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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFM;: aflatoxin M

AFM-BSA: aflatoxin Mi-bovine serum albumin konjugatum, aflatoxin Mi-marhaszérum albumin
konjugatum

AFM;-HRP: aflatoxin M;i- horseradish peroxiddaz konjugatum, aflatoxin M;i-tormaperoxidaz
konjugatum

APTS: y-aminopropil-trietoxi-szilan

B. bifidum: Bifidobacterium bifidum

B. longum: Bifidobacterium longum

BSA: bovine serum albumin, marha szérum albumin

BSM: bifidus selective medium agar

CFU: colony forming unit, telepképz6 egység

DTT: ditiotreitol

EDC: 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-karbodiimid

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, enzim-kapcsolt immunszorbens eljaras

FIA: flow injection analysis, araml6 oldatos (injektalasos) elemzés

HPLC: high performance liquid chromatography, nagy teljesitményti folyadékkromatografia
HRP: horseradish peroxidaz, tormaperoxidaz

L. acidophilus: Lactobacillus acidophilus

L. lactis: Lactococcus lactis

LOD: limit of detection, kimutatasi hatar

MHDA: 16-merkapto-hexadekan sav

MRS: de Man, Rogosa and Sharpe

NHS: N-hidroxi-szukcinimid

OPD: o-fenilén-diamin-dihidroklorid

OWLS: optical waveguide lightmode spectroscopy, optikai hullamvezetd fénymddus
spektroszkopia

PBS: foszfat pufferolt s6oldat

QCM: quartz crystal microbalance, kvarckristaly mikromérleg

SPR: surface plasmon resonance, feliileti plazmon rezonancia

Szulfo-LC-SPDS: szulfoszukcinimidil 6-[3-(2-piridilditio) propionamido] hexanoat

Tris: trisz(hidroximetil)-aminometan

TWEEN 20: polioxietilén-szorbitdn-monolaurat

UHT: ultra-high temperature processing, ultra magas hoémérsékletii kezelés
7
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1. BEVEZETES

Napjainkban az é¢élelmiszerek - mind a szennyezd, élelmiszerbiztonsagot veszélyeztetd
vegyiiletek, mikrobak, mind az élelmiszermindséget meghatarozé Osszetevok — vizsgalataban a
hagyoményos és a modern analitikai, illetve a molekularis bioldgiai modszerek mellett egyre

nagyobb szerepet toltenek be a bioszenzoros alkalmazasok.

A bioszenzorok eldtérbe keriilése, dinamikus fejlddése az élelmiszer analitika teriiletén
szamos tényezonek koszonhetd. A kimutatasok érzékenysége gyakran felveszi a versenyt olyan
nagymiiszeres technikakkal, mint pl. a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC), a
gazkromatografia (GC), sokszor egyszeriibb a mintaelOkészitési eljaras, e mellett kialakitasuk,
tizemeltetésiik jellemzden kisebb koltséggel megvalodsithatd. A bioszenzorok felépitését tekintve
szdmos kombindcid 1étezik a bio- vagy biomimetikus receptorok 6ridsi valtozatossagabol (antitest,
antigén, oligonukleotid, szovet, teljes sejt, molekuldris lenyomatu polimerek stb.), a detektalasi
tipusok (optikai, elektrokémiai, tomeg stb.) széles skaldjabol, a kialakitott részegységek
dimenzi6jabol (pl. mikro-, nano nagysagrend) adodoan. A Dbioaffinitds szenzorok koziil
kiemelkedé az antitest-alapti, immunszenzoros alkalmazasok szerepe. Hasonldan mas
immunanalitikai médszerekhez, mint az enzim immunvizsgalat (EIA) vagy az enzimkapcsolt
immunszorbens analizis (ELISA), a kimutatni kivant anyagra, mikrobara stb. specifikus antitestek
szelektivitasat, €s a nagyfoku érzékenységet, az antitest antigénnel szemben mutatott nagy
affinitasat hasznaljak ki a bioszenzorok fejlesztoi is. Az immunszenzorok kiilon 4gat képviselik az
enzimes, vagy egyeb jelolést nem igényld, un. jelolésmentes (label-free) detektalasra alkalmas
szenzortechnikdkkal megvalositott kimutatasok. Eldnyként az alapvetden rovidebb analizis 1d6t, a
valos-idejli meghatarozasokat, szdmos minta sorozatmérésének lehetdségét, a koltséghatékony

mukodtetést emelném ki.

Mindezen eldnyoket szem el6tt tartva az egri Eszterhdazy Karoly Fdiskoldn 2006-ban
alakult Egerfood Regionalis Tudaskdzpont bioszenzor-fejlesztd laboratoriuméaban kezdtiink el
egyéb szenzorok mellett kvarckristaly mikromérleg (QCM) és optikai hullamvezetd fénymodus
spektroszkopia (OWLS) alapt, jelolést nem igényld szenzortechnikdkkal dolgozni. Kiemelt
jelentdséggel birt a tejek, tejalap fermentalt készitmények egyes bioaktiv komponenseinek és
szennyezOinek bioszenzorokkal torténd kimutatasa €s mennyiségi meghatarozdsa, mégpedig
elsésorban a monitorozd, de kellden érzékeny vizsgalatok kivitelezése (NTP-FUNKMILK
OMFB-00386/2008 palyazat). A tejben, tejtermékekben el6forduld szennyezd, vagy patogén
baktériumok élelmiszer-biztonsagi jelentésége okan szamos bioszenzoros vonatkozasu
tudoményos publikaci6é latott napvilagot. Annak ellenére, hogy az elényds élettani hatéasq,

probiotikus baktériumok az elmult évtizedben a mikrobiologiai, molekularis biologiai kutatasok
8
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kozéppontjaba keriiltek - elsdsorban az egyes torzsek azonositdsa, rokonsagi kapcsolataik ¢€s
pontos, az emésztérendszerben lezajlé hatdsmechanizmusuk feltdrasa miatt - bioszenzorral vald
tanulmanyozasuk eddig nem volt jelentds teriilet. A fogyasztok védelme az élelmiszerek
biztonsdganak szavatolasan til azonban kiterjed a termékeken jelzett mindségi jellemzok,
paraméterek ellendrzésére is, ezért feladatom a tejiparban leggyakrabban hasznalt probiotikus
baktériumok (L. acidophilus, B. bifidum) mennyiségi meghatarozasara alkalmas, antitest-alapti

szenzorok (QCM és OWLS) fejlesztése volt.

A tejet szennyez6 vegyliletek, mint pl. az allatgydgyaszati szermaradvanyok, névényvédo
szerek mellett a bioldgiai eredetli, mikotoxinogén penészgombak altal termelt aflatoxinok a
legnagyobb egészségiigyi kockazatot jelentd kontamindnsok kozé tartoznak a tejben. Munkdm
céljaul az aflatoxin B; metabolizmusaval a szervezetben M; forméva atalakuld, és a tejbe
kivalaszt6do aflatoxin M bioszenzoros kimutatdsanak megvalositasat jeloltem ki OWLS-alapt
bioszenzorral, az élelmiszerbiztonsag témakdrében sziiletett palydzatunkhoz (TAMOP-4.2.2.A-

11/1/KONV-2012-0008) kapcsolodva.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Bioszenzorok altalanos bemutatasa

A kémiai érzékeldk alcsoportjaba tartozo bioszenzorok specialis, szelektiv szenzorok,
olyan analitikai eszkdzok, amelyek egy fizikai-kémia jelatalakitoval (pl. elektrokémiai, optikai,
piezoelektromos stb.) szoros dsszekottetésben, vagy abba integralva biologiai eredetii (pl. enzim,
szovet, mikroorganizmus, antitest stb.) vagy azt imitaldo anyagot (pl. molekularis lenyomatu
polimerek, MIP) tartalmaznak (2.1 é&bra) (SHARMA et al., 2003, GYURCSANYI 2005). Az
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC, Nemzetkdzi Elméleti és Alkalmazott
Kémiai Szdvetség) ajanlasa szerint a bioszenzor olyan integralt eszkoz, amely specialis biokémiai
reakciokat hasznal fel egy kimutatni kivant vegyiilet kvantitativ vagy félkvantitativ
meghatarozasara oly médon, hogy a biologiai felismerd egység (enzimek, antigének, antitestek,
szovetek, sejt organellumok, teljes sejtek) kozvetlen kapcsolatban all a jelatalakitoval

(transzducer) (THEVENOT et al. 1999).

Bioszenzor
Minta Bioreceptor Transzducer
Enzim
—_— Antitest Elekirdd
Nukleinsav Tm”z_‘szm'
Sejtorganellum Termisztor JelerBsits Adatfeldolgozd
. Optikai szal egyseq
— Szdvet
Sejt Piezoelekiromos
» kvarckristaly
Biomimetikus
receptor

2.1 abra: A bioszenzorok elvi felépitése (VELASCO-GARCIA et MOTTRAM, 2003, modositva)

A detektalas alapja a kimutatni kivant vegyiilet specifikus kapcsolddasa a komplementer
biologiai felismerd elemhez (bioreceptor), amelyet egy megfeleld hordozé feliileten rogzitenek
(VELASCO-GARCIA et MOTTRAM, 2003). A molekularis interakci6 egy vagy tobb fizikai, kémiai
jellemzd valtozasat (pl. pH valtozas, elektron transzfer, tomegvaltozas, ho fejlodés, gazok vagy
ionok felvétele, ill. leadasa) eredményezi, amely a jelatalakitoval mérhetd. Gyakori cél a kimutatni
(TURNER et al., 1986; POWNER et YALCINKAYA, 1997).

Mivel a bioszenzor egy ©nallo, tobb részegység integralasaval Osszeallitott eszkoz,

megkiilonboztetik olyan egyéb analitikai rendszerektdl, amelyek kiillonbozd elvalasztasi 1épéseket

10
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tartalmaznak (pl. HPLC) vagy specidlis egységeket és/vagy mintaelOkészitési eljarasokat (pl.
specifikus reagensek hozzaadasat) igényelnek (THEVENOT et al. 1999). Szintén megkiilonbdztetik
a biologiai felismer6 elemeket alkalmazd, de elektronikai jelatalakito, adatértékeld egységet nem
tartalmazo egyszer hasznalatos gyorstesztektol, tesztcsikoktol (pl. lateralis aramlés-tesztek).

