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1. AZ ERTEKEZES ELOZMENYEI ES TUDOMANYOS CELKITUZESEIL

A mikrobioldgiai mindségellendrzéssel kapcsolatos feladatok utobbi évtizedekben
bekovetkezett igen nagy mértékli novekedése tamasztotta azt az igényt, hogy a
mikroorganizmusok  kimutatdsdra  szolgdlé  klasszikus  éldsejtszam-meghatarozasi

modszereket gyorsabb, és emellett automatizalhato 0j vizsgalati eljarasokkal valtsak fel.

Kiilondsen nagy jelentdségli a gyors mikrobiologiai eredmény megadasa ivoviz vizsgélatok
esetében, ahol a késon felismert nem megfeleld mikrobiologiai allapot esetenként komoly
egészségiigyi kockazatot jelent. Asvanyviz vizsgalatok esetében pedig a késén észlelt
mikrobiologiai szennyezddés az lizemnek jelent komoly gazdasagi kart (legyartott tételek

megsemmisitése).

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok iddigénye a meghatdrozandd mikroorganizmustol
fliggben 24-72 ora (esetenként jelentdsen hosszabb idd). A mikrobiologiai kockazatok
gyors felismerésének ¢és csokkentésének igénye, a mindségbiztositasi é¢s HACCP
rendszerek hatékony mikodtetése sziikségessé teszi a mikrobioldgiai kiértékelés
meggyorsitasat, célszerli automatizalasat, lehetdleg egyidejii koltségesokkentés mellett

A mikrobdk szaporodédsa sordn a taptalaj redox-potencidl értéke is valtozik. A redox-
potencial mérési lehetdsége nagyon régota ismert, de mikrobak szamanak meghatarozasara
eddig még nem alkalmaztak. A SZIE AOTK Elelmiszer-higiéniai Tanszékének és a
Corvinus Egyetem Elelmiszertudomanyi Kar Fizika és Automatizalis Tanszékének
munkatarsai altal kifejlesztett és forgalmazott (szabadalmaztatds alatt all6) MicroTEsTER
elnevezésii berendezés a mikrobaszaporodas eredményeként bekovetkezd redox-potencial
valtozds mérésén alapul. A fejlesztésben valdé kozremiikodoként az 1) moddszer
mikrobiologiai  megalapozdsdhoz  sziikséges  vizsgalatokat Ondlldan  végeztem,
dolgozatomban ezen eredmények felhasznaldsaval az 0 eljaras teljesitmény-jellemzdit,
alkalmazasi lehetdségeit és vizre vonatkozé validalasat ismertetem.

A redox-potencial mérésen alapuld MicroTEster késziilék alkalmazasa lehetOséget teremt
arra, hogy a vizsgdlt mintdk mikrobaszamat a jelenlegi tenyésztéses modszereknél
gyorsabban és nagyobb minta-mennyiségekbdl (Pl. az dltalanosan eldirt 100-250 ml helyett
1000-10000 ml mintdbdl) hatarozzuk meg. A modszer egyik nagyon fontos elénye a



klasszikus tenyésztéses meghatdrozasokhoz viszonyitva, hogy mig a tenyésztéses
modszerek kiértékelésének iddigénye fliggetlen a vizsgalt mikrobaszamtol, addig a redox-
potencial mérésen alapuld eljaras kimutatasi iddigénye a mikrobak szdmanak novelése
(membransziirés) révén jelentdsen csokkenthetd.

Munkdm célja a kdvetkezdkben foglalhato Gssze:

* mikroorganizmusok szaporodasa sordn bekovetkez6 redox-potencidl valtozas
vizsgalata ¢€s az egyes mikroorganizmusok szaporoddsi  redox-gorbéinek

meghatarozasa

- annak igazolasa, hogy a redox-potencidl mérés alkalmazhatd élelmiszerek ¢és

kiiléndsen a viz mikrobaszamanak gyors meghatarozasara

e a redox-potencial méréssel torténd gyors mikrobioldgiai vizsgalati modszer
validaldsa ivo- és  asvanyviz mikrobiologiai  vizsgalatdra az  alabbi
mikrobacsoportokra vonatkozoan:

—  Ossz-mikrobaszam 37 és 22 °C-os tenyésztéssel

- Koliform baktériumok kimutatasa és szamszerii meghatarozasa

- Escherichia coli kimutatdsa és szamszerii meghatarozésa

- Enterokokkusz bélbaktériumok kimutatasa €s szdmszerii meghatarozasa.

- Pseudomonas aeruginosa kimutatasa és szdmszerti meghatarozasa.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Taptalajok

A kisérletekhez szabvanyos, dontéen Merck taptalajokat hasznaltunk.
Higitasi sor készitésé¢hez higito-folyadékként 1 g/l peptont és 8,5 g/l Natrium-kloridot

tartalmazo6, 7,24+0,2 pH-ju sds peptonvizet hasznaltunk.

2.2. Mikroba torzsek



A kisérletek soran felhasznalt mikroorganizmusok a Mezdgazdasagi ¢és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébdl szarmaztak, tarolasuk liofilizalt allapotban

tortént. Kitenyésztésiikre a mikrobioldgiai gyakorlatban szokésos taptalajokat hasznaltuk.

2.3. Redox-potencial mérés

2.3.1. A méromiiszer leirasa

A miiszert és a hozzatartozo szoftvert a Corvinus Egyetem Fizikai- és Automatizalasi
Tanszékének munkatarsai készitették.

A redox-potencial méréséhez kereskedelmi forgalombdl beszerezhetd kombinalt
mérdelektrodokat hasznalunk.

A moduléris felépitésii mérdé rendszer a mérési igényeknek megfelelden bdvithetd.
Minimalis csatornaszam: 4, maximalis csatornaszam: egy késziilékben 64 csatorna, de
sziikség esetén a késziilékek lancolhatoak, igy tobb késziilék osszekapcsolasaval 256
csatornaszam érhetd el.

A rendszer miikodtetéséhez sziikséges egy IBM-kompatibilis személyi szamitogép
szabvanyos RS232C interfésszel (COM port). A hardver irdnyitas szempontjabdl a PC

konfiguracidja nem kritikus.

