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P

A biztonsigos élelmiszerek elGdllitisa szempontjabol kulcsfontossagi az élelmiszerrel terjedd patogén baktériumok
kimutatdsa és azonositdsa. A hagyomdnyos, tenyésztésen alapulé diagnosztikai eljirdsokat egyre inkdbb felviltjik vagy
kiegészitik a nukleinsav-alapt, a genom specidlis (elsGsorban virulencia) génjeinek kimutatdsit célzé6 molekularis
technikdk. A rutin élelmiszer-mikrobiolégiai vizsgalé laboratériumok leggyakrabban nemzetkozileg validalt DNS-
amplifikdcids, elsGsorban valés ideji polimeraz lancreakcié alapa moédszereket alkalmaznak, amelyek a vizsgalati id6
jelentds leroviditése mellett Iényegesen javitjdk a modszerek teljesitési jellemzGit (példaul érzékenység, specifikussig)
is. A polimerdz lancreakci6 alaptt médszereknek rutindiagnosztikai célt alkalmazdsa azonban az elényok mellett sza-
mos hdtrannyal is jir, amelyek kozott emlitend§ a késziilékek és a reagensek magas koltsége, valamint a laboratériumi
kornyezetnek a reakcidtermékekkel valé kontamindldsi kockdzata, ami elkiilonitett laboratériumi rendszert igényel.
Manapsag az ilyen laboratériumi rendszerek miniatiirizaldsa és hordozhatéva tétele is fontos fejlesztési irdny. A Lab-
on-a-chip eszk6zokben tobb ilyen laboratériumi miiveletet lehet megvaldsitani egy kis méret( eszk6zon, a standard
eljarasokhoz hasonlé pontossiggal és megbizhatosiggal. Ezen miniatiirizalt eszkozok nagy elénye az egyszer — sok-
szor automatizalt — kezelhet8ség, kis méret, hordozhatdsig és sterilitds, ami az egyszeri hasznalatbol adodik. Ilyen
miniatiirizdlt gyorsdiagnosztikai eszk6zok kutatdsa és fejlesztése folyik a vildg vezetS kutat6helyein, példaul killonbo-
76 minta-elSkészitési és DNS-amplifikiciés mddszerek miniatiirizdlasaval. A szerzdk is ezt a célt tizték ki kutatdsaik-
ban: olyan miniatiirizalt mikrofluidikai eszk6zok fejlesztését, amelyek alkalmasak élelmiszer-biztonsdgi jelentSségd
baktériumok molekuldris detektaldsira. Orv. Hetil., 2015, 156(51), 2082-2088.
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Development of molecular detection of food-borne pathogenic bacteria using
miniaturized microfluidic devices

Detection and identification of food-borne pathogenic bacteria are key points for the assurance of microbiological
food safety. Traditional culture-based methods are more and more replaced by or supplemented with nucleic acid
based molecular techniques, targeting specific (preferably virulence) genes in the genomes. Internationally validated
DNA amplification — most frequently real-time polymerase chain reaction — methods are applied by the food micro-
biological testing laboratories for routine analysis, which will result not only in shortening the time for results but
they also improve the performance characteristics (e.g. sensitivity, specificity) of the methods. Beside numerous ad-
vantages of the polymerase chain reaction based techniques for routine microbiological analysis certain drawbacks
have to be mentioned, such as the high cost of the equipment and reagents, as well as the risk of contamination of
the laboratory environment by the polymerase chain reaction amplicons, which require construction of an isolated
laboratory system. Lab-on-a-chip systems can integrate most of these laboratory processes within a miniaturized
device that delivers the same specificity and reliability as the standard protocols. The benefits of miniaturized devices
are: simple — often automated — use, small overall size, portability, sterility due to single use possibility. These minia-

*A szerz8k megosztott els§ szerzéként egyenlé mértékben jarultak hozza a kozlemény elkészitéséhez.
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turized rapid diagnostic tests are being researched and developed at the best research centers around the globe im-
plementing various sample preparation and molecular DNA amplification methods on-chip. In parallel, the aim of the
authors’ research is to develop microfluidic Lab-on-a-chip devices for the detection and identification of food-borne

pathogenic bacteria.
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Roviditések

3SR = self-sustained sequence replication; IVD = iz vitro diag-
nosztika; LAMP = loop-mediated isothermal amplification;
LOC = Lab-on-a-chip (laboratérium egy chipen); NASBA =
nucleic acid sequence-based amplification; PCR = polimeriz
lancreakcio; RPA = recombinase polymerase amplification;
RT-PCR = reverz-transzkriptizos polimeriz lincreakcié; SDA
= strand displacement amplification

