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1. WSTEP

1.1. Metody pomiaru wzrostu bakterii.

Okreslanie ilosci drobnoustrojow odgrywa bardzo i role we wszystkich
przemystowych  procesach  biotechnologicznych  wyksizycych  technologie

fermentacyjne. Pomiar biomasy bakterii i grzybéwjedanazliwo$¢ oceny wzrostu

drobnoustrojéw, wydajri@i syntez, szybk&i i rbwnowagi bioproceséw. W medycynie
farmacji stwierdzenie obecfw i wzrostu drobnoustrojow w organizmie seodecydowéa
0 zyciu i zdrowiu pacjenta, a analizy wptywu chemiajgeutykOw na drobnoustroje s
podstawy do wyboru widciwego sposobu leczenia i kontroli procesu teramiego.
Rozw0j metodologii analiz wediwosci szczepow bakterii na antybiotyki ma ddug
historie pocawszy od opartych na analizach wiasriofenotypowych drobnoustrojow
metodach rozciezeniowych, przez liczne modyfikacje metod dyfuygim a po
najnowsze techniki genotypowania /106/. W tym pedku, w oparciu o analizy DNA,
stwierdza s obecné¢ genow opornéci w materiale genetycznym. Stwierdzenie
wystepowania takich genow nie jest jednak réwnoznacznierotypow manifestac
oporndci, podobnie jak niestwierdzenie obeécio odpowiedniego genu nie oznacza
rowniez automatycznieze mikroorganizm musi liywrazliwy. Nie ulega wec watpliwosci,
ze wprowadzenie nowych metod molekularnych do rutyulh  analiz
antybiotykowraliwosci musi by wyczerpujco przetestowane i wystandaryzowane w
oparciu o rownolegle prowadzone analizy wzrostu rookganizméw w obecroi
czynnikdw przeciwdrobnoustrojowych. Analizy wzrostintobnoustrojow pozostajwiec
nadal najbardziej efektywnym sposobem analizy wptymwiazkow chemicznych na
bakterie i grzyby, a istotny pagt technologiczny w automatyzacji procesu identydjka
drobnoustrojéw i oceny weglwosci na zwiazki przeciwdrobnoustrojowe zeksza
znaczenie tych analiz /31, 21, 61, 92/. W ostathathch wprowadzono szereg nowych
metod ilgciowej analizy drobnoustrojow, ktére wykorzystdjzyczne, biochemiczne lub
bioelektrochemiczne techniki analizy. Nie ma jedjedtnej uniwersalnej metody, ktéra
dawataby zadawalge wyniki ilosciowej oceny liczby drobnoustrojéw w analizowanych
probkach. Poszukuje esiwigc nowych, szybkich i ekonomicznych metod stwierdaan
obecndci i oceny ilgci drobnoustrojéow. Metoda taka powinnacébgioktadna, szybka,
charakteryzow@& si¢ odpowiedm czutascia, miet szerokie zastosowanie, powinna
pozwal& zraznicowa: komérkizywe od martwych, miekrotki czas przygotowania probki
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oraz wykorzystywa minimalra ilo§¢ odczynnikow. Urzdzenia stosowane w metodzie
powinny by proste w obstudze i kalibracji, tatwo i bez uszbke podlegé procesowi
sterylizacji i tanie w eksploatacji. Papj przedstawiono charakterystykwybranych
metod. Ze wzgldow praktycznych podzielono je na metody niebioetahemiczne oraz
na bioelektrochemiczne, w ktérych sygnat analitycpst generowany przez drobnoustroje
pochtaniagce adz generujce tadunek elektryczny, ktory jest wykrywany nakéiedach
/31/. W&r6d metod niebioelektrochemicznych mma wyr@ni¢ klasyczne i specjalne
metody detekcji. Tabela 1 zawiera charakterystyirametrow analitycznych wybranych

metod niebioelektrochemicznych.

Tabela 1. Parametry analityczne wybranych metod niebioetekiemicznych stiacych do
okreslania liczby komérek (biomasy bakterii) wg /31/.

Metoda Czas analizy Zrodio sygnatu Prog detekgiji
(godziny) (mlh
Pomiar suchej masy 8 extki state 0,02 mg
Okredlanie liczby 24-72 Zywe komorki 10
zywych drobnoustrojow
Mikroskopia 1 Zywe komorki 14
bezpdrednia
Turbidymetria Czas rzeczywisty Zawieszonestki 2x16
Radiometria 8-16 Zywe komorki 1
Mikrokalorymetria 2 Zywe komorki 16
Epifluorescencja 0,5 Zywe komorki 5x 16
Bioluminescencja 0,2 Zywe komorki 16
Licznik Coulter'a 0,5 Cgstki state 5x 10
Metody filtracji Czas rzeczywisty Zawieszoneystki 2mg
Nefelometria Czas rzeczywisty Zawieszonegstizi 2x16
Immunofluorescencija Czas rzeczywisty Fluorochromy 0?1
Pomiary Czas rzeczywisty Zawieszoneastki 16
piezoelektryczne
Akustyczna Czas rzeczywisty Zawieszoneastki >10
sensytometria
rezonansowa
Mikroskopia 2-3 Cazstki state 600 fg pim
elektronowa
Mikro-Elisa 2-3 Zawieszone ggtki 10°
Elektronowa analiza 100 analiz # Zawieszone ctki 10
czasteczek
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1.1.1. Metody niebioelektrochemiczne

1.1.1.1. Klasyczne metody.

1.1.1.1.1. Pomiar suchej masy

Metoda oparta jest na okfaniu suchej masy bakteryjnej komorgkvych

I martwych. Bakterie hodowane w znanejgdt¥ci poditaza hodowlanego odwirowujecsa
nastpnie przemywa jalowwody destylowan w celu odptukania resztek podén Bakterie
przenosi si do zwaonego naczynia, suszy do stalej masy poprzezitafje lub w
suszarce w temp. 105°C po czym, naczynie schiadza sksykatorze i way ponownie.
Btedy tej metody mog wynika¢ z rozpadu materiatdw biologicznych oraz stosowania
nierozpuszczanych substratow, ktére mdagy¢ obecne w poywkach hodowlanych.
Obecnie metoda jest rzadko stosowana, a jej prakéyznaczenie ograniczag stlo

stosowania jej jako metody porownawczej do kalifpiaaych metod /31, 78, 16/.

1.1.1.1.2. Okrélanie liczby zywych drobnoustrojow.

Do okreélania ilosci zywych drobnoustrojow stosuje ¢sikilkka metod: metog
seryjnych rozcieczen (metoda piytkowa), filtrbw membranowych oraz metod
»najbardziej prawdopodobnej liczby”.

Metodq seryjnych rozcigczen mozna okréli¢ ilos¢ zywych bakterii jaka znajduje
sic w badanej prébce. Badanie wykonujez sporadzapc za pomog roztworow
izotonicznych rozcigczenia badanego materialu w p@s¢ geometrycznym, a kolejne
rozcieaczenia posiewa sina podige agarowe w ptytkach Petriego. Podczas inkubacji
trwajacej zazwyczaj 24-72 godziny tylkoywe, zdolne do podziatu bakterie wyrasna
podiazu w postaci koloni (klonéw komorki macierzystej chej w roztworze), ktére
mozna policz¢. Uwzgkdniajac liczle kolonii, stopié rozciexczenia i obgtos¢ inoculum,
maozna obliczy ilos¢ zywych bakterii (CFU- ang. colony forming units) widl zawiesiny.
Najistotniejsa wack metody stanowi dlugi czas inkubacji. Jedn prob czsciowego
ograniczenia tej wady i skrocenia czasu inkubagja bmetoda przygotowania zawiesiny
bakterii w ciektym agarze i naniesienie w postampk na srodek ptytki Petriego. Do
policzenia rosgcych w agarze mikrokolonii nateto wy¢ soczewek powgkszapcych /96/.
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Modyfikacja metody, polegaga na mieszaniu danego rozaeenia badanej probki
z ostudzonym podi@m agarowym i posiewie zawiesiny na ptytki Petriega nadal
zastosowanie do badania ogdlnej liczby drobnoustray zywnosci, wodzie /25/ i glebie
/72/. Podoba zasag badania ma inna metoda tzw. metoda ,najbardzmjvgopodobniej
liczby” (MPN), gdzie bakterie z kalego rozciaczenia inkubuje siw kilku probowkach z
selektywnym podigem ptynnym. Po inkubacji okil sk ilos¢ probowek z danego
rozcienczenia, w ktorych zginienie podtaa swiadczy o obecriwi i wzroscie bakterii.
Uwzgledniajgc stopi@é rozciewczenia i ilg¢ pozytywnych prob dla eiych rozciéczen
maozna okrélic MPN. Jest to metodazywana do okrdania ilosci bakterii kalowych w
proébkach wody /31/ oraz #oi drobnoustrojow w glebie /72/. Proby automatyzéego
typu oznaczeé zaowocowaly aparatami: Petrifoss firmy Foss elecdS, z Danii oraz
Biotest wytwarzanego przez Biotest Diagnostics elWj Brytanii.

Kluczowym elementem metody filtrow membranowycht astosowanie filtrow z
octanu celulozy o wielkai poréw 0,45um, przez ktére przepuszcza siod cénieniem
roztwory ptynne zawierage drobnoustroje. Wielké porow pozwala prze§ przez filtry
tylko roztworowi, natomiast bakterie zostaggatrzymane. Po przgszeniu filtry inkubuje
si¢ na podigach agarowych przez okteny czas, a nagbnie zlicza ilé¢ wyrostych
kolonii bakteryjnych /87/. Znag wyjsciowa objetos¢ filtrowanej zawiesiny i il&c
uzyskanych kolonii bakteryjnych naoa tatwo obliczy ilos¢ bakterii w 1ml. Metoda ta jest
o wiele czulsza od metody seryjnych roacean gdyz mazna oznacz§ niewielka ilosci
bakterii w duych obgtosciach. Metoda ta jest zalecana do badania i1 oceny
bakteriologicznej wody pitnej i ptyndw dializacyjoly /25/.

Istotnym elementem stosowanych metod analizy drotmojow w hodowli jest,
nie zawsze twiadamiane przez badaczy, ograniczenie w intergjieteynikow liczby
komorek w prébce /113/. Ograniczenie to wynika ktdaze nie wszystkie komorki w
warunkach testu twoszkolonie, a take nie wszystkie kolonie powstaly z pojedynczych
komorek w roztworze. Dlategozeelowe jest podawanie wynikow oznagzeko liczlke
CFU, a nie liczh komorek w roztworze. W konsekwencjizteeinterpretacji naleatoby

podda pojecie limitu detekcji w oznaczaniu liczby drobnougike w hodowli.

1.1.1.1.3. Turbidymetria i nefelometria

Turbidymetria jest jednz szeroko stosowanych metodzaicy do okrdlania ilcsci

bakterii i ich biomasy. Jest metpdpektrofotometrycznwykorzystuaca pomiar nagzenia

8
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Swiatta, ktore przeszto przezrodek ngtny (zawiesir bakterii). Zmiana nakeniaswiatta
wywotana jest zjawiskami rozpraszania i adsorp8@// Analizy turbidynometryczne
opieraj sie na prawie Beera i wymaggjporOwnania natenia swiatta padajcego na
roztwor i wychodacego z roztworu. Aby wyznacgéyliczbe drobnoustrojow w roztworze,
naleey skorzysta z uprzednio spoerzonej krzywej kalibracji zakmosci log 1,/1 od
stezenia drobnoustrojéw w roztworze. Zah@s¢ ta jest prostoliniowa w ggkim zakresie
stezen. Wad: metody stanowi wediwos¢é na warunki zewgtrzne, na zmiagiodczynnikéw,
nieprawidtowe odptukanie, co me wptymé na cénienie osmotyczne hodowli /31/.

Pomiary turbidynometryczne znalazty zastosowanievgpnaczania najmniejszego
stezenia hamujcego (MIC-minimum inhibitory concentration) i najiejszego szenia
bojczego (MBC-minimum bactericidal concentrationktére okrélaja wrazliwosé
drobnoustrojéw na chemioterapeutykradki dezynfekcyjne /21, 3/.

Na pomiarach turbidynometrycznych opartych jesk&ikomercyjnie dogpnych
automatycznych usrlzer oznaczania antybiotykowitwosci drobnoustrojow. NajeZciej
stosowane g aparaty VITEK i VITEK2 firmy bioMerieux /21, 50,2 61/, ktére przy
czutaici >7x10° CFU wymagaj czaséw inkubacji 4-18 godzin oraz MicroScan Walle§w
firmy Dade Diagnostics Corp. /21, 92/.

Nefelometria podobnie jak turbidynometria wykorzyst pomiar Swiatta
rozproszonego, ktére przeszio przez badamdblk: z ta réznica, ze sam pomiar netenia

Swiatta rozproszonego wykonywany jest padein 90° w stosunku do wiki padajcej.

1.1.1.2. Specjalne techniki

1.1.1.2.1. Kolorymetria.

Zasada metod kolorymetrycznych jest oparta narggmim pomiarze wzrostu
bakterii. Wykorzystuje si tu produkty przemiany materii, ktére powstay wyniku
wzrostu drobnoustrojow. Najegciej jest to substrat niechromogenny, ktory podywygim
dziatania specyficznego enzymu wytwarzanego przebrwustroje zostaje roziony do
chromogennego produktu. M@ by to rowniez zmiana pH hodowli, ktéra wpltywa na
zabarwienie indykatora obecnego w pamtoZnalazty one zastosowanie do identyfikacji

drobnoustrojéw w komercyjnie deginych aparatach.
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VITEK i VITEK2 firmy bioMérieux (najbardziej rozposzechnione) /21, 50, 92, 61,
64/, MicroScan WalkAway firmy Dade Diagnostics Cof@l, 92, 64/ to systemy do
identyfikacji bakterii w ktérych metody kolorymetrsane oparte na chromogenach i
zmianie pH podioa s podstaw réznicowanie drobnoustrojow.

System MicroLog firmy Biolog Inc. uniiwia okreslanie g:stasci hodowli bakterii
oraz ich wzrostu w oparciu o redukdjtekitu nitrotetrazoliowego do formazonu /64, 61/.
Natomiast systemy BactT/Alert firmy Organon Teclanikshizacy do detekcji
drobnoustrojéw we krwi /102, 114, 79/, i tej sarfieny MB/BacT stosowany do hodowli
pratkow grwlicy /114/, oraz ESP Microbial Detection System ¢Abled International)
wykorzystup pomiary kolorymetryczne zmian zabarwienia czutegiaznika obecnego w
badanej probce, na ktory $ednio dziata C@ wydzielany podczas wzrostu
drobnoustrojéw /102, 114/. W tym przypadku sensoriegzczony jest na dnie butli
hodowlanej i oddzielony od hodowli bakteryjnej p@ppuszczalp membran. Membrana
ta jest nieprzepuszczalna dla jonow i wody, skhadwwi pazywki i krwi, umozliwia jednak
swobodn dyfuzje dwutlenku wegla. CQ rozpuszczony w wodzie, ki®dmasycony jest
sensor, generuje jony kv reakcji:

CO;, + H,O « H,CO3 H" + HCO3

Jony wodoru powoduajobnizenie pH i zmiag koloru sensora z ciemno zielonego na jasno
zielony lub zotty. Detektorem sygnatu jest fotodioda, ktOra s&jge zmiar natzenia
Swiatta czerwonego emitowanego przez diamitupca swiatto czerwone i odbitego od

sensora. Sygnat z fotodiody jest proporcjonalngilzenia CQ w hodowli /102/.

1.1.1.2.2. Immunofluorescencja.

Metoda ta znalazta szerokie zastosowanie w medgadyaetekcji drobnoustrojovn
situ w ekologii. Zasada metody opiera sia specyficznym wzaniu s¢ przeciwciala z
antygenem obecnym na powierzchni komorki drobnojstiPrzeciwciata do tej metody
uzyskiwane s od wczeniej immunizowanych zwiest, a nasipnie sprzgane z
odpowiednim znacznikiem fluorescencyjnym np. izogjanianem fluoresceiny. Takim
kompleksem fluorochrom-przeciwcialo dorma poszukiwé antygeny wysipujace
specyficznie na drobnoustrojach, ktére w ten spastitaczone fluoryzajw preparatach

obserwowanych pod mikroskopem epifluorescencyjriyi. /

10
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Immnunofluorescencja zaczyna odgrywaoraz wegksza role w Klinicznej
diagnostyce  bakteriologicznej z  zastosowaniem #soencyjnego  cytometru
przeptywowego (FCM) /110, 91, 51, 13/. W cytometrpezeptywowym komorki
oznakowane odpowiednimi znacznikami fluorescenapinprzeptywaj w cieczy przez
strumier $wiatta. W zalenosci od dtugdgci fali absorbowanegdwiatta i emitowanego
swiatta fluorescencji mmna r@&nicowa: i identyfikowa komaorki. Komoérki mana dzielé
na subpopulacje w zaleosci od wystpujacych na ich powierzchni antygenow. ka te
réznicowa komérki martwe izywe. Za pomog cytometrii przeptywowej udato siv ciagu
30 minut scharakteryzowakomoérki w heterogennej populacji bakterii o miarii€0
komorek/ml. Przy zastosowaniu FCM udaje siykry¢ 10-100 komoérelE. coliwe krwi w
ciagu 2 godzin /cytowane za 110/. Zastosowanie cytamgtzeptywowego skraca czas
otrzymywania wynikow antybiotykowgdiwosci do 2-3 godzin dl&scherichia coli do 24
godzin dlaMycobacterium tuberculosisl10, 60/. Istotnym ograniczeniem metody jest
droga aparatura oraz ograniczonadlspecyficznych przeciwciat.

Metoda ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent y@ssgarta jest, tak jak i
metoda immunofluorescencji, na specyficznymyaaniu s¢ przeciwciat do antygendéw
obecnych na komorkach drobnoustrojow. W tej me®gurizeciwciata wyznakowane, s
enzymem, ktory ma zdoldé przeksztatcania, specyficznego dla niego, bezbagan
substratu w barwny produkt. #6 barwnego produktu odzwierciedla déoposzukiwanego
antygenu. Odmian ELISA jest IRMA- (ang. immunoradiometric assay)dzoe

przeciwciata g znakowane izotopem promieniotworczym.

1.1.1.2.3. Radiometria.

W tej metodzie mikroorganizmyashodowane na pgwkach, gdzie jednen z
substratdbw jest znakowany radioaktywnym izotopengjcamsciej jest to “C.
Mikroorganizmy zyjac i dziehc sk w pazywce zurywaja substrat a wydzielaj**CO,,
ktérego radioaktywni@ jest mierzona za pomgdicznika scyntylacyjnego i mme by
miara aktywnaci metabolicznej bakterii. Metoda ta zostala zastw@a przez firm
Becton Dickinson Microbiology Systems w automatyemnurzdzeniu staacym do
wykrywania drobnoustrojow we krwi o nazwie BACTEGOIB /79, 112/. Czuke
metody jest na poziomie 1Romérek/ml, ktére wykrywa siw czasie 1,5-2,5 godziny, a w
czasie 8-16 godzin nzoa wykry¢ pojedynca komorke /31/. Podobne wyniki uzyskano z
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zastosowaniem metody radiometrycznej przy oznaazdaikterii w probkach wody i

ZYWNOSCi.

1.1.1.2.4. Bioluminescencja.

Bioluminescencja wraz z chemiluminescengjaleza do waniejszych metod
detekcji bakteryjnych patogendéw. W przeseypomiary luminescencyjne urdoviaja w
sposob cigly monitorowanie procesow technologicznych. Metdagluminescencyjne
wykorzystup naturaln zdolnag¢ wielu organizmow do przeksztalcania energii chemég
w $swiatto. Wykorzystuj w tym celu specjalne systemy.nplux) Vibrio harveyii Vibrio
fischeri u bakterii czy te (luc) u owadow /54/. Systemy te zostaly zaadaptoware dI
potrzeb detekcji drobnoustrojow. Zaletsysteméw detekcji opartych na analizie
luminescenciji jest ich dia czuta¢ | szybkaé /81/.

Podstaw zastosowa bioluminescencji do analiz wzrostu drobnoustrojfest
zatazenie, ze w zywych komodrkach jest staty poziom ATP, ktéregezsehie szybko
zmniejsza s po smierci komaorki. Analiza iléci ATP prowadzona jest w oparciu 0 reakcj

utleniania przeprowadzamrzez lucyferagz /31, 109/ wedtug ponszego schematu:

Lucyferyna(red.)+O,+ATP - lucyferyna (utle.)+AMP+CO,+PPi+foton

Enzym ten w obecrici tlenu i ATP, oprdcz tworzenia utlenionej lucyfay, AMP, CQ i
pirofosforanu, powoduje emisjfotonéw. llg¢ fotondw jest proporcjonalna do é
czasteczek ATP. ll& fotonOw mana zarejestrowiaza pomog odpowiednich licznikow
/38/. Praktycznie wszystkie wiade firmy maj w swojej ofercie gotowe zestawy
odczynnikbw do oznaczaniagsénia ATP 4 metod,. Obecnie dogpne automatyczne
systemy do pomiaréw bioluminescencji to: Lumac Biamater firmy Lumac B.V. oraz
Unilite (Biotrace Ltd) /31/. Na podobnej zasadzmath opracowany przez figrPromega
Corporation aparat BacTiter-Glo™ Microbial Cell Yiaty przeznaczony do okékania
antybiotykowraliwosci bakterii /19/. Sakakibara i wsp. /85/ wykazate ilos¢ ATP
wytwarzana przez bakterie o mianie’ ITFU/ml (ok. 10 M ATP) wystarcza do detekgj
tych drobnoustrojow za pom@tuminometru. Wzbogacag test o system regeneracji ATP
maozna 10000 razy zwkszy¢ czutas¢ detekcji drobnoustrojow. W ten sposob zma byto

stwierdzt obecné¢ pojedynczej komorki bakterii /85/.
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Chemiluminescencja, wprawdzie mniej czuta hioluminescencja, ktéra wymaga
obecndci enzymow i ATP do generowania kwantéwiatta, jest jednak znacznie prostsza
w wykonaniu. Pozbawiona jest zteszeregu mankamentéw, ktére zmane byly z
konieczndcia usuwania pozakomérkowego ATP, inaktywsaenzymow hydrolizujcych
ATP czy te ekstrakcg wewmtrzkomorkowego ATP /14, 20/. Reakcja chemiluminesge
zachodzi woéwczas, gdy ggteczki zdolne do chemiluminescencji (np. lumirsalutleniane
w obecndci katalizatora i powstaje niestabilne, wzbudzomadism pdrednie, ktore
ostatecznie ulega dezaktywacji gfajkoncowy produkt reakcji z réwnoczesremisp
swiatta. Utleniaczem w tej reakcji jest nagéeziej nadtlenek wodoru, a katalizatorami jony
metali lub enzymy np. peroksydaza z chrzanu lublalkna fosfataza. W celu specyficznej
detekcji bakterii w probce (chemiluminescengjykorzystuje si najczsciej do detekcji
bakterii w produktachzywnosciowych) stosuje si kombinacg chemiluminescencji z
testem immunologicznym. Pierwszedowe przeciwciata vaiza patogeny i immobilizuj je
w ten sposob na statej powierzchni membrany, kikaagnetycznych czy zew dotku
ptytki titracyjnej. Przeciwciata drugogdowe, sprzgnicte z enzymem, rozpozmnaj
kompleks patogen-przeciwciato agace i reagy z antygenami na powierzchni
drobnoustroju. Enzym 2zwzany z przeciwcialem druga@owym katalizuje wiéciwa
reakcg chemiluminescencji tj. utleniania gsteczek substratu zdolnego do
chemiluminescencji dodanych do mieszaniny reakgyj@pisanej techniki iyto do
detekcji Escherichia coliO157:H7 w mielonym mesie wotowym z limitem detekcji £0
CFU/ml /20/. Zastosowanie etapu wzbogacania przeziqgodzinm inkubacg w temp.
37°C obniza limit detekcji do 1 CFU/g masa.

1.1.1.2.5. Metoda filtracji z epifluorescengj.

Jest jedn z najlepiej rozwijagcych s¢ metod w mikrobiologiisrodowiskowej /72,
90/. Metoda znajduje szerokie zastosowanie w wyknyw mikroorganizmow w mleku i
produktach mleczarskich /88/. Do badanej probki ajedse fluorochromu (oran
akrydynowy) lub ostatnio ezciej DAPI (4’-6’-diamidino-2-fenyloindol) /90, 3077/, a
nastpnie sczy pod cdinieniem przez filtry membranowe. Komorki zatrzymana
membranie pod wplywem UV fluoryzyj co umdliwia ich policzenie za pomac

mikroskopu epifluorescencyjnego.
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1.1.1.2.6. SPR-Powierzchniowy rezonans plazmonowy.

Pocawszy od pierwszej demonstracji detekcji przez Ng&na i Lidberga w 1983
roku za pomog tej techniki, SPR (ang. Surface plasmon resonasta) s¢ jedm z
najwazniejszych nowoczesnych metod analizy oddziatywaicdzymolekularnych w
biologii molekularnej i medycynie /29, 98/. SPR waia na mierzenie w czasie
rzeczywistym bardzo matych zmianestnia analitbw przy powierzchni sensora przez
monitorowanie zmian intensyw#m swiatta odbitego na granicy szkia z napyjomarstwg
metalu. Intensywni@ swiatta zaley z kolei od wspotczynnika zatamanidrodka, ktory
wplywa na propagae¢j powierzchniowej fali plazmonowej polegagj na oscylacjach
gestadéci tadunku na granicy metalu i dielektryka pod wpdm fali elektromagnetycznej
/29/. Obecnie wiksza¢ komercyjnie dospnych platform pomiarowych wykorzystuje w
module czynnym biosensora pryzmat i zjawisko calkeyo wewrtrznego odbicia oraz
modulacg badz to dlugdci fali badz tez modulacg kata padanigwiatta. Najlepsze z nich
osikigaja zdolndi¢ rozdzielca ponizej 5x10° RIU (ang. refractive index unit). Metoda ta
szybko znalazia liczne zastosowania w diagnostjiogcknej /39, 52/, analizie lekow /17/
monitorowaniusrodowiska izywnosci /32, 42, 111/. Wydaje siréwniez, ze SPR bhdzie
jedm z najwaniejszych metod analitycznych mikrobiologii w przigci. Pozwala ona
stwierdz& obecné¢ drobnoustrojéw Escherichia coliO157:H7,Salmonella sspListeria
monocytogenes, Legionella pneumophila, Staphylesoewreusi innych) w prébkach
klinicznych i pazywieniu z limitem detekcji na poziomie 4@0° CFU/mI /100, 99, 94, 42,
36/ chocia donosi st réwniez, ze limit ten mae byé nizszy i wynosi 16 CFU/mI /66, 65/.
Kia i wsp. pokazalize SPR (Biacore 2000) urdavia detekcg oligonukleotydow, ktore
powstaty w wyniku asymetrycznej amplifikacji PCR ngé&ycznego markerd&. coli
0157:H7 dla podjednostki A verotoksyny-2 /37/, aydtihi | wsp. dokonali detekcji genu
wirulencji invA Salmonella59/. Demonstrowano rowrieskuteczn detekcg przeciwciat

w surowicy zwierat, ktore przeszty infekejbakteryjry /35, 101/.
1.1.1.2.7. Detekcja masy zayciem biosensoréw wykorzystugce ultracienkie dzwignie.