A vezérlés és adatfeldolgozas céljara kifejlesztett program mitkodésének leirasa
Adatgytijtés

A program a ,Mérés > Start” meniiponttal torténd inditas utan folyamatos adatgytijtést
végez, minden mérdcsatornat kiolvas. A beolvasott adatok rogzitése csak akkor torténik
meg, ha a csatorna bedllitdsai szerint ez sziikséges. Az elektronika triggerelése utan
csatornanként 300 ms szamithatd varakozasi idonek (a szamitégép okozta csuszasok és
egyeb varakozasi 1dOk miatti tartalékkal).

Zajsziireés

A zajos kornyezetben torténd adatgylijtés tdmogatasara bekapcsolhatd a simitds. Az

algoritmus a forraskodban rogzitett ideig (legalabb 5 beolvasés ajanlott) megkapott adatok



kozil torli a legkisebb és legnagyobb értékeket, a maradékot (legalabb 3 adat) pedig
atlagolja.
Paraméterezés
Az adatgytijtés csatorndnként egyedileg paraméterezhetd
Tarolas, mentés
A Dbegylijtott adatokat tablazatban tarolja a szoftver, amely tablazat egyben ¢&s
csatornanként is elmenthetd. A mentés formatuma ASCII tagolt szoveg. A tizedes jelet az
operacids rendszer teriileti beallitasai adjak, igy a telepitett tdblazatkezeld és statisztikai
programokba kdnnyen beolvashat6 konverzio nélkiil. A csatornanként torténd mentés soran
az adatok értékelése is mentésre keriil. A csatorndk egyedi paraméterezhetdsége miatt
minden esetben az adatok mellett a tarolas - mérés kezdetétdl mért - relativ ideje is
mentésre kertil.
Adat kezeles, ertékeles
Referencia érték
A redox-potencial mérés sordn mV értékeket mér az elektronika, melyek
korrigalhatoak egy additiv (pl. normal hidrogén elektrodra vonatkozo) referencia értékkel.
A jelolés ekkor ,,E, mV”’-rol ,,Eh, mV”’-ra valtozik.
Detektacios ido szamitdsa
A detektécios 1d6 az a pillanat, amikor a mért idésorban a mV értékek id0 szerinti
differencia-hanyadosa meghaladja a valasztott hatarértéket. A véletlen mérési hibak
kikiiszobolése miatt beéllithatd, hogy tobb egymast kovetd, a hatdrértéket meghalado
differencia-hdnyados esetén jelolje csak az adott pontot detektacios idoként. A szoftverben
beallithat6 paraméterek:
» kritikus differencia-hanyados (detektacios kritérium) értéke (mV/min)
* a kritikus értéket meghaladd6 mérési pontok minimalisan megkivant szama (a
pozitiv mérések szama, javasolt: 3)
* ¢rtékelés kezdete (min)
« sejtszam hatarérték, amely felett a minta mikrobioldgiai allapota kifogasolandé

(Nksit)



Ertékelés
Az értékelés kezdete bedllitdsaval az iddsor eleje nem vesz részt a szamitasban. A mérés
elejének bizonytalansagai igy kikiiszobolhetoek. A detektacids id6 szamitott értékét (TTD)
az eldzetesen meghatarozott kalibracidos gorbe egyenletébe helyettesitve, kiszamithato a
vizsgalt minta mikrobaszama.
A szamitott és a felhasznal6 altal megadott sejtszamok sszehasonlitdsabol meghatarozhato
a csatorna mérésének mikrobioldgiai értékelése: elfogadhaté (PASSED), vagy elutasitott
(FAILED). Ha a szamitott értek eléri a felhaszndlo altal megadott hatart, az értékelés:
FAILED.
Grafikus megjelenités
Grafikon tipusok

A kovetkezd grafikon tipusok valaszthatoak:

» Osszesitett: minden mérd csatorna megjelenik
* mozaik: minden csatorna 6nall6 grafikonnal jelenik meg

» csoportositott: kijelolt adatsorok egy grafikonon jelennek meg (max. 4 db csoport

hozhato 1étre)

A mozaik tipusndl minden egyedi grafikonon lathat6 a detektacios id6 értéke (ha van), és
annak alapjan szamitott sejtszam, valamint a sejtszam szerinti értékelés.
Port monitor

Az aktudlis adatok folyamatos kdvetésére beépitve talalhatd egy port monitor ablak,

amely a port olvasas periddusidejével frissiilve minden aktiv csatorna adatat megmutatja.

2.3.2. A mérési eljaras ismertetése

A szaporoddsi gorbe és a redox-potencial gorbe kapcsolata

A mérési eljaras elvi alapja az, hogy a baktériumok szaporodasa folyaman az energia-
termeld bioldgiai oxidacios reakciok eredményeként a kornyezet redox-potencidlja egy
meghatdrozott mikroba koncentracié felett jol detektalhatoan csokken. Detektacios idének

(TTD) tekintjiik azt az iddpontot, amikor a redox-potencial valtozas sebességének abszolut



értéke egy, a véletlen hatasoktol szignifikdnsan kiilonbozd értéket (pl. |dE/dt] = 0,5
mV/perc) meghalad. Ezt az értéket detektacios kritériumnak nevezziik (Reichart et al

2007). Escherichia coli szaporodasi és redox-potencial gorbéje lathat6 az 1. abran.

E.coli, TSB 37 °C
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1. abra Escherichia coli szaporodasi és redox-gorbéje

Az abran nyillal jeloltem a TTD értékeét és a hozza tarozé mikroba-koncentraciot.

Kalibrdacios gérbe meghatdrozadsa

Mivel a kritikus redox-potencial csokkenés meghatarozott mikrobaszdmnal kovetkezik be,
ezért a TTD fligg a minta kezdeti mikrobaszdmatol.

Kalibracios gorbe készitéséhez a vizsgalandd mikroba szuszpenzidbdl, sos peptonvizben
10-es alapu higitési sort készitettem. A higitasi sor tagjaibol 1-1 ml-t oltottam 90 ml 1/2
TSB taptalajt tartalmazd mérdcelldba majd a mérdcellakat vizfiirdds termosztatba
helyeztem ¢és felvettem az egyes higitasokhoz tartozd redox gorbéket. Egyidejiileg
meghatdroztam a higitasi sor tagjainak mikrobaszdmat.

