OCHRONA SRODOWISKA

Vol. 31

Barbara Kotwzan

Nr 4

Zastosowanie czujnikéw biologicznych (biosensoréw)

Degradacja $rodowiska naturalnego, bedaca czgsto
skutkiem postgpu cywilizacyjnego, wynika z oddziatywa-
nia roznorodnych czynnikdéw natury fizycznej, chemicznej
i biologicznej, przy czym mozliwe jest takze powstawanie
roznych zwiazkow szkodliwych na skutek dziatalno$ci me-
tabolicznej drobnoustrojow [1,2]. Zanieczyszczenia wpro-
wadzane do $rodowiska maja bezposredni lub posredni
wplyw na organizmy zywe zasiedlajace poszczegdlne eko-
systemy, w tym przede wszystkim na zdrowie cztowieka.
Jedna z waznych drog rozprzestrzeniania si¢ zanieczysz-
czen w srodowisku jest woda (tab. 1). Z tego wzglgdu staty
monitoring stopnia jej zanieczyszczenia jest niezbgdnym
elementem kontroli jej jakosci. Jako$¢ wody, w tym tak-
ze wody przeznaczonej do spozycia przez ludzi, zalezy nie
tylko od sktadu ilosciowego i jakosciowego zanieczysz-
czen chemicznych, ale takze od obecnosci w niej drobno-
ustrojow. Bakterie, wirusy i inne mikroorganizmy sa sze-
roko rozpowszechnione w Srodowisku wodnym, a niektore
z nich stanowia powazny problem zdrowotny [3]. Zrdédlem
drobnoustrojéw chorobotwdrczych najczesciej sg $cieki
oraz splywy powierzchniowe. Mozliwos¢ zakazenia ludzi
zmusza do statej kontroli sanitarno-higienicznej zaréwno
wody przeznaczonej do spozycia, jak rowniez wody w ba-
senach kapielowych, a takze w zbiornikach wodnych maja-
cych znaczenie rekreacyjne [4].

W ostatnich latach szczegdlnego znaczenia nabiera
obawa przed zastosowaniem drobnoustrojow chorobo-
tworczych i innych czynnikéw biologicznych w atakach
terrorystycznych [5]. Wykorzystane do tego celu moga by¢
bakterie, wirusy, pierwotniaki i toksyny (tab. 2). Podobnie
jak w przypadku zywnosci, podstawa ochrony przed ata-
kiem za posrednictwem wody jest szczelny system nadzoru
jej jakosci na kazdym etapie, tj. od ujgcia, poprzez ukta-
dy oczyszczania i dystrybucji, az do jej odbiorcow. W tym
celu nalezy dysponowa¢ mozliwoscia wykonania szczego-
lowych analiz laboratoryjnych w krétkim czasie. Zagad-
nienie to nabiera szczegolnie istotnego znaczenia z uwa-
gi na propozycje Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
wpisania do dyrektywy 98/83/WE obowiazku wdrozenia
w przedsigbiorstwach wodociagowych tzw. planéw bez-
pieczenstwa wody (Water Safety Plans) [6].

Klasyczne metody wykrywania skazen chemicz-
nych i mikrobiologicznych wody sa drogie i czasochton-
ne, a w zwigzku z tym ich przydatnos¢ jest ograniczona.
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do oceny jakosci wody

Dlatego poszukuje si¢ nowych technik detekcji, do ktorych
naleza czujniki (sensory) wykorzystujace metody biolo-
giczne. Rozwoj nauki, a przede wszystkim biotechnologii
i nanotechnologii, pozwolit na konstrukcj¢ nowego typu
czujnikow o wysokiej selektywnosci, umozliwiajacych
wykrywanie zaréwno zanieczyszczen chemicznych, jak
i biologicznych w krotkim czasie. Sg nimi czujniki bio-
logiczne (bioczujniki, biosensory), laczace precyzje kla-
sycznych metod analizy z szerokim wachlarzem rozwigzan
konstrukcyjnych.

Zaletami biosensorow sa wysoka czutosé 1 selektyw-
nos$¢, znikoma podatnos¢ na zakldcenia i miniaturowe
rozmiary. Pomiar za pomoca bioczujnika najczgsciej nie
wymaga pracochtonnego przygotowania probki. Poza tym
czujnik biologiczny moze by¢ stosowany zwykle przez
kilka tygodni, a nawet miesigcy, wykonujac w tym czasie
setki pomiaréw, co sprawia, ze koszt analizy jest bardzo
maty [7]. Z uwagi na duza czulos$¢ i prostotg uzytkowa-
nia biosensory znalazty zastosowanie w wielu dziedzinach
analizy i diagnostyki. Przyrzady tego typu wykorzystywa-
ne sa w analizie klinicznej i biomedycznej, w przemystach
spozywczym, wydobywczym i hutniczym, w inzynierii
srodowiska, a takze w obronnosci [8].

Charakterystyka czujnikéw biologicznych

Czujnik biologiczny jest urzadzeniem analitycznym,
ktére zawiera biologicznie aktywny material bedacy
w bezposrednim kontakcie z wtasciwie dobranym elemen-
tem przetwornikowym w celu detekcji (odwracalnie i se-
lektywnie) stezenia lub aktywnosci chemicznej substancji
w dowolnej probee [9]. Biosensor ztozony jest z biologicz-
nego systemu rozpoznawania (mikroorganizm, enzym,
przeciwciato, DNA) 1 przetwornika przeksztatcajacego
zjawiska biologiczne na sygnaly elektryczne, przy czym
rejestracja uzyskanych danych odbywa si¢ elektronicznie
(rys. 1). Polaczenie elementow biologicznych i elektro-
nicznych pozwala na szybkie, czule i precyzyjne wykrycie
nie tylko matych ilo$ci zwigzkdw chemicznych, ale takze
niebezpiecznych mikroorganizmow czy toksyn.

Ze wzgledu na rodzaj zastosowanego do detekcji mate-
riatu biologicznego wyrdznia si¢ biosensory wykorzystuja-
ce biokatalizatory oraz biosensory zaopatrzone w recepto-
ry. Pomiar zachodzacych w czujniku zjawisk biologicznych
moze odbywac si¢ za pomoca detektoréw elektrochemicz-
nych (potencjometrycznych, amperometrycznych i kon-
duktometrycznych), optycznych, piezoelektrycznych (ma-
sowych) i termicznych [10].
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Tabela 1. Drobnoustroje chorobotwércze
przenoszone drogg wodng [47]
Table 1. Waterborne pathogens [47]

Rodzaj/gatunek

Jednostka chorobowa

Bakterie

Salmonella typhi (S. enterica var. Typhi)

dur brzuszny

Salmonella paratyphi

dur rzekomy

Salmonella salmonelozy odzwierzece
Shigella sp. czerwonka bakteryjna
Vibrio cholerae, Vibrio cholerae

cholera
typ El Tor

Enteropatogenne: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae,
Aeromonas hydrophila,
Plesiomonas shigelloides,
Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio parahaemolyticus,
Campylobacter (Vibrio) fetus
subsp. jejuni, Clostridium
perfringens, Bacillus cereus

niezyty zotadkowo-jelitowe

Yersinia enterocolitica

jersinioza

Pasteurella (Francisella)
tularensis

tularemia

Leptospira sp.

leptospirozy

Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium (M. balnei,
M. phlei, M. marimun,

M. kansasii, M. fortuitum,
M. cholonei, M. gorgonae)

zakazenia skorne

Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas cepacia

bakteremia, zapalenie gérnych
droég oddechowych, uszu,
spojowek

Gram-ujemne pateczki wodne
(rodzaj: Pseudomonas,
Achromobacter, Xantomonas,
Moraxella, Acinetobacter)

stany goraczkowe (pirogeny)

Legionella pneumophila

choroba legionistow

Wirusy

Poliowirusy

porazenia, zapalenie opon
moézgowych

ECHO

zapalenie opon mézgowych,
choroby uktadu oddechowego

Coxsackie A

herpangia, choroby uktadu
oddechowego, zapalenie
opon mézgowych

Coxsackie B

zapalenia migsnia sercowego,
wrodzone wady serca,
zapalenie opon mézgowych,
choroby uktadu oddechowego,
pleurodynia

Enterowirusy

zapalenie opon mézgowych

i mézgu, choroby uktadu
oddechowego, ostre krwotoczne
zapalenie spojowek

Wirus zapalenia watroby typu A

wirusowe zapalenie watroby

Wirus Norwalk

epidemiczne biegunki,

Parwowirusy

towarzyszg chorobom uktadu
oddechowego(doktadnie
nie ustalono)

Adenowirusy

choroby uktadu oddechowego,
zakazenia oczu, biegunki

epidemiczne biegunki

Rotawirusy ) S
(gtownie u dzieci)
Reowirusy choroby drég oddechowych
Pierwotniaki
Giardia lamblia (wiciowiec) giardioza

