordn lehasitja a véddcsoportot,
aminek hatasdra fluoreszcens reakciotermék keletkezik, specifikus valaszt biztositva. A
kereskedelmi forgalomban szdmos fluoreszcens termék keletkezését biztositd szubsztrat all

rendelkezésre, amit az 2. Tablazat mutat be. A leggyakrabban alkalmazott szubsztrat a 4-
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metilumbelliferil-f—D—galaktopiranozid (MUG). A gerjesztési hullamhosszuk a pH
fiiggvényében valtozik, 330-385 nm kozott (4,6-10,4 pH tartomanyban), emisszids
maximumuk a 445-454 nm-es tartomanyba esik [24]. A pKa értékiik a semleges pH felett van,
igy a fluoreszcencia maximalizalasa érdekében erdsen lugos pH-n (kozel 10,4) valosithatdo meg
hatékony kiolvasas. A monitorozas esetén ez problémat jelenthet, €s az olyan enzimek esetén
sem idealis, ahol az idedlis aktivitds alacsonyabb pH-n érhetd el (pl. foszfatdz enzimek). A
fluorozott szarmazék képzése (6,8—difluoro—4-metilumbelliferil-pf—D—galaktopiranozid -
DIFMUG) nagy mértékben csokkentette a pKa értéket (4,7-re) és 7-es pH-n nagyobb

érzékenységet is mutatott a f-galaktoziddz meghatarozasa soran [24], [25].

A klorfenol-voros-f-D-galaktopiranozid (CPRG) egy tipikusan a kolorimetrids assay-
ek sordn alkalmazott szubsztrat, azonban a poli-L-argininnel (pR) olyan komplexet képez
oldatban, ami intenziv fluoreszcenciat is mutat [20]. A szulfonatcsoport €s a poliaminok
reakcidja egy toltésatviteli komplex képzddését eredményezi, ami a fluoreszcencia intenzitds
kozel 70x-es novekedését jelenti. A mddszer egyik 6 elonye, hogy a gerjesztési és emisszios
hulldamhosszok a spektrum vords tartomanyaba esnek, igy elkeriilve a gyakori interferencia-
jelenségeket, amik a MUG esetén is el6fordulnak. A modszert az E. coli kimutatasara tesztelve

elérték az 1 CFU/10 ml szintet 12 6ra baktériumtenyésztés €s 1 oras vizsgalatot kovetden.

2. Tablazat A kereskedelmi forgalomban kaphat6 fluoreszcens szubsztratok néhany példaja

Rovidites Szubsztrat neve Fluoreszcens csoport Fluoreszcencia
hullaimhossza
| 330-385 nm-es gerjesztési
MUG 4-metilumbelliferil— (4.6 - 10,4 pH), illetve 445-
[-D—galaktopiranozid 454 nm kozétti emisszids
0~ "o maximum
Foo I
DIFMUG 6,8—difluoro—4-metilumbelliferil— j’ ““1 J 360 = 20 nm gerjesztés és 460
f—-D—galaktopiranozid o NP o N0 + 20 nm emisszio
&
' Komplexképzést kivetben
CPRG klérfenol-vérds-fi-D-galaktopiranozid O S,\; poli-L-argininnel a

felszabadul6 klorfenolviros
intenziv fluoreszcenciat mutat
(580 nm gerjesztés, 610 nm

“ “ emisszio)
- - r — O . r r
Fluoreszcein-diacetdt \ —‘:D gerjesztés (485 nm) és
o N o emisszi6 (514 nm), a lathato
/]\0, |;;ED »l\/ O/K tartomanyban
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A fluoreszcein-alapu szubsztratokat érzékenységiik, biokompatibilitasuk, és a lathato
tartomanyba esé gerjesztés (485 nm) és emisszionak (514 nm) kdszonhetden szintén széles
korben alkalmazzék [26]. Probléma viszont a pH; - és fényérzékenység, illetve a gerjesztett
allapoti fluorofor oxidativ lebomlasa. A fluoreszcein-diacetat szarmazékat M. tuberculosis
kimutatasara alkalmaztak nyalmintakban és szennyvizben [27], [28]. A fluoreszcein-diacetatot
az ¢l6 baktériumsejtekbe jutva nem-specifikus észterdzok bontjdk, ami fluoreszcein
felszabadulasaval jar. Ez a sejteken beliil felhalmozodik és lehetévé teszi az €16 sejtek kozvetlen

vizualizalasat fluoreszcens mikroszkdpidval.

A fluoreszcencia kialakulasanak mechanizmusa lehet molekuldn beliili toltés
atrendezddés (intramolecular charge transfer - ICT) vagy fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) alapu. Az ICT esetén elektronkiildé csoportok n-elektron rendszeren
keresztlil kapcsoldodnak elektronszivd csoportokhoz. A molekula alapallapotban polarizalt
szerkezetet mutat, a gerjesztett allapot dipdlusmomentuma nagymértékben eltérhet az
alapallapotétol. Ez fénygerjesztés hatdsara erdsiti a polarizacidt, ami hulldmhossz eltolodast
okoz. A hagyomanyos szerkezetli fluoroforok aggregalt allapotban komoly intenzitas
csokkenési problémakkal kiizdenek, kis Stokes-eltolodassal és gyenge fénystabilitassal
rendelkeznek [29]. Az aggregacié indukalt emissziot (4. abra/B) mutato fluoroférok nagy
Stokes-eltolddassal, jo stabilitassal és kivalo jel-zaj viszonyt biztositanak. Az alapvetden nem
fluoreszcens molekuldk enzimreakcidban torténd hasitdsa sordn fluoreszcens termékek
keletkeznek, amik aggregalodva a biologiai rendszerek hosszitavii monitorozasat lehetove tevo

stabil fluoreszcenciat mutatnak [30].

A Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) (4. abra/C) soran egy gerjesztett
elektronallapoti donor molekula atadja energiajat egy akceptornak. Az energiakdzlés nem jar
sugarzassal, dipol-dipol kdlcsonhatason keresztiil torténik. Amennyiben az akceptor molekula
fluoreszkal, a folyamatot gyakran fluoreszcencia rezonancia energiatranszfernek is nevezik.
A FRET a donor-akceptor tavolsdg hatodik hatvanyéaval forditottan ardnyos, ami nagy
érzékenységli intra és intermolekularis tdvolsagok mérésre ad lehetdséget [31]. Komatsu €s
munkatarsai a CMF-gal nevii szubsztrat esetén hasznaltak ki a fellépé FRET-et, a molekula 7-
hidroxikumarin része az energiadonor és a fluoreszcein az akceptor [32]. A szubsztrat
alkalmazasa a fehérjejelolés esetén lehetdveé teszi jeldlt célfehérje azonnali kimutatasat, a nem

reagalt jelolomolekulak jelenlétében is.
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A NIR tartomianyba es6 emisszios hullamhossz elonyds a szovetek
ateresztoképessége, az interferencia (autofluoreszcencia) csokkentése és a biologiai szovetek
fénykarosodasanak csokkentése szempontjabol. Ezek a szempontok leginkdbb az in vivo
képalkotast igényld technikdk esetén kiemelkedd fontossaguak. Az emisszios hulldmhossz
novelhetd nagy, kiterjedt konjugacié kialakulast eldsegité kromoforok alkalmazasaval vagy
erds elektron-szivo csoportok beépitésével [33], [34]. A TRG szubsztrat tervezése esetén a
konjugacié novelésének hatdsara (fenetil-amin rész naftollal vald cseréje) az emisszios
hullamhossz elérte a vords tartomanyt (638 nm), ami tobb mint 50 nm-es eltolast eredményez
a tipikus Rodamin B-hez (~580 nm) viszonyitva [34]. Az er0s elektron-szivo csoport
beépitésére jO példa a hemicianin alkalmazasa, magas fluoreszcencia-kvantumhatasfoka, és a

nagy Stokes-eltolodas miatt, ami az emissziot a 900-1300 nm-es tartomanyba tolta el [35].
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2.2.3 p-galaktozidaz assay-ek

Az els6 p-galaktozidaz alapt assay Miller nevéhez kapcsolodik, a moddszer
hagyomdnyos, nagyobb térfogatii csoveket hasznal a baktériumok tenyésztésére, az ONPG
szubsztrat atalakitasaval jaré enzimreakcio 1 M NaxCOsz STOP reagenssel torténd leallitasa
utan, végponti kiolvasast (endpoint detection) alkalmaz. Az enzimaktivitast Miller-féle
aktivitasi egységben (Miller Unit®) adtak meg, amit a tovabbfejlesztett assay-ek is alapul vettek.
Hatranya, hogy idéigényes, a kiilonboz6 1€épések nehezen automatizalhatéak (nagy mintaszam
iireges (well) mikrotiter talcakat alkalmazva lehetdség lenne a mintdk elemzési 1épéseinek
parhuzamos végrehajtasara, illetve az automatizalhatésag javitadsdra. Tovabba, a végponti
detektalas helyett a kinetikai vizsgélatok elvégzése a reakciok folytonos iddbeli kovetését is
lehetévé tenné, a leallitasi 1épést eliminalva [36]. Ennek megfelelden a Miller féle modszer

javitasara szamos kiilonbozd fejlesztés valosult meg.

Putnam és Koch [37] modszeriikben a baktériumok lizisének javitasaval jobb
reprodukalhatésagot és az enzimaktivitds novekedését érték el. A lizishez hasznalt reagens
SDS-t, 0,02 M MnSOg4-ot, toluolt és 2 — merkaptoetanolt tartalmaz. Az SDS a fehérjék
denaturdlasaért felelds, a manganion az enzimet stabilizélja, a toluol a sejtfal komponenseit
oldja, a merkaptoetanol pedig redukalja az enzimet. Menzel [38] a klasszikus modszer
mikrotiter — talca olvasoval (plate reader) és pipettdzd robottal automatizalt valtozatat
valdsitotta meg, ezzel novelve a modszer ateresztOképességét. Az automatizalt rendszerek
elénye tovabba a hdmérséklet kontrollalasanak lehetdsége és az enzimreakciok parhuzamos
vizsgalata. A Miller Unit-ban megadott eredmények Osszehasonlitdsdhoz egy sajat, empirikus

korrekcids tényezot vezettek be.

Arvidson [39] szintén mikrotiter talcak welljeiben végezte az E. coli minték lizisét, de
a szerves olddszerek hasznalata helyett T4 fag fertzéssel bontotta az E. coli sejtfalat. A T4
bakteriofag egy, az E. coli baktériumot fertdzd virus, a sejtfalbontds hatékonysdgahoz a
bakteriofagok nagy feleslege sziikséges a baktériumsejtekhez képest (tobb, mint 100
fag/baktérium). Griffith és Wolf [40] szintén a Miller-féle mddszert adaptaltak 96 welles
mikrotiter talcara, az SDS/kloroformmal lizalt sejteket a klasszikus ONPG szubsztrattal,

endpoint kiolvasassal vizsgaltak. A baktérium-sejtkultira ndvesztési 1épését is mikrotiter

5 Az elballitott ONP mennyisége a reakcio id6 fiiggvényében a sejtkultira térfogatara vonatkoztatva osztva az
optikai stiriiségével, specifikus enzimaktivitas — Miller Unit
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talcaban végezték, 250 rpm-el rdzatva 37 °C-on 10 oran at, a baktériumok logaritmikus

novekedési fazisa megegyezett a hagyomanyos modszer esetén tapasztalttal.

Thibodeau [36] a protokollja fejlesztése soran harom gyakori probléméat helyezett
fokuszba, a baktériumok mikrotiter tdlcaban végzett ndvesztésének optimalizalasat, a szerves
oldoszert nélkiilozo lizis kifejlesztését és a meghatarozott enzimaktivitas értékek Miller-féle
aktivitasi egységben torténd kifejezését. A részletes protokollt mutatja be a 5. abra. A
sejtkulturak novesztéséhez 900 rpm-es razatast alkalmazott 37 °C-on egy €jszakan at, majd a
higitast kovetden a log fazisig ndvesztette a baktériumokat. Az 595 nm-en végzett abszorbancia
mérést kovetden (baktériumok szdmanak meghatarozésa) a lizist nem a megszokott
SDS/kloroform alkalmazasaval, hanem detergens alapu, kereskedelmi forgalomban kaphato
vegyszerekkel végezte. A PopCulture® ¢és Lizozim alkalmazasaval lizalt baktériummintak
esetén Osszehasonlitva a hagyomanyos moddszerrel ugyanolyan, vagy jobb enzimaktivitas
értékeket tapasztalt. A PopCulture® az E. coli sejtfalat roncsolja denaturacid nélkiil, a lizozim

pedig a peptidoglikan kotéseket bontja a sejtfalban, javitva a lizis hatékonysagat.

