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ANOTACE

Bakalafska prace se zaméfuje na detekci bakterii v randch, predev§im pomoci biosensoru.
V uvodu prace jsou popsany akutni a chronické rany a bakterie vyskytujici se v ranach. Dale
jsou uvedeny vsSeobecné principy jednotlivych biosensord. Hlavni ¢ast prace podrobné
popisuje studie, zabyvajici se pouzitim jednotlivych sensor pro detekci konkrétnich

mikroorganismil. V zavéru jsou porovnany vyhody a nevyhody jednotlivych studii.

KLICOVA SLOVA

Sensory, elektronicky nos, uhlikova vlakna, akutni a chronické rany

TITLE

Sensors for the detection of bacteria in wounds

ANNOTATION

Bachelor thesis is focused on the detection of bacteria in the wounds using biosensors. In the
introduction of the thesis acute and chronic wounds are described and also bacteria occurring
in the wounds are mentioned. The following part describes the general principles of
biosensors. The main part of the thesis deals with the using of individual sensors for detection
of specific microorganisms. In the end, the advantages and disadvantages of the individual

studies are compared.

KEYWORDS

Sensors, electronic nose, carbon fibers, acute and chronic wounds
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UVOoD

Chronické rany predstavuji v dnesni dobé velky socioekonomicky problém. Hlavnim
problémem je zdlouhavé hojeni. Velkou komplikaci je vstup mikroorganismt do rany, coz
muze vést kK rozvoji infekénich komplikaci. To prodluzuje dobu 1é€by a v hor§im piipadé
muze dojit az k amputaci koncetiny. Zdlouhava 1écba také souvisi s vysokymi néklady.
Mikroorganismy si postupem ¢asu vytvareji ¢im dal vetsi rezistenci viici antibiotiklim, proto
detekci bakterii v randch. Jednou z moznosti je vyuziti biosensord, na které je tato prace
zamg¢fena.

Bakterie, které mohou kolonizovat ranu, jsou bud’ aerobni, nebo anaerobni. Nékteré
z nich mohou byt producenti biofilmu a to také pfispiva k prodlouzeni 1écby.

Klasické kultivacni metody jsou zdlouhavé a stanoveni ptitomnych bakterii mize trvat
i n€kolik dni. Moderni technologie jako jsou napiiklad MALDI-TOF MS, FISH a real-time
PCR mohou detekci bakterii o néco urychlit. Stale jesté vSak potiebuji pfed svym pouzitim
bakterie vykultivované na agaru.

Samotné biosensory predstavuji budoucnost v detekci bakterii. Sensory jsou rozdéleny
z raznych hledisek do nékolika skupin. NejdilezitéjSim rozdélenim je déleni dle zplisobu
prenosu signalu a nejvyuzivang€j§i z nich jsou sensory elektrochemické. Je popsana tada
studii, které vyuzivaji konkrétni biosensor a vétSinou jsou zaméfeny na urcity
mikroorganismus. N&které z biosensori jsou zaloZeny na nepiimé detekci a ostatni na detekci
pfimé, k ¢emuZ je pouZit exsudat pfimo z infikované rany. Kazdy z biosensori ma své
vyhody i1 nevyhody. Biosensory jsou velmi rychlou a levnou volbou pro detekci bakterii

v rané.
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1 Rany
Rény mohou byt klasifikovany bud’ jako akutni nebo jako chronické. Akutni jsou vice

nachylné k infekci, nez chronické (McGuckin et al., 2003).

1.1 AKutni rany

Akutni rany jsou definovany jako ty, které vykazuji znamky hojeni v dobé kratsi nez
Ctyfi tydny. Nejcastéjsi akutni rany jsou rany pooperac¢ni (McGuckin et al., 2003).
Akutni rany zahrnuji pooperac¢ni rany, traumaticka zranéni a popaleniny (Fletcher,

2008).

1.2 Chronické rany

Chronické rany nemaji normalni proces hojeni a doba hojeni je delsi nez ¢tyfi tydny
(McGuckin et al., 2003). Infekce chronickych ran jsou zodpovédné za zna¢nou nemocnost
a zna¢né prispivaji ke stupiiovani nakladl na zdravotni péci (Siddiqui et al., 2010).

Chronické rany jsou kolonizovany polymikrobidlni florou, kterd obsahuje komenzalni
mikroorganismy, jako jsou stafylokoky, streptokoky, Pseudomonas spp. a koliformni bakterie
(Gentili et al., 2012). V chronickych ranach je nizka hladina kysliku a to v kombinaci
s nekrotickou tkani usnadiuje rist anaerobt (Gentili et al., 2012; Siddiqui et al., 2010), proto
jich je v chronickych ranach vétsi podil (Siddiqui et al., 2010). Uloha bakterii v rané zavisi na
jejich koncentraci, druhovém slozeni a hostitelské reakci (Gentili et al., 2012).

Vétsina patogenu chronickych ran, jako jsou methicillin rezistentni Staphylococcus
aureus (MRSA) a Pseudomonas spp., jsou producenti biofilmu. Bakterie, které se nachazi
uvniti biofilmu, jsou vysoce odolné vici tradi¢ni 1é¢bé. Bakterie v biofilmu rostou pomaleji
a pomalejsi rist mize vést ke snizeni absorpce 1éku a dalSich fyziologickych zmén, které by
mohly narusit G¢innost 1éku (Siddiqui et al., 2010).

Chronické rany zahrnuji ptredevS$im bércové viedy, prolezeniny (dekubity),
diabetickou nohu a komplikované se hojici rany (Rhoads et al., 2012; Fletcher, 2008).
Nejcastéji se vyskytujici bakterie u diabetické nohy jsou Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp, p-hemolytické
streptokoky a Klebsiella pneumoniae.

Nejcastéji izolovanymi organismy jsou Staphylococcus aureus a koagulaza negativni
stafylokoky (Siddiqui et al., 2010).
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2 Bakterie v ranach

Slozeni bakteridlni mikroflory se 1iSi dle typu rany. Tabulka 1 uvadi 5 nejcastéji
se vyskytujicich mikroorganismi v rtiznych typech ran. Mikroorganismy byly stanoveny jak

kultivacné, tak metodami molekularné biologickymi.