Submikronowe #wignie (ang. microcantilever beams) zostaly po parwszy
uzyte jako sensory do analizy sit w mikroskopii sibmowych (AFM- ang. atomic force
microscopy). Od tego czasu statg gednym z najbardziej spektakularnych przyktadéw

postpu i mazliwosci systemow mikroelektromechaniki. Znajaszerokie zastosowania
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miedzy innymi do analiz oddziatywia micdzyczsteczkowych midzy ligandami i
receptorami, antygenami i przeciwciatami, hybryayzBNA, adhezji komorek, pomiaréw
pH i wilgotndici, wyznaczania masy komorek i wiruséw. Przyktadego typu oznacze
mog by¢ eksperymenty dotyczy to wyznaczania suchej masydkek Listeria innocua
126/. W eksperymentach tych wykazarie, niespecyficzne zwkanie ok. 180 komorek
bakterii powoduje przesugtie rezonansowej egtotliwosci o 1 kHz (dynamiczny typ
detekgcji), a sucha masa komorki oceniana jest n8okg. W podobnych eksperymentach,
w ktérych bakterie wizano specyficznie za p@dnictwem przeciwciat, przeswgoie
czestotliwosci rezonansowej byto rowne ok. 500 Hz, adlawiazanych komorek bakterii
wynosita 80. Wyznaczag przecgtna masg spor Bacillus subtilisw powietrzu uzyskano
wartas¢ 367 = 135 fg, podczas gdy wadéo przewidywana powinna ¢imiescic w
granicach 300-500 fg /26Krednia masa @stek wirusaVaccinia wyznaczona w taki

sposab jest rowna 9,5 fg. Wadéqprzewidywana mii sic w przedziale 5-8 fg /6/.

1.1.1.2.8. Licznik Coulter'a

Aparat wyprodukowany przez Culter Electronics lpozwala wyznaczy liczbe
bakterii w ptynnym podtau wzrostowym. Bakterie przechagzprzez otwér w aparacie
powoduj zmiare oporu medzy dwiema elektrodami o zdych potencjatach, co generuje
impuls padowy. Liczba zliczanych impulséw daje informacp liczbie bakterii w
zawiesinie. Warunkiem prawidtowego pomiaru jestkbnéerozpuszczalnych sktadnikow

pozywki oraz niezbyt dia gstas¢ hodowli.

1.1.1.2.9. Elektroniczna analiza cgsteczek.

Zasada opiera gina monitorowaniu zachowaniag gizastki w polu elektrycznym.
Pozwala ona w krétkim czasie na odtemie ilcsci i rozmiaréw czsteczek w badanej
probce. Wad metody jest brak thmicowania organizmowzywych i martwych.
Automatyczne urmzenie wykorzystuce £ metod do szybkiej analizy probek moczu
zostato wyprodukowane przez Orbec Ltd. pod neRAMUS 265.

MetodaERA (ang. electrorotation assay) wykorzystujeniée w szybkdci rotacji
w polu elektrycznym ziaren polistyrenowych optaseozrch specyficznymi przeciwciatami
oraz ziaren, do ktorych za §pednictwem przeciwcial przyptzone § drobnoustroje.

Rotacg wywotuja zmieniajce sk cyklicznie zmiany nagtia przytazonego do czterech
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elektrod zlokalizowanych w wierzchotkach kwadraMetoda pozwala na stwierdzenie

obecndci pojedynczych komorek na powierzchni ziaren pptenowych.

1.1.1.2.10. Metody akustyczne.

Metody oparte na wykorzystaniu fal akustycznychijiwloga szerol gane urzadzen,
ktorych konstrukcja i dziatanie zale od sposobu rozchodzeniag siali: TSM (ang.
transverse shear mode) np. kwarcowe mikrowagi (@ongrtz crystal microbalances), SAW

(ang. surface acoustic wave), STW (ang. surfaceswexs wave) i inne /67/.

Biosensor TSM

Ten typ biosensora me by uzyty do wykrywania bardzo matych mas. Pomiar
bazuje na wykorzystaniu zjawiska piezoelektrycznagokrysztale kwarcu, ktérego
czgstas¢ rezonansowa zatg od masy rezonatora. Rozmieszczenie dodatkowey mas
powierzchni krysztatu kwarcu powoduje zmgafzmniejszenie) GBtGsCi rezonansowe)
drgax krysztatlu. Biosensory tego typu znalazly szerokistosowanie do detekciji
drobnoustrojéw w monitorowaniusrodowiska, diagnostyce medycznej i farmaciji,
przemyle spaywczym, ochronie przed bioterroryzmem /44, 73, 43/. Specyficzn&
detekcji osiga st przez naniesienie na krysztat kwarcu odpowiedniegeptora, ktérym
moga by¢ przeciwciala skierowane przeciwko antygenom dreistoju. Lista
przyktadowych zastosouwia biosensorow TSM do detekcji drobnoustrojow i ich
komponentéw jest diuga, a czedooshga poziom nawet 10 komorek na ml /67/. Boor
pod uwag fakt, ze systemy wykorzystage biosensory TSMasstosunkowo tanie i bardzo
czute, metody wykorzystage fale akustyczne statyegednymi z najwaniejszych metod
detekcji drobnoustrojow, ktére urdoviaja kontrok drobnoustrojéw w czasie
rzeczywistym. Na rynku jest obecnie szereg gotowgphratéw do akustycznej detekcji
drobnoustrojéw: RQCM (Maxtec, Inc.; E4 QCM-D (Q-Seji CQCM (QCM Research);
PZ-105 (Universal System, Inc.); QCM-2500 (KSV tagtents, Ltd) i inne.

1.1.1.2.11. Mikroskopia elektronowa.
Mikroskop elektronowy, mag wigksza zdolnGg¢ rozdzielca niz mikroskop
swietlny, pozwala na doktadniejsze poznanie morfolagmoérek drobnoustrojow, ale ze

wzgledu na ceg, czas przygotowania prébek orazdwmiegtnosci operatora praktycznie
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nie nadaje si do oceny masy bakteryjnej.zicie mikroskopu elektronowego do oceny

liczby drobnoustrojéw jest jednak potrzebne przitkacji innych metod badawczych /26/.

1.1.1.2.12. Detekcja komponentow komorkowych

Metody oparte na analizie komponentéw komorkowydkroorganizmow: lipidow,
wielocukréw, biatek i kwasow nukleinowych mapgromne znaczenie w ustalaniu cech
fenotypowych i genetycznych drobnoustrojowi, swicc niezledne do identyfikacji
drobnoustrojéw. Znacznie mniej przydatnea gednak do okrdania biomasy
drobnoustrojéw, poniewa procedura izolacji i oczyszczania jestestn diugotrwata,
kosztowna i wymaga dego zaawansowania laboratoryjnego. W szczegdllnych
przypadkach metody te pozwalg@dnak ustadi liczbe komorek (np. PCR).

Analiza kwasow ttuszczowych.

Metoda ta opiera sina izolacji i analizie kwasow tluszczowych obedmnyw
btonach mikroorganizméw co pozwala zidentyfik@wdrobnoustroje. Analiza tego typu
zostata wykorzystana przez fiecnMidi Inc. w automatycznym systemie MIDI- Sherlock
Microbial Identyfication System /50, 92, 61/. Obecw komorkach kwasy ttuszczowe
zostaj przeksztatcone w estry metylowe tych kwaséw, ktdestpnie s¢ rozdziela i
identyfikuje za pomag chromatografii gazowej. Poréwmgj wyniki rozdziatdbw z
odpowiednimi bazami danych przeprowadza glentyfikacg bakterii, grzybow oraz
pratkbw. Podstawowym mankamentem systemu jest konidézizolacji kwasow z

czystych hodowli.

Metody wykrywaj ace kwasy nukleinowe.

Detekcja kwasow nukleinowych, ktéra w ostatnichadét jest coraz szerzej
stosowana i powoli wkracza #edo laboratoriéw klinicznych oparta jest na reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR) /53, 43, 9, 24, 4/ oraybridyzacji sond
oligonukleotydowych komplementarnych do akomych sekwencji /90, 2/.

W reakcji polimeryzacji wykorzystuje ¢i polimeraz DNA pochodzaca z
termofilnych  drobnoustrojow, ktéra wykorzystoj odpowiednie substraty i w

odpowiednich warunkach jonowych przeprowadza syib#¢A. Limit detekcji, oceniany
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przez ilg¢ wyjsciowych kopii matrycowego DNA, wynosi mniej mil0 komorek
drobnoustroju. Sekwencjonowanie produktow PCR /38t najlepszym sposobem
identyfikacji drobnoustrojow. Firma Perkin-Elmer plged Biosystems Division
wprowadzita na rynek aparat Micro Seq500, ktoryonlo& oraz rG@nicowanie bakterii
opiera na amplifikacji i sekwencjonowaniu fragmenRNA odpowiedzialnego za
kodowanie 16S rRNA, a w szczeg&ooppierwszych 527 zasad /108, 27/slddo rekcji
amplifikacji uzyje sk rownoczeénie zestawu rinych starteréw (multiplex PCR) mlova
jest rownoczesna identyfikacja w badanej prébeaycéh drobnoustrojéw.

Coraz czsciej wykorzystuje si metod Real-Time PCR czyli reakePCR w czasie
rzeczywistym. Jest to metoda, w ktorej monitoruje mzyrost ilg¢ produktu w czasie
rzeczywistym poprzez ocenlosci powstagcych amplikonéw. Pomiaru i$gi produktow
dokonuje st fluorymetrycznie rejestrag natzenieswiatta fluorescencji emitowanej przez
znakowany fluorescencyjnie produkt amplifikacji /28. Znakowany produkt amplifikacji
mozna uzyska stosujc barwnik (np. SYBR Green lub SYBR gold) niespecafie
interkalupcy w DNA /23/. Limit detekcji w tym przypadku jestr poziomie 1-5 CFU/m.
Fluorescencyjne technologie obejmupwniez uzycie bardziej specyficznych sond, ktore
pozwalaj sledzic przebieg amplifikacji specyficznych sekwencji wasie rzeczywistym
(RTPCR). Do sond tego typu naie sondy TagMan (5’egzonukleaza), sondy
wykorzystupce zjawisko rezonansowego przeniesienia energiE{fRMolecular Beacons
i sondy Scorpion /53, 22, 4, 12, 104/.ZRi3 sic one mechanizmem generowania sygnatu,

ale w kadym przypadku sygnat ten jest proporcjonalny décilproduktu PCR.

1.1.2. Metody bioelektrochemiczne

Metody bioelektrochemiczne stanawigrupz metod, z ktérymi wjzano duae
nadzieje /31/. Najnowsze monografieswogcone biosensorom i nowym technologiom
swiadczy jednak, ze nadzieje te pozostaly niespetnione i obecnieyklage metody
bioelektrochemiczne pelnimarginalm role w procesach detekcji drobnoustrojddly.
Brak jest znacxtych prac ilustrujcych praktyczne zastosowania tych metod, a niediczn
doniesienia péwiecone detekcji drobnoustrojoswiadcz o tym,ze ustpuja one znacznie
czutcscia detekcji innym metodom. Dotyczy to takich meto@ék#lochemicznych jak:
potencjometria, komorki paliwowe, voltamperometr@ykliczna i zmiennopdowa

prostokitna. Stosowaneasiadal i rozwijane w zmodyfikowanej formie pomiary
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impedancji i przewodrizi /58/ oraz w mniejszym stopniu pomiary amperogezne (np.
ITO/Pani biosensor) /1/.

1.1.2.1. EIS (elektrochemiczna spektroskopia impedayjna).

Przeptyw padu zmiennego przez probki biologiczne napotyka par @aleny od
wartasci oporu omowego i pojemloowego mierzonych prébek (induktancja w
strukturach biologicznych nie wygtuje). Wczéniejsze prace wskazywatye impedancja
hodowli znaczco zwiksza st gdy miano bakterii w hodowli agja wartéé ok. 16-10°
CFU/ml /31/. Obecnie do detekcji drobnoustrojow wsgystuje st immunobiosensory,
ktore dziatag w oparciu 0 pomiary impedancji. W tym celu powiraia elektrod jest
modyfikowana przez naniesienie biologicznego remept ktory wizac drobnoustroje
wplywa na mierzog wartags¢ impedancji. Zmiany impedancji nagwiazek ze zmiam
kapacytancji interfazy, oporu omowego, na ktory atgkaja ptynace elektrony oraz
przewodnéci rodowiska /58/. Dogpne na rynku komercyjne udzenia to Bactomet®r
(Biomerieux), BacTrat (Sy-Lab), Malthus System (Malthus Instruments)ABRT ® (Don
Whitley Scientific) wykorzysty tradycyjne pomiary impedancji. Nowsze i szybsze
techniki specyficznego rozpoznawania biomakromdlekudrobnoustrojow wymagaj

stosowania impedancyjnych immunobiosensorow /58/

1.2. Technika respirometrii oparta na gaszeniu flusescencji sensora

tlenowrazliwego.

Metody omowione powsej map szereg wad:asskomplikowane, zastosowanie ich
pochtania duo czasu, wymagajztozonej i czasochtonnej obrobki prébki przed badaniem,
niektére z nich wykorzystajdrogy aparatug i odczynniki. Dlatego te wykorzystanie
wigkszasci z tych metod do rutynowych badg@raktycznie nie jest nitiwe. Niektére z
metod np. metoda kalorymetryczna czy neetoda komorki paliwowej catkowicie wyszty z
uzycia i dap jedynie teoretycznmozliwos¢ zastosowsd praktycznych.

Istniejace ukiady automatyczne pozwalagtwierdzé obecnéc¢ drobnoustroju w
badanej prébce, lub sta do ich identyfikacji. Nie $ one przydatne do analizy w czasie
rzeczywistym zachowaniaeshodowli pod wptywem dziatania zdych czynnikéw fizyko-
chemicznych, ktére wptywaj na szybké¢ metabolizmu drobnoustrojow. W wielu
przypadkach wykonanie analiz wymaga nieodwracalesjrukcji probki. Ostatnio
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zaproponowano noyvmetod analizy wzrostu drobnoustrojow w hodowlach za pamo
tzw. respirometrii optycznej /107/. W metodzie wejkorzystuje s¢ analiz fluorescenciji
biosensora tlenowgliwego, ktorego fluorescencja zaleod ilosci tlenu w prébie badanej.
Tlen casteczkowy wygasza fluoresceaicMikroorganizmy rosac w hodowli zuywaja
tlen wpltywapc tym samym na intensywgd fluorescencji probki. Analizag zmiar
natzenia fluorescencji w hodowlach mma wkc $ledzi aktywndé metabolicza

drobnoustrojéw.

1.2.1. Fizyczne postawy fluorescencyjnej respiromatoptycznej.

Luminescencja jest zjawiskierfwiecenia materii statej, cieklej lub gazowej w
wyniku nietermicznego pobudzenia molekut. W zat®ci od rodzaju energii
wzbudzajcej swiecenie molekut luminescercmozna podziek na elektroluminesceng;j
chemoluminescengj mechanoluminescenrcji fotoluminesceng. Fotoluminescencja to
swiecenie pod wptywem absorpcji kwantOswiatta przez wzbudzane molekuty. W
zaleenosci od kinetyki procesu emisjswiatta i rodzaju przég elektronowych w
czasteczkach meemy wyr&ni¢ dwa typy luminescenciji: fluorescencje i fosforasge

Analiza widm absorpcji i fluorescencji gteczek pozwala stwierdzi ze w
wiekszasci przypadkéw widma fluorescencji rzesunite w kierunku fal diaszych w
stosunku do widm absorpciji, jest to tzw. przestiei stokesowskie. @sto te: zdarza s,
ze widma absorpcji i emisji stanowiustrzane odbicia. llustraciych zaleénosci mog by¢

widma absorpcji i fluorescencji fenyloalaniny prgelvione na rys. la.

20



1.WSTEP

x10° —1,0
g o2 Fenyloalanina
— o
g'.' NHo 5
x5 | T
EL {O—cHe—aH £5
L e 0'5
E “ 01 COOH -§ g
= 3a
3
] 1
350 400 °
Diugos¢ tali 4 [nm)]
a
4
3
2
1
S1 0 S‘l
s —%
2
1 A
S0 S0 v
b Absorpcija Emisja

Rys. 1. Schemat przedstawia przestaie stokesowskie widma fluorescencji wadgm widma
absorpcji i symetei zwierciadlam obu widm (a) oraz odpowiadae im przejcia elektronowe (b)
wg /34/.

Opisane wtasnii widm absorpciji i fluorescencji nioa przewidzié w oparciu o
analiz pozioméw energetycznych fluoryagych molekut i przeg elektronowych w tych
czasteczkach (rys.1b).

Absorpcja kwantéwswiatta w czasie 16° s prowadzi do obsadzenia dowolnych
poziomoOw oscylacyjnych singletowych standéw S itd. Wzbudzone molekutyada do
przyjecia najbardziej stabilnego energetycznie stanu mimum energii potencjalnej i
dlatego, w bardzo krétkim czasie (¥0s), oddaj bezpromiericie nadmiar energii
obsadzajc elektronem najiszy poziom oscylacyjny stany.Sen proces bezpromienistej
dezaktywacji, zachodey w obebie stanéw o danej multipletowa znacznie szybciej fi

przegcia promieniste, nosi nazwvewretrznej konwersji energii (ang. internal conversion)
(rys. 2).
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Rys. 2.Uproszczona wersja schematu Jabkiego. §, S i S;to singletowe poziomy podstawowe i
wzbudzone, T — najaézy wzbudzony poziom tripletowy, przerywana pionolvda oznacza
przegcie bezpromieniste, &v,, hve, hip, energie kwantow absorpcji i emisji fluorescencji i
fosforescencji wg /34/

Emisja kwantéw fluorescencji ma miejsce przy piziej elektronu z najiszego
poziomu oscylacyjnego singletowego stanud® stanu podstawowego,. SCzaszycia
fluorescencji to na ogét 1010%, zatem szybki proces wewirenej konwersji energii
powoduje,ze emisja fluorescencji odbywassi termodynamicznie zréwnowanego stanu
wzbudzonego. Alternatywandrogy dezaktywacji stanu wzbudzonego zaoby zamiast
przeskoku elektronu z;Sdo S przeskok elektronu z ktoregae wzbudzonych stanéw
singletowych na jeden z poziomdéw tripletowych, T, itd. Proces taki - prz&jie
migdzysystemowe (ang. intersystem crossing) zachodzi mniejszym
prawdopodobigstwem, poniewa jest to przejcie miedzy stanami 0 rnej
multipletowaci. Jedynie w przypadkach, gdyzraca energii mgdzy stanami singletowymi
I tripletowymi jest niewielka, przégie intersystemowe nie konkurowdé z procesem
fluorescencji. Czasyycia molekut w tripletowym stanie Thnacznie dissze | wynosz
od ok. 10 s do 1 s. Ma to zwkek z faktemze przejcie z T, do S jest formalnie
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wzbronione i zachodzi z mniejszym prawdopodabierem. Dezaktywacji stanu T1 d@ S
na drodze promienistej towarzyszy emisfaviatta fosforescencji. Bardzo istatn
konsekwengj dtugich czaséw przebywania molekut w tripletowytarse T, jest to, #
rosnie prawdopodobiestwo, ze czsteczki takie oddadzenergé w sposob bezpromienisty,
a nie w postackwiatta fosforescencji - nagii wygaszenie fosforescencji. Depoputaci
wzbudzonego stanu tripletowego; Thazna przeprowadzi rowniez na drodze tzw.
fluorescencji opénionej. Odbywa sie to maze w wyniku termicznego wzbudzenia
molekut w stanie tripletowym i przgjiem T, — S z emisj kwantéw fluorescencji
(fluorescencja optniona typu E) bdz tez w wyniku anihilacji stanow tripletowych

wywotanych zderzeniem dwdch molekut w stanie ttipheym (fluorescencja opgdiona

typu P).
1.2.2. Wygaszanie stanéw wzbudzonych.

Dezaktywacja standw wzbudzonych ieozachodzi na r@ne sposoby: przez
emisg promieniowania (fluorescencja, fosforescencja)drmaize reakcji fotochemicznych,
przez przeniesienie energii do innepsieczki oraz w sposob bezpromienisty.ziR® te
czynniki mog powodow& zmniejszenie natenia fluorescencji badanych substancji.
Proces taki okrda sk jako gaszenie fluorescencji aasteczki biogce udziat w tym
procesie & wygaszaczami. Procesy gaszeniapsocesami dwuesteczkowymi, ktére
wymagaj bliskiego kontaktu cisteczek wygaszanych i gsteczek wygaszagych.
Rozr&nia st dwa rodzaje wygaszania: statyczne, ktére jest adtt@rystyczne dla
polimeréw i szkliw oraz dynamiczne zachade w ptynach i gazach. Rdia sic one
kinetyka zaniku luminescencji. Podczas gaszenia dynamicgneglenego od szenia
dyfundupcych molekut, czagycia luminescencji skracagsivraz ze wzrostem @&tenia
wygaszacza. Prowadzi to w efekcie do zmniejszerydaymaci kwantowej i natzenia
emisji $wiatta luminescencji. Zalos¢ natzenia luminescencji i czaségycia od s¢zenia

wygaszacza opisuje rownanie Sterna-Volmera:

II—0:E:1+ K[Q] wz6r 1
r
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Gdzie:

l,i | orazt,i T sa odpowiednio natzeniem luminescencji i czasemycia bez wygaszacza i w
obecndci wygaszacz& to stata Sterna-Volmera,@ skzenie wygaszacza.

Odstpstwa od liniowej zatenosci 1/l = f [Q] | To/T =f [Q] swiadcz o bardziej
ztozonym mechanizmie wygaszaniazniypowe dynamiczne wygaszanie, dla ktérego
zaleznosci te bytby liniowe.

Jednym z najwmiejszych wygaszaczy jest tlenasteczkowy, ktory zderzag sk
ze wzbudzog molekuh fluoroforu wygasza fluorescergj powoduje powrét fluoroforu do
stanu podstawowego bez emisji kwantow fluorescerRjs. 3 przedstawia liniaw
zaleznos¢ | o/l od cinienia tlenu cgsteczkowego, ktéréwiadczy o czysto zderzeniowym

charakterze procesu wygaszania.

Iof!

0 20 40 60 80 100
cisnienie czastkowe O, [kPa]

Rys. 3. Liniowa zalenos¢ Sterna-Volmera lo/l od fmienia parcjalnego tlenu dla sensora
zawierajcego dekacyklen /97/.

Proces wygaszania jest szczegolnie efektywny w padhu molekut
charakteryzujcych seé dlugimi czasamizycia stanéw wzbudzonych. Tym ztenalery
ttumaczy trudnaci z rejestragj fosforescencji w temperaturach pokojowych. Powsaiec
obecny tlen praktycznie catkowicie wygasza fosfoeesg w tych warunkach. Rejestracja
I analiza fosforescencji stajeesmazliwa w niskich temperaturach. Na przykiad, aby
wzmacniagce ekrany fosforyzgyge stosowane do autoradiografii byty skutecznegtyado
autoradiografii eksponowanaley w temp. -86C. Istotnie, skuteczré tlenu jako
wygaszacza ma zwiek z dua wartcscia wspotczynnika dyfuzji tlenu w wodzie, ktéra w
temp. 25C jest réwna 2,5xI0cm?/s. W czasie 18 s, poréwnywalnym z czasamycia

wzbudzonych molekut na poziomie, 8zasteczka tlenu przelzie drog ok. 7 nm /86/.
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1.2.3. Biosensory tlenowrdiwe

Biosensory mikrobiologiczneasurzadzeniami wykorzystacymi mikroorganizm
sprzzony z odpowiednim przekaikiem, ktory umaliwia bardzo czut detekcg badanych
analitow. Elementem wgiwym na stzenie analitu jest w tym przypadku mikroorganizm
lub komorka organizmu czy tkanka, lecz réwinmakromolekuty - kwasy nukleinowe,
enzymy czy przeciwciata. Przelkak zamienia sygnat z takiego biologicznego czugnila
sygnat padowy, zmiarg potencjatu czy sygnakwietlny, ktéry mae by nastpnie
wzmacniany i rejestrowany za pomdamnwencjonalnych miernikéw /40, 48/. Biosensory
wykorzystupce mikroorganizmy znalazty szerokie zastosowaniadimych dziedzinach,
migdzy innymi w monitorowanirodowiska, medycynie i produkcjiywnosci /48, 57/.
Biosensory tlenowrdiwe /15, 11/, podobnie jak biosensory oparte neekigi produktu
oddychania - C®/103, 102/, dostarczajnformacji o przebiegu metabolizmu i wZoe
hodowli bakterii i grzybow. Umdiwiaja tym samym uzyskanie informacji o czynnikach,
ktore zaburzac metabolizm mikroorganizmu wptywana szybké¢ respiracji - zaywanie
tlenu i produkag dwutlenku wegla.

Fizyczm podstaw funkcjonowania biosensoréw tlenowtiavych stanowi zjawisko
gaszenia fosforescencji przez tlemsteczkowy. Unikala cechy tlenu jest to,ze stan
podstawowy tlenu jest stanem tripletowym z dwomasparowanymi elektronami na
orbitalach 1 /34/, co czyni go najbardziej rozpowszechnionymygaszaczem
paramagnetycznym. W tym stanie tlen wykazuje qxirgaktywnd¢ i dopiero wzbudzenie
do stanu singletowegtO,*, ktére ma miejsce w czasie gaszenia fluoroforawijeksza
reaktywnd¢ tlenu. Wzbudzony tlen singletowy wygpuje w dwoéch stanachi1S S
rézniacych sé czasamizycia odpowiednio 2x10i <10 s. Ze wzgidu na bardzo krotki
czaszycia S reaktywn, forma pozostaje singletowy tlery $4/.

Obecnie do najbardziej cennych biosensorow tlemezn&ompleksy metali Ru (Il)
oraz Pt(ll) i Pd(ll) z fenantrolii porfirynami (rys. 4) /18, 33, 68, 69, 70/.
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Rys. 4.Reprezentatywne ggteczki stosowane jako biosensory tlenu wg /18/.

Najwazniejsz zalet, tych komplekséw $ diugie czasyzycia, ktére w przypadku
kompleksow platyny i palladu z porfirynami egaja setki mikrosekund, a w przypadku
kompleksow rutenu fenantrolirsetki nanosekund i mikrosekundy. Wzbudzane qring
w zakresie widzialnym, majduze wydajndci kwantowe i wykazu duze przesunicia
stokesowskie. Znageo upraszcza to wykonanie eksperymentu. Metale mpkeksach
(efekt cezkiego atomu) zwikszapc sprzzenie spin-orbita utatwiaj przegcia
miedzysystemowe i obsadzanie pozioméw tripletowych. okliwia to rejestragj
fosforescencji biosensoréw w temperaturach pokoghwye wzrostem czastycia stanéw

wzbudzonych (stany tripletowe) =zisza st réwniez wplyw wygaszacza.
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2. Cel pracy.

