MicroTester

Uj technika a mikrobiolégidban
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Elelmiszer-, viz-, higiéniai-mintik mikrobaszdmdnak gyors meghatdirozdsa.
Eredmény 6 — 12 oran beliil.

Szabvanyos taptalajok.
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A MICROTESTER redox-potencial mérésen alapul6
gyors  mikrobioldgiai  mérdeszkéz, melynek
alkalmazasi teriilete dontéen, de nem kizarélagosan
az élelmiszeriparhoz kapcsolodd mikrobiologiai
mindségellendrzés, kutatas-fejlesztés, valamint
fermentacios folyamatok nyomon kdvetése.

A mikrobioldgiai mindségellendrzéssel kapcsolatos
feladatok utobbi évtizedekben bekovetkezett igen
nagy mértéki novekedése tamasztotta azt az igényt,
hogy a mikroorganizmusok kimutatasara szolgalo
klasszikus élésejtszam-meghatarozasi modszereket
jelentésen gyorsabb, és emellett automatizalhat6 0j
vizsgalati eljarasokkal valtsak fel.

A Kklasszikus mikrobiologiai vizsgalatok idéigénye
a meghatarozand6 mikroorganizmustol fliggéen 24-
72 ora. Az élelmiszertételek gyors mindsitése, az
atmeneti tarolas iddsziikségletének csokkentése, a
HACCP  rendszerek  hatékony  mikddtetése
feltétlentil igényli a mikrobioldgiai kiértékelés
meggyorsitasat, lehetéség szerinti automatizalasat,
egyidejii koltségesokkentés mellett.

A vizsgalati id6 csokkentése céljabol fejlesztették
ki a kiilonb6z6 miiszeres mérési modszereket. A
modszerek egy része (ATP mérés, turbidimetrids
mérés, flow cytometrids mérés, stb) az 0Osszes
mikrobaszam (él6 és holt sejtek egyiittes szama)
meghatarozasara alkalmas. Masik fejlesztési
iranyvonalat képviselnek az impedimetrias mérési
modszerek, amelyek a  mikrobaszaporodas
anyagcsere-termékei altal okozott vezetOképesség-
valtozas detektalasan alapulnak.

Az altalunk kifejlesztett MICROTESTER elnevezésii
berendezés a mikrobaszaporodas eredményeként
bekovetkezd redox-potencial valtozas mérésén
alapul. A miiszer kiértékelési rendszere hasonl6 az
impedimetrias eljarasokéhoz, alkalmazasi teriilete
azonban szélesebb. Tovabbi elénye, hogy azonos
teljesitmény (mintaszdm) mellett a beruhazasi
koltség az impedimetrids berendezések aranak
csupan harmada.

Az impedancia mérésen alapulo modszerek

Az élosejtszam gyors meghatarozasara napjainkban
az impedancia (konduktancia) mérésen alapulod
gyors vizsgalati eljarasokat és berendezéseket
hasznaljak. Ezen 1 vizsgalati eljarasok elénye,
hogy a klasszikus tenyésztéses modszereknél
gyorsabban  szolgaltatnak  eredményt, és a
vizsgalatok nagy mértékben automatizalhatok. A
legelterjedtebb berendezések (MALTHUS,
BacTrac, RABIT) miikddési elve megegyezik.

Az impedimetrian alapuldé gyors vizsgalati
modszerek alapja, hogy a mikroorganizmusok
anyagcseréjiik soran megvaltoztatjdk a tapkozeg
Osszetételét (az alapanyagokbol kisebb moltomegil,
részben ionos végtermékeket allitanak eld), s ez a
kozeg vezetOképességének ¢és kapacitancidjanak
valtozasat eredményezi. Ez azt is jelenti, hogy a
tapkozeg  Osszetétele rendkiviill fontos  és
meghatarozo: a célflora szaporodasahoz megfeleld
szelektivitas mellett kell biztositania az optimalis
koriilményeket, mindemellett az elektromos
vezetOképesség nem lehet til nagy.

A téptalaj kezdeti impedanciéjét az oldat Osszetétele
esetén  (pl. Salmonella-, Listeria-szelektiv
taptalajok) a mikroorganizmusok szaporodasa kicsi
impedancia valtozast eredményez. Ezekben az
esetekben a tapkodzeg impedanciajanak valtozasa
kozvetleniil csak bizonytalanul mérhetd, ehelyett
indirekt mérés alkalmazhatd. Az indirekt mérés
soran a képz6d6é CO,-t vezetik a — lugos oldattal
toltott — mérdeellaba és a CO; -elnyelés hatasara
bekovetkez6 impedancia valtozast mérik.

