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Bevezetés: A patogén baktériumok orvosi diagnosztikdjiban az egyik legfontosabb elvirds a kérokozok minél gyor-
sabb érzékelése és azonositisa. A legtobb modern médszer a kimutatni kivint baktériumokhoz specifikusan kotott,
jol detektilhat6 jelolémolekulik alkalmazasan (érzékelésén) alapul. Ez azonban erdsen id§- és koltségigényes, tobb-
1épcsGs folyamat. (A széles korben alkalmazott enzimkapcsolt immunszorbent assay technika példdul dltaliban 5
technolégiai 1épést haszndl.) A gyorsabb és koltséghatékonyabb médszerek irdnti igény hivta életre az Ggynevezett
jelolésmentes technikdkat. Célkitiizés: Jelen dolgozatban a szerz8k altal kifejlesztett, baktériumok és biomolekulik
jelolésmentes érzékelésére szolgald integralt optikai eszk6zt mutatnak be. Modszer: Az eszkoz lelke egy polimersza-
lakbdl iiveglemezre épitett, nagy érzékenységli Mach—Zehnder-interferométer. Ezt mikrofluidikai csatorndval kom-
bindlva olyan eszkozt készitettek, amely — csekély mennyiség( antitest felhaszndldsaval funkcionalizalva — alkalmassa
teheté baktériumok gyors, specifikus érzékelésére kis térfogatt folyadékmintabdl. Eredmények: Eddigi kisérleteik
szerint az eszkoz néhany perc alatt képes az Escherichin coli baktérium 10° cfu/ml (telepképz6 egység,/ml) koncent-
racidjanak érzékelésére. Kovetkeztetések: A modszer a funkcionalizdlds valtoztatdsaval (mds antitestek hasznalataval)
elvileg kiilonb6z6 baktériumok vagy biomolekuldk érzékelésére is hasznalhatd, széles kori alkalmazasi lehetségeket
teremtve az orvosi mikrobiol6gidban, patoldgidban, biintigyi helyszineléseknél, kornyezetvédelmi vizsgilatokban
vagy akar a bioterrorizmussal kapcsolatos helyzetekben is. Orv. Hetil., 2015, 156(52), 2116-2119.
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Integrated optical sensor for rapid analysis of biological samples

Introduction: In the medical diagnostics of bacteria, the rapid detection of pathogenic microorganisms from body
fluids is one of the most important tasks. The majority of the modern measuring techniques are based on specific
labels bound to the bacteria. However, this strategy usually assumes a rather time-consuming procedure involving
several steps (e.g., the widely used enzyme-linked immunosorbent assay normally consists of 5 consecutive steps).
Hence, there is an urgent need for the elaboration of rapid, “label-free” techniques, that are often based on Lab-on-
a-chip devices. Adm: In this paper, the authors report on the development of a biosensor based on a miniature, inte-
grated optical Mach—Zehnder interferometer. Method: Functionalization of the measuring arm of the sensor by anti-
bodies, made the rapid and specific label-free detection of pathogens feasible. Resuits: Using the combination of the
interferometer with a microfluidic system, the device was able to detect Escherichin coli bacteria at concentrations as
low as 10° colony forming unit/ml within minutes. Conclusions: This makes the newly developed biosensor a prom-
ising device for a wide range of applications, not only in medical microbiology, but microbial forensics, criminal in-
vestigations, bio-terrorism threats and in environmental studies as well.
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Roviditések

BSA = borjaszérum-albumin; cfu = telepképzé egység; DLW =
lézeres rajzolds; ELISA = immunfelismerésen alapulé fehérje-
analitikai elemz&modszer; MZI = Mach-Zehnder-interfero-
méter; OD = 1 cm-es vastagsagti minta extinkcidja; PBS = fosz-
fatpufteres fizioldgias s6oldat; PDMS = poli-dimetil-sziloxdn

Az id6 az élet szamos teriiletén meghatarozé tényezd,
jelentGsége talin mégis az orvostudomanyban érzékel-
het6 a leginkabb. Itt elég egy idejében felallitott diagno-
zis akdr életments szerepére gondolni. Ezért példaul a
baktériumok gyors kimutatasa testfolyadékokbdl a mik-
robiologiai diagnosztikiban rendkiviil fontos feladat [1].
A mihamarabb elvégzett fajmeghatirozis az elkezdett
empirikus antibiotikum-terapiat is meghatirozza. Azon-
ban a human mintikbol a baktériumok kitenyésztése
— fajonként viltozban, de — legalabb egy napot vesz
igénybe, és ezt koveti az azonositis, valamint az antibio-
tikum-érzékenység meghatarozasa.

