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1. Opracowanie charakterystyki wytrzymalosci na ekspozycj¢ oraz warunki
procesow sterylizacji opakowania pierwotnego (ampulki) oraz zaszczepionego

nosnika.

W celu opracowania charakterystyki wytrzymatosci na ekspozycje oraz warunki proceséw
sterylizacji zaszczepionego nosnika (spor Geobacillus stearothermophilus), rozszerzono
badania wykonane w poprzednim etapie projektu (Raport R/7, cze¢s¢ 11, pkt 3). Badania
skutecznosci  dziatania  wskaznikow  poddanych  procesom  sterylizacji  parowej
przeprowadzono dla autoklawu SMS (warunki sterylizacji parowej dla autoklawu to 121°C,
czynnik jatlowigcy — przegrzana para wodna). Wydtuzono jednak czasy ekspozycji do 120
minut (tabela 1). Proba wlasciwa zawierata 108 jtk/g, co jest zgodne z punktem 6.3.2 normy
ISO 11138-1.

Tabela 1.Liczebno$¢ spor Geobacillus stearothermophilus uzyskana w jednoetapowej sterylizacji (Sterylizator
parowy SMS).

czas Liczebnos¢ [jtk/g]
ekspozycji Powtorzenie
[min] 1 2 3 4 5
0 6,1*10° 6*10° 6,1*10° | 6,2%10° | 5,9*10°
5 4*10° | 4,1*10° | 4,3*10° | 4,4*10° | 4,1*10°
10 2*10° 2,1*10° | 2,2*10° 2*10° 2,2*10°
15 0 1,1*10° | 1,9%10° 0 0
20 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0
90 0 0 0 0 0
120 0 0 0 0 0

Czas zabicia wszystkich form przetrwalnych wynosit 20 min.



2. OKkreSlenie warunkéw etapow produkcyjnych w celu zminimalizowania
zanieczyszczenia, ktore moze niekorzystnie wplyna¢ na dzialanie wskaznikow
biologicznych, takich jak temperatury, wilgotnosci, ciSnienia, czystosci powietrza,

itp.

Wszystkie doswiadczenia prowadzone w ramach niniejszego projektu realizowane byty w
warunkach temperatury pokojowej 1 normalnego cisnienia atmosferycznego. Badania
czystosci mikrobiologicznej powietrza oraz powierzchni roboczych wykonywano w

odstepach 2 miesigcy. Pomiary wilgotno$ci wzglednej wykonywano raz na kwartat.

2.1. Badanie stanu mikrobiologicznego pomieszczen

W okresie od wrzeSnia 2016 roku do marca 2018r prowadzono badania stanu
mikrobiologicznego pomieszczen (Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci), w
ktorych realizowane byly w ramach projektu prace badawcze. Badania obejmowaty

nastepujace pomieszczenia:

e Pokoj 20 — komora laminarna

e Mikrobiologia (pokdj 16)

e Pomieszczenie z autoklawami (pokoj 15)

e Pomieszczenie chlodnicze (pokdj 23)

e Hala pottechniki

e Pracownia biochemiczna (pokoj 30 - pokoj wagowy, pomieszczenie w Ktorym

znajduje si¢ spektrofotometr)

W celu oznaczenia ogolnej liczby drobnoustrojow (mezofilnych i psychrofilnych) oraz
liczby drozdzy 1 ple$ni, wykonano posiewy mikrobiologiczne z powietrza metoda plytkowa
Kocha. Do oznaczen wykorzystano podtoze bulionowe z dodatkiem 2 % glukozy i 2% agaru
oraz podioze z chloramfenikolem (oznaczanie plesni i drozdzy). Przygotowane ptytki Petriego

eksponowano przez 15 min., nastepnie zamykano wieczkiem i przenoszono do termostatu.



Po inkubacji liczono wyroste kolonie oraz obliczano liczbg¢ drobnoustrojéw (x) w 10

dm?3 powietrza wedtug wzoru:

_ax100
X Thec

gdzie:

a- S$rednia arytmetyczna z liczby kolonii wyrostych na dwoch ptytkach z tym samym

podlozem;

b- powierzchnia plytki w cm?;

c- wspolezynnik czasu ekspozycji plytki (dla 15 min. ¢ = 3)

Oznaczenia wykonano zgodnie z zaleceniami zawartymi w normach:

e PN-89/Z-04111/01:01:1989
e PN-89/Z-04111/02:1989
e PN-89/Z-04111/03:1989
e PN-89/Z-04008/08:1989

W czasie trwania projektu wykonywano takze wymazy z powierzchni roboczych (10 x
10 cm). Przed oznaczeniem sterylny tampon z waty wktadano do kolby zawierajacej 25 cm®
jatowej soli fizjologicznej. Nastepnie odcisnietym  tamponem przecierano doktadnie
powierzchni¢ ograniczong jalowym szablonem. Tampon wrzucano z powrotem do kolbki ze
sola, wstrzgsano przez 2 mini z otrzymanej zawiesiny wykonywano posiewy. Po okresie

inkubacji obliczano liczbe drobnoustrojow przypadajaca na 1cm? badanej powierzchni.

Uzyskane wyniki oceny stanu mikrobiologicznego powietrza zestawiono w tabelach
2-7. W 1II kwartale 2018 roku zwigkszono czestotliwo$¢ badan powietrza (badania raz w
tygodniu), co zwigzane bylo z realizacjg etapu 3, ktoéry obejmowal m.in. okreslenie
warunkow etapow produkcyjnych w celu zminimalizowania zanieczyszczenia, ktore moze
niekorzystnie wptyna¢ na dzialanie wskaznikéw biologicznych, tj. temperatury, wilgotnosci,
ci$nienia i czystosci powietrza. Szczegdtowe dane dotyczace czystosci mikrobiologicznej dla
I kwartatu przedstawiono w tabelach 6-7. Obecniec nie ma w Polsce aktow prawnych i

normatywnych dotyczacych czynnikéw biologicznych — mikroorganizméw w powietrzu. Nie



ma wyznaczonych warto$ci progowych zanieczyszczen mikrobiologicznych. Zespot
Ekspertow ds. Czynnikow Biologicznych Migdzyresortowej Komisja ds. Najwyzszych
Dopuszczalnych Stezen i Natgzen Czynnikow Szkodliwych, podal propozycje dopuszczalnej
liczebno$ci drobnoustrojow w powietrzu [Chmiel, 2015]. Wg tych zalecen wartos$ci
referencyjne w pomieszczeniach mieszkalnych i uzytecznosci publicznej oraz w powietrzu

atmosferycznym sg nastepujace:

. Catkowita liczba bakterii mezofilnych 5000 jtk/m®
e Grzyby - 5000 jtk/m?

Z danych przedstawionych w tabelach 2-7 wynika, ze w zadnym z badanych pomieszczen,
w ktorych odbywaly si¢ prace projektowe zalecane wartos$ci referencyjne nie zostaly
przekroczone. Najwigksze zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza stwierdzono w hali
pottechniki, ktora stanowi duza, czeciowo otwartg przestrzen. Prowadzono tutaj zamkniete
hodowle bioreaktorowe, w zwigzku z tym zanieczyszczenie powietrza nie odgrywalo tutaj
kluczowej roli. Rowniez w pracowni biochemicznej (pokoj 30), gdzie wykonywano pomiary
spektrofotometryczne oraz nawazono zwigzki chemiczne, okresowo wykazywano skazenia
powietrza na poziomie 500-600 jtk/ m*® (np. wrzesien, listopad 2016). W innych okresach
roku poziom zanieczyszczen w tym pomieszczeniu wynosit ponizej 100 jtk/ m® (np. marzec,
maj 2017). Zwigkszona czgstotliwos¢ badan czystosci mikrobiologiczne; powietrza w11
kwartale 2018 roku nie wykazata istotnych réznic w stosunku do pomiar6w prowadzonych w
ciggu catego czasu trwania projektu. Nie stwierdzono wplywu stopnia zanieczyszczenia

powietrza w badanych pomieszczeniach na dziatanie wskaznikow biologicznych.



Tabela 2. Stan mikrobiologiczny powietrza (wrzesien 2016-styczen 2017)

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m3! [jtk/m3!
Pokoj 20 30,1 n/o 54,2
Mikrobiologia 52,4 n/o 78,65
8
S Pokoj 15 26,21 n/o 104,84
5
§ Chtodnia n/o 183,5 235,9
=
Hala poéttechniki 2490,05 n/o 157,27
Pokoj 30 550,44 n/o 131,86
Pokoj 20 45,6 n/o 26,21
Mikrobiologia 104,83 n/o 30,1
= .
§ Pokoj 15 52,4 n/o 78,65
3
2 Chtodnia n/o 55,6 78,4
.3
Hala poéttechniki 2254,2 n/o 74,6
Pokoj 30 602,87 n/o 52,33
Pokoj 20 21,4 n/o 14,5
Mikrobiologia 94,5 n/o 22,3
= "
= Pokoj 15 29,4 n/o 63,1
(Q\l
=
N Chtodnia n/o 50,0 24,3
>
7
Hala pottechniki 1995,2 n/o 68,3
Pokoj 30 547,33 n/o 44,7

n/o — nie oznaczano




Tabela 3. Stan mikrobiologiczny powietrza (marzec 2017- lipiec 2017)

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m3! [jtk/m3!
Pokoj 20 0 n/o 10,11
Mikrobiologia 0 n/o 26,21
=
= Pokéj 15 0 o 29,00
(@]
3
5 Chiodnia nlo 2007 157,27
=
Hala pottechniki 183,5 n/o 78,65
Pokoj 30 78,65 n/o 183,5
Pokoj 20 0 n/o 15,66
Mikrobiologia 0 n/o 30,32
= Pokoj 15 0 n/o 132,44
=
(@]
§ Chtodnia n/o 210,3 131,86
Hala péltechniki 131,86 n/o 131,86
Pokoj 30 87,44 n/o 177,6
Pokoj 20 0 n/o 0
Mikrobiologia 27,9 n/o 0
~ Pokoj 15 0 n/o 170,5
8
g Chiodnia nlo n/o 140,10
5
Hala pottechniki 205,4 n/o 209,7
Pokoj 30 0 n/o 197,6

n/o — nie oznaczano




Tabela 4. Stan mikrobiologiczny powietrza (wrzesien 2017-styczen 2018)

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m3! [jtk/m3!
Pokoj 20 0 n/o 27,5
Mikrobiologia 24,5 n/o 64,5
=
S Pokoj 15 38,6 n/o 78,4
5
§ Chtodnia n/o 75,4 194,5
=
Hala pottechniki 2000,0 n/o 166,0
Pokoj 30 450,6 n/o 110,0
Pokdj 20 23,1 n/o 16,2
Mikrobiologia 62,5 n/o 28,5
=
§ Pokéj 15 40,5 /o 65.4
s
E— Chlodnia n/o 50,6 86,5
.‘_IL’
Hala pottechniki 1955 n/o 442
Pokoj 30 245,5 n/o 69,8
Mikrobiologia 23,5 n/o 0
o0 re
= Pokoj 15 33,5 n/o 27,5
(Q\l
=
N Chtodnia n/o 37,9 65,5
>
7
Hala pottechniki 15422 n/o 78,4
Pokoj 30 347,3 n/o 36,4

n/o — nie oznaczano
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Tabela 5. Stan mikrobiologiczny powietrza (marzec 2018)

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m?! [jtk/m3!

Mikrobiologia 35,4 n/o 78,9

&
§ Pokoj 15 27,5 n/o 0

3

g Chtodnia n/o 45,8 275
=

Hala pottechniki 5475 n/o 184,0

Pokoj 30 199,6 n/o 44,7

n/o — nie 0znaczano
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Tabela 6 Stan mikrobiologiczny powietrza (kwiecien, maj 2018)

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m?! [jtk/m?!
Kwiecien Pokj 20 0 n/o 0
2018r
[ tydzief Mikrobiologia 24,0 n/o 26,0
Kwiecien Pokoj 20 0 n/o 0
2018r
Il tydzien | Mikrobiologia 0 n/o 0
Kwiecien Pokoj 20 0 n/o 0
2018r
Il tydzien | Mikrobiologia 27,0 n/o 30,1
Kwiecien Pokéj 20 0 n/o 0
2018r
IV tydzien | Mikrobiologia 26,0 n/o 22,3
2018r
I tydzien Mikrobiologia 23,5 n/o 26,2
Maj Poksj 20 10,0 o 0
2018r
Il tydzien | Mikrobiologia 35,0 n/o 0

n/o — nie 0znaczano
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Tabela 7. Stan mikrobiologiczny powietrza (maj, czerwiec 2018)

Ogolna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojéow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/m?!
[jtk/m3! [jtk/m3!
Maj Pok¢j 20 20,0 n/o 0
2018r
I tydzien Mikrobiologia 23,0 n/o 28,0
Maj Pokoj 20 0 n/o 0
2018r
IV tydzieh | Mikrobiologia 17,0 n/o 0
Czerwiec Pokoj 20 0 n/o 0
2018r
I tydzien Mikrobiologia 25,0 n/o 23,0
Czerwiec Pokoj 20 10,0 n/o 0
2018r
Il tydzieh | Mikrobiologia 28,0 n/o 0
Czerwiec Pokéj 20 20,0 n/o 0
2018r
III tydzien | Mikrobiologia 30,0 n/o 0
Czerwiec Pok¢j 20 15,0 n/o 0
2018r
IV tydzien | Mikrobiologia 15,0 n/o 10,0

n/o — nie oznaczano
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W Polsce nie ma aktow prawnych 1 normatywnych dotyczacych czystosci
mikrobiologicznej powierzchni produkcyjnych. Dla przemystu spozywczego zalecenia PZH,
okreslaja, Ze powierzchnia jest czysta jezeli jest ponizej 10 jtk/cm?. Dla standardéw
medycznych [European GMP Standard, Annex 1, 2003] na powierzchni powinno by¢ mniej
niz 1 CFU 55mmm ptytka (oznaczenie metoda odciskowq) dla klasy A, a ponizej 25 dla klasy
B. Wyniki badan czysto$ci mikrobiologicznej powierzchni roboczych przedstawiono w
tabelach 8-13. Analizy takie prowadzono w ciggu catego okresu trwania projektu, jednakze w

IT kwartale 2018 roku zwigkszono ich czgstotliwos¢ do analizy tygodniowe;.

Dla wickszosci badanych powierzchni nie liczebno$§¢ mikroorganizméw nie
przekraczal 10 na cm? Najwiecej doswiadczen projektowych wykonywano w
pomieszczeniach: pokdj 20 i pracownia mikrobiologii, gdzie ogdélna liczba bakterii
mezofilnych jak i liczba drozdzy i pleéni nie przekraczata poziomu 10/cm? Zwickszenie
czestotliwosci badan nie spowodowalo wystgpienia istotnych zmian. Nie stwierdzono

istotnego wplywu stopnia zanieczyszczenia powierzchni w badanych pomieszczeniach na

dziatanie wskaznikow biologicznych.
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Tabela 8. Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm?! [jtk/cm?!
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
8
S Pokoj 15 <10 n/o <10
5
g Chtodnia n/o 1,0*101 <10
= y
Hala pottechniki 1,2*10! n/o 1,1*10!
Pokoj 30 <10 n/o <10
Pokdj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
< .
§ Pokoj 15 <10 n/o <10
s
E— Chtodnia n/o <10 1,0*10!
.‘_'2
Hala poéttechniki 1,1*10* n/o 1,1*10*
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
o~ /o
= Pokoj 15 <10 n/o <10
Q
\8 .
§ Chtodnia n/o 1,0*10 <10
7
Hala pottechniki <10 n/o 1,0*10!
Pokoj 30 <10 n/o 1,0*10*

n/o — nie oznaczane
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Tabela 9. Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych c.d.

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm?! [jtk/cm?!
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o 2,0*10!
= y
§ Pokoj 15 <10 n/o <10
5
g Chlodnia n/o 1,1*101 7,0*101
=
Hala pottechniki <10 n/o <10
Pokoj 30 <10 n/o 1*10*
Pokdj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
= Pokoj 15 <10 n/o 3,0%10!
>
(Q\l
§ Chlodnia n/o <10 3,0*10*
Hala poéttechniki 2,0%10* n/o 1,0*10*
Pokoj 30 1,0*10* n/o 7,0%10*
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o 1,0*10!
= Pokaj 15 <10 ™ 2,0*10"
&
S .
= Chtodnia n/o <10 <10
S
Hala pottechniki <10 n/o 4,0*%10!
Pokoj 30 <10 n/o <10

n/o — nie oznaczane
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Tabela 10.Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych c.d.

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm?! [jtk/cm?!
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia 1,0*10? n/o 2,0*10?
=
S Pokoj 15 2,0*10? n/o 6,0*10?
5
g Chtodnia n/o 2%1(L 3,0*10?
=
Hala pottechniki <10 n/o <10
Pokoj 30 <10 n/o <10
Pokdj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
S .
§ Pokoj 15 <10 n/o <10
3
§- Chtodnia n/o 1,0*10* 2,0*10!
.3
Hala pottechniki <10 n/o 1,010t
Pokoj 30 2,3*10? n/o 8,0%10*
Pokoj 20 <10 n/o <10
Mikrobiologia <10 n/o <10
§ Pok¢j 15 <10 n/o <10
S
§ Chtodnia n/o 1,0*101 <10
7
Hala poéttechniki 4,0*10! n/o 1,0*10?
Pokoj 30 1,2*102 n/o 2,0*10?

n/o — nie oznaczane




Tabela 11. Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych c.d.

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm?! [jtk/cm?!

Pokoj 20 <10 n/o <10

Mikrobiologia 2,3*10! n/o <10
&

§ Pokoj 15 <10 n/o <10
5

& Chtodnia n/o 2.0*10! 1,0*10?
=
Hala poéttechniki 9,2*10? n/o 7,6*101

Pokoj 30 2,4*10° n/o <10

Pokdj 20 <10 n/o <10

Mikrobiologia <10 n/o <10

& Pokéj 15 <10 n/o <10
>
(Q\l

§ Chtodnia n/o 1’0*101 <10

Hala poéttechniki 3,2*10* n/o <10

Pokoj 30 1,0*10* n/o <10

n/o — nie oznaczane
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Tabela 12. Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych c.d.

Ogodlna liczba Ogolna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm?! [jtk/cm?!

Kwiecien Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

I tydzien Mikrobiologia <10 n/o <10

Kwiecien Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

Il tydzien | Mikrobiologia <10 n/o <10

Kwiecien Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

I tydzien | Mikrobiologia <10 nfo <10

Kwiecien Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

IV tydzien | Mikrobiologia <10 n/o <10

Maj Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

[ tydzien Mikrobiologia <10 n/o <10

Maj Pokoj 20 <10 n/o <10
2018r

Il tydzien | Mikrobiologia <10 n/o <10

n/o — nie oznaczane
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Tabela 13. Stan mikrobiologiczny powierzchni roboczych c.d.

Ogolna liczba Ogoélna liczba
drobnoustrojow | drobnoustrojow | Liczba drozdzy i
Data Pomieszczenie
mezofilnych psychrofilnych plesni [jtk/cm?!
[jtk/cm? [jtk/cm?!
2018r
III tydzien Mikrobiologia <10 n/o <10
2018r
IV tydzien | Mikrobiologia <10 n/o <10
Czerwiec Pokdj 20 <10 n/o <10
2018r
I tydzien Mikrobiologia <10 n/o <10
Czerwiec Pokéj 20 <10 n/o <10
2018r
I tydzien Mikrobiologia <10 n/o <10
Czerwiec Pokéj 20 <10 n/o <10
2018r
III tydzien | Mikrobiologia <10 n/o <10
Czerwiec Pokdj 20 <10 n/o <10
2018r
IV tydzieh | Mikrobiologia <10 n/o <10

n/o — nie oznaczane
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2.2. Badanie poziomu wilgotnosci wzglednej pomieszczen Katedry Biotechnologii i

Mikrobiologii Zywnosci.

Polskie przepisy nie okreslaja poziomu wilgotno$ci powietrza na stanowiskach pracy i w
pomieszczeniach produkcyjnych. Jedynie Polska Norma PN-EN 13779:2008 — Wentylacja
budynkow niemieszkalnych — Wymagania dotyczace wilasciwosci instalacji wentylacji i
klimatyzacji, podaje, ze w typowym zakresie temperatury powietrza w pomieszczeniu 20°C +
26°C, parowanie odgrywa drugorz¢dng role w utrzymywaniu temperatury ciata ludzkiego,

gdy wilgotnos¢ wzgledna powietrza wynosi od 30% do 70%.

W okresie od wrzesnia 2016 roku do marca 2018 r prowadzono badania poziomu
wilgotnoéci wzglednej pomieszczen (Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci), w
ktorych realizowane byly w ramach projektu prace badawcze. Badania obejmowaty

nastepujace pomieszczenia:

e Pokoj 20 — komora laminarna

e Mikrobiologia (pokdj 16)

e Pomieszczenie z autoklawami (pokoj 15)

e Pomieszczenie chlodnicze (pokdj 23)

e Hala pottechniki

e Pomieszczenie dla Doktorantow (pokoj 30 - pokoj wagowy, pomieszczenie w

ktorym znajduje si¢ spektrofotometr)

Od kwietnia do czerwca 2018 zwigkszono czgstotliwos¢ pomiarow (pomiary
temperatury 1 wilgotnosci wykonywano przez 5 dni w tygodniu, ok. godz.12.00). Pomiary
wilgotnosci wzglednej dokonywano za pomoca higrometru — Hygro —Thermometer
HD2101.2, a wyniki przedstawiono w tabelach 14-17. Wilgotnos¢ wzglgdna ksztaltowata sie
na poziomie RH= 30-50% 1 mie$cila si¢ w granicach normy PN-EN 13779:200. Zwigkszenie
czestotliwosci badan potwierdzito uzyskane wczesniej wyniki. Wahania wilgotnos$ci
spowodowane byly réznymi temperaturami w badanych pomieszczeniach 1 byly uzaleznione
od warunkow atmosferycznych i pory roku, jednak nie wptywaty one na badania prowadzone

w ramach projektu.
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Tabela 14. Poziom wilgotnosci wzglgdnej w pomieszczeniach Katedry.

S A Wilgotnos¢ wzgledna Temperatura

[% RH] pomieszczenia [°C]
Pok¢j 20 38,0 24
Mikrobiologia 35,6 24
Wrzesien Pokoj 15 37,5 22
2016 r. Chtodnia 36,4 5
Hala poéttechniki 34,0 25
Pok¢j 30 39,1 22
Pok¢j 20 37,0 23
Mikrobiologia 36,4 22
Styczen Pokoj 15 38,0 22
2017 . Chtodnia 38,0 4
Hala poéttechniki 36,4 23
Pok¢j 30 40,2 23
Pok¢j 20 40,0 21
Mikrobiologia 43,2 22
Maj Pokoj 15 42,1 21
2017r. Chlodnia 39,5 5
Hala poéttechniki 40,2 23
Pok¢j 30 45,6 22
Pok¢j 20 41,5 24
Mikrobiologia 45,6 24
Wrzesien Pokoj 15 44.6 23
2017 . Chlodnia 41,2 5
Hala poéttechniki 41,1 25
Pok¢j 30 45,6 24
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Tabela 15. Poziom wilgotnosci wzglgednej w pomieszczeniach Katedry c.d.

v N Wilgotnos¢ wzgledna Temperatura

[% RH] pomieszczenia [°C]
Pokgj 20 42,3 23
Mikrobiologia 40,1 22
Styczen Pokoj 15 47,6 21
2018 r. Chtodnia 445 5
Hala poéttechniki 44,5 23
Pokgj 30 50,4 22
Pokgj 20 32,5 29
Mikrobiologia 32,9 28
Marzec Pokoj 15 31,9 27
2018 r. Chtodnia 33,0 5
Hala poéttechniki 31,0 29
Pokgj 30 38,8 26
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Tabela 16.

(pomiary temperatury 1 wilgotnosci wykonywano przez 5 dni w tygodniu, ok. godz.12.00)

Poziom wilgotnosci wzglednej w pomieszczeniach Katedry c.d.

Wilgotnos¢ Temperatura
Data Pomieszczenie wzgledna pomieszczenia
[Yo RH] [°C]

Kwiecien Pokéj 20 37,38,39,40,40 | 2423242322
2018r

I tydzien Mikrobiologia 37,38,39,40,40 24,23,24,23 22

Kwiecien Pokoj 20 37,37,39,39,40 22.21.22.20,23
2018r

1l tydzieh Mikrobiologia 37,37,39,39,40 22.21,22,20,23

Kwiecien Pokoj 20 39,40,41,42,40 22222322 24
2018r

11 tydzien Mikrobiologia 39,40,41,42,40 2222232224

Kwiecien Pokoj 20 37,39,38,36,40 20,21.22.22.24
2018r

IV tydzien Mikrobiologia 37,39,38,36,40 20,21,22,22.24

Maj Pokoj 20 39,39,39,42,41 2222 22 2424
2018r

I tydzieh Mikrobiologia 39,39,39,42,41 2222 22 2424

Maj Pokoj 20 40,41,40,41,40 922292 2222
2018r

1l tydzieh Mikrobiologia 40,41,40,41,40 2222222222
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Tabela 17.

(pomiary temperatury 1 wilgotnosci wykonywano przez 5 dni w tygodniu, ok. godz.12.00)

Poziom wilgotnosci wzglednej w pomieszczeniach Katedry c.d.

Wilgotnos¢ Temperatura
Data Pomieszczenie wzgledna pomieszczenia
[% RH] [°C]

Maj Pokoj 20 37,37,40,42,40 2424 24.23,23
2018r

11 tydzien Mikrobiologia 37,37,40,42,40 24.,24,24.23 23

Maj Pokoj 20 43,44,45,41,45 23.23.22 24,24
2018r

IV tydzieh Mikrobiologia 43,44,45,41,45 23,23,22.24.24

Czerwiec Pokoj 20 41,42,43,44,43 25,24,24,23 23
2018r

I tydzien Mikrobiologia 41,42,43,44,43 25,24,24,23 23

Czerwiec Pokdj 20 4243454541 | 2494232524
2018r

1l tydzieh Mikrobiologia 42,43,45,45,41 24,2423 25 24

Czerwiec Pokéj 20 4443444345 | 2423242325
2018r

11 tydzien Mikrobiologia 44,43,44,43,45 24,23,24,23,25

Czerwiec Pokdj 20 4242424444 | 2393232424
2018r

IV tydzien Mikrobiologia 42,42,42,44 .44 23,23,23,24.24
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W celu okreslenia wptywu wilgotnosci otoczenia na stan fizjologiczny spor
Geobacillus stearothermophilus, komoérki te umieszczano w uktadzie doswiadczalnym, w
ktérym panowaly okreslone warunki — tabela 18. Uktady te przechowywano w trzech r6znych
temperaturach - 15°C, 20°C i 30°C. W celu uzyskania okre§lonych poziomow wilgotnosci,
przygotowano trzy rodzaje roztworow - MgClz, K2COs, KCl, ktore przelano do szczelnych
amputek, w ktorych umieszczono ependorfy ze sporami. Uktady te przechowywano (w
odpowiednich temperaturach) przez okres 3 miesiecy. Po tym czasie wykonano posiewy
mikrobiologiczne, w ktorych wykazano, ze liczba spor nie ulegta zmianie 1 utrzymywata si¢

na poziomie 108 jtk/g (tabela 19).

Tabela 18. Warunki panujace w uktadzie doswiadczalnym.

Temperatura Wilgotno$¢ wzgledna [% RH]
[°Cl MgCl K2COs KCl
15 33,30+0,21 | 43,15+0,33 | 85,92+0,33
20 33,07+0,18 | 43,16+0,33 | 85,11+0,29
30 3244+0,14 | 4317+050 | 83,62+0,25

Rysunek 1. Uktady doswiadczalne.
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Tabela 19. Wyniki posiewow mikrobiologicznych uktadow doswiadczalnych (spory przechowywane w

zmiennych warto$ciach wilgotnosci).

. > OLDprz.etrwalnikujacych OLDprze.trwalnikujacych OLDprze.trwalnikujacych
Tem[[)o%']a tura v:]vlzlgf;(llll(::c w dngltl;:lgllienia po 3 r[i]ltil;;;gicac!l Po 6 r[;llii:l;;igz];cac!l
[% RH] doswiadczenia przechowywania przechowywania
15 33,30 +£0,21 6,6*10° 3,6*10°
20 33,07+0,18 7,0%10° 3,7*10°
30 32,44 +£0,14 6.9%10° 2 9*106
15 43,15+0,33 5,9*10° 3,3*10°
20 43,16 + 0,33 7*10° 6,8*10° 4,1*10°
30 43,17 £ 0,50 6,8%10° 4,8%106
15 85,92 +0,33 6,2*10° 4,5*10°
20 85,11 0,29 6,4*10° 4,5*10°
30 83,62+ 0,25 6.8%10° 4,5+10°
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3. Ocena wytrzymalosci na ekspozycje oraz warunki procesow
wskaznika (uzywanego do pomiaru ilosci ATP).

sterylizacji

Celem doswiadczenia bylo okreslenie wplywu temperatury na czuto$¢ oznaczenia

kompleksu Lucyferyna/Lucyferaza (firmy Promega). Badaniom poddano 6 wariantow

przechowalniczych w/w wskaznika:

1.

Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza poddany procesowi sterylizacji
(121°C/20 min)
Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza poddany procesowi sterylizacji
(134°C/7 min)
Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza poddany procesowi inkubacji
(55°C/25 min)
Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza przechowywany w temperaturze

czas 12 h

termicznej

termicznej

termicznej

21°C przez

Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza przechowywany w temperaturze 4°C przez czas

12 h

Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza przygotowany bezposrednio przed pomiarem

(przechowywanie uprzednio w temperaturze zalecanej przez producenta -20°C)

Test przechowalniczy przeprowadzono z wykorzystaniem bioluminescencyjnego

pomiaru ilosci ATP. Do jego wykonania uzyto zawieszonych w jatowej wodzie destylowanej

spor Geobacillus stearothermophilus (10° jtk/ml). Spory te uprzednio zawieszono w

zoptymalizowanej pozywce mikrobiologicznej III (z dodatkiem germinantéw), a nastepnie

inkubowano w termobloku w temperaturze 55°C. W 0 oraz 25 minucie inkubacji pobierano

probe do ktorej dodawano wskaznik w stosunku 1:1 (kompleks Lucyferyna/Lucyferaza).

Cato$¢ mieszano a nastepnie dokonywano pomiaru ilosci ATP [RLU] (Lumac).
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W tabeli 20 przedstawiono uzyskane wyniki do$wiadczenia. Wykonana ocena
wytrzymato$ci na ekspozycj¢ oraz procesy sterylizacji potwierdzily zalecenia producenta
wskaznika (kompleksu Lucyferyna/Lucyferaza) mowigce o parametrach przechowywania
tego komponentu. Dla przechowywanego w minus 20°C wskaznika uzyskiwano najwyzszg
czuto$¢ oznaczenia — 25 minutowa inkubacja uktadu spory + medium germiacyjne (w
temperaturze 55°C), a nastepnie dodanie w stosunku 1:1 kompleksu Lucyferyna/Lucyferaza

pozwolito na uzyskanie ponad 290000 RLU (przy wyjsciowym poziomie = 10000 RLU).

Dodanie do inkubowanego uktadu kompleksu 6wczesnie przechowywanego przez 12
h w temperaturze 4°C, w temperaturze 21°C oraz w temperaturze 55°C (przez 25 minut),
skutkowato zmniejszeniem czulosci oznaczenia, odpowiednio o 3%, 10% i 30% (w stosunku
do kompleksu przechowywanego w parametrach okreslonych przez producenta wskaznika).
Warto$ci te jednak nadal byly wysokie i charakteryzowaly si¢ co najmniej 20-krotnym
przyrostem ilosci wydzielanego ATP (w stosunku do testu, w ktorym dane warianty

wskaznika dodano do spor nieinkubowanych).

W  przypadku potraktowania wskaznika sterylizacja parowa (odpowiednio:
121°C/20min oraz 134°C/7 min), uzyskano wyniki, ktore nie korelowaty z wyzej opisanymi
warto$ciami. W obu przypadkach (zaréwno przy dodatku wskaznika do spor
nicinkubowanych jak i inkubowanych) uzyskane wyniki oscylowaty na poziomie bliskim zero
co $wiadczy o calkowitym rozpadzie termicznym kompleksu Lucyferyna/Lucyferaza, a tym
samym 0 jego niemoznos$ci zastosowania bezposrednio w tescie biologicznym, dedykowanym

sterylizacji parowej.
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Tabela 20. Ilo$¢ uwalnianego ATP [RLU].

Sterylizacj | Sterylizacja | Termiczne | Przechowy | Przechowy
Parametry . a parowa parowa |traktowanie| wanie wanie X
przechowywania
/ traktowania
nekaznika Tet“l:f:” 121°C 134°C 55°C 21°C 4C | minus 20°C
Czas 20 minut 7 minut 25 minut 12 h 12 h X
Czas inkubacji
spor
I 50 20 9692 9855 10275 10037
I 37 24 9224 9556 10433 10231
11 24 22 8997 9586 10377 10415
v 35 27 10390 8778 10823 10154
\Y 38 27 10457 9975 10868 10578
0h VI 40 25 10229 10681 10882 10724
VII 45 22 8992 8386 10674 9821
VIII 42 21 8921 8504 10917 9845
IX 41 20 8754 9199 10956 9271
Srednia 39 23 9517 9391 10689 10120
Od.
Standar. 7 3 646 707 246 417
I 48 24 211990 251010 290451 292634
I 37 25 212208 256470 281546 291000
11 61 24 212458 270992 282210 291234
v 54 21 213797 264999 270992 295478
v 45 27 207895 259870 280154 289745
25 minut VI 52 31 208440 269901 289741 288445
VI 51 36 193657 258467 286254 286286
VIII 53 29 195478 254778 280145 294756
IX 58 28 201457 269870 281254 290245
Srednia 51 27 206376 261817 282527 291091
Stzg]%ar. 7 4 7218 6948 5535 2743

[-IX powtorzenia
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Podsumowanie:

Wg zalecen Zespotu Ekspertdw ds. Czynnikdéw Biologicznych Migdzyresortowe;j
Komisja ds. Najwyzszych Dopuszczalnych Stezen i1 Natezen Czynnikéw Szkodliwych
catkowita liczba bakterii mezofilnych 5000 jtk/m3, a grzybéw - 5000 jtk/m®. Badania oceny
stanu mikrobiologicznego powietrza w laboratorium, gdzie byty wykonywane do$wiadczenia
miescily si¢ w granicach dopuszczalnych zalecen. Taki stan powietrza powinien by¢ takze

utrzymany w warunkach produkcyjnych.

Zalecenia PZH okreslaja, ze powierzchnia jest czysta jezeli jest ponizej 10 jtk/cm?,
natomiast dla standardow medycznych na powierzchni powinno by¢ mniej niz 1 CFU 55 mm
ptytka (oznaczenie metoda odciskowg) dla klasy A, a ponizej 25 dla klasy B. W ramach
przeprowadzonych badan wytyczne PHZ zostaly spetnione i takie tez powinny by¢ utrzymane

w warunkach produkcyjnych.

Polska Norma PN-EN 13779:2008 — Wentylacja budynkdéw niemieszkalnych -
Wymagania dotyczace wlasciwosci instalacji wentylacji 1 klimatyzacji, podaje, ze w typowym
zakresie temperatur wilgotnos¢ wzgledna powietrza powinna wynosi¢ od 30% do 70%.
Podczas prowadzonych eksperymentéw wilgotnos$¢ ksztattowala si¢ na poziomie 30-50% i

taka powinna by¢ utrzymana w warunkach produkcyjnych.

W tabeli 21 przedstawiono zbiorcze parametry przechowalnicze poszczegdlnych
sktadowych testu biologicznego oraz ich czasu trwalo$ci (oznaczonej na podstawie

przeprowadzonych badan).

Tabela 21. Parametry przechowalnicze.

Skladowa testu Temperatura. Trwalos¢
przechowywania

Pozywka mikrobiologiczna 21°C 6 miesiecy

Germinanty 21°C 6 miesiecy

Spory liofilizowane 21°C 6 miesiecy

-20°C 6 miesiecy

Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza 4°C 1 miesiac

21°C 2 tygodnie
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1. Opracowanie zalozen technologicznych metody i urzadzenia do odczytu wskaznikéw
biologicznych.
W celu okreslenia zatozen technologicznych sposobu odczytu testoéw biologicznych metoda
ATP na podstawie analizy wcze$niej przeprowadzonych badan okre$lono miarodajny

poziomu odczytu testu biologicznego metodg ATP uwzgledniajacy nastepujace czynniki:

e warunki przechowywania kitow ATP

e temperatury przechowywania kitow ATP

e testy symulacyjne sterylizacji plazmowej na urzadzeniach sterylizujgcych réznych
producentow

e testy symulacyjne sterylizacji parowej na urzadzeniach sterylizujacych réznych
producentow

e temperatury inkubacji

e poziom oznaczenia

1.1. Zalozenia metody odczytu poprzez Bioluminescencyjny pomiar ATP

Szczep bakterii — Geobacillus stearothermophilus
Nos$nik do immobilizacji bakterii — tlenek krzemu 0,1 g

Pozywka germinacyjna:

Sktadnik Ilos¢
Bulion 3%
Pepton 0,50%

bakteriologiczny

NaCl 0,80%
Glukoza 0,10%
L- Alanina 0,1IM

L-Asparagina 0,1M




Wskaznik — Luceferyna z lucyferazg (2 x 1,5ml)
Warunki wzrostu (inkubacji) — temp. 55°C

Zalozenia minimalne dla warunkéw przechowalniczych dla komponentéw testu —

e temperatura -20°C do 6 miesigcy

e temperatura 4°C do 2 miesigce
Objetosé — ponad 3 ml

Czas odczytu testu (detekcji) — 30 min.

W celu przeprowadzania odczytu testu biologicznego (pozytywny/negatywny) metoda
ATP poprzez pomiar ilosci jednostek $wietlnych [RLU] na podstawie przeprowadzonych
badan dobrano poziom detekcji [RLU] 50 000

1.2. Zalozenia technologiczne i specyfikacja dla urzadzenia do odczytu poprzez

bioluminescencyjny pomiar ATP

Celem automatycznego monitorowania wskaznikow biologicznych ATP po procesie
sterylizacji jest okreslenie skutecznosci procesu sterylizacji. Odbywac si¢ to bedzie poprzez
elektroniczny odczyt i rejestracje podjetych informacji o stanie  testu
(pozytywny/negatywny). Rejestracja bedzie si¢ odbywata poprzez pomiar wartosci

bioluminescencji RLU za pomocg detektorow w postaci fotodiod.