A biztonsagos élelmiszerek elGallitisa szempontjabol
kulcsfontossagt az élelmiszerrel terjedd patogén mikro-
bik kimutatdsa és azonositisa. Koziiliik is els§ helyen
dllnak a baktériumok, azonban egyre fontosabb4 vélik az
enteralis virusok és dllati, illetve humén parazitak detek-
taldsa is. Az utobbi 8-10 évben kiilonosen felgyorsult a
patogének kimutatisira szolgilé diagnosztikumok irdnti
igény, elsGsorban az élelmiszer-gazdasag globalizal6dasa
és az ehhez kapcsolodo élelmiszer-kereskedelem felgyor-
suldsa miatt. Ugyancsak hozzajirult az igények noveke-
déséhez az élelmiszergyirtéknak a biztonsigos élelmi-
szerek el6allitasara vonatkozé, torvényi szabdlyozasban
is rogzitett kotelezettsége és felelGssége, valamint az
ezek hidnyabdl fakadé felelGsségre vonas és kartéritési
kotelezettség. A fogyasztok gyors tdjékoztatisa, az élel-
miszerek altal kivaltott jarvanyok internetes média altali
gyors kommunikaldsa, valamint a vildg kiillonb6z6 orsza-
gaiban és az EU-ban miik6d§ gyors riasztasi rendszerek
bevezetése mind-mind hozzdjarult az élelmiszer-bizton-
sagi diagnosztika fejlesztése iranti megnovekedett igé-
nyekhez, ezen belil is a hagyomanyos tenyésztéses vizs-
gilatokat egyszeribbé tevs és lerovidits gyors modszerek
kifejlesztéséhez és elterjedéséhez. A gyors mddszereken
beliil is kiilonleges jelentGségiik van a genomvizsgalaton
alapul6 agynevezett molekuldris technikiknak, amelyek
legtontosabb médszerei a molekuldris hibridizaldson és a
DNS-amplifikdcion alapszanak.

Az in vitro diagnosztika helye
és jelentGsége a mikrobiologiai
¢lelmiszer-biztonsagi diagnosztikaban

Az in vitro diagnosztika (IVD) olyan tesztek alkalmaza-
sat jelenti, amelyeket az emberi szervezet vizsgilatara

fejlesztettek ki ¢és célja a kéros mitikodés, illetve mikrobas
fert6zések kimutatisa szervezeten kiviili kornyezetben,
altaldban laboratériumokban. Az IVD-k lehetnek egy-
szerd tesztek, de szaimos esetben magas technikai szin-
vonalon miikodd, automatizalt rendszereket foglalnak
magukba, ami lehet&séget teremt nagyszamu minta vizs-
galatdra, szirésére, valamint a kapott adatok gyors elem-
zésére és az eredmények tiroldsara.

Az IVD jelentdsége napjainkban az orvosi teriileten a
legnagyobb, és itt rohamos fejlédése figyelhetd meg,
azonban — mivel az élelmiszer-biztonsagi jelentSségi
mikroorganizmusok elsGsorban az emberi szervezetben
okoznak megbetegedést — a mikrobiologiai élelmiszer-
biztonsigi diagnosztika kdzvetleniil kapcsolédik az ente-
ralis megbetegedést okoz6 mikrobdk orvosi diagnoszti-
kajihoz, azzal csaknem teljes mértékben atfedést mutat.
Ugyancsak kozvetlen kapcsolatban 4ll az dllatorvosi mik-
robiologiai diagnosztikaval is, mivel az élelmiszerrel ter-
jedd patogének jelentds része zoonotikus, és kimutatisu-
kat el6irjak az emberi fogyasztdsra szint allatok és allati
eredetd alapanyagok esetében is.

Az élelmiszerrel terjed6 baktériumok kozil a Salmo-
nella enterica szerotipusok, patogén Escherichin coli tor-
zsek, Listeria monocytogenes, Staphylococcus anreus, vala-
mint a kilonbozé Shigella, Vibrio, Chronobacter és
Campylobacter fajok kimutatasa, esetenként mennyiségi
meghatarozasa all az els6 helyen, de egyre inkabb megndé
az igény az enteralis virusok (norovirus, rotavirus) és pa-
razitik (protozoonok, peték, cisztik) kimutatisara is.