A jelentds elénydk mellett az impedimetrids
modszernek tobb hatranya is ismert:

9 Alacsony sejtkoncentraciok esetén a modszer
nem megbizhaté: a detektacios id6 és a
kiindulasi sejtkoncentracié logaritmusa kozotti
line4ris kapcsolat bizonytalanna valik. 102
sejt/ml alatt a kiindulasi sejtkoncentracio csak
nagyon pontatlanul becsiilhetd, kalibracios
diagramokat nem lehet meghatarozni.

9 Az impedancia fligg a mérdeella alakjatol,
ezért a mérés csak a specialisan kialakitott
mérdcellaban  végezhetd el, igy a minta
mennyisége meghatarozott.

9 Nagy sokoncentracioj tapoldat impedancia
mérésre kozvetleniil nem hasznalhatd, az
indirekt modszernek pedig gatat szab, hogy
nem minden mikroorganizmus termel a
szaporodas soran CO»-t.

2 A mért jel er6sen hémérséklet érzékeny, ezért
nagy pontossagu és igen koltséges termosztat
alkalmazasat teszi  sziikségessé (RABIT
berendezés esetén az aluminium blokk-
termosztat hémérséklet-szabalyozasa +0,002°C
pontossagl).
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Redox-potencidl mérésen alapulo 1ij modszer

A MICROTESTER a  mikroorganizmusok
szaporodasat a fent emlitett berendezésektol
eltéréen, a tapkozeg redox-potencialjanak mérése
alapjan detektalja. A mért érték valtozasnak
kiértékelése lehetOséget teremt a vizsgalt mintak
¢lésejt-szamanak az impedimetrias modszereknél
szélesebb korli meghatarozasara.

A mikroba-szaporodas energiaforrasa a biologiai
oxidacio, ami a kornyezet redukalodasat
eredményezi, igy a kdzeg redox-potencialja mindig
csokken. Ez a csokkenés altalaban az oxigén-
fogyasztas és a redukald anyagcseretermékek
felszaporodasanak kdvetkezmeénye.

A redox-potencial a mikroba-tenyészetek élettani
allapotanak egyik legkomplexebb indikatora,
mérésével a mikrobidlis kontaminacio kvalitativ és
kvantitativ meghatarozasa valik lehet6vé (1. abra).

1. abra
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Oxigén-igényiik alapjan a mikroorganizmusok
szaporodasa csak  bizonyos redox-potencial
tartomanyban megy végbe, ennek megfeleléen a
redox-potencial valtozasanak detektalasaval
esetenként a mikroorganizmusok jellegére (aerob,
anaerob, fakultativ anaerob, aerotolerans anaerob)
is kovetkeztethetiink, amire az impedimetrias
mérések nem adnak lehetGséget (2. abra)

2. abra

Redox gérbék, TSB (T=30°C)

Eh (mV)
o

t(h)

— steril Ps.aer. = E.coli = St. aur. = Ent. faec. == B.subt.

Jellemzok

A redox potencial valtozasa fliggetlen a mérdcella
alakjatol, méretétdl és széles korben a taptalaj
Osszetételétol, ezért a mérés tetszOleges mennyiségii
mintaval, barmely folyékony  tapkozegben
elvégezhetd. Ennek megfeleléen a MICROTESTER
az impedimetrids méréstechnikaban alkalmazott
Osszes vizsgalaton til az alabbi megoldasokat is
lehet6vé teszi:

o Szabvanyos  mikrobioldgiai  eljarasokban
alkalmazott taptalajok felhasznalasa.

9 Membransziirén  koncentralt mikroorganiz-
musok szamanak meghatarozasa.

9 Feliileti tamponmintak koézvetlen mérése.

A tapleves redox-potencial értékét a homérséklet
ingadozasa csak kismértékben befolyasolja. 1°C
hémérséklet-emelkedés tapkozegtdl fiiggden 0,5-
1,5 mV csokkenést eredményez, ami messze
elmarad a detektacios kritériumként eléirt 10 mV
valtozastol. A moddszer nem igényli az impedancia
méréshez eldirt nagy pontossagu termosztatok
alkalmazasat, elegendé a normal mikrobioldgiai
gyakorlatban alkalmazott +0,5°C pontossagi
termosztatok, vizfiirdok felhasznalasa a mérdcellak
termosztalasahoz.

Az egyszerli felépitésnek és mikddési elvnek
koszonhetéen a modszer az impedimetrias
eljarasokhoz viszonyitva olcsonak tekinthetd.