A redox-potencidl kritikus valtozasahoz tartozé id6t (TTD, Time to Detection, Detektacios

id0) a miszer automatikusan hatarozza meg.



Detektacios idonek tekintjiik azt az idopontot, amikor a redox-potencial csokkenési
sebessége (a redox-gorbe ido szerinti differencia-hdanyadosa) meghaladja az dltalunk

eldirt kritikus értéket (Pl. koliform mikroorganizmusok esetében |AE/At| > 1 mV/perc).

Kiilonb6zd kiindulasi sejtkoncentracioknal meghatarozva a detektacios idoket (TTD),
szoros linedris korrelacid allapithatd meg a TTD értékek és a kezdeti sejtszdmok
logaritmusa (lg No) kozott. Az dsszetartozo IgN, — TTD értékpdarokbol linedris
regresszioval kiszamitott osszefiiggés adja a kalibrdacios gorbe egyenletét, amely a
tovabbiakban alapjat képezi a kiinduldsi sejtkoncentrdcio redox-potencial méréssel
torténo meghatdarozdasdanak.

A 2. dbran Escherichia coli kiilonb6z6 kezdeti mikrobaszdmti mintdinak redox-potencial

csOkkenése lathatd. A redox-potencial értékeket a miiszer 10 percenként detektalta.

E. coli 1/2 TSB-ben
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2. abra Escherichia coli redox-potencial valtozasa kiilonb6z6 kezdeti mikrobaszamok
esetén.
Abrazolva a TTD értékeket a IgN fiiggvényében egy egyenest kapunk, amely a 3. dbran

lathat6. Ez az egyenes a kalibracids gorbe.




E. coli 1/2 TSB-ben y =-1.1736x + 8.4416
R?=0.9851

TTD (h)

IgN (cfu/ml)

3. abra Escherichia coli kalibraciés gorbéje 1/2 TSB taptalajban (T=37 °C).

A MicroTEester alkalmazasa soran, el6szor a vizsgalni kivant mikroorganizmus kalibracios

gorbéjének egyenletét szamitjuk ki:
TTD=algN +b

A mérések soran a rendszer TTD értékeket hataroz meg, amelyekbdl a kalibracids gorbe

alapjan szamitja ki a IgN értékeket a kdvetkezd egyenlet felhasznalasaval:
IgN =A-TTD + B, ahol A=1/a B=b/a

A ¢értéke mindig negativ, mértékegysége attdl fiigg, hogy a TTD értékeket percben vagy
ordban fejeztiik ki. A és B értékét betaplalva a programba lehetdségiink van a vizsgalt
mintdk ¢éldsejtszamanak automatikus meghatarozasara. Az €ldsejtszam mértékegysége (tke/
ml, sejt/g, stb.) attol fiigg, hogy a kalibracios gorbe felvételekor az N, értékeket hogyan
adtuk meg.
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3. A TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

3.1. A redox-potencial, mint mérési paraméter kivalasztasanak indoklasa

A szaporodas soran mért redox-potencial érték nem fliggetlen a taptalaj pH-jatol, amely
maga is valtozik a szaporodas soran. Annak a kérdésnek eldontésére, hogy a mért redox-
potencial valtozast mennyiben befolyédsolja a pH vaéltozasa, egylittesen mértem az egyes
mikrobdk E, és pH valtozdsat. A kapott értékekbdl kiszamitottam a kombinalt hatast
kifejezd rH értékeket is.

A vizsgalati eredményekbdl egyértelmiien kideriil, hogy a szaporodas detektaldsdra a pH
valtozés nem alkalmas. A szaporodas a redox-potencidl mérésével jol kovethetd, a redox-
potencial csokkenés minden baktérium esetében jol detektalhaté. Minden mikroba esetében
egyértelmiien meghatarozhato a detektacios id6 (TTD). A detektacios kritérium (dE./dt)
érteke -0,4 ¢és -1 mV/min kozott mikrobacsoportonként valtozik, de egy-egy

mikrobacsoportra tekintve jellemz6 érték.

3.2. A mikrobaszaporodas és a redox-potencial valtozasanak osszefiiggése

3.2.1. Szelektiv taptalaj hatasa redox gorbe lefutasara
Megvizsgaltuk, hogy szelektiv taptalaj (BLE) alkalmazéasa befolyéasolja-e a gorbe alakjat.
Megallapitottuk, hogy a szelektiv taptalaj alkalmazasa a gorbe lefutasat nem befolyasolja.

A redox-potencidl valamennyi, altalunk vizsgalt, baktérium szaporodasa soran csokken,
azonban a csokkenés mértékében és sebességében jelentds kiillonbségek figyelhetok meg,
amelyek mikrobacsoportonként valtoznak és az egyes mikrobacsoportokra jellemzo
gorbéket adnak. Az eltérd lefutdsu gorbék lehetdséget adnak arra, hogy a gorbe alakjabol
kovetkeztessiink a mintdban jelenlévd mikroba fajra. Ez a lehetdség tovabb novelheti a
taptalajok szelektivitasat.

Néhany baktérium szaporodasi redox-gorbéjét mutatom be a 4. abran.
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Mikrobak redox-gorbéi
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4. abra Baktériumok szaporodasi redox-gorbéi

3.2.2. Az egyes mikroorganizmusok redox-gorbéinek finomszerkezete

Meghataroztuk az élelmiszeripari szempontbol fontosabb baktériumok gorbéinek
finomszerkezetét. A szaporodasi gorbéhez a mikrobaszdm meghatarozasa — féloranként
vett mintakkal - lemezontéses modszerrel, 10-es alapu higitasi sor készitésével tortént. A
redox-potencial értékeket kétpercenként detektaltuk. Meghataroztuk az egyes mikrobakra
vonatkozd  detektaciés  kritériumokat, valamint a TTD eléréséhez sziikséges

mikrobaszamokat. Az eredményeket az 1. tdblazatban foglaltam Ossze.

