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1. WSTĘP 

 

1.1. Metody pomiaru wzrostu bakterii. 

 

Określanie ilości drobnoustrojów odgrywa bardzo waŜną rolę we wszystkich 

przemysłowych procesach biotechnologicznych wykorzystujących technologie 

fermentacyjne. Pomiar biomasy bakterii i grzybów daje moŜliwość oceny wzrostu 

drobnoustrojów, wydajności syntez, szybkości i równowagi bioprocesów. W medycynie i 

farmacji stwierdzenie obecności i wzrostu drobnoustrojów w organizmie moŜe decydować 

o Ŝyciu i zdrowiu pacjenta, a analizy wpływu chemioterapeutyków na drobnoustroje są 

podstawą do wyboru właściwego sposobu leczenia i kontroli procesu terapeutycznego.  

Rozwój metodologii analiz wraŜliwości szczepów bakterii na antybiotyki ma długą 

historię począwszy od opartych na analizach własności fenotypowych drobnoustrojów 

metodach rozcieńczeniowych, przez liczne modyfikacje metod dyfuzyjnych aŜ po 

najnowsze techniki genotypowania /106/. W tym przypadku, w oparciu o analizy DNA, 

stwierdza się obecność genów oporności w materiale genetycznym. Stwierdzenie 

występowania takich genów nie jest jednak równoznaczne z fenotypową manifestacją 

oporności, podobnie jak niestwierdzenie obecności odpowiedniego genu nie oznacza 

równieŜ automatycznie, Ŝe mikroorganizm musi być wraŜliwy. Nie ulega więc wątpliwości, 

Ŝe wprowadzenie nowych metod molekularnych do rutynowych analiz 

antybiotykowraŜliwości musi być wyczerpująco przetestowane i wystandaryzowane w 

oparciu o równolegle prowadzone analizy wzrostu mikroorganizmów w obecności 

czynników przeciwdrobnoustrojowych. Analizy wzrostu drobnoustrojów pozostają więc 

nadal najbardziej efektywnym sposobem analizy wpływu związków chemicznych na 

bakterie i grzyby, a istotny postęp technologiczny w automatyzacji procesu identyfikacji 

drobnoustrojów i oceny wraŜliwości na związki przeciwdrobnoustrojowe zwiększa 

znaczenie tych analiz /31, 21, 61, 92/. W ostatnich latach wprowadzono szereg nowych 

metod ilościowej analizy drobnoustrojów, które wykorzystują fizyczne, biochemiczne lub 

bioelektrochemiczne techniki analizy. Nie ma jednak jednej uniwersalnej metody, która 

dawałaby zadawalające wyniki ilościowej oceny liczby drobnoustrojów w analizowanych 

próbkach. Poszukuje się więc nowych, szybkich i ekonomicznych metod stwierdzania 

obecności i oceny ilości drobnoustrojów. Metoda taka powinna być dokładna, szybka, 

charakteryzować się odpowiednią czułością, mieć szerokie zastosowanie, powinna 

pozwalać zróŜnicować komórki Ŝywe od martwych, mieć krótki czas przygotowania próbki 
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oraz wykorzystywać minimalną ilość odczynników. Urządzenia stosowane w metodzie 

powinny być proste w obsłudze i kalibracji, łatwo i bez uszczerbku podlegać procesowi 

sterylizacji i tanie w eksploatacji. PoniŜej przedstawiono charakterystykę wybranych 

metod. Ze względów praktycznych podzielono je na metody niebioelektrochemiczne oraz 

na bioelektrochemiczne, w których sygnał analityczny jest generowany przez drobnoustroje 

pochłaniające bądź generujące ładunek elektryczny, który jest wykrywany na elektrodach 

/31/. Wśród metod niebioelektrochemicznych moŜna wyróŜnić klasyczne i specjalne 

metody detekcji. Tabela 1 zawiera charakterystykę parametrów analitycznych wybranych 

metod niebioelektrochemicznych. 

 

Tabela 1. Parametry analityczne wybranych metod niebioelektrochemicznych słuŜących do 
określania liczby komórek (biomasy bakterii) wg /31/. 
 

Metoda Czas analizy 
 (godziny) 

Źródło sygnału Próg detekcji  
(ml-1) 

Pomiar suchej masy 8 Cząstki stałe 0,02 mg 

Określanie liczby 
Ŝywych drobnoustrojów 

24-72 śywe komórki 10 

Mikroskopia 
bezpośrednia 

1 śywe komórki 104 

Turbidymetria Czas rzeczywisty Zawieszone cząstki 2 x 106 

Radiometria 8-16 śywe komórki 1 

Mikrokalorymetria 2 śywe komórki 105 

Epifluorescencja 0,5 śywe komórki 5 x 103 

Bioluminescencja 0,2 śywe komórki 105 

Licznik Coulter’a 0,5 Cząstki stałe 5 x 104 

Metody filtracji Czas rzeczywisty Zawieszone cząstki 2 mg 

Nefelometria Czas rzeczywisty Zawieszone cząstki 2 x 105 

Immunofluorescencja Czas rzeczywisty Fluorochromy 102 

Pomiary 
piezoelektryczne 

Czas rzeczywisty Zawieszone cząstki 106 

Akustyczna 
sensytometria 
rezonansowa 

Czas rzeczywisty Zawieszone cząstki >108 

Mikroskopia 
elektronowa 

2-3 Cząstki stałe 600 fg µm-3 

Mikro-Elisa 2-3 Zawieszone cząstki 103 

Elektronowa analiza 
cząsteczek 

100 analiz h-1 Zawieszone cząstki 105 
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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 określaniu suchej masy bakteryjnej komórek Ŝywych  

i martwych. Bakterie hodowane w znanej objętości podłoŜa hodowlanego odwirowuje się a 

następnie przemywa jałową wodą destylowaną w celu odpłukania resztek podłoŜa. Bakterie 

przenosi się do zwaŜonego naczynia, suszy do stałej masy poprzez liofilizacje lub w 

suszarce w temp. 105°C po czym, naczynie schładza się w eksykatorze i waŜy ponownie. 

Błędy tej metody mogą wynikać z rozpadu materiałów biologicznych oraz stosowania 

nierozpuszczanych substratów, które mogą być obecne w poŜywkach hodowlanych. 

Obecnie metoda jest rzadko stosowana, a jej praktyczne znaczenie ogranicza się do 

stosowania jej jako metody porównawczej do kalibracji innych metod /31, 78, 16/.  

 

1.1.1.1.2. Określanie liczby Ŝywych drobnoustrojów. 

 

Do określania ilości Ŝywych drobnoustrojów stosuje się kilka metod: metodę 

seryjnych rozcieńczeń (metoda płytkowa), filtrów membranowych oraz metodę 

„najbardziej prawdopodobnej liczby”. 

Metodą seryjnych rozcieńczeń moŜna określić ilość Ŝywych bakterii jaka znajduje 

się w badanej próbce. Badanie wykonuje się sporządzając za pomocą roztworów 

izotonicznych rozcieńczenia badanego materiału w postępie geometrycznym, a kolejne 

rozcieńczenia posiewa się na podłoŜe agarowe w płytkach Petriego. Podczas inkubacji 

trwającej zazwyczaj 24-72 godziny tylko Ŝywe, zdolne do podziału bakterie wyrosną na 

podłoŜu w postaci koloni (klonów komórki macierzystej obecnej w roztworze), które 

moŜna policzyć. Uwzględniając liczbę kolonii, stopień rozcieńczenia i objętość inoculum, 

moŜna obliczyć ilość Ŝywych bakterii (CFU- ang. colony forming units) w 1 ml zawiesiny. 

Najistotniejszą wadę metody stanowi długi czas inkubacji. Jedną z prób częściowego 

ograniczenia tej wady i skrócenia czasu inkubacji była metoda przygotowania zawiesiny 

bakterii w ciekłym agarze i naniesienie w postaci kropli na środek płytki Petriego. Do 

policzenia rosnących w agarze mikrokolonii naleŜało uŜyć soczewek powiększających /96/. 
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Modyfikacja metody, polegająca na mieszaniu danego rozcieńczenia badanej próbki 

z ostudzonym podłoŜem agarowym i posiewie zawiesiny na płytki Petriego, ma nadal 

zastosowanie do badania ogólnej liczby drobnoustrojów w Ŝywności, wodzie /25/ i glebie 

/72/. Podobną zasadę badania ma inna metoda tzw. metoda „najbardziej prawdopodobniej 

liczby” (MPN), gdzie bakterie z kaŜdego rozcieńczenia inkubuje się w kilku probówkach z 

selektywnym podłoŜem płynnym. Po inkubacji określa się ilość probówek z danego 

rozcieńczenia, w których zmętnienie podłoŜa świadczy o obecności i wzroście bakterii. 

Uwzględniając stopień rozcieńczenia i ilość pozytywnych prób dla róŜnych rozcieńczeń 

moŜna określić MPN. Jest to metoda uŜywana do określania ilości bakterii kałowych w 

próbkach wody /31/ oraz ilości drobnoustrojów w glebie /72/. Próby automatyzacji tego 

typu oznaczeń zaowocowały aparatami: Petrifoss firmy Foss electric AS, z Danii oraz 

Biotest wytwarzanego przez Biotest Diagnostics z Wielkiej Brytanii. 

Kluczowym elementem metody filtrów membranowych jest zastosowanie filtrów z 

octanu celulozy o wielkości porów 0,45 µm, przez które przepuszcza się pod ciśnieniem 

roztwory płynne zawierające drobnoustroje. Wielkość porów pozwala przejść przez filtry 

tylko roztworowi, natomiast bakterie zostają zatrzymane. Po przesączeniu filtry inkubuje 

się na podłoŜach agarowych przez określony czas, a następnie zlicza ilość wyrosłych 

kolonii bakteryjnych /87/. Znając wyjściową objętość filtrowanej zawiesiny i ilość 

uzyskanych kolonii bakteryjnych moŜna łatwo obliczyć ilość bakterii w 1ml. Metoda ta jest 

o wiele czulsza od metody seryjnych rozcieńczeń gdyŜ moŜna oznaczyć niewielką ilości 

bakterii w duŜych objętościach. Metoda ta jest zalecana do badania i oceny 

bakteriologicznej wody pitnej i płynów dializacyjnych /25/. 

Istotnym elementem stosowanych metod analizy drobnoustrojów w hodowli jest, 

nie zawsze uświadamiane przez badaczy, ograniczenie w interpretacji wyników liczby 

komórek w próbce /113/. Ograniczenie to wynika z faktu, Ŝe nie wszystkie komórki w 

warunkach testu tworzą kolonie, a takŜe nie wszystkie kolonie powstały z pojedynczych 

komórek w roztworze. Dlatego teŜ celowe jest podawanie wyników oznaczeń jako liczbę 

CFU, a nie liczbę komórek w roztworze. W konsekwencji teŜ reinterpretacji naleŜałoby 

poddać pojęcie limitu detekcji w oznaczaniu liczby drobnoustrojów w hodowli. 

 

1.1.1.1.3. Turbidymetria i nefelometria 

 

Turbidymetria jest jedną z szeroko stosowanych metod słuŜącą do określania ilości 

bakterii i ich biomasy. Jest metodą spektrofotometryczną wykorzystującą pomiar natęŜenia  
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światła, które przeszło przez ośrodek mętny (zawiesinę bakterii). Zmiana natęŜenia światła 

wywołana jest zjawiskami rozpraszania i adsorpcji /88/. Analizy turbidynometryczne 

opierają się na prawie Beer’a i wymagają porównania natęŜenia światła padającego na 

roztwór i wychodzącego z roztworu. Aby wyznaczyć liczbę drobnoustrojów w roztworze, 

naleŜy skorzystać z uprzednio sporządzonej krzywej kalibracji zaleŜności log Io/I od 

stęŜenia drobnoustrojów w roztworze. ZaleŜność ta jest prostoliniowa w wąskim zakresie 

stęŜeń. Wadę metody stanowi wraŜliwość na warunki zewnętrzne, na zmianę odczynników, 

nieprawidłowe odpłukanie, co moŜe wpłynąć na ciśnienie osmotyczne  hodowli /31/. 

Pomiary turbidynometryczne znalazły zastosowanie do wyznaczania najmniejszego 

stęŜenia hamującego (MIC-minimum inhibitory concentration) i najmniejszego stęŜenia 

bójczego (MBC-minimum bactericidal concentration), które określają wraŜliwość 

drobnoustrojów na chemioterapeutyki i środki dezynfekcyjne /21, 3/.  

Na pomiarach turbidynometrycznych opartych jest kilka komercyjnie dostępnych 

automatycznych urządzeń oznaczania antybiotykowraŜliwości drobnoustrojów. Najczęściej 

stosowane są aparaty VITEK i VITEK2 firmy bioMerieux /21, 50, 92, 61/, które przy 

czułości >7x104 CFU wymagają czasów inkubacji 4-18 godzin oraz MicroScan WalkAway 

firmy Dade Diagnostics Corp. /21, 92/. 

Nefelometria podobnie jak turbidynometria wykorzystuje pomiar światła 

rozproszonego, które przeszło przez badaną próbkę z tą róŜnicą, Ŝe sam pomiar natęŜenia 

światła rozproszonego wykonywany jest pod kątem 90° w stosunku do wiązki padającej. 

 

1.1.1.2. Specjalne techniki 

 

1.1.1.2.1. Kolorymetria. 

 

Zasada metod kolorymetrycznych jest oparta na pośrednim pomiarze wzrostu 

bakterii. Wykorzystuje się tu produkty przemiany materii, które powstają w wyniku 

wzrostu drobnoustrojów. Najczęściej jest to substrat niechromogenny, który pod wpływem 

działania specyficznego enzymu wytwarzanego przez drobnoustroje zostaje rozłoŜony do 

chromogennego produktu. MoŜe być to równieŜ zmiana pH hodowli, która wpływa na 

zabarwienie indykatora obecnego w podłoŜu. Znalazły one zastosowanie do identyfikacji 

drobnoustrojów w komercyjnie dostępnych aparatach. 
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VITEK i VITEK2 firmy bioMérieux (najbardziej rozpowszechnione) /21, 50, 92, 61, 

64/, MicroScan WalkAway firmy Dade Diagnostics Corp. /21, 92, 64/ to systemy do 

identyfikacji bakterii w których metody kolorymetryczne oparte na chromogenach i 

zmianie pH podłoŜa są podstawą róŜnicowanie drobnoustrojów. 

System MicroLog firmy Biolog Inc. umoŜliwia określanie gęstości hodowli bakterii 

oraz ich wzrostu w oparciu o redukcję błękitu nitrotetrazoliowego do formazonu /64, 61/. 

Natomiast systemy BactT/Alert firmy Organon Technika słuŜący do detekcji 

drobnoustrojów we krwi /102, 114, 79/, i tej samej firmy MB/BacT stosowany do hodowli 

prątków gruźlicy /114/, oraz ESP Microbial Detection System (AccuMed International) 

wykorzystują pomiary kolorymetryczne zmian zabarwienia czułego wskaźnika obecnego w 

badanej próbce, na który pośrednio działa CO2 wydzielany podczas wzrostu 

drobnoustrojów /102, 114/. W tym przypadku sensor umieszczony jest na dnie butli 

hodowlanej i oddzielony od hodowli bakteryjnej półprzepuszczalną membraną. Membrana 

ta jest nieprzepuszczalna dla jonów i wody, składników poŜywki i krwi, umoŜliwia jednak 

swobodną dyfuzję dwutlenku węgla. CO2 rozpuszczony w wodzie, którą nasycony jest 

sensor, generuje jony H+ w reakcji: 

 

CO2 + H2O ↔ H2CO3 ↔ H+ + HCO3 

 

Jony wodoru powodują obniŜenie pH i zmianę koloru sensora z ciemno zielonego na jasno 

zielony lub Ŝółty. Detektorem sygnału jest fotodioda, która rejestruje zmianę natęŜenia 

światła czerwonego emitowanego przez diodę emitującą światło czerwone i odbitego od 

sensora. Sygnał z fotodiody jest proporcjonalny do stęŜenia CO2 w hodowli /102/. 

 

1.1.1.2.2. Immunofluorescencja. 

 

Metoda ta znalazła szerokie zastosowanie w medycynie i detekcji drobnoustrojów in 

situ w ekologii. Zasada metody opiera się na specyficznym wiązaniu się przeciwciała z 

antygenem obecnym na powierzchni komórki drobnoustroju. Przeciwciała do tej metody 

uzyskiwane są od wcześniej immunizowanych zwierząt, a następnie sprzęgane z 

odpowiednim znacznikiem fluorescencyjnym np. izotiocyjanianem fluoresceiny. Takim 

kompleksem fluorochrom-przeciwciało moŜna poszukiwać antygeny występujące 

specyficznie na drobnoustrojach, które w ten sposób oznaczone fluoryzują w preparatach 

obserwowanych pod mikroskopem epifluorescencyjnym /31/. 
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Immnunofluorescencja zaczyna odgrywać coraz większą rolę w klinicznej 

diagnostyce bakteriologicznej z zastosowaniem fluorescencyjnego cytometru 

przepływowego (FCM) /110, 91, 51, 13/. W cytometrze przepływowym komórki 

oznakowane odpowiednimi znacznikami fluorescencyjnymi przepływają w cieczy przez 

strumień światła. W zaleŜności od długości fali absorbowanego światła i emitowanego 

światła fluorescencji moŜna róŜnicować i identyfikować komórki. Komórki moŜna dzielić 

na subpopulacje w zaleŜności od występujących na ich powierzchni antygenów. MoŜna teŜ 

róŜnicować komórki martwe i Ŝywe. Za pomocą cytometrii przepływowej udało się w ciągu 

30 minut scharakteryzować komórki w heterogennej populacji bakterii o mianie 100 

komórek/ml. Przy zastosowaniu FCM udaje się wykryć 10-100 komórek E. coli we krwi w 

ciągu 2 godzin /cytowane za 110/. Zastosowanie cytometru przepływowego skraca czas 

otrzymywania wyników antybiotykowraŜliwości do 2-3 godzin dla Escherichia coli i do 24 

godzin dla Mycobacterium tuberculosis /110, 60/. Istotnym ograniczeniem metody jest 

droga aparatura oraz ograniczona ilość specyficznych przeciwciał. 

Metoda ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) oparta jest, tak jak i 

metoda immunofluorescencji, na specyficznym wiązaniu się przeciwciał do antygenów 

obecnych na komórkach drobnoustrojów. W tej metodzie przeciwciała wyznakowane są 

enzymem, który ma zdolność przekształcania, specyficznego dla niego, bezbarwnego 

substratu w barwny produkt. Ilość barwnego produktu odzwierciedla ilość poszukiwanego 

antygenu. Odmianą ELISA jest IRMA- (ang. immunoradiometric assay), gdzie 

przeciwciała są znakowane izotopem promieniotwórczym. 

 

1.1.1.2.3. Radiometria. 

 

W tej metodzie mikroorganizmy są hodowane na poŜywkach, gdzie jednen z 

substratów jest znakowany radioaktywnym izotopem, najczęściej jest to 14C. 

Mikroorganizmy Ŝyjąc i dzieląc się w poŜywce zuŜywają substrat a wydzielają 14CO2, 

którego radioaktywność jest mierzona za pomocą licznika scyntylacyjnego i moŜe być 

miarą aktywności metabolicznej bakterii. Metoda ta została zastosowana przez firmę 

Becton Dickinson Microbiology Systems w automatycznym urządzeniu słuŜącym do 

wykrywania drobnoustrojów we krwi o nazwie BACTEC 460TB /79, 112/. Czułość 

metody jest na poziomie 107 komórek/ml, które wykrywa się w czasie 1,5-2,5 godziny, a w 

czasie 8-16 godzin moŜna wykryć pojedynczą komórkę /31/. Podobne wyniki uzyskano z  
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zastosowaniem metody radiometrycznej przy oznaczaniu bakterii w próbkach wody i 

Ŝywności. 

 

1.1.1.2.4. Bioluminescencja. 

 

Bioluminescencja wraz z chemiluminescencją naleŜą do waŜniejszych metod 

detekcji bakteryjnych patogenów. W przemyśle pomiary luminescencyjne umoŜliwiają w 

sposób ciągły monitorowanie procesów technologicznych. Metody bioluminescencyjne 

wykorzystują naturalną zdolność wielu organizmów do przekształcania energii chemicznej 

w światło. Wykorzystują w tym celu specjalne systemy np. ( lux) Vibrio harveyi i Vibrio 

fischeri u bakterii czy teŜ (luc) u owadów /54/. Systemy te zostały zaadaptowane dla 

potrzeb detekcji drobnoustrojów. Zaletą systemów detekcji opartych na analizie 

luminescencji jest ich duŜa czułość i szybkość /81/. 