A mérorendszer leirasa

A tapkdzeg redox-potencial valtozasa miiszeresen
igen jol mérhetd.

A redox-potencial méréséhez  kereskedelmi
forgalombol beszerezhetd kombinalt
mérbelektrodokat hasznalunk.

A modularis felépitésii méré rendszer a mérési
igényeknek megfelelden bévithetd. Az
alapkonfiguraci6 16 csatorna modulonként, de
sziikség esetén a késziilékek lancolhatoak.

A rendszer USB kimenettel kapcsolodik egy 1BM-
kompatibilis személyi szamitogéphez. A hardver
irdnyitasa és adatgylijtés szempontjabél a PC
konfiguracidja nem kritikus, a vezérld és
adatfeldolgoz6 szoftver optimalis miikddéséhez
ajanlott konfiguracié a kovetkezo.
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A program hasznalatdhoz: 4 magos Intel vagy
AMD processzor, 4+ GB RAM.

Mérési adatok tarolasahoz: 120+ GB HDD vagy
SSD, telepitéshez és adatmentéshez: USB port vagy
DVD iré.

Tamogatott operacios rendszerek: Windows® 32 és
64 bites verziok.

Az operacios rendszer energiatakarékos beallitasait
a mérési kovetelményeknek megfeleléen érdemes
feliilvizsgalni.

A MICROTESTER-hez a vezérlés és adatfeldolgozas
céljara  specialis  szamitogépes  programot
fejlesztettiink ki.

A program folyamatos adatgyiijtést végez, minden
mérGcsatornat  kiolvas. A beolvasott adatok
rogzitése csak akkor torténik meg, ha a csatorna
beallitasai szerint ez sziikséges.

A program a zajos kdrnyezetben torténd adatgytijtés
tamogatasara fejlett zajszliréssel rendelkezik.

A szoftver a begylijtott adatokat tablazatban tarolja,
ezek a telepitett tablazatkezelé és statisztikai
programokba konverzio nélkiil koénnyen
beolvashatok. A csatornak egyedileg
paraméterezhetdk, lehetévé téve tobb kiilonbozo
jellegli, eltér6 idében megkezdett vizsgalat
monitorozasat és kiértékelését.

A szoftverben bedllithatdé a kritikus differencia-
hanyados értéke, a kritikus értéket meghalado
mérési pontok minimalisan megkivant szama, az
értékelés kezdete és az a sejtszam hatarérték, amely
felett a  minta  mikrobioldgiai  allapota
kifogasolando.

Az értékelés kezdetének beallitdsaval az idGsor
eleje nem vesz részt a szamitasban, a mérés
elejének bizonytalansagai igy kikiiszobolhetoek. A
detektacios 1d6 szamitott értékét az eldzetesen
meghatarozott  kalibracios gorbe egyenletébe
helyettesitve, kiszamithatdo a vizsgalt minta
mikrobaszama.

A szamitott és a felhasznalé altal megadott
sejtszamok Osszehasonlitdsabol meghatarozhaté a
csatorna mérésének mikrobiologiai  értékelése:
megfeleld vagy kifogasolt.

A kiértékelés automatikus, a mérési eredmények,
redox-gorbék, archivalhatok, utdlag barmikor
eléhivhatdok és nyomtathatok.

A program fejlett grafikus megjelenitéssel
rendelkezik, a kovetkezd grafikon tipusok
valaszthatok:

©  Osszesitett: minden mérd csatorna megjelenik.

9 Mozaik: minden csatorna 6nallé grafikonnal
jelenik  meg. llyenkor minden egyedi
grafikonon lathato a detektacios id6 értéke (ha
van), és annak alapjan szamitott sejtszam,
valamint a sejtszam szerinti értékelés. Ennél az
elrendezésnél a grafikonok szinkodokkal is
jeloltek az egyszeri attekinthetdség érdekében:
kékkel a futd, pirossal az elutasitott eredményii,
z6lddel az elfogadott eredményii, sziirkével
pedig a befejezett mérést jeloli a program.

o Csoportositott:  kijelolt — adatsorok  egy
grafikonon jelennek meg (legfeljebb 4 db
csoport hozhato 1étre)

S MPN kalibracios gorbe

A Kkalibraciés gorbe

Kiilsg kalibrdcios gorbe alkalmazhato, ha
a cél-mikroba vagy -mikrofléra ismert. Ebben az
esetben eldszor a vizsgalt mikroba higitasi soranak
redox-gorbéit vessziik fel (3. abra), melyekbdl a
miiszer automatikusan meghatarozza a detektacios
idéket (TTD).