——— 1
— | — — J
5 — =
Sejtkolénia 1
mL tapoldatba Sejtkultardk i ﬁ
névesztése 25 plhigitasa 1 mL Novesztés log fazisig
37 °C 900 rpm 80% friss tapoldatban 37 °C 900 rpm 80%
paratartalom paratartalom

200 plpipettazasa
« mikrotiter talca

-— D E— o welljeibe,
. A 15 pl sejt lizdtum 100 pt = abszorbancia
28°C,az 135 pl foszfat- pipettazasa, lizis mérés 595 nm-en
assay puffer (0,27% 2- 10 ul PopCulture
kinetikus merkaptoetanol és1plau/pl
a'dataln'ak tartalom), R-Lizozim
kiolvasasa 30 pldamg/ ml

ONPG

5. abra - A Thibodeau altal fejlesztett [36], detergens alapt lizist alkalmazo E. coli
meghatarozasi protokoll részletes bemutatasa
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2.2.4 Egyéb modszerek

Az immunolégiai mddszerek szelektivitasa kiemelkedd, a hagyoméanyos
modszerekhez képest gyorsnak szadmitanak (E. coli baktériumok mennyiségének
meghatdrozasa 24 oOran beliill). Alapja az antigén-antitest reakcid, szédmos eltérd
megvalodsitassal. Az ELISA (enzimhez ktott immunszorbens assay) esetén szendvics komplex
alakul ki a wellekben rogzitett antitest (capture antitest), az antigén (mérendd analat) és az
enzimmel jelolt antitest kozott [41]. Az enzim a valasztott szubsztratot altalaban szinreakcidval
alakitja at. Gyakran sziikség van a baktériumok vizsgalat eldtti szaporitasara, igy a helyszini
elemzésekhez nem idedlis modszer, illetve a kevésbé konvenciondlis ELISA komponensek

beszerzése koriilményes €s koltséges mas modszerekhez viszonyitva.

A koliform baktériumok meghatarozésara lehetéség van GC-MS médszerekkel is.
Eddig az azonositas jellemzden vagy adott biomarkerek jelenlétének/hidnydnak vizsgalataval,
vagy a kapott kromatogrammok ujjlenyomatszerii 5sszehasonlitasaval tortént. Ujabban elétérbe
keriilt a baktériumok altal kibocsatott illékony szerves vegyiiletek (VOC) mérése, a bakterialis
szennyezettség ezen keresztiili azonositasa[42]. A VOC-k vizsgélatara ideélis a headspace-GC
MS technika alkalmazasa, ekkor a mintat alland6 hdmérsékleten termosztaljak akar 24 o6ran
keresztiil, a minta és a gazfazis ezalatt egyensulyba keriil, majd a gdztérbdl vett mintat
injektaljak a GC-MS rendszerbe. Probléma a VOC-k elemzésével, hogy ritka a csak adott
baktériumra specifikus kibocsatott vegyiilet, jellemzden csak a VOC mintazatok vizsgalataval

lehet kiilonbséget tenni a baktériumtipusok kozott [43].

A nukleinsav-alapti technikédk koziil a legelterjedtebben alkalmazott a polimeraz
lancreakcio (polymerase chain reaction - PCR) [44]. A PCR soran a DNS-szal rovid, jol
definialt szakaszat sokszorozzak (amplifikédcio) az analizist megel6zden, érzékenysége
kiemelkedd. A modszer azonban magas homérsékletli kezelést (denaturacio soran 100 °C)
igényel, nem tesz kiilonbséget az €16 ¢€s elhalt sejtek kozott, a kdrnyezeti szennyezésekre

érzékeny €s specialis reagensek sziikségesek hozza.

Az aramlasi citometria (Flow Cytometry - FCM) szintén lehetdség a baktériumok
miszeres analizisére [45]. A modszerrel kis mintamennyiséggel is végezhetd meghatarozas, a
1ézer alapt technika lehetdvé teszi az eldre és oldalra iranyuld fényszoras elemzését is a
fluoreszcencia mellett. A mintaoldat aramlasi cellan halad keresztiil, majd a fokuszalassal
részecskénként vilagitjdk meg a lézerfénnyel, mérve a kiilonbozd irdnyt fényszorast és
fluoreszcenciat. Az elemzés soran a részecskék méreteloszlasa is vizsgalhato.
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A Raman spektroszkopia lehetdséget nytjt a baktériummintak roncsolasmentes, gyors
¢és akar sejtenkénti vizsgélatara [46]. A 1ézerfény szorodasan alapuld spektroszkopiai technika
specifikus, a minta Osszetételének meghatarozasara alkalmas informaciot ad a molekulara
jellemzd rezgések elemzésével. Kombinalasa mikroszkoppal kis mintatérfogatban végzett
elemzéseket, akar sejtek kiilon-kiilon vizsgalatar is biztositja. Az IR (infravorés)
spektroszkopidval ellentétben a viz nem zavarja a meghatdrozast, mivel gyenge Raman
szorodast mutat. A gerjesztési hulldmhossz megfeleld0 megvalasztasa fontos, mivel a
fluoreszcencia akadalyozhatja a Raman szorédas mérését. Probléma a Raman jelek gyengesége,
aminek felerdsitéséhez specialis technikdk sziikségesek, mint a feliilet erdsitett Raman
spektroszkopia (Surface Enhanced Raman Spectroscopy - SERS), ahol fém nanorészecskéket,

vagy nanostrukturalt fémfeliileteket haszndlnak a gyenge Raman-jel felerdsitésére.

A feliileti plazmon-rezonancia (Surface plasmon resonance - SPR) a Kretschman-
geometrian alapul6 elrendezés esetén a teljes belsd visszaverddés jelenségén alapul, ami két
kiilonbozé optikai tulajdonsagi kozeg hatarfeliiletén alakul ki [47]. A kisérletek soran
polikromatikus fénysugarat bocsatanak a chip feliiletére. A kialakuld6 plazmon rezonancia a
beesési szog fliggvénye, amit tobb tényezd is befolyasol, mint a fény hulldmhossza és a
dielektrikus kozeg. A torésmutatod valtozasa igy a szog valtozasaval is jar. Az SPR chip feliiletén
vékony aranyréteg talalhatd, amire olyan receptorokat rogzitenek, amik képesek a minta
molekulaival kdlcsonhatast 1étrehozni. Amikor interakcid jon 1étre az analit és az immobilizalt
receptor kdzott, megvaltozik a torésmutatd, ami az SPR szog eltolodasaként érzékelhetd, amely
a molekulatomeg €s a koncentracié fliiggvénye [48]. Az SPR modszer valos idében, kvantitativ
¢s jelolésmentes detektalast biztosit. Mind fehérje €s kismolekulak kimutatasara alkalmaztak,
de als6 kimutatasi hatara a baktériumok esetében még elmarad a tobbi modszertdl (el6készités

nélkiili E. coli O157:H7 minta esetén 5-107 CFU/mL [47]).
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2.2.5 Elektrokémiai modszerek az enzimaktivitas meghatarozasara

Az elektrokémiai detektalasi technikak alkalmazasaval szamos, a hagyomanyos ¢és
eddig bemutatott miiszeres meghatarozasokra jellemzd probléma kikiiszobolhetd. A kiilonb6zo
elven mikddo detektalasi lehetdségek az amperometria, az impedancian alapulé mddszerek, a
potenciometria és a konduktometria [49]. Az amperometrias detektalas alapjan miikodo
szenzorok gyors €s érzékeny meghatarozast biztositanak, ennek megfelelden alkalmazasuk is
sokréti. A DNS alapi technikdk ¢és antitesteket alkalmazé moddszerek mellett az

enzimreakciokon alapuld meghatarozésok is el6térbe keriiltek [50].

Az adott enzimreakcidban keletkezd termék elektrokémiai mérése az enzimaktivitds
kozvetett meghatarozasara ad lehetdséget. A Zhang és munkatarsai [51] altal készitett szenzor
az enzimaktivitas gyors meghatarozasat teszi lehetové olyan folyamatos méréstechnikaval, ahol
a kalibraci6 kozvetleniil a mérés eldtt torténik. Négy, diagnosztikai szempontbdl relevans enzim
esetén (alkohol dehidrogendz - ADH, laktdt dehidrogendz - LDH, xantin oxidaz - XOX, ¢és
gliikoz oxidaz - GOX) a kimutatési hatarok a 0,0031 — 0,2 U/L tartomanyban voltak. Az assay
elsO 1épése a szubsztrat hatterének felvétele, majd a kalibracié a termék spikeolasaval tobbszor
egymas utdn, végiil ismert aktivitasti enzimet adtak hozza. A kalibracidra illesztett meredekség
¢s az enzimreakcid sordn meghatarozott meredekség hanyadosaval szamithato az
enzimaktivitas, amely meghatdrozdsa minden esetben 3%-nal kisebb relativ hibaval tortént.
Rochelet [52] a p-glikuronidaz aktivitasat a p-aminofenil-f-D-gliikopiranozid (PAPG)
szubsztratbol keletkezd termék ciklikus voltammetridas (CV) mérésével hatdrozta meg. A
modszer az E. coli gyors és specifikus kimutatasat teszi lehetdvé komplex kornyezeti mintadkban
(pl. szennyviz). Az enzimatikus hidrolizis sordn p-aminofenol (PAP) szabadul fel. A CV-vel
mért anddos csucsaram intenzitdsa aranyos a [-gliikuronidaz-al, amin keresztiil a baktériumok
mennyisége is meghatirozhato a vizsgalt mintdban. A méréseket szitanyomtatott elektrodokkal
végezték, optimalizalt pH és szubsztrat koncentracio esetén a [-gliikuronidaz enzim kimutatasi
hatarértéke 10 ng/mL volt. A lizist megel6zéen a koncentralast elosegitve a mintadk 10 mL-ét
(0,45 um poérus atmerdjii szlirdn) szlirték, a lizist Triton X detergenssel végezték. A modszert

PCR-rel is 6sszehasonlitottdk a szennyvizmintak vizsgélata esetén.

Az elektrokémiai impedancia spektroszképia (EIS) jellemzé alkalmazéasa
biomolekuldk esetén az enzimek, antigének vagy antitestek elektrédokon torténd
immobilizacidjanak nyomon kovetése. A mért értékek és a biologiai rendszerek

Osszekapcsolasa fenomenoldgiai modellek segitségével, példaul egyenértékli aramkor
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illesztésével torténik. Vidakovic-Koch [53] és munkatarsai a torma-peroxiddz enzim esetén
allitottak fel harom kiilonb6zd matematikai modellt, ami a hidrogén-peroxid redukciod
mechanizmusat felhasznalva definialja az elméleti elektrokémiai impedancia értékeket. Ezzel a
klasszikus egyenértékli aramkori modell illesztése helyett az enzimreakcid kinetikai

paraméterei alapjan értelemezték az impedanciat.

Smith ¢és munkatarsai a gliikoz oxidaz enzim reakcidjanak amperometrias ¢&s
potenciometrias kovetésének lehetOségét hasonlitottdk Ossze [54]. A GOx altal katalizalt
reakcidban a gliikoz szubsztrat glukono-o-lakton termékké alakul, az enzim koszubsztratjaként
pedig egy redoxpart, ferrocén-metanol/ferrocénium-metanolt (FcMeOH/FcMeOH")
alkalmaztak. A reakcio soran a gliikoz oxidaz elektront ad at a ferrocénium-metanolnak. A
potenciometrids reakciokdvetés sordn a redox par aranyéanak valtozésa a Nernst egyenlet altal
meghatarozott potencialvaltozassal jar, igy az iddbeli lefutdsa kovethetd. Amperometrids
esetben az koszubsztrat redukcioja altal generalt aram valtozasat ultramikroelektrodon (UME)
kovették, amely az enzimreakcid elérehaladtaval csokken, ahogy az enzimreakcid fogyasztja a
koszubsztratot. Tesztelték a munkaelektrod anyagénak hatdsat (arany, platina és tivegszerii szén
(glassy carbon - GC)) és harom kiilonb6z6 redox mediator alkalmazasat is. Osszehasonlitva a
két technikat, mindkét esetben hasonlo értékeket kaptak az enzim atviteli szdmanak (furnover
number) meghatarozasakor. Az amperometria esetén probléma, hogy a kis
koncentraciotartomanyokban jellemzOen nagyon kis aramértékek preciz mérését kell

megoldani, hogy a meghatarozas ne legyen nagy mérési bizonytalansaggal terhelt.

