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A dolgozatban hasznalt roviditések jegyzéke

PBS: foszfattal pufferolt sdoldat (phosphate-buffered saline)
WEFI: injekcids viz (water for Injection)

CV: variancia-egyiitthato (coefficient of variation)

BB: BactoBox

RSD: relativ szoras (relative standard deviation)

CFU: telepképz6 egység (colony forming unit)

ICC: ép sejtek szama (intact cell count)

TSA: tripton sz6ja agar (tryptic soy agar)

ELISA: enzimhez kotott immunszorbiens proba (enzyme-linked immunosorbent assay)



1 BEVEZETES

A Salmonella vilagszerte veszélyforrast jelent emberre és allatra egyarant. Az emberi fert6zések leg-
tobb esetben ¢lelmiszer eredetiiek. A fogyasztot karositd agensek koriilbeliil 70%-a élelmiszerrel ke-
riil be a szervezetbe, de kozvetlen és kozvetett allatokkal valo érintkezés utjan is fertdézést okoz. llyen
tomeges megbetegedést okozd mikrobiologiai fertdzés a szalmonellozis iS. Az élelmiszerek feldol-
gozasanak és tartositasanak célja, a termékek mindségi tulajdonsagainak kialakitdsa mellett a mikro-
organizmusok elleni védekezés. A vakcinazast csak az utobbi években soroltak az allatok szalmonel-
16zisa elleni védekezés gyakorlatban alkalmazhato specifikus lehet6ségei kozé. Ennek oka, hogy a
Salmonella virulencia faktorokrol, azoknak a korfejlédésben jatszott szerepérdl és a bél-immunitas
kialakulasanak részleteirdl csak a késobbi tanulmanyok soran szereztek bovebb ismereteket (Ariel,
2007; Hoelzer et al., 2011).

A vakcindk megfelel6 mindségének szempontjabol felmeriilt az igény gyorsabb és megbizhatobb
sejtszamlalasi modszerek kidolgozasara €s bevezetésére. A hagyomanyos mikrobiologiai modszerek
munka és idigényesek, valamint koltségesek, ezért nem elégitik ki a fent emlitett igényt. Ezért a
vizsgalati id6 csokkentése érdekében miszeres mérési modszereket fejlesztettek (Erd6si, 2014; Szak-
mar, 2009). A hagyomanyos sejtszamlélasi eszkdzok helyett egyre tobb innovativ sejtszamlalasi
modszer keriilt validalasra, amelyek az ipari alkalmazas kovetelményeinek kielégitését célozzak. Ku-
tatomunkam soran az dramlasi citometria elvén miikodé BactoBox mérdmiiszer miiszaki jellemzdit
kivantam feltérképezni, valamint a Salmonella tenyészet é16 sejtszam-meghatarozasra valo alkalmaz-

hatdsagat bizonyitani, tovabba az alkalmazott mérési eljarast validalni.



2 CELKITUZES

A sejtszamlalasi modszereknél a lassu valaszidé tobb olyan iparagban problémat jelent, ahol a meg-
felel6 min6ség biztositasa érdekében elvaras a gyors eredmény szolgaltatas. Ezért indokolt a gyors
sejtszamlalasi modszerek fejlesztése. Munkam soran mikroorganizmus-szuszpenziok €16 sejtszama-
nak meghatarozasara alkalmas BactoBox mérdmiiszert hasznaltam, amely a hagyoményos, mikrobi-
ologia kvantifikdcios modszerek helyett kindl alternativat. Laboratoriumi koriilmények, valamint
ipari fermentaciok soran egyarant alkalmas nagy sejtszamu tenyészetek mennyiségi meghatarozasara.
Igazan hasznos eszkdz a baktériumszdm meghatarozasdhoz bakterialis vakcinak eldallitdsa soran.

Meérési elve az adott sejt elektromos tulajdonsagainak elemzésén alapul.

Kutatasaim célja Salmonella tenyészetek baktériumtiterének gyorsabb meghatarozasara alkalmas
modszer kifejlesztése volt, majd az analitikai teljesitményjellemzok vizsgalatan keresztiil a modszer
validalasa. A hagyomanyos szélesztéses sejtszambecslés eredményeivel hasonlitottam 0ssze a Bac-
toBox 4ltal kapott eredményeket, igy ellendrizve az 0 eszkdz pontossagat. A mérést befolyasolo té-
nyezOk vizsgalatat kovetden értékeltem a modszer pontossagat, linearitasat, specifikussagat, precizi-

tasi paramétereit.



3  IRODALMI ATTEKINTES

3.1 SALMONELLA NEMZETSEG
3.1.1 ALTALANOS JELLEMZOK

A Salmonella az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, 2-5 pm hosszu, palcika alaku, kevés kivételtol
(pl. S. gallinarum) eltekintve csillés, Gram negativ, heterotrof, fakultativ anaerob baktérium. Egyes
Salmonella-szerotipusok feliiletén fimbriak is talalhatok. A szalmonellakat a 16S rRNS-t kodolo gé-
nek szekvenciaanalizise alapjan két fajba soroljak (S. enterica és S. bongori). Az egyes fajokon és
alfajokon beliil még megkiilonboztetnek kb. 2400 szerotipust. Az egyes szerotipusok foldrajzi elter-
jedtségében, patogenitasaban és gazdapreferencidjaban jelent6s kiillonbségek vannak. A gazdaspeci-
fikus szerotipusok kozé tartozik példaul a S. typhimurium, S. gallinarum, S. pullorum és a S. typhisuis.
A széles gazdaspektrummal rendelkezd szerotipusokra minden emlds- és madarfaj fogékony, az
azonban, hogy a betegség kialakul-e benniik, szamos tényez6 (az allat faja, kora, ellenalloképessége,
a Salmonella szerotipusa, virulenciaja, a felvett mennyiség, a bejutas modja) fiiggvénye (Hoelzer et
al., 2011; Varga et al., 2018).

3.1.2 SZAPORODASI JELLEMZOK ES KIMUTATASI MODSZEREK

Ellenalloképességiik nem tul nagy: 70 °C-ra hevitve 1-2 percen beliil elpusztulnak, ugyancsak perce-
ken beliil elolhet6k izopropil-alkohollal és mas fert6tlenitdszerekkel is. Honapokig életben maradnak
azonban a kiilvilagban, bélsarban, természetes vizekben, tragyazott talajokban, takarmanyokban, il-
letve élelmiszerekben el is szaporodhatnak. Honapokig talélnek mélyhiitott élelmiszereken is. Aero-
bok, fakultativ anaerobok, kdzonséges ¢és véresagaron egyarant jol szaporodnak, telepeik 24 ora alatt
kifejlodnek. Bélsarbol és egyéb, erdsen szennyezett anyagokbol valo kitenyésztésiikhdz szelektiv és
differencialo taptalajokat (bromtimolkék-laktoz-kristalyibolya, fenolvords-laktoz-brillantzold, biz-
mutszulfit agar) hasznalnak, sziikség szerint elézetes dusitas (mas baktériumfajok szaporodasat gatlo
tapfolyadékokban valo tenyésztés) utan. A szalmonelldk kimutatasara, illetve azonositasara dusitok-
bol, tenyészetekbdl, bélsarbol egyre szélesebb korben alkalmaznak gyors mikrobioldgiai ellen6rzo

modszereket, mint példaul:

- Polimeraz-lancreakcio (PCR), amely a DNS enzimatikus amplifik4lasara hasznalt molekularis
biologiai technologia. Lehetdvé teszi a DNS kis darabjainak megsokszorozasat analizalas célja-
bol. Altalanosan hasznalt modszer élettani kutatasokban vagy egészségiigyi laboratoriumokban.

- A szinreakcion alapuld mérési modszer, ahol a prokaridta sejtek anyagceseréjére jellemzd hidro-

gén-transzport aktivitas redox indikatorokkal kimutathato.



- Az ATP biolumineszcencia mérés, amelynek lényege, hogy a vizsgalt mintahoz luciferaz enzimet
adnak, az enzim reakcioba Iép az €10 szervezetek (mikroorganizmusok, allati sejtek) energiatarold
komponensével (az ATP-vel) és vilagitani kezd.

- Az impedimetrias modszerek, amelyeknek alapja, hogy mikdzben a mikroorganizmusok a tapko-
zegben szaporodnak, metabolizmusuk soran a toltés nélkiili vagy gyenge toltéssel rendelkezd
szubsztratumot kis molekulatomegti, nagy toltésti molekulakka (pl. aminosavak, tejsav) alakitjak,
megvaltoztatva ezzel a tapkdzeg impedanciajat (valtdaramui ellenallasat), illetve vezetdképessé-
gét.

- Aredoxpotencial-mérés, ahol a mikroorganizmusok szaporodasat a tapkozeg redoxpotencial-val-
tozasanak mérése alapjan detektaljak. A mért érték valtozasanak kiértékelése lehetdséget teremt
a vizsgalt mintdk €16 sejtszamanak az impedimetrids modszereknél nagyobb tartomanyu megha-

tarozasara (Erddsi, 2014; Rohonczy, 2014).

A bakterologiai vizsgalat mellett a fertézottség felderitésére igénybe vehetdk szeroldgiai probak, pl.

az agglutinacios proba, az immunoblot és kiillonféle ELISA médszerek (Varga et al., 2018).
3.1.3 SALMONELLA NEMZETSEGEK ALTAL OKOZOTT MEGBETEGEDESEK

A szalmonellozis vilagszerte eléfordul, allatokban és emberekben egyarant igen gyakori megbetege-
dés. Az ¢élelmiszer eredetli megbetegedések kozé tartozik endémids természete, magas morbiditasa és
az ¢élelmiszerek széles koréhez kothetd volta miatt (Erddsi, 2014). Klinikai tiinetekben megnyilvanulo
szalmonellozis leggyakrabban a sertésben és a baromfifajokban fordul eld, de barmely emlds- és ma-
darfajban is gyakori. Gyakran hiillokbdl is izolalhatok szalmonellak. Az allatokban lazas altalanos
tiinetekkel, vérmérgezéssel (septicaemia) és bélgyulladassal jaro betegség alakul ki, mig emberekbe
jutva hasmenéssel jar6 gyomor- és bélnyalkahartya gyulladast (gastroenteritis) okoz. Az allatokban
paratifuszt (enteralis 14z) okoz6 szalmonellak legtobbszor fertdzott, allati eredetli élelmiszerekkel jut-
nak az emberbe. A S. enteritidis altal eldidézett megbetegedések kontaminalt tojas és tojastermékek,
valamint baromfihts fogyasztasahoz kotheték, mig a S. typhimurium okozta megbetegedések szeny-
nyezett sertés-, marha- és baromfihus fogyasztasa esetén fordulnak el (Erd6si, 2014). Salmonella-
fertézést barmelyik fakultativ patogén szerotipus létrehozhat, példaul a S. typhimurium, S. infantis,

ésaS. anatum (Varga et al., 2018).

3.1.3.1 ALLATOK SZALMONELLOZISA

A Salmonella ssp. altal okozott szalmonellozis az egyik leggyakoribb zoono6zisos betegség, amely
nyers ¢lelmiszerekkel, allati termékekkel, koztiik baromfihussal atterjedhet az emberre. A Salmonella

természetes koriilmények kozott szamos vad-, illetve haziallat béltraktusdban jelen van. A



mikroorganizmus a kornyezetbdl hiis-, €s zoldség ételek elfogyasztasaval keriilhet be az emberi szer-
vezetbe (Popoff, Bockemiihl & Brenner, 2000). A Salmonella typhimurium kezdeti tiinete koz¢é a
vizenyOs sarga hasmenés tartozik, kezdetben vér vagy nyalka nélkiil. A hasmenés egy sertésnél alta-
laban 3-7 napig is eltarthat. A székletben szoérvanyosan vér jelenhet meg. Az érintett sertések lazasak,
csokkent a takarmanyfelvételiik €s dehidrataltak, ami 6sszefiiggésben van a hasmenés sulyossagaval
¢és id6tartamaval. A legtobb sertés klinikailag teljesen felépiil, de egy résziik akar 5 honapon keresztiil
is hordoz6 maradhat. Alkalmanként végbélsziikiilet is kialakulhat, a belek dsszetapadhatnak, a tiido
elvaltozhat, tomott, sziirke lesz. A S. typhimurium-ban szenved6 sertéseknél vékony- és vastagbél-
gyulladas (enterocolitis), az 0jsziilott sertéseknél bélelhalds (necrotizing enterocoltis) veszélye 1éphet
fel. Az érintett szegmenseknél jellemzéen megvastagodas tapasztalhatd, a nyalkahartya voros és ér-
des megjelenésii. Er6ziok és fekélyek is kialakulhatnak, amelyek sziirkés, nylos, tapados valadékkal
boritottak (1.abra) (Griffith et al, 2019).

EIgOdOtt nyalkahartya tapados, Sdrgd-bama valadékkal
(Griffith et al., 2019)

1. abra: Megvast

Klinikailag a szarvasmarhak Salmonella fert6zése jellemzGen vizes vagy véres hasmenés formajaban
nyilvanul meg, €s gyakran tarsul lazzal, depresszioval, anorexidval, kiszaradassal és endotoxémiaval
(mely az endotoxinok felhalmozodasat jelenti a vérben és a test szoveteiben). A kevésbé gyakori Kli-
nikai megnyilvanulasok kozé tartozik az abortusz és a 1éguti betegségek. Kiilonosen a felnétt allatok-
nal a Salmonella gyakran okoz szubklinikai betegségeket, és honapokig vagy évekig fennmarad a
fert6zott farmokon. A leggyakrabban el6forduld szerotipusok szarvasmarhaknal a S. typhimurium, S.
dublin (Hoelzer et al., 2011).