Analizy wzrostu mikroorganizméw w hodowlach pozgst nadal jedn z
podstawowych metod ba@la w laboratoriach badawczych, biotechnologicznych,
klinicznych i przemystowych, gdzie wytwarzang reowe generacjéodkow leczniczych,
biatka o nowych wigciwosciach, zmodyfikowane metodami zynierii genetycznej,
szczepionki rekombinacyjne, optymalizujec gprocesy fermentacji, bada skutec&ho
dziatania chemioterapeutykow, konserwacji padtérodkow farmaceutycznych.

Badania prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Mikrtdgo Farmaceutycznej AMG
nad aktywnécia nowych zwizkdéw chemicznych, syntetyzowanych w jednostkach
badawczych wspétpracigych z nami, oparteasna standartowych metodach oznacze
wrazliwosci drobnoustrojow na chemioterapeutyki. W tradyggim metodach, badania
napotykag na trudnéci zwilaszcza, gdy liczba prob jest @y oraz gdy wisciwosci
fizykochemiczne magw sposob istotny wptywéana wyniki bada. Jedn z istotnych wad
tych metod jest réwnieto, ze ilos¢ uzyskiwanych informacji jest ograniczona. Odnasi s
to przede wszystkim do wptywu na drobnoustroggest nizszych od minimalnych sten
hamupjcych wzrost drobnoustrojow. Trudéw te mo@ by¢ przezwyctzone w wyniku
zastosowania nowej zautomatyzowanej metody flueresgnej respirometrii optyczne.

Celem pracy jest wykazanie przydaicio respirometrii opartej na gaszeniu
fluorescencji sensora tlenowitavego do bada nad optymalizagj warunkow hodowli
drobnoustrojéw, w badaniach dziatania chemiotergp@®w i srodkéw toksycznych na
bakterie i komorki eukariotyczne.

W tym celu naley:

1. Zaprojektowd i skonstruowé uktad pomiarowy, wykorzystagy system zliczania
pojedynczych fotondw emitowanych przez fluoryzmg molekuty sensora tlenowtavego.
2. Zsyntetyzowa biosensor, ktorego dziatanie jest oparte na wysianiu zjawiska
gaszenia fluorescenciji przez tlemsteczkowy.

3. Przeprowadzi charakterystyk funkcjonowania ukladu pomiarowego i ocerjego
przydatné¢ do analiz wzrostu drobnoustrojow i wptywuznych zwhazkéw chemicznych

na mikroorganizmy.
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3. Materiaty i metody.

3.1. Materiaty

3.1.1. Biosensor tlenowraiwy:
» Sensor tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichloreutenu (1) (Ru(DPRCI,),
otrzymany wg zmodyfikowanej procedury Watts'a i €bhg'ego (metody punkt
3.2.1).

3.1.2. Szczepy mikroorganizmoéw

Do bada uzyto:
- Escherichia coli ATCC 8739. Szczep jest wiavy na ampicylire i
trimetoprim/sulfametaksazol. Szczep pochodzi z kgjieszczepow Instytutu Immunologii
| Terapii Déwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu
- Escherichia coli6002. Otrzymano dzki uprzejmdaci Zaktadu Mikrobiologii Klinicznej
Szpitala Specjalistycznegéw. Wojciecha-Adalberta w Gdaku. Szczep charakteryzuje

si¢ wysoky oporndgcia na ampicylir jak i na skojarzenie trimetoprim/sulfametaksazol .

- Candida albicans ATCC 10231. Szczep pochodzi z kolekcji szczepoOstyhutu

Immunologii | Terapii Déwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu

- Saccharomyces cerevisia&zczep z kolekcji Katedry i Zaktadu Mikrobiologii

Farmaceutycznej AMG.
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3.1.3. Stosowane prywki:
3.1.3.1. Podiae ptynne Muellera Hintona Il Broth Becton, Dickinson and Company
Sparks. MD 21252 USA

Ekstrakt wotowy 3,09
Kwasny hydrolizat kazeiny 17,59
Skrobia 1,59
Woda destylowana do 1000ml
pH 7,6

Warunki sterylizacji w autoklawie: 12€, 20 minut.

3.1.3.2. Podlae ptynne Sabouraudasporadzane w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii

Farmaceutycznej AMG wg przepisu:

Pepton firmy Difco Laboratories, Detroid, 10
Michigan USA J
Glukoza, bezwodna cz.d.a. (Polfa Krakdw) 20g
Woda destylowana do 1000 ml
pH 5,7

Warunki sterylizacji w autoklawie: 12€, 20 minut.

3.1.4. Odczynniki.
e Fluoresceina, masa molowa 332,3 g/mol (Simga-Afdric
e Etanol 96% (Polmos)
* Olej mineralny (Sigma-Aldrich)
» Silica gel, Davisil™, grade 633, 200-425 mesh, 698%, (Sigma-Aldrich)
» 4,7-difenyl-1,10-fenanthrolina, £HieN2, masa casteczkowa 332,41, (Sigma-
Aldrich)
* DMSO-(CH;),SO -Dimetylosulfotlenek 100% (Reachim)
* Ampicylina, 0,5g (Polfa-Tarchomin S.A.)
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Ko-timoksazol (trimetoprim/sulfametaksazol) o¢z&niu 16/80 mg/ml (Polfa-
Tarchomin S.A.)

Chlorek rutenu (lll) (Sigma-Aldrich)

Chlorek cynku (ZnG)) cz.d.a. (POCH Gliwice)

Siarczan niklu (NiSgx7H,0) cz.d.a. (POCH Gliwie)

Siarczan miedzi (CuS@5H,0) cz.d.a. (POCH Gliwice)

Nowozsyntetyzowane zwazki chemiczne

- polimer polisilokasnowego z grapN-N’-dialkiloimidazolwa IV-rzedowanego
bromkiem oktylu - 2zwijzek zostaly zsyntetyzowane w Centrum Bada
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi;

- 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian 3,5,6, Av@hydrospiro[imidazo[2,1-C]
[1,2,4]triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowy - zwizek zostat zsyntetyzowany w
Katedrze i Zakladzie Technologii Srodkéw Leczniczych  Wydziatu
Farmaceutycznego Farmaceutycznego AMG.

Phytki titracyjne ,F” dno ptaskie, pojem&é 370ul (Medlab-Products sp. z.0.0.)
Mikroptytki czarne okggtodenne, pojemr$d 400ul (Greiner Bio-one)

Koncowki do pipet o pojemrigi 200 ul typu Eppendorf (Medlab Product sp. 2.0.0
Pipeta automatyczna wielokanatowa o pojesen@0-100ul (Eppendorf)

Pipety automatyczne o pojenfeco20-200ul (HTL)

Naczynia reakcyjne o pojemiw 1,5 ml typu Eppendorf (P.P.H.U. Limarko)

3.2. Metody.

3.2.1. Metoda otrzymywania sensora tlenowego tris 4,7-difgylo-1,10-

fenantrolino dichlorku rutenu (I1)(Ru(DPP) 3Cl5,).

Syntez wykonano w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznéfydziatu

Farmaceutycznego AMG. Reakgrowadzono w atmosferze argonu wg zmodyfikowanej

metody Watts’a i Crosb’ego /105/. Mieszanid,5 mmola (104 mg) chlorku rutenu (I11),

0,25 ml wody i 3 ml glikolu etylenowego ogrzano @i80°C — do rozpuszczenia soli.

Nastpnie dodano 1,5 mmola (500 mg) difenylofenantrolimgrzewano we wrzeniu pod

chtodnia zwrotm w reaktorze mikrofalowymPlazmatronika przez 5 minut.

ochtodzeniu do temperatury pokojowej intensywnierammn mieszaniQ zadano 30 mi
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chloroformu i odmyto nasyconym roztworem NaCl (40).mWarstwe organiczm
oddzielono, zagszczono do sucha i pozost&@rzekrystalizowano z mieszaniny etanol-
woda (2:1). Otrzymano 475 mg (wydado75 %) produktu w postaci krysztatdbw o
intensywnie pomargzowym zabarwieniu.

Analiza elementarna - obliczono dlaB4sCl,NsRu x 5 HO: C, 68,67; H, 4,64; N, 6,67.
Otrzymano: C, 65,90; H, 4,25; N, 6,10.

3.2.2. Pomiary spektrofotometryczne.

Pomiary spektrofotometryczne sensora tlenowetyis 4,7-difenylo-1,10-
fenantrolino dichlorku rutenu (II) (Ru(DP#)I;) i fluoresceiny przeprowadzono za
pomoa& spektrofotometrow ND-1000 firmy NanoDrop Techrgys USA oraz Jasco SSE-
343 V530 UV-Vis Spectrophotometer

3.2.3. Pomiary fluorometryczne

Pomiary fluorometryczne etanolowych roztworow fleseeiny i sensora tlenowego
tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorku ruten(ll) (Ru(DPP}Cl, wykonano za
pomoa spektrofluorymetru LS 50B firmy PerkinElmer.

3.2.4. Optaszczanie studzienek 96-dotkowej ptytkiittacyjnej biosensorem
Ru(DPP)CL..

Zsyntetyzowany Ru(DPEQI,; zogdnie z procedaropisan przez Wodnick i wsp.,
adsorbowano nazelu krzemionkowym Davisil™ przez odparowanie (0,9g m
Ru(DPP)Cl,/g zelu krzemionkowego) /107/. Aby uniké bezpdredniego kontaktu
drobnoustrojéw z sensorem zaadsorbowanynvela krzemionkowym zatapiano go w
gumie silikonowej Lactit® Nuva Sif’ 5091 w stosunku 2 % w/w i bezizednio naktadano
do dotkéw ptytki titracyjnej firmy Med Lab lub Gneér Bio-one. Po naniesieniu sensora
ptytki kondycjonowano 2-3 dni w 37°C w warunkachnkolowanej wilgotnéci. Po tym
czasie ptytki aywano do bada Silikon uniemaliwia bezparedni kontakt drobnoustrojow

Z sensorem, ale jednoéeée pozwala przenikamolekutom tlenu.
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3.2.5. Oznaczanie aktywnsti przeciwdrobnoustrojowej zwigzkdédw chemicznych

3.2.5.1. Metoda seryjnych rozcigczen.

3.2.5.1.1. Okrdélanie gestosci hodowli Escherichia colj Candida albicans i

Saccharomyces cerevisiae

W celu okrélenia ilosci komorek w hodowli szczepow bakterii i grzybow
sporadzano rozcigczenia hodowli w pogpie geometrycznym, a naphie odpowiednie
rozcieaczenia wysiewano w o#fposci 0,1ml na podige state i wcierano glaszcgkw
podiaze. Po 12 godzinnej inkubacji ptytek w cieplarceamperaturze 37°C (bakterie) i 48
godzin (grzyby) liczono kolonie bakterii i grzybowokreslano ilos¢ komorek w 1 ml

wyjsciowej zawiesiny - CFU/ml (CFU-ang. Colony Formidgits).

3.2.5.1.2. Oznaczanie aktywrsgi antybakteryjnej DMSO.

W dotkach ptytki titracyjnej umieszczano 100 pttworéw DMSO o sizeniach: 4,
10, 16, 20, 26, 30, 36 i 40 %. Do dotkéw dodawad0 il hodowli bakteryjnej o mianie ok.
10° CFU/ml. W tym celu 18 godzimnhodowt bakteryjr, rozcigiczano 1000-krotnie za
pomoa bulionu Muellera-Hintona. Ptytki titracyjne inkuano w cieplarce w
temperaturze 37°C. Po 24 godzinnej inkubacji odezgho wartéci MIC (ang. minimum

inhibitory concentration). Jednodrge inkubowano kontrgljatowasci i zyznasci podtaza.

3.2.5.1.3. Oznaczanie przeciwbakteryjnego wptywu #iych substancji chemicznych

na komorki Escherichia coli

Uzywajac  96-dotkowych piytek titracyjnych spadzono w posipie
geometrycznym roztwory ampicyliny (w zakresiezsfi od 128ug/ml do 0,0625.g/ml),
trimetoprimu/sulfametaksazolu (o¢s¢niach od 64/32Qug/ml do 0,0312/0,156.g/ml),
jonow niklu (o stzeniach od 10 mM do 0,25 mM), jonéw miedzi (ogzehia 4 mM do
stezenia 0,125 mM) i jonéw cynku (w zakresiezn od 8 mM-0,25 mM). Do dotkéw
dodano po 10QI hodowli bakteryjnej o gstaici inokulum ok. 16 CFU/mI uzyskane przez

1000-krotne rozcigczenie 18 godzinnej hodowli w bulionie Muellera-Hina. Badane
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proby inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°@epr24 godziny. Po inkubacji

odczytywano wart& MIC. Rownolegle inkubowano kontrole jatow i zyznasci podtaza.

3.2.5.1.4. Oznaczanie aktywrsgi antybakteryjnej nowosyntetyzowanych zwazkdéw

chemicznych.

Uzywajac  96-dotkowych  piytek titracyjnych spadzono w  posipie
geometrycznym  roztwory  homoplimeru  polisiloksanoweg z  grum  N-N’
dialkiloimidazolowa V- rzedowanego bromkiem oktylu (w zakresiezeh od 0,5 % do
0,00025 %), 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonia 3,5,6,7-
tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c][1,2,4]triozolo-2,4torfolino]-2-iniowego (0 szeniach od
0,135 % do 0,0000675 %). Do dotkow dodano po i0Bodowli bakteryjnej o inokulum
ok. 1¢ CFU/ml uzyskane przez 1000-krotne roscieenie 18 godzinnej hodowli w
bulionie Muellera-Hintona. Badane préby inkubowamaieplarce w temperaturze 37°C
przez 24 godziny. Po inkubacji odczytywano waitdiC. Rownolegle inkubowano

kontrole jatlowdci i zyzndsci podiaza.

3.2.5.1.5. Oznaczanie wiaiwosci przeciwgrzybiczych nystatyny

W 96-dotkowych ptytkach titracyjnych spadzano w pospie geometrycznym
roztwory nystatyny o gkeniach od 128ig/ml do 0,0625ug/ml, do ktorych dodawano
100 ul hodowli grzybéwCandida albicanslub Saccharomyces cerevisiae gestaici
inokulum ok. 16 CFU/mI. Préby inkubowano w 37°C przez 48 godziw. iRkubacii
odczytywano warteci MIC. Jednoczénie inkubowano kontrole jatowoi i zyzndsci

podiaza.

3.2.5.2. Monitorowanie wzrostu hodowli drobnoustropw z wykorzystaniem

fluorescencyjnej respirometrii optyczne;.

Z 18 godzinnej hodowli bakterii i grzybdéw, ktorelswiezano przez 10 krotne
rozcieaczanie i inkubag przez2-3 godziny przed badaniem, spdeano hodowle o
znanych gstasciach CFU/ml. Tak przygotowane rozetzone hodowle wprowadzano w

ilosci 160 pl do studzienek ptytki titracyjnej zawieyegj biosensor Ru(DPEGI,. Na
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powierzchn¢g badanych roztworéw nanoszono 60 pl oleju minegne Plytke

umieszczano na stoliku platformy pomiarowe;j.

3.2.5.3. Pomiary wptywu r@nych substancji chemicznych na bakterie metag

fluorescencyjnej respirometrii optycznej.

Do dotkow plytek titracyjnych pokrytych biosensor tlenowym wprowadzano po
80 ul roztworow: DMSO (sizenia: 4, 10, 16, 20, 26, 30, 36 i 40 %), ampicyljay8, 16,
32, 64, 1281g/ml), trimetoprimu/sulfametaksazolu (2/10, 4/261G 16/80, 32/16Qug/ml),
jonéw metali cg¢zkich - niklu (1,25, 2,5, 5, 10 mM), miedzi (0,285, 1, 2, 4 mM), cynku
(0,5, 1, 2, 4, 8 mM), homoplimeru polisiloksanoweg grup. N-N’ dialkiloimidazolowa
IV- rzedowanego bromkiem oktylu (0,0005, 0,001, 0,002000 %) i 2-
Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian 3,5,6,7+@tydrospiro[imidazo[2,1c][1,2,4]
triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowy (0,085, 0,017, @34, 0,0675, 0,135 %). Naphie do
dotkow zawierajcych badane zweki chemiczne dodawano 80 ul baktétsicherichia coli
o0 gestasci ok. 1¢ CFU/mI. Na powierzchgiroztworéw nanoszono @ oleju mineralnego
I ptytke umieszczano na stoliku platformy pomiarowe;.

Zakres s{zen zwiazkOw do bada respirometrycznych okémno w oparciu o
rownolegle przeprowadzane oznaczenia z wykorzystamnetody seryjnych rozciezei.

Pomiary prowadzono w temperaturze 27°C lub 37°C.

3.2.5.4. Pomiary wptywu nystatyny na komorki grzyb@ z zastosowaniem sensora
Ru(DPP)XClI..

Na piytki z biosensorem tlenowym nanoszono odpowgdoztwory nystatny o
stezeniach od 8 do 0,03125 pg/ml. Ngmstie dodawano 8@l rozcienczonych hodowli
grzybéw o gstaiciach ok. 18 CFU/ml. W tym celu 18 godzimnhodowt drazdzy
rozcieaczano bulionemSabourauda i inkubowano przez 2-3 godziny w 37°@G N
powierzchn¢ roztworow nanoszono 6Ql oleju mineralnego i plytk umieszczano na
stoliku platformy pomiarowej i wykonywano pomiatudérometryczne.

Zakres sizenh badanych zwizkdbw okrglano w oparciu o wcZaiej
przeprowadzone badania z wykorzystaniem metodyrseny rozciéczen.

Analizy wptywow nystatyny przeprowadzano w temperzas¢ 37°C
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3.3. Pomiary sygnatu fluorescencji biosensora Ru(OMsCl,.

Sygnat fluorescencji biosensora rejestrowano zangqmy zautomatyzowanej
platformy pomiarowej, ktérej schemat przedstawissunek 5 (wyniki punkt 4.1).
Odpowiednie dotki ptytki titracyjnej zawiergje analizowane probki byty orientowane w
ptaszczynie dwuwymiarowej X,Y za poma@c dwdch szyn oraz dwoch silnikdw
krokowych. Silniki orientuj ptytke z doktadnécia do 0,012 mm za pomacsterownika
silnikéw krokowych typu SSK-3D z firmy Akcesoria @Nsterowanego przez komputer
poszczegoblne elementy wchade w sktad tego modutua svymienione w dodatku nr 1.
Umozliwia to tym samym umieszczenie dowolnego dotka truraieniu whazki $wiatta
wzbudzagcego. Odpowiednie wzbudzenie biosensora zapewniduimoptyczny, ktéry
obejmuje:zrodio swiatta, uktad soczewek formagych wiazke, zestaw filtrow i zwierciadto
dichroiczne. Emitowane z probkwiatto po przejciu przez zwierciadto dichroiczne i filtr
interferencyjny pada na fotopowielacz H5783 firmyrkmatsu charakteryzgy sk
zakresem odpowiedzi spektralnej od 300 do 900 roddgek nr 3). Impulsy naggiowe z
fotopowielacza, ktorych ik& jest proporcjonalna do rgenia swiatta fluorescencji,
rejestruje licznik pojedynczych fotonéw SR 400 fin@tanford Research Systems (dodatek
nr 4). Zarejestrowane wyniki zliczania pojedynczytdtonéw @ przekazywane do
komputera gdzie i zapisywane w postaci pliku teksigo, a nagpnie przenoszone do
programu Microsoft Excel. Za pompgrogramu dokonywana jest obrobka danych i
generuje si krzywe wzrostu hodowli.

Pomiary prowadzoneaszgodnie z programem komputerowym, ktéry dlae
sekwena wykonywania pomiarow. Program kontroluje méwiecenia zrodia swiatta
(10 % natzenia), ilg¢ pomiaréw i sekwengj odczytu kolejnych dotkow. Rejestraci
sygnatu fluorescencji z kdego dotka powtarzano 5 lub 10 krotnie, w zat8ci od
prowadzonych eksperymentow.

W eksperymentach, gdzie zachodzita potrzeba tdatoygania probek lub
wyznaczania wptywu temperatury na szylbkavzrostu hodowli drobnoustrojow, siat
temperatug prébki uzyskiwano za pomeaiktadu grzewczego, ktérego temperatura byta
kontrolowana przez regulator temperatury SCL210E8fBiyy ESTECI Treviso-Italy.
Elementem ogrzewgym byta folia grzewcza 12VDC o gruwm 0,115 +0,02mm i
wymiarach 110x77 mm o mocy 12 W.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. Konstrukcja platformy pomiarowej do pomiarow metoda

fluorescencynej respirometrii optycznej

Zaproponowana ostatnio nowa metoda badania wpimigzkow chemicznych na
drobnoustroje /107, 63, 62/ wykorzystuje pomiarytoflaminescencji biosensora
tlenowraliwego, ktory emitujeswiatto o nagzeniu zalenym od s¢zenia tlenu w badanej
prébce. Podejmuje i proby konstrukcji odpowiednich platform pomiarovayc
przeznaczonych do tego typu pomiarow /107, 63/. iéwjednym z celdw tej pracy jest
konstrukcja bardzo czutego, w peini zautomatyzowanektadu do pomiaréw metad
fluorescencyjnej respirometrii optycznej, oparteg@ zliczaniu fotonow $wiatta
emitowanego przez biosensor tlenowy.

Z rOwnania Sterna- Volmera (wptpunkt 1.2.1.) wynikaze informacg o przebiegu
gaszenia fluorescencji moa uzyské albo w oparciu o pomiary ngieniaswiatta albo te
wyznaczajc czasyzycia fluorescencji. W kadym przypadku mina wyznaczy stah Kd,
jesli znane g czasy zycia lub natzenia fluorescencji w obeckd i bez obecngri
wygaszacza oraz ¢genie wygaszacza. Oznacza to ziwos¢ stosowania do pomiaréw
respirometrii optycznej dwoch rodzajow uktadédw paroivych, jednego rejestagego
natzenie emitowanegoswiatta, i drugiego pozwalagego wyznaczy czasy zycia
fluorescencji. W tym drugim przypadku pega to za sobkonieczné¢ uzycia drogich i
skomplikowanych aparatow z wykorzystaniem szybkielthnik impulsowych, 4z
fluorymetru fazowego /45/. Konstruowany przez naktadi pomiarowy zapewnia
mozliwosci pomiaru fluorescencji w obu zenach, jednak wyznaczanie czasycia wielu
analizowanych prébek w krotkim czasie za posticznika fotondw, wchodego w
sktad uktadu pomiarowego, nie jest optymalnym rezamiem. Wymagatoby to ponadto
szybkiego impulsowegdrddta swiatta, o krétkim czasie blysku, poniewvazas zycia
zsyntetyzowanego przez nas i stosowanego w ekspatgeh biosensora tlenowego
wynosi okoto 3 ps. W zwkku z tym konstruowany uktad pomiarowy przeznaczony
bedzie przede wszystkim do pomiarOw respirometrychmycoparciu o pomiar natenia
fluorescencji emitowanego przez badane prébki. yéanku nr 5 przedstawiono schemat
platformy pomiarowej.
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Rys. 5. Schemat ukladu pomiarowego do pomiarow aktydehoprzeciwdrobnoustrojowej
zwigzkéw chemicznych metadluorescencyjnej respirometrii optycznej.

LED —s$wiecaca dioda, L1, 2 — soczewki, F1, 2 — filtry optycz@® - zwierciadto dichroiczne, F —
fotopowielacz, Z — zasilacz fotopowielacza, P —epdmzmacniacz, LF — licznik fotonéw, G —
generator impulséw, PC — komputer osobisty, K —ttaar silnikbw krokowych, SM — silniki
krokowe.

Badane mikrohodowle bakteryjne umieszczansistandardowej ptytce titracyjnej o
ilosci 96 dotkdéw, co zapewnia rownoczesanaliz duzej ilosci probek. Ukiad dwoch
silnikéw krokowych, umaliwiajacych ruch stolika platformy w ptaszcaye XY, pozwala
umiesci¢ badane probki w wiceswiatta wzbudzajcego fluoresceng]

Uzyty w tym przypadku kontroler SSK-3D pracy silnikbwnazliwia orientacg
kazdego dotka z dokfaddoia do 0,012 mm. Wymienione elementy stanpwkitadniki
mechanicznego modutu uktadu pomiarowego, ktoregakdionowanie tzn. kolejrid
odczytu prébek zaima jest od programu komputerowego. Ruch stolikaipamwego wraz

z ptytka titracyjra w ptaszczynie X,Y zapewnig dwie wzajemnie prostopadte suwnice.
(rys. 6).

37



4. WYNIKI | DYSKUSJA

Rys. 6. Mechanizm orientagy probki. Widoczne & szyny dolna i gorna, silniki krokowe ze
sprzgtami poruszajcymi sruby toczne przechodee przez tayskowane tuleje bloczkow, wozek
dolny, na ktérym jest zamocowana szyna gorna, w@beRy, na ktorym jest zamocowany stolik z
ptytka 96-dotkowa. Ruch wézka dolnego i gérnego ogranigzaytaczniki kraahcowe.

Dolna suwnica sktadaek aluminiowej szyny ILF-7 i slinika krokowego MS1©®
momencie obrotowym 160 Nxcm firmy Iselautomation lkin& Co. Silnik krokowy
naxkdza srubg toczory (wrzecionoslimakowe) o diugéci 668 mm isrednicy e 16 mm
osadzonego w kyskach kulowych. tayska te zamontowane sv oprawach blokowych
pofaczonych z szys ILF-7. Silnik krokowy pohczony jest z wrzecioneglimakowym za
pomoa sprzgta kiowego WK30/40. Ruch obrotowy wrzeciodmakowego poprzez
bloczek z tayskowar tuleja przenoszony jest na pepbwy ruch sanek IWS-1 do szyny
ILF-7 przesuwajcych st po prowadnicach szyny. Na wozku znajduje diiuga szyna o
diugdéci 496 mm typu MLF-3 firmy Iselautomation GmbH & Cozorientowana
prostopadle w stosunku do szyny ILF-7. Réwinie tym przypadku, podobnie jak w
przypadku suwnicy pierwszej, silnik krokowy MS160zez obrétsruby toczonej o
dtugasci 368 mm powoduje ruch po prowadnicach szymysowego bloczka z sankami
WS3. Na sankach umieszczony jest stolikgty do mocowania ptytki titracyjnej.
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Parametry elementéw mechanicznych zastosowanycleehamizmie orientagym préble
pozwalaj ustawt ptytke analityczra z doktadnécia do 0,01 mm. Ruch obu wozkéw dla
szyn ILF-7 i MLF-3 ograniczony jest przez odpowisdnzamocowane wytzniki

krancowe. Spis elementow mechanizmu oriestago probk oraz ich charakterystygk

zawiera dodatek nr 1.
Wzbudzenie fluorescencji prébek zapewnia modulyapty (rys. 7), w ktorym

zrodtemswiatta jest dioda LED dziataga w odpowiednim ukfadzie impulsowymgds tez
stabilizowany laser zielony (532 nm) firmy Sciteayodulacg TTL o czstotliwosci 30

KHz (przewidziane do wspotpracy z biosensorem thgmo G20N-1).
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Rys. 7. Modut optyczny z fotopowielaczem. 1 - fotopowieda@ - adapter blokowy, 3, 5 —
moskzne zhczki dla fotopowielacza i diody LED, 4 - obiektywikroskopowy, 6 - dioda LED.