Tabulka 1 Ptehled nejcastéji stanovenych mikroorganismu v ranach (upraveno dle Rhoads et al., 2012)

A Kmen
Typ rany Pocet vzorku K“T‘“‘Y (,kl asicka (molekulz}llrné
kultiva¢ni metoda) . s 1.
biologické metody)
Dekubitovy vied 24 Enterococcus Corynebacterium
Staphylococcus Peptoniphilus *
Pseudomonas Staphylococcus
Serratia Anaerococcus *
Proteus Bacteroides *
Viedy dlatbef[ICkyCh 40 Enterococcus Anaerococcus *
koncetin
Pseudomonas Peptoniphilus *
Streptococcus Corynebacterium
Serratia Finegoldia *
Staphylococcus Pseudomonas
Operacni rany 23 Staphylococcus Corynebacterium
Serratia Staphylococcus
Enterococcus Bacteroides *
- Prevotella
Pseudomonas Serratia
Zilni viedy 49 Staphylococcus Corynebacterium
- Staphylococcus
Serratia Bacteroides *
Streptococcus Prevotella
Pseudomonas Peptoniphilus *
Trauma/absces 32 - Staphylococcus
Staphylococcus Prevotella
Enterococcus Bacteroides *
Serratia Peptoniphilus *
Pseudomonas Corynebacterium

Anaerobni bakterie jsou oznacovany *

2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je bakterie, ktera pfispiva k prodlouzeni hojeni u chronickych ran
(Sharp et al., 2010). Je to gramnegativni, nefermentujici aerobni tycinka, ktera je béznym
patogenem u nozokomialnich infekei, zejména u pacient s pneumonii spojenou

s ventilatorem, cystickou fibrézou, chronickymi ranami a popaleninami. Jednim z hlavnich
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faktort, prispivajicich k patogenité P. aeruginosa v prostiedi zdravotni péce, je schopnost
tvorit biofilm (Sismaet et al., 2016).

V roce 1981 bylo testovano 835 kmend P. aeruginosa a zjistilo se, ze 96-98 % kment
produkuje pyocyanin, coz je derivat fenazinu. Ten je zodpovédny za charakteristickou
modrozelenou barvu druhti Pseudomonas a pusobi jako faktor virulence (Sismaet et al.,
2016).

Redox-aktivni vlastnosti pyocyaninu lze vyuzit pii elektrochemickém stanoveni

ptritomnosti P. aeruginosa (Sismaet et al., 2016).

2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus je grampozitivni, kataldza pozitivni bakterie nachdzejici se na lidské kazi
a sliznicich. S. aureus ma nékolik faktorti virulence zodpoveédnych za jeho pteziti béhem
kolonizace a infekce hostitele. Tyto faktory virulence jsou bé&zné piitomny na povrchu
organismu nebo jsou vylu¢ovany do hostitelského prostiedi. Vyuziva své virulenéni faktory
k uniku z vrozené imunitni odpovédi nebo k poSkozeni tkani a bun¢k (Krismastuti et al.,
2016).

Sortaza (Srt), membranoveé zakotvena transpeptiddza, je odpovédnd za ukotveni
faktorii virulence na povrchu bungk, které se podileji na procesech adheze a virulence do
tlusté peptidoglykanové vrstvy hostitelské buiiky, a proto je nezbytna pro patogenezi. Tento
protein je dilezity v bakterialnim pieziti béhem infekci a byl identifikovan u S. aureus jako
dvé enzymové izoformy, SrtA a SrtB, ale pouze SrtA je exprimovana konstitutivné a ma
dilezitou ulohu k ukotveni povrchovych proteint. Proto byla SrtA prokézana jako slibny cil
pro antibakteridlni terapii a pro lécbu chorob zplisobenych grampozitivni bakteridlni infekci
vcetné bakteridlni infekce u chronickych ran. Biosensory schopné detekovat SrtA ve velmi
nizkych koncentracich mohou nabidnout velky potencidl jako diagnostické ndstroje pro

bakterialni infekci rany (Krismastuti et al., 2016).

2.3 Maethicillin rezistentni Staphylococus aureus

Methicillin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je bakterie rezistentni vici
mnoha antibiotikim, jako je methicillin, oxacilin a penicilin. Prestoze pro detekci MRSA
pomoci biosensorti na bazi mikroelektromechanického systému (MEMS) byly pouzity rizné
biologické markery, nejslibnéjsi je detekce genu mecA, ktery indikuje rezistenci na

methicillin.
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2.4 Enterococcus

Enterokoky jsou dulezit¢ lidské patogeny, které jsou stile odolnéjsi vuaci
antimikrobidlnim latkam. K dnesnimu dni bylo popsano 12 druhii patogennich pro ¢lovéka,
véetné nejcastéjsich lidskych izolata, E. faecalis a E. faecium. Jsou nyni tfetim nejcastéjSim
organismem, ktery se vyskytuje u nozokomidlnich infekci. Enterokoky maji velké mnozstvi
jak vlastnich, tak ziskanych rezistentnich znakid, vcetné rezistence na cefalosporiny,
klindamycin, tetracyklin a peniciliny odolné proti penicilinazam, jako je napiiklad oxacilin.
Znamymi znaky rezistence jsou rezistence na penicilindzu a rezistence na vankomycin
(Murray, 1990).

Do rodu Enterococcus patii grampozitivni, fakultativné anaerobni organismy, které
maji kulaty tvar a mohou se vyskytovat bud’ jako jednotlivé buniky, v parech nebo jako kratké
fetizky. Tyto organismy nemaji cytochromové enzymy a jsou tak kataldza negativni, i kdyz

nékteré kmeny produkuji pseudokatalazu (Murray, 1990).

2.5 Serratia marcescens

Serratia marcescens se stala dulezitou pfi¢inou nozokomialnich infekci (Hejazi and
Falkiner, 1997).

Byla definovana jako gramnegativni, oxidaza negativni bakterie produkujici DNazu.

Produkuje ¢erveny pigment, prodigiosin (Hejazi and Falkiner, 1997).