Przeznaczenie urzgdzenia:

e automatyczny odczyt i monitorowanie wskaznikow biologicznych ATP w czasie
inkubacji
e automatyczny odczyt skuteczno$ci procesu sterylizacji (sterylizacja termiczna i

plazmowa) poprzez pomiar ilosci jednostek swietlnych RLU

Dane dotyczace konstrukcji:

e minimum 8 niezaleznych cel pomiarowych



cele z mozliwoscig zamknigcia zbiorczego lub indywidualnego zapobiegajace
zaktoceniom os Swiatla zewnetrznego (prawidlowos$¢ odczytu dla natezenia
oswietlenia minimum 30001x)

cele wykonane z aluminium

materiat odporny na temperatur¢ do 100°C

Parametry dotyczace inkubacji:

mozliwos¢ inkubacji testow biologicznych bezposrednio w urzadzeniu

mozliwos¢ mieszania proby po umieszczeniu w celi podczas inkubacji (zalaczone
opcjonalnie)

czas inkubacji kontrolowany automatycznie, regulowany w zakresie od 1 minuty do
72 godzin

inkubacja testow zbiorczo po umieszczeniu w urzadzeniu w temperaturze 37-60°C
+ 2°C, regulacja co 1°C

automatyczne rozpoczecie odliczania czasu inkubacji po umieszczeniu probki dla
kazdej celi niezaleznie

uktad grzania gwarantujgcy osiggnigcie 1 stabilizacje¢ zadanej temperatury w czasie

nie dtuzszym niz 1h

Parametry dotyczace odczytu testu biologicznego:

odczyt testu poprzez pomiar ilosci jednostek swietlnych [RLU]
zakres pomiarowy RLU od 50 000
mozliwos¢ regulacji progu zadziatania poprzez zmiang poziomu RLU

odczyt testu w czasie 30 — 60 minut

Dane dotyczace testu:

testy biologiczne poddawane badaniu transportowane do urzadzenia/umieszczane w

urzadzeniu w probéwkach pomiarowych o pojemnosci minimum 3ml

Uklad sterowania:

sterowanie urzadzenia poprzez sterownik mikroprocesorowy z wyswietlaczem
dotykowym kolorowym LCD o przekatnej minimum 4”

mozliwo$cig programowania

sygnat dzwigkowy zakonczenia pomiaru pozytywnego

sygnat dzwigkowy zakonczenia btgdu w pomiarze



e informacja §wietlna o fazie procesu inkubacji

e wydruk wynikdw pomiaru na wbudowanej lub zewnetrznej drukarce

e rejestracja wynikow pomiarowych w wewnetrznej pamigci (opcjonalnie)

e system autodiagnostyki kontrolujacy prawidlowos$¢ dziatania podzespotow
wykrywajacy nastgpujace nieprawidlowosci: usterka czujnika temperatury,
niestandardowy przyrost temperatury, nieprawidlowa stata temperatura, korelacja
wartosci poczatkowej RLU wzgledem czasu odczytu testu, usunigcie testu w czasie
odczytu

e kontrola temperatury przy wykorzystaniu czujnikéw PT100 lub PT1000

Podlaczenie i wspolpraca z komputerem klasy PC:
e komunikacja poprzez RJ45, USB lub RS232
e zapis wynikdw odczytu wskaznikow biologicznych

e opcjonalnie mozliwos$¢ przypisania wyniku do konkretnego procesu sterylizacji

Parametry dotyczace zasilania:

e AC:100~240V, 1,5A, 50/60Hz - zasilacz
e DC: 12V — modul pomiarowy

Parametry dotyczace warunkow pracy urzadzenia:

e temperatura otoczenia: 5°C ~ 40°C

e wilgotno$¢ wzgledna otoczenia: <95% (>85% otoczenie niekondensujace)
e przeznaczenie do pracy wylgcznie w pomieszczeniach

e natezenie o§wietlenia w miejscu pracy maksymalnie 15001x



2. Zalozenia technologiczne metody archiwizacji wynikow odczytu wskaznikéw

biologicznych pomiaru ATP

Celem dobranej metody jest archiwizacja i automatyczne przeksztatcenie wynikow
odczytu wskaznikow biologicznych ATP z fizycznego wyniku testu na elektroniczny zapis.
Rejestracja odczytu bedzie si¢ odbywata poprzez pomiar wartosci bioluminescencji RLU
za pomocy detektorow w postaci fotodiod dla zidentyfikowanej probki, nastepnie
przetworzenie sygnatu przez mikroprocesor oraz w wyniku koncowym prezentacja i zapis

danych.

2.1. Algorytmy odczytu i rejestracji danych

e n-ilo$¢ cel pomiarowych

e pr[n] - tablica obecnos$ci probki w slocie

e ph[n] - zmienna przechowujaca warto$¢ bioluminescencji probki n
e k- nrpomiaru dla danej probki

e n-ilos¢ cel pomiarowych

e S -Ilos¢ testow przeprowadzonych na kazdej probce



Test obecnosci probki:



Odczyt warto$ci bioluminescencji:



Analiza i prezentacja danych:
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Algorytm archiwizacji danych na PC za pomoca portu komunikacyjnego:
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2.2. Projekt urzadzenia
Schemat blokowy:
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Plyta gléwna:
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Rysunek zlozeniowy
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3. Przeprowadzenie badania okreSlajacego parametry techniczne dla wskaznika

chemicznego klasy I niezbednego do umieszczania na ampulce testu biologicznego
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4. Opracowanie konstrukcji testu biologicznego zapewniajacej skuteczng penetracje

czynnika sterylizujacego, tj. plazmy H202 oraz pary wodnej
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5. Opracowanie technologii wytwarzania testow biologicznych w zakresie: produkcji

pakowania, etykietowania, okreslania warunkow przechowywania i transportu
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Raport czastkowy R/4

Okreslenie aktywnosci enzymow podczas procesu kietkowania spor

W ramach tego etapu badan wykonano nastgpujace zadania badawcze:

e  Wykorzystanie metody bioluminescencyjnego pomiaru ATP do oceny skutecznos$ci

sterylizacji parowej i plazmowe;j

e Ustalenie minimalnego czasu kietkowania przetrwalnikow umozliwiajgcego ich

wykrycie w danej metodzie (wizualna ocena zmiany barwy)

e Kontynuacja badan nad wyborem no$nika do immobilizacji spor
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1. Wprowadzenie

W wyniku prac przeprowadzonych w poprzednich etapach (Raporty czastkowe R1-R3),
dokonano wyboru optymalnych sktadow pozywki, bedagcych medium przyspieszajgcym
proces germinacji. Testy potwierdzajace stuszno$¢ wyboru danych komponentow
prowadzono w pozywkach ptynnych, zawierajacych pozywke mikrobiologiczng III (Raport
R2), odpowiedni aminokwas - asparagine jako germinant oraz alanine¢ lub inosine, b¢dace
ko-germinantem. Dodatkowo, na podstawie do$§wiadczen przeprowadzonych nad wplywem
wybranych jonoéw na kietkowanie przetrwalnikow, pozywka w swoim sktadzie zawierata 100
mM kationow Na* lub K. Jako kontrole zastosowano zmodyfikowang pozywke III tylko z
dodatkiem kationé6w (bez aminokwasow) (Krzywicka i wsp, 1996, raport D/2016).

W  celu okreslenia aktywno$ci enzymow podczas procesu kietkowania spor
przeprowadzono osiem wariantow doswiadczen (tabela 1), w ktérych badano nastepujace

parametry: gesto$¢ optyczng oraz ilo§¢ ATP.

Tabela 1. Warianty doswiadczen

L.p. Sklad mieszaniny hodowlanej Hosé [uM]

1 X+ Na* 100

2 X+ K* 100

3 Asp + Ino + Na* 100 + 100 + 100

4 Asp + Ino + K* 100 + 100 + 100

5 Asp + Ino + Na* + K* 100 + 100 + 100 + 100

6 Asp + Ala + Na* 100 + 100 + 100

7 Asp + Ala+ K" 100 + 100 + 100

8 Asp + Ala+ Na" + K* 100 + 100 + 100 + 100
Legenda:

X — brak aminokwasow (Proba kontrolna)
Na* - s6d (Na Cl)

K™ - potas (KCI)

Asp - asparagina

Ino — inosine

Ala - alanina




W celu okreslenia szybkosci procesu germinacji, badane spory uzyto w formie natywne;j
(zawiesina przetrwalnikow w ilosci 200 pl na kazde 12 ml badanej pozywki, o
wystandaryzowanej liczebnosci 107 jtk/ml). Dodatkowo, wyzej Wymieniong zawiesing
zimmobilizowano na dwoch rodzajach nosnikow — bibule Whatmanna oraz na materiale
Tyvek. W tym celu 100 pl zawiesiny nakrapiano na krazek i czekano do catkowitego
wyschniecia — 48 h (w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki).
Otrzymang zawiesing suszono takze liofilizacyjnie, gdzie nosnikiem byt tlenek krzemu. W
trakcie suszenia oznaczono przezywalnos$¢ spor (posiewy ilosciowe [jtk/g]) oraz wykonano
podstawowe bilanse technologiczne (oznaczano mase¢ suszu oraz wydajnos$¢ suszenia). Do
kazdej probowki, zawierajacej 12 ml badanego komponentu, dodawano 0,05g badanego

liofilizatu.

> Rodzaje badanego materiatu:

1. Zawiesina

2. Krazki
a. Bibuta Whatmana
b. Tyvek

3. Liofilizat (proszek)

Rysunek 1. Rodzaje stosowanych no$nikow



W trakcie testow o0znaczano % germinacji [Woese i Morowitz, 1958, metodyka z
publikacji -Cheida Aouadhi; Optimaliatiom of nutrient — induced germination of Bacillus
sporothermodurans spores using response Surface methodology), liczebno$¢ komorek (jtk/ml
— zalewowg metodg ptytkows), ilos¢ uwalnianego ATP [RLU] oraz ocen¢ zmiany barwy

wskaznika (resazuryna).

> Mierzone parametry:

1. Tlo§¢ ATP (RLU)

2. % Germinacji

G = (M) + 100 [%]
0D;
Gdzie:
0D;— gestos¢ optyczna poczatkowa

ODy - gesto$S¢ optyczna koncowa

3. Ocena zmiany barwy wskaznika - resazuryna



1.1. Wyniki:

1.1.1. Wyniki oznaczen poziomu ATP w zawiesinie przetrwalnikow bakterii

Przeprowadzone badania wykazaly wptyw wybranych mieszanin (sktadajacych si¢ z
aminokwasow, kationéw i inosiny) na proces germinacji Geobacillus stearothermophilus.
Zmiana poziomu germinacji spor zawieszonych w jalowej wodzie destylowanej byla

wyznaczona i przedstawiona jako procentowa redukcja OD [gestos¢ optycznal].

Poziom gestosci optycznej przedstawiono w tabeli 2. W poczatkowych etapach
hodowli obserwowano spadek gestosci optycznej zawiesiny bakterii. Bylo to zwigzane z
przechodzeniem form przetrwanych w wegetatywne. Podobne wyniki obserwowane byly
réwniez prze innych badaczy [Porgbska i wsp., 2017] W wigkszosci przypadkoéw spadek
wartosci OD utrzymywat si¢ do godziny 2.

Tabela 2. Gesto$¢ optyczna ( OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantéw sktadu podtoza hodowlanego

Wariant 0h 1h 2h 3h 4h
1 0,65645 0,4483 0,20945 0,4013 0,3844
2 0,58105 0,35625 0,21835 0,4127 0,41525
3 0,5633 0,4391 0,2652 0,3894 0,42605
4 0,55075 0,28245 0,22295 0,4009 0,42655
5 0,60475 0,44075 0,21095 0,40255 0,41485
6 0,51965 0,41815 0,2392 0,3826 0,4003
7 0,6416 0,4054 0,3868 0,36025 0,3638
8 0,70535 0,47355 0,3769 0,3738 0,2790

W przypadku procentowego wyznaczenia poziomu germinacji (tabela 3), najwigkszym
% germinacji charakteryzowat si¢ wariant 2 1 5 (w drugiej godzinie hodowli) oraz wariant 8
(4 godzina hodowli). Wartoéci te oscylowaly na poziomie powyzej 60 %. Swiadczy to o
istotnej roli jondw potasu w kietkowaniu przetrwalnikow. Ponadto uzyskane wyniki §wiadcza
o istotnej roli inosiny w usunigciu ochronnych warstw przetrwalnika. Bioragc pod uwage
procent germinacji i czas, najlepszym wariantem okazat si¢ wariant 5, gdzie w mieszaninie

zawarta byla asparagina, inosiny oraz sod i potas (kazdy ze sktadnikoéw po 100uM).



Tabela 3. % germinacji dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego

Wariant Germinacja [%]
0 1h 2h | 3h 4h

1 0 ;(1):;;? 30,980 Zg:ggg 67,857 :-3225(6) 38,378 :2:2?2 41,086
o P [
T e |
4 0 2?2?? 48,888 Zgzgz 59,698 ;g;i; 27,238 3;’236039 21,786
T I 7 el i Bl 5 M S B
o | 0 gar] % e ] 2 ] 2% e ] 2
o 1 e | e [ o | S0 | i
BEN P peye g e

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 4 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP, dla 8 wariantow
doswiadczen (tabela 1). Oznaczenia wykonano w 0, po 2 i 4 h inkubacji zawiesiny
przetrwalnikdéw w obecnosci badanych aminokwasow 1 jonéw. Eksperymenty wykonano w 2

niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy wynik jest §rednig z 6 oznaczen).

Po 2 godzinach hodowli w kazdym z wariantow zaobserwowano znaczy wzrost ilo$ci
uwalnianego ATP (okoto 10-krotny wzrost). Najlepsza kombinacja substancji
przyspieszajacych kietkowanie, dla tej techniki pomiarowej, byt wariant 7 (Asp + Ala + K™).

W dalszych etapach hodowli (4h) nie zaobserwowano dalszego wzrostu ilosci ATP, co
prawdopodobnie spowodowane byto brakiem innych skladnikow pokarmowych w pozywce
hodowlanej. Nie mniej jednak na potrzeby tego doswiadczenia lepsze bylo wykorzystanie
takich mieszanin, bez dodatku innych stymulatorow wzrostu, ktore mogtyby zafalszowac

wyniki tych eksperymentow.

Na rysunkach 2-4 przedstawiono graficzng forme¢ wynikow.



Tabela 4. Wptyw dodatku germinantow i jonoéw na ilos¢ ATP [RLU].

ATP [RLU]

Warian Oh 2h 4 h

t Z . Z . Z . , Z . ,
| I iy |Sredmia| Sredni | | I qp | Sredmia |« aial 1 I i | Sredmia | ¢ gnia

czastk. a czastk. czastk.

201 | 364 | 410 | 392 3354 | 3451 | 2987 | 3264 3038 | 4018 | 4004 | 3987

L 231 | 231 | 228 | 230 | °X 3206 | 3578 | 3657 | 3510 | 07 [ 6134 | 6a11 | 3556 | s367 | ‘077

) 212 | 307 | 402 | 307 | | 2472 | 2774 | 2787 | 2678 | .7 3933 | 3968 | 4155 | 4019 | _
203 | 346 | 393 | 344 4325 | 4053 | 4163 | 4180 6419 | 6462 | 6498 | 6460

; 271 | 241 | 248 | 253 | | 2691 | 2855 | 2927 | 2824 | ... | 5711 | 5666 | 5720 | 569 | ..,
169 | 204 | 230 | 201 3187 | 3310 | 3873 | 3457 5001 | 5512 | 5112 | 5208

) 199 | 178 | 206 | 194 | "] 2909 | 3172 | 3083 | 3055 | L. | 4266 | 4779 | 4959 | 4668 | ..o
622 | 683 | 986 | 764 3229 | 3227 | 3391 | 3282 5459 | 6077 | 6968 | 6168

- 231 | 171 | 192 | 198 | .| 3781 | 3287 | 3100 | 3373 | ... | 4773 | 4862 | 4924 | 4853 | .
347 | 417 | 508 | 424 3469 | 3515 | 3617 | 3534 4856 | 4785 | 4899 | 4847

) 30 | 318 | 337 | 828 | | 2379 | 2640 | 2623 | 2547 | .| 5914 | 6831 | 5970 | 5905 | o
247 | 281 | 291 | 273 4195 | 4252 | 4812 | 4420 5085 | 6223 | 5902 | 6037

, 409 | 498 | 484 | 464 | [ 7192 | 7686 | 7714 | 7581 | | 3956 | 4135 | 4577 | 4223 |
320 | 319 | 362 | 334 4274 | 4227 | 4379 | 4293 4288 | 4405 | 4479 | 4391

: 370 | 347 | 421 | 379 | 2075 | 2839 | 2929 | 2614 | Lo | 6501 | 6597 | 6740 | 6613 | _ o
214 | 216 | 240 | 223 3897 | 3968 | 3976 | 3947 3720 | 3769 | 3845 | 3778

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.
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Rysunek 2. Wptyw sktadu podtoza na % germinacji — przetrwalniki zawieszone w H20.
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Rysunek 3. Wptyw sktadu podtoza na gestos¢ optyczng zawiesiny — przetrwalniki zawieszone w H»0O.
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Rysunek 4. Wptyw sktadu podtoza na ilos¢ uwalnianego ATP — przetrwalniki zawieszone w H2O.
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1.1.2. Wyniki oznaczen poziomu ATP dla bakterii zimmobilizowanych na bibule
Whatmana

Do dalszych do$wiadczen wybrano 5 najlepszych wariantéw pozywek (wariant 4,
5, 6, 7, 8), wyznaczonych w doswiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie.
Zawiesing bakterii zimmobilizowano na bibule Whatmanna. W tym celu 100 pl zawiesiny o
wystandaryzowanej liczebnosci 107 jtk/ml,nakrapiano na krazek i czekano do calkowitego

wyschnigcia — 48 h (w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki).

Tabela 5.Gesto$¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego, dla
przetrwalnikow ziimobilizowanych na bibule Whatmana.

Wariant 0h 1h 2h 3h 4h
4 0,1691 0,2077 0,2286 0,2747 0,2275
5 0,1937 0,2395 0,2241 0,2466 0,2714
6 0,0800 0,1123 0,0978 0,1800 0,2158
7 0,1334 0,1528 0,2389 0,2571 0,3824
8 0,1106 0,1315 0,1560 0,2263 0,2999

Z danych przedstawionych w tabeli 5 wynika, ze w przypadku immobilizacji
przetrwalnikdéw bakterii na no$niku (bibuta) obserwowano znacznie nizsze wartosci OD, niz
przypadku zawiesiny przetrwalnikow w wodzie (tabela 2). Byto to prawdopodobnie zwigzane
Z zatrzymaniem komorek na nosniku. Nie stwierdzono tez spadku gestosci optycznej w
trakcie 4 godzin hodowli. Skutkowato to utrzymaniem ujemnych wynikow % germinacji
(tabela 6), co wynika ze wzoru na obliczanie tego parametru (wzor przedstawiono na str. 5
niniejszego raportu). Jednakze bioragc pod uwage wartosci bezwzgledne otrzymanych
parametrow (ktore wskazuja na najwigksza réznice¢ pomigdzy wartosciami poczatkowymi a
warto$ciami otrzymanymi w ramach przeprowadzonych eksperymentow), najlepsze okazaty
si¢ warianty 6 — w 3 godzinie hodowli 1 7 oraz 8§ w czwartej godzinie hodowli (wartosci te

zaznaczono kolorem zottym w tabeli 6).
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Tabela 6. Wptyw dodatku germinantéw i jondw na % germinacji.

Wariant Germinacja [%]

Oh L. 2h | 3h 4h
s 0 -_403,,72 21,9 ;Zi 932 22471 63,1 __606,;3 334
AEEE E= === S
° 0 a3 407 syl 2L i) 1246 [ 1652
! 0 ii? 148 :zz:; -83,5 '_14851,’39 13,6 f;gz 2084
8 0 _'432:28 -23,0 2é ; -43,7 _-15806,’82 -118,5 1222 -170,1

Legenda: kolorem z6ttym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 7 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP dla przetrwalnikow bakterii
zimmobilizowanych na bibule Whatmana. Oznaczenia wykonano w 0, po 1, 2, 4 godzinie
inkubacji zawiesiny przetrwalnikéw w obecnosci badanych aminokwasow 1 jonow.
Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtdrzenia (koncowy wynik
jest srednig z 6 oznaczen). Po 2 godzinach inkubacji bakterii w mieszaninie doswiadczalne]
nie zaobserwowano tak znaczacych przyrostow poziomu ATP jak w przypadku zawiesiny
bakterii w wodzie. Najwigkszy poziom ATP uzyskano po 1 godzinie hodowli dla wariantu
5(Asp + Ino + Na* + K*) i po 4 godzinie dla wariantu 6 (Asp + Ala + Na*). Swiadczy to 0
ochronnej roli nosnika w stosunku do przetrwalnikéw bakterii. Potwierdzajg to rowniez
badania innych Autorow, ktorzy wykazywali ochronny wptyw réznych matryc na skutecznos¢
procesow biologicznych (np. inaktywacji przetrwalnikow) (Ocio i wsp., 1996, Ananta i wsp.,
2001).

Graficzng forme wynikow przedstawiono na rysunkach 5-7.
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Tabela 7.Wptyw dodatku germinantoéw i jonéw na ilo§¢ ATP [RLU].

ATP [RLU]
. Oh 1h 2h 4 h
Wariant
rednia | - . rednia | - . Srednia | - . Srednia | - .
Lo | [Sredma g anial 1 | i | o (Sredmia g gnial | g |Sredmia)g anial 1 | o0 | o |Sredmal g dnia
czast. czast. czast. czast.
839 | 845 | 826 | 837 1668 | 1647| 1562 | 1626 2637 | 2388 | 2355 | 2460 4510 | 4215 | 4015 | 4247
4 733 1312 1855 3923
611 | 645 | 630 | 629 1005|1012| 976 998 1267 | 1227 | 1254 | 1249 3443 | 3493 | 3860 | 3599
885 | 908 | 904 | 899 5288 (5399 | 5388 | 5358 3965 | 3955 | 3451 | 3790 3358 | 3379 | 3306 | 3348
5 1027 5399 3706 2475
1121|1198 |1147| 1155 5300 |5365| 5654 | 5440 3030 | 3493 | 4342 | 3622 1548 | 1645 | 1613 | 1602
742 | 711 | 742 | 732 1531|1552 | 1518 | 1534 1887 | 1894 | 1945 | 1909 9246 | 9620 | 9929 | 9598
6 900 1248 1488 9258
929 [1050 |1227| 1069 963 | 956 | 968 962 1045 | 1070 | 1087 | 1067 8745 | 9014 | 8994 | 8918
1085|1130 [1142| 1119 1162]1206| 1212 | 1193 3530 | 3625 | 3741 | 3632 2538 | 2514 | 2629 | 2560
7 1207 1398 3847 3235
13241315 | 1243| 1294 1514 | 1614| 1682 | 1603 3397 | 4001 | 4789 | 4062 3707 | 3846 | 4175 | 3909
843 | 832 | 797 | 824 984 [1003| 958 982 1940 | 2116 | 2250 | 2102 2294 | 2364 | 2491 | 2383
8 714 1061 2029 3179
624 | 589 | 596 | 603 1103]1137| 1181 | 1140 1872 | 1970 | 2027 | 1956 3335 | 4014 | 4574 | 3974

Legenda: kolorem z6itym wyrdzniono najlepsze wyniki.

15




100

50

-100

% germinacji

-150
-200

-250
Czas hodowli [h]

Rysunek 5. Wptyw sktadu podtoza na % germinacji — immobilizacja na bibule Whatmana.

0,5
0,45
0,4

0 1 2 3
Czas hodowli [h]

—0—4 —0-5 —o—6 7 —o—38

Rysunek 6. Wplyw sktadu podtoza na gestos¢ optyczng — immobilizacja na bibule Whatmana.

—o—4
—o-5
—o—6

——3

16



20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000

‘—_,/—1
2000 Kd/
F

2 3 4
Czas hodowli [h]

ATP [RLU]

o
[

—0—4 —8—5 —0—6 7 —8—38

Rysunek 7. Wptyw sktadu podtoza na ilo$¢ uwalnianego ATP — immobilizacja na bibule Whatmana.

17



1.1.3. Wyniki oznaczen poziomu ATP w zawiesinie przetrwalnikow bakterii
zimmobilizowanych na Tyvek.

Badania przetrwalnikéw bakterii Geobacillus stearothermophilus kontynuowano
dla 5 najlepszych wariantow pozywek (wariant 4, 5, 6, 7, 8), wyznaczonych w
do$wiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie (analogicznie jak dla przetrwalnikow
zimmobilizowanych na bibule Whtamna. W celu 100 pl zawiesiny o wystandaryzowanej
liczebnosci 107 jtk/ml, nakrapiano na krazek i czekano do catkowitego wyschniecia — 48 h
(w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki). Wyniki pomiarow gestosci

optycznej przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Gestos¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantéw sktadu podioza hodowlanego, dla
rzetrwalnikdéw ziimobilizowanych na Tyvek.

ariant 0h 1h 2h 3h 4h
4 0,09615 0,07135 0,24125 0,21505 0,2309
5 0,1444 0,0465 0,30845 0,28955 0,29475
6 0,15555 0,18595 0,2343 0,34865 0,1228
7 0,13035 0,20305 0,29415 0,24515 0,0487
8 0,13175 0,15515 0,28825 0,2383 0,33455

Z przedstawionych danych wynika, ze w przypadku immobilizacji przetrwalnikéw
bakterii na no$niku (Tyvek) obserwowano znacznie nizsze warto$ci OD, niz przypadku
zawiesiny przetrwalnikow w wodzie (tabela 2). Uzyskane wyniki sa zblizone do tych
uzyskanych dla przetrwalnikow zim mobilizowanych na bibule Whatmana, jednakze
cechowaty si¢ wiekszymi rozbiezno$ciami. Dla niektorych wariantéw doswiadczen (wariant 6
1 7) zaobserwowano spadek gestosci optycznej w 4 godzinie, dla pozostatych badanych
wariantow obserwowano wzrost tego parametru. Bylo to prawdopodobnie zwigzane z
nierbwnomiernym zatrzymaniem komorek na nosniku (Tyvek). Skutkowalo to otrzymaniem
zarowno ujemnych jak i dodatnich wynikow % germinacji (tabela 9), co jest trudne do
interpretacji. Jednakze biorgc pod uwage wartosci bezwzgledne otrzymanych parametrow
(ktore wskazujg na najwigksza roznice pomiedzy wartosciami poczatkowymi a warto$ciami
otrzymanymi w ramach przeprowadzonych eksperymentéw), najlepsze okazaly si¢ warianty 4
— W 2 godzinie hodowli i 6 — w 3 godzinie hodowli oraz 8 w 4 godzinie hodowli. Kolorem

z6ltym w tabeli 9 wyrdzniono najlepsze uzyskane wyniki.
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Tabela 9. Wplyw dodatku germinantow i jonéw na % germinacji.

Germinacja [%]

Wariant
0 1 2 3 4
50,84586 -145,677 -122,932 -153,853
4 ’ 22 1 ’ -151 ’ -123.74 ’ -138,51
0 -5,23865 ,8036 -157,392 51,535 -124,563 3,748 -123,166 38,3
61,60338 -132,771 -119,761 -118,284
5 0 7380628 67,70483 95,0205 -113,896 51,8554 -100,808 90382 -104,333
- 11 -1 303,322 1,92
6 0 26,38 27,25 00,787 -61,1204 303,3 -161,625 92308 16,24741
1,881037 21,454 -19,9288 34,4179
7 0 76,6667 -58,4736 199,279 -135,177 222,793 -105,485 35,67568 59,1538
-40,2806 71,0755 11,82365 82,63193
8 0 “LBOI8 Y o ga1n 2T T2T1 1oy 50y 2B g 4 1g 130T el g
-37,0805 ’ -146,644 ’ -60,6544| '’ -176,174 ’

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 10 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP dla przetrwalnikow

bakterii zimmobilizowanych na materiale Tyvek. Oznaczenia wykonano w 0, po 2 i 4

godzinie inkubacji zawiesiny przetrwalnikdéw w obecnos$ci badanych aminokwasow i jonow.

Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy wynik

jest srednig z 6 oznaczen). Po 2 godzinach inkubacji bakterii w mieszaninie do$wiadczalnej

nie zaobserwowano tak znaczacych przyrostow poziomu ATP jak w przypadku zawiesiny

bakterii w wodzie. Najwigkszy poziom ATP uzyskano dopiero po 4 godzinie hodowli dla

wariantow 5— 8.

przetrwalnikow zim mobilizowanych na Tyvek.

Na rysunkach 8-10 przedstawiono graficzng ilustracje otrzymanych wynikow dla
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Tabela 10. Wpltyw dodatku germinantéw i jonéw na ilo§¢ ATP [RLU]- immobilizacja przetrwalnikéw na Tyvekie

ATP
Wariant Oh 2h 4h
| I i | Srednia g ednia |1 I i | Srednia g ednia | I | Srednia g e dnia
czast. czast. czast.
2664 2634 2229 2509 3411 3424 3520 3452 10378 10386 10653 10472
4 2657 3356 10826
2845 2056 2610 2804 3398 3124 3258 3260 11478 10589 11478 11181
2272 2251 2331 2285 4541 4662 4375 4526 17790 17330 17456 17560
5 2261 4800 18218
2243 2253 2215 2237 4557 5358 5305 5073 18444 19307 19054 18876
2785 2743 2613 2714 4097 4335 4462 4298 13797 13690 13987 13744
6 2833 5088 16378
2879 2066 3012 2952 5893 5892 5850 5878 19345 18682 19054 19014
2913 3059 3113 3028 4670 4835 4440 4648 19868 19471 19125 19670
7 2973 4439 19499
3005 2847 2003 2018 3962 4266 4459 4229 19795 18730 18954 19263
3359 3164 3182 3235 4093 4221 4450 4255 20157 19934 20145 20046
8 3288 4985 21127
3220 3154 3645 3340 5546 5707 5733 5662 21939 22479 21456 22209

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.
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1.1.4. Wyniki oznaczen poziomu ATP w liofilizacie przetrwalnikéw bakterii
(proszek)

Badania przetrwalnikow bakterii z Geobacillus stearothermophilus kontynuowano
dla 5 najlepszych wariantow pozywek (wariant 4, 5, 6, 7, 8), wyznaczonych w
dos$wiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie. W tej czesSci eksperymentow
wykorzystano liofilizat przetrwalnikow bakterii. Do 12 ml pozywki dodawano 0,05 g
liofilzatu, co pod wzgledem liczebno$ci odpowiadato liczbie przetrwalnikéw zawieszonych
w wodzie (pkt. 1.1.1) oraz liczbie przetrwalnikoéw zimmobilizowanych na bibule Whatmana
oraz na materiale Tyvek (pkt. 1.1.2. 1 1.1.3.). Wyniki pomiaréw gestosci optycznej dla tego

wariantu doswiadczen przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11.Ggstos$¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego, dla
liofilizatu przetrwalnikow

ari 0h 1h 2h 3h 4h
4 1,3369 1,4425 1,7601 1,90565 1,2312
5 1,3527 1,6434 1,58105 1,9426 1,6285
6 1,09515 1,2505 1,4934 1,7661 1,49945
7 0,65355 1,19285 1,06765 1,3692 1,5945
8 1,06405 0,60955 1,78795 2,03195 1,87915

Z przedstawionych danych wynika, Ze juz na poczatku hodowle te charakteryzowaty
sic¢ wysokim OD w porownaniu do wczesniejszych eksperymentow (zawiesina
przetrwalnikow, immobilizacja na bibule Whatmana oraz na materiale Tyvek). Dla
wigkszosci wariantow obserwowano przyrost gestosci optycznej hodowli do 3 godziny
eksperymentu, a potem niewielki jej spadek. Spadek gestosci optycznej dla kietkujacych

przetrwalnikéw obserwowano réwniez w innych badaniach (Porgbska i wsp., 2015).

W tabeli 12 zaprezentowano wyniki obliczen procentowej liczby germinacji (wzdr str.
5). Biorac pod uwage bezwzgledne wartosci danych najlepszym wariantem okazat si¢ wariant

7 (Asp + Ala + K").
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Tabela 12. Wplyw dodatku germinantéw i jondw na % germinacji.

Germinacja [%]

Wariant
0 1 2
© 0 ason] TS0 5] 00 S 420599 SEE 05 0392367
5 0 ;égﬁ 21,5358 ﬁ?ﬁii 16,4561 ;‘Sggg; 43,8828 fzigi 20,66
o | o i o S0 s RO s
7 0 8;;‘;2; -82,5221 :gg:zggg -63,6535 :;é’gs’zgj -109,237 12;‘222 _144,094
o | o [ i S et TS s [T

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

Wyniki pomiarow ilosci ATP dla do§wiadczen z liofilizatem przetrwalnikdéw bakterii z

Geobacillus stearothermophilus przedstawiono w tabeli 13. Oznaczenia wykonano w 0, pot, 2

1 4 godzinie

inkubacji zawiesiny przetrwalnikow w obecnosci badanych aminokwasow i

jondw. Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy

wynik jest $rednig z 6 oznaczen). Obserwowano stopniowy wzrost ilosci uwalnianego ATP -

po 1 godzinie inkubacji poziom ATP zwigkszyt si¢ srednio dwukrotnie, a po 2 godzinach —

$rednio czterokrotnie w poréwnaniu do godziny 0. Najwigkszy wzrost badanego parametru

obserwowano po 4 godzinie, w szczegdlno$ci dla wariantu 8 (Asp + Ala + Na* + K%).

Na rysunkach 11-13 przedstawiono graficzng ilustracje otrzymanych wynikow dla

zliofilizowanych przetrwalnikoéw Geobacillus stearothermophilus.
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Tabela 13. Wptyw dodatku germinantow i jonow na ilos¢ ATP [RLU] - liofilizat

ATP
Wariant Oh 1h 2h 4h
[ I m | 5™ | Sred. | 1 I m | 5" | Sred. | 1 nolom | 5" | Srea. | I Il |Sr. czast. | Sred.
czast. czast. czast.
867 | 797 | 782 | 815 1844 | 1825 | 1794 | 1821 3082 | 2947 | 2905 | 2978 7129 | 6654 | 6538 | 6774
4 844 1448 3007 6983
875 | 894 | 848 | 872 1093 | 1081 | 1050 | 1075 3110 | 3020 | 2977 | 3036 7397 | 7150 | 7031 | 7193
912 | 890 | 867 | 890 2782 | 2691 | 2747 | 2740 3050 | 3095 | 3092 | 3079 8486 | 8689 | 8491 | 8555
5 904 2821 3720 7946
963 | 907 | 883 | 918 2864 | 2917 | 2926 | 2902 3340 | 3340 | 6405 | 4362 7275 | 7392 | 7345 | 7337
764 | 812 | 855 | 810 779 | 799 | 799 | 792 3545 | 3566 | 3558 | 3556 18388 | 18767 | 17930 | 18362
6 819 1351 3391 16707
836 | 838 | 806 | 827 1862 | 1981 | 1886 | 1910 3181 | 3251 | 3247 | 3226 15601 | 14776 | 14782 | 15053
2556 | 1326 | 807 | 1563 1558 | 1518 | 1477 | 1518 2471 | 2421 | 2481 | 2458 10973 | 11461 | 10161 | 10865
7 1205 1511 2836 11766
896 | 802 | 844 | 847 1498 | 1500 | 1512 | 1503 3203 | 3190 | 3250 | 3214 12591 | 12556 | 12852 | 12666
1360 | 1262 | 1222 | 1281 1641 | 1619 | 1600 | 1620 6588 | 6346 | 6387 | 6440 111481 | 114946 | 116103 | 114177
8 1174 1440 6676 114258
1084 | 1115 | 1001 | 1067 1254 | 1248 | 1277 | 1260 7050 | 6826 | 6860 | 6912 113876 | 113278 | 115864 | 114339

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepszy wynik.
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1.1.5. Wplyw germinantéw na zmiane¢ barwy wskaznika redox — resazuryny -
wizualna zmiany barwy

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw germinantéw (jony, cukry, aminokwasy)
na zmian¢ barwy wskaznika redox — resazuryny - wizualna zmiany barwy. W tym celu
wykonano test studzienkowy, polegajacy na nanoszeniu do plytek wielodotkowych 200 ul
hodowli (uktad: pozywka + germinanty + spory). Uktad ten wcze$niej poddany byt wstepnej
inkubacji (w temperaturze 55°C) — do dotkéw nanoszono odpowiednio: 0, 1, 2, 3 1 4 —
godzinng hodowlg. Hodowle prowadzono na zmodyfikowanej pozywce III (Krzywicka i wsp.,
1996, raport R2) z dodatkiem 9 réznych germinantow (tabela 14). Inoculum (spory

Geobacillus stearothermophilus) stanowito 10 % catkowitej objetosci hodowli.

Oceng testu studzienkowego dokonywano, dodajac do dotkow (zawierajacych
odpowiednie warianty hodowli) 20 ul wskaznika redoks — resazuryne. Ocen¢ zmiany barwy
resazuryny (z fioletowej na r6zowg) dokonywano przez 3 kolejne godziny (w godzinnych
odstepach czasu, plytki inkubowano w temperaturze 55°C), a wynik obserwacji
przedstawiono na rysunku 14. Na zdjeciach kolorem czerwonym wyr6zniono tzw. czas Two -

czas wizualnej oceny, ktory obejmowat czas zmiany barwy liczony po dodaniu wskaznika.

Caltkowity czas potrzebny na uzyskanie reakcji barwnej byl sumg czasu wstepnej

inkubacji oraz czasu Two.

Tabela 14. Warianty pozywek uzytych do wizualnej oceny zmiany barwy.

L.p. Oznaczenie na plytce Hosé Pozywka
Rodzaj germinanta
wielodolkowej germinanta hodowlana
1 X Préba kontrolna
2 Na* Sod
3 K* Potas
4 Na*+ K* Séd + potas
5 GLU Glukoza
100 mM I
6 FRU Fruktoza
7 INO Inosine
8 ALA L- Alanina
9 ASP L- Asparagina
10 VAL L- Valina
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W pierwsze] godzinie obserwacji nie zauwazono zmiany barwy (w stosunku do
godziny zerowej), natomiast w godzinie drugiej i trzeciej najlepsza zmian¢ barwy uchwycono
w przypadku pozywki zawierajacej w swoim skladzie germinant Alaning i Asparaging
(wariant 8 i 9). W pozostatych przypadkach zmiana barwy byta niewielka, czesto

poréwnywalna do kontroli K.
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Rysunek 14. Ocena wizualna zmiany barwy resazuryny.
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Legenda:
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)

1,2,3,4,5,6,7, 8 — warianty pozywek (tabela 14)
Two czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks

TWO = 1 h

TWO = 3 h
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1. Wprowadzenie

W wyniku prac przeprowadzonych w poprzednich etapach (Raporty czastkowe R1-R3),
dokonano wyboru optymalnych sktadow pozywki, bedagcych medium przyspieszajgcym
proces germinacji. Testy potwierdzajace stuszno$¢ wyboru danych komponentow
prowadzono w pozywkach ptynnych, zawierajacych pozywke mikrobiologiczng III (Raport
R2), odpowiedni aminokwas - asparagine jako germinant oraz alanine¢ lub inosine, b¢dace
ko-germinantem. Dodatkowo, na podstawie do$§wiadczen przeprowadzonych nad wplywem
wybranych jonoéw na kietkowanie przetrwalnikow, pozywka w swoim sktadzie zawierata 100
mM kationow Na* lub K. Jako kontrole zastosowano zmodyfikowang pozywke III tylko z
dodatkiem kationé6w (bez aminokwasow) (Krzywicka i wsp, 1996, raport D/2016).

W  celu okreslenia aktywno$ci enzymow podczas procesu kietkowania spor
przeprowadzono osiem wariantow doswiadczen (tabela 1), w ktérych badano nastepujace

parametry: gesto$¢ optyczng oraz ilo§¢ ATP.

Tabela 1. Warianty doswiadczen

L.p. Sklad mieszaniny hodowlanej Hosé [uM]

1 X+ Na* 100

2 X+ K* 100

3 Asp + Ino + Na* 100 + 100 + 100

4 Asp + Ino + K* 100 + 100 + 100

5 Asp + Ino + Na* + K* 100 + 100 + 100 + 100

6 Asp + Ala + Na* 100 + 100 + 100

7 Asp + Ala+ K" 100 + 100 + 100

8 Asp + Ala+ Na" + K* 100 + 100 + 100 + 100
Legenda:

X — brak aminokwasow (Proba kontrolna)
Na* - s6d (Na Cl)

K™ - potas (KCI)

Asp - asparagina

Ino — inosine

Ala - alanina




W celu okreslenia szybkosci procesu germinacji, badane spory uzyto w formie natywne;j
(zawiesina przetrwalnikow w ilosci 200 pl na kazde 12 ml badanej pozywki, o
wystandaryzowanej liczebnosci 107 jtk/ml). Dodatkowo, wyzej Wymieniong zawiesing
zimmobilizowano na dwoch rodzajach nosnikow — bibule Whatmanna oraz na materiale
Tyvek. W tym celu 100 pl zawiesiny nakrapiano na krazek i czekano do catkowitego
wyschniecia — 48 h (w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki).
Otrzymang zawiesing suszono takze liofilizacyjnie, gdzie nosnikiem byt tlenek krzemu. W
trakcie suszenia oznaczono przezywalnos$¢ spor (posiewy ilosciowe [jtk/g]) oraz wykonano
podstawowe bilanse technologiczne (oznaczano mase¢ suszu oraz wydajnos$¢ suszenia). Do
kazdej probowki, zawierajacej 12 ml badanego komponentu, dodawano 0,05g badanego

liofilizatu.