3. abra

E. coli, BBL, 44 °C
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[— IgNo=6.17 — IgNo=4.17 — IgNo=2.17 — IgN0=0.17 — sterile]

A kalibracios gorbét a lemezontéssel meghatarozott
IgNo kezdeti ¢€ldsejtszam és a miiszeresen mért
TTD értékparokbol linearis regresszioval szamitjuk
ki (4. abra). A Kkalibraciés gorbe egyenletét
betaplaljuk a programba. A kalibracidos gorbe
ismeretében lehetdségiink van a késobbiek soran a
vizsgalt mintdk  élGsejtszamanak  miiszeres
meghatarozasara.
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4. abra

E.coli,BBL,44°C y = -0,9295x + 8,0109

R? = 0,9992

log (cfu /test cell)
S

TTD (h)

Besd  kalibracios gorbe alkalmazhato
azokban az esetekben, amikor a vizsgalt mikroflora
Osszetétele ismeretlen, illetve kiilsé kalibracios
gorbe nem all rendelkezésre. Ilyenkor a redox-
potencial mérést a hatarhigitasos (MPN) modszerrel
kombinaljuk. A mintabol a szokasos modon higitasi
sort készitiink mindaddig, amig az utols6 tagokban
mar nem lesz mikroba. A higitasi sor tagjaibol
ismert térfogatot beoltunk a mérdcellaban 1évd
tapoldatba és felvessziik a redox-gorbéket. Az
utols6, még szaporodast (TTD) mutatd higitasi szint
alapjan a szoftver automatikusan meghatirozza a
higitatlan minta kezdeti sejtszamat MPN(0).
MPN(0) és a kiilonb6z6 higitasi szintekhez tartozo
TTD értékek ismeretében a szoftver kiszamitja a Ig
MPN  kalibraciés gorbe egyenletét ¢és az
eredményeket kiirja a képernyére (1d. 5. abra felsé
része). Az MPN meghatarozas gépi megjelenitését
az 5. abra szemlélteti.

-
5. abra
12,0710 [R] (1.}
1084 TTD = 1,6667 + 1,0725 * DL
! RZ = 10,2962, Sa(TTD) = 0,1865
| V() = 100,00 ml
.8 d=10,0L=7
MPKID) = 2,31E+05
847 IgMPN(c) = -0,5324 * TTD + 8,9180
A= -0,3324, B = 5,3180
7.2 Soflgh) = 01,1733

6,07
4,87

W{0) = 100,00 ml

M{0) = 3,20E+05

2,4 lgMic) = -0,9324 * TTD + 9,0592
A =-0,9324, B =9,0592

Soflgh) = 0,1739

367

Cil Level
o 1 2 3 4 1 & 7

Ha a méréssel egyidejileg a sejtkoncentraciot
lemezontéssel is meghataroztuk, a (néhany nap
mulva megkapott) 1lg N értéket betaplalhatjuk a
programba és a szoftver automatikusan atszamitja a
lg MPN kalibraciés gorbét a megbizhatobb lg N
kalibraciodra (1d. 5. abra als6 része).

A kezdeti mikrobaszam meghatarozasa egyetlen
pozitiv higitasi szint alapjan is lehetséges. Ebben az
esetben MPN(100)=2,3.

Néhany esetben a redox gorbe jellegzetes alakja
qualitativ informaciot ad a mikrofléra dsszetételérol
A 6. abran feliileti higiéniai minta (tampon) 0ssz-
mikroba szdm meghatarozasanak eredménye
lathato.

6. abra

Redox gorbék, TSB, 30 °C
600
400 L =N &2
NN

s
3 T\
i 0 k
0 1
-200
L—==u——
-400 ; ; ‘ :
0 5 10 15 20 25
[—dil.o —dil. 1 — di. 2 —di. 3] t(h)

A 6. abran a 0. és 1. higitashoz tartozd redox-
gorbék jellegzetes Enterobacterium gorbék, a 2.
higitasi szint vegyes mikroflorara utal, a 3. higitas
steril. Az eredmény: Ossz-mikroba MPN=2,3-10?,
Enterobacterium: MPN=2,3-10%

A kiilonb6zo higitasokhoz tartoz6 MPN és TTD
értékek alapjan a belsd kalibracios gorbe
megszerkeszthetd, illetve a szoftver automatikusan
kiszamitja az egyenletét (7. abra). Betaplalva a
rendszerbe az ily modon meghatarozott belsd
kalibraciés gorbe a tovabbiakban a kiilsé
kalibracios gérbékhez hasonlé modon hasznalhato.