Podstawą zastosowań bioluminescencji do analiz wzrostu drobnoustrojów jest 

załoŜenie, Ŝe w Ŝywych komórkach jest stały poziom ATP, którego stęŜenie szybko 

zmniejsza się po śmierci komórki. Analiza ilości ATP prowadzona jest w oparciu o reakcję 

utleniania przeprowadzaną przez lucyferazę /31, 109/ według poniŜszego schematu:  

 

Lucyferyna(red.)+O2+ATP→→→→lucyferyna (utle.)+AMP+CO2+PPi+foton 

 

Enzym ten w obecności tlenu i ATP, oprócz tworzenia utlenionej lucyferyny, AMP, CO2 i 

pirofosforanu, powoduje emisję fotonów. Ilość fotonów jest proporcjonalna do ilości 

cząsteczek ATP. Ilość fotonów moŜna zarejestrować za pomocą odpowiednich liczników 

/38/. Praktycznie wszystkie wiodące firmy mają w swojej ofercie gotowe zestawy 

odczynników do oznaczania stęŜenia ATP tą metodą. Obecnie dostępne automatyczne 

systemy do pomiarów bioluminescencji to: Lumac Biocounter firmy Lumac B.V. oraz 

Unilite (Biotrace Ltd) /31/. Na podobnej zasadzie działa opracowany przez firmę Promega 

Corporation aparat BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability przeznaczony do określania 

antybiotykowraŜliwości bakterii /19/. Sakakibara i wsp. /85/ wykazali, Ŝe ilość ATP 

wytwarzana przez bakterie o mianie 104 CFU/ml (ok. 10-14 M ATP) wystarcza do detekcji 

tych drobnoustrojów za pomocą luminometru. Wzbogacając test o system regeneracji ATP 

moŜna 10000 razy zwiększyć czułość detekcji drobnoustrojów. W ten sposób moŜna było 

stwierdzić obecność pojedynczej komórki bakterii /85/. 
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Chemiluminescencja, wprawdzie mniej czuła niŜ bioluminescencja, która wymaga 

obecności enzymów i ATP do generowania kwantów światła, jest jednak znacznie prostsza 

w wykonaniu. Pozbawiona jest teŜ szeregu mankamentów, które związane były z 

koniecznością usuwania pozakomórkowego ATP, inaktywacją enzymów hydrolizujących 

ATP czy teŜ ekstrakcją wewnątrzkomórkowego ATP /14, 20/. Reakcja chemiluminescencji 

zachodzi wówczas, gdy cząsteczki zdolne do chemiluminescencji (np. luminol) są utleniane 

w obecności katalizatora i powstaje niestabilne, wzbudzone stadium pośrednie, które 

ostatecznie ulega dezaktywacji dając końcowy produkt reakcji z równoczesną emisją 

światła. Utleniaczem w tej reakcji jest najczęściej nadtlenek wodoru, a katalizatorami jony 

metali lub enzymy np. peroksydaza z chrzanu lub alkaliczna fosfataza. W celu specyficznej 

detekcji bakterii w próbce (chemiluminescencję wykorzystuje się najczęściej do detekcji 

bakterii w produktach Ŝywnościowych) stosuje się kombinację chemiluminescencji z 

testem immunologicznym. Pierwszorzędowe przeciwciała wiąŜą patogeny i immobilizują je 

w ten sposób na stałej powierzchni membrany, kulkach magnetycznych czy teŜ w dołku 

płytki titracyjnej. Przeciwciała drugorzędowe, sprzęgnięte z enzymem, rozpoznają 

kompleks patogen-przeciwciało wiąŜące i reagują z antygenami na powierzchni 

drobnoustroju. Enzym związany z przeciwciałem drugorzędowym katalizuje właściwą 

reakcję chemiluminescencji tj. utleniania cząsteczek substratu zdolnego do 

chemiluminescencji dodanych do mieszaniny reakcyjnej. Opisanej techniki uŜyto do 

detekcji Escherichia coli O157:H7 w mielonym mięsie wołowym z limitem detekcji 103 

CFU/ml /20/. Zastosowanie etapu wzbogacania przez pięciogodzinną inkubację w temp. 

37oC obniŜa limit detekcji do 1 CFU/g mięsa. 

 

1.1.1.2.5. Metoda filtracji z epifluorescencją. 

 

Jest jedną z najlepiej rozwijających się metod w mikrobiologii środowiskowej /72, 

90/. Metoda znajduje szerokie zastosowanie w wykrywaniu mikroorganizmów w mleku i 

produktach mleczarskich /88/. Do badanej próbki dodaje się fluorochromu (oranŜ 

akrydynowy) lub ostatnio częściej DAPI (4’-6’-diamidino-2-fenyloindol) /90, 30, 77/, a 

następnie sączy pod ciśnieniem przez filtry membranowe. Komórki zatrzymane na 

membranie pod wpływem UV fluoryzują, co umoŜliwia ich policzenie za pomocą 

mikroskopu epifluorescencyjnego.  
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1.1.1.2.6. SPR-Powierzchniowy rezonans plazmonowy. 

 

Począwszy od pierwszej demonstracji detekcji przez Nylandera i Lidberga w 1983 

roku za pomocą tej techniki, SPR (ang. Surface plasmon resonance) stał się jedną z 

najwaŜniejszych nowoczesnych metod analizy oddziaływań międzymolekularnych w 

biologii molekularnej i medycynie /29, 98/. SPR pozwala na mierzenie w czasie 

rzeczywistym bardzo małych zmian stęŜenia analitów przy powierzchni sensora przez 

monitorowanie zmian intensywności światła odbitego na granicy szkła z napyloną warstwą 

metalu. Intensywność światła zaleŜy z kolei od współczynnika załamania ośrodka, który 

wpływa na propagację powierzchniowej fali plazmonowej polegającej na oscylacjach 

gęstości ładunku na granicy metalu i dielektryka pod wpływem fali elektromagnetycznej 

/29/. Obecnie większość komercyjnie dostępnych platform pomiarowych wykorzystuje w 

module czynnym biosensora pryzmat i zjawisko całkowitego wewnętrznego odbicia oraz 

modulację bądź to długości fali bądź teŜ modulację kąta padania światła. Najlepsze z nich 

osiągają zdolność rozdzielczą poniŜej 5x10-7 RIU (ang. refractive index unit). Metoda ta 

szybko znalazła liczne zastosowania w diagnostyce klinicznej /39, 52/, analizie leków /17/ 

monitorowaniu środowiska i Ŝywności /32, 42, 111/. Wydaje się równieŜ, Ŝe SPR będzie 

jedną z najwaŜniejszych metod analitycznych mikrobiologii w przyszłości. Pozwala ona 

stwierdzać obecność drobnoustrojów (Escherichia coli O157:H7, Salmonella ssp., Listeria 

monocytogenes, Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus i innych) w próbkach 

klinicznych i poŜywieniu z limitem detekcji na poziomie 104-106 CFU/ml /100, 99, 94, 42, 

36/ chociaŜ donosi się równieŜ, Ŝe limit ten moŜe być niŜszy i wynosi 102 CFU/ml /66, 65/. 

Kia i wsp. pokazali, Ŝe SPR (Biacore 2000) umoŜliwia detekcję oligonukleotydów, które 

powstały w wyniku asymetrycznej amplifikacji PCR genetycznego markera E. coli 

O157:H7 dla podjednostki A verotoksyny-2 /37/, a Miyachi i wsp. dokonali detekcji genu 

wirulencji invA Salmonella /59/. Demonstrowano równieŜ skuteczną detekcję przeciwciał 

w surowicy zwierząt, które przeszły infekcję bakteryjną /35, 101/. 

 

1.1.1.2.7. Detekcja masy z uŜyciem biosensorów wykorzystujące ultracienkie dźwignie. 

 

Submikronowe dźwignie (ang. microcantilever beams) zostały po raz pierwszy 

uŜyte jako sensory do analizy sił w mikroskopii sił atomowych (AFM- ang. atomic force 

microscopy). Od tego czasu stały się jednym z najbardziej spektakularnych przykładów 

postępu i moŜliwości systemów mikroelektromechaniki. Znajdują szerokie zastosowania  



1.WSTĘP 

 15 

 

między innymi do analiz oddziaływań międzycząsteczkowych między ligandami i 

receptorami, antygenami i przeciwciałami, hybrydyzacji DNA, adhezji komórek, pomiarów 

pH i wilgotności, wyznaczania masy komórek i wirusów. Przykładem tego typu oznaczeń 

mogą być eksperymenty dotyczy to wyznaczania suchej masy komórek Listeria innocua 

/26/. W eksperymentach tych wykazano, Ŝe niespecyficzne związanie ok. 180 komórek 

bakterii powoduje przesunięcie rezonansowej częstotliwości o 1 kHz (dynamiczny typ 

detekcji), a sucha masa komórki oceniana jest na ok. 85 fg. W podobnych eksperymentach, 

w których bakterie wiązano specyficznie za pośrednictwem przeciwciał, przesunięcie 

częstotliwości rezonansowej było równe ok. 500 Hz, a ilość związanych komórek bakterii 

wynosiła 80. Wyznaczając przeciętną masę spor Bacillus subtilis w powietrzu uzyskano 

wartość 367 ± 135 fg, podczas gdy wartość przewidywana powinna się mieścić w 

granicach 300-500 fg /26/. Średnia masa cząstek wirusa Vaccinia wyznaczona w taki 

sposób jest równa 9,5 fg. Wartość przewidywana mieści się w przedziale 5-8 fg /6/. 

 

1.1.1.2.8. Licznik Coulter’a 

 

Aparat wyprodukowany przez Culter Electronics Inc. pozwala wyznaczyć liczbę 

bakterii w płynnym podłoŜu wzrostowym. Bakterie przechodząc przez otwór w aparacie 

powodują zmianę oporu między dwiema elektrodami o róŜnych potencjałach, co generuje 

impuls prądowy. Liczba zliczanych impulsów daje informację o liczbie bakterii w 

zawiesinie. Warunkiem prawidłowego pomiaru jest brak nierozpuszczalnych składników 

poŜywki oraz niezbyt duŜa gęstość hodowli. 

 

1.1.1.2.9. Elektroniczna analiza cząsteczek. 

 

Zasada opiera się na monitorowaniu zachowania się cząstki w polu elektrycznym. 

Pozwala ona w krótkim czasie na określenie ilości i rozmiarów cząsteczek w badanej 

próbce. Wadą metody jest brak róŜnicowania organizmów Ŝywych i martwych. 

Automatyczne urządzenie wykorzystujące tę metodę do szybkiej analizy próbek moczu 

zostało wyprodukowane przez Orbec Ltd. pod nazwą RAMUS 265.  

Metoda ERA (ang. electrorotation assay) wykorzystuje róŜnicę w szybkości rotacji 

w polu elektrycznym ziaren polistyrenowych opłaszczonych specyficznymi przeciwciałami 

oraz ziaren, do których za pośrednictwem przeciwciał przyłączone są drobnoustroje. 

Rotację wywołują zmieniające się cyklicznie zmiany napięcia przyłoŜonego do czterech  
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elektrod zlokalizowanych w wierzchołkach kwadratu. Metoda pozwala na stwierdzenie 

obecności pojedynczych komórek na powierzchni ziaren polistyrenowych.  

 

1.1.1.2.10. Metody akustyczne. 

 

Metody oparte na wykorzystaniu fal akustycznych obejmują szeroką gamę urządzeń, 

których konstrukcja i działanie zaleŜy od sposobu rozchodzenia się fali: TSM (ang. 

transverse shear mode) np. kwarcowe mikrowagi (ang. quartz crystal microbalances), SAW 

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

Biosensor TSM 

Ten typ biosensora moŜe być uŜyty do wykrywania bardzo małych mas. Pomiar 

bazuje na wykorzystaniu zjawiska piezoelektrycznego w krysztale kwarcu, którego 

częstość rezonansowa zaleŜy od masy rezonatora. Rozmieszczenie dodatkowej masy na 

powierzchni kryształu kwarcu powoduje zmianę (zmniejszenie) częstości rezonansowej 

drgań kryształu. Biosensory tego typu znalazły szerokie zastosowanie do detekcji 

drobnoustrojów w monitorowaniu środowiska, diagnostyce medycznej i farmacji, 

przemyśle spoŜywczym, ochronie przed bioterroryzmem /44, 73, 47, 93/. Specyficzność 

detekcji osiąga się przez naniesienie na kryształ kwarcu odpowiedniego receptora, którym 

mogą być przeciwciała skierowane przeciwko antygenom drobnoustroju. Lista 

przykładowych zastosowań biosensorów TSM do detekcji drobnoustrojów i ich 

komponentów jest długa, a czułość osiąga poziom nawet 10 komórek na ml /67/. Biorąc 

pod uwagę fakt, Ŝe systemy wykorzystujące biosensory TSM są stosunkowo tanie i bardzo 

czułe, metody wykorzystujące fale akustyczne stały się jednymi z najwaŜniejszych metod 

detekcji drobnoustrojów, które umoŜliwiają kontrolę drobnoustrojów w czasie 

rzeczywistym. Na rynku jest obecnie szereg gotowych aparatów do akustycznej detekcji 

drobnoustrojów: RQCM (Maxtec, Inc.; E4 QCM-D (Q-Sense); CQCM (QCM Research); 

PZ-105 (Universal System, Inc.); QCM-2500 (KSV Instruments, Ltd) i inne. 

1.1.1.2.11. Mikroskopia elektronowa. 

Mikroskop elektronowy, mając większą zdolność rozdzielczą niŜ mikroskop 

świetlny, pozwala na dokładniejsze poznanie morfologii komórek drobnoustrojów, ale ze 

względu na cenę, czas przygotowania próbek oraz duŜe umiejętności operatora praktycznie  
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nie nadaje się do oceny masy bakteryjnej. UŜycie mikroskopu elektronowego do oceny 

liczby drobnoustrojów jest jednak potrzebne przy kalibracji innych metod badawczych /26/.  

 

1.1.1.2.12. Detekcja komponentów komórkowych. 

 

Metody oparte na analizie komponentów komórkowych mikroorganizmów: lipidów, 

wielocukrów, białek i kwasów nukleinowych mają ogromne znaczenie w ustalaniu cech 

fenotypowych i genetycznych drobnoustrojów są, więc niezbędne do identyfikacji 

drobnoustrojów. Znacznie mniej przydatne są jednak do określania biomasy 

drobnoustrojów, poniewaŜ procedura izolacji i oczyszczania jest często długotrwała, 

kosztowna i wymaga duŜego zaawansowania laboratoryjnego. W szczególnych 

przypadkach metody te pozwalają jednak ustalić liczbę komórek (np. PCR). 

 

Analiza kwasów tłuszczowych. 

 

Metoda ta opiera się na izolacji i analizie kwasów tłuszczowych obecnych w 

błonach mikroorganizmów co pozwala zidentyfikować drobnoustroje. Analiza tego typu 

została wykorzystana przez firmę Midi Inc. w automatycznym systemie MIDI- Sherlock 

Microbial Identyfication System /50, 92, 61/. Obecne w komórkach kwasy tłuszczowe 

zostają przekształcone w estry metylowe tych kwasów, które następnie się rozdziela i 

identyfikuje za pomocą chromatografii gazowej. Porównując wyniki rozdziałów z 

odpowiednimi bazami danych przeprowadza się identyfikację bakterii, grzybów oraz 

prątków. Podstawowym mankamentem systemu jest konieczność izolacji kwasów z 

czystych hodowli.  

 

Metody wykrywaj ące kwasy nukleinowe. 

 

Detekcja kwasów nukleinowych, która w ostatnich latach jest coraz szerzej 

stosowana i powoli wkracza teŜ do laboratoriów klinicznych oparta jest na reakcji 

łańcuchowej polimerazy (PCR) /53, 43, 9, 24, 4/ oraz hybrydyzacji sond 

oligonukleotydowych komplementarnych do określonych sekwencji /90, 2/.  

W reakcji polimeryzacji wykorzystuje się polimerazę DNA pochodzącą z 

termofilnych drobnoustrojów, która wykorzystując odpowiednie substraty i w 

odpowiednich warunkach jonowych przeprowadza syntezę DNA. Limit detekcji, oceniany  
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przez ilość wyjściowych kopii matrycowego DNA, wynosi mniej niŜ 10 komórek 

drobnoustroju. Sekwencjonowanie produktów PCR /53/ jest najlepszym sposobem 

identyfikacji drobnoustrojów. Firma Perkin-Elmer Applied Biosystems Division 

wprowadziła na rynek aparat Micro Seq500, który obecność oraz róŜnicowanie bakterii 

opiera na amplifikacji i sekwencjonowaniu fragmentu DNA odpowiedzialnego za 

kodowanie 16S rRNA, a w szczególności pierwszych 527 zasad /108, 27/. Jeśli do rekcji 

amplifikacji uŜyje się równocześnie zestawu róŜnych starterów (multiplex PCR) moŜliwa 

jest równoczesna identyfikacja w badanej próbce róŜnych drobnoustrojów. 

Coraz częściej wykorzystuje się metodę Real-Time PCR czyli reakcję PCR w czasie 

rzeczywistym. Jest to metoda, w której monitoruje się przyrost ilość produktu w czasie 

rzeczywistym poprzez ocenę ilości powstających amplikonów. Pomiaru ilości produktów 

dokonuje się fluorymetrycznie rejestrując natęŜenie światła fluorescencji emitowanej przez 

znakowany fluorescencyjnie produkt amplifikacji /53, 4/. Znakowany produkt amplifikacji 

moŜna uzyskać stosując barwnik (np. SYBR Green lub SYBR gold) niespecyficznie 

interkalujący w DNA /23/. Limit detekcji w tym przypadku jest na poziomie 1-5 CFU/ml. 

Fluorescencyjne technologie obejmują równieŜ uŜycie bardziej specyficznych sond, które 

pozwalają śledzić przebieg amplifikacji specyficznych sekwencji w czasie rzeczywistym 

(RTPCR). Do sond tego typu naleŜą sondy TaqMan (5’egzonukleaza), sondy 

wykorzystujące zjawisko rezonansowego przeniesienia energii (FRET), Molecular Beacons 

i sondy Scorpion /53, 22, 4, 12, 104/. RóŜnią się one mechanizmem generowania sygnału, 

ale w kaŜdym przypadku sygnał ten jest proporcjonalny do ilości produktu PCR. 

 

1.1.2. Metody bioelektrochemiczne. 

 

Metody bioelektrochemiczne stanowią grupę metod, z którymi wiązano duŜe 

nadzieje /31/. Najnowsze monografie poświęcone biosensorom i nowym technologiom 

świadczą jednak, Ŝe nadzieje te pozostały niespełnione i obecnie klasyczne metody 

bioelektrochemiczne pełnią marginalną rolę w procesach detekcji drobnoustrojów /113/. 

Brak jest znaczących prac ilustrujących praktyczne zastosowania tych metod, a nieliczne 

doniesienia poświęcone detekcji drobnoustrojów świadczą o tym, Ŝe ustępują one znacznie 

czułością detekcji innym metodom. Dotyczy to takich metod elektrochemicznych jak: 

potencjometria, komórki paliwowe, voltamperometria cykliczna i zmiennoprądowa 

prostokątna. Stosowane są nadal i rozwijane w zmodyfikowanej formie pomiary  
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impedancji i przewodności /58/ oraz w mniejszym stopniu pomiary amperometryczne (np. 

ITO/Pani biosensor) /1/. 

 

1.1.2.1. EIS (elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna). 

 

Przepływ prądu zmiennego przez próbki biologiczne napotyka na opór zaleŜny od 

wartości oporu omowego i pojemnościowego mierzonych próbek (induktancja w 

strukturach biologicznych nie występuje). Wcześniejsze prace wskazywały, Ŝe impedancja 

hodowli znacząco zwiększa się gdy miano bakterii w hodowli osiąga wartość ok. 106-107 

CFU/ml /31/. Obecnie do detekcji drobnoustrojów wykorzystuje się immunobiosensory, 

które działają w oparciu o pomiary impedancji. W tym celu powierzchnia elektrod jest 

modyfikowana przez naniesienie biologicznego receptora, który wiąŜąc drobnoustroje 

wpływa na mierzoną wartość impedancji. Zmiany impedancji mają związek ze zmianą 

kapacytancji interfazy, oporu omowego, na który napotykają płynące elektrony oraz 

przewodności środowiska /58/. Dostępne na rynku komercyjne urządzenia to Bactometer® 

(Biomerieux), BacTrac® (Sy-Lab), Malthus System (Malthus Instruments) i RABIT ® (Don 

Whitley Scientific) wykorzystują tradycyjne pomiary impedancji. Nowsze i szybsze 

techniki specyficznego rozpoznawania biomakromolekuł i drobnoustrojów wymagają 

stosowania impedancyjnych immunobiosensorów /58/ 

 

1.2. Technika respirometrii oparta na gaszeniu fluorescencji sensora 

tlenowraŜliwego. 

 

 Metody omówione powyŜej mają szereg wad: są skomplikowane, zastosowanie ich 

pochłania duŜo czasu, wymagają złoŜonej i czasochłonnej obróbki próbki przed badaniem, 

niektóre z nich wykorzystują drogą aparaturę i odczynniki. Dlatego teŜ wykorzystanie 

większości z tych metod do rutynowych badań praktycznie nie jest moŜliwe. Niektóre z 

metod np. metoda kalorymetryczna czy teŜ metoda komórki paliwowej całkowicie wyszły z 

uŜycia i dają jedynie teoretyczną moŜliwość zastosowań praktycznych.  

Istniejące układy automatyczne pozwalają stwierdzić obecność drobnoustroju w 

badanej próbce, lub słuŜą do ich identyfikacji. Nie są one przydatne do analizy w czasie 

rzeczywistym zachowania się hodowli pod wpływem działania róŜnych czynników fizyko-

chemicznych, które wpływają na szybkość metabolizmu drobnoustrojów. W wielu 

przypadkach wykonanie analiz wymaga nieodwracalnej destrukcji próbki. Ostatnio  
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zaproponowano nową metodę analizy wzrostu drobnoustrojów w hodowlach za pomocą 

tzw. respirometrii optycznej /107/. W metodzie tej wykorzystuje się analizę fluorescencji 

biosensora tlenowraŜliwego, którego fluorescencja zaleŜy od ilości tlenu w próbie badanej. 

Tlen cząsteczkowy wygasza fluorescencję. Mikroorganizmy rosnąc w hodowli zuŜywają 

tlen wpływając tym samym na intensywność fluorescencji próbki. Analizując zmianę 

natęŜenia fluorescencji w hodowlach moŜna więc śledzić aktywność metaboliczną 

drobnoustrojów.  

1.2.1. Fizyczne postawy fluorescencyjnej respirometrii optycznej . 

 

Luminescencja jest zjawiskiem świecenia materii stałej, ciekłej lub gazowej w 

wyniku nietermicznego pobudzenia molekuł. W zaleŜności od rodzaju energii 

wzbudzającej świecenie molekuł luminescencję moŜna podzielić na elektroluminescencję, 

chemoluminescencję, mechanoluminescencję i fotoluminescencję. Fotoluminescencja to 

świecenie pod wpływem absorpcji kwantów światła przez wzbudzane molekuły. W 

zaleŜności od kinetyki procesu emisji światła i rodzaju przejść elektronowych w 

cząsteczkach moŜemy wyróŜnić dwa typy luminescencji: fluorescencje i fosforescencję.  