Cryptosporidium parvum
(sporowiec)

kryptosporidioza

Entamoeba histolytica
(korzenionézka)

amebioza

Acanthamoeba castellani
(korzeniondzka)
Naegleria gruberi
(korzeniondzka)

petzakowate zapalenie opon
moézgowych i moézgu

Balantidium coli (orzesek)

czerwonka balantydiowa

Czujnik
biologiczny

0o
3

Analizowane
zanieczyszczenia

= X O O
O D
O O

Przetwornik
Rys. 1. Schemat czujnika biologicznego
Fig. 1. Biosensor

Materiat biologiczny stosowany w biosensorach

Biokatalizatory

Do konstrukeji biosensordw stosuje si¢ materiaty bio-
katalityczne, takie jak izolowane enzymy, frakcje subko-
morkowe, preparaty komdrkowe z bakterii, roslin i zwie-
rzat. Najczescie] wykorzystywanymi biokatalizatorami sa
enzymy. Sa to biatka katalizujace reakcje biochemiczne we
wszystkich zywych organizmach. Wyrdzniajg si¢ wysoka
selektywnosciag wzgledem substratu i znacznie przyspie-
szaja reakcje, co zwigksza czulos¢ biosensorow. Biokata-
lizatory sa immobilizowane na elemencie detekcyjnym.
Analizowana substancja musi przeniknaé do warstwy na-
niesionego materiatu biologicznego, ktéry dokonuje jej
przetworzenia na inne substancje, bedace produktami re-
akcji mierzalnymi przez detektor. Obok bezposredniego
wykorzystania wilasciwosci katalitycznych enzymdéw sa
one uzywane posrednio do oznaczania substancji, ktore je
inhibituja. W charakterze detektorow stosowane sg uktady
jednoenzymowe i wieloenzymowe. Uktady jednoenzymo-
we pracujg w oparciu o jeden enzym, katalizujacy wybrang
reakcje, natomiast w uktadach wieloenzymowych sygnat
jest wzmacniany przez obieg analizowanej substancji czy
tez usuwanie produktéw przeszkadzajacych w pomia-
rze. Niestety oczyszczone enzymy sa drogie i niestabilne,
wrazliwe na dziatanie czynnikoéw srodowiskowych, takich
jak pH, temperatura, sita jonowa czy obecnos¢ substancji
toksycznych.

Ze wzgledu na wysokie koszty oczyszczania enzymow
poszukuje si¢ materiatow alternatywnych o analogicznych
wlasciwosciach, ale znacznie tanszych. Moga by¢ nimi
tkanki roslinne i zwierzgce zawierajace okreslone enzymy,
fragmenty komorek, organelle czy zywe mikroorganizmy
oraz sztuczne enzymy [8]. Ich zaleta jest wigksza trwatosé
wynikajaca z ochronnego dzialania pozostatych sktadni-
kéw preparatow w stosunku do enzymu, natomiast wada
jest mniejsza selektywnos¢é wynikajaca z obecnosci innych
niz pozadany enzymow oraz stosunkowo dlugie czasy
odpowiedzi. Duze potencjalne mozliwosci stwarza zasto-
sowanie calych zywych komdrek mikroorganizméw jako
detektoréw. Charakteryzuja si¢ one olbrzymig réznorodno-
$cig oraz stabilnoscia. Ponadto ich stosowanie nie wymaga
skomplikowanych procedur przygotowawczych, a dostep
do surowca jest w zasadzie nieograniczony. Mikroorgani-
zmy shuza nie tylko do wykrywania pojedynczych zwiaz-
kéw chemicznych, ale takze do okreslania ztozonych wia-
Sciwosci Srodowiska, jak na przyktad jego toksycznosci,
mutagennosci czy tez do oznaczania wskaznikow uogol-
nionych, takich jak np. biochemiczne zapotrzebowanie na
tlen [12,13].
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Tabela 2. Czynniki biologiczne mogace mie¢ znaczenie terrorystyczne wg amerykanskiej agenciji
ds. zapobiegania i zwalczania chorob (CDC — Centers for Disease Control and Prevention) [5]
Table 2. Bioterrorism-related factors according to U.S. CDC (Centers for Disease Control and Prevention) [5]

Kategoria A
czynniki o duzej zakaznosci
i Smiertelnosci

Kategoria B
czynniki o umiarkowanej zakaznosci
i Smiertelnosci

Kategoria C
patogeny nowo pojawiajgce sie
lub otrzymane na drodze
inzynierii genetycznej

Wirus ospy prawdziwej Variola vera

Gorgczka Q Coxiella burnetti

Laseczka waglika Bacillus anthracis

Brucelozy bakterie z rodzaju Brucella

Gorgczka krwotoczna

— wirus Hanta

Pateczka dzumy Yersinia pestis

Nosacizna Burkholderia mallei (Glanders)

Egzotoksyna Clostridium botulinum
— jad kietbasiany

Alfa wirusy: wenezuelskie zapalenie mozgu,
konskie zapalenie mozgu

Malajskie zapalenie mozgu

Vibrio cholerae
wirus Marburg

Pateczka tularemii Clostridium perfringens — wirus Nipah
Francisella tularensis Enterotoksyna gronkowcowa
Wirusy wywotujace goraczki krwotoczne: Bakterie wywotujgce zakazenia jelitowe:
filowi ) Salmonella spp.
— hilowirusy: Shigella dysenteriae Wirus zottej febry
wirus Ebola

Escherichia coli 0157:H7

— arenawirusy
gorgczka Lassa

Pierwotniak Cryptosporidum parvum

Wielolekooporne szczepy

wirus Junin

Trucizna pochodzenia roslinnego — rycyna

Mycobacterium tuberculosis

Receptory

Dziatanie receptoréw w biosensorach polega na wyko-
rzystaniu naturalnego powinowactwa wilasciwych biatek
lub fragmentéw protein do specyficznych substancji zwa-
nych ligandami dopetniajacymi. W poczatkowej fazie dzia-
tania tego typu sensordéw nie zachodza reakcje chemiczne,
ale powstaje termodynamiczne stabilny kompleks. Do gru-
py najczgsciej stosowanych receptoréw naleza przeciwcia-
fa. Sa to biatka produkowane przez organizmy zywe zdolne
do wiazania wnikajacych do ich wngtrza antygendw. Za-
leta przeciwcial jest wysoka selektywno$¢ oraz niedroga
i uniwersalna produkcja. Ptyny fizjologiczne i wewnatrz-
komérkowa cytoplazma komérek zwierzgcych, roslinnych
czy bakterii sg zrodlem wielu innych naturalnych i selek-
tywnych receptoréw. Do zwiazkoéw biologicznie czynnych,
zdolnych do wigzania okreslonych czasteczek, naleza inne
zwiazki niebgdace przeciwciatami, takie jak hemoglobina
czy konkanawalina A (z fasoli) wiazaca selektywnie cu-
kry. W btonach komérkowych sg natomiast ulokowane na
przyktad czasteczki biatkowe, selektywnie wiazace neu-
roprzekazniki, ich antagonistéw oraz hormony [14]. Do
selektywnego wiazania pewnych substancji na zasadzie
interkalacji zdolne sg takze kwasy nukleinowe, a szczegdl-
nie DNA, ktory jest uzywany do wykrywania niektorych
lekéw, zwiazkéw chemicznych oraz mikroorganizmow.
Unieruchomione fragmenty pojedynczej nici DNA z kon-
kretnego fragmentu genu wykorzystuje si¢ do komplemen-
tarnego wiazania materialu genetycznego z oznaczanego
mikroorganizmu. Pracujace na tej zasadzie biochipy moga
zawiera¢ wiele zintegrowanych biosensorow umozliwiaja-
cych selektywne oznaczanie wirusow, patogennych bakte-
rii, mutacji genow czy komorek rakowych [15].

Typy detekcji w biosensorach

Odbiodr sygnatu z elementu biologicznego czujnika od-
bywa si¢ poprzez przetworniki, ktére dokonuja pomiaru
zmian powstatych w wyniku polaczenia czgsci biologicz-
nej czujnika z analizowanym zanieczyszczeniem; dochodzi
woweczas do przeksztalcenia jednej formy energii w druga.

Czujnik elektrochemiczny moze stanowi¢ elektroda jo-
noselektywna lub uktad takich elektrod. Zadaniem elektrod
jest rejestracja przemian badanej substancji, jakie zacho-
dza pod wptywem czynnika biologicznego osadzonego na
elektrodzie. W przypadku czujnikéw elektrochemicznych
konieczne jest utworzenie zamknigtego obwodu elektrycz-
nego, a wigc co najmniej dwoch elektrod stanowiacych
ogniwo elektrochemiczne. Podczas procesu elektroche-
micznego nastgpuja zmiany chemiczne na elektrodach,
a tadunek jest przenoszony przez faz¢ miedzyelektrodowa
(np. elektrolit). Przeniesienie tadunku w czgsci przetworni-
kowej czujnika i wewnatrz uktadu pomiarowego, ktory jest
czescig catego obwodu, jest zawsze elektryczne, natomiast
przeniesienie fadunku w probce moze by¢ elektronowe, jo-
nowe lub mieszane. Wykorzystywane sa elektrody réznych
typow, np. inercyjne, aktywne chemicznie i modyfikowa-
ne. W zaleznosci od sposobu pomiaru efektow reakcji elek-
trochemicznej sensory dzielg si¢ na potencjometryczne,
amperometryczne i konduktometryczne [9,16].