2.6 Proteus mirabilis
Proteus mirabilis je pohybliva gramnegativni bakterie, miize mit tvar od kratkych,

vegetativnich bunék az po prodlouzené formy. Typicky je plazivy rast (Mobley and Belas,
1995).
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3 Moderni metody pro detekci baterii v ranach

3.1 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s priletovym analyzatorem
Identifikace mikroorganismti pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci
a ionizaci za Gcasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) je vysoce pfesna,
rychld, aplikovatelna pro Siroké spektrum mikroorganismt a mnohem rychlejsi ve srovnani s
tradi¢nimi metodami. Cas identifikace se snizuje z 24 aZ 48 hodin na méné neZ jednu hodinu

(Croxatto et al., 2012).

3.1.1 Princip

Tato metoda detekuje bakteridlni proteiny (Wang et al., 1998) a vytvaii
charakteristické hmotnostni spektralni otisky, kter¢ jsou jedinecné pro kazdy
mikroorganismus a jsou proto idealni pro ptfesnou mikrobialni identifikaci na rodové
a druhové trovni a z tohoto divodu ma metoda potencial byt pouzita pro kmenovou typizaci
a identifikaci (Croxatto et al., 2012). Je to Setrna metoda, kdy biomolekuly nejsou po ataku

laseru $té€peny, ale pouze ionizovany pomoci matrice (Bursova et al., 2014).

3.1.2 Matrice pouzivana v MALDI-TOF MS

Diulezitym faktorem analyzy je vybér matrice (Huong et al., 2014). Matrice je slozena
z molekul malych kyselin, které maji silnou optickou absorpci v rozsahu vlnové délky
pouzitého laseru. Slozeni matrice se méni v zdvislosti na biomolekulach, které maji byt
analyzovany a na typu pouzitého laseru (Croxatto et al., 2012).

Matrice zajistuje kontakt analyzované molekuly s laserem tak, aby biomolekula
nebyla atakovana pfimo a $t€pena nezadoucim zpisobem (Bursova et al., 2014).

Nejcastéji pouzivané matrice jsou Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB),
a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (HCCA), kyselina sinapova (SA), kyselina ferulova
(FA), a 2,4-hydroxyfenyl benzoova kyselina. Bylo prokazano, ze FA, SA, a HCCA jsou
ucinné pro detekci proteinti biomarkert a DHB se zdd byt nejlepsi volbou pro detekci
glykopeptidl a glykoproteinti. Velikost a intenzita pikli detekovanych molekul je zavisla na
matrici. DHB a HCCA jsou obvykle optimalni pro detekci s niz$i hmotnosti ionti. Jak bylo
prokazano, SA a FA jsou lepsi pro detekci vEétsi hmotnosti iontli, avSak poskytuji nizsi

citlivost nez HCCA (Croxatto et al., 2012).
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3.1.3 Postup
Hmotnostni spektrometr, ktery je na obrazku 1, se sklada ze tfi funkcnich jednotek:
1. zdroje iontd pro ionizaci a pfenos molekul iontti do plynné faze
2. hmotnostniho analyzatoru, ktery oddéluje ionty podle jejich poméru hmotnost/naboj
(m/z)

3. detek¢niho zatizeni pro sledovani oddélenych iontt (Croxatto et al., 2012).

IONTOVY DETEKTOR \\
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s +
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+ &+
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Y @
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CILOVA _—]
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Obrazek 1 Schéma hmotnostniho spektrometru (upraveno dle Patel, 2013)

MALDI-TOF MS analyza mize byt dokonfena bchem nékolika minut za
predpokladu, ze bylo shromazdéno dostatené mnozstvi bakterii pfed hmotnostni spektralni
analyzou. Obvykle, ale ne vzdy, se nechaji bakterie rast na kultivacnich pidach. I kdyz tento
faktor miize byt povazovan za nevyhodu, je tieba poznamenat, ze jiné metody molekularni
biologie také vyzaduji piedbézné kroky pied jejich pouzitim (Lay, 2001).

V MALDI analyze se vyberou bakterialni kolonie, péstované na agaru, sterilni $pickou

a rozetiou se v tenkém filmu na ocelovou vodivou desticku. Mikrobialni film se pak pievrstvi
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nadbytkem matrice, vybrané podle doporuceni vyrobce. Po smichani dojde ke krystalizaci
(Croxatto et al., 2012; Seng et al., 2009; Cherkaoui et al., 2010).

Po krystalizaci matrice a vzorku na kovové desti¢ce, se desticka zavadi do
hmotnostniho spektrometru, kde je ozafovana kratkymi pulsy laserového zafeni z laseru.
Matrice absorbuje energii z laseru vedouci k odpafovani matrice. Molekuly analytu jsou
prevadény do plynné faze. Laserova energie zpusobuje strukturdlni rozklad ozafovaného
krystalu a vytvaii pfevazné jednotlivé nabité ionty vzorku (Croxatto et al., 2012; Jurinke et
al., 2004).

lonty jsou unaseny pomoci kladné nabitého elektrického pole a jsou hnany pies
kovovou pruletovou trubici, kde jsou vystaveny vakuu. Pohybuji se smérem k detektoru
rychlosti umérnou jejich hmotnosti a naboji. Bioanalyty jsou separovany podle ¢asu pruletu,
leh¢i Castice ¢i vice nabité dorazi k detektoru diive nez t€¢z8i nebo méné nabité. Ziskané
hmotnostni spektrum se srovnava s databazi pro identifikaci daného druhu nebo rodu

(Croxatto et al., 2012; Jurinke et al., 2004; Patel 2013; Bursova et al., 2014).

3.1.4 Zavér

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF byla zavedena do rutinni mikrobiologické
diagnostiky. Zacina se usp€sné vyuzivat v riznych oblastech mikrobiologie, nejen v klinické
praxi. Metodou lze identifikovat bakterie, kvasinky a plisné€ izolované z rliznych biologickych

materiald, potravin i vzorkt prostiedi (Bursova et al., 2014).