> Rodzaje badanego materiatu:

1. Zawiesina

2. Krazki
a. Bibuta Whatmana
b. Tyvek

3. Liofilizat (proszek)

Rysunek 1. Rodzaje stosowanych no$nikow



W trakcie testow o0znaczano % germinacji [Woese i Morowitz, 1958, metodyka z
publikacji -Cheida Aouadhi; Optimaliatiom of nutrient — induced germination of Bacillus
sporothermodurans spores using response Surface methodology), liczebno$¢ komorek (jtk/ml
— zalewowg metodg ptytkows), ilos¢ uwalnianego ATP [RLU] oraz ocen¢ zmiany barwy

wskaznika (resazuryna).

> Mierzone parametry:

1. Tlo§¢ ATP (RLU)

2. % Germinacji

G = (M) + 100 [%]
0D;
Gdzie:
0D;— gestos¢ optyczna poczatkowa

ODy - gesto$S¢ optyczna koncowa

3. Ocena zmiany barwy wskaznika - resazuryna



1.1. Wyniki:

1.1.1. Wyniki oznaczen poziomu ATP w zawiesinie przetrwalnikow bakterii

Przeprowadzone badania wykazaly wptyw wybranych mieszanin (sktadajacych si¢ z
aminokwasow, kationéw i inosiny) na proces germinacji Geobacillus stearothermophilus.
Zmiana poziomu germinacji spor zawieszonych w jalowej wodzie destylowanej byla

wyznaczona i przedstawiona jako procentowa redukcja OD [gestos¢ optycznal].

Poziom gestosci optycznej przedstawiono w tabeli 2. W poczatkowych etapach
hodowli obserwowano spadek gestosci optycznej zawiesiny bakterii. Bylo to zwigzane z
przechodzeniem form przetrwanych w wegetatywne. Podobne wyniki obserwowane byly
réwniez prze innych badaczy [Porgbska i wsp., 2017] W wigkszosci przypadkoéw spadek
wartosci OD utrzymywat si¢ do godziny 2.

Tabela 2. Gesto$¢ optyczna ( OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantéw sktadu podtoza hodowlanego

Wariant 0h 1h 2h 3h 4h
1 0,65645 0,4483 0,20945 0,4013 0,3844
2 0,58105 0,35625 0,21835 0,4127 0,41525
3 0,5633 0,4391 0,2652 0,3894 0,42605
4 0,55075 0,28245 0,22295 0,4009 0,42655
5 0,60475 0,44075 0,21095 0,40255 0,41485
6 0,51965 0,41815 0,2392 0,3826 0,4003
7 0,6416 0,4054 0,3868 0,36025 0,3638
8 0,70535 0,47355 0,3769 0,3738 0,2790

W przypadku procentowego wyznaczenia poziomu germinacji (tabela 3), najwigkszym
% germinacji charakteryzowat si¢ wariant 2 1 5 (w drugiej godzinie hodowli) oraz wariant 8
(4 godzina hodowli). Wartoéci te oscylowaly na poziomie powyzej 60 %. Swiadczy to o
istotnej roli jondw potasu w kietkowaniu przetrwalnikow. Ponadto uzyskane wyniki §wiadcza
o istotnej roli inosiny w usunigciu ochronnych warstw przetrwalnika. Bioragc pod uwage
procent germinacji i czas, najlepszym wariantem okazat si¢ wariant 5, gdzie w mieszaninie

zawarta byla asparagina, inosiny oraz sod i potas (kazdy ze sktadnikoéw po 100uM).



Tabela 3. % germinacji dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego

Wariant Germinacja [%]
0 1h 2h | 3h 4h

1 0 ;(1):;;? 30,980 Zg:ggg 67,857 :-3225(6) 38,378 :2:2?2 41,086
o P [
T e |
4 0 2?2?? 48,888 Zgzgz 59,698 ;g;i; 27,238 3;’236039 21,786
T I 7 el i Bl 5 M S B
o | 0 gar] % e ] 2 ] 2% e ] 2
o 1 e | e [ o | S0 | i
BEN P peye g e

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 4 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP, dla 8 wariantow
doswiadczen (tabela 1). Oznaczenia wykonano w 0, po 2 i 4 h inkubacji zawiesiny
przetrwalnikdéw w obecnosci badanych aminokwasow 1 jonéw. Eksperymenty wykonano w 2

niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy wynik jest §rednig z 6 oznaczen).

Po 2 godzinach hodowli w kazdym z wariantow zaobserwowano znaczy wzrost ilo$ci
uwalnianego ATP (okoto 10-krotny wzrost). Najlepsza kombinacja substancji
przyspieszajacych kietkowanie, dla tej techniki pomiarowej, byt wariant 7 (Asp + Ala + K™).

W dalszych etapach hodowli (4h) nie zaobserwowano dalszego wzrostu ilosci ATP, co
prawdopodobnie spowodowane byto brakiem innych skladnikow pokarmowych w pozywce
hodowlanej. Nie mniej jednak na potrzeby tego doswiadczenia lepsze bylo wykorzystanie
takich mieszanin, bez dodatku innych stymulatorow wzrostu, ktore mogtyby zafalszowac

wyniki tych eksperymentow.

Na rysunkach 2-4 przedstawiono graficzng forme¢ wynikow.



Tabela 4. Wptyw dodatku germinantow i jonoéw na ilos¢ ATP [RLU].

ATP [RLU]

Warian Oh 2h 4 h

t Z . Z . Z . , Z . ,
| I iy |Sredmia| Sredni | | I qp | Sredmia |« aial 1 I i | Sredmia | ¢ gnia

czastk. a czastk. czastk.

201 | 364 | 410 | 392 3354 | 3451 | 2987 | 3264 3038 | 4018 | 4004 | 3987

L 231 | 231 | 228 | 230 | °X 3206 | 3578 | 3657 | 3510 | 07 [ 6134 | 6a11 | 3556 | s367 | ‘077

) 212 | 307 | 402 | 307 | | 2472 | 2774 | 2787 | 2678 | .7 3933 | 3968 | 4155 | 4019 | _
203 | 346 | 393 | 344 4325 | 4053 | 4163 | 4180 6419 | 6462 | 6498 | 6460

; 271 | 241 | 248 | 253 | | 2691 | 2855 | 2927 | 2824 | ... | 5711 | 5666 | 5720 | 569 | ..,
169 | 204 | 230 | 201 3187 | 3310 | 3873 | 3457 5001 | 5512 | 5112 | 5208

) 199 | 178 | 206 | 194 | "] 2909 | 3172 | 3083 | 3055 | L. | 4266 | 4779 | 4959 | 4668 | ..o
622 | 683 | 986 | 764 3229 | 3227 | 3391 | 3282 5459 | 6077 | 6968 | 6168

- 231 | 171 | 192 | 198 | .| 3781 | 3287 | 3100 | 3373 | ... | 4773 | 4862 | 4924 | 4853 | .
347 | 417 | 508 | 424 3469 | 3515 | 3617 | 3534 4856 | 4785 | 4899 | 4847

) 30 | 318 | 337 | 828 | | 2379 | 2640 | 2623 | 2547 | .| 5914 | 6831 | 5970 | 5905 | o
247 | 281 | 291 | 273 4195 | 4252 | 4812 | 4420 5085 | 6223 | 5902 | 6037

, 409 | 498 | 484 | 464 | [ 7192 | 7686 | 7714 | 7581 | | 3956 | 4135 | 4577 | 4223 |
320 | 319 | 362 | 334 4274 | 4227 | 4379 | 4293 4288 | 4405 | 4479 | 4391

: 370 | 347 | 421 | 379 | 2075 | 2839 | 2929 | 2614 | Lo | 6501 | 6597 | 6740 | 6613 | _ o
214 | 216 | 240 | 223 3897 | 3968 | 3976 | 3947 3720 | 3769 | 3845 | 3778

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.
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Rysunek 2. Wptyw sktadu podtoza na % germinacji — przetrwalniki zawieszone w H20.
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Rysunek 4. Wptyw sktadu podtoza na ilos¢ uwalnianego ATP — przetrwalniki zawieszone w H2O.
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1.1.2. Wyniki oznaczen poziomu ATP dla bakterii zimmobilizowanych na bibule
Whatmana

Do dalszych do$wiadczen wybrano 5 najlepszych wariantéw pozywek (wariant 4,
5, 6, 7, 8), wyznaczonych w doswiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie.
Zawiesing bakterii zimmobilizowano na bibule Whatmanna. W tym celu 100 pl zawiesiny o
wystandaryzowanej liczebnosci 107 jtk/ml,nakrapiano na krazek i czekano do calkowitego

wyschnigcia — 48 h (w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki).

Tabela 5.Gesto$¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego, dla
przetrwalnikow ziimobilizowanych na bibule Whatmana.

Wariant 0h 1h 2h 3h 4h
4 0,1691 0,2077 0,2286 0,2747 0,2275
5 0,1937 0,2395 0,2241 0,2466 0,2714
6 0,0800 0,1123 0,0978 0,1800 0,2158
7 0,1334 0,1528 0,2389 0,2571 0,3824
8 0,1106 0,1315 0,1560 0,2263 0,2999

Z danych przedstawionych w tabeli 5 wynika, ze w przypadku immobilizacji
przetrwalnikdéw bakterii na no$niku (bibuta) obserwowano znacznie nizsze wartosci OD, niz
przypadku zawiesiny przetrwalnikow w wodzie (tabela 2). Byto to prawdopodobnie zwigzane
Z zatrzymaniem komorek na nosniku. Nie stwierdzono tez spadku gestosci optycznej w
trakcie 4 godzin hodowli. Skutkowato to utrzymaniem ujemnych wynikow % germinacji
(tabela 6), co wynika ze wzoru na obliczanie tego parametru (wzor przedstawiono na str. 5
niniejszego raportu). Jednakze bioragc pod uwage wartosci bezwzgledne otrzymanych
parametrow (ktore wskazuja na najwigksza réznice¢ pomigdzy wartosciami poczatkowymi a
warto$ciami otrzymanymi w ramach przeprowadzonych eksperymentow), najlepsze okazaty
si¢ warianty 6 — w 3 godzinie hodowli 1 7 oraz 8§ w czwartej godzinie hodowli (wartosci te

zaznaczono kolorem zottym w tabeli 6).
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Tabela 6. Wptyw dodatku germinantéw i jondw na % germinacji.

Wariant Germinacja [%]

Oh L. 2h | 3h 4h
s 0 -_403,,72 21,9 ;Zi 932 22471 63,1 __606,;3 334
AEEE E= === S
° 0 a3 407 syl 2L i) 1246 [ 1652
! 0 ii? 148 :zz:; -83,5 '_14851,’39 13,6 f;gz 2084
8 0 _'432:28 -23,0 2é ; -43,7 _-15806,’82 -118,5 1222 -170,1

Legenda: kolorem z6ttym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 7 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP dla przetrwalnikow bakterii
zimmobilizowanych na bibule Whatmana. Oznaczenia wykonano w 0, po 1, 2, 4 godzinie
inkubacji zawiesiny przetrwalnikéw w obecnosci badanych aminokwasow 1 jonow.
Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtdrzenia (koncowy wynik
jest srednig z 6 oznaczen). Po 2 godzinach inkubacji bakterii w mieszaninie doswiadczalne]
nie zaobserwowano tak znaczacych przyrostow poziomu ATP jak w przypadku zawiesiny
bakterii w wodzie. Najwigkszy poziom ATP uzyskano po 1 godzinie hodowli dla wariantu
5(Asp + Ino + Na* + K*) i po 4 godzinie dla wariantu 6 (Asp + Ala + Na*). Swiadczy to 0
ochronnej roli nosnika w stosunku do przetrwalnikéw bakterii. Potwierdzajg to rowniez
badania innych Autorow, ktorzy wykazywali ochronny wptyw réznych matryc na skutecznos¢
procesow biologicznych (np. inaktywacji przetrwalnikow) (Ocio i wsp., 1996, Ananta i wsp.,
2001).

Graficzng forme wynikow przedstawiono na rysunkach 5-7.
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Tabela 7.Wptyw dodatku germinantoéw i jonéw na ilo§¢ ATP [RLU].

ATP [RLU]
. Oh 1h 2h 4 h
Wariant
rednia | - . rednia | - . Srednia | - . Srednia | - .
Lo | [Sredma g anial 1 | i | o (Sredmia g gnial | g |Sredmia)g anial 1 | o0 | o |Sredmal g dnia
czast. czast. czast. czast.
839 | 845 | 826 | 837 1668 | 1647| 1562 | 1626 2637 | 2388 | 2355 | 2460 4510 | 4215 | 4015 | 4247
4 733 1312 1855 3923
611 | 645 | 630 | 629 1005|1012| 976 998 1267 | 1227 | 1254 | 1249 3443 | 3493 | 3860 | 3599
885 | 908 | 904 | 899 5288 (5399 | 5388 | 5358 3965 | 3955 | 3451 | 3790 3358 | 3379 | 3306 | 3348
5 1027 5399 3706 2475
1121|1198 |1147| 1155 5300 |5365| 5654 | 5440 3030 | 3493 | 4342 | 3622 1548 | 1645 | 1613 | 1602
742 | 711 | 742 | 732 1531|1552 | 1518 | 1534 1887 | 1894 | 1945 | 1909 9246 | 9620 | 9929 | 9598
6 900 1248 1488 9258
929 [1050 |1227| 1069 963 | 956 | 968 962 1045 | 1070 | 1087 | 1067 8745 | 9014 | 8994 | 8918
1085|1130 [1142| 1119 1162]1206| 1212 | 1193 3530 | 3625 | 3741 | 3632 2538 | 2514 | 2629 | 2560
7 1207 1398 3847 3235
13241315 | 1243| 1294 1514 | 1614| 1682 | 1603 3397 | 4001 | 4789 | 4062 3707 | 3846 | 4175 | 3909
843 | 832 | 797 | 824 984 [1003| 958 982 1940 | 2116 | 2250 | 2102 2294 | 2364 | 2491 | 2383
8 714 1061 2029 3179
624 | 589 | 596 | 603 1103]1137| 1181 | 1140 1872 | 1970 | 2027 | 1956 3335 | 4014 | 4574 | 3974

Legenda: kolorem z6itym wyrdzniono najlepsze wyniki.
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1.1.3. Wyniki oznaczen poziomu ATP w zawiesinie przetrwalnikow bakterii
zimmobilizowanych na Tyvek.

Badania przetrwalnikéw bakterii Geobacillus stearothermophilus kontynuowano
dla 5 najlepszych wariantow pozywek (wariant 4, 5, 6, 7, 8), wyznaczonych w
do$wiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie (analogicznie jak dla przetrwalnikow
zimmobilizowanych na bibule Whtamna. W celu 100 pl zawiesiny o wystandaryzowanej
liczebnosci 107 jtk/ml, nakrapiano na krazek i czekano do catkowitego wyschniecia — 48 h
(w testach stosowano 2 krazki na kazde 12 ml badanej pozywki). Wyniki pomiarow gestosci

optycznej przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Gestos¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantéw sktadu podioza hodowlanego, dla
rzetrwalnikdéw ziimobilizowanych na Tyvek.

ariant 0h 1h 2h 3h 4h
4 0,09615 0,07135 0,24125 0,21505 0,2309
5 0,1444 0,0465 0,30845 0,28955 0,29475
6 0,15555 0,18595 0,2343 0,34865 0,1228
7 0,13035 0,20305 0,29415 0,24515 0,0487
8 0,13175 0,15515 0,28825 0,2383 0,33455

Z przedstawionych danych wynika, ze w przypadku immobilizacji przetrwalnikéw
bakterii na no$niku (Tyvek) obserwowano znacznie nizsze warto$ci OD, niz przypadku
zawiesiny przetrwalnikow w wodzie (tabela 2). Uzyskane wyniki sa zblizone do tych
uzyskanych dla przetrwalnikow zim mobilizowanych na bibule Whatmana, jednakze
cechowaty si¢ wiekszymi rozbiezno$ciami. Dla niektorych wariantéw doswiadczen (wariant 6
1 7) zaobserwowano spadek gestosci optycznej w 4 godzinie, dla pozostatych badanych
wariantow obserwowano wzrost tego parametru. Bylo to prawdopodobnie zwigzane z
nierbwnomiernym zatrzymaniem komorek na nosniku (Tyvek). Skutkowalo to otrzymaniem
zarowno ujemnych jak i dodatnich wynikow % germinacji (tabela 9), co jest trudne do
interpretacji. Jednakze biorgc pod uwage wartosci bezwzgledne otrzymanych parametrow
(ktore wskazujg na najwigksza roznice pomiedzy wartosciami poczatkowymi a warto$ciami
otrzymanymi w ramach przeprowadzonych eksperymentéw), najlepsze okazaly si¢ warianty 4
— W 2 godzinie hodowli i 6 — w 3 godzinie hodowli oraz 8 w 4 godzinie hodowli. Kolorem

z6ltym w tabeli 9 wyrdzniono najlepsze uzyskane wyniki.
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Tabela 9. Wplyw dodatku germinantow i jonéw na % germinacji.

Germinacja [%]

Wariant
0 1 2 3 4
50,84586 -145,677 -122,932 -153,853
4 ’ 22 1 ’ -151 ’ -123.74 ’ -138,51
0 -5,23865 ,8036 -157,392 51,535 -124,563 3,748 -123,166 38,3
61,60338 -132,771 -119,761 -118,284
5 0 7380628 67,70483 95,0205 -113,896 51,8554 -100,808 90382 -104,333
- 11 -1 303,322 1,92
6 0 26,38 27,25 00,787 -61,1204 303,3 -161,625 92308 16,24741
1,881037 21,454 -19,9288 34,4179
7 0 76,6667 -58,4736 199,279 -135,177 222,793 -105,485 35,67568 59,1538
-40,2806 71,0755 11,82365 82,63193
8 0 “LBOI8 Y o ga1n 2T T2T1 1oy 50y 2B g 4 1g 130T el g
-37,0805 ’ -146,644 ’ -60,6544| '’ -176,174 ’

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

W tabeli 10 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP dla przetrwalnikow

bakterii zimmobilizowanych na materiale Tyvek. Oznaczenia wykonano w 0, po 2 i 4

godzinie inkubacji zawiesiny przetrwalnikdéw w obecnos$ci badanych aminokwasow i jonow.

Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy wynik

jest srednig z 6 oznaczen). Po 2 godzinach inkubacji bakterii w mieszaninie do$wiadczalnej

nie zaobserwowano tak znaczacych przyrostow poziomu ATP jak w przypadku zawiesiny

bakterii w wodzie. Najwigkszy poziom ATP uzyskano dopiero po 4 godzinie hodowli dla

wariantow 5— 8.

przetrwalnikow zim mobilizowanych na Tyvek.

Na rysunkach 8-10 przedstawiono graficzng ilustracje otrzymanych wynikow dla
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Tabela 10. Wpltyw dodatku germinantéw i jonéw na ilo§¢ ATP [RLU]- immobilizacja przetrwalnikéw na Tyvekie

ATP
Wariant Oh 2h 4h
| I i | Srednia g ednia |1 I i | Srednia g ednia | I | Srednia g e dnia
czast. czast. czast.
2664 2634 2229 2509 3411 3424 3520 3452 10378 10386 10653 10472
4 2657 3356 10826
2845 2056 2610 2804 3398 3124 3258 3260 11478 10589 11478 11181
2272 2251 2331 2285 4541 4662 4375 4526 17790 17330 17456 17560
5 2261 4800 18218
2243 2253 2215 2237 4557 5358 5305 5073 18444 19307 19054 18876
2785 2743 2613 2714 4097 4335 4462 4298 13797 13690 13987 13744
6 2833 5088 16378
2879 2066 3012 2952 5893 5892 5850 5878 19345 18682 19054 19014
2913 3059 3113 3028 4670 4835 4440 4648 19868 19471 19125 19670
7 2973 4439 19499
3005 2847 2003 2018 3962 4266 4459 4229 19795 18730 18954 19263
3359 3164 3182 3235 4093 4221 4450 4255 20157 19934 20145 20046
8 3288 4985 21127
3220 3154 3645 3340 5546 5707 5733 5662 21939 22479 21456 22209

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.
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1.1.4. Wyniki oznaczen poziomu ATP w liofilizacie przetrwalnikéw bakterii
(proszek)

Badania przetrwalnikow bakterii z Geobacillus stearothermophilus kontynuowano
dla 5 najlepszych wariantow pozywek (wariant 4, 5, 6, 7, 8), wyznaczonych w
dos$wiadczeniu z zawiesing przetrwalnikow w wodzie. W tej czesSci eksperymentow
wykorzystano liofilizat przetrwalnikow bakterii. Do 12 ml pozywki dodawano 0,05 g
liofilzatu, co pod wzgledem liczebno$ci odpowiadato liczbie przetrwalnikéw zawieszonych
w wodzie (pkt. 1.1.1) oraz liczbie przetrwalnikoéw zimmobilizowanych na bibule Whatmana
oraz na materiale Tyvek (pkt. 1.1.2. 1 1.1.3.). Wyniki pomiaréw gestosci optycznej dla tego

wariantu doswiadczen przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11.Ggstos$¢ optyczna (OD A=580 nm), dla poszczegdlnych wariantow sktadu podtoza hodowlanego, dla
liofilizatu przetrwalnikow

ari 0h 1h 2h 3h 4h
4 1,3369 1,4425 1,7601 1,90565 1,2312
5 1,3527 1,6434 1,58105 1,9426 1,6285
6 1,09515 1,2505 1,4934 1,7661 1,49945
7 0,65355 1,19285 1,06765 1,3692 1,5945
8 1,06405 0,60955 1,78795 2,03195 1,87915

Z przedstawionych danych wynika, Ze juz na poczatku hodowle te charakteryzowaty
sic¢ wysokim OD w porownaniu do wczesniejszych eksperymentow (zawiesina
przetrwalnikow, immobilizacja na bibule Whatmana oraz na materiale Tyvek). Dla
wigkszosci wariantow obserwowano przyrost gestosci optycznej hodowli do 3 godziny
eksperymentu, a potem niewielki jej spadek. Spadek gestosci optycznej dla kietkujacych

przetrwalnikéw obserwowano réwniez w innych badaniach (Porgbska i wsp., 2015).

W tabeli 12 zaprezentowano wyniki obliczen procentowej liczby germinacji (wzdr str.
5). Biorac pod uwage bezwzgledne wartosci danych najlepszym wariantem okazat si¢ wariant

7 (Asp + Ala + K").
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Tabela 12. Wplyw dodatku germinantéw i jondw na % germinacji.

Germinacja [%]

Wariant
0 1 2
© 0 ason] TS0 5] 00 S 420599 SEE 05 0392367
5 0 ;égﬁ 21,5358 ﬁ?ﬁii 16,4561 ;‘Sggg; 43,8828 fzigi 20,66
o | o i o S0 s RO s
7 0 8;;‘;2; -82,5221 :gg:zggg -63,6535 :;é’gs’zgj -109,237 12;‘222 _144,094
o | o [ i S et TS s [T

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepsze wyniki.

Wyniki pomiarow ilosci ATP dla do§wiadczen z liofilizatem przetrwalnikdéw bakterii z

Geobacillus stearothermophilus przedstawiono w tabeli 13. Oznaczenia wykonano w 0, pot, 2

1 4 godzinie

inkubacji zawiesiny przetrwalnikow w obecnosci badanych aminokwasow i

jondw. Eksperymenty wykonano w 2 niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy

wynik jest $rednig z 6 oznaczen). Obserwowano stopniowy wzrost ilosci uwalnianego ATP -

po 1 godzinie inkubacji poziom ATP zwigkszyt si¢ srednio dwukrotnie, a po 2 godzinach —

$rednio czterokrotnie w poréwnaniu do godziny 0. Najwigkszy wzrost badanego parametru

obserwowano po 4 godzinie, w szczegdlno$ci dla wariantu 8 (Asp + Ala + Na* + K%).

Na rysunkach 11-13 przedstawiono graficzng ilustracje otrzymanych wynikow dla

zliofilizowanych przetrwalnikoéw Geobacillus stearothermophilus.
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Tabela 13. Wptyw dodatku germinantow i jonow na ilos¢ ATP [RLU] - liofilizat

ATP
Wariant Oh 1h 2h 4h
[ I m | 5™ | Sred. | 1 I m | 5" | Sred. | 1 nolom | 5" | Srea. | I Il |Sr. czast. | Sred.
czast. czast. czast.
867 | 797 | 782 | 815 1844 | 1825 | 1794 | 1821 3082 | 2947 | 2905 | 2978 7129 | 6654 | 6538 | 6774
4 844 1448 3007 6983
875 | 894 | 848 | 872 1093 | 1081 | 1050 | 1075 3110 | 3020 | 2977 | 3036 7397 | 7150 | 7031 | 7193
912 | 890 | 867 | 890 2782 | 2691 | 2747 | 2740 3050 | 3095 | 3092 | 3079 8486 | 8689 | 8491 | 8555
5 904 2821 3720 7946
963 | 907 | 883 | 918 2864 | 2917 | 2926 | 2902 3340 | 3340 | 6405 | 4362 7275 | 7392 | 7345 | 7337
764 | 812 | 855 | 810 779 | 799 | 799 | 792 3545 | 3566 | 3558 | 3556 18388 | 18767 | 17930 | 18362
6 819 1351 3391 16707
836 | 838 | 806 | 827 1862 | 1981 | 1886 | 1910 3181 | 3251 | 3247 | 3226 15601 | 14776 | 14782 | 15053
2556 | 1326 | 807 | 1563 1558 | 1518 | 1477 | 1518 2471 | 2421 | 2481 | 2458 10973 | 11461 | 10161 | 10865
7 1205 1511 2836 11766
896 | 802 | 844 | 847 1498 | 1500 | 1512 | 1503 3203 | 3190 | 3250 | 3214 12591 | 12556 | 12852 | 12666
1360 | 1262 | 1222 | 1281 1641 | 1619 | 1600 | 1620 6588 | 6346 | 6387 | 6440 111481 | 114946 | 116103 | 114177
8 1174 1440 6676 114258
1084 | 1115 | 1001 | 1067 1254 | 1248 | 1277 | 1260 7050 | 6826 | 6860 | 6912 113876 | 113278 | 115864 | 114339

Legenda: kolorem zottym wyrdzniono najlepszy wynik.
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1.1.5. Wplyw germinantéw na zmiane¢ barwy wskaznika redox — resazuryny -
wizualna zmiany barwy

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw germinantéw (jony, cukry, aminokwasy)
na zmian¢ barwy wskaznika redox — resazuryny - wizualna zmiany barwy. W tym celu
wykonano test studzienkowy, polegajacy na nanoszeniu do plytek wielodotkowych 200 ul
hodowli (uktad: pozywka + germinanty + spory). Uktad ten wcze$niej poddany byt wstepnej
inkubacji (w temperaturze 55°C) — do dotkéw nanoszono odpowiednio: 0, 1, 2, 3 1 4 —
godzinng hodowlg. Hodowle prowadzono na zmodyfikowanej pozywce III (Krzywicka i wsp.,
1996, raport R2) z dodatkiem 9 réznych germinantow (tabela 14). Inoculum (spory

Geobacillus stearothermophilus) stanowito 10 % catkowitej objetosci hodowli.

Oceng testu studzienkowego dokonywano, dodajac do dotkow (zawierajacych
odpowiednie warianty hodowli) 20 ul wskaznika redoks — resazuryne. Ocen¢ zmiany barwy
resazuryny (z fioletowej na r6zowg) dokonywano przez 3 kolejne godziny (w godzinnych
odstepach czasu, plytki inkubowano w temperaturze 55°C), a wynik obserwacji
przedstawiono na rysunku 14. Na zdjeciach kolorem czerwonym wyr6zniono tzw. czas Two -

czas wizualnej oceny, ktory obejmowat czas zmiany barwy liczony po dodaniu wskaznika.

Caltkowity czas potrzebny na uzyskanie reakcji barwnej byl sumg czasu wstepnej

inkubacji oraz czasu Two.

Tabela 14. Warianty pozywek uzytych do wizualnej oceny zmiany barwy.

L.p. Oznaczenie na plytce Hosé Pozywka
Rodzaj germinanta
wielodolkowej germinanta hodowlana
1 X Préba kontrolna
2 Na* Sod
3 K* Potas
4 Na*+ K* Séd + potas
5 GLU Glukoza
100 mM I
6 FRU Fruktoza
7 INO Inosine
8 ALA L- Alanina
9 ASP L- Asparagina
10 VAL L- Valina
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W pierwsze] godzinie obserwacji nie zauwazono zmiany barwy (w stosunku do
godziny zerowej), natomiast w godzinie drugiej i trzeciej najlepsza zmian¢ barwy uchwycono
w przypadku pozywki zawierajacej w swoim skladzie germinant Alaning i Asparaging
(wariant 8 i 9). W pozostatych przypadkach zmiana barwy byta niewielka, czesto

poréwnywalna do kontroli K.
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Rysunek 14. Ocena wizualna zmiany barwy resazuryny.
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Legenda:
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)

1,2,3,4,5,6,7, 8 — warianty pozywek (tabela 14)
Two czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks

TWO = 1 h

TWO = 3 h
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1. Wstepna ocena podlozy mikrobiologicznych

1.1. I tura

W celu wyboru pozywki mikrobiologicznej, odpowiedniej dla procesu germinacji dla spor
Geobacillus stearothermophilus (ATCC 7953), dokonano wstepnej selekcji (na podstawie
wynikow uzyskanych w poprzednich raportach dla spor Bacillus subtilis). Wybrane zostaty na
podstawie publikacji [Krzywicka i wsp., 1996], z pomini¢ciem pozywki IV, ktora mimo ze w
swoim skladzie zawierata duze ilosci makroelementow, nie powodowata szybkiej germinacji.
Sktady podtozy przedstawiono w tabeli 1 (szczegotowe ilosci komponentéw zamieszczone sg

w w/w publikaciji).

Tabela 1. Sktad podiozy wybranych do do§wiadczenia.

N;ﬁ%?;ﬁ::j?g Sklad Nr podloza na zdjeciu
I Bulion, pepton 1
I Bulion, Trypton, glukoza 2
n Bulion, pepton, NaCl, glukoza 3
\Y% Bulion, pepton, trypton, skrobia, K2HPO4 S
VI Ekstrakt drozdzowy, skrobia, K2HPO4 6
Vil Trypton, ekstrakt drozdzowy, KoHPO4 7

Doswiadczenia wykonane w I turze badan polegaty na zaszczepieniu 10 % inoculum (spory
Geobacillus stearothermophilus) odpowiednich pozywek (tabela 1), a nast¢pnie na ocenie
wizualnej zmiany barwy wskaznika redoks — resazuryny, ktora w wyniku zmieniajacego si¢
pH s$rodowiska (w czasie kietkowania spor) zmienia barw¢ z granatowej na ré6zowa (Assay
Guidance Manual — Cell Viability Assays, 2013). Ocenie podlegaly hodowle prowadzone w
temperaturze 55°C, w czasie 24 h. Zdjecia potwierdzajgce zmiang barwy wykonano w 2, 3, 4 1
24 godzinie. Na rysunku 1 przedstawiono zdjecia z 1 godziny inkubacji (dla kontroli, bez
dodatku spor) oraz z 4 i 24 godziny (zaréwno hodowla jak i kontrola). Ilustracje obrazuja
wplyw komponentéw odzywczych na szybko$§¢ germinacji. Juz w czwartej godzinie inkubacji
mozna byto zaobserwowac znaczgca zmiane barwy (z niebieskiego na ré6zowy) dla podtoza nr
II, VI oraz VII. Barwa ta poglebita si¢ po dobie inkubacji wiec do dalszych etapéw wybrano

wlasnie te trzy warianty.



I tura do§wiadczenia I tura doSwiadczenia - kontrola

1h

4h

24 h

Rysunek 1. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — I tura.




1.2. II tura

W tabeli nr 2 zamieszczono sktady podtozy uzytych w drugim etapie badan. Podtozem
wyjsciowym byly trzy rézne pozywki wybrane w pierwszej turze. Wzbogacone zostalty one w
trzy rozne germinanty — L-Alanine, L- Asparagine oraz Inozyne (kazdy w ilosci 0,01mM)
[Aouadhi, 2012]. Ilo$¢ oraz rodzaj germinanta wybrane zostaty na podstawie wczesniejszych

badan, ktérych rezultaty przedstawiono w raportach R/4 1 R/S.

Tabela 2. Sktad podlozy wybranych do II tury doswiadczenia.

Nr . Sklad Germinant Il?sc Nr pOfllO.Z A
podloza germinanta na zdjeciu
L-Alanina 0,01 mM 1
I Bulion, Trypton, glukoza | L-Asparagina 0,01 mM 2
Inosine 0,01 mM 7
Ekstrakt drozd L-Alanina 0,01 mM 3
strakt drozdzowy, i - 001 mM a
VI skrobia, KsHPO. L Aspa'raglna Ul m
Inosine 0,01 mM 8
. etk L-Alanina 0,01 mM S
rypton, ekstrakt i - 001 mM 6
Vil drozdzowy, KoHPO4 L Aspa_raglna -~
Inosine 0,01 mM 9

Oceng zmiany barwy dokonywano w 1, 2, 3, 4 i 24 godzinie inkubacji. Dodatkowo w
4 124 godzinie wykonywano zdj¢cia prob kontrolnych, zawierajacych w swoim sktadzie

okreslone pozywki z resazuryng (ale wolne od spor). Wyniki zebrano na rysunku 2, 31 4.

Ze wzgledu na stabe 1 dos¢ ktopotliwe rozpuszczenie inozyny w buforze oraz stabg zmiang
barwy w czasie inkubacji (istotna zmiana barwy na r6zowa dopiero w 24 godzinie hodowli),
zrezygnowano z jej stosowania do dalszych badan (wariant 7, 8 1 9, rys. 2 i 4). Zottymi
kotkami zaznaczono najlepsze warianty pozywek wzbogaconych o germinanty. Zmiany
barwy widoczne byly juz w 2 godzinie hodowli (zmiana na kolor r6zowy poglebiata si¢ w
czasie). Zaréwno pozywka VI jak i VII wzbogacona o L-Alaning (odpowiednio wariant 3 i 5,
rys. 2 i 3) wykazywaty najlepszg dynamike zmiany barwy. Dodatkowo wariant 4 (zawierajgcy
pozywke VI + L-Asparaging) wykazywat dos¢ szybka reakcj¢ barwng. W dalszych
badaniach nie uwzgledniono wariantow 1, 2 i 7 ze wzgledu na dodatni wynik préb

kontrolnych (rys. 3).




II tura doSwiadczenia

2 3 4 5 6 7 8 9
1h
2 3 4 5 6 7 8 9
2h
3 4 5 6 7 8 9
3h

Rysunek 2. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — 11 tura.



II tura doSwiadczenia — c.d. II tura doSwiadczenia - kontrola

4h

24 h

Rysunek 3. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — Il tura c.d.




II tura doSwiadczenia — c.d. II tura doSwiadczenia - kontrola

4h

24 h
Rysunek 4. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — Il tura c.d.



1.3. III tura

W tabeli nr 3 zamieszczono sktady podtozy uzytych do trzeciego etapu badan. Podtozem

wyjsciowym byty dwie pozywki - VI oraz VII. Kazda z nich wzbogacona zostata w rézne

germinanty - L-Alanine, L- Asparaging, KCI lub Fruktoze (4 kombinacje) [Luu i wsp.,

2015].

Tabela 3. Sktad podlozy wybranych do III tury do$wiadczenia.

Nr
Nr . Sklad Germinant Ilo$¢ germinanta podioza
podloza na
zdjeciu
L-ALA | L-ASP | X X | Kazdy po 0,005 mM 1
Ekstrakt Kazd 0.0L MM
v drozdzowy, | L“ALA | L-ASP | X X azdy po 0, 2
skrobia, | L.ALA | L-ASP | KCI | FRU | Kazdypo 0,01 mM 3
K2HPO :
e X |L-ASP| KCI | FRuU |Kazdypo 0,01 mM 4
T L-ALA | L-ASP | X X | Kazdy po 0,005 mM 5
ton, .
ez{)rakt L-ALA | L-ASP | X x | Kazdy po 0,01 mM 6
VII o ,
drozdzowy, | |.ALA | L-ASP | KCI | FRU |Kazdy po 0,01 mM 7
K2HPO ,
ke X |L-ASP | KCI | FRuU |Kazdypo 0,01 mM 8

X- brak germinanta

Pierwsze, widoczne, delikatne zmiany barwy zaobserwowano w wariancie 5 (VII pozywka,

wzbogacona w L-Alanine i L-Asparaging) w 1 godzinie hodowli (rysunek 5). W godzinie czwartej

wiekszo$¢ wariantdw zmienita swoja pierwotna barwe, jednak najlepszy okazat si¢ wariant 5, 6 oraz 1

(z6tte kotka na rysunku 6). Ze wzgledu na dodatnig probg kontrolng, zrezygnowano z dalszego

stosowania wariantdw 3, 4, 7 i 8 (czerwone kotka na rysunku 6).

10




III tura doswiadczenia

III tura doSwiadczenia - kontrola

12 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8
0h

1 2 3 4 5 6 8 1 2 3 4 5 6 7 8
1h

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8
2h

Rysunek 5. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — I11 tura
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III tura doSwiadczenia c.d. III tura dosSwiadczenia - kontrola

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
3h
4h
1 2 3 4 5 6 7 8
1 2 3 4 5 6 7 8
24 h

Rysunek 6. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — 1 tura, c.d.
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1.4. IV tura

W IV turze doswiadczen podjeto probe oceny wptywu dodatku co-germinanta (roztwor
KCI, bez obecnosci fruktozy jak to miato miejsce w III turze). Dodatkowo zbadano wptyw
ilosci poszczegodlnych germinantdow na szybko$¢ zmiany barwy. W tym celu zastosowano
dwie ilosci: 0,01 mM oraz 0,005 mM (kazdego z komponentow). Sktad w/w wariantOw

przedstawiono w tabeli 4. Podlozem wyjSciowym byty dwie pozywki - VI oraz VII.

Tabela 4. Skfad podtozy wybranych do IV tury do$wiadczenia.

Nr
NP . Sklad Germinant Ilo$¢ germinanta podioza
podloza na
zdjeciu
L-ALA | L-ASP X | Kazdy po 0,01 mM 1
Ekstrakt Kard 0.005 MM
Vi drozdzowy, L-ALA | L-ASP X azdy po 0, 2
skroblg, L-ALA | L-ASP | KCI | Kazdy po 0,01 mM 3
K,HP .
S I LALA | L-asp | kel | Kazdy po 0,005 mM 4
L-ALA | L-ASP X | Kazdy po 0,01 mM 5
Trypton, :
ekstrakt | L-ALA | L-ASP X | Kazdy po 0,005 mM 6
VI iy
drlzzs'z;gy, L-ALA | L-ASP | KCI | Kazdy po 0,01 mM 7
ST I LALA | L-asp | kel | Kazdy po 0,005 mM 8

Na rysunku 7 oraz 8 przedstawiono zdjecia dynamiki zmiany barwy z niebieskiej na
rozowa dla wybranych wariantéw komponentow. Po pierwszej godzinie inkubacji uktadu w
temperaturze 55°C, dwa warianty wykazaty istotng zmiane (rysunek 7, zotte kotka). Zar6wno
wariant 2 jak 1 6 w swoim sktadzie zawieral mieszanke germinacyjng sktadajaca si¢ z L-
Alaniny i L-Asparainy (ale bez dodatku KCI). R6znity si¢ one w swoim skladzie bazowa
pozywka, jednak zarowno jeden jak 1 drugi wynik stosowanego wariant byt
satysfakcjonujacy. Dobrym wariantem okazat si¢ takze wariant 8 (z dodatkiem KCI). Jednak
ze wzgledu na brak znaczonych roéznic (w pordwnaniu do wariantu 2 i 6) , postanowiono z
niego zrezygnowa¢ — KCIl nie wnosit znaczacego polepszenia wyniku. Doswiadczenie to
ukazalo takze mozliwo$¢ stosowania mniejszych ilosci sktadowych elementow pozywki
(0,005 mM germinanta) przy jednoczesnym uzyskaniu zaktadanego, pozytywnego wyniku

badania. W Zzadnym wariancie nie uzyskano dodatniego wyniku proby kontrolne;j.