Zasada dziatania czujnika optycznego polega na po-
miarach ilo$ciowych zmian wielkosci charakteryzujacych
promieniowanie $wietlne. Najczesciej analizuje si¢ takie
parametry, jak amplituda (natgzenie), czgstotliwosé czy
polaryzacja. W zaleznosci od charakteru i przyczyn zmian
parametréow strumienia §wietlnego rozrdznia si¢ czujniki
spektrofotometryczne, luminescencyjne i optotermiczne.
Pomiary optyczne dokonywane sg w sposob bezposredni
lub posredni. Zmiany wtasciwosci optycznych jednego ze
zwiazkow podlegajacych reakcji z materialem biologicz-
nym naniesionym na czujnik analizowane sg metoda bez-
posrednia, natomiast w metodzie posredniej stosowane sa
wskazniki, ktére zmieniaja wlasciwosci optyczne na sku-
tek przemian badanej substancji. W czujnikach optycznych
czesto wykorzystywane sg zjawiska pochtaniania, fluore-
scencji czy luminescencji. Konstrukcja miniaturowych
czujnikow optycznych byta mozliwa dzigki zastosowaniu
$wiattowodow [17].

W czujniku piezoelektrycznym wykorzystuje si¢ zjawi-
sko wysytania sygnatu elektrycznego przez krysztaly pod-
legajace naciskowi mechanicznemu oraz zjawisko drgan
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mechanicznych krysztatdéw zachodzace w zmiennym polu
elektrycznym. Poszczegdlne krysztaty piezoelektryczne
majg wlasng czgstotliwosé drgan rezonansowych, miesz-
czaca si¢ w zakresie mikrofalowym. Czestotliwos$¢ drgan
zalezy od masy krysztatu, dlatego tez przytaczeniu czaste-
czek do powierzchni krysztalu towarzyszy zmiana czestotli-
wosci rezonansowej. Do detekcji tego typu zmian stosowa-
ne sa najczesciej mikrowagi kwarcowe (QCM). Adsorpcja
oznaczanej substancji na powierzchni piezoelektryka moze
takze powodowac¢ zmiang predkosci rozchodzenia si¢ fal
akustycznych na jego powierzchni. Zjawiska te mierzone
sa za pomoca powierzchniowych rezonatoréw akustycz-
nych (SAW) [18].

Czujniki temperaturowe wykorzystuja fakt, ze kazdej
reakcji biochemicznej towarzyszy efekt cieplny. Dziataja
na zasadzie pomiaru ilo$ci ciepta wydzielanego (pochta-
nianego) podczas reakcji substancji oznaczanej z materia-
fem warstwy aktywnej czujnika biologicznego lub efektow
cieplnych absorpcji $wiatla przez roztwdr zawierajacy wy-
krywany zwiazek chemiczny. W zaleznosci od zastosowa-
nej techniki pomiarowej rozréznia si¢ czujniki kaloryme-
tryczne i przewodnosciowe [19].

Biosensory stosowanie w monitorowaniu
jakosci wody

Zanieczyszczenia chemiczne

Chemiczne techniki analityczne shuzace do kontroli
zanieczyszczen chemicznych sa kosztowne, czasochtonne
i ograniczone do testow laboratoryjnych. Koszt jest mniej-
szy, kiedy wymagane jest ilosciowe okreslenie znanego
zanieczyszczenia, jednak znacznie ros$nie przy analizach
jakosciowych 1 ilosciowych probek wielosktadnikowych.
Do statego monitorowania jakosci wody, w szczegdlnosci
wody przeznaczonej do spozycia, mozna stosowac¢ dwa
typy biosensordw, tj. specyficzne, stuzace do oznaczania
wybranej substancji chemicznej oraz szerokozakresowe,
zdolne do wykrywania ogdlnych zmian chemicznych, wy-
wotujacych glownie zaburzenia w systemach biologicz-
nych (tab. 3). Do monitorowania pojedynczych zwiazkéw
chemicznych najczesciej stosowane sg biosensory enzyma-
tyczne, ze wzgledu na ich specyficzno$é 1 wysoka czutosé.
Biosensory wykorzystujace preparaty komorkowe z szero-
kozakresowq czutoscig umozliwiaja detekcje wskaznikdéw
uogdlnionych, a takze toksycznosci, mutagennosci czy
rakotwdrczosci zanieczyszczen, bez okreslenia ich skladu
jako$ciowego i ilosciowego [20].

Biosensory enzymatyczne najczesciej wspotpracuja
z przetwornikami elektrochemicznymi. Materiat biologicz-
ny, a wigc odpowiedni enzym nanoszony jest na powierzch-
ni¢ przetwornika (np. elektroda pH, elektroda O, lub CO,
oraz elektrody jonoselektywne) i zabezpieczany membrana
do dializy lub wiazany z powierzchnia elektrody za pomo-
cgq odpowiednich metod immobilizacji. Spadek aktywno-
$ci immobilizowanego biokatalizatora moze by¢ mierzo-
ny jako zmniejszenie szybkosci reakcji biokatalityczne;j.
Spadek ten jest proporcjonalny do stgzenia wiasciwego
zanieczyszczenia. Ogoélnie, izolowany biokatalizator enzy-
matyczny moze by¢ uzyty jako wskaznik klasy zwiazkow,
czego przyktadem jest wykrywanie fosforanéw organicz-
nych poprzez detekcj¢ inhibicji acetylocholinosterazy [21].
Reakcje¢ enzymatyczng mozna monitorowaé elektroda pH,
przy czym szybkos¢ reakcji jest odwrotnie proporcjonal-
na do stezenia zwiazkdw fosforoorganicznych [11]. Ana-
logiczna metoda wykorzystywana jest do monitorowania

inhibicji takze innych enzymoéw — ureazy za pomocg elek-
trody CO,, reduktazy azotanowej za pomoca elektrody
amonowej czy hydrolazy za pomocg elektrody tlenowe;j
[22]. Stosujac modulacj¢ aktywnosci enzymu mozna ozna-
czy¢ wiele grup substancji, takich jak leki, metale cigzkie
czy pestycydy.

W charakterze bioczujnikow stosowane sa komorki
bakterii lub ich konsorcja. Naleza do nich mikroorgani-
zmy zdolne do wykorzystywania réznych zwiazkéw che-
micznych w procesach metabolicznych. Promieniowiec
z rodzaju Rhodococcus hydrolizuje pestycyd halogenowy
z uwolnieniem z komorki jonéw chlorkowych. Do moni-
torowania krotkotancuchowych weglowodorow halogeno-
wych wykorzystywany jest natomiast szczep Xanthobac-
ter autotrophicus GJ10 zdolny do syntezy dwodch typdw
halogenaz i wykorzystywania dichlorometanu jako zrodta
wegla i energii z wytworzeniem odpowiedniego alkoholu
i jonu chlorkowego [23]. Elektrochemiczny mikrosensor
wykrywajacy N,O wykorzystywany jest do analizy obec-
nosci kwaséw tlhuszczowych w $rodowisku beztlenowym.
Zasada dziatania biosensora oparta jest na zastosowaniu
szczepu Stenotrophomonas, ktory w warunkach beztleno-
wych w procesie denitryfikacji redukuje NO;~ do N,O,
wykorzystujac jako donory elektronow proste lotne kwasy
thuszczowe [24]. Bioczujniki amperometryczne kontroluja-
ce procesy respiracyjne wykorzystywane sa do wykrywa-
nia weglowodorow, np. szczep Sphingomonas yanoikuyae
B1 stosowany jest do wykrywania naftalenu, natomiast
optyczny fluoroimmunosensor stosowany jest do wykry-
wania benzo(a)pirenu [10,25].

Wskazniki uogolnione, jak np. BZT, moga by¢ ozna-
czane za pomocg czujnikéw amperometrycznych. W cha-
rakterze detektorow biologicznych wykorzystywane sa
zywe komorki pojedynczych szczepéw mikroorganizmow
lub w niektorych przypadkach osad czynny [26,27].

Specyficzne calokomodrkowe biosensory wykorzystuja-
ce zjawisko luminescencji wykrywaja weglowodory 1 me-
tale cigzkie [28]. Biosensor toluenowy zawiera gen /ux jako
reporter, ktory ulega transkrypcji z promotora (Pu) znaj-
dujacego si¢ pod kontrola transkryptycyjnego aktywatora
biatkowego XylIR. Potaczenie aktywatora z toluenem Iub
jego pochodng aktywuje promotor oraz transkrypcj¢ genu
luc. W oparciu o geny, ktorych transkrypcja podlega induk-
cyjnej regulacji skonstruowano biosensory wrazliwe na
glin, arsen, antymon, kadm, chrom, miedz, zelazo, otow,
nikiel, rt¢¢ i cynk. Do wykrywania zwiazkow przeciwbak-
teryjnych, genotoksyn czy promieniowania typu gamma
stosowane sa indukowane stresem biosensory catokomor-
kowe, zwane rowniez biosensorami semispecyficznymi.
Zasada ich dziatania opiera si¢ na transkrypcyjnej fuzji od-
powiednich promotoréw z genem reporterowym gfp, lux,
luc lub lacZ.