A bioszenzoros technikdk eldretdrése azzal magyarazhatd, hogy szamos elényt
képviselnek a konvencionalis analitikai technikdkkal Osszehasonlitva. A bioldgiai eredetli
felismer6 elem nyujtotta szelektivitds megalapozza a specifikus eszk6zok fejlesztését, amelyekkel
gyakran kis mennyiségli komplex mintak valds idejii analizise valdsithatd meg egyszeri
mintaeldkészitéssel. Az elényok és elvart jellemzOk kozott szerepel a nagy érzékenység, a
reprodukélhaté mérések, a gyors és egyszertien kivitelezhetd analizis és nem utolsd sorban a
koltséghatékony miikodtetés (VELASCO-GARCIA et MOTTRAM, 2003). Tovabbi tulajdonsaguk,
hogy til a hagyoményos kémiai analizis nyujtotta lehetdségeken, olyan specidlis paraméterek
mérésére is alkalmassa tehetéek, mint példaul a karcinogenitds, mutagenitds, citotoxicitds
(KROGER et al., 2002). Alkalmazasuk szerteagazo, kiterjed a kornyezetvédelem, a hadiipar, a

klinikai diagnosztika ¢és az ¢lelmiszeranalitika tertiletére is (TOTH et GYURCSANYI 2002).

2.1.1 Bioszenzorok csoportositasa

A bioszenzorokat csoportosithatjuk (1) strukturalis alapon, a benniik alkalmazott biologiai
eredetii/azt imitalo felismerd rendszerek alapjan, az (2) alkalmazott receptorok funkcioja szerint,
vagy a (3) detektalas tipusa szerint (2.1 Téablazat). Gyakran hasznélatos a funkcionalis szempontt
osztalyozas, amelyben a két alapvetd csoport a bioaffinitas ill. a biokatalitikus receptorokkal
miikddé szenzorok (WANG, 2006). Egyes szerzOk tovabbi kategoriaként jeldlik meg a hibrid, és a
szintetikus receptoros alkalmazasokat (MELLO et KUBOTA, 2002; PICHON et CHAPUIS-HUGON,
2008).

2.1 Téblazat: Bioszenzorok csoportositasa (SHARMA et al., 2003)

1. felismerd rendszer

2. fizikokeémiai jelatalakitas

funkcio alapjan felismerd egység

detektalas alapjan transzducer

pl. antitest-antigen,

a) bioaffinitis oligonuklectidok, peptid

nukleinsay
b} biokatalitikus enzimek
¢} mikroorganizmus alap teljes sejt

pl. amperometria, potenciometria,
voltammetria, impedimetria,
komnduktometria

a) elektrokémiai

b} optikai pl. optikai szdlak, SPR, OWLS

C) akusztikus pl. piezoelektromos

11
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Mind a biokatalitikus folyamatok, mind a bioaffinitason alapul6 reakciok detektalasara
szamos megoldas létezik, melyek kozil leggyakrabban az optikai (WANDERMUR at al., 2014;
AMIN et al.,2012.; HERRANZ et al., 2012., CHEN et al., 2013) elven miikkodo rendszereket, tovabba
az elektrokémiai modszereken beliil a potenciometrias (SAURINA et al., 1999; PELLEGRINI et al.,
2004; TANG et al., 2004) és a voltammetrias (EISSA ef al., 2012; ENSAFI et al., 2013; PISOSCHI et
al., 2014) érzékeldket hasznaljak.

2.1.2 A bioaffinitas érzékelok

A bioaffinitdson alapuld kimutatasi modszerek 1ényege, hogy a biomolekuldk specifikus
célmolekuldkkal kapcsolodnak, azaz tagabb értelemben vett receptor-ligandum komplexek
képzddnek (WANG, 2006). Egyes biokémiai rekaciok specifitisa €s a receptor-ligandum
molekulak egymdéshoz valdé nagy affinitdsa lehetdvé teszi szelektiv és nagy érzékenységii
modszerek kidolgozasat. Az immunszenzorokban a mérés alapjat az antitest-antigén komplexek
(immunkomplex) kialakulasa jelenti. Ezen szenzorok specifitasa tulajdonképpen az antitestek (2.2
abra) szelektiv antigénkotd, antigén felismerd képességétdl fligg, amelyet az alkalmazott antitest
tipusa (poliklonalis, monoklonalis, rekombindns) hatdroz meg. Az antitestek analitikai céla
eldallitdsi modszereit a 2.1.3 pontban részletesebben bemutatjuk. A bioaffinitdson alapuld
rendszerek 1étrehozésahoz gyakran a két komplementer szekvenciaju, egyszali oligonukleotid
(DNS vagy RNS) hibridizacidjat hasznaljak fel. A biomolekuldk specifikus kotésére alkalmas
fehérjemolekulak, a receptorok is szerepelhetnek bioldgiai felismerd elemként bioszenzorokban,
bar eldallitasuk magas koltsége, stabilitasi problémak miatt alkalmazasuk még koraltozott
(SUBRAHMANYAM et al., 2002). Az aptamerek olyan in vitro eldallitott DNS vagy RNS
oligonukleotidok, amelyek alkalmasak 1onok (pl. K+, Hg2+ and Pb2+) kiilonbozd
makromolekulak és kis molekulatomegi vegyiiletek (pl. fehérjék, aminosavak, ATP,
antibiotikumok, vitaminok, toxinok) szelektiv megkotésére is (SZEITNER et al., 2014; SONG et al.,
2008). A celvegyiiletre specifikus nukleotidok kinyerésének modjat 1990-ben két, egymastol
fliggetlen kutatocsoport kozolte a Nature €s a Science folyoiratokban (ELLINGTON et SZOSTAK,
1990; TUERK et GOLD, 1990). Utdbbiban szerepel az eljaras napjainkban haszndlatos elnevezése,
a SELEX (Systematic evolution of ligands by exponential enrichment), azaz a ligandumok
exponencialis kinyerése in vitro evolucidval. Szintetikus felismerd elemek koz¢ tartoznak a
molekularis lenyomatu polimerek (molecularly imprinted polymer, MIP), és a peptid nukleinsavak
(peptide nucleic acid, PNA). A MIP a természetes molekuldris felismerést imitalja, a
célmolekuléra alakban, méretben komplementer specifikus mélyedéseket és (a felismerést segitd)
funkciés csoportokat tartalmaz. Eldallitasuk alacsony koltsége és egyszerlisége, a MIP-eket

jellemzd nagyfoku stabilitds miatt széleskorli az analitikai célu, ezen beliil a bioszenzoros
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alkalmazas (PICHON et CHAPUIS-HUGON, 2008). A DNS analizisre hasznalatos PNA molekulak
annyiban térnek el a DNS molekuldktol, hogy a bazisok a dezoxiriboz foszfatészter lanc helyett
N-(2-aminoetil)glicin vdzon helyezkednek el (NIELSEN, ef al. 1991). A szerkezetb6l addddan ezek
a mesterséges molekulak szamos elényos tulajdonsaggal birnak 6sszehasonlitva a DNS-sel (pl.
semleges toltés, nagyfoku stabilitas, ellendlloképesség a pH-, hdmérséklet-valtozassal, szemben).
Fejlesztettek mar PNA bioszenzorokat gének azonositasara, DNS pontmutacioinak vizsgélatara

(AHOUR et al., 2013; WITTUNG-STAFSHEDE et al., 2000).

A detektalds szempontjabol két nagy csoport kiilonithetd el a bioaffinitason alapuld
technikakon beliil, a (1) jeloléses és a (2) jelolésmentes (label-free) modszerek. A jelolést igényld
meghatarozasoknal a reakcidban részt vevd egyik komponenshez (pl. antitesthez, antigénhez,
oligonukleotidhoz) a reakcié detektalasat biztositdé valamilyen jel6ld anyagot (pl. radioaktiv
izotépot, enzimet, fluorszcens molekulat, nanorészecskét, kvantum pontot) kotnek. A
jelolésmentes technikdk ezzel szemben nem igénylik a jeloléssel jard6 zomében bonyolult és
koltséges 1épéseket, sokszor leegyszertisddik a mérési metodika és a molekularis kdlcsonhatasok,
adszorpcids, adhézids folyamatok valds idejli nyomonkodvetése is megvalodsithatd (CUNNINGHAM,

2009).

2.1.3 Bioaffinitas szenzorokban alkalmazott antitest tipusok

Az ellenanyagok (2.2 abra) eldallitasanak 3 tipusaval poliklonalis, monoklonalis vagy
rekombinans antitestek nyerhet6k (2.3 abra). A poliklonalis ellenanyagokat valamilyen allat (pl.
egér, nyul, kecske) antigénnel torténé immunizalasaval allitjak eld, gyakorlatilag tobb B-sejt klon
altal termelt, az altalaban polivalens antigén tobb epitopjara specifikus ellenanyag keverék
(KENDALL, 2007). A poliklondlis ellenanyagok kisebb szelektivitasban megnyilvanulo f6
hatranyat kiiszobolte ki a Kohler és Milstein altal 1975-ben kifejlesztett hibridoma technika
(KOHLER et MILSTEIN, 1975). A modszer szintén immunizalassal kezdédik, majd végsd soron
megfeleld antitestet termeld hibridoma sejtvonalat. A monoklonalis ellenanyagok igy egyetlen B-
sejt klonbol szarmazo, az antigén egy epitdpjara specifikus molekulak. A nagy szelektivitas mellett
jellemzd kisebb affinitas (viszonylag gyenge komplexképzd hajlam) miatt alkalmazasukkal
nagyobb kimutatasi hatar érhetd el, mint a poliklonalis ellenanyagokkal (SHEEHAN, 2007). A
rekombinans technoldgiaval az dllatok immunizalasa nélkiil is megoldhato az antitestek eldallitasa
(1. és 2. tipus): a megvalositashoz sziikséges antitesteket kodold génkonyvtarakat (1) mesterséges
uton (PCR) allitjak eld (,,szintetikus konyvtar”), vagy a (2) DNS-t emberi naiv B sejtekbdl torténd
kivondsa utan amplifikaljadk PCR-rel (naiv konyvtar), vagy (3) a megfelel6 antigénnel immunizalt

gazdaszervezet csontvelejébdl/limfocitaibol vonjak ki az RNS-t, amely templatként szolgal a
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cDNS képzéséhez (,,immun konyvtar”) (BYRNE et al., 2009). A modszer lényege, hogy a
génkonyvtarakat mikroorganizmusokba (pl. baktérium, bakteriofadg) juttatva expresszaltatjak,
majd kivélasztjdk a megfeleld antitestet termeld mikroorganizmusokat, amelyeket szaporitva
kinyerhetéek a kivant specifikus antitestek. A kivalasztott antitest antigénhez vald affinitasat
mutaciokkal lehet tovabb ndvelni, tovabba antitest fragmentumokat, szarmazékokat is el6 lehet
allitani. A rekombindns antitest nagy affinitassal és szelektivitassal rendelkezik, vagyis a két el6z6
tipus eldnyeit egyszerre hordozza (SKERRA et PLUCKTHUN, 1988, WINTER ef al., 1994,

HOOGENBOOM, 2005).