Az IVD-rendszerek egy nagyon gyors fejlédésnek in-
dult 4ga a Lab-on-a-chip (LOC, laboratérium egy chipen)
bioszenzorok. Ezek egyik kiemelkedd tipusat képviselik
a mikrofluidikai rendszerek, amelyeknek kiilonboz§ ti-
pusai mas-mds sejtosszetevd kimutatasat célozzak. A leg-
gyakrabban alkalmazott diagnosztikai moédszerek az
immunolégiai eljardsok és a nukleinsav-amplifikacios
technikak, amelyeket a LOC bioszenzorok segitségével
miniatiirizalni és automatizalni lehet. Tovabbi el6nyiik
még hordozhatésiguk és egyszertiségiik. A LOC-rend-
szerek sejtszétvalogatdsi és -dramlasi citometrids alkalma-
zasarél olvashatunk Amndersson és van den Berg kozle-
ményében [1], a sejteket a mikrofluidikai rendszeren
beliil kezelik és lizaljak. A mikrofluidikai rendszerekkel a
patogén szenzorok kiilonb6zé alkalmazasait fejlesztették
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ki. A LOC-rendszerek ¢élelmiszer-biztonsagi céla fejlesz-
tésérdl nyujt attekintést tobbek kozott a [2] dsszefoglald
cikk.

Nukleinsav-amplifikacion

alapul6é molekularis modszerek

¢s alkalmazasuk élelmiszerrel terjedd
patogének kimutatasara

A DNS-templat molekuldk amplifikilasinak alapvetGen
kétféle modszerét fejlesztették ki; ezek koziil legnagyobb
mértékben a magas denaturaciés és amplifikicios hGmér-
sékletet igénylS polimeraz lancreakcié (PCR) terjedt el,
mig az alacsonyabb hémérsékleten miikodé amplifikici-
6s moédszerek kevésbé ismertek és alkalmazasuk is rit-
kabb. Utébbiak kozé tartozik a NASBA (nucleic acid
sequence-based amplification), a 3SR (self-sustained
sequence replication), az RPA (recombinase polymerase
amplification), az SDA (strand displacement amplifica-
tion) és a LAMP (loop-mediated isothermal amplifica-
tion). Ezek koziil a hédenaturiciét nem igényld mod-
szerek koziil a LAMP [ 3] rendelkezik a legtobb el6nnyel,
ezért f6ként ezt fejlesztették tovabb kutatdsi és diag-
nosztikai célra.

A PCR-alapn modszerek jellemzoi

7”7

¢s alkalmazasi lehetiségei élelmiszer-biztonsiyi
Jelentiséqit mikrobak kimutatasira

A PCR-reakcié soran a DNS-t specifikusan, primerek se-
gitségével kozvetleniil amplifikaljak, vagy pedig a vizsga-
land6 mintaban jelen 1évé RNS-rdl (dltaliban mRNS-r6l
vagy virus-RNS-r6l) elGszor reverz transzkriptizzal
c¢DNS-t hoznak létre, amelyet egy kovetkezS 1épésben
a PCR-reakcié segitségével amplifikilnak (RT-PCR).
A PCR-reakci6 termékét kiilonboz6é méddszerekkel lehet
azonositani. A hagyomdnyos PCR-reakcidéban kimutata-
sa (diagnosztikai szakkifejezéssel a végpontjelzés) agardz
gélelektroforézist kovetGen DNS-sel interkalalé fluo-
reszcens vegylilettel (példdul etidium-bromiddal) valé
festéssel torténik. A vart méretd reakciétermék nukleo-
tidszekvencidjinak megerdsitése azonban tovabbi 1épé-
seket igényel (példaul RFLP-analizis, hibridizalas, szek-
venalds [4]). A PCR-reakcié fejlesztésében fordulépontot
jelentett a real-time (valds idejli) PCR, amelynek korai
szakaszaban a reakcié sorin a PCR-termékkel interkalald
festék, a Sybrgreen fluoreszcencidjat folyamatosan detek-
taltdk. Ezt kovetSen kiilonboz6 reakcidkkal a PCR-t
kvantitativva tették (Q-PCR), amelyek koziil a PCR-ter-
mékhez specifikusan kot8d6 fluoreszeens probak (példa-
ul TagMan®) alkalmazasa terjedt el legnagyobb mérték-
ben és ennek lett legnagyobb a diagnosztikai jelent&sége
is [5]. A real-time PCR és az RT-PCR kombinaladsaval
(Q-RT-PCR) a génexpresszio és a virusrészecskék kvan-
tifikalasa [6, 7] is lehet6vé valt.
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PCR-alapn modszerek alkalmazdsa élelmiszer-
biztonsagi jelentoségii mikvobik kimutatisira