7. abra

5 . —— =-0,8334x + 10,645
Ossz-mikroba, feliileti tampon Y

R? = 0,9743

= 3
8
§ ) l\
% \
s 1 \.
[=2
20 T T T

9 10 11 12 13

TTD (h)

Egy minta ¢lésejtszdmanak meghatirozasahoz a
mikrobiologiai gyakorlatnak megfeleld elokészités
(homogénezés, higitas) utdn ismert mennyiséget
viszlink a mérdcellaba, majd elvégezziik a miiszeres
mérést. Negativ kontrollként steril taptalajt, pozitiv
kontrollként a vizsgdland6 mikroba ismert
koncentraciojaval oltott taptalajt hasznalunk.
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A mérérendszer felveszi a  redox-gorbét,
meghatarozza a detektacios idot, és a kalibracios
gorbe alapjan kiszamitja a minta kezdeti
¢lésejtszamat. Az ¢€lésejtszam ismeretében, ha a
mikrobaszamra vonatkozé hatarértéket eldzetesen
betaplaljuk, a rendszer dont a minta
elfogadhatosagarol.

A MICROTESTER rendszer elénydsen alkalmazhato
a klasszikus membransziiréses  ¢éldsejtszam-
meghatarozasi modszerek helyettesitésére.
Természetes vizek, ivoviz, liditditalok, asvanyvizek
Osszcsira-szamanak ellendrzésekor altalaban a
minta tobb higitasabol ismert mennyiséget sziirnek
és a kiszlrt mikrobakat tartalmaz6 membranokat
szilard taptalaj feliiletére helyezve, kitenyésztik a
mikroorganizmusokat. A higitasok alkalmazasanak
oka, hogy a telepszdmok eldiras szerint csak egy
bizonyos tartomanyban (30-300) értékelheték
megbizhatodan.

Tekintettel arra, hogy kalibracios gorbe felvétele
esetén a miiszerrel igen széles (1-107) sejtszam-
tartomanyban megbizhatéan hatarozhatd meg az
¢élsejtszam, a mintdkbol nem sziikséges higitasi
sort késziteni, elegendd egyetlen membransziirés
elvégzése. A minta megfeleld mennyiségét
lesziirve, majd a membrant mérdcellaba helyezve, a
mérés elvégezhetd €s kiértékelhetd (8. abra).
Hasonlé modon, feliiletek tamponos letorlésénél,
minden lemosas ¢€s higitas nélkiil a tampon
kozvetleniil belehelyezheté a mérdeellaba.

8. abra
E. coli, természetes vizek, membransziirés
7
= 6 L
3. .
2 4 ~=
E 3 I
s, N
g1 LU
O T T T
2 4 6 8 10
TTD (h)

A MICROTESTER alkalmazhato pl. asvanyvizek és
egyéb tdpanyagszegény folyékony termékek
kozvetlen vizsgalatara is, amikor mérdcellaként
magat a terméket tartalmazo kiszerelési egységet
alkalmazzuk. llyenkor (pl. palackos asvanyviz
esetében) a  vizsgdlandd6  mikroorganizmus
szaporodasdhoz sziikséges tapanyagokat adva a
termékhez, az elektrod bemeritése utan a mérés
elvégezhetd. Az elokészités anyagigénye minimalis,
és viszonylag nagy (1-2 liternyi) mintamennyiség
kozvetleniil vizsgalhato. A mérési elrendezés

kiilonosen alkalmas termék-sterilitasi vizsgalatok
elvégzésére.

A MicroTester alkalmazasa elonyds megoldast
nyGjt mindazon esetekben, ahol a mindségi
eldirasok nem engedik meg bizonyos mikrobak
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
jelenlétét pl. ivovizben, asvanyvizben (null-
tolerancia).

Validalas vizvizsgalathoz

A MICROTESTER laboratériumi és ipari validalasa
soran meghatarozott teljesitményjellemzok:

o  Szelektivitas: a rendszer szelektivitisa az

alkalmazott tapkozegtol fiigg. A
MICROTESTER barmely kereskedelmi
forgalomban 1évo tapfolyadékkal

miikodtethetd.

O Linearitas: a TTD és a kezdeti sejtkoncentracio
logaritmusa kozott szigorGan linearis a
kapcsolat (1 sejt/mérdcella koncentracio felett).

O Erzékenység: a kezdeti sejtkoncentracié egy
nagysagrenddel torténd emelkedése 50-130
perccel csokkenti a TTD  értékét, a
mikroorganizmustol fliggden.

