Zaver

- biosensory v praxi
= perspektivy

Klinické oblast |

in vitro stanoveni provadéna v centralizovanych nemocniénich
laboratofich

decentralizované uplatnéni biosensort zahrnuje ordinaci lékafre,
nemocnic¢ni pokoje, operacni saly

aplikace urcené Siroké verejnosti budou limitovany, vyjimkou jsou
osobni glukometry diabetikl a téhotenské testy

velky potencial pro tzv. ,,welfare* oblast — starnouci populace se
bude vice zajimat o zdravotni stav — preventivni kontroly a méreni

in vivo aplikace jsou smérovany predevsim na vyzkum umélého
endokrinniho pankreatu
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Laboratomi klinické analyzatory

pristroj firma glukosa + analyty

m  AUTOSTAT Daiichi (Japonsko)

= EBIO Plus Eppendorf / BST (Némecko) laktat, citrat, vit. C

= Enzymat Seres (Francie) sacharoéza, alkohol

m ESAT PGW Medingen (Némecko) laktat

=  EXSAN (Litva) laktat

= GLUCO Fuji Electric (Japonsko)

= i-Stat I-Stat Corp. (USA) mocovina

= Model 860 Ciba Corning (USA)

= NOVA 16 Nova Biomedical (USA) mocovina, kreatinin

= Satellite G MediSense (USA)

m  YSISELECT Yellow Springs Instr. (USA) laktat, etanol, cholin
Vétsinou se jedna o malé stolni pfistroje, casto doplnéné zasobnikem vzorku

m predpoklad: analyza vzorkl v misté jejich odbéru
(operacni sal, luzko pacienta) muze podstatnym
zpusobem zkratit dobu do ziskani vysledku

m lze tedy urychlené provést kroky vedouci ke zlepseni
stavu pacienta

m decentralizované méreni

= multikanalovy elektrochemicky biosensor, poskytujici
informace o klicovych latkach, analyzovanych pfi
krizovych situacich pacientu

m zakladni modul na jedno pouziti obsahuje mérici sensory,

zasobni roztok standardu a prostor pro nakapnuti vzorku
krve



I-STAT - méfici modul

= analyty: sodik, draslik, chloridy, oxid uhlic¢ity, pH, mo€ovina, glukéza a

hematokrit

= program pak dopocitava dalsSi parametry jako napi. koncentrace

hemoglobinu, prebytek bazi a podobné.

i-STAT

po nakapnuti vzorku krve se
méfici modul zasune do
pristroje

m vycka se zobrazeni vysledku

méfici modul je na jedno
pouziti



IsSTAT - aplikace

hlavni kriterium vyvoje:

minimalizovat moznost chyb zpusobenych uzivatelem
(pouze naplni otvor pro vzorek krvi a zasune modul do
pristroje)

zarucit vysokou kvalitu vysledkt (ve vyménné kartridzi
je inkorporovan kalibraéni roztok). V rukou uzivatelt -
Iékarl a sester - pristroj poskytuje vysledky srovnatelné
kvality jako centralni laboratofr.

pristroj puvodné smérovan pouze do nemocnic,
objevuje se i v ordinacich praktickych lékaiu a
veterinari, dokonce ve vojenstvi a objevil se na palubé
pii letech raketoplanu.

Nékdy jsou biosensory priliS dobré...

= glukosovy / laktatovy sensor
— predni méfici a zadni kontaktni pohled
= trvanlivost prilis dlouha — potieba omezit ,,zivotnost“
— pridani obvodu pocitajiciho provedené analyzy,
— po dosazeni stanoveného poctu ukonéeni pouzitelnosti
- integrovany inkrementalni ¢itac¢ (1-wire counter)



Ochrana Zivotniho prostiedi

m sledovani znecisténi zdroji pitné vody a vodnich toki -
monitorovaci systémy

m pienosné systémy pro rychlou detekci Skodlivin
- analyza vzorku piimo v misté odbéru

m rychlé stanoveni biochemické spotieby kysliku (BOD)