A madarak korében klinikai tiinetek kozé tartozik az anorexia, a hasmenés, a kiszaradas, a kikelés

csokkenése. A Salmonella enteritidis, valamint a typhimurium, kentucky és heidelberg szerotipusok



gyakran kimutathatok klinikailag egészséges, valamint beteg csirkék és pulykak kézott, ami potenci-

alisan fontos kockazatot jelent az emberi egészségre nézve (Hoelzer et al., 2011).

Az akut enteralis szalmonell6zis gyakori a feln6tt juhoknal. Tiinetei a 1az, étvagytalansag, depresszio
¢s hasmenés, mig a fiatal allatokban vérmérgezés figyelhetd meg. Egyes szerotipusok, mint példaul
a typhimurium vagy a dublin fert6zés abortuszt okoz. A gasztrointesztinalis betegség vagy a vérmér-
gezés klinikai tiineteit mutat6 allatok jelenthetik a legnagyobb kockazatot az emberre, de a klinikailag

egészséges allatok is jelentds veszElyt jelenthetnek (Hoelzer et al., 2011).

Osszefoglalva, a fertézott allatok nagyon sokféle klinikai tiinetet mutathatnak, és valés kockazatot
jelent az emberre val6 atvitel lehetdsége. Kockazati tényezdi egyértelmiien kiilonboznek allatfajon-

ként, korcsoportonként és foldrajzi régionként (Hoelzer et al., 2011).

3.1.3.2 EMBEREK SZALMONELLOZISA, KLINIKAI TUNETEK

A Salmonella megbetegedések kiemelkedd jelentoséggel birnak: szamos orszagos szintii jarvanyiigyi
nyilvantartasi rendszerben, mint a bakterialis eredetii, élelmiszer okozta megbetegedések f6 koroko-
z6ja. Klinikai megjelenése szerint tifuszos (typhoid) és nem tifuszos (nontyphoid) szalmonell6zist
képes okozni. A tifuszos szalmonelldzist a S. typhimurium és a S. paratyphi okozhatja, amelyek csak
az embert képesek megbetegiteni. A betegség az egész szervezetet megtamadhatja, igy minden szer-
vet érinthet és a test barmely pontjan kifejtheti a hatasat, igy olyan kronikus betegséggé is valhat akar,
mint példaul a reaktiv arthritis (iziileti gyulladasos megbetegedés), csontvelégyulladas, szivizom-
gyulladas vagy idegrendszeri rendellenesség. Az enteralis laz (hastifusz) a Salmonella typhimurium
altal okozott egész testet érintd stlyos betegség, ahol a tiinetek a fertézést kvetden 8-28 nap utan
jelentkeznek. A betegség jellemzden hasi gorcsokkel, fokozatosan emelkedd 1azzal jar, a béron vo-
roses elvaltozasok alakulhatnak ki. Annak ellenére, hogy a bélhurut tiinetei a kovetkez6 hetekben
fokozatosan megsziinik, a beteg az ampicillin, kloramfenikol vagy az egyiittesen alkalmazandé tri-
metoprim és szulfametoxazol hagyomanyos antibiotikumos kezelés befejezése utan heteken beliil
visszaeshet. Sulyos szovédményei lehetnek példaul vérzés a bélben, hepatitis és pancreatitis (has-

nyalmirigy-gyulladas) (D’aoust, 1994; Sanchez-Vargas et al., 2011; Varga et al., 2011).

A nem tifuszos (zoonozisos) szalmonelldzist az emberben a Salmonella typhimurium és a S. pa-
ratyphi kivételével szinte mindegyik szerotipus okozhat. Tiinetei kozé tartozik a vizenyOs hasmengés,
hasi- és izomfajdalom, illetve a laz, amelyek a fert6zést kovetéen 8-72 oran beliil jelentkeznek. Az
invaziv korokozo a nyirok- és érrendszeren keresztiil a bélrendszerbdl mas szervekhez is eljuthat, igy
hagyuti fertézéseket, talyogokat, tiidogyulladast és 1égzorendszeri betegségeket idézhet elé. A bete-
gek még egy évig is akar hordozok lehetnek (D’aoust, 1994; Sanchez-Vargas et al., 2011).

6



3.1.4 VAKCINAZAS JELENTOSEGE A SZALMONELLOZIS KIVEDESERE

A szalmonellézis mind az emberek mind az allatok fert6z6 betegsége. A Salmonella nemzettség fajai
gyakorlatilag minden gerinces szervezetbdl izolalhatok. Széles korben elterjedtek a kdrnyezetben, és
altalaban megtalalhatok a szennyvizekben és minden olyan anyagban, amely fekaliaval szennyezett.
A Salmonella hasmenést és szisztémas fert6zéseket okoz az emberben. A fertdzés leggyakrabban az
allatokbol szarmazo élelmiszerek fogyasztasa miatt kovetkezik be. Tobb mint 2400 Salmonella sze-
rotipus koziil legtobb a gazdaszervezetek tobbségét képes megfertdzni, szamos szerotipus egy gaz-
dafajhoz példaul a S. typhimurium (egér), S. dublin (szarvasmarhafélék), S. gallinarum (baromfi) és
az S. choleraesuis (sertés) alkalmazkodott. A sertések a Salmonella szerotipusok széles skalajaval
fertézodhetnek meg, amelyek potencialisan megfertozhetik a sertéshusbol késziilt termékeket, igy
veszélyt jelenthetnek az emberi egészségre (Griffith et al., 2019). A szalmonell6zisnak vannak tarsa-
dalmi és gazdasagi kovetkezményei is, amelyek komoly tudomanyos €s kdzegészségiigyi eréfeszité-
seket igényelnek a helyzet javitasa érdekében. Példaul a borjak szalmonellozis betegségének megel6-
zése érdekében €16 attenualt vagy elolt S. typhimurium, S. dublin, esetenként egyéb szerotipust tartal-
maz6 vakcinakat is igénybe vesznek. Eletiik elsé napjaiban, heteiben szajon at, acrogén vagy paren-
talisan, 1-2 hét idokiilonbséggel, legalabb kétszer egymas utan végzett vakcinazast kovetden a meg-
betegedett és a baktériumhordozo borjak szamanak jelentés csokkenését észlelték (Varga at al.,

2018).

3.2 VAKCINACIO

A vakcinazas f6 célja az immunoldgiai memoria kialakitdsa, amely még a betegség kialakulasa el6tt
lehet6vé teszi a korokozok gyors elpusztitasat (Toth et al., 2016) . Az elmult idészakban Gjabbnal
ujabb, az emberre €s az allatra veszélyes fert6zo betegségek valtak ismertté és a korabbi betegségek
modosult formaban jelentek meg, ami sziikségessé tette a fert6zd betegségek specifikus megeldzését,
illetve a hatékony vakcindk eléallitasat. Egyre biztonsagosabb oltéanyagok készitése valt lehetové a
baktériumok ¢€s a virusok antigén-szerkezetének megismerésével. A vakcindk az allattenyésztés in-
tenzivebbé tételét, a tarsallatok egészségének javitasat, a pusztito allatbetegségek visszaszoritasat pl.
a sertéspestis, veszettség és a fertdzések gazdasagi kartételeinek csokkentését is elosegitették. A vak-
cinakat rutinszertien hasznaljak az allatgyogyaszatban az allatok egészségének javitasara (pl. macska
immunhidnyos virusa, csomos borbetegség, sertések szaporodasi és 1éguti szindroma elleni vakci-
nak), valamint az allatorvosi kozegészségiigyben (pl. veszettség, tuberkuldzis s 1épfene). A vakcinak
elénye, hogy a megcélzott korokozok ellen specifikus immunvalaszt alakitanak ki. A vakcinaeldalli-

tas legfontosabb eleme a vakcina immunogenitast hordoz6 hatéanyaganak kivalasztdsa, amelyhez



nélkiilozhetetlen az antigén topografiajanak, valamint variabilitasanak ismerete (Arega et al., 2022;
Varga et al., 2018). Példaul egy kis molekula (epitop, peptid, toxin) immunogenitasa nem elég nagy
ahhoz, hogy ellenanyag termelést idézzen el6 a szervezetben, de ha egy makromolekularis hordozo-
hoz kapcsolva juttatjak a szervezetbe, akkor megfelel intenzitasii immunvalasz idézhet6 el6. Az im-
munogenitast, vagyis az antigén immunvalaszt kivalto képességét befolyasold tényez6 lehet az anti-
gén mennyisége, a szervezetbe torténd bejutas helye és modja, illetve fontos tényez6 lehet az is, hogy

hanyadik alkalommal talalkozott a szervezet az adott antigénnel.

3.2.1 VAKCINAK OSZTALYOZASA

A vakcindk osztalyozasa torténhet a vakcina hatdanyaganak fajtaja szerint (baktérium vagy virus),
annak tipusa szerint (é16 vagy elolt), illetve az antigén eldallitasanak modja szerint is (hagyomanyos

vagy ujgeneracios).

- A hagyomanyos allatgyogyaszati vakcinak foként é10, legyengitett korokozokbol, teljesen inak-
tivalt organizmusokbdl vagy inaktivalt bakterialis toxinokbdl allnak és a korokozo egészét tartal-
mazzak. Mivel a korokozo Gsszes epitopjat tartalmazzak, ezért er6s immunvalaszt valtanak ki.
Két csoport kiilonitheto el:

1. El8, legyengitett teljes korokozo: Ezek a vakcinak a leghatékonyabb védéoltasok kozé
tartoznak, amelyek a korokozo €16, szaporodoképes, de laboratoriumban legyengitett, azaz
betegséget nem okozo valtozatat tartalmazzak. Ilyen tipust vakcinakat viszonylag egysze-
rlien 1étre lehet hozni bizonyos virusokbdl, viszont nehezebb eléallitani az Gsszetettebb
korokozok, példaul baktériumok és parazitak esetében. Ezek az oltas utan enyhe, altalaban
tiinetmentes fert6zést okoznak és élethosszig tartd immunitast eredményezhetnek. EIS-
nylik még, hogy nemcsak humoralis, hanem celluldris és lokalis immunvalaszt is indukal-
nak, igy intracellularis/sejten beliili korokozok (Listeria monocytogenes, Legionella pne-
umophila) ellen is rendkiviil hatékonyak. Hatranyuk viszont, hogy hasznalatuk soran fenn-
all a mas koérokozokkal valé kontaminalddas, a perzisztalas, a rekombinalodas, valamint
arevertalodas veszélye (Toth etal., 2016). Példaul mumpsz, kanyaré és a gyermekbénulas
elleni védooltasok.

2. EIolt, inaktivalt teljes korokozo: Az elolt, szaporodasra képtelen inaktivalt vakcinak biz-
tonsagosabbak, de kevésbé hatékonyak, illetve eldsegithetik az allergias reakciokat, illetve
autoimmun folyamatok kialakulasat. Ide tartozik a petussis, influenza és a szamarkohogés

elleni védooltas.



- Masodik generdcios vakcindk: alegység vakcinakat ide soroljak, amelyek a korokozonak csak
tis B. A virusszeri részecske vakcina hasonldan fehérjealegység vakcina, aminél mesterségesen
allitanak el6 virushoz hasonlo, nem fert6zO6képes részecskét (Toth et al., 2016; Tombacz, 2015).

- A harmadik generdcios vakcindak esetében csak a fehérje eldallitasahoz sziikséges kodolo RNS
vagy DNS keriil bejuttatasra. Az egyik megkdozelités a DNS vakcinak, amivel csak az antigént
kodold genetikai anyagot viszik be a szervezetbe. Mivel a nukleinsavak stabilabb vegyiiletek,
mint a fehérjék, ezaltal a vakcina is stabilabbnak bizonyul. A DNS mellett az mRNS (messenger
RNS) is alkalmazhatdé vakcinaként. Hatranyuk az mRNS vakcinaknak, hogy nem-specifikus,
gyulladasszerii folyamatok indulnak el, ezt a mellékhatast ugy kiiszobolték ki, hogy az uridin
helyett modositott bazisokat (pl. pszeudo-uridin) épitettek be az RNS lancba, ezzel lehet6vé téve
az mRNS humaén alkalmazasat. Biztonsagosnak bizonyulnak, mivel az expresszid folyamata so-

ran természetes Gton lebomlanak (Téth et al., 2016; Tombacz, 2015).

Tehat, ha a korokozo csak egy alkotdja van jelen oltdanyagként, akkor a reverzid, a betegség létrejotte
nem all fent veszélyként, de az egyetlen epitop miatt a hatékonysag gyengébb (Nascimento & Leite,
2012; Tombacz, 2015; Téth et al., 2016).