A potenciometria eldnyei, hogy egyszerlien automatizalhato, az dram rendkiviili kis
értéken tartasa (pA4 nagysagrend) nem destruktiv analizist tesz lehetdvé, a Nernst egyenlet pedig
az elektrod méretétdl fiiggetlen meghatarozasi elvet biztosit. Az optikai meghatarozashoz
képest kis mintamennyiségek is vizsgalhatoak és mig a kis tthossz ennél a technikanal
jelentdsen rontja a meghatarozas érzékenységét, a potenciometrianal nincs ilyen jellegii
korlatozas, igy koncentraltabb mintdk is vizsgalhatoak. A jelenlegi modszerek koziil azonban

csak nagyon kevés, potenciometrias detektalast alkalmazo meghatarozas van.
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2.2.6 Papir alapi médszerek

A papir alapu szenzorok a diagnosztika 1j iranya, a point of care®(POC) eszkozok
szempontjabol idealis tulajdonsagokkal rendelkeznek. A WHO' REASSURED [55] programja
szerint az idedlis diagnosztikai teszt képes kis mennyiségek elemzésére, hordozhatonak kell
lennie €s az analizis kevés feldolgozasi 1épéssel és minimalis mintaelokészitéssel jar. Mindezt
hatékonyan, valtozd kornyezeti feltételek mellett és a megfeleld, relevans klinikai
koncentracidtartomanyban. A vizsgalt folyadék halmazallapoti mintak rendkiviil véltozatos
Osszetétellel rendelkeznek, komplex matrixot eredményezve a mérések végrehajtasa

szempontjabol, ennek megfelelden szamos detektalasi technika elérheto (3. Tablazat).

A legelterjedtebb papir alapt szenzor tipus a lateralis aramlasi teszt (lateral flow assay
- LFA), kolorimetrias detektalasi technikaval [56]. A tesztcsik felépitése egyszerli, a minta
felcseppentése soran végighalad az éltaldban nitrocelluldz membran feliiletén kialakitott
konjugalt parnan (conjugate pad), a teszt és kontroll teriileten, majd egy abszorbens koti meg.
Az analat elsdként szines jelolt antitestekkel 1ép reakcidoba, majd a tesztcsikon rogzitett
antitestekkel szendvics-komplexet hoz 1étre, megvaltoztatva a tesztcsik szinét. A maradék jelolt
antitest a kontroll csikon kétddik meg. Negativ minta esetén egyediil a kontroll csikon kdtédnek

meg a jelolt antitestek.

Az LFA technikat kidolgoztdk baktériumok detektilasara, pl. Salmonella esetén
szendvics-immunoassay fejlesztésével [57]. A baktériumok elvalasztdsdt a minta matrixtol
magneses gyongyokkel végezték, a detektalas alapja f-galaktozidaz enzim Aaltal katalizalt
reakcid terméke. A reakcid szinvaltozassal jar, a szubsztrat a sarga szinti klorfenol-voros-p-D-
galaktopiranozid (chlorophenol red-p-D-galactopyranoside - CPRG), amelybdl az enzim
hatasara voros termék keletkezik. A szenzorral elért LOD 440 és 640 CFU/mL a sejtkultara

kdzegében és tejben.

A kolorimetrias detektalas (LFA-n kiviili) alkalmazéasara példa a baktériumok altal
kibocsatott illékony szerves vegyiiletek (volatile organic compounds - VOCs) mérése. A
kiilonboz6 baktériumok eltérd dsszetételli VOC kibocsatasa lehetdséget ad meghatarozasukra.

Bordbar és munkatarsai [58] az S.aureus, L. monocytogenes, E. coli és Proteus mirabilis

6 Olyan vizsgélat, amit a gyogyitas helyszinén végeznek el a mintavételtdl az eredmények kiértékeléséig. Ilyen a
vércukormérés, terhességteszt, narkotikumok sziirése

" World Health Organization
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vizsgalata soran rendre 88, 94, 89, 92 CFU/mL LOD-al a kiilonb6zé VOC mintazatok

alapjan azonositottak a baktériumokat viz és vizeletmintak vizsgalata soran.

3. Tablazat A papir alapu szenzorok kiilonboz6 detektalasi lehetdségeinek dsszevetése

Technologia Technologia jellemzoi Baktérium tipus Korlatok
Kolorimetria gyors (5-30 perc) és egyszeri Salmonella Kvantitativ
szabad szemmel is lathato S.aureus meghatarozasi
valtozas L. monocytogenes problémak
hordozhato E. coli Zajtiirés
alacsony LOD 10-10° CFU/mL  Proteus mirabilis mérsékelt
Elektrokémia gyors (5-30 perc) E. coli Elektrod kezelés,
alacsony LOD 10-10° CFU/mL P, aeruginosa kalibracio,
hordozhat6 biofouling
koltséghatékony (biofilm
képzodés)
Fluoreszcencia kvalitativ és kvantitativ analizis S. aureus Draga
alacsony LOD 10-10° CFU/mL  Streptococcus pyogenes —miiszerezettség
nagy lineéris tartomany E. coli Fényérzékenység
reprodukalhaté P aeruginosa
kis mintamennyiség L. monocytogenes
Cronobacter
Kemilumineszcencia olcso reagensek Bacillus anthracis Nem
0O jel/zaj viszony hordozhato,
alacsony LOD 10-10% CFU/mL Draga
miszerezettség

A kolorimetrids mellett a papir alapia LFA teszteknél is alkalmazhato fluoreszcens

detektalas. A gyors analizisiddnek koszonhetéen akar 15 masodperc alatt is azonosithato a
szepszist okozd S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli és P. aeruginosa [59]. A modszer
pepszinnel, tripszinnel, ovalbuminnal és glutationnal moédositott fluoreszcens arany €s réz
nanoklasztereket alkalmaz, als6 kimutatdsi hatdrai a 20-60 CFU/mL tartomanyba estek. A
detektalas okostelefonnal is végezhetd, a modszert valos mintdkon is tesztelték, a bakterialis

fertdzést sikeresen azonositottdk 40 gyermekbdl alld csoportban.

A baktériumok szelektiv meghatarozasa torténhet a benniik taldlhatdo enzimek
reakcidinak kihasznalasaval, a mar emlitett szines termék képzddésével jard szubsztratok
alkalmazaséaval, pl. E. coli, L. monocytogenes és Cronobacter esetén [60]. Az alacsony
enzimaktivitasi tartomanyban végzett mérések hosszabb inkubécids idot igényelnek. A hosszu
inkubécios 1d6 elkeriilésére megoldast jelenthet az immunmagneses szeparacion alapuld,

nanorészecskék altal kivaltott jelerdsités, amivel az E. coli O157:H7 torzsét vizsgaltdk
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szennyezett tejmintakbol. A folyamat soran a baktériumok az antitesttel jelolt magneses
gyongyokkel és eziist nanorészecskékkel szendvics komplexet alkotnak. Hidrogén-peroxid
(H202) hozzéaadésara eziistionok (Ag") szabadulnak fel, ami a jel feler6sodését eredményezi.
Az assay eredményeinek kiolvasasa egy kvantumpontokat tartalmazd papircsik oldatba
helyezésével torténik, a kapillaris erd hatasara a keletkezett ionok végig haladnak a papircsikon,
kioltva a fluoreszcenciat (,kvencselés”) az Ag" és a kvantumpontok kozotti kationcsere-
reakcionak koszonhetden. A kezelt papircsik UV fény alatti vizsgalata megmutatja a kvencselt
szemmel torténod kiértékelés esetén az LOD 500 CFU/mL, ami 6sszemérhetd mas fluoreszcens
immunmagneses elvalasztast alkalmazo LFA-k alsé kimutatasi hataraval (10°-10* CFU/mL). A
modszer hatranya, hogy koriilményes, sok 1épéses a miivelet és a fluoreszcencia miatt nem

hordozhatd, specialis fényforrast igényel.

Egyéb alternativ detektdldsi technika a kemilumineszcencia, ami érzékeny (100
CFU/mL als6 kimutatdsi hatar), minimalis mintael6készitést igényld6 meghatarozast tesz
lehetéveé [61]. A mddszer a papir alapu szenzorok és a 2D kromatografiat kombinalva ad
lehetdséget a Bacillus anthracis spordk azonositdsdra. Probléma azonban a draga
miiszerezettség és a stabilitds. Az optikai modszerek szamos alkalmazasahoz képest az
elektrokémiai moddszerek elényds tulajdonsagaik ellenére, mint a gyors analizis,
koltséghatékony eszkozeldallitas és méréstechnika, illetve a hordozhatosadg joval kevésbé

elterjedtek.

Az elektrokémiai detektalasi modszerek esetén (a hagyomanyos technikakhoz
hasonléan) gyakran a minta higitdsa sziikséges. Jelentds eldny a technika kompatibilitasa a
multiplex szenzorplatformok kialakitasaval és a helyszini mérések lehetdsége. Az impedancia
alapi meghatarozassal az E. coli ¢és P. aeruginosa vizsgalata is lehetséges kiilonbozo
vizmintadkban [62]. A szenzor készitése soran a Whatman tipust szlirOpapirra (poérusmeret: 11
um) elséként polianilint véalasztottak le oxidativ polimerizacidval, majd két eziist elektrodot
alakitottak ki a papir két szélére. Ezt kovetden glutaraldehiddel funkcionalizaltdk a polianilin
bevonatot. A baktériumok kikotédése a membranon megvaltoztatja az elektroédok kézott mért
dielektrikus allandot, ezzel egyiddben a baktériumok metabolizmusabdl szarmazd ionos
termékek csokkentik az oldat ellendllasat. Az ellenallas és kapacitiv valtozdsok a szenzor
impedancidjat modositjak. A lakossagi szennyviz €s csapviz vizsgalata sordn a kimutatasi hatar

mindkét baktérium esetén 500 CFU/ml.
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Karuppiah és munkatarsai [63] grafén elektrodra nanostruktaralt grafén-oxidot (GO)
valasztottak le, amit utana lektinnel (Concanavalin A) mddositottak. A lektin képes felismerni
az E. coli specifikus felilleti cukorstruktarajat és kotést Iétrehozni vele. A
baktériumkoncentracid meghatarozasara elektrokémiai impedancia spektroszkopiat hasznaltak
(EIS), a tdltésatlépési ellenallas linedrisan ndvekszik a baktériumkoncentracioval a 10-10%
CFU/mL tartomanyban, a kimutatasi hatar 10 CFU/mL. Qin csoportja 3D origami szenzort
készitett szilard belso elvezetési elektrodokkal [64]. Modell enzimként a butirilkolin-észterdzt
valasztottak, az enzim altal katalizalt reakcioban keletkezo6 butirilkolin ionszelektiv elektroddal
mérhetd, folyamatos monitorozast lehetévé téve. A szenzor alkalmas az organofoszfat tipusu
peszticid metilparation mérésére, mivel a metilparation inhibitora az alkalmazott butirilkolin-

észterdz enzimnek.
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2.3. Anioncserélo tipusu ionszelektiv elektrodok alkalmazasa

Az ionszelektiv elektrodokat (ion selective electrode — ISE) els6sorban
potenciometridban alkalmaznak. Potenciometria esetén egy galvancella elektromotoros erejét
(electromotive force - EMF) egy indikatorelektrod és egy referenciaelektréd kozott mérik. A
mérések alatt az aramerdsséget p4 nagysagrendben tartjdk nagy bemeneti ellenallasu

fesziiltségmérdt hasznalva.

Az ionszelektiv elektrodok potencialvéalaszanak leirdsara a fazishatar — potencial
(phase-boundary potential - Epp) modellt alkalmazzak. Ez alapjan a mért potencidl az
oldat/membran hatarfeliileten kialakuld toltésszétvalds eredménye. Az ionok membranba
jutasat az ioncseréld korlatozza, mely a permszelektivitasért felelds, azaz csak az ellentétes
toltésti ionok juthatnak be a membranba. Az ionofor felel a mérendd ion szelektiv
komplexalasaért. A mért fesziiltség az 0sszes fazishatar potencial 6sszege a galvancellaban. Ha
a rendszer termodinamikailag egyensulyban van, az egyetlen valtozd potencidlii tag az

oldat/membran hatarfeliiletet leird Epptag, az dsszes tobbi konstans.

Ha az elsddleges ion aktivitasa (amely elsdsorban meghatidrozza az ISE valaszat)
valtozik az oldatban, az egyensuly ujra helyreall, és ennek kovetkeztében az Epp is valtozik. A
lipofil tulajdonsagt anioncseréld biztositja, hogy az I elsédleges ion aktivitdsa a membranon
beliil alland6 legyen, igy az Eps csak az ion oldatbeli aktivitasatol fliigg. Az Epg -t leird

Osszefiiggés igy a jol ismert Nernst-egyenlet (1. egyenlet)
2,303-RT
Epp = E° + Tlg(al;o) )

Ahol az o: oldat I: ion, a; az [ ion aktivitdsa, R az egyetemes gazéallando, z az ion
toltésszdma, F a Faraday allando, T az abszolut hémérséklet, E® az indikatorelektrod standard

potencialja (ar = 1 esetén).