Fab = diszulfid kdtés \

lancok kozotti
diszulfid kotés
kapocs régié

2.2 4bra: Immunglobulin (Ig) osztalyok és az IgG ellenanyag-molekula altalanos szerkezete
(A) Immunglobulin osztalyok (IgD: monomer, & nehézlanc; IgE: monomer, | nehézlanc; IgG:
monomer, y nehézlanc; [gA: monomer vagy dimer, a nehézlanc; IgM: pentamer, p nehézlanc);
(B) IgG szerkezete (Cu: nehézlanc konstans régidi; Vu: nehézlanc (y, d, a, | és € tipusok)
variabilis régidja; Cr: konnyiildnc (A és k tipusok) konstans régidja; Vi: konnyiildnc variabilis
régidja; Fab: antigén koto fragmentum; Fc: kristalyosithato fragmentum) (forras: (A) ROJAS et

APODACA, 2002; (B) BYRNE et al., 2009, médositva).
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2.3 abra: Antitest eldallitasi tipusok (forras: CONROY et al., 2009)

2.1.4 A jelolésmentes detektalas

A bioanalitika teriiletén az uj, jelolésmentes jelatvivok és detektalasi elvek kifejlesztése
jelentds elorelépést jelentett az affinitdson alapuld kdlcsonhatdsok tanulmanyozasaban. A
jelolésmentes bioszenzorok egyediilalld eldonye, hogy valds-ideji kvantitativ informaciot
szolgaltatnak a szenzorok hatarfeliiletén lezajlé biokémiai reakciokrol, kikiiszbdlve a jeldlésbol
adodo esetleges zavard hatdsokat (CIMINELLI et al., 2013). Segitségiikkel sokszor egyszeriibb
méréstechnikaval (pl. kevesebb 1épést igényld analizis) érhetd el a biomolekularis kdlcsonhatasok
kinetikajanak, a biomolekuldk adszorpcids, adhézids kolcsonhatdsainak tanulményozéasa. A
jelolésmentes modszerek optikai (ellipszometria, felszini plazmon rezonancia, optikai
hulldmvezetd fénymodus spektroszkdpia) és piezoelektromos detektalassal valosithatok meg.

Az ellipszometria a sikfeliiletre bocsatott, majd az onnan visszaverddo (reflektalt) vagy az
ateso (transzmisszios) fény optikai polarizaciojanak valtozasat méri (TOMPKINS, 1993; AZzZAM et
BASHARA, 1977). Gyakrabban haszndlatos a reflexiés elrendezés. A technika lényege, hogy az
egymastol eltérd hatarfeliileteken a kiilonb6zd polarizacioji fény visszaverddése kiilonbozd. A
fény beesési és visszaverddési szoge altal meghatarozott beesési sikkal parhuzamos, és arra

merdleges rezgési siki fény visszaverddését Osszehasonlitva (komplex reflexios egyiitthato)

15



DOI: 10.14267/phd.2015053

informaciot nyerhetiink a vizsgalt kozeg torésmutatdjarol, a feliilleten megkotott anyag
rétegvastagsagarol.

Az optikai, jelolésmentes bioszenzorok korén beliil dominans helyet foglalnak el a feliileti
plazmon rezonancia (surface plasmon resonance, SPR) jelenségén alapulé meghatarozasok
(DAVIS et al., 2007). A gyakran alkalmazott Kretschmann-elrendezésti SPR késziilek egy
fényforrasbol, egy nagy torésmutatoji prizmabol, és azzal érintkezd, tipikusan 50 nm
rétegvastagsagu fémrétegbdl, valamint egy detektorbol all (2.4 abra). A feliileti plazmonok egy
fém (az esetek tobbségében arany)-dielektrikum hatérfeliileten a vezetési elektronok mozgéasahoz
kapcsolodo elektronsiirliség-hulldmok, melyeket ugy alakitanak ki, hogy a polarizalt fényt egy
prizma segitségével becsatoljak a fémrétegbe. Egy adott beesési szognél megtorténik a
plazmongerjesztés, ekkor a fémfeliiletrdl visszavert fény intenzitdsa minimumot mutat. A
detektalds alapja, hogy a rezonancianak megfeleld beesési szog (rezonanciaszog) torésmutatd
fliggd, igy az, a fémréteg tuloldalaval érintkezd kozeg torésmutatdjanak valtozasaval eltolodik
(GYURCSANYI, 2005). Ezt a jelenséget kihasznalva hozhatdk létre jelolésmentes bioszenzorok,
amelyekkel a fém vékonyréteghez érzékelé molekularis réteget (pl. antitest, antigén,
oligonukleotidok stb.) rogzitve vizsgalhatéak a mintaoldatok egyes komponensei (SiPOVA et

HoMoOLA, 2013; Liet al., 2012; RicCl et al., 2007)

N
S % //"\I
v polarizalt fény P
fényforras visszavert fény N
" detektor
prizma
- = szenzor chip
] . Rer
molekoléris — O QN [ ° e fem rétesee!
felismerd réteg ™
® mintaoldat

2.4 4bra: Az SPR rendszer sematikus dbrdja

A tovabbiakban a vizsgalataimhoz hasznalt két, jelolésmentes meghatarozasra alkalmas
detektalasi technikat, a kvarckristaly mikromérleget (QCM) és az optikai hullamvezetd fénymodus

spektroszkopiat (OWLS) mutatom be részletesebben.

2.1.4.1 Kvarckristaly mikromérleg (QCM)
A kvarckristaly mikromérleg az akusztikus hullam (acoustic wave, AW) szenzorok
csaladjaba tartozé ultraszenzitiv tdmegmérod eszkdz. Miikodése a piezoelektromossag elvén alapul,

az érzékeld egy megfelelden hasitott vékony kvarckristély lap, a feliiletére felvitt, jellemzden arany
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vékonyréteggel (elektrod). A tovabbiakban a piezoelektromossag €s elektrostrikcid jelenségét, a
kvarc f6 hasitési tipusait, a frekvenciavaltozason alapul6 tomegszamitési elvet és a kvarckristaly

mikromérleg arany elektrodjanak jellemz6 modositasi eljarasait targyaljuk.

A piezoelektromossag, a kvarc hasitasi modjai

A piezoelektromossag ¢és az elektrostrikcid jelenségét a Curie testvérek, Pierre és Jacques
Curie fedezték fel 1880-ban (CURIE et CURIE, 1880). Az egy vagy tobb polaris tengellyel
rendelkezd, vagy nem kozéppontosan szimmetrikus kristalyok (pl. kvarc, turmalin) jellemzdje,
hogy meghatarozott tengelyeik mentén alkalmazott mechanikai fesziiltség (nyom6 vagy huzo)
hatasara elektromos toltések jelennek meg a kristdly feliiletén, azaz elektromos fesziiltség
generalhato. A jelenség forditottja az elektrostrikcid, amikor is elektromos fesziiltséget adva a
kristaly két szemkozti lapjara, mechanikai fesziiltség keletkezik, azaz a kristaly bizonyos tengelyei
mentén alakvaltozast szenved, egyik irdnyba 0sszehuzddik, masikba megnyulik. A fesziiltség
hatasdra ez a megnyllas-6sszehiizédas egymast kovetden sokszor ismétlodik, a kristaly
mechanikai oszcillaciot végez, de stabil rezgdmozgas kizarolag a kristaly természetes rezonancia
frekvenciajanal érhet6 el. A piezoelektromossag jelensége a fent emlitett kristalyokon kiviil tobb
anyagra (pl. Seignette-so, littum-tatraborat, cink-oxid) is jellemz6. A Seignette-sot (Rochelle-so,
natrium-kalium-tartarat, NaKC4H4O6*4H20) is eldszeretettel hasznaltak, bar negativ jellemzdi
miatt, mint a konnyli vizoldhatosag, vagy a 40-85% paratartalom melletti tarolas igénye, a
gyakorlati alkalmazasban napjainkaban hattérbe szorult (DONOVAN, 1979).

Ezekre a felfedezésekre alapozva leghamarabb a telekommunnikacios eszkozokben
jelentek meg a kiilonféle piezoelektromos részegységek, amelyek azodta is a szamitogépek,
radarok, mobiltelefonok stb. alapvetd alkatrészei, majd az utdobbi bé 50 évben az akusztikus
szenzorok egyre szélesebb korben keriiltek alkalmazasra a kémiai analizisben is. Miuikodésiik
alapja, hogy piezoelektromos, vagy egyéb érzékeld anyagokon keresztiil mechanikai hullamot
hoznak Iétre, amelyek miitkodése kozben az érzékeld feliiletén 1étrejovo bizonyos valtozas (pl.
hémérsékletvaltozas, adszorpcid) befolyasolja a hulldm terjedését, amit pedig a modosult
elektromos szenzorvalasz jelez (BALLANTINE et al., 1997). A felszini véltozdsokat nagy
érzékenységgel lehet nyomon k&vetni, ami megnyitott egy merdben 1) megkdzelitést a
bioérzékeldk fejlesztésében. Az akusztikus szenzorok alkalmassd tehetdk a biomolekuldk
szenzorfelszinnel val6 interakcidjanak vizsgalatara, illetve a szenzorfelszin kozvetitésével lezajlo
reakcioik tanulmanyozasara (CAVIC et al., 1999).