Zanieczyszczenia toksyczne

Zanieczyszczenie srodowiska ma charakter niejedno-
rodny, a przyczyna jego degradacji jest zwykle wiele czyn-
nikéw natury fizyczno-chemicznej. Ponadto mozliwe jest
powstawanie zwiazkow toksycznych na skutek dziatalnosci
metabolicznej organizméw zywych, przy czym metabolity
drobnoustrojowe sa czasami bardziej toksyczne niz zwigzki
bedace substratami pokarmowymi [2,30]. Charakterystyka
sktadu ilosciowego i jakosciowego zanieczyszczen nigdy
nie obrazuje w petni szkodliwosci zanieczyszczen w sto-
sunku do organizméw zywych. Obiektywna oceng stopnia
zagrozenia daja jedynie badania toksykologiczne [29].
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Tabela 3. Czujniki biologiczne do wykrywania zanieczyszczen chemicznych w wodzie [9-11]
Table 3. Biosensors used to detect chemical water pollutants [9-11]

Wskaznik Element biologiczny czujnika Przetwornik Granica wykrywalnosci
Biochemiczne zapotrzebowanie Kgnsorcjum ] elektrochemiczny (amperometryczny) mierzalne minir'r;um
na tlen mikroorganizmow 0,088g0,/m
Eiaotclzzr?miczne zapotrzebowanie Pseudomonas putida optyczny mier(z)%lréeo r;}irr:]ismum
(l\/écsiglsa;tory hormonaine Receptor estrogenu optyczny SPR 0,1mg/m?3
?{Izcgjglsa;tory hormonalne Receptor estrogenu elektrochemiczny (woltametryczny) 0,02mg/m?3
Daunomycyna DNA elektrochemiczny (chronopotencjometryczny) 0,3g/m?®
Polichlorowane bifenyle DNA elektrochemiczny (chronopotencjometryczny) 0,2g/m?®
Aflatoksyna DNA elektrochemiczny (chronopotencjometryczny) 10g/m3
Alkilobenzenosulfoniany Osad czynny elektrochemiczny (amperometryczny) <6g/m3
Zwigzki fenolowe Pseudomonas putida elektrochemiczny (amperometryczny) 100 mmol/m3
Chlorofenole Rhodococcus elektrochemiczny (amperometryczny) 0,004+0,04 mol/m3
p-Nitrofenol Arthrobacter elektrochemiczny (amperometryczny) 0,2mmol/m3
Naftalen Sphingomonas yanikuyae B1 | elektrochemiczny (amperometryczny) 0,01+3g/m3
Azotyny Nitrobacter vulgaris elektrochemiczny (amperometryczny) >10mmol/m?3
Cyjanki Saccharomyces cerevisiae elektrochemiczny (amperometryczny) 0,15+15umol/m3
Lotne kwasy ttuszczowe Stenotrophomonas sp. analizator N,O 1 mmol/m3
Zwigzki organofosforowe Enzym (AChE) optyczny 2g/m3

Monitoring toksykologiczny wody powinien by¢ pro-
wadzony przy uzyciu organizméw wskaznikowych (biow-
skaznikow, bioindykatoréw) reprezentujacych wszystkie
poziomy troficzne i charakterystycznych w badanym eko-
systemie [29]. W laboratoriach na calym $wiecie w stan-
dardowych biotestach wykorzystuje si¢ olbrzymia liczbe
gatunkéw wskaznikowych. Klasyczne badania ekotoksy-
kologiczne sa bardzo pracochtonne, drogie i czasochtonne.
Obecnie wprowadzane sg szybkie gotowe testy, sprzeda-
wane w postaci pakietow, pozwalajace na oceng toksycz-
nosci w krotkim czasie, nawet przez niewyspecjalizowany
personel. Zaleta tych testow jest prostota i tatwos¢ wyko-
nania, duza wrazliwo$¢ uzywanych organizmow testowych
i wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikéw.

W badaniach prowadzonych zestawem Toxkit przedsta-
wicielami zooplanktonu sa wrotki Brachionus calyciflorus
(Rotoxkit F), wrotki morskie Brachionus plicatilis (Roto-
xkit M), larwy stonowodne z rodzaju Artemia (Artoxkit M),
skorupiaki Daphnia magna (Daphtoxkit F), Ceriodaphnia
dubia (Ceriodaphtoxkit F), Thamnocephalus platyurus
(Thamnotoxkit F), Heterocypris incongruens (Ostracodto-
xkit F) oraz pierwotniaki Tetrahymena thermophila (Pro-
toxkit F). Przygotowano takze testy wykorzystujace glony
Selenastrum capricornutum (Algaltoxkit F) [30]. Czas wy-
konania testow wynosi od kilku do kilkunastu déb, a wyni-
ki monitoringu wody znane sa z duzym opdznieniem.

Duze nadzieje wiaze si¢ z zastosowaniem testu o na-
zwie IQ-Tox™ do wykrywania substancji toksycznych
w wodzie przeznaczonej do spozycia. Organizmem testo-
wym jest Daphnia magna, bezkregowiec z dobrze wy-
ksztatlconym przewodem pokarmowym. W tescie obserwu-
je si¢ wpltyw zanieczyszczen chemicznych na odzywianie
skorupiaka substratem (galaktoza) polaczonym z marke-
rem fluorogennym. Organizmy zdrowe rozkladaja cukier
z uwolnieniem fluorogennego markera, natomiast substan-
cje toksyczne ograniczaja mozliwos¢ wykorzystania cukru

jako pokarmu, co powoduje spadek swiecenia. Technologia
ta pozwala oceni¢ jako$¢ wody w ciggu 75 min. W ramach
amerykanskiego programu ETV (Environmental Techno-
logy Verification) wykazano, z testem IQ-Tox™ mozna
wykry¢ zanieczyszczenia na poziomie 2+20-krotnie mniej-
szym niz dawka $miertelna dla czlowieka.

Potencjalne mozliwosci przyspieszenia badan daja
takze takie testy, jak Microtox czy ToxAlert. Wykorzystu-
ja one do oceny toksycznosci bakterie luminescencyjne
zdolne do emitowania $wiatta (Photobacterium (vibrio) fi-
sheri, P. phosporeum i Beneckea harley) [31]. W systemie
transportu elektronow u tych bakterii lucyferaza katalizuje
utlenienie zredukowanego substratu (zredukowanego mo-
nonukleotydu flawinowego, fosforanu ryboflawinowego
lub dwunukleotydu flawinowo-adeninowego), a podczas
tego procesu zachodzi luminescencja §wietlna mierzona za
pomoca fotometru. Pozostate substraty uczestniczace w tej
reakc;ji to tlen i dlugotancuchowy aldehyd. Geny odpowie-
dzialne za luminescencje moga by¢ przenoszone za pomo-
cg genu hybrydowego do innych bakterii powszechnie wy-
stepujacych w $rodowisku.

Wiele konstruowanych obecnie biosensoréw wykorzy-
stuje bakterie $wiecace do oznaczania toksycznosci, a nie-
ktére z nich zmienione genetycznie moga monitorowac
pojedyncze zanieczyszczenia. Mikroorganizmy te maja
wbudowany plazmid, ktérego geny koduja lucyferazg be-
daca pod kontrolg promotora rozpoznajacego odpowiedni
zwigzek. Popularnym typem czujnikow wykorzystywanych
w badaniach toksykologicznych sa biosensory amperome-
tryczne. W ich przypadku szybko$¢ metabolizmu zywych
komorek bakterii monitorowana jest elektroda tlenowa,
a wzrost toksycznosci zwigzany jest ze spadkiem szybko-
$ci respiracji komorek immobilizowanych na elektrodzie
i ilos¢ pobranego tlenu w roztworze spada. Przykladem
biosensora amperometrycznego jest Cellsense® wykorzy-
stujacy komorki bakterii Escherichia coli [32].
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Zanieczyszczenia mutagenne i rakotworcze

Z badan epidemiologicznych wynika, ze wiele zwiaz-
kéw wystepujacych w srodowisku wodnym moze odgry-
wac wazna rolg w etiologii choréb nowotworowych u lu-
dzi. Nalezg do nich uboczne produkty dezynfekcji wody
[33,34]. Wykrywanie 1 ocena stopnia zanieczyszczenia
srodowiska tego typu substancjami staje si¢ jednym z waz-
niejszych problemdéw zwiazanych z ochrona stanu zdrowia
cztowieka [35,36]. Duze zréznicowanie sktadu ilosciowego
ijakosciowego zanieczyszczen utrudnia jednoznaczna oce-
n¢ zar6wno istniejacego stanu zagrozenia, jak i przewidy-
wanie skutkow skazenia. Zastosowanie do tego celu metod
analitycznych nastrgcza wiele probleméw. Wynikaja one
z faktu, ze niektére zanieczyszczenia wystepuja w srodo-
wisku w ilo$ciach sladowych, a do ich wykrycia potrzebne
sa niezwykle czute metody instrumentalne. Dlatego tez po-
szukuje si¢ metod alternatywnych, pozwalajacych na wy-
konanie takich badan w krétkim czasie (tab .4). Metod tego
rodzaju opracowano juz wiele, wszystkic one opieraja si¢
w swoich zatozeniach na hipotezach wyjasniajacych me-
chanizm kancerogenezy chemicznej lub na ilosciowej oce-
nie pewnych efektéw dziatania zwiazkow rakotworczych.
Wyniki badan pozwalaja okresli¢, czy zwiazek lub jego
metabolity sa zdolne do wejscia w reakcje z DNA i wywo-
fa¢ uszkodzenie genetyczne. Do wstepnej analizy zwiaz-
kéw chemicznych wykazujacych dziatanie mutagenne lub
rakotwdrcze stosuje si¢ metody wykorzystujace bakterie,
grzyby, rosliny lub owady, a takze hodowle in vitro wybra-
nych tkanek ludzkich lub zwierzecych. Najprostszym mo-
delem doswiadczalnym sg bakterie, ze wzgledu na tatwosé
hodowli, szybki wzrost i mozliwo$¢ uzyskania wynikéw
badan w ciggu kilku déb [35,36]. Genetyka bakterii jest do-
brze poznana, a w tym takze mechanizm naprawy uszko-
dzonego DNA oraz zwiazana z tym indukcja mutacji, co
utatwia prawidtowy dobor szczepdéw testowych. Badania
prowadzone sa zwykle na szczepach Salmonella typhimu-
rium, Escherichia coli i Bacillus subtilis [37,38].