Az egyenlet alapjan az elsddleges ion aktivitas 10-szeres valtozasa 59,2 mV/z
potencialvaltozast jelent (25 °C-on). Mivel a mintaban az elsddleges iontdl eltérd, zavard ionok

is jelen vannak, a Nikolsky-Eisenman altal kidolgozott potenciometrids szelektivitasi
tényezdvel (K 1’}“) sulyozva vessziik figyelembe a hatasukat a potencidlvalaszra. A kiegészitett

szemi-empirikus Nikolsky-Eisenman egyenlet (2.):

Z]
0,05915 t =z
Epp = E° + z_,lg (a + X, K} a]]) (2)
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Ahol K. ,’}Ot a potenciometrias szelektivitasi tényezo, / az elsédleges/mérendd ion, J pedig

a zavaro iont jeloli. Jellemzden a szelektivitasi tényezd logaritmusat tiintetik fel.

Egy tipikus ionszelektiv membran jellemzden 30-40% polimer matrixot, 60-70%
lagyitot, 0,5 - 2%-ban ionofort €s az ionoforra nézve 50 moélszazalék ioncserélot tartalmaz. Az
anioncseréld membranok esetén az ionofor hidnya miatt minden anionra valaszolnak. A
szelektivitast itt a kiilonb6z0 jelenlévd anionok lipofilitasa adja, igy a legnagyobb szelektivitast

a leginkabb lipofil anionra kapjuk [65].

Kutatécsoportunkban kordbban mar alkalmaztak anioncseréld elektrédokat humén
prosztata specifikus antigén (PSA4) valos szérum mintakbdl torténd meghatarozasara [66]. A
mikrotiter talcdban, 150 pl térfogatban végrehajtott ELISA (Enzimhez kotétt immunszorbens
assay), potenciometrids kiolvasdsidra az egyszerli és olcsd, anioncseréld mikroelektrodok
alkalmasak. Az ELISA soran hozzéadott PSA antitestet galaktozidaz enzimmel (GAL) jelolték,
az enzim egy szubsztratjat, a DIFMUG-ot hozzdadva az enzim katalizdlta reakcidoban a
galaktopiranozid anionos hidrolizis terméke keletkezik, amely potenciometriasan mérhetd. Az
anioncseréld elektrod szelektivitisa a mintdban 1évd anionok lipofilitdsanak fiiggvénye. A
keletkezd DIFMU anion sokkal lipofilabb tulajdonsagu (logP = 1,83), mint barmelyik
szervetlen anion, amely az alkalmazott pufferekben eléfordulhat. A modszerrel sikeresen

mutattak ki a PSA-t szérumban, a linearis koncentraciotartomany 0,1-50 ng/ml volt.

A baktériumok mérésére eddig még nem alkalmaztak potenciometrias detektalast, a
technika szamos eldnye ellenére. Munkam célja igy egy olyan potenciometrids detektaldsi

technika kifejlesztése volt, amely alternativat nydjthat az optikai modszerek mellett is.
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3. Kisérleti anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt alapanyagok

A kisérletek soran felhasznalt anyagokat tartalmazza a 4. Tablazat.

4. Tablazat A felhasznalt anyagok neviik és beszallitd szerint

Vegyszerek Beszerzési cég
Ionszelektiv membran komponensek
TDMA-NO:3 (Tridodecil-metil-ammoénium-nitrat) Sigma-Aldrich
TDMA-CI (Tridodecil-metil-ammonium-Klorid) Sigma-Aldrich
PVC (Polivinil-klorid) Sigma-Aldrich
0-NPOE (orto-nitrofenil-oktil-ézer) Sigma-Aldrich
1- dekanol Sigma-Aldrich
THF (tetrahidrofuran) Sigma-Aldrich
Na ionofor X Sigma-Aldrich
Na-TFPB (ndtrium-tetrakis[3,5- Sigma-Aldrich

bis(trifluorometil)fenil]borat)

Enzimreakciok vegyszerei

PBS (Phosphate buffered saline) tabletta Sigma-Aldrich

B- galaktozidaz (from E. coli 0,001 U/ul) Invitrogen

vizmentes MgS(04 Molar
Chemicals Kft.
(Halasztelek)

CuS0O4 *5 H20 Reanal,
Budapest

1 M NaOH Merck,
Darmstadt

DIFMU (6,8-difluoro-4-metilumbelliferon) Invitrogen

Oldatkészitéshez hasznalt vegyszerek

NacCl Sigma-Aldrich
KCI Sigma-Aldrich
NaNO3 Sigma-Aldrich
Etanol Molar
Chemicals Kft.
(Halasztelek,
Magyarorszag)
Metanol Molar
Chemicals Kft.
(Halasztelek,
Magyarorszag)
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A vizes oldatokhoz hasznalt ioncserélt vizet (18,2 MQ-cm fajlagos ellenallas 25°C-on)
Millipore Direct-Q 3 UV viztisztitdé berendezés segitségével allitottuk elé (Merck Millipore;
Billerica, MA, USA).

3.2 A felhasznalt oldatok készitése

3.2.1 Munka puffer (Working Buffer — WB)

A PBS tablettat az eléirasnak megfelelé 100 ml desztillalt vizben oldottam ultrahangos
vizfiirdo segitségével, majd desztillalt vizzel &tmostam 200 ml-es mérélombikba. A
homogenizalast kovetden az oldat 6sszetétele 10 mM foszfat, 0,0027 M KCl és 0,137 M NaCl.
A mérések soran hasznalt munkapuffer (Working buffer - WB) 1 mM PBS 1 mM MgSO4
tartalommal. A készitéséhez 10x higitottam a tabletta feloldasaval kapott puffert, mikozben
hozzaadtam az analitikai mérlegen bemért szilard MgSOs-et. A pH-t 1 M NaOH hozzaadéasaval
7.7-re allitottam be.

3.2.2 Enzimaktivitas mérésének oldatai

A p — galaktozidaz torzsoldatot mindig frissen készitettem, a munkapufferben (WB).
A bemérést UV lampas zéarhatd fiilkében végeztem, elszivads mellett. A munkafolyamat
megkezdése eldtt a fiilkét UV fénnyel sterilizaltam 15 percig. A f — galaktoziddz enzim
toményebb, fagyasztoban tarolt oldatabol (0,001U/ul) 100x és 1000x higitasokat készitettem
Protein LoBind® Eppendorf csovekbe. Az oldatot 10 percig razattam 250 rpm-el, majd

vortexeltem.

A 0,5 mM DIFMUG oldat készitésekor az analitikai mérlegen bemért szilard DIFMUG-
ot a megfeleld mennyiségli WB-ben oldottam fel, vortexeltem, 10 percig 250 rpm-el razattam,

majd ultrahangos flirdovel segitettem a feloldodast (10 perc).

A 2mM CuSO4 STOP reagens készitését is WB-ben végeztem, az analitikai mérlegen

bemért szilard CuSQOs-bdl 25 mL-es mérdlombikban készitettem oldatot.

3.2.3 DIFMU Kkalibracios sor készitése
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A DIFMU kalibracios sor készitését a 10° M DIFMU oldat készitésével kezdtem.
Minden oldat a WB-ben késziilt. A szilard DIFMU analitikai mérlegen tortént bemérését
kovetden és a WB hozzaadasa utan ultrahangos fiirdébe helyeztem az Eppendorf csovet (10
perc). A kalibracios sor higitdsakor a 10> M - 10 M tartomanyban a logaritmikus skalan a

crer

tobb adatpontot tudjak rogziteni.

3.3 lonszelektiv elektrodok készitése

3.3.1 Makroelektrodok készitése

A membrén optimalizacidjanak méréseit makroelektrodokkal végeztem, Un. Phillips
elektrodtestbe szerelve. Tobb anioncseréld membrandsszetétel Gsszehasonlitdsa utan az
idedlisnak itélt membrandsszetétellel készitettem el a pipettahegy-elektrodokat. Minden
membran készitésekor azonos munkamenetet kovettem. A kiilonb6zé membranok
Osszetételét mutatja be a 5. Tablazat.

5. Tablazat A membrandsszetétel optimalizalasa soran készitett kiillonb6z6 anioncseréld
membranok

Kiindulasi Optimalizalt
membran M_2 M_3 membran
K) (M_4 vagy opt)
Membrankomponens Tomegszazalék [m/m %]
Anioncserélo TDMA-CI 35 35 7,1
TDMA-NO3 0,6
Lagyito o - NPOE 64,5 48,2 62,5 59,6
1- dekanol 16,1
Matrix PVc 32,0 32,2 30,4 39,8

A membrankomponensek  Osszemérését kovetéen a keveréket 2 ml
tetrahidrofuranban (THF) oldottam fel, majd egy napon at csigds keverére helyezve
kevertettem a membrankoktélt. A komponensek feloldédasat kovetéen 24 mm atmérdja

liveggylirlibe ontdttem a membrankoktélt, a THF elparolgasa érdekében nagyjabol egy
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napot allni hagytam. A makroelektrodok Osszeszereléséhez 7 mm atmérdjii darabokat

vagtam ki az elkészitett membranokbol. Bels6 oldatként 0,01 M KCl oldatot hasznaltam.

3.3.2 Pipettahegy mikroelektrodok készitése

A pipettahegy elektrodok készitésekor tobb konstrukciodt is teszteltem. Minden
esetben az anioncseré¢ld elektrodok készitését az optimalizalt Gsszetételli anionszelektiv
membran THF-ban torténd feloldasaval kezdtem, ahol a membran: THF tomegaranya 1:13

volt.

A mérések soran alkalmazott konstrukcid esetén 10 pl-es pipettahegyeket
(Eppendorf 1-20 ul pipettahegy) hasznaltam. A pipettahegyeket négyszer atmostam THF-
al, a membran jobb tapadasat eldsegitve. Ezt kdvetden a pipettahegyeket pillanatszeriien a
membrankoktélba meritettem, majd egy éjszakdra elszivo fiilkében, egy pipettahegy
tartoban hagytam szaradni. Ezt kdvetden a pipettahegyeket feltdltottem a belsd oldattal, ami
0,01 M KCI-t és 1 mM MgSOu-et, 10> M DIFMU-t tartalmazé 1 mM PBS, majd egy
Ag/AgCl szalat rogzitettem a pipettahegyekbe Parafilm®-mel. Az anioncseréld pipettahegy

elektrodok felépitését mutatja be a 6. abra.

Ag/AgCl szal

Belsd oldat

1 mM PBS Anioncserélé membran

1 mM MgSO

1(;anKgCl ! PVC o-NPOE TDMA-NO3

10° M DIFMU H3C

H3C(HzC)1gH2C-. |, ~CHz(CHp)1oCH.

Ii' (i';l OCH(CHa)sCHa 3C(H2C)10H2 r‘q‘ 2(CHz)10CHg
CI_? @ CHz(CHz)10CHg
H HJ, NO;

o]
N
oo

6. abra - A pipettahegy-mikroelektrodok felépitése

Kezdetben referencia elektrodként Celgard® membrannal készitett elektrodokat
hasznaltam. A késébbiekben a Na" szelektiv pszeudo-referencia elektréd hasznalata mellett
dontottiink.  Felépitése szerint megegyezik az  anionszelektiv  elektrédokkal,
membrandsszetételét mutatja be a 6. Tablazat.
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6. Tablazat: A referencia elektrodokhoz készitett Na* szelektiv membran tomegszazalékos
Osszetétele

Membran komponens Tomegszazalék [m/m%]|
Na ionofor X 0,70
Na-TFPB 0,36
o - NPOE 32,96
PVC 65,98
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3.4 Potenciometrias mérések

A potenciometrias mérések soran az elektrodokat egy 16 csatornds, nagy bemeneti
ellenallast (10'° Q) fesziiltségméréhoz csatlakoztattam (Lawson Labs, Malvern, PA, USA). A

mérésekett Faraday-kalitkaban végeztem.

3.4.1 Kalibracio a makroelektrodokkal

Az elvégzett nitrat és p — nitrofenol kalibraciokat megelézden az Osszeszerelt
makroelektrodokat 1 mM NaNOs oldatban kondicionaltuk. A p—nitrofenol kalibracio esetén
fontos volt a pH bedllitdsa, ami biztositja az anionos forma jelenlétét. Ehhez a méréseket
10-es pH-n végeztiikk, a pH-t 1 M-0os NaOH hozzaadasaval allitottam be. Referencia
elektrodként kett6s sohidas referenciaelektrodot (N0.6.0729.100, Metrohm AG, Herisau,
Svdjc, bels6 oldat 3 M-0s KCI-t, kiils6 referencia oldat 1 M-o0s LiOAc) alkalmaztam.

3.4.2 Kalibracio pipettahegy - mikroelektrodokkal

Az elektrodokat egy estén at a munkapufferben (WB - 1 mM PBS, 1 mM MgSOs)
kondicionaltam. A mérésekhez egy 3D nyomtatassal, altalunk tervezett és készitett
elektrodtartot hasznaltam, ami a referencia elektréd mellett hdrom parhuzamos elektrod
mérését teszi lehetdveé, minddssze 250 pl oldattérfogatban. A mérési elrendezést mutatja be

a 7. abra.