13



1V tura doswiadczenia 1V tura doswiadczenia - kontrola

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Oh

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
1h

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 56 738
4h

Rysunek 7. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — IV tura.
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1V tura doswiadczenia c.d.

1 2 3 4 5 6 7 8

24 h
Rysunek 8. Zdjecia przedstawiajace dynamike zmiany barwy wskaznika redoks — IV tura c.d.

15



16



2. Serie powtorzen

W wyniku prac poprzedniego etapu, wytypowano dwa warianty pozywek (2 i 6), ktore na
podstawie wizualnej oceny (dynamiki zmiany barwy wskaznika redoks) powodowatly
najszybszy czas obserwacji germinacji Geobacillus stearothermophilus (tabela 4). Dla tych

pozywek, powtdrzono badania aby upewni¢ si¢ o wyborze optymalnego germinanta.

Na rysunku 9 przedstawiono kierunki doswiadczen przeprowadzonych w kolejnym etapie
badan. Warianty wytypowanych pozywek germinacyjnych (tabela 5) badano w dwdéch
kierunkach: bioluminescyjnego pomiaru ilosci uwalnianego ATP oraz oceny wizualnej
zmiany barwy. Sktady pozywek VI, VII, III oraz tok postepowania nad ich wyborem (jako

optymalne medium germinacyjne) przedstawiono w raportach R/2 i R/3.

e Pomiar ilo$ci
uwalnianego

Bioluminescencja ATP

* Dynamika
zmiany barwy

Ocena Wizualna

Rysunek 9. Schemat do$wiadczenia.

Tabela 5. Warianti ﬁowanich ioziek.

VI pozywka + ALA+ASP

Ocena wizualna poz,yw 2
VII pozywka + ALA+ASP
Pomiar ATP I pozywka + ALA+ASP

17



2.1.0cena wizualna

Na rysunkach 10-17 przedstawiono wyniki oceny wizualnej zmiany barwy wskaznika
redoks. W celu zobrazowania wynikéw badan, wykonano test studzienkowy, polegajacy na
nanoszeniu do plytek wielodotkowych 200 ul hodowli (uktad: pozywka + germinanty + spory). Uktad
ten wczesniej poddany byt wstepnej inkubacji (w temperaturze 55°C) — do dolkéw nanoszono
odpowiednio: 0, 1, 2, 3 i 4 — godzinng hodowl¢. Hodowle prowadzono na pozywkach wytypowanych
w tabeli 5 (z dodatkiem germinantéw). Inoculum (spory Geoacillus stearothermophilus) stanowito 10

% catkowitej objetosci hodowli.

Oceng testu studzienkowego dokonywano, dodajac do dotkéw (zawierajacych odpowiednie
warianty hodowli) 20 ul wskaznika redoks — resazuryn¢ KIT (Rk) lub roztwér Resazuryna +
Dulbecco (Rp) Oceng zmiany barwy resazuryny (z fioletowej na rézowg) dokonywano w 0, 30, 60,
90, 120 minucie oraz po 24 h (ptytki inkubowano w temperaturze 55°C). Na zdjeciach kolorem
czerwonym wyrdzniono tzw. czas Ty, - czas wizualnej oceny, ktory obejmowat czas zmiany barwy

liczony po dodaniu wskaznika.

Calkowity czas potrzebny na uzyskanie reakcji barwnej byl sumg czasu wstepnej inkubacji

oraz czasu Twe.
Legenda do zdjec:
e 4h-hodowla 4-godzinna
o 3h-hodowla 3-godzinna
o 2h-hodowla 2-godzinna > poziome podpisy — wstepna inkubacja

o 1h-hodowla 1-godzinna

e 0Oh - hodowla startowa Y,

o 1-10 pionowe podpisy - powtdrzenia

W doswiadczeniu tym badano dwa warianty pozywek: VII oraz VI (suplementowane
geminantami — Alaning oraz Asparaging). Testy wykonano w 20 powtorzeniach ( oznaczenia
1-20 na zdjgciach). W kazdym wariancie otrzymano negatywng probe kontrolng (oznaczenie
K na zdjgciach), natomiast w obrebie zastosowanych powtorzen otrzymano wyniki bardzo
powtarzalne. Zaréwno w wariancie VII (rysunek 10-13) jak i w wariancie VI (rysunek 14-17)

juz po 30 minutach (Two=30 min) inkubacji uktadu pozywka + wskaznik (badania wtasciwe)

18



zaobserwowano znaczgcg zmian¢ barwy, ktora poglebiata si¢ wraz z uplywem czasu. W
przypadku poréwnania wynikow uzyskanych stosujac dwa roézne wskazniki, nie
zaobserwowano znaczgcych roznic. Catkowity minimalny czas obserwacji zmiany barwy
dla wariantu VI wyniost Ctwo = 90 min (zaréwno dla komercyjnego kitu jak i resazuryny
rozpuszczonej w buforze Dulbecco’s). Ta sama sytuacja mialam miejsce w przypadku

wariantu VII.
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Rysunek 10. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks.

Wariant : VII + ALA + ASP (powtorzenie 1-10)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=0h

Two=30 min

Two=60 min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 — powtorzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)

20



Rysunek 11. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VII + ALA + ASP (powtorzenie 1-10)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=90 min

Tw():120 min

Two=24 godzina
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 — powtorzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 12. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VII + ALA + ASP (powtérzenie 11-20)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=0h

Two=15 min

Two=30 min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 — powtoOrzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 13. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VII + ALA + ASP (powtérzenie 11-20)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=60 min

Two=90 min

TWOZIZG min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 — powtorzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 14. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VI + ALA + ASP (powtorzenie 1-10)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=0h

Tw0:1 5 min

Two=30 min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 — powt6rzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 15. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VI + ALA + ASP (powtorzenie 1-10)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=60 min

Two=90 min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 — powtorzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 16. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks c.d.

Wariant : VI + ALA + ASP (powtorzenie 11-20)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=0h

Tw0:1 5 min

Two=30 min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 — powtdrzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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Rysunek 17. Dynamika zmiany barwy wskaznika redoks

Wariant : VI + ALA + ASP (powtorzenie 11-20)

Resazuryna Kit Resazuryna Dulbecco

Two=90min
0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 — powtdrzenia
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony po dodaniu wskaznika redoks (czerwony kolor)
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2.2.Pomiar ATP

Pomiar ilosci ATP (Adenozyno-5'-trifosforan) wykonywano w oparciu o metode
bioluminescencji. W tym celu w okreslonych minutach hodowli (0°, 15°, 30°, 60°, 90°, 120°,
180°, 240’) pobierano 200 pl proby, a nastepnie dodawano do niej 200 pul ATP Kit (BacTiter-
Glo, PROMEGA). Tak przygotowang probe po ok. 5 minutach wktadano do aparatu LUMAC
i odczytywano wynik w jednostkach RLU (Relative Light Units). Badania prowadzono w 12
niezaleznych powtorzeniach. Pozywka hodowlang byta zoptymalizowana, wybrana w

poprzednich etapach projektu pozywka III.

W tabeli 6 przedstawiono ilos¢ ATP uwalnianego w czasie procesu germinacji w medium
germinacyjnym (pozywka III + germinanty zawieszone w PBS). Znaczacy skok wartosci
ATP zauwazono juz po 15 minutach i utrzymat si¢ on do 90 minuty, a nastgpnie spadat.
Najwicksza ilo§¢ ATP uzyskano w 60 minucie hodowli. Na rysunku 18 przedstawiono

graficzng forme¢ wynikow.
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Rysunek 18. Graficzna forma uzyskanych wynikéw w ocenie Kinetyki wydzielania ATP.
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Tabela 6. Ilos¢ ATP uwalnianego w czasie procesu germinacji.

ATP [RLU] $rednia

Czas :
L.p.jinkubacji Srednia

[min] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 0 3978 4286 4442 9289 7753 8596 6167 5992 3731 3887 4252 3673 5504
2 15 15447 16979 19261 14705 25003 25816 26568 20929 16554 24862 19663 21082 20572
3 30 62795 68835 78979 70651 82623 87485 83881 75032 55292 57538 59533 79475 71843
4 60 103668 135296 148572 109205 83544 134736 105108 105568 129214 113339 106049 120675 116825
5 90 83633 106967 109048 90199 129012 110590 107048 101603 104464 107197 97173 112946 104976
6 120 90245 119817 118919 94981 102771 109526 87226 70890 86497 81700 73969 97468 96257
7 180 72399 78417 81228 76272 93449 85446 67351 57987 78692 69269 75008 88543 76051
8 240 70510 63031 40993 30572 58286 54215 40149 37758 60449 56918 80043 83939 51288
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W celu oznaczenia czasu niezbednego do wiarygodnej oceny, czy proba wykazuje
statystycznie istotng réznic¢ i mozna ja uwaza¢ za pozytywny odczyt, wykorzystano pojecia
granicy wykrywalno$ci (ang. Limit of Detection LOD) i granicy oznaczalno$ci (ang. Limit of
Quantification LOQ). Granica wykrywalno$ci jest to najmniejsza wartos¢ pomiaru mozliwa
do wykrycia za pomocg danej procedury czy techniki analitycznej z okreslonym
prawdopodobienstwem. Granica wykrywalnosci jest $ciSle zwigzana z okre§long procedura
analityczng, jak rowniez poziomem szumoéw stosowanego urzadzenia pomiarowego. Granica
oznaczalno$ci jest to najmniejsza wartos¢ pomiaru mozliwa do ilo§ciowego oznaczenia za
pomoca danej procedury analitycznej z zalozong doktadno$cig i1 precyzja. Warto$¢ granicy
oznaczalno$ci jest wielokrotnoscig granicy wykrywalnosci i wynosi LOQ = 3 x LOD

[Szczepaniak, 2002; Konieczka i Namie$nik, 2007].

W celu okreslenia granicy wykrywalnosci i1 granicy oznaczalnos$ci dla danej metody
pomiarowe] wykazano, ze wyniki pomiaréw maja rozkltad normalny (metoda Pearsona,
obliczenia z wykorzystaniem programu Microsoft Excel). Nast¢gpnie wykorzystano test t-
Studenta do oceny czy dane $rednie rdznig si¢ istotnie pod wzgledem statystycznym
(obliczenia z wykorzystaniem programu Microsoft Excel). Test t Studenta jest metoda
statystyczng stuzaca do poréwnania dwoéch $rednich migdzy soba je$li znamy liczbe
pomiaréw, $rednig arytmetyczng oraz warto$¢ odchylenia standardowego. Jesli wynik testu t
Studenta jest istotny na poziomie p<0,05 mozemy odrzuci¢ hipoteze¢ zerowa, ze analizowane

srednie sg rowne, na rzecz hipotezy alternatywnej, ze rdznice sg istotne statystycznie.

Ocena istotnosci roznicy pomigdzy pomiarami bioluminescencji w poszczegolnych
okresach pomiarowych, wykazata, ze pierwsza statystycznie istotna zmiana nastgpita po 10

min (tabela 7).

Przyjmujac czas 10 minut za poziom wykrywalnosci istotny statystycznie (p<0,05), i
fakt, ze osiggngt on poziom RLU 16664, przyjeto ze limit oznaczalno$ci w metodzie
bioluminescencyjnego pomiaru ATP bgdzie wynosilt 30 minut. Czas ten zostal obliczony na
podstawie wzoru: LOQ =3 x LOD (3 x 16748 RLU), co odpowiada poziomowi RLU 50244.
Pomiar bioluminescencji na poziomie powyzej 50244 RLU dla wszystkich powtdrzen

obserwowany byt w 30 min.
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Tabela 7. Tlo$¢ uwalnianego ATP w czasie germinacji - dane szczegdétowe do obliczen statystycznych.

ErE) Lowlorzenic Srednia DG istI())(t)lf:)oéIcr; t-
[min] 1 11 11 v V VI Vil VIl IX X Xl Xl standardowe studenta
0 3978 4286 4442 9289 7753 8596 6167 5992 3731 3887 4252 3673 5503,83 2028,00 0
5 5781 5391 5789 8038 8417 8046 8992 6981 5633 5781 6635 4104 6632,33 1475,31 0,066657061
10 14542 | 14871 | 15805 | 16206 | 19602 | 17993 | 18353 | 16672 | 14928 | 17768 | 16948 | 17284 16747,67 1553,00 1,76379E-13
15 15447 | 16979 | 19261 | 14705 | 25003 | 25816 | 26568 | 20929 | 16554 | 24862 | 19663 | 21082 | 20572,42 4201,33 7,52682E-11
20 | 37652 | 40834 | 33561 | 38451 | 42569 | 43274 | 40568 | 39747 | 37627 | 35574 | 38662 | 39823 | 39028,50 2755,01 7,2691E-22
25 | 49332 | 46456 | 48629 | 47451 | 48326 | 45672 | 47821 | 47578 | 49987 | 46239 | 48027 | 45628 | 47595,50 1391,67 4,55489E-26
30 | 62795 | 68835 | 78979 | 70651 | 82623 | 87485 | 83881 | 75032 | 55292 | 57538 | 59533 | 79475 | 71843,25 11068,27 4,30129E-16
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2.3. Precyzja, powtarzalnos¢ metod

Precyzja metody okresla stopien zgodnos$ci miedzy wynikami uzyskanymi tg sama
metoda 1 na tej samej probce przy wielokrotnym powtarzaniu oznaczen. Charakteryzuje ona
stopien rozproszenia zbioru wynikow pomiarow wzglegdem prawdziwej wartosci badanej
cechy. Jest zatem wyktadnikiem btgdow losowych, wystepujacych w przypadku postugiwania
si¢ dang metoda. Miarg precyzji jest odchylenie standardowe, wzgledne odchylenie
standardowe lub wspoétczynnik zmienno$ci V[%]. Powtarzalno$§¢ wyznacza si¢ na podstawie
wartosci obliczonego odchylenia standardowego serii pomiardéw przeprowadzonych w danym
laboratorium, przez danego analityka z wykorzystaniem danego urzadzenia pomiarowego, w

relatywnie krotkim czasie [Konieczka i Namie$nik, 2007].

W celu oznaczenia powtarzalno$ci wykorzystanej metody (bioluminescencyjny
pomiar ATP) wykonano po 10 réwnolegtych pomiaréw w trzech punktach pomiarowych.

Warto$¢ liczbowa wspotczynnika V obliczono wg wzoru:
V= 0S/ Xy
OS - odchylenie standardowe

Xg — wartos$¢ $rednia pomiaru

Bioluminescencyjny pomiar ATP

Warto$ci pomiarowe (proby wtasciwe, z dodatkiem przetrwalnikow)

0 min. 5992, 6002, 5783, 5881, 5768, 5890, 6010, 5990, 5799, 5899 [RLU]
Xa=5901,4 RLU OS=94,76 V =1,6%

15 min. 20929, 21345, 22004, 20787, 21567, 20562, 21300, 22890, 21397, 24500
[RLU]

X =21 728 RLU OS = 1176, 58 V = 5,41%
30 min. 75 032, 76542, 74981,75647, 74399, 75005, 75693, 75645, 75907, 74 698
[RLU]

X =75354,9 RLU OS =642,0 V =0,85%
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Podsumowujac, stosowana metoda badawcza (bioluminescencyjny pomiar ATP)
charakteryzowata si¢ dobra precyzja i powtarzalno$cig, a wspdtczynnik zmienno$ci nie

przekroczyt 6% [Szczepaniak, 2002; Konieczka i Namie$nik, 2007].
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Raport czastkowy R/5

Dobor odpowiedniego nosnika do immobilizacji przetrwalnikow

W ramach tego etapu badan wykonano nastgpujace zadania badawcze:

e Kontynuacja badan nad doborem odpowiedniego no$nika do immobilizacji

przetrwalnikow

e Ustalenie minimalnego czasu kielkowania przetrwalnikow umozliwiajacego ich
wykrycie w danej metodzie (bioluminescencyjny pomiar ATP, wizualna zmiana

barwy)
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1. Immobilizacja przetrwalnikow na innych rodzajach no$nikéw

Na tym etapie badan wykorzystano szczep Geobacillus stearothermophilus (ATCC 7953).
Szczep ten wyhodowany zostat w zoptymalizowanych warunkach procesu (Raport R1), a
uzyskane przetrwalniki zostaly oczyszczone i1 zawieszone w wodzie destylowanej, co

stanowilo materiat wyjsciowy do badan.

W pierwszych etapach pracy do immobilizacji wybrano bibut¢ Whatmana (jako probe
kontrolng materiatu zawierajacego celuloze¢) oraz Tyvek (jako probe kontrolng materialu nie
zawierajacego celulozy — dedykowanego sterylizacji plazmowej). Jednocze$nie prowadzono
doswiadczenia z wykorzystaniem bentonitu (SIGMA) i halozytu (halozyt DUNINO, 0-0,04
mm, Intermark). Immobilizacja zawiesiny przetrwalnikow bakterii  Geobacillus
stearothermophilus z dodatkiem 1% bentonitu spowodowala powstanie w trakcie suszenia
jednolicie spieczonej powtoki, uniemozliwiajacej jej rozdzielenie i przygotowanie nawazek.
Wykorzystanie halozytu jako nosnika do immobilizacji przetrwalnikow, pozwolito na
uzyskanie proszku o liczebnosci zgodnej z norma PN-EN 1SO 11138-1 (3,0 x 10° jtk w 0,1 g
proszku). Jednakze lekko brazowe zabarwienie nos$nika oraz metnos¢, uniemozliwiato
zastosowanie go do testbw wizualnej oceny zmiany barwy oraz w pomiarach
spektrofotometrycznych (Fot. 1). Wykorzystanie halozytu w pomiarach bioluminescencji tez
byto niemozliwe ze wzgledu na bark jednorodnosci uktadu (poza granica mozliwosci

oznaczenia w bioluminometrze (RLU> 3402 251).

Fot. 1. Nosnik - halozyt wraz z pozywka

Wg danych literaturowych [Woodward, 1988; Guisan, 2006; Holmes i wsp. 2008]
najczesciej stosowanymi nosnikami nieorganicznymi do immobilizacji komoérek sa:
krzemionka, tlenki metali, ceramika, ziemia okrzemkowa i szkto porowate. W zwigzku z tym

przeprowadzono kolejne proby immobilizacja spor Geobacillus stearothermophilus z ziemia



okrzemkowsg i tlenkiem krzemu. W przypadku ziemi okrzemkowej i tlenku krzemu uzyskano
zalozong liczebnoéé (3,0 x 10° jtk oraz 4,0 x 10° jtk w 0,1g proszku, odpowiednio). Jednakze
ze wzgledu na duzg objetosé ziemi okrzemkowej (0,1 g zajmowata objetosé ponad 1 cm®) nie
byta ona wykorzystywana w do$wiadczeniach. Tlenek krzemu byt biaty (nie powodowato to
zafalszowan barwy przy wizualnej ocenie zmiany koloru wskaznika - resazuryny) i szybko
sedymentowat. Dalsze badania kontynuowano z wykorzystaniem zaréwno zawiesiny spor jak

i przetrwalnikow zimmobilizowanych na tlenku krzemu.



2. Geobacillus stearothermophilus— optymalizacja procesu germinacji.

2.1. Testowanie pojedynczych komponentéw.

W wyniku prac przeprowadzonych na szczepie Bacillus subtilis (Raport R1, R2),
zawegzono badania majace na celu wybor odpowiedniego sktadu pozywki, ktora w mozliwie
jak najkrotszym czasie doprowadzi do przejscia spor Geobacillus stearothermophilus w
komorki wegetatywne. Badanymi geminatami (w poréwnaniu do poprzednich badan) byta
tylko L-Valina, L-Alanina, L-Asparagina. Dodatkowo, badano takze wpltyw glukozy,
fruktozy, inozyny i jonéw (séd i potas) na proces kietkowania form przetrwalnikowych w
wegetatywne. Aby zbada¢ wplyw tylko wybranych czynnikdw chemicznych (bez
dodatkowych substancji, obecnych w pozywce mikrobiologicznej tj peptonu czy bulionu,
bedacych zrédtem wegla oraz azotu), badane germinanty zawieszane byly buforze

fosforanowym. Stosowane warianty przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Germinanty stosowane w testach.

r
©

Badany czynnik

L-Valina
L-Alanina
L-Asparagina
D-Glukoza
D-Fruktoza
Inosine
None
Na*

K+
Na® + K*
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Badania obejmowaty kontrol¢ zmiany % germinacji (Aouadhi i wsp. 2012), ilosci
wydzielanego ATP oraz zmiany absorbancji (przy dodatku resazuryny, dtugos¢ fali A=600

nm oraz A=690 nm ).

W tabeli 2 oraz 3 przedstawiono wyniki dotyczace wplywu germiantdOw na proces germinacji.

Wyliczenia przedstawiono w oparciu o wzor zawarty w publikacji (Aouadhi i wsp. 2012):

— (M) %100 [%)]
oD,

Gadzie :
OD;— gestos¢ optyczna poczatkowa
ODs - gesto$¢ optyczna koncowa

W przypadku procentowego wyznaczenia poziomu germinacji dla badanych
aminokwasow oraz cukrow (tabela 2), najwigkszym % germinacji charakteryzowat si¢
wariant 3 (w pierwszej godzinie hodowli) oraz wariant 2 i 6 (2 godzina hodowli). Wartosci te
tylko w kilku przypadkach osiagnety poziom powyzej 20 %, jednak w poréwnaniu do
poprzednio uzyskanych wynikéw (dla spor Bacillus subtilis, gdzie uzyskiwano wyniki
powyzej 60 %), nie byt to wynik zadowalajacy (wyniki zaznaczono kolorem zoitym). W
czasie badan zrezygnowano z L-Glutaminy oraz L-Cysteiny (ze wzgledu na trudnosci w ich

rozpuszczaniu).

W przypadku zastosowanych jonoéw, zdecydowanie lepszym okazat si¢ chlorek potasu,
dzieki ktoremu % germinacji wynosit 53%. Swiadczy to o istotnej roli jonéw potasu w

kietkowaniu przetrwalnikow.

Na rysunku 1 oraz 2 przedstawiono graficzng ilustracj¢ otrzymanych wynikow.



Tabela 2. Wptyw germinantéw (aminokwasy i cukry) na proces germinacji.

loéé % germinacji
L.P. Czynnik | czynnika Godzina hodowli [h]
[mM] | o 1 1 Srednia 2 2 Srednia 3 3 Srednia 4 4 Srednia
1 L-Valina 0 |9,316909 | 22,23852 | 15,77772 | 1,81411 | 24,22972 | 13,02192 | -11,1534 | 22,7206 | 5,783594 | 4,882419 | 11,48606 | 8,18424
2 | L-Alanina 0 |19,14286 | 18,71106 | 18,92696 | 28,53061 | 19,61332 | 24,07197 | 12,79592 | 16,62728 | 14,7116 | 22,04082 | 10,46187 | 16,25134
3 L-Asparagina 0 |28,77368 | 24,93893 | 26,8563 | 11,02692 | 20,39902 | 15,71297 | 13,45962 | 22,57736 | 18,01849 | 23,76869 | 13,66042 | 18,71456
4 L-Glutamina - - - - - - - - - - - - -
5 L-Cysteina 100 - - - - - - - - - - - - -
6 D-Glukoza 0 |13,66157 | 10,03107 | 11,84632 | 33,08938 | 48,82379 | 40,95658 | 6,631182 | 20,1953 | 13,41324 | 2,971834 | 18,53085 | 10,75134
7 D-Fruktoza 0 |11,94369 | 8,732158 | 10,33792 | -0,86285 | 5,835432 | 2,48629 | 6,380563 | 17,5063 | 11,94343 | 4,1099 |10,41142 | 7,26066
8 Inosine 0 |20,42291|12,90125 | 16,66208 | 25,72687 | 11,65406 | 18,69047 | 18,18502 | 12,32877 | 15,25689 | 11,78855 | -4,96831 | 3,410119
Tabela 3. Wplyw jonéw na proces germinacji.
Hoéé % germinacji
L.P. Czynnik czynnika Godzina hodowli [h]
[mM] | o 1 1 Srednia 2 2 Srednia 3 3 Srednia 4 4 Srednia
1 None 0 0 |-14,2746 | -6,9842 0 3,325 3,6654 3,548 -25,8598 | 3,595145 | -11,1323 | -23,4032 | 3,48065 | -9,96125
2 NacCl 0 [7,652719 10,07386 | 8,86329 | 14,52226 | 13,19245 | 13,85736 | -1,90199 | 16,06483 | 7,081421 | -2,50615 | 15,67501 | 6,584428
3 KCI 100 0 [14,27375|9,786977 | 12,03037 | 46,60946 | 60,34968 | 53,47957 | -15,969 | 18,7299 | 1,380439 | 0,648807 | 16,72026 | 8,684532
4 NaCl + KCl 0 [17,87981|10,49533 | 14,18757 | 31,86627 | 39,56557 | 35,71592 | 6,665256 | 18,3922 | 12,52873 | 6,580618 | 17,03207 | 11,80635

Na z6tto oznaczono najlepsze wyniki
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W tabeli 4 oraz 5 przedstawiono wyniki oznaczen poziomu ATP dla przetrwalnikéw
bakterii Geobacillus stearotherophilus zawieszonych w roztworach zawierajacych okreslone
germiananty (tabela 1). Oznaczenia wykonano w 0, po 2 i 4 godzinie inkubacji zawiesiny
przetrwalnikdw w obecnosci badanych aminokwasow i jonow. Eksperymenty wykonano w 4

niezaleznych seriach, kazda po 3 powtorzenia (koncowy wynik jest $rednig z 12 oznaczen).

Najlepszymi germinantami okazaty si¢ L-Asparagina, D- Fruktoza oraz KCI.

Wartosci ATP uzyskane po ich zastosowaniu oscylowaly na poziomie powyzej 10 tysiecy

RLU.

Na rysunku 3 oraz 4 przedstawiono graficzng ilustracje otrzymanych wynikow.
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Tabela 4. Wptyw germinantow (aminokwasy i cukry) na ilo§¢ wydzielanego ATP [RLU].

Ilos¢ ATP [RLU]
L.P Czynnik czynnika Godzina hodowli [h]
[mM] 0 0 0 Srednia 2 2 2 2 Srednia 4 4 4 4 Srednia
1 L-Valina 3821 | 3607 | 3715 | 3671 3703 4109 | 3985 | 3663 | 3717 3868 6882 | 6296 | 8551 | 7989 7429
2 L-Alanina 3840 | 3631 | 3564 | 3351 3596 4208 | 4292 | 3149 | 3534 3795 5619 | 5473 | 8374 | 8349 6953
3 | L-Asparagina 4559 | 4504 | 4285 | 4357 4426 3620 | 3785 | 3579 | 4096 3770 12852 | 12720 | 12795 | 12823 12797
4 | L-Glutamina 100 - - - - - - - - - - - - - -
5 L-Cysteina - - - - - - - - - - - - - - -
6 D-Glukoza 2965 | 3012 | 3122 | 3045 3036 5183 | 5125 | 4819 | 4867 4998 61161 | 62944 | 14373 | 14468 38236
7 D-Fruktoza 3245 | 3124 | 3610 | 3010 3247 5012 | 4952 | 5153 | 5400 5129 13860 | 15572 | 9284 | 9565 12070
8 Inosine 4725 | 4685 | 3944 | 4151 4376 3731 | 3656 | 3260 | 3509 3539 7075 | 7311 | 5636 | 5688 6427
Tabela 5. Wptyw dodatku jonow na ilo$¢ wydzielanego ATP [RLU].
Ilos¢ ATP [RLU]
L.P. Kation |czynnika Godzina hodowli [h]
[mM] | ¢ 0 0 0 | Srednia | 2 2 2 2 |Srednia| 4 4 4 4 Srednia
1 None 0 2874 | 2944 | 3000 | 2874 2923 5588 | 5529 | 6804 | 6617 6134 8948 8817 2097 2117 1497
2 NaCl 4012 | 3987 | 4210 | 4036 4061 5522 | 4778 | 5260 | 5416 5244 18115 | 17897 | 15549 | 16447 17002
3 KCl 100 3645 | 3102 | 3054 | 3221 3255 5755 | 4602 | 5208 | 5069 5158 21077 | 21667 | 10420 | 9666 15707
4 Nla((éll+ 3856 | 3945 | 3745 | 3655 3800 | 4857 | 4854 | 5019 | 4995 4931 12595 | 12393 | 15973 | 15235 14049
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Rysunek 4. Wptyw dodatku jondéw na ilo$¢ uwalnianego ATP.

W tabeli 6 oraz 7 zamieszczono wyniki pomiaru absorbancji w ukladzie
doswiadczalnym, w ktorym to do danych wariantow pozywek (zawierajacych rozne
germinanty) dodano wskaznik resazuryng. Badania prowadzono zgodnie z metodyka zawarta
w dostepnej literaturze, jednak ze wzgledu na brak powtarzalnosci wynikow, zaprzestano

dalszym testom.

12



Tabela 6. Warto$ci absorbancji dla wybranych germinantéw (cukry, aminokwasy)

Resazuryna
Tosé Godzina hodowli [h]
Lp Czynnik | czynnika 0 ‘ 0 ‘ 2 ‘ 2 ‘ 4 4
- [mM] Dlugosé fali [nm]
600 690 600 690 600 690 600 690 600 690 600 690
1 L-Valina -0,37 0,6587 | 0,2426 | 0,3112 | 0,2053 0,511 | 0,2711 | 0,453 0,1038 0,3295 | -0,0308 | 0,438
2 L-Alanina -0,3442 | 0,6207 | -0,0148 | 0,3519 | 1,0497 | 0,2247 | 1,1435 | 0,0661 | -0,2564 | 0,3786 | -0,3666 | 0,5498
3 Aspal;;lgina 0,0904 | 0,4025 | 0,2473 | 0,2623 | -1,1817 | 0,3706 | 0,0863 | 0,2742 | -1,5612 | 0,3074 | -1,5146 | 0,3509
Glutamina 100
5 L-Cysteina ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
6 D-Glukoza 0,215 0,3503 0,263 0,4585 | 0,1071 | 0,0728 | 0,0728 | 0,3142 | -0,6185 0,635 0,0373 | 0,4851
7 D-Fruktoza 0,1483 | 0,3716 | 0,1633 | 0,4974 | -0,6362 | 0,043 0,043 | 0,3619 | -0,416 0,6239 | -0,0468 | 0,3989
8 Inosyna -0,161 0,309 0,2338 | 0,3113 | -1,0628 | 0,4652 | 0,2647 | 0,4651 | -1,1661 | -0,1788 | -0,9313
Tabela 7.Warto$ci absorbancji dla wybranych germinantéw (jony)
Resazuryna
Io$¢ Godzina hodowli [h]
LP. | Kation |czynnika 0 | 0 2 | 2 4 4
[mM] Dlugosé fali [nm]
600 690 600 690 600 690 600 690 600 690 600 690

1 None 0 0,3734 | 0,3649 | 0,2872 | 0,3944 | -0,247 | 0,1512 0,1512| 0,1942| 0,1228| 0,3342 0,086| 0,4788
2 NaCl 0,2568 | 0,3642 | 0,224 | 0,3959 | -1,5209 | 0,1001 0,1001 0,495| -0,3184| 0,9085 0,0582| 0,4203
3 KCl 100 0,1765 | 0,3493 | 0,2438 | 0,3955 | -1,6979 | -0,9953 -0,9953| 0,5104| -1,1549| 0,5196 0,0132| 0,3415
4 | NaCl+KCl 0,2347 | 0,3503 | 0,3125 | 0,4178 | -1,1529 | 0,1676 0,1676| 0,4745| -0,6894| 0,478| -0,0082| 0,1653




2.2. Test studzienkowy - komponenty (resazuryna)

W wyniku prac pierwszego etapu wybrano najlepsze germinanty (pod wzgledem
wpltywu na ilo$¢ wydzielanego ATP oraz dynamiki zmiany barwy wskaznika), ktore
zestawiono w odpowiednie zestawy komponentow. Aby zawezi¢ obszar badan a tym samym
przebada¢ jak najwigkszg ilos¢ wariantow, zdecydowano prowadzi¢ tylko ocene stosowania

barwnego wskaznika — resazuryny na okreslenie aktywnosci dehydrogenaz.

Szybko$¢ zmiany barwy resazuryny (z koloru ciemno niebieskiego na roézowy)
przedstawiono na rysunkach 5-7. Tempo tej zmiany uzaleznione bylo od sktadu uzytej
pozywki mikrobiologicznej. W sumie przeprowadzono trzy tury doswiadczen. Hodowle
prowadzono na zmodyfikowanej pozywce III (Krzywicka i wsp., 1996, raport R2) z
dodatkiem réznych germinantow (tabela 8, tabela 9, tabela 10). Inoculum (spory Geobacillus

stearothermophilus) stanowito 10 % catkowitej obj¢tosci hodowli.

Hodowle wstepne prowadzono w probowkach typu eppendorf, przez 4 godziny, w
temperaturze 55°C. W odpowiedniej godzinie hodowli (tj. 0, 1, 2, 3 i 4 h) przenoszono je do

ptytek wielodotowych i dodawano wskaznika.

Badania wlasciwe prowadzono w plytkach wielodotkowych, do ktoérych nanoszono
200 pl danej hodowli oraz 20ul wskaznika redoks — resazuryny. Ocen¢ zmiany barwy
resazuryny dokonywano przez 2 godziny (w godzinnych odstepach czasu), w dwdch
temperaturach inkubacji (55°C i 32°C).

Wynik obserwacji przedstawiono na rysunku 13. Na zdjeciach kolorem czerwonym
wyrdzniono tzw. czas Two - czas wizualnej oceny, ktory obejmowal czas zmiany barwy
liczony po dodaniu wskaznika (badania wlasciwe), natomiast catkowity czas potrzebny na

uzyskanie reakcji barwnej byt sumg czasu wstepnej inkubacji oraz czasu Two.
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2.2.1. 1Itura

W pierwszej turze doswiadczen, opierajac si¢ na doniesieniach literaturowych
(Setlow, 2013; Porebska i wsp.,, 2017) jako germinant zastosowano kompleks AGFK
(glukoza + fruktoza + KCI + L-Asparagina badz L-Alanina), ktéry dodawano do pozywki III
(Krzywicka 1 wsp., 1996). Kompleks ten dodawano w roznych ilo$ciach- ich wartosci podano

w tabeli 8.

Tabela 8. Warianty stosowanych komponentow odzywczych uzytych do testu studzienkowego.

L.P. | Aminokwas | Cukier | Cukier | Kation Ilqsc

[kazdy]
1 ASP GLU FRU KCI 10 mM
2 ASP GLU FRU KCI 20 mM
3 ASP GLU FRU KCI 50 mM
4 ASP GLU FRU KCI 100 mM
5 ALA GLU FRU KCI 10 mM
6 ALA GLU FRU KCI 20 mM
7 ALA GLU FRU KCI 50 mM
8 ALA GLU FRU KCI 100 mM

Na rysunku 5 przedstawiono zdj¢cia wynikéw uzyskanych z I tury badan. Wstepng
hodowle uktadu inkubowano tylko w temperaturze 55°C, jednak badania wihasciwe (w
ptytkach wielodotowych po dodatku wskaznika erdoks) prowadzono w dwdch wariantach —
32 oraz 55°C. Ze zdje¢ umieszczonych na rysunku 5 mozna wywnioskowac, ze lepsze wyniki
dla szczepu Geobacillus stearothermophilus stwierdzono przy inkubacji uktadu: hodowla +
resazuryna w temperaturze 55°C. Zadawalajace wyniki uzyskano dopiero w drugiej godzinie
badan witasciwych (Two =2h). Najlepszym germinantem pierwszej tury do§wiadczenia okazal
si¢ wariant 4 oraz 8 (na rysunku 5 zaznaczonona czerwono). Oba komponenty w swoim
sktadzie zawieraty jony potasu, glukoze, fruktoze oraz L-Alanine badz L- Asparaging w iloSci
100 mM (kazda sktadowa). Catkowity najnizszy czas wizualnej oceny zmiany barwy dla tych
warantow wynosit odpowiednio Ctwo = 2h (Suma czasu wstepnej inkubacji Oh + czasu badan

wiasciwych — po dodatku wskaznika = 2 h).
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Rysunek 5. Ocena przydatnosci wskaznika — resazuryny do wyznaczenia aktywnosci dehydrogenaz (I tura).

Legenda: 0-4h = czas hodowli
1,2,3,4,5,6, 7,8 - pozywki — tabela 8
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks



2.2.2. Il tura

W drugiej turze do$wiadczen powtorzono wariant 5, 6, 7 i 8 z pierwszej tury
testu. Dodatkowo, powotlujac si¢ na dane literaturowe (Brousolle i wsp., 2008), do
wyzej wspomnianych komponentow dodano Inozyne w ilosci 10, 20, 50 i 100 mM.

Szczegdtowy wykaz zastosowanych wariantéw przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Warianty stosowanych komponentéw odzywczych uzytych do testu studzienkowego.

L.P. | Aminokwas | Cukier | Cukier | Kation Il(?sc

[kazdy]
1 - GLU FRU KCI INO 10 mM
2 - GLU FRU KCI INO 20 mM
3 - GLU FRU KCI INO 50 mM
4 - GLU FRU KCI INO 100 mM
5 ALA GLU FRU KCI - 10 mM
6 ALA GLU FRU KCI - 20 mM
7 ALA GLU FRU KCI - 50 mM
8 ALA GLU FRU KCI - 100 mM
9 ALA GLU FRU KCI INO 10 mM
10 ALA GLU FRU KCI INO 20 mM
11 ALA GLU FRU KCI INO 50 mM
12 ALA GLU FRU KCI INO 100 mM

Tak jak w przypadku wynikéw uzyskanych w pierwszej turze, temperaturg optymalng
do inkubacji hodowli wraz ze wskaznikiem (badania wiasciwe) dla spor Geobacillus
stearothermophilus jest 55°C. Na czerwono zakre$lono warianty najlepsze dla II tury badan
(Rysunek 6). Zarowno dla pierwszej jak i drugiej godziny badan wiasciwych (Two = 1 h oraz
Two =2 h) byl to wariant 12, ktéry zawierat wszystkie badane germinanty (w ilosci 100 mM
kazdy). Dla wariantu 12 najnizszy catkowity czas oceny wizualnej (suma czasu minimalnej

inkubacji wstepnej i czasu po ktorym dodano wskaznik) wynosit Cwo = 3 h.

Dodatkowo, w Twe = 2 h wariant 6 wykazywatl takze zmian¢ barwy - najnizszy calkowity
czas oceny wizualnej (suma czasu minimalnej inkubacji wstgpnej 1 czasu po ktérym dodano

wskaznik) wynosit Cwo = 6 h.
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Rysunek 6.0cena przydatnosci wskaznika — resazuryny do wyznaczenia aktywnosci dehydrogenaz (11 tura).

Legenda:

0-4 = czas hodowli
1,2,3,4,5/6,7,8,9, 10, 11, 12 — pozywki — tabela 9

Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks



2.2.3. III tura

Celem 1l tury doswiadczen bylo okreslenie wptywu dodatku dodecylaminy na
szybko$¢ zmiany barwy wskaznika redoks (Setlow i wsp., 2003). W tabeli 10

przedstawiono warianty stosowanych komponentow.