A PCR patogén mikrobaknak élelmiszerbdl valé kozvet-
len detektaldsiara nem alkalmazhat6, mivel a hatarértéket
jelentd patogén mikroba szima olyan alacsony, hogy ki-
mutatasa kozvetleniil, az élelmiszerminta vizsgalatival
nem lehetséges [8]. Ezért a vizsgiland6 minta hatarérté-
ket jelent§ mennyiségében (példaul 1 vagy 25 ml, illetve
gramm) a kimutatandé mikrobat a PCR-reakci6 el6tt
dusit6 kozeg segitségével felszaporitjik olyan sejtszdmra,
amibdl mar a PCR-es vizsgilathoz megfelel6 mennyisé-
gl templat-DNS (vagy RNS) izolalhaté [9]. Ennek ko-
vetkeztében a pozitiv PCR-reakcié hatarérték feletti,
mig a negativ hatdrérték alatti mikrobaszimot jelez a
mintidban (Ggynevezett jelenlét vagy hidny kimutatasa
[10]). Jollehet, a duasitds 1-2 nappal meghosszabbitja a
vizsgalati id6t, azonban el6nye, hogy a dasitds sordn az
élelmiszereknél gyakran el6fordulé PCR-inhibitorok
(példaul egyes lipidek, szénhidritok, proteizok, tartdsi-
toszerek) megfelelGen kihigulnak, ezaltal a téves negativ
mintak ardnya cs6kken. Ugyancsak elényt jelent, hogy a
mintaban 1év6, esetlegesen elpusztult mikrobakbdl ere-
d6é DNS-molekulak is oly mértékben kihigulnak, ami
mar a dasitds utidni mintabdl izoldlt DNS-nél nem ad
amplifikitumot (téves pozitiv eredményt), igy a DNS-
alapt detektaldssal csak az é16 sejtek lesznek kimutatha-
tok.

A real-time PCR-reakci6t kiterjedten alkalmazzak élel-
miszer-biztonsigi mikrobiolégiai célra, azonban nem
kvantitativ, hanem kvalitativ médszerként, mivel a dasi-
tasi eljards kovetkeztében nem becstilhet6 meg a mintd-
ban 1év6 célmikroba (baktérium, virus, protozoon) ge-
nomjanak képiaszama, illetve sejtszama.

A real-time PCR-nek az egyszerti PCR-rel szemben
nagy elénye, hogy az amplifikdlas kovetkeztében felsza-
porodé PCR-termék specifikussigit a kovetkez§ 1épés-
ben specifikusan kot6d6 proba mutatja, ezért a PCR-re-
akcié utini megerdsitS reakcidra (példaul szekvenilds,
hibridizalds) nincs sziikség [11].

Az élelmiszerrel terjedd patogén baktériumok kimuta-
tasara nagyszamu, elsGsorban real-time PCR-es mod-
szert fejlesztettek ki, amelyek koziil a kereskedelmi for-
galomban 1év6k tobbsége nemzetkozi szervezet dltal is
validalasra keriilt. Az el6z6ekben emlitett valamennyi
patogén baktérium kimutatisara elérhetSk kereskedelmi
forgalomban 1évG real-time PCR-es tesztek; a legneve-
sebbek kozott emlithet6k az Applied Biosystems, Bio-
Rad, DuPont Qualicon, Merck KGaA, Roche Diagnos-
tics és a Sy-Lab.

A real-time PCR-nek az eléz8ekben emlitett elényok
mellett szamos hatranya is van. Ezek k6zott emlitends a
késziilék és a reagensek magas koltsége, valamint az el-
kiilonitett laboratériumi rendszer iranti igény. Ez ut6b-
bit az indokolja, hogy a PCR-reakciét rutindiagnosztikai
célra alkalmazé laboratériumok esetében veszélyt jelent
a kornyezetnek a PCR-termékekkel valé kontaminalasa,
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ami téves pozitiv eredményekhez vezethet, ezért a PCR-
vizsgidlé laboratériumok felépitésére specidlis, szab-
vanyokban (példaul ISO 20838:2006) is rogzitett
szabdlyok vonatkoznak [12]. A PCR-reakciénak konta-
minaciéval szembeni érzékenysége miatt kiilonos jelen-
téséglick a zart rendszerben megvaldsithaté vagy az
egyszer haszndlatos amplifikiciés rendszerek, kitek. A
real-time PCR ebbdl a szempontbdl is el6nyt jelent, mi-
vel nincs sziikség a PCR-reakciot kovetd tovabbi vizsga-
latra, {gy lényegesen kisebb a veszélye a PCR-termékkel
val6 kontaminaciénak, mint az egyszerd PCR esetében.