Az immunitas ndveléséhez a megfeleld epitdopot, adjuvanst €s a célba juttatds modjat is megfeleléen
kell kivalasztani. A nem kivant mellékhatasoknak a kikiiszoboléséhez, vagyis, hogy biztonsagos le-
gyen az oltdanyag, biztositani kell, hogy az alkalmazott adjuvans ne valtoztassa meg az oltdanyaggal
elérni kivant immunvalaszt, ne idézzen el6 autoimmunitast, ne legyen szennyezett, illetve, hogy ne

épiiljon be a genomba (Pallinger et al, 2012).
3.2.2 AZ ADJUVANSOK SZEREPE

Az adjuvalas altalanos definicigja: ,,barmely anyag vagy eljaras, amely a vakcina komponenseinek
immunogenitasat specifikusan néveli” (Edelman, 1980). Az adjuvansok gy erdsitik fel a specifikus
immunvalaszt, hogy aktivaljak a velesziiletett immunrendszer azon jel atvivé ttvonalait, amelyek
hozzajarulnak a hatékonyabb adaptiv immunvéalaszhoz. Jellegzetes mikrobialis struktarakat felis-
merd, un. mintazatfelismerd, receptorokon (PRR: pattern recognition receptor) keresztiil fejtik ki im-
munstimulalé hatasukat (To6th et al., 2016) . A rekombinans antigének szamos esetben gyengébb im-
munogenitasuak egy teljes korokozohoz képest, gyorsabban kitiriilnek a szervezetbdl, vagy nem meg-
felelden keriilnek bemutatasra az immunsejteknek, igy vagy nem, vagy csak tobbszori oltast kdvetden
valtanak ki hatékony immunreakciot, ezért széles korben alkalmaznak adjuvansokat (Kalman-Szeke-

res, 2011). Az adjuvansok a kezelés helyén gyulladasszerti allapotot hoznak 1étre, ett6] tartosabb



immunvalasz alakul ki. A vakcina-fejlesztok szamara a f6 kihivast a hatasat hosszan kifejt6, lebomlo,
megfelel6 immunvalaszt kivaltd, olcson eldallithato, de mindenekel6tt minimalis toxicitast vagy mel-
Iékhatast el6idézo adjuvans eldallitasa jelenti. Eltérd hatasu adjuvansokat fejlesztettek ki, mint pél-
daul szervetlen sok: pl. aluminiumsok (AIK(SO4)2, AI(OH)s, AIPO,); olaj-viz emulzidk: pl. paraffin-
olaj emulziok; szkvalén-alapu emulziok (MF59, AS03, AF03, Montanide); immunmodulatorok: ci-

tokinek (Toth et al., 2016).

3.2.3 VAKCINAK ELOALLITASI TECHNOLOGIAJA

A vakcinagyartas két nagy kihivasa a korokozok eldallitasa, illetve azok megbizhatod inaktivalasa.
Inaktivalasra kemikalidkat (pl.: formaldehid) vagy fiziko-kémiai kezeléseket (y-sugar, B-sugar), eset-
leg molekularis biologiai médszereket szokas alkalmazni (pl.: indukalhato fag gének bevitelével lizist

idéznek eld) (Németh, 2011).

3.2.3.1 BAKTERIUMOK ELLENI VAKCINAK ELOALLITASA

Hagyomanyos fermentacios technolégiaval szaporitjak el a baktériumokat, azzal a kiilonbséggel,
hogy a patogén torzseket nagyobb odafigyeléssel allitjak elé. Mindaddig, amig €16 korokozo el6for-
dulhat, a teljes szeparaciot térben és idében fent kell tartani, mert megbetegedést okozhatnak. A fel-
dolgozas soran minden berendezést, szabalyozo6 elemet ugy kell kialakitani, hogy a kornyezetbe ne
keriiljon ki €16 mikroorganizmus. Fontos minéségi kovetelmény az endotoxin mentesség. Az endo-
toxinok stabil anyagok, hosterilezés vagy vegyszeres kezelés hatasara sem bomlanak el. A véraramba
keriild endotoxin miatt a szervezet védekezd mechanizmusa thlterheltté¢ valhat, szovetroncsolodas-
hoz, endotoxikus sokkhoz vezethet (Internet 3). Eltavolitasukra feltétlen sziikség van, amihez ad-
szorpcids megkotést alkalmaznak. A baktérium sejttdmeg inaktivalasat vegyszeres kezeléssel (pl.

formaldehid) végzik el (Pallinger, 2012).
3.2.3.2 VIRUSOK ELLENI VAKCINAK ELOALLITASA

E1§ attenualt, illetve inaktivalt virusokbol is készitenek vakcinakat. A virusok obligat parazitak, ezért
pusztan taptalajon, a baktériumoknal alkalmazott fermentacios uton nem szaporithatok, sziikségiik
van egy gazdaszervezetre. A virusok csak bizonyos fajok specifikus szoveteit fertézik meg, tehat é16
sejtekre van sziikségiik a miikodéslikhoz. Laboratoriumi koriilmények kozott megvalosithatd a gerin-
ces allatokban torténd virusszaporitas, de ez ipari 1éptékl technologiaként nem alkalmazhatd, ezért
specializalatlan sejteket alkalmaznak a virus szaporitasara. Ilyen sejtek az embridban talalhatok. A
leginkéabb elérhetd a csirkeembrid, amely szamos elénnyel jar, mivel kis egység, ezaltal a befert6zo-

dés esetén kisebb lesz a kar, emellett immunvalasz sincs benne. Hatranya, hogy elég koriilményes.

10



Nagyobb 1éptékben és rugalmasabban alkalmazhaté modszer a sejttenyészetekben torténd viruste-
nyésztés. A kapott virus szuszpenzio feldolgozasa a szaporitas kozegétol fiiggetleniil hasonloan tor-
ténik. Az attenualt virusok esetében tisztitas és formulazas kovetkezik, a patogén virusok viszont
inaktivalasra keriilnek. Ebben az esetben a virusok nukleinsav allomanyat kell hasznalhatatlanna
tenni, gy, hogy kdzben az epitopot alkotd fehérje molekulak ne karosodjanak. Leginkabb szelektiv
kémiai reagenseket, alkilez6 szereket hasznalnak (etilénimin, bis-etilénimin), amelyek a DNS-sel re-
agalnak. A reakcid 2-24 o6ran keresztiil tart, a végén feleslegben natrium-tioszulfat oldatot adnak, ami
ben higitast (vagy sziikség esetén mikrosziirést) alkalmaznak, a megfeleld hatas elérésének biztosita-

sara (Pallinger, 2012).
3.3  SEJTSZAMLALASI MODSZEREK

Egy technologia soran eldallitott sejtszuszpenzio egyik legfontosabb kovetelménye az életképes sej-
kalmaznak. A S. typhimurium esetén példaul a leggyakrabban alkalmazott rutinszer(i kvantitativ Ki-
mutatasi modszerei a tenyésztésen alapuld modszerek, az amplifikacio alapa probak, pl. a valos ideji
polimeraz lancreakcié (real-time PCR) és az immunprobak, példaul az enzimhez kotott probak, a
kemilumineszcens immunprobak és a fluoreszcens immunprobak. Ezeknek a modszereknek vannak
bizonyos korlatai, példaul specialis miiszereket €s magasan képzett személyzetet igényelnek, vala-
mint egyes modszerek iddigényesek és hamis negativ eredményeket adhatnak. Ezért folyamatosan
sziikség van Gjabb és ijabb, gyors és megbizhato kvantifikalasi modszerek kifejlesztésére (Ansari et
al, 2017). Munkam soran alkalmazott médszerek miikodési elvét targyalom részletesen a tovabbiak-

ban.

3.3.1 HAGYOMANYOS SEJTSZAMLALASI MODSZEREK

A tenyésztéses csiraszamlalasi modszerek egy vizsgalt kozegben lehetdvé teszik a szaporodni képes
mikroorganizmusok szdméanak meghatarozasat. A gyakorlatban legelterjedtebben alkalmazott vizs-
galati modszerek: a telepszamlalasos modszerek (lemezontés, szélesztés). Altalaban a minta tipusa és
annak feltételezett csiraszama hatarozza meg, melyik modszert alkalmazzuk. A tenyésztésen alapuld
csiraszam becslési eljaras azon a feltételezésen alapul, hogy minden sejtbdl telep fejlodik és minden
telep 1 sejtb6l alakul ki. A kapott szamértéket telepképzé egység (CFU: colony forming unit) /minta
tomeg (vagy térfogat) dimenzidban fejezziik ki. A legtobb baktérium esetében az ép sejtek koncent-
racigja és a koloniaképzo egységek (CFU) kozott nagyfoku a korrelacio, ezért a telepek szama ¢és a

higitasi tag ismeretében megbecsiilhetd az €16 sejtek szadma. A mintak feldolgozasanak ismétlésével,
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illetve a parhuzamos lemezek szamanak novelésével a kapott értékek egyre jobban kozelitik a valos
értékeket. A higitasos-szélesztéses €s a lemezontéses csiraszam becslés célja a mikroorganizmusok
csiraszam értékének meghatarozasa kiilonféle tapagar lemezek felhasznalasaval. A médszer soran a
mikroorganizmusokat tartalmazé mintabol altalaban 10-es 1éptékii (decimalis) higitasi sorozatot ké-
szitenek. A higitasi sorozat megfeleld értékeibdl ismert térfogatot tapagar lemezekre szélesztik, vagy
a Petri-csészébe pipettazzak, adott térfogatu felolvasztott taptalajjal fedik és korkordos mozgatassal
egyenletesen eloszlatjak benne a sejteket. A fertézott lemezeket megfelelé hémérsékleti termosztatba
helyezik. Az inkubacids 1d6 letelte utan a kifejlodott baktériumtelepeket megszamoljak (csak azokat
a taplemezeket értékelik, ahol jellemzden a telepszam 20 és 200 kozotti), majd a kapott értéket a
higitas fokdval megszorozzak, igy a kiindulasi minta mennyiségi egységének tenyészthetd baktérium

mennyisége becsiilhetd (Borsodi et al., 2018).

3.3.2 ARAMLASI CITOMETRIA ELVEN MUKODO SEJTSZAMLALASI MODSZER

A BactoBox egy uj, gyors alternativat kinal a hagyomanyos sejtszamlalasi modszerek helyett példaul
bakterialis fermentaciok monitorozéasara a folyamat kozben vett mintdk elemzése altal. Kedvezobb a
hagyomanyosan és széles korben alkalmazott novekedésen alapulé modszereknél, mert mig azok akar
1-3 napot is igénybe vehetnek mire eredményt adnak, a BactoBox-szal gyakorlatilag néhany perc
alatt informaciot szerezhetiink a tenyészet él9sejtszamardl. A modszer fontossagat tamasztja ala, hogy
a hosszu valaszidd ¢és a nehezen tenyészthetd baktériumok komoly problémat és kockazatot jelente-

nek a kiilonboz6 iparagakban.

3.3.2.1 MUKODESI ELVE

Baktériumok sejtszdmanak meghatarozasara szolgalo eszkoz, amely detektalasi elvként elektromos
impedanciat hasznal. Folyadékfazisban vékony kapillarisban ataramlo sejteket elektromosvezetoké-
pességiik alapjan egyenként megszamlalja, emiatt nevezik ezt a sejtszamlalasra alkalmazott techno-
l6giat impedancia aramlasi citometrianak (IFC) is. Az IFC egy innovativ technologia, amely a folyé-
kony mintaban 1év6 egyedi sejtek és részecskék jelolésmentes, gyors megszamlalasara és jellemzé-
sére alkalmas. A miszer a folyékony elektrolitban szuszpendalt sejteket folyamatosan aramoltatja
egy aramlasi cellan keresztiil, amelyben mikroelektrodak vannak elhelyezve. Az elektrodak érzékelik
az impedancia valtozasait a sejt vagy részecske athaladasa soran. A perturbacio kozvetleniil 6sszefiigg
a részecskek elektromos tulajdonsagaival, ezért informaciot ad a szuszpenzid Osszetételérdl, igy al-
kalmas az életképes és az inaktivalt sejtek megkiilonboztetésére. Ha a hatarértéket meghalad6 impe-
danciavaltozas észlelhetd, azt a rendszer baktériumként szamolja és elektromos tulajdonsagai alapjan

megkiilonbozteti a mintaban 1évé egyéb 0,5-5,0 um anyagoktol/részecskéktol.
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Egy alland6 frekvencia értéken mérve az elektromos aram valtozasat, lehetévé valik a baktériumok

szaméanak nyomon kovetése. Az impedancia vélasz a frekvencia fliggvénye:

Alacsony frekvencia Magas frekvencia

Kezeletien si <<< >>>

Kezelt sejt

wlw wlw

2.dbra: \mpedancia valasz frekvencia fiiggése (Berstelten, 2021)

A sejtek altal kivaltott impedanciavaltozas eltér mas, homogénebb részecskék (példaul kis tiveg- vagy
mianyagszemcsék) impedanciavaltozasatol, mivel a sejtek szerkezete egy elektromosan szigeteld
membranbol és egy elektromosan vezetd belsd allomanybol all — citoplazma belsé vezetdképessége.
Az impedanciat befolyasolo tulajdonsagok kozé tartoznak a méret, az alak, a membran Gsszetétele és
a citoplazma vezetOképessége, ebbdl az kovetkezik, hogy a sejtek impedanciavalasza erésen frekven-
ciafiiggd, és hogy a kiilonbozd frekvencidk a sejtek kiillonbozd tulajdonsagainak vizsgélatara hasz-

nalhatok (Berstelten, 2021).