1. tablazat  Egyes baktériumok detektacios jellemzoi

Baktérium detektacios kritérium TTD eléréséhez sziikséges
(mV/min) mikrobaszam (tke/ml)
Escherichia coli -1 1,78x10°
Pseudomonas aeruginosa -0,5 1,91x10°
Enterococcus faecalis -0,4 7,08x10°
Bacillus cereus -0,5 1,26x10°
Staphylococcus aureus -0,5 4,47x10°

3.2.3 Mérés belso kalibracios gorbével

12




Ezt a moédszert akkor alkalmazzuk, amikor nem tudunk el6zetesen felvett kalibracios
gorbét hasznalni, mert a mikroflora dsszetétele nem ismert.

Ebben az esetben a mintabdl 10-es alapu higitasi sort készitiink, gy, hogy az utolsé
higitas(ok)ban mar ne legyen élosejt kimutathato (MPN modszer). A higitasi sor minden
tagjat egy (vagy tobb parhuzamos) mérdcellaba oltjuk és meghatarozzuk a TTD értékeket.
A szaporodast mutatd utolsd higitdsi szintek ismeretében MPN-tablazat segitségével
kiszamitjuk a minta kezdeti €l6sejtszamat. Az utolsd pozitiv higitasi szint ismeretében
meghatarozott Ny értékbdl a kalibracidos gorbe megszerkeszthetd. Példaként a Clostridium

perfringens belsd kalibracios gorbéjének meghatarozasat mutatom be az 5. és a 6. dbrakon.

Clostridium perfringens
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5. abra Clostridium perfringens redox gorbéi tioglikolat tapoldatban (T=37 °C)

(Az abran szamokkal jel6ltem a higitasi szinteket)

A TTD értékeket a higitas fiiggvényében az 6. dbra szemlélteti.
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Clostridium perfringens y = 9.449x - 8.665
R? = 0.9903
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6. abra Clostridium perfringens TTD értékei a higitas fliggvényében tioglikolat
tapoldatban (T =37 °C)

3.2.4. Penész- és élesztogombak szamanak meghatdrozasa indirekt méréssel

Penész- és élesztogombak szaporodasa sordn a redox-potencial valtozasa kdzvetleniil nem
mérhetd. Ebben az esetben - az impedimetrias eljarasokhoz hasonloan — indirekt médon, a
szaporodas soran képz6dd CO, mérésével lehet a szaporodast detektalni. A gombak 1égzése
soran képz6dé CO,-ot 0,002 M KOH oldatban nyeletjiik el és az oldat redox-potencial
valtozéasat mérjiik. Ebben az esetben a redox-potencial nem csokken, hanem nd, detektacios
kritériumként j E/. t> 0,2 mV/min értéket hasznaltam.

Saccharomyces cerevisiae szaporodasi redox-gorbéi lathatok a 7.4abran.
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Saccharomyces cerevisiae
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7. abra Saccharomyces cerevisiae indirekt méréssel meghatarozott szaporodasi redox-
gorbéi malata levesben (T=25 °C, KOH=0,002M)
1: IgN=4,1; 2: [gN=3,1; 3: [gN=2,1; 4: IgN=1,1; 5: IgN=0,1; 6: steril

3.3. A mérési eljaras validalasa

A redox-potencial mérésre alapozott mikrobaszam-meghatarozasi modszer validalasakor az

alabbi teljesitményjellemzoket hataroztuk meg:

3.3.1. Szelektivitas (Selectivity)

A modszer szelektivitdsat alapvetden az alkalmazott taptalajok szelektivitisa hatarozza
meg.

Koliformok, Enterococcusok és Pseudomonas aeruginosa szelektiv meghatarozasdhoz
BLE-, Azid- és Cetrimid levest hasznaltunk. Minden esetben a jellegzetes zavar6
mikrofloraval vegyesen oltottuk a mérdcellakat. A redox-gorbék alakjabol egyértelmiien

megallapithatd, hogy a szelektiv taplevesekben csak a cél-mikroba szaporodik.
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3.3.2. Linearitas (Linearity)

Az analitikai eljaras altal adott jel (TTD) és a meghatdirozando mennyiség (IgN) kozotti
osszeftiggeés linearitdsa.

A redox-potencial mérésen alapuld ¢€l0sejtszam-meghatarozasi modszer linearitasat a
kiindulasi sejtkoncentracid logaritmusanak fliggvényében dbrazolt TTD értékekkel
pepton oldattal. A higitasi sor minden egyes tagjabdl 1,0 ml-t pipettdzunk a mérdcellaba, és

miuszeresen meghatdrozzuk a TTD értékét. Az alap szuszpenzidé mikrobaszdmat
lemezontéses modszerrel meghatarozzuk ¢és ebbol az értékbdl kiszamitjuk az egyes
higitasokhoz tartozé mikrobaszdmokat. A TTD értékeket &brazolva a IgN értékek

fliggvényében, az Osszefiiggést linearis regresszioval hatdrozzuk meg.

3.3.3. Erzékenység (Sensitivity)

A mérési modszer érzékenységét a kalibracios gorbe meredeksége adja meg, az adatokat a

2. tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat A redox-potencial mérésen alapul6 sejtszam-meghatarozas érzékenysége

Microorganizmus Téapleves | Regresszios egyenlet Erzékenység 95 %-o0s
(min/lg konf. 1.v.
egyscg)

Citrobacter freundii TTD (min) = 1190 - +49
BLE 132
anaerob 132°1gN
TTD (min) = 1020 — +13
Citrobacter freundii aerob BLE 102
102-1gN
Klebsiella oxytoca anaerob BLE TTD (min) = 856 — 88°1gN 88 +46
Enterobacter aerogenes BLE TTD (min) = 774 — 81°1gN 81 +9
Escherichia coli BLE TTD (min) = 596 — 68°1gN 68 +11
TTD (min) = 1440 — +18
Pseudomonas aeruginosa | Cetrimid 155
155-1gN
Enterococcus faecalis Azid TTD (min) = 836 — 92°1gN 92 +7
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A 2. tdblazatban Osszefoglalt adatokbol megallapithato, hogy a kiindulési sejtkoncentracid
egy nagysagrendnyi novelése a detektacios id6t mikrobatol fiiggben 68 — 155 perccel

csokkenti.