A LAMP (loop-medinted isothermal
amplification) -modszer és alkalmazisa patogén
baktériumok kimutatisara

A LAMP-moédszer 1ényege, hogy a DNS amplifikilasa
nem igényel hédenaturiciét a primerek megkotddése
elétt, a reakciét pedig allandé (60-65 °C koriili) h6mér-
sékleten valésitjik meg specidlis DNS-polimerdz segitsé-
gével. Kifejlesztése Notomi és mesai nevéhez tiz6dik [ 3],
és a japan Eiken Chemical Co. Ltd. (www.eiken.co.jp)
szabadalmi oltalommal védi.

A modszer lényege, hogy 4 kiilonb6z8 primer a cél-
DNS-en 6 kiilonbozé helyet ismer fel és ezek inditjik el
a reakciot. Szamos esetben még tovabbi kettd, 4 mésik
helyet felismerd primert is alkalmaznak, amelyek a speci-
fikussdgot tovabb novelik. A reakcié eredményeként kii-
16nb6z6 méretd hajtihurkok és tobb hurkot tartalmazé
karfiolszer(i struktardk jonnek létre. A cél-DNS 15-60
perc alatt 10°-10'-szeresére felszaporodik. A reakcid
elérehaladtival a melléktermékként keletkezd magnézi-
um-pirofoszfit koncentricidja oly mértékben megnd,
hogy az a reakciékozeg turbiditisinak szemmel lathato
és turbidiméterrel mérhet8 novekedéséhez vezet. A de-
tektalds nemcsak turbiditds révén, hanem szinvaltozas
alapjan vagy fluoreszcencids és kemilumineszcencias vég-
pontjelzéssel is megvaldsithatd. A LAMP nemcsak érzé-
kenyebb és specifikusabb, mint a PCR-reakcié, hanem
robusztusabb is, tovabba a bioldgiai anyagokban és élel-
miszerekben gyakran jelen 1évé inhibitorokra kevésbé
érzékeny, mint a PCR.

A LAMP-modszer alkalmazasaval joval kevesebb IVD-
késziiléket fejlesztettek ki élelmiszer-eredetd patogén
baktériumok kimutatdsdra, mint a real-time PCR eseté-
ben. Ezek koziil egyik az Eiken Loopamp Realtime Tur-
bidimeter (LA-500), a masik pedig a 3M (www.3M.
com) kemilumineszcencis detektilassal mikodd Mole-
cular Detection System késziiléke. Mindkett6vel megva-
16sithatd a Salmonella, patogén E. coli torzsek és Listeria
monocytogenes kimutatasa, az Eiken cég pedig ezeken
kiviil a termofil Campylobacter fajok kimutatasara is fej-
lesztett ki tesztet.

A LAMP-modszer a patogének detektalasan kiviil sza-
mos egyéb teriileten is alkalmazdast nyert, mint példdul a
GMO-detektilas, tumordetektdlas és az embrié nemé-
nek meghatarozasa [13].

Mikrofluidikai rendszerben megvalosithat6
eljarasok

A mikrofluidika és a komplex miniatiirizalt
eszkozokben rejld lehetoségek

A laboratérium egy chipen (LOC) eszkozok fejlesztése
egy multidiszciplinaris feladat a mérnoki tervezés, a fizi-
ka, a kémia, a mikrotechnolégia és a biotechnolédgia
hataran. Ennek fontos eleme a mikrofluidika, amely a fo-
lyadékok viselkedésével, preciz iranyitdsaval és manipuld-
cidjaval foglalkozo teriilet. A kis mérettartomdiny miatt
sziikség van ezzel kiilon foglalkozni, hiszen a folyadék
mennyisége a mikroliteres és nanoliteres tartominyba
esik, a csatorndk mérete a késziilékben milliméter alatti,
tehdt a mikroméretd viselkedés a meghatirozé a rend-
szerben. A hétkoznapi életben megszokott jelenségektdl
kissé eltérnek a mikroméretekben tapasztalt folyamatok,
példaul a keveredés nem olyan egyértelmtien jon létre
két folyadék kozott. Tovibba az energiafogyasztis és a
késziilékek alacsony ara (akiar 300 Ft-os nagysagrend) is
vonzoé lehet ennek a témdanak a vizsgélatihoz.