3D nyomtatott o
mintatartd Mérés mikrotiter talca

welljeiben, ~250 pl

3 anionszelektiv elektrod és
| | 1 Na* szelektiv RE
i

7. abra - A pipettahegy-mikroelektrodokkal megvaldsitott mérés bemutatasa
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A kalibraci6 soran minden egyes mért koncentraciot kovetden nagyobb térfogata (8
ml) pufferbe helyeztem az elektrodokat 2 percig. A méréseket mikrotiter talca 250 pl-es

welljeiben végeztem.

3.4.3 Enzimreakciok mérése

Az enzimreakciok mérését 250 pl-es wellekben végeztem. A reakcidk soran az
enzimmennyiséget 0,02 — 0,2 mU kozott valtoztattam. A reakcido minden esetben 150 pl 0,5
mM DIFMUG szubsztrat oldat hozzaadéasaval, 30 percig tartott, ezutan 2mM CuSO4 STOP

reagenssel leallitottam.

A baktériummintak mérését szintén 250 pl-es wellekben végeztem, 50 pl lizdtumhoz
100 pl 0,5 mM DIFMUG szubsztratot adtam hozzé, majd a 30 perc leteltével a STOP reagenssel

leallitottam a reakciot, ezt kdvetden végeztem a potenciometrids méréseket.

3.5 Fluoreszcens képalkotas

A DIFMU kalibracio és a végzett enzimreakcidk esetén a potenciometria mellett
fluoreszcens képalkotassal is ellendriztem a kapott eredményeket. A hasznalt berendezés
Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad) tipust. A késziilék standard szlirdvel és
UV atvilagitassal miikodik. Az eszk6zhoz tartozé szamitogépes programban (ChemieDocTM
MP) sajat, egy csatornas protokollt (single channel protocol) allitottam be, ahol gél
leképezésére a Bio-Rad Mini ReadyAgarose Gel géltipust hasznaltam. A megvilagitasi idot a
szoftver automatikusan optimalizalja, a felvételt sziirke szinarnyalatokban jeleniti meg. Az
elkésziilt képen lehetdség van elemzés végrehajtasara, ehhez a Volume tools opcion keresztiil a
Round vélasztasaval azonos korteriilet jeldlhetd ki az egyes wellekre. Minden esetben vettem
fel hattérjelet is (background), amit a puffert tartalmazé wellre allitottam be. Igy a tobbi

korteriilet intenzitasat ahhoz viszonyitva szamitja a program.
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3.6 Baktériumok szaporitasa

Az €10 baktériumokat tartalmazd mintdk elkészitését Berkl Zsofia (Kornyezeti

Mikrobiologia és Biotechnologia Kutatocsoport) végezte.

Az O/N kultira (Escherichia coli ATCC 11775) elkészitésének 1épései:
- 100 ml LB® tapoldat + 1 kacs ferde agaron fenntartott (két parhuzamos mintaban)

- fenntartas: 250 ml lombikban, 150 rpm-el, 16 6ran keresztiil razatva 25°C-on, sététben

Az O/N kultira higitasanak munkafolyamata:
- 50 ml homogén minta pipettazasa 50 ml-es, steril Falcon-cs6be
- centrifugalés (10 perc, 7000 rpm)
- tapoldat eltavolitasa, sejtek szuszpendalasa 50 ml PBS pufferben (vortexelés)
- 2x mosas PBS pufferben
o centrifuga (10 perc, 7000 rpm) — PBS le — friss PBS — szuszpendalas (vortexelés)
o centrifuga (10 perc, 7000 rpm) — PBS le — friss PBS — szuszpendalas (vortexelés)
- sejtek felvétele PBS pufferben (centrifuga — PBS le — friss PBS — szuszpendalas)
- Osszes sejtszam meghatarozasa (Biirker-kamras sejtszdmlalés, higitds PBS-sel)
o 5 ml homogén mintat vesziink a sejtszuszpenziobol
o legalabb 10 db parhuzamos cellaban szamolni
- higitasi sor készitése
o sejtszdm alapjan tizes 1éptékii higitasi sor készitése 10 ml térfogatban, nagy
kémcsdben
o becsiilt sejtszam: kb. 10'° db sejt/ ml — cél: 1 db/ml elérése az utols6 tagban — 10
tagl higitési sor készitése PBS-sel — kb. 10°-10'° db sejt/ml szuszpenziok)
O/N kulttra vizsgalata:
szélesztés (LB + 3% agar) inkubécio 25°C-on — telepszamlalas (3 nap utan)

- OD: SANYO spektrofotométer (600 nm, legaldbb 2x higitas, LB)

8 LB: Lactose Broth
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Az O/N kultara vizsgélata igazolta, hogy az eldzetes, Biirker kamraval végzett
Osszsejtszam meghatdrozas (becsiilt darabszdm) megegyezik az élésejtszammal, amit a
tenyésztéses eljarassal (lemezontéses eljaras) vizsgaltak.

A kapott eredményeket a 7. Tablazat tartalmazza.

7. Tablazat A lemezontéses eljarassal kapott eredmények

Minta Telepszam Telepszam Telepszam Telepszam CFU/ml
[db] atlag [db] SZOras szoras%

10 db/ml 1 1390 1,33E+03 51,2 3,8 1,33E+04
2 1308
3 1296

102 db/ml 1 432 4,76E+02 38,8 8,1 4,76E+03
2 506
3 489

A baktériummintak tovabbi el0készitését, lizisét €s mérését mar én végeztem.

3.7 A baktériummintak lizise

Tobb kiilonbozo lizalasi stratégiat is kiprobaltam a baktériummintak és a probiotikum

minta eldkészitése soran. A lizist a 10! db/mL - 10° db/mL sejtszamu higitasi soron végeztem.

Az 1. protokoll esetén a baktérium minta vortexelését kovetden 1000 pl mintat LoBind
Eppendorfba pipettaztam, 100 pul PopCulture reagenst adtam hozza, és a vortexelés + 5 perc
pihentetés ciklust kétszer ismételtem meg. Ezt kdvetden a lizatumbdl 50 pl-t juttattam egy

mikrotiter tdlca welljeibe.

A 2. protokoll sordn 5 mL mintat hasznaltam fel, egy szlirési lépéssel (220 nm-es
szlirfvel, 1 mL-es fecskenddvel részletekben sziirve) koncentraltam a mintat a lizis el6tt. A
sziirést kovetden 500 ul WB tartalmt LoBind Eppendorfba helyeztem a hasznalt sz{irét, majd
50 ul PopCulture reagenst adtam hozza. Ezt kdvetden a vortexeltem a lizatumot, majd 5 perc
pihentetést kovetden megismételtem a vortexelést. A lizatumbol 50 pl-t juttattam egy mikrotiter
talca welljeibe. A 3. protokoll esetén mindent pontosan ugyanugy végeztem, mint a 2. protokoll
esetén, kivéve, hogy a lizist megel6zden 50 pl PopCulture reagens mellett 5 pl Lizozimet (4

U/ul) is adtam a mintahoz.
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3.8 Probiotikum kapszula mintaelokészitése

A kereskedelmi forgalomban is kaphaté LXR-Mikrobiom probiotikum készitmény
mintaelokészitésének elsd 1épéseként 1 db kapszulat 40 mL Lactose Broth-t tartalmazé WB-

ben oldottam fel. Ezt kdvetden a kapott oldatot 16 6ran at inkubaltam 37°C-on, razatas nélkiil.

Ezt egy centrifugalasi 1épés kdvette 7000 rpm-el (4602 G), 10 percig, majd a feliilisz6

elvétele és visszaszuszpendalasa (vortex, razas) 40 ml PBS-ben.

A kovetkezo 1€épésben kétszer centrifugaltam a mintat 7000 rpm-el (4602 G), 10 percig,

a feliiluszo elvételével €s visszaszuszpendalassal (vortex, razas) 40 ml PBS-ben

Ezt kovetden higitasi sort készitettem WB-ben (100 L+ 900 L. WB). A sor elemei:
10X (1), 100X (2), 1000X, 10000X, 100000X, 1000000X szoros higitas.

A lizis sordn az 1. Protokoll 1épéseit kovettem, eltérd térfogattal. A 900 mL oldatokhoz
90 uL PopCulture-t adtam hozza, vortexeltem, majd 5 perc varakozast kovetden ismételt

vortexelés utdn mikrotiter talca welljeibe pipettdztam 100 uL. WB-t, majd 50 pL lizatumot.

Az enzimreakci6 kezdetekor 100 pL DIFMUG-ot adtam a wellekhez, 30 perc inkubaciot
kovetden (fedd alatt) pedig 15 uL STOP reagenst adtam hozza a reakci6 megallitasa érdekében.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Anioncserélo makroelektrodokkal készitett kalibraciok

Munkam céljaul az E. coli baktérium potenciometrias detektalasi lehetéségének
vizsgalatat tliztem ki. Ehhez a baktérium altal termelt enzim, a S-galaktozidaz altal katalizalt
reakcio soran felszabaduld anion mennyiségét terveztem mérni ionszelektiv elektroddal. Mivel
specifikus anionokra kellden szelektiv ionszelektiv membranok nem ismertek az irodalomban,
ezért egy ionofor nélkiili, egyszerti anioncseréld membran alkalmazasa mellett dontdttem. Az
ilyen membranok szelektivitasat az anionok lipofilitasa hatarozza meg, minél lipofilebb az
anion, a membran annal nagyobb jelet mér. A moédszerem szelektivitasat tigy kivantam
biztositani, hogy az enzim szubsztratjaként olyan molekulat valasztok, amelybdl a reakcid soran

egy rendkiviil lipofil anion keletkezik az enzim normal miikodési pH-tartomanyan (~ pH = 7).

Elsdként az ionszelektiv membran dsszetételének optimalizalasat végeztem el, ehhez a
kiilonb6z6 anioncseréld membranok kalibracidit hasonlitottam 6ssze, makroelektrodokkal
mérve. A kiprobalt membrandsszetételeket a korabbi vonatkozo fejezetben taldlhato, 5.
Tablazat mutatja be. Kiindulasként egy, a Kutatocsoportunkban mar kordbban anion
mérésekre alkalmazott, a témavezetom altal kidolgozott membrandsszetételt vettem alapul,
majd valtoztattam az alkalmazott anioncserélét és mennyiségét, illetve a lagyitot. Az igy
elkészitett membranok kalibracios gorbéit vettem fel, kiilonb6z6 anionok higitasi sorait mérve.
Anionként vizsgaltam egy hidrofilebbet, a nitratot, valamint a DIFMU anion lipofilitdsa miatt
egy hasonldan lipofil anionon, a p—nitrofenolon, mint modell vegyiileten (10 pH-n), hogy a
kiilonbozé karakterti anionokra adott vélaszokat vizsgalva talalhassam meg az optimalis
membrandsszetételt. Az eldkisérletek alatt végiil az optimalis membrandsszetételnek a 39,8%

PVC, 59,6% o — NPOE és 0,6% TDMA-NOs bizonyult (jelolése: optimalizalt).

A 8. dbra az optimalizalt és referencia membrannal szimultdn végzett két kalibraciot
mutatja be. A nitration kalibracié sordn meghatarozott meredekségek atlaga kozel nernsti
valaszt mutatott, értéke -50,3 mV/dekad (N=3 parhuzamos elektrod) + 0,2 mV szoras mellett,
ami megfelel az irodalomban talalhato, hasonl6 0sszetételli membranok teljesitményének [67].
A p—nitrofenol kalibracié sordn tapasztalt meredekségek atlaga és szorasa -79 mV/dekad (N=3
parhuzamos elektrod) és £ 2,4 mV. A p—nitrofenol mérése esetén az enyhén szuper — nernsti
meredekség feltehetden azzal magyarazhatd, hogy a kondicionalas nem az elsddleges mérendd

1on oldataban tortént.
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8. abra - Az elvégzett kalibraciok nitrat (A) és p. -nitrofenol (B) tartalma oldatok esetén.
Pirossal a referencia membrannal, kékkel az optimalizalt membrannal késziilt elektroédok.
(RE: kettds sohidas Ag/AgCl, 3M KCl/IM LiOAc)

4.2 Pipettahegy-mikroelektrodok kalibracioi

Az idedlis membrandsszetétel megéllapitdsa utan pipettahegy-mikroelektrodokat
készitettem az optimalisnak talalt membran alkalmazasaval. A mikroelektrédok lehetové teszik
az akar 200 mikroliteres mintatérfogatbeli mérést, igy dramaian csokkentheté a modszer
mintaigénye. Egy sziiréssel kombinalva egy hig baktériumminta jelentésen betoményithetd,
javitva a modszer alsé kimutatdsi hatérat (amit részletesen a 4.6. fejezetben mutatok be). A

mikroelektrodos méréseket egy mikrotiter talca iiregeiben (well) végeztem.