2 Detektdlasi (kimutatdasi) hatar: 1
sejt/mérbeella. A MICROTESTER alkalmas
jelenléti/hiany vizsgalatok elvégzésére.

O  Kvantifikaciés (meghatdrozdsi) — hatar: az
elméleti  érték 10  sejt/mérdcella  (egy
logaritmikus egység), Osszhangban a mért
kalibracios gorbékkel.

O  Meérési tartomdny: a Kkalibracidés egyenesek
alapjan ez 1-7 logaritmikus egység. 10 sejt alatt
a Poisson-eloszlas miatt bizonytalanna valik a
sejtszam-meghatéarozas (a kimutatds nem!), 107
felett pedig a TTD tul rovid a tranziens id6hoz
képest (homérséklet- és redox-kiegyenlitddés, a
szaporodas lag-periodusa).

2  Pontossdag. mivel a redox-potencial mérésen
alapuld modszer a detektacios id6 és a kezdeti
¢élésejtszam  logaritmusa  kozotti  linearis
kapcsolatot kifejezd regresszids egyenleteken
alapul, a modszer pontossaga ezen egyenletek
megbizhatosagatol  fiigg. Ezért minden
mikroorganizmus ¢és alkalmazott taptalaj kiilon
kalibracids gorbét igényel.

O  Precizitas  (ismételhetéség, reprodukalhato-
sag): a validalasi folyamatok soran a moédszer
ismételhetdsége és reprodukalhatosaga
meghatarozasra keriilt.

g www.microtest.hu H-1225 Budapest, Szentharomsag u. 30.

MicroTEST

6

microtestl @t-online.hu


http://www.microtest.hu/

I MICROTESTER

S Zavartiirés (robusztussag): a  szaporodasi
sebesség a hdmérsékleti optimumum +0.5°C-0s
kdrnyezetében nem valtozik. A redox-potencial
hémérseklet-fiiggésének kisérleti vizsgalata
szerint ezen tartomanyon beliil a homérséklet-
ingadozds hatdasa a  TTD-meghatarozas
szempontjabol elhanyagolhato.

Vizvizsgalat

A MICROTESTER validalt modszerként alkalmas
asvanyviz, szikviz, tartalyos és vezetékes ivoviz
illetve egyéb vizek gyors mikrobioldgiai
vizsgalatara. A vizvizsgalatoknal a kimutatashoz
sziikséges 1d6 kulcsfontossagl: az ipari eldallitas
soran elengedhetetlen a gyartas valos ideji (vagy
minél gyorsabb) mikrobiologiai ellendrzése, az
ivovizeknél pedig a jarvanytani-kozegészségiligyi
intézkedések nélkiilozhetetlen alapja a gyors és
pontos mikrobiologiai vizsgalati eredmény. A
validalasi eljarasba a vizek leggyakoribb és
altalaban vizsgalando szennyezé mikrobai mellett a
vizsgalatok soran legnagyobb gondot jelentd zavaro
mikroflorat is bevontuk.

A szelektivitdsi vizsgalatok soran azt tapasztaltuk,
hogy a Coliformok kimutatasat a klasszikus
eljarasban zavar6 Pantoea agglomerans ¢és
Acinetobacter lwofii nem ad jelet, igy nem zavarjak
a célflora  mérését. Hasonldé  eredményt
tapasztaltunk a  Pseudomonas  aeruginosa
kimutatast megnehezitd mikrobak (Pseudomonas
fluorescens, Burkholderia cepacia) és az
Enterococcus kimutatast zavaré Micrococcus fajok
esetében is.

A linearitds-vizsgalat soran bebizonyosodott, hogy
igen szoros lineéris kapcsolat van a kiinduld
(TTD) kozott. A linearitasban nem volt kiilonbség,
ha a mintit membranszlirén felfogva vagy
szuszpenzi6 formajaban adtuk a mérdcellaba, igy a
modszer az impedimetrias mérésekkel ellentétben,
kiillonosen  alkalmas  membransziirt — mintak
vizsgélatara.

A modszer érzékenysége mikroorganizmustol és
tapkozegt6l fuggben 50-130 perc/IgN, azaz a
kezdeti  sejtkoncentracidé egy nagysagrenddel
torténé emelkedése 50-130 perccel csokkenti a
TTD értékét. A Coliformok kimutatasa 1gNo=1
esetén mintegy 9 Orat vesz igénybe, mig magasabb
szintll fert6zottség esetén ez az id6 még rovidebb
(IgNo=5 esetén 5 ora).