3.2 Polymerazova retézova reakce v realném case

Polymerazova tetézova reakce (PCR) v realném case je rychlejsi nez tradiéni PCR
a nevyzaduje postamplifika¢ni manipulaci pro identifikaci bakterii (Melendez et al., 2010;
Yang et al., 2002; Yang et al., 2008).

Tato metoda predstavuje revoluci v diagnostice lidskych patogent (Espy et al., 2006)
a byla velmi uzitecnd pro studium mikrobidlnich plvodci infekénich onemocnéni, kde

pomohla objasnit procesy nemoci (Mackay 2004).

3.2.1 Princip

V této metod¢ je reakéni smes obohacena o latky schopné fluorescence nebo
fluorescen¢ni sondy, které béhem reakce hybridizuji v fetézcich vznikajicich amplikont.
K emisi fluorescencniho zareni dochazi jen tehdy, pokud je v reakéni zkumavce amplifikovan

templat, deoxyribonukleova kyselina (DNA) (Beranek 2016).
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3.2.2 Sondy v real-time PCR
a) Hydrolyzaéni:

5" nukleiza (Tagman) sondy

Prvni fluorescen¢ni sondy, které byly vyvinuty, byly 5" nukledza sondy, které jsou
bézn¢ oznaCovany TaqMan. TagMan sonda je kratky oligonukleotid, ktery obsahuje na
57 konci fluorescenéni barvivo a na 3” konci zhasec¢. Pro generovani svételného signalu musi
byt splnény dvé podminky. Za prvé, sonda se vaze na komplementarni fetézce DNA pfi
teploté 60 °C a za druhé pii této teploté Taq polymeraza, stejny enzym pouzity pro PCR, musi
Stépit 5° konec TagMan sondy oddélenim fluorescenc¢niho barviva od zhéasece. Protoze
TagMan sonda vyzaduje 60 °C pro efektivitu aktivity 5 nukleazy, teplota pro amplifikaci je
v rozmezi 95 a 60 °C. Kromé¢ toho se Stépené (volné) fluorescencni barvivo hromadi po
kazdém cyklu, a proto mize byt méfeno kdykoliv v priabéhu cykli PCR, vcetné
hybridiza¢niho kroku. To je rozdil od molekularnich majakti a FRET hybridiza¢nich sond,
u kterych mutize byt fluorescence méfena pouze béhem hybridiza¢niho kroku (Espy et al.,
2006).

b) Hybridiza¢ni:

Molekularni majaky

Molekularni majaky jsou podobné TagMan sondam. Tyto sondy maji fluorescenéni
barvivo na 5’ konci a zhase¢ na 3" konci oligonukleotidové sondy. Oblast na kazdém konci
sondy molekularniho majaku je navrzena tak, aby byla komplementarni sama k sobg.
Centralni oblast sondy musi byt komplementarni s oblasti amplifikacniho produktu PCR
(Espy et al., 2006).

FRET sondy

FRET hybridiza¢ni sondy, také oznacované jako LightCycler, pfedstavuji tieti typ
sond bézn¢ pouzivanych v real-time PCR. FRET hybridiza¢ni sondy jsou dvé sondy urcené
tak, aby hybridizovaly vedle sebe v konfiguraci ,,hlava-ocas" v produktu PCR. Prvni sonda
ma fluorescenéni barvivo na 3" konci a druhd sonda ma akceptor na 5° konci. Pokud obé
sondy nasedaji do cilového produktu PCR, fluorescence z 3" konce je absorbovana sousednim

akceptorem na 5 konci druhé sondy (Espy et al., 2006).

3.2.3 Postup
Proces PCR mtize byt rozdélen do tii kroki. Za prvé se dvouvlaknova DNA (dsDNA)

rozdé€li na dva jednoduché fetézce pii teploté€ nad 90 °C. Za druhé, oligonukleotidové primery

obecné nasedaji pti 50-60 °C a nakonec, syntéza DNA nastane pti 70-78 °C. Teplota, pii které
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primer naseda, se obvykle oznacuje jako Tm. To je teplota, pii které se vytvori 50%

oligonukleotidovych cilovych duplexti (Mackay 2004).

3.2.4 Zavér

Vysledky mohou rychle informovat 1ékatre, pokud jde o infek¢ni stav pacienta, coz
umoznuje presnéjsi a v€asné pouziti antibiotik. To miize zkratit dobu pobytu v nemocnici
a zabranit zneuzivani antibiotik, ¢imZz se minimalizuje potencial pro objeveni rezistentnich

kment (Mackay 2004).

3.3 Fluorescencni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je levny, rychly a specificky zpusob, ktery
nevyzaduje nakladné technické vybaveni (Poppert et al., 2005).

Umoznuje vizualizaci a identifikaci jednotlivych bakterii v jejich pfirozeném prostiedi

(Moter and Gobel, 2000; Amann et al, 2001).

3.3.1 Princip

Fluorescenéni in situ hybridizace detekuje specifické sekvence nukleovych kyselin
pomoci fluorescencné znacené sondy, kterd hybridizuje specificky ke komplementarni cilené

sekvenci v inaktivni bunce (Moter and Go6bel, 2000).

3.3.2 Sondy v metodé FISH

Oligonukleotidové sondy pouzivané ve FISH metodé jsou dlouhé obecné mezi 15 a 30
pary bazi (Amann et al., 2001; Moter and Gdobel, 2000). Existuji rtizné zptisoby znaceni.
Piimé fluorescencni znaceni se pouZiva nej€astéji a nevyzaduje Zadné dalsi kroky detekce po
hybridizaci. Jeden nebo vice fluorescen¢nich molekul barviva jsou piimo vazany na
oligonukleotid bud’ chemicky, béhem syntézy prostfednictvim aminolinkeru na 5° konci
sondy, nebo enzymaticky pouzitim terminalni transferazy pfipojenim fluorescencné
znacenych nukleotidd na 3” konci (Moter and Gobel, 2000). Lze aplikovat vice sond
soucasné, a tim se zaméfit na kazdou molekulu ribozomalni ribonukleové kyseliny (rRNA)
s vice fluorofory (Amann et al., 2001).