Alacsony frekvencia tartomanyban (0,1-1 MHz) a sejtek mérete elkiilonithetd, azonban az azonos mé-
retll, de kiilonb6z6 dielektromos tulajdonsagokkal rendelkezd sejtek nem kiilonithetéek el egymastol,
2-10 MHz tartomanyban pedig a sejtmembran struktirat lehet vizsgalni. Eukariota sejtek esetében ma-

gas frekvencia értéken (10-30 MHz) a sejtalkotok tanulmanyozhatok.

A BactoBox mérOmiiszer a sejtmembran Osszetételt vizsgalja, a kiilonb6zd baktériumfajok kozott

nem tud kiilonbséget tenni.

A késziilék kezelése egyszerl, 4 gombbal (Measure, Stop, Empty, Clean) miikodtethetd, amely a
3.4brén lathatd. A képernyOn a folyamatban levé mérés-, és a mérési eredményrdl kapott informéciok
jellennek meg. A mérés folyaman a mérendé sejtszuszpenziobol a késziilék egy miianyag flakonbol

szivja fel a mintat megfeleld mennyiségben egy miianyag csérendszeren keresztiil (4.abra), ahonnan
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a szuszpenzid az un. aramlasi cellaba jut (4.abra). Itt a sejtek vékony kapillarison keresztiil aramlanak

at a detektoron, ami a minta vezetoképességében bekovetkez6 valtozasokat méri (Berstelten, 2021).

BactoBox®

1446 792800
Measuring

3.abra: BactoBox mérémiiszer (Berstelten, 2021)

Out of
BactoBox

In to
BactoBox

4.dbra: Minta felvételének folyamatabrdja (Berstelten, 2021)
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Microchip flow cell

5.dbra: A daramlasi cella rendszerben dramlo folyadék ésszetételének monitorozasa

(Berstelten, 2021)

A mérémiiszer optimalis mérési tartomanya 104 — 2-108 é16 sejt/ml kozotti érték, ezért fontos a minta
megfeleld higitasa, tovabba a higitd folyadék vezetoképessége is meghatarozo, aminek idealis tarto-
manya 1700-2100 uS/cm, ez teszi lehetové a rendszer szamara a baktériumok megkiilonboztetését
mas részecskéktol, kiilonbséget tesz az ép sejtek belsejében talalhato citoplazma iontartalma és a bak-
tériumot kiviilrdl koriilvevo kozeg iontartalma k6zott. Befolyasolhatja a mérést a higito folyadék ho-
mérséklete, ugyanis a hémérséklettel a vezetéképesség megvaltozik. A kiilonb6z6 higitdo pufferek

hémérséklet-fliggését a 6.4bra szemlélteti.

3000

. 10 PES
2500 . _ Alsoes
fel=o hatar
E 2000 : 19PBS =
- -
g . 1:100 LB
& mediam
o)
£ 1500
= 1:10 PBS
=
E 1000
x
500
1:10 FBS +
LM LE
0 mediem
10 15 20 25 =0 35

Hamérieklet, "C

6.dbra: 1:9 PBD és 1: 10 PBS puffer oldat konduktivitasanak abrdzolasa a hémérséklet fiiggvényében
1700-2100 uS/cm konduktivitasi hatarértékekkel szemléltetve
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3.3.2.2 FELHASZNALASI TERULETE

A BactoBox hasznos eszk6z azon vallalatok szamara, amelyek baktériumokat allitanak el6 ,,termék-
ként” (pl. starterkultarak, probiotikumok, bakterialis vakcinak stb.) valamint, amelyek mikroorganiz-
musokat hasznalnak ,,gyartasra” pl. biofeliiletaktiv anyagok, aminosavak, enzimek eldallitasahoz. A
gyors ¢és pontos baktériumszam meghatarozas létfontossagl a fermentacios folyamatok megismeré-
séhez és a megfelel6 baktériumtiter eléréséhez. A gyors €16 sejtszam-meghatarozasnak még a liofili-
zalt bakterialis vakcinak eldallitdsanal is oriasi jelentdsége van: konzisztens mindségii termék eloal-
litasdhoz a liofilizalas eldtt elengedhetetlen a szuszpenzid megfeleld €16 sejtszamanak beallitasa.
Amennyiben ez a hagyomanyos tenyésztéses modszereken alapul, a baktériumkoncentracio beéllitasa
akar tobb nappal korabbi eredmény alapjan torténik, ez id6 alatt a tenyészet azonban valdjaban pusz-
tulasnak is indulhat. Ha sikeriil azonnali informaciot kapnunk a tenyészet intakt sejtszamarol, az hoz-
zajarulhat az alland6, megbizhatdé mindségl termék eldallitasahoz, vagyis végeredményben a termék

gazdasagi sikerességéhez is.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 VIZSGALT BAKTERIUM

Kisérletem soran a Ceva-Phylaxia Oltéanyagtermeld Zrt. tulajdonaban 1évé Salmonella Typhimu-

rium torzzsel dolgoztam.

4.2 ANYAGOK

Pufferolt pepton viz (NaCl-Peptone Puffer), Merck, katalogusszam: 146395
Foszfattal pufferolt sooldat (PBS), Sigma, katalogusszam: D8537, XLOT RNBK3734

70%-o0s izopropil-alkohol, Sigma, katalogusszam: 19516

steril injekcios viz (WFI, Water for Injections)

Tripton szdja agar, Millipore, kataldgusszam: 146004
43 ESZKOZOK

- BactoBox mérémiiszer - BB1 6-o0s verzio prototipus (SBT Instruments)
- 15 ml-es milanyag centrifuga csovek a higitasokhoz, steril

- 15 ml-es miianyag BactoBox csévek a mérésekhez, steril

- Méroéhenger, steril

- Centrifuga

- Kesztyl

- Automata pipetta

- Laborhémérd

- Mikrocentrifuga-csdvek Brand, katalogusszam: BR780400

4.4 MODSZEREK
4.4.1 SZELESZTESES SEJTSZAMBECSLES

A modszer kivitelezése soran a mikroorganizmusokat tartalmaz6 mintabol szuszpenziot, majd a Ki-
indulasi ¢I6 sejtszamtol fiiggden 2,5x-es, 5x-es vagy 10x-es (decimalis) Iéptéki higitasi sorozatot
készitettem, figyelembe véve, hogy a lemezre kioltott telepek szama a megfeleld tartomanyba essen,
igy tehat a legtoményebb kb. 100-200 kozotti telep, a kozépsé 30-100 kozotti telep, a leghigabb tagbodl
pedig legalabb 30 telep keriilt kioltasra. Az egyes atoltasok kozott a mintdkat homogenizaltam. A
higitasi sorozat megfeleld tagjaibol 100-100 pl-t TSA (tripton sz6ja agar) taplemezekre szélesztettem.

Az inkubacios id6 letelte utan (jellemzdéen 24 o6ra, 37 °C-on) a kifejlédott baktériumtelepeket
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megszamoltam, majd a mintaban talalhaté mikrobakoncentraciot a lemezen megjelent telepek sza-
manak ¢és a higitds mértékének szorzataként eldallitott CFU/ml (telepképzd egység/ml) mértékegy-
ségben kifejezve kozoltem. Az egyes mintak 3 kiilonboz6 higitasabol kapott eredményekbdl jellem-
z0en azokat vettem figyelembe, melyek 10 és 300 koz¢ estek, ezekbdl atlagot képeztem, igy megha-

taroztam a mintara jellemzd atlagos mikrobakoncentraciot.

4.42 ELO SEJTSZAM-MEGHATAROZAS IMPEDANCIA MERESEN KERESZTUL

Az impedancia mérés elvén a BactoBox (BB) az egyenként mért sejteket extrapolalja a mintaban
1€v6 sejtkoncentracio becsiilt értékére, ezért a statisztikai bizonytalansag alacsonyabb koncentraciok-
nal nagyobb. A miiszer a 10.000 és 2.000.000 intakt/é16sejt/mL (ICC/mL) koz6tti tartomanyban mii-
kodik megbizhatéan. P1. 1x10° CFU/mL becsiilt sejtszam esetén 1000x-2000x-10000x higitast alkal-
maztam. Az igy vart mért értékek rendre: 1x10% ICC/mL, 5x10° ICC/mL és 1x10° ICC/mL. Tapasz-
talatok alapjan (lasd a robusztussag-vizsgalatnal) ezen a tartomanyon legalabb 2 (de inkabb 3) higi-
tasbol érdemes meghatarozast végezni. A higitasi tagok altal kapott sejtszam értékeket atlagoltam,

igy a valosagot legjobban megkozelité ép sejtszam értékeket kapva.

443 PUFFER OLDATOK OPTIMALIS HOMERSEKLET ERTEKENEK MEGHATAROZASA

Mivel a 3.3.3.1. fejezetben bemutatottak alapjan a BactoBox mérOmiiszer egy meghatarozott kon-
duktivitasi tartomanyban (1700-2100 uS/cm) szolgaltat csak megbizhatd eredményt, sziikség volt a
kiilonboz6 higitd pufferek fajlagos vezetoképességének vizsgalatara a homérséklet fliggvényében. A
kovetkez6 puffer oldatokat vizsgaltam: 1:11 PBS (Phosphate Buffered Saline) (10 ml PBS + 100 ml
WEFI), 1:10 pufferelt pepton viz (10 ml pufferelt pepton viz + 90 ml WFI) és 1:9 (10 ml pufferelt
pepton viz + 80 ml WFI) higitasi aranyokban. Az optimalis hdmérséklet meghatarozasahoz a harom
kiilonbozo higitoé folyadékkal 3 egymastol fiiggetlen mérést végeztem. A kiillonb6zo puffer oldatok
mindegyikét az alabbi hémérsékleti értékekre (°C) allitottam be: 0-15°C, szobahémérséklet (23,5 °C)
¢és 28 °C.

A kisérlet kivitelezése soran a 0-15 °C hémérséklet eléréséhez hiitdszekrénybe helyeztem a mintakat,
az inkubalashoz pedig laboratoriumi vizfiirddt hasznaltam, ahol a vizfiird6-homérsékletének digitalis
beallitasa soran biztosithato volt a mintak alland6 28 °C-on tartasa. A hlitdszekrényben tarolt pufferek
homeérsékletét a mérés utan kozvetleniil ellendriztem, hogy vezetoképességiiket azok pontos homér-

sékletének fliggvényében tudjam abrazolni (a mért értékek: 8,15 °C; 10,95 °C; 9,9 °C).
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444 STATISZTIKAI MODSZEREK
4441 KETMINTAS T-PROBA

A kétmintas t-proba lehetové teszi két adathalmaz atlagértékeinek 6sszehasonlitasat a probastatisztika
kiszamitasaval. A kiszamitott T-érték abszolut értékét 6ssze kell hasonlitani a kivalasztott szignifi-
kancia szinthez tartozé kritikus t-értékkel (amely statisztikai tablazatokbol kiolvashato vagy Excel
segitségével megkaphato). Ha a szamitott T-érték abszolut értéke nagyobb vagy egyenld a kritikus t-
értékkel, akkor az adatsorokat statisztikailag kiilonbdzének nyilvanitjuk. A kétmintas t-proba nullhi-
potézise (Ho) az, hogy két adathalmaz atlagértékei megegyeznek, ellenhipotézise (H1) pedig, hogy
kiilonboznek. Ha p érték kisebb, mint az elére meghatarozott szignifikancia szint (altalaban ez 0,01
vagy 0,05), akkor a proba eredménye szignifikans kiilonbséget jelez, tehat elvethetjiik a nullhipotézist
(Ho) és az alternativ hipotézist hasznaljuk, ha p érték nagyobb, akkor a proba nem eredményez szig-

nifikans eltérést — megtartjuk a nullhipotézist (Ittzés, 2020a).

A kétmintas t-proba statisztika képletei abban az esetben, ha a két alapsokasag szorasa egyenlo (t,

S?) és ha a két alapsokasag szorasa nem ismert (t(Velch),

;= X1—X; g2 (n,—1)S2+(n,-1)S2 . Welch) _ X1-X,
=1 - = : =172

52_( 1 + 1 ) ni+n,—2 S% S%

ny n2 n—1+a

A képletekben X1 és Xz az 1. és 2. csoport atlagértékei, S az Gn. 6sszevont szorasnégyzet, €s n1 és no

az egyes csoportok elemszamai.

4442 LINEARIS REGRESSZIO

A regresszioszamitasnal fiiggvényszerli kapcsolatot keresiink egy vagy tobb fliggetlen (magyarazo)

valtozo(k)ra és egy valaszvaltozora (fliggd) (Ittzés, 2020Db).

A becslés alapja a legkisebb négyzetek elve, ami a hiba négyzetdsszeget minimalizalja. A linearitas
feltételei nem olyan szigoruak, példaul egy tobb valtozobol allo fiiggvény megfeleld transzformacio-
val lineérissa tehetd. A determinécios egyiitthato, vagyis az R? érték a modell pontossagat mutatja
meg vagyis a korrigalt illeszkedési helyességére vilagit ra. Ha a meredekség 0, akkor a determinacios
érték is 0 értéket vesz fel, ami azt jelenti, hogy a valtozok kozott nincs kapcsolat. Minél jobban kozelit

az 1 értékhez, annal szorosabb a korrelacié a valtozok kozott (Ittzés, 2020b).