W zalenosci od wytego biosensora jakérédio swiatta stosow& mazna diod
impulsowa lub laser tak, aby diugé fali emitowana przezrodio swiatta odpowiadata
maksimum absorpcji biosensora. W przypadku gdyrddizay uwwywano biosensora tris 4,7-
difenylo-1,10-fenantrolino dichlorku rutenu (1) RDPPXCI,) jako zrédto swiatta
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zastosowano niebiesldiode LXHL-NB98 firmy Luxeon z maksimum emisji die= 460
nm (rys. 8)

Relative Spectral Power
Distrituti on

Wawvelength (nm)

Rys. 8. Widmo emisji swiecacej diody LED LXHL-NB98 (BLUE). Rysunek pochodzi z
internetowej strony producenta Luxeon.

Wybor diody LXHL-NB98 jako zrodia swiatta wynika z analizy widma absorpcji
biosensora Ru(DPEGI, (rys. 9).
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Rys. 9. Widmo absorpcji etanolowych roztworéw Ru(DEE) o stzeniach 0,05, 0,025, 0,125,
0,0625, 0,03125 % =zarejestrowane za peamepektrofotometru ND-1000 firmy NanoDrop
Technologies USA.
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Widmo absorpcji Ru(DPRCI, charakteryzuje siwystpowaniem 2 pasm absorpciji.
Jedno z nich, krotkofalowe, zlokalizowane jest vezdyze ultrafioletu, drugie w zakresie
widzialnym z maksimum 440-475 nm. Widma te 2godne z widmami absorpciji
przedstawionymi wczmiej przez Watts’a i Crosby’jego /105/. Ze wadpw praktycznych
bardziej celowe jest wykorzystanie do wzbudzaniae8cencji diugofalowego widma
absorpcji sensor&wiatto z impulsowej diody LXHL- NB98 po prz&jiu przez soczewk
L1 (rys. 5) przeksztalcane jest w réwnolegltiazke swiatta, pada na filtr interferencyjny
F1 a nasfpnie zwierciadto dichroiczne i uktad soczewek LBiéktyw mikroskopu), ktére
skupiap wiazke swiatta w dotku ptytki titracyjnej.

Zachowanie roéwnolegkai promieni$wiatta ma istotne znaczenie ze wgil na
fakt, ze zarébwno funkcjonowanie filtru F1, jak i zwiercladdichroicznego w istotny
sposob zaley od rownolegtéci promieni optycznych (odgtstwa od réwnolegkei nie
powinny przekracza5°®).

Zadaniem filtru interferencyjnego F1 jest usuome zlednych diugdci fali swiatta
emitowanego przez digdZastosowany w uktadzie filtr interferencyjny titirfBrightline
FF01-472/30-25 firmy Semrock, ktérego widmo trartswji przedstawia rysunek 10.
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Rys. 10.Widmo transmitancji filtru interferencyjnego Britjhe FF01-472/30-25 firmy Semrock.
Wartas¢ 472 okréla potazenie centralnej diugei fali swiatla przepuszczanego przez filtr a
parametr 30 szeroké pasma transmitancjrednica filtru jest rowna 25 mm.

Emitowane przez préklkswiatto fluorescencji ponownie przechodzi przez svda
obiektywu L2 (rys. 5), a naginie po przejciu przez zwierciadto dichroiczne pada na filtr
interferencyjny F2 i ostatecznie na fotopowielacz.
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Filtr interferencyjny F2 w tym przypadku powodugdiminacg swiatta, ktérego

dhugci¢ fali znajduje st poza maksimum emisji widma fluorescenciji.
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Rys. 11.Widmo fluorescencji 0,002% etanolowego roztworyBRPXCl, wzbudzanegdéwiattem
o diugaci fali 465 nm, zarejestrowanego za pomapektrofluorymetru LE 50B firmy Perkin
Elmer.

Widmo fluorescenciji biosensora przedstawione samigu 11 wykazuje maksimum
emisji w rejonie 595-600 nm. W oparciu o przedstaei widmo fluorescencji optymalne
wydaje s¢ zastosowanie jako filtru dla emisji filtru interémcyjnego Brightline FFO1-
593/40-25 firmy Semrock, ktérego widmo transmitapcgedstawiono na rysunku 12.
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Rys. 12.Widmo transmitancji filtru interferencyjnego Brigjne FF01-593/40-25 firmy Semrock.

Bardzo istotnym elementem uktadu optycznego jesemmadio dichroiczne (ang.
beamsplitter) FF495-Di02-25x36 firmy Semrock, zote@vane w stosunku do pasieg)
wiazki swiatta pod lstem 45°. Jego zadaniem, z jednej strony jest oellmaizki $wiatta
wzbudzagcego w kierunku soczewek obiektywu i badanej probki drugiej z&
przepuszczenie emitowanegwiatta fluorescencji w kierunku filtru interferenoggo F2 i
fotopowielacza.
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Rys. 13.Widmo transmitancji zwierciadta dichroicznego FB49i02-25x36 firmy Semrock

Z charakterystyki widmowej zwierciadta FF495-DiR2x36 przedstawionego na
rysunku 13 wynika,ze zwierciadto to eliminuje z wkki swiatta padajcego na
fotopowielacz wszystkie diugoi fal krotsze ni 495 nm. W ten sposob usuwasré@atta
rejestrowanego przez fotopowielacz krotsze ddogofali pochodzace ze s$wiatta

wzbudzajcego, ktore ulega odbiciu i rozproszeniu nange@h elementach uktadu
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optycznego i ptytki titracyjnej. Skojarzone dziakarfiltru dla emisji F2 i zwierciadta
dichroicznego ogranicza #6 swiatta stanowicego tto w pomiarze.

W module detekcji zastosowano jako element rejpsly emitowaneswiatto
fluorescencji fotopowielacz H5783 firmy Hamamats$totopowielacz jest najczulszym
znanym detektorem kwanto§wiatta, ktory rejestruje pojedyncze fotony. Méeiatta dla
pojedynczych kwantéw =550 nm padagych na powierzchgil mnf w ciagu 1 sekundy
jest rowna 3,6 x 18 W/mn? /74/. Stosunek sygnatu do szumu, przyesetiu padajcego
Swiatta rownym 2x10 fotonéw/s, jest w przypadku fotopowielacza odpalmie o ok. 10 i
100 razy wgkszy w porownaniu z fotodiadawinows i fotodiody /40/. W fotopowielaczu
kwantyswiatta padajc na fotokatod powoduj emisg elektronéw, ktdre powielane na
kolejnych dynodach, dajmierzalny impuls nagtia na wyjciu z anody. W ten sposob
poszczegolne kwantgwiatta zliczane § jako sekwencja impulséw nagiowych w
uktadzie pomiarowym. Fotopowielacz H5783 charaktejy s¢ szerokim zakresem
odpowiedzi spektralnej od 300 do 900 nm (dodateRB)nco pozwala nazywanie go do
pomiarow z wykorzystaniem wielu biosensoréwnigcych se charakterystyk spektralia
emitowanega@wiatta fluorescenciji.

Wydajnag¢ zliczania fotondwséwiatta przez fotopowielacz zale od napgcia
regulupcego wzmocnienie fotopowielacza (dodatek nr 3).tddja te skonstruowano
specjalny zasilacz do fotopowielacza, ktéry ponadiigki wbudowanemu zabezpieczeniu
pradowemu, zabezpiecza fotopowielacz przed uszkodzesgowodowanym nadmiarem
Swiatta padajcego na fotopowielacz. Pojedynczy impuls wychwogz fotopowielacza jest
rejestrowany przez licznik pojedynczych fotonow SR0 (SR - Stanford Research)
przedstawiony na rysunku 14.z@8 zachodzi taka potrzeba stabe sygnatly mbgc
dodatkowo wzmacniane za pomoszerokopasmowego (0 — 350 MHz) przedwzmacniacza
SR 445A firmy Stanford Research.

j— - ks

Rys. 14.Licznik pojedynczych fotonéw SR 400 firmy StanfdRdsearch.
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Licznik pojedynczych fotondw SR 400 posiada dwezalene kanaty zliczania, co
umazliwia jednoczesa rejestraci dwéch niezalenych procesoéw. Licznik me dziatd w
kilku trybach pracy, umdiwia réwniez pomiar metod ,time-resolved”. Wyposany jest
w dyskryminator, ktéry pozwala na wyeliminowaniegegéw poniej zadanej warkei
progowej. Pozwala to na ograniczenie szumoéw staoyeh tlo. Szczegotow
charakterystyk licznika fotonow zawiera dodatek nr 4.

Na rysunkach 15 i 16 przedstawiono impulsy eepi z fotopowielacza

zarejestrowane za ponposcyloskopu z panatia Tektronics TDS 2014.

Tek T @ Acq Cornplete M Pos: 750008 MEASLRE
+

Ewwvwwmwmﬂﬁj
CHZ .00 h 25.0ns
11-Jan-08 1511

Rys. 15.Sygnatl na wyjciu z fotopowielacza (krzywe gérne) oraz impuls inaia rejestrowany
przez licznik fotonéw RS-400 (krzywa dolna) zar&jesane za pomacoscyloskopu z panritia
Tektronics TDS 2014.

Tek i @ Acq Cornplete M Pas; 9.800ns MEASURE
-

ZN_-\/\—N‘—""'H_"_"

CHZ 1004 F 5.00ns
11-Jan-03 1%:20

Rys. 16.Ksztalt impulsOw nagtia z fotopowielacza (krzywa gérna) i impulsu zéioego przez
licznik fotonéw (krzywa dolna). Aby lepiej pokazacharakter zmian nagiia pkciokrotnie
zmniejszono podstamczasu w oscyloskopie.
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Impuls z fotopowielacza (gorne krzywe na rysunkaBh 16) ma charakterystyczny
ksztalt, w ktorym wslad za widciwym impulsem nagrcia pojawiag Sic mniejsze zmiany
napkcia tzw. ,dzwonienie”. Amplituda tych zmian jestdjgak mniejsza @i wtasciwego
impulsu napiciowego z fotopowielacza i nie wptywa nasidozliczanych fotonéw. Dolne
krzywe na rysunku 15 i 16 przedstawianpulsy zliczane przez licznik zarejestrowane za
pomoa oscyloskopu podtzonego do portu P1 licznika fotondw.

Z rysunku 15 wynika ponad to (krzywa gérnzg,fotopowielacz generuje rowaie
impulsy napgcia mniejsze i wiasciwe impulsy wywotane kwantamiwiatta i
rejestrowane przez licznik fotondw. Impulsy te mogy¢ miedzy innymi wywotane
termoemisj elektronéw z kolejnych dynod fotopowielacza, a loyé efektem fotoemisji z
katody. Majc mniejsze nagtia niz impulsy generowane przez emisjektronéw z katody
przez kwantywiatta, mog by¢ wyeliminowane za pomaalyskryminatora (krzywa dolna
na rysunku 15).

Zrodio swiatla zastosowane w konstruowanej platformie pooviej dziata w
rezimie impulsowym, a nie w sposébagly. Pozwala to na ograniczenie ewentualnych
niekorzystnych proceséw zachadych w badanej prébce pod wptyweiwiatta (efekt
fotodynamiczny). Specjalnie skonstruowany generatpulséw generuje impulsy nagia
o regulowanym czasie trwania i wysdkb Pozwalag one na kontrolowanie czasu btysku
swiecacej diody LED oraz intensywsoi $wiatta wzbudzania.

Rysunki 17 i 18 przedstawijmpulsy napicia wzbudzajcego swiecenie diody
(krzywa dolna) i zmiany neteniaswiatta emitowanego przez tliode zarejestrowanego za

pomoa szybkiej fotodiody BPW 34.

Iek A @ 4cq Complete M Pos: 1500008 TRIGGER
-

Type

Source

Slope
Rising

Mode
Marrnal

L
¢
i S ——
¢
+

Coupling
CH2 .00 r 50,005 CHZ & ThOrmY
2a-Feb-05 17:51 <10Hz

Rys. 17.Przebieg zmian natenia$wiatla emitowanego przez diegpod wptywem przytéonego
impulsu napgcia. Czas trwania impulsu 10 ps.
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Rys. 18.Zmiana naizeniaswiatta emitowanego przez dieghod wptywem prostaitnego impulsu
napkcia. Czas trwania impulsu 110 ps.

W oparciu o te pomiary ntoa byto napisa program steragcy prag@ generatora
impulséw swiatta i jego wspotdziataniem z licznikiem fotonéwDotyczy to w
szczegolnéci generowania impulsow trigeuagych, ktére zapoetkowuja proces zliczania
fotonéw przez licznik fotondw. Program oki@ rowniez wielkos¢ op&nienia zliczania
fotonbw w stosunku do impulsu wzbudgaggo i czas otwarcia bramki (czas zliczania
fotonéw). Z rysunku 17 i 18 wynikae przylaone napicie doswiecacej diody ledacej
zrodtemswiatta powodujeze dioda emitujgwiatto z pewnym opgnieniem w stosunku do
napkcia wzbudzajcego. Z kolei po wyczeniu napjcia zasilagcego diod, zanik
swiecenia diody trwa przez diszy czas porownywalny (przy krotkich impulsach) z
czasem impulsu powodigego swiecenie diody. W zwizku z tym celowe bylo
wprowadzenie opnienia w rozpoczeiu procesu zliczania fotondw przez licznik w
stosunku do impulsu wywolgego swiecenie diody. W momencie pojawienia sizota
impulsu zasilajcego diod, generowany jest rowni@mpuls wyzwalajcy proces zliczania
fotonow. Licznik fotondw pozwala zaprogramaivaielkos¢ op&nienia zliczania fotonow
w stosunku do pojawieniaesimpulsu trigerujcego. W ten sposob mma wyeliminowa
fluktuacje natzenia swiatta emitowanego przez digdvyskpujace w chwili whczenia
diody. Réwnoczénie, aby unika¢ bledow wynikapcych ze zmian natenia swiatta
emitowanego przez digdpo wyhkczeniu impulsu zasilagego, nalgato tak dobré czas
zliczania, aby odpowiadat on stabilnej pracgdta swiatta. Warunek ten jest spetniony w

srodkowym przedziale emisji odpowiadeaym maksymalnemu wypetnieniu impulsu
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wzbudzajcego. Przykiadowe parametry ustawienia generatonpulséw i licznika

fotondéw stosowane w pomiarach przedstawia tabela 2.

Tabela 2.Parametry ustawienia generatora impulséw i liczfidkanow.

Jasnosé Czas Powtérze Okres . Zwioka Bramka .
X [mm] Y [mm] % [ms] “nie [ms] Prefix [s] [s] Wynik
21 85,7 10 1500 10 2000 A 0,201 0,5
29,9 85,7 10 1500 10 2000 A 0,201 0,5

Parametry przedstawione w tabeli oznagz4ji Y to parametry wyznaczaje potaenie probki w
ptaszczynie X iY; jasnd¢ - wielkos¢ mowigca o natzeniuzrodia$wiatta wyrazona w procentach
maksymalnego netenia emitowanego przez digdczas- to czaswiecenia diody; powtdrzenie-
krotnas¢ pobudzenia diody déwiecenia i zliczania fotondw z probki; zwioka- 0120 opé&nienie
migdzy wystpieniem impulsu trigeragego, ktory towarzyszy pojawieniugsiczota impulsu
wzbudzajcegoswiecenie a pocgkiem zliczania fotondw przez licznik; bramka- piizeat czasowy,
w ktérym zliczane sfotony.

Bardzo wanym czynnikiem, Kktory ma istothe znaczenie dla yzgc
wykonywanych pomiaréw jest 6 powtorzér zliczania fotonow, dla kale] z
analizowanych prébek. k6 fotonéw emitowanych przezrodio swiatta pod wptywem
przytlozonego napicia oraz ild¢ kwantdw rejestrowanych przez fotopowielacz podigga
przypadkowym fluktuacjom w czasie. Wydknie czasu pomiaru (zgkszenie ilgci
powtorzeé) zmniejsza kid popetniony w czasie pomiaru. llustratcggo stanow analizy
fluktuacji liczby rejestrowanych impulsow w zafeici od liczby powtGrzé pomiaru

przedstawione na rysunku 19.

48



4. WYNIKI | DYSKUSJA

1,02 4

0,08 [— .3 A
v
0,96 v o~ —&— 1-jednokrotny pomiar
- V‘MM R —#— 2-pieciokrotny pomiar
0,94 V ‘ $ Ww 3-dziesigciokrotny pomiar

0,92

Wzgledne nat ezenie fluorescencji

0,9

0,88

0,00 0,06 0,11 0,17 0,22 0,28 0,34 0,39 0,45 0,50
Czas [h]

Rys. 19.Zaleznos¢ zmian wzgtdnego nagzenia fluorescencji od czasu. Krzywe 1, 2, 3nig Si
iloscia powtdrzé pojedynczego pomiaru.

Krzywa 1 na rysunku 19 charakteryzuje zglurozrzut liczby rejestrowanych
impulséw. Zwekszenie liczby powtérze powoduje odpowiednie zmniejszenie fluktuacji.
W zwiazku z tym w pomiarach, w zaleosci od prowadzonych eksperymentéw, stosowano
5 lub 10 powtérze pojedynczego pomiaru.

Jednym z parametréw wplywaglch na wzrost drobnoustrojow jest temperatura,
moze ona wplywéd na szybké¢ wzrostu hodowli bakteryjnych, jak réwiiemoze
modyfikowa wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki /89/. W takich przypadkacichpazi
potrzeba kontrolowania temperatury badanych prébéhy uzyskdé maozliwosé
stabilizowania i1 kontrolowania temperatury skonstvano termostatowany stolik
pomiarowy. W tym celu yto samoprzylepnej foli grzewczej FG o mocy 12V/12W
podhczone] od wycia przekanikowego SPDT8(3)A/250V regulatora temperatury
SCL210E3/B ze stykiem przgiznym (kontrola ON/OFF). Jako czujnika temperatury
uzyto czujnika PT100 przgtzonego do wygia termometrycznego regulatora temperatury

SCL210E3/B (szczegoty opisige parametry regulatora temperatury zawiera dodatély.
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Rys. 20.Schemat przedstawigly modut termostatagy probki. 1 - ptytka ze stali nierdzewnej, 2 -
folia grzewcza, 3 - ptytka titracyjna

Na stoliku pomiarowym (rys. 20) zamontowano w odaimich klamrach plytk ze stali
nierdzewnej z przyklejan do niej samoprzylepn folia grzewca. Stalowa ptytka
rownomiernie ogrzewa powietrze pod phytktitracyjra zawierajca mikrohodowle
bakteryjne. Fluktuacje temperatury w dotkach nieegraczaj 0,1°C. Temperatura
stalowe] ptytki mierzona jest za pomapoczujnika PT100. Na tak przygotowanym stoliku
umieszczana jest ptytka titracyjna.

Skonstruowana platforma pomiarowa uheia w petni zautomatyzowananaliz
wielu prébek w sekwencji ustalonej przez prograrmpgaterowy. Program ten nie tylko
decyduje, ktére probkidola analizowane i w jakiej kolejrdoi, a wikc decyduje o ruchu
ptytki w ptaszczynie XY zalenej od pracy silnikdw krokowych, lecz tak o liczbie
powtOrzeéd i odstpach czasu mdzy kolejnymi powtorzeniami. Program ten pozwala
rowniez regulowa natzeniezrodta swiatta w impulsie, czas trwania impul$wietinego i
ilos¢ kolejnych blyskow. Decyduje wreszcie o tym, kiedyaczyna s zliczanie
pojedynczych impulséw po wysgdieniu impulsu trigerujcego, ktory wyzwala btysk lampy
i zapocatkowuje zliczanie fotondéw przez licznik. Ostate@nprogram zapewnia
komunikowanie i komputera z licznikiem fotondw i transmisglanych z licznika do
komputera. Scista kontrola temperatury stolika pomiarowego ulméa precyzyjm

kontrok warunkéw prowadzenia hodowli drobnoustrojow.
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4.2. Ocena czuiéci uktadu pomiarowego.

Do wstpnej charakterystyki uktadu pomiarowegayto fluoresceiny. Fluoresceina
jest jedn z najbardziej znanych substancji fluoryayjch, z wydajnécia kwantowg
osiagajaca w wodnych roztworach wodorotlenku sodu wé&fto0,92 /71/. Wybor
fluoresceiny podyktowany byt rownietym, ze uklad pomiarowy zastosowany do
pomiaréw natzenia fluorescencji fluoresceiny mogt wykorzystywte same elementy
optyczne jak ten zastosowany do pomiarOw respimimaptycznej z wykorzystaniem
biosensora tlenowego Ru(DRE), (konstrukcja platformy pomiarowej punkt 4.1.) Istiet
widmo absorpcji fluoresceiny, przedstawione na mysu 21, wykazuje obeckéd
diugofalowych maksiméw absorpcji przy dhégach fali okoto 450 i 480 nm.

1 1 1 1

a | H | H | H I L
350 an i s Eoo [T
Wavelangth [nm]

Rys. 21.Widmo absorpcji etanolonego roztworu fluorescetayejestrowane za pompaparatu
Jasco SSE-343 V530 UV-Vis Spectrophotometer.

Mozna, wkc wy¢ jako filtru dla swiatta wzbudzajcego, podobnie jak to byto w
przypadki biosensora tlenowego, filtru BrightlineF(R-472/30-25 firmy Semrock
przepuszczapegoswiatto o diugdci 472 nm (rys. 10)Zrodiem swiatta wzbudzajcego
moze by dioda LXHL-NB98 firmy Luxeon (rys. 8).
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Fluoresceina emituje szerokie pasmo emisji, z mak® okoto 510-515 nm,

opadagce tagodnie w ¢gci dlugofalowej (rys. 22).
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700

600 -

]
o
o

400

300 -

200 \
100

\

Intensywno $¢ luminescenc;ji

480 500 520 540 560 580 600
Diugo $¢ fali [nm]

Rys. 22. Widmo emisji 0,002 % etanolowgo roztworu fluoréegezarejestrowane za pompc
spektrofluorymetru LE 50B firmy Perkin Elmer.

Uzasadnia to zastosowanie do pomiaréw fluorescdhmresceiny zwierciadta
dichroicznego FF495-Di02-25x36 i filtru dla emidfirightline FF01-593/40-25 firmy
Semrock, ktérych widma transmitancji przedstawiajdpowiednio rysunki 8 i 7 w
rozdziale 4.1.

W celu okrélenia czuldci ukladu pomiarowego wykonano pomiary ¢i@nia
fluorescencji etanolowych roztworow fluoresceiny si&zeniach 1,26-40 nmol/ml co

odpowiada 63 pmol-2 nmol fluoresceiny w dotku paraivym.
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Rys. 23. Wykres zalenosci natzenia fluorescencji etanolowych roztworéw fluoresgeiod
stezenia.

Z rysunku 23 wynikaze uklad pomiarowy posiada gragievykrywalnasci na

poziomie okoto 60 pikomoli fluoresceiny w dotku p@mowym.

4.3. Wyniki préb biologicznych.

4.3.1. Monitorowanie wzrostu hodowli bakterii za ponoca pomiarow

respirometrycznych z wykorzystaniem biosensora tlemwego.

Wstkpna charakterystyka platformy pomiarowej wykazata, stosowany uktad
pomiarowy jest bardzo czuly i urdovia rejestracg swiatta fluorescencji fluoresceiny z
progiem detekcji okoto 60 pikomoli w prébce o gbfci 50 pl. Kolejnym krokiem w
ocenie przydatriei platformy pomiarowej do analizy wzrostu drobnimopw w
hodowlach, jest analiza zmian fluorescencji bioeems tlenowego wywotanych
aktywnaicia metaboliczg bakterii. W tym celu do dotkow ptytki titracyjn@yprowadzano
biosensor tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dmtak rutenu (l) (Ru(DPREI,) zatopiony
w krzemionce silikonowej (materiaty i metody purtkR.4), a take zawiesiq bakterii.
Zatopienie sensora w matrycy silikonowej uthwia dyfuzje tlenu z analizowanej prébki
do biosensora, uniemlbwia natomiast bezpwedni kontakt drobnoustrojow z biosensorem
eliminujac tym samym potencjalny toksyczny efekt biosensora bakterie. Na

powierzchng roztworu znajdujcego s¢ w dotku pomiarowym ptytki titracyjne;,
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nawarstwiano ciekt parafirg, ktorej zadaniem bylo odgiie dosgpu tlenu do badanej
probki.

Na rysunku 24 przedstawiono zmianygizehia fluorescencji w czasie dla probki
zawierajcej bakterieEscherichia colii biosensor. Pomiar wykonywano w temperaturze
27°C. Rownocz@ie wykonano pomiary natenia fluorescencji probki zawiesgej sam

biosensor.

4,5 MW@.A;.@’_\M.
4
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Rys. 24.Zaleznos¢ wzglednego natzenia fluorescencji od czasu dla probki zawigrej biosensor i
bakterieEscherichia coliATCC 8739 w temperaturze 27°C. Kontratanowsa pomiary samego
biosensora.

Z rysunku 24 wynikaze natzenie fluorescencji biosensora tlenowego w czasie
inkubacji z bakteriami wzrasta, podczas gdy flucee€ja samego biosensora pozostaje
stata. Niskie pocgkowe wartdci natzenia fluorescecnacji biosensora spowodowane s
procesem gaszenia fluorescencji w probce przez dkasteczkowy. Zaywanie tlenu
(wygaszacz fluorescencji) przez rase bakterie zmniejsza efektyw4do procesu
wygaszania fluorescencji i w efekcie powoduje wrmekzenia fluorescencji biosensora.
Krzywa zmian fluorescencji ma charakter sigmoidatggowy dla wzrostu bakterii w
hodowlach. Eksperyment téwiadczy o tym,ze biosensor obecny w probce nie wywiera
toksycznego wptywu na bakterie, nie hamuje wzrdsalterii w hodowli ize zmiana

natzenia fluorescencji me by miar ilosci zuzytego tlenu. Dostarcza tym samym
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informacji o aktywnéci metabolicznej drobnoustrojéw i przebiegu hodoldikterii. W
kontrolnych déwiadczeniach stwierdzonee zmianom natenia fluorescencji towarzyszy
wzrost gstasci optycznej hodowli. Ména zatem przypuszozaze wycie do eksperymentu
hodowli 0 mniejszej wyiciowej gzstasci hodowli (liczbie komorek w zawiesinie) powinno
spowodowa, ze zmiany naizenia fluorescencijidala miaty podobny sigmoidalny charakter,
lecz kzda przesungte w czasie. W celu weryfikacji tej sugestii wykanaeksperymenty, w

ktérych wygciowa zawiesina bakterii miatastasé od 16 do 1¢ CFU/mI (rys. 25).
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Rys. 25.Zaleznos¢é natzenia fluorescencji od czasu dla probek ang) pocatkowej gistaici
hodowli. W legendzie zaznaczono ¥gipwe miana hodowli bakterttscherichia coliATCC 8739
w badanych prébkach wyrane w CFU/mI. Hodovd prowadzono w temperaturze 27°C.