Egy tipikus mikrofluidikai eszkdz alapja tobb kiilon-
boz6 alapegység, amelyek kozosen végeznek el egy Osz-
szetettebb feladatot. Ezek az alapegységek példaul keve-
rok, elvalasztok, reakcidterek vagy csak egyszerd
csatornak, amelyekben a folyadék dramlik. Ezek az agy-
nevezett passziv elemek. Vannak aktiv elemek is (példaul
fit6, ultrahangos egység, elektrédok), amelyek hoz-
zdaddsaval tovabbi funkcidkat adhatunk a késziiléknek.
A folyadék mozgatisa pumpak és szelepek segitségével
johet létre, amelyek tobbnyire nincsenek az eszkdzbe in-
tegrilva, de léteznek olyan rendszerek, amelyekben be-
épitett szivattytk vagy hasonlé mechanizmusok taldlha-
ték [14]. A mikrofluidikai eszkozok fejlesztése az
1980-as években kezd6dott, de ezen technolégia valédi
térnyerése az elmult 15 évben tortént. Ez azért van,
mert 1j anyagok (féleg polimerek) lehet6vé tették az
egyre olcsObb gyartast, valamint ezekkel sikertilt elérni a
mikrotechnolégiai pontossigot és megbizhatosigot.
Ezen eszkozok egyik legnagyobb elénye nemcsak az
aruk, hanem a hordozhatésag, a gyorsasig, a pontossag
és az automatizalhatésig is. Ezek a tulajdonsagok abbdl
adédnak, hogy a reagensek térfogata és a csatornageo-
metridk joval kisebbek, mint a hagyomanyos eszk6zok-
ben. Emiatt gyorsabban lezajlanak a reakcidk, hasonld
eredménnyel és pontossiggal, mint a hagyoméanyos esz-
kozokben, amelyek mintamennyisége és geometriai mé-
rete makroméretd. Mivel a mikrofluidikai eszk6zok mé-
rete kicsi (néhdny centiméter), emiatt hordozhaték is
lehetnek. A nagy komplexitis miatt az automatizalasi
modszerek is konnyen alkalmazhaték, aminek segitségé-
vel konnyebb az eszkozok hasznalata. Ennek segitségé-
vel a fogyasztoi piac megfelel§ része célozhaté meg,
mert nincs sziikség jol képzett szakemberre a hasznalata-
hoz (lasd példaul a terhességi vagy vércukorszintmérd
tesztcsikok elterjedtségét). Ezekkel az elényokkel jar
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azonban az a nehézség, hogy a mikronos mérettarto-
manyban, bér a fizikai torvények ugyanazok, de a megfi-
gyelhetS jelenségek és a viselkedés eltér§ a hétkoznap
megszokottol.

Mikrofluidikai eszkizikben megvalositott
nukleinsav-alapn modszerek

A mikrofluidika terjedésével a biolégiai alkalmazasok
— mint példaul nukleinsav-alapt tesztek — egyre népsze-
riibbek [15]. Az ¢ mogott allé motivacié egyrészt a
Humén Genom Projekt, valamint a hatalmas piaci lehe-
téségek voltak. Az ilyen tipusu vizsgalatokkal és elemzé-
sekkel a DNS-ben kédolt informacié nagy része ismertté
valt. Az eszkozok segitségével lehetGség nyilt vizsgala-
tokra a betegségek korai szakasziban, fokozott kockiza-
ti tényez6k vizsgalatira, valamint a genetikailag 6roklott
betegségek feltérképezésére.

A legtobb DNS-alapu vizsgalatban a PCR egy kulcs-
fontossagu 1épés, ezért ennek az integricidja a mikroflu-
idika-rendszerekbe volt az egyik legfontosabb feladat.
A probléma megolddsira szimos mikrofluidikai eszkoz
jott létre a kozelmaltban. Folyamatos aramliasa PCR-t
hoztak létre tivegeszkozben [16]. Ez a chip egy olyan
csatorndbdl dll, amely két régi6 felett hurokban van ki-
alakitva. Mindkett§ egy integralt indium-6n-oxid réteg-
gel fltott felszin, amelyek a megfelel6 hémérsékletért
felelGsek.