Az egyvaltozos linedris regresszid altalanos modell (1.) és a tobbszordslinedris regresszio (2.):

(1) Y=Bo+B1X+¢
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ahol a Bo az elméleti regresszids konstans (tengelymetszet), a B1 az elméleti regresszios egyiitthato, €

a véletlen hibatag.
(2) Q)Y =Bo+B X+ +Bpx,+e¢

ahol Y a fligg6 valtozo, Po, P1, P2, ..., Pp a regresszids egyiitthatok és x1, Xz, ..., Xn a modell fiiggetlen
valtozo6i. A hibatagnak (&) normalis eloszlastnak kell lennie E(g) = 0 és alland6 szorast kell kovetnie

Var(e) = o.
4.44.3 \ARIANCIAANALIZIS

Az ANOVA ¢és a regresszio tulajdonképpen statisztikailag ekvivalensek, mindketté modszer altala-
nos linearis modellek illesztésére vezethetd vissza. Ugyanazt a megoldast fogjak valaszul adni (fel-
téve, ha a két modszerrel ugyanazt a hipotézist teszteljiik). A regresszidoelemzés rugalmasabb megko-
zelités, mivel tobb adatelemzési helyzettipusra terjed ki (pl. folytonos fiiggetlen valtozok), mig a va-
rianciaanalizis soran jellemzdéen nemfolytonos fliggetlen valtozok hatasat vizsgéaljuk egy folytonos
fiiggd valtozora (Newsom, 2021). A varianciaanalizist gyakran Olyan hipotézisek tesztelésére alkal-
mazzuk, amelyek a kisérlettervezésben és a mindségellendrzésben felmeriilhetnek. Ketténél tobb so-
kasag kozépértékeinek minta alapjan torténd 6sszehasonlitasara is alkalmazhato, szemben a kétmin-
tas t-ptobaval, ami két alapsokasag atlagértékeit hasonlitja 6ssze. Azt vizsgalja, hogy egy adott ,.ke-
zelés” befolyasolja-e az adott tulajdonsagot, vagyis a folytonos valaszvaltozo értékét. A variancia-
analizis segitségével olyan tipusu kérdésfeltevésekre kereshetiink valaszt, mint a ,,van-e kiilonbség a
csoportok kozott egy adott valtozoban?”, illetve ,,van-e hatasa a vizsgalt (kvalitativ) tényezonek egy

adott valtozora?” (Bolla et al., 2013).
A varianciaanalizis elvégzésének eléfeltételei a kovetkezok:

- aminték fiiggetlenek legyenek, normalis eloszlasu sokasagbol szarmazzanak
- azonos legyen a csoportok varianciaja
- abban az esetben, ha kozel azonosak a mintak elemszamai, a legnagyobb variancianak kisebb-

nek kell lennie, mint a legkisebb variancia kétszerese.

A kozépértékre vonatkozo hipotézisek: A nullhipotézise az, amikor a kezelések atlaga egyenld, a

csoportokon beliil nincs kiilonbség. (Bolla et al., 2013; Kriszt et al., 1997).

A Ho-t elfogadjuk, ha Fszamitott érek < Fablazatveli értek.
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A p érték esetében, ha p <0,05 a nullhipotézist 5%-os szignifikanciaszint mellett elvetjiik, ennek alap-
jan a csoport varhato értékei nem tekintheték azonosnak, illetve, ha p >0,05 a nullhipotézist megtart-

juk.

Amennyiben a nullhipotézis teljesiil, tehat minden csoportban azonos szoras és varhat6 érték szerepel,
akkor a kezelés okozta variancia (MSg) nem lehet nagyobb a véletlen hatasa okozta variancianal
(MSw). Ha nagyobb, a nullhipotézist el kell vetni, amibél az kovetkezik, hogy a minta nem homogén
(Ittzés, 2020Db).

4.4.4.4 TOST EKVIVALENCIA TESZT (TWO ONE-SIDED T-TEST)

A kétmintas t-proba alternativdja a TOST, amelyet kifejezetten gyogyszeripari termékek bioekviva-
lencia-vizsgalatara terveztek. A kdzelmultban kiterjesztették szélesebb korii alkalmazasokra a gyogy-
szerészeti tudomanyokban, a folyamatmérnoki tudoményokban, a pszicholégiaban, az orvostudo-
manyban, a kémiaban és a kornyezettudomanyokban. A statisztikai ekvivalencia-probléma eldonté-
sére a két egyoldali teszten alapulé TOST eljarast hasznaljak. A TOST nullhipotézise az, hogy a két
vizsgalt csoport atlagértékei nem ekvivalensek, majd azt probalja bizonyitani, hogy egy elére meg-
hatarozott hataron beliil az atlagok egyenértékiinek tekinthet6k; ez koncepcionalisan ellentétes a két-
mintas t-teszt eljarasaval. Az analitikai terlileten is gyakran alkalmazott statisztikai eljaras esetén a
mérési modszer eldzetes ismerete, és/vagy a tervezett alkalmazasi teriilet fliggvényében elsdként egy
elfogadasi kritériumot, azaz egy ekvivalenciatartomanyt (0) kell felallitani. Ezutan ki kell szamolni a
két csoport atlagértékének kiilonbségére vonatkozo 100(1-2a))%-os konfidenciaintervallumot, és azt
kell megvizsgalni, hogy ez a konfidenciaintervallum milyen viszonyban van az ekvivalenciatarto-
mannyal. Ha a konfidenciaintervallum teljes mértékben a [-0,0] intervallumon beliil van, akkor a két

adatsor atlagértékei ekvivalensek (Limentani et al., 2022; Internet 3).
445 VEZETOKEPESSEG VIZSGALATA ELTERO HOMERSEKLETI ERTEKEKEN

A higité folyadék vezetoképessége meghatarozo a BactoBox miikddése szempontjabol, mivel csak
1700-2100 puS/cm kozotti tartomanyon beliil képes mérni a mintadkban levo sejteket. Az idealis veze-

tOképesség méréshez nem az elektrodaval, hanem a kozeg hémérséklet-fliggésével kell korrigalni.

A vizsgélat soran 8-10 °C kozott, 23 °C-on és 28°C-on végeztem meghatarozasokat.

cre

pepton viz) vezetOképességét vizsgaltam, hogy kivalasszam a legmegfelelébbet a mérémiiszer szem-

pontjabol.
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446 AZIMPEDANCIA MERESEN ALAPULO ELO SEJTSZAM-MEGHATAROZASI MODSZER ANALITI-

KAI TELJESITMENYJELLEMZOINEK VIZSGALATA
4.4.6.1 ROBUSZTUSSAG VIZSGALAT

A modszer eredményét potencialisan befolyasold kisebb, a napi operativ miikddés szempontjabol
relevans valtozasok hatasarol ad informacidt. Az elemzés zavartiirését a modszer paramétereinek
szandékos megvaltoztatdsan keresztiil vizsgaltam (kiilonb6zo osszetételll pufferek, kiilonbdzo aranyt

mintahigitdsok) a minta mért €l6sejtszamara nézve.

Teljes faktorialis kisérleti elrendezésben (23) vizsgaltam harom kiilonb6zé pufferrel harom kiilonboz6
higitasi Iéptékben (500x, 1000x és 2500x) a kapott eredményeket. A tesztelt pufferek a PBS 1:10 (10
ml PBS + 90 ml WFI) illetve, a 1:10 pufferelt pepton viz (10 ml pufferelt pepton viz + 90 ml WFI)
és 1:9 (10 ml pufferelt pepton viz+ 80 ml WFI) voltak. Pufferenként egy parhuzamos mintaelékészi-
tést végeztem, amelynek a megfeleld higitasi tagjaibol 3-3 ismételt leolvasast végeztem a késziilék-

kel.

A Kkisérlet soran kapott eredmények varianciaanalizis segitségével értékelhetok. A faktorialis kisérleti
elrendezés lehetévé teszi, hogy az egyes faktorok kolcsonhatésait is vizsgaljuk. Amennyiben nem
mutathato ki szignifikans kolcsonhatas, a linedris modellbdl a kdlcsonhatastag elhagyhato, igy a mo-

dell finomithato.

A modszert akkor tekinthetjiik robusztusnak, ha nem mutathato ki szignifikans kiilonbség (p>0,05) a

vizsgalt faktorok (higitas, puffer) szintjei kozott.
4.4.6.2 A MODSZER PRECIZITASI PARAMETEREINEK VIZSGALATA
446.2.1 OPERATOROK KOZOTTI PONTOSSAG

A vizsgalaton beliili precizitas azt irja le, hogy mennyire hasonloak az eredmények, ha mas operator
végzi a kisérletet ugyanazzal a mddszerrel, azonos mintan, azonos reagenssel, ugyanabban a labora-

toriumban. A cél tehat az operator hatasbol bekovetkezd valtozasok értékelése.

A kivitelezés soran ebben a vizsgdlatban két operator vett részt, mindketten 1:10 higitasa, 0,2 uym
atmérdjii membranon atsziirt PBS oldatot hasznélva, ugyanabban a laboratériumban, ugyanazzal a
mérémiszerrel mérve. Parhuzamosan Kivitelezve a két mérést operatoronként 1-1 mintaelékészités
(1-1 higitasi sor) soran a mintabol 6-6 fliggetlen-sejtszam érték keriilt meghatarozasra 3 kiilonb6z6

higitasi Iéptékkel (750x, 2000x, 10000x). A harom kiilonbdzd higitdsbol mért sejtszadm atlagabol
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kapott érték adott egy sejtszam eredményt, ez tehat 6sszesen operatoronként 18 (6x3) leolvasast és 6

sejtszam eredményt jelentett ugyanabbdl a mintabol.

Az ekvivalencia eldontésére a két egyoldali teszten alapuld TOST eljarast hasznaltam. Azt vizsgal-
tam, hogy az atlag értékekbdl kiszamitott konfidenciaintervallum szazalékos értékei kisebbek vagy

nagyobbak-e az elére meghatarozott £10%-os ekvivalencia tartomanynal.
4.4.6.2.2 VIZSGALATON BELULI PRECIZITAS VIZSGALATA

Az vizsgélaton beliili precizitas vizsgélata a mérémiiszernek tulajdonithaté variabilitasrél nyujt in-

formaciot az ismételt mérések eredményébdl variancia-egyiitthaton keresztiil, amelyet a kapott adat-

------

A modszer vizsgalaton beliili precizitdsanak értékelését az operatorok kozotti pontossag vizsgalata-
hoz végzett kisérlet eredményei alapjan végeztem. Operatoronként 1-1 mintaelokészités (1-1 higitasi
sor) soran a mintabol 6-6 fiiggetlen-sejtszam érték keriilt meghatarozasra 3 kiilonbozo higitasi 1ép-
tékben (750x, 2000x, 10000x). Mindkét operatorra kiszamithato egy-egy CV érték, amely jellemzi a

modszer vizsgalaton beliili precizitasat.

Az vizsgalaton beliili precizitas elfogadasanak feltétele az, hogy a mért eredmények CV értéke nem

haladhatja meg a 10%-ot (CV < 10%).
446.2.3 VIZSGALATOK KOZOTTI PRECIZITAS

A vizsgalatok kozotti precizitas azt irja le, hogy az ugyanazon napon, ugyanazon operator altal el-
végzett, tobbszordsen ismételt (fliggetlen) mérési eredmények mennyire hasonldak, vagyis maganak
a mérési modszemek tulajdonithatd variabilitasrél nyajt informéciot. Ennek jellemzésére szintén a

variancia-egyiitthatot (CV) szoktuk alkalmazni

A kisérletben 6 parhuzamosan (fliggetleniil) elokészitett higitasi sorozatot allitottam eld majd ezt ko-
vetben 3 higitasi tagbol végeztem a leolvasast (750x, 2000x, 10000x). EQy mérési eredmény 3 fiig-

getlen leolvasas atlagdnak szamitasabol szarmazik.

A vizsgalatok kozotti precizitast akkor tekintettem elfogadhatdnak, ha a CV értéke nem haladta meg
a 15%-ot (CV < 15%).
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1.tablazat: A becsiilt sejtszam alapjan meghatarozott higitasok

Minta becsiilt €16 sejtszama Higitas Vart él6 sejtszam
[ICC/mL] [-] [ICC/mL]
750 1,33E+06
1,00E+09 2000 5,00E+05
10000 1,00E+05

4.4.6.3 SPECIFIKUSSAG VIZSGALAT

Specifikussag az analitikai modszer azon képességére utal, hogy mennyire képes megkiilonboztetni

€s mennyiségileg meghatarozni az analitot az adott mintamatrixban. A mérés soran azt vizsgaltam,

hogy a mddszer milyen mértékben képes a megadott 2.tablazat alapjan dsszekevert mintakbol az ép

sejteket — az elegyitési aranynak megfeleléen — szamszeriisiteni, vagy masképpen megfogalmazva,

mennyire specifikus a modszer az €16 sejtszam meghatarozasara.

A mintat két részre osztottam, amelynek egyik felét izopropil-alkohollal inaktivaltam, a masik felét

érintetleniil hagytam. Az €10 sejtes (kezeletlen) és a holt sejtes (alkohollal kezelt) baktériumszusz-

penzidk eldallitasanak lépései a kovetkezdk:

1.