Wszystkie analizowane probki wykazugigmoidalny charakter zmian ga¢nia
fluorescencji w czasie. W kdym przypadku, niezataeie od wygciowej gzstasci hodowli
bakterii, wszystkie probki ogynety plateau, co oznaczae osagrety one w kadym
przypadku fagz stacjonara. Jednak w zalaosci od pocatkowej gstosci bakterii czas
osiagnigcia maksymalnego poziomu fluorescencji dla fazgjstaarnej byt rény. Hodowla
0 gestasci 1,80E+08 osigneta maksimum ja po 1 godzinie, podczas gdy najbardziej
rozcieaczona potrzebowata okoto 4 godzin do uzyskania saagjonarne;.

Jedna z krzywych na wykresiezrd sie od pozostatych. Prébka ta o najmniejszej
gestasci wyjsciowej hodowli bakterii posiada pagkowe wartdci natzenia fluorescencii

zblizone do kacowych ustabilizowanych wago natzenia fluorescencji pozostatych
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probek. Pochodzenie tego faktu ina przypisé roznicy w ilosci sensora obecnego w
dotku ptytki titaracyjnej. Ma to zwizek z tym, ze zawiesina sensora Ru(DBEEl)
optaszczonego na krzemionce i zatopionego w silkomwykazuje diéa lepkasé, co
utrudnia rozpipetowanie do dotkow pomiarowych piytlitacyjnej. Wigksza ilag¢
biosensora w dotku pomiarowym powoduje podsaenie wyjciowego naizenia
fluorescencji probki i w efekcie wgz koncowa wartaé¢ wynikow uzyskiwanych przez
hodowk.

W celu uniezateienia wynikbw pomiarow od #mic w wielkasci sygnatu
zaleznych od ilgci sensora w dotkach przeprowadzono normaligzagjnikow. W tym celu
wszystkie wartéci fluorescencji dla poszczegolnych krzywych zostpbdzielone przez

wartasci wyjsciowe fluorescencji. Znormalizowane krzywe przedstavykres na rys 26.

—&— 1,80E+08
—— 9,00E+07

4,50E+07
—$¢—1,80E+07
—>*—9,00E+06

Wzgledne nat ezenie fluorescenciji

Czas [h]

Rys. 26. Zaleznos¢ wzglkdnego nagzenia fluorescencji od czasu dla badanych probek po
przeprowadzeniu normalizacji wynikow. W legendzigzrzaczono wygiowe stzenia bakterii
Escherichia coliw CFU/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 27°C.

Wszystkie krzywe zmian ngienia fluorescencji w czasie majpodobny
sigmoidalny charakter agjajac podobny poziom kirowych wartéci maksymalnych,
roznia sig jedynie potaeniem punktéw przegtia. Im mniejsza jest poatkowa gstosc
hodowli bakterii tym dhiszy jest czas do egjniecia poziomu maksymalnego.

Do charakterystyki przebiegu #d@ej z tych hodowli m#na wy¢ dowolnego
parametru wzitego z sigmoidalnych krzywych zmian fluorescencgzasie. Mae to by

56



4. WYNIKI | DYSKUSJA

na przyktad punkt przeggia krzywych odpowiadagych potowie przyrostu natenia
fluorescenciji, lub inny dowolny parametr otrzymamywyniku przecgcia sigmoidlanych
krzywych z prost rownolegh do osi odcitych, przecingjca o$ rzednych w dowolnym
punkcie. Na rysunku 27 przedstawiono zat®¢ czasu niezixinego do oggnigcia potowy
maksymalne] wartxi fluorescencji od log z wyjsciowego sézenia hodowli
(CFU/studzienk).

ag; 4

Z . 35 = .0,5824x + 14,734

o c .© y=-Y !

T2§5= 3 — R? = 0,9994
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Rys. 27.Zaleznos¢ czasu niezédnego do osniecia potowy maksymalnego sygnatu fluorescenciji
od log (CFU Escherichia colstudzienk) w temperaturze 27°C.

Rysunek 27 przedstawia linigwzaleznos¢ czasu potrzebnego do agnigcia
potowy maksymalnych warfoi natzenia fluorescencji od leg wyjsciowych gstasci
hodowli bakteryjnych, ktar opisuje rownanie y = -0,5824x+14,734. Oba paraynetr
wystepujace w réwnaniu charakteryzuhodowk. Parametr ,a” wyznacza czas generacji
dla hodowli bakterii. Natomiast parametr ,b” okligeczas potrzebny do agniccia potowy
maksymalne] wartei fluorescencji przez najmniejszegstnie bakterii (1 komory. W
analizowanym przypadku w temperaturze 27°C podaahorek nasipuje, co 35 minut,
natomiast w optymalnych warunkach czas ten jestskydi wynosi ok. 30 minut /62/.
Najbardziej rozcigdczona hodowla uzyskataby potow maksymalnego natenia
fluorescencji po uptywie okoto 15 godzin. Ponadéesvnanie to pozwala obliczyilos¢
bakterii po uptywie okrdonego czasu, i znany jest czas potrzebny do gpiiccia
potowy maksymalnej warfai fluorescencji.

Aby stwierdzé jak na szybk& zmiany natzenia fluorescencji hodowli
bakteryjnych i szybk& podziatébw bakterii w tych hodowlach wplywa tempara,
wykonano pomiary respirometryczne w temperaturéa&h3¥°C (rys. 28 i 29).
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Rys. 28. Zaleznos¢ wzglednego natzenia fluorescencji od czasu dla hodowli bakteryinye
roznych pocatkowych g:stcsciach hodowli. W legendzie podano \gipwe stzenia bakterii
Escherichia colATCC 8739 w CFU/mI. Pomiary przeprowadzano w terapeze 32°C.

Rysunek 28 przedstawia zmiany ¢rnia fluorescencji hodowli bakteryjnych o
réznych gstasciach rejestrowane w temperaturze 32°C. Charaktararz nagzenia
fluorescencji jest podobny do uzyskanych w tempezat 27°C. Ma one sigmoidalny
ksztalt i osagaja punkty przegicia krzywych w rénym czasie, zalmym od gstaici
wyjsciowych hodowli bakteryjnych. Wyjek stanowi krzywa uzyskana dla hodowli o
wyjsciowej gstasici 2x1C¢ CFU/mI, ktéra osiga maksymalp wartai¢é nakzenia
fluorescencji najwczmiej. Zmiana fluorescencji jest w tym przypadku nizgza,
spowodowane jest to fakteme hodowla ta, o najwkszej gstasci wyjsciowej, szybko
zwzywa dosgpny tlen i znajduje siw koncowej fazie zmian fluorescencji (krzywa zmian
fluorescencji dla tej hodowli znajdujegspowyzej punktu przegicia). Czas generacji,
wyznaczony w oparciu o linicavzaleznos¢ opisam rownaniem y = -0,3683x + 9,3212, i

przedstawioa na rysunku 29, wynosi 22 minuty.
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Rys. 29.Zaleznoé¢ czasu niezédnego do oggnigcia potowy maksymalnego sygnatu od4¢GFU
Eschericiacoli ATCC 8739studzienk) w temperaturze 32°C.

Wyniki analogicznych pomiaréw wykonane w tempera¢uB7°C, przedstawiono
na rysunkach 30 i 31. Czas generacji dla hodovtdrgjnych w 37°C jest rowny okoto 14
minut.
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Rys. 30. Zaleznoé¢ wzglednego nagzenia fluorescencji od czasu dla hodowli bakteryinye
roznych pocatkowych g:stasciach. W legendzie podano wgjowe stzenia bakteriiEscherichia
coli ATCC 8739 w CFU/ml. Badanie przeprowadzono w tenajpgze 37°C

59



4. WYNIKI | DYSKUSJA

15

y =-0,2404x + 6,121

. i R?=0,9625

0,5

fluorescenciji [h]
L J
®

maksymlanych warto $ci nat ezenia
o
()]

Czas potrzebny do osi agniecia potowy

log2 (CFU/studzienk e)

Rys. 31.Zaleznoé¢ czasu niezidnego do oggnigcia potowy maksymalnego sygnatu od¢QFU
Escherichia colstudzienk) w temperaturze 37°C.

Z analiz wptywu temperatury na hodowle bakterii wgknych metod
fluorescencyjnej respirometrii optycznej wynikag zgodnie z oczekiwaniami wzrost
temperatury zwiksza szybké& wzrostu hodowli bakteryjnych, skraeajczas midzy
podziatami. Czas generacji, jak wynika z rysunkuyj8at w przedziale temperatur 27-37°C

liniowa funkcja temperatury.
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Rys. 32.Zaleznoé¢ czasu generacji od temperatury dla hod@gltherichia colATCC 8739
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Z omowionych relacji wynikaze istniejescista korelacja pomtzy iloscia zuzytego
tlenu a intensywnizia metabolicza komoérekEscherichia coliZmiana warunkow hodowli,
w tym temperatury, sktadu podia, dodanigrodkoéw bakteriobojczych znajdzie odbicie w
postaci rénej szybkéci zmian fluorescencji i w efekcie mych wartdci wspotczynnika
nachylania prostej zateosci parametru charakteryzigiego hodowd od log z CFU, czyli
czasu generacji. W zaZku z tym mana przypuszcza ze analizy wykonane zzyciem
fluorescencyjnej respirometrii optycznej zngjdzerokie zastosowanie do testowania
warunkow hodowli, rénych podté, okrelania wigciwosci antybakteryjnych zvazkdw
chemicznych, zaréwno w rutynowej diagnostyce jakwi badaniach naukowych.
Dodatkowym atutem metody respirometrii optycznegt,jejak wykazano w trakcie
wstkpnych bada, ze sam sensor nie posiada §davosci antybakteryjnych i nie hamuje
wzrostu bakterii, a w piniejszych,ze nie wchodzi w interakcje z badanymi zzkami
chemicznymi. Najistotniejsz jednak zalet metody respirometrii optycznej jest toe
metoda ta nie powoduje destrukcji probki w czasimjaru, umaliwia wielokrotra analiz
tej samej prébki w rinym czasie, umdiwia zatem cigta analiz hodowli bakteryjnej bez
ingerencji w analizowany system.

Aby ocené przydatné¢ nowej metody wykorzystagej pomiary fluorescencji do
bada drobnoustrojow przeprowadzono seadczenia z  iyciem  $srodkow
antybakteryjnych. Jednoczee wyniki pomiarbw respirometrycznych poréwnano z

wynikami uzyskanymi metedseryjnych rozcigczen.

4.3.2. Wplyw dimetylosulfotlenku na bakterieEscherichia coli

Pierwszym zwizkiem, ktérego wigciwosci przeciwdrobnoustrojowe analizowano
za pomog fluorescencyjne] respirometrii optycznej i skonswanego ukfadu
pomiarowego, byt dimetylosulfotlenek (DMSO). Zwku tego waywalismy jako
rozpuszczalnika w badaniach przeciwbakteryjnych sewaosci nowosyntetyzowanych
zwiazkébw chemicznych /76, 82, 41, 75, 83/. Bylo to lemzine w przypadku bafla
zwigzkéw trudno rozpuszczalnych w wodzie. Z naszych edriejszych bada wynika
jednak,ze sam DMSO w wiszych stzeniach wywiera toksyczny wptyw na drobnoustroje.
Dlatego te celowe jest okrdenie, w jakim zakresie gten DMSO mae by stosowany do
przygotowania probek do okiania wartéci MIC nowosyntetyzowanych zazkow
chemicznych. Zbyt wysokie gtenia DMSO mogtyby wplywana warté¢ MIC badanego

zwiazku. Mechanizm toksycznego dziatania DMSO na baktge jest znany, wiadomo
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jednak,ze jest on ,zmiataczem” rodnikdbw hydroksylowych iosh dziatanie menadionu,
ktorego wplyw realizuje si przez generowanie nadtlenkow /65/. Na rysunku 33
przedstawiono wyniki eksperymentéw, w ktérych armhano wptyw réanych stzen
DMSO na bakteri&scherichia coli
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Rys. 33.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescenciji hodowlkEscherichia coliATCC
8739 od czasu dla taych stzen DMSO w hodowli. Dane zamieszczone w legendzie eaji
procentowe stenia roztworéw DMSO. Pomiary prowadzono w temperat27°C

Z rysunku wynikaze toksyczne gtenie DMSO dla bakterii to gtenie wysze od
10 %. Sgzenia 15, 18 i 20 % DMSO w hodowli bakteryjnej hampjzyrost nazenia
fluorescencji hodowli. Wykazano rowrieze sam DMSO w gteniu 25 % nie wptywa na
fluorescengj sensora. Interesige jest,ze w zakresie niskich gten DMSO (4 i 10 %)
obserwuje s wzrost hodowli bakteryjnych, ktére aghjp maksymalne wartei
fluorescenciji zblione do natzen fluorescencji hodowli bakterii bez DMSO. Jednakyw
przypadku niekorzystny wptyw DMSO przejawia s przesungciu czasowym krzywych
wzrostu tych hodowli bakteryjnych. Aby doktadniekresli¢ zakres stzen DMSO
niekorzystnie wptywajcych na drobnoustroje, wykonano pomiary z wykoraysm
fluorescencyjnej respirometrii optycznej hodowlkteii w obecnéci szerokiego zakresu
stezen DMSO (rys. 34).
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Rys. 34.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescenciji hodowlkEscherichia coliATCC
8739 od czasu dla #dych stzen DMSO w hodowli. Dane zamieszczone w legendzieysoimku
zawieraj skzenia roztworow DMSO wytone w procentach. Warunki eksperymentu byty
podobne jak przy pomiarach przedstawionych na kis@9.

Rysunek 34 pozwalascisli¢, ze hamujce wzrost hodowli bakteryjnychy stzenia
DMSO wyzsze od 13 %. Krzywa zmian raénia fluorescencji dla hodowli zawiegag]
13 % DMSO ma typowy sigmoidaly charakter iagsi wartéci maksymalne podobnie jak
hodowla bakterii bez DMSO. Najbardziej interesyj wydaje st fakt, ze niekorzystny
wptyw w zakresie matych sten DMSO zwkksza st wraz ze wzrostem gtenia DMSO.
Krzywe natzenia fluorescencji uzyskane dla hodowli w obdgcn@, 5, 8, 10 i 13 %
DMSO zachowyj ten sam sigmoidalny charakter, lecz w anaerostu stzenia DMSO g
coraz bardziej przeswte w czasie. Opdnienie jest to tym wiksze, im weksze jest
stezenie DMSO.

Aby stwierdz¢, jaki typ zalenosci zachodzi midzy czasem, przy ktorym wzgine
natzenie fluorescencji osga potow maksymalnej wartei natzenia fluorescencji
(mozna tu uwyé¢ kazdego innego arbitralnie przypgo parametru charakteryzoggo
hodowk bakterii odczytanego z wykresu) azgniem DMSO, spordzono wykres, ktéry

przedstawia rysunek 35.
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Rys. 35. Wykres zalenosci czasu potrzebnego do gginigcia potowy maksymalnej wardoi
nakzenia fluorescencji od stenia DMSO.

Wykres na rysunku 35 przedstawia linjpw zaleznos¢  parametru
charakterystycznego dla hodowli ockzg@nia DMSO. Z wykresu wynikaze wraz ze
wzrostem sizenia DMSO w probce z bakteriami wydeniu ulega proporcjonalnie czas
potrzebny bakteriom do agjniccia potowy maksymalnej waroi natzenia fluorescencji.

Aby porowna wyniki analiz wptywu DMSO na drobnoustroje uzyskametod
fluorescencyjnej respirometrii optycznej z wynikaoanaczé MIC (minimalne stzenie
hamujce wzrost drobnoustrojow) wykonanych meiddasyczna, wyznaczono stenie
hamupjce wzrost drobnoustrojow metpderyjnych rozcigczer. Do eksperymentowayto
dwéch szczepdw bakteriEscherichia coliIATCC 8739 oraZscherichia coli6002 (tabela
3).
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Tabela 3. Wyznaczanie minimalnegoegenia DMSO hamugego wzrost dla dwoch szczepow
Escherichia colATCC 8739 i Escherichia colb002.

STEZENIE DMSO [%]

SZCZEP
BAKTERII
20 15 13 10 8 5 2
Escherichia coli -
ATCC 8739 B MIC * * * * *
Escherichia coli -
6002 B MIC * * * * *

~+'- wzrost bakterii w prébce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce

Z tabeli 2 wynikaze oba szczepy bakterii wykazuypodobm wrazliwos¢ na DMSO,
rosm w obecnéci 13 % DMSO. Warté& MIC jest rowna 15 %. Préba wyznaczanie MIC
dla DMSO w oparciu 0 pomiary fluorescencyjnej resgietrii optycznej daje waroi

identyczne z warkziami MIC wyznaczonymi metadseryjnych rozcigczen (rys. 36).
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Rys. 36. Wykres zalenosci maksymalnej wzglnej wartdci fluorescencji uzyskanej przez
hodowle bakteryjne od gtenia DMSO. Maksymaln wartags¢ natzenia fluorescenciji osinicta
przez rosace hodowle bakteryjne prayp za 100 %.
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Z analiz wptywu DMSO na bakterie wykonanych matddadycyjra i metod
fluorescencyjnej respirometrii optycznej wynikze obie metody pozwalgjuzyska te
samy wartaé¢ MIC. Natomiast metoda respirometrii optycznej dosta znacznie \&tej
informacji w poroéwnaniu z metadtradycyjra, zwtaszcza gdy dotyczy to toksycznego
wptywu matych stzen DMSO na bakterie. Ponadto zastosowanie metodydaoencyjnej
respirometrii optycznej powoduje znaczne skrécenmasu eksperymentu. Waito
okreslajace MIC mana uzyské juz po uptywie 4 godzin. Natomiast zkiszapc
wyjsciowe stzenie bakterii w hodowli mama ten wynik uzyskaze znacznym skréceniem

czasu badania do 1-2 godzin (rys. 30).

4.3.3. Analiza wptywu ampicyliny na komorkiEscherichia coli

Jednym z najwaniejszych zastosouwiapomiarow MIC jest okrdanie najniszego
stezenia hamujcego wzrost drobnoustrojow dla antybiotykow. W a@paro uzyskane
wartasci MIC ocenia s czy dany szczep jest wilavy na antybiotyk i podejmuje si
decyzje o sposobie leczenia pacjenta. Réivwerowadzanie nowych chemioterapeutykdw
do wytku w medycynie poprzedzone musicblgadaniami wptywu tych zwikéw na
drobnoustroje. Celowe jest ¢@ wykonywanie prob przydatdo zastosowania
respirometrii optycznej do okdlania wartgci MIC dla antybiotykéw. Jako przykiad mag
stuizy¢ badania wptywu ampicyliny (antybiotyku z gruflylaktaméw) na dwa szczepy
bakterii r&niace s¢ wrazliwoscia na antybiotyk. Te dwa szczepy tRscherichia coli
ATCC 8739 orazEscherichia coli6002. Wartéci MIC okreslone metod seryjnych

rozcienczen przedstawia tabela 4.

66



4. WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela 4. Wyznaczanie wartgi MIC ampicyliny dla dwoch szczepdiacherichia colirdzniacych
si¢ wrazliwoscia na ten antybiotyk.

STEZENIE AMPICYLINY [ pg/mi]

SZCZEP
BAKTERII
Q| oo | | | « g—

64
32
0,25
0,125
0,0625
0,0125

Escherichia coli
ATCC 8739

mic
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Escherichia coli
6002

»1"- wzrost bakterii w probce
.~ - brak wzrostu bakterii w probce

Wyniki przedstawione w tabeli 3 pozwalagtwierdz¢ wzrost szczepieschrichia
coli 6002 w catym zakresie stosowanyctrzati ampicyliny, to jest do 64g/ml wiacznie.
Jest to zatem szczep oporny zgodnie z zaleceni&@8l Z ang. Clinical and Laboratory
Standards Institute). Natomiast w przypadku szcz&gseherichia coli ATCC 8739
stwierdzono,ze najmniejsze sgtenie hamujce ma warté¢ 16 pg/ml, i wedlug zaleae
CLSI uwaat nalery ten szczep z&redniowraliwy.

Na rysunkach 37 i 38 przedstawiono wyniki pomiam@spirometrycznych dla obu
szczepbdw bakteryjnych.
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Rys. 37.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescencji hodowli bakteryjnyé&hcoli ATCC
8739 od czasu dla zdych stzen ampicyliny w prébce. W legendzie podanegzehia ampicyliny
wyrazone wug/ml. Pomiary wykonywano w temperaturze 27°C.
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Rys. 38.Wykres zalenosci wzglednego naizenia fluorescenciji hodowli bakteryjnyd&hcoli 6002
od czasu dla tych stzen ampicyliny w badanej probce. W legendzie podaagzesia ampicyliny
wyrazone wug/ml. Pomiary wykonywano w 27°C

Rysunek 37 pozwala stwierdzize baterie szczepu ATCC 8739 rgsm obecnéci
ampicyliny o s¢zeniach 4 i 8ug/ml. Stzenia ampicyliny 16, 32 i 641g/ml powodug

zahamowanie wzrostu bakteiwiadczy to o tymze wartgci MIC dla ampicyliny
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wyznaczone za pomacmetody respirometrii optycznej przez pomiar flismencii

zgadzaj sie z wartgciami MIC wyznaczonymi metoda tradycgnZ rysunku 37 wynika
réwniez, ze w przeciwiéstwie do DMSO (rys. 33, 34 i 35) hodowle bakteryjwe
obecndci ampicyliny o s¢zeniach 4 i 8ug/ml nie powoduj znacacego przesugcia

krzywych zmian fluorescencji w czasie. Inter@sym aspektem tych analiz jest fake

amplitudy wartéci natzenia fluorescencji osgane przez hodowle bakterii w obeécio
ampicyliny o stzeniach 4 i 8ug/ml, @1 nizsze od wartéci natzenia fluorescencji
osiaganych przez hodowle bakterii wyavce bez antybiotyku. Efekt ten jest tymekszy

im wyzsze jest szenie antybiotyku. Mgna by gdzi¢ zatem,ze wielkas¢ amplitudy zmian
natzenia fluorescencji w pomiarach respirometrycznyabzenby¢ kolejnym parametrem
stuzacym do analizy wptywu zvwgzkéw chemicznych na drobnoustroje. Takiej sugessi
potwierdzay jednak analizy krzywych na rysunkach 34 (DMSOBi 8/ swietle dalszych
analiz zatgenie to wydaje sibtedne.

Istotry roznica, jaka wykazuje szczefscherichia coli6002 w stosunku do szczepu
wrazliwego, jest brak zahamowania wzrostu w obé&chavszystkich badanych eten
antybiotyku (rys. 38). Wszystkie krzywe zmian flascencji bakterii hodowanych w
obecndci skzen od 4 do 64ug/ml osiagaja maksymalne wartei fluorescencji po czasie
okoto 5 godzin. Wynik ten jest zatem zgodny Zwiadczalnie okrdona wartascia MIC

dla szczepiecherichia coli6002 wyznaczanmetod tradycyjry (tabela 3).

4.3.4. Wptyw ko-timoksazolu (trimetoprimu/sulfametéksazolu) na  bakterie

Escherichia coli.

Kolejnym przyktadem wykorzystania respirometriitygznej mog by¢ analizy
wptywu innego chemioterapeutyku (ko-timoksazoluYorik dziata na bakterie jako
antymetabolit. Ko-timoksazol jest mieszanigwoch chemioterapeutykéw trimetoprimu i
sulfametaksazolu i w takiej postaci jest stosowélyicznie. Oba wymienione zwzki
dziatap  synergistycznie, hamag powstawianie kwasu tetrahydrofoliowego.
Sulfametaksazol dolac analogiem PABA (kwas p-aminobenzoesowy) hamujetesgz
dihydropterynianu, podczas gdy trimetoprim dziadareduktaz kwasu dihydrofoliowego.
Do analizy wptywu ko-timoksazolu na bakterie wykgstano dwa szczepyEscherichia
coli ATCC 8739 iEscherichia col6002.
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Rys. 39.Wykres zalenosci wzglgdnego nagzenia fluorescencji hodowli bakteryjngEjcoli ATCC
8739 do czasu dla ych stzen ko-timoksazolu. W legendzie podanezseiia ko-timoksazolu
wyrazone wug/ml.

Z wykresu przedstawionego na rysunku 40 wyn#eako-timoksazol o gteniach
0,126/0,625, 0,25/1,25 i 0,5/2,5 pozwala na wzbagterii w obecngci chemioterapeutyku.
Jednak wraz ze wzrostem ¢&nia chemioterapeutyku negtje bardzo znaaze
spowolnienie szyblkawi wzrostu. Efekt ten jest silnie widoczny zwtaszexz odniesieniu do
stezen ko-timoksazolu rownych 0,25/1,25 i 0,5/2,5¢Znia 1/5 oraz 2/10, dla ktérych
krzywe s¢ pokrywap, praktycznie oznaczgj zahamowanie wzrostu. Na podstawie
zaleznosci przedstawionych na rysunku 39 ma przyjc, ze wart@gé MIC ko-timoksazolu
wyznaczona dla szczépcoli ATCC 8739 jest réwna 1/5g/ml.

W przeciwigistwie doE.coli ATCC 8739, ktdrej krzywe wzrostu przedstawiono na
rysunku 39, E.coli 6002 wykazuje opordd na wszystkie stosowane ¢stnia ko-

timoksazolu (rys. 40).

70



4. WYNIKI | DYSKUSJA

—o—1/5
——2/10

4/20
—>%—8/40
—¥—16/80
—@— E.coli 6002
—+—sensor

Wzgledne nat ezenie fluorescenc;ji

Czas [h]

Rys. 40.Wykres zalenosci wzglednego nagzenia fluorescencji hodowlt.coli 6002 do czasu dla
réznych stzen ko-timoksazolu. W legendzie przedstawionezehia ko-timoksazolu wyeane w

pg/ml.

Czasowe zalaosci krzywych wzrostue. coli 6002 w obecniei ko-timoksazolu o
stezeniach:1/5, 2/10, 4/20 i 8/4Qg/ml zblizone & do przebiegu krzywej dla hodowli
bakterii bez dziatania antybiotyku. Jedynie w olmchnajwyzszego s{zenia 16/8Qug/ml
krzywa wzrostu jest znageo przesurita w czasie. Z analizy krzywych wynika zatera,
szczepE.coli 6002 wykazuje oporrgé na ko-timoksazol w catym zakresie badanyeliesi
Aby stwierdz¢ czy wyniki pomiaréw wraliwosci obu badanych szczepokscherichia
coli na kotimoksazol (trimetoprim/sulfametaksazol) wylnych metoal respirometrycza
sa zgodne z zaleceniami CLSI wyznaczono wantdvIC metody seryjnych rozcigczen.

Wyniki przedstawiono w tabeli 5.

71



4. WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela 5. Wyniki oznaczania MICko-timoksazolu (trimetoprimu/sulfametaksazolu) diao6ch
szczepOwEcherichia coliATCC 8739 iEscherichia coli6002.