Jednym z powszechnie stosowanych jest test opracowa-
ny przez Bruce'a Amesa [39]. Zasada testu Amesa polega na
okresleniu mutacji powrotnych z histydynowej auksotrofii
do prototrofii w wielu specjalnie skonstruowanych mu-
tantach szczepdw Salmonella typhimurium LT2. Szczepy

Tabela 4. Testy do szybkiego wykrywania substancji

mutagennych w wodzie [30,40]
Table 4. Rapid tests for water mutagenicity determination [30,40]

Organizm Czas ‘x
Test testowy analizy Czulose
Test Amesa Sal mon e_lla 48h akceptowana
typhimurium
Mutatest Salmone{la 24h porownywalna
typhimurium z testem Amesa
) Salmonella 1000-krotnie wieksza
Vitotox typhimurium 3h od testu Amesa
SOS-LUX- | Escherichia 1+5h poréwnywalna
TEST coli ’ z testem Amesa
2+25-krotnie wigksza
Test Vibrio I . od testu Amesa
harveyi Vibrio harveyi 48h w zaleznoci
od mutagenu
T . poréwnywalna
Mutatox Vibrio fisheri 24h 7 testem Amesa
SOS Escherichia 24h 7-krotnie wigksza
Chromotest | coli od testu Amesa

testowe sa mutantami zywieniowymi niezdolnymi do syn-
tezy histydyny. Pod wplywem substancji o wtasciwosciach
mutagennych dochodzi do rewersji mutacji i przywrocona
zostaje zdolno$¢ do syntezy histydyny. W postaci klasycz-
nej test wykonuje si¢ metoda ptytkowa, a pojawienie si¢
kolonii rewertantow na podtozu bez histydyny jest miarg
aktywnosci mutagennej badanego zwiazku. W biosenso-
rach wykorzystujacych histydynozalezne szczepy Salmo-
nella typhimurium czujnik amperometryczny umieszczony
w hodowli pozbawionej histydyny reaguje na mutagen
spadkiem natgzenia pradu wynikajacego ze wzrostu re-
spiracji komorek rewertantow. Komercyjna odmiang testu
Amesa sa testy Mutatest i Vitotox bazujace na genach od-
powiedzialnych za $wiecenie wprowadzonych do szcze-
péw testowych. Synteza lucyferazy u tych szczepdéw pod-
lega odblokowaniu (derepresji) pod wplywem substancji
uszkadzajacych material genetyczny. Systemy pomiaru
luminescencji sa catkowicie automatyzowane, co zapewnia
szybki pomiar genotoksycznosci [40-43].

Innym czgsto stosowanym testem bakteryjnym jest
test reperacyjny — rec-assay. Metoda ta polega na badaniu
zwigkszonego dziatania $miertelnego (letalnego) zwiaz-
kéw mutagennych na komorki mutantow bakterii Bacillus
subtilis [36]. Mutanty te nie maja zdolnosci do reperowania
uszkodzen w DNA za pomoca rekombinacji (rec—), w prze-
ciwienstwie do szczepu dzikiego (rect+). Reperacja rekom-
binacyjna jest jedna z metod naprawy stosowanych przez
komorke (obok fotoreaktywacji, reperacji przez wycinanie
i SOS). Komorki pozbawione jej maja jednoczesnie osta-
bione pozostate systemy naprawcze, dlatego nawet sto-
sunkowo niewielkie uszkodzenia DNA mogg powodowaé
u nich zahamowanie wzrostu. A wigc, w przeciwienstwie
do testu Amesa, w tescie rec-assay badana probka o wta-
Sciwosciach mutagennych nie powoduje mutacji w ko-
morkach testowych lecz degradacjg DNA, ktora hamuje
dalszy ich wzrost (komorka nie potrafi naprawi¢ uszkodze-
nia). Szczep dziki natomiast jest w stanie rosna¢, dopoki
sila dziatania mutagenu nie przekroczy mozliwosci na-
prawczych komdrek. W biosensorach elektrochemicznych
opracowanych na bazie tego testu spadek liczebnosci bak-
terii jest mierzony za pomocg pomiaru respiracji komorek
szczepow testowych osadzonych na elektrodach. Spadek
respiracji jest natychmiast konwertowany na sygnat elek-
tryczny, co umozliwia oznaczenie mutagennosci w ciagu
godziny. Czutos¢ mikrobiologicznego sensora jest wigksza
niz testu reparacyjnego rec-assay oraz testu Amesa. I1o$¢
wykrywanego aminofluorenu AF wynosita w przypadku
biosensora 1,6 ug/cm>, natomiast w przypadku testu rec-
assay — 5,0 ug/cm?, a testu Amesa — 106 pg/cm? [44].

W 1982r. opracowano nowa metod¢ wykrywania
zwiazkow zdolnych do uszkadzania DNA. Jest to test bak-
teryjny zwany SOS-Chromotest, w ktorym stosowane sa
odpowiednio przygotowane szczepy Escherichia coli. Test
ten opiera si¢ na indukcji funkcji genu sfi4 nalezacego do
systemu SOS przez zwiazek uszkadzajacy DNA. Poziom
indukcji oznaczany jest w prostym oznaczeniu kolory-
metrycznym, jako aktywnos¢ B-galaktozydazy. Dzieje sig
tak na skutek fuzji operondw sfid i lacZ; gen sfiA wchodzi
w sktad systemu reperacji SOS, natomiast gen /acZ odpo-
wiedzialny jest za syntez¢ enzymu galaktozydazy bioracej
udziat w rozktadzie laktozy. System reperacji SOS jest sys-
temem indukowanym, a nie konstytutywnym. Uruchamia-
ny jest w komoérce w momencie jej zagrozenia smiercia.
W normalnych komérkach bez uszkodzonego DNA system
ten podlega represji przez biatko lexA. Uszkodzenie DNA
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powoduje zwigkszenie poziomu produktu genu recA+.
W wyniku indukcji nastepuje wzrost aktywnosci proteoli-
tycznej biatka recA, degraduje ono biatko lexA i derepre-
sjonuje system SOS. W rezultacie obserwuje si¢ ekspresje
operonu poddawanego fuzji sfid;lacZ. Zwigkszenie pozio-
mu produktu genu recA+ powoduje takze, ze wytworzone
biatko modyfikuje polimeraz¢ DNA III, ktéra replikuje
DNA w sposéb ciagly wlaczajac na przeciw uszkodzonych
fragmentdow DNA dowolne zasady. Proces ten powoduje
wzrost ilosci mutacji, ale przezywalno$¢ komorek wzrasta.
Poza kilkoma wyjatkami, wspdtczynniki indukcji oznaczo-
ne w tescie SOS-Chromotest wykazuja wysoka zalezno$é
ilosciowa z aktywnos$cia mutagenng zwiazkow oznaczona
testem Amesa. Ponadto ma on kilka istotnych zalet, m.in.
prostote wykonania, szybkie uzyskanie wyniku (kilka go-
dzin), stosowanie tylko jednego szczepu testowego, przy
czym wymagane jest przezywanie tego szczepu. Z tego
wzgledu wydaje sig, ze test ten mozna szczegdlnie polecaé
do szerokiego stosowania w rutynowej ocenie wiasciwosci
genotoksycznych réznych zwigzkéw chemicznych [30].
Oznaczenie genotoksycznosci mozna wykonywac
w sposob bardzo szybki w systemie opartym o biosensory
SOS-LUX-TEST wykorzystujac bakterie testowe Escheri-
chia coli wzbogacone o operon /ux pochodzacy z Photo-
bacterium leiognathi. Za pomoca mikroptytkowego lumi-
nometru wynik analizy mozna otrzymac juz po 5 h. Bakterie
luminescencyjne Vibrio fisheri sa bezposrednio stosowane
do pomiaru genotoksycznosci probek srodowiskowych.
W tescie Mutatox wykorzystuje si¢ szczepy pozbawio-
ne zdolnosci $wiecenia. Substancje mutagenne powoduja
przywrocenie zdolnosci §wiecenia, jednakze czas przepro-
wadzenia testu jest dtuzszy i wynosi od 16h do 24 h [45].