Ez a f6 oka annak, hogy egyre tobb kutatécsoport
foglalkozik olyan bioszenzorok fejlesztésével, amelyek
megbizhatéan, megfelelS érzékenységgel, rovid id6 alatt
képesek eredményt szolgaltatni, ugyanakkor elGallitisuk
olcsé és akidr orvosi kozremtkodés nélkiil, a beteg ottho-
naban is hasznilhatéak [2]. Jelenleg a legérzékenyebb
bioszenzorok tobbsége jelolésen (példaul fluoreszcens,
radioaktiv vagy magneses jelolésen) alapul, a jelol6anya-
got kovetve akir egy molekulat is képesek kimutatni a
vizsgalt térfogatban vagy feliilleten [3]. Elvitathatatlan
elényeiken tal azonban ezek a vizsgilati médok tobb
hatrannyal is rendelkeznek a jelolésmentes technikikkal
szemben. A jel6léshez sziikséges kémiai eljarasok novelik
a vizsgilat bonyolultsagat, idejét és koltségeit, tovabba a
jelol6anyagok nem elhanyagolhaté hatast gyakorolhat-
nak a jelolt molekuldkra. Tobbek kozott e hatrinyok
miatt a figyelem egyre inkabb a jelolésmentes technol6-
gidkra, f6ként az optikai eljirdsokra irdnyul. Fontos
irinyvonalat képviselnek ezen a teriileten az integrilt op-
tikai bioszenzorok, azon beliil pedig az interferometrikus
elven mikod6 megoldasok. Az interferencia jelenségén
alapulé szenzorok egyik nagy elénye, hogy rendkiviil ér-
zékenyek a feliiletiikon bekovetkezd torésmutatd-valto-
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zasokra, azonban ez a nagyfoka érzékenység nemcsak a
vizsgilni kivint biolégiai anyag jelenlétébdl, hanem a
kornyezeti hatdsokbdl (hémérséklet, paratartalom stb.)
eredd torésmutatd-valtozasokra is igaz. A paratartalom,
illetve hémérséklet inhomogén viltozasa a kiléps inten-
zitas folyamatos ingadozasat eredményezi, ezaltal akada-
lyozva a bioszenzor pontos és stabil mikodését.

Munkink célja olyan — specifikus felismerésen ala-
pul6 — chiplaboratériumi moédszer fejlesztése volt, amely
lehetGséget nyajthat kiilonféle baktériumok gyors, jelo-
lésmentes kimutatasara, igy nagymértékben leroviditve a
diagnosztikai folyamatot. Ennek szellemében olyan in-
tegralt optikai Mach—Zehnder-interferométeren alapuld
bioszenzort fejlesztettiink ki, amelyet mikrofluidikai
rendszerrel kombindltunk. A szenzort E. coli baktériu-
mok kimutatasan keresztiil teszteltiik.

Modszer

Kozvetlen lézerirasos (DLW) technikaval [4, 5] integralt
optikai Mach—Zehnder-interferométert (MZI) dllitot-
tunk el6 egymoddust, fotopolimer hullimvezetSkbél,
transzlicids optikai asztallal felszerelt inverz mikroszké-
pos elrendezés segitségével. A miniattir MZI-t tiveg hor-
dozofeliiletre felvitt vékony rétegii fényérzékeny filmbe
(NOAS81) polimerizaltuk a mikroszképobjektiv altal £6-
kuszalt kék lézerfény segitségével oly mddon, hogy a
szamitoégéphez kotott asztalt mozgattuk — Labview
programban definialt palydn — az MZI-strukttra kirajzo-
lasa céljabdl (1. A abra). A kész MZI mindkét kivezeté-
séhez egymoédusu optikai szalakat csatlakoztattunk (1. B
dabra), amelyek koziil az egyikbe (bemenet) diddalézer
fékuszalt nyalabjat csatoltuk be méréfény gyanant, a ma-
sik szal végét pedig a detektor szerepét betolts fotoelekt-
ron-sokszorozéhoz illesztettiik, amelynek jeleit oszcillo-
szképpal detektaltuk [6].