STEZENIE KO-TIMOKSAZOLU [ ug/ml]
SZCZEP
BAKTERII o - = -
S|S|®|F|«|7 |2|8|33|838|85|g3
o o

. . O
E?_ngcg;isgo“ I I I I§ + + + + + +
Escherichia coli

6002 + + + + + + + + + + + +

»1+"- wzorst bakterii w probce
. - barak wzrostu bakterii w prébce

Z tabeli 4 wynika,ze wartéci MIC dla E.coli ATCC 8739 wynosi 1/5ug/ml,
natomiast wartaci MIC dlaE. coli 6002 nie ména wyznacz§, gdyz jest to szczep oporny
w catym zakresie badanyclesth chemioterapeutykow. Istnieje zatem catkowita zggddn
oznaczé wzrostu bakterii w obecioi ko-timoksazolu wykonanych metpdseryjnych

rozcienczen i z zastosowaniem fluorescencyjnej respiromeptyozne;.

4.3.5. Wplyw metali cezkich na wzrost bakterii Escherichia coli

Interesugcym  zastosowaniem respirometrii  optycznej mody¢ analizy
toksycznego dziatania jonow metalgdkich na drobnoustroje. Stanowi to przedmiot ada
mikrobiologii srodowiskowej. Ma rownig istotne znaczenie dla badanedycznych i
toksykologicznych.

Analiza toksycznego wptywu metali ¢ggkich na drobnoustroje nabiera nowego
znaczenia wswietle wielu doniesig@ wskazugcych na rad zanieczyszczesrodowiska w
rozprzestrzenianiu oporéd na antybiotyki. Z badatych wynika,ze geny warunkuagce
opornGg¢ na metale eizkie i antybiotyki wys¢puja wspolnie w ré@nego rodzaju mobilnych
elementach genetycznych np.: plazmidach, integtonhg wczesne prace Summers i wsp.
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wykazaty,ze oporné¢ na rt¢ i antybiotyki byta wspolnie przenoszona,eaizy r&znymi
rodzajami bakterii z rodzin¥nterobacteriaceadcytowane za 6/Genetyczny zwizek
(wspdlna lokalizacja) gendéw warunkaych oporné¢ na metale eizkie i antybiotyki
powoduje, ze obecn& metali w srodowisku zycia drobnoustrojéw wywiera pres;j
selekcyjm  (ko-selekot) zwickszapca sSzanse przgcia szczepdw w obechd
antybiotykow.

Aby ocené¢ toksyczny wptyw jonéw metali eikich na drobnoustroje
przeprowadzono analizy wzrostu hodowli bakteryjnyclobecnéci jondéw niklu, miedzi i
cynku.

Wyniki pomiaréw respirometrycznych wptywu jonowkhi na szczepE. coli

przedstawiono na rysunku 41

©
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Rys. 41. Wykres zalenosci wzglkdnego nagzenia fluorescencji od czasu dla hodowli szczepu
E.coli ATCC 8739 w obecrimi roznych stzen jonéw niklu. W legendzie podano odpowiednie
mikromolarne stzenia jonow niklu. Pomiary przeprowadzano w temperat 27°C.

Krzywe przedstawione na rysunku 41 pozwaddyierdze, ze szczefk.coli ATCC
8739 wykazuje wzrost w obecsw 0,31-2,5 mM sizen jondw niklu. Jedynie dla stenia 5
mM obserwuje s catkowite zahamowanie wzrostu, a krzywa zmianr®soencji w czasie
pokrywa s¢ z krzywa zmian dla sensora. Krzywe wzrostu wykazppdobne zaleosci
czasowe, rénia sig natomiast maksimum regenia fluorescencji. W tabeli 6 przedstawiono

wartasci MIC wyznaczone metadseryjnych rozcigczen.
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Tabela 6. Wyznaczanie wartzi MIC jondw niklu dla szczepdviEcherichia coliATCC 8739 i
Escherichia coli6002 metod seryjnych rozcigcze.

STEZENIE JONOW NIKLU [mM]
SZCZEP BAKTERII

5 2,5 1,25 0,625 0,125
Escherichia coliATCC
8739 - * * * *
Escherichia colb002 - + + + +

~+'- wzrost bakterii w prébce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce

W oparciu o wyniki przedstawione w tabeli 5 ima stwierdzi, ze wzrost
drobnoustrojéw jest zahamowany 5 mM:zsihiem niklu. Istnieje catkowita zgodito
oznaczé wartaci MIC dla jonéw niklu wyznaczonych metgderyjnych rozcigczen i
metody fluorescencyjnej respirometrii optycznejkti-ae amplituda natenia fluorescenciji
krzywej wzrostu w obecr$ai 0,63 mM jest niemal dwukrotnie gksza od amplitudy
zmian nagzenia fluorescencji bakterii hodowanych w obeamn®,31 milimolarnych stzen
jonow niklu $wiadczy, ze nie istnieje zwizek medzy stzeniem jonodw niklu dziatapych
toksycznie na bakterie, a kmowym maksymalnych nateniem fluorescencji hodowli.
Papkovsky i wsp. badaj wptyw jonow niklu na bakterie uzyskali wagto ECs (z ang.
50 % effective concentration) dlBseudomonas fluorescemszy stzeniu 0,045 mM,
natomiast dlaE. coli DH50 na poziomie 0,67 mM /62/. Nies podaje dla szczepu
Escherichia colw temperaturze 30°C waébdMIC dla jonéw niklu jest rowna 1mM /59/.

W podobny sposéb analizowano wptyw jonéw miedys.(A2 i 43).

74



4. WYNIKI | DYSKUSJA

5 | —&—E.coli ATCC8739
——0,125
—%—0,25
—>%—0,5
1
——2
—+—sensor

Wzgledne nat ezenie fluorescenc;ji

Czas [h]

Rys. 42.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescenciji hodowli bakterit. coli ATCC
8739 od czasu dla taych stzen jondéw miedzi. W legendzie podano odpowiednigestia jonow
miedzi wyraone w mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturz€27°
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Rys. 43.Wykres zalenaosci wzglednego natzenia fluorescencji hodowli bakter. coli 6002 od
czasu dla rinych stzen jonow miedzi. W legendzie podano odpowiednigestia jon6w miedzi
wyrazone w mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturz€27°

Rysunki 42 i 43 przedstawigkrzywe zmian wzgidnego naizenia fluorescencjt.
coli ATCC 8739 iE.coli 6002 w obecn&i jondw miedzi o sizeniach, 0,125, 0,25, 0,5, 1 i
2 mM. Krzywe wzrostu majtypowy sigmoidalny charakter i wskazuge rosace stzenia

jonéw miedzi wywieragg hamugacy wptyw na wzrost hodowli bakteryjnych, ktory
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objawia s¢ w postaci czasowych przeswhikrzywych wzrostu. Przeswuia te g liniowa

funkcja stezenia jonow miedzi (rys. 44).

fluorescenc;ji

Czas potrzeby do podwojenia wyj $ciowych
warto $ci wzgl ednego nat ezenia

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
Stezenie jon6w miedzi [mM]

Rys. 44.Zaleznoéé czasu potrzebna do podwojenia $eypwej wartdci natzenia fluorescencji dla
hodowli bakteryjneE.coli ATCC 8739 od stzenia jondéw miedzi. Wykres spaidzono w oparciu o
krzywe z rysunku 42.

1 i 2 mM stzenia jonbw miedzi powodsjcatkowite zahamowanie wzrostu
hodowli. Oznaczenie hamugego wptywu jonéw miedzi na bakterie wykonane metod
tradycyjm (metoda seryjnych rozdiezen) potwierdzag wnioski z oznacze

respirometrycznych (tabela 7).

Tabela 7. Wyznaczanie MIConéw miedzi dla dwéch szczepokcherichia coliATCC 8739 i
Escherichia col6002metod, seryjnych rozcigczen.

STEZENIE JONOW MIEDZI [mM]
SZCZEP BAKTERII

2 1 0,5 0,25 0,125
Escherichia colATCC
8739 ) ) * + +
Escherichia col6002 - - + + +

»1"- wzrost bakterii w probce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce
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Papkovsky i wsp. analizag wptyw jondw miedzi naPseudomonas fluorescens
E. coli DH5a uzyskali wartéci EGso odpowiednio 0,18 mM i 0,82 mM /62/.

Analiza krzywych zmian fluorescencji hodowli bakteych rosmacych w
obecndci jonéw miedzi (rys. 43 i 44) nie pozwala stwigkdby istniat zwhzek medzy
hamupcym stzeniem jonow miedzi, a wartoila amplitudy wzgtdnego nafzenia
fluorescencji dla analizowanych hodowli bakteryjnyc

Analogiczne pomiary kinetyki wzrostu hodowli bakfeych rosacych w
obecndgci jonéw cynku o szeniu od 0,25 do 4 milimola przedstawiono na rysghk46 i
47.
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Rys. 45.Wykres zalenosci wzglednego nagzenia fluorescencji hodowlk.coli ATCC 8739 od
czasu dla rénych stzen jonow cynku. W legendzie podano odpowiednigzestia jondéw cynku
wyrazone w mM. Pomiary wykonano w temperaturze 27°C.
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Rys. 46.Wykres zalenosci wzglednego nagzenia fluorescencji hodowlt.coli 6002 od czasu dla
roznych stzen jonéw cynku. W legendzie podano odpowiednigestia jonow cynku wyrzone w
mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 27°C.

Analiza wptywu cynku na wzrost hodowk. coli ATCC 8739 iE. coli 6002
wskazuje,ze jony cynku w zakresie gten 0,25-2 mM powoduj spowolnienie wzrostu
bakterii. Zmniejszenie szybko wzrostu hodowli jest, podobnie jak w przypadkmgw

miedzi, proporcjonalne doggienia jondéw cynku (rys. 47).
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Rys. 47.Zaleznos¢ czasu potrzebnego do podwojenia sgigwych wartdci wzglednego nagzenia
fluorescencji dla hodowli bakteryjngj.coli ATCC 8739 od stzenia jondw cynku.

4 mM stzenie cynku powoduje catkowite zahamowanie wzrosast to wynik

identyczny z wartécia MIC wyznaczon metod, seryjnych rozcigczen.
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Tabela 8. Wyznaczanie MICjonéw cynku dla dwdch szczepokcherichia coliATCC 8739 i
Escherichia colb002metod, seryjnych rozcigcze.

STEZENIE JONOW CYNKU[MM]
SZCZEPY BAKTERII

4 2 1 0,5 0,25
Escherichia colATCC
8739 - * * * +
Escherichia col6002 - + + + +

~+'- wzrost bakterii w prébce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce

Wartas¢ EGCsp wyznaczone przez Papkowskiego i wsp. dPseudomonas
fluorescens E.coli DH5a, byty rowne 0,0061 mM i 0,14mM /62/.

Badania wptywu metali ekkich na bakterie wykonane za pomadw6ch metod,
metody seryjnych rozcigczen i metody fluorescencyjnej respirometrii optycznej, 4laj
identyczne warteci MIC. Pozwalag one uszeregowatoksyczné¢ badanych metali w

kolejnasci Ni>Zn>Cu.

4.3.6. Monitorowanie wzrostu hodowli komorek eukariotyyczrnych za pomoag

pomiarow respirometrycznych z wykorzystaniem biosesora tlenowego.

Analizy kinetyki wzrostu hodowli bakteryjnych i wpku zwiazkow
przeciwdrobnoustrojowych na bakterie wykazaly petpd¢ fluorescencyjnej
respriometrii  optycznej, wykorzystgej biosensory tlenowe, jako nowej i bardzo
efektywnej techniki badawczej o szerokich zastosovach w biotechnologii, farmacji i
medycynie. Celowe bylo rownie wykazanie, ze respirometria optyczna m® by
stosowana nie tylko do analiz organizméw prokadmtych, ale i bardziej zionych
komorek eukariotycznych. Komorki te wykazugzereg strukturalnych i funkcjonalnych
réznic w poréwnaniu z komorkami bakterii,aia sie szybkdcia metabolizmu i wykazaj
wrazliwos¢ na szereg zwikdéw cytotoksycznych, nie dziadgych na bakterie. Jako
przyktad wybrano komorkiCandida albicansi Saccharomyces cerevisiaesubstangj
toksyczm - nystatyr. Nystatyna jest produkte®treptomyces albuirStreptomyces nursei

stosowanym w miejscowym leczeniu candidiozy janyejs gardta, przewodu
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pokarmowego i naeddéw piciowych /8/. Nystatyna (tetraen) to antyblotyalezacy do
grupy antybiotykdéw polienowych, u ktérego weéai hydrofobowej molekuty wyspuja 4
wigzania podwojne. &czac sk ze sterolami btony komérek organizméw eukariotycim
nystatyna upéedza funkcjonowanie btony cytoplazmatycznej /46/.

Rysunki 48 i 49, odnogze s¢ odpowiednio do eukariotowZandida albicansi
Saccharomyces cerevisia@iadcz, o tymze podobnie jak to miato miejsce w przypadku
bakterii, krzywe wzrostu majten sam sigmoidlany charakter,zné si¢ natomiast

znacaco szybkacia wzrostu.

—o— 2,00E+07
—— 4,00E+06
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—¥— 2,00E+05
—&—sensor

Wzgledne nat ezenie fluorescencji

Czas [h]

Rys. 48. Zalenos¢ wzglkkdnego nagzenia fluorescencji od czasu dla badanych probek
zawierajcych r@ne wyjgciowe g:stasci hodowli Candida albicansvyrazone w CFU/ml. Badania
przeprowadzono w temperaturze 37°C.

80



4. WYNIKI | DYSKUSJA

)
C
)
(6]
0
g ——1,00E+07
2 5,00E+06
)
2 —>—1,00E+06
)
5‘)-' —¥—5,00E+05
g —@— sensor
2
- 0,5
o
©
N
; 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7

Czas [h]

Rys. 49. Zalenos¢ wzglkkdnego nagzenia fluorescencji od czasu dla badanych probek
zawierajcych r&ne wyjgciowe g:stasci hodowli Saccharomyces cerevisiagrazone w CFU/m.
Badania przeprowadzono w temperaturze 37°C.

Poréwnanie krzywych wzrostu hodowli grzybow nauryjsach 48 i 49 z krzywymi
wzrostu hodowli bakterii w temperaturze 37°C (r@6€) swiadczy, o tymze szybkd&é
wzrostu komorek bakteryjnych jest kilkakrotniegkgza od szybl&i wzrostu komorek
grzybéw. Jeds z istotnych zalet metody fluorescencyjnej respitim optycznej w
odniesieniu do bakterii bytlo skrécenie czasu agaf@znaczania MIC) z 24 godzin do
nawet okoto 3-4 godzin. Interegag byto by stwierdzenie, czy rowaiev przypadku
eukariotycznych komérek didzy mazliwe jest znaczne skrdcenie czasu analizy.

W klasycznej metodzie oznaczania cytotoksycznéyvakosci zwiazkdw przeciw
grzybiczych wymagany czas inkubacji wynosi 48 goddia Candida spp., a nawet 72
godziny dlaCryptococcus neoforman80/. We wsgpnym eksperymencie dotygzym
wptywu nystatyny na hodowlCandida albicanswykazano (rys. 50)ze nystatyna we
wszystkich stosowanychegeniach (0,25-4 pg/ml) wydajegshamowa wzrost dradzaka.

Mogtoby to oznaczg ze warté¢ MIC rowna jest 0,25 lub mniejsza.
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Rys. 50.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescencji od czasu dla hodowlandida
albicans zawierajcych r@ne stzenia nystatyny w hodowli. Dane zamieszczone w ldgen
zawieraj stzenia roztwordéw nystatyny wytane w pg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze
37°C. Wyfciowe inokulumCandida albicangyto 4x16 CFU/m,

Wykonano wgc kolejny eksperyment, w ktérymzyto mniejszych stzen nystatyny w
zakresie 0,0625-0,25 pg/ml (rys. 51).
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Rys. 51.Wykres zalenosci wzglednego natzenia fluorescencji od czasu dla hodowlandida
albicanso r@&nych stzeniach nystatyny w hodowli. Dane zamieszczone veridgie zawieraj
stgzenia roztwor6w nystatyny wyrane w pg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 37°C
Wyjsciowa g:stasé hodowli byta réwna 4x10CFU/m

Z doswiadczenia tego wynikae szybké¢ wzrostuCandida albicansv obecnéci

nystatyny o stzeniu 0,0625 pg/ml, jest taka sama jak szybkezrostu dradzy bez
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antybiotyku (krzywe si pokrywap). Wartg¢ MIC w takim przypadku powinna byéwna
0,125 pg/ml nystatyny. Uzasadniomwatpliwos¢ budzi jednak faktze kaicowe punkty
krzywej odnoszcej st do stzenia 0,125 pg/ml nystatyny w hodowli mpgugerowa, ze
hodowla ta po uptywie czterech godzin dopiero razyoa faz wzrostu. W konsekwencji
wartas¢ MIC powinna by wigksza od 0,125 pg/ml. Zatem, aby wyznaczkzenia
hamujce wzrost Candida albicansi Saccharomyces cerevisiagykonano kontrolne
doswiadczenie metagdseryjnych rozcigczer, w ktérym czas inkubacji wynosit 48 godzin.
Wartadsci MIC uzyskane w ten sposob zawiera tabela 9.

Tabela 9. Wyznaczanie stenia hamujcego wzrost Candida albicans ATCC 10231 i
Saccharomyceserevisiae Czas inkubacji 48 godzin

STEZENIE NYSTATYNY (ug/ml)
GATUNEK
GRZYBA o 0 10 10
SIS | Q| |||« |8 |38 9
Sl o | 5| o
Candida O
albicansATCC - - - - - s + + + + + +
10231 '
O
Sacchar_o_myces . . . . . . = N N N N N
cerevisiae ;

- -brak wzrostu grzybow
.+ -wzrost grzybow

Z tabeli 9 wynika,ze najmniejsze stenie hamujce wzrostCandida albicangest
rowne 2 ug/ml. W przypadkBaccharomyces cerevisim@artac ta jest rowna 1 pg/mi.

Poréwnujc wyniki z oznacze respirometrycznych i metody seryjnych roiciean
(czas inkubacji 48 godzin) mpa stwierdz, ze stosyjc metoa@ respirometii optycznej i
bardzo krotkie czasy inkubacji rama uzyska zanizone wartéci MIC dla nystatyny.
Spowodowane jest to fakterme obecnét cytostatykOw powoduje znaczne spowolnienie
wzrostu hodowli i bardzo stabo zaawansowane krzywaostu hodowli mog by¢
interpretowane jako zahamowanie wzrostu. Sugetti potwierdza krzywa wzrostu
Candida albicansv obecnéci 0,125 pg/ml nystatyny z rysunku 51, ktéra polezte faza
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wzrostu w tym przypadku rozpoczyna @ op&nieniem okoto 3 godzin w stosunku do
krzywej odpowiadajcej 0,0625 pg nystatyny na mililitr. Wykonanoewieksperymenty
oznaczania MIC nystatyny zzyciem fluorescencyjnej respirometrii optycznej, worej
czas inkubacji wydiono do 26 godzin (rys. 52 i 53).
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Rys. 52.Wykres zalenosci wzglgdnego nagzenia fluorescencji od czasu dla hodo@hndida albicangzawierajcych ré&ne stzenia nystatyny w badanej probce.
Dane zamieszczone w legendzie zawiestizenia nystatyny w hodowli wyrane w pg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 3¥¥Mgjsciowe inokulum
Candida albicans byto réowne 7x10 CFU/ml.
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Rys. 53.Wykres zalenosci wzgldnego nagzenia fluorescencji od czasu dla hodoBkccharomyces cerevisiaawieragcych r@ne stzenia nystatyny. Dane
zamieszczone w legendzie zawigragzenia roztwordw nystatyny wytane w pg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 3WWgjsciowa g:stas¢ zawiesiny
Saccharomyces cerevsiae byta réwna &x10 CFU/ml.
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Wartcsci MIC uzyskane w tych eksperymentach wyrpdz ug/ml, zarbwno w
przypadkuCandida albicansgjaki i Saccharomyces cerevisjiaess zgodne z wynikami
oznaczenia MIC uzyskanymi metpderyjnych rozcigczer. Bardzo istotny jest fakte
wyniki te uzyskano skracgj ponad dwukrotnie czas oznaczenia.z®Bl¢to stanowd duza

zalet metody fluorescencyjnej respirometrii optycznejiiagnostyce zakan grzybiczych.

4.3.7. Wyznaczanie dzialania antybakteryjnego nowgatetyzowanych zwazkow

chemicznych.

Jako przyktad nowej klasy zwakow chemicznych o potencjalnych wiasaach
przeciwdrobnoustrojowych, ktére wybrano do analetod fluorescencyjnej respirometrii
optycznej, moe stuzy¢ 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian 3,5,6,7-
tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c][1,2,4]triozolo-2,4torfolino]-2-iniowy (zwhzek ten nosi

oznaczenie laboratoryjne TCA-252) (rys. 54).

' H

H . N
N N ; o )
\l/ \ﬁ/ \0 | [ %\N /0303

N/

Rys. 54. Wz6r  strukturalny  2-Hydroksyloiminoimidazolino-Offanianu  3,5,6,7-
tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c [1,2,4]triozolo-2,#ierfolino]-2-iniowego- TCA 252.

Zwiazek ten zostat zsyntetyzowany w Katedrze i ZakiadzchnologiiSrodkéw
Leczniczych, Wydzialu Farmaceutycznego AMG /84/.niy analiz respirometrycznych

przedstawiono na rysunku 55.
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Rys. 55.Wykres zalenosci wzglednego naizenia fluorescencji hodowle. coli ATCC 8739 od
czasu dla rinych stzen zwiazku TCA 252. W legendzie podano odpowiednigestia zwazku
wyrazone w %. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 37°C

Analiza krzywych zmian fluorescencji hodovi. coli ATCC 8739 w obecriui
roznych stzen TCA-252, ujawnia te same cechy znane z analiz dnngwizkow
przeciwdrobnoustrojowych. TCA-252 wegeniu 0,135 % catkowicie hamuje wzrost
bakterii (MIC). Nizsze stzenia powoduj spowolnienie metabolizmu drobnoustrojow,
efekt ten zwgksza st wraz ze wzrostem gtenia TCA-252. Wart& minimalnego sizenia
hamupjcego wrost bakterit. coli ATCC 8739, wyznaczona metpderyjnych rozcigczen
(tabelal0), jest zgodna z waite uzyskam metod, fluorymetyryczn.

Tabela 10. Wyznaczanie minimalnego¢genia TCA 252 hamgpego wzrostEscherichia coli
ATCC 8739

TCA- 252 [%)]
SZCZEP R R olwl o~
BAKTERII BISs|Ss|S5|lg|s|8|8|s|8|8|s8
4|l 8|lo|lo|8|le|a|la|8|lal|lg| s
s|s|o|o|s|2|c|o|lc|S|S|S
Escherichiacoli of . | . | . | + |+ | «+ 1 + |+ +1 &1+
ATCC 8739 =

»1"- wzrost bakterii w probce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce
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Drugim przykltadem nowego typu zygkdéw przeciwdrobnoustrojowych,
wybranym do analiz respirometrycznych, jest katiopgolimer polisilokasnowy z grup
N-N’-dialkiloimidazolwa (rys. 56) /56/.

CH3‘ | CH3 CH3
CHyCH,0-$i—0 i—g—éi-OCHch3
| H3 H2 : H3
H,
“CH,

+

Br

Rys. 56.Wz6r strukturalny polimeru polisilokasnowego z mruN-N'-dialkiloimidazolowa V-
rzedowanego bromkiem oktylu.

Zwiazki polimerowe tego typu budzcoraz wegksze zainteresowanie ze wadll na ich
potencjalne znaczenie dla zdrowia ludzi i zwaeraraz przeciwdrobnoustrojawochrore

powierzchni. Grupy bakteriobdjcze & tym przypadku trwale zwzane z tym polimerem i
nie & uwalniane dgrodowiska. Warté¢ MIC dlaE. coliATCC 8739, wyznaczona metpd
seryjnych rozcigczen, jest rowna 0,002 % (tabela 11) i jest zgodnaynikami analiz

wykonanych metogfluorescecyjej respirometrii optycznej ( rys 57).

89



4. WYNIKI | DYSKUSJA

Tabela 11. Wyznaczanie minimalnego esenia polimeru polisilokasnowego z gaup
dialkiloimidazolowg hamugcego wzrosEscherichia colATCC 8739.

STEZENIE POLIMERU [%)]

SZCZEP
BAKTERII

0,5
0,25
0,125
0,06
0,03
0,016
0,008
0,004
0,002
0,001
0,0005
0,00025

Escherichia coli
ATCC 8739

MIC
+
+
+

~+'- wzrost bakterii w prébce
»— - brak wzrostu bakterii w prébce

25

—e—E.coli ATCC8739
—e—0,0005

—¥— 0,001

—»— 0,002

—— 0,004
—+—sensor

Wzgledne nat ezenie fluorescenc;ji

Czas [h]

Rys. 57.Wykres zalenosci wzglednego naizenia fluorescencji hodowle. coli ATCC 8739 od
czasu dla rinych stzen podstawionego polimeru polisiloksanowego. W legémdpodano
odpowiednie stzenia polimeru wyrzone w %. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 37°C
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Skonstruowana w ramach tej pracy platforma pomiarol zautomatyzowanych
pomiarow wptywu zwizkéw przeciwdrobnoustrojowych na bakterie i grzybyazliwita
kontrok wzrostu bakterii i grzybow w mikrohodowlach o efogci 160 pl. W
dodatkowych kontrolnych dwiadczeniach wykazano jednate obgtos¢ hodowli ma@na
zmniejszy do 50ul. Najprawdopodobniej niiwa jest dalsza redukcja aipsci badanych
prébek. Tak mat skak prowadzonych hodowli drobnoustrojow udiwia bardzo dua
czutas¢ systemu pomiarowego. Z analizy geometriazki sondujcej roztwor fluoresceiny
wynika, ze tylko czs¢ roztworu byla wzbudzanawiattem diody. Gdyby zmniejszy
objetos¢ roztworu dziesiciokrotnie, do 5ul, sygnat rejestrowany przez fotopowielacz
bytby kilkakrotnie wgkszy. Biogc pod uwag fakt, ze natzenieswiatla wzbudzajcego we
wszystkich wykonanych eksperymentach ustalono na¥dQ@vartgci maksymalnej, to
zwigkszapc natzenie $swiatta wzbudzajcego proporcjonalnie zwkszono by wart&
sygnatu. Z powyszego wynikaze dalsza miniaturyzacja hodowli jest #liwa, a czutdé
uktadu conajmniej kilkadziegi razy wiksza. Nie bez zaczenia jest fakg zasipienie
uzytego tu fotopowielacza H57583, ktéry stosowany jésvniez do analizy przebiegow
statopadowych, fotopowielaczem dedykowanym tylko do prampulsowej zwgkszy
efektywna¢ zliczania fotondw okoto 10-krotnie. Zastosowanieultadzie detekcji jako
detektora fotopowielacza i licznika fotondw powaelupe system umdiwia rowniez
innego typu pomiary. W tej pracy, choziarddio swiatta dziatato w sposob impulsowy
(zeby ogranicz§ ewentualne zmiany w biosensorze pod wptywenatta wzbudzajcego),
pomiar emisji byt dokonywany w czasie wzbudzaniébgi. Licznik fotonow daje drug
opcje pomiarows, umazliwia rejestracg sygnatu z opinieniem w stosunku do impulsu
wzbudzajcego. Taki typ pomiarow ,time resolved”, pozwolitma dalsze zwkszenie
stosunku sygnatu do szumu przez wyeliminowaniefautiescencji ptytki titracyjnej oraz
odbitego od powierzchni optycznych i rozproszongg@tta wzbudzajcego. Technika ta,
w przypadku biosensora G20N-1 w zadesci od stosowanego uktadu pomiarowego,
dawata 100 i 400-krotny wzrost sygnatu /62/. W naszprzypadku #yto biosensora,
ktGrego czasyycia byty stosunkowo krotkie i mieity sie, w zalenosci od stzenia tlenu,
w zakresie kilku mikrosekund /28, 5/, podczas gagsyzycia G20N-1 osigaja wartgci
okoto 80 us /62/. Przy tak krotkich czasaclycia niecelowe byto by zatem wykonanie
pomiaréw metod ,time resolved” poniewa dioda daje zbyt diugie impuls§wietine.
Najkrotsze czasy trwania impulswietinego z diody LXH-NB98 byly znacznie disze od
czasoOwzycia- fluorescencji biosensora. Przy impulsie aapwym o czasie trwania 10 us

impulsswiatta z diody trwat okoto 25 us (rys. 17). Zmidmasensora na G20N-1 i
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zastosowanie ,zielonego” lasera.&= 532 nm tylko cgsciowo zmienia sytuagj poniewa
laser, ktorym dysponujemy ma estas¢ modulacji 30 kHz. Konieczne bytoby zatem
zastosowanie lasera neodymowego z podwajaniesstaéei, ktéry daje nanosekundowe
impulsy 0A=532 nm. Licznik fotonow SR 400 urdowia réwniez pomiary czasoOwycia
jednak, podobnie jak w przypadku omawianym pgeyy naley zastosowa szybkie
impulsowezrodto swiatta.