3.3.4. Kimutatasi hatar (Detection limit)

Kimutatési hatar az a legkisebb sejtszam a mérdcelldban, amely még detektacios idot ad.
Mivel a steril tapleves redox-potencial valtozasa nem éri el a detektacios kritériumként
megadott értéket, a TTD értékek mindig sejtszaporodast reprezentdlnak. Az elméleti

kimutatdsi hatdr 1 sejt/ mérécella, ezért az eljaréas alkalmas jelenlét/hidny vizsgalatéra is.

3.3.5. Meghatarozasi hatar (Quantitation limit)

Meghatarozasi hatar azt a legkisebb mikrobaszamot jelenti, amely még elfogadhato
pontossaggal és precizitassal hatdrozhaté meg.

Kis sejtkoncentraciok esetében a mikrobdk a kivett minta-térfogatban Poisson eloszlast
kovetnek. A mikrobaszam 10-15 folotti atlagértékénél ez az eloszlds mar normal-
eloszlassal kozelithetd, amely megfelel a regresszid-szamitds matematikai-statisztikai
feltételeinek. Az elméleti meghatdarozdsi hatdar 10 sejt/inokulum (IgN, = 1,0), ami igen

jol egyezik a kalibracios gorbék adataival.

3.3.6. Mérési tartomany (Range)

Meéréstartomany alatt értjiikk azt a tartomanyt, amelyen beliil a sejtkoncentracio megfeleld
pontossaggal, precizitdssal és lehetdleg linearitdssal meghatarozhato

A kalibracios gorbék bizonysaga szerint a vizsgalt modszer méréstartomdnya IgN,=1 és
IgN=7 (10 és 10" sejt/inokulum) érték kozé esik. 10 alatt a sejtszdm mintan beliili
Poisson eloszlasa okoz problémat, 107 sejt/mérdcella koncentracié folott a TTD értéke tl
kicsi a mérési mddszer tranziens folyamatainak (homérséklet-, redox-egyensuly beéllésa,

szaporodas lagperiddusa) iddigényéhez viszonyitva
3.3.7. Pontossag (Accuracy / Trueness)
A modszer pontossaga a méréstartomany valodisdganak mértéke, a modszer rendszeres

hibgjanak jellemzdje.
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A redox-potenciadl mérésen alapuld mikrobaszdm-meghatarozasi eljards a sejtszdm-
logaritmus és a detektacios 1d6 kozott meghatarozott regresszids Osszefiiggéseken alapszik,
a moddszer pontossaga a kalibracios gorbék megbizhatosagatol fiigg. A4 pontos
meghatdarozashoz; minden mikroba-populdcio és tapkézeg kombindcio egyedi

kalibracios gorbét igényel.

3.3.8. Precizitas (Precision)

A modszer precizitasa a kolcsonosen fliggetlen megismételt vizsgélatok eredményei kozotti
egyezés mértéke, a mdodszer véletlen hibdja, a becsiilt tapasztalati szorassal (SD) adhato
meg. Egy vizsgalati eljaras precizitdsanak két fo jellemzdje az ismételhetdség és a

reprodukalhatdsag.

« Ismételhet6ség a precizitds azon fajtdja, amely ismételhetd koriilmények kozott
elvégzett kisérletekre vonatkozik.
Véletlen hiba: (azonos laboratérium, azonos minta, azonos modszer, azonos
miiszer, azonos kezeld, rovid iddintervallum a parhuzamos
mérések kozott).

Intermediate precision: (azonos laboratérium, azonos minta, azonos miiszer,

eltérd kezeld,eltéré napokon vizsgal)

Ismételhetoségi értékek meghatdrozasa laboratoriumi tiszta tenyészetekkel
Az ismételhetdségre jellemzo szoras meghatarozasara két lehetdségiink van:
* A TTD = -a IgN+b kalibracios gorbe regresszio-analizisébol leszarmaztatva.
Kalibracios gorbék egyenletének regresszid-analizisébdl meghatirozva orm

értekét és ebbdl kiszamitva a IgN értékek maradék szorasat (o)

_Ormp
UlgN -

* A kalibracios gorbéhez meghatarozott IgN — TTD érték parokbol meghatérozott

1gN=f(TTD) Osszefiiggés regresszio-analizisébdl kozvetleniil meghatarozva.

18



Amennyiben a kalibracios gorbék felvételénél minden sejtszamhoz csak egy TTD értéket
mériink, a két szamitasi eljaras teljesen azonos eredményt ad. Ebben az esetben a maradék
szoras megegyezik a regresszio standard hibajaval.

Szamitasaink soran, kihasznalva az alkalmazott program (Excel) altal nyqjtott
lehetdségeket, a maradék szoérdsok kiszdmitdsara a IgN=f(TTD) regresszio-analizist
hasznaltuk fel.

A redox-potencial mérésen alapuldé mérési modszer ismételhetdségének adatait a 3. tablazat

foglalja Ossze.

3. tablazat  Redox-potencidl mérésen alapuld mddszer ismételhetdsége tiszta

tenyészetek vizsgalatanal

Mikroba Tépleves [smételhetdség Relativ szoras
SDin RSDx (%)

E. coli szuszpenzid BLE 0,0484 12
E coli membran BLE 0,2732 88
Citrobacter freundii acrob BLE 0,3553 127
Citrobacter freundii anaerob BLE 0,1195 32
Pseudomonas aeruginosa Cetrimid 0,2338 71

Enterococcus faecalis Azid 0,0786 8

A laboratoriumi koriilmények kozott meghatarozott ismételhetdségi értékek, illetve relativ
szorasok csak tajékoztato jellegliek, erdsen fiiggenek a torzsgylijteménybdl szarmazod
mikrobdk aktudlis fiziologiai allapotatol. A valos ismételhetoségi értékek csak iizemi

mérések alapjan hatarozhatok meg.

Véletlen hiba meghatarozasa iizemi vizsgalatokkal

A MicroTEster miiszeres vizsgalatokat a FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgiloé Laboratorium
Szennyvizvizsgalod részlegénél végeztiik. A vizsgalt mintdk mikrobaszamat szabvanyos
moédszerekkel a FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgalo Laboratorium Ivovizvizsgalo Részlegének
Akkreditalt Laboratériuma hatarozta meg.