Zanim jednak przystgpiono do testow studzienkowych, dla ponizszych 16
wariantow zatozono mikrohodowle. Ze wzgledu na brak wzrostu hodowli w
eppendorfach zawierajgcych warianty, sktadajgce si¢ tylko z dodecyloaminy (wariant
1, 2, 3 i1 4) zrezygnowano z ich uzycia. Pozostale warianty stanowily komponenty
odzywcze, ktore tak jak w przypadku I 1 II tury postuzyly jako pozywka do hodowli
wstepnej (inkubowanej odpowiednio przez 0, 1, 2, 3 i 4 godziny). Po tych czasach
préby przeniesiono do dotkow i dodano wskaznika. Wyniki przedstawiono na rysunku
7, jednak zaden wariant (w porownaniu do I i II tury) nie wykazywal znaczacej
zmiany barwy, dlatego tez w dalszych badaniach zrezygnowano z dodatku

dodecylaminy jako germinanta.

Tabela 10. Warianty stosowanych komponentéw odzywczych uzytych do testu studzienkowego.

L.P. Aminokwas | Cukier Kation Il(?sc

[kazdy]
1 Dodecylamina 10 mM
2 Dodecylamina 20 mM
3 Dodecylamina 50 mM
4 Dodecylamina 100 mM
5 Dodecylamina KCI 50 mM
6 Dodecylamina NaCl 50 mM
7 Dodecylamina GLU 50 mM
8 Dodecylamina FRU 50 mM
9 Dodecylamina INO 50 mM
10 Dodecylamina ALA 50 mM
11 Dodecylamina ASP 50 mM
12 Dodecylamina KCI+NaCl | 50 mM
13 Dodecylamina GLU+FRU 50 mM
14 Dodecylamina | ALA+ASP 50 mM
15 Dodecylamina | ALA+ASP | GLU+FRU | KCI+NaCl | 50 mM
16 Dodecylamina ASP GLU+FRU KCI 50 mM
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Rysunek 7 .Ocena przydatnos$ci wskaznika — resazuryny do wyznaczenia aktywnos$ci dehydrogenaz (111 tura).
Legenda: 0-4 = czas hodowli

5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16 — pozywki — tabela 10

Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks



2.3. Kinetyka zmiany barwy wskazZnika — powi¢kszenie skali.

W celu zweryfikowania stusznosci wyboru optymalnych stymulatoréw kietkowania

(komponentow germinantow wybranych w poprzednich etapach), powigkszono skalg — z 300

ul hodowli roboczej na 10 ml. Wybrane warianty (ich sklad oraz ilo§¢ kazdego germinanta)

przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Warianty komponentéw uzytych do oceny dynamiki zmiany barwy.

. Ilosé kazdego
L.p. Czynnik czynnikag
I wariant ALA GLU FRU KCI po 50 mM
Il wariant | ALA GLU FRU KCI po 100 mM
Il wariant | ASP GLU FRU KCI po 100 mM

Na rysunkach 8-10 przedstawiono dynamik¢ zmiany barwy wskaznika w

odpowiednich odstgpach czasu trwania hodowli (0, 30, 60, 120, 180 i 240 minuta oraz 24

godzina). W przypadku tego do$wiadczenia nie stosowano wstepnej inkubacji. W godzinie

0 h dodawano zarowno medium germinacyjne ze sporami jak i wskaznik rerdoks. Zarowno w

pierwszym, drugim jak i trzecim wariancie czas, w ktérym nastgpita pierwsza, widzialna

zmiana koloru to 240 minuta. Jednak najlepszym wariantem byt wariant II.

Po

doprowadzeniu inkubacji do czasu 24 godzin w kazdym wariancie zauwazono caltkowitg

zmiang barwy z fioletowo granatowej na jasny roz.

21



Oh 30 min 60 min

120 min 180 min 240 min

24 h
Rysunek 8. Dynamika zmiany barwy wskaznika (resazuryna) — wariant I (sktad tabela 11)

Legenda:

Crwo = catkowity czas wizualnej zmiany barwy (0, 30, 60, 120, 180, 240 minuta oraz 24 h)
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Rysunek 9. Dynamika zmiany barwy wskaznika (resazuryna) — wariant Il (sktad tabela 11)

Crwo = catkowity czas wizualnej zmiany barwy (0, 30, 60, 120, 180, 240 minuta oraz 24 h)
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Rysunek 10. Dynamika zmiany barwy wskaznika (resazuryna) — wariant Il (sktad tabela 11)

Crtwo = catkowity czas wizualnej zmiany barwy (0, 30, 60, 120, 180, 240 minuta oraz 24 h)
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3. Badania z wykorzystaniem liofilizatu bakterii Geobacillus stearotheropilus

Przedmiotem badan byly spory szczepu Geobacillus stearotheropilus (ATCC 7953),
uzyskane w wyniku prowadzonych hodowli (etap 2 projektu — Raport R2). Komdrki
przetrwalnikow badanego szczepu testowano w formie liofilizatu (nosnik — tlenek krzemu).
W celu wyznaczenia wptywu pozywki mikrobiologicznej (nr III — wytypowana w wyniku
prac opisanych w raporcie R2) na szybko$¢ procesu germinacji, zatozono do$§wiadczenie

polegajace na okresleniu dynamiki zmian nast¢pujacych wyrdznikow:

e Ilosci wydzielanego ATP [RLU] — pomiar luminometryczny

e Zmiany barwy wskaznika red-ox (resazuryna) — pomiar spektrofotometryczny

e Dynamiki wzrostu (komorek wegetatywnych oraz generatywnych) — klasyczny
posiew mikrobiologiczny

e Ocena wizualna zmiany barwy wskaznika (resazuryna)

Uzyskane wyniki poréwnano z proba kontrolng, ktora byla kompozycja sktadajaca si¢ z
buforu PBS (Sigma Aldrich) oraz germinantow. Sktad badanych komponentéw zamieszczono
w tabeli 12.

Tabela 12. Warianty pozywek uzytych do testu.

Wariant Czynnik Ilo$¢ czynnika
ALANINA 100 mM
GLUKOZA 10 mM

| FRUKTOZA 10 mM
KCI 50 mM

PBS 50% V

Pozywka I11 50% V
ALANINA 100 mM
GLUKOZA 10 mM

I FRUKTOZA 10 mM
KCI 50 mM

PBS 100% V

Dodatkowo, w celu okreslenia wptywu procesu pasteryzacji oraz sterylizacji na
inaktywacje form wegetatywnych, zastosowano odpowiednig obrobke termiczng. Parametry

fizyczne procesu przedstawiono w tabeli 13.
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Tabela 13. Parametry fizyczne zastosowane w do$wiadczeniu.

Parametr fizyczny Pasteryzacja Sterylizacja
Czas ekspozycji [min] 30 15
Temperatura [°C] 80 121
Cisnienie [hPa] - 0,1 MPa
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3.1. Okreslenie dynamiki iloSci uwalnianego ATP

Pomiar ilosci ATP (Adenozyno-5'-trifosforan) wykonywano w oparciu o metode
bioluminescencji. W tym celu w okreslonych minutach hodowli (0, 30, 60°, 120°, 180’,
240’) pobierano 100 ul proby, a nastepnie dodawano do niej 100 lub 200 pl ATP Kit
(BacTiter-Glo, PROMEGA). Tak przygotowang probe po ok. 5 minutach wktadano do
aparatu LUMAC i odczytywano wynik w jednostkach RLU (RelativeLightUnits). Dla
liofilizatu spor Geobacillus sterotherophilus stosowano rownolegle dwa warianty pozywek,

bedacych medium przyspieszajagcym proces germinacji (tabela 12).

W tabeli 14 przedstawiono ilo§¢ ATP uwalnianego w czasie procesu germinacjiw
pierwszym wariancie medium germinacyjnego (pozywka Ill + germinanty zawieszone w
PBS, tabela 12). W kazdym przypadku dwukrotnie wi¢kszy dodatek odczynnikow (ATP-Kit)
(200 pl) powodowat lepsza odpowiedz uktadu pomiarowego (lepsza powtarzalno$é
wynikéw), dlatego tez w nastepnych doswiadczeniach pozostano tylko przy tej wartosci.
Znaczacy skok wartosci ATP zauwazono juz po 30 minutach 1 utrzymat si¢ on do 120 minuty
(w przypadku proszku natywnego jak i poddanego pasteryzacji). W przypadku
wysterylizowanego liofilizatu uzyskane wartosci ATP byly niskie, co $wiadczy o braku

zywotnosci spor Geobacillus stearothermophilus.

Na rysunku 11, 12 i 13 przedstawiono graficzng forme¢ wynikow.
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Tabela 14. Tlo§¢ ATP uwalnianego w czasie procesu germinacji —liofilzat, | wariant medium germinacyjnego.

Wariant I - Pozywka III + PBS + Germinanty
Ilo$¢ ATP [RLU]
Liofilizat Proszek po pasteryzacji Proszek po sterylizacji
Czas hodowli | TloS¢ Kitu | I 11 Srednia | I 11 Srednia [ | o Srednia
[min] [ul]
Pozywka 100 1055 903 901 953 1055 903 901 953 1055 | 903 901 953
200 2408 2417 2274 2366 2408 2417 2274 2366 2408 | 2417 | 2274 2366
0 100 4652 4664 4626 4647 4363 4221 4232 4272 2577 | 2555 | 2591 2574
200 9087 8862 8889 8946 5462 5560 5454 5492 5540 | 5636 | 5815 5664
30 100 6878 6594 6654 6709 6241 6193 6111 6182 3505 | 3245 | 3245 3332
200 11036 | 10974 | 10974 10995 11502 | 11706 | 11608 11605 5350 | 5538 | 5548 5479
100 6923 6592 6391 6635 12036 | 11994 | 11804 11945 3751 | 3641 | 3603 3665
%0 200 7854 8941 8214 8336 12545 | 12110 | 12540 12398 4521 | 4112 | 4545 4393
100 9196 8956 7747 8633 7839 8069 8385 8098 5844 | 5929 | 6242 6005
120 200 11418 | 10881 | 11250 11183 11292 | 11061 | 11174 11176 5781 | 5964 | 5844 5863
180 100 5833 5438 5128 5466 6008 5673 5805 5829 3154 | 3249 | 3171 3191
200 8171 8102 8162 8145 9381 9773 9379 9511 5606 | 5532 | 5397 5512
240 100 5354 5254 5216 5275 5973 5796 5685 5818 3281 | 3371 | 3323 3325
200 9488 9808 9923 9740 8161 8565 8848 8525 4607 | 4679 | 4772 4686

Kolorem zo6ttym zaznaczono najlepsze wyniki
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Tabela 15. Tlo§¢ ATP uwalnianego w czasie procesu germinacji — liofilizat, 11 wariant medium germinacyjnego.

PBS + Germinanty
Ilos¢ ATP [RLU]
Zawiesina Zawiesina po pasteryzacji Zawiesina po sterylizacji
Cza?mh;’:]"W“ Il"ifﬂlfit“ | I | Srednia | | I | Srednia | | I I | Srednia
Pozywka 200 38 29 44 37 38 29 44 37 38 29 44 37
0 200 23046 | 21488 | 20867 21800 | 19850 | 19740 | 19535 19708 9746 | 9469 | 9403 9539
30 200 51736 | 44463 | 44850 | 47016 | 31571 | 30753 | 29840 30721 11615 | 11488 | 11030 11378
60 200 39746 | 39178 | 36647 38524 | 28933 | 28252 | 28156 28447 13364 | 12786 | 12856 13002
120 200 27020 | 26859 | 26668 26849 | 24868 | 25158 | 23786 24604 11267 | 11128 | 11107 11167
180 200 27181 | 26469 | 26435 26695 | 24705 | 24875 | 23845 24475 10965 | 10347 | 10044 10452
240 200 9838 | 9727 | 9682 9749 9544 | 8942 | 9095 9194 4137 | 4424 | 4883 4481
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3.2. Ocena wizualna zmiany barwywskaznika.

Tak jak w przypadku punktu 1.3, dla wariantéw wyszczegolnionych w tabeli 12 (zarébwno
dla wariantu pierwszego jak i drugiego) dokonano oceny zmiany barwy wskaznika redoks w
czasie trwania hodowli (0, 30, 60, 120, 180 i 240 minuta oraz 24 godzina). Pierwsze
niewielkie zmiany barwy dla wariantu | widoczne byly juz w Crwo = 60 minut, natomiast
wyrazne zmiany obserwowano w 120 minucie. Inna sytuacja miata miejsce w wariancie II
(germinanty zawieszone w buforze bez dodatku pozywki). W tym przypadku zmiana barwy
nastgpila dopiero w 240 minucie. Swiadezy to o koniecznosci stosowania pozywki
mikrobiologicznej (wzbogaconej o wybrane germinanty) jako medium przyspieszajace

proces germinacji.

Oh 30 min 60 min
90 min 120 min 150 min
180 min 210 min 240 min

Rysunek 14. Dynamika zmiany barwy wskaznika (resazuryna) — wariant I (sktad podtoz tabela 12)
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Rysunek 15. Dynamika zmiany barwy wskaznika (resazuryna) — wariant I (sktad podtoz tabela 12)
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W ramach tego etapu badan wykonano nastepujace zadania badawcze:

e Przygotowanie hodowli Geobacillus stearothermophilus w skali pottechnicznej w celu badan
metodycznych i przechowalniczych
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urzadzeniach podczas sterylizacji parowej i plazmowe;j

e Badania nad okre$leniem warunkéw przechowywania i transportu wskaznikow biologicznych

e Badania skutecznosci dzialania wskaznikéw poddanych procesom w warunkach zblizonych
do rzeczywistych, przeprowadzonych na urzadzeniach do sterylizacji r6znych producentow
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1. Testy przechowalnicze

Zgodnie z harmonogramem prac etapu 2, w czwartym kwartale 2017 roku kontynuowano
badania przechowalnicze nad trwatoscia wytworzonych wskaznikow. Przechowywaniu
poddano poszczegolne komponenty sktadajace si¢ na medium germinacyjne oraz substraty,

Kity i wskazniki niezbedne do skutecznej oceny szybkos$ci procesu germinacji spor.

Wykaz przechowywanych substancji chemicznych przedstawiono w tabeli 1. Testom
przechowalniczym poddano komercyjny KIT do pomiaru ilosci ATP (firma PROMEGA). Kit
ten przechowywano w temperaturze -20°C, 4°C oraz 21°C. W kazdej z wyzej wymienionych
temperatur testowane byly kity pod dwoma postaciami: w formie gotowego roztworu oraz w
formie dwoch sktadowych — buforu (G819A) oraz proszku (G818A). W tym ostatnim

przypadku proszek zostal zawieszony w buforze dopiero w dniu wykonywania oznaczen.

Przechowywaniu poddano takze Resazuryne : komercyjny kit, ktory przechowywany byt
bez dostepu $wiatta w temperaturze 4°C oraz roztwor resazuryny (w buforze Dulbecco’s).
Roztwor ten przechowywano w dwoch temperaturach 4°C oraz 21°C (z i bez dostepu

Swiatta).

Testy przechowalnicze zaplanowano takze dla wytypowanego w poprzednich pracach
medium  germinacyjnego. Doswiadczeniom  poddano  zaréwno same  pozywki
mikrobiologiczne (111, VI oraz VII), germinanty (aminokwasy) jak i gotowe, ztozone medium

germinacyjne. Roztwory te przechowywano w temperaturze 4 °C i 21 °C (tabela 2 ).

Wyzej wymienione substancje poddano zar6wno ocenie jakosciowej jak i ilosciowe;.



Tabela 1. Wykaz substancji chemicznych, poddanych testom przechowalniczym.

KIT ATP
e Temperatura -20°C :
=  Bufor
=  Proszek
= Roztwor
e Temperatura 4°C :
=  Bufor
=  Proszek
= Roztwor
e Temperatura 21°C:
= Bufor
=  Proszek
=  Roztwor
Resazuryna

e Temperatura 4°C:
= Komercyjny KIT

e Temperatura 4°C:
= Proszek + Dulbecco (bez
dostepu swiatta)
=  Proszek + Dulbecco

e Temperatura 21°C:
= Proszek + Dulbecco (bez
dostepu $wiatla)
= Proszek + Dulbecco




Tabela 2. Wykaz substancji chemicznych, poddanych testom przechowalniczym.

Pozywka
e Pozywka lll, VIi VII
= Temperatura 4°C
= Temperatura 21°C

Germinanty

e L-Alaninai L-Asparagina

= Temperatura 4°C

= Temperatura 21°C

Pozywka + Germinanty (medium germinacyjne)

e Pozywka lll, VIi VII +
Germinanty (L-ALA i L-ASP)

= Temperatura 4°C

= Temperatura 21°C




1.1. Wplyw warunkow oraz czasu przechowywania komponentow medium
germinacyjnego na ich skutecznos¢ germinacji spor

Zgodnie z normg EN 12322, pozywki mikrobiologiczne powinny by¢ badane pod katem
zanieczyszczen mikrobiologicznych. Norma EN 12322 nie precyzuje jednak ile pozywek
nalezy poddac¢ kontroli jatowosci. Dlatego tez oceng jatowos$ci przeprowadzono, inkubujac
pozywki w réznych temperaturach przez okreslony okres czasu. Temperatury dobrano w
odniesieniu do typowych warunkow przechowalniczych (4°C — temperatura chtodnicza i
21°C - temperatura pokojowa). Kontrole jatowosci przeprowadzono klasyczng metoda
ilosciowg — za pomocg posiewu mikrobiologicznego. Stosowang pozywka byt Trypton Soy
Broth (TSB, Oxoid), natomiast warunki inkubacji to 48 godzin/37°C. Prace przechowalnicze
rozpoczeto 05.10.2017.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki otrzymane podczas posiewow mikrobiologicznych. W
kazdym przypadku (zarowno w pozywkach jak 1 pelnych komponentach medium
germinacyjnego) nie zaobserwowano skazenia mikrobiologicznego. Ponadto nie wykazano
wplywu temperatury przechowywania na stan mikrobiologiczny pozywek.

W ciagu 6-miesiecznego okresu przechowywania nie stwierdzono skazenia

mikrobiologicznego komponentow pozywek i germinantéw stosowanych w badaniach.



Tabela 3.

Stan mikrobiologiczny pozywek i poszczegdlnych ich komponentow, w trakcie przechowywania

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]

Rodzaj badanego Temperatura D .
. ata oznaczenia
roztworu przechowywania
05.10 | 26.10 | 02.11 | 09.11 | 16.11 | 30.11 | 14.12 | 08.01 | 05.02 | 14.03
) 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka III
21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
) 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka VI
21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
) 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka VII
21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
. 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
L-Alanina
21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
. 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
L-Asparagina
21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka ITI + L- 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
ALA + L-ASP 21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka VI + L- 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
ALA + L-ASP 21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
Pozywka VII + L- 4°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o
ALA + L-ASP 21°C n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o n/o

n/o - nieobecne




Wyszczegblnione w tabeli 3 okreSlone komponenty medium poddano takze kontroli
wlasciwos$ci biochemicznych w odniesieniu mozliwosci ich wykorzystania w stosownych
testach. Do takiej oceny pozywek wplywajacych na szybko$¢ procesu germinacji

wykorzystano metodg ilosciowg oraz jakosciows.

W przypadku metody iloSciowej, badano potencjat biochemiczny poszczegolnych
pozywek wykorzystujac metod¢ oznaczania ilosci ATP, natomiast przy metodzie jako$ciowe;]

oceniano (wizualnie) skuteczno$¢ zastosowania resazuryny jako wskaznika redox.

Szczegdtowe wyniki przedstawiono w punkcie 1.2 i 1.3 niniejszego raportu (R/7).
Zarowno pozywki (III, VI i VII), germinanty (Alanina i Asparagina) jak ich mieszaniny
przechowywane byly w 4°C i 21°C. W tabeli 4 wyszczegolniono okres, w ktoérym do
okres$lenia wptywu warunkoéw oraz czasu przechowywania komercyjnych kitdbw ATP czy
wskaznika redoks wykorzystano wlasnie te komponenty. Plusem zaznaczono komponent,

ktory zostat wziety w danym terminie do badan, natomiast minusem ten ktory nie byt uzyty.

Wyniki pokazaty, ze za kazdym razem oprdcz tego, ze komponenty te byly czyste pod
katem mikrobiologicznym to takze spelialy wymagania stawiane im pod wzgledem

jakosciowym (spetniajgc kryterium medium germinacyjnego).



Tabela 4. Potencjat biochemiczny pozywek i poszczegdlnych ich komponentow, zastosowanych w

oznaczeniach ATP i skuteczno$¢ resazuryny jako wskaznika redox

Potencjal biochemiczny

Rodzaj Czas oznaczenia
Temperatura .. - .
badanego rzecho ania (od czasu zalozenia doSwiadczenia)
roztworu P Po 1l Po 1 Po1 _P0_2 .P0.3 P 0.6
dniu tygodniu | miesigcu mlecslllaca mlecslllaca mlecslllaca
4°C - - + + + +
Pozywka III
21°C + + - - - -
4°C - - + + - -
Pozywka VI
21°C + + - - - -
4°C - - + + - -
Pozywka VII
21°C + + - - - -
. 4°C - - + + + +
L-Alanina
21°C + + - - - -
L- 4°C - - + + + +
Asparagina 21°C + + - - - i
Pozywka III 4°C - - + + + +
+ L-ALA + .
L-ASP 21°C + + - - - -
Pozywka VI 4°C - - + + - -
+ L-ALA +
L-ASP 21°C * + - - - -
Pozywka VII 4°C - - + + - -
+ L-ALA + .
L-ASP 21°C + + - - - -
Legenda:

+ wykonanie badan
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1.2. Wplyw warunkow oraz czasu przechowywania komercyjnych kitéw ATP na
czulo$¢ oznaczenia

W tabeli 5 przedstawiono zmienne eksperymentalne uzyte do oceny wplywu warunkow
oraz czasu przechowywania komercyjnych kitbw ATP na czuto$¢ oznaczenia. Parametrami

tymi byta temperatura, forma przechowywanego kitu oraz wiek spor.

Pod nazwg ,,wiek spor” rozumie si¢ czas ich przechowywania od momentu produkcji.
Sporami §wiezymi nazwano spory otrzymane w wyniku prac hodowlanych w 4 kwartale
2017r (1 tygodniowe spory), natomiast spory stare to te, uzyskane w lutym 2017 roku (9
miesi¢czne spory). Mimo 1z w dostepne;j literaturze jest bardzo mato informacji na temat roli
wieku spor na ich szybko$¢ germinacji, to jednak niektorzy Autorzy zauwazyli wpltyw tego
parametru na efektywnos$¢ dezaktywacji przetrwalnikow (Bomar, 1961; Rodriguez-Palacios i
wsp., 2011; Egan i wsp., 2016).

Tabela 5. Zmienne eksperymentalne.

Temperatura przechowywania

-20°C

4°C

21°C

Rodzaj materialu

Bufor + proszek

Roztwoér

Wiek spor

Spory $wieze (2 tygodnie od czasu produkcji)

Spory stare (wyhodowane 6 miesigcy
wczesnie))
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W tabeli 6 przedstawiono usrednione wyniki (Srednia z 3 powtorzen) pomiaru ilosci
ATP dla poszczegblnych wariantow przechowalniczych. Zaréwno dla spor starych jak i
$wiezych najwiekszy przyrost ilosci ATP zaobserwowano dla gotowego Kitu
przechowywanego wedlug zalecen producenta (temperatura -20°C). Wraz ze wzrostem
temperatury przechowywania kitu (bez wzgledu na to czy kit byl w postaci gotowego

roztworu czy tez przechowywanego bez wczesniejszej rehydratacji), jego czulo$¢ malata.

Hodowle prowadzono w medium germinacyjnym, zawierajacym pozywke IIl oraz
wyselekcjonowane germinanty (temperatura 55°C). Ponizsze wyniki potwierdzity wnioski
uzyskane w Raporcie R/5 1 R/6, ze w wigkszosci przypadkow najwigkszy przyrost ilosci ATP

uzyskuje si¢ w 1 godzinie hodowli.

Tabela 6. Wyniki oznaczen ATP dla poszczegdlnych wariantéw przechowalniczych (wyniki u$rednione, $rednia
z 3 powtdrzen)

Temperatura | Temperatura Temperatura Temperatura
przechowywania -20 °C 4°C 21°C
Rodzai Bufor Bufor

A Roztwor + Roztwor + Roztwor
materialu
proszek proszek
Czas hodowli Ilosé ATP [RLU]
Oh 7455 10703 4343 6924 1120
oy
% 1h 120792 17590 6375 13766 2203
R
§ 2h 21201 9406 4378 16173 1985
1
3h 14704 8066 4558 7793 1496
Oh 25308 16619 7809 15590 2832
[<B]
3 1h 159867 117114 63470 114572 24508
wn
>
(',8). 2h 38673 41295 18813 29932 6852
3h 30092 33105 14035 30834 4533

Opisane wyniki przestawiono w formie graficznej na wykresach 1 i 2.
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Swieze spory

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000

20000 . S — E—

—0

3

ATP [RLU]

0 & @ —@
0 1 2
Czas hodowli [h]

=—®—minus 20 °C, R —®—4°C, B+P 4°C, R 21°C,B+P —@—21°C,R

Wykres 1. Tlo$¢ ATP w zaleznoéci od warunkow przechowywania (R — Kit przechowywany w postaci gotowego

roztworu; B+R — bufor i proszek zmieszany krétko przed wykonaniem testu) — dla spor §wiezych.

Stare spory

180000
160000
__ 140000
= 120000
&, 100000
o 80000
F 60000

< 40000 :

20000 ./-.\F ]
0

0 1 2 3

Czas hodowli [h]
—®—minus 20 °C,R  —®—4°C, B+P 4°C, R 21°C, B+P  —@—21°C,R

Wykres 2. Ilo$¢ ATP w zalezno$ci od warunkow przechowywania (R — kit przechowywany w postaci gotowego

roztworu; B+R — bufor i proszek zmieszany krétko przed wykonaniem testu) — dla spor starych.
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Potencjat biochemiczny przechowywanych (w odpowiednich warunkach) kitow
ATP oceniano takze po 1, 2, 3 oraz po 6 miesigcach. Ich czuto$¢ oznaczenia mierzono dla
uktadu: medium germinacyjne (pozywka IIl + germinanty) + spory (,stare”). Uktad ten
inkubowano w termostacie w 55°C przez okres 120 min. W 0 min, 30 min i 120 min
pobierano 200 pl préby, a nastgpnie dodawano do niej w stosunku 1:1 odpowiedni wariant
kitu (dla kitdbw przechowywanych przez okres 3 i 6 miesiecy proby rozszerzono o pomiar w
60 minucie inkubacji). Pomiar ilo$ci jednostek $wietlnych [RLU] dokonywano na urzadzeniu
LUMAC.

Warianty przechowalnicze stanowily dwa rodzaje kitdow: w postaci mieszaniny
(proszku zawierajacego kompleks luceferyna/luceferaza 1 bufor) oraz wyzej wymienionych
sktadowych przechowywanych (na czas trwania testow przechowalniczych) oddzielnie i
mieszanych ze soba w dniu analizy. Tak jak w poprzednim do$wiadczeniu, badano wpltyw

temperatury przechowywania kitow na ich czuto$¢ oznaczenia.

Wyniki przedstawiono w tabelach 7-9 oraz na wykresach 3-5. Uzyskane wartoSci
RLU $wiadcza o spadajacej wraz z uplywem czasu stabilnosci stosowanych do oznaczen
ATP komercyjnych Kitow. Najlepszg temperaturg przechowywania byto -20°C. Jest to
zgodne z zaleceniami producenta odczynnikéw (firma Promega). Takie warunki powinny by¢
tez zapewnione w trakcie przechowywania potproduktu w warunkach produkcyjnych,
transportu wskaznikow biologicznych oraz docelowo u odbiorcy testow. Nie zauwazono
natomiast znaczgcych roznic co do rodzaju  przechowywanego materiatu (dla tej
temperatury). Przechowywanie testow do oznaczen ATP w warunkach chtodniczych (4°C)
wykazato, ze wymagany poziom czutosci odczytu (powyzej 50000 RLU) uzyskano tylko po
I miesigcu przechowywania. Po 2 miesigcach przechowywania w temperaturze chtodniczej

uzyskano pomiary na poziomie 35000-40000 RLU (tabela 7).
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Tabela 7. Wyniki oznaczen ATP dla poszczegdlnych wariantdw przechowalniczych — czas oznaczenia po 2 miesigcach przechowywania kitow.

120 min

) 0min 30 min
Rodzaj przechowywanego = = = = = =
Nr  [Temperatur ateriaty i | n ] m [Srednia [ n [ wm | Srednia I | u | wm ] S$rednia
1 miesiac przechowywania
1 21°C/mieszanina 141 125 139 135 1254 1458 1379 1364 290 254 373 306
219C 21°C/Bufor + proszek
2 (przechowywane 180 201 196 192 2154 2785 2933 2624 456 417 470 448
oddzielnie)
3 4°C/mieszanina 398 402 318 373 55477 54652 56987 55705 2900 2978 2865 2914
4°C 4°C/Bufor + proszek
4 (przechowywane 425 436 419 427 58741 59632 59321 59231 5124 4954 5017 5032
oddzielnie)
5 -20°C/mieszanina 11874 12569 12987 12477 267850 | 264441 | 261132 | 264474 40145 41254 42698 41366
-20°C -20°C/Bufor + proszek
6 (przechowywane 10456 12541 11987 11661 154786 | 165410 | 169870 | 163355 18563 18741 19015 18773
oddzielnie)
2 miesigce przechowywania
1 21°C/mieszanina 155 161 159 158 2308 2412 2572 2431 376 356 342 358
21°C 21°C/Bufor + proszek
2 (przechowywane 229 231 225 228 3205 3346 3315 3289 511 512 501 508
oddzielnie)
3 4°C/mieszanina 433 419 410 421 34684 35382 35022 35029 4168 4135 4042 4115
4°C 4°C/Bufor + proszek
4 (przechowywane 475 504 530 503 39516 41808 42217 41180 5704 5815 5491 5670
oddzielnie)
5 -20°C/mieszanina 16750 16740 16580 16690 | 259208 | 257975 | 268486 | 261890 [ 36190 36394 36559 36381
-20°C -20°C/Bufor + proszek
6 (przechowywane 2179 2239 2411 2276 127629 | 130074 | 131130 | 129611 14801 14485 14773 14686
oddzielnie)
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Tabela 8. Wyniki oznaczen ATP dla poszczegdlnych wariantdw przechowalniczych — czas oznaczenia po 3 miesigcach przechowywania kitow.

Rodzaj przechowywanego 0min 30 min 60 min 120 min
Nr Temperatura X — - - - - - - -
materiatu 1 1] 11} Srednia 1 1] 1] Srednia 1 1] 1] Srednia | 1} 1 Srednia
1 21°C/mieszanina 144 166 171 160 317 319 317 318 500 564 572 545 337 338 340 338
21°C °
2 21°C/Bufor +proszek 37 54 63 51 211 219 212 214 334 339 360 344 225 225 218 223
(przechowywane oddzielnie)
3 4°C/mieszanina 543 567 561 557 7855 8326 8383 8188 15513 16857 17122 16497 8383 6761 6709 7284
0,
4% 4°C/Bufor + proszek
4 L 453 450 453 452 7339 7393 7580 7437 13373 13336 12758 13156 5150 5139 5117 5135
(przechowywane oddzielnie)
5 -20°C/mieszanina 4602 4676 4617 4632 61578 61377 62278 61744 110253 112346 | 111254 | 111284 51821 52848 52734 52468
-20°C
-20°C/Bufor + proszek
6 L 5727 6314 6394 6145 51860 52011 51253 51708 80386 84690 86591 83889 25525 32297 33072 30298
(przechowywane oddzielnie)
Tabela 9. Wyniki oznaczen ATP dla poszczegdlnych wariantdw przechowalniczych — czas oznaczenia po 6 miesigcach przechowywania kitow.
Rodzaj przechowywanego 0 min 30 min 60 min 120 min
Nr Temperatura . z - z - z " z "
materiatu | 1} 111 Srednia | 1} [11] Srednia | 1} 1] Srednia | 1} 11 Srednia
1 21°C/mieszanina 105 95 79 93 404 400 404 403 503 501 479 494 388 388 374 383
21°C
21°C/Bufor + proszek
2 L 42 55 57 51 258 252 262 257 342 350 355 349 141 176 211 176
(przechowywane oddzielnie)
3 4°C/mieszanina 514 501 513 509 10743 10899 11196 10946 16294 16126 16416 16279 6088 6065 6102 6085
4°C 4°C/Bufor + proszek
4 L 426 419 420 422 8983 9490 9838 9437 12532 12066 12203 12267 4369 4498 4524 4464
(przechowywane oddzielnie)
5 -20°C/mieszanina 3922 4427 4400 4250 86026 89872 90417 88772 91194 84511 89458 88388 33182 34407 35374 34321
_720 9
20°C -20°C/Bufor + proszek
6 L 2057 2271 1826 2051 54943 60767 61553 59088 74503 75317 75486 75102 28365 23741 32465 28190
(przechowywane oddzielnie)
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21 °C/Bufor + proszek (przechowywane oddzielnie)
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—@— 4 °C/Bufor + proszek (przechowywane oddzielnie)
—@—-20 °C/mieszanina
—@—-20 °C/Bufor + proszek (przechowywane oddzielnie)

Wykres 3. Tlo$¢ ATP w zaleznosci od warunkow przechowywania - czas oznaczenia po 2 miesigcach
przechowywania kitow
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—@—-20 °C/mieszanina

—@—-20 °C/Bufor + proszek (przechowywane oddzielnie)

0

Wykres 4. llo§¢ ATP w zaleznoéci od warunkow przechowywania - czas oznaczenia po 3 miesigcach
przechowywania kitow
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Wykres 5. Tlo$§¢ ATP w zaleznoéci od warunkow przechowywania - czas oznaczenia po 6 miesigcach
przechowywania Kitow
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1.3. Wplyw warunkéw, czasu przechowywania oraz sposobu przygotowania
wskaznika redoks (roztwor resazuryny)na jego czulos¢ oznaczenia

1.3.1. Testl

Testom przechowalniczym poddano takze wskaznik Redoks. Badane roztwory
resazuryny testowane byly w postaci komercyjnego kitu (Sigma) oraz sktadane zgodnie z
metodyka opisang w publikacji Bowling. i wsp., 2012. Resazuryne¢ kit przechowywano w
temperaturze 4°C (zgodnie z zaleceniami producenta), natomiast resazuryn¢ ,,sktadang”
zarowno w temperaturze 4°C jak i 21°C. Dodatkowo, wskaznik ten w temperaturze pokojowej
przechowywano w ciemnos$ci i w $wietle. Sktad oraz mozliwos¢ wykorzystania roztworu

resazuryny (nie komercyjnego kitu) zaczerpni¢to z publikacji Nagler 1 wsp., 2014.

Badany materiat stanowily spory uzyskane w wyniku hodowli wykonanych w
kwietniu 2017r (spory ,,stare”) (karty fermentacji Raport D/2016 R/1) oraz w listopadzie
2017r (spory ,,$wieze”) (Karty fermentacji Raport D/2017 R/7). Dodatkowo, zaréwno spory

»stare” jak 1,,$wieze” poddane zostaty liofilizacji, a nast¢pnie przebadane.

Badanie polegato na ocenic wizualnej zmiany barwy. W tym celu wykonano test
studzienkowy, polegajacy na nanoszeniu do ptytek wielodotkowych 200 pl hodowli (uktad:
pozywka + germinanty + spory). Uklad ten wczesniej poddany byt wstepnej inkubacji (w
temperaturze 55°C) - do dotkéw nanoszono odpowiednio: 0, 1, 2, 3 i 4 — godzinng hodowlg.
Hodowle prowadzono na zmodyfikowanej pozywce III (Krzywicka i wsp., 1996, raport R2).
Inoculum (spory Geoacillus stearothermophilus) stanowito 10 % catkowitej objetosci

hodowli.

Oceng testu studzienkowego dokonywano, dodajac do dotkéw (zawierajacych
odpowiednie hodowle — 5 wariantdw) 20 pl wskaznika redoks — resazuryne. W wyzej
opisywanym doswiadczeniu wykorzystywano 3 warianty wskaznika — w kazdym przypadku
byla to resazuryna rozpuszczona w buforze Dulbecco’s, jednak przechowywane byly one w
roznych wariantach (w temperaturze 4°C oraz 21°C). Jako kontrole zastosowano komercyjny
KIT. Oceng zmiany barwy resazuryny (z fioletowej na r6zowa) dokonywano przez 90 minut
(w odstepnie 30 minut). Plytki inkubowano w temperaturze 55°C), a wynik obserwacji
przedstawiono w tabeli 11-12. Na zdjeciach kolorem czerwonym wyrdzniono tzw. czas Two -

czas wizualnej oceny, ktory obejmowat czas zmiany barwy liczony po dodaniu wskaznika.
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Calkowity czas potrzebny na uzyskanie reakcji barwnej byt suma

inkubacji oraz czasu Two.

Tabela 10. Legenda do testow przechowalniczych dla resazuryny.

czasu wstepnej

Nr dolka .
. Oznaczenie
(pion)
1 Zawiesina — spory ,,stare”
9 Zawiesina — spory ,,$wieze”
3 Liofilizat — spory ,,stare”
4 Liofilizat— spory ,,$wieze”
5 Liofilizat — spory ,,stare” po 3-krotnej sterylizacji
Nr dotka .
. Oznaczenie
(poziom)
3h
2h Czas hodowli
1h (przed dodaniem resazuryny)
Oh
K Kontrola (bez spor)
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Tabela 11. Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury.

Kit resazuryna

Resazuryna Dulbecco

4°C

4°C

21°C

21°C, dostep $wiatla

Two

Two =

30 min

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstgpnej)
1, 2, 3, 4,5 — warianty pozywek (tabela 10)

Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks
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Tabela 12. Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury c.d.

Kit resazuryna

Resazuryna Dulbecco

4°C

4°C

21°C

21°C, dostep swiatla

Two =

60 min

Two =

90 min

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstgpnej)
1, 2, 3, 4,5 — warianty pozywek (tabela 10)

Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks
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W tabeli 11 i 12 przedstawiono wyniki, uzyskane w niniejszych do$wiadczeniach.
Zadawalajace wyniki uzyskano tylko w przypadku uzycia resazuryny przechowywanej (przed
wykonaniem dos$wiadczenia) w 4°C oraz resazuryny Kit (komercyjnej). Zmiana barwy
nastepowata juz po 30 minutach badan wilasciwych (Two = 30min). Najlepszy okazatl si¢
wariant 3 - liofilizat starych spor (pionowe oznaczenie na ptytkach wielodotowych). Dobrym
czasem odbarwienia wskaznika charakteryzowal si¢ takze wariant 1 (zawiesina spor starych)

oraz 4 — liofilizat $wiezych spor.

W kazdym przypadku nie uzyskano przebarwienia resazuryny w wariancie 5. Byt to
liofilizat poddany 3 krotnemu procesowi sterylizacji w 121°C, co swiadczy 0 dobrym procesie

jatowienia (zabicia) spor.

Wyniki doswiadczen dla wariantow, gdzie stosowano proszek resazuryny zawieszony
w buforze Dulbecco’s nie okazaty si¢ zadawalajgce. Tylko w przypadku przechowywania w
temperaturze 4°C obserwowano zmiany barwy wskaznika. Testy przechowalnicze w

temperaturze 21°C daty wyniki negatywne, bez wzgledu na dostep $wiatla.
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1.3.2. Testll

Ze wzgledu na niezadawalajagce wyniki uzyskane w tescie | (brak zmiany barwy w
mozliwie krotkim czasie dla wariantow, w ktérych uzyto resazuryny przechowywanej w

temperaturze pokojowej) postanowiono badanie powtorzyc.

Modyfikacji podlegata procedura wykonania roztworu resazuryny. Cho¢ w danych
literaturowych nie mozna znalez¢ innych (niz bufor Dulbecco’s) buforéw, w ktérych mozna
rozpusci¢ wskaznik, podjeto probe wykonania oznaczen reakcji redox dla resazuryny
rozpuszczonej w PBS oraz jatlowej wodzie destylowanej. Dodatkowo, postanowiono obnizy¢
stezenie wodnego roztworu resazuryny do poziomu 0,01% oraz 0,02%. Testom poddano
zardwno spory stare jak i $wieze. Testowang forma przetrwalnikow byta ich zawiesina w
jatowej wodzie destylowanej. W przypadku testu Il takze wykonano test studzienkowy
(opisany w punkcie 1.3.1). W tabeli 13 przedstawiono legend¢ do oznaczen zamieszczonych

w ptytkach wielodotkowych ukazanych w tabelach 14-17.