Analiza widm absorpcji i fluorescencji cząsteczek pozwala stwierdzić, Ŝe w 

większości przypadków widma fluorescencji są przesunięte w kierunku fal dłuŜszych w 

stosunku do widm absorpcji, jest to tzw. przesunięcie stokesowskie. Często teŜ zdarza się, 

Ŝe widma absorpcji i emisji stanowią lustrzane odbicia. Ilustracją tych zaleŜności mogą być 

widma absorpcji i fluorescencji fenyloalaniny przedstawione na rys. 1a. 
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Rys. 1. Schemat przedstawia przesunięcie stokesowskie widma fluorescencji względem widma 
absorpcji i symetrię zwierciadlaną obu widm (a) oraz odpowiadające im przejścia elektronowe (b) 
wg /34/. 

 

Opisane własności widm absorpcji i fluorescencji moŜna przewidzieć w oparciu o 

analizę poziomów energetycznych fluoryzujących molekuł i przejść elektronowych w tych 

cząsteczkach (rys.1b). 

Absorpcja kwantów światła w czasie 10-15 s prowadzi do obsadzenia dowolnych 

poziomów oscylacyjnych singletowych stanów S1, S2 itd. Wzbudzone molekuły dąŜą do 

przyjęcia najbardziej stabilnego energetycznie stanu z minimum energii potencjalnej i 

dlatego, w bardzo krótkim czasie (10-12 s), oddają bezpromieniście nadmiar energii 

obsadzając elektronem najniŜszy poziom oscylacyjny stanu S1. Ten proces bezpromienistej 

dezaktywacji, zachodzący w obrębie stanów o danej multipletowości znacznie szybciej niŜ 

przejścia promieniste, nosi nazwę wewnętrznej konwersji energii (ang. internal conversion) 

(rys. 2).  
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Rys. 2. Uproszczona wersja schematu Jabłońskiego. So, S1 i S2 to singletowe poziomy podstawowe i 
wzbudzone, T – najniŜszy wzbudzony poziom tripletowy, przerywana pionowa linia oznacza 
przejście bezpromieniste, a hνΑ , hνF , hνP , energie kwantów absorpcji i emisji fluorescencji i 
fosforescencji wg /34/ 

 

Emisja kwantów fluorescencji ma miejsce przy przejściu elektronu z najniŜszego 

poziomu oscylacyjnego singletowego stanu S1 do stanu podstawowego So. Czas Ŝycia 

fluorescencji to na ogół 10-9-10-8s, zatem szybki proces wewnętrznej konwersji energii 

powoduje, Ŝe emisja fluorescencji odbywa się z termodynamicznie zrównowaŜonego stanu 

wzbudzonego. Alternatywną drogą dezaktywacji stanu wzbudzonego moŜe być zamiast 

przeskoku elektronu z S1 do So przeskok elektronu z któregoś ze wzbudzonych stanów 

singletowych na jeden z poziomów tripletowych T1, T2 itd. Proces taki - przejście 

międzysystemowe (ang. intersystem crossing) zachodzi z mniejszym 

prawdopodobieństwem, poniewaŜ jest to przejście między stanami o róŜnej 

multipletowości. Jedynie w przypadkach, gdy róŜnica energii między stanami singletowymi 

i tripletowymi jest niewielka, przejście intersystemowe moŜe konkurować z procesem 

fluorescencji. Czasy Ŝycia molekuł w tripletowym stanie T1 są znacznie dłuŜsze i wynoszą 

od ok. 10-6 s do 1 s. Ma to związek z faktem, Ŝe przejście z T1 do So jest formalnie  
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wzbronione i zachodzi z mniejszym prawdopodobieństwem. Dezaktywacji stanu T1 do So 

na drodze promienistej towarzyszy emisja światła fosforescencji. Bardzo istotną 

konsekwencją długich czasów przebywania molekuł w tripletowym stanie T1 jest to, iŜ 

rośnie prawdopodobieństwo, Ŝe cząsteczki takie oddadzą energię w sposób bezpromienisty, 

a nie w postaci światła fosforescencji - nastąpi wygaszenie fosforescencji. Depopulację 

wzbudzonego stanu tripletowego T1 moŜna przeprowadzić równieŜ na drodze tzw. 

fluorescencji opóźnionej. Odbywać się to moŜe w wyniku termicznego wzbudzenia 

molekuł w stanie tripletowym i przejściem T1 → S1 z emisją kwantów fluorescencji 

(fluorescencja opóźniona typu E) bądź teŜ w wyniku anihilacji stanów tripletowych 

wywołanych zderzeniem dwóch molekuł w stanie tripletowym (fluorescencja opóźniona 

typu P). 

1.2.2. Wygaszanie stanów wzbudzonych. 

Dezaktywacja stanów wzbudzonych moŜe zachodzić na róŜne sposoby: przez 

emisję promieniowania (fluorescencja, fosforescencja), na drodze reakcji fotochemicznych, 

przez przeniesienie energii do innej cząsteczki oraz w sposób bezpromienisty. RóŜne teŜ 

czynniki mogą powodować zmniejszenie natęŜenia fluorescencji badanych substancji. 

Proces taki określa się jako gaszenie fluorescencji a cząsteczki biorące udział w tym 

procesie są wygaszaczami. Procesy gaszenia są procesami dwucząsteczkowymi, które 

wymagają bliskiego kontaktu cząsteczek wygaszanych i cząsteczek wygaszających. 

RozróŜnia się dwa rodzaje wygaszania: statyczne, które jest charakterystyczne dla 

polimerów i szkliw oraz dynamiczne zachodzące w płynach i gazach. RóŜnią się one 

kinetyką zaniku luminescencji. Podczas gaszenia dynamicznego, zaleŜnego od stęŜenia 

dyfundujących molekuł, czas Ŝycia luminescencji skraca się wraz ze wzrostem stęŜenia 

wygaszacza. Prowadzi to w efekcie do zmniejszenia wydajności kwantowej i natęŜenia 

emisji światła luminescencji. ZaleŜność natęŜenia luminescencji i czasów Ŝycia od stęŜenia 

wygaszacza opisuje równanie Sterna-Volmera:  
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Gdzie:  

I o i I  oraz ττττ    οοοο    i ττττ  są odpowiednio natęŜeniem luminescencji i czasem Ŝycia bez wygaszacza i w 
obecności wygaszacza. K  to stała Sterna-Volmera, a Q- stęŜenie wygaszacza. 
 

Odstępstwa od liniowej zaleŜności I o/I = f [Q]  i ττττοοοο/ττττ        ====    f [Q]  świadczą o bardziej 

złoŜonym mechanizmie wygaszania niŜ typowe dynamiczne wygaszanie, dla którego 

zaleŜności te byłby liniowe. 

Jednym z najwaŜniejszych wygaszaczy jest tlen cząsteczkowy, który zderzając się 

ze wzbudzoną molekułą fluoroforu wygasza fluorescencję i powoduje powrót fluoroforu do 

stanu podstawowego bez emisji kwantów fluorescencji. Rys. 3 przedstawia liniową 

zaleŜność I o/I od ciśnienia tlenu cząsteczkowego, która świadczy o czysto zderzeniowym 

charakterze procesu wygaszania.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Rys. 3. Liniowa zaleŜność Sterna-Volmera Io/I od ciśnienia parcjalnego tlenu dla sensora 
zawierającego dekacyklen /97/. 

Proces wygaszania jest szczególnie efektywny w przypadku molekuł 

charakteryzujących się długimi czasami Ŝycia stanów wzbudzonych. Tym teŜ naleŜy 

tłumaczyć trudności z rejestracją fosforescencji w temperaturach pokojowych. Powszechnie 

obecny tlen praktycznie całkowicie wygasza fosforescencję w tych warunkach. Rejestracja 

i analiza fosforescencji staje się moŜliwa w niskich temperaturach. Na przykład, aby 

wzmacniające ekrany fosforyzujące stosowane do autoradiografii były skuteczne, kasety do 

autoradiografii eksponować naleŜy w temp. -80oC. Istotnie, skuteczność tlenu jako 

wygaszacza ma związek z duŜą wartością współczynnika dyfuzji tlenu w wodzie, która w 

temp. 25oC jest równa 2,5x10-5 cm2/s. W czasie 10-8 s, porównywalnym z czasami Ŝycia 

wzbudzonych molekuł na poziomie S1, cząsteczka tlenu przebędzie drogę ok. 7 nm /86/. 
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1.2.3. Biosensory tlenowraŜliwe 

 

Biosensory mikrobiologiczne są urządzeniami wykorzystującymi mikroorganizm 

sprzęŜony z odpowiednim przekaźnikiem, który umoŜliwia bardzo czułą detekcję badanych 

analitów. Elementem wraŜliwym na stęŜenie analitu jest w tym przypadku mikroorganizm 

lub komórka organizmu czy tkanka, lecz równieŜ makromolekuły - kwasy nukleinowe, 

enzymy czy przeciwciała. Przekaźnik zamienia sygnał z takiego biologicznego czujnika na 

sygnał prądowy, zmianę potencjału czy sygnał świetlny, który moŜe być następnie 

wzmacniany i rejestrowany za pomocą konwencjonalnych mierników /40, 48/. Biosensory 

wykorzystujące mikroorganizmy znalazły szerokie zastosowania w róŜnych dziedzinach, 

między innymi w monitorowaniu środowiska, medycynie i produkcji Ŝywności /48, 57/. 

Biosensory tlenowraŜliwe /15, 11/, podobnie jak biosensory oparte na detekcji produktu 

oddychania - CO2 /103, 102/, dostarczają informacji o przebiegu metabolizmu i wzroście 

hodowli bakterii i grzybów. UmoŜliwiają tym samym uzyskanie informacji o czynnikach, 

które zaburzając metabolizm mikroorganizmu wpływają na szybkość respiracji - zuŜywanie 

tlenu i produkcję dwutlenku węgla.  

Fizyczną podstawę funkcjonowania biosensorów tlenowraŜliwych stanowi zjawisko 

gaszenia fosforescencji przez tlen cząsteczkowy. Unikalną cechą tlenu jest to, Ŝe stan 

podstawowy tlenu jest stanem tripletowym z dwoma niesparowanymi elektronami na 

orbitalach π* /34/, co czyni go najbardziej rozpowszechnionym wygaszaczem 

paramagnetycznym. W tym stanie tlen wykazuje niską reaktywność i dopiero wzbudzenie 

do stanu singletowego 1O2*, które ma miejsce w czasie gaszenia fluoroforów, zwiększa 

reaktywność tlenu. Wzbudzony tlen singletowy występuje w dwóch stanach S1 i S2 

róŜniących się czasami Ŝycia odpowiednio 2x10-6 i <10-11 s. Ze względu na bardzo krótki 

czas Ŝycia S2 reaktywną formą pozostaje singletowy tlen S1 /34/. 

Obecnie do najbardziej cennych biosensorów tlenu naleŜą kompleksy metali Ru (II) 

oraz Pt(II) i Pd(II) z fenantroliną i porfirynami (rys. 4) /18, 33, 68, 69, 70/. 
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Rys. 4. Reprezentatywne cząsteczki stosowane jako biosensory tlenu wg /18/. 

NajwaŜniejszą zaletą tych kompleksów są długie czasy Ŝycia, które w przypadku 

kompleksów platyny i palladu z porfirynami osiągają setki mikrosekund, a w przypadku 

kompleksów rutenu fenantroliną setki nanosekund i mikrosekundy. Wzbudzane mogą być 

w zakresie widzialnym, mają duŜe wydajności kwantowe i wykazują duŜe przesunięcia 

stokesowskie. Znacząco upraszcza to wykonanie eksperymentu. Metale w kompleksach 

(efekt cięŜkiego atomu) zwiększając sprzęŜenie spin-orbita ułatwiają przejścia 

międzysystemowe i obsadzanie poziomów tripletowych. UmoŜliwia to rejestrację 

fosforescencji biosensorów w temperaturach pokojowych. Ze wzrostem czasu Ŝycia stanów 

wzbudzonych (stany tripletowe) zwiększa się równieŜ wpływ wygaszacza.
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2. Cel pracy. 

 

 Analizy wzrostu mikroorganizmów w hodowlach pozostają nadal jedną z 

podstawowych metod badań w laboratoriach badawczych, biotechnologicznych, 

klinicznych i przemysłowych, gdzie wytwarzane są nowe generacje środków leczniczych, 

białka o nowych właściwościach, zmodyfikowane metodami inŜynierii genetycznej, 

szczepionki rekombinacyjne, optymalizuje się procesy fermentacji, bada skuteczność 

działania chemioterapeutyków, konserwacji podłóŜ i środków farmaceutycznych. 

 Badania prowadzone w Katedrze i Zakładzie Mikrobiologii Farmaceutycznej AMG 

nad aktywnością nowych związków chemicznych, syntetyzowanych w jednostkach 

badawczych współpracujących z nami, oparte są na standartowych metodach oznaczeń 

wraŜliwości drobnoustrojów na chemioterapeutyki. W tradycyjnych metodach, badania 

napotykają na trudności zwłaszcza, gdy liczba prób jest duŜa, oraz gdy właściwości 

fizykochemiczne mogą w sposób istotny wpływać na wyniki badań. Jedną z istotnych wad 

tych metod jest równieŜ to, Ŝe ilość uzyskiwanych informacji jest ograniczona. Odnosi się 

to przede wszystkim do wpływu na drobnoustroje stęŜeń niŜszych od minimalnych stęŜeń 

hamujących wzrost drobnoustrojów. Trudności te mogą być przezwycięŜone w wyniku 

zastosowania nowej zautomatyzowanej metody fluorescencyjnej respirometrii optycznej. 

 Celem pracy jest wykazanie przydatności respirometrii opartej na gaszeniu 

fluorescencji sensora tlenowraŜliwego do badań nad optymalizacją warunków hodowli 

drobnoustrojów, w badaniach działania chemioterapeutyków i środków toksycznych na 

bakterie i komórki eukariotyczne.  

 W tym celu naleŜy: 

1. Zaprojektować i skonstruować układ pomiarowy, wykorzystujący system zliczania 

pojedynczych fotonów emitowanych przez fluoryzujące molekuły sensora tlenowraŜliwego. 

2. Zsyntetyzować biosensor, którego działanie jest oparte na wykorzystaniu zjawiska 

gaszenia fluorescencji przez tlen cząsteczkowy. 

3. Przeprowadzić charakterystykę funkcjonowania układu pomiarowego i ocenić jego 

przydatność do analiz wzrostu drobnoustrojów i wpływu róŜnych związków chemicznych 

na mikroorganizmy.  

 



 

 28 

3. Materiały i metody. 

 

3.1. Materiały  

 

3.1.1. Biosensor tlenowraŜliwy: 

• Sensor tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorek rutenu (II) (Ru(DPP)3Cl2), 

otrzymany wg zmodyfikowanej procedury Watts’a i Crosby’ego (metody punkt 

3.2.1).  

 

3.1.2. Szczepy mikroorganizmów. 

 

 Do badań uŜyto: 

 

- Escherichia coli ATCC 8739. Szczep jest wraŜliwy na ampicylinę i 

trimetoprim/sulfametaksazol. Szczep pochodzi z kolekcji szczepów Instytutu Immunologii 

i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wrocławiu. 

 

-    Escherichia coli 6002. Otrzymano dzięki uprzejmości Zakładu Mikrobiologii Klinicznej 

Szpitala Specjalistycznego Św. Wojciecha-Adalberta w Gdańsku. Szczep charakteryzuje 

się wysoką opornością na ampicylinę jak i na skojarzenie trimetoprim/sulfametaksazol . 

 

-    Candida albicans  ATCC 10231. Szczep pochodzi z kolekcji szczepów Instytutu 

Immunologii i Terapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wrocławiu. 

 

-  Saccharomyces cerevisiae. Szczep z kolekcji Katedry i Zakładu Mikrobiologii 

Farmaceutycznej AMG. 
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3.1.3. Stosowane poŜywki : 

3.1.3.1. PodłoŜe płynne Muellera Hintona II Broth  Becton, Dickinson and Company 

Sparks. MD 21252 USA 

 

Ekstrakt wołowy 3,0g 

Kwaśny hydrolizat kazeiny 17,5g 

Skrobia 1,5g 

Woda destylowana  do 1000ml 

pH 7,6 

Warunki sterylizacji w autoklawie: 1210C, 20 minut. 

 

3.1.3.2. PodłoŜe płynne Sabourauda sporządzane w Katedrze i Zakładzie Mikrobiologii 

Farmaceutycznej AMG wg przepisu: 

 

Pepton firmy Difco Laboratories, Detroid, 

Michigan USA 
10g 

Glukoza, bezwodna cz.d.a. (Polfa Kraków) 20g 

Woda destylowana do 1000 ml 

pH 5,7 

Warunki sterylizacji w autoklawie: 1210C, 20 minut. 

 

3.1.4. Odczynniki. 

• Fluoresceina, masa molowa 332,3 g/mol (Simga-Aldrich) 

• Etanol 96% (Polmos) 

• Olej mineralny (Sigma-Aldrich)  

• Silica gel, Davisil™, grade 633, 200-425 mesh, 60A, 90%, (Sigma-Aldrich) 

• 4,7-difenyl-1,10-fenanthrolina, C24H16N2, masa cząsteczkowa 332,41, (Sigma- 

Aldrich) 

• DMSO-(CH3)2SO -Dimetylosulfotlenek 100% (Reachim) 

• Ampicylina, 0,5g  (Polfa-Tarchomin S.A.) 
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• Ko-timoksazol (trimetoprim/sulfametaksazol) o stęŜeniu 16/80 mg/ml (Polfa-

Tarchomin S.A.) 

• Chlorek rutenu (III)  (Sigma-Aldrich) 

• Chlorek cynku (ZnCl2) cz.d.a. (POCH Gliwice) 

• Siarczan niklu (NiSO4x7H2O) cz.d.a. (POCH Gliwie) 

• Siarczan miedzi (CuSO4x5H2O) cz.d.a. (POCH Gliwice) 

• Nowozsyntetyzowane związki chemiczne 

- polimer polisilokasnowego z grupą N-N’-dialkiloimidazolwą IV-rzędowanego 

bromkiem oktylu - związek zostały zsyntetyzowane w Centrum Badań 

Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Łodzi;  

- 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian 3,5,6,7-tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c] 

[1,2,4]triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowy - związek został zsyntetyzowany w 

Katedrze i Zakładzie Technologii Środków Leczniczych Wydziału 

Farmaceutycznego Farmaceutycznego AMG. 

• Płytki titracyjne „F” dno płaskie, pojemność 370 µl (Medlab-Products sp. z.o.o.) 

• Mikropłytki czarne okrągłodenne, pojemność 400 µl (Greiner Bio-one) 

• Końcówki do pipet o pojemności 200 µl typu Eppendorf  (Medlab Product sp. z.o.o) 

• Pipeta automatyczna wielokanałowa o pojemności 10-100 µl (Eppendorf) 

• Pipety automatyczne o pojemności 20-200 µl (HTL) 

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

 

 

3.2. Metody. 

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

fenantrolino dichlorku rutenu (II)(Ru(DPP) 3Cl2). 

 

 Syntezę wykonano w Katedrze i Zakładzie Chemii Organicznej Wydziału 

Farmaceutycznego AMG. Reakcję prowadzono w atmosferze argonu wg zmodyfikowanej 

metody Watts’a i Crosb’ego /105/. Mieszaninę 0,5 mmola (104 mg) chlorku rutenu (III), 

0,25 ml wody i 3 ml glikolu etylenowego ogrzano do 120°C – do rozpuszczenia soli. 

Następnie dodano 1,5 mmola (500 mg) difenylofenantroliny i ogrzewano we wrzeniu pod 

chłodnicą zwrotną w reaktorze mikrofalowym Plazmatronika przez 5 minut. Po 

ochłodzeniu do temperatury pokojowej intensywnie czerwoną mieszaninę zadano 30 ml  
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chloroformu i odmyto nasyconym roztworem NaCl (40 ml). Warstwę organiczną  

oddzielono, zagęszczono do sucha i pozostałość przekrystalizowano z mieszaniny etanol-

woda (2:1). Otrzymano 475 mg (wydajność 75 %) produktu w postaci kryształów o 

intensywnie pomarańczowym zabarwieniu. 

Analiza elementarna - obliczono dla C72H48Cl2N6Ru x 5 H2O: 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 tlenowego tris 4,7-difenylo-1,10-

fenantrolino dichlorku rutenu (II) (Ru(DPP)3Cl2) i fluoresceiny przeprowadzono  za 

pomocą  spektrofotometrów ND-1000 firmy NanoDrop Technologies USA oraz Jasco SSE-

343 V530 UV-Vis Spectrophotometer 

 

3.2.3. Pomiary fluorometryczne. 

 

Pomiary fluorometryczne etanolowych roztworów fluoresceiny i sensora tlenowego 

tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorku rutenu (II) (Ru(DPP)3Cl2 wykonano za 

pomocą  spektrofluorymetru  LS 50B firmy PerkinElmer. 

 

3.2.4. Opłaszczanie studzienek 96-dołkowej płytki titracyjnej biosensorem 

Ru(DPP)3Cl2.  

 

 Zsyntetyzowany Ru(DPP)3Cl2 zogdnie z procedurą opisaną przez Wodnicką i wsp., 

adsorbowano na Ŝelu krzemionkowym Davisil™ przez odparowanie (0,9 mg 

Ru(DPP)3Cl2/g Ŝelu krzemionkowego) /107/. Aby uniknąć bezpośredniego kontaktu 

drobnoustrojów z sensorem zaadsorbowanym na Ŝelu krzemionkowym zatapiano go w 

gumie silikonowej Lactite® Nuva Sil® 5091 w stosunku 2 % w/w i bezpośrednio nakładano 

do dołków płytki titracyjnej firmy Med Lab lub Greiner Bio-one. Po naniesieniu sensora 

płytki kondycjonowano 2-3 dni w 37°C w warunkach kontrolowanej wilgotności. Po tym 

czasie płytki uŜywano do badań. Silikon uniemoŜliwia bezpośredni kontakt drobnoustrojów 

z sensorem, ale jednocześnie pozwala przenikać molekułom tlenu. 
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3.2.5. Oznaczanie aktywności przeciwdrobnoustrojowej związków chemicznych. 