A szamos akusztikus érzékel6 koziil (surface acoustic wave resonator, SAW; flexural plate
wave, FPW; shear horizontal acoustic plate mode, SH-APM) a kvarckristaly mikromérleg (vagy

"thickness shear mode resonator’, TSM) a legrégebben hasznalt és legismertebb szenzor. A vékony
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sziliclum-dioxid kristalylapot meghatarozott hasitasi eljarassal alakitjak ki, majd parallel feliiletein
a biomolekuldk megkdtésére, érzékelésére szolgalo aktiv feliiletet tobbnyire porlasztassal hozzak
1étre (pl. Au-, Ag-, Pt vékonyréteg).

A kvarckristaly mikromérleg f6 egysége a kvarc - anizotrép anyag 1évén - egyes fizikai
sajatsagai, mint pl. elaszticitas, elektromagneses sugarzas ateresztése fliggenek a kristalyban vald
térbeli irdnytol (parhuzamos iranyokban azonos tulajdonsagok). Ebbdl adoddan a kristaly
derékszogl tengelyeinek és hasitasi sikjainak ismerete sziikséges ahhoz, hogy az utdbbiak altal
meghatarozott f6 tulajdonsdgok (miikddési frekvencia és homérséklet, oszcillacid6 mod,
elaszticitas, dielektromos jellemzok stb.) alapjan valasszon a felhaszndl6 az alkalmazés céljanak

megfeleléen (ARAYA-KLEINSTEUBER et LOWE, 2007) (2.5 ébra).

2.5 abra: A kvarckristaly tengelyei
X (villamos tengely): piezoelektromosan aktiv tengely, a toltések mindig az X tengelyre
merdleges feliileten jelennek meg; Y (mechanikai tengely): piezoelektromosan aktiv tengely, az
X tengelyre merdleges feliiletre felvitt toltések hatasara a kristaly méretvaltozast szenved az Y

tengely irdnyaban; Z (optikai tengely): piezoelektromosan inaktiv tengely

Az alap hasitasi modok a tengelyek mentén (X, Y, Z) torténnek, jelolésiik pedig a szerint,
hogy a hasitéasi sik mely tengelyre merdleges. Optikai alkalmazasoknal a Z, optikai tengelyre
merdlegesen hasitjak el a kristalyt, a legyakoribb, nem optikai céli metszési mod az AT (AT-cut),
e mellett tobbek kozott a BT (BT-cut), CT (CT-cut) és SC (SC-cut) tipusok is sokszor
hasznalatosak, foként elektronikai eszk6zokben. Az AT hasitas az Y tengelyre merdleges (X
tengellyel parhuzamos), és a Z tengellyel 35°15° szoget zar be (2.6 abra). Az AT-hasitott kristaly
f6 elonye, hogy széles homérsékleti tartomanyban (-20-75 °C) hasznalhaté a nélkiil, hogy a
hémérséklet valtozasa befolyasolna a frekvenciavaltozast, ezért a bioszenzorokban tobbnyire ezzel

a kristalytipussal talalkozunk (LEE et al., 2001; LEE et LEE, 1996; JANSHOFF et al., 2000).
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2.6 abra: A kvarc alap (a) és AT (b) hasitasi modjai

AT- hasitas

A kvarckristaly alap boritasai (pl. platina, krém, eziist, vas) koziil leggyakoribb az arany
vékonyréteg, mivel az arany kémiailag inert €s stabil, tovabba egyszeriien modosithatd szamos
modszerrel (ARAYA-KLEINSTEUBER et LOWE, 2007), de a felhasznalas céljatol fiiggden elterjedtek
egy¢b feliiletek is, mint az oxidok (szilikon-dioxid, aluminium-oxid), karbidok (pl. vas-karbid,

szilikon-oxikarbid), szulfidok (réz-szulfid, vas-szulfid).

Frekvenciavaltozas alapt tomegszamitas

A kvarckristdly mikromérleg a kvarc piezoelektromos tulajdonsdga alapjan méri a
felszinén végbemend tomegvaltozast, azaz a szenzortechnika a frekvenciavaltozas érzékeny
detektalasaval teszi lehetdvé a tomegmérést. A meghatarozott alap rezgési frekvenciaval
jellemezhetd kvarckristaly valtoarammal rezgésbe hozhatd, és rendkiviil stabilan tartja oszcillacios
frekvenciajat. Ez az alapfrekvencia megvaltozik, ha a kristaly feliiletén adszorbcid/deszorpcid
megy végbe. A frekvencia eltolddasa aranyos a feliileten lerakddott tomeggel, mely Gsszefiiggést

elsoként Sauerbrey (1959) irta le az aldbbiak szerint:

—Am
Af = foZA

VHq " Pq
ahol:

Af - frekvenciavaltozas, fo - kvarckristaly alap rezgési frekvencidja , Am - a kvarckristalyra
rakodott anyag tomege, A - kvarckristaly aktiv feliilete (elektrodok kozott), ug — kvare

nyirdsi/csusztatasi modulusa, p, — kvarc denzitasa.

Feltételezve, hogy a kristaly tulajdonsagai allandoak, az alabbi formulara egyszerlsithetd az

egyenlet:

Am
Af == —2,3 - 106f027
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A frekvencia- és a tomegvaltozas kozott linedris az Osszefliggés, tehat a kristaly feliiletén
lerakodott anyag hatdsara az alapfrekvencia csokken, és ez aranyos az adszorbealodott tomeggel.
Az érzékenységet szemléltetendd, egy 10 MHz alapfrekvencidjii kristailyon 10 ng/cm?
adszorbedlodott anyagmennyiség 2,3 Hz-es frekvenciavaltozast okoz (GRUNDLER, 2007). A
Sauerbrey egyenlet azonban csak abban az esetben pontos, amennyiben a lerakodott filmréteg
mintegy ,.kis térbeli kiterjesztése™ a kristalynak, tehat ha a megkotott anyag kis rétegvastagsaga
(~um) ¢és hasonléan a kvarchoz rigid, valamint ha legfeljebb 0,05%-o0s a kvarckristdly Am/m
tomegterhelése (LU et CZANDERNA, 1984). A modell pontatlanul becsiili a polimerek, bio-
filmrétegek, sejtek tomegét, alulbecsiili a lagy, tobbrétegii filmek tomegét (ARAYA-KLEINSTEUBER
et LOWE, 2007; ZHOU et al., 2000; MARX, 2003), és eredendden pontatlan folyadék fazisban
torténd méréskor, amikor a kristalyhoz képest a felszin viszkozitasa, denzitasa, rugalmassaga is
nagyban kiilonbozik a kvarcétol. A folyadék fazisra vonatkoztatott elméletek sora latott
napvilagot, melyek mindegyike a viszkozitdst és a denzitdst tekinti kulcs paraméternek a
frekvenciavaltozas folyadékfazisban torténd pontos meghatarozasakor (KANAZAWA et GORDON
1985; NOMURA et OKUHARA 1982; VOINOVA et al., 2002; BRUCKENSTEIN et SHAY, 1985).
Napjainkban egyre szélesebb korben alkalmazzak a disszipacid (D) mérésével kombinalt
rezonancia frekvencia mérést (QCM-D), amellyel a tdmeg meghatarozas mellett az adszorbealt
filmréteg viszkoelasztikus jellemz0irdl is informacidt kapunk, ez altal pedig a szenzorfelszinen
kotott molekularis rétegekben jelentkezd strukturalis valtozasokat is tanulméanyozhatjuk (RODAHL

et KASEMO, 1996).

Biomolekulak rogzitése a kvarckristaly arany vékonvyrétegén

A kvarckristaly mikromérleggel megvalosulod bioszenzor fejlesztések soran leggyakrabban
specifikus antitesteket ill. oligonukleotidokat hasznalnak a célvegyiilet, mikroorganizmus stb.
felismerd elemeként, amelyeket alapesetben a kvarckristdly arany vékonyrétegén rogzitik. A
harom {6 tipus az adszorpcid, az avidin-biotin komplexen keresztiili rogzités €s a kovalensen,
onszervez6d6 monomolekularis réteg (self-assembled monolayer, SAM) létrehozéasaval

megvalosuld immobilizalas (2.7 abra).
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adszorbcio Au szenzorfelszin
idavonal - v 5 : .

al a2 a3 a4 as
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2.7 abra: F6 immobilizalasi eljarasok a kvarckristdlyon (LAZCKA et al., 2007)

(al: felszintisztitas; a2: antitest oldatba merités; a3: mosas; a4: minta felszinre juttatasa; aS:
detektalas; bl: felszintisztitas; b2: avidin boritas kialakitasa; b3: biotinilalt antitestek felszinre
juttatdsa; b4: mosas; b5: minta felszinre juttatasa; b6: detektalas; cl: felszintisztitas; c2: SAM
kialakitas; c3: aktivalas EDC/NHS észterrel; c4: antitest immobilizalas; ¢5: mosas; c6: minta

felszinre juttatasa; c7: detektalas)

Az adszorpcid kétségteleniil a legegyszeriibb, leggyorsabb, de egyben a legkevésbé

megbizhatdé modszer is. Az antitestek random modon kapcsolddnak a felszinhez, az antigénkotd
helyek megfeleld orientdcioja jellemzOen nem kontrollalhato, ezért az adszorpciora épitd
bioszenzoros kimutatasok teljesitménye elmarad az avidin-biotin rendszeren keresztiili vagy a
kovalens rogzitési modszerek mogott (TOMBELLI et MASCINI, 2000). Karyakin és tarsai (2000)
antitest fragmenteket rogzitettek adszorbcioval azok nativ tiol csoportjain keresztiil ugy, hogy az
antigénkoto helyek nem sériiltek és a szenzor elfogadhatd érzékenységet mutatott.
Az avidin-biotin komplexképzéssel megvalositott biomolekula rogzités egyszerlien kivitelezhetd,
¢s igen hatékony modszer: alapesetben avidin moddositott szenzorfelszinhez vagy
nanorészecskékhez kapcsolnak biotinilalt molekuldkat (pl. antitest, DNS) (OUERGHI et al., 2002).
Eloénye, hogy habar nem kovalensen kapcsolddnak, az avidin-biotin kétés az egyik legnagyobb
ismert stabilitdsi allandoval (~10'> mol/l) jellemezhetd. Ez a rogzitési eljaras gyakran keriil
alkalmazasra bioszenzorokban a mellett, hogy a sziikséges vegyiiletek koltségesek (STORRI ef al.,
1998).