A PCR-t 0Osszekapcsolva mas folyamatokkal, egy
komplexebb rendszert is ki lehet alakitani [17]. A meg-
oldas egy olyan eszkoz, amely képes a sejtek elkiilonité-
sére és a PCR-amplifikacids feladat megvaldsitisara. Az
izolaciét egy gat tipusu szlrével érték el. Mkodési elve
a réssziirén alapul, ahol kis réseket kialakitva a sejtek nem
tudnak azokon atjutni. Bir agy hangzik, mint egy egy-
szerd és hatékony elvilasztisi modszer, szimos probléma
fordulhat el6 mikodése soran (rések elzirddasa, sejtek
atprésel6dése). A sz{ir6n valé dtdramoltatds utan az oldat
eléri a masodik modult, amely tartalmazza a ftitési és hd-
tési modulokat. Ebben a modulban Iétrejon a PCR az
el6készitett mintan. Egy komplex chip keriilt bemutatas-
ra 2000-ben [18]. Ebben nyolc PCR végezhet§ el par-
huzamosan, valamint kapillaris elektroforézis (CE) is.
A mikrofluidikai csatornakat tGivegben alakitottik ki és a
flitészdlakat is ennek a feltletére rogzitették. A PCR-re-
akci6 gyorsan végbement a reakciétérben (30 masodperc
alatt egy teljes ciklus). Ez utin a mintdt dtpumpaltik a
CE-alapt elvalasztocsatorniba, amely el6re ki volt toltve
a megfelel6 elvilasztishoz sziikséges kozeggel. Egy ha-
sonl6 eszkozt hoztak 1étre a Peltier-tipustt termoelem
segitségével [19]. Ennck az eszkdznek az elénye, hogy a
flitést és a hltést is ugyanazon elem végzi. A kisérletek
szerint a chip képes volt elvégezni egy PCR-ciklust per-
cenként. Vannak olyan kutatdsi irdnyok, ahol a gyors
PCR-technologiat kiilonbozd anyagokban valésitjak
meg. Az egyik példa a poli(metil-)metakrilit (PMMA)
eszkozben bemutatott eredmény [20]. Az eszkoz a
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DNS-clemzéshez PCR-t és parhuzamosan kapillaris
clektroforézist is alkalmaz. E mikrofluidikai eszk6zok
népszertiségét is tokéletesen mutatja az a tény, hogy mar
a kereskedelemben is kaphatok (példaul Agilent), vala-
mint tobb kutatoécsoport is hasznalja ezeket [21, 22 ] ki-
sérleti alaprendszernek.

A chipen végzett PCR-t gyakran kombindljak mais fo-
lyamatokkal, mint példdul DNS-hibridizaciéval [23].
Egy polikarbondt alapt chipet és Peltier-elemeket alkal-
maztak a hoémérséklet-szabilyozashoz. A folyadékara-
moltatist kiils§ fecskendSpumpikkal és beépitett szele-
pekkel valositottik meg. Tobb sikeres DNS-hibridizaciot
is demonstraltak a chipen. Polikarbonat alapt chipeket is
hasznalnak a HIV-genom feltérképezéséhez [24], vala-
mint {ivegalapt eszkozokben is ki lehet alakitani a DNS-
hibridizaciés vizsgilatokat [25].

A fentickben néhany mikrofluidikai alaptt PCR-rend-
szert mutattunk be. Bar ezek a rendszerek nagyon jé és
kifejlett konstrukcidk, kozos problémajuk lehet a h6mér-
séklet ciklikus véltoztatasa. A PCR-hez hasonlé példaul
izoterm erdsitési modszerek alkalmazdsa itt is lehetséges.
Ezek koziil az egyik a mar emlitett RPA. Ez a médszer
tulajdonsdgai miatt jobban illik a miniatiirizdciés alkal-
mazasokhoz. Nem kellenek kiilonb6z6 hémérsékletd
régiok, és hosszabb DNS-szekvencia amplifikaciojat is
végre tudja hajtani révidebb idén beliil, mint a hagyo-
miényos PCR. Az egyik RPA-alapt mikrofluidikai eszkoz
[26] j6 példa arra, hogy milyen mértékdi komplexitist
lehet mikrofluidikai eszkozzel elérni. Egy ilyen eszkoz
képes arra, hogy egy teljes nukleinsav-amplifikicios elja-
rast elvégezzen. A masik ilyen izoterm médszer a LAMP.
Ez is jol megvalésithaté mikrofluidikai eszkozokben,
mert izoterm és jobban teljesit, mint a hagyomdnyos
PCR. Tobb ilyen eszkozt is publikdltak mar [27].

Javaslatunk a miniatiirizalt,
¢lelmiszer-mikrobioldgiai vizsgalatot
elvégz6 mikrofluidikai rendszerre

Projektiink célja, hogy hasonlé eszkozt hozzunk létre
feladatspecifikusan; nevezetesen, mig a publikalt késziilé-
kek elsésorban orvosi diagnézishoz késziiltek, terveink-
ben a mikrobiolégiai élelmiszer-biztonsigi feladatokra
tékuszalunk.