Zanieczyszczenia mikrobiologiczne

Drobnoustroje szeroko rozpowszechnione w wodach
powierzchniowych, a takze podziemnych moga stanowié
powazny problem zdrowotny. Wsrdd drobnoustrojow prze-
noszonych droga wodna znajduje si¢ wiele patogenow, kto-
re moga zakazi¢ czlowieka podczas rekreacji, uprawiania
sportu, mycia owocoOw i warzyw czy tez picia wody wodo-
ciaggowej. Do najbardziej typowych bakterii bezwzglednie
chorobotwodrczych pojawiajacych si¢ w zanieczyszczonych
wodach powierzchniowych naleza pateczki duru brzuszne-
go Salmonella typhi, a takze inne Gram-ujemne bakterie
z rodzaju Salmonella, ktore sa przyczyna roéznorodnych
zakazen przewodu pokarmowego, objawiajacych si¢ wy-
miotami i biegunka. Nieco rzadziej w zanieczyszczonych
zbiornikach wodnych wystepuja Gram-ujemne pateczki
z rodzaju, Shigella, ktore powoduja czerwonke bakteryjna.
W wodach powierzchniowych w krajach tropikalnych cze-
sto spotyka si¢ bakterie z gatunku, Vibrio cholerae, czyli
przecinkowce cholery. Wody powierzchniowe, do ktorych
odprowadzane sg scieki bytowo-gospodarcze moga takze
zawiera¢ inne drobnoustroje chorobotwdrcze. Konieczne
jest ustalenie wiruséw wskaznikowych oraz opracowanie
metod pobierania niezbednych objg¢tosci wody i sposobu
jej zageszczania w celu ich wykrycia. Zanieczyszczona
woda moze by¢ takze przyczyna schorzen przewodu pokar-
mowego spowodowanych przez pierwotniaki. Wigkszos¢
pasozytniczych pierwotniakéw produkuje cysty, ktére sa
w stanie przetrwaé poza organizmem gospodarza w nie-
korzystnych warunkach srodowiskowych. Gdy warunki te
ulegaja poprawie z cyst rozwijaja si¢ tzw. trofozoity, po-
stacie wegetatywne wystepujace u cztowieka. Rutynowa
analiza sanitarna wody nie obejmuje obecnie testow na
obecnos¢ pierwotniakéw chorobotwoérczych. Przyjmuje

si¢ za wystarczajacq analiz¢ stopnia skazenia wody bak-
teriami z rodzaju Clostridium. Przetrwalniki tych bakterii,
tak samo jak cysty pasozytniczych pierwotniakow (Cryp-
tosporidium parvum, Giardia lamblia), sa bardzo oporne
na dzialanie dezynfektantow. Wykrycie bakterii z rodzaju
Clostridium jest technicznie bardziej proste od poszukiwa-
nia pierwotniakow pasozytniczych i daje duzg pewnosé, ze
woda oczyszczona jest wolna od pierwotniakdw i jaj roba-
kéw chorobotworezych (helmintow) [46].

Mikroorganizmy chorobotworcze Wystqpujqw Sciekach
i w wodach powierzchniowych w znacznie mniejszych
ilosciach niz pozostate drobnoustroje. Z tego tez wzgledu
jest je trudniej wykry¢ niz wystepujace masowo w wodzie
bakterie saprofityczne, tym bardziej, ze w celu ich identyfi-
kacji konieczne jest stosowanie znacznie bardziej skompli-
kowanych metod diagnostycznych. Dlatego tez badania ru-
tynowe koncentruja si¢ przede wszystkim na wykrywaniu
bakterii wskazujacych na kalowe zanieczyszczenie wody.
Do oceny jakosci sanitarnej wody przeznaczonej do spozy-
cia najpowszechniej wykorzystywana jest Escherichia coli
i paciorkowce katowe (enterokoki), Pseudomonas aerugi-
nosa w przypadku wody wprowadzanej do opakowan jed-
nostkowych, wody w cysternach i zbiornikach, Legionella
sp. w przypadku wody cieplej, natomiast wod¢ poddawang
procesowi oczyszczania charakteryzuja dodatkowo takie
wskazniki, jak bakterie grupy coli i laseczki z rodzaju Clo-
stridium, bakterie redukujace siarczyny oraz ogdlna liczba
mikroorganizméw psychroﬁlnych i mezofilnych [47].

Do wykrywania organizméw wskazmkowych stoso-
wane sa konwencjonalne metody wymagajace selektywnej
hodowli oraz wykonania charakterystyki biochemiczne;j
i serologicznej. W niektorych przypadkach analiza jest
wieloetapowa. Metody te sa bardzo czute i selektywne,
ale czasochtonne — do osiagnigcia koncowych wynikow
potrzebne sa nawet tygodnie. Wzrost publicznej uwagi
skierowany na bezpieczenstwo srodowiska prowadzi do
poszukiwan technologii zdolnych do szybkiej identyfikacji
zrodia skazenia. Testy enzymatyczne oraz biosensory za-
czynaja odgrywa¢ wazna rol¢ w srodowiskowym monito-
ringu patogendw. Liczebno$¢ mikroorganizméw w probcee
moze byé oznaczona poprzez monitorowanie metabolizmu
mikroorganizmoéow. Za pomocg przetwornikdw mozna ana-
lizowaé¢ pobor tlenu oraz obecno$¢ lub brak metabolitow
aktywnych elektrochemicznie. Czuly i specyficzny system
detekcji patogenow i wirusow stanowi proliferacja kwaséw
nukleinowych oraz technologie detekcji oparte na reakcjach
immunologicznych. Detekcja DNA jest bardziej specyficz-
na niz immunologiczna i jej czutos¢ moze by¢ zwigkszona
dzigki metodzie tancuchowej reakcji polimerazy (PCR).
Sondy genetyczne znajduja zastosowanie w wykrywaniu
mikroorganizmow chorobotwdrczych w systemach wodo-
ciagowych, zywnosci lub w tkankach roslinnych, zwierze-
cych i ludzkich. Detekcja immunologiczna z drugiej strony
jest szybsza i moze znalez¢ zastosowanie do wykrywania
nie tylko mikroorganizméw, ale takze biotoksyn.

W sposob klasyczny organizmy wskaznikowe, takie jak
bakterie z grupy coli i Escherichia coli moga by¢ wykry-
wane przy wykorzystaniu metody fermentacyjno-probow-
kowej na podtozu ptynnym lub metoda bezposredniego
posiewu poszczegblnych rozcienczen wody na selektyw-
ne podtoze state oraz metoda filtracji membranowej [46].
Wada tych oznaczen jest gtownie ich czasochtonnosé. Al-
ternatywnymi w stosunku do metod konwencjonalnych sa
testy enzymatyczne. Testy enzymatyczne wykrywajace
Escherichia coli bazuja najczgsciej na reakcji hydrolizy
substratu fluorogennego [48].
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Komercyjnie uzywanych jest kilka tego typu testow.
Metoda z zastosowaniem testu Colitag™ polega na wy-
krywaniu dwdch enzymoéw — B-glukuronidazy oraz B-gala-
ktozydazy, ktére sa charakterystyczne odpowiednio dla
bakterii E. coli oraz organizmdéw typu coli. Liczebno$é
bakterii z grupy coli oznaczana jest dzigki zastosowaniu
substratu chromogennego, mianowicie orto-nitrofeny-
lo-B-D-galaktopiranozydu (ONPG). Po hydrolizie przez
(-galaktozydazg ONPG przybiera wyrazny zotty kolor,
potwierdzajac obecnos$¢ bakterii z grupy coli w probcee.
Wykrywanie bakterii £. coli mozliwe jest dzigki zastoso-
waniu fluorogennego MUG (4-metyloumbeliferylo-p-D-
glukuronian), swoistego w przypadku B-glukuronidazy.
Uboczny produkt reakcji 4-metyloumbeliferon charaktery-
zuje si¢ fluorescencja po ekspozycji na $wiatto nadfioleto-
we. Test ten jest przeznaczony do badania probek wody na
obecnos¢ organizmow typu coli i/lub bakterii E. coli w cia-
gu 24+2h i nie wymaga zastosowania kolejnych testow
potwierdzajacych ani sprawdzajacych.

Test Colilert (AC) jest komercyjnie uzywany do ozna-
czania liczebnosci bakterii z grupy coli i E. coli w préob-
kach srodowiskowych [49-51]. Zawiera on dwa substraty
O-nitrofenylo-p-D-glukuronian i MUC, specyficzne w ba-
daniu odpowiednio catkowitej liczby bakterii grupy coli
i E. coli. Testy okazaly si¢ wielkim sukcesem, ale maja
takze kilka mankamentoéw. Jednym z nich jest fakt, ze nie
wszystkie szczepy E.coli pochodzace z ludzkich odchodow
sa fluorogenne [52]. Ponadto mikroalgi i makrofity moga
produkowaé [B-glukuronidaz¢ i [P-galaktozydaze ktore
w duzych stgzeniach moga by¢ przyczyna uzyskiwania wy-
nikow fatszywie dodatnich [53]. Testy tego rodzaju moga
by¢ uzywane zarowno jako testy jakosciowe (obecne/nie-
obecne), jak 1 testy ilosciowe. Przy czulosci 1 mikroorga-
nizm w 100 cm? badanej probki testy nie wymagaja przygo-
towywania pozywek, filtrowania prébek ani potwierdzania
wynikéw (tab. 5).