Biosensory pro Zivotni prostiredi

monitorovaci systémy zalozené na celych bunkach - schopné reagovat na pfitomnost
Sirokého spektra toxickych latek

off-line systémy pfi laboratorni detekci jednotlivych skodlivin

vyviji se automatizované imunochemické systémy, schopné stanovit paralelné nékolik
analyta

objevuji se prvni imunosensory pro stanoveni pesticidi

dlouhou tradici ma rychlé biosensorové stanoveni biologické spotreby kysliku (BOD),
které zkracuje dobu analyzy na nékolik minut

BOD sensor zalozeny na mikrobialni vrstvé byl vyrabén jiz od roku 1983 v Japonsku
firmou Nisshin Electric

jistym problémem zustava korelace BOD udaje z biosensoru s oficialnim parametrem
BODS, coz komplikuje nedostate¢na uprava legislativy

ARAS Dr. Lange (Némecko) BOD
BOD-Module Medingen (Némecko) BOD
SmartSense Ohmicron (USA) pesticidy



Multikanalovy biosensor

pro charakterizaci odpadnich vod
AChE

hE

+ acetylcholinesterasa (AChE)
* butyrylcholinesteasa (BChE)

CDH
» tyrosinasa (Tyr)
- peroxidasy (HRP, SBP) HRP/GC
« celobiosa dehydrogenasa (CDH)

* glukosa oxidasa (GOX) L
= zesitovani glutaraldehydem
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Prumyslové vzorky

Odezvy prepocteny na koncentraci a

Koncentrace (mg/l)

enzymy pefticid. farmaoceuticky papirensky prumysl
pramysl pramysl
S01 S02 | S03 S04 S05 | S06 S07 S08 S09 S10
AChE 0 0.12 0.06 0.01 0.28 0.01 0 0.03 0.08 23
BChE 0 0 0.41 0.01 0.03 0.21 0 0 0.03 >10
TYR 0 0 11 11 0.7 0 0 0 0 0
HRP 0 0 2.9 6.1 2.9 0 0 0 5.3 7.7

Odpadni vody T ——

A2 <1 <1 <1 <1 <1 <1

A3 <1 <1 <1 <1 <1 <1

A4 <1 <1 <1 <1 <1 <1

AS <1 <1 15 <1 <1 <1

A6 <1 6.9 19 <1 <1 <1

A7 <1 <1 34 <1 <1 <1

. . . A8 <1 <1 <1 <1 <1l <1l

= vzorky obsahuji pesticidy a fenoly A9 a6 ®
Al10 15 9.6 17 <1 15 <1

All <1 43 9.4 <1 54 <1

Al2 <1 <1 <1 <1 <1. <1

= relativni procentualni odezva je i i - -
1 X Al5 <1 <1 13 <1 48 <1

= stanovena jako odezva vzorku délena ; N ST
u2 <1 40 57 6.7 <1 <1

= odezvou pro standard B« W W a a o«
U4 <1 31 42 <1 <1 <1

us <1 <1 <1 250 <1 <1

U6 <1 47 36 <1 <1 <1

u7 <1 46 33 <1 <1 <1

. L, - L Us <1 377 <1 <1 <1 <1

= vysledky, které je obtizné zhodnotit H 2 B a4 o 9 49
x 1 U1l <1 <1 <1 <1 <1l <1l

. a porozumet jlm u12 <1 <1 <1 198 <1 <1
u13 <1 <1 <1 <1 <1l <1l

U4 <1 21 <1 37 <1 <1

u1s <1 10 <1 9.9 <1 <1

P1 <1 <1 <1 <1 29 100

P2 <1 <1 <1 <1 19 <1

P3 <1 <1 <1 <1 46 52

P4 <1 <1 <1 <1 100 <1

P5 <1 <1 <1 <1 <1 <1

P6 <1 <1 <1 <1 39 20

P7 <1 <1 <1 <1 29 9.5

- - ”r P8 <1 <1 <1 <1 <1 <1
MULTIVARIACNI ANALYZA L e e el
P10 <1 <1 <1 <1 15 <1

P11 <1 <1 38 <1 18 <1

P12 <1 <1 <1 <1 20 <1
P13 <1 <1 <1 <1 33 <1




PCA (Principal Component Analysis)
- Analyza hlavnich komponent

Var 3 sz
PC;\I / PC1 I

Novy systém (2D)

Var 2 Var 1
Pivodni systém (3D)