Wazna cechy skonstruowanej platformy pomiarowej jest jej unis&naé. W
podstawowym zastosowaniu, w jakinzyto jej w tej pracy, petni ona relczytnika
fluorescencyjnego ptytek titracyjnych. Wdzenia tego typuasdostpne komercyjnie,
chocia ich cena jest znacznie wgza. Skonstruowana platforma, ¢kii modutowej
budowie tatwo poddaje smodyfikacjom i mae by stosowana do innego typu pomiarow.
Na przyktad, zmieniag potazeniezrodiaswiatta wzgkdem detektora nima przystosowa
platformg do pomiaréw gstasci optycznej probek w dotkach ptytki titracyjnej.dliwos¢
programowania i kontrolowania przez komputer ruch®iolika w ptaszczinie
dwuwymiarowej pozwala na skanowani, bton itp. z daa rozdzielczécia. Umazliwi to
wieCc np. zastpienie w wielu eksperymentach znacznikéw radioaktyelhh sondami
fluorescencyjnymi. Kolejnym zastosowaniem platformgomiarowej mae by
wykorzystanie kontrolowanego przez komputer silnikakowego, podiczonego do
monochromatora, do obrotéw pryzmatu lub siatki akfiyjnej i automatycznej rejestracji
widm fluorescenciji.

Interesugcym spostrzeeniem z tej pracy jest wniosek o pgmijacej dekompozycji
biosensora w czasie przechowywania ptytek titragshin z dotkami optaszczonymi
biosensorem. Poréwrag amplitudy zmian fluorescencji krzywych respiromeznych
zarejestrowanych bezfrednio po przygotowaniu ptytek z biosensorem (33, 34) z
amplituch tych zmian w eksperymentach wykonanych po uptywieskcy i roku (rys. 28,
30, 52, 53) obserwuje esidwu i trzykrotne zmniejszenie amplitudgwiadczy to o
zmianach biosensora w czasie. Plytki takigte do eksperymentéw dajednak typowe
sigmoidalne krzywe zmian fluorescencji w czasie asim hodowli. Nie obserwuje ¢si
rowniez negatywnego wptywu na wzrost drobnoustrojow. Celowedzie jednak
zashpienie tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichl&arerutenu (Il) bardziej stabilp
elektroluminescencympochodia z hexafluorofosforanem /9 /.

Za szegolnie cenny efekt wykonanych analizzn@o uwaaé informacje, ktore
uzyskuje st dla stzen substancji przeciwdrobnoustrojowych mniejszychnadimalnych
stezen hamujcych wzrost drobnoustrojow. Wydaje ste w takim przypadku metoda
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fluorescencyjnej respirometrii optycznej, ktora wasie rzeczywistym bez ingerencji w
probke pozwala monitorowastan hodowli, idealnie nadaje lo analizy synergistycznego
dziatania zwizkOw chemicznych.

Jeda z najistotniejszych korzgi, jakie wynikaj z konstrukcji platformy
pomiarowej i wprowadzenia techniki fluorescencyjregpirometrii optycznej do arsenatu
metod badawczych stosowanych w Katedrze Mikrobiolegrmaceutycznej AMG dulzie
mozliwosc  analizy  nowosynetyzowanych — zwkéw  przeciwnowotworowych.
Miniaturyzacja hodowli lini komoérek nowotworowych @biektywna metoda analizy
ilosciowej wptywu zwazkdéw przeciwnowotworowych na te komorki znaoa obniy

koszty i czas analiz.
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Szybki rozwoj rénych dziedzin nauki i techniki owocuje wprowadzamiaowych
metod badawczych i technologii, ktére wplywaja jaka¢ zycia i pracy ludzi. Dotyczy to
rowniez sfery biotechnologii i produkcjiywnaosci, medycyny i farmacji. Nowe technologie
pozwalaj wytwarza& nowe generacjgrodkdéw leczniczych, ale tesprosta starym i
nowym zagraeniom. Odnosi §ito w szczegllni do problemu narastajej oporndci
drobnoustrojéw na chemioterapeutykirodki dezynfekcyjne, sk&nia srodowiska czy
bioterroryzmu. Poszukuje esinowych szybkich i tanich metod analizy zwkow
przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnowotworowych.

Celem tej pracy byto wykonanie analiz przyddtionowe] metody badawczej-
fluorescencyjnej respirometrii optycznej do bada@nialkow przeciwdrobnoustrojowych.
W ramach tej pracy:

1. Zaprojektowano i skonstruowano prototypowy czutytadk pomiarowy, Kktory
umazliwia rejestracg bardzo stabych sygnatdw pochadych z miniaturowych
hodowli drobnoustrojow w 96 dotkowych ptytkach aityjnych. Zautomatyzowany
uklad pomiarowy pracuje pod kontgoprogramu komputerowego, ktory okia
sposOb i sekwengj odczytu sygnalu z kaej z mikrohodowli. Platforma
pomiarowa pozwala na analinatzeniaswiatta fluorescencji w stanie ustalonym,
metod, ,time resolved” oraz pomiary czaséycia.

2. Zsyntetyzowano biosensor tlenowlievy tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino
dichlorek rutenu (1) — Ru(DPECI,, ktorego fosforescencja jest wygaszana przez
tlen czsteczkowy.

3. Wykazano,ze skonstruowana platforma pomiarowa ufivaa przeprowadzanie
analiz kinetyki wzrostu hodowli bakterii i grzybdw okreslanie parametrow
wzrostu, np. czasu generacji drobnoustrojow w hddow Pozwala wic na
analizy wptywu ragnych czynnikéw fizycznych i chemicznych na drobricajs i
moze by stosowana do optymalizacji hodowli przez zmiaemperatury, skiadu
podiaza itp. Maze by stosowana do kontroli podtdhodowlanych.

4. Przeprowadzono analizy wptywu przeciwdrobnoustr@ga r@nych czynnikow
chemicznych: DMSO, ampicyliny, ko-timoksazolu, jendmetali ckzkich,
nystatyny oraz podstawionych polimeréw polisiloksagch. Wykazano, ze
wartasci MIC uzyskane metad fluorescencyjnej respirometrii optycznep s

catkowicie zgodne z wynikami oznacz®lIC wykonanych metagseryjnych
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rozcienczen. Respirometria optyczna pozwala jednak na znaskréEenie czasu
eksperymentu.

. Fluorescencyjna respirometria optyczna dostarczzczme wecej informacji o
wptywie zwiagzkdw chemicznych na drobnoustroje: metody tradycyjne. Dotyczy
to przede wszystkim gten zwiazkéw chemicznych mniejszych od MIC. Daje to
szersze madiwosci interpretacyjne eksperymentow jak i szams opracowanie
efektywnej metody  analizy  synergistycznego dziaani zwihzkow
przeciwdrobnoustrojowych.
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7. STOSOWANE SKROTY

ATCC - American Type Culture Collection

CFU - z ang. Colony Forming Units

CLSI - z ang. Clinical and Laboratory Standardgitute
DMSO - Dimetylosulfotlenek

ECso - z ang. 50 % Effective Concentration

ELISA - z ang. Enzyme -Linked Immunosorbent Assay
ERA - z ang. Electrorotation Assay

FCM - z ang. Flow Cytometry

IRMA - z ang. Immunoradiometric Assay

MBC - z ang. Minimum Bactericidal Concentration
MIC - z ang. Minimum Inhibitory Concentration

PCR -z ang. Polymerase Chain Reaction

Ru(DPP)CI; - tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorek emu (11)
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DODATEK NR 1
ELEMENTY SKLADOWE MODULU ORIENTUJ ACEGO PLYTK E:

Elementy skladowe modutu orierdaggo probk zostaty zakupione w firmie GmbH & Co.
| sq to:

- dwa silniki krokowe MS160 nagzapce mechanizm orientagy,
- szyna ILF-7 o dtugixi 789 mm,

- szyna MLF 3 o diugi 496 mm,

- zespo6t sanek do szyn ILF,

- sanki WS 3/7,

- sprzgto WK30/40, 2 sztuki

- Sruba toczna 16x5 o diuga 668 mm,

- Sruba toczna 16x5 o diuga 368 mm,

- fozysko przednidruby, 2 sztuki,

- fozysko tylnesruba, 2 sztuki,

- blok mocugcy naketki typl, 2 sztuki,

- naketka kulkowa 16x5, 2 sztuki.
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127

Linear Guide Rail LFS

-

KD
Features g
« W 128 xH 40 mm =3
+ 7 pracision steel shafis @12 o
* Twist-resistant H

= Auminium shalt profile,
anodized

= Attachment from below by means of
thread rails in the T-groove
indentation profile

= Conditionzlly cantilever

= Arbitrary Guide Hail length

= Weight- 5.63 ko/m

Load Data Order KEY
CIELD 220 006 XXXX 2x .ﬁiuminiurn Bearing
T EEEN — = Carriage WS 6/70
T EL Length in mm {in steps of 100 mm) (Kit)
Fm N £.0. 0029 = Length 298 e
FOm | 2w 0299 = Length 2998 B s HF i
TR BN ) = Polishied steel plate
ROm | oson Profile length = Total Length L -2 mm « 2% WS 6/70, central lubrication
:;‘i 'im » Adjustable free of clearance
R T « Tota! Weight: 1.19 kg
[ =0 hm
Wy | sahm . ltem no.: 223 240 0001
Y ol Deflection

&0
nEwin WS § el i ] L.
T BN £ A 4 x Aluminium Bearing
£ mEEN = A 1y Carriage WS 6/70
F, @l W N B (Kit)
E . 0N i1 ] !
RWL | BOEN 5 # | 130 xW 126 x HB mm
;:1 .:?:Z: “ * Polished steel plate
W | Sinm :: By * 4 x WS 6/70, central lubrication
WozaL | waum b LT « Adjustable free of clearance
M, 170 Km EEESemE o s
M,: Trem mﬂaﬁF - ”; "ww B | |..mn fotal Weight: 2.48 kg
e s gL o ltem no.: 223 240 0002
Force skeich of e Inad =his see paga 37 Fome skaich of the defiacion dizgrams s2a page 37

Scale Drawings

24
. = 180 3
= = 126 150 84
il 'ﬂ_l' 5 50 o
18 I[] - = I‘—'n s
- e - | o ¢ ]
- | b i o o o o o o
55 QT - 2 7 e o ° ° s =5
105 X [ [-] % ] (-] -]
“ o : Ll L] - L] o &
¥ 5 = o (] @ o Q@ @
= 75 1 3
@ 3 i . —
4 [ = 100 Simel shaft Langtfy P98 _. 2098 mm in steps of 100 mm
59 128
iselauiomation Linear Guide | MECHANICS [ER]d
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9

mechanics

Features

« W 115%H 25,5 mm

= 2 pracision stael shafis @ 8 mm

* Twist-resisiant

= Muminium shaft profile,
anodized

= Top-down mounting by means of
through holes for M6 in a 100 mm
raster

= Conditionally cantilever

= Arbitrary guide rail length

= Weight- 3.22 kg/m

= (Iption: stainless design

Load Data
T Canage LW )

L LIEIN
E A000N
FysE 432N
Fomym. 479N
TpmL BN
F iy, 400N
Wz 2450 Nm
W, S B0Z.4°Hm
Voo 1512 Hm
L 2187 §m
Woim | 285.4%5m
¥, oy 250.0 Hm
Beaing Caviage WS 2

C; FRTIN]
C tETEN
Fooa 252N
Foom tEDAN
R FRTIE]
om TETaN
o 8 H15.7 ¥m
M, mEL 1053 %m
M mE 121LINm
N, oy (R
[ PRI
.o Fa.7Hm

Force skaich of e load =hés see pagae 37

Order Key
235 00X XXXX
|_'_l

'_l
Standard =4
Stainless =5

Length in mm {in staps of 100 mm)

e.0. 0029 = length 296
(299 = Length 2996

Steel shaft length:

Total length L -1 mm

Profile length till 6000 mm without end to end

available, steal shaft shared

Deflection
E TT
s i
13 5
LT3 b
a3
5
M
15
Il ma
« ST R
s =S==l
£ ] 1,000 iLsm .00 15m 3me
Lghl jram

Fome siaich of the defiecion dizgrams s=a page 37

Roller Carriage LW 7

« 175 xW150xH7 7 mm
= Polishad stesl plate
= 4mllers@ 3,

life-fime lubrication
= Adjustable free of clearance
= Weight: 203 kg

ltem no.: 223 012

Aluminium Bearing
Carriage WS 3/70

« 96 xW 130 xH 32 mm
= Milled clamping surface

= M6 T-grooves

= Central lubrication

= Adjustable free of clearance
= Weight- 0,50 kg

« (ption: stainless version

ltemno.: 223 103 0070
Stainless: 223 103 1070

Scale Drawings = | i e o O
a o ]
T' r l L
2 : - 5 f.l R
LFE-B-3wim LN T . ::
LE e ———a
- I T
LF5-6-3 Wi W5 3 ri-r“—“:m““! ri“l
.:1' I
=] %) ™
321. MECHANICS | Linear Guide iseloutornation
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Hybrid Two-Phase Stepping Motor

MS 110 /160

Features

= hybrid siepping motar with high
energy density

= unipolar and bipolar mode of
operation due to 8-wire connection

= revolution control via Slep-Sequence
frequency in open loop

= minor siep angle error, not cumulative

= rofation angle of the moior sheft is
directly proportional to the number of
the input impulses

= second shaft end for the optional
mounting of brake and encoder

RE]E

SJIUOJ

{type HEDS 55, make: HP)
M5 1607 MS 160 M35 110 = (ption; Gear stepping moior upon
request
Technical Data
I Wirtding
Hodngioge  perghse  Codveliege:  inucirce S Camectng Hage Dyl logh. /gt B lgh
Descripfin mm uspoisdnE  (nipda)  papes  pophes E 13 Wi dmamn  fihodged) e Aadd | sEhBaded
Bim A v mH & L] mm mm mm mm
M WM 081 28 75 19 18 8 10 2
-mﬂn 1316 28 17 77 18 ] 14 635205  B3BNBE
[EE A e 1308 285 17 22 18 g 14 1.6
LI #rae 13016 44 11 10 18 B 14 BjAE B3BBG
Connection Diagram Scale Drawing
62 i i
206 1076 135
Q —{—1.5
Blassciwhite g
g stine
- B S'BI w
v] E -|_ g& 2 = BT a =3
M5 1saW I
? BE ; —~1s U |
gi B Type S 180W: Ssivorcad sl @ 1he
. pirion el B & e
Type NS 1887 Safk gearing Type M
TDI'IIUB Curves
Ms110 M5 160 / MS 160 Z
Torgue {Hcm] Tomue Nan)
= I = = P
L iy
: \ 2 =
Spmad (e Speed (i
iseloutomalion
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Drive Components

Linear drives

At tha employment of Imaar drives, the directly or via a toothed beli driven spindle 15 the most frequently applied variant

Motor flange bearing
(wo angular contact ball bearings
in an *0" amangement)

Shaft coupling

Motor

End flange bearing
(needle moller beaning) = ?

—— Ball screw nut + clamping block 2

Accessory

Shaft coupling: compensation of mismatching shaft ends (see page B 81)
Hange bearing: linear drive bearing (see page B 59)

Shaft couplings
ﬁ" |

PUR toothed rims

Set consisting of two aluminium shakt
coupling parts; three PUR toothed rims
(86", 92 98" shore) and cormespon-
ding clamping screws.

WK 20/40
for shaft diamatars trom B to 13 mm

WK 40/80

for shaft diameters from 8 1o 18 mm

Motor flange bearing

Bearing of the spindle's driving side
(freed bearing end)

Bearing bush with wo angular con-
tact hall bearings in an *0r amange-
mant.

Flange bearing

Bearing of the spindle's floating
baaring end

Bearing bush with 1o needle rafler
hearings

iselouformation

Drive Components |

MECHANICS @
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& Ball Screw Spindle 216
r
v ;
- Features Available LEanS
% « B 16 mm. rolled, hardened and Shaft ends not treated Shaft ends treated on both sides
polished
E e ct52mm e 1252mm «3mm  « 1768 mm
induciively hardened (HAG 60+2); *S52mm e 1552 mm *468mm - 1868 mm
(for more detailed infarmation, *+ B5Z2mm = 1752 mm = 568Bmm  « 1968 mm
sea DIN 17212) = 752 mm = 2052 mm * BEEmm = 2068 mm
 pitches: - « §52 mm =« 2252 mm « 768mm = 2168 mm
25/4/5/10 and 20 mm s 052 mm =« Z752mm s BEEmm  « 226Bmm
« available in lengths up 1o 3,052 mm = 1052 mm = 3052 mm * 968 mm  + 2368 mm
« shaft ends treated according 1o the N * 1068 mm = 2468 mm
ise|-standards or customerspecifically Spacial Ienqrhs_accurdmg to 1168 mm = 2568 mm
(see “available langths?) drawing: 241 13¥% 0998 = 1268 mm = 2668 mm
» made according 1o DIN 69051, part 3, * 1368 mm < 2768 mm
wne of tolerance 7 « 1468 mm = 2868 mm
« {568 mm = 2968 mm
Dptians = 1668 mm = 3068 mm
* customer-spacific reatment of il i
haft end Special fengths according to dra-
ol wing: 211 13X 5099
Ordering Data Order Key
Groove Nut 211 13X XXXX
« sall-focking [—
« M10%075 mm _ _ _ |
{iem no.- BON2ST D011 Pitch reatment of s.h.*:l'. anids Lengths
2=25mm [} = not treated e 045 = 452 mm
3=4amm 5 = twi-sited reatment 0BE = B&8 mm
4 = 5mm suited 1o all feed units (lzngth 305 — 9052 mm
5= 10 mm of alumineam profile+ 78 mm) {raduced by the kst dipi)
6 — 20 mm § = two-sided treatment
: sinted to all feed umils with Permizsible combinations,
magrebe brake (length of alo-  zeg *available langths'!
Aluminium handwheel, plastc handwheel, brake minwem prefile + 119 mm}
Scale Drawing
Two-sided treatment. owited 1o i feed wnitn E
LELALALARERLRU R RO RLRRLLT !
z
5 o 3 4
E 5 2 o ETS E E
2| ol 5i
L= Jzovath o nluminim pesfile < T8 mm, o
Two-pided breetment, suited ic all leed units with magnet< brake E -
PN ¥ £ P S PSP PV VT e S PE e e ewe vt H
i AR RRA AR AR AR RANARRARAL) g
E ® 1 E: E i
s 3 = 30 P a8 o .E
5l & £ [} g
L = bengeh of gluminium profe + 148 mm
@ MECHANICS | Drive Components iselauiomation
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Shaft Couplings Drive Components 3
(D
)
Jolt Factor / Temperature Factor =
Toothed rim Permanent Max. temperature =
Shore hardness|  temperature (temporary) dolitfadlar 5 )
86 -50bis +80°C | -60bis+ 120 °C Minor jolts 1.5 oy
92 -40bis +90°C | -50bis + 120 °C Medium joits 1.8
o8 -30bis+90°C | -40bis + 120 °C Major jolts 22
‘"‘""":.‘EIM' 30bis+30| +40 | 260 | 480 | 490
Temperature factor 1.0 1.2 1.4 1.8 2.2
Technical Data
Revolutions Ti e Static torsion  [Torsion Mass inertia
Shore par minute e spring stiffness "Mipmg %ﬂf
Size hardness V=soméis | T, | Ty | Tea [Nm/rad] [N/mm] per hub toothed rim
86 22 | 45 22,6 183
20/30 az 28.000 045 | 30 | 60 ans 262 0,49 - 10° | 0,079 - 10°
98 50 | 100 51,6 518
86 55 | 11,0 82,4 226
30/40 a2 19.000 1.0 | 75 | 150 1146 336 2,8-10° | 0,457 - 10°
98 125 | 250 171,9 604
86 69 | 140 4150 780
40/60 a2 14.000 25 | 100 | 200 5730 1120 204-10¢ | 1,49-10°
93 17,0 | 340 858,5 2010
Ordering Data
Shaft couplings PUR toothed nims 7
all hardness grades i i % &
218 001 5060 50 &0
2030
218 001 9999 from 4o 7 mm
218 002 6380 635 B0
3040 218 002 S0BD (X &0
215 002 9909 from & o 13 mm
MEo0zosE0 | 852 | &0
£0/60
218 902 9909 from 8 io 18 mm
Seope of delvery: 2 aluminium blok- for WK 20/30  lem no. 217 011 007" Further couplings upon request
ks, 3 PUR toothed rims (86, 92 for WK 3040  Mem no., 217 M2 00°
and 98" shore) and zppropate for WK 40/60 e no:: HT (M3 00"
clamping scraws far **, inzest the shore hardness
Eom no. - 5ol bl
iseloutomation Linear Units | MECHANICS
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ICS

Shaft Couplings Drive Components

mecha

Scale Drawing
Oefinitions

Tm, [Nm] = Coupling torque
L clearance-free

| Ty INm] = Nominal coupling

' ds togus
'11_ | @ Ty INM] = Maximal coupling
tomue
& My
T-...—

D

Ty [Nm] Nominal plant forque
Tps  [Nm] Maximal drive torque

Tz [Nm] Maximal tomus
Ju [kgm¥] = Moment of inertia -
Dimensions [mm] Clamping screw ; moior Side
Size ; Jd [kom?] = Moment of ineria -
D L L | dysd, | M T Screwing-down it
torque [Nem) lnad side

20m0 [ 20 | 30 10 | 4-7 | m3 5 0,76 5y = Joit factar
2040 | 30 | a0 14 | 6-13| ma 5 134 5 = Temperature factor
4060 | 40 60 | 225 |e-18| ms 12 3,05

a
IR
I
il
)
i

Tw >Ty §

thed ri Displacements
Size srh Frekia -
orefardnessl  awial A K, radial A K | angle wi’]
86 0,16
20/30 22 0.8 0,13 1
98 0,08
86 0,18 Th’max = TS SI
30/40 92 0,1 0,15 1
o8 0,09
86 0,125
A0/60 22 1,2 0,10 1
98 0,06 "JL
Te=Tg & 5+
dy + 4
MECHANICS | Linear Units iselautormnation
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Coupling casings Drive Components

Scale Drawing
Coupling Casing 1
4 clamping screws M6 x 75 100~

562 88"

3= —{|=—3 33*

odi o8 ol B
]
i = h 7 g

L_ —
22.5 5

-2 o

_Bao

*| Maaaures refer 1o the cimensions with long slsaves
dT = engine zhaft diameter £.35/8/9 mm
Svitabla shaft coupling WK 40/60 on paga B 117 jnot incipded in scope of delivery)

RELN

el 0]

Scale Drawing
Coupling Casing 2
4 clamping screws M6 x 75 100*
502 88* _
3 —|—2 33*
R 'ﬁ'
= &
bt -
2

*} Meazures refer o the dimensions with jong sleeves
o1 = engine shaft diameter 6.35/8'9 mrn
Suitable shaft coupiing WK 40/60 on page B 117 (not inclvoed in scope of delivary)

Scale Drawing
Split Goupling Casing

*| Measures refer io the dimensions with long sieeves
Switabla shaft covpling WK 40V60 on page B 117 inot inclecso in scope of oelivery)

iseloufornation Linear Units | MECHANICS
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Ball Screw Nut

Version 2-@16

Features

= maienal 20MnCr5, ground

= yversians for ball screw spindle
B 16 mm

= nut pitch; 2.5/4/510 mm

= balls are redirectad internally

* a5 casing with foot mounting

= additional lubrication by
grease nipples 90°, 0

goau

SOIUE

Load Rates Ordering Data Scale Drawings
[GI’ 5|:|IﬂE||E @16 Dnl}" 8, 4% MB 185 25
wajor omamic St |
a0 dameter  joodrole deodrnate Ditch ftemno.
1.5 mm & mm ASON S500N ﬁ:[D
25 212002 1003 % o
4 mm T& mm 2500 N T N ﬁ \+n‘ "
smm jEmm SN 70N 4 213 002 1004 | ol o @
10 mm & mm 4200 N 500 N 5 1"3 m ’m =
My
10 273003 1010 p O s
Matching: Wipers v‘lﬂ] L 28 |
= Packaging unit. 2 pieces
ltem no.. 613 502 288 15
Version 3—@16 P Features
..-—"’f = matenal 18MnCr5, ground
E' 25 y = versions for ball screw spindies
/ @ 16 and @ 25 mm
= nut pitches: 254510 and 20 mm (@16 mm)
’- 5/10and 20 mm {@ 25 mm)
\ = halls are redirectad imernally
 separate clamping blocks for {oat and
flange mounting
~ il = the version with nut pitch 20 is
delivered with wipers
Load Rates | Ordering Data for Spindle Scale Drawings
e for Spindle @ 25 only @ 16 only
:IT ::- :. Pitch iy s, 7 S —— Tor spindie @ 16 for spindie © 25
Ll 5 2137000005 25 213503 = E
T S 10 2137000000 4 213514 | | ol 5
e — 20 213700 0020 5 213505 1T ]1_ -
i A Matching: 10 213510 :“23 ;3
Wipers 20 213520 at a5
« Packaging umit: 2 pi .
fam rggl 1“31 m;mms ”a_l..:_i___:I = s
l;.l_"' *} At piich = 20
ipers
= Packag i 2
ltem ncﬁ!ﬂ 'Eug .'xi}iiJMIS
iselaufornation Drive Components | MECHANICS
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Flange Bearings