 

3.2.5.1. Metoda seryjnych rozcieńczeń. 

 

3.2.5.1.1. Określanie gęstości hodowli Escherichia coli, Candida albicans i 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

  W celu określenia ilości komórek w hodowli szczepów bakterii i grzybów 

sporządzano rozcieńczenia hodowli w postępie geometrycznym, a następnie odpowiednie 

rozcieńczenia wysiewano w objętości 0,1ml na podłoŜe stałe i wcierano głaszczką w 

podłoŜe. Po 12 godzinnej inkubacji płytek w cieplarce w temperaturze 37°C (bakterie) i 48 

godzin (grzyby) liczono kolonie bakterii i grzybów i określano ilość komórek w 1 ml 

wyjściowej zawiesiny - CFU/ml (CFU-ang. Colony Forming Units). 

 

3.2.5.1.2. Oznaczanie aktywności antybakteryjnej DMSO . 

 

 W dołkach płytki titracyjnej umieszczano 100 µl roztworów DMSO o stęŜeniach: 4, 

10, 16, 20, 26, 30, 36 i 40 %. Do dołków dodawano 100 µl hodowli bakteryjnej o mianie ok. 

105 CFU/ml. W tym celu 18 godzinną hodowlę bakteryjną rozcieńczano 1000-krotnie za 

pomocą bulionu Muellera-Hintona. Płytki titracyjne inkubowano w cieplarce w 

temperaturze 37°C. Po 24 godzinnej inkubacji odczytywano wartości MIC (ang. minimum 

inhibitory concentration). Jednocześnie inkubowano kontrolę jałowości i Ŝyzności podłoŜa. 

 

3.2.5.1.3. Oznaczanie przeciwbakteryjnego wpływu róŜnych substancji chemicznych 

na komórki Escherichia coli. 

 

 UŜywając 96-dołkowych płytek titracyjnych sporządzono w postępie 

geometrycznym roztwory ampicyliny (w zakresie stęŜeń od 128 µg/ml do 0,0625 µg/ml), 

trimetoprimu/sulfametaksazolu (o stęŜeniach od 64/320 µg/ml do 0,0312/0,156 µg/ml), 

jonów niklu (o stęŜeniach od 10 mM do 0,25 mM), jonów miedzi (od stęŜenia 4 mM do 

stęŜenia 0,125 mM) i jonów cynku (w zakresie stęŜeń od 8 mM-0,25 mM). Do dołków 

dodano po 100 µl hodowli bakteryjnej o gęstości inokulum ok. 105 CFU/ml uzyskane przez 

1000-krotne rozcieńczenie 18 godzinnej hodowli w bulionie Muellera-Hintona. Badane  
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próby inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po inkubacji 

odczytywano wartość MIC. Równolegle inkubowano kontrole jałowości i Ŝyzności podłoŜa. 

 

3.2.5.1.4. Oznaczanie aktywności antybakteryjnej nowosyntetyzowanych związków 

chemicznych. 

 

 UŜywając 96-dołkowych płytek titracyjnych sporządzono w postępie 

geometrycznym roztwory homoplimeru polisiloksanowego z grupą N-N’ 

dialkiloimidazolową IV- rzędowanego bromkiem oktylu (w zakresie stęŜeń od 0,5 % do 

0,00025 %), 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonianu 3,5,6,7-

tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c][1,2,4]triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowego (o stęŜeniach od 

0,135 % do 0,0000675 %). Do dołków dodano po 100 µl hodowli bakteryjnej o inokulum 

ok. 105 CFU/ml uzyskane przez 1000-krotne rozcieńczenie 18 godzinnej hodowli w 

bulionie Muellera-Hintona. Badane próby inkubowano w cieplarce w temperaturze 37°C 

przez 24 godziny. Po inkubacji odczytywano wartość MIC. Równolegle inkubowano 

kontrole jałowości i Ŝyzności podłoŜa. 

 

3.2.5.1.5. Oznaczanie właściwości przeciwgrzybiczych nystatyny. 

  

 W 96-dołkowych płytkach titracyjnych sporządzano w postępie geometrycznym 

roztwory nystatyny o stęŜeniach od 128 µg/ml do 0,0625 µg/ml, do których dodawano   

100 µl hodowli grzybów Candida albicans lub Saccharomyces cerevisiae o gęstości 

inokulum ok. 103 CFU/ml. Próby inkubowano w 37°C przez 48 godzin. Po inkubacji 

odczytywano wartości MIC. Jednocześnie inkubowano kontrole jałowości i Ŝyzności 

podłoŜa. 

 

3.2.5.2. Monitorowanie wzrostu hodowli drobnoustrojów z wykorzystaniem 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej. 

 

 Z 18 godzinnej hodowli bakterii i grzybów, które odświeŜano przez 10 krotne 

rozcieńczanie i inkubację przez2-3 godziny przed badaniem, sporządzano hodowle o 

znanych gęstościach CFU/ml. Tak przygotowane rozcieńczone hodowle wprowadzano w 

ilości 160 µl do studzienek płytki titracyjnej zawierającej biosensor Ru(DPP)3Cl2. Na  
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powierzchnię badanych roztworów nanoszono 60 µl oleju mineralnego. Płytkę 

umieszczano na stoliku platformy pomiarowej. 

   

3.2.5.3. Pomiary wpływu róŜnych substancji chemicznych na bakterie metodą 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej.  

 

  Do dołków płytek titracyjnych pokrytych biosensorem tlenowym wprowadzano po 

80 µl roztworów: DMSO (stęŜenia: 4, 10, 16, 20, 26, 30, 36 i 40 %), ampicyliny (4, 8, 16, 

32, 64, 128 µg/ml), trimetoprimu/sulfametaksazolu (2/10, 4/20, 8/40, 16/80, 32/160  µg/ml), 

jonów metali cięŜkich -  niklu (1,25, 2,5, 5, 10 mM), miedzi (0,25, 0,5, 1, 2, 4 mM), cynku 

(0,5, 1, 2, 4, 8 mM), homoplimeru  polisiloksanowego z grupą N-N’ dialkiloimidazolową 

IV- rzędowanego bromkiem oktylu (0,0005,  0,001,  0,002, 0,004 %) i  2-

Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian  3,5,6,7-tetrahydrospiro[imidazo[2,1c][1,2,4] 

triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowy (0,085, 0,017, 0,034, 0,0675, 0,135 %). Następnie do 

dołków zawierających badane związki chemiczne dodawano 80 µl bakterii Escherichia coli 

o gęstości ok. 106 CFU/ml. Na powierzchnię roztworów nanoszono 60 µl oleju mineralnego 

i płytkę umieszczano na stoliku platformy pomiarowej. 

 Zakres stęŜeń związków do badań respirometrycznych określano w oparciu o 

równolegle przeprowadzane oznaczenia z wykorzystaniem metody seryjnych rozcieńczeń. 

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

 

3.2.5.4. Pomiary wpływu nystatyny na komórki grzybów z zastosowaniem sensora 

Ru(DPP)3Cl2. 

 

 Na płytki z biosensorem tlenowym nanoszono odpowiednie roztwory nystatny o 

stęŜeniach od 8 do 0,03125 µg/ml. Następnie dodawano 80 µl rozcieńczonych hodowli 

grzybów o gęstościach ok. 106 CFU/ml. W tym celu 18 godzinną hodowlę droŜdŜy 

rozcieńczano bulionem Sabourauda i inkubowano przez 2-3 godziny w 37°C. Na 

powierzchnię roztworów nanoszono 60 µl oleju mineralnego i płytkę umieszczano na 

stoliku platformy pomiarowej i wykonywano pomiary fluorometryczne. 

 Zakres stęŜeń badanych związków określano w oparciu o wcześniej 

przeprowadzone badania z wykorzystaniem metody seryjnych rozcieńczeń. 

Analizy wpływów nystatyny przeprowadzano w temperaturze 37°C 
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3.3. Pomiary sygnału fluorescencji biosensora Ru(DPP)3Cl2. 

 

 Sygnał fluorescencji biosensora rejestrowano za pomocą zautomatyzowanej 

platformy pomiarowej, której schemat przedstawia rysunek 5 (wyniki punkt 4.1). 

Odpowiednie dołki płytki titracyjnej zawierające analizowane próbki były orientowane w 

płaszczyźnie dwuwymiarowej X,Y za pomocą dwóch szyn oraz dwóch silników 

krokowych. Silniki orientują płytkę z dokładnością do 0,012 mm za pomocą sterownika 

silników krokowych typu SSK-3D z firmy Akcesoria CNC sterowanego przez komputer 

poszczególne elementy wchodzące w skład tego modułu są wymienione w dodatku nr 1. 

UmoŜliwia to tym samym umieszczenie dowolnego dołka w strumieniu wiązki światła 

wzbudzającego. Odpowiednie wzbudzenie biosensora zapewnia moduł optyczny, który 

obejmuje: źródło światła, układ soczewek formujących wiązkę, zestaw filtrów i zwierciadło 

dichroiczne. Emitowane z próbki światło po przejściu przez zwierciadło dichroiczne i filtr 

interferencyjny pada na fotopowielacz H5783 firmy Hamamatsu charakteryzujący się 

zakresem odpowiedzi spektralnej od 300 do 900 nm (dodatek nr 3). Impulsy napięciowe z 

fotopowielacza, których ilość jest proporcjonalna do natęŜenia światła fluorescencji, 

rejestruje licznik pojedynczych fotonów SR 400 firmy Stanford Research Systems (dodatek 

nr 4). Zarejestrowane wyniki zliczania pojedynczych fotonów są przekazywane do 

komputera gdzie i zapisywane w postaci pliku tekstowego, a następnie przenoszone do 

programu Microsoft Excel. Za pomocą programu dokonywana jest obróbka danych i 

generuje się krzywe wzrostu hodowli. 

  Pomiary prowadzone są zgodnie z programem komputerowym, który określa 

sekwencję wykonywania pomiarów. Program kontroluje moc świecenia źródła światła    

(10 % natęŜenia), ilość pomiarów i sekwencję odczytu kolejnych dołków. Rejestrację 

sygnału fluorescencji z kaŜdego dołka powtarzano 5 lub 10 krotnie, w zaleŜności od 

prowadzonych eksperymentów.  

 W eksperymentach, gdzie zachodziła potrzeba termostatowania próbek lub 

wyznaczania wpływu temperatury na szybkość wzrostu hodowli drobnoustrojów, stałą 

temperaturę próbki uzyskiwano za pomocą układu grzewczego, którego temperatura była 

kontrolowana przez regulator temperatury SCL210E3/B firmy ESTECI Treviso-Italy. 

Elementem ogrzewającym była folia grzewcza 12VDC o grubości 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 pomiarów metodą 

fluorescencynej respirometrii optycznej. 

 

 Zaproponowana ostatnio nowa metoda badania wpływu związków chemicznych na 

drobnoustroje /107, 63, 62/ wykorzystuje pomiary fotoluminescencji biosensora 

tlenowraŜliwego, który emituje światło o natęŜeniu zaleŜnym od stęŜenia tlenu w badanej 

próbce. Podejmuje się próby konstrukcji odpowiednich platform pomiarowych 

przeznaczonych do tego typu pomiarów /107, 63/. RównieŜ jednym z celów tej pracy jest 

konstrukcja bardzo czułego, w pełni zautomatyzowanego układu do pomiarów metodą 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej, opartego na zliczaniu fotonów światła 

emitowanego przez biosensor tlenowy. 

 Z równania Sterna- Volmera (wstęp punkt 1.2.1.) wynika, Ŝe informację o przebiegu 

gaszenia fluorescencji moŜna uzyskać albo w oparciu o pomiary natęŜenia światła albo teŜ 

wyznaczając czasy Ŝycia fluorescencji. W kaŜdym przypadku moŜna wyznaczyć stałą Kd, 

jeśli znane są czasy Ŝycia lub natęŜenia fluorescencji w obecności i bez obecności 

wygaszacza oraz stęŜenie wygaszacza. Oznacza to moŜliwość stosowania do pomiarów 

respirometrii optycznej dwóch rodzajów układów pomiarowych, jednego rejestrującego 

natęŜenie emitowanego światła, i drugiego pozwalającego wyznaczyć czasy Ŝycia 

fluorescencji. W tym drugim przypadku pociąga to za sobą konieczność uŜycia drogich i 

skomplikowanych aparatów z wykorzystaniem szybkich technik impulsowych, bądź 

fluorymetru fazowego /45/. Konstruowany przez nas układ pomiarowy zapewnia 

moŜliwości pomiaru fluorescencji w obu reŜimach, jednak wyznaczanie czasu Ŝycia wielu 

analizowanych próbek w krótkim czasie za pomocą licznika fotonów, wchodzącego w 

skład układu pomiarowego, nie jest optymalnym rozwiązaniem. Wymagałoby to ponadto 

szybkiego impulsowego źródła światła, o krótkim czasie błysku, poniewaŜ czas Ŝycia 

zsyntetyzowanego przez nas i stosowanego w eksperymentach biosensora tlenowego 

wynosi  około 3 µs. W związku z tym konstruowany układ pomiarowy przeznaczony 

będzie przede wszystkim do pomiarów respirometrycznych w oparciu o pomiar natęŜenia 

fluorescencji emitowanego przez badane próbki. Na rysunku nr 5 przedstawiono schemat 

platformy pomiarowej. 
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Rys. 5. Schemat układu pomiarowego do pomiarów aktywności przeciwdrobnoustrojowej 
związków chemicznych metodą fluorescencyjnej respirometrii optycznej.  
LED – świecąca dioda, L1, 2 – soczewki, F1, 2 – filtry optyczne, ZD - zwierciadło dichroiczne, F – 
fotopowielacz, Z – zasilacz fotopowielacza, P – przedwzmacniacz, LF –  licznik fotonów, G – 
generator impulsów, PC – komputer osobisty, K – kontroler silników krokowych, SM – silniki 
krokowe. 
 

 Badane mikrohodowle bakteryjne umieszcza się w standardowej płytce titracyjnej o 

ilości 96 dołków, co zapewnia równoczesną analizę duŜej ilości próbek. Układ dwóch 

silników krokowych, umoŜliwiających ruch stolika platformy w płaszczyźnie XY, pozwala 

umieścić badane próbki w wiązce światła wzbudzającego fluorescencję.  

 UŜyty w tym przypadku kontroler SSK-3D pracy silników umoŜliwia orientację 

kaŜdego dołka z dokładnością do 0,012 mm. Wymienione elementy stanowią składniki 

mechanicznego modułu układu pomiarowego, którego funkcjonowanie tzn. kolejność 

odczytu próbek zaleŜna jest od programu komputerowego. Ruch stolika pomiarowego wraz 

z płytką titracyjną w płaszczyźnie X,Y zapewniają dwie wzajemnie prostopadłe suwnice. 

(rys. 6). 
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Rys. 6. Mechanizm orientujący próbki. Widoczne są szyny dolna i górna, silniki krokowe ze 
sprzęgłami poruszającymi śruby toczne przechodzące przez łoŜyskowane tuleje bloczków, wózek 
dolny, na którym jest zamocowana szyna górna, wózek górny, na którym jest zamocowany stolik z 
płytką 96-dołkową. Ruch wózka dolnego i górnego ograniczają wyłączniki krańcowe. 
 

 Dolna suwnica składa się z aluminiowej szyny ILF-7 i slinika krokowego MS160 o 

momencie obrotowym 160 Nxcm firmy Iselautomation GmbH & Co. Silnik krokowy 

napędza śrubę toczoną (wrzeciono ślimakowe) o długości 668 mm i średnicy φ 16 mm 

osadzonego w łoŜyskach kulowych. ŁoŜyska te zamontowane są w oprawach blokowych 

połączonych z szyną ILF-7. Silnik krokowy połączony jest z wrzecionem ślimakowym za 

pomocą sprzęgła kłowego WK30/40. Ruch obrotowy wrzeciona ślimakowego poprzez 

bloczek z łoŜyskowaną tuleją przenoszony jest na postępowy ruch sanek IWS-1 do szyny 

ILF-7 przesuwających się po prowadnicach szyny. Na wózku znajduje się druga szyna o 

długości 496 mm typu MLF-3 firmy Iselautomation GmbH & Co., zorientowana 

prostopadle w stosunku do szyny ILF-7. RównieŜ w tym przypadku, podobnie jak w 

przypadku suwnicy pierwszej, silnik krokowy MS160 przez obrót śruby toczonej o 

długości 368 mm powoduje ruch po prowadnicach szyny łoŜyskowego bloczka z sankami 

WS3. Na sankach umieszczony jest stolik słuŜący do mocowania płytki titracyjnej.  
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Parametry elementów mechanicznych zastosowanych w mechanizmie orientującym próbkę 

pozwalają ustawić płytkę analityczną z dokładnością do 0,01 mm. Ruch obu wózków dla 

szyn ILF-7 i MLF-3 ograniczony jest przez odpowiednio zamocowane wyłączniki 

krańcowe. Spis elementów mechanizmu orientującego próbkę oraz ich charakterystykę 

zawiera dodatek nr 1. 

 Wzbudzenie fluorescencji próbek zapewnia moduł optyczny (rys. 7), w którym 

źródłem światła jest dioda LED działająca w odpowiednim układzie impulsowym, bądź teŜ 

stabilizowany laser zielony (532 nm) firmy Scitec z modulacją TTL o częstotliwości 30 

KHz (przewidziane do współpracy z biosensorem tlenowym G20N-1).  

 

 

 

Rys. 7. Moduł optyczny z fotopowielaczem. 1 - fotopowielacz, 2 - adapter blokowy, 3, 5 – 
mosięŜne złączki dla fotopowielacza i diody LED, 4 - obiektyw mikroskopowy, 6 - dioda LED. 

 

W zaleŜności od uŜytego biosensora jako źródło światła stosować moŜna diodę 

impulsową lub laser tak, aby długość fali emitowana przez źródło światła odpowiadała 

maksimum absorpcji biosensora. W przypadku gdy do analizy uŜywano biosensora tris 4,7-

difenylo-1,10-fenantrolino dichlorku rutenu (II) (Ru(DPP)3Cl2) jako źródło światła  
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zastosowano niebieską diodę LXHL-NB98 firmy Luxeon  z maksimum emisji dla λ= 460 

nm (rys. 8) 

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

Wybór diody LXHL-NB98 jako źródła światła wynika z analizy widma absorpcji 

biosensora Ru(DPP)3Cl2  (rys. 9). 

 

 

 
Rys. 9. Widmo absorpcji etanolowych roztworów Ru(DPP)3Cl2 o stęŜeniach 0,05, 0,025, 0,125, 
0,0625, 0,03125 % zarejestrowane za pomocą spektrofotometru ND-1000 firmy NanoDrop 
Technologies USA. 
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Widmo absorpcji Ru(DPP)3Cl2 charakteryzuje się występowaniem 2 pasm absorpcji. 

Jedno z nich, krótkofalowe, zlokalizowane jest w obszarze ultrafioletu, drugie w zakresie 

widzialnym z maksimum 440-475 nm. Widma te są zgodne z widmami absorpcji 

przedstawionymi wcześniej przez Watts’a i Crosby’jego /105/. Ze względów praktycznych 

bardziej celowe jest wykorzystanie do wzbudzania flurescencji długofalowego widma 

absorpcji sensora. Światło z impulsowej diody LXHL- NB98 po przejściu przez soczewkę 

L1 (rys. 5) przekształcane jest w równoległą wiązkę światła, pada na filtr interferencyjny 

F1 a następnie zwierciadło dichroiczne i układ soczewek L2 (obiektyw mikroskopu), które 

skupiają wiązkę światła w dołku płytki titracyjnej. 

Zachowanie równoległości promieni światła ma istotne znaczenie ze względu na 

fakt, Ŝe zarówno funkcjonowanie filtru F1, jak i zwierciadła dichroicznego w istotny 

sposób zaleŜą od równoległości promieni optycznych (odstępstwa od równoległości nie 

powinny przekraczać 5°). 

Zadaniem filtru interferencyjnego F1 jest usunięcie zbędnych długości fali światła 

emitowanego przez diodę. Zastosowany w układzie filtr interferencyjny to filtr Brightline 

FF01-472/30-25 firmy Semrock, którego widmo transmitacji przedstawia rysunek 10. 

 

 

 

Rys. 10. Widmo transmitancji filtru interferencyjnego Brightline FF01-472/30-25 firmy Semrock. 
Wartość 472 określa połoŜenie centralnej długości fali światła przepuszczanego przez filtr a 
parametr 30 szerokość pasma transmitancji. Średnica filtru jest równa 25 mm. 
  

 Emitowane przez próbkę światło fluorescencji ponownie przechodzi przez soczewki 

obiektywu L2 (rys. 5), a następnie po przejściu przez zwierciadło dichroiczne pada na filtr 

interferencyjny F2 i ostatecznie na fotopowielacz. 

 



4. WYNIKI I DYSKUSJA 

 42 

  

 Filtr interferencyjny F2 w tym przypadku powoduje eliminację światła, którego 

długość fali znajduje się poza maksimum emisji widma fluorescencji. 
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Rys. 11. Widmo fluorescencji 0,002% etanolowego roztworu Ru(DPP)3Cl2 wzbudzanego światłem 
o długości fali 465 nm, zarejestrowanego za pomocą spektrofluorymetru LE 50B firmy Perkin 
Elmer. 
 

 Widmo fluorescencji biosensora przedstawione na rysunku 11 wykazuje maksimum 

emisji w rejonie 595-600 nm. W oparciu o przedstawione widmo fluorescencji optymalne 

wydaje się zastosowanie jako filtru dla emisji filtru interferencyjnego Brightline FF01-

593/40-25 firmy Semrock, którego widmo transmitancji przedstawiono na rysunku 12.  
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Rys. 12. Widmo transmitancji filtru interferencyjnego Brightline FF01-593/40-25 firmy Semrock. 
 