Tabela 13. Legenda do testéw przechowalniczych dla resazuryny.

Nr dolka .
. Oznaczenie
(pion)
1 Bufor Dulbecco + 0,01% R
2 Bufor Dulbecco + 0,02% R
3 Bufor PBS +0,01% R
4 Bufor PBS + 0,02% R
5 Woda destylowana + 0,01% R
6 Woda destylowana + 0,02% R
7 Resazuryna KIT (komercyjny)
Nr dolka .
. Oznaczenie
(poziom)
3h
2h Czas hodowi
1h (przed dodaniem resazuryny)
Oh
K Kontrola (bez spor)
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W tabelach 14-17 przedstawiono dynamik¢ zmiany barwy resazuryny
przechowywanej w réznych temperaturach oraz st¢zeniach. Zdjecia wykonywano w odstepie
30 min (od 0 minuty do 150). W tabelach 14 i 15 przedstawiono testy w ktorych uzyto spor
starych natomiast w tabelach 16 i 17 spory §wieze. W obu przypadkach uzyto 6 roéznych
roztworOw resazuryny (sktad poszczegdlnych wariantow przedstawiono w tabeli 13). Tak jak
w przypadku testu I kazdy z wariantow przed uzyciem przechowywano w trzech réznych

warunkach (badano wptyw dostepu $wiatta oraz temperatury na stabilno$¢ wskaznika).

W przypadku spor starych pierwsze wizualne zmiany barwy obserwowano w 60
minucie oceny zmiany barwy (Two=60 min) w kazdej temperaturze przechowywania
roztworu. Catkowite odbarwienie nastgpowato w 90 minucie badan wilasciwych — dla
wariantu 1 i 3. Zarowno wariant 1 jak 3 zawieral mniejszg ilo$¢ sproszkowanej resazuryny
(0,01%). Minimalny catkowity czas odbarwienia wskaznika (dla wariantu 1 1 3) to 2,5
godziny (suma inkubacji wstepnej oraz badan wtasciwych — po dodaniu resazuryny). Wariant
5 1 6 (roztwér wykonany na bazie wody destylowanej) nie przynidst spodziewanych

rezultatow.

W przypadku spor swiezych, dopiero w 90 minucie (tabela 17) mozna zaobserwowa¢ lekka
zmiang¢ barwy (dla wariantow 1 i 3) co swiadczy o wplywie wieku spor na proces germiancji.
Nie stwierdzono istotnych roéznic dla wariantow przechowywania w 21°C w ciemnosci czy z
dostgpem Swiatta. Uzyskane badania wykazaly mozliwo$¢ przechowywania testow z
resazuryng jako wskaznikiem, w temperaturze pokojowej. Takie warunki powinny by¢ tez

zapewnione w trakcie transportu wskaznikow biologicznych.
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Tabela 14.Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury oraz

stgzenia — spory stare.

Resazuryna

4°C, bez dostepu Swiatla 21°C, bez dostepu Swiatla

21°C, z dostepem $wiatla

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)

Two = 0 min

Two = 30 min

Two = 60 min

1,2,3,4,5, 6, 7— warianty pozywek (tabela 13)
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks (kolor czerwony)
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Tabela 15. Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury oraz

stezenia - spory stare c.d.

Resazuryna

4°C, bez dostepu Swiatla

21°C, bez dostepu $wiatla

21°C, z dostepem Swiatla

Two = 90 min

Two =120 min

Two = 150 min

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5, 6, 7— warianty pozywek (tabela 13)
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks (kolor czerwony)
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Tabela 16. Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury oraz
stgzenia — spory §wieze.

Resazuryna

4°C, bez dostepu swiatla 21°C, bez dostepu $wiatla 21°C, z dostepem swiatla

Two = 0 min

Two = 30 min

Two = 60 min

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5, 6, 7— warianty pozywek (tabela 13)
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks (kolor czerwony)
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Tabela 17. Dynamika zmiany barwy resazuryny przechowywanej w réznych warunkach temperatury oraz
stezenia — spory $wieze C.d.

Resazuryna

4°C, bez dostepu Swiatla 21°C, bez dostepu Swiatla 21°C, z dostepem Swiatla

Two = 90 min

Two =120 min

Two = 150 min

0-4h = czas hodowli (inkubacji wstepnej)
1,2,3,4,5, 6, 7— warianty pozywek (tabela 13)
Two Czas wizualnej zmiany barwy — czas liczony do dodaniu wskaznika redoks (kolor czerwony).
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2. Badania symulacyjne

W ramach niniejszego etapu projektu przeprowadzono badania, w ktérych zasymulowano
warunki zblizone do rzeczywistych. Przygotowane liofilizaty spor Geobacillus

stearothermothilus poddano sterylizacji plazmowej i parowej.

2.1. Sterylizacja plazmowa

Odpowiednio przygotowane i zabezpieczone zliofilizowane spory trafity do laboratorium
firmy Informer Med, gdzie poddane zostaly one sterylizacji plazmowej. W tabeli 18
przedstawiono parametry procesu. Do chwili obecnej wykonano 3 serie badan, jednak
zgodnie z harmonogramem prac, testy te beda kontynuowane, a wyniki przedstawione zostang

w drugiej czgsci raporu (R/7).

Tabela 18. Parametry jalowienia

Urzadzenie L.p. Temperatura Czas
Sterrad NX Seria | 55°C 20 min

Renosem S30 Seria Il 550C 20 min
Sterrad 100S Seria Il 55°C 20 min

Otrzymane,

wyznacznikiem byta:

wysterylizowane

spory poddano ocenie

e Ocena wizualna (przy uzyciu wskaznika resazuryny)

e Pomiar ilo$ci ATP

e Posiew ilosciowy

stopnia  jalowos$ci. Jego
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W tabeli 19 przedstawiono uzyskane wyniki oceny wizualnej zmiany barwy resazuryny
(komercyjny KIT). Hodowle prowadzono z uzyciem wysterylizowanych spor, zawieszonych
w wyselekcjonowanej pozywce Ill. Hodowle inkubowano w 55°C przez okres 120 minut (z
dodatkiem 10% kitu wskaznika). Zdjecia ukazuja, ze w zadnym z trzech powtdérzen nie
uzyskano zmiany barwy z niebiesko — fioletowej na r6zowa, co §wiadczy 0 skutecznosci

procesu sterylizacji.

Spory te poddano takze ilosciowej ocenie uwalnianego ATP (przy uzyciu komercyjnego
kitu firmy PROMEGA). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 20 i 21. Tlos¢
wzglednych jednostek swietlnych (RLU) byla zr6znicowana, w zalezno$ci od zastosowanego
urzadzenia do sterylizacji plazmowej (Sterrad NX, Renosem S30, Sterrad 100s). Pomimo tych
rozbiezno$ci pomig¢dzy probami i seriami sterylizacji plazmowej, maksymalna warto$¢
(14 259) nie przekroczyta poziomu 16 747 RLU, ktorg to warto§¢ uznano za statystycznie

istotng na poziomie ufnosci p<0,05 (raport R6, tabela 7).

W mikrobiologicznym posiewie ilosciowym nie obserwowano na ptlytkach Petriego
wzrostu Geobacillus stearothermophilus. Posiew na ogolng liczbe¢ drobnoustrojéow dokonano
w trzech, niezaleznych powtorzeniach (tabela 22). Dodatkowo, po miesigcu przechowywania
otrzymanego, wysterylizowanego materialu dokonano powtornego posiewu, ktory takze nie

wykazal wzrostu mikroorganizméw (tabela 23).
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Tabela 19. Ocena wizualna — dynamika zmiany barwy wskaznika redox

Liofilizat

0 min

30

min

60
min

90

min

120
min
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Tabela 20. Tlo$¢ uwalnianego ATP (sterylizacja plazmowa).

ATP [RLU]
P 1 1 11 Srednia
powtorzenia

1.1 12380 13022 13428 12943
1.2 14277 14144 14356 14259
1.3 228 1059 998 762
2.1 3102 4173 4427 3901
2.2 7126 7984 8378 7829
2.3 3115 3872 4105 3697
3.1 9591 10873 11649 10704
3.2 6441 7984 8980 7802
3.3 1214 1981 1346 1514

Tabela 21. Tlo$¢ uwalnianego ATP (sterylizacja plazmowa), po miesiagcu przechowywania.

ATP [RLU]
ne I I I Srednia
powtorzenia
1.1 7699 7619 7433 7584
2.1 5989 5924 5838 5917
3.1 12246 12161 12093 12167

33



Tabela 22. Wynik posiewow mikrobiologicznych spor poddanych sterylizacji plazmowej.

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
powt:’)l:zenia 1 1 i
1.1 n/o n/o n/o
1.2 n/o n/o n/o
1.3 n/o n/o n/o
2.1 n/o n/o n/o
2.2 n/o n/o n/o
2.3 n/o n/o n/o
3.1 n/o n/o n/o
3.2 n/o n/o n/o
3.3 n/o n/o n/o

n/o — nie obecne

Tabela 23. Wynik posiewu mikrobiologicznego spor poddanych sterylizacji plazmowej (po miesiacu
przechowywania).

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
ne I I 11
powtorzenia
1.1 n/o n/o n/o
21 n/o n/o n/o
31 n/o n/o n/o

n/o — nie obecne



2.2.Sterylizacja parowa

Tak jak w przypadku punktu 2.1 niniejszego raportu, dokonano oceny wizualnej, pomiaru
ilosci ATP oraz ogolnej liczby drobnoustrojow dla zliofilizowanych spor poddanych trzy-
krotnemu procesowi sterylizacji parowej. Jalowienia dokonano w urzadzeniu firmy SMS
Warszawa (parametry procesu: ekspozycja 121°C/20 min, chtodzenie 10 min). Jako kontrolg
stosowano natywne spory (wyprodukowane i zliofilizowane w marcu 2017r — spory stare).

Do$wiadczenie prowadzono w 5 niezaleznych powtorzeniach.

W tabeli 24 i 25 przedstawiono wyniki oceny wizualnej. Stosowanym roztworem
resazuryny byl komercyjny KIT (firma SIGMA). Zdjecia ukazuja, ze proces sterylizacji
parowej przebiegt pomys$lnie — w czasie 150 min hodowli nie zaobserwowano zmiany barwy
wskaznika. Jesli chodzi o natywne spory, juz w 60 minucie obserwowano zmian¢ barwy,

ktora poglebiata sie¢ wraz z uptywem czasu ( w tabeli 24 zaznaczono kolorem zoitym).
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Tabela 24. Ocena wizualna — dynamika zmiany barwy wskaznika redox liofilizatow spor Geobacillus
stearothermophilus.

Liofilizat \ Liofilizat po sterylizacji parowej

0 min

0 min

30 min

60 min
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Tabela 25. Ocena wizualna — dynamika zmiany barwy wskaznika redox liofilizatow spor Geobacillus
stearothermophilus c.d.

Liofilizat \ Liofilizat sterylizacji parowej \

90 min

150
min
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W tabeli 26 przedstawiono wyniki uzyskane w wyniku oceny uwalnianego ATP (przy

uzyciu komercyjnego kitu firmy PROMEGA) dla spor poddanych procesowi sterylizacji

termicznej. [lo$¢ wzglednych jednostek $wietlnych (RLU) byta niewielka, pordwnywalna z

prébami kontrolnymi i oscylowata na poziomie ponizej 9000 RLU (dane z raportuR6).

Tabela 26. Ilo$¢ uwalnianego ATP (sterylizacja termiczna).

ATP [RLU]
o I 1| I Srednia
powtorzenia

1.1 8460 7458 8741 8220
1.2 9158 8744 7745 8549
1.3 7231 9511 8745 8496
1.4 6597 7547 9541 7895
15 5427 5478 6547 5817
1.6 3050 5632 6322 5001
1.7 6653 7599 4521 6258
1.8 4540 5006 5663 5070
1.9 7300 4698 5879 5959
1.10 8879 8541 7889 8436
Srednia: 6970

Wynik posiewu mikrobiologicznego spor poddanych sterylizacji parowej wykazal ze

hodowle (pozywka VI+spory) byly wolne od komorek (tabela 27).

Tabela 27. Wynik posiewu mikrobiologicznego spor poddanych testom jatlowosci .

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]

powt:')l:zenia 1 1 1
1 n/o n/o n/o
2 n/o n/o n/o
3 n/o n/o n/o
4 n/o n/o n/o
5) n/o n/o n/o

n/o — nie obecne
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3. Produkcja spor

W celu wyprodukowania spor potrzebnych do dalszych prac w projekcie, w ostatnim
kwartale 2017 roku wykonano takze 5 hodowli bioreaktorowych. Czyste, zdeponowane w
kolekcji Katedry kolonie Geobacillus stearothermophilus poddane zostaly dwukrotnemu
pasazowaniu na pozywce mikrobiologicznej TSB, (wybranej na podstawie badan, Raport
D/2016 - R/1), odpowiednio w proboéwce typu eppendorf 2 ml, probéwce 10 ml oraz kolbie

150 ml, stanowigcej inoculum dla hodowli bioreaktorowe;j.

Wiasciwy proces hodowli prowadzono w bioreaktorze typu Biostat B plus (firmy
Sartorius Stedim). Zgodnie z danymi umieszczonymi w publikacji Leighton i Doi (1970), do
produkcji spor uzyto zmodyfikowang pozywke 2xSG medium. Parametry poszczegdlnych

hodowli zamieszczono w tabeli 28.

Tabela 28. Parametry hodowli bioreaktorowych.

Nr fermentacji

Parametry
F1 F2 F3 F4 F5
Temperatura 55°C 55°C 55°C 55°C 550C
Bez Bez
pH N . 7,20 7,20 7,20
regulacji regulacji
Napowietrzanie 2vvm 2 vwm 2 vwm 2 vwm 2 vwm

Szybkos$¢ obrotow
100 rpm 100 rpm 100 rpm 100 rpm 100 rpm

mieszadla
Pozywka
TSB TSB 2xSG 2xSG 2xSG
mikrobiologiczna
Ilo$¢ inoculatu 5% 50, 50 50 5%
Czas trwania ) ] ] ) .
7 dni 7 dni 6 dni 6 dni 5dni

hodowli

39




Hodowle prowadzono do czasu uzyskania form przetrwalnych (ocena mikroskopowa -
barwienie metoda Gram oraz posiew ilosciowy w kierunku ogdlnej liczby drobnoustrojéw

oraz liczby form przetrwalnych).

Po skonczonym procesie hodowlanym, biomas¢ zlewano do jalowych butelek (typu
Simax), a nastgpnie porcjowano do probdwek typu falcon (50 ml). W celu uzyskania
zawiesiny spor, wolnych od komdrek wegetatywnych, probowki te zgodnie z metodyka
zawartg W publikacji (Aouadhi i wsp. 2012) wirowano 5 krotnie i zawieszano w jalowej,
zimnej wodzie destylowanej. Po trzecim cyklu wirowania zawiesing pasteryzowano (10 min,
80°C). Oczyszczone endospory zostaly umieszczone w warunkach chtodniczych (finalna

koncentracja przetrwalnikoéw na poziomie 107 spor/ml).

W celu otrzymania przetrwalnikbw w formie sproszkowanej, potowa objetosci
wyprodukowanych spor poddana zostata liofilizacji (suszeniu sublimacyjnemu zamrozonych
w -80° C spor). Proces ten prowadzono w urzadzeniu typu Beta 1-16 i trwat 24 godziny
(parametry: ci$nieniec P=0,12 mBa, 20 h = 5 °C, 4 h = 22 °C). Zdjecia ukazujace proces

produkcji (otrzymania) komorek przetrwalnych umieszczono na rysunku 1 i 2.
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Rysunek 1. Schemat produkcji spor.
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CZESC 11
Raport czastkowy R/7

Wykorzystanie metody bioluminescencyjnego pomiaru ATP do oceny
skutecznosci sterylizacji parowej i plazmowej

W ramach tego etapu badan wykonano nastepujace zadania badawcze:

e  Wykorzystanie metody bioluminescencyjnego pomiaru ATP do oceny skutecznos$ci
sterylizacji parowej i plazmowej

e Badania majace na celu okreslenie zakresu ekspozycji na proces sterylizacji metoda
parowa i plazmowa w zdefiniowanych warunkach, w ktorych nastepuje przejscie od
wszystkich organizmoéw testowych wykazujacych wzrost (czas przezycia) do
wszystkich organizmow testowych nie wykazujacych wzrostu (czas zabicia)

e Badania skuteczno$ci dziatania wskaznikéw poddanych procesom w warunkach zblizonych
do rzeczywistych, przeprowadzonych na urzadzeniach do sterylizacji ro6znych producentow
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1. Testy przechowalnicze

Zgodnie z harmonogramem oraz zalozeniami wynikajacymi z Raportu R/7 czesci I,
kontynuowano testy przechowalnicze. Ocenie po raz kolejny poddano kity oraz medium
germinacyjne (przygotowane w IV kwartale 2017 roku). Wyzej wymienione substancje

poddano ocenie jako$ciowej (wizualna ocena zmiany barwy).

1.1. Wplyw warunkow, czasu przechowywania oraz rodzaju substancji
rozpuszczajacej wskaznik redox na czulos$¢ oznaczenia.

I etap doswiadczenia

Ocen¢ wptywu warunkoéw oraz czasu przechowywania wskaznika redox na jego czulo$¢
oznaczenia dokonano zaréwno dla komercyjnej resazuryny (KIT), jak i dla resazuryny
rozpuszczonej w buforze Dulbecco’s. Oba roztwory przechowywane byty (od pazdziernika
2017 roku) w temperaturze 21°C. Przechowywane byly w dwoch wariantach — z dostgpem
$wiatla oraz bez. Doswiadczenie prowadzono w ptytkach wielodotowych, do ktérych na czas
inkubacji (2 doby) przenoszono po 300ul wskaznika. Proby inkubowano w termostacie, w
temperaturze 55 °C. Poniewaz w doswiadczeniu tym uktad stanowit tylko wskaznik (bez
dodatku pozywki oraz spor), test studzienkowy nie byl poprzedzony wstepna inkubacje a
catkowity czas wizualnej zmiany barwy byt rowny Two. Ocen¢ wizualng dokonano w 0, 4,
10, 16, 24 i 48 godzinie inkubacji. Wykonano 36 powtorzen kazdego wariantu. Wyniki
przedstawiono w tabelach 30-31. Nie stwierdzono wplywu temperatury, dostepnosci
Swiatla oraz czasu przechowywania resazuryny na jej jakos¢ oznaczenia. Nie
zaobserwowano takze réznic pomiedzy resazuryna komercyjng a skladang w

laboratorium.

Tabela 29. Legenda do rysunkow 1-2

Symbol Oznaczenie
B Dostep $wiatta
X Brak dostepu $wiatta
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Tabela 30. Dynamika zmiany barwy resazuryny KIT przechowywanej w ré6znych warunkach temperatury

Resazuryna

21°C, bez dostepu Swiatla, 21°C z dostepem Swiatla

Oh 4h 10 h

16 h 1 doba 2 doby
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Tabela 31. Dynamika zmiany barwy resazuryny Dulbecco’s przechowywanej w r6znych warunkach

temperatury

Resazuryna

21°C, bez dostepu $wiatla, 21°C z dostepem $wiatla

Oh

4h 10 h

16 h

1 doba 2 doby
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II etap dosSwiadczenia

W drugim etapie badan dokonano oceny wplywu czasu przechowywania wskaznika
redox oraz rodzaju substancji rozpuszczajacej wskaznik na jego czulo$¢ oznaczenia.
Wszystkie roztwory przechowywane byly (od pazdziernika 2017 roku) w temperaturze
21°C, bez dostepu $wiatla. Ocenie poddano resazuryne rozpuszczong w trzech réznych
substancjach: buforze Dulbecco’s, buforze PBS oraz w jalowej wodzie destylowane;.
Zastosowano dwa st¢zenia koncowe resazuryny: 0,01 oraz 0,02 % (legenda do oznaczeh w
tabeli 32, 34 i 36). Oceng jakosciowg prowadzono w uktadzie: resazuryna + pozywka III (z
germinantami) + spory. Badania wlasciwe (zaczynajagce si¢ w momencie dodania

odpowiedniego wariantu wskaznika) prowadzono w trzech rdéznych temperaturach: 60°C,

70°C, 80°C. Jako kontrole zastosowano komercyjnag resazuryng (KIT).

Doswiadczenie prowadzono, opierajac si¢ na wczesniej opisanym tescie studzienkowym,
poprzedzonym inkubacja wstepnag W temperaturze 55°C (przebiegajgca odpowiednio w Oh,
1h, 2h i 3h).

Dynamika zmiany barwy resazuryny ocenianej zarowno w temperaturze 60°C jak i w 70°C
(tabela 33 i 35) byla taka sama. Pierwsze zmiany barwy obserwowano juz w 30 minucie
termostatowania (Two=30 min), dla hodowli 1h, 2h i 3h. Swiadczy to o tym, ze najkrotszy
mozliwy czas wizualnej oceny barwy to 1,5h. Nie zaobserwowano rdéznic w stosowaniu jako
rozpuszczalnika wskaznika buforu Dulbecco’s i PBS. Rozpuszczenie resazuryny w wodzie

destylowanej powodowato stabsze jej odbarwianie.
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«»» UKLAD: Resazuryna + pozywka III + germinanty + spory (temperatura inkubacji

60°C)

Tabela 32. Legenda do testow przechowalniczych dla resazuryny.

Nr dolka .
. Oznaczenie
(pion)
1 Bufor Dulbecco + 0,01% R
2 Bufor Dulbecco + 0,02% R
3 Bufor PBS +0,01% R
4 Bufor PBS + 0,02% R
5 Woda destylowana + 0,01% R
6 Woda destylowana + 0,02% R
X Resazuryna KIT (komercyjny)
Nr dolka .
. Oznaczenie
(poziom)
3h
2h Czas hodowli
1h (przed dodaniem resazuryny)
Oh
K Kontrola (bez spor)
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Tabela 33.Dynamika zmiany barwy resazuryny inkubowanej w 60°C.

Resazuryna + pozywka III + germinanty + Spory

Two=0 h

Two=30 min

Two=60 min

Two=90 min
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s UKLAD: Resazuryna + pozywka III + germinanty + spory (temperatura

przechowywania 70°C)

Tabela 34. Legenda do testow przechowalniczych dla resazuryny.

Nr dolka .
. Oznaczenie
(pion)
1 Bufor Dulbecco + 0,01% R
2 Bufor Dulbecco + 0,02% R
3 Bufor PBS +0,01% R
4 Bufor PBS + 0,02% R
5 Woda destylowana + 0,01% R
6 Woda destylowana + 0,02% R
X Resazuryna KIT (komercyjny)
Nr dolka .
. Oznaczenie
(poziom)
3h
2h Czas hodowli
1h (przed dodaniem resazuryny)
Oh
K Kontrola (bez spor)
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Tabela 35. Dynamika zmiany barwy resazuryny inkubowanej w 70°C

Resazuryna + pozywka III + germinanty + Spory

Two=0 h

Two=30 min

Two=60 min

Two=90 min
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«»» UKLAD: Resazuryna + pozywka III + germinanty + spory (temperatura
przechowywania 80°C)

W przypadku inkubacji uktadu w temperaturze 80°C, wykonano dwa powtdrzenia oceny
dynamiki zmiany barwy. W [ powtorzeniu do doswiadczenia uzyto spory ,stare”
(wyprodukowane 6 miesiecy wczesniej, tabela 37), natomiast w powtdrzeniu Il spory
,,Swieze” — wyprodukowane 2 tygodnie przed zatozonym doswiadczeniem (tabela 38-39). W
obu przypadkach zastosowano resazuryn¢ przechowywang w temperaturze 21°C: z dostepem

swiatta (lewa kolumna tabeli 37,38 i 39) oraz bez dostgpu (prawa kolumna tabeli 37,38 1 39 ).

Tabela 36. Legenda do testow przechowalniczych dla resazuryny.

Nr dolka .
. Oznaczenie
(pion)
1 Bufor Dulbecco + 0,01% R
2 Bufor Dulbecco + 0,02% R
3 Bufor PBS +0,01% R
4 Bufor PBS + 0,02% R
5 Woda destylowana + 0,01% R
6 Woda destylowana + 0,02% R
X Resazuryna KIT (komercyjny)
Nr dolka .
. Oznaczenie
(poziom)
3h
2h Czas hodowli
1h (przed dodaniem resazuryny)
Oh
K Kontrola (bez spor)

Zarébwno w powtorzeniu I jak i II pierwsze odbarwienia wskaznika zaobserwowano w 30
minucie badan witasciwych (termostatowania w temperautrze 80°C po dodaniu wskaznika),
dla hodowli 1h, 2h i 3h. Swiadczy to o tym, ze najkrotszy mozliwy czas wizualnej oceny
barwy to 1,5h. W kazdym przypadku kontrola (K - komercyjny Kit) pozostawata
niezmieniona. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w zmianie barwy wynikajacych z
zastosowania roznych buforéw (uzytych do rozpuszczenia resazuryny). Znacznie szybciej

zmieniata si¢ natomiast barwa przy uzyciu wskaznika o stezeniu koncowym 0,01% (w
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porownaniu do 0,02%). Nie zaobserwowano réznic w szybkos$ci zmiany barwy stosujac

wskaznik przechowywany z/lub bez dostepu $wiatta

Tabela 37.Dynamika zmiany barwy resazuryny inkubowanej w 80°C — | powtorzenie

Resazuryna + pozywka III + germinanty + Spory

Two=0 h

Two=30 min

Two=60 min
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Tabela 38. Dynamika zmiany barwy resazuryny inkubowanej w 80°C — Il powt6rzenie

Resazuryna + pozywka III + germinanty + Spory Swieze

Two=0 h

Two=30 min

Two=60 min
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Tabela 39. Dynamika zmiany barwy resazuryny inkubowanej w 80°C — Il powtorzenie c.d.

Resazuryna + pozywka III + germinanty + Spory Swieze

Two=90 min

Podsumowanie:

Testy przechowalnicze 1 ocena wplywu czasu przechowywania oraz rodzaju substancji

rozpuszczajacej wskaznik redox na ich czutos¢ oznaczenia pozwolily stwierdzi¢ ze:

X/
°e

X/
°

Testy przechowalnicze resazuryny w podwyzszonych temperaturach (60, 70, 80°C)
wykazaty jej trwato$¢ (brak odbarwienia) przez co najmniej 2 doby, dla obu rodzajow
badanych barwnikdw.

Nie stwierdzono zmian barwy resazuryny przechowywanej przez okres 6 miesigcy w
temperaturze pokojowej (21°C), z i bez dostgpu $wiatla. Zastosowanie jej w testach
wykazato skutecznos$c¢.

Zasadne jest stosowanie roztworOw resazuryny przygotowywanej z proszku, ktorej
trwalos¢ (brak odbarwienia) jest taka sama jak w przypadku komercyjnej resazuryny KIT
(mniejsze koszty jednostkowe).

Najlepsze stezenie koncowe resazuryny to 0,01%.

Najlepsze efekty zmiany barwy uzyskiwano stosujgc wariant, w ktorym resazuryne
rozpuszczano w buforze Dulbecco’s.

Najszybsze odbarwienie resazuryny zaobserwowano przy inkubacji ukladu w
temperaturze 80°C, co wskazuje na zasadno$¢ stosowania preinkubacji w tej temperaturze.
Uktad: pozywkatgerminanty przechowywane przez okres 6 miesiecy wykazal

skuteczno$¢ przy procesie germinacji
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1.2. Ocena termostabilnosci komponentow - wizualna ocena zmiany barwy

1.2.1. Ocena termostabilnosci wskaznika redox (resazuryna)

Na podstawie danych uzyskanych w poprzednich etapach projektu (raport R/7, cz¢s$¢ 1),
zatozono doswiadczenie, majace na celu okreslanie wpltywu temperatury na stabilnosé¢
wyj$ciowej barwy wskaznika w czasie inkubacji. Materialem badawczym byto 6 wariantow
roztworu resazuryny, réznigcych si¢ migdzy sobg buforem, w ktorym zostaly one zawieszone
(Dulbecco’s, PBS oraz jalowa woda destylowana) oraz st¢zeniem koncowym resazuryny
(0,01 % 1 0,02%). Dodatkowo, kazdy z wariantow przechowywano w dwoch kombinacjach —
z dostgpem oraz bez dostepu $wiatla. Doswiadczenie przeprowadzono w probdwkach typu
eppendorf, do ktorych dodawano odpowiednie warianty ukladu z resazuryna, a nastepnie
inkubowano w termobloku w temperaturze pokojowej oraz w 60°C, 70°C oraz 80°C (przez

okres 56 godzin). Wszystkie doswiadczenia wykonano w 3 powtorzeniach.

W tabelach 40-43 przedstawiono wyniki, uzyskane w opisanym do$wiadczeniu. Ocene
zmiany barwy dokonywano wizualnie (sprawdzano czy wyjsciowa, granatowa barwa
wskaznika zmienia si¢ w czasie). W Zadnym z wykonanych wariantow doSwiadczen nie
zauwazono zmiany barwy, rowniez podwyzszona temperatura nie wplynela negatywnie

na wskaznik wykorzystywany w doswiadczeniach.

Tabela 40. Wplyw temperatury przechowywania resazuryny na stabilno$¢ wyjsciowej barwy (21°C).

Lp Dostep Bufor Stezenie Czas inkubacji [h]
T | Swiatla resazuryny | 4 | 8 | 12 | 18 | 24 | 28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% - - - - - - - - .
Dulbecco’s

2 0,02% e T

3 0,01% e T
Brak PBS

4 0,02% - - - - - - - - -

5 0,01% B e
H>O

6 0,02% B e

7 0,01% o i e e

Dulbecco’s

8 0,02% B

9 0,01% B
Dostep PBS

10 0,02% B

11 0,01% - - - - - - - - -
H-.O

12 0,02% - - - - - - - - -

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
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Tabela 41. Wplyw temperatury przechowywania resazuryny na stabilno$¢ wyjsciowej barwy (60°C).

L Dostep Bufor Stezenie Czas inkubacji [h]
P | gwiatla resazuryny 12 | 18 | 24 | 28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% - - - - - - -
Dulbecco’s
2 0,02% - - - - - - -
3 0,01% - - - - - - -
Brak PBS
4 0,02% - - - - - - -
5} 0,01% - - - - - - -
H.O
6 0,02% - - - - - - -
7 0,01% - - - - - - -
Dulbecco’s
8 0,02% - - - - - - -
9 0,01% - - - - - - -
Dostep PBS
10 0,02% - - - - - - -
11 0,01% - - - - - - -
H20
12 0,02% - - - - - - -
Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
Tabela 42. Wplyw temperatury przechowywania resazuryny na stabilno$¢ wyjsciowej barwy (70°C).
Lp Dostep | o o Stezenie Czas inkubacji [h]
7| $wiatla resazuryny 12 | 18 | 24 | 28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% - - - - - - -
Dulbecco’s
2 0,02% - - - - - - -
3 0,01% - - - - - - -
Brak PBS
4 0,02% - - - - - - -
5 0,01% - - - - - - -
H20
6 0,02% - - - - - - -
7 0,01% - - - - - - -
Dulbecco’s
8 0,02% - - - - - - -
3 Dost PBS 0,01% - - - - - - -
10 | OO 0,02% A
11 0,01% - - - - - - -
H.O
12 0,02% - - - - - - -

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
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Tabela 43.Wplyw temperatury przechowywania resazuryny na stabilno$¢ wyjsciowej barwy (80°C).

L Dostep Bufor Stezenie Czas inkubacji [h]
P | swiatta resazuryny | 4 | 8 | 12 | 18 | 24 | 28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% - - - - - - - - -
Dulbecco’s

2 0,02% e T

3 0,01% e T
Brak PBS

4 0,02% T R I R

5 0,01% e
H>O

6 0,02% B e

7 0,01% - - - - - - - - -

Dulbecco’s

8 0,02% B e

9 0,01% B
Dostep PBS

10 0,02% e

11 0,01% e
H>O

12 0,02% B e

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy

1.2.2. Ocena termostabilnosci wskaznika redox (resazuryna) + pozywka
mikrobiologiczna

W celu okreslenia wpltywu temperatury inkubacji na stabilno$¢ barwy wyjsciowej medium
germinacyjnego, warianty uzyte do doswiadczenia opisanego w punkcie 1.2.1 postuzyty jako
dodatek do pozywki mikrobiologicznej (,,III"” — wyselekcjonowanej w poprzednich etapach —
raport R/3, R/4, R/5). Dodatek wskaznika stanowit 10% catkowitej objetosci badanego
roztworu, natomiast pozywka Il zostata zaczerpnigta z testow przechowalniczych zatozonych
w czwartym kwartale 2017 (raport R/7). Wszystkie doswiadczenia wykonano w 3

powtdrzeniach.

Tok postgpowania byt identyczny jak w punkcie 1.2.1 a wyniki przedstawiono w tabelach
44-47. Stgzenie koncowe resazuryny oraz bufor w jakim zostala ona rozpuszczona nie miato
istotnego znaczenia dla zmiany barwy uktadu. Takze dostepnos¢ $wiatla, lub jego brak, nie
wplywato na stabilno$¢ ukladu. Jedynym czynnikiem majacym znaczenie w tym
doswiadczeniu byta temperatura. O ile nie wplywala ona na zmiang zabarwienia samego
wskaznika, to jednak w potaczeniu z pozywka III miala istotny wptyw. Ocena wizualna

pozwolita okresli¢ czas oraz wysokos$¢ temperatury, w ktorej uktad wykazuje stabilnos¢. W
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temperaturze pokojowej uklad resazuryny z pozywka hodowlang nie zmieniat barwy, bez
wzgledu na zastosowany roztwor i stezenie rsazuryny (tabela 44). Wraz z podwyzszeniem
temperatury czas inkubacji znaczaco si¢ skracal. Dla temperatury 60°C wyniost 18 godzin
(tabela 45), dla 70°C 12 godzin (tabela 46) natomiast dla 80°C 8 godzin (tabela 47).
Swiadczy to o tym, ze podniesienie temperatury inkubacji testu moze przyczyni¢ sie do
ograniczenia czasu jego odczytu. Nie stwierdzono istotnego wptywu stezenia resazuryny i
rodzaju roztworu na zmian¢ barwy ukladu. W zwiazku z tym do dalszych doswiadczen

wybrano stezenie wskaznika 0,01% i bufor Dulbecco’s (zmodyfikowany PBS — raport R6).

Tabela 44. Wplyw temperatury przechowywania resazuryny + pozywki III na stabilno$¢ wyjsciowej barwy
(21°C).

Dostep Stezenie . Czas inkubacji [h]
L gwiatta | P"" | resazuryny | PO [T 12 18] 24 ] 28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% I I O O N N R
Dulbecco’s
2 0,02% A N O I R
3 0,01% A N O I R
Brak PBS
4 0,02% I I N O O N I R
5 0,01% I I N O O N I R
H20
6 0,02% I I N O O N I R
7 0,01% i S D
Dulbecco’s
8 0,02% - -T-T1-1-1-7-
9 0,01% - -T-T1-1-1-7-
Dostep PBS
10 0,02% N I N I R I R
11 0,01% N I N I R I R
H20
12 0,02% N I N I R I R

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
,»1T~’ zmiana barwy
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Tabela 45.Wplyw temperatury przechowywania resazuryny + pozywki III na stabilno$¢ wyjsciowej barwy

(60°C).
zeni Czas inkubacji [h
L.p. Po.ste;p Bufor R Pozywka Ji [h]
Swiatla resazuryny 12 118 (24 |28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% S N
Dulbecco’s .
2 0,02% SR T B I N I N S I
3 0,01% S N
Brak PBS
4 0,02% S N
S 0,01% e T e
H20
6 0,02% " S I B B A
7 0,01% e T e
Dulbecco’s .
8 0,02% e T e
9 0,01% e T e
Dostep PBS
10 0,02% AR
11 0,01% S I U R I
H.O
12 0,02% S I T A R D
Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
,»1T~’ zmiana barwy
Tabela 46. Wptyw temperatury przechowywania resazuryny + pozywki III na stabilno$¢ wyjsciowej barwy
(70°C).
zeni Czas inkubacji [h
L.p. Po.ste;p Bufor R Pozywka Ji [h]
Swiatla resazuryny 12 |18 (24 |28 | 36 | 48 | 56
1 0,01% S I S T S T S I S S
Dulbecco’s
2 0,02% S I S T S T S I S S
3 0,01% S I S T S T S I S S
Brak PBS
4 0,02% I I o O T o T S IS
5 0,01% I I o O T o T S IS
H20
6 0,02% " I I o O T o T S IS
7 0,01% I I o O T o T S IS
Dulbecco’s
8 0,02% I I o O T o T S IS
9 0,01% I I o O T o T S IS
Dostep PBS .
10 0,02% S o o T
11 0,01% S o o T
H.O
12 0,02% S o o T

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
,»1T~’ zmiana barwy
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Tabela 47. Wptyw temperatury przechowywania resazuryny + pozywki III na stabilno$¢ wyjsciowej barwy

(80°C).

I.p Dostep Bufor Stezenie Pozywka Czas inkubacji [h]

7 | Swiatla resazuryny 12 |18 | 24 | 28| 36 | 48 | 56

1 0,01% +l+ [+ |+ |+ |+ |+
Dulbecco’s

2 0,02% +l+ |+ |+ ]+ ]+ |+

3 Brak PBS 0,01% + |+ |+ |+ |+ |+ |+

4 0,02% S G S R R

5 H,0 0,01% + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+

6 ? 0,02% " + |+ |+ |+ |+ |+ |+

7 0,01% + |+ |+ |+ |+ |+ |+
Dulbecco’s

8 0,02% + |+ |+ |+ |+ |+ |+

9 0,01% + |+ |+ |+ |+ |+ |+

Dostep PBS

10 0,02% + A+ |+ |+ |+ ]|+ |+

11 H.0 0,01% +l+ [+ |+ |+ |+ |+

12 ? 0,02% |+ |+ ]+ ]+ ]+

Legenda: ,,-” brak zmiany barwy
,»1T~ zmiana barwy
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1.2.3. Ocena termostabilnosci ukladu: wskaznik redox (resazuryna) + pozywka
mikrobiologiczna (rozlozona pojedyncze skladniki).

W kolejnym etapie doswiadczenia podjeto wstepna probe wyselekcjonowania tych
sktadowych pozywki III, ktére odpowiadajg za zbyt szybka zmian¢ barwy prob kontrolnych
(w temperaturach inkubacji wyzszych niz 55°C). W tabeli 48 przedstawiono warianty
sktadowych, wuzytych do doswiadczenia. W ich sklad nie wchodzit dodatek
wyselekcjonowanego germinanta (Alanina + Asparagina). Dodanym wskaznikiem redox byta
resazuryna KIT (dla wariantow 1-9) oraz Resazuryna rozpuszczona w stezeniu 0,01% w
buforze Dulbecco’s (1°-9’). Kazdy wariant inkubowano w temperaturze 55°C i 60°C.
Wizualnej oceny dokonano w 0, 10 oraz 24 godzinie inkubacji. Doswiadczenia wykonano w 3

powtdrzeniach.

Tabela 48. Wykaz wariantow do$wiadczen (pkt. 1.2.3.)