A vizsgalati modszerekre jellemzd véletlen hiba meghatdrozdsa azonos mintak

vizsgalataval tortént. A frissen behozott vizmintak mikrobacsoportonkénti vizsgalatara a
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két laboratoriumi részlegben azonos napokon keriilt sor. A kalibracios gorbéket a
Szennyviz-vizsgalo részlegben mért TTD értékek és az Ivovizvizsgald Laboratdrium altal

meghatarozott élosejtszamok felhasznalasaval szerkesztettilk meg.

Tenyésztéses modszerek véletlen hibdjanak meghatdrozdsa

Az ¢éldsejtszamokat a modszerek altal nyerhetd telepszamok eloszlds-vizsgélata és relativ
szorasanak meghatarozasa érdekében a Laboratorium 50-50 parhuzamos vizsgalattal
hatdrozta meg. Az éldsejtszam meghatdrozds membransziiréssel tortént a minta eldzetes

higitasa utan.

Miiszeres mérés véletlen hibdjanak meghatdrozdsa
A miszeres ¢€l0sejtszdm meghatarozasokhoz a mintdbol kiilonb6z6 mennyiségeket
membranon (0,45 um) lesziirtiink 3-3 parhuzamosban, és a sziir6lapokat szelektiv taplevest

tartalmaz6 mérdcelldkba helyezve felvettiik a kalibracios gorbéket.

A Miiszeres és tenyésztéses eljardasok véletlen hibdjanak osszehasonlitasa.

Az ismételhetdség becslésére szolgald véletlen hibak értékét a 4. tdblazatban foglaltuk
0ssze.

A tabldzatban a relativ szordsok mellett azok matematikai statisztikai kiértékelése
érdekében kiszamitottuk a tenyésztéses eljarasok RSDy értekébdl az SDyy értékeket: SDjgn
= Ig RSD.

Az SDyn értékek mar fiiggetlenek a sejtszamtdl, igy veliik a kiilonbségek szignifikanciajat
vizsgalo parositott t-proba elvégezhetd. A mérésekbdl az Enterococcus adatokat kihagytuk,

mert a vizsgalt mintakbdl kalibracios gorbét nem sikertilt szerkeszteni.
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4. tablazat = Miiszeres ¢€s tenyésztéses ¢lOsejtszam véletlen hibdinak dsszefoglalésa.

Szennyviztelepi mérések

Miiszeres mérés Tenyésztés
Mikrobacsoport SDin RSDy CV % SDin RSDx CV%
Osszcsira 22 °C 0,201 1,59 59 0,041 1,10 10
Osszcsira 37 °C 0,267 1,85 85 0,072 1,18 18
E. coli 0,079 1,20 20 0,149 1,41 41
Koliform 0,173 1,49 49 0,037 1,09 9
Pseudomonas 0,167 1,47 47 0,176 1,50 50

A két modszer kozotti atlagos kiilonbség: SDign(miiszer)-SDign(tenyé€sztés)=0,0824.

Ez azt jelenti, hogy a miiszeres mérések véletlenhibaja atlagosan 10°%* = 1,21-szer, azaz
kb. 21 %-kal nagyobb, mint a tenyésztéses eljardsok esetében. A kiilonbség azonban a
statisztikai proba szerint nem szignifikans.

Az lizemi korilmények kozotti vizsgalatok eredményeinek értékelése alapjan levonhato
kovetkeztetés: A miiszeres élosejtszam meghatdarozdas véletlen hibdaja nem kiilonbozik

szignifikdnsan a tenyésztéses modszerek véletlen hibajdtol.

« Reprodukalhatésag a precizitdis azon fajtdja, amely reprodukalhato
koriilmények kozott elvégzett kisérletekre vonatkozik (kiilonb6zd laboratorium,
azonos minta, azonos, vagy kiilonb6zé modszer, kiillonb6zé miiszer, kiilonb6zo
kezeld, hosszabb iddintervallum a parhuzamos mérések kozott).

Vizsgalolaboratoériumok modszereinek jellemzésére elsdsorban a véletlen hibaval kifejezett
ismételhetdség megadasa sziikséges.
Reprodukalhatosdg meghatarozasa laboratoriumok kozotti Osszehasonlitd vizsgalatok

alapjan torténik, erre jelenleg nincs lehetdség.

3.3.9. Zavartiirés (Robustness)

Egy analitikai eljards zavartlirése a kornyezeti tényezOk zavard hatasaval szembeni
»ellendllo-képesség” mértéke. A redox-potencial mérésen alapuld mikrobaszam
meghatarozasi modszer legfontosabb kornyezeti paramétere a hdmérséklet, amely kettds

hatast fejt ki:
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* A mikroorganizmusok szaporodasi sebessége erdsen fiigg a hdmérséklettdl.

* A mért redox-potencial a Nernst-egyenletnek megfelelden fiigg a
homeérséklettol.

A méréseket a vizsgalt mikroba vagy mikrobacsoport szaporodasi optimuman végezve a
szaporoddsi sebesség +0,5 °C-os intervallumban nem valtozik. (Szuboptimalis
hémérséklet-tartomanyban a szaporoddsi sebesség természetesen erdésen homérséklet-
figgo.)
A homérséklet hatdsat a mérdrendszerben alkalmazott taplevesek redox potencialjara
kisérletileg hataroztuk meg. A hdmérséklet-fliggés értékeit az 5. tablazat foglalja ossze.

5. tablazat A hémérséklet hatasa a kozeg redox-potencialjara

Kozeg Homérséklet (°C) AE/AT (mV/°C)
Cetrimid leves 28 -45 -1.30
Azid leves 28 -45 -1.23
BLE leves 28 -45 -0,40

Mivel a detektacios kritérium altaldban 10 perces méréskozok esetén -10 mV/10 perc, a

termosztalas +0,5 °C-os hdingadozasanak hatasa elhanyagolhato.