A szenzorfelszinen kialakitott Onszervezddé monomolekuléris rétegekben (SAM) a
szerves molekuldk spontan rendezddve ,,feji”” végiikkel a hordozohoz kapcsolodnak. A ,,fej” rész

tipikusan molekularis lancban (pl. alkil lanc, (C-C)") folytatddik, amelynek termindlis vége
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modositott/mddosithato. Jellemzd funkcids csoportok a hidroxil-, amino-, karboxil- és a tiol
csoportok, ezeken keresztill torténik a biomolekuldk orientdlt kapcsoldsa. A piezoelektromos
szenzorok arany elektrodjan a SAM réteget elsdsorban diszulfidok vagy tiol vegyiiletek etanolos
oldataba meritve alakitjak ki pl. alkantiol vegyiiletek alkalmazasaval (Su et L1, 2004). A SAM
alapti szenzorok széleskorli felhasznalasa azzal magyarazhatd, hogy altaluk a biomolekuldk

orientalt kapcsoldsa mellett robusztus szenzorok alakithatéak ki (VAUGHAN et al., 2001).

2.1.4.2 Optikai hullamvezeto fénymodus spektroszképia (OWLS)

Az Optikai Hulldmvezetd Fénymddus Spektroszkopia (OWLS) hasonldan a tobbi jeldlést
nem igényld detektalasi modszerhez, lehetdvé teszi a hatarfeliileten, molekularis szinten
végbemend folyamatok valos-idejii vizsgalatat. Ez, a technika alapjat képezd, két 6 részbdl allo
integralt optikai hullamvezetd szenzor (chip) alkalmazaséaval valdsithatdo meg. A chip kialakitasa
soran az also, kisebb torésmutatoju (1,5) iiveghordozoéra egy 160-220 nm vastagsagu, nagy
torésmutatoju (1,8) szilicium-oxid — titdnoxid (STO) hullamvezetd réteget visznek fel, amelyen
egy 2 mm szélességl, 2400 osztas/mm slriiségii aktiv becsatold optikai racsot alakitanak ki (2.8

abra).

Oplikai racs
2400 vonalmm

Uveg hordozd Hullimvezetd réteg
vastagsig 0,5 mm vastagsag 160-220 mm
tarésmntatd - 1.5 tirésmmtatt ~ 1,8

2.8 abra: Integralt optikai hulldmvezetd szenzor 6 részei (ADANYI, 2013)

A mérésnél aracsot alulrol s és p sikban polarizalt, transzverz elektromos (TE) és magneses
(TM) hullamkomponensekbdl all6 He-Ne lézer fénnyel (A = 632,8 nm) vilagitjuk meg. A
Iéptetdmotor segitségével a chipet tengelye mentén kis szdgtartoméanyban (+/-10°) forgatva a
l1ézernyalab felett, a fény a rdcson megtorik, illetve szorddik és meghatarozott szognél (becsatolasi
sz0g) belép a hullamvezetdbe, ahol teljes visszaverddések sorozataval, hullamvezetéssel terjed. A
bevezetett fénymennyiség detektaldsa a chip két végén elhelyezett fotodiddakkal torténik (2.9
abra). A muszer a becsatolési szogek valtozasat méri mindkét modusra (TE és TM) a becsatolt
fény intenzitasanak fliggvényében (2.10 abra). Ez a két beesési szog megvaltozik, ha a feliileten

vagy annak kozelében barmilyen torésmutatd valtozas torténik, és mivel a fény nemcsak a vékony
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hullamvezetd rétegben terjed, hanem bizonyos mélységben behatol a hullamvezetd felett
elhelyezkedd kozegbe is, igy a becsatoldsi szOg megvaltozasaval érzékenyen reagal a
hatarfeliileten bekovetkezd valtozdsokra. A mért becsatoldsi szogekbdl a becsatoldsi egyenlet
alapjan mindkét fénymodusra szdmithato az effektiv torésmutatéd értéke, amelybdl a hullamvezetd
feliiletén megkotddott anyag torésmutatd értéke és rétegvastagsaga is szamolhatd. A beesési
szOgek folyamatos nyomon kovetésével tehat kvantitativ informéciot nyerhetiink a feliileten
lezajlo adszorpcids folyamatokrol (PIEHLER ef al., 1997; RAMSDEN et al., 1997; TIEFENTHALER,
1992).

C
NN
hullamvezetd /\ |§| n d
b

iiveg hordoz o6

2.9 dbra: OWLS szenzor felépitése, a hullamvezetdbe csatolt fény detektalasa
ng - iveg hordoz6 térésmutatoja, nr - hullamvezetd film torésmutatdja, nc - vizsgalt kdzeg

torésmutatoja, dr - hullimvezetd vastagsaga, o - becsatolasi szog, D — detektor

(ADANYI, 2013)
Intenzitas
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2.10 abra: Becsatolt fénymennyiség a 1ézer beesési szogének fliggvényében (adott chipre
jellemzo intenzitasspektrum; oTE - transzverz elektromos fénymodus becsatolasi szoge, o TM -

transzverz magneses fénymodus becsatolasi szoge)
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A réccsal csatolt optikai hullamvezetd technika érzékenyebb, mint mas jeldlésmentes
detektalasra alkalmas miiszerek, meghaladja az SPR szenzorét, az ellipszometriat (LUKOSZ, 1991).
Az OWLS eldnye, hogy a kiilon TM ¢és TE moddusokhoz tartozd becsatolasi szogek
meghatarozasaval a szenzor feliiletén megkotodott réteg két fliggetlen paramétere hatarozhatd
meg, O0sszehasonlitva az SPR technikaval, amellyel egy, a TM modus mérésére van lehetdség

(LUukosz, 1995; RAMSDEN et al., 1997).

Hulldmvezetd tisztitasa, feliiletmodositasi eljarasok

A Si102-TiO7 dsszetételll szenzorfeliilet tarolas soran hidrofobba valik, mert adszorbealja a
levegd szerves szennyezdit, ezért hasznalat el6tt sziikséges a feliiletet tisztitasa €s hidratalasa. A
tisztitasi eljards megvalasztasanal figyelembe kell venni a tisztitando anyag fizikai, kémiai
tulajdonsagait, valamint a tisztitast kdvetd alkalmazast, amely lehet kdzvetlen adszorpcid, vagy
elsd Iépésként egy feliiletmodositod eljaras. Tisztitas, hidratalas céljabol kiilonféle fizikai, kémiai
eljarasokat, illetve ezek kombinacioit alkalmazzak. A fizikai mdédszerek koziil legeredményesebb
az oxigénplazma kezelés (XI1A0 et al. 1998), de ennek koltségessége miatt még gyakoribb a hdvel
vagy ultrahanggal torténd tisztitds. Kémiai tisztitasra leggyakrabban savakat (kénsav, kromkénsav,
salétromsav, sésav), ritkdbban lugokat, ill detergenseket haszndlnak (MATVEEV, 1994; BIER et
SCHMID, 1994; MAUPAS et al., 1996; WILLIAMS et BLANCH, 1994; SURI ef al., 1994; CLERC et
Lukosz, 1997), de szamos példat talalunk a tisztitasi moédok Osszetett alkalmazasara is (XI1A0
etal., 1997; RUSIN et al., 1992; AHLUWALIA et al., 1992).

A tisztitott, hidratalt hulldmvezetd feliiletén a molekuldk régzitheték kozvetleniil
adszorpcioval, vagy kovalens kotéssel. A rogzitendé molekulak kovalens kotéséhez a tisztitott,
hidrofillé tett feliiletet tobbnyire kiilonb6z6 feliiletmddositd eljarasoknak vetik ald, melyek
koziil a fémoxidok moddositasara gyakran hasznaljdk a szilanizalast. Az eljarés
eredményeképpen a kialakulo feliileti funkcids csoportok révén kozvetleniil, vagy tovabbi
modositas kozbeiktatasaval kovalensen rogzitheték a biomolekulak.

A szilanok altalanos képlete:
R Si X4-n),
ahol:
n=1,2,3
R: nem hidrolizalhat6 funkcids csoport (pl. amino-, epoxi-, ciano- vagy fenil csoport), a
rogzitendd molekulat kozvetleniil, vagy keresztk6td vegyiileten keresztiil kapcsolja a
szilanon 4t a hordoz¢ feliilethez; X: hidrolizalhat6 csoport (pl. alkoxi-, amino- vagy

klorcsoport), a szilan és a hordoz6 kozotti sziloxankotés kialakitasaban vesz részt.
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A megfeleld szilan kivalasztasa altalaban tapasztalati uton torténik, figyelembe kell
venni mind a szilanizdlandé anyag, mind az alkalmazni kivant szilan vegyiilet tulajdonsagait
¢s a tovabbi alkalmazasi teriileteket. A szildnréteg vastagsagat €s stabilitdsat szamos tényez6
befolyasolja, alapvetéen fiigg az alkalmazott szilanvegyiilettdl (szénlanc hossza,
hidrolizalhat6 csoportok szama), pl. erdsen hidrofob, kis hidrolitikus stabilitasa feliilet
képezhetd a hosszu alkillancu, egy hidrolizalhatd csoportot tartalmazé monoszildnokkal,
illetve erdsen keresztkotott, nagy stabilitast felszin alakithatd ki rovid szénlancu, harom
hidrolizalhatd csoportot tartalmazd szilan vegyiiletekkel. A rétegvastagsagot az oldoszer
tipusa, az oldat koncentracidja és viztartalma is befolyasolja, de az oldat pH-ja, a kezelés
hoémérséklete és idotartama, valamint a szilanizalast kovetd hékezelés koriilményei is fontos
tényezok. A szilanizalas torténhet vizes vagy szerves fazisban. A feliilletmddositas idétartama
az alkalmazott hdmérséklettdl fliggden néhany 6ratol akér 1-2 nap is lehet (WEETALL, 1993;
Roy et KUNDU, 1979), ezt kdvetden zard 1épésként minden esetben hdkezelik a hordozot, igy
polimerizalva a felszinre felvitt szilanréteget.