ID . . Rodzaj Temperatura
proby Pozywka EOFTITENT wskaini{(a inlfubacji
1 11
2 111 bez peptonu
3 Bulion + pepton + NaCl
4 Bulion + pepton + Glukoza
5 Bulion + pepton Rkt
6 Bulion
: i
warian
19 , Ghill{lo 2 BRAK inkubowany
p w temp.
2 I11 bez peptonu 550C i 60°C
3’ Bulion + pepton + NaCl
4 Bulion + pepton + Glukoza R
5 Bulion + pepton Dulbecco
6 Bulion oore
7 Pepton
8’ NaCl
9 Glukoza
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W tabeli 47 przedstawiono zmiany barwy majace miejsce W czasie inkubacji w medium

germinacyjnym. W celu lepszego zobrazowania zachodzacych zmian, wprowadzono 3 stopniowa

skale:

Lekka zmiana barwy

Srednia zmiana barwy

Znaczaca zmiana barwy

Po 10 godzinach inkubacji (zaréwno w temperaturze 55°C jak i 60°C) zaobserwowano

lekkg zmiang barwy w kazdym wariancie zawierajacym w swoim sktadzie dodatek bulionu

(pojedyncze zastosowanie NaCl i glukozy nie powodowato zmiany barwy). Dodatek peptonu

do resazuryny (wariant 7) powodowal zmian¢ barwy w 10 h tylko w warunkach 55°C, nie

stwierdzono zmiany barwy w temp. 60°C. Dla pozostatych wariantow po 10 h inkubacji

odnotowano lekka zmian¢ barwy, a w 24 godzinie inkubacji zmiana barwy byla

intensywniejsza (2 stopien skali).

Tabela 49. Stopien zmiany barwy w doswiadczeniu (pkt. 1.2.3.)

ID préby

Temperatura inkubacji

55°C

60°C

XN OO WIN|F-

10

10

24

7’

8’

9,

Legenda: .-

” brak zmiany barwy
T~ zmiana barwy
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1.2.4. Ocena termostabilnosci ukladu: wskaznik redox (resazuryna) + medium
germinacyjne (w roznych wariantach czasowych).

W celu sprawdzenia mozliwosci ujednolicenia pozywek dla wszystkich metod
pomiarowych i wyeliminowania potencjalnej zmiany barwy uktadu (proby kontrolnej, wolnej
od spor), postanowiono zamieni¢ pozywke III na komercyjng TSB (nie zawierajagcg w swoim
sktadzie bulionu wzbogaconego). W tabeli 50 przedstawiono warianty stosowane w
doswiadczeniach. Przygotowano dwa warianty: pozywke TSB oraz zoptymalizowang
pozywke III (suplementowane germinantami - mieszanina alaniny oraz asparaginy). Do
kazdego wariantu dodawano 10% roztworu resazuryny (z Kitu lub roztwor przygotowywany
z proszku i zawieszony w buforze Dulbecco’s), tak aby koficowe st¢zenie wynosito 0,01%.
Dodatkowo podzielono czas inkubacji na dwa etapy: pre-inkubacj¢ (60 i 30 minutowa), w
ktorej testowane zawiesiny przetrzymywano w temperaturze 80°C oraz inkubacje wiasciwag
(trwajaca 3 godziny), w ktorej zastosowano temperatur¢ 55°C i 60°C. Doswiadczenia

wykonano w 3 powtorzeniach.

Tabela 50. Wykaz wariantéow w do$wiadczeniach nad wyborem czasu pre-inkubacji (pkt. 1.2.4)

. Pre - inkubacja Inkubacja wlasciwa
1D Pozywka | Germinant Rodzaj Tempera Tempera
proby wskaznika | Czas [h] Czas [h]
tura tura
1 TSB R 60°C
2 TSB i 55°C
3 TSB R 60°C
4 TSB Dulbecco 550C
5 1 R ! 60°C
6 i T 55°C
; : : : Rbulbecco ggzg
(o]

9 TSB ALA+ASP - 80°C 3 60°C
10 TSB KIT 550C
11 TSB R 60°C
12 TSB Dulbecco 05 550C
13 1 Rurr ' 60°C
14 I 55°C
15 I Ro 60°C
16 I Hibecco 55°C
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Tabela 51. Wyniki do$wiadczenia — stopien zmiany barwy.

Czas pre-incubacji

ID [h] Czas pre-inkubacji + Czas inkubacji wlasciwej [h]
proby 05 10| 15
1 X -
2 X -
3 X -
4 X -
5 X -
6 X -
7 X -
8 X -
ID 22N pre[:ill]n cubacji Czas pre-inkubacji + Czas inkubacji wlasciwej [h]
proby 0,5 1,0 | 1,0 [1,5]2,0]25[3,0]35
9 X - - - - - -
10 X - - - - - -
11 X - - - - - -
12 X - - - - - -
13 X - - - - - -
14 X - - - - - -
15 X - - - - - -
16 X - - - - - -
Legenda: » brak zmiany barwy

T’ zmiana barwy
»X’’ czas preinkubacji

+++

Lekka zmiana barwy

Srednia zmiana barwy

Znaczaca zmiana barwy

Dos$wiadczenia wykazaly, ze przy godzinnym okresie pre-inkubacji w temperaturze

80°C pozywka TSB wraz ze resazuryng ulega poniewaz juz po czasie godzinnej inkubacji W

temperaturze 55 i 60°C ulega lekkiemu odbarwieniu (1 stopien) (warianty 1-4). W

pozostatych wariantach, przy godzinnym okresie pre-inkubacji w temperaturze 80°C,

odbarwienie nastepowato po 11 lub 25 godzinie obserwacji. Przy 0,5 godzinnym okresie pre-

inkubacji w temperaturze 80°C, najszybsze odbarwienie obserwowano réwniez dla pozywki

TSB (warianty 9-12). Najlepszymi wariantami okazaty si¢ proby nr 6, 8, 13, 15 oraz 16, ktore

postuzyly jako punkt wyjscia do kolejnych badan.
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Poniewaz wytypowane warianty tych dos§wiadczen dotyczyly 2 temperatur inkubacji
wilasciwej: 55 i 60°C, model kolejnego do$wiadczenia obejmowat 10 kombinacji, ktore

przedstawiono w tabeli 50. Dodatkowo, dla wariantow 1’-10" dodano 10% zawiesiny spor.

Tabela 52. Warianty stosowane w do$wiadczeniu nad wyborem optymalnego czasu i temperatury pre-inkubacji i
inkubacji wlasciwej (pkt. 1.2.4).

Pre - inkubacja e
ID . . Rodzaj . wlasciwa
. Pozywka | Germinant . . Spory
proby wskaznika Temper | Czas Temper
Czas [h]
atura [h] atura
1 11 Rkt 1 55°C
2 1 RDuIbecco 550C
3 11 o 60°C
4 i Rkt o5 80°C 3 E5oC
5 11 R Nie ’ 60°C
6 m Dulbecco 55°C
7 Il Rkir o
8 11 RDuIbecco _ _ 3 60°C
s
ulbecco
+
1 1l ALATASP Rkit 1 55°C
2’ 1! RDuIbecco 550C
3’ 11 o 60°C
e i Rkt o5 80°C 3 E5oC
5 11 ’ 60°C
Tak
6’ " RDuIbecco 55°C
7’ 11 Rkt
60°C
8 11 RDuIbecco _ _ 3
9’ 1 Rxir
55°C
10° 11 RDuIbecco

Oceng¢ wizualng dokonywano w dwoch niezaleznych powtdrzeniach (tabela 53 i 54).
Potwierdzily one zasadno$¢ stosowania jako medium germinacyjnego dla spor Geobacillus
stearothermophilus zoptymalizowanej pozywki Il z germinantami (alaninia i asparagina).
Najszybsze odbarwienie wskaznika w obecnosci spor uzyskano dla wariantu 1’
(zoptymalizowana pozywka III, z dodatkiem resazuryny (Kit), przy godzinnym czasie pre-
inkubacji w temperaturze 80°C, i inkubacji wtasciwej w temperaturze 55°C). Czas w ktorym

zauwazono zmian¢ barwy wskaznika z granatowej na r6zowa to 1,5 godziny. Porownywalne
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wyniki uzyskano dla wariantu 4’(w ktorym skrdcono czas pre-inkubacji o p6t godziny). Brak

pre-inkubacji (warianty 7°-10’) powodowal znaczne op6znienie zmiany barwy wskaznika.

W przypadku doswiadczen z samg pozywka i wskaznikiem (warianty 1-10)

podniesienie temperatury inkubacji powodowalo szybsze odbarwianie si¢ medium (pierwsze

zmiany barwy juz po 3,5 godziny). Najlepsze efekty (jak najpdzniejsze odbarwienie sie

pozywki ze wskaznikiem, bez spor) uzyskano dla wariantow 5-10.

Tabela 53. Wyniki wizualnej oceny zmianybarwy — powtérzenie 1.

I powtdrzenie
ID Czas pre- C e .
préby inkubacji [h] zas wlasciwej inkubacji [h]
0,5 1,0 | +0,5|+1,0 | +1,5 | 42,0 | +2,5 | +3,0 | +3,5 | +4,0 | +10 | +24

1 X - - - -

2 X - - - -

3 X - - - -

4 X - - - -

B X - - - -

6 X - - - -

7 - - - -

8 - - - -

9 - - - -

10 - - - -

1 X e B B o o O B T S o B o o o o B o o I o S e e
2’ X

3’ X

4 X

9’ X

6’ X
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g’

9’

10°
Legenda: »- brak zmiany barwy

,,+~’ zmiana barwy
»X'’ czas pre-inkubacji

Lekka zmiana barwy

Srednia zmiana barwy

+++

Znaczaca zmiana barwy
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Tabela 54. Wyniki wizualnej oceny zmiany barwy — powtorzenie I1.

II powtorzenie
p:g)y in(cjlzlla)jlfjll:e[-h] Czas wlasciwej inkubacji [h]
0,5 L0 | +0,5|+1,0 | +1,5 | +2,0 | +2,5 | +3,0 | +3,5 | +4,0 | +10 | +24
1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6 X
7
8
9
10
1 X
2’ X
3’ X
4’ X
5’ X
6’ X
7
g’
o’
10°
Legenda: »~ brak zmiany barwy
T’ zmiana barwy
X' analiza
Lekka zmiana barwy
Srednia zmiana barwy
+++ Znaczaca zmiana barwy

Poréwnujac najlepsze wyniki doswiadczen dla wariantdow bez spor (jak najpozniejsze
odbarwienie wskaznika) do analogicznych powtdrzen ze sporami (jak najszybsze odbarwienie
wskaznika) wybrano wariant 6°, dla ktérego po 1,5h obserwowano wyrazne zmiany
zabarwienia wskaznika. Na podstawie tych dos$wiadczen okreslono rowniez najlepsza

temperature inkubacji wtasciwej: 55°C.
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W kolejnym etapie badan (IIl powtdrzenie) zawezono oceniane warianty -
ograniczono si¢ tylko do 55°C inkubacji wlasciwej. Natomiast nadal stosowano dwa rodzaje
resazuryny (z ekonomicznego punktu widzenia bardziej pozadane bytoby zastosowanie
roztworu resazuryny rozpuszczonej w buforze Dulbecco’s) oraz dwa rdzne czasy pre-
inkubacji - 1 h oraz 0,5 h (tabela 55).

Wykonano osiem wariantow doswiadczen, kazdy w czterech powtorzeniach, a wyniki
przedstawiono w tabeli 56. W kazdym przypadku wariantow bez dodatku spor (I-IV) zmiang
barwy zaobserwowano w 10 godzinie inkubacji (2 stopien w skali). Nie zauwazono jednak
istotnych réznic po dodatku réznych roztworéw wskaznika (KIT lub roztwor Dulbecco’s). W
przypadku medium germinacyjnego z dodatkiem spor, lepsze wyniki uzyskano po 1
godzinnej pre-inkubacji (V-VI), jednak roznica (w poréwnaniu do 0,5 h pre-inkubacji)
wynosita tylko 30 minut. W tabeli 56 kolorem zéitym zaznaczono najlepsze warianty

pozywek.

Tabela 55. Warianty uzyte do 111 powtorzenia.

. Pre - inkubacja Inku’bflqa
ID . . Rodzaj wlasciwa
. Pozywka | Germinant . . Spory
prob wskaznika Czas [h] Temper | Czas Temper
atura [h] atura
I Rkt
1
| Rbulbecco
NIE
i Rkt
0,5
v Rbulbecco
Il ALA+ASP 80°C 3 55°C
\Y Rkt
1
VI Rbulbecco
TAK
VI Rkt
0,5
VIl Rbulbecco
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Tabela 56. Wyniki uzyskane w 11 powtdrzeniu — wizualna ocena zmiany barwy resazuryny.

I1I powtdrzenie

prlg)y inﬁﬁ:ifjrf[’h] Czas wlaseiwej inkubacji [h]
0,5 1,0 +0,5 | +1,0 | +1,5 | +2,0 | +2,5 | +3,0 | +3,5 | +4,0 | +10 | +24
1 X - - -
| 2 X N N e
3 X e
4 X - -
1 X - - - - - - - - - -
= X e T e B
3 X e
4 X - - - - - - - - - -
1 X - -
2 X - - - - - - - - - -
- —3 2 Y
4 X - - - : - |- -
1 X - -
2 X N
v —3 2 1
4 X N
1 X
2 X
v 3 X
4 X
1 X
2 X
VI 3 %
4 X
1 X
2 X
VIl 3 X
4 X
1 X
2 X
VIl 3 X
4 X
Legenda: »- brak zmiany barwy

T~ zmiana barwy

X'’ czas pre-inkubacji

Lekka zmiana barwy

Srednia zmiana barwy

Znaczaca zmiana barwy
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Ze wzgledu na znacznie nizsze koszty jednostkowe stosowania roztworu resazuryny
zawieszonej w buforze Dulbecco’s, do dalszych badan wytypowano warianty VI1i VIII (tabela

56), dla ktorych odbarwienie wskaznika ze sporami uzyskano po 1,5h.

W kolejnym etapie badan, zawe¢zono zakres wykonywanych do$wiadczen do wariantow

wytypowanych w poprzednich doswiadczeniach (tabela 57).

Tabela 57. Warianty do$wiadczen.

. . Inkubacja
. Pre - inkubacja . e
ID . . Rodzaj wlasciwa
. Pozywka | Germinant . . Spory
prob wskaznika Temper | Czas | Temper
Czas [h]
atura [h] atura
I NIE
1
I TAK
Il ALA+ASP | Robulbecco 80°C 3 55°C
Il NIE
0,5
AV TAK

Kazdy wariant wykonano w 10 powtorzeniach (tabela 58). Proby kontrolne — bez spor
(wariant I i 111) nie odbarwiaty si¢ w 24 godzinie inkubacji (zaréwno przy godzinnej jak i 30
minutowej pre-inkubacji). Natomiast kombinacja medium germinacyjne + spory (warianty Il i
IV) zmieniata swoje zabarwienie po 1,5-2,0 godzinie. Jednakze lepsze wyniki uzyskano dla
czasu pre-inkubacji 30 min (pierwsze zauwazalna wizualna ocena zmiany barwy po 1 h —
wariant 1V, powtorzenia 6-10). Catkowita zmiana barwy wskaznika resazuryny na r6zowa
nastepowata po 3 h dla wariantu II i po 2,5 h dla wariantu IV (wariant ten wytypowano do

dalszych badan).
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Tabela 58. Wyniki wizualnej oceny zmiany barwy.

I powtorzenie

ID -
proby inﬁﬁ;igj?[h] Czas wlasciwej inkubacji [h]
0,5 1,0 | +0,5| +1,0 | +1,5 | +2,0 | +2,5 | +3,0 | +3,5 | +4,0 | +10 | +24
1 X - - - - - - - - - -
2 X | - | -1 -1 -1 -1T-1T-1T-"T-71-*-
3 X | - | - - -1 -1T-1T-17T-"71T-71T-*
4 X - - - - - - - - - -
| 5 X - - - - - - - - - -
6 X | - | - | - -1 -1T-1T-17T-"71T-71-*=
7 X - - - - - - - - - -
8 X - - - - - - - - - -
9 X | - | -1 -1 -1 -1T-1T-1T-"T-71-*-
10 X | - [ - | -1 -1 -1 -1T-17-"1T-7T-=
1 X
2 X
3 X
4 X
n— 2
6 X
7 X
8 X
9 X
10 X
1 X - - - - - - - - - -
2 X - - - - - - - - - -
3 X - - - - - - - - - -
4 X - - - - - - - - - -
5 X - - - - - - - - - -
Il 6 X 3 3 3 3 3 3 3 3 : :
7 X - - - - - - - - - -
8 X - - - - - - - - - -
9 X - - - - - - - - - -
10 X - - - - - - - - - -
1 X -
2 X -
3 X -
4 X -
5 X -
v 6 X }
7 X -
8 X -
9 X -
10 X -
Legenda: »-~ brak zmiany barwy X'’ czas pre-inkubacji

T~ zmiana barwy
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Ostatnim etapem oceny wizualnej zmiany barwy byla proba maksymalnego skrocenia
czasu pre-inkubacji w temperaturze 80°C (dane literaturowe potwierdzaja skuteczno$é
aktywacji wysoka temperatura spor bakteryjnych [Yildiz i Westhoff, 1989]). W tabeli 59
przedstawiono warianty doswiadczen. Ocenie poddano medium germinacyjne (pozywka III +
germinanty) z resazuryng i sporami. Catos¢ pre-inkubowano w 80°C przez 0, 5, 10, 15, 20, 25

oraz 30 minut, a nast¢gpnie prowadzono inkubacje wtasciwg w 55°C (inkubacja 3 godzinna).

Tabela 59. Warianty uzyte w doswiadczeniach nad skroceniem czasu pre-inkubacji.

. . Inkubacja
. Pre - inkubacja , .
U Pozywka | Germinant ) Spor DL ClA
prob yw wskaznika pory Czas | Temperat | Czas | Temper
[min] ura [h] atura

I 30

I 25

Il 20

v Il ALA+ASP | Rbpulbecco TAK 15 80°C 3 55°C
\Y 10

VI 5)

\l 0

W tabeli 60 przedstawiono wyniki wizualnej oceny zmiany barwy wybranych modeli
do$wiadczalnych. Kazde z o$miu wariantow wykonano w 2 powtdrzeniach. Najlepsze wyniki
uzyskano przy 30 minutowej pre-inkubacji (w temperaturze 80°C) przez 30 minut i 60
minutach inkubacji wlasciwej (w temperaturze 55°C). Daje to tgczny czas odczytu testu na

poziomie 90 minut (1,5 godziny).
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Tabela 60. Wyniki wizualnej zmiany barwy.

ID proby .Czas pre- Czas wlasciwej inkubacji [min]
incubacji
[min] +15 +30
1 - -
I 5 30 . .
1 - -
I 5 25 . .
1 - -
11 5 20 . .
1 - -
v 5 15 . .
1 - -
\Y 5 10 - -
1 - -
VI 5 5 - -
1 - -
VIl 5 0 . .
Legenda: »~ brak zmiany barwy

T’ zmiana barwy

Lekka zmiana barwy

Srednia zmiana barwy

+++ Znaczaca zmiana barwy

W kolejnym do$wiadczeniu postanowiono sprawdzi¢ takze wplyw temperatury pre-
inkubacji (80°C) na uklad: pozywka III + germinanty + resazuryna (zawieszona w buforze
Dulbecco’s). Tak jak w przypadku poprzedniego doswiadczenia, zastosowano 7 wariantow, w
ktorych zmienng eksperymentalng byt czas pre-inkubacji (tabela 61). Proby inkubowano w
termobloku, oceniajgc wizualng zmiang barwy wskaznika (w 1, 2, 4, 6, 12, 24, 30 i 48h

inkubacji). Wykonano 2 powtorzenia kazdego wariantu.
Wykazano, ze wysoka temperatura pre — inkubacji (80°C) nie wplywa negatywnie na

uktad: pozywka + germinanty + resazuryna. W zadnym wariancie (bez wzgledu na czas pre —

inkubacji) nie zaobserwowano jakiejkolwiek zmiany barwy wskaznika (tabela 62).
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Tabela 61. Warianty uzyte w do$wiadczeniu

Pozywka III + Germinanty (alanina i asparagina) +

Uklad Resazuryna (roztwor)
Czas pre- 0,5, 10, 15, 20, 25 i 30 min
inkubacji

Temperatura

pre-inkubacji

80°C

Czas wlasciwej
inkubacji

1,2,4,6,12,24,30,48 h

Temperatura
wlasciwej
inkubacji

55°C

Tabela 62. Wyniki wizualnej zmiany barwy uktadu: pozywka + germinanty + resazuryna

ID proby Czas pre- Czas wlasciwej inkubacji [h]

incubacji

[min] +1 +2 +4 +6 +12 +24 +30 +48
LS 30 -
o 25 -
no= 20 e e S R e
v 15 e P M E
Vo 10 e e S R e
Vi 5 e e S R e
Vil 0 I e i B
Legenda: .-~ brak zmiany barwy

,,+~’ zmiana barwy
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2. Kinetyka zmiany barwy — pomiar spektrofotometryczny

2.1. Wyznaczenie widm absorpcyjnych

Roéwnolegle do oznaczen spektrofotometrycznych wyznaczano widma adsorpcyjne dla
uktadu: resazuryna Kit + pozywka + spory. Doswiadczenie polegato na wykre§leniu widma
Vis dla badanego wariantu resazuryny (tabela 63), w celu okreslenia absorbancji przy
analitycznej  dlugosci  fali  (Amax). Pomiar  wykonywano na spektrofotometrze
jednowigzkowym. W tym celu mierzono absorbancj¢ proby w odniesieniu do proby zerowe;

w odstepach co 5 nm (w zakresie $wiatta widzialnego — od 500 do 700 nm).

Tabela 63. Zmienne eksperymentalne

L.p. | Temperatura inkubacji Czas inkubacji
1 55°C 0,1,2, 3, 4h
2 60°C 0,1,2,3 4h
3 80°C 0,1,2,3,4h

Na wykresach 6-8 przedstawiono uzyskane widma. W kazdym wariancie temperatury
obserwowano piki (znaczace zmiany poziomu absorbancji) w zakresie fali 580-640 nm.
Maksimum absorbancji uzyskiwano przy dlugosci 600 +5 nm. W Kolejnych
doswiadczeniach pomiary absorbancji wykonywano przy dtugowi falo 600 nm. Najwicksze
roznice w zmianie absorbancji, wynikajace z prowadzenia inkubacji kompleksu medium

germinacyjne+spory-+resazuryna zaobserwowano w wariancie przy temperaturze 80°C.
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Wykres 6. Widmo Vis dla Resazuryny KIT — hodowla w 55°C.
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Wykres 7. Widmo Vis dla Resazuryny komercyjnej — hodowla w 60°C.
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Wykres 8. Widmo Vis dla Resazuryny komercyjnej — hodowla w 80°C.
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2.2. Kinetyka zmiany barwy — uklad resazuryna z pozywka

W toku badan nad kinetykg zmiany barwy, podj¢to probe oceny zmiany barwy
resazuryny, jako wskaznika redox. W badaniach tych uzyto komercyjnej resazuryny
(Resazuryna KIT, SIGMA). Pomiaru absorbancji dokonywano wykorzystujac metode
spektrofotometryczng (przy dtugosci fali 600 nm — rekomendowanaprzez biuletyn dotgczony
do produktu Resazuryna KIT). Pomiar dokonywano przez 180 min (w odstgpach 10
minutowych). Wykonano 5 powtorzen, ktorych wyniki przedstawiono w tabeli 64 oraz na
wykresie 9. Uzyskane wyniki charakteryzowaly si¢ duzym rozrzutem (brak powtarzalnosci,
duze odchylenie standardowe). Byto to spowodowane r6zng dostgpnoscia tlenu w uktadzie

pomiarowym.

Ze wzgledu na niezadawalajagce wyniki usrednionych pomiaréw oraz ich odchylen
standardowych powtérzono badania, ograniczajac dostgpnos¢ tlenu w ukladzie. W tym celu

szklang kuwete (tuz przed pomiarem) oklejono parafilmem (folia uszczelniajgca).

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 65 oraz na wykresie 10. Uszczelnienie uktadu
pozwolito otrzymaé¢ wyniki oscylujgce na podobnym poziomie — dla dtugosci fali 600 nm.
Wykonano pi¢¢ powtdrzen, ktore charakteryzowatly si¢ bardzo malymi odchyleniami

wzgledem siebie.
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Tabela 64. Wyniki uzyskane podczas pomiaru Kinetyki zmiany barwy resazuryny KIT — uktad bez parafilmu

Powtorzenie
Czas [min] Czas [s] | I 111 v A%
600 nm

10 600 0,074642 | -0,0621 | 0,040549 | -0,05488 | -0,03672
20 1200 0,000874 | -0,03233 | 0,04017 | -0,09297 | 0,000143
30 1800 -0,08649 | -0,10357 | 0,013615 | -0,1322 | -0,11195
40 2400 -0,13139 | -0,1036 | -0,09843 | -0,17032 | -0,2393
50 3000 -0,31915 | -0,14142 | -0,08838 | -0,20487 | -0,36048
60 3600 -0,82314 | -0,1873 | -0,07806 | -0,24211 | -0,93394
70 4200 -1,24799 | -0,1979 | -0,17914 | -0,27764 | -1,48844
80 4800 -1,55469 | -0,27525 | -0,23297 | -0,28575 | -1,74719
90 5400 -1,76529 | -0,32549 | -0,31808 | -0,3168 | -1,96624
100 6000 -1,92101 | -0,52463 | -0,61311 | -0,34381 | -2,13638
110 6600 -2,04008 | -0,80521 | -1,03456 | -0,35968 | -2,1996
120 7200 -2,13464 | -1,27439 | -1,24082 | -0,37168 | -2,30378
130 7800 -2,21425 | -1,35146 | -1,36751 | -0,38675 | -2,38996
140 8400 -2,28426 | -1,60337 | -1,44332 | -0,40405 | -2,44032
150 9000 -2,3452 | -1,84278 | -1,51005 | -0,4081 | -2,50509
160 9600 -2,39836 | -2,02132 | -1,55992 | -0,42399 | -2,56104
170 10200 -2,44727 | -2,17105 | -1,61519 | -0,43903 | -2,61233
179 10740 -2,48768 | -2,28054 | -1,66261 | -0,45102 | -2,64123
Srednia -1,45141 | -0,85021 | -0,71932 | -0,29809 | -1,59299
odchylenie standardowe 0,941079 | 0,803872 | 0,663607 | 0,120047 | 0,987194
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Absorbancja [600 nm]
N

—o—1

Czas [min]

Il v —e—V

200

Wykres 9. Kinetyka zmiany barwy dla resazuryny KIT — bez parafilmu — dtugos¢ fali 600 nm.

Tabela 65. Wyniki uzyskane podczas pomiaru kinetyki zmiany barwy resazuryny KIT — uktad z parafilmem.

Powtorzenie
I 1| 111 v \Y%
Czas [min] Czas [s]
600 nm

10 600 0,013899 | -0,03029| 0,32067| 0,045011| 0,072871
20 1200 0,05127 | 0,070734| 0,320639| 0,120297 | 0,053612
30 1300 0,031837 |  -0,0487| 0,131601| 0,080612| -0,01607
40 2400 -0,02124 | .0,06599| 0,083273 | 0,099667 | -0,01607
50 3000 -0,02138 | 0,04789| 0,039787| 0,04406| 0,114318
60 3600 -0,02126 | -0,06603| -0,06933| 0,027021| 0,035091
70 4200 0,071532 | -0,06602| -0,08502| 0,027103| 0,017408
80 4800 -0,03763 | 0,048095| -0,03589| 0,061959| -0,04701
90 5400 0,071552 | 0,048136| -0,05281| 0,062041| -0,01605
100 6000 -0,00416 | -0,06576| 0,039869 | 0,061887| 0,035111
110 6600 0,115038 | 0,006822| 0,019617| 0,010768 | -0,07598
120 7200 0,032021 -0,031| 0,061043| 0,099882| 0,035111
130 7800 0,032062 | -0,01249| 0,039879| 0,163507| -0,01601
140 8400 -0,05339 | -0,01247| 0,106855| -0,02007 | -0,04703
150 9000 0,013592 | -0,08207| -0,06929| 0,027389| -0,06174
160 9600 0,051362 | 0,070509| -0,08504| 0,120113| 0,035152
170 10200 0,051362 | -0,03093| 0,106865| 0,080612| -0,04695
179 10740 | 0,032092 | 0,070519| -0,06925| -0,02005| 0,01752
Srednia 0,022697 | -0,00828 | 0,044636 | 0,060656 | 0,004071
odchylenie standardowe | 0,042309 | 0,052881 | 0,11988 | 0,047689 | 0,049295
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Absorbancja [690 nm]

Wykres 10. Kinetyka zmiany barwy dla resazuryny KIT + parafilm — dlugos$¢ fali 600 nm.
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200
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2.3. Kinetyka zmiany barwy — uklad : medium germinacyjne + resazuryna (proszek)

W  kolejnym etapie zmodyfikowano dodatek wskaznika — stosujac resazuryne
rozpuszczong w buforze Dulbecco’s. Dodatek resazuryny o stgzeniu 0,01% nadal stanowit
10%, a medium germiancyjnym byta zoptymalizowana pozywka III (suplementowana alaning
1 asparaging). W doswiadczeniu tym takze uszczelniono uktad folig (parafilm). Wykonano 7
powtorzen, ktorych wyniki przedstawiono na wykresie 11 oraz w tabeli 66. Uzyskane wyniki

oscylowatly na poziomie absorbancji zblizonym do zera.

Absorbancja [600 nm]
iR

Czas [min]

——1 —o—Il 1 v —e—V —e—VI —e—VIl

Wykres 11. Kinetyka zmiany barwy dla medium germinacyjnego z resazuryna (zabezpieczone para filmem)
dtugosé fali 600 nm.
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Tabela 66. Wyniki spektroskopowego pomiaru absorbancji dla uktadu resazuryna + medium germinacyjne.

Powtorzenie
Caas [min] | Cuas [s] I II I v v VI A% 1
Dhugosé fali = 600 nm

10 600 0,000918 | 0,192362 | -0,02493 | 0,080418 | 0,09595 | 0,126353 | -0,01141
20 1200 -0,01798 | 0,199479 | -0,03458 | 0,102644 | 0,0359 | 0,058864 | -0,01921
30 1800 -0,0214 | 0,162673 | -0,04063 | 0,135821 | -0,08373 | -0,07542 | -0,02271
40 2400 -0,02247 | 0,137196 | -0,0439 | 0,12872 -0,13 -0,09613 | -0,03101

50 3000 -0,02425 | 0,050942 | -0,04377 | 0,13731 | -0,14335 | -0,10333 | -0,0381
60 3600 -0,02139 | -0,03136 | -0,05996 | 0,127817 | -0,15327 | -0,10858 | -0,04174
70 4200 -0,01482 | -0,07054 | -0,06854 | 0,134882 | -0,1615 | -0,11155 | -0,05098
80 4800 0,015938 | -0,09172 | -0,07589 | -0,01409 | -0,16942 | -0,12286 | -0,05459
90 5400 0,006679 | -0,09708 | -0,08391 | 0,033932 | -0,17508 | -0,11801 | -0,06633
100 6000 0,016009 | -0,10389 | -0,09276 | 0,043012 | -0,18547 | -0,13011 | -0,05903
110 6600 -0,01792 | -0,11601 | -0,09583 | 0,054263 | -0,19273 | -0,13668 | -0,07691
120 7200 -0,01936 | -0,11871 | -0,0926 | 0,043821 | -0,19823 | -0,14309 | -0,08388
130 7800 -0,02166 | -0,1236 | -0,10522 | 0,029768 | -0,21026 | -0,14795 | -0,09079
140 8400 -0,02374 | -0,13474 | -0,12273 | 0,042287 | -0,21706 | -0,15117 | -0,09314
150 9000 -0,0127 | -0,14167 | -0,13157 | 0,022337 | -0,224 | -0,14671 | -0,09817
160 9600 -0,03113 | -0,14545 | -0,12368 | 0,001269 | -0,2324 | -0,16645 | -0,1005
170 10200 -0,02873 | -0,15167 | -0,13217 | 0,005523 | -0,24067 | -0,15535 | -0,10627
179 10740 -0,04478 | -0,15983 | -0,14565 | 0,003057 | -0,23745 | -0,17362 | -0,11373
$rednia -0,01571 | -0,04131 | -0,08435 | 0,061822 | -0,15682 | -0,10565 | -0,06436
odchylenie standardowe | 0,015553 | 0,124567 | 0,036604 | 0,051579 | 0,088779 | 0,075162 | 0,031539
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2.4. Kinetyka zmiany barwy —-UKLAD: medium germinacyjne + resazuryna + spory

Ocena termostabilno$ci wskaznika redox w réznych wariantach czasowych (punkt 2.1)
oraz wstgpna ocena wizualna (punkt 2.4) stanowig punkt wyj$cia do wyznaczenia kinetyki
zmiany barwy petnego uktadu doswiadczalnego (medium + resazuryna + spory). Pomiar
dokonywano na spektrofotometrze (SPECORD 205), wyznaczajac zmieniajaca si¢
absorbancje¢ przy dhlugosciach fali 600 nm. Zastosowano rdézne czasy inkubacji —
wprowadzono do doswiadczen preinkubacje spor w temperaturze 80°C, majaca na celu
aktywacje spor [Yildiz i Westhoff, 1989]. We wszystkich wariantach do$wiadczen
pomiary spektrofotometryczne rozpoczynano dopiero po okresie preinkubacji, dokonujac
pomiarow w odstepach 1 min. Ze wzgledu na duzg liczb¢ punktow pomiarowych, z

danych wyekstrahowano wyniki w odstepach 10 min.
W ramach badan przeprowadzono trzy tury do§wiadczen :
A-brak preinkubaciji,
B-0,5 h preinkubacja

C- 1h preinkubacja.

Na wykresach 12-14 oraz w tabelach 67-70 przedstawiono uzyskane wyniki.

Dla proéb bez preinkubacji maksymalny spadek absorbancji po 240 minutach wynosit -
1. Dla préb z 0,5 i 1h preinkubacji spadek ten byt 2 razy wiekszy i wynosit -2. Uzyskane
wyniki charakteryzowaly si¢ jednak matg powtarzalnoscig, co mogto by¢ spowodowane
wprowadzeniem do ukladu spor zimmobilizowanych na tlenku krzemu, ktéry mogt

spowodowac rozproszenie wigzki Swietlnej.
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A. Brak preinkubacji

300

Absorbancja [A]

Czas [min]

—o—| oIl —o-Ill &IV =V

Wykres 12. Pomiar absorbancji dla uktadu: zoptymalizowane medium hodowlane + resazuryna + spory (bez
preinkubacji spor)
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Tabela 67. Wyniki absorbancji dla do§wiadczenia bez preinkubacji.

Powtorzenie
I Il 11 v \%
Czas [min] | Czas [s] S min St:?l:l(;:l:d.
Absorbancja [600 nm]

10 600 -0,04954 | -0,01106 | -0,01681 | -0,00735 | -0,01459 | -0,01987 | 0,015179
20 1200 -0,16911 | -0,14955 | -0,14934 | -0,12187 | -0,15598 | -0,14917 | 0,017244
30 1800 -0,3941 | -0,24335 | -0,26733 | -0,18376 | -0,22546 | -0,2628 | 0,079499
40 2400 -0,46489 | -0,36143 | -0,30663 | -0,26541 | -0,35478 | -0,35063 | 0,074813
50 3000 -0,51419 | -0,38947 | -0,3559 | -0,34456 | -0,4087 | -0,40256 | 0,067475
60 3600 -0,63105 | -0,46731 | -0,39537 | -0,40255 | -0,44578 | -0,46841 | 0,095705
70 4200 -0,62421 | -0,51628 | -0,42278 | -0,44958 | -0,50145 | -0,50286 | 0,077717
80 4800 -0,66312 | -0,54427 | -0,45492 | -0,48467 | -0,5248 | -0,53436 | 0,07992
90 5400 -0,69696 | -0,60026 | -0,49036 | -0,54073 | -0,54786 | -0,57523 | 0,078401
100 6000 -0,74576 | -0,61435 | -0,50714 | -0,56632 | -0,60548 | -0,60781 | 0,087941
110 6600 -0,79877 | -0,63899 | -0,54048 | -0,58752 | -0,62547 | -0,63825 | 0,097549
120 7200 -0,80483 | -0,6644 | -0,56196 | -0,58148 | -0,63255 | -0,64904 | 0,09608
130 7800 -0,84468 | -0,67853 | -0,57306 | -0,59332 | -0,66547 | -0,67101 | 0,107096
140 8400 -0,86597 | -0,69804 | -0,58843 | -0,62151 | -0,69804 | -0,6944 | 0,107244
150 9000 -0,89113 | -0,71308 | -0,6004 | -0,62159 | -0,70254 | -0,70575 | 0,114686
160 9600 -0,90672 | -0,7185 | -0,60484 | -0,61875 | -0,72548 | -0,71486 | 0,120704
170 10200 -0,92404 | -0,75333 | -0,63302 | -0,61884 | -0,74586 | -0,73502 | 0,122559
180 10800 -0,9671 | -0,75673 | -0,63174 | -0,64799 | -0,76584 | -0,75388 | 0,133926
190 11400 -0,96815 | -0,75506 | -0,64121 | -0,64542 | -0,76584 | -0,75514 | 0,132765
200 12000 -0,98525 | -0,76165 | -0,65694 | -0,64801 | -0,76165 | -0,7627 | 0,135895
210 12600 | -1,00165 | -0,75834 | -0,67468 | -0,66313 | -0,76548 | -0,77266 | 0,136281
220 13200 -1,01285 | -0,76974 | -0,68328 | -0,66315 | -0,76974 | -0,77975 | 0,139138
230 13800 | -1,04831 | -0,77463 | -0,68339 | -0,67053 | -0,77463 | -0,7903 | 0,152344
239 14340 -1,02651 | -0,78248 | -0,68584 | -0,68968 | -0,78456 | -0,79381 | 0,138622

W celu oznaczenia czasu niezb¢dnego do wiarygodnej oceny, czy proba wykazuje

statystycznie istotng r6znic¢ i mozna ja uwazac za pozytywny odczyt, wykorzystano pojecia

granicy wykrywalno$ci (ang. Limit of Detection LOD) i granicy oznaczalno$ci (ang. Limit of

Quantification LOQ). Granica wykrywalnos$ci jest to najmniejsza warto$¢ pomiaru mozliwa

do wykrycia za pomoca danej procedury czy techniki analitycznej z okreslonym

prawdopodobienstwem. Granica wykrywalnosci jest $ciSle zwigzana z okre§long procedurg

analityczng, jak rowniez poziomem szumow stosowanego urzadzenia pomiarowego. Granica

oznaczalnosci jest to najmniejsza warto$¢ pomiaru mozliwa do ilo§ciowego oznaczenia za

pomoca danej procedury analitycznej z zalozong doktadno$cia i1 precyzja. Warto$¢ granicy
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oznaczalnos$ci jest wielokrotno$cig granicy wykrywalnosci i wynosi LOQ = 3 x LOD

[Szczepaniak, 2002; Konieczka i Namies$nik, 2007].

W celu okre$lenia granicy wykrywalnosci i granicy oznaczalno$ci dla danej metody
pomiarowe] wykazano, ze wyniki pomiaréw maja rozkltad normalny (metoda Pearsona,
obliczenia z wykorzystaniem programu Microsoft Excel). Nastgpnie wykorzystano test t-
Studenta do oceny czy dane S$rednie rdéznig si¢ istotnie pod wzgledem statystycznym
(obliczenia z wykorzystaniem programu Microsoft Excel). Test t Studenta jest metoda
statystyczng stuzaca do poréwnania dwoch $rednich miedzy sobg jesli znamy liczbe
pomiardéw, Srednig arytmetyczng oraz warto$¢ odchylenia standardowego. Jesli wynik testu t
Studenta bedzie istotny na poziomie p<0,05 mozemy odrzuci¢ hipotez¢ zerowa, ze
analizowane $rednie s3 rowne, na rzecz hipotezy alternatywnej, ze rdznice sg istotne

statystycznie.

Ocena istotno$ci roznicy pomiedzy pomiarami spektrofotometrycznymi w

poszczegodlnych okresach pomiarowych, wykazata, ze pierwsza statystycznie istotna zmiana

nastgpita po 20 min (tabela 68).