Egy ondll6 diagnosztikai eszkoz egyik legfontosabb
kritériuma az, hogy minél gyorsabban szolgiltasson
eredményt a minta bejuttatasatél egy integralt és gyors
analizalérendszer segitségével kiillonbozs vizsgilandd
mintak esetén. Ez a minta lehet mikroorganizmus — pél-
daul virus, baktérium — vagy emberi sejt — példdul vérsejt
vagy szoveti sejt-, illetve élelmiszerminta. A kiilonbo6z6
tipust mintak DNS-amplifikaciora val6 el6készitése nagy
kihivast jelent, mivel a diagnézis meglehetSsen eltérd le-
het. Az els6 1épés egy ilyen diagnosztikai platform esetén
a mintafeldolgoz6 egység fejlesztése, amely képes ki-
nyerni a nukleinsavat az adott mintabol. Szimos meglé-
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v6 lehet8ség van az ilyen jellegli el6készitésre folyékony
vagy szilard mintak esetén is. A minta-el6készités utani
kovetkezd 1épés az, hogy az extrahalt nukleinsavat egy
detektilhaté mennyiséggé amplifikaljuk; és végiil az
amplifikalt terméket kimutassuk. A késziilék mikrofluidi-
kai kornyezetben valé megvalésitisa szamos elénnyel jar,
példaul a kis mintatérfogat (5-40 mikroliter), gyorsabb
vizsgalati folyamat, alacsonyabb koltségek, a hordozha-
tosag és sterilitds az egyszeri hasznalatbol adédéan.

Az irodalmi dttekintés alapjan a mikrofluidikai alapt
LOC-rendszerek alkalmazasa és tovabbfejlesztése élelmi-
szerrel terjedd patogén baktériumok kimutatasara nukle-
insav- (elsGsorban DNS-) alapon igéretes. Ehhez legin-
kibb a LAMP izotermids amplifikicids eljaras latszik
megfelelének, mivel nem igényel h6denaturaciot, és jo-
val érzékenyebb, mint a hagyomanyos, illetve real-time
PCR. Mivel az élelmiszerekbdl torténd patogénkimuta-
tast meg kell, hogy el6zze egy dusitasi 1épés, amelynek
soran a mintaban 1év4, esetlegesen elpusztult mikrobak-
b6l ered6 DNS-molekuldk oly mértékben kihigulnak,
ami mdr a duasitds utdni mintabdl izolalt DNS-nél nem ad
amplifikitumot, ezért a DNS-alapa detektalassal csak az
¢16 sejtek lesznek kimutathatok.

A minta el6készitéséhez és feldolgozasihoz, a keverés-
hez egy passziv, geometriaalapi modszert terveziink al-
kalmazni, hogy a koltségeket hatékonyan alacsonyan
tudjuk tartani a kiilsé eréforrasok elimindlasa révén.
Ez motivilja a folyadékmozgatisi modszert is, ahol a
vakuumalapt beszivasi technikat tervezziik implemental-
ni. Ezzel szdmos j6 tulajdonsagot tudunk az eszkoznek
kolcsonozni. Hatasos folyadékszivasi energidt tartalékol-
va a rendszerben, csékkenteni tudjuk a koltségeket, vala-
mint megfelel6 csomagolissal konnyen kezelhetGvé,
automatikussd és felhaszndlobaritta tehetd az eszkoz.
A flt6rendszer biztositja a sziikséges hémérsékletet az
amplifikicidhoz és a technoldgiit az amplifikicié ered-
ményének kimutatdsira. A médszer kis mennyiségii min-
tat igényel, csak egy hémérséklet sziikséges az erdsités-
hez és vizsgilathoz, a keveréket bejuttatjuk a bemeneten
és egy gyors reakcié utin az eredmény konnyen kimutat-
haté.

Az eszkozt barmikor aktivalni tudjuk, a LAMP-ered-
mények konnyen kiolvashatoék a zavarossig kialakulasa
kovetkeztében, de a mérettartomdiny miatt sziikségtink
van egy integrailt detektorra is, optikai szdlra az eszk6zon
beliil az érzékeny és pontos eredmények érdekében. Az
optikai szdlak segitségével konnyen mérhetjiik az optikai
sz6rds mértékét, ami a koltségigényt is minimdlis szinten
tudja tartani.

Sok virus, baktérium vagy mds mikroorganizmus
okozta fert6zés van viligszerte, de elterjedt gyorstesztek
még nem léteznek ezek kimutatasira. A vizsgalatokhoz
szlikség van konnyen haszndlhaté diagnosztikai eszko-
zOkre, amelyek megfizethetSek és j6 mindségliek: olcso,
gyors diagnozisra képes, nincs sziikség hozzid szakem-
berre, valamint hordozhat6 és kénnyen hasznilhaté az
adott eszkoz.

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirdsa anyagi timo-
gatisban nem részesilt.

Szerzdi munkamegosztis: A szerz6k egyenlé mértékben
jarultak hozza a kozlemény elkészitéséhez. A cikk végle-
ges valtozatat mindkét szerzd elolvasta és jovahagyta.

Evdekeltségek: A szerz8knek nincsenek érdekeltségeik.
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