Az 1 mL-es baktériumtenyészethez 1 mL 0,85 %-0s NaCl oldatot adtam, amibdl elegyités
utan 1-1 mL-t Eppendorf csovekbe pipettaztam. A sejtek 0sszegyiijtéséhez a mintakat centri-
fugaltam (15000 g 2 perc). A centrifugalas soran a sejtek az Eppendorf cs6 aljara iilepedtek,

az aprobb tormelékek a feliilluszoban maradtak.

. Az els6 minta esetében (ez lesz az éldsejtes szuszpenzid) a feliiluszot ledntottem majd a pel-

letet 1 mL 0,85 %-0s NaCl oldatban reszuszpendaltam.

A masodik minta esetében (ez lesz az elolt sejtes szuszpenzio) szintén ledntdttem a feliiluszot,
de itt 70 %-os izopropil-alkoholban reszuszpendaltam a letilepedett sejteket. 30 percig allni
hagytam a mintakat.

Ujabb centrifugalas kovetkezett (15000 g, 2 perc).

Egyetlen mosasi [épés altalaban elegendd szokott lenni a zavaré komponensek eltavolitasa-
hoz. Mindkét mintardl ledntdttem a feliilliszot, majd mindkét minta esetében a sejteket 1-1
mL 0,85 %-o0s NaCl oldatban reszuszpendaltam.

Ezutan ismét centrifugaltam a mintakat (15000 g, 2 perc).

Ezt kovette a feliiluszo ledntése és a mintak reszuszpendalasa 1 mL 0,85%-0s NaCl oldatban.
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Az €16- és elolt sejtes szuszpenziokat a 2.tablazat szerint elegyitettem:

2.tablazat: El6- és holt sejtek elegyitési ardnya

Az él6:elolt sejtek aranya El6 sejtes szuszpenzié Elolt sejtes szuszpenzié
0:100 0ml 1,00 ml
25:75 0,25 ml 0,75 ml
50:50 0,50 ml 0,50 ml
75:25 0,75 ml 0,25 ml
100:0 1,00 ml 0ml

Mind az 6t mintat harom kiilonboz6 higitasi 1épték (750x, 2000x, 10000x) szerint higitottam, majd
ezeknek az atlagaval szamolva megkaptam minden minta esetében a mért sejtszamot. A mért ered-
ményeket az elméleti (szamolt) értékekkel hasonlitottam dssze, amelyeta 100%-0s €16 sejtszam ered-

ménybdl szdmoltam ki figyelembe véve az inaktivalt sejtekkel valo higitds mértékét a 3.tablazat sze-

rint).

3.tabldzat: Kisérleti elrendezés a specifikussagi vizsgalathoz

El6 sejtszam arany [%] Elolt sejtszam arany [%] Becsiilt érték [ICC/ml]
0 100 0,00-100% g6 scjtszam
25 75 0,25-100% &6 sejtszam
50 50 0,50-100% 16 scjtszam
75 25 0,75-100% &6 sejtszém
100 0 1,00-100% &6 sejtszam

Az 9sszehasonlitas alapja a visszanyerési szdzalék volt, amit a kovetkezd képlet alapjan szamoltam

ki:

A specifikussag a kovetkezo elfogadasi feltételek mellet teljesiil:

R((V ) Mért ép sejtszam
) = —mm—m

Becsiilt ép sejtszam

- avisszanyerés (Recovery) minden szinten 80-120% kozotti tartomanyba esik

- a 100%-ban inaktivalt minta eredménye a meghatarozasi hatdr (LOQ) ald esik (~1000

ICC/ml)

- linearis regresszi6 determinacios egyiitthatoja: R%> 0,9000.
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4.4.6.4 LINEARITAS VIZSGALAT

A linearitas a modszer azon képességét jeloli, amikor a mért analitikai jel (kozvetleniil a vezetoké-
szamaval) egyenes aranyban all, tehat a két egyiitt valtozé mennyiség kozotti kapcsolatot fejezi ki.
Igazolni kell, hogy egy adott — a tényleges analitikai feladatnak megfeleld — mérési tartomanyban a
vizsgalat kivitelezése soran higitasi sort készitettem (el6higitas) 0x-10000x kdzotti tartomanyon be-
lil. Figyelembe véve a varhato sejtszamot a tovabbi higitasokat tigy végeztem el, hogy a mért sejt-
szam 1-105-1,5-108 ICC/mL koz6tti tartoméanyon beliil legyen (ezeket a higitasi értékeket a 4.tablazat
szemlélteti). A 3 tovabbi higitasi tag mérésének eredményébdl visszaszdmolt mintasejtszamok atlaga
ad 1-1 sejtszam-értéket. A mért €16 sejtszam értékek tizes alapu logaritmusat abrazoltam a varhato
¢l6 sejtszamok tizes alapu logaritmusanak fliggvényében és linearis regresszio segitségével egyenest
illesztettem az értékekre. A névleges sejtszam értékeket a legtoményebb mintabdol meghatarozott é16-

sejtszam alapjan szamoltam ki.

A linearitast akkor tartottam elfogadhatonak, ha a korrelacios egyiitthato (R) értéke legalabb 0,95
volt, illetve a modell hibatagjai véletlenszertien oszlottak el az illesztett egyenes koriil. A kisérleti

elrendezést a 4.tablazat szemlélteti.

4.tablazat: Kiserleti elrendezés a linearitas vizsgalathoz

Elohigitas Tovabbi higitasok
0 750
2000
10000
10 75
200
1000
100 7,5
20
100
1000 10
10000 0

4.4.6.5 PONTOSSAG VIZSGALAT

A pontossag azt fejezi ki, hogy a mérési eredmény mennyire kozeliti meg a valodi értéket. Egy ana-

litikai eljaras pontossaga az elfogadott referenciaérték (pl. a referencia modszerrel mért eredmény) és
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a validalando vizsgalattal mért érték kozotti egyezés szorossagat fejezi ki. Ebben az esetben a Bac-
toBox mérémiiszer mérési pontossagat tanulmanyoztam Salmonella tenyészetre és a rutinban alkal-
mazott referencia modszer, vagyis a hagyomanyos telepszamlalasi modszerrel kapott eredményekkel

vetettem 0ssze a kapott értékeket.

5. tablazat: Szuszpenzio higitasa

Eléhigitas Névleges koncentracié szint
5 100 %
10 50 %
15 33,3%

A kiilonboz6 elbhigitasokat (5x, 10x, 15x) a modszer szempontjabol idedlisnak vélt mérési tarto-
manynak megfeleléen tovabb higitottam, ez 6sszesen 3 fiiggetlen higitasi sort eredményezett. Mind-
két modszerrel meghataroztam az €16 sejtszamot a megfeleld higitasi mintakbol. BactoBox-szal 3-3
ismételt leolvasast végeztem, szélesztés esetén pedig 3 fliggetlen lemezre oltast (3 x 3 lemez mintan-
ként). A vizsgalat kivitelezése soran mintanként haladtam, nem modszerenként, igy elkeriilhetévé

valt a tenyészet idobeli pusztulasabol adodo félrevezetd eredmények gytijtése.
A pontossag-vizsgalatot két kiilonbozd alkalommal is megismételtem.
Az eredményeket kétféle megkozelitéssel értékeltem:

1. Linearis regresszioval egyenest illesztettem a kiilonbdzo higitdsokbodl, a két modszerrel mért
adatokra — a diagram két tengelyén a két modszerrel mért eredményeket abrazoltam. Az érté-
kelés soran azzal a feltételezéssel éltem, hogy amikor az egyik méodszerrel 0 (CFU/mL vagy
ICC/mL) €16 sejtszamot mérek, akkor a masik modszerrel is, vagy masképpen megfogal-
mazva a modszerek kozott egy olyan linearis osszefliggés allithato fel, amely nem tartalmaz
konstans tagot (tengelymetszete az origd). Ebben az esetben regresszios koefficiens (egyenes
meredeksége) utal a BactoBox mddszer pontossagara a lemezszamlalasi modszer eredménye-
ihez viszonyitva. Amennyiben ez 1 koriil van (idealis esetben =1), a két mddszerrel pontosan
ugyanazt az eredményt kapom. Ellenkez6 esetben (amikor a meredekség nem egyenld 1-gyel)
egy korrekcios faktor allithato fel a két modszer kozott.

2. Linearis regresszio alapu megkozelités mellett TOST ekvivalencia teszt segitségével is kiér-
tékeltem az adatokat. Ebben az esetben altaldnos linearis modellt illesztettem az eredmé-
nyekre. A valaszvaltozo a mért €16 sejtszam volt (ICC/mL vagy CFU/mL), a magyarazo val-

toz6 pedig az alkalmazott modszerek. Ennek a valtozonak két szintje volt: a szélesztéses
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modszer, valamint a BactoBox mddszer. A modell regresszios egyiitthatoja megegyezik a két
adatsor atlagainak kiilonbségével. A modellre kiszamitottam a 90%-0s konfidenciaintervallu-

mot, és azt vizsgaltam, hogy ez benne van-e az elére meghatarozott ekvivalencia-tartomany-
ban (+0).

Akkor tekintettem elfogadhatonak a médszer pontossagat, ha:

— az illesztett egyenes regresszios egyiitthatoja 0,8 és 1,2 kozé esett (figyelembe véve az il-
lesztett modell illeszkedését, megbizhatosagat is)

— vagy, ha +10% hataron beliil ekvivalensnek bizonyult a két mdodszer
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 VEZETOKEPESSEG A HOMERSEKLET FUGGVENYEBEN

Az 1:11 PBS, 1:9 és 1:10 pufferolt pepton viz puffer oldatoknal megvizsgaltam, hogy miként befo-
lyasolja a vezetOképességet a hdmérséklet, ezaltal informécidt kaptam arrol is, hogy hol érdemes a
puffer oldatokat tarolnom a mérés el6tti orakban (hiitészekrényben, szobahémérsékleten vagy vizfiir-

ddben szobahénél melegebb kdrnyezetben).

2500
2000 — I
£ g 1 ® 1:11PBS
< e——— e
2 e A
51500 | e
~§.)>D e T 1:10 pufferolt
o = epton viz
& 1000 pep
<
Zg 1:9 pufferolt
o 500 pepton viz
>

0
0 5 10 20 25 30

Hémélrl;séklet [°C]
7.abra: Fajlagos elektromos vezetoképesség (konduktivitas) a hémerséklet fiiggvényében

A homérséklet emelésével a vezetoképesség értéke is né, ami a 7.abrarol jol leolvashato. A felso- €s
alsé hatarérték berajzolasa (piros parhuzamosan fut6 vizszintes vonalak) jol szemlélteti, hogy a szo-
bahOmérsékleten mért mintak esetében kaptam a méréshez megfelel6 konduktivitas értékeket mind a

harom puffer oldatnal.

PBS és 1:9, 1:10 pufferolt pepton viz) vezetoképességét, majd kivalasztottam a mérédmiszer miiko-

déséhez a legmegfeleldbbet.
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8.dbra: Puffer oldatok vezetoképesség értékei szobahémérsékleten vizsgalva

Az 8.4bran lathatd, hogy a szorasok figyelembevételével harom higité folyadék vezetdképesség ér-
téke esett az elfogadési tartomanyon beliilre (1700-2100 puS/cm). Ezért ezek koziil csak harom kertilt
tovabbi vizsgalatra: az 1:10 PBS, 1:9 és 1:10 pufferolt pepton viz. Az 1:9 PBS puffer oldat vezetdké-

pesség értekét nem talaltam megfelelonek, igy a tovabbi vizsgalatokbol kizartam

5.2 A BACTOBOX BAKTERIUM SEJTSZAMLALO MEROMUSZER ANALITIKAI PARAMETEREINEK

KIERTEKELESE
5.2.1 ROBUSZTUSSAG VIZSGALAT EREDMENYE

Az robusztussag vizsgalata soran a kiilonb6z6 paraméterek szandékos megvaltoztatasaval a modszer
azon képességét szerettem volna bebizonyitani, hogy megbizhatoan mikodtethetd a kismértékli za-

varo hatasok ellenére is.

Harom kiilonb6z6 Gsszetétell és higitasu puffer hatasat vizsgaltam meg a mért €16 sejtszamra nézve
teljes faktorialis kisérleti elrendezésben. A 9.4bra szemlélteti a kapott sejtszam értékeket. Az eredmé-

nyeket kéttényezds varianciaanalizis segitségével (5%-0s szignifikancia szinten) értékeltem.

A teljes linearis modellben a kdlcsonhatastag nem volt szignifikans, igy azt elhagytam, és anélkiil

futtattam le Gjra a varianciaanalizist. Ennek eredményét a 6. tablazat tartalmazza.
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BactoBox eredményei
1,20E+09

1,00E+09
8,00E+08

6,00E+08 MW 1:9 Peptone

M 1:10 peptone
4,00E+08

m 1:10 PBS

El6 sejtszam [ICC/ml]

2,00E+08

0,00E+00

500x 1000x 2500x

Higitasok

9.dbra: A harom kiilonbozo bsszetételii és higitasu puffer oldat sejtszam értékeinek szorasa és datlaga értékei
harom eltérd higitasban

6.tdbldzat: Robusztussag-Vizsgalat: ANOVA tabla

Szabadsagi fok Adj SS Adj MS F-érték P-érték
Puffer 2 1,58227E+16 7,91136E+15 1,24 0,310
Higitas 2 7,76727E+16 3,88364E+16 6,08 0,008

Az ANOVA tablazat alapjan az alkalmazott pufferek k6zott nem volt kimutathat6 szignifikans kii-
16nbség (p=0,310), azonban a higitas 5%-0s szignifikanciaszinten szignifikans hatassal bir a mért é16

sejtszamra (p=0,008).