Tabela 5. Rodzina testow biochemicznych do oznaczania

w wodzie mikroorganizmow wskaznikowych

Table 5. Biochemical tests for microbiological indicator
determination in water

Test Wykrywane mikroorganizmy Czas analizy
Colilert® bakterie grupy coli i E.coli 24h
Colilert®-18 | bakterie grupy coli i E.coli 18h
Colisure bakterie grupy coli i E.coli 24h
Enterolert™ | enterokoki 24h
Colitag™ bakterie grupy coli i E.coli 24h

Ostatnio coraz czgsciej wskazuje si¢ na koniecznos¢
stosowania w charakterze wskaznikdéw jakosSci sanitarnej
wody mikroorganizméw patogennych oraz bakteriofagdw
sygnalizujacych obecnos$é wirusow, jednakze w tym ostat-
nim przypadku nie dopracowano si¢ jeszcze odpowied-
nich metod. Do wykrywania patogennej E.coli O157:H7
opracowano wiele testow (tab. 6). Jest to szczep entero-
hemolityczny wywotujacy choroby przewodu pokarmo-
Wego i moczowego, a pPrzenoszony poprzez zywnosé oraz
droga wodna. W opracowanym sensorze enzymatycznym
[54] bakteryjny antygen umieszczony zostat mi¢dzy dwo-
ma przeciwciatami, przy czym jeden jest specyficzny dla
E.coli O157:H7 i nieznakowany, a drugi znakowany fos-
fataza. Po dodaniu substratu elektroaktywny produkt mie-
rzony jest woltametrycznie. Czujnik jest w stanie w ciagu
80 min oznaczy¢ 4,7-103 kom./cm? [55].

Tabela 6. Metody wykrywania Escherichia coli O157:H7 [55]
Table 6. Methods used to detect Escherichia coli O157:H7 [55]

Cza .
Metodal/test uzyskania W kG rar;f; a(‘)éci
wyniku yKryw

Metoda ptytkowa 1+7d 1jtk/100cm?3
Testy biochemiczne 1+7d 1jtk/100cm?
Test immunoenzymatyczny . . . 3
(ELISA) 12h+2d 10+100jtk/cm
Test bakteriofagowy 40N 3
fluorescencyjny 10h 10+100jtk/cm

Immunoenzymatyczne testy

- 3:104 3
chemiluminescencyjne 6+8h 10°+10%kom./em

0,5+1jtk/cm3
10+100jtk/cm3

Immunotesty kapilarne 7h

Immunotesty fluorescencyjne 6h

tancuchowa reakcja

polimerazy (PCR) 2+24h

102+105jtk/cm?3

Wielokrotna tancuchowa

reakcja polimerazy 24h 1+2jtk/cm3
(Multiplex PCR)

tancuchowa reakcja

polimerazy w czasie 6+12h 107 jtk/cm3
rzeczywistym (RT-PCR)

Laserowo indukowana . .
fluorescencja kilka godz. pojed. org.
Biosensor swiattowodowy ok. 30min 5,2x102jtk/g
Biosensor SPR (plazmowy 1h 5%107 jtk/cm3
rezonans powierzchniowy) !
Mikromacierzowa <1h 55jtk/cm?3
Molekularna 1+6h 1+103jtk/cm?3
Systemy zintegrowane 16+45min | 102+10%org./cm?

(lab-on-a-chip)

Do wykrywania E. coli O157:H7 w testach enzyma-
tycznych jest réwniez wykorzystywana technika ELISA,
ktora gwarantuje detekcje na poziomie 100 jtk/cm? i wyso-
ka czulos¢, lecz jej wada jest rozwlekta procedura wstep-
nego namnazania badanych drobnoustrojéw trwajaca co
najmniej 4h [56].

W ostatnich latach rozwingty si¢ techniki bazujace na
osiggnigciach biologii molekularnej. Sondy genetyczne
acza si¢ z okreslonym mikroorganizmem lub jego specy-
ficznym sktadnikiem, a powstajacy kompleks poddawany
jest detekcji. Najczesciej stosowanymi sondami sa kwasy
nukleinowe do detekcji DNA lub RNA oraz czasteczki
przeciwcial do detekcji biatek weglowodandw lub lipidow.
Analizuje sie, czy sekwencja zasad w sondzie jest komple-
mentarna do sekwencji charakterystycznej w przypadku
oznaczanego mikroorganizmu. Reakcja tancuchowa poli-
merazy (PCR), umozliwiajaca zwielokrotnienie DNA, jest
technika genetyczna wspomagajaca identyfikacje mikro-
organizmoéw. Ta metoda wykrywania E. coli czesto wy-
korzystuje specyficzne geny. Na przyktad geny lacZ lub
lamB sa zwielokrotniane za pomocg tancuchowej reakcji
polimerazy i oznaczane za pomocg sondy genetycznej. Wy-
korzystujac PCR mozna wykry¢ E. coli w wodzie w ilo$ci
1+5kom./100cm? [57]. W innym typie tancuchowej reak-
cji polimerazy do oznaczania E. coli uzywa si¢ genu uidA
kodujacego B-glukuronidazg znajdujaca si¢ u E. coli 1 Shi-
gella. Gen uidA jest wykrywany za pomoca sondy i wtedy
w potaczeniu z PCR mozna oznaczy¢ 1+2 komorki, ale bez
mozliwosci rozréznienia E. coli i Shigella [58—60].
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Multiplex PCR jest modyfikacja testu PCR przydatng
do wykrywania zywych komorek E.coli O157:H7 w gle-
bie i wodzie na poziomie detekcji 1jtk/cm® w wodzie do
picia i 2jtk/g w glebie [61]. Ogodlnie techniki genetyczne
sa skuteczng metoda detekcji, ale z drugiej strony takze
maja wiele wad, jak np. mozliwo$¢ zwielokrotniania mate-
riatu genetycznego pochodzacego z obumartych komorek,
skomplikowana interpretacja danych oraz bardzo zawita
metodyka eksperymentu [55].

Obecnos¢ bakterii fekalnych z grupy coli w wodzie nie
koreluje bezposrednio z iloscig przypadkéw zakazen jeli-
towych u jej konsumentow. Dlatego tez do oceny jakosci
bakteriologicznej wody wykorzystuje si¢ takze oznaczenie
liczebnosci enterokokow. Stwierdzono, ze s one natural-
nymi mieszkancami drég pokarmowych ssakow i ptakow,
czasami wykrywano je u owadéw 1 gadow [62]. Ich cecha
charakterystyczng jest wysoka oporno$¢ na antybiotyki
i srodki dezynfekcyjne [63,64]. Enterokoki sa tak samo
rozpowszechnione jak bakterie z grupy coli, nie namnazaja
si¢ w wodzie, ale ich czas przezywania jest znacznie dtuz-
szy 1 pozostaja w wodzie tak dtugo jak specyficzne pato-
geny. Czasami sg trudne do wykrycia z powodu zwiazania
z osadem dennym, zooplanktonem czy piaskiem [65]. Do-
tychczas najlepsza metoda ich analizy jest metoda klasycz-
na, polegajaca na filtracji wody przez filtr membranowy
i hodowli na podtozu selektywnym. Czas trwania analizy
wynosi 24+48h. Zastosowanie fluorogennego substratu
zmniejsza czas analizy z 48 h do 24 h, ale jest drogie.

Enterolert™, opracowany przez IDEXX Laboratories
(Westbrook, ME, USA), jest potautomatycznym testem do
oznaczania enterokokéw metoda NPL. Enterolert™ moze
by¢ wykorzystany do wykrywania obecnosci enterokokow,
ale jedynie przy ich duzej liczebnosci w wodzie [58,66].
Ostatnio wykorzystuje si¢ technik¢ PCR do oznaczania
enterokokéw w srodowiskowych probkach wody przez
amplifikacj¢ segmentu 16S rRNA regionu [67]. Metoda ta
daje dobre rezultaty przy liczebnos$ci bakterii wynoszacej
>600jtk/100 cm?, natomiast przy mniejszym skazeniu ko-
nieczne jest wstgpne namnozenie drobnoustrojow. Ponadto
enterokoki nie s3 wykrywane w probkach o duzym skaze-
niu fekalnym z powodu obecnos$ci czynnikdw inhibituja-
cych. Niemniej jednak przy stosunkowo czystych probkach
czas analizy wynosi 3h. Stwierdzona korelacja migdzy
PCR a metoda filtracji membranowej dowodzi, ze PCR jest
obiecujaca technika, ale wymaga dalszych badan [61].