Az interferométer két dga koré ezutin mikrofluidikai
csatornakat épitettiink. A csatorndkat tgy készitettiik,
hogy az SU-8 fotoreziszt vékony rétegbe exponilt 6nts-
formék el6hivasa és a nem expondlt réteg eltavolitasa
utin az ontSformdkat poli-dimetil-sziloxdnnal (PDMS-
sel) ontottiik ki, majd a PDMS-t hékezeléssel fixaltuk, és

| Integralt optikai Mach-Zehnder-interferométer készitése (A) és bemutatisa (B)
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az ont6formdkrol levalasztottuk. Az igy elkésziilt mik-
rofluidikai csatorndkat — az adhézié elGsegitésére — oxi-
génplazmaval kezeltiik, majd az interferométerhez rog-
zitettiik. A csatornak be- és kimeneteit képez§ lyukakba
vékony szilikongumi csoveket csatlakoztattunk, ezekbe
pedig fecskendpumpa segitségével adagoltuk a megfe-
lel$ folyadékot.

Az interferométer mérékarjanak funkcionalizalasat az
Escherichin coli baktériumokra kecskében termelt poli-
klondlis antitestekkel végeztiik gy, hogy a mérdkart az
antitesteket tartalmazé oldattal 2 6ran keresztiil inkubal-
tuk, majd az interferométer antitestekkel le nem fedett
feliileteit mind a mérékaron, mind pedig a referencia-
agon borjuszérum-albumin- (BSA-) szuszpenzidval ke-
zeltiik a vizsgiland6 baktériumsejtek nem specifikus ad-
szorpcidjanak elkeriilése végett. A felesleges BSA-t
semleges foszfat pufferoldattal (PBS) tavolitottuk el. Ez-
utan az interferométer mindkét karjara PBS-oldattal hi-
gitott baktériumszuszpenziét pumpdltunk, és az esemé-
nyeket az interferométer kimeneti jelein, valamint
mikroszkép segitségével is kovettiik.

Az E. coli Dh5-alfa torzs telepeit Miiller-Hinton agar-
tdptalajon tenyésztettiik 37 °C-on. A kisérletek megkez-
dése elbtt egy telepet 3ml Luria tipoldatban szuszpen-
daltuk steril polisztirol edényben, majd a baktériumokat
37 °C-on szaporitottuk 18 6rin keresztil. Masnap a
baktériumszuszpenziét 100-szorosara higitva a sejteket
addig szaporitottuk, amig a szuszpenzi6 el nem érte a
kivant stiriséget (OD = 0,5-0,8, 600 nm). Ezutdn a sejt-
szuszpenzié 1 ml-ét centrifugalassal (3000 rpm, 10 perc)
stritettiik, majd PBS-oldatban reszuszpendaltuk.

Az ELISA-lemezeket (R&D Systems, Cat. No.:
DY994) 4 °C-on inkubdltuk kiilonféle toménységl E.
coli-szuszpenzidkkal (10'-10%-szoros higitds, 0,5%-os
formaldehid [Reanal, 10492-1-01-65] jelenlétében, il-
letve a nélkiil). Lemosés utdn a feliileteket 1%-o0s BSA-val
(bovine serum albumin, Sigma, Cat. No.: A-6793) ke-
zeltiik szobah&mérsékleten 2 6rin keresztiil, majd hi-
romszor mostuk Tween20 (Sigma, Cat. No.: 93773)
0,05%-0s PBS oldataval. Az els6dleges E. coli-antiteste-
ket 1, illetve 2 pg/ml-es koncentracioban adagoltuk a
feliiletre, egyéras inkubacids idével. Tween 20-as mosas
utan a lekotédott antitesteket peroxidazzal jelolt, nyal-
ban termeltetett anti-kecske-IgG-antitestekkel (Sigma-
Aldrich, Cat. No.: A5420) detektaltuk 40 000-szeres
higitasban. Ismételt Tween 20-as mosis utin hozzdad-
tuk a szubsztratot (Abcam, Cat. No.: ab171522), majd
25 perc elteltével 2N kénsavval (R&D Systems, Cat.
No.: DY994) megillitottuk a reakciét, és 450 nm-en
(690 nm-es referenciasztir6t hasznilva) megmértiik a le-
mezek abszorpcidjit. Kisérleteink igazoltak, hogy a vizs-
galt anti-E. coli-antitest képes kotédni az alkalmazott
antigénhez, illetve azt, hogy a kitapado elsédleges anti-
testek mennyisége azok koncentriciéjatdl, a bevoné puf-
fertdl és a lemezen 1évé antigének mennyiségétd! fiigg.
Az OD (optikai denzitds, amely a baktériumok koncent-
raciojaval aranyos) nagyobb volt magasabb koncentraci-
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6ju anti-E. coli-antitestek, illetve nagyobb mennyiségii
antigén haszndlata esetén. Azt tapasztaltuk tovabba,
hogy a formaldehid segitette az E. coli-antigéneknek a
feltilethez torténd kitapadasit.