A modszer kimutatdsi hatdra 1 sejt/mérdcella, azaz
alkalmas jelenléti/hidny vizsgalatok végzésére. fgy
akdr tobb membranszirét egyesitve jelentOs
koltségeket és id6t takarithatunk meg.

Mérési tartomdny a kalibracios egyenesek alapjan
1-7 logaritmikus egység. 10 sejt alatt a Poisson-
eloszlas miatt bizonytalannd valik a sejtszam-
meghatarozas (a kimutatas nem!), 107 felett pedig a
TTD tal rovid a tranziens id6éhoz képest
(homérséklet- és  redox-kiegyenlitddés, a
szaporodas lag-periodusa).

Ismételhetdség a kalibracios gorbékbdl szamitva:
SDigv = 0,092; SDy = 10092 = 1,24 = 24%, ami
megfelel a mikrobiologiai modszerekkel szemben
tamasztott kovetelményeknek.

A zavartiirés meghatarozasa soran a mérést zavaro
kornyezeti  tényezoék koziil a legfontosabb
paraméter, a homérséklet hatasat vizsgaltuk. A
homérséklet két modon  befolyasolja  az
eredményeket: egyrészt a szaporodasi sebesség,
masrészt maga a redox-potencial hdémérséklet-
fiigg6. A mikroba szaporodasi optimuman mérve a
szaporodasi sebesség +0,5°C intervallumon beliil
nem valtozik, a hémérséklet-ingadozas
redoxpotencialra  kifejtett ~ hatdsa  kisérleti
eredményeink szerint elhanyagolhaté. igy, mivel a
hamis pozitiv eredményt adé homérséklet-valtozas
0,7-2,5°C/perc, a MICROTESTER nem igényel
extrém pontos homérséklet-szabalyozast, az
iizemeléshez elegendd a normal laboratériumi
termosztat is. (Az impedimetrids modszerek esetén
ez az értek 0,004°C/min, igy ezek =+0,002°C
pontossagu, draga  homérséklet-szabalyozast
igényelnek.)

A modszert ipari koriilmények kozott is teszteltik
egy asvanyviz-el6allitd lizemben: az Ossz-
mikrobaszamot, Coliformok, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa ¢és Enterococcus faecalis jelenlétét
vizsgaltuk.

A MICROTESTER alkalmazasa vizvizsgalatokban:

2 Gyors modszer, foleg nagyobb fert6zottség
esetén.  Kis  fertézottségnél — (1gNg=0-1)
Coliformok esetében 9-10 6ra a detektalashoz
sziikséges 1d6.

2 Barmely  taplevessel  hasznalhaté  (az
impedimetrids modszerek specialis, alacsony
vezetSképességli tapfolyadékot igényelnek).

2 KiilonGsen alkalmas a membransziiréses
modszerek kiértékelésére. A moddszer elényei
fokozhatok tobb membransziird egyesitésével.

o Alkalmas az  asvanyvizek ¢és  egyéb
tapanyagszegény folyékony termékek
kozvetlen vizsgalatara is, amikor mérdcellaként
magat a terméket tartalmazd kiszerelési
egységet alkalmazzuk.
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Nyerstej vizsgalata

Az egészséges tej eldallitasa 1étfontossagth mind a
fogyasztok, mind a termelok szempontjabdl, a tej
altal kozvetitett élelmiszer-eredetli megbetegedések
kiemelked6 jelentéséglick. Annak ellenére, hogy a
tej nagy része pasztorozott formaban keriil
fogyasztasra, tobb érv szol a termeldi nyerstej
mikrobiologiai mindség-ellendrzésének fontossaga
mellett. Egyrészt a nyerstej rezervoarja lehet
kiillonb6z6  patogén  mikro-organizmusoknak,
melyeket a pasztérozési eljarasok sem pusztitanak
el, masrészt nyerstejbdl pasztorozés nélkil késziilt
tejtermékeket vagy akar kozvetleniil nyerstejet nagy
mennyiségben fogyasztunk. Az emberi fogyasztas
szempontjabél a nagy Osszcsira-szamu nyerstej
fontos veszélyforras.

A patogén mikroorganizmusokat tartalmazo vagy a
nagy Osszcsira-szamu tej altal okozott problémak
megoldasanak igen fontos eszkoze a telepi nyerstej-
ellendrzés javitdsa. A tejtermeldk nagy része mar
nem csak a megbetegedések gyors kisziirését tartja
szem el6tt, hanem a tejtermelés és -kezelés
tisztasagat, higiéniajat, biztonsagat €s mindségét is
demonstralni szeretné a piaci partnerek és a
fogyasztok felé. Egy egyszerli és gyors, telepen
végezhetd mikrobiologiai vizsgalomodszer lehetové
tenné a termeldk szamara a mindségi tejtermelés
bizonyitasat és a rendellenességek gyors kisziirését.