 Bardzo istotnym elementem układu optycznego jest zwierciadło dichroiczne (ang. 

beamsplitter) FF495-Di02-25x36 firmy Semrock, zorientowane w stosunku do padającej 

wiązki światła pod kątem 45°. Jego zadaniem, z jednej strony jest odbicie wiązki światła 

wzbudzającego w kierunku soczewek obiektywu i badanej próbki, z drugiej zaś 

przepuszczenie emitowanego światła fluorescencji w kierunku filtru interferencyjnego F2 i 

fotopowielacza. 

 

 

 

Rys. 13. Widmo transmitancji zwierciadła dichroicznego FF495-Di02-25x36 firmy Semrock. 
 

 Z charakterystyki widmowej zwierciadła FF495-Di02-25x36 przedstawionego na 

rysunku 13 wynika, Ŝe zwierciadło to eliminuje z wiązki światła padającego na 

fotopowielacz wszystkie długości fal krótsze niŜ 495 nm. W ten sposób  usuwa ze światła 

rejestrowanego przez fotopowielacz krótsze długości fali pochodzące ze światła 

wzbudzającego, które ulega odbiciu i rozproszeniu na róŜnych elementach układu  
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optycznego i płytki titracyjnej. Skojarzone działanie filtru dla emisji F2 i zwierciadła 

dichroicznego ogranicza ilość światła stanowiącego tło w pomiarze. 

 W module detekcji zastosowano jako element rejestrujący emitowane światło 

fluorescencji fotopowielacz H5783 firmy Hamamatsu. Fotopowielacz jest najczulszym 

znanym detektorem kwantów światła, który rejestruje pojedyncze fotony. Moc światła dla 

pojedynczych kwantów o λ=550 nm padających na powierzchnię 1 mm2 w ciągu 1 sekundy 

jest równa 3,6 x 10-19 W/mm2 /74/. Stosunek sygnału do szumu, przy natęŜeniu padającego 

światła równym 2x105 fotonów/s, jest w przypadku fotopowielacza odpowiednio o ok. 10 i 

100 razy większy w porównaniu z fotodiodą lawinową i fotodiodą /40/. W fotopowielaczu 

kwanty światła padając na fotokatodę powodują emisję elektronów, które powielane na  

kolejnych dynodach, dają mierzalny impuls napięcia na wyjściu z anody. W ten sposób 

poszczególne kwanty światła zliczane są jako sekwencja impulsów napięciowych w 

układzie pomiarowym. Fotopowielacz H5783 charakteryzuje się szerokim zakresem 

odpowiedzi spektralnej od 300 do 900 nm (dodatek nr 3), co pozwala na uŜywanie go do 

pomiarów z wykorzystaniem wielu biosensorów róŜniących się charakterystyką spektralną 

emitowanego światła fluorescencji. 

 Wydajność zliczania fotonów światła przez fotopowielacz zaleŜy od napięcia 

regulującego wzmocnienie fotopowielacza (dodatek nr 3). Dlatego teŜ skonstruowano 

specjalny zasilacz do fotopowielacza, który ponadto, dzięki wbudowanemu zabezpieczeniu 

prądowemu, zabezpiecza fotopowielacz przed uszkodzeniem spowodowanym nadmiarem 

światła padającego na fotopowielacz. Pojedynczy impuls wychodzący z fotopowielacza jest 

rejestrowany przez licznik pojedynczych fotonów SR 400 (SR - Stanford Research) 

przedstawiony na rysunku 14. JeŜeli zachodzi taka potrzeba słabe sygnały mogą być 

dodatkowo wzmacniane za pomocą  szerokopasmowego (0 – 350 MHz) przedwzmacniacza 

SR 445A firmy Stanford Research. 

 

 

Rys. 14. Licznik pojedynczych fotonów SR 400 firmy Stanford Research. 
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 Licznik pojedynczych fotonów SR 400 posiada dwa niezaleŜne kanały zliczania, co 

umoŜliwia jednoczesną rejestrację dwóch niezaleŜnych procesów. Licznik moŜe działać w 

kilku trybach pracy, umoŜliwia równieŜ pomiar metodą „time-resolved”. WyposaŜony jest 

w dyskryminator, który pozwala na wyeliminowanie sygnałów poniŜej zadanej wartości 

progowej. Pozwala to na ograniczenie szumów stanowiących tło. Szczegółową 

charakterystykę licznika fotonów zawiera dodatek nr 4. 

 Na rysunkach 15 i 16 przedstawiono impulsy napięcia z fotopowielacza 

zarejestrowane za pomocą oscyloskopu z pamięcią Tektronics TDS 2014. 

 

 

 

Rys. 15. Sygnał na wyjściu z fotopowielacza (krzywe górne) oraz impuls napięcia rejestrowany 
przez licznik fotonów RS-400 (krzywa dolna) zarejestrowane za pomocą oscyloskopu z pamięcią 
Tektronics TDS 2014. 
 
 

 

 

Rys. 16. Kształt impulsów napięcia z fotopowielacza (krzywa górna) i impulsu zliczanego przez 
licznik fotonów (krzywa dolna). Aby lepiej pokazać charakter zmian napięcia pięciokrotnie 
zmniejszono podstawę czasu w oscyloskopie. 
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 Impuls z fotopowielacza (górne krzywe na rysunkach 15 i 16) ma charakterystyczny 

kształt, w którym w ślad za właściwym impulsem napięcia pojawiają się mniejsze zmiany 

napięcia tzw. „dzwonienie”. Amplituda tych zmian jest jednak mniejsza niŜ właściwego 

impulsu napięciowego z fotopowielacza i nie wpływa na ilość zliczanych fotonów. Dolne 

krzywe na rysunku 15 i 16 przedstawiają impulsy zliczane przez licznik zarejestrowane za 

pomocą oscyloskopu podłączonego do portu P1 licznika fotonów. 

 Z rysunku 15 wynika ponad to (krzywa górna), Ŝe fotopowielacz generuje równieŜ 

impulsy napięcia mniejsze niŜ właściwe impulsy wywołane kwantami światła i 

rejestrowane przez licznik fotonów. Impulsy te mogą być między innymi wywołane 

termoemisją elektronów z kolejnych dynod fotopowielacza, a nie być efektem fotoemisji z 

katody. Mając mniejsze napięcia niŜ impulsy generowane przez emisję elektronów z katody 

przez kwanty światła, mogą być wyeliminowane za pomocą dyskryminatora (krzywa dolna 

na rysunku 15). 

 Źródło światła zastosowane w konstruowanej platformie pomiarowej działa w 

reŜimie impulsowym, a nie w sposób ciągły. Pozwala to na ograniczenie ewentualnych 

niekorzystnych procesów zachodzących w badanej próbce pod wpływem światła (efekt 

fotodynamiczny). Specjalnie skonstruowany generator impulsów generuje impulsy napięcia 

o regulowanym czasie trwania i wysokości. Pozwalają one na kontrolowanie czasu błysku 

świecącej diody LED oraz intensywności światła wzbudzania.  

 Rysunki 17 i 18 przedstawiają impulsy napięcia wzbudzającego świecenie diody 

(krzywa dolna) i zmiany natęŜenia światła emitowanego przez tę diode zarejestrowanego za 

pomocą szybkiej fotodiody BPW 34. 

 

 

Rys. 17. Przebieg zmian natęŜenia światła emitowanego przez diodę pod wpływem przyłoŜonego 
impulsu napięcia. Czas trwania impulsu 10 µs. 
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Rys. 18. Zmiana natęŜenia światła emitowanego przez diodę pod wpływem prostokątnego impulsu 
napięcia. Czas trwania impulsu 110 µs. 
 

 W oparciu o te pomiary moŜna było napisać program sterujący pracą generatora 

impulsów światła i jego współdziałaniem z licznikiem fotonów. Dotyczy to w 

szczególności generowania impulsów trigerujących, które zapoczątkowują proces zliczania 

fotonów przez licznik fotonów. Program określa równieŜ wielkość opóźnienia zliczania 

fotonów w stosunku do impulsu wzbudzającego i czas otwarcia bramki (czas zliczania 

fotonów). Z rysunku 17 i 18 wynika, Ŝe przyłoŜone napięcie do świecącej diody będącej 

źródłem światła powoduje, Ŝe dioda emituje światło z pewnym opóźnieniem w stosunku do 

napięcia wzbudzającego. Z kolei po wyłączeniu napięcia zasilającego diodę, zanik 

świecenia diody trwa przez dłuŜszy czas porównywalny (przy krótkich impulsach) z 

czasem impulsu powodującego świecenie diody. W związku z tym celowe było 

wprowadzenie opóźnienia w rozpoczęciu procesu zliczania fotonów przez licznik w 

stosunku do impulsu wywołującego świecenie diody. W momencie pojawienia się czoła 

impulsu zasilającego diodę, generowany jest równieŜ impuls wyzwalający proces zliczania 

fotonów. Licznik fotonów pozwala zaprogramować wielkość opóźnienia zliczania fotonów 

w stosunku do pojawienia się impulsu trigerującego. W ten sposób moŜna wyeliminować 

fluktuacje natęŜenia światła emitowanego przez diodę występujące w chwili włączenia 

diody. Równocześnie, aby uniknąć błędów wynikających ze zmian natęŜenia światła 

emitowanego przez diodę po wyłączeniu impulsu zasilającego, naleŜało tak dobrać czas 

zliczania, aby odpowiadał on stabilnej pracy źródła światła. Warunek ten jest spełniony w 

środkowym przedziale emisji odpowiadającym maksymalnemu wypełnieniu impulsu  
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wzbudzającego. Przykładowe parametry ustawienia generatora impulsów i licznika 

fotonów stosowane w pomiarach przedstawia tabela 2. 

 

Tabela 2. Parametry ustawienia generatora impulsów i licznika fotonów. 

 

X [mm] Y [mm] Jasność 
% 

Czas 
[ms] 

Powtórze
-nie 

Okres 
[ms] 

Prefix Zwłoka 
[s] 

Bramka 
[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 oznaczają: X i Y to parametry wyznaczające połoŜenie próbki w 
płaszczyźnie X i Y; jasność - wielkość mówiąca o natęŜeniu źródła światła wyraŜona w procentach 
maksymalnego natęŜenia emitowanego przez diodę; czas- to czas świecenia diody; powtórzenie- 
krotność pobudzenia diody do świecenia i zliczania fotonów z próbki; zwłoka- 0,201s- opóźnienie 
między wystąpieniem impulsu trigerującego, który towarzyszy pojawieniu się czoła impulsu 
wzbudzającego świecenie a początkiem zliczania fotonów przez licznik; bramka- przedział czasowy, 
w którym zliczane są fotony. 
 

 Bardzo waŜnym czynnikiem, który ma istotne znaczenie dla precyzji 

wykonywanych pomiarów jest ilość powtórzeń zliczania fotonów, dla kaŜdej z 

analizowanych próbek. Ilość fotonów emitowanych przez źródło światła pod wpływem 

przyłoŜonego napięcia oraz ilość kwantów rejestrowanych przez fotopowielacz podlegają 

przypadkowym fluktuacjom w czasie. WydłuŜenie czasu pomiaru (zwiększenie ilości 

powtórzeń) zmniejsza błąd popełniony w czasie pomiaru. Ilustrację tego stanowią analizy 

fluktuacji liczby rejestrowanych impulsów w zaleŜności od liczby powtórzeń pomiaru 

przedstawione na rysunku 19. 
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Rys. 19. ZaleŜność zmian względnego natęŜenia fluorescencji od czasu. Krzywe 1, 2, 3 róŜnią się 
ilością powtórzeń pojedynczego pomiaru. 
 
 Krzywą 1 na rysunku 19 charakteryzuje duŜy rozrzut liczby rejestrowanych 

impulsów. Zwiększenie liczby powtórzeń powoduje odpowiednie zmniejszenie fluktuacji. 

W związku z tym w pomiarach, w zaleŜności od prowadzonych eksperymentów, stosowano 

5 lub 10 powtórzeń pojedynczego pomiaru.  

 Jednym z parametrów wpływających na wzrost drobnoustrojów jest temperatura, 

moŜe ona wpływać na szybkość wzrostu hodowli bakteryjnych, jak równieŜ moŜe 

modyfikować wraŜliwość na chemioterapeutyki /89/. W takich przypadkach zachodzi 

potrzeba kontrolowania temperatury badanych próbek. Aby uzyskać moŜliwość 

stabilizowania i kontrolowania temperatury skonstruowano termostatowany stolik 

pomiarowy. W tym celu uŜyto samoprzylepnej foli grzewczej FG o mocy 12V/12W 

podłączonej od wyjścia przekaźnikowego SPDT8(3)A/250V regulatora temperatury 

SCL210E3/B ze stykiem przełącznym (kontrola ON/OFF). Jako czujnika temperatury 

uŜyto czujnika PT100 przyłączonego do wyjścia termometrycznego regulatora temperatury 

SCL210E3/B (szczegóły opisujące parametry regulatora temperatury zawiera dodatek nr 5).  
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Rys. 20. Schemat przedstawiający moduł termostatujący próbki. 1 - płytka ze stali nierdzewnej, 2 - 
folia grzewcza, 3 - płytka titracyjna  
 
 
Na stoliku pomiarowym (rys. 20) zamontowano w odpowiednich klamrach płytkę ze stali 

nierdzewnej z przyklejoną do niej samoprzylepną folią grzewczą. Stalowa płytka 

równomiernie ogrzewa powietrze pod płytką titracyjną zawierającą mikrohodowle 

bakteryjne. Fluktuacje temperatury w dołkach nie przekraczają 0,1°C. Temperatura 

stalowej płytki mierzona jest za pomocą czujnika PT100. Na tak przygotowanym stoliku 

umieszczana jest płytka titracyjna.  

 Skonstruowana platforma pomiarowa umoŜliwia w pełni zautomatyzowaną analizę 

wielu próbek w sekwencji ustalonej przez program komputerowy. Program ten nie tylko 

decyduje, które próbki będą analizowane i w jakiej kolejności, a więc decyduje o ruchu 

płytki w płaszczyźnie XY zaleŜnej od pracy silników krokowych, lecz takŜe o liczbie 

powtórzeń i odstępach czasu między kolejnymi powtórzeniami. Program ten pozwala 

równieŜ regulować natęŜenie źródła światła w impulsie, czas trwania impulsu świetlnego i 

ilość kolejnych błysków. Decyduje wreszcie o tym, kiedy zaczyna się zliczanie 

pojedynczych impulsów po wystąpieniu impulsu trigerującego, który wyzwala błysk lampy 

i zapoczątkowuje zliczanie fotonów przez licznik. Ostatecznie program zapewnia 

komunikowanie się komputera z licznikiem fotonów i transmisję danych z licznika do 

komputera. Ścisła kontrola temperatury stolika pomiarowego umoŜliwia precyzyjną 

kontrolę warunków prowadzenia hodowli drobnoustrojów. 

1 

3 

2 

Regulator 
temperatury 
SCL210E3/B 

Czujnik 
PT 100 
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4.2. Ocena czułości układu pomiarowego. 

 

 Do wstępnej charakterystyki układu pomiarowego uŜyto fluoresceiny. Fluoresceina 

jest jedną z najbardziej znanych substancji fluoryzujących, z wydajnością kwantową 

osiągającą w wodnych roztworach wodorotlenku sodu wartość 0,92 /71/. Wybór 

fluoresceiny podyktowany był równieŜ tym, Ŝe układ pomiarowy zastosowany do 

pomiarów natęŜenia fluorescencji fluoresceiny mógł wykorzystywać te same elementy 

optyczne jak ten zastosowany do pomiarów respirometrii optycznej z wykorzystaniem 

biosensora tlenowego Ru(DPP)3Cl2 (konstrukcja platformy pomiarowej punkt 4.1.) Istotnie 

widmo absorpcji fluoresceiny, przedstawione na rysunku 21, wykazuje obecność 

długofalowych maksimów absorpcji przy długościach fali około 450 i 480 nm. 

 

 
 

Rys. 21. Widmo absorpcji etanolonego roztworu fluoresceiny zarejestrowane za pomocą aparatu 
Jasco SSE-343 V530 UV-Vis Spectrophotometer. 
  

 MoŜna, więc uŜyć jako filtru dla światła wzbudzającego, podobnie jak to było w 

przypadki biosensora tlenowego, filtru Brightline FF01-472/30-25 firmy Semrock 

przepuszczającego światło o długości 472 nm (rys. 10). Źródłem światła wzbudzającego 

moŜe być dioda LXHL-NB98 firmy Luxeon (rys. 8). 
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 Fluoresceina emituje szerokie pasmo emisji, z maksimum około 510-515 nm, 

opadające łagodnie w części długofalowej (rys. 22). 
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Rys. 22. Widmo emisji 0,002 % etanolowgo roztworu fluoresceiny zarejestrowane za pomocą 
spektrofluorymetru LE 50B firmy Perkin Elmer. 
 
 Uzasadnia to zastosowanie do pomiarów fluorescencji fluoresceiny zwierciadła 

dichroicznego FF495-Di02-25x36 i filtru dla emisji Brightline FF01-593/40-25 firmy 

Semrock, których widma transmitancji przedstawiają odpowiednio rysunki 8 i 7 w 

rozdziale 4.1. 

 W celu określenia czułości układu pomiarowego wykonano pomiary natęŜenia 

fluorescencji etanolowych roztworów fluoresceiny o stęŜeniach 1,26-40 nmol/ml co 

odpowiada 63 pmol-2 nmol  fluoresceiny w dołku pomiarowym.  
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Rys. 23. Wykres zaleŜności natęŜenia fluorescencji etanolowych roztworów fluoresceiny od 
stęŜenia. 
  

 Z rysunku 23 wynika, Ŝe układ pomiarowy posiada granicę wykrywalności na 

poziomie około 60 pikomoli fluoresceiny w dołku pomiarowym. 

 

4.3. Wyniki prób biologicznych. 

 

4.3.1. Monitorowanie wzrostu hodowli bakterii za pomocą pomiarów 

respirometrycznych z wykorzystaniem biosensora tlenowego. 

 

 Wstępna charakterystyka platformy pomiarowej wykazała, Ŝe stosowany układ 

pomiarowy jest bardzo czuły i umoŜliwia rejestrację światła fluorescencji fluoresceiny z 

progiem detekcji około 60 pikomoli w próbce o objętości 50 µl. Kolejnym krokiem w 

ocenie przydatności platformy pomiarowej do analizy wzrostu drobnoustrojów w 

hodowlach, jest analiza zmian fluorescencji biosensora tlenowego wywołanych 

aktywnością metaboliczną bakterii. W tym celu do dołków płytki titracyjnej wprowadzano 

biosensor tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorek rutenu (II) (Ru(DPP)3Cl2) zatopiony 

w krzemionce silikonowej (materiały i metody punkt 3.2.4), a takŜe zawiesinę bakterii. 

Zatopienie sensora w matrycy silikonowej umoŜliwia dyfuzję tlenu z analizowanej próbki 

do biosensora, uniemoŜliwia natomiast bezpośredni kontakt drobnoustrojów z biosensorem 

eliminując tym samym potencjalny toksyczny efekt biosensora na bakterie. Na 

powierzchnię roztworu znajdującego się w dołku pomiarowym płytki titracyjnej,  

 



4. WYNIKI I DYSKUSJA 

 54 

 

nawarstwiano ciekłą parafinę, której zadaniem było odcięcie dostępu tlenu do badanej 

próbki.  

 Na rysunku 24 przedstawiono zmiany natęŜenia fluorescencji w czasie dla próbki 

zawierającej bakterie Escherichia coli i biosensor. Pomiar wykonywano w temperaturze 

27°C. Równocześnie wykonano pomiary natęŜenia fluorescencji próbki zawierającej sam 

biosensor. 
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Rys. 24. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla próbki zawierającej biosensor i 
bakterie Escherichia coli ATCC 8739 w temperaturze 27°C. Kontrolę stanowią pomiary samego 
biosensora. 
 

 Z rysunku 24 wynika, Ŝe natęŜenie fluorescencji biosensora tlenowego w czasie 

inkubacji z bakteriami wzrasta, podczas gdy fluorescencja samego biosensora pozostaje 

stała. Niskie początkowe wartości natęŜenia fluorescecnacji biosensora spowodowane są 

procesem gaszenia fluorescencji w próbce przez tlen cząsteczkowy. ZuŜywanie tlenu 

(wygaszacz fluorescencji) przez rosnące bakterie zmniejsza efektywność procesu 

wygaszania fluorescencji i w efekcie powoduje wzrost natęŜenia fluorescencji biosensora. 

Krzywa zmian fluorescencji ma charakter sigmoidalny typowy dla wzrostu bakterii w 

hodowlach. Eksperyment ten świadczy o tym, Ŝe biosensor obecny w próbce nie wywiera 

toksycznego wpływu na bakterie, nie hamuje wzrostu bakterii w hodowli i Ŝe zmiana 

natęŜenia fluorescencji moŜe być miarą ilości zuŜytego tlenu. Dostarcza tym samym  
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informacji o aktywności metabolicznej drobnoustrojów i przebiegu hodowli bakterii. W 

kontrolnych doświadczeniach stwierdzono, Ŝe zmianom natęŜenia fluorescencji towarzyszy 

wzrost gęstości optycznej hodowli. MoŜna zatem przypuszczać, Ŝe uŜycie do eksperymentu 

hodowli o mniejszej wyjściowej gęstości hodowli (liczbie komórek w zawiesinie) powinno 

spowodować, Ŝe zmiany natęŜenia fluorescencji będą miały podobny sigmoidalny charakter, 

lecz będą przesunięte w czasie. W celu weryfikacji tej sugestii wykonano eksperymenty, w 

których wyjściowa zawiesina bakterii miała gęstość od 106 do 108 CFU/ml (rys. 25). 
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Rys. 25. ZaleŜność natęŜenia fluorescencji od czasu dla próbek o róŜnej początkowej gęstości 
hodowli. W legendzie zaznaczono wyjściowe miana hodowli bakterii Escherichia coli ATCC 8739 
w badanych próbkach wyraŜone w CFU/ml. Hodowlę prowadzono w temperaturze 27°C. 
 