Polynukleotidové sondy se skladaji z téméf plné délky 16S nebo 23S rRNA gent.
Nicméné¢, sondy o této velikosti obsahuji mnoho konzervovanych oblasti a jsou pouze
schopné rozlisovat mezi vzdalené piibuznymi skupinami, jako jsou bakterie. Kratsi
polynukleotidové sondy, které cili na definované variabilni oblasti pfiblizn¢ 250 nukleotidt

23S rRNA, umoziuji rozlisit rody jednotlivych bakterii (Amann et al., 2001).
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Tradi¢né¢ znacené DNA sondy hybridizuji s jejich komplementarnimi cilenymi
nukleovymi kyselinami (Moter and Gébel, 2000). Dale mohou byt pouzity PNA sondy. Jsou
to DNA analogy, mnohem chemicky stabilnéj$i nez oligonukleotidy, protoze neexistuje zadné
elektrostatické odpuzovani mezi sondou PNA a zdporn¢ nabitymi cukernymi fosfaty cilové
molekuly (Malic et al., 2009; Amann et al., 2001).

Ve srovndni s tradi¢nimi sondami DNA, PNA sondy maji vynikajici hybridiza¢ni
vlastnosti, v¢etn¢ vyssi piesnosti a lep$i hybridizaéni kinetiky, ktera je dana elektrickou
neutralitou PNA sondy. Hybridizace PNA sondou muze byt provedena VvV pufru s nizkym
obsahem soli, mize byt indukovan pokles stability sekundarnich struktur rRNA, coz
usnadnuje hybridizaci PNA sondy na méné pfistupnych cilech (Malic et al., 2009).

Fluorescen¢né znacené PNA sondy mohou nahradit oligonukleotidy (Amann et al., 2001).

3.3.3 Postup

Bakterie obsahuji 58S, 16S, 23S rRNA o délce pfiblizné 120, 1500 a 3000 nukleotidd.
V drtivé vétsing se aplikace FISH sondy zaméfuje na 16S rRNA. Veiejné databaze nyni
obsahuji 16S rRNA sekvence pro vétSinu péstovanych mikrobialnich druhti (Amann et al.,
2001).

Procedura zahrnuje kroky, které jsou zobrazeny na obrazku 2: fixaci vzorku; piipravu
vzorku; hybridizaci s ptislusSnymi sondami pro detekci odpovidajicich cilovych sekvenci;
kroky promyti k odstranéni nenavazanych sond (Moter and Gobel, 2000) a detekci znacenych

bunék mikroskopicky nebo pritokovou cytometrii (Amann et al., 2001).

FIXACE

PRIPRAVA
VZORKU

HYBRIDIZACE

PROMYVAN]

MONTOVANI

VIZUALIZACE

Obrazek 2 Schéma metody FISH (upraveno dle Moter and Gobel, 2000)
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1. Fixace a pfiprava vzorku
In situ hybridizace byla uspésné pouzita u vétsiny biologickych tkani, véetné celych
bunék, tkanovych fezli, chromozomu a izolovanych jader (Price, 1993). Pfed hybridizaci musi
byt bakterie fixovany a permeabilizovany pro pronikani fluorescen¢nich sond do buiky a pro
ochranu ribonukleové kyseliny (RNA). K fixaci lze pouzit srazeci ¢inidla, jako je ethanol
nebo methanol, a také lze pouzit ¢inidla, jako jsou aldehydy, nebo jejich smési. Fixac¢ni
podminky se mohou ligit v zavislosti na cilovém organismu a typu vzorku nebo tkang. Uginna
fixace je rozhodujici pro uspokojivé vysledky FISH. Optimalni fixace by meéla vést
k dokonalému proniknuti sondy a zachovani maximalni urovné cilové RNA (Moter and
Gobel, 2000).
2. Denaturace
Pted hybridizaci se dvoufetézova sonda a cilova DNA musi teplem nebo alkalicky
denaturovat. Casy a teploty pro tyto kroky se méni v zavislosti na typu sondy a typu tkang,
s cilem zachovani integrity tkané a maximalizaci u¢innosti hybridizace. Hybridiza¢ni kroky se
obvykle provadi v malém objemu pufru (10-20 ul) prekryvajici tkan¢. Denaturace preparatu
se uskute¢niuje v horkém roztoku formamidu (Price, 1993).
3. Hybridizace
Hybridizace musi byt provadéna za ptisnych podminek pro spravné nasedani sondy
k cilové sekvenci. Samotnd hybridizace se uskuteciiuje ve vlhké tmavé komitrce pii teploté
37-50 °C. Na zakladé pouzité sondy se mize pohybovat od 30 minut az po nékolik hodin
(Moter and Gdobel, 2000).
4. Promyvani
Sklicka se kratce oplachnou destilovanou vodou, aby se odstranily nenavazané sondy
(Moter and Gaobel, 2000).
5. Vizualizace
Po promyti jsou hybridizované sekvence detekovany piimo (Price, 1993). Pro
mikroskopii mize byt pouzit konvenéni epifluorescencni mikroskop. Pouziti CCD kamery
a ptislusného softwaru pro analyzu obrazu, umoziuje digitalizaci a manipulaci s obrazky. Je
to v soucasné dobé& nejvice citlivy systém a miize byt uzitecny pro kritické vzorky, u nichz se
ocekavd nizkd intenzita signalu. Pouzivd se pro mikroskopické stanoveni poctu
mikroorganismi (Moter and Goébel, 2000).
Dals8i mikroskop pouzivany pro FISH je konfokalni laserovy skenovaci mikroskop
(CLSM). FISH signaly lze zaznamenat také pomoci prutokového cytometru a i kdyz

neposkytuje zadné informace o morfologii ¢i prostorovém rozlozeni mikroorganismii, muaze
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to byt uzitecné pro automatizované, kvantitativni analyzy bakterii v suspenzi (Moter and

Gabel, 2000).

25



4 Sensory

Sensory jsou zafizeni, kterd zaznamenavaji fyzikdlni, chemické nebo biologické
zmény a preménuji je na méfitelny signal. Sensor obsahuje rozpoznavaci prvek, ktery
umoziuje selektivni odezvu na urcity analyt nebo skupinu analytt. Dalsi hlavni soucast
sensoru je pievodnik nebo detekéni zafizeni, které vytvaii signal. Signdlovy procesor
shromazd’uje, zesiluje a zobrazuje signal (Ronkainen et al., 2010).