A ma alkalmazott mikrobiologiai gyorsmodszerek
nem alkalmasak telepi koriilmények kozotti
hasznalatra, egyrészt mivel altalaban draga
berendezéseket, képzett labor-személyzetet
igényelnek, és csak a legnagyobb tejtermeld telepek
engedhetnek meg maguknak sajat mikrobioldgiai
laboratériumot, masrészt a nyerstej Osszcsira-
szamanak meghatarozasara alkalmas eljarasok egy
része tal hosszu 1d6t vesz igénybe (72 ora).

A redox-potencidal mérésen alapulé mikrobiolégiai
gyorsmodszer tovibbfejlesztett és telepi nyerstej-
ellendrzésre optimalizdlt valtozata alkalmazhato a
nyerstej osszcsira- és Coliform-szamdnak gyors
(akar 6-8 ora alatt), egyszerii és koltség-hatékony
meghatarozdsdara. A kisméretii méromiiszer telepi
koriilmények kozott is hasznalhato, az esti fejés
sordn nyert tej reggel elbirdlhato. A kifejlesztett
mérdeszkoz hatékony segitséget nyujthat a telepi
nyerstej-ellendrzésben, valamint a tejet érint6 allat-
vagy ¢élelmiszer-higiéniai rendellenességek
kiszlirésének és megeldzésének eredményes
eszkoze lehet.

A nyerstej altaldban elfogadhatdé mikrobiologiai
kritériumaként meghatdrozott 10% cfu/ml koriili
Osszcsira-szdm meghatdrozasa 7-8 Orat  vesz
igénybe. Bar kiillonb6zé nyerstejek mikroba-
Osszetétele elvileg kiilonbozo, a  fliggetlen
mintakbol késziilt kalibraciés gorbe (9. ébra)

alapjan a kiindulasi sejtszam logaritmusa és a TTD
kozti linearis korrelacié igen szoros, ami még
tovabb fokozhato telepre adaptalt kalibracios
gorbék meghatarozasaval.

9. abra

Nyers tej, 6ssz-mikroba szam v= -OF;ZilZ?g;SlsO’S%
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Hisok osszcsira-szamanak vizsgalata

A nyerstej vizsgalathoz ~ hasonldan a
MICROTESTER alkalmas huasok Osszes
mikrobaszamanak ~ meghatarozasara  is. A

2073/2005/EK rendelet az élelmiszerek
mikrobiologiai kritériumair6l 2.1. pontjaban eldirt,
allatfajtol és a hus forgalomba hozatali formajatol
fliggd aerob mikroba-szamok meghatarozasa 6-10
orat vesz igénybe. A 10. abran kiilonb6zo,
egymastol fiiggetlen (sertés, marha, baromfi)
htsmintak  Ossz-mikroba szamanak egyesitett
kalibracios gorbéje lathatd, mely szintén szoros
linearis korrelaciot mutat a kiindulasi sejtszam és a
detektalashoz sziikséges id6 kozott.

10. abra
Nyers hus 6ssz-mikroba szam y =-0,3756x + 7,3823
R? = 0,946
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Koltséghatékonysag

A MICROTESTER rendszer 30, 50 és 100 ml-es
mérdcellakat hasznal szabvanyos taplevesekkel és
normal membranszirkkel. A  leggyakrabban
hasznalt tapoldat térfogat 15-20 ml, amely megfelel
egy normal lemezontésnél Petri csészénként
elhasznalt tapagar mennyiségének.

Elézetesen felvett kalibracios gorbéket hasznalva a
mintak higitdsa elhagyhato, igy a sorozat-
vizsgalatok  anyagkdltsége a  hagyomanyos
tenyésztéses eljarasokhoz képest csokkentheto.

Membransziiréses vizsgalatoknal eclhagyhatdo a
higitasi sor, egyetlen membranon atszlirve a mintat,
mintanként tobb membranszird ¢és tapagar
mennyiség koltsége megtakarithato.

Azonos minta vizsgalatanal egyetlen mérdcellaba
tobb membran is behelyezhetd.

A kiértékelés automatikus, a mérési eredmények,
redox-gorbék, archivalhatok, utélag barmikor
el6hivhatok és nyomtathatok.

A MICROTESTER késziilék egyéb paramétereirol
illetve a megrendelésrél informacio:

microtestl@t-online.hu

2016. marcius 3.

Dr. Reichart Olivér
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