 Wszystkie analizowane próbki wykazują sigmoidalny charakter zmian natęŜenia 

fluorescencji w czasie. W kaŜdym przypadku, niezaleŜnie od wyjściowej gęstości hodowli 

bakterii, wszystkie próbki osiągnęły plateau, co oznacza, Ŝe osiągnęły one w kaŜdym 

przypadku fazę stacjonarną. Jednak w zaleŜności od początkowej gęstości bakterii czas 

osiągnięcia maksymalnego poziomu fluorescencji dla fazy stacjonarnej był róŜny. Hodowla 

o gęstości 1,80E+08 osiągnęła maksimum juŜ po 1 godzinie, podczas gdy najbardziej 

rozcieńczona potrzebowała około 4 godzin do uzyskania fazy stacjonarnej. 

Jedna z krzywych na wykresie róŜni się od pozostałych. Próbka ta o najmniejszej 

gęstości wyjściowej hodowli bakterii posiada początkowe wartości natęŜenia fluorescencji 

zbliŜone do końcowych ustabilizowanych wartości natęŜenia fluorescencji pozostałych  
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próbek. Pochodzenie tego faktu moŜna przypisać róŜnicy w ilości sensora obecnego w 

dołku płytki titaracyjnej. Ma to związek z tym, Ŝe zawiesina sensora Ru(DPP)3Cl2 

opłaszczonego na krzemionce i zatopionego w silikonie, wykazuje duŜą lepkość, co 

utrudnia rozpipetowanie do dołków pomiarowych płytki titacyjnej. Większa ilość 

biosensora w dołku pomiarowym powoduje podwyŜszenie wyjściowego natęŜenia 

fluorescencji próbki i w efekcie wyŜszą końcową wartość wyników uzyskiwanych przez 

hodowlę. 

  W celu uniezaleŜnienia wyników pomiarów od róŜnic w wielkości sygnału 

zaleŜnych od ilości sensora w dołkach przeprowadzono normalizację wyników. W tym celu 

wszystkie wartości fluorescencji dla poszczególnych krzywych zostały podzielone przez 

wartości wyjściowe fluorescencji. Znormalizowane krzywe przedstawia wykres na rys 26.  
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Rys. 26. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla badanych próbek po 
przeprowadzeniu normalizacji wyników. W legendzie zaznaczono wyjściowe stęŜenia bakterii 
Escherichia coli w CFU/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 27°C. 
 
   Wszystkie krzywe zmian natęŜenia fluorescencji w czasie mają podobny 

sigmoidalny charakter osiągając podobny poziom końcowych wartości maksymalnych, 

róŜnią się jedynie połoŜeniem punktów przegięcia. Im mniejsza jest początkowa gęstość 

hodowli bakterii tym dłuŜszy jest czas do osiągnięcia poziomu maksymalnego.  

 Do charakterystyki przebiegu kaŜdej z tych hodowli moŜna uŜyć dowolnego 

parametru wziętego z sigmoidalnych krzywych zmian fluorescencji w czasie. MoŜe to być  
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na przykład punkt przegięcia krzywych odpowiadających połowie przyrostu natęŜenia 

fluorescencji, lub inny dowolny parametr otrzymany w wyniku przecięcia sigmoidlanych 

krzywych z prostą równoległą do osi odciętych, przecinającą oś rzędnych w dowolnym 

punkcie. Na rysunku 27 przedstawiono zaleŜność czasu niezbędnego do osiągnięcia połowy 

maksymalnej wartości fluorescencji od log2 z wyjściowego stęŜenia hodowli 

(CFU/studzienkę). 
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Rys. 27. ZaleŜność czasu niezbędnego do osiągnięcia połowy maksymalnego sygnału fluorescencji 
od log2 (CFU Escherichia coli/studzienkę) w temperaturze 27°C. 
 

  Rysunek 27 przedstawia liniową zaleŜność czasu potrzebnego do osiągnięcia 

połowy maksymalnych wartości natęŜenia fluorescencji od log2 z wyjściowych gęstości 

hodowli bakteryjnych, którą opisuje równanie y = -0,5824x+14,734. Oba parametry 

występujące w równaniu charakteryzują hodowlę. Parametr „a” wyznacza czas generacji 

dla hodowli bakterii. Natomiast parametr „b” określa czas potrzebny do osiągnięcia połowy 

maksymalnej wartości fluorescencji przez najmniejsze stęŜenie bakterii (1 komórkę). W 

analizowanym przypadku w temperaturze 27°C podział komórek następuje, co 35 minut, 

natomiast w optymalnych warunkach czas ten jest krótszy i wynosi ok. 30 minut /62/. 

Najbardziej rozcieńczona hodowla uzyskałaby połowę maksymalnego natęŜenia 

fluorescencji po upływie około 15 godzin. Ponadto równanie to pozwala obliczyć ilość 

bakterii po upływie określonego czasu, jeśli znany jest czas potrzebny do osiągnięcia 

połowy maksymalnej wartości fluorescencji. 

Aby stwierdzić jak na szybkość zmiany natęŜenia fluorescencji hodowli 

bakteryjnych i szybkość podziałów bakterii w tych hodowlach wpływa temperatura, 

wykonano pomiary respirometryczne w temperaturach 32 i 37°C (rys. 28 i 29). 
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Rys. 28. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli bakteryjnych o 
róŜnych początkowych gęstościach hodowli. W legendzie podano wyjściowe stęŜenia bakterii 
Escherichia coli ATCC 8739 w CFU/ml. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 32°C. 
 

Rysunek 28 przedstawia zmiany natęŜenia fluorescencji hodowli bakteryjnych o 

róŜnych gęstościach rejestrowane w temperaturze 32°C. Charakter zmian natęŜenia 

fluorescencji jest podobny do uzyskanych w temperaturze 27°C. Mają one sigmoidalny 

kształt i osiągają punkty przegięcia krzywych w róŜnym czasie, zaleŜnym od gęstości 

wyjściowych hodowli bakteryjnych. Wyjątek stanowi krzywa uzyskana dla hodowli o 

wyjściowej gęstości 2x108 CFU/ml, która osiąga maksymalną wartość natęŜenia 

fluorescencji najwcześniej. Zmiana fluorescencji jest w tym przypadku najniŜsza, 

spowodowane jest to faktem, Ŝe hodowla ta, o największej gęstości wyjściowej, szybko 

zuŜywa dostępny tlen i znajduje się w końcowej fazie zmian fluorescencji (krzywa zmian 

fluorescencji dla tej hodowli znajduje się powyŜej punktu przegięcia). Czas generacji, 

wyznaczony w oparciu o liniową zaleŜność opisaną równaniem y = -0,3683x + 9,3212, i 

przedstawioną na rysunku 29, wynosi 22 minuty. 
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Rys. 29. ZaleŜność czasu niezbędnego do osiągnięcia połowy maksymalnego sygnału od log2 (CFU 
Eschericia coli ATCC 8739 /studzienkę) w temperaturze 32°C. 
 

Wyniki analogicznych pomiarów wykonane w temperaturze 37°C, przedstawiono 

na rysunkach 30 i 31. Czas generacji dla hodowli bakteryjnych w 37°C jest równy około 14 

minut. 
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Rys. 30. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli bakteryjnych o 
róŜnych początkowych gęstościach. W legendzie podano wyjściowe stęŜenia bakterii Escherichia 
coli ATCC 8739 w CFU/ml. Badanie przeprowadzono w temperaturze 37°C. 
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Rys. 31. ZaleŜność czasu niezbędnego do osiągnięcia połowy maksymalnego sygnału od log2 (CFU 
Escherichia coli/studzienkę) w temperaturze 37°C. 
 

Z analiz wpływu temperatury na hodowle bakterii wykonanych metodą 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej wynika, Ŝe zgodnie z oczekiwaniami wzrost 

temperatury zwiększa szybkość wzrostu hodowli bakteryjnych, skracając czas między 

podziałami. Czas generacji, jak wynika z rysunku 32, jest w przedziale temperatur 27-37°C 

liniową funkcją temperatury.  
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Rys. 32. ZaleŜność czasu generacji od temperatury dla hodowli Escherichia coli ATCC 8739. 
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Z omówionych relacji wynika, Ŝe istnieje ścisła korelacja pomiędzy ilością zuŜytego 

tlenu a intensywnością metaboliczną komórek Escherichia coli. Zmiana warunków hodowli, 

w tym temperatury, składu podłoŜa, dodanie środków bakteriobójczych znajdzie odbicie w 

postaci róŜnej szybkości zmian fluorescencji i w efekcie róŜnych wartości współczynnika 

nachylania prostej zaleŜności parametru charakteryzującego hodowlę od log2 z CFU, czyli 

czasu generacji. W związku z tym moŜna przypuszczać, Ŝe analizy wykonane z uŜyciem 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej znajdą szerokie zastosowanie do testowania 

warunków hodowli, róŜnych podłóŜ, określania właściwości antybakteryjnych związków 

chemicznych, zarówno w rutynowej diagnostyce jak i w badaniach naukowych. 

Dodatkowym atutem metody respirometrii optycznej jest, jak wykazano w trakcie 

wstępnych badań, Ŝe sam sensor nie posiada właściwości antybakteryjnych i nie hamuje 

wzrostu bakterii, a w późniejszych, Ŝe nie wchodzi w interakcje z badanymi związkami 

chemicznymi. Najistotniejszą jednak zaletą metody respirometrii optycznej jest to, Ŝe 

metoda ta nie powoduje destrukcji próbki w czasie pomiaru, umoŜliwia wielokrotną analizę 

tej samej próbki w róŜnym czasie, umoŜliwia zatem ciągłą analizę hodowli bakteryjnej bez 

ingerencji w analizowany system. 

Aby ocenić przydatność nowej metody wykorzystującej pomiary fluorescencji do 

badań drobnoustrojów przeprowadzono doświadczenia z uŜyciem środków 

antybakteryjnych. Jednocześnie wyniki pomiarów respirometrycznych porównano z 

wynikami uzyskanymi metodą seryjnych rozcieńczeń.  

  

4.3.2. Wpływ dimetylosulfotlenku na bakterie Escherichia coli. 

 

Pierwszym związkiem, którego właściwości przeciwdrobnoustrojowe analizowano 

za pomocą fluorescencyjnej respirometrii optycznej i skonstruowanego układu 

pomiarowego, był dimetylosulfotlenek (DMSO). Związku tego uŜywaliśmy jako 

rozpuszczalnika w badaniach przeciwbakteryjnych właściwości nowosyntetyzowanych 

związków chemicznych /76, 82, 41, 75, 83/. Było to konieczne w przypadku badań 

związków trudno rozpuszczalnych w wodzie. Z naszych wcześniejszych badań wynika 

jednak, Ŝe sam DMSO w wyŜszych stęŜeniach wywiera toksyczny wpływ na drobnoustroje. 

Dlatego teŜ celowe jest określenie, w jakim zakresie stęŜeń DMSO moŜe być stosowany do 

przygotowania próbek do określania wartości MIC nowosyntetyzowanych związków 

chemicznych. Zbyt wysokie stęŜenia DMSO mogłyby wpływać na wartość MIC badanego 

związku. Mechanizm toksycznego działania DMSO na bakterie nie jest znany, wiadomo  
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jednak, Ŝe jest on „zmiataczem” rodników hydroksylowych i znosi działanie menadionu, 

którego wpływ realizuje się przez generowanie nadtlenków /65/. Na rysunku 33 

przedstawiono wyniki eksperymentów, w których analizowano wpływ róŜnych stęŜeń 

DMSO na bakterie Escherichia coli. 
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Rys. 33. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli Escherichia coli ATCC 
8739 od czasu dla róŜnych stęŜeń DMSO w hodowli. Dane zamieszczone w legendzie zawierają 
procentowe stęŜenia roztworów DMSO. Pomiary prowadzono w temperaturze 27°C. 
 
 Z rysunku wynika, Ŝe toksyczne stęŜenie DMSO dla bakterii to stęŜenie wyŜsze od 

10 %. StęŜenia 15, 18 i 20 % DMSO w hodowli bakteryjnej hamują przyrost natęŜenia 

fluorescencji hodowli. Wykazano równieŜ, Ŝe sam DMSO w stęŜeniu 25 % nie wpływa na 

fluorescencję sensora. Interesujące jest, Ŝe w zakresie niskich stęŜeń DMSO (4 i 10 %) 

obserwuje się wzrost hodowli bakteryjnych, które osiągają maksymalne wartości 

fluorescencji zbliŜone do natęŜeń fluorescencji hodowli bakterii bez DMSO. Jednak w tym 

przypadku niekorzystny wpływ DMSO przejawia się w przesunięciu czasowym krzywych 

wzrostu tych hodowli bakteryjnych. Aby dokładniej określić zakres stęŜeń DMSO 

niekorzystnie wpływających na drobnoustroje, wykonano pomiary z wykorzystaniem 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej hodowli bakterii w obecności szerokiego zakresu 

stęŜeń DMSO (rys. 34).  
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Rys. 34. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli Escherichia coli ATCC 
8739 od czasu dla róŜnych stęŜeń DMSO w hodowli. Dane zamieszczone w legendzie do rysunku 
zawierają stęŜenia roztworów DMSO wyraŜone w procentach. Warunki eksperymentu były 
podobne jak przy pomiarach przedstawionych na rysunku 29. 
 

 Rysunek 34 pozwala uściślić, Ŝe hamujące wzrost hodowli bakteryjnych są stęŜenia 

DMSO wyŜsze od 13 %. Krzywa zmian natęŜenia fluorescencji dla hodowli zawierającej 

13 % DMSO ma typowy sigmoidaly charakter i osiąga wartości maksymalne podobnie jak 

hodowla bakterii bez DMSO. Najbardziej interesujący wydaje się fakt, Ŝe niekorzystny 

wpływ w zakresie małych stęŜeń DMSO zwiększa się wraz ze wzrostem stęŜenia DMSO. 

Krzywe natęŜenia fluorescencji uzyskane dla hodowli w obecności 2, 5, 8, 10 i 13 % 

DMSO zachowują ten sam sigmoidalny charakter, lecz w miarę wzrostu stęŜenia DMSO są 

coraz bardziej przesunięte w czasie. Opóźnienie jest to tym większe, im większe jest 

stęŜenie DMSO.   

 Aby stwierdzić, jaki typ zaleŜności zachodzi między czasem, przy którym względne 

natęŜenie fluorescencji osiąga połowę maksymalnej wartości natęŜenia fluorescencji 

(moŜna tu uŜyć kaŜdego innego arbitralnie przyjętego parametru charakteryzującego 

hodowlę bakterii odczytanego z wykresu) a stęŜeniem DMSO, sporządzono wykres, który 

przedstawia rysunek 35. 
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Rys. 35. Wykres zaleŜności czasu potrzebnego do osiągnięcia połowy maksymalnej wartości 
natęŜenia fluorescencji od stęŜenia DMSO. 
 
 Wykres na rysunku 35 przedstawia liniową zaleŜność parametru 

charakterystycznego dla hodowli od stęŜenia DMSO. Z wykresu wynika, Ŝe wraz ze 

wzrostem stęŜenia DMSO w próbce z bakteriami wydłuŜeniu ulega proporcjonalnie czas 

potrzebny bakteriom do osiągnięcia połowy maksymalnej wartości natęŜenia fluorescencji. 

 Aby porównać wyniki analiz wpływu DMSO na drobnoustroje uzyskane metodą 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej z wynikami oznaczeń MIC (minimalne stęŜenie 

hamujące wzrost drobnoustrojów) wykonanych metodą klasyczną, wyznaczono stęŜenie 

hamujące wzrost drobnoustrojów metodą seryjnych rozcieńczeń. Do eksperymentów uŜyto 

dwóch szczepów bakterii: Escherichia coli ATCC 8739 oraz Escherichia coli 6002 (tabela 

3). 
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Tabela 3. Wyznaczanie minimalnego stęŜenia DMSO hamującego wzrost dla dwóch szczepów 
Escherichia coli ATCC 8739 i  Escherichia coli 6002. 
 

STĘśENIE DMSO [%] 
SZCZEP 

BAKTERII  
20 15 13 10 8 5 2 

Escherichia coli 
ATCC 8739 − 

− 
MIC 

+ + + + + 

Escherichia coli 
6002 − 

− 
MIC 

+ + + + + 

„+”- wzrost bakterii w próbce 
„−”- brak wzrostu bakterii w próbce 
  

 Z tabeli 2 wynika, Ŝe oba szczepy bakterii wykazują podobną wraŜliwość na DMSO, 

rosną w obecnośći 13 % DMSO. Wartość MIC jest równa 15 %. Próba wyznaczanie MIC 

dla DMSO w oparciu o pomiary fluorescencyjnej respirometrii optycznej daje wartości 

identyczne z wartościami MIC wyznaczonymi metodą seryjnych rozcieńczeń (rys. 36). 
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Rys. 36. Wykres zaleŜności maksymalnej względnej wartości fluorescencji uzyskanej przez 
hodowle bakteryjne od stęŜenia DMSO. Maksymalną wartość natęŜenia fluorescencji osiągniętą 
przez rosnące hodowle bakteryjne przyjęto za 100 %. 
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 Z analiz wpływu DMSO na bakterie wykonanych metodą tradycyjną i metodą 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej wynika, Ŝe obie metody pozwalają uzyskać tę 

samą wartość MIC. Natomiast metoda respirometrii optycznej dostarcza znacznie więcej 

informacji w porównaniu z metodą tradycyjną, zwłaszcza gdy dotyczy to toksycznego 

wpływu małych stęŜeń DMSO na bakterie. Ponadto zastosowanie metody fluorescencyjnej 

respirometrii optycznej powoduje znaczne skrócenie czasu eksperymentu. Wartości 

określające MIC moŜna uzyskać juŜ po upływie 4 godzin. Natomiast zwiększając 

wyjściowe stęŜenie bakterii w hodowli moŜna ten wynik uzyskać ze znacznym skróceniem 

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

 

4.3.3. Analiza wpływu ampicyliny na komórki Escherichia coli. 

 

 Jednym z najwaŜniejszych zastosowań pomiarów MIC jest określanie najniŜszego 

stęŜenia hamującego wzrost drobnoustrojów dla antybiotyków. W oparciu o uzyskane 

wartości MIC ocenia się czy dany szczep jest wraŜliwy na antybiotyk i podejmuje się 

decyzje o sposobie leczenia pacjenta. RównieŜ wprowadzanie nowych chemioterapeutyków 

do uŜytku w medycynie poprzedzone musi być badaniami wpływu tych związków na 

drobnoustroje. Celowe jest więc wykonywanie prób przydatności zastosowania 

respirometrii optycznej do określania wartości MIC dla antybiotyków. Jako przykład mogą 

słuŜyć badania wpływu ampicyliny (antybiotyku z grupy β-laktamów) na dwa szczepy 

bakterii róŜniące się wraŜliwością na antybiotyk. Te dwa szczepy to: Escherichia coli 

ATCC 8739 oraz Escherichia coli 6002. Wartości MIC określone metodą seryjnych 

rozcieńczeń przedstawia tabela 4. 
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Tabela 4. Wyznaczanie wartości MIC ampicyliny dla dwóch szczepów Echerichia coli róŜniących 
się wraŜliwością na ten antybiotyk. 
 

 
STĘśENIE AMPICYLINY [ µµµµg/ml] 

 SZCZEP 
BAKTERII 

64
 

32
 

16
 

8 4 2 1 0,
5 

0,
25

 

0,
12

5 

0,
06

25
 

0,
01

25
 

Escherichia coli 
ATCC 8739 

− − − 
M

IC
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

Escherichia coli 
6002 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

„+”- wzrost bakterii w próbce 
„−”- brak wzrostu bakterii w próbce 
 
 
 Wyniki przedstawione w tabeli 3 pozwalają stwierdzić wzrost szczepu Eschrichia 

coli 6002 w całym zakresie stosowanych stęŜeń ampicyliny, to jest do 64 µg/ml włącznie.  

Jest to zatem szczep oporny zgodnie z zaleceniami CLSI (z ang. Clinical and Laboratory 

Standards Institute). Natomiast w przypadku szczepu Escherichia coli ATCC 8739 

stwierdzono, Ŝe najmniejsze stęŜenie hamujące ma wartość 16 µg/ml, i według zaleceń 

CLSI uwaŜać naleŜy ten szczep za średniowraŜliwy. 

 Na rysunkach 37 i 38 przedstawiono wyniki pomiarów respirometrycznych dla obu 

szczepów bakteryjnych. 
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Rys. 37. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli bakteryjnych E.coli ATCC 
8739 od czasu dla róŜnych stęŜeń ampicyliny w próbce. W legendzie podano stęŜenia ampicyliny 
wyraŜone w µg/ml. Pomiary wykonywano w temperaturze 27°C. 
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Rys. 38. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli bakteryjnych E.coli 6002 
od czasu dla róŜnych stęŜeń ampicyliny w badanej próbce. W legendzie podano stęŜenia ampicyliny 
wyraŜone w µg/ml. Pomiary wykonywano w 27°C 
 

 Rysunek 37 pozwala stwierdzić, Ŝe baterie szczepu ATCC 8739 rosną w obecności   

ampicyliny o stęŜeniach 4 i 8 µg/ml. StęŜenia ampicyliny 16, 32 i 64 µg/ml powodują 

zahamowanie wzrostu bakterii. Świadczy to o tym, Ŝe wartości MIC dla ampicyliny  
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wyznaczone za pomocą metody respirometrii optycznej przez pomiar fluorescencji 

zgadzają się z wartościami MIC wyznaczonymi metoda tradycyjną. Z rysunku 37 wynika 

równieŜ, Ŝe w przeciwieństwie do DMSO (rys. 33, 34 i 35) hodowle bakteryjne w 

obecności ampicyliny o stęŜeniach 4 i 8 µg/ml nie powodują znaczącego przesunięcia 

krzywych zmian fluorescencji w czasie. Interesującym aspektem tych analiz jest fakt, Ŝe 

amplitudy wartości natęŜenia fluorescencji osiągane przez hodowle bakterii w obecności 

ampicyliny o stęŜeniach 4 i 8 µg/ml, są niŜsze od wartości natęŜenia fluorescencji 

osiąganych przez hodowle bakterii w poŜywce bez antybiotyku. Efekt ten jest tym większy 

im wyŜsze jest stęŜenie antybiotyku. MoŜna by sądzić zatem, Ŝe wielkość amplitudy zmian 

natęŜenia fluorescencji w pomiarach respirometrycznych moŜe być kolejnym parametrem 

słuŜącym do analizy wpływu związków chemicznych na drobnoustroje. Takiej sugestii nie 

potwierdzają jednak analizy krzywych na rysunkach 34 (DMSO) i 38. W świetle dalszych 

analiz załoŜenie to wydaje się błędne. 