Biosensory pro bakterialni detekci obecné zahrnuji biologickou rozpoznavaci slozku,
jako jsou receptory, nukleové kyseliny nebo protilatky, v tésném kontaktu s vhodnym
prevodnikem (Ivnitski et al., 1999; Lazcka et al., 2007). V zavislosti na zpusobu pfenosu
signalu, lze biosensory rozdélit do ¢ty zakladnich skupin: elektrochemické, optické,
hmotnostni a kalorimetrické (lvnitski et al., 1999).

Krom¢ toho, mohou byt biosensory klasifikovany do dvou S$irokych kategorii:
biosensory pro piimou detekci cilového analytu a biosensory s nepfimou (znac¢enou) detekci.
Ptimé biosensory jsou navrzeny takovym zptsobem, ze se biologicky specifické reakce primo
stanovuji v redlném Case méfenim fyzikalnich zmén vyvolanych tvorbou komplexu. Nepiimé
detekéni biosensory jsou ty, ve kterych probihaji pfedbézné biochemické reakce a produkty
této reakce jsou pak detekovany snimacem (Ivnitski et al., 1999).

Hlavni typy ran, které nejvice vyuzivaji sensorovou technologii, jsou chronické viedy
a v men$i mife infikované akutni rany a velké popaleniny v plné tloust'ce. Chronické viedy
jsou obtizné 1é¢itelné, vysoce nachylné k infekci a mohou zpusobit dlouhodobé utrpeni pro

pacienta (Dargaville et al., 2013).

4.1 Elektrochemické biosensory

Elektrochemické biosensory kombinuji citlivost elektroanalytickych metod s vlastni
bioselektivitou biologické slozky. Biologicky ekvivalentni prvek (enzym, protein, protilatka,
nukleova kyselina, bunka, tkan nebo receptor) selektivné reaguje s cilovym analytem
a produkuje elektricky signal, ktery souvisi s koncentraci zkoumaného analytu a je
monitorovany elektrochemickym prevodnikem (Ronkainen et al., 2010).

Schéma elektrochemického biosensoru je zobrazeno na obrazku 3.
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Obrazek 3 Schéma biosensoru s elektrochemickym pievodnikem (upraveno dle Ronkainen et al., 2010)

Techniky jsou obecné klasifikovany podle sledovaného parametru: proud
(ampérometrické), potencial (potenciometrické), nebo impedance (impedimetrické) (Lazcka
et al., 2007; Ahmed et al., 2014; Ronkainen et al., 2010; Pohanka and Skladal, 2008).

Ve srovnani s optickymi metodami umoziuje elektrochemie pracovat se zakalenymi
vzorky a potizovaci cena zafizeni je mnohem niz$i. Na druhé strané elektrochemické metody
predstavuji pone¢kud omezenou selektivitu a citlivost nez metody optické (Lazcka et al.,
2007).

Elektrochemické sensory jsou soucasti elektrochemického ¢lanku, ktery se sklada bud’
ze tii, nebo ze dvou elektrod. Typicky elektrochemicky ¢lanek se tfemi elektrodami se sklada
z pracovni elektrody, referen¢ni elektrody a pomocné elektrody. Pracovni elektrodu tvoii
chemicky stabilni pevny, vodivy material jako je platina, zlato nebo uhlik. Referencni
elektroda je argentchloridova a u pomocné elektrody se vétSinou jedna o platinovy dratek.
Systém dvou elektrod ma pouze pracovni a referenéni elektrodu (Ronkainen et al., 2010).

Vétsina biosensort vyuziva elektrochemickou detekci kvili nizké cené, snadnosti
pouziti, pfenosnosti a jednoduchosti konstrukce (Ronkainen et al., 2010).

Tyto sensory se staly nejvice rozvinutou skupinou s nejvétsim komerénim tspéchem
a to predev§im z diivodu ampérometrického biosensoru pro stanoveni glukézy piimo z krve

(Ahmed et al., 2014).

4.1.1 Potenciometrické biosensory

Potenciometrické sensory jsou zalozeny na bezproudovém méfeni rozdilového
potencialu mezi méfici a srovnavaci elektrodou (Kimmel et al., 2013; Ronkainen et al., 2010).
Pro méfeni potencidlu v roztoku se pouzivaji iontové selektivni elektrody na zakladeé
specifické interakce s ionty v roztoku (Ahmed et al., 2014; Pohanka and Skladal, 2008). Tato
metoda méfi zménu potencidlu, ktera se vyskytuje po rozpoznani analytu na pracovni

elektrodé. Ackoli je potenciometrie Siroce pouzivana V oblasti biosensort, ptiklada
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potenciometrickych biosensort pro detekci celych bakterialnich bunék je malo. Ve srovnani
S jinymi metodami, jako je impedimetrie, nemize potenciometrie poskytovat specifické

a citlivé signaly pro velké analyty, jako jsou bakterie (Ahmed et al., 2014).

4.1.2 Ampérometrické biosensory

Tato technika byla bézné pouzita ke stanoveni Siroké $kaly analytl, vcetné celych
bakterii. Ampérometrické biosensory jsou zaloZeny na pfimém méfeni proudu, prochazejiciho
mezi dvéma elektrodami ponofenymi do roztoku elektrolytu (Ahmed et al., 2014). Zmény
proudu jsou sledovany piimo s ¢asem, zatimco u pracovni elektrody je vzhledem k referenéni
elektrod¢ udrzovan konstantni potencial (Ronkainen et al., 2010; Thévenot et al., 2001).
Slozka bioreceptoru je bézné enzym, jako je glukosooxidasa. Generovany proud je piimo
umérny koncentraci analytu, a proto je ur¢eni snadné (Ahmed et al., 2014; Thévenot et al.,
2001). Ampérometrické biosensory maji vybornou citlivost (Ahmed et al., 2014; Pohanka and
Skladal, 2008).