Mind a vizes, mind a szerves fazisu szilanizalasnal a leggyakrabban hasznalt vegytilet
a y-aminopropil-trietoxi-szilan (APTS), amellyel aminocsoportok vihetdk fel a hordozé

feliiletére (BIER et SCHMID, 1994; SURI et al., 1994; WILLIAMSON et al., 1989).

Biomolekuldk rogzitésének modjai a szilanizalt szenzorokon

A hordozo felillethez a szilanizalassal kialakitott funkcids csoportokon keresztiil
kozvetleniil, vagy azok tovabbi moddositasat kovetden kapcsolhatunk biomolekuldkat. A 2.11
abran a y-aminopropil-trietoxi-szilan (APTS) és a y-glicidoxi-propil-trimetoxi-szilan (GOPS)
vegyiiletekkel torténd feliiletmodositési eljarasokat foglaltuk ssze a kezelések eredményeképpen

képzddo feliileti funkcios csoportok feltiintetésével.
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NH: COOH
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2.11 ébra: Szilanizalt SiO»-TiO> hordozo feliiletmddositasi eljarasai
(APTS — y-amino-propil-trietoxi-szilan, GOPS — y-glicidoxi-propil-trimetoxiszilan,
EDC — 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil))karbodiimid-hidroklorid,

NHS — N-hidroxi-szukcinimid, CMD — karboximetil-dextran)

(ADANYI, 2013)

Az APTS-sel torténd szilanizalast kdvetden tovabbi, egy vagy tobb feliiletaktivalasi
1épés sziikséges, majd az igy kialakitott reaktiv csoportokhoz a fehérjék mar kozvetleniil
kapcsolhatok. Az aminocsoportok aktivalasara gyakran hasznaljak a glutaraldehidet, amely az
APTS-sel hordozéfelszinen kialakitott, és a rogzitendd biomolekula aminocsoportjai kozott
létesit kapcsolatot a lancvégi aldehid csoportjain keresztiil (WILLIAMSON, 1989, BIER ET
SCHMID, 1994), vagy a borostyankdsav anhidrides modositast kovetéen az EDC/NHS észter
képzésen keresztiili aktivalast (WATTS et al., 1994). A GOPS kezeléssel képzett feliileti epoxi
csoportokhoz a biomolekulak kozvetleniil, vagy szintén EDC/NHS eljaras kozbeikatatasaval

kothetok (JOHNSSON et al., 1991).

2.2 Baktériumok kimutatasa bioszenzorokkal

A konvenciondlis mikrobiologiai tenyésztéses eljarasok (LEONI et LEGNANI, 2001,
FRATAMICO 2003) mellett a polimeraz lancreakcio (pl. real-time PCR: RODRIGUEZ-LAZARO et al.,
2005; multiplex PCR: JOFRE et al., 2005; reverz transzkriptdz PCR: DEISINGH et THOMPSON,
2004), a kiilonb6zé immunologiai probak (CROWTHER, 1995; PARK et al., 1996; KUHN et al.,
2012) ¢és biokémiai tesztek a baktériumok azonositasdra és mennyiségi meghatdrozasara
legaltalanosabban hasznalt modszerek, ami a technikak megbizhat6sagaval magyarazhato6.

Gyakran felmeriilé hatranyuk azonban a lassu kivitelezés (pl. telepszamlalas, PCR), a szdmos
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1épésbdl allo mintaeldkészités, valamint a koltséges miiszer- és vegyszerigény (PCR, ELISA). A
hagyoményos technikdk alternativdjaként a baktériumok kimutatasat célzd bioszenzoros
modszerek az utdbbi évtizedekben a kutatasok fokuszaba kertiltek, mely munkak 6sszegzésével,
Osszehasonlitasaval kapcsolatban szamos tudomanyos cikk jelent meg (SHARMA et al., 2003;
NAYAK et al., 2009; PEDRERO et al., 2009; ARORA et al., 2011; PALCHETTI et MASCINI, 2008;
SADIK et al., 2009). Elsésorban a komoly egészségiigyi kockazatot jelenté korokozo
mikroorganizmusok és toxinjaik gyors és megbizhatdé kimutatdsanak és meghatarozasanak
kiemelkedd a jelentdsége. A fO kutatasi teriiletek ebben a témaban az egészségiligy/klinikai
diagnoézis, az élelmiszerek és vizek (kornyezet) mindség-ellendrzése, valamint a biologiai

hadviselés (2.12 abra) (LAZCKA ef al., 2007; GOODING 2006; NAYAK et al., 2009).

Voltammetrids immunszenzor Holografikus szenzor Fényszéréson alapul6 szenzor
(DIAZ-GONZALEZ et al., 2005) (BHATTA et al., 2007) (BanADA et al., 2009)
Sokcsatornas piezoelektromos kvarckristaly Magnetoelasztikus szenzor Fag-alapu, valds idejd optikai detektalas

szenzor (REN et al., 2008) (Huang et al., 2009) (GunTUPALLI et al., 2008)

Baktérium Staphylococcus

aureus

Mpycobacterium
tuberculosis

Salmonella spp.

BIOLOGIA,I BlOSZENZOROK ’ Poliklonalis antitest-alapu SPR szenzor
HADVISELES (MAZUMDAR et al., 2007)
Szaloptikas bioszenzor
(Ko et GRANT, 2006)
Bacillus Térvezérlési tranzisztor immunszenzor
anthracis (ViLLamizar et al., 2008)

Olom-cirkonét -titanat/arany bevonatu

Monoklonélis antitest-alapi QCM szenzor tveg konzal {ZHtret al,; 2007)

(Hao et al., 2009)

Mikrorezonator témeg szenzor

(DaviLa et al., 2007)

Piezoelektromos gerjesztési mikrokonzol

Escherichia coli Listeria

monocytogenes

(CAMPBELL et MUTHARASAN, 2006) Piezoelektromos mikromechanikus konzol
' (GFELLER et al., 2005) Fényszdrason alapulé szenzor
Akusztikus hulldm immunszenzor (BANADA et al., 2009)
(MoLL et al., 2007) Fag-alapt SPR szenzor
Magnetorezisztivimmunszenzor (NANDURI et al, 2007)

(Mulika et al., 2009)

2.12 abra: Bioszenzorok ujabb alkalmazéasai mikroorganizmusok kimutatdsara a mezdgazdasag,
az egészségligy, a bioterrorizmus elleni védekezés és az élelmiszer mindség-ellendrzés

agazatokban (NAYAK et al., 2009, mddositva)

A jotékony hatast, probiotikus baktériumok azonositasdra, mennyis€égi meghatarozasara
iranyuld bioszenzoros fejlesztések hijan a tovabbiakban az élelmiszereket szennyezd,
egészségiigyi kockazatot jelentd képviseldik bioszenzoros kimutatdsi modszereit, ezen beliil is a

kutatasi témahoz szorosan kapcsolodva a jeldlésmentes, bioaffinitdson alapuld szenzorokat
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mutatom be bévebben. Ezt kovetden a probiotikus baktériumok jelentdségét, azonositasuk modern
modszereit 6sszegzem, beleértve a probiotikus baktériumokkal kapcsolatban sziiletett, bizonyos

anyagcseretermékeik azonositasat célzo bioszenzoros vizsgalatokat is.

2.2.1 Elelmiszereket szennyezo baktériumok

Az élelmiszerek, vizek mikrobiologiai vizsgalatara nagy figyelem irdnyul, hiszen az
¢lelmiszerlancon keresztiil kozvetitéi lehetnek patogén, ill. romlast okoz6 baktériumoknak,
amelyek a gyomor-bélrendszerben megtelepedve egyarant okozhatnak élelmiszer fertézéses €s
anyagcsere termékeik (exotoxinok, endotoxinok) révén élelmiszer mérgezéses megbetegedéseket,
igy a korokozok nyersanyagokbol és késztermékekbdl iddben torténd kimutatasa rendkiviil fontos
egészségiigyi, ¢lelmiszer-biztonsagi szempont. A leggyakoribb, sokszor sulyos lefolyasu
megbetegedéseket okozd élelmiszereket, vizeket szennyezd baktériumok a Salmonella (pl.
Salmonella Typhimurium), az Escherichia (pl. E. coli O157:H7), a Staphylococcus (pl. S. aureus
néhany torzse), a Shigella (pl. Shigella dysenteriae), a Bacillus (pl. B. anthracis), a Campylobacter
(pl. C. jejuni), a Clostridium (pl. Clostridium botulinum) nemzetségek képviseldi, ill. a Listeria
monocytogenes, a Coxiella burnetii és a Yersinia enterocolitica fajok (FENG, 2001, ADAMS et
Moss, 2008ab).