3.4. Ivoviz vizsgalatok

Kiilonb6zo helyekrdél szarmazo vizmintdk eldzetesen felvett kalibraciés gorbék alapjan
torténd sejtszam-meghatarozasahoz a miiszeres méréseket €s a tenyésztéses ¢€losejtszam-
meghatérozasokat a FEJERVIZ ZRT. Vizvizsgalé Laboratorium Szennyvizvizsgald
részlegénél végeztiik.

A miiszeresen és tenyésztéssel meghatdarozott eredmények osszehasonlitasa

A hagyomanyos tenyésztéses ¢és miszeres mérés eredményeit a 6. tdblazatban foglaltam

0ssze.

6. tablazat  Uzemi mérések klasszikus és miiszeres eredményeinek dsszefoglaldsa
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Tenyésztés Miiszeres mérés
Mikrobacsoport Iddigény N IgN Iddigény N IgN
ora tke/100ml ora tke/100ml
Osszcsira 22 °C 72 2,0-10° 3,30 15 6,1-10° 3,79
Osszcsira 37 °C 72 2,0:10° 3,30 11 1,0-10° 3,00
E. coli 24 4,5-10" 1,65 7 4,5-10' 1,65
Koliform 24 4,9-10' 1,69 9 4.9-10" 1,69
Enterococcus 1 48 4,0-10? 2,60 12 9,0-10° 2,95
Enterococcus 2. 48 5,9:10° 3,77 11 2,5:-10° 3,40
Enterococcus 3. 48 2,0-10° 3,30 12 1,1-10° 3,04

A két mobdszerrel meghatarozott sejtszamok kozotti kiilonbség szignifikanciajat a
mikrobaszam logaritmusok pdarositott t-probgjaval vizsgaltuk. A két modszer kozotti
atlagos kiilonbség:  1gN(miiszer)-IgN(tenyésztés)=0,014. Ez azt jelenti, hogy a miiszeres
mérések atlagosan 10°°'* = 1,03-szor, azaz kb 3%-kal nagyobb sejtszamot adnak, mint a
tenyésztéses modszerek. Ez a kiilonbség azonban a statisztikai proba szerint nem

szignifikdns.

3.5. Asvanyviz vizsgilatok

Az asvanyviz vizsgalatokat a Coca Cola Beverages iizemi laboratoriumaiban végeztiik
részben Tylicz-ben (Lengyelorszag), részben Zalaszentgroton. A munka elsédleges célja
Koliformok, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa és Enterococcus faecalis gyors
kimutatasa volt. Valamennyi vizsgalt mikroba null-tolerans (250 ml vizsgalati mintaban
nem lehet jelen).

Null-tolerans mikrobdk miiszeres mérésének alapvetd problémdja annak meghatarozésa,
hogy mennyi ideig kell mérniink ahhoz, hogy egyetlen ¢16 mikroba sejtet ki tudjunk
mutatni. Ezért eldszor meghataroztuk az egy mikrobasejt kimutatdsdhoz sziikséges
vizsgalati id6t.

A vizsgalati id0 meghatarozasa a TTD=f(IgN) forméban felvett kalibracios gorbékbdl
tortént. Az egyenes egyenletébol megallapithatd az N=1 tke/cella (IgN=0) kimutatdsdhoz
sziikséges 1d6. A vizsgalat baktériumok kimutatasahoz sziikséges vizsgalati idoket a 7.

tablazatban foglaltam 6ssze.
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7. tablazat Baktériumok jelenlétének kimutatdsdhoz sziikséges idok

Baktérium A kalibracios gorbe A tengelymetszet 99 %-os
tengelymetszete (tieno) konfidencia intervalluma
Escherichia coli 10 h 9,72 -10,38 h
Citrobacter freundii 19,8 h 17,16 - 22,50 h
Pseudomonas aeruginosa 21,6 h 20,45 -22,79h
Enterococcus faecalis 13,5h 1298 -14,07 h

Az iizemi ellendrzd vizsgalatok elsé részét a Coca Cola tyliczi dsvanyviz ilizemének
mikrobioldgiai laboratoriumaban végeztiik.
Eloszor 72 db palackozott dsvanyviz mintat vizsgaltunk hagyoméanyos modszerrel €s
miiszeres méréssel. A hagyomanyos modszerrel végzett méréseket a laboratérium dolgozoi
végezték a kdvetkezd modon:
3 x 250 ml asvanyvizet sziirtek le egy membransziiron (45 um). A tenyésztést
Tergitol agaron végezték 37 °C-on 48 6raig. Egy Petri-csészén 3 palack dsvanyvizet

vizsgaltak.

A mtszeres mérés a kovetkezé mddon tortént:
3 x 250 ml asvanyvizet sziirtiink le egy membransziirén (45 um). Egy mérdcellaba
4 membrant helyeztiink el. A mérést BLE levesben 37 °C-on végeztik. Egy
mérbcellaban 12 palack asvanyvizet vizsgaltunk.
Valamennyi vizsgalt minta negativ volt. A miiszeres mérés nem eredményezett fals pozitiv
eredményt.
Ezutan 66 db palackozott dsvanyviz mintat vizsgdltunk hagyomanyos modszerrel és
miiszeres méréssel. Laboratdriumi mérés:
3 x 250 ml asvanyvizet sziirtek le egy membransziiron (45 um). A tenyésztést
Tergitol agaron végezték 37 °C-on 48 6raig. Egy Petri-csészén 3 palack dsvanyvizet
vizsgaltak.

A miuszeres mérés a kovetkez6 mddon tortént:
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3 x 250 ml asvanyvizet sziirtiink le egy membransziron (45 um). Egy mérdcellaba
3 membrant helyeztink el. A mérést BLE levesben 37 °C-on végeztik. Egy
mérdcellaban 9 palack asvanyvizet vizsgaltunk.
Valamennyi vizsgalt minta negativ volt. A miiszeres mérés nem eredményezett fals pozitiv
eredményt.
A tovabbi lizemi ellenérzd vizsgélatokat a Coca-Cola zalaszentgroti asvanyviz iizeme
mikrobiologiai laboratoriumanak munkatarsai végezték és bocsatottak rendelkezésemre.
Az lizemben egy éven keresztiil mértek a Koliformok, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, és
Enterococcusok szdmat egyidejlileg szabvanyos modszerekkel ¢és  MicroTEsTErR
berendezéssel, ugy hogy 500 ml-es asvanyvizes palackok tartalmanak egyik felét
szabvanyos modszerekkel, masik felét redox-potencidl méréssel vizsgaltdk. Az

eredményeket a 8. tablazat foglalja dssze.