4.1.3 Impedimetrické biosensory

Impedimetrické biosensory zaznamenavaji bud’ impedanci (Z) nebo odpor komponent
(R) a kapacitu (C). Indukénost ma minimélni vliv v typickém elektrochemickém uspotadani
(Pohanka and Skladal, 2008).

Inverzni hodnota odporu se nazyva konduktance a z tohoto divodu se takové systémy
oznacuji jako konduktometrické (Pohanka and Sklédal, 2008).

Impedimetrické biosensory maji dvé elektrody s aplikovanym stfidavym napétim,
pouzivaji se amplitudy od né€kolika do 100 mV (Pohanka and Skladal, 2008).

Impedimetrické biosensory jsou velmi slibnou volbou pro detekei celych bakterii, jsou
mén¢ ndkladné nez jiné systémy, vysoce citlivé, a nejsou ovlivnény ptitomnosti jinych

analytii nebo barevnych latek v matrici vzorku (Ahmed et al., 2014).

4.2 Optické biosensory

Optické snimace jsou zvlasté atraktivni pro aplikaci pfimé detekce bakterii. Tyto
sensory jsou schopné detekovat malé zmény v indexu lomu nebo tloustky, k nimZ dochazi,
kdyZz se bunky vazi na receptory imobilizované na meéfici ploSe. Nejjednodussi opticke
biosensory méfi zménu fluorescence nebo, méné cCasto, absorbance nebo luminiscence na

povrchu biosensoru po rozpoznani analytu (Ivnitski et al., 1999).
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4.2.1 Piezoelektrické biosensory

Piezoelektrické biosensory detekuji zménu rezonancni frekvence, na kiemenné
krystalové mikrovaze, ktera je vysledkem zmény hmoty na povrchu sensoru v disledku vazby
analytu (Ivnitski et al., 1999; Lazcka et al., 2007).

4.2.2 Fluorescence

Fluorescence nastane, kdyz je valenc¢ni elektron excitovan z jeho zakladniho stavu do
stavu excitovaného. EXxcitace je vyvolana absorpci svétla s dostateCnou energii. Kdyz se
elektron vrati do svého pivodniho zakladniho stavu, emituje foton na nizsi energii. Dal§im
dalezitym rysem fluorescence je mald tepelna ztrita a rychld emise svétla po absorpci
(<10 ns). Vyzafené svétlo ma delsi vlnovou délku nez absorbované svétlo, protoze cast

energie je ztracena kvili vibracim (Lazcka et al., 2007).

4.2.3 Luminiscence

Luminiscence muze byt rozdélena do dvou ¢&asti. Jedna se o chemiluminiscenci
a bioluminiscenci. Na rozdil od fluorescence jsou excitované stavy zpusobeny chemickou
reakci a tyto excitované stavy emituji svétlo pii navratu do zakladniho stavu (Koyun et al.,
2012).

Bioluminiscen¢ni mikrobialni biosensor méfi zménu luminiscence vyzafovanou

zivymi mikroorganismy (Su et al., 2011).

4.2.4 Absorbance

Atom nebo molekula pohlcuje svételnou energii (absorbance). Molekula piebira tuto
energii a pfemistuje se do vysSiho excitovaného energetického stavu ze stavu plvodniho.
Opticka vladkna detekuji pfenasené a rozptylené svétlo skrz vlakno a pak mohou byt ziskany

hodnoty absorbanci (Koyun et al., 2012).

4.2.5 SPR biosensory

Biosensory SPR méfi zmény indexu lomu zpiisobené strukturdlnimi zménami
v blizkosti tenkého kovového povrchu. Aktudlni néstroje funguji ndsledovné. Sklenéné deska
pokryta tenkou vrstvou zlata je ozatfovana ze zadni strany p-polarizovanym svétlem (z laseru)
ptes hemisfericky hranol a odrazivost je méfena jako funkce thlu dopadu (Lazcka et al.,

2007).
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4.3 Kalorimetrické biosensory

Pomoci kalorimetrickych biosensori méfime zmény entalpie v redlném Case

v biochemickych reakcich a tepelné vlastnosti biologickych tekutin (Zhang et al., 2004).
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5 Biosensory pro detekci bakterii v ranach

5.1 Sensor z uhlikovych vlaken pro elektrochemickou detekci pyocyaninu
produkovaného Pseudomonas aeruginosa (1)

Pyocyanin (1-hydroxy-5metylfenazin) je produkovan Pseudomonas aeruginosa béhem
kolonizace rany. Je derivatem fenazinu a zplsobuje charakteristické modré zbarveni pfi

infekcich ran. Jeho detekci se ve své studii zabyvaji Sharp et al. (2010).

KONTAKT S MERICIM PRISTROJEM ———————»

' / SENSOR Z UHLIKOVYCH

VLAKEN

SNIMACI OKNO

= —— v IZOLACNI LAMINAT

Obrazek 4 Slozeni sensoru z uhlikovych vlaken (upraveno dle Sharp et al., 2010)

Oxidac¢né redukéni vlastnosti fenazinu jsou zhodnoceny metodou cyklické voltametrie.
Pro detekci pyocyaninu byl navrzen sensor z uhlikovych vldken, ktery je zndzornén na
obrazku 4. Oxidace pyocyaninu byla detekovana metodou square wave voltametrie (SWV).
Timto zpsobem doslo k detekci pyocyaninu i pfi biologicky relevantnich koncentracich.

Metodou SWV byl ziskéan jediny prudky oxida¢ni pik pozorovany pii -0,17 V, ktery
byl pfipisovan pouze oxidaci pyocyaninu. Navrzené uspofadani umoznilo linearni
kvantifikaci pyocyaninu od 1 uM do 100 uM v roztoku.

Navrzeny sensor ma schopnost detekovat pyocyanin i v pfitomnosti dal$iho pigmentu

(pyomelaninu) produkovaného Pseudomonas aeruginosa.