  Istotną róŜnicą, jaką wykazuje szczep Escherichia coli 6002 w stosunku do szczepu 

wraŜliwego, jest brak zahamowania wzrostu w obecności wszystkich badanych stęŜeń 

antybiotyku (rys. 38). Wszystkie krzywe zmian fluorescencji bakterii hodowanych w 

obecności stęŜeń od 4 do 64 µg/ml osiągają maksymalne wartości fluorescencji po czasie 

około 5 godzin. Wynik ten jest zatem zgodny z doświadczalnie określoną wartością MIC 

dla szczepu Echerichia coli 6002 wyznaczoną metodą tradycyjną (tabela 3). 

 

4.3.4. Wpływ ko-timoksazolu (trimetoprimu/sulfametaksazolu) na bakterie 

Escherichia coli. 

 

 Kolejnym przykładem wykorzystania respirometrii optycznej mogą być analizy 

wpływu innego chemioterapeutyku (ko-timoksazolu), który działa na bakterie jako 

antymetabolit. Ko-timoksazol jest mieszaniną dwóch chemioterapeutyków trimetoprimu i 

sulfametaksazolu i w takiej postaci jest stosowany klinicznie. Oba wymienione związki 

działają synergistycznie, hamując powstawianie kwasu tetrahydrofoliowego. 

Sulfametaksazol będąc analogiem PABA (kwas p-aminobenzoesowy) hamuje syntetazę 

dihydropterynianu, podczas gdy trimetoprim działa na reduktazę kwasu dihydrofoliowego. 

Do analizy wpływu ko-timoksazolu na bakterie wykorzystano dwa szczepy: Escherichia 

coli ATCC 8739 i Escherichia coli 6002.  
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Rys. 39. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli bakteryjnej E.coli ATCC 
8739 do czasu dla róŜnych stęŜeń ko-timoksazolu. W legendzie podano stęŜenia ko-timoksazolu 
wyraŜone w µg/ml. 
 

 Z wykresu przedstawionego na rysunku 40 wynika, Ŝe ko-timoksazol o stęŜeniach 

0,126/0,625, 0,25/1,25 i 0,5/2,5 pozwala na wzrost bakterii w obecności chemioterapeutyku. 

Jednak wraz ze wzrostem stęŜenia chemioterapeutyku następuje bardzo znaczące 

spowolnienie szybkości wzrostu. Efekt ten jest silnie widoczny zwłaszcza w odniesieniu do 

stęŜeń ko-timoksazolu równych 0,25/1,25 i 0,5/2,5. StęŜenia 1/5 oraz 2/10, dla których 

krzywe się pokrywają, praktycznie oznaczają zahamowanie wzrostu. Na podstawie 

zaleŜności przedstawionych na rysunku 39 moŜna przyjąć, Ŝe wartość MIC ko-timoksazolu 

wyznaczona dla szczep E.coli ATCC 8739 jest równa 1/5 µg/ml. 

 W przeciwieństwie do E.coli ATCC 8739, której krzywe wzrostu przedstawiono na 

rysunku 39, E.coli 6002 wykazuje oporność na wszystkie stosowane stęŜenia ko-

timoksazolu (rys. 40). 
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Rys. 40. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli E.coli 6002 do czasu dla 
róŜnych stęŜeń ko-timoksazolu. W legendzie przedstawiono stęŜenia ko-timoksazolu wyraŜone w 
µg/ml. 
 
 Czasowe zaleŜności krzywych wzrostu E. coli 6002 w obecności ko-timoksazolu o 

stęŜeniach:1/5, 2/10, 4/20 i 8/40 µg/ml zbliŜone są do przebiegu krzywej dla hodowli 

bakterii bez działania antybiotyku. Jedynie w obecności najwyŜszego stęŜenia 16/80 µg/ml 

krzywa wzrostu jest znacząco przesunięta w czasie. Z analizy krzywych wynika zatem, Ŝe 

szczep E.coli 6002 wykazuje oporność na ko-timoksazol w całym zakresie badanych stęŜeń. 

Aby stwierdzić czy wyniki pomiarów wraŜliwości obu badanych szczepów Escherichia 

coli na kotimoksazol (trimetoprim/sulfametaksazol) wykonanych metodą respirometryczną 

są zgodne z zaleceniami CLSI wyznaczono wartości MIC metodą seryjnych rozcieńczeń. 

Wyniki przedstawiono w tabeli 5. 
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Tabela 5. Wyniki oznaczania MIC ko-timoksazolu (trimetoprimu/sulfametaksazolu) dla dwóch 
szczepów Echerichia coli ATCC 8739 i Escherichia coli 6002. 
 

„+”- wzorst bakterii w próbce  
„-”- barak wzrostu bakterii w próbce 
 

 Z tabeli 4 wynika, Ŝe wartości MIC dla E.coli ATCC 8739 wynosi 1/5 µg/ml, 

natomiast wartości MIC dla E. coli 6002 nie moŜna wyznaczyć, gdyŜ jest to szczep oporny 

w całym zakresie badanych stęŜeń chemioterapeutyków. Istnieje zatem całkowita zgodność 

oznaczeń wzrostu bakterii w obecności ko-timoksazolu wykonanych metodą seryjnych 

rozcieńczeń i z zastosowaniem fluorescencyjnej respirometrii optycznej. 

 

4.3.5. Wpływ metali cięŜkich na wzrost bakterii Escherichia coli. 

 

 Interesującym zastosowaniem respirometrii optycznej mogą być analizy 

toksycznego działania jonów metali cięŜkich na drobnoustroje. Stanowi to przedmiot badań 

mikrobiologii środowiskowej. Ma równieŜ istotne znaczenie dla badań medycznych i 

toksykologicznych.  

Analiza toksycznego wpływu metali cięŜkich na drobnoustroje nabiera nowego 

znaczenia w świetle wielu doniesień wskazujących na rolę zanieczyszczeń środowiska w 

rozprzestrzenianiu oporności na antybiotyki. Z badań tych wynika, Ŝe geny warunkujące 

oporność na metale cięŜkie i antybiotyki występują wspólnie w róŜnego rodzaju mobilnych 

elementach genetycznych np.: plazmidach, integronach. JuŜ wczesne prace Summers i wsp.  
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wykazały, Ŝe oporność na rtęć i antybiotyki była wspólnie przenoszona, między róŜnymi 

rodzajami bakterii z rodziny Enterobacteriaceae /cytowane za 6/. Genetyczny związek 

(wspólna lokalizacja) genów warunkujących oporność na metale cięŜkie i antybiotyki 

powoduje, Ŝe obecność metali w środowisku Ŝycia drobnoustrojów wywiera presję 

selekcyjną (ko-selekcję) zwiększającą szanse przeŜycia szczepów w obecności 

antybiotyków. 

 Aby ocenić toksyczny wpływ jonów metali cięŜkich na drobnoustroje 

przeprowadzono analizy wzrostu hodowli bakteryjnych w obecności jonów niklu, miedzi i 

cynku. 

 Wyniki pomiarów respirometrycznych wpływu jonów niklu na szczep E. coli 

przedstawiono na rysunku 41 

   

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10

Czas [h]

W
zg

lę
dn

e 
na

tę
Ŝ
en

ie
 fl

uo
re

sc
en

cj
i E.coli ATCC8739

0,3125

0,625

1,25

2,5

5

sensor

 
Rys. 41. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli szczepu 
E.coli ATCC 8739 w obecności róŜnych stęŜeń jonów niklu. W legendzie podano odpowiednie 
mikromolarne stęŜenia jonów niklu. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 27°C. 
 
 Krzywe przedstawione na rysunku 41 pozwalają stwierdzić, Ŝe szczep E.coli ATCC 

8739 wykazuje wzrost w obecności 0,31-2,5 mM stęŜeń jonów niklu. Jedynie dla stęŜenia 5 

mM obserwuje się całkowite zahamowanie wzrostu, a krzywa zmian fluorescencji w czasie 

pokrywa się z krzywą zmian dla sensora. Krzywe wzrostu wykazują podobne zaleŜności 

czasowe, róŜnią się natomiast maksimum natęŜenia fluorescencji. W tabeli 6 przedstawiono 

wartości MIC wyznaczone metodą seryjnych rozcieńczeń.  
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Tabela 6. Wyznaczanie wartości MIC jonów niklu dla szczepów Echerichia coli ATCC 8739 i 
Escherichia coli 6002 metodą seryjnych rozcieńczeń. 
 

 
STĘśENIE JONÓW NIKLU [mM] 

 SZCZEP BAKTERII 

5 2,5 1,25 0,625 0,125 

Escherichia coli ATCC 
8739 − + 

 
+ 
 

 
+ 
 

 
+ 
 

Escherichia coli 6002 − + + + + 

„+”- wzrost bakterii w próbce 
„−”- brak wzrostu bakterii w próbce 
 

 W oparciu o wyniki przedstawione w tabeli 5 moŜna stwierdzić, Ŝe wzrost 

drobnoustrojów jest zahamowany 5 mM stęŜeniem niklu. Istnieje całkowita zgodność 

oznaczeń wartości MIC dla jonów niklu wyznaczonych metodą seryjnych rozcieńczeń i 

metody fluorescencyjnej respirometrii optycznej. Fakt, Ŝe amplituda natęŜenia fluorescencji 

krzywej wzrostu w obecności 0,63 mM jest niemal dwukrotnie większa od amplitudy 

zmian natęŜenia fluorescencji bakterii hodowanych w obecności 0,31 milimolarnych stęŜeń 

jonów niklu świadczy, Ŝe nie istnieje związek między stęŜeniem jonów niklu działających 

toksycznie na bakterie, a końcowym maksymalnych natęŜeniem fluorescencji hodowli. 

Papkovsky i wsp. badając wpływ jonów niklu na bakterie uzyskali wartości EC50 (z ang.  

50 % effective concentration) dla Pseudomonas fluorescens przy stęŜeniu 0,045 mM, 

natomiast dla E. coli DH5α na poziomie 0,67 mM /62/. Nies podaje, Ŝe dla szczepu 

Escherichia coli w temperaturze 30°C wartość MIC dla jonów niklu jest równa 1mM /59/. 

 W podobny sposób analizowano wpływ jonów miedzi (rys. 42 i 43). 
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Rys. 42. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli bakterii E. coli ATCC 
8739 od czasu dla róŜnych stęŜeń jonów miedzi. W legendzie podano odpowiednie stęŜenia jonów 
miedzi wyraŜone w mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 27°C. 
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Rys. 43. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli bakterii E. coli 6002 od 
czasu dla róŜnych stęŜeń jonów miedzi. W legendzie podano odpowiednie stęŜenia jonów miedzi 
wyraŜone w mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 27°C. 
 

 Rysunki 42 i 43 przedstawiają krzywe zmian względnego natęŜenia fluorescencji E. 

coli ATCC 8739 i E.coli 6002 w obecności jonów miedzi o stęŜeniach, 0,125, 0,25, 0,5, 1 i 

2 mM. Krzywe wzrostu mają typowy sigmoidalny charakter i wskazują, Ŝe rosnące stęŜenia 

jonów miedzi wywierają hamujący wpływ na wzrost hodowli bakteryjnych, który  

 



4. WYNIKI I DYSKUSJA 

 76 

 

objawia się w postaci czasowych przesunięć krzywych wzrostu. Przesunięcia te są liniową 

funkcją stęŜenia jonów miedzi (rys. 44). 
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Rys. 44. ZaleŜność czasu potrzebna do podwojenia wyjściowej wartości natęŜenia fluorescencji dla 
hodowli bakteryjnej E.coli ATCC 8739 od stęŜenia jonów miedzi. Wykres sporządzono w oparciu o 
krzywe z rysunku 42. 
 

  1 i 2 mM stęŜenia jonów miedzi powodują całkowite zahamowanie wzrostu 

hodowli. Oznaczenie hamującego wpływu jonów miedzi na bakterie wykonane metodą 

tradycyjną (metoda seryjnych rozcieńczeń) potwierdzają wnioski z oznaczeń 

respirometrycznych (tabela 7). 

 

Tabela 7. Wyznaczanie MIC jonów miedzi dla dwóch szczepów Echerichia coli ATCC 8739 i 
Escherichia coli 6002 metodą seryjnych rozcieńczeń.  
 

 
STĘśENIE JONÓW MIEDZI [mM] 

 SZCZEP BAKTERII 

2 1 0,5 0,25 0,125 

Escherichia coli ATCC 
8739 

- 
 
- 
 

 
+ 
 

 
+ 
 

+ 

Escherichia coli 6002 - - + + + 

„+”- wzrost bakterii w próbce 
„−”- brak wzrostu bakterii w próbce 
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 Papkovsky i wsp. analizując wpływ jonów miedzi na Pseudomonas fluorescens i    

E. coli DH5α uzyskali wartości EC50 odpowiednio 0,18 mM i 0,82 mM /62/. 

 Analiza krzywych zmian fluorescencji hodowli bakteryjnych rosnących w 

obecności jonów miedzi (rys. 43 i 44) nie pozwala stwierdzić by istniał związek między 

hamującym stęŜeniem jonów miedzi, a wartością amplitudy względnego natęŜenia 

fluorescencji dla analizowanych hodowli bakteryjnych. 

 Analogiczne pomiary kinetyki wzrostu hodowli bakteryjnych rosnących w 

obecności jonów cynku o stęŜeniu od 0,25 do 4 milimola przedstawiono na rysunkach 46 i 

47.  
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Rys. 45. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli E.coli ATCC 8739 od 
czasu dla róŜnych stęŜeń jonów cynku. W legendzie podano odpowiednie stęŜenia jonów cynku 
wyraŜone w mM. Pomiary wykonano w temperaturze 27°C. 
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Rys. 46. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli E.coli 6002 od czasu dla 
róŜnych stęŜeń jonów cynku. W legendzie podano odpowiednie stęŜenia jonów cynku wyraŜone w 
mM. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 27°C. 
  

 Analiza wpływu cynku na wzrost hodowli E. coli ATCC 8739 i E. coli 6002 

wskazuje, Ŝe jony cynku w zakresie stęŜeń 0,25-2 mM powodują spowolnienie wzrostu 

bakterii. Zmniejszenie szybkości wzrostu hodowli jest, podobnie jak w przypadku jonów 

miedzi, proporcjonalne do stęŜenia jonów cynku (rys. 47). 
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Rys. 47. ZaleŜność czasu potrzebnego do podwojenia wyjściowych wartości względnego natęŜenia 
fluorescencji dla hodowli bakteryjnej E.coli ATCC 8739 od stęŜenia jonów cynku. 
  

 4 mM stęŜenie cynku powoduje całkowite zahamowanie wzrostu. Jest to wynik 

identyczny z wartością MIC wyznaczoną metodą seryjnych rozcieńczeń. 
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Tabela 8. Wyznaczanie MIC jonów cynku dla dwóch szczepów Echerichia coli ATCC 8739 i 
Escherichia coli 6002 metodą seryjnych rozcieńczeń. 
 

 
STĘśENIE JONÓW CYNKU[mM] 

 SZCZEPY BAKTERII 

4 2 1 0,5 0,25 

Escherichia coli ATCC 
8739 − + 

 
+ 
 

 
+ 
 

 
+ 
 

Escherichia coli 6002 − + + + + 

„+”- wzrost bakterii w próbce 
„−”- brak wzrostu bakterii w próbce 
  

 Wartość EC50 wyznaczone przez Papkowskiego i wsp. dla Pseudomonas 

fluorescens i E.coli DH5α były równe 0,0061 mM i 0,14mM /62/. 

 Badania wpływu metali cięŜkich na bakterie wykonane za pomocą dwóch metod, 

metodą seryjnych rozcieńczeń i metodą fluorescencyjnej respirometrii optycznej, dają 

identyczne wartości MIC. Pozwalają one uszeregować toksyczność badanych metali w 

kolejności Ni>Zn>Cu. 

 

4.3.6. Monitorowanie wzrostu hodowli komórek eukariotyycznych za pomocą 

pomiarów respirometrycznych z wykorzystaniem biosensora tlenowego. 

 

Analizy kinetyki wzrostu hodowli bakteryjnych i wpływu związków 

przeciwdrobnoustrojowych na bakterie wykazały przydatność fluorescencyjnej 

respriometrii optycznej, wykorzystującej biosensory tlenowe, jako nowej i bardzo 

efektywnej techniki badawczej o szerokich zastosowaniach w biotechnologii, farmacji i 

medycynie. Celowe było równieŜ wykazanie, Ŝe respirometria optyczna moŜe być 

stosowana nie tylko do analiz organizmów prokariotycznych, ale i bardziej złoŜonych 

komórek eukariotycznych. Komórki te wykazują szereg strukturalnych i funkcjonalnych 

róŜnic w porównaniu z komórkami bakterii, róŜnią się szybkością metabolizmu i wykazują  

wraŜliwość na szereg związków cytotoksycznych, nie działających na bakterie. Jako 

przykład wybrano komórki Candida albicans i Saccharomyces cerevisiae i substancję 

toksyczną - nystatynę. Nystatyna jest produktem Streptomyces album i Streptomyces nursei, 

stosowanym w miejscowym leczeniu candidiozy jamy ustnej, gardła, przewodu  



4. WYNIKI I DYSKUSJA 

 80 

 

pokarmowego i narządów płciowych /8/. Nystatyna (tetraen) to antybiotyk naleŜący do 

grupy antybiotyków polienowych, u którego w części hydrofobowej molekuły występują 4 

wiązania podwójne. Łącząc się ze sterolami błony komórek organizmów eukariotycznych, 

nystatyna upośledza funkcjonowanie błony cytoplazmatycznej /46/. 

Rysunki 48 i 49, odnoszące się odpowiednio do eukariotów Candida albicans i 

Saccharomyces cerevisiae świadczą, o tym Ŝe podobnie jak to miało miejsce w przypadku 

bakterii, krzywe wzrostu mają ten sam sigmoidlany charakter, róŜnią się natomiast 

znacząco szybkością wzrostu. 
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Rys. 48. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla badanych próbek 
zawierających róŜne wyjściowe gęstości hodowli Candida albicans wyraŜone w CFU/ml. Badania 
przeprowadzono w temperaturze 37°C. 
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Rys. 49. ZaleŜność względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla badanych próbek 
zawierających róŜne wyjściowe gęstości hodowli Saccharomyces cerevisiae wyraŜone w CFU/ml. 
Badania przeprowadzono w temperaturze 37°C. 
 

 Porównanie krzywych wzrostu hodowli grzybów na rysunkach 48 i 49 z krzywymi 

wzrostu hodowli bakterii w temperaturze 37°C (rys. 30) świadczy, o tym Ŝe szybkość 

wzrostu komórek bakteryjnych jest kilkakrotnie większa od szybkości wzrostu komórek 

grzybów. Jedną z istotnych zalet metody fluorescencyjnej respirometrii optycznej w 

odniesieniu do bakterii było skrócenie czasu analizy (oznaczania MIC) z 24 godzin do 

nawet około 3-4 godzin. Interesujące było by stwierdzenie, czy równieŜ w przypadku 

eukariotycznych komórek droŜdŜy moŜliwe jest znaczne skrócenie czasu analizy.  

 W klasycznej metodzie oznaczania cytotoksycznej aktywności związków przeciw 

grzybiczych wymagany czas inkubacji wynosi 48 godzin dla Candida spp., a nawet 72 

godziny dla Cryptococcus neoformans /80/. We wstępnym eksperymencie dotyczącym 

wpływu nystatyny na hodowlę Candida albicans wykazano (rys. 50), Ŝe nystatyna we 

wszystkich stosowanych stęŜeniach (0,25-4 µg/ml) wydaje się hamować wzrost droŜdŜaka. 

Mogłoby to oznaczać, Ŝe wartość MIC równa jest 0,25 lub mniejsza. 
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Rys. 50. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli Candida 
albicans zawierających róŜne stęŜenia nystatyny w hodowli. Dane zamieszczone w legendzie 
zawierają stęŜenia roztworów nystatyny wyraŜone w µg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 
37°C. Wyjściowe inokulum Candida albicans było 4x106 CFU/ml. 
 

Wykonano więc kolejny eksperyment, w którym uŜyto mniejszych stęŜeń nystatyny w 

zakresie 0,0625-0,25 µg/ml (rys. 51). 
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Rys. 51. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli Candida 
albicans o róŜnych stęŜeniach nystatyny w hodowli. Dane zamieszczone w legendzie zawierają 
stęŜenia roztworów nystatyny wyraŜone w µg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 37°C. 
Wyjściowa gęstość hodowli była równa 4x106 CFU/ml 
 

Z doświadczenia tego wynika, Ŝe szybkość wzrostu Candida albicans w obecności 

nystatyny o stęŜeniu 0,0625 µg/ml, jest taka sama jak szybkość wzrostu droŜdŜy bez  
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antybiotyku (krzywe się pokrywają). Wartość MIC w takim przypadku powinna być równa 

0,125 µg/ml nystatyny. Uzasadnioną wątpliwość budzi jednak fakt, Ŝe końcowe punkty 

krzywej odnoszącej się do stęŜenia 0,125 µg/ml nystatyny w hodowli mogą sugerować, Ŝe 

hodowla ta po upływie czterech godzin dopiero rozpoczyna fazę wzrostu. W konsekwencji 

wartość MIC powinna być większa od 0,125 µg/ml. Zatem, aby wyznaczyć stęŜenia 

hamujące wzrost Candida albicans i Saccharomyces cerevisiae wykonano kontrolne 

doświadczenie metodą seryjnych rozcieńczeń, w którym czas inkubacji wynosił 48 godzin. 