Elsoként a pipettahegy elektrodokkal (N = 6 parhuzamos elektrod) is elvégeztem egy
nitration kalibraciot, hogy dsszehasonlithassam teljesitményiiket a makroelektrédokkal kapott
kalibracios eredményekkel. A nitration kalibraciot a 102 és 10> M tartoméanyban, 500 ml-es
oldattérfogatban, hagyomanyos referencia elektrodhoz (Ag/AgCl 3M KCI, IM LiOAc)

viszonyitva végeztem (9. abra).
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9. abra - Pipettahegy-mikroelektrodok nitrat ion kalibracioja (RE: kettds sohidas Ag/AgCl,

3M KCI/IM LiOAc)

A meredekségek atlaga -55,7 mV/dekad + 0,5mV szoréssal, igy a makroelektrédokhoz

viszonyitva a miniatiirizalds nem jart a kalibracié romlésaval. Annak tesztelésére, hogy a

jelentdsen kisebb oldattérfogatban torténé mérésnek milyen hatasa van a kalibraciora, a

nitration kalibraciot 250 mikroliteres térfogatban, mikrotiter talca welljeiben is elvégeztem a

102 és 10° M koncentracio tartomanyban (10. abra). Referencia elektrodként az eddigi

mérésektdl eltérden az anioncseréld mikroelektrodokkal azonosan, de Celgard® membrannal

késziilt pipettahegy mikroelektrodot hasznaltam. A meghatarozott meredekség atlagértéke

kozel nernsti meredekséget eredményezett -55,6 mV/dekad (N=3 parhuzamos elektrod) + 0,4

mYV szoéras mellett.

nitration kalibracio
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-50 4
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-100 +

logc ()

10. abra - Pipettahegy-mikroelektroédok nitrat ion kalibracidja (RE: Celgard® pipettahegy

mikroelektrod, Belso oldatok: 0,01M KCl)
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A Celgard® membran esetén problémanak addédott a belsd oldat folyamatos
kiaramldsa, aminek kovetkeztében az alsd kimutatdsi hatar egyértelmiien romlott. A
probléma megoldasara egy 0j referencia elektrod koncepciora volt sziikség. Mivel a
méréseket pufferalt kozegben végeztiik, amiben jelentés mennyiségli (13,7 mM) Na" hattér
biztositott, amit a minta nem befolyasol a mérések soran, igy pszeudo referenciaként a Na*
szelektiv membrannal készitett mikroelektrod idedlis valasztasnak tlint. A stabilitasat
DIFMU kalibracio6 soran teszteltem, a Celgard® membranos konstrukcidhoz képest mérve,

3 parhuzamos elektroddal (11. abra).
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11. abra - A Na" referencia elektrodok stabilitdsanak tesztelése a DIFMU kalibraci6 alatt

A referencia a teljes DIFMU kalibracio alatt stabilnak bizonyult, egyediil a
legnagyobb DIFMU koncentracional emelkedett a potencial nagyjabol 2 mV értéket. A

tovabbi méréseket igy az 01j referenciaelektrod konstrukcidval végeztem.

Munkdm sordn a p-galaktoziddz enzimaktivitasanak mérését a fejlesztett
pipettahegy-mikroelektrodokkal végeztem. Az enzim szubsztratjaként a kereskedelmi
forgalomban is  kaphato =~ DIFMUG-ot  (6,8—difluoro—4-metilumbelliferil-f—D—
galaktopiranozid) alkalmaztam. A szubsztratbdl az enzimreakcid soran keletkezé anion
(DIFMU) lipofilitasa kiemelkedd (logP = 1,83), ezért az alapvetden nem szelektiv,
anioncser¢ld6 membran erre az anionra lesz a legszelektivebb mas, szervetlen anionok
jelenlétében is. Tovabbi eldny, hogy a 4, 7-es pKa érték lehetdve teszi a 7-es pH hasznalatat
a mérés sordn, ellentétben a nitrofenollal, ahol 10-es pH sziikséges az anionos forma

méréséhez. A DIFMU anion tovabba fluoreszcens, igy a potenciometria mellett egy masik
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modszerrel is dsszevethetdek a kapott eredmények. A meghatarozés elvét mutatja be a 12.

abra.

12. abra - Az alkalmazott enzimreakcio ¢és a keletkezd anion meghatarozasi stratégiai
Az enzimreakciok megvaldsitdsa eldtt az anion szabad formdjabol (DIFMU)
készitett kalibracids sor mérését végeztem, a 102 M - 10° M tartomanyban. A

potenciometria eredményeit a fluoreszcens képalkotéassal is dsszevetettem (13. abra).
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13. 4bra - A: DIFMU kalibracids soran felvett potenciometrias kalibracios gérbe (RE: Na*
szelektiv mikroelektrod) B: Fluoreszcens képalkotés

A potenciometria kalibraciora kapott enyhén szuper-Nernsti meredekségek atlaga -
72,09 mV/dekad, szérasuk 6,06 mV. A fluoreszcens képalkotis esetén is fél — logaritmikus
abrazolast alkalmaztam az Intenzitds — koncentracid 0sszefligés abrazolasahoz. Ez alapjan jol
lathato, hogy ugyanabban az elrendezésben a potenciometrias modszer kimutatasi hatara és

dinamikus tartomanya gyakorlatilag megegyezik a fluoreszcencids modszerével.

4.3 Enzimreakciok monitorozasa killonb6zo enzimkoncentraciok
alkalmazasaval

A DIFMU kalibracioé sikeres felvételét kovetden az enzimreakcidok végrehajtasaval és
nyomonkovetésével teszteltem, hogy monitorozhaté-e az enzimaktivitas a felszabaduld
DIFMU anion potenciometrias mérésével. A potenciometriaval idében folyamatosan kovetett
mérések lehetdvé teszik a sziikséges mérési 1d6 csokkentését. Elképzelésiink szerint
(ellentétben az irodalomban hasznélt optikai médszerekkel) a potenciometria lehetdséget adna

a kezdeti meredekségbdl meghatarozni az adott enzimmennyiséget, igy elegendd lenne néhany
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percig monitorozni az enzimaktivitast a felszabaduldé anion mérésén keresztiil, jelentdsen
gyorsabban eredményt szolgéltatva. Az enzimreakciok esetén is mikrotiter talca 250 pl-es
iiregeiben végeztem a méréseket. Az enzimreakciok kivitelezése eldtt 1 napig kondicionaltam
a pipettahegy elektrédokat 10 ml pufferben (1 mM PBS, 1 mM MgS0O4), majd elvégeztem a
bemutatott DIFMU kalibraciot a 10 M — 103 M tartomanyban. Az enzimreakciok soran a 0,02
— 0,2 mU enzimkoncentracid hatdsat vizsgaltam a reakciora. A reakcidt 150 pl 0,5 mM
DIFMUG szubsztrat oldat hozzdadéasaval inditottam, 30 percig monitoroztam, majd 2mM

CuSO4 STOP reagenssel leallitottam.

Az enzimreakciok ledllitasa utdn meghataroztam a végpont — potencial értékeket, majd
fluoreszcens képalkotdssal hasonlitottam Ossze a kapott eredményeket. A kisérletek soran a
kisebb enzimaktivitassal végzett reakciok esetén az elsé 300 masodperc alatt meghatdrozott
meredekség nagyobb szordst mutatott, mint az elsd 500 masodperc alatt készitett. Az
enzimreakciok kezdetén jelentkezd kis felfutasi szakasz bizonytalanabba teszi a meredekség
meghatarozasat, ami az 500 masodperc alatti mérés esetén stabilizalédik, pontosabb
meghatarozast biztositva. gy a potenciometrias mérés elsé 500 masodperce alapjan hataroztam
meg a kezdeti meredekségeket (mV/s és koncentraciora atalakitas utan M/s). Az enzimreakcio
idoébeli lefutdsat és az atszamitott koncentracididobeli valtozasat mutatja be a 14. abra

kiilonbozo enzimkoncentraciok esetén.
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14. abra - Az enzimreakci6 potenciometrias kdvetése, A: a monitorozott potencialvaltozasok
a kontrollal korrigdlva B: az atszamitott koncentraciovaltozas iddbeli profiljai

Annak érdekében, hogy az elektrédoktol fiiggetlen dimenzioban kapjam meg a
meredekség eredményeit, a potencidlértékeket koncentraciova szamitottam at. A miivelet
soran a DIFMU kalibraci6 soran meghatarozott E° és meredekség (S) értékeket hasznaltam.

Mindegyik esetben a kontroll értékkel (sima WB esetén mért potencial) korrigalt fesziiltség-
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1d6 gorbéket alakitottam at koncentracio — id0 gorbékre, az alabbi Osszefliggések
segitségével:
E = EO - SlOgCDIFMU
E-E°
cprrmy = 105

A Fesziiltség — 1d6 €és a Koncentracid — id6 gorbék esetén is meghataroztam a reakcio

elsé 500 masodperce alapjan a meredekségek értékeit (15. abra).
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15. abra - Az enzimreakciok sordn meghatarozott meredekségek (mV/s és M/s értékben is)

A meredekségek meghatarozasanak szordsa az enzimkoncentracidé novekedésével nd, a

0,1 mU enzimkoncentracio utan egyre bizonytalanabb. A kis aktivitasok esetén az 6sszefliggés

kozel linedris, utana telitésbe hajlik. Hasonld tendencia latszik a koncentracio — id6 gorbe

alapjan meghatarozott meredekségek esetén is. Az enzimreakciok leédllitasa utdn megmértem a

felszabadult DIFMU mennyiségét fluoreszcenciasan is. A fluoreszcens képalkotas 6sszhangban

volt a potenciometridval, itt is a kezdeti, kis enzimaktivitasok tartomanyéaban bizonyult kozel

linearisnak (16. dbra).
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16. abra - Az enzimreakciok leallitasa utan végzett fluoreszcens mérés eredménye

A fluoreszcens képalkotds hatranya, hogy a megfeleld intenzitas érdekében az
enzimreakcio lejatszodasat meg kell varni (30 perc), csak ezt kovetden végezhetd a
meghatarozas. A potenciometria esetén nincs ilyen jellegli megkotés, a kezdeti meredekségek
meghatarozasaval akar 500 masodperc is elég a méréshez. A végrehajtott kisérlet-sorozattal
sikeriilt igazolni, hogy a f-galaktozidaz éltal katalizalt reakcid idoben folyamatosan kdvethetd
a potenciometrias méréstechnikaval, a keletkezd lipofil anion mérésével. Ehhez viszont olyan
pufferalt kozeget kell biztositani, ami az enzimaktivitas szempontjabol megfeleld (pH és 1 mM

MgSO4 kofaktor jelenléte) €s az anion is jol mérhetd.

A kisebb enzimaktivitds esetén tapasztalt eltéré eredmények tovabbi vizsgalata
érdekében a kinetikai méréseket két szakaszban is elvégeztem, kiilonvalasztva a kisebb
koncentraciokat (0,02 mU — 0,10 mU) a nagyobb értékektdl (0,14 — 0,20 mU). A méréseket
megel6zéen mindkét esetben DIFMU kalibraciot vettem fel. A kisebb koncentracié értékeknél

felvett kalibracios gorbéket mutatja be a 17. abra.
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17. abra - DIFMU kalibréci6 a 0,02-0,1 mU meghatarozasdhoz. A: Potenciometria B:
Fluoreszcens képalkotas

A potenciometrias kalibracié esetén kapott meredekség az el6z6 mérésekkel
megegyezden enyhén szuper-nernsti, -72,30 mV, szorasa 19,92 mV. A kalibraciot kovetden az

enzim reakciok mérési eredményeit a 18. abra mutatja be.

49



TDK dolgozat

-204

-304

-404

E vs. Nat REF (mV)

504

.60

-70

0,00010

T
0 500

T T
1000 1500

time (s)

0,10 muU

0,02 mu

S 0,00008
=
0,02 muU °
(5}
bl
£ 0,00006 -
[
o
c
£
= 000004+
=
L
(a]
0,00002 4
0,10 muU
. 0,00000
2000 0

T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

time (s)

18. abra - A 0,02 - 0,10 mU aktivitasu enzimreakciok idobeli lefutasa, A: monitorozott
potencialvaltozasok a kontrollal korrigalva B: az atszamitott koncentracidvaltozas idébeli

Az enzimreakciok potenciometrias

profiljai
iddbeli

kovetése utan a fluoreszcens

képalkotassal is rogzitettem az eredményeket. A potenciometria esetén az elsé 500

masodperc sordn meghatarozott meredekségek (719. abra) mindkét esetben egyezd

tendenciat mutattak.
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19. abra - A 0,02-0,10 mU enzimreakcidk kezdeti meghatarozott meredekségei (A: mV/s és

B: M/s értékben is)

A kis enzimaktivitds tartomany kiilon mérve is kozel linearis tendenciat mutatott.