Ostatnio zbudowano kilka biosensorow piezoelek-
trycznych do detekcji skazen mikrobiologicznych. Wyniki
oznaczania bakterii Salmonella typhimurium w ptynnych
probkach przez immunosensor bazujacy na fali akustycz-
nej opublikowano w pracy [68]. Granica detekcji wynosita
okoto 100kom./cm? w czasie ponizej 2min. W badaniach
[69] wykryto bakterie z gatunku Salmonella enteritidis
i Listeria monocytogenes w rzeczywistym czasie uzywa-
jac sensora SPR (plazmowy powierzchniowy rezonans)
bazujacego na przeciwciatach immobilizowanych na po-
wierzchni czujnika pokrytego ztotem. Bakterie te byty wy-
krywane w liczbie 10°kom./cm?.

Na uzytek kontroli jakosci wody, procesow przemy-
stowych oraz zagrozen terrorystycznych budowane sa
kompleksowe systemy alarmowe oparte na biosensorach
do wykrywania drobnoustrojow chorobotworczych, a tak-
ze biotoksyn. Firma wiodaca w komercjalizacji techniki
SPR wykorzystywanej biosensorach jest Biacore (Phar-
macia) ze Szwecji. Czujniki $wiattowodowe oplaszczone
przeciwcialem stanowia podstawe systemu Analyte 2000,

gdzie stosujac cztery sondy mozna dokona¢ analizy czte-
rech prébek jednoczesnie. Granica wykrywalnos$ci testu
wynosi 3+30 komoérek bakterii w 1cm?, a czas wykonania
analizy — 20min. System RAPTOR [70] jest juz w pehni
zautomatyzowany, o podwyzszonej czutosci, a przede
wszystkim mozliwy do wykorzystania w warunkach po-
lowych. Pozwala na wykrycie nie tylko bakterii, ale tak-
ze wirusow, pierwotniakéw i toksyn drobnoustrojowych.
Granica wykrywalnos$ci w przypadku cyst Giardia wynosi
5-10* w 1 cm® w ciagu 10 min. Przeprowadzenie badan ge-
netycznych w warunkach polowych umozliwia RAPID —
zautomatyzowany system, gdzie identyfikacji dokonuje si¢
metoda RT-PCR (fancuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym) [71].

Podsumowanie

Konieczno$¢ sprostania wymaganiom monitoringu ja-
kosci wody przeznaczonej do spozycia jest jedng z przy-
czyn wzrastajacego zainteresowania nowymi metodami
analizy jakosci wody. Dotychczas stosowane metody opie-
raja si¢ na technikach czasochtonnych i pracochtonnych,
a do ich przeprowadzenia konieczne jest wyspecjalizowane
laboratorium. Duze nadzieje wiaze si¢ z rozwojem metod,
ktérych narzedziami analitycznymi sa czujniki biologiczne
reagujace ze specyficzna sobie substancja obecng w §ro-
dowisku reakcji. Mimo szybkiego rozwoju tej dziedziny
wigkszo$¢ urzadzen jest jeszcze na etapie badan laborato-
ryjnych. Badania prowadzone nad wykorzystaniem bio-
sensoré6w w ochronie srodowiska dotyczyly dotad przede
wszystkim monitorowania, jakosci wdd powierzchnio-
wych. Analiza, jakosci wody do picia wymaga znacznego
obnizenia granicy detekcji poszczegoélnych zwiazkow, co
jest trudne do osiagnigcia. Najczesciej do tego celu wyko-
rzystywane sa biosensory enzymatyczne lub powinowac-
twa charakteryzujace si¢ duza czuloscia i1 specyficznoscia.
Sukcesem natomiast mozna okresli¢ rozwoj urzadzen sze-
rokozakresowych, stuzacych do monitorowania $rodowi-
ska, a zwlaszcza okreslania toksycznosci, mutagennosci
i rakotworczosci zanieczyszczen zawartych w wodzie.
W szacowaniu toksycznosci bardzo warto$ciowymi narze-
dziami okazatly si¢ bakteryjne biosensory catokomdrkowe.
Do ich konstrukcji przyczynity si¢ wspolczesne techniki
inzynierii genetycznej, ktoére poprzez wprowadzenie obce-
go DNA do komorek bakterii poszerzaja zdolnosci enzy-
matyczne biosensoréw. Dowodem na to sa liczne dostepne
na rynku bioczujniki bakteryjne bazujace na zmodyfikowa-
nych genetycznie bakteriach, takie jak test Microtox® wy-
korzystujacy morskie bakterie V. fischeri, test SOS Chro-
motest z genem /lacZ czy tez test VITOTOX z genem /ux
z V. fischeri. Pozwalaja one na oceng jakosci zdrowotnej
wody bez oznaczania sktadu iloSciowego i jakoSciowego
zanieczyszczen. Rozwdj tej dziedziny wiedzy budzi jednak
sporo kontrowersji z uwagi na mozliwos¢ uwolnienia do
srodowiska zmienionych genetycznie mikroorganizméw
zdolnych do szybkiego namnazania sig.

Duzy postep notuje si¢ takze w rozwoju metod mikro-
biologicznych pozwalajacych na oceng zagrozen wynika-
jacych z obecnosci w wodzie drobnoustrojow chorobo-
tworczych. Przyspieszona zostala znacznie diagnostyka
mikrobiologiczna poprzez zastosowanie zminiaturyzowa-
nych zestawdw opartych na reakcjach chemicznych i bio-
chemicznych, tacznie z systemami catkowicie zautoma-
tyzowanymi. Ich wykorzystanie jest jednak czasochtonne
i z tego tez wzgledu coraz wigksze zainteresowanie budza
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czujniki biologiczne. Naleza do nich gtéwnie biosensory
immunologiczne oparte na charakterystycznym wigzaniu
typu antygen—przeciwciato, szczegolnie w postaci zminia-
turyzowanych immunosensoréw w formie mikrochipéw
i mikromacierzy. Biosensory z zastosowaniem DNA naleza
do czujnikéw selektywnych o niskim poziomie detekcji.
Wykorzystanie immobilizowanych krétkich oligonukleoty-
dowych specyficznych sond umieszczonych na powierzchni
statej pozwala na wykrywanie w probkach srodowiskowych
kwaséw nukleinowych odpowiadajacych sondzie DNA,
co umozliwia wykrycie patogenu. Omawiane biosensory
moga znalez¢ praktyczne zastosowanie dzigki niskiemu
limitowi detekcji. Nalezy podkresli¢, ze gléwnym czynni-
kiem ograniczajacym powszechne stosowanie biosensoréw
jest ich niestabilnos¢ w czasie, spowodowana stopniowym
zanikiem aktywno$ci materiatu biologicznego. Cennymi
bioindykatorami skazenia wody sa bakteriofagi. Zastoso-
wanie metody plazmowego rezonansu powierzchniowego
(SPR) oraz stosujac komorki bakteryjne, jako warstwe de-
tekcyjna uzyskano mozliwos$¢ wykrycia wirusa po okoto
120 min [72]. Granica detekcji tej metody wynosi 10% cza-
stek wirusowych w 1cm3. Konieczne sa dalsze prace nad
mozliwoscig detekcji pierwotniakéw chorobotworczych
w wodzie. Opracowanie systeméw wieloczujnikowych
przeznaczonych do stalego monitorowania, jakosci wody
oraz do analiz wykonywanych w czasie rzeczywistym jest
zadaniem, ktdre zapewni utrzymanie wymagane]j jakosci
zdrowotnej wody przeznaczonej do spozycia i pozwoli na
uniknigcie zagrozen zwiazanych z rozprzestrzenianiem za-
nieczyszczen szkodliwych dla zdrowia droga wodna.
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Abstract: Water quality assessments are based on the
analysis of the physical, chemical and bacteriological pa-
rameters chosen, which requires customized apparatus and
trained staff. Such analytical procedures differ in duration.
For example, a bacteriological analysis with the relevant
replications may take as long as several days. The need of
supplying the user with water of the quality desired has trig-
gered action to find new techniques that would enable the
results of analysis to be obtained within a shorter time. Time
is a crucial factor, as there is the potential risk that pathogens
will be transmitted in the aquatic environment, which is also
open to bioterrorist attacks. Recent advances in science and
technology, and biotechnology in particular, have lead to the
design and construction of high-selectivity biosensors ena-
bling the presence of chemical and biological water pollu-
tants to be detected in a short time span. Biosensors combine
the sensitivity and selectivity of classic analytical methods
with a wide spectrum of advanced technological designs.

The study reported on in this paper is focused on examining
the biological materials used as detectors in biosensors, as
well as various types of biological phenomenon/electric si-
gnal converters. Particular consideration is given to the pro-
blem of how the sensitivity and selectivity of the biosensors
compare with the sensitivity and selectivity of the classic
analytical methods. It has been demonstrated that the use of
biosensors is very promising for the determination of water
quality variations, as they enable a quick detection not only
of chemical substances but also pathogens (viruses, bacte-
ria, protozoa) that are present in the water. This offers the
possibility of producing quick assessments of both ‘single’
water quality parameters that are used in water analysis
and ‘groups’ of water quality parameters (organic matter
content, toxicity, mutagenicity, carcinogenicity), which
have also found wide acceptance in analytics. The use of
biosensors in the monitoring of water distribution systems
will substantially upgrade the quality and safety of the wa-
ter supplied for human consumption.

Keywords: Water quality, biosensor, chemical quality,
biological quality.
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