Tabela 68. Wyniki absorbancji dla doswiadczenia bez preinkubacji — dane szczegdétowe do obliczen
statystycznych.

poziom
Czas | coass]| 1 1l 1l v V| Gt | QEETIONE IO
[min] standardowe | w tescie t-
studenta

0 0 -0,02784 | 0,004 |0,004973|0,003563| 0,0033 | -0,0024 | 0,012732379 0
1 60 0,048342 | -0,03743 | -0,03374 | 0,102692| 0,054 |0,026772]| 0,054322058 | 0,1631249
5 300 -0,02408 | -0,03174 | -0,02912 | 0,023472| -0,00288 | -0,01287 | 0,020813738 | 0,2079284
10 600 -0,04954 | -0,01106 | -0,01681 | -0,00735 | -0,01459 | -0,01987 | 0,015179363 | 0,0579343
15 900 -0,16073 | -0,03303 | -0,03976 | -0,00723 | -0,02745 | -0,05364 | 0,0546351 | 0,0525764
20 1200 |-0,16911 | -0,14955 | -0,14934 | -0,12187 | -0,15598 | -0,14917 | 0,015423638 | 2,281E-07

Legenda:

Kolorem czerwonym zaznaczono poziom istotnosci p<0,05

Przyjmujac czas 20 minut za poziom wykrywalnosci istotny statystycznie (p<0,05), i

fakt, ze osiagnat on poziom absorbancji A=0,14917, mozna przyja¢ ze limit oznaczalnosci w

metodzie spektrofotometrycznej bedzie wynosit 60 minut. Czas ten zostat obliczony na
podstawie wzoru: LOQ =3 x LOD (3 x 0,14917), co odpowiada poziomowi A=0,44751.
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B. 0,5 h preinkubacja

1
0,5

250 300

Absorbancja [A]

Czas [min]

—o—| —o—Il —e—Ill v —e—V

Wykres 13.Pomiar absorbancji dla uktadu: zoptymalizowane medium hodowlane + resazuryna + spory (0.5
h preinkubacja spor)
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Tabela 69.Wyniki absorbancji dla do§wiadczenia z 0,5 h pre-inkubacja

Powtorzenie
Cz.a ¥ Czas [s] ! 1 o v v srednia LG,
[min] Standard.
Absorbancja [600 nm]
40 240 0,204298 | -0,33384 | 0,100965 | -0,33384 | 0,09546 | -0,053391 | 0,259658
50 300 -0,12478 -0,47334 | -0,07549 | -0,38954 |0,025478 | -0,207534 | 0,213517
60 360 -0,12468 | -0,57868 | -0,06588 | -0,50458 | -0,06588 | -0,26794 | 0,252358
70 420 -0,21058 -0,51981 | -0,09447 | -0,51981 | -0,09987 | -0,288908 | 0,215817
80 480 -0,4189 -0,56743 | -0,17065 | -0,56743 | -0,11456 | -0,367794 | 0,215241
90 540 -0,61513 -0,67216 | -0,25489 | -0,70548 | -0,22145 | -0,493822 | 0,235899
100 600 -0,79855 -0,77431 | -0,38627 | -0,77431 | -0,29547 | -0,605782 | 0,244153
110 660 -0,93553 -0,8712 | -0,48309 | -0,90125 | -0,36547 | -0,711308 | 0,266273
120 720 -1,06677 -0,92885 | -0,54944 | -0,96548 | -0,54944 | -0,811996 | 0,244946
130 780 -1,19833 -0,9969 | -0,61825 | -0,9969 |-0,84578 | -0,931232 | 0,215189
140 840 -1,30089 | -1,04827 | -0,70107 | -1,04827 | -0,90124 | -0,999948 | 0,220402
150 900 -1,38384 -1,09929 | -0,77454 | -1,25467 | -1,00214 | -1,102896 | 0,234493
160 960 -1,47279 -1,13731 | -0,8289 | -1,3569 | -1,0125 | -1,16168 | 0,259081
170 1020 -1,54441 -1,17922 | -0,87561 | -1,41254 | -1,02547 | -1,20745 | 0,273695
180 1080 -1,61735 | -1,20205 | -0,91647 | -1,45879 | -1,1254 | -1,264012 | 0,276868
190 1140 -1,67377 -1,23959 | -0,95632 | -1,5648 | -1,1547 |-1,317836 | 0,296273
200 1200 -1,75376 -1,27199 | -0,98686 | -1,57856 | -1,25478 | -1,36919 | 0,300185
210 1260 -1,78921 -1,29689 | -1,02438 | -1,58976 | -1,26547 | -1,393142 | 0,29878
220 1320 -1,82314 -1,32145 | -1,04857 | -1,59654 | -1,2745 | -1,41284 | 0,300946
230 1380 -1,85478 -1,34556 | -1,07161 -1,6 -1,3214 | -1,43867 | 0,298467
240 1440 -1,88015 -1,3747 | -1,09621 | -1,61254 | -1,33254 | -1,459228 | 0,298185
250 1500 -1,90075 -1,42124 | -1,13075 | -1,6987 | -1,3457 | -1,499428 | 0,302671
260 1560 -1,92011 -1,43594 | -1,1665 | -1,70214 |-1,35478 | -1,515894 | 0,296861
269 1614 -1,93717 -1,45391 | -1,1835 | -1,87456 | -1,34587 | -1,559002 | 0,331685
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C. 1 h preinkubacja
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Wykres 14. Pomiar absorbancji dla uktadu: zoptymalizowane medium hodowlane + resazuryna + spory (1 h
pre-inkubacja spor)
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Tabela 70.Wyniki absorbancji dla do§wiadczenia z 1 h preinkubacja.

Powtorzenie
I I I v \Y%
Czas [min] Czas [s] Srednia S tg:dc:l: d.
Absorbancja [600 nm]

70 420 0,168682 | -0,08677 | 0,10245 | 0,09546 | 0,100965 | 0,076157 | 0,095898
80 480 0,265138 | -0,30062 | 0,09546 | 0,025478 | -0,07549 | 0,001993 | 0,209828
90 540 0,022086 | -0,47662 | 0,04687 | -0,06588 | -0,06588 | -0,10788 | 0,21233
100 600 0,213977 | -0,55045 | 0,02111 | -0,09987 | -0,09447 | -0,10194 | 0,281143
110 660 -0,11035 | -0,64735 | -0,09547 | -0,11456 | -0,17065 | -0,22768 | 0,236335
120 720 -0,1325 | -0,60144 | -0,10254 | -0,22145 | -0,25489 | -0,26256 | 0,199443
130 780 -0,46486 | -0,69838 | -0,25478 | -0,29547 | -0,38627 | -0,41995 | 0,175678
140 840 -0,94863 | -0,82332 | -0,36547 | -0,36547 | -0,48309 | -0,5972 | 0,271593
150 900 -1,14324 | -0,84442 | -0,4125 | -0,54944 | -0,54944 | -0,69981 | 0,293816
160 960 -1,29972 | -0,90244 | -0,54789 | -0,84578 | -0,61825 | -0,84282 | 0,295693
170 1020 -1,42912 | -0,96415 | -0,5987 | -0,90124 | -0,70107 | -0,91886 | 0,321194
180 1080 -1,54736 | -0,97451 | -0,65478 | -1,00214 | -0,77454 | -0,99067 | 0,342721
190 1140 -1,65091 | -1,01822 | -0,70459 | -1,0125 | -0,8289 | -1,04302 | 0,364506
200 1200 -1,73983 | -1,05371 | -0,80456 | -1,02547 | -0,87561 | -1,09984 | 0,372396
210 1260 -1,81715 | -1,08255 | -0,99877 | -1,1254 | -0,91647 | -1,18807 | 0,360695
220 1320 -1,88024 | -1,09821 | -1,2547 | -1,1547 | -0,95632 | -1,26883 | 0,358407
230 1380 -1,94397 | -1,12071 | -1,5478 | -1,25478 | -0,98686 | -1,37082 | 0,38186
240 1440 -1,98638 | -1,14199 | -1,8745 | -1,26547 | -1,02438 | -1,45854 | 0,440912
250 1500 -2,02086 | -1,16228 | -1,9654 | -1,2745 | -1,04857 | -1,49432 | 0,462716
260 1560 -2,05251 | -1,16564 | -2,05251 | -1,3214 | -1,07161 | -1,53273 | 0,482802
270 1620 -2,08177 | -1,18177 | -2,08177 | -1,33254 | -1,09621 | -1,55481 | 0,488429
280 1680 -2,12159 | -1,20047 | -2,12159 | -1,3457 | -1,13075 | -1,58402 | 0,496821
290 1740 -2,14101 | -1,23816 | -2,14101 | -1,35478 | -1,1665 | -1,60829 | 0,490923
299 1794 -2,16208 | -1,27561 | -2,16208 | -1,34587 | -1,1835 | -1,62583 | 0,492904
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2.5. Kinetyka zmiany barwy —-UKLAD: medium germinacyjne + resazuryna + spory
zliofilizowane

W kolejnym etapie badan podjeto probe pomiaru spektrofotometrycznego (kinetyke
zmiany barwy) dla ukladu skladajacego si¢ z medium germinacyjnego + resazuryna +
zliofilizowane spory (jako nosnik zastosowano tlenek krzemu). Pomiar dokonywano na
spektrofotometrze (SPECORD 205), wyznaczajac zmieniajaca si¢ absorbancje przy
dhugosciach fali 600 nm.

W tabeli 71 przedstawiono wyniki przykladowego doswiadczenia. Z danych
przedstawionych w tabeli mozna zaobserwowa¢ brak korelacji pomigdzy czasem pomiaru
kinetyki zmiany barwy a spadkiem absorbancji. Pojawiajace si¢ losowo wartosci absorbancji
na poziomie maksymalnym (7) $wiadcza o tym, ze prdobie pojawiaja si¢ czynniki, ktére
uniemozliwiajg przejscie wiagzki §wiatla przez kuwete pomiarowa. Doswiadczenia powtarzano
wielokrotnie uzyskujac ten sam efekt zaburzen. Najbardziej prawdopodobng przyczyng tych
odchylen jest ruch czastek statych tlenku krzemu w temperaturze inkubacji (t=55°C).
Temperatura taka moze powodowa¢ wystapienie ruchow dyfuzyjnych czy ruchow Browna.
Efektow takich nie obserwowano w temperaturze pokojowej. Z tego wzgledu tlenek krzemu
nie jest odpowiednim nosnikiem dla spor Geobacillus stearothermophilus do wykorzystania

w metodzie spektrofotometryczne;j.

Tabela 71. Wyniki absorbancji [A=600 nm] dla do§wiadczenia ze sporami zliofilizowanymi

Czas Czas Powtorzenie

[min] [s] I I 111 v A% VI vl
0 0 1,172 | -0,31724 | -0,01618 | -0,01627 | -0,3172 | -0,4141 | -0,41412
10 600 1201 7 -0,41403 | -0,41403 | -0,41405 7 -0,41395
20 1200 2401 -0,61786 | -0,41372 | -0,618 | -0,19198 | -0,19196 | -0,61798
30 1800 3601 | -0,66895 | -0,49299 | -0,55984 7 7 -0,618
40 2400 | 4800,984 | 0,285283 | -0,66897 | -0,19194 | 0,285221 | -0,31687 | -0,61782
50 3000 | 6000,984 | -0,31656 | -0,31664 | -0,19177 | -0,41366 | -0,19169 | -0,71471
60 3600 7201 | 0,285532 | -0,55955 | 0,285428 | -0,49268 | 0,285407 7
70 4200 8401 -0,41354 | -0,61753 | 0,285407 | -0,31658 | -0,41352 | -0,41354
80 4800 9601 | -0,41339 | -0,4135 | -0,41347 | -0,49262 | -0,41337 | -0,61746
90 5400 | 10800,98 | -0,49258 | 0,285656 | -0,55949 | -0,01533 | -0,55947 | -0,75578
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2.6. Precyzja, powtarzalnos¢ metody spektrofotometrycznej

Precyzja metody okres$la stopien zgodnosci miedzy wynikami uzyskanymi tg sama metoda
1 na tej samej probce przy wielokrotnym powtarzaniu oznaczen. Charakteryzuje ona stopien
rozproszenia zbioru wynikoéw pomiaréw wzgl¢dem prawdziwej wartosci badanej cechy. Jest
zatem wyktadnikiem bledéw losowych, wystepujacych w przypadku postugiwania si¢ dang
metoda. Miarg precyzji jest odchylenie standardowe, wzgledne odchylenie standardowe lub
wspotczynnik zmiennosci V[%)]. Powtarzalno$¢ wyznacza si¢ na podstawie wartosci
obliczonego odchylenia standardowego serii pomiarow przeprowadzonych w danym
laboratorium, przez danego analityka z wykorzystaniem danego urzadzenia pomiarowego, w

relatywnie krotkim czasie [Konieczka i Namie$nik, 2007].

W  celu  oznaczenia  powtarzalnoSci ~ wykorzystanych ~ metod  (pomiary
spektrofotometryczne) wykonano po 10 réwnoleglych pomiaré6w w trzech punktach

pomiarowych. Warto$¢ liczbowa wspodtczynnika V obliczono wg wzoru:

OS - odchylenie standardowe

Xy — warto$¢ srednia pomiaru

Pomiary spektrofotometryczne

Warto$ci pomiarowe (proby wlasciwe, z dodatkiem przetrwalnikow)

0 min. -0,1106; -0,1106; -0,1201; -0,1059; -0,1207; -0,1237; -0,1248; -0,109; -0,1195; -
0,1128; -0,1178 (absorbancja)

X =-0,1165 OS =0,0065 V =5,58%

30 min. -0,2433; -0,2398; -0,2502; -0,2459; -0,2452; -0,2350; -0,2576; -0,2440; -0,2499; -
0,2569 (absorbancja)

X =-0,2468 OS=0,0071 V =2,88%

60 min. - 0,4670; -0,4898; -0,5032; -0,4408; -0,4451; -0,4583; -0,4448; -0,4983; -0,4872;
-0,4943

X =-0,4729 OS =0,0244 V =5,14%
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Podsumowujac, stosowane metody badawcze (pomiary  spektrofotometryczne)
charakteryzowaty si¢ dobra precyzja i powtarzalnoscia, a wspolczynnik zmienno$ci nie

przekroczyt 6% [Szczepaniak, 2002; Konieczka i Namie$nik, 2007].
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3. Badania majace na celu okreSlenie zakresu ekspozycji na proces sterylizacji metoda
parowa i plazmowa (wyznaczenie czasu przezycia i czasu zabicia badanych

przetrwalnikow bakterii)

Badania te oparte byly na wyznaczeniu krzywej przezycia dla przetrwalnikow bakterii
Geobacillus stearothermophilus zimmobilizowanych na tlenku krzemu (liczebno$¢
drobnoustrojow w probie — 10%jtk/g). Ustalenie zakresu przeprowadzonych badan dokonano
w oparciu o norm¢ ISO 11138-1 i badania Iciek i wsp., 2007, Iciek i wsp., 2011. Préba
wladciwa zawierata 10° jtk/g i jest to zgodne z punktem 6.3.2 normy ISO 11138-1, ktéra
zaklada Ze liczba zdolnych do zZycia organizmow powinna si¢ waha¢ pomiedzy 50 - 300 %
wartosci ustalonej przez producenta. Minimalna liczba préobek pobieranych do badania
poczatkowej liczby zdolnych do Zycia organizmoéw testowych powinna wynosi¢ co najmniej
4. Minimalna liczba warunkéw ekspozycji na proces sterylizacji powinna wynosi¢ co
najmniej 5 (przynajmniej 4 proby dla poszczegdlnych warunkow ekspozycji). Minimalna
calkowita liczba probek pobieranych do badan nie powinna by¢ mniejsza niz 20 (tabela 72,

wykres 15).

Warunki sterylizacji parowej: 121°C, czynnik jatowigcy — przegrzana para wodna, czasy
ekspozycji: 0, 5, 10, 15, 20 min, autoklaw SMS. Na tej podstawie wyliczono wartos¢ D

(wartos$¢ redukcji dziesigciokrotnej).

Tabela 72. Liczebnos¢ spor Geobacillus stearothermophilus uzyskana w jednoetapowej sterylizacji (Sterylizator
parowy SMS).

czas Liczebnos¢ [jtk/g]
ekspozycji Powtorzenie

[min] 1 2 3 4 5
0 6,1*10° | 6*10° | 6,1*10° | 6,2%10° | 5,9*10°
5 4*10° | 4,1*10° | 4,3*10° | 4,4*10° | 4,1*10°
10 2*10° | 2,1*%10° | 2,2*10° | 2*105 | 2,2*10°
15 0 1,1%10° | 1,9*10° 0 0
20 0 0 0 0 0
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*1
y =-0,318x + 5,62 2
X R2=0,9471
< 4
X5
‘ . S X ‘
10 15 20 25

czas [min]

Wykres 15. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus w jednoetapowej sterylizacji (Sterylizator

parowy SMS).

Obliczenia wartosci D dokonano w oparciu o nastepujacy wzor [PN-EN ISO 11138-1]

D =- 1(1/m)

m- nachylenie najlepiej dopasowanej krzywej prostoliniowej

Dla przeprowadzonej serii dos§wiadczen z uzyciem sterylizatora firmy SMS warto$¢

D= 3.1 min.

Czas potrzebny do zabicia wszystkich form przetrwalnikowych w badanej probie wynosit

20 min.
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4. Badania skutecznoSci dzialania wskaznikéw poddanych procesom w warunkach
zblizonych do rzeczywistych przeprowadzonych na urzadzeniach do sterylizacji
roznych producentow

Badania skuteczno$ci dziatania wskaznikéw poddanych procesom sterylizacji parowej

przeprowadzono dla 2 producentéw autoklawow: SMS 1 Getinge. Warunki sterylizacji

parowej dla autoklawu Getinge: 121°C, czynnik jalowigcy — przegrzana para wodna, czasy

ekspozycji: 0, 5, 10, 151 20 min (tabela 73 wykres 16).

Tabela 73. Liczebnoé¢ spor Geobacillus stearothermophilus uzyskana w jednoetapowej sterylizacji (Sterylizator

parowy Getinge).
czas Liczebnos$¢[jtk/g]
ekspozycji Powtorzenie
[min] 1 2 3 4 5
0 5,9*10° | 6*10° | 5,8*10° | 5,7%10° | 5,9*10°
5 3,9%10° | 4,1*10° | 3,8*10° | 3,8*10° | 4*10°
10 1,9%10° | 2,1*10° | 2,2*10° | 2,1*10° | 2*10°
15 1,5*10° | 1,1*10° 0 1*10° 0
20 0 0 0 0 0
7
6 %
5
24 X
I \ y =-0,316x+5,54
s 3 R2=0,9425
2 &
. 4
1
0 ‘ ‘ X <
0 5 10 15 20
czas [min]

25

X5

Wykres 16. Krzywe przezycia spor Geobacillus stearothermophilus w jednoetapowej sterylizacji (Sterylizator
parowy Getinge).
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Obliczenia wykonano analogicznie jak dla sterylizatora SMS.
D = 3,2 min.

Czas zabicia - 20 min.

Nie stwierdzono istotnych roznic pomiedzy w badaniach przeprowadzonych na

urzadzeniach do sterylizacji parowej roznych producentéow (SMS, Getinge)

101



5. Badania symulacyjne — 2018 r.

W ramach niniejszego etapu projektu przeprowadzono badania, w ktorych zasymulowano
warunki zblizone do rzeczywistych. Przygotowane liofilizaty spor Geobacillus

stearothermophilus poddano sterylizacji plazmowej i parowe;j.

5.1. Sterylizacja plazmowa

Odpowiednio przygotowane i zabezpieczone zliofilizowane spory trafity do laboratorium
firmy Informer Med, gdzie poddane zostaly one sterylizacji plazmowej. W tabeli 74
przedstawiono parametry procesu. Wykonano 3 serie badan, roznigcych si¢ partig

testowanych spor.

Tabela 74. Parametry jalowienia

L.p. Temperatura Czas
Seria | 55°C 30 min
Seria Il 55°C 30 min
Seria Il 550C 30 min

Otrzymane, wysterylizowane spory poddano ocenie stopnia jatowosci. Jego

wyznacznikiem byta:

e Ocena wizualna (przy uzyciu wskaznika resazuryny)
e Pomiar iloSci ATP

e Posiew ilosciowy
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W tabeli 75-77 przedstawiono uzyskane wyniki oceny wizualnej zmiany barwy

resazuryny (roztwor Dulbecco’s przygotowany i przechowywany od pazdziernika 2017r.).

Hodowle

prowadzono

V4

uzyciem  wysterylizowanych

zawieszonych ~w

wyselekcjonowanej pozywce 111 ( z dodatkiem germinantéw). Hodowle inkubowano w 55°C

przez okres 240 minut (z dodatkiem 10% kitu wskaznika). Wyniki wskazuja, ze w zadnym z

powtdrzen nie uzyskano zmiany barwy z niebiesko — fioletowej na ré6zowa, co $§wiadczy o

skutecznos$ci procesu sterylizacji.

Tabela 75. Wizualne obserwacje zmiany barwy wskaznika w prébach spor poddanych sterylizacji plazmowej - |

seria.
Ocena wizualna

nr powtorzenia Oh 0,5h 1h 2h 3h 4h
Seria | Inkubacja 55°C, bez wytrzasania

11 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.2 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.3 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.4 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

15 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
Inkubacja 55°C, z wytrzgsaniem

1.6 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.7 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.8 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.9 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

1.10 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

b/z — bez zmiany barwy
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Tabela 76. Wizualne obserwacje zmiany barwy wskaznika w probach spor poddanych sterylizacji plazmowej —

Il seria.

Ocena wizualna

nr powtorzenia Oh 0,5h 1h 2h 3h 4h
Inkubacja 55°C, bez wytrzasania

21 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

) b/z b/z b/z b/z b/z b/z

23 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

b/z — bez zmian

Tabela 77. Wizualne obserwacje zmiany barwy wskaznika w prébach spor poddanych sterylizacji plazmowej —

111 seria.

Ocena wizualna

nr powtorzenia Oh 0,5h 1h 2h 3h 4h
Inkubacja 55°C, bez wytrzasania

31 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

3.2 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

3.3 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

b/z — bez zmian
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Spory te poddano takze ilosciowej ocenie uwalnianego ATP (przy uzyciu komercyjnego
kitu firmy PROMEGA). Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 78-80. Ilo$¢ wzglednych
jednostek $wietlnych (RLU) byta niewielka i porownywalna z prébami kontrolnymi (Raport
R6).

Tabela 78. Wyniki pomiarow ATP w prébach spor poddanych sterylizacji — | tura

Powtérzenie Czas inkubacji
Oh 0,5h 1,0 h 1,5h
1.1 12377 9872 13140 10749
1.2 10909 9331 12417 10411
1.3 7843 8499 14325 12890
14 12374 10775 13663 10985
15 11200 9259 12619 10422
1.6 8276 8733 13456 11421
1.7 12289 9076 13428 10778
1.8 11061 9006 12455 10302
1.9 8243 8568 12876 13456
1.10 10087 8999 13211 12342
Srednia 10465 9211 13159 11375
Oaeimigne | e 644 565 1070

standardowe

Tabela 79. Wyniki pomiaréw ATP w prébach spor poddanych sterylizacji — 11 tura

Powtérzenie Czas inkubacji
Oh 0,5h 1,0 h 1,5h
2.1 7237 7248 9096 8507
2.2 6554 7309 8740 7668
2.3 8744 6769 12555 8444
2.4 7368 7161 9102 8949
2.5 6333 6930 8815 7643
2.6 9005 6441 13726 8889
2.7 7372 7229 9019 9432
2.8 6384 8452 8786 7734
2.9 7324 6482 13526 9359
2.10 7633 6345 9826 8921
Srednia 7395 7037 10319 8555
Usieliggitts 858 583 1972 642

standardowe
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Tabela 80. Wyniki pomiaréw ATP w prébach spor poddanych sterylizacji — 11 tura

Powtérzenie Czas inkubacji
0Oh 0,5h 1,0h 1,5h
3.1 8460 11126 10059 9880
3.2 9158 14333 9213 8604
3.3 11231 15544 15180 16321
3.4 8597 11391 10205 9809
3.5 9429 14991 9089 8837
3.6 13001 15210 14900 15431
3.7 8656 11360 10091 9768
3.8 9451 15001 8855 8532
3.9 12333 14976 14331 13455
3.10 8879 11234 11421 9910
Srednia 9920 13517 11334 11055
Vteduplsints 1570 1851 2380 2754

standardowe

Tabela 81. Wyniki posiewdw mikrobiologicznych po sterylizacji plazmowej — | tura.

(tabela 81), dla drugiej tury pig¢ posiewOw (tabela 82), a dla trzeciej — 6 (tabela 83).

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
powt:’)l:zenia 1 1 i
1.1 n/o n/o n/o
1.2 n/o n/o n/o
1.3 n/o n/o n/o
1.4 n/o n/o n/o
15 n/o n/o n/o
1.6 n/o n/o n/o

n/o — nieobecne

W mikrobiologicznym posiewie ilosciowym nie zaobserwowano na ptytkach Petriego
wzrostu Geobacillus stearothermophilus. Posiew na ogolng liczbe¢ drobnoustrojéw dokonano

w trzech, niezaleznych powtérzeniach. Dla pierwszej tury badan wykonano 6 posiewow
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Tabela 82. Wyniki posiewow mikrobiologicznych po sterylizacji plazmowej — 11 tura.

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
powt:’)lll"zenia I 1 1
2.1 n/o n/o n/o
2.2 n/o n/o n/o
2.3 n/o n/o n/o
24 n/o n/o n/o
2.5 n/o n/o n/o
n/o — nieobecne
Tabela 83. Wyniki posiewdw mikrobiologicznych po sterylizacji plazmowej — 11 tura.
Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
powt:’)lll"zenia 1 1 i
3.1 n/o n/o n/o
3.2 n/o n/o n/o
3.3 n/o n/o n/o
3.4 n/o n/o n/o
3.5 n/o n/o n/o
3.6 n/o n/o n/o

n/o — nieobecne
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5.2. Sterylizacja parowa

Zliofilizowane spory poddane zostaty takze sterylizacji termicznej. Jalowienia dokonano
w urzadzeniu firmy SMS Warszawa (parametry procesu: ekspozycja 121°C/20 min,
chlodzenie 10min). Doswiadczenie prowadzono w 2 niezaleznych powtorzeniach (kazde po 5
amputek zawierajacych 0,1 g spor). Otrzymane, wysterylizowane spory poddano ocenie

stopnia jatowosci. Jego wyznacznikiem byta:

e Ocena wizualna (przy uzyciu wskaznika resazuryny)
e Pomiar ilosci ATP

e Posiew ilosciowy

Oceny wizualnej dokonano po 0,5, 1, 2, 3 1 4 h inkubacji spor w pozywce z dodatkiem
germinantow 1 resazuryny. Nie stwierdzono zmian barwy wskaznika — resazuryna (tabela

84).

Tabela 84. Wizualne obserwacje zmiany barwy wskaznika w probach spor poddanych sterylizacji termicznej.

Ocena wizualna
nr powtorzenia Oh 0,5h 1h 2h 3h 4h
Inkubacja 55°C
1.1 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
1.2 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
1.3 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
1.4 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
15 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
21 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
29 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
23 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
2.4 b/z b/z b/z b/z b/z b/z
25 b/z b/z b/z b/z b/z b/z

b/z — brak zmiany barwy
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Tabela 85. Wyniki pomiarow ATP w prébach spor poddanych sterylizacji termicznej.

Powtérzenie Czas inkubacji
0h 0,5h 1,0 h 1,5h
1.1 4453 7453 7555 7532
1.2 4559 7559 8654 8452
1.3 4512 7521 7874 7786
1.4 5226 7185 7254 7324
1.5 5153 6547 6987 7001
2.1 5963 7001 7150 7214
2.2 5061 6547 7254 7354
2.3 5213 6998 7185 7202
2.4 4270 4770 6373 6606
2.5 4312 4456 6817 6987
Srednia 4872 6604 7310 7346
L rylanic 512 1054 588 478
standardowe

Rowniez wyniki oceny ilosci ATP w probach ze sporami poddanymi sterylizacji
termicznej, nie wykazaly wzrostu poziomu RLU (wzgledne jednostki $wietlne) — tabela 85.
Podobne wyniki uzyskano w poprzednich badaniach symulacyjnych (punkt 2.2 niniejszego
raportu). Jest to takze zgodne z danymi przedstawionymi w Raporcie R6.

Posiewy iloSciowe wykonane dla prob ze sporami podanymi sterylizacji termicznej nie

wykazaty obecnosci zywych komoérek mikroorganizmow (tabela 86).
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Tabela 86. Wyniki posiewow mikrobiologicznych po sterylizacji parowe;j.

Ogolna liczba drobnoustrojow [jtk/ml]
powt:’)lll"zenia I 1 1
1.1 n/o n/o n/o
1.2 n/o n/o n/o
1.3 n/o n/o n/o
1.4 n/o n/o n/o
1.5 n/o n/o n/o
2.1 n/o n/o n/o
2.2 n/o n/o n/o
2.3 n/o n/o n/o
24 n/o n/o n/o
2.5 n/o n/o n/o

n/o — nieobecne w 0,19
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6. OKkreslenie objetosci testu do pomiaru ilosci ATP

W celu okreslenia minimalnej ilosci nosnika (tlenek krzemu) ze sporami jaki powinien

by¢ uzyty w teScie, wykonano posiewy iloSciowe. Przyjeto zatozenie, ze liczba
przetrwalnikow w teScie powinna osiagnaé¢ poziom 10° jtk (zgodnie z norma PN-EN ISO
11138-1). Ze wzgledu na duza pylisto$¢, najmniejsze mozliwa do odwazenia ilos¢ to 0,05¢g
nosnika ze sporami Geobacillus stearothermophilus. W zwigzku z powyzszym do badan
wykorzystano nawazki 0,05 g i 0,1 g nosnika ze sporami bakterii. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tabeli 87. Uzyskanie poziomu 10° jtk zapewnila nawazka 0,1 g no$nika ze

sporami.

Tabela 87. Wyniki posiewow ilo§ciowych nosnika ze sporami bakterii

Ilo$¢ no$nika Powtorzenia

uzyta do

posiewu 1 2 3 4 S
0,059 9,1 x 10° 8,0x 10° 8,6 x 10° 7,0 x 10° 9,0x 10°
0,1g 3,0x 10° 1,0 x 10° 2,0 x 10° 1,0 x 108 3,0x 10°

Wykonano takze oznaczenia pomiaru ilosci ATP dla prob zawierajacych zarodniki w
liczebnosci 10° jtk i 10° jtk (Tabela 88). Uzyskane wyniki wskazuja, ze proszek zawierajacy
spory na poziomie 10° jtk daje sygnat nizszy o okoto 60%. Przedstawione dane s3 $rednia z 3

oznaczen.

Tabela 88. Wyniki oznaczen poziomu ATP dla prob o réznej liczebnosci spor.

Liczebno$¢ Oh 30 min. 1h
przetrwalnikow

spor na nosniku

10° jtk 11782 23706 35488
108 jtk 23674 60 358 84 032

Proba 0,1 g nosnika ze sporami zajmowata objetos¢ 0,5 ml (rysunek 3).

W kolejnym etapie doswiadczen okreslono najmniejszg ilos¢ pozywki jaka powinna by¢

uzyta w badaniach z wykorzystaniem bioluminescencyjnego pomiaru ATP. Do 0,1 g no$nika
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ze sporami Geobacillus stearothermophilus dodawano 0,5, 1, 1,5 ml pozywki. Uzyskane
wyniki przedstawiono na zdj¢ciach (rysunek 3). Dodatek 0,5 ml pozywki nie spowodowat
catkowitej hydratacji liofilizatu (nos$nik + spory) Réwniez dodatek 1 ml pozywki nie dat
efektu powstania ptynnej warstwy pozywki. Zamierzony efekt osiggni¢to przy dodatku do

nosnika ze sporami bakterii 1,5 ml pozywki.

Jednoczes$nie zgodnie z zaleceniami Producenta odczynnikow do pomiaru ATP, zalecany
jest dodatek wskaznika (lucyferyna z lucyferazg) w stosunku 1:1 (1,5 ml + 1,5 ml), co daje

taczng objetos¢ testu ponad 3 ml.

Rysunek 3. Okreslenie objetosci testu do pomiaru ATP.

0,1 g proszku 0,1 g proszku 0,1 g proszku

0,1 g proszku +0,5 ml pozywki + 1 ml pozywki + 1,5 ml pozywki
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7. Podsumowanie

W ramach etapu drugiego badan przemystowych przeprowadzono dwa zadania:

1.

Badanie mozliwosci wykorzystania opracowanych w I ectapie metod do oceny
skutecznos$ci procesOw sterylizacji
Badania laboratoryjne i symulacja zastosowania opracowanych wskaznikéw w

warunkach zblizonych do rzeczywistych.

W ramach tych zadan zrealizowano nastepujace badania:

R/
A X4

X/
°e

X3

*

X/
°e

Wykorzystanie bioluminescencyjnego pomiaru ATP od oceny skutecznosci
sterylizacji parowej i plazmowej

Ustalenie minimalnego czasu kietkowania przetrwalnikow umozliwiajacego ich
wykrycie w danej metodzie

Przygotowanie hodowli bioreaktorowych Geobacillus stearothermophilus w skali
pottechnicznej w celu otrzymania materiatu do badan metodycznych 1
przechowalniczych

Okreslenie powtarzalnosci, precyzji i doktadnosci poszczegdlnych metod stosowanych
do opracowania skutecznych wskaznikow biologicznych procesow sterylizacji
parowej i plazmowej

Przeprowadzenie badan przechowalniczych nad trwato$cia wytworzonych
wskaznikow biologicznych dla poszczegdlnych metod sterylizacji

Przeprowadzono symulacj¢ warunkéw zblizonych do rzeczywistych wraz z walidacja
proceséw zachodzacych w urzadzeniach podczas sterylizacji plazmowej i parowej
Badania nad okresleniem warunkow przechowywania i transportu wskaznikdéw biologicznych
Badania skutecznos$ci dziatania wskaznikow poddanych procesom w warunkach zblizonych
do rzeczywistych, przeprowadzonych na urzadzeniach do sterylizacji ré6znych producentow

W badaniach wykorzystano 3 metody oceny skutecznos$ci procesOw sterylizacji
plazmowej 1 parowej:

R/
A X4
R/
A X4

R/
A X4

Ocena wizualna zmiany barwy
Ocena spektrofotometryczna zmiany barwy
Bioluminescencyjny pomiar ATP
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Wizualna ocena zmiany barwy:

Szczep bakterii — Geobacillus stearothermophilus (ATCC 7953)
Nosnik do immobilizacji bakterii — tlenek krzemu 0,1 g
Medium germinacyjne:

Sktadnik Tlos¢
Pepton 0,50%
bakteriologiczny
NaCl 0,80%
Glukoza 0,10%
L- Alanina 0,1M
L-Asparagina 0,1 M

Wskaznik — resazuryna 0,01%
Warunki wzrostu:
e Temperatura pre-inkubacji 80°C (30 minut)
e Temperatura inkubacji wlasciwej 55°C (60 minut)
Laczny czas inkubacji: 90 minut (1,5 h)

Warunki przechowalnicze dla komponentow testu: 21°C, 6 miesigcy
Calkowita objetos¢ testu (medium germinacyjne + spory)— 1,5 ml
Czas odczytu testu—1,5h

Spektrofotometryczna ocena zmiany barwy:

Szczep bakterii — Geobacillus stearothermophilus (ATCC 7953)
Nosnik do immobilizacji bakterii — tlenek krzemu 0,1 g
Medium germinacyjne:

Sktadnik Ilos¢
Bulion 3%
Pepton 0,50%

bakteriologiczny
NaCl 0,80%
Glukoza 0,10%
L- Alanina 0,1M
L-Asparagina 0,1M

Wskaznik — resazuryna 0,01%
Warunki wzrostu:
e Temperatura inkubacji wlasciwej 55°C (60 minut)
Laczny czas inkubacji: 60 minut (1,0 h)
Warunki przechowalnicze dla komponentow testu: 21°C, 6 miesigcy
Calkowita objetos¢ testu (medium germinacyjne + spory) — 1,5 ml
Czas odczytu testu—1,0 h
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Bioluminescencyjny pomiar ATP:

Szczep bakterii — Geobacillus stearothermophilus (ATCC 7953)
Nosnik do immobilizacji bakterii — tlenek krzemu 0,1 g
Pozywka germinacyjna:

Sktadnik Ilos¢
Bulion 3%
Pepton 0,50%

bakteriologiczny
NaCl 0,80%
Glukoza 0,10%
L- Alanina 0,1M
L-Asparagina 0,1 M

Wskaznik — Luceferyna z lucyferaza
Warunki wzrostu:
e Temperatura inkubacji wlasciwej 55°C (30 minut)
Laczny czas inkubacji: 30 minut

Warunki przechowalnicze dla komponentow testu — wymagana temperatura: -20°C, 6
miesiecy; 4°C, 1 miesigc

Calkowita objetosc¢ testu (medium germinacyjne + spory) — 3,1 (x 0,05) ml

Czas odczytu testu — 30 min.

Bioragc pod uwage zalozenia projektu pod katem czasu odczytu testu, tylko metoda
bioluminescencyjnego pomiaru ATP spetnita te kryteria (<50 minut). Limit oznaczalnosci w
metodzie bioluminescencyjnego pomiaru ATP ustalono na 30 minut, co odpowiada
poziomowi powyzej 50 000 RLU.

Dla tej metody przestawiono kalkulacje kosztow:

. Min
Metoda | e | o Obigusciest | S0 ot
etekcji
Pozywka IIT 1,50 ml 0,0194 1,94
Pomiar Germinanty 30 min 0,15 mi 0,0241 2,41
ATP Wskaznik 1,50 ml 32,7 3270
Tlenek krzemu+spory 059 0,443 44,3
33,1865 3318,65

Jednakze biorac pod uwage wyniki testow przechowalniczych, tylko temperatura -20°C

pozwala na uzyskanie wynikOw na wymaganym poziomie czuto$ci przez okres 6 miesigcy.
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Wykonano takze badania przechowalnicze wszystkich komponentéw, uzytych do

opracowania testow biologicznych.

Tabela 89. Wyniki testow przechowalniczych (podsumowanie).

Temperatura

Komponent przechowywania Okres stabilnos$ci

[°C]
Zawiesina przetrwalnikow 4 Co najmniej 6 m-cy
Zliofilizowane przetrwalniki 21 Co najmniej 6 m-cy

Medium germinacyjne 21
(pozywka mikrobiologiczna + germinanty) Co najmniej 6 m-cy
Wskaznik resazuryna 21 Co najmniej 6 m-cy
-20 Co najmniej 6 m-cy

Kit ATP (lucyferyna + luceferaza) lub lub
4 1 miesigc

W  tabeli 89 przedstawiono podsumowanie warunkéw przechowalniczych dla
poszczegdlnych komponentow testow biologicznych. Zawiesina przetrwalnikow ze wzgledu
na dobrg praktyke laboratoryjng powinna by¢ przechowywana w temperaturze 4°C (warunki
przechowywania mikroorganizmow). Zardwno przetrwalniki zimmobilizowane na no$niku
jak i medium germinacyjne oraz wskaznik resazuryna mogg by¢ przechowywane w
warunkach temperatur pokojowych, przez okres co najmniej 6 miesigcy. Zestaw odczynnikow
do pomiaru bioluminescencji (Kit ATP - lucyferyna + luceferaza) ze wzglgdu na wymagana
czuto$¢ oznaczenia powinien by¢ przechowywany w temperaturze -20°C. Przechowywanie w

warunkach chtodniczych zapewnia okres stabilnos$ci przez ok. 1 miesiac.
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Skladowe testu biologicznego do pomiaru ATP

Produkcja spor Medium germinacyjne Wskaznik ATP

_ys a a

Hodowle Geobacillus
stearothermophilus

(powigkszenie skali - hodowle
kolbkowe, bioreaktorowe) {

Pozywka mikrobiologiczna + ]

Kompleks Lucyferyna/Lucyferaza
germinanty (Alanina + Asparagina)

\Z

Oczyszczanie, zaggszczanie i
zamrazanie spor Geobacillus
stearothermophilus

\Z

Liofilizacja spor Geobacillus
stearothermophilus
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