Ezt kovetden a nagyobb enzimaktivitas tartomanyban (0,/4-0,20 mU) is elvégeztem a

méréseket. Az enzimreakciok iddbeli monitorozasat kovetden ezuttal is meghataroztam az

elsd 500s alapjan a kezdeti linearis szakasz meredekségeit (20. abra).
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20. abra - A 0,14 - 0,20 mU aktivitasu enzimreakciok idobeli lefutasa A: monitorozott
potencialvaltozasok a kontrollal korrigalva B: az atszamitott koncentracidovaltozas idébeli
profiljai

A meredekségek meghatdrozdsa hasonld eredményt hozott, mint a teljes
enzimaktivitas tartomany mérésekor. A nagyobb aktivitdsok nagyobb szérast is mutatnak és

bizonytalanabb a meghatdrozas, mint a kisebb koncentracio esetén.
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21. abra - A 0,14-0,20 mU enzimreakciok kezdeti meghatarozott meredekségei

A végrehajtott mérésekkel sikeriilt igazolni, hogy a f-galaktozidaz altal katalizalt
reakcid idében folyamatosan kdvethetd potenciometridsan a keletkezd, lipofil DIFMU
anion mérésével, kiilonbozo enzimaktivitasok esetén is. A modszer alsé kimutatasi hatara
koriilbeliil 0,02 mU enzimaktivitas koriilinek adodott. A kisebb enzimaktivitasok esetén
kozel linearis trend a nagyobb aktivitdsok (nagyobb, mint 0,10 mU) esetén telitésbe hajlik,
az eredmények szorasanak novekedésével egyiitt, igy a 0,10 mU aktivitds tekinthetd a

modszer dinamikus tartomanya felsé értékének.
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4.4 A baktérium lizis pufferosszetétel vizsgalata

A valds baktériumminték vizsgéalatahoz kulcsfontossagu a baktérium megfeleld lizalasi
modszerének kivalasztdsa, mivel a vizsgalt enzim csak a baktérium citoplazmajaban talalhato
meg. A lizis feladata a bakteriadlis sejtfal megbontasa, a baktériumtipusra jellemzo
enzimapparatus szétroncsolasa nélkiil. Szdmos kiilonb6zo technika all rendelkezésre (hdkezelés
fagyasztassal/felmelegitéssel, ultrahangos kezelés, szerves reagensek hasznélata (pl. Natrium-
dodecil-szulfat (SDS)/kloroform jellemz0), vagy detergens alapu lizis). A technika kivalasztasa
soran elsddleges szempont volt a potenciometridval valo kompatibilitas, emiatt ionos tenzideket
nem hasznaltam, mivel azok tonkreteszik az ionszelektiv membrant. Emellett torekedtem arra,
hogy olyan mddszert vélasszak, ami egy helyszini gyorsmérés esetén is megvalosithato lenne,
ahol a potenciometrids szenzorok eldnyei kihasznalhatok. Ezért kizartam a
fagyasztas/felmelegités, valamint az ultrahangos kezelést. Az irodalomban tobb, detergens
alapu technika is taldlhatd ([19], [36], [68]), melyek hatékony, gyors lizist biztositanak. A
leggyakrabban alkalmazott detergensek a Triton — X — 100, Tween-20, f-merkaptoetanol, de
kiilonbo6z0, kifejezetten a baktériumok lizisére fejlesztett kereskedelmi forgalomban kaphatd

készitmények is talalhatéak (PopCulture, B-PER).

Az lizis pufferdsszetétel vizsgalata soran célom volt azon komponensek kizarésa,
melyek a potenciometrias detektalas szempontjabol problémat jelenthetnek. A pipettahegy
elektrodokat a mérések el6tt az elektrodokat 1 napon at ~10 mL munkapufferben (WB — 1 mM
PBS, 1 mM MgSOs) kondiciondltam. A mérések megkezdése elétt 8 mL WB-ben vizsgéltam
az elektrodok stabilitdsat (22. abra).

Working Buffer (WB)
1mM PBS

930_ 1 mM MgSO,

E

[

w

14

+ 20

<

z

]

>

AN} 10 1

0 T T T
0 500 1000 1500
time (s)

22. abra - Az elektrodok stabilitdsa 8 mL munkapufterben (WB — 1 mM PBS, 1 mM MgSO4)
mérve
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Ezt kovetden 250 pl-es wellekben végeztem méréseket, elsd esetben a WB-hez 1%
Triton-X-100 reagenst adtam, masodik esetben 37 mM fS-merkaptoetanolt adtam hozza. A 23.
abra mutatja be, hogy a Triton-X-100 tartalmu puffer esetén az elektrodok potencialja instabil,

folyamatosan valtozik az idében (drif?).

A 4 B
20+
wB WB
20
N wB s R — 37 mM B-merkaptoetanol
E o] - z we__—
[ = 20 % Triton-X-
& e '-I_h 1% Triton-X-100 _—
o0 | 4
+y 20 ™~ +  -404
zZ 37 mM B-merchaptoethanol g
n .
> -404 %]
o ~ u>J -60
1% Triton-X-100
-60 80
-80 T T T -100 T T T
0 500 1000 1500 0 500 1000
time (s) time (s)

23. abra - A pipettahegyek stabilitdsanak tesztelése Triton-X-100 és p-merkaptoetanol
reagensek jelenlétében

Az els6 mérés soran a Triton-X-100 utan kdzvetlen mértem a f-merkaptoetanol tartalmi
puffert. A Triton-X-100 esetén tapasztalt instabil potencidl a f-merkaptoetanolos WB esetén is
intenziv potencialvaltozast eredményezett. Egy koztes pufferes atmeneti 1épés beiktatasaval a
B-merkaptoetanol tartalmt pufferben végzett mérés is stabil potencidlt mutatott. A kdvetkezd
Iépésben végzett harom pontos NaNOs kalibraciot a WB-ben torténd mérés utdn a f-

merkaptoetanol tartalmu pufterrel folytattam, utolsonak hagyva a Triton-X-100-as puffert. Az

elvégzett nitrat kalibraciok eredményeit a mutatja be a 24. abra.

WB  37mMm B-merkaptoetanol
0+~ Y

F —
z ol = // - 1% Triton-X-100
L \
'5.':J . -
+ — = —
© 77—
Z -100- 7
%) %
> ~— ——
w ~— S

-150 _—
T T T T
0 500 1000 1500 2000

time (s)

24. abra - A Triton-X-100 és f-merkaptoetanol reagensek jelenlétében végzett nitrat-ion
kalibréciok
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A nitration kalibraciok esetén meghataroztam a meredekségek értékeit a 102-10% M
tartomanyban. A sima munkapufferben felvett kalibracio atlagos meredeksége -49,30+
mV/dekad, a f-merkaptoetanol tartalmi WB esetén ez -51,45+1,65 mV/dekad, mig az 1%
Triton-X-100 tartalmu puffer atlagos meredeksége -36,48+1,59 mV/dekad volt. A nitration
kalibracié is igazolta, hogy a Triton-X-100 alkalmazasa jelentdsen rontja az elektrédok
stabilitdsat és potenciometrids valaszat, éppen ezért a lizis sordn nem alkalmazhato. A f-
merkaptoetanol ezzel ellentétben nem volt hatdsra sem a stabilitdsra, sem a kalibracios

teljesitményjellemzdkre. A lizis soran igy alkalmazhato.

Mivel a Triton-X-100 nem bizonyult jo valasztasnak a potenciometrids detektalas
szempontjabol, mas detergens alternativakat is kiprobaltam. Vizsgaltam a szintén gyakran
alkalmazott Tween-20 hatasat. A WB-hez 0,5%-ban adtam hozza, elsoként az eclektrodok

stabilitdsara gyakorolt hat4sat teszteltem (25. abra).

40
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04—
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-100
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25. abra - A 0,5% Tiveen-20 hatasanak vizsgalata a potencialstabilitasra

Az eredmény a Triton-X-100 hatasdhoz hasonlo volt, a Tween-20 esetén is jelentOs
potencialvaltozast tapasztaltam az id6 fiiggvényében pufferalt kozegben is. A potencial 500
masodpercet kdvetden sem allt be. Az elektrodok kalibracios jellemzdinek meghatarozasahoz
elvégeztem egy nitration kalibracidt is, elsdként sima pufferben (WB), majd pedig a 0,5%
Tween-20 tartalmt pufferben is a 10 — 10 M koncentracidtartoméanyban, amit a 26. abra
mutat be. A meredekségek mérésekor mar a sima pufferben végzett nitration kalibréacid is
jelentdsen rosszabb (-20,49+0,24 mV/dekad) volt, a Tween-20 esetén pedig -7,59+0,52

mV/dekad volt, a potenciometrias valasz gyakorlatilag megsziint, és alig megkiilonboztethetd
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a drift-t0l. Ennek megfelelden a Tiveen-20 alkalmazasat is kizartuk a késdébbi lizis pufferben, a

potencidlstabilitas és a kalibracié eredményei alapjan is.
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26. abra - 0,5% Tiween-20 hatasanak vizsgalata

Az eldzetesen kiprobalt két detergens egyike sem valt be a potenciometria
szempontjabol. Ezt kovetden egy kereskedelmi forgalomban kaphato, kifejezetten E. coli
lizalasara ajanlott keveréket, a PopCulture®-t probaltam ki. Az 1% PopCulture® reagenst
tartalmazod W.B.-ben is elvégeztem a nitration kalibraciot, a 10° M — 102 M koncentracid

tartomdnyban (27. abra).
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A kapott meredekségeket és a tengelymetszet értékeit mutatja be részletesen a 8.

Tablazat.

8. Tablazat A WB ¢s az 1% PopCulture® tartalmu WB nitratkalibraciojanak eredményei

WB | 1% PopCulture
meredekség [mV/dekad] -41,77 -49,50 -54,25 -41,95 -48,09 -51,95
E’ [mV] -149,49 -200,49 -208,72 -149,29 -196,76 -204,83

A meredekségek atlaga WB esetén -48,50 mV/dekad, 1% PopCulture alkalmazasakor -
47,33 mV/dekad. A meredekségek meghatdrozasa soran a 10 M és 102 M kozott illesztettem
az egyenest. A PopCulture hasznalata esetén sem stabilitasi, sem kalibracios teljesitménybeli

problémat nem tapasztaltam, igy a késdbbi lizisek soran ezt alkalmaztuk.
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4.5 Meérés baktérium lizatumokbal

Ahhoz, hogy a fejlesztett mérérendszert tesztelni tudjuk, az ABET tanszék altal
tenyésztett és PBS-ben szuszpendalt nem patogén, E. coli torzset tartalmazo mintakat is
vizsgaltunk. A baktériummintakat PBS-ben, tobb nagysagrendet atfogd baktériumszammal (E.
coli db/mL) kaptuk meg vizsgalatra. A kalibraciés sor nagyjabol 10'°-t61 10° db E. coli
baktérium tartalomig terjed, a becsiilt sejtszamokat Biirker — kamrds és szélesztéses modszerrel

igazoltak.

A lizis tesztelése soran tobb protokollt is alkalmaztam, melyeket a 3.7. fejezet
részletesen bemutat. Az 1. protokoll esetén csak PopCulture-t alkalmaztunk a lizishez. A 10° —
10" db E. coli/mL mintakbdl lizatumokat készitettem, melyekkel utdna parhuzamos
enzimreakcidkat végeztem. A lizis esetén tobb protokollt is teszteltem. Altalanosan a kapott
baktériumtartalmu higitasi sorbdl vortexelést kdvetden mintat vettem, amit Lobind Eppendorf
csObe pipettaztam, majd hozzaadtam a PopCulture-t, amit sziinetekkel tobbszor vortexeltem. A
lizatumbol 50 pl-t juttattam egy mikrotiter tdlca welljeibe, amik 100 pl munkapuffert (WB)
tartalmaztak. Az enzimreakciokat 100 pl DIFMUG szubsztrat hozzédadéasaval inditottam el, 30
perc leteltével STOP reagenssel ledllitottam, majd ezt kovetden a végponti detektalast

fluoreszcens képalkotassal és potenciometriaval végeztem.
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28. abra - Az enzimreakciok eldtt készitett DIFMU kalibracio, A: potenciometria B:
fluoreszcens kiolvasas

Az 1. Lizis protokoll Iépéseit mutatja be a 29. abra. A baktériummintdkat itt nem
koncentraltuk a lizist megel6zden, a mintavételt (1000 pl) kdvetéen 100 pl PopCulture-t adtam

a baktériummintahoz, majd kétszer vortexeltem 5 perces sziinetekkel.
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1 1000 pl Lobind Eppendorfba
‘ pipettazas
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29. abra - Az 1. lizalasi protokoll 1épéseinek bemutatasa

A mikroelektrédokkal megvalositott potenciometrids modszer a valos baktérium mintak

esetén is sikeresnek bizonyult, nagy baktérium koncentraciok esetén felszabadult annyi enzim,

ami mérhetd mennyiségli DIFMU aniont allitott eld. Ugyanakkor a kis baktérium koncentracid

tartomanyokban nem lehetett kiillonbséget tenni az E. coli koncentraciok kozott, ez a tendencia

a fluoreszcens képalkotasnal is megfigyelheté volt (30. abra). Mivel mindkét detektalasi

technika esetén jelentkezett a probléma, nagy valdszinliséggel a lizis tovabbi optimalizalasra

szorult.
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30. abra - Az 1. Lizis protokollal végzett enzimreakciok eredményei.
kiolvasas, a fels0 sor a DIFMU kalibracio, az als6 sor a lizatumokra
potenciometrids kiolvasas

11

A: fluoreszcencs
kapott jel és B:
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A 2. protokoll esetén egy sziirési 1épést iktattam be a minta koncentralasa céljabol (31.
abra). Ehhez 220 nm-es szlir6t hasznaltam, mivel a baktériumok méretiiknél fogva nem jutnak
at a szird porusain, fennmaradnak rajta. A baktériummintdkbdl 5 mL-t szlrtem le 1 mL-es
részletekben, a sziirét ezt kdvetden 500 pl munka pufferben inkubaltam, ezzel nagyjabol 10x
toményitést elérve. Elvégeztem 50 pl PopCulture hozzadadasédval a lizist, majd ismét

potenciometriaval €s fluoreszcens képalkotéassal vizsgaltam a mintat.