Ennek megfelelden a tovabbiakban 3 kiilonb6z6 higitasi 1éptékbol mért €16 sejtszam-értékek atlaga-
ként kozoltem az eredményeket. A 3 kiilonboz6 higitast ugy végeztem, hogy a vizsgalt minta varhato

sejtszama 1x10° ICC/mL és 1,5x10° ICC/mL kozétti tartomanyt lefedje.

5.2.2 PRECIZITASI PARAMETEREK

5.2.2.1 OPERATOROK KOZOTTI PONTOSSAG
Az egyes operatorok/analitikusok altal mért eredményeket (10.abra) ekvivalencia teszttel értékeltem

Ki (7.tablazat). Az 1.melléklet tartalmazza az operatorok altal mért eredményeket.
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BactoBox sejtszam értékei

1,60E+09
1,40E+09
g 1,20E+09
O 1,00E+09
E 8,00£+08
3 1,35E+09
7 6,00E+08 1.11E+09
1 4,00E+08
2,00E+08
0,00E+00
1. operator 2. operator
10.dbra: Harom higitasbol szarmazo sejtszam értékek atlagai
7.tablazat: Ekvivalencia teszt eredménye
[] [%]
Kiilonbség -2,45E+08 -18,08
5% CL -3,17E+08 5,3548335
95% CL -1,72E+08 -5,3548334
Referencia atlag 1,35E+09

A tablazat alapjan lathato, hogy a két operator kozotti kiilonbségre szamolt 90%-0s konfidencia-in-
tervallum teljes mértékben az eldre meghatarozott ekvivalencia-tartomanyon beliil van (+10%), ez
alapjan azt mondhatjuk, hogy a két operator £10%-os hataron beliil ekvivalens. Ez alapjan a modszer

kezeldk kozotti pontossagat elfogadhatonak itéltem.

5.2.2.2 VIZSGALATON BELULI PRECIZITAS

A miiszernek vagy masképp fogalmazva a leolvasasnak tulajdonithato varianciat a relativ sztenderd
deviacio értékével fejeztem ki. Az el6z6ekben bemutatott, operatorok kozotti kiilonbséget vizsgalni
hivatott kisérlet lehetdvé tette azt is, hogy mindkét operator altal mért értékekre meghatarozzam a

CV értéket. Ezt a 8. tablazatban foglaltam Gssze.

8.tablazat: Operatorokra meghatarozott CV érték

1. operator 2. operator
CV [%] 6,17 4,61
Osszesitett atlag [ICC/mL] 1,35E+09 1,11E+09
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A 9. tablazat adatai alapjan kijelenthet, hogy az elfogadasi kritériumok teljesiiltek, vagyis mindkét
operator altal mért értékek variancia-egyiitthatdja 10% alatt volt, igy a modszer vizsgalaton beliili

precizitasat elfogadhatonak itéltem.

5.2.2.3 VIZSGALATOK KOZOTTI PRECIZITAS

A teljes mérési modszernek tulajdonithatd varianciat szintén a variancia-egyiitthatoval fejeztem ki.
EQy operator altal végzett 6 fliggetlen €16 sejtszam-meghatdrozas eredménye alapjan meghatarozott
CV értéke 10,59%. Ez varhatéan nagyobb, mint a vizsgalaton beliili precizitas, hiszen a mintael6ké-
szitéssel (higitasi sorozat el6allitasa) nagyobb bizonytalansagot visziink a rendszerbe. Ennek ellenére
elmondhato, hogy az elfogadasi kritérium teljesiil (CV < 15%), a mddszer vizsgalatok kozotti preci-

zitasa elfogadhato.
5.2.3 SPECIFIKUSSAG

Vizsgalatom célja az volt, hogy meghatarozzam a modszer specifikusnak tekinthet6-e az €16 sejtek

szamanak a mintamatrixbol torténé meghatarozasara.

A kiilonboz6 él6/halott sejtszam aranyokat tartalmazo mintakbol mért eredményeket a 9. tablazat és

a 11. abran lathato diagram foglalja 6ssze.

9.tablazat: Specifikussag vizsgalat eredményei

ElG sejtszam arany | Becsiilt é16 sejtszam érték Mért él6 sejtszam érték Visszanyerési szazalék
[ICC/mL] [ICC/mL] [%]

0 0 0 n.a.

25 1,72E+08 1,96E+08 113,66

50 3,45E+08 3,40E+08 98,67

75 5,17E+08 5,08E+08 98,19

100 6,89E+08 6,89E+08 n.a.

A becsiilt- és a mért sejtszam értékek dsszehasonlitasanak alapja a visszanyerési szazalék, amely 80-
120%-on beliili tartoméanyban elfogadhat6. A 25:75, 50:50, 75:25 ¢€16:holt sejtszam aranyban elegyi-
tett mintak elfogadhatonak bizonyultak (9.tablazat). A 0% €16 sejtet tartalmazo minta esetében a mért
érték kisebb volt, mint a meghatarozasi hatar igy az erre vonatkozo elfogadasi feltétel is teljesiilt. A

2.melléklet szemlélteti minden mérés esetében az é16 sejtszam értékeket.

A becsiilt €10 sejtek szamat a szuszpenzidban 1évo mért €16 sejtek szamaval dsszevetve abrazoltam a

11.4bran. A mért €16 sejtszamokat abrazoltam a higitasi aranyok fiiggvényében, majd regresszios
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egyenest illesztettem majd az adatokra. Az egyenes determinacios egylitthatojanak értéke nagyobb

volt, mint a vele szemben tamasztott minimum kovetelmény (0,9981>0,9000).

800000000

700000000

y = 2E+08x - 2E+08
600000000 R2=0,9981

500000000

I Becsiilt ép
sejtszam

400000000

300000000
— Mért ép
sejtszam

ElS sejtszam [ICC/mL]

200000000
100000000

0
0 25 50 75 100

El§ sejtszam arany [%]

11.abra: Regresszios egyenes illesztése a becsiilt- és a mért adatok oszlopdiagramként abrazolt értékeire

Tovabbi kritérium volt, hogy a 100%-ban inaktivalt minta €16 sejtszam értéke a meghatarozasi hatar
al4 essen, ami szintén teljesiilt. Osszességében kijelenthetd, hogy a modszer minden elfogadasi kri-
tériumnak eleget tett, tehat a modszer specifikus az €16 sejtek szamara vonatkozodan a vizsgalt minta-

matrixbol.
5.2.4 LINEARITAS VIZSGALAT

A modszer linearitasat tizes 1éptékii higitasi sorozatbol (0-10% higitasi tartomanyban) kapott mintak
elemzésével hataroztam meg. A mért, illetve a névleges €16 sejtszam értékek kozotti linearis 0ssze-
fliggést vizsgaltam, ennek eredményeit mutatom be az alabbiakban. A 3.mellékletben lathatok a Bac-

toBox mérédmiuszer altal mért nyers adatok.

10.tablazat: A linearis vizsgalat mintaelékészitése alapjan a varhato sejtszam- és a higitas mértéke szerint

visszaszamolt harom mérési eredménybdl atlagolt sejtszam értékek

Higitas Viarhat6 sejtszam Virhaté sejtszam log10 Meért sejtszam log10 Meért sejtszam
[ICC/mL] [ICC/mL] [ICC/mL] [ICC/mL]
0 9,06E+08 8,96 8,96 9,06E+08
10 9,06E+07 7,96 7,99 9,75E+07
100 9,06E+06 6,96 6,91 8,08E+06
1000 9,06E+05 5,96 5,86 7,20E+05
10000 9,06E+04 4,96 5,00 1,01E+05
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12.dbra: A regresszios egyenes logaritmizalt adatokra illesztve
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13.dbra: Regresszios modell hibatagjai
11.tablazat: Regresszios statisztika 6sszesité
Regresszios statisztika
R értéke 0,9992
R-négyzet 0,9986
Korrigalt r-négyzet 0,9981
Standard hiba 0,0697

Megfigyelések
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Akorrelacios egyiitthato (R) értéke 0,9992, ami teljesiti az erre vonatkozo elfogadasi feltételt (>0,95),

valamint nagyon szoros korrelaciora utal. llletve az R-négyzet is nagyobb, mint 0,900.

A regressziés modell hibatagjait abrazold diagram (13.4bra) vizualis vizsgalata alapjan elmondhato

tovabba az is, hogy a hibatagok véletlenszerlien oszlanak meg az illesztett egyenes koril.

Mivel a linearitasra vonatkoz6 minden feltétel teljesiilt, ezért a modszer linearitasat elfogadhatonak

itéltem.
5.25 PONTOSSAG

Az anyagok és modszerek fejezetben bemutatottak alapjan kétféle megkdzelitéssel vizsgaltam a mod-

szer pontossagat.

A lineéris regresszion alapuld megkozelitésben Ugy vizsgaltam a modszer pontossagat, hogy egy
egyenest illesztettem a két modszerrel mért értékekre, ebben az esetben a valaszvaltozo a BactoBox-
szal mért értékek (YY), a magyarazé valtozo pedig a lemezszamlalassal kapott értékek (X) voltak. A

két modszer kozti egyezés mértékét a regresszids koefficiens adta meg.

A 14. és 15. abra szemlélteti a méréseim eredményeit:

Pontossag vizsgalat (1)
2,50E+08
¢ [ J
2,00E+08 ¥ =1,2300x ®
R2=0,9419 .
o °
2 1,50€+08 o ..
S e o
O 1,00E+08 g )
L)
5,00E+07
0,00E+00
0,00E+00 5,00E+07 1,00E+08 1,50E+08 2,00E+08
CFU/mL

14.dbra: Elsé alkalommal szamitott linedris regresszio

Az igy kapott regresszios egyiitthato 1,2388 volt, ami éppen az elfogadasi hatar felsd szélére esik (0,8
<B<1,2). Azonban, ahogy a 14.abran lathato, annak ellenére, hogy az illeszkedésre utalé determina-
cios egyiitthato elég magas volt (0,9419), a mért értékek nagyon szoérodnak az egyenes koriil, ezért a

kisérletet megismételtem, hogy megbizhat6 kovetkeztetéseket tudjak levonni.

A masodik mérés soran kapott értékre illesztett regresszios egyenes:
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Pontossag vizsgalat (2)
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15.dbra: Masodik alkalommal szamitott linearis regresszio

oo

Az egyenes illeszkedésére utalo mérészdm magasabb, mint az el6z6 esetben (0,9942), és szemmel
lathatoan is kevésbé szorddnak az egyenes koriil a mért értékek, igy ezt a modellt megbizhatobbnak
itéltem kovetkeztetések levondsa céljabol. Az igy kapott regresszios egyiitthato (8) értéke 1,6036,

ami joval az elére meghatarozott elfogadasi hataron kiviil esik (0,8 < B <1,2).

Az 16.abran lathato, hogy az eredményeket az eredeti mintara visszaszamolva a BactoBox-szal mért
€16 sejtszamok mindig magasabbak lesznek, mint a lemezszamlalasi modszer esetében kapott értékek.
Atlagosan a BactoBox-szal meghatarozott é16 sejtszam-értékek 65%-a a szélesztéssel meghatarozott

¢lo sejtszam.

Eredeti mintara visszaszamolva

__ 1,20E+09
|
E .
O 1,00E+09
=
< 8,00E+08
Y4
L T
‘o 6,00E+08
€ Il M BB atlag
N
'E 4,00E+08 M CFU atlag
[}
(%]
+ 2 00E+08
o
[eT0]
O
g 0,00E+00

5 10 15

Higitas

16.dbra: Higitisokat figyelembe véve az eredeti mintdra visszaszamolt él6 sejtszam értékek
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Oszlopdiagrammban abrazolva az adatokat az (17.abra) jol megfigyelhetd, hogy minél toményebb a

szuszpenzid vagyis minél nagyobb az €16 sejtszam koncentracidja annal nagyobb lesz az eltérés,

vagyis annal jobban tdvolodnak el egymastol az egyenesek a BactoBox-szal mért értékek és a lemez-

szamlalasi modszerrel mért értékek kozott.

1,80E+08

1,60E+08

Atlagos sejtszanérték [ICC/mL]

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08
8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07
2,00E+07
0,00E+00

10
Higitas

I BB mean

s CFU mean

--------- Linearis (BB mean)

--------- Linearis (CFU mean)

17.abra: Oszlopdiagrammon abrazolt atlagolt sejtszam értékek

Az ekvivalencia-teszt alapi megkozelitésben az eredeti mintara visszaszamolt adatokat felhasznalva

vizsgaltam a modszer pontossagat. A két modszerrel mért atlagok kiilonbségét vettem, amire egy

90%-0s konfidencia intervallumot allitottam fel. Ennek also és a fels6 hatarait a referencia modszer-

hez viszonyitva szazalékban fejeztem ki, majd azt vizsgaltam meg, hogy az elére meghatarozott +10%

ekvivalencia intervallumon beliil vannak-e az igy kapott értékek.