For Spindle @ 16 mm

Flange beanng

driving side

Flange beanng
floating bearing end

Ordering Data

Flange beanng driving site

ftam no.- 216 504 0001

Flange bearing floating
beanng end
[tzm no. 216 504 0002

Features

= beanng of the spindle’s driving sida
(fixed bearing end} and the spindles
finating bearing end

« flange bearing - driving side’ bearing
bush with 1o angular contact ball bea-
rings in an “0* amangement

= flange bearing - floating bearing end
(countar bearing): bearing bush with
driven-in needle bearing

Scale Drawings

Flange bearing
dvng side

Flange bearing

llpating bearing end

[0

’___H_

045

for Spindle @ 25 mm

Flange beanng
driving side

Fange beanng
floating bearing end

Ordering Data

Flanga bearing driving site
ltem no.- 216 504 0006

Flange bearing floating bea-

ring end
[tem no.- 216 504 0005

Features

= bearing of the spindle’s driving side
(fixed bearing end) and the spindle's
fioating hearing end

= fiange beaning - driving side: beanng
bush with two driven-in angular con-
tact ball bearings in an 0" amange-
ment

+ flanpe bearing - floating bearing end
(counter bearing): beaning bush with
driven-in neadle bearing

Scale Drawings

Flange bearing
toating beaning end

Flanga bearing

floating beanng end

4
L
=l

[ 1]
1

goaul

SOIUE

Iselautornotion

Drive Components
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Clamping Blocks

for Nut Version 3

mechanics

Flange mounting

Foot mounting

Features

= material 16MnCra, rolled, hardenad
and polished

= yersions for ball screw spindles
B 16and @ 25 mm

= nut pitches:
5/10and 20 mm (B25 mm)
25/4/5/10 and 20 mm (B16 mm)

= ball screw nuts are clearance-tree
adjustable

= separate clamping blocks for foot and
flange mounting

Ordering Data
Clamping Block 1 @16 Clamping Block 2 @16 Clamping Block 1 @25 Clamping Block 2 @23
Foot matnting Flange mounting Foot mounting Flange mounting
Pitch ftemna. Pitch ltem no: Pitch Mem no, Pitch ltem no.
all 213 500 all 213 501 5710 213700 9001 5710 213 700 92003
20 213 700 9002 20 213 700 9004
Scale Drawings T
f ioeee nipols.
£ =
I i - G L
Clamping - Vil B ¥
qucks for [ E—-—— =
Spindle s “
@ 16 ]9 . =0
i c Setucrpw
21 % E} : Gru?u:ri:-nh
c Locating scraw
IL B szhia

Scale Drawings
Clamping Blocks for Spindle @ 25

e

f Py

o | dm an

A

1

SRl

B58

MECHANICS |

Drive Componenis
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DODATEK NR 2
ELEMENTY SKLADOWE MODUtU OPTYCZNEGO

Zrodto swiatha:

- dioda LXHL-NB98 firmy Luxeon , z zakresem widmomy60-490nm,

Soczewki:

- obiektyw mikroskopowy 5x, firmy PZO,

- soczewka ptasko-wypukta @ednicy 12 mm z zestawu Tech Spec Lens Kit E54-672
firmy Edmund Optics,

Filtry optyczne:

- zwierciadto dichroiczne ( ang. beamsplitter) F4302-25x36 firmy Semrock,

- filtr interferencyjny Brightline FF01-472/30-25scednicy 25 mm, firmy Semrock,

- filtr interferencyjny Brightline FF01-593/40-25scednicy 25 mm, firmy Semrock,
Pozostatle komponenty optyczne:

- oprawa do zwierciadta dichroicznego E54-824 filsdmund Optics,

- zaketka typu C-mount, E55-245 firmy Edmund Optics,

- oprawa do obiektywu mikroskopowego typu C-moud88HB27 firmy Edmund Optics,

- uchwyt 30x5,6 mm do soczewek lub filtrow 12,57.ym typu C-mount E55-246 firmy
Edmund Optics,

- uchwyt 30x5,6 mm do soczewek lub filtrow 25/2%un typu C-mount E56-353 firmy
Edmund Optics,

- uchwyt achromatyczny 30x11 mm do soczewek lubofif 12,5/12,7 mm typu C-mount
E55-246 firmy Edmund Optics,

- uchwyt achromatyczny 30x11 mm do soczewek luipdi 25/25,4 mm typu C-mount
E56-353 firmy Edmund Optics,

- zkaczka mosizna pasujca do komponentow typu C-mount firmy Sporol s.c.
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FOTOPOWIELACZ H5783 FIRMY HAMAMATSU

Metal Package PMT
Photosensor Modules H5773/H5783/H6779/H6780 Series

P

% Product Variations

The H5773/H5783/H6779/H6780 series are photosensor modules housing a metal
package PMT and high-voltage power supply circuit. The metal package PMTs
have a metallic package with the same diameter as a TO-8 package used for semi-
conductor photodetectors, and deliver high gain, wide dynamic range and high-
speed response while maintaining small dimensions identical to those of photo-
diodes. The internal high-voltage power supply circuit is also compact, making the
module easy to use.

Considering the mounting methods, a cable output type and a pin output type are
provided, and a total of 7 types are available according to the wavelength range to
be measured. P-type is also available with selected gain and dark count ideal for
photon counting under extremely low light conditions.

Type Ns:fflx None| -01 |-02 | -03 | -04 | -06 | -20 |Output Type Features f,l:,?;x S:;%%c:;:lt?:ss%onnr:e
H5773 yes | yes | yes | yes | yes | yes | yes | On-board Low power consumption -01 300 nm to 850 nm
H5783 yes | yes | yes | yes | yes | yes | yes | Cable output .02 300 nm to 880 nm
_H5773P |yes | no | no | no | no | no | no |On-board | For photon counting .03 185 nmto 650 nm
H5783P |yes| no | no | no | no | no | no |Cable output| Low power consumption -04 185 nm to 850 hm
H6779 yes | yes | yes | yes | yes | yes | yes | On-board Low ripple noise -06 185 nm to 650 nm
H6780 yes | yes | yes | yes | yes | yes | yes | Cable output| Fast settling time -20 300 nm to 920 nm
The suffix -06 type (synthetic silica window) has
g higher sensitivity than the -03 type below 300
‘:% Specifications nm in wavelength range.
Parameter H5773 / H5783 / H6779 / H6780 Series Unit
Suffix None | -03,-06 [ -01,-04 | -02 | -20 —
Input Voltage +11.5t0 +15.5 Vv
Max. Input Voltage +18 \Y
Max. Input Current H5773 / H5783 Series: 9 A
H6779 / H6780 Series: 30 il
Max. Output Signal Current 100 HA
Max. Control Voltage +1.0 (Input impedance 100 kQ) Vv
Recommended Control Voltage Adjustment Range +0.25 to +0.9 \
Effective Area ¢8 mm
Sensitivity Adjustment Range 1:104 —
Peak Sensitivity Wavelength 420 420 400 500 630 nm
% Luminous Sensitivity ¥Iy' S ;8 ;8 185% ggg ggg HA/Im
£ | Blue Sensitivity Index (CS 5-58) | Typ. 8 8 — — — —
&S | Red/White Ratio Typ. — — 0.2 0.25 0.45 =
Radiant Sensitivity *! Typ. 62 62 60 58 78 mA/W
2 | Luminous *2 Min. 10 10 15 25 35
#| Sensitivity Typ. 50 50 75 125 250 Alim
5 Radiant Sensitivity *! *2| Typ. 4.3x104 4.3x104 3.0x 104 2.9x104 3.9x 104 AW
= o Typ. 0.2 0.2 0.4 2 2
§ % Dark Current *2 *3 Mysx. > 2 2 20 20 nA
s Gain *2 Min. 7.5 x 105 — .
o Typ. 1x108 — - .
2| Radiant Sensitivity *! *2| Typ. 6.2 x 104 — AW
o o Typ. 50 —
Dark Count *2 *3 Max. 100 — S-t B
Rise Time *2 Typ. 0.78 ns
H5773 Series | H5783 Series H6779 Series | H6780 Series
_Ripple Noise *2 *4 (peak to peak) | Max. 1.2 0.6 mV
Settling Time *5 Max. 2 0.2 s
_Operating Ambient Temperature *6 +5 to +50 +5to +45 °C
Storage Temperature *6 -20 to +50 °C
Weight 60 80 [ 60 \ 80 g

*1: Measured at the peak sensitivity wavelength
*4: Cable RG-174/U, Cable length 450 mm, Load resistance = 1 MQ, Load capacitance = 22 pF
“5: The time required for the output to reach a stable level following a change in the control voltage from +1.0 V to +0.5 V.

*2: Control voltage = +0.8 V

*3: After 30 minutes storage in darkness

*6: No condensation
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Current Output Type Photosensor Modules

| Characteristics (Cathode radiant sensitivity, Gain)

TPMOBO1I2EA TPMOBO1XEC | TPMOBOIMED
T — :
;
— -]
g \ %‘ 107
g None Type \\ £
P Type
E \ E 108 o
> A >
E \ = q
2 2 .
& g Z
03Ty
£ 2 | £ &
= \ <
[=] il
<
E 1 ; i :
=} L a \
o 1 o \
g 1 g iE I
S | 3 | : = NN
\ |
HH i
0.1 0.1 L1l 102|
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 0.25 0.3 04 05 0.7 10 12 15
WAVELENGTH({im) WAVELENGTH (nm) CONTROL VOLTAGE (V)
ags w A
@Sensmv:ty Adjustment Method
VOLTAGE PROGRAMMING RESISTANGE PROGRAMMING
PHOTOSENSOR MODULE POWER SUPPLY PHOTOSENSOR MODULE POWER SUPPLY 1+ When us entomet
*1: When using a potentiometer to
SIGNAL OUTPUT |—— SIGNAL OUTPUT ff——"—- adjust sensltivity, monitor the
LOW VOLTAGE INPUT (RED) 0+15V LOW VOLTAGE INPUT (RED) 0 +15V control voltage so It does not
GND (BLACK) O GND GND (BLACK) O GND exceed +1.0 V.
Vref OUTPUT (BLUE) f—— Vref OUTPUT (BLUE) *2: HB6799/HB780 series has this 2
Veont INPUT (WHITE) Veont INPUT (WHITE) kQ resistor.
No external resistor is needed.
ONITOR
0+0.25 V tof M
« Electrically Insulate the 08y POTENTIOMETER ' (10 k)
reference voltage output.
* Adjust the control voltage to (O GND
adjust the sensitivity. TPMOCO131EC
. . . .
@ Dimensional Outlines (unit: mm) | Options (optical Fiber Adapter)
(Unit: mm)
50005 ’ E5776 (FC Type)
12.7 508 17.78 508 1220405
"’ !4*’»
} 14.0£0.2 B85, 35102
3 <
S
s ¢
€
7
f 11 [ THREADED HOLE for OPTION
EFFECTIVE AREA g8 /=1 [ (4-M2 DEPTH: 4)
TOP VIEW BOTTOM VIEW N,
4-M2 \FC-R
(DNO CONNECTION FRONT VIEW SIDE VIEW
@Vref OUTPUT (+1.2 V)
@Veont INPUT (+0.25 V to +0.9 V) TARCARASEN
=] @LOW VOLTAGE INPUT (+15 V)
H ®GND
2 @SIGNAL GND
= @SIGNAL OUTPUT
u 3 ®NO CONNEGTION E5776-51 (SMA Type)
| 152 L D20s05
2= SIDE VI
e TEMENOKED 140402 10.7_50
H5783/H6780 Series
(1220405 50.0£0.5 45020
140£02 . 15202
’ (06" TYPE: 0£02)
WINDOW VOLT, v):
Of\" g F /l LOW VOLTAGE INPUT (115 V): AWG26 (RED) i ki Saite -
QI = ST I oo s B '
‘cont +0.. to +0.9 6
310 H SIGNAL OUTPUT ' RS FRONT:VIEW SIDEVIEW
| \EFFECTIVE AREA 08 TockozEs
THREADED HOLE for OPTION
(4-M2 DEPTH: 4)
TOP VIEW SIDE VIEW TPMOADO11ED
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OPTICAL BLOCKS FOR
PMT MODULES

~ OVERVIEW

The optical block is a compact unit containing optical
components such as bandpass filters and dichroic fil-
ters. Optical components are accurately arranged in
angular "minutes" by high-precision machining technol-
ogy. The joint section is fully light-shielded by its V
shape and an O-ring. It can easily be attached to an-
other block or removed by the thumb screw, allowing
any desired combination of blocks.

- FEATURES

®Easy to Attach/Detach
®No Alignment Required
@®Superb Light-shielding Effect

AOPTICAL BLOCK COMBINATIONS

~ SUITABLE PMT MODULE

H5773 / H5783 / H6779 / H6780 / H9858
H5784 / H9656 / H7155 / H7467 / H7468
These ten series

For information on other photomultiplier tube
(PMT) modules, contact our sales office.

- BLOCK CHARACTERISTICS

@Adapter Block A10030

Adapter for connecting each block to PMT module
NOTE: Avoid frequently attaching and detaching from PMT module.

SPECIFICATION
Operating Stora "
; ge Effective i
Type No. Te/r\nmpglr:‘t]l.‘ue Temperature Beam Size Weight
A10030 | +5°Cto +50 °C | -20 °C to +50 °C $8 mm Approx. 24 g

Dimensional Outline (Unit: mm)

&
o

4-M2
(THUMB SCREW FOR PMT MODULE)

18.0£0.1]|_1.04+0.1
g R

38.240.1
22.040.1

14.0+0.1

14.0K

-

22.0+0.1
)
O
< H

26.0+0.1

Lo
M4 DEPTH:5
(MOUNTING THREADED HOLE)
/2-M3_DEPTH: 3 (MOUNTING THREADED HOLE)

TACCAO269EA
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LICZNIK FOTONOW SR 400 FIRMY STANFORD RESEARCH

SYSTEM.

SR400 — Gated photon counter (2-channel)

; Legal 1 Sra N AT A AT ] -
2 | | et |2
y ¥ mEE |
:-. __;.. o g1 R
1 - AT i
] =
= - p— N pop— — % i i e Y
> & i =

wwnw tNinkSRS com

Photon Counters I

« Two independent counting channels
- Count rates to 200 MHz

- 5 ns pulse-pair resolution

- Gated and continuous modes

- Gate scanning for time-resolved
counting

- Built-in discriminators
- Gate and discriminator outputs
- GPIB and R5-232 interfaces

+SR400 ... 55350 .t

SR400 Gated Photon Counter

The 5R400 Dual-Chamnel Gated Photon Counter offers a
comvement, mtesrated approach to photon counting that
avelds the complexity and expense of older counfing systems,
Neo lenger 15 it mecessay to mux and match amplifiers
diseriminators, gate generators and counters. The SR400
combines all these module: mto 2 zngle, mtegrated.
microprocessor-conrolled instrument Complex measurement
tazks such as backsround subtracton synchronous detection,
source compensaton, and pile-up ceomection can zll be
performed easily with the SEA00.

Counters

The SR400 has two mdependent channels that can count at
rates up to 200 MHz Dhfferent counting modes allow vou to
count for a fixed amount of time. until a certain mumber of
counis have been recerved. or for 2 fixed mumber of mgzers.
Each counting channel has 1fs own zate generator winch
provides counfing gates as short as S ns oras longas 1 5 The
gates can be set m a fixed position relative io the mgger
signal, or scanned to measure hfetimes or recover time-
varying waveforms.

The actual inputs to the counters can be viewed as NIM level
pulses from the dizeriminator cutputs on the front panel. The
diseriminated pulses are negative going from 0 to 0.7 V. The
DISC outputs are very useful when adjusting dizcnnmnator
threzholds or gate tming

.1‘SRS Stanford Research Systems

phone: (408)744-9040
www think SRS com
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SR400 Gated Photon Counter

Signal Inputs and Discriminators

Both analog siznal mputs (A and B) are intereally termumated
mio 50 £} The mpui= accept signals batereen +300 mV and are
protected to =5 VDC. Each input 1= followed by 2 DC to
300 MHz amplifier, allowmg detection of pulses as small as
10 mV. If addifional sensitivity iz required. z remote
prezmphfier (hke the SR4434) can be used

Dhsermminators are provided for each channel wath a selectable
threshold from —300 mV to <300 mV in 0.2 mV steps. Pulse-
pair rescluticn 15 5 ns. and pulses of either pelanity may be
datected. Each threshold may be programmed to scan in either
direction with selectable step size. This can provide a pulse
height amalyzis (PHA) output and 13 useful for choosing

photomuinpher tube bias or discriminator levels.
Count Periods

The 5F400 may be programmed to cycle from 1 to 2000 count
pertods 1o a single scan. At the end of the programmed scan,
the counters may be stopped or the scan mav be restarted
Consecutrve count penods are separated by a "Drwell Time"
which can be set from 2 ms to 60 5. Dhning the Dwell Time,

counting 15 disabled and data may be transferred or external
parameters may be changed The dwell output provides a
TTL signal which s kigh during the dwell fime. This can
be convenient for interfacing other instruments used in
the experiment.

Outputs

The front panel can display counts up to 107 Results from
both counters can be displayed mdividually or combined as
A-B ar A=B. A front-pansl DFA output provides an analog
sigmal proportonal to &, B, A-B, or A+B dependmng on the
courting mods. The scale may be loganthmie (1V/decads)
or lmear

Computer Interfaces

Built-in R5-232 and GPIB interfaces provide 3 comvenent
means of controlling the mstnmment and retmeving data. Whls
the SR400 1= scanning, each of the count values for the A and
B counters are stored m a 2000 point internal buffer This
buffer can be ransferred on 2 pomnt-by-pomt basis, er-dumped
all at once through erther miterface

300 MHz

.||—0§

AuELEIERS FADT LOGIC
ol [+]
L_,-f mEc
s 2w
[} o8
- —D
NI
o |
| ilAL GATT

e

MICROPROCES20R CONTROL

SR400 Block Diagram

A block diagram of the SE400 is shown above. There are three fast counters identified a= counters & B, and T All three counters
operate at rates up to 200 MHz. The input to each counter 1z selected from a mumber of zources which includes the two anzlog siznal
wrouts, the 10 MHz crvstal imebase, and the external mzger input. Counter T can be preset to determune the measwrement period. For
pulsed experiments, counters A and B may also be synchromzed to external events 11a the two independent gate penerators. The zate
generator provides gates from 5 ps to 1 5 10 duwration with 2 delay from an external mgger ranzing from 25 ns to 1 5.

ﬂSRS Stanford Research Systems

phone: (408)744-2040
www.thinkSRS.com
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SR400 Specifications

Signal Inputs

Bandwidth

Tput impedance
Lmear range

Input protection
Overload recovery

Discriminators

DC to 300 Mz
500

£300 mV (at input)
=5 VDC, 50V for 1 ps

5os

Counters A B, and T have mdependent discrimmators when
counting the signal mputs. All discriminator levels may be et
to a fized level or scanned.

Dhsermminator range
Dhseriminator slope
Resoltion

Imput offset voltage
Mimiwoum pulse inpat
Pulse-pair resolution
Dhscrminator cutputs
Inhibit input

Trigger Input
Impedance

Threshold

Slope

Protection

Gate Generators

300 mV to +30) mV
Risimg or falling

0.2 mV

=1 mV

10 mV

Sus

NIM levels to 50 2
TTL hugh stops coumt

10 kL2

22000 VDC m 1 mV steps
Raang or falling

15VDC, 100 V for 1 ps

Both the 4 and B zates may be fixed in time or scammed. The
gate outputs show the posihons of the gates with respect to the

diserimumator cutputs.

Insernon delay
Mammum delay
Mimwmum gate width
Mawmmum gate width
Resohition

Agcwracy

hitter

Mavmmum frigger rate
Gate view output

Gate view ermor

Scan and Dwell

Bms

9992 ms

5ms

999 ms or CW

0.1 %, 1 ns munmmma
2ms+1%

200 ps mms +100 ppm
1 MHz

NIM levels mto 50 2

<2 g

The mumber of count periods or data pomts in 2 scan may be
set from 1 to 2000, The dwation of one count penod 1z
determined by the presst condiion.

The time between consecutive count periods 15 the dwell fime
and can be sat from 2 ms to 60 =. The dwell owtput will be TTL
hizh durmg the dwell me. Thiz output can be uzed to mgger
external devices. At the end of 3 scan (of 1 to 2000 count
pentods). counting may be programmed to stop or stat the
scan over again. The start key begins the first count peried of

the programmed scan

The stop key termunates the cwrent count penod and pauses
the zcan. If zcanming gates and dise levels are held at thew
current values. Preszing the stop kev while m a2 paused
condition will reset the sean. and all scanned parameters will
refurn to their start values, Preszsing the start key while pansed
resumes the zcan by starting the next count pened

The dwell tme may also be sat to externz] In thiz mode, count
penods begm with the start key or external start wwput (TTL
nsmg edge). Count periods termminate with the presat
condition the stop key, or the external stop mnput (TTL nong
edge). Presuing the stop key whils not countng resets the

SCED

All count data 15 mternally buffered for one scan. Data may be
read over the computer interfaces during or after 3 scan.

Display Mode

Continuous Dhsplays current counter vahe
Hold Dizplays final count value
D/A Output

The front-panel DVA cutpuat 15 propornonal (hnear or log) to A
B, A-B or A+B. and is updated at the end of each count
pariod. Thers are two rear-pans] DVA outputs: poat 1 znd port 2.
Theza cutputs may be set or zcanned from the fromt panel or
via the computer interface.

Full scale =10 VDC

Resolunon 12 batz (3 mV)

Current rating 10 ma

Output impedance <10

Apcrracy 01 %+5mV

General

Interfaces GPIB and R5-232

Dimensions 16" x 3.5" x 13" (WHD)

Weight 10 Ths.

Power 35 W, 100/120/220¢240 VAC,
50/60 Hz

Warranty One year parts and labor on defects

m materials and workmanzhp

SR400 reav pamsl

Ordering Information
SER400 Gated photon counter 85350
SR445A 350 MHz preamplifier 51100

‘45 Rs Stanford Research Systems

phone: (408]744-9040
www thinkSRS.com
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SR400 Gated Photon Counter

Example 1: Boxcar Mode

This expenment uses a scanmng gate to mezsmme the lifetrme
of an exeited state pumped by a pulsed laser. The SR400s zate
generators ave mggered by a photodiode when the laser fires.
Counter A counts photons which ocewr during a namow gate,
while counter B counts the photons during the entire decay.

Deray dzta 15 normalized to the source mtencity by counting
until 3 preset valus 1= reached in counter B. When B reachs:
s presei condition, the IVA ocuiput is set to a voltage
proportional to A's count, A's gate is stepped, and 2 new count
mnterval begins.

By plotting the log of A's count value ws A's gate delay, the
exponential decay curve 15 lineanzed and the hfstime of the
excited state can be deternuned from the slope on the chart
recorder. If count rates are lugh and count peneds short, then
seans may be displayed on an X-Y scope. The IVA output 13
the T drrve and port 1 or port 2 15 the ¥ drve The dwell
output should be used as the blanking pulse

SRS
ech
Note

Example 2: Synchronous [Lock-In) Mode

Very small changes in tha fhrx of photens may be measurad by
synchronous detechion. If a signal 15 fixed m frequency and
has a 50 % duty cyele, then synchronons photon commfing. or
photon counting in a “lock-in” mede, can be used An optical
chopper 1= used to modulate a CW hght source. The reference
output from the chopper trizgers the photon counter’s dual
gate penerstor. The A gafe 15 positiened fo count photons
during the opan phasze of the chopper, and thns cownts the
signz]l plus background The B gate only counis the
background, counting pulses only during the closed cycle of
the chepper The difference between the two coumts, A-B, is
the signal. Accwmulating data over many cycles 15 required to
measure the signal smee the background rate often far exceeds
the signal rate.

The IV A output 15 proportional to A-B_ Since the backzround
count 15 subfracted for each chopper cycle, only the sizmal
which 15 synehronons with the chopper will cause the output
of the photon counter to change.

S S

EE:_:M.J Timing Diagram
b SR400 Logi&) vs. Gate

PLI.!Isr?;:ﬂ Photon Counter  Delay for Preset B Light

ig
Source

w: o in i RER
! O Scanning
Photodiode Trig A- Gate 1 = g
s | % Boae [ 1
Baxcar Mode

Photon Counter

Timing Diagram
Chopper
- I N [
B - Gate

SR400

!

e

5R445 Preamp

= VeA-BforpresetT

Lock-In Mode

14SR$ Stanford Research Systems

phone: (408)744-9040
www thinkSRS com
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350 MHz Preamplifier I

SR4454 — 350 MHz preamplifier (4-channel)

I ETAMFORD AEHEARCH EVETES, NE. « MODEL SRSA - FOUR CANNEL, OC-300 Mhe APLIFIER

The Model SR4454 350 MHz Preamplifier contams four
wide-bandwidth DIC-coupled anplifiers, each with a gam of 5.
The four channels may be uwsed mdependently, or caseaded to
provide z total gain of up to 623. The fast nse fime, low noise,
and excellent DT aceuraey of the SR4454 make 1t an ideal
mstrument for amplifving  the outputs of fast
photomuliiplier tubes and photediedes. The SR4454 can be
used to improve the sensitivity of oscilloscopes, photen
counters, boxear averagers, spectum analyzers, and other
high-frequency test equipment.

- Four independent channels

+ DC to 350 MHz bandwidth

- 1 ns rise and fall time

- Voltage gain to 625

+ 6.4 nV/yHz input noise

- 50 Qinput and output impedance
« 3 ns overload recovery

« Excellent phase linearity

+SR445A ... 51100 .. fisn

Each channsl has an mput zand outpur impedance of 50 L1, The
mput impedance of channe]l 1 can be increased to
sppromumately 300 {1 by a foot-panel switch Thiz can
mprove the sensiovity of signals from cwrent and charge
output devices, such as photormultipher tabes. Each charnnel
haz 2 separate offsst adjustment allowmnz you to quckly zull
DC arors.

SR445A Specifications

Amplifier charmels 4

Inputs and cutputs 50 €1, DC coupled

Bandwidth DC to 350 MHz (-3 dB)

Rise/fall fime 1 ns {single channel)

Voltzge zam 3 per channal
{Up to 4 channels can be cascaded)

Input notse 64 oViWHz

Operating range Inputs: +200 mV, Ouiputs: =10V

Propagation delay 2.7 ns per channe]

Fecovery ime 3 s for a 10x overload

Input protechion +50 V for <1 jis

Catput clamp =16V

Cratput overload defect =13V

Crozstalk —60 dB

Operating temperatare [ *C to 40 °C, non-condensing

Dimersions 83" x1.5"x 8" (WHD}

Power 10W. 100¢71202207240 VAC,
50060 He

Wananty One year parts and labor on defects
m matenials and weorkmanshp

Ordering Information
SE4454 350 MHz preamplifier $1100

145 Rs Stanford Research Systems

phone: (408)744-2040
www thinkSRS.com
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