Wartości MIC uzyskane w ten sposób zawiera tabela 9. 

 

Tabela 9. Wyznaczanie stęŜenia hamującego wzrost Candida albicans ATCC 10231 i 
Saccharomyces cerevisiae. Czas inkubacji 48 godzin. 
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„-“ -brak wzrostu grzybów  
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Z tabeli 9 wynika, Ŝe najmniejsze stęŜenie hamujące wzrost Candida albicans jest 

równe 2 µg/ml. W przypadku Saccharomyces cerevisiae wartość ta jest równa 1 µg/ml. 

Porównując wyniki z oznaczeń respirometrycznych i metody seryjnych rozcieńczeń 

(czas inkubacji 48 godzin) moŜna stwierdzić, Ŝe stosując metodę respirometii optycznej i 

bardzo krótkie czasy inkubacji moŜna uzyskać zaniŜone wartości MIC dla nystatyny. 

Spowodowane jest to faktem, Ŝe obecność cytostatyków powoduje znaczne spowolnienie 

wzrostu hodowli i bardzo słabo zaawansowane krzywe wzrostu hodowli mogą być 

interpretowane jako zahamowanie wzrostu. Sugestię tę potwierdza krzywa wzrostu 

Candida albicans w obecności 0,125 µg/ml nystatyny z rysunku 51, która pokazuje, Ŝe faza  
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wzrostu w tym przypadku rozpoczyna się z opóźnieniem około 3 godzin w stosunku do 

krzywej odpowiadającej 0,0625 µg nystatyny na mililitr. Wykonano więc eksperymenty 

oznaczania MIC nystatyny z uŜyciem fluorescencyjnej respirometrii optycznej, w której 

czas inkubacji wydłuŜono do 26 godzin (rys. 52 i 53). 

 

 

 

 



 
 
 
 

 85 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 2 5 7 10 12 15 17 20 22 25

 Czas [h]

W
zg

lę
dn

e 
na

tę
Ŝ
en

ie
 fl

uo
re

sc
en

cj
i Candida

0,016

0,03125

0,0625

0,125

0,25

0,5

1

2

4

sensor

 
Rys. 52. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli Candida albicans zawierających róŜne stęŜenia nystatyny w badanej próbce. 
Dane zamieszczone w legendzie zawierają stęŜenia nystatyny w hodowli wyraŜone w µg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 37°C. Wyjściowe inokulum 
Candida albicans było równe 7x105 CFU/ml.
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Rys. 53. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji od czasu dla hodowli Saccharomyces cerevisiae zawierających róŜne stęŜenia nystatyny. Dane 
zamieszczone w legendzie zawierają stęŜenia roztworów nystatyny wyraŜone w µg/ml. Pomiary prowadzono w temperaturze 37°C. Wyjściowa gęstość zawiesiny 
Saccharomyces cerevsiae była równa 6x105 CFU/ml.
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Wartości MIC uzyskane w tych eksperymentach wynoszą 1 µg/ml, zarówno w 

przypadku Candida albicans jaki i Saccharomyces cerevisiae, i są zgodne z wynikami 

oznaczenia MIC uzyskanymi metodą seryjnych rozcieńczeń. Bardzo istotny jest fakt, Ŝe 

wyniki te uzyskano skracając ponad dwukrotnie czas oznaczenia. MoŜe to stanowić duŜą 

zaletę metody fluorescencyjnej respirometrii optycznej w diagnostyce zakaŜeń grzybiczych. 

 

4.3.7. Wyznaczanie działania antybakteryjnego nowosyntetyzowanych związków 

chemicznych. 

 

Jako przykład nowej klasy związków chemicznych o potencjalnych własnościach 

przeciwdrobnoustrojowych, które wybrano do analiz metodą fluorescencyjnej respirometrii 

optycznej, moŜe słuŜyć 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonian 3,5,6,7-

tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c][1,2,4]triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowy (związek ten nosi 

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

 

 

Rys. 54. Wzór strukturalny 2-Hydroksyloiminoimidazolino-O-sulfonianu 3,5,6,7-
tetrahydrospiro[imidazo[2,1-c [1,2,4]triozolo-2,4’-morfolino]-2-iniowego- TCA 252. 
 

 Związek ten został zsyntetyzowany w Katedrze i Zakładzie Technologii Środków 

Leczniczych, Wydziału Farmaceutycznego AMG /84/. Wyniki analiz respirometrycznych  

przedstawiono na rysunku 55. 
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Rys. 55. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli E. coli ATCC 8739 od 
czasu dla róŜnych stęŜeń związku TCA 252. W legendzie podano odpowiednie stęŜenia związku 
wyraŜone w %. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 37°C. 
 

Analiza krzywych zmian fluorescencji hodowli E. coli ATCC 8739 w obecności 

róŜnych stęŜeń TCA-252, ujawnia te same cechy znane z analiz innych związków 

przeciwdrobnoustrojowych. TCA-252 w stęŜeniu 0,135 % całkowicie hamuje wzrost 

bakterii (MIC). NiŜsze stęŜenia powodują spowolnienie metabolizmu drobnoustrojów, 

efekt ten zwiększa się wraz ze wzrostem stęŜenia TCA-252. Wartość minimalnego stęŜenia 

hamującego wrost bakterii E. coli ATCC 8739, wyznaczona metodą seryjnych rozcieńczeń 

(tabela10), jest zgodna z wartością uzyskaną metodą fluorymetyryczną. 

 

Tabela 10. Wyznaczanie minimalnego stęŜenia TCA 252 hamującego wzrost Escherichia coli 
ATCC 8739.  
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 Drugim przykładem nowego typu związków przeciwdrobnoustrojowych, 

wybranym do analiz respirometrycznych, jest kationowy polimer polisilokasnowy z grupą 

N-N’-dialkiloimidazolwą (rys. 56) /56/. 

 

 

 

Rys. 56. Wzór strukturalny polimeru polisilokasnowego z grupą N-N’-dialkiloimidazolową IV-
rzędowanego bromkiem oktylu.  
 
 

Związki polimerowe tego typu budzą coraz większe zainteresowanie ze względu na ich 

potencjalne znaczenie dla zdrowia ludzi i zwierząt oraz przeciwdrobnoustrojową ochronę 

powierzchni. Grupy bakteriobójcze są w tym przypadku trwale związane z tym polimerem i 

nie są uwalniane do środowiska. Wartość MIC dla E. coli ATCC 8739, wyznaczona metodą 

seryjnych rozcieńczeń, jest równa 0,002 % (tabela 11)  i jest zgodna z wynikami analiz 

wykonanych metodą fluorescecyjej respirometrii optycznej ( rys 57). 
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Tabela 11. Wyznaczanie minimalnego stęŜenia polimeru polisilokasnowego z grupą 
dialkiloimidazolową hamującego wzrost Escherichia coli ATCC 8739. 
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Rys. 57. Wykres zaleŜności względnego natęŜenia fluorescencji hodowli E. coli ATCC 8739 od 
czasu dla róŜnych stęŜeń podstawionego polimeru polisiloksanowego. W legendzie podano 
odpowiednie stęŜenia polimeru wyraŜone w %. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 37°C. 
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Skonstruowana w ramach tej pracy platforma pomiarowa do zautomatyzowanych 

pomiarów wpływu związków przeciwdrobnoustrojowych na bakterie i grzyby umoŜliwiła 

kontrolę wzrostu bakterii i grzybów w mikrohodowlach o objętości 160 µl. W 

dodatkowych kontrolnych doświadczeniach wykazano jednak, Ŝe objętość hodowli moŜna 

zmniejszyć do 50 µl. Najprawdopodobniej moŜliwa jest dalsza redukcja objętości badanych 

próbek. Tak małą skalę prowadzonych hodowli drobnoustrojów umoŜliwia bardzo duŜa 

czułość systemu pomiarowego. Z analizy geometrii wiązki sondującej roztwór fluoresceiny 

wynika, Ŝe tylko część roztworu była wzbudzana światłem diody. Gdyby zmniejszyć 

objętość roztworu dziesięciokrotnie, do 5 µl, sygnał rejestrowany przez fotopowielacz 

byłby kilkakrotnie większy. Biorąc pod uwagę fakt, Ŝe natęŜenie światła wzbudzającego we 

wszystkich wykonanych eksperymentach ustalono na 10 % wartości maksymalnej, to 

zwiększając natęŜenie światła wzbudzającego proporcjonalnie zwiększono by wartość 

sygnału. Z powyŜszego wynika, Ŝe dalsza miniaturyzacja hodowli jest moŜliwa, a czułość 

układu conajmniej kilkadziesiąt razy większa. Nie bez zaczenia jest fakt, Ŝe zastąpienie 

uŜytego tu fotopowielacza H57583, który stosowany jest równieŜ do analizy przebiegów 

stałoprądowych, fotopowielaczem dedykowanym tylko do pracy impulsowej zwiększy 

efektywność zliczania fotonów około 10-krotnie. Zastosowanie w układzie detekcji jako 

detektora fotopowielacza i licznika fotonów powoduje, Ŝe system umoŜliwia równieŜ 

innego typu pomiary. W tej pracy, chociaŜ źródło światła działało w sposób impulsowy 

(Ŝeby ograniczyć ewentualne zmiany w biosensorze pod wpływem światła wzbudzającego), 

pomiar emisji był dokonywany w czasie wzbudzania próbki. Licznik fotonów daje drugą 

opcję pomiarową, umoŜliwia rejestrację sygnału z opóźnieniem w stosunku do impulsu 

wzbudzającego. Taki typ pomiarów „time resolved”, pozwoliłby na dalsze zwiększenie 

stosunku sygnału do szumu przez wyeliminowanie autofluorescencji płytki titracyjnej oraz 

odbitego od powierzchni optycznych i rozproszonego światła wzbudzającego. Technika ta, 

w przypadku biosensora G20N-1 w zaleŜności od stosowanego układu pomiarowego, 

dawała 100 i 400-krotny wzrost sygnału /62/. W naszym przypadku uŜyto biosensora, 

którego czasy Ŝycia były stosunkowo krótkie i mieściły się, w zaleŜności od stęŜenia tlenu, 

w zakresie kilku mikrosekund /28, 5/, podczas gdy czasy Ŝycia G20N-1 osiągają wartości  

około 80 µs /62/. Przy tak krótkich czasach Ŝycia niecelowe było by zatem wykonanie 

pomiarów metodą „time resolved” poniewaŜ dioda daje zbyt długie impulsy świetlne. 

Najkrótsze czasy trwania impulsu świetlnego z diody LXH-NB98 były znacznie dłuŜsze od 

czasów Ŝycia- fluorescencji biosensora. Przy impulsie napięciowym o czasie trwania 10 µs 

impuls światła z diody trwał około 25 µs (rys. 17). Zmiana biosensora na G20N-1 i  
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zastosowanie „zielonego” lasera o λ = 532 nm tylko częściowo zmienia sytuację, poniewaŜ 

laser, którym dysponujemy ma częstość modulacji 30 kHz. Konieczne byłoby zatem 

zastosowanie lasera neodymowego z podwajaniem częstości, który daje nanosekundowe 

impulsy o λ=532 nm. Licznik fotonów SR 400 umoŜliwia równieŜ pomiary czasów Ŝycia 

jednak, podobnie jak w przypadku omawianym powyŜej, naleŜy zastosować szybkie 

impulsowe źródło światła.  

WaŜną cechą skonstruowanej platformy pomiarowej jest jej uniwersalność. W 

podstawowym zastosowaniu, w jakim uŜyto jej w tej pracy, pełni ona rolę czytnika 

fluorescencyjnego płytek titracyjnych. Urządzenia tego typu są dostępne komercyjnie, 

chociaŜ ich cena jest znacznie wyŜsza. Skonstruowana platforma, dzięki modułowej 

budowie łatwo poddaje się modyfikacjom i moŜe być stosowana do innego typu pomiarów. 

Na przykład, zmieniając połoŜenie źródła światła względem detektora moŜna przystosować 

platformę do pomiarów gęstości optycznej próbek w dołkach płytki titracyjnej. MoŜliwość 

programowania i kontrolowania przez komputer ruchów stolika w płaszczyźnie 

dwuwymiarowej pozwala na skanowanie Ŝeli, błon itp. z duŜą rozdzielczością. UmoŜliwi to 

więc np. zastąpienie w wielu eksperymentach znaczników radioaktywnych sondami 

fluorescencyjnymi. Kolejnym zastosowaniem platformy pomiarowej moŜe być 

wykorzystanie kontrolowanego przez komputer silnika krokowego, podłączonego do 

monochromatora, do obrotów pryzmatu lub siatki dyfrakcyjnej i automatycznej rejestracji 

widm fluorescencji. 

Interesującym spostrzeŜeniem z tej pracy jest wniosek o postępującej dekompozycji 

biosensora w czasie przechowywania płytek titracyjnych z dołkami opłaszczonymi 

biosensorem. Porównując amplitudy zmian fluorescencji krzywych respirometrycznych 

zarejestrowanych bezpośrednio po przygotowaniu płytek z biosensorem (rys. 33, 34) z 

amplitudą tych zmian w eksperymentach wykonanych po upływie miesięcy i roku (rys. 28, 

30, 52, 53) obserwuje się dwu i trzykrotne zmniejszenie amplitudy. Świadczy to o 

zmianach biosensora w czasie. Płytki takie uŜyte do eksperymentów dają jednak typowe 

sigmoidalne krzywe zmian fluorescencji w czasie wzrostu hodowli. Nie obserwuje się 

równieŜ negatywnego wpływu na wzrost drobnoustrojów. Celowe będzie jednak 

zastąpienie tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorek rutenu (II) bardziej stabilną, 

elektroluminescencyjną pochodną z hexafluorofosforanem / 9 /.  

Za szególnie cenny efekt wykonanych analiz moŜna uwaŜać informacje, które 

uzyskuje się dla stęŜeń substancji przeciwdrobnoustrojowych mniejszych od minimalnych 

stęŜeń hamujących wzrost drobnoustrojów. Wydaje się, Ŝe w takim przypadku metoda  
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fluorescencyjnej respirometrii optycznej, która w czasie rzeczywistym bez ingerencji w 

próbkę pozwala monitorować stan hodowli, idealnie nadaje się do analizy synergistycznego 

działania związków chemicznych.  

Jedną z najistotniejszych korzyści, jakie wynikają z konstrukcji platformy 

pomiarowej i wprowadzenia techniki fluorescencyjnej respirometrii optycznej do arsenału 

metod badawczych stosowanych w Katedrze Mikrobiologii Farmaceutycznej AMG będzie 

moŜliwośc analizy nowosynetyzowanych związków przeciwnowotworowych. 

Miniaturyzacja hodowli lini komórek nowotworowych i obiektywna metoda analizy 

ilościowej wpływu związków przeciwnowotworowych na te komórki znacząco obniŜy 

koszty i czas analiz.  
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5. STRESZCZENIE 

 
Szybki rozwój róŜnych dziedzin nauki i techniki owocuje wprowadzaniem nowych 

metod badawczych i technologii, które wpływają na jakość Ŝycia i pracy ludzi. Dotyczy to 

równieŜ sfery biotechnologii i produkcji Ŝywności, medycyny i farmacji. Nowe technologie 

pozwalają wytwarzać nowe generacje środków leczniczych, ale teŜ sprostać starym i 

nowym zagroŜeniom. Odnosi się to w szczególności do problemu narastającej oporności 

drobnoustrojów na chemioterapeutyki i środki dezynfekcyjne, skaŜenia środowiska czy 

bioterroryzmu. Poszukuje się nowych szybkich i tanich metod analizy związków 

przeciwdrobnoustrojowych i przeciwnowotworowych. 

Celem tej pracy było wykonanie analiz przydatności nowej metody badawczej- 

fluorescencyjnej respirometrii optycznej do badania środków przeciwdrobnoustrojowych.  

W ramach tej pracy: 

1. Zaprojektowano i skonstruowano prototypowy czuły układ pomiarowy, który 

umoŜliwia rejestrację bardzo słabych sygnałów pochodzących z miniaturowych 

hodowli drobnoustrojów w 96 dołkowych płytkach titracyjnych. Zautomatyzowany 

układ pomiarowy pracuje pod kontrolą programu komputerowego, który określa 

sposób i sekwencję odczytu sygnału z kaŜdej z mikrohodowli. Platforma 

pomiarowa pozwala na analizę natęŜenia światła fluorescencji w stanie ustalonym, 

metodą „time resolved” oraz pomiary czasów Ŝycia. 

2. Zsyntetyzowano biosensor tlenowraŜliwy tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino 

dichlorek rutenu (II) – Ru(DPP)3Cl2, którego fosforescencja jest wygaszana przez 

tlen cząsteczkowy. 

3. Wykazano, Ŝe skonstruowana platforma pomiarowa umoŜliwia przeprowadzanie 

analiz kinetyki wzrostu hodowli bakterii i grzybów i określanie parametrów 

wzrostu, np. czasu generacji drobnoustrojów w hodowlach. Pozwala więc na 

analizy wpływu róŜnych czynników fizycznych i chemicznych na drobnoustroje i 

moŜe być stosowana do optymalizacji hodowli przez zmianę temperatury, składu 

podłoŜa itp. MoŜe być stosowana do kontroli podłóŜ hodowlanych. 

4. Przeprowadzono analizy wpływu przeciwdrobnoustrojowego róŜnych czynników 

chemicznych: DMSO, ampicyliny, ko-timoksazolu, jonów metali cięŜkich, 

nystatyny oraz podstawionych polimerów polisiloksanowych. Wykazano, Ŝe 

wartości MIC uzyskane metodą fluorescencyjnej respirometrii optycznej są 

całkowicie zgodne z wynikami oznaczeń MIC wykonanych metodą seryjnych 
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rozcieńczeń. Respirometria optyczna pozwala jednak na znaczne skrócenie czasu  

eksperymentu. 

5. Fluorescencyjna respirometria optyczna dostarcza znacznie więcej informacji o 

wpływie związków chemicznych na drobnoustroje niŜ metody tradycyjne. Dotyczy 

to przede wszystkim stęŜeń związków chemicznych mniejszych od MIC. Daje to 

szersze moŜliwości interpretacyjne eksperymentów jak i szansę na opracowanie 

efektywnej metody analizy synergistycznego działania związków 

przeciwdrobnoustrojowych. 
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7. STOSOWANE SKRÓTY 
 
 
ATCC - American Type Culture Collection 

CFU - z ang. Colony Forming Units 

CLSI - z ang. Clinical and Laboratory Standards Institute 

DMSO - Dimetylosulfotlenek  

EC50  - 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)3Cl2 - tris 4,7-difenylo-1,10-fenantrolino dichlorek rutenu (II) 
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DODATEK NR 1 

ELEMENTY SKŁADOWE MODUŁU ORIENTUJ ĄCEGO PŁYTK Ę: 

Elementy składowe modułu orientującego próbkę zostały zakupione w firmie GmbH & Co. 

i są to: 

- dwa silniki krokowe MS160 napędzające mechanizm orientujący, 

- szyna ILF-7 o długości 789 mm, 

- szyna MLF 3 o długości 496 mm, 

- zespół sanek do szyn ILF, 

- sanki WS 3/7, 

- sprzęgło WK30/40, 2 sztuki 

- śruba toczna 16x5 o długości 668 mm, 

- śruba toczna 16x5 o długości 368 mm, 

- łoŜysko przednie śruby, 2 sztuki, 

- łoŜysko tylne śruba, 2 sztuki, 

- blok mocujący nakrętki typ1, 2 sztuki, 

- nakrętka kulkowa 16x5, 2 sztuki.  
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DODATEK NR 2 

ELEMENTY SKŁADOWE MODUŁU OPTYCZNEGO : 

Źródło światła: 

- dioda LXHL-NB98 firmy Luxeon , z zakresem widmowym 460-490nm, 

Soczewki: 

- obiektyw mikroskopowy 5x, firmy PZO, 

- soczewka płasko-wypukła o średnicy 12 mm z zestawu Tech Spec Lens Kit E54-672 

firmy Edmund Optics, 

Filtry optyczne: 

- zwierciadło dichroiczne ( ang. beamsplitter) FF495-Di02-25x36 firmy Semrock, 

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

- filtr interferencyjny Brightline FF01-593/40-25 o średnicy 25 mm, firmy Semrock, 

Pozostałe komponenty optyczne: 

- oprawa do zwierciadła dichroicznego E54-824 firmy Edmund Optics, 

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

- oprawa do obiektywu mikroskopowego typu C-mount E03-627 firmy Edmund Optics, 

- uchwyt 30x5,6 mm do soczewek lub filtrów 12,5/12,7 mm typu C-mount E55-246 firmy 

Edmund Optics, 

- uchwyt 30x5,6 mm do soczewek lub filtrów 25/25,4 mm typu C-mount E56-353 firmy 

Edmund Optics, 

- uchwyt achromatyczny 30x11 mm do soczewek lub filtrów 12,5/12,7 mm typu C-mount 

E55-246 firmy Edmund Optics, 

- uchwyt achromatyczny 30x11 mm do soczewek lub filtrów 25/25,4 mm typu C-mount 

E56-353 firmy Edmund Optics, 

- złączka mosięŜna pasująca do komponentów  typu C-mount firmy Sporol s.c. 
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DODATEK NR 3 

FOTOPOWIELACZ H5783 FIRMY HAMAMATSU 
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DODATEK NR 4  

LICZNIK FOTONÓW SR 400 FIRMY STANFORD RESEARCH 

SYSTEM. 
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DODATK NR 5 

MODUŁ TERMOREGULACYJNY . 
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