12.tabldazat: TOST ekvivalencia teszt kiértékelésének eredménye

i Kiilénbsé Ekvivalencia Konfidencia
Alkalmak| Méodszer | Atlag értékek | Kiilonbség u[(()) 6] S¢€ | intervallum Als6 hatar | Felsé hatar | intervallum
[+/-%)] [+%]
1 CFU 5,65E+08 -5,57E+08 -98,59 10 -6,46E+08 | -4,68E+08 15,77
BB 1,12E+09
2 CFY 8.30E+08 -3,28E+08 -52,06 10 -4,09E+08 | -2,47E+08 12,88
BB 9,58E+08

A két adatsor atlagértékei nem ekvivalensek egymassal, mivel kiviil esik a konfidenciaintervallum az

elére meghatarozott hataron (+10%). A két modszert legfeljebb 20%-0s hataron beliil lehetne ekvi-

valensnek nevezni, ami azonban mar szdmottevo kiilonbség.
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A kapott eredmények alapjan a modszer nem tekintheté pontosnak. Bizonyos megkotések mellett, pl.
korrekcios faktor alkalmazasaval (8 ~ 1,6) azonban atkonvertalhatok egymasba a két modszerrel mért
€10 sejtszam értékek. Az eltérés oka valosziniileg a BactoBox kapuzasaban (gating) keresendd. Ennek
szoftveres korrekcioja, fejlesztése esetén akar 1:1 megfeleltetés is elérhetd lehet a két modszer kozott,
azonban ez egyel6re meghaladja e dolgozat kereteit. Ehhez a gyartoval vald konzultaciora, egyiitt-
miikddésre van sziikség, mivel a felhasznalok szamara szoftveres modositas nem biztositott. Minden
esetre amennyiben erre lehetéség nyilik, ugy akar baktériumtdrzs-specifikus kapuzasok, modszerek

is létrehozhatok lesznek.

A tovabbfejlesztés szempontjabol tovabbi megoldas lehet még pl. a szélesztéses, illetve a lemezonté-
ses modszerrel kapott sejtszam eredményekkel valdo Osszehasonlitds. A lemezontéses modszernél
minden higitasi tagbol 1 ml-t mériink pipettaval a Petri-csészébe nem 0,1 ml —t, mint a szélesztésnél,
igy csokkenthetd a mintaelokészités soran bevitt hiba. A hagyomanyos telepszamlalasi modszerek
esetében szamolni kell azzal, hogy az €16, de nem tenyészthetd sejtek nem mutathatok ki, tovabba,
hogy 1 telep 2 vagy tobb egyedi sejtbdl is kifejlodhet. Tehat az egyes mdodszereknek (hagyomanyos
telepszamlalasos modszer, BactoBox) olyan sajatossagaik vannak, amelyek nem feltétlen teszik le-
hetévé az 1:1 megfeleltetést (ebbdl adodhat a referencia modszerhez képest kapott pontatlansaga a
BB-nak). Alkalmazas szempontjabdl sokkal fontosabb figyelembe venni az adott médszer konzisz-
tenciajat. Nagyon nagy elénye a BactoBox-nak a telepszamlalasos modszerrel szemben, hogy kisebb

szorasokkal tud mérni €s kisebb az operator hatas is.

Abban az esetben pedig, ha egy gyartasi technologiat teljes egészében a BactoBox-ra alapozunk (az
alapjan allitjuk le a fermentaciot, formuldzunk, stb), nem a lemezszamlalasi modszerre, akkor nincs

sziikség Osszehasonlitasra, igy megfeleltetésre.
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6 OSSZEFOGLALAS

Kutatomunkam célja az volt, hogy egy alternativ megoldast talaljak a hagyomanyos lassu és kevésbé
megbizhatdé eredményeket szolgaltatd sejtszamlalasi modszer helyett. A tenyésztéses lemezszamla-
lasi modszer legf6bb hibaja a sejtek életképességi allapotanak a nem megfelelé becslése, mivel a nem
tenyészthetd, de é16 baktériumokat ezzel a modszerrel nem lehet kimutatni és megszamolni. E16 bak-
tériumokat tartalmazo6 vakcindk esetén kritikus folyamatk6zi mindségellendrzési paraméter a tenyé-
szet €16 sejtszama, ezért itt kiemelt jelentGsége van a gyors sejtszamlalasi modszereknek. Munkam
soran egy ilyen gyors, innovativ, €16 sejtszam-meghatarozasi modszer alkalmazhatosagat vizsgaltam

az analitikai teljesitmény jellemzokon keresztiil.

A teljesitmény jellemzdk vizsgalatat egy rovid modszerfejlesztési fazis eldzte meg, amelynek sordan
megkerestem a méréshez legalkalmasabb homérséklet-tartomanyt — azt vizsgaltam, hogy a kiilonb6z6
higité folyadékok fajlagos vezetoképessége hogyan fiigg a mérési homérséklettdl. Vizsgaltam to-

vabba a kiilonb6z6 operatorok hatasat a mért adatokra nézve.

Részben a fejlesztési fazishoz tartozik a modszer robusztussaganak vizsgalata is, hiszen ennek ered-
ményei alapjan alakult ki a véglegesnek tekintett, késdbbiekben alkalmazott €16 sejtszam-meghata-
rozasi modszer. Ennek soran kiilonb6zo higitopufferek és higitasi szintek hatasat vizsgaltam a mérés
altal szolgaltatott eredményre. A minta megfeleld tartomanyon beliili higitasa elengedhetetlen a mi-
szer miikodéséhez. A higitasi aranyokat ugy kellett meghatarozni, hogy minimum harom higitési tag
alapjan kapott értékek atlaga adjon egy sejtszam értéket, illetve, hogy a mérésre szant mintak sejtszam
értékei a BactoBox miikddése szempontjabol az optimalis 1x1075 — 1,5%1076 ICC/ml tartoményt
fedjék le.

Ezutan kovetkezett az analitikai teljesitményjellemzok vizsgalatan keresztiil a modszer validalasa a

13.tdblazatban felsorolt teljesitményjellemzdék alapjan.

A hagyomanyos modszerrel kapott 6sszehasonlitd mérések alapjan statisztikailag kimutathato, hogy
a BactoBox mérémiiszer adatai megbizhatobb mérési eredményeket szolgaltatnak, kevésbé szorod-
nak a kozépérték koriil. Azonnali informaciot kaptam a mérések soran a tenyészet €16 sejtszamarol.
A modszer nem igényelt tenyésztést, igy lehetové valt az életképes, de nem tenyészthetd sejtek
szamba vétele, amelyek a hagyomanyos laboratoriumi taptalajon nem tenyészthetoek, vagyis lemez-
szamlalasi modszerrel nem lehet kimutatni ezeket a sejteket, ami magyarazatot ad a BactoBox-szal

mért magasabb sejtszam értékekre. A BactoBox képes volt egyenként elemezni és szamba venni a
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sejteket, mig a tenyésztéses modszer esetében a sejtek Gsszetapadhattak és tobb sejt is kialakithatott

egy telepet, ezzel magyarazhato a BactoBox-szal kapott magasabb sejtszdm értek.

13.tabldzat: A statisztikai paraméterek 0sszegzése

b. Az egyenértékiiségre +£10%-0n
beliil lehet kovetkeztetni.

Masodik alkalom: 3=1,7
b. Elsd alkalom: + 15,77 %
Masodik alkalom: + 12,88 %

Validalasi paraméter Elfogadasi feltétel Eredmény Kovetkeztetés
Robosztussag 1.: Puffer p=>0,05 p=0,310 Robusztus
Robosztussag I1.: Higitas p=>0,05 p = 0,008 Nem robusztus
Vizsgalaton beliili precizitas a. CV=<10% a. CV1.operitor = 6,17 % Az operatorok
(operator) b. TOST-ekvivalencia teszt CV2. operator = 4,61 % egyenértékiiek.
b. 10%-os hataron beliil egyenér-
ekl
Vizsgalatok kozotti precizitas CV<15% CVv =10,59 % Preciz
Specifikussag a. 80% < Recovery (%) < 120% a. R-sq=0,9981 Specifikus
b.R2>09 b. ICC (100% inakt) <LOQ
c. ICC (100% intakt) <LOQ C. A visszanyerés:
1) A 25%-os aranyban é16
minta visszanyerése:
113,66%.
2) Az 50%-os €16 aranyt
minta visszanyerése:
98,67%.
3) A 75%-o0s él6 aranyn minta
visszanyerése: 98,19%.
Linearitas R2>0,90 R2=0.9986 Linearis
R>0.95 R =0,999
A maradékok véletlen eloszlasa. Véletlen eloszlas.
Pontossag a.0,8 <B < 1,2 és/vagy a. Els6 alkalom: B=1,8 Pontatlan

A referenciamoédszerhez viszonyitva nem tekinthetd pontosnak, de a kapott faktor értékkel korrigal-

hatok az eredmények.

A gyogyszeriparban €s mas teriileteken a baktériumok koncentracidjdnak gyors €s pontos mennyiségi

meghatdrozasara iranyul6 igény kereskedelmi szempontb6l még mindig kielégitetlen.

Ez a munka megmutatta, hogy az IFC alkalmas lehet ennek az igénynek a kielégitésére, mivel a tech-

nologia lehetéséget ad arra, hogy vezetoképességbdl kovetkeztetve, indirekten, gyorsan és hatéko-

nyan szamba vegyiik az €16 sejteket.
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9 MELLEKLETEK

1.melléklet: Az operdtorok altal mért eredmények

Operitorok | Higitisok Isn{étlés Mért é16 sejtszam értékek | Becsiilt é16 sejtszam értékek atlagai | Osszesitett atlag | CV
szama [ICC/mL] [ICC/mL] [ICC/mL] [96]
1. 750 1 1,67E+06 1,34E+09 1,35E+09 6,17
2000 1 5,80E+05
10000 1 1,60E+05
750 2 1,69E+06 1,30E+09
2000 2 5,60E+05
10000 2 1,50E+05
750 3 1,57E+06 1,38E+09
2000 3 6,30E+05
10000 3 1,70E+05
750 4 1,68E+06 1,43E+09
2000 4 7,20E+05
10000 4 1,60E+05
750 5 1,64E+06 1,45E+09
2000 5 6,60E+05
10000 5 1,80E+05
750 6 1,67E+06 1,23E+09
2000 6 4,20E+05
10000 6 1,60E+05
2. 750 1 1,44E+06 1,02E+09 1,11E+09 4,61
2000 1 6,30E+05
10000 1 7,30E+04
750 2 1,66E+06 1,12E+09
2000 2 6,50E+05
10000 2 8,00E+04
750 3 1,62E+06 1,18E+09
2000 3 6,10E+05
10000 3 1,10E+05
750 4 1,67E+06 1,09E+09
2000 4 5,30E+05
10000 4 9,60E+04
750 5 1,68E+06 1,13E+09
2000 5 6,00E+05
10000 5 9,30E+04
750 6 1,68E+06 1,12E+09
2000 6 6,50E+05
10000 6 8,00E+04
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2.melléklet: Specifikussag mintaelokészitése alapjan kapott sejtszam értékek

Sejtek Higitas Mér[tl gg/sglt_s]zam Becs"ﬁtcé(l:‘lj r;eﬂﬁszg‘m Atlag SD | cV[%]
100% ¢16 750 8,50E+05 6,38E+08 6,89E+08 4,50E+07 | 6,53
2000 3,60E+05 7,20E+08
10000 7,10E+04 7,10E+08
100% elolt 750 1,30E+04 9,75E+06
2000
10000
25% €16 + 75% 750 2,50E+05 1,88E+08 1,96E+08 3,09E+07 | 15,76
elslt 2000 | 8,50E+04 1,70E+08
10000 2,30E+04 2,30E+08
50% é16 + 50% 750 4,40E+05 3,30E+08 3,40E+08 [L,73E+07 | 5,09
elolt 2000 | 1,80E+05 3,60E+08
10000 3,30E+04 3,30E+08
75% €16 + 25% 750 7,10E+05 5,33E+08 5,08E+08 2,63E+07 | 5,19
elolt 2000 | 2,40E+05 4,80E+08
10000 5,10E+04 5,10E+08
3.melléklet: Linearitas vizsgalat mintaelokészitésének sejtszam értékei
El6higitas Higitas Mért ICC/mL Becsiilt ICC/mL Atlag
0 750 8,50E+05 6,38E+08 9,06E+08
2000 4,90E+05 9,80E+08
10000 1,10E+05 1,10E+09
10 75 1,18E+06 8,85E+07 9,75E+07
200 5,20E+05 1,04E+08
1000 1,00E+05 1,00E+08
100 8 1,07E+06 8,03E+06 8,08E+06
20 4,10E+05 8,20E+06
100 8,00E+04 8,00E+06
1000 - 8,30E+05 8,30E+05 5,40E+05
- 7,30E+05 7,30E+05
10 6,00E+04 6,00E+04
10000 - 9,00E+04 9,00E+04 1,01E+05
- 9,30E+04 9,30E+04
- 1,20E+05 1,20E+05

45