2. -
Vortex, 5 mL I 50 pl
minta kivétele / / PopCulture Vortex,
DA hozzaadasa 1l “\5 perc pihentetés
O 0 ( @ .
N | \ o ]
— @ — = + — /
Sziiré
behelyezése az /
l Eppendorfba
®
) 50 ul
Mikrotiter
talcaba
Sziirés 1 mL-es fecskenddvel,
220 nm-es sziirével

31. abra: - A 2. lizlasi protokoll 1épéseinek bemutatasa

A sziiréssel torténd koncentralas kis mértékben segitett, a nagyobb koncentraciok esetén
nott a diszkriminacio a mintak kozott, de ismételten mindkét kiolvasasi technika esetén a kis
baktériumkoncentraciok nem megkiilonboztethetdek, a kapott eredmények hasonloak az el6z6

esethez (32. abra).

10

B
N s| A
E 2,5¢10 - N E E % % % }
z N
< 200108 1 2 1
> £ 104
,ﬁ TR i
s w
8 1,5¢10° - x|
g 'y 20
g g
= 1,0x10° 4 v -30 4
o PY b
2 w
2, oo o :
% 5,0¢10° -
S
) e ©¢ o o o °®
0.0 -50 T T T T T T T T
"2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
log E coli db/mL (-) log E. coli db/ mL (-)

32. abra - A 2. Lizis protokollal végzett enzimreakciok, A: a felsé sor a DIFMU kalibracio,
az also sor a lizatumokra kapott jel és B: potenciometrias kiolvasas
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Kiprobaltunk egy harmadik moédszert is, ekkor a szirést kovetden a lizis soran
PopCulture mellett lizozimet is (5 pl 4 U/ pl enzim) adtunk a lizal6 pufferhez. A protokoll a
tobbi 1épésében megegyezett a 2. protokollal. A lizozim alkalmazasa a baktériumok sejtfal
peptidoglikan részeinek hidrolizisével (B-1,4 kotések bontasa cukoregységek kozott) segiti eld
a hatékony lizis végrehajtasat [69]. A kapott potenciometrids kiolvasas €és a fluoreszcens
képalkotéas eredményeit mutatja be a 33. abra. A harmadik stratégia is az el6zéekkel megegyezd

eredményeket hozott, a 10® db/mL E. coli koncentraci6ji az utolsdé biztosan

megkiilonboztethetd minta.
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33. abra - A 3. Lizis protokollal végzett enzimreakciok, A: a felsé sor a DIFMU kalibrécio,
az also6 sor a lizatumokra kapott jel és B: potenciometrias kiolvasas
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Osszehasonlitottam a harom lizis protokollal kapott potenciometrids végpont értékeket,
minden esetben a kontrollként felvett WB-t és STOP reagenst tartalmazo potencial értékekkel
korrigalva a mért értékeket (34. dbra). A szlrési 1épés beiktatdsa javitott a kapott
eredményeken, igy a mintdk koncentralasa sziikséges a hatékony lizis végrehajtasahoz. Ennek
megfelelden a 2. Protokoll esetén kiilonboztethetdek meg leginkédbb a mintdk. A szoras minden

esetben nd a nagyobb koncentraciok vizsgalata esetén. A lizozim alkalmazdsa nem javitott a

lizisen.

E vs. Nat REF (mV)

-80 1 |l PopCulture
Il szirés + PopCulture
[ |
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-100 T T T T T T T
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34. abra - A harom lizis protokoll soran kapott potenciometridsan mért értékek, a szoérasokkal
feltiintetve. Sziirke: 1. protokoll, Piros: 2. protokoll, Kék: 3. protokoll

A munka kovetkezd 1€pése az lesz, hogy a baktériumok lizisét tovabb optimalizaljam,

hogy csokkenteni tudjam a kimutatasi hatart és kiterjeszteni a dinamikus tartomanyt.
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4.6 Teljes Koliform mennyiség mérése probiotikumbol

Elvégeztem egy kereskedelemi forgalomban is kaphato probiotikum (LXR — Mikrobiom)
esetén a teljes koliform tesztet. A készitmény 11-féle jotékony baktériumtorzset tartalmaz,
melyek megtalalhatok az emberi bélfloraban (jellemzden Bifidobacterium és Lactobacillus).
Mivel a kapszula nem aktiv, hanem liofilizalt formaban tartalmazza a baktériumokat, ezért elsé
Iépésben a kapszulat fel kellett oldanom egy tapoldatban (un. lactose broth - LB), amely
szénhidratként laktozt tartalmazott. Mivel igy a laktéz az egyetlen energiaforrasuk, a
baktériumok elkezdik termelni a laktdz lebontasahoz sziikséges f-galaktozidaz enzimet, amely
alapjan mérni kivanjuk Oket. A kapszula feloldasat kovetden 16 oran at inkubaltuk a mintat
37°C-on, Lactose broth tartalmit WB-ben. A centrifugalasi tisztitasi 1épéseket kovetden higitasi
sort készitettem a WB-ben, 10X, 100X, 1000X, 10000X, 100000X, 1000000X higitasokkal. A

lizishez az 1. Protokollt alkalmaztuk. A detektalasok eredményeit a 35. dbra mutatja be.
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35. abra - A probiotikum lizisét kdvetden kapott fluoreszcens (A) és potenciometrids
kiolvasas (B)

A fluoreszcens képalkotas eredményei €s a potenciometria azonos érzékenységgel
detektalta a teljes koliform teszt sordn mért higitasi sort. A potenciometria potencialértékei
egyenletesebb eloszlast mutatnak a minta higitasaval. A fejlesztett mérdrendszert igy sikerrel
alkalmaztam E. coli jelenlétének kimutatdsara a baktérium lizatumokban és a kereskedelmi

forgalomban kaphatd LXR Mikrobiom probiotikumban.
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5. Osszefoglalas

A vizminték (felszini és felszin alatti vizek, esGvizek) ionos Osszetételéhez kapcsolhatd
mindségi jellemzOk meghatarozasara ¢s folyamatos, valds idejii nyomonkdovetésére kivaldan
alkalmasak a potenciometrias ionszelektiv elektrodok. Ugyanakkor a helyszinen kevésbé
gyorsan meghatarozhato, kiemelt jelentdségii bakterialis szennyezettség mérésére a jelenlegi
technikak jellemz6en kolorimetrias detektalast alkalmaznak. A hagyomanyos modszereknek
szamos hatranya van, mint a magas homérsékletii (35-40 °C), hossza inkubacid (24-48 ora) és
a specialis eszkoz és labor igény. Az elektrokémiai detektalas és kiilondsen a potenciometria
alternativat nyujthatnak révid valaszidejik, egyszeribb miiszerezettségiik, koltséghatékony
gyartasuk és az eltér6 szenzorplatformokkal valé kompatibilitdsuk miatt. Célom munkam soran
ezért egy olyan baktérium meghatarozasi modszer kidolgozasa volt, amely kompatibilis az
ionszelektiv elektrodokkal és a potenciometrias méréstechnikaval, egyben lehetoséget ad egy

integralt multiplex potenciometrias mérési platform kialakitasara.

Munkam soran elsoként makroelektrodokkal végzett kalibraciok soran meghataroztam
az optimalis membrandsszetételt. A hatékony, kis mintatérfogatban végezhetd mérések
érdekében pipettahegy mikroelektrodokat készitettem (@ 300 um), a mar optimalizalt membran
felhasznalasaval. A mikroelektrodok lehetévé tették, hogy a méréseket akar egy mikrotiter talca

250 pl-es tiregeiben végezhessem, nagy meértékben csokkentve a modszer mintaigényét.

A koliform baktériumokra jellemz6 f-galaktozidaz enzimaktivitds mérését a fejlesztett
pipettahegy-mikroelektrodokkal végeztem. Az enzim szubsztratjaként a kereskedelmi
forgalomban is kaphato DIFMUG-ot (6,8—difluoro—4-metilumbelliferil-f—D—
galaktopiranozid) alkalmaztam. A szubsztratb6l az enzimreakcié soran keletkezd anion
(DIFMU) fluoreszcens, ezen feliil lipofilitasa lehetdséget ad a szelektiv meghatarozasara akar
egyéb szervetlen anionok jelenlétében is. Az anion mérésére igy mind fluoreszcens
képalkotassal, mind potenciometridval van lehetdség. Ezt kovetden munkdm soran
enzimreakciok végrehajtasaval és nyomonkovetésével teszteltem, hogy monitorozhato-e az
enzimaktivitds a felszabadulo6 DIFMU anion potenciometrias mérésével. A mérésekkel
sikeresen igazoltam, hogy a p-galaktozidaz 4altal katalizalt reakcid6 monitoralhatd
potenciometridsan a keletkez0 DIFMU anion mérésével, akar 0,02 mU aktivitdsig. A
potenciometrids mérések soran meghatarozott kezdeti meredekségek a kisebb enzimaktivitasok
esetén kozel linedris trendet mutattak, mig a nagyobb aktivitasok (0,10 mU felett) esetén az

eredmények szorasanak ndvekedésével egyiitt telitésbe hajlo trend érvényesiilt, a dinamikus
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tartomany fels6 értéke igy a 0,10 mU enzimaktivitds. Ugyanabban az elrendezésben a
potenciometrids modszer kimutatési hatdra és dinamikus tartomanya gyakorlatilag megegyezik

a fluoreszcencias modszerével.

Munkdm folytatdsaként a lizalasi modszer reagenseinek kivalasztdsa érdekében
végeztem méréseket. A lizis kulcsfontossagu 1épés a valds baktériummintak vizsgalata soran,
igy a kiilonb6zo elérhetd reagensek koziil ki kellett valasztanom a potenciometrias
meghatarozassal kompatibilis opcidkat. Tobb detergens alapt lizis-puffer tesztelését kovetden
a PopCulture hasznalata esetén sem stabilitasi, sem kalibracids teljesitménybeli problémat nem

tapasztaltam, igy a baktériummintak vizsgalata soran is ezt alkalmaztuk.

A fejlesztett mérérendszer tesztelésére PBS-ben szuszpendalt nem patogén, E. coli
torzset tartalmazé mintakat vizsgaltunk. Harom kiilonboz6 lizis protokollt is megvalositottam,
amelybdl a legjobb eredményeket a 220 nm-es sziirével koncentralt mintak PopCulture-el
végzett lizise eredményezte. A mikroelektrodokkal megvalositott potenciometrids modszer a
valds baktérium mintak esetén is sikeresnek bizonyult, a nagy baktérium koncentraciok esetén
a lizis soran felszabadult annyi enzim, ami az enzimreakcid végrehajtdsa soran mérhetd
mennyiségi DIFMU aniont allitott eld. Ezen felil elvégeztem az LXR — Mikrobiom
(kereskedelemi forgalomban is kaphatd) probiotikum esetén a teljes koliform tesztet, amely
soran a fluoreszcens képalkotds eredményei €s a potenciometria azonos érzékenységgel
detektalta a teljes koliform teszt soran mért higitasi sort. A kifejlesztett modszer hozzajarulhat
a koliform baktériumok gyors helyszini meghatarozasdhoz és egy integralt potenciometrids

mérési platform kialakitasahoz.
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7.2 Az LXR Mikrobiom kapszula pontos osszetétele

Az Osszetételt az alabbi tablazat tartalmazza:

Hatoanyag 1 kapszulaban
talalhatéo mennyiség
(CFU)
Bifidobacterium lactis 0,5 milliard
Bifidobacterium bifidum 0,2 milliard

Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve
Lactobacillus casei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus bulgaricus
Inulin

0,5 milliard
0,5 milliard
0,5 milliard
0,5 milliard
1 milliard
0,2 milliard
0,5 milliard
0,4 milliard
0,2 milliard
350 mg
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