Eredmények

Az integrilt optikai Mach-Zehnder-interferométeres
méréseknél az eszkozon elGszor az ELISA-kisérleteknél
alkalmazott funkcionalizildst végeztiik el, majd kozvet-
lentil a mérés el6tt az interferométer optikai munkapont-
jat ugy allitottuk be, hogy a lehetd legnagyobb érzékeny-
séget kapjuk [4], és ezzel a rendszer készen allt a mérés
végrehajtasara. Méréskor az E. coli-szuszpenziét a funk-
cionalizalt hullimvezet§ feletti mérGesatornaba juttat-
tuk, és regisztraltuk az interferométer kimenetén mérhe-
t6 1ézerintenzitist. A bejuttatds id6pontjihoz tartozott a
t = 0 idGpont. A 2. dbra grafikonja mutatja a lézerinten-
zitas id6beli viltozasat.

Fotoelektron-sokszorozo jele (V)
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2. ibra A Mach-Zehnder-interferométer kimenetén megjelend lézerin-

tenzitdssal ardnyos jel az id§ fiiggvényében. A vizszintes idSten-
gely kezdSpontja az E. coli baktériumok mér6oldali csatorniba
toltésének pillanata

A mérési pontokra jol illeszkedik egy exponenciilis gor-
be koriilbelil 600 masodperces idGallandéval, amely a
baktériumok kitapaddsanak sebességét jellemzi. Ez az id6-
dlland6 j6 egyezést mutat korabbi — ugyancsak baktériu-
mok szilard feliilethez tapaddsat vizsgal6 — tanulmanyok-
ban kozolt értékekkel [7, 8]. Fontos megjegyezniink,
hogy a tapasztalt kitapadasi rita arinyos a baktériumok
koncentriciéjaval. Kisérleteinkben 10° cfu/ml koncent-
raciét haszndltunk, amely a nyalban és vizeletben mérhe-
t6 jellemz$ patolégias koncentracidk nagysagrendjébe
esik [9, 10], igy az eszkoz ezeknek a testnedveknek a
monitorozasira alkalmas lehet. Vérben a baktériumok
patolégids koncentriciéja nem tobb, mint 10° cfu/ml,

2015 m 156. évfolyam, 52. szdm

ORVOSI HETILAP



ezért vérvizsgalatra az eszkoz jelen formajiban még nem
alkalmas, ehhez az érzékenység novelését célzé tovabbi
fejlesztésekre van sziikség.

Megbesz¢lés

Az eszkoz nagy el6nye, hogy a baktériumok kitapadasa-
nak folyamata nyomon kovethetd és mérhetd, pusztan a
kimen& optikai jel idébeli valtozasinak elemzésével,
anélkil, hogy mikroszképot kellene hasznilni. Madsik
hasznos tulajdonsiaga, hogy a rendszer mikodtetése
— beleértve a minta bejuttatdsit, a mérési eredmények
rogzitését és feldolgozdsit — teljesen automatizilhaté.
Az integralt optika és a mikrofluidika egytittes alkalma-
zasabol adodoé kis méret és csekély aramfelvétel lehet6vé
teszi az eszkoz hordozhaté verzidjanak elkészitését is. Ez
természetesen magaban foglalja az interferométer meg-
felel6 ,,bedobozolasit”, ami egyuttal lehetéséget teremt
a hémérséklet és a paratartalom pontos bedllitisara is.
Ugyancsak elényos, hogy az eszk6z nagyon olcs6 anya-
gokbdl kis koltséggel elGdllithato, igy csak egyszer hasz-
nalatos jellegli, nem sziikséges az Gjrasterilizdlasa. Az
elébbiekben felsorolt tulajdonsagai miatt a jovében nagy
haszndt vehetik példaul terepen végzett vizsgilatoknal,
esetleg szerencsétlenségek, katasztrotik vagy akar bioter-
rorizmus gyanajat felvets esetek helyszinein is.

Anyagi tamogatis: A kozleményben ismertetett munka a
Bionikai Innovaciés Kozpont timogatisaval valosult meg.
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