8. tablazat Uzemi vizsgalatok eredményei (Hoffmanné és Tar-Géri, 2008).

Vizsgalt mikroba Osszes Egyez6 eredmény a Fals pozitiv Fals negativ
mérés (db) | szabvanyos és redox eredmény eredmény
vizsgalatok kozott (%) (%)
(%)

Escherichia coli 942 99,89 0,11 0,00
Koliform 4674 99,87 0,00 0,13
Enterococcus 3000 99,93 0,00 0,07
Pseudomonas 3372 99,82 0,06 0,12
aeruginosa
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3.6. Uj tudomanyos eredmények

A mikrobaszdm redox-potencidl mérésre alapozott 1j vizsgilati modszerének
kifejlesztéséhez kapcsoloddan az eljards mikrobioldgiai megalapozasahoz ¢és ipari

alkalmazasdhoz sziikséges vizsgalatokat végeztem. A vizsgalatok soran

- Meghatdroztam az élelmiszeripari szempontbdl fontos mikoorganizmusok
szaporodasi redox-gorbéit.

- Bizonyitottam, hogy a szaporodasi redox-gdrbébdl minden vizsgalt mikroba
esetében meghatarozhaté egy detektacios kritérium, amelynek alapjan detektacios
1d¢6 allapithato meg.

- Bizonyitottam, hogy a detekticios id6 és a kezdeti mikrobaszam logaritmusa
szoros, linearis kapcsolatban van egymaéssal, lehetévé téve a mikrobaszdm
meghatarozasara alkalmas kalibracios gorbe felvételét. Az altalam meghatarozott
kalibracios gorbék a tovabbiakban alapul szolgaltak az {izemi kisérletekhez és a
gyakorlati alkalmazashoz.

- A redox-potencidl mérési modszert MPN jellegli kiértékeléssel kombindlva,
bizonyitottam, hogy az 10j eljaras ismeretlen mikrofloraji minta legvaldsziniibb
mikrobaszamanak becslésére eldzetesen felvett kalibracios gorbe nélkiil is
alkalmas. (Kezelt szennyviz koliform- ¢és 0Osszes mikrobaszamanak, feliileti
higiéniai mintak enterobaktérium- €s dsszes mikrobaszamanak értékelése.)

- A mérési eljards vizvizsgalatokra vonatkozo validalasa soran vizvizsgalatokra
vonatkozoan meghataroztam a modszer teljesitmény-jellemzait.

- A mddszer ipari korliilmények kozotti alkalmazhatosagat dsvanyviz lizemben és

vizmu-telepen végzett mérésekkel igazoltam.

26



4. KOVETKEZTETESEK

A redox-potencidl mérésre alapozott mérési eljaras €s kialakitott berendezés nagyon

hatékony eszkdznek bizonyult a mikroorganizmusok szdmanak gyors meghatarozasara.

Vizsgalati eredményeim alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le.

Baktériumok szaporodasa soran a tdpkdzeg redox-potencidlja minden esetben,
fiiggetleniil a baktérium 1égzési tipusatol (aerob, fakultativ anaerob, aerotolerans
anaerob, obligat anaerob) csokken. A redox-potencial csokkenése a MicroTESTER
berendezéssel j61 kovetheto.

A redox-gorbe alakja jellemz6é az egyes mikrobacsoportokra, a gorbe alakjat az
alkalmazott taptalaj, a mérdcella mérete, vagy formdaja, a mikroorganizmus
hordozora rogzitése (membransziird lap) Iényegesen nem befolyasolja.

A modszer szelektivitdsa a felhaszndlt taptalajok szelektivitasatol fiigg, kiilonos
elonyt jelent, hogy a redox-gorbe alakja segitséget nyujt a mikroba-csoport
azonositasahoz.

Minden mikrobara meghatarozhaté egy detektacidos kritérium. A detektacios
kritérium mikroba-csoportonként jellemz6 érték.

A detektacios 1d0 szoros linedris kapcsolatban van a kezdeti mikrobaszam
logaritmuséval, igy minden mikrobéra felvehetd a kalibracios gorbe (IgN — TTD
Osszefliggés), amelynek alapjan a cellaban 1évé mikroorganizmusok kezdeti szama
a TTD értékbdl kiszamithato.

Mivel a mikrobaszam meghatdrozasi ideje a kezdeti sejtszamtol fiigg, nagy
mikrobidlis szennyezés (pl. az ivoviz szennyvizzel vald keveredése esetén)
rendkiviil gyorsan (n¢hany ora alatt) kimutathato. A mérési 1d6 membransziirés
alkalmazaséaval 1ényegesen rovidithetd. A moddszer kiilondsen alkalmas az ivoviz
hirtelen szennyezddésének (havaria) gyors detektalasara.

A eljaras viz mikrobioldgiai vizsgalatara tortént sikeres validalasa valoszinisiti
annak lehetdségét, hogy modszert mas ¢élelmiszerek (pl. nyerstej) vizsgalatara is

alkalmazhatjuk.
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Null-tolerdns  mikrobadk vizsgalatakor —meghatarozhato az egyetlen sejt
kimutatasahoz sziikséges 1d0, amely a hagyomanyos eljarasok 48 orajaval szemben
csupan 12-24 o6ra. A szennyezd mikroorganizmusok gyors kimutatdsara a
berendezés lizemi alkalmazédsa soran — nagyszadmi minta vizsgalata alapjan -
megfelelének bizonyult.

A redox-potencial mérésen alapuld mikrobaszam meghatarozas a hagyomanyos
¢losejtszam meghatarozasi modszereknél lényegesen gyorsabb, a lecsokkent
1ddigény miatt az eredmények a technoldgiaba (pl. palackozott viz gyartasa soran)

visszacsatolhatok, a fertézott tételek okozta kockazatok jelentésen csokkenthetdk.
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