Proménna

Vzorky

BIOSENSOR + PCA

» Kazdy vzorek odpovida 6830 proménnym detekovanych 6-enzymovym sensorem
(kazda elektrodova odezva je tvoirena z 810 proménnym

» PC1 - separace dle puvodu, PC2 - separace dle toxicity
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Vzorky rozdilné toxicity

- odezvy 8-elektrodového sensoru pro 32 vzorku (standard),
100 proménnych (400 s)
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Potravinarstvi, biotechnologické procesy

m biosensorové systémy analyzujici kontinualné
odebirané vzorky (on line) - navaznost na fidici systémy

m stanoveni sacharidu, nékterych vitamina a detekce
bakterialni kontaminace - kontrola ¢erstvosti potravin,
kontrola obsahu cizorodych latek (rezidua antibiotik)

= kontrola kvality produktd - na zakladé hodnoceni viiné
(»elektronicky nos*“) a chuti (,,elektronicky jazyk“)

Vojenska oblast

m detekce chemickych otravnych latek (sarin, soman, ...) - biosensory
s cholinesterasou

m detekce biologickych bojovych prostifedkul - nutnost vysoké
specifity stanoveni (anthrax, botulin, ...) - imunosensory, pienosné
systémy PCR, prito¢na cytometrie

m obrana proti bioteroristickym tGtokim
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Detekce pouZiti chemickych zbrani

m chemické zbrané reprezentuji bojové otravné latky ze
skupiny nervoveé paralytickych slou¢enin jako sarin a
soman

m inhibuji cholinesterasu, coz se také vyuziva v
detekénich systémech na bazi biosensort

m jiz mnoho let existuje detektor NAIAD od firmy Thorn
EMI, vyuzivajici prabéznou elektrochemickou detekci
aktivity imobilisované cholinesterasy

= miniaturizovany biosensor tohoto typu pro osobni
pouziti se vyviji také u nas
m zajem o tuto oblast vyrazné stoupl po skonceni valky v

Perském zalivu (1991), mimoto byl sarin pouzit teroristy
pri utoku na tokijské metro (1995)

= Biochemical
B 10 NA Nerve Agent Detector
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= Biochemical
B 10 NA Nerve Agent Detector

Specifications

detectable agents: type “G” and “V”

limit of detection in air: 1ng/L

detection speed: 30 sec (15 sec at 10 ng/L)

detector: electrochemical sensor with
immobilized acetylcholinesterase

weight: 5009

dimensions: 120 x 80 x 35 mm

power supply: 2 x 1.5 V batteries

working temperature: 5 -40°C

warning signalization: visual and acoustic

Information

Military Technical Institute of Protection

P.O. Box 547 Tel.: +420-5-41183001

60200 Brno (Czech Rep.) E-mail: vtuo_chem@telecom.cz

Detekce biologickych zbrani

m biologické zbrané — zbrané hromadného nic¢eni
»chudych® zemi

m jsou predmétem zajmu v souvislosti se situaci v Iraku,
kde byvaly rezim vlastnil zasoby riznych
bakteriologickych zbrani a toxinu

= mimo vojenskou oblast existuje znaéna obava z
teroristického zneuziti, protoze jejich priprava je ve
srovnani s jinymi zbranémi hromadného ni¢eni velmi
snadna - obavy z anthraxu
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BBP: toxiny

Abrin - rostlina Abrus precatorius

Aflatoxiny - plisné Aspergillus flavus a parasiticus
Batrachotoxin - kolumbijska Zaba Phyllobates aurotaenia
Botulotoxin A - bakterie Clostridium botulinum
Clostridium perfringens toxin

Corynebacterium diphtheriae toxin

Microcystiny (Cyanginosiny) - modrozelena sinice Microcystis
aeruginosa

Palytoxin - zoanthidni koral genus Palythoa

® Ricin - rostlina castor bean Ricinus communis

Saxitoxin - dinoflagelata Gonydulax (Ganyaulax) catenalla a
tamarensis

Shigatoxiny (Vero cytotoxiny) - bakterie Escherichia coli EHEC
S. dysenteria toxin - bakterie Shigella dysenteriae
Staph. Enterotoxin - bakterie Staphylococcus aureus