A baktériumok kimutatasara fejlesztett bioszenzorokban felismerd elemként
leggyakrabban enzimeket, antitesteket és oligonukleotidokat alkalmaznak, bar az enzimeket
tulnyomorészt az utdbbiak jelold molekuldiként elektrokémiai szenzorokban, és nem a
baktériumok kozvetlen érzékeldiként (LAZCKA et al., 2007). Szdmos amperometrids (LIN et al.,
2008, GAU et al., 2001), potenciometrias (UITHOVEN et al., 2000), voltammetrids (LASCHI et al.,
2006, FARABULLINI et al., 2007), konduktometridas (MUHAMMAD-TAHIR et ALOCILJA, 2004) ¢és
impedimetrids (RADKE et ALOCILJA, 2005, WANG et al., 2008) szenzort fejlesztettek mar
¢lelmiszereket szennyezd baktériumok mennyiségi meghatarozasara.

Az egyszerlibb kivitelezésbol adodoan eldtérbe keriilnek a jelolést nem igénylo (label-free)
modszerek, amelyeket olyan szenzortechnikdkkal valdsitanak meg, mint a felszini plazmon
rezonancia (SPR), a kvarckristdly mikromérleg (QCM), vagy az optikai hullimvezetés elvét
felhasznalo6 OWLS (GUAN et al., 2004). Szamos kiilonb6z6 kombinacio 1étezik az alkalmazott
detektorokat, a felismerd molekuldkat tekintve, amely alapvetéen a kimutatand6 baktériumtol, az

elérendd érzékenységtol, az élelmiszermatrixtdl fligg (WILLNER ef al., 1997).

2.2.2 Jelolésmentes bioaffinitas szenzorok az élelmiszereket szennyezd baktériumok

Kimutatasara

A bioaffinitas bioszenzorokba antitestet/antigént, oligonukleotidokat (DNS, RNS), peptid

nukleinsavat ill. biomimetikus bioreceptorokat (pl. molekuléris lenyomatu polimerek, aptamerek)
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integralnak felismerd elemként. A jelolésmentes detektalasra alkalmas eszk6zok koziil a QCM, az
SPR ¢és az OWLS a leggyakrabban, elsésorban antitest-alapti kimutatdsra hasznalt
szenzortechnikédk (ABERL et al., 1994; KOBLINGER et al.; 1995, LARICCHIA-ROBBIO et al., 2004),
melyek gyakran keriilnek alkalmazasra az élelmiszereket, vizeket szennyezd baktériumok
mennyiségi meghatdrozasara is (2.2 Tablazat).

Guilbault kutatocsoportjai Listeria monocytogenes baktériumra fejlesztettek QCM-alap
immunszenzorokat, amelyeknél protein A vagy G (MINUNNI et al., 1996) rétegen, valamint EDC-
NHS észteren keresztiil (VAUGHAN et al., 2001) rogzitették a specifikus antitesteket az arany
elektrod felszinéhez. Wong és munkatarsai (2002) Salmonella baktériumokra ¢és azok egyes
torzseinek megkiilonboztetésére is alkalmas, eziist elektroddal ellatott QCM szenzort irtak le, az
antitesteket glutaraldehiddel aktivalt polietilénimin modositott hordozon rogzitve. A szintén
antitest-alapu, E. coli baktériumra specifikus szenzorok mellett (PLOMER ef al., 1992; ADANYI et
al., 2006b) a coliform baktériumok azonositasra PCR amplifikdlt DNS oligonukleotidokat
hasznal6 alkalmazasok (Mo et al., 2002; MAO et al., 2006) is ismertek, amelyek akar 101> M
DNS-t (2,67x10% sejt/ml) is kimutatnak. Ozalp és mtsai (2015) aptamer-alapt aramlé oldatos
QCM bioszenzorral Salmonella enterica serovar typhimurium-ot mutatott ki tejb6l (LOD: 100
sejt/ml). Az aptamereket kovalensen rogzitették a szenzorfelszinen kialakitott imin csoportok és
az aptamerek amino csoportjainak reakcidjaval (2.13 abra). Az élelmiszermintdk vizsgalatakor
mutatott nagy érzékenységhez hozzajarult a 10 percet igényld eld-szeparalasi 1épés is, amely az

aptamereknek magneses gyongyokon valdo immobilizalasaval tortént.
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2.13 abra: Aptamer-alapu QCM szenzor feliiletének kialakitasa (OzALP et al., 2015)

Antitest-alapi SPR alkalmazasokat talalunk szédmos patogén (Staphylococcus aureus,
Salmonella spp., Lysteria monocytogenes, E. coli O157:H7, Salmonella paratyphi) baktériumra.
Zdmében tiszta tenyészetek pufferes szuszpenzioit mérték 102-10° sejt/ml kimutatasi hatarral,
valos ¢élelmiszermintakat nem vizsgaltak (SUBRAMANIAN ef al., 2006ab; HAINES et PATEL, 1995;
KOUBOVA et al., 2001; OH et al., 2004). Egy gyakorlati alkalmazasi példa a Wei és mtsai (2007)
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altal leirt immunszenzor, amelyben avidinnel mddositott szenzorfelszinhez kapcsolt biotinilalt
poliklonalis antitestekkel mutattak ki Campylobacter jejuni baktériumokat csirkehus mintabol
(LOD 103 sejt/ml). Taylor és tarsai (2006) egy olyan tobb csatornas immunreakcion alapuld SPR
rendszert hoztak 1étre, amivel a leggyakrabban el6forduld patogén baktériumok detektalhatoak,
mint az E. coli O157:H7, Salmonella sp., a Lysteria monocytogenes, és a Campylobacter jejuni. A
mérések soran 3,4x103-1,2x10° sejt/ml kimutatési hatart értek el. Nelson és mtsai (2001) elséként
azonositottak 18 bazishosszusagu egyszalu DNS oligonukleotiddal E. coli-bdl izolalt nagy, 1500
bézisbol all6 riboszomalis 16S rRNS-t (LOD 2 nM). Uj, jelolésmentes, szelektiv, a detektalandd
teljes sejt mikrokontakt lenyomatan alapulé SPR szenzort fejlesztettek mar E. coli mennyiségi
meghatarozasara, amelyben molekuldris szinti felismerd elemként N-metakriloil-L-hisztidin-
metilésztert, a hisztidin polimerizlhaté form4jat hasznaltdk. A szenzor érzékenysége 1,5x10°
sejt/ml (YILMAZ et al., 2015).

Optikai, rezgd tiikkor-alapu bioszenzort irtak le Watts és tarsai (1994) S. aureus felszinén
protein A-t expresszald torzsének mennyiségi meghatarozasara. A szendvics modszerben
felismer6 ligandként alkalmazott immunglobulin G-t szilanizalassal modositott szenzorfelszinen
rogzitettek, a legjobb érzékenységet IgG-arany kolloid konjugdtum hasznalataval érték el
(detektalasi tartoméany: 4x10°—1,6x10° sejt/ml). Tovabbi példa az optikai detektalasra egy OWLS
alaptl E. coli mennyiségi meghatarozasara létrehozott immunszenzor. A szerzok a specifikus
antitestet glutaraldehiddel kapcsoltdk az el6zetesen y-amino-propil-trietoxi-szildnnal kezelt
hulldmvezetd chiphez. Méréseiket aramlo injektalasos (FIA) modszerrel végezték, 200 pl mintat

vizsgalva (LOD 3x10* sejt/ml)(ADANYI et al., 2006b).

2.2 Téblazat: Jelolésmentes bioszenzorok az élelmiszereket szennyez6 baktériumok mennyiségi
meghatarozasara

Transzducer felismeré egység baktérium élelmiszer LOD ref.

piezo-
elektromos

Qcm

S. paratyphi A, S.

. . e . . WoONG et al.,
antitest-antigén enteritidis, S. nincs (puffer) 1x10*sejt/ml 2002 «e
typhimurium
) Listeri ) . MINUNNI et
antitest-antigén ngsosg:ytogenes nincs (puffer) 1,2x105 sejt/ml al.,ngg6e
) ) . VAUG t
antitest-antigén L. monocytogenes nincs (puffer) 1x107 sejt/ml v
al., 2001
PLOMER et
I ., : i 6 sej
antiest-antigén E. coli nincs (puffer) 1x106sejt/ml al, 1992
ADANYI et
. ~ . . i S sej
antitest-antigén E. coli nincs (puffer) 1,7x105 sejt/ml al., 2006b
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KOENIG et
antitest-antigén Salmonella spp. nincs (puffer) 1x106sejt/ml GRATZEL,
1993
. . , , Mo et al.,
DNS oligonukleotid E. coli viz 10fg 2002
. . , . 10'12M DNS, 2,67x102 Mao et al.,
DNS oligonukleotid E. coli 0157:H7 nincs (puffer) sejt/ml 2006
. . Staphylococcus . TOMBELLI et
DNS oligonukleotid aureus nincs (puffer) 0,015 uM al,, 2006
. . . . Ozalpetal.,
aptamer S. typhimurium tej 1x10%sejt/ml
2015
molekularis lenyomat . . FINDEISEN et
(MIP) E. coli nincs (puffer) 0,1 mg/ml al, 2012
teljes sejt lenyomat E .coli nincs (puffer) 3,72x10% sejt/ml ;l(;';ASAZ etal,
optikai
SPR
Staphylococcus SUBRAMANIAN
antitest-antigén aur,;u)s/ nincs (puffer) 1x105 sejt/ml etal,
2006b
HAINES et
o . .
antitest-antigén Salmonella spp. nincs (puffer) 1x10%sejt/ml PATEL, 1995
. . L. monocytogenes, . 6 et KouBovA et
antitest-antigén S. Enteritidis nincs (puffer) 1x106sejt/ml al,, 2001
SUBRAMANIAN
antitest-antigén E. coli 0157:H7 nincs (puffer) 1x103sejt/ml et al,, 2006a
antitest-antigén S. paratyphi nincs (puffer) 1x102sejt/ml S(l)-loilt al.
antitest-antigén jCec;Lr::ﬁylobacter csirkehds 1x103sejt/ml \Zl\ég;’t al.
alma uditGital WAswA et
o . . E 2 3
antitest-antigén E. coli 0157:H7 tej, marhahds 1x102-1x103 sejt/ml al,, 2007
. . . . NELSON et
DNS oligonukleotid E. coli nincs (puffer) 2 nM 16S rRNS al,, 2001
Brucella abortus, E.
. . coli, . PILIARIK et
DNS oligonukleotid Staphylococcus nincs (puffer) 100 pM DNS al,, 2009
aures
. . , . . YiLmAz et al.,
teljes sejt lenyomat E .coli nincs (puffer) 1,54x10% sejt/ml 2015
optikai
hullam-
vezetd
. L, . . WAaTTs et al.,
antitest-antigén S. aureus tej 4x103-1,6x106 sejt/ml 1994
ADANYI et
antitest-antigén E. coli nincs (puffer) 3x10%sejt/ml al., 2006b