BBP: viry

Argentinska hemorhagicka horec¢ka (AHF)
Bolivijska hemorhagicka horecka (Machupo)
Dengue, Ebola, Hanta, Chikengunya, Japonska
encefalitida, Junin

Krymsko-konzska hemorhagicka hore¢ka (CCHF),
Kyasanurska lesni horec¢ka, Lassa horecka
Lymfocytarni choriomeningitida, Marburg, kliStova
encefalitida

Variola (smallpox, spalni¢ky), Venezuelska encefalitida,

zluta horecka,
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BBP: bakterie a plisné

m bakterie:
Bacillus anthracis (anthrax), Brucella melitensis (brucelosa),
Clostridium botulinum (botulismus), Corynebacterium
diphtheriae, Francisella (Pasteurella) tularensis (tularemie),
Chlamydia psittaci (psitakosa), Mycobacterium tuberculosis
(tuberkulosa), Pseudomonas mallei / pseudomallei, Rickettsie,
Coxiella burnetti (Q-hore¢ka), Salmonella typhi / paratyphi
(tyfus), Vibrio cholerae (cholera), Yersinia (Pasteurella) pestis
(mor),

m plisné:
Coccidioides immitis (kokcidiosa), Histoplasma capsulatum,
Nocardia asteroides

Bio Detector

m Biological Detector (BD) je automaticky systém pro detekci BOL
vyvinuty spole¢né ETG a americkou armadou, principem je LAPS
biosensor

m soucasné lze detekovat az 8 rtiznych agentu (bakterie, viry, toxiny), je
lehce mozné rozsSirit o nova stanoveni. Odezva do 15 minut, 95%
pravdépodobnost detekce, 0.1% faleSnych poplacht, akusticka i
opticka indikace.

= v jednom pouzdie obsahuje jednotky vstupu vzorku, pratoéného
systému, detektoru LAPS, zasobniku reagencii

m vzorek je kapalny objemu 1 ml, s nim se provadi sou¢asné 8
imunochemickych testd - BOL-specifické protilatky jsou zna¢eny
fluoresceinem, na ktery se ve druhém stupni vaze anti-
fluoresceinova protilatka zna¢ena ureazou, detekce je
potenciometricka - zména pH, "adresace" jednotlivych mist na
nosném pasku se provadi osvétlenim

14



Bio Detector
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priuto¢na cytometrie k analyze
bunék a jejich vlastnosti,
testovani piitomnosti viri,
separaci vybranych bunék

na proud bunék v tekoucim
médiu se sviti jednim nebo vice
laserovymi paprsky a pozoruje
se rozptylené svétlo, odpo-
vidajici zménam vlastnosti
bunék

MiniFlo nepouziva klasickych
mikroskopickych ¢oéek nebo
externich optickych viiken
jako detektori, ale vliastni
tekouci médium funguje jako
svétlovod pro paprsek,
zachytava svétlo a pirenasi je do
optického detektoru

eliminuji se problémy klasické
cytometrie a navic se zachyti
10x vice svétla nez pomoci
¢ocky
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Perspektivy

= miniaturizace, nanotechnologie, integrace
= multiparametrové, paralelizace

= umélé biorekogniéni elementy

— na bazi kombinatoricky technik — aptamery (SELEX), genetické
knihovny

— proteinové inzenyrstvi - rekombinantni proteiny s vylepSenymi
vlastnostmi, chimérni biomolekuly

— makromolekularni chemie - otisky analytu v polymerni struktuie
- MIP (molecularly imprinted polymers)

Biosensory v Cesku

= MU Brno
— enzymy a protilatky, piezosensory / SPR / elektrochemie
— zivotni prostiedi / klinika / vojenské aplikace
m Biofyzikalni ustav Brno
— nukleové kyseliny / elektrochemie
= VU radiotechniky Praha
— SPR, imunosensory
= VU Treboi
— fotosystém, elektrochemie
= UJEP Usti nad Labem
— fotosystém, elektrochemie, optické techniky
m BVT Technologies Brno
- sitotisk, enzymy, vyroba sensort
m Sluzba vyzkumu Postielmov
— imobilizace enzymu, vyroba biomembran
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Biosensory

= malé a levné
m rychlé, citlivé a specifické
m uzivatelsky privétivé
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