2.2.2 A probiotikus baktériumok jelentosége, azonositasuk modern modszerei
Sok, ¢élelmiszerekben is eléforduld, un. probiotikus baktérium talalhaté meg az ember
emésztorendszerében, amelyek jotékony hatassal vannak az éltalanos egészségi allapotra. Ezt a

felvetést tiikkrozi ezen baktérium csoport elnevezése is, proboitikum: ,,az életért”. A probiotikus
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koncepciot elsoként az orosz szadrmazasu Nobel-dijas Ilja Iljics Mecsnyikov (1845-1916)
népszerisitette, ¢s megkezdte a hiresen hosszu életii bolgar parasztok altal fogyasztott fermentalt
tejtermékekben talalhatd Lactobacillus kultira izolalasat. Elmélete szerint ezeknek a
tejsavbaktériumoknak a bélrendszer vad baktérium populacioiba vald transzformalasaval az idds
kori koros tiinetek visszaszorithatok, ¢és valdsziniileg jelentdsen novelheté az élettartam
(KLAENHAMMER, 2007; BIBEL, 1988). A fermentalt tejtermékek fogyasztasa egyre népszeriibbé
valt Europaban azzal, hogy a Pasteur Intézet tamogatta a bolgar Lactobacillus-szal késziilt Le
Ferment gyartasat, majd a Pasteur Intézet sikerein felbuzdulva Isaac Carasso 1919-ben
Barcelondban megalapitotta Danone nevii cégét. Késébb (1930) Minoru Shirota a human féceszbdl
izolalt Lactobacillus kultarat (L. casei Shirota), amely tulélte a gyomor-bélrendszeren torténd
athaladast (SHORTT, 1998). A fermentalt Yakult tej gyartasahoz a mai napig a Shirota torzs tiszta
tenyészetét hasznaljak, ez a termék a koreai és japan tarsadalmakban az étrend allando része, és
mar Eurépaban is hozzaférhetd. Ezek mellett szamtalan probiotikus kulturat tartalmazé fermentalt
tejtermék is megtalalhato a piacon, a hagyomanyosan fogyasztott tejtermékeken (pl. joghurt, kefir)
tal pl. az édes, csak L. acidophilus-t tartalmaz6 acidophilus tej, vagy a kizarolag B. bifidum
torzsekkel késziilo bifidus tej.

A probiotikum kifejezés definicioja sokat valtozott, elséként olyan, mikroorganizmusok
altal termelt anyagcseretermékre vonatkoztattak, amelyek eldsegitik egyéb mikrobak ndovekedését
(LILLY et al., 1965). Ez az értelmezés a napjainkban hasznalt prebiotikum kifejezéssel mutatja a
legnagyobb hasonlosagot. Fuller (1999) szerint a probiotikumok olyan ¢l6 mikrobas takarmany
adalékok, amelyek jotékony hatassal birnak a gazdaszervezetre az altal, hogy eldsegitik a
bélrendszer egyensulyat. Napjainkban olyan humanbarat bélbaktériumokat értiink alatta,
amelyeket bizonyos szdmban alkalmazva/elfogyasztva jotékonyan hatnak az egészségre és
hozzéjarulnak a jo kozérzethez (GOMES et MALCATA, 1999; GUARNER et SCHAAFSMA, 1998;
MARTEAU et al., 1997; SALMINEN et al., 1999) (2.3 Tablazat). A probiotikus baktérium
megnevezés nem rendszertani kategoria. Tobb, olyan egymassal nem kozelrokon
baktériumcsoport is ide tartozik, amelyek azonban k6zos anyagcsere ¢és ¢élettani sajatsagokkal
rendelkeznek. Az ebbe a csoportba tartozd baktériumokat a Valddi baktériumok (Eubacteria)
orszagan beliil a Firmicutes tozsbe soroljak, Gram-pozitiv, sporat nem képzo, katalaz- és oxidaz
negativ, palca vagy kokkusz alaku baktériumok. A tejsavbaktériumok az energianyerés érdekében
homo-, ¢és heterofermentativ mdédon bonthatjak le a szénhidratokat. Homofermentativ lebontas
esetén a képzodott anyagoknak legalabb 85%-a tejsav, mig heterofermentativ lebontas esetén a
tejsav mellett egyéb anyagok is keletkeznek, mint szén-dioxid, ecetsav, etanol, hangyasav,
glicerin, stb. Human taplalkozasi, ¢és élelmiszer mikrobioldgiai szempontbdl a Lactobacillus és a

Bifidobacterium nemzetségek a legjelentdsebbek.
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2.3 Tablazat: Human egészség helyreallitasara ¢és megodrzésére alkalmazott probiotikus

baktériumok (GOEL et al., 2006, modositva)

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Leuconostoc spp. Enterococcu s spp. Egyéb spp.

L. bulgaricus B. bifidum L lactis E_ faecalis Esherichia coli

L. delbrueckii B. longum L mesenteroides E. faecium Bacillus cereus

L. acidophilus B. infantis L citreum E. avium Pediococcus acidiloctici

L. casei B. pseudolongum L paramesenteroides Pediococcus pentosaceus

L. plantarum B. breve L pseudomesenteroides Propionibacterium freudenreichii
L. fermentum B. thermophilum Streptococcus thermophilus
L lactis B. eriksonii Sporolactobacillus inwlinus
L. helveticus B. animalis

L. eremoris B. adolescentis

L leichmanni

L. paracesai

L. gasseri

L reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius

L amylovorus

L. johnsonii

A probiotikus mikroorganizmusok jelenlétét, azonositasat, mennyiségi meghatarozasat
hagyomanyosan mikrobioldgiai tenyésztéses mddszerrel, tobbnyire szelektiv taptalajon végzik,
amely tobb napig is eltarto iddigényes folyamat. A lemezOntéses, szélesztéses technikak
megbizhatdak, de eléfordulnak fals pozitiv és fals negativ eredmények, valamint nem minden
mikroba tenyészthetd a hagyomanyos eljarassal (SPANGGAARD et al., 2000). Ezért a tradicionalis
meghatarozas mellett az olyan molekularis bioldgiai mdodszerek hasznalatosak, mint a polimeraz
genomi DNS-sel végzett restrikcids fragmenthossz polimorfizmus vizsgalat (RFLP), a random
amplifikalt polimorf DNS vizsgalat (RAPD), a 16S rRNS szekvenalasa és a fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH) (O’SULLIVAN, 1999). A legelterjedtebb PCR technikat felhasznalva
azonositjadk tobbek kozott a kiillonb6zé nemzetek jellegzetes fermentalt élelmiszereinek
kialakulaséért felelés mikroorganizmusokat. Randazzo és téarsai (2004) 16S rDNS RFLP
modszerrel meghataroztak a Lactobacillus casei azon torzseit, amelyek a sziciliai hazilag készitett
olajbogyd jellegzetes aromajat adjak, valamint Van Hoorde és tarsai (2010) a Gouda tipusu sajtok
jellegzetes izét ado Lactobacillus paracasei fajokat PCR-denaturald gradiens gélelektroforézis
(DGGE) segitségével azonositottak. Az élelmiszerekben talalhatd probiotikumok meghatdrozasa
mellett kiilonb6z6 PCR technikdkat fejlesztettek probiotikus baktérium terdpidk bélflorara

gyakorolt hatdsanak vizsgalatara is (BRIGIDI et al., 2003; FILTEAU et al., 2013).
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Az enzimkapcsolt immunszorbens modszer is gyakran haszndlatos a probiotikumok
szamanak, leginkabb féceszbdl torténd meghatdrozéasara. Durant és mtsai (1997) monoklonalis
antitest alapit ELISA tesztet fejlesztettek baromfi probiotikus baktériumainak kevert tenyészetébdl
torténd kimutatasara 1x10* sejt/ml detektalasi limittel. Lactobacillus casei Shirota baktérium
gyomor-bélrendszeren torténd atjutasat vizsgaltak Yuki és munkatérsai (1999), a humén féceszbdl
torténd mennyiségi meghatarozast monoklonalis antitestekre épiild ELISA teszttel valdsitottak
meg. Szintén ELISA-val végezték el a Bifidobacterium thermacidophilum baktériumnak az
enterohemorragias E. coli O157:H7 fert6zés lefolyasara gyakorolt hatdsanak vizsgalatat: a
probiotikummal val6 kezelés egerekben csokkentette a fekdlis E. coli szdmot és a fertdzés
lefolyasa enyhébbnek bizonyult (GAGNON et al., 2006).

Az alternativ, gyors modszereket szamba véve, eltéréen az élelmiszereket szennyezo
baktériumok mennyiségi meghatarozasara fejlesztett bioszenzorok nagy szamatol (2.2.1 fejezet),
a probiotikus baktériumok mennyiségi meghatarozasara bioszenzoros publikdciok nem sziilettek.
Talalunk viszont példakat a probiotikumok anyagcseretermékeinek kimutatasara iranyulo
fejlesztésekre, pl. a tejsavbaktériumok altal termelt, gyakran romlasindikatorként detektalt tejsav
¢lelmiszerekbdl (tejtermékek, bor, sor, iditdk) térténd meghatarozasara szdmos L- és D-laktat
dehidrogenaz-, illetve L-laktat oxiddz enzim alapti amperometrias szenzort (PARRA et al. 2006;
NIKOLAUS et STREHLITZ, 2008; BORI ef al., 2012; MONOSIK et al., 2012; MAZZEI et al., 2007,
PALMISANO et al., 2001). Az antimikrobas hatasukrol ismert 