5.2 Sensor z uhlikovych vlaken pro elektrochemickou detekci pyocyaninu
produkovaného Pseudomonas aeruginosa (2)

Sismaet et al. (2016) navrhli sensor pro detekci pyocyaninu ve 14 vzorcich tekutiny
z rany a biofilmu od 12 pacientl. Vyzkum se uskutecnil prostiednictvim studie o etiologii

a 1éc¢be¢ ran (WE-HEAL).
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Podle standardnich pracovnich postupi pro studii WE-HEAL byly vzorky z rany
odebrany bud’ stérem za pomoci tamponu, nebo technikou Levine. Tato technika byla dobie
ovéfena, aby byla zajiSténa standardizace u vSech vzorkli shromazdénych ve studii. Po odbéru
byly tampony okamzit¢ umistény do odstiedivych filtri o velikosti pora 0,65 um. Vzorky
byly centrifugovany rychlosti 12 000 ot/min po dobu 4 minut, aby se extrahoval exsudat rany
a odstranily se bunééné a fibrindzni zbytky. Vzorky byly skladovany pii teploté -80 °C az do
analyzy.

Pro detekci pfitomnosti pyocyaninu v klinickych vzorcich byly pouzity jednorazové,
tisténé sensory. Tisténé sensory jsou slozeny ze dvou elektrod. Pracovni elektroda je z uhliku
a referencni je Ag/AgCl.

Pro kazdy test bylo na pracovni elektrodu pipetovano 7,5 ul exsudatu z rany, coz je
minimalni objem tekutiny potiebny pro uspéiné méfeni. Kazdy klinicky vzorek byl testovan
dvakrat s pouzitim nového sensoru. Data byla analyzovana dvéma nezavislymi vysetfovateli
za pouziti produktu OriginPro 9.1.

Oxida¢ni pik pyocyaninu byl zaznamenan pii -0,25 V vs. referencni elektroda
0,030 pA. Ze 14 vzorki bylo 8 testovano pozitivné na pfitomnost pyocyaninu.

Ve srovnani s genetickymi metodami a detekci sekvence 16S rRNA mél
elektrochemicky sensor pro detekci pyocyaninu citlivost 71 % a specificitu 57 %, coz
naznaCuje, ze muze byt uZzitetny pii screeningu pritomnosti Pseudomonas v tekuting
z lidskych ran. Jedna z obav tykajicich se uzite¢nosti elektrochemickych sensort pro testovani
lidskych vzorkt je, ze mohou existovat i jiné molekuly, které mohou nepfiznivé ovliviiovat
vykonnost sensort. Lidské vzorky casto obsahuji polymikrobidlni fléru vcetné vzorku
z ran. Navzdory polymikrobialni povaze vzorkt z lidské rany nebyly v testovanych vzorcich
bakterie Escherichia coli a Staphylococcus aureus, také nevykazuji redoxni vrcholy ve
sledované oblasti pro pyocyanin. U né€kterych vzorkl autofi pozorovali malé posuny v misté
pyocyaninového vrcholu.

Dnesni standardni klinické postupy pro identifikaci bakterii stale spoléhaji na
kultivacni nebo molekularné biologické metody, které vyzaduji n€kolik hodin ¢i dni, nez je
mozné identifikovat bakterie. Elektrochemické sensory nabizeji jednoduchou a nenakladnou

alternativu pro okamZitou identifikaci pfitomnosti bakterii.
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5.3 Integrované elektrochemické sensory z uhlikovych vlaken pro snimani
ran

Podstatné divody pro volbu rozkladu uratu spocivaji ve skutecnosti, ze molekula ma
pro pacienta vyznamnou fyziologickou roli a je degradovana nékterymi patogennimi
a oportunné patogennimi bakteriemi. Touto problematikou se zabyva studie autord Sharp et
al. (2008).

Dalsi moznosti je, Ze lokalni spotfeba uratu se mize v principu vyskytnout tam, kde
nékteré bakterialni kolonie efektivné metabolizuji urat. Urdt je koneénym produktem
purinového katabolismu u cClovéka a v séru je piitomen v relativné velké koncentraci
(150-420 pM). Mnoho patogennich a oportunné patogennich mikroorganismii ma schopnost
metabolizovat kyselinu mocovou, nejdulezitéjsi jsou Staphylococcus aureus a Pseudomonas
aeruginosa. Oba rychle metabolizuji kyselinu mo¢ovou prostiednictvim syntézy mikrobialni
urikazy. Mikrobialni urikaza metabolizuje kyselinu mo¢ovou na alantoin.

Schéma ptipravy (laminace uhlikovych vlaken) a proces sniméni je uveden na obrazku

5A a 5B. Sensor je vlozen do bézné adhezivni naplasti a nahrazuje v ni absorpcni slozku,

kterd je tradi¢né€ spojend s druhou.

Obrazek 5 A Schéma procesu laminace; B Prototyp snimaci sestavy. (1) otvor pro ranu, (2) lepici naplast, (3)
izola¢ni laminat, (4) snimac z uhlikovych vlaken, (5) snimaci okno, (6) bariéra acetatu celulozy, (7)

kombinovana Ag/AgCl referenéni elektroda, (8) kontakty pro métici zatizeni (Sharp et al., 2008)

Elektrochemicka méfeni byla provedena pomoci pAutolab typu Il pomoci
konfigurace dvou elektrod sestavajici z pracovni elektrody z uhlikovych vlaken a chlorido-

sttibrného dratu jako kombinované kontrolni/referencni elektrody.
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Jediny ostry vrchol je pozorovan pii +0,23 V, coz se pfipisuje oxidaci uratu.
Anodizovani uhlikovych vldken vyvolalo podstatny narast velikosti piku uratu, jak je popsano
na obrazku 6. Potvrzeni, ze ostry vrchol pii + 0,23V je skute¢né urat bez piispévku askorbatu,
byl poskytnut opakovanim ale s vyrazné zvysenou koncentraci askorbatu.

Askorbat se objevuje jako Siroky vrchol (+0,03V). To zdlraziuje, ze dokonce i za
pritomnosti velké koncentrace askorbatu je stile mozné jednoznacné posoudit koncentraci

uratu a je ve vyrazném kontrastu.

_Reakc egmo‘diﬁkovaného uhliku E
—

50 uA

Reakce nemodifikovaného uhliku

—— r . - —

06 04 02 00 02 04 06 08 1.0
Potencial/V

Obrazek 6 Square wave zaznam - stanoveni uratu (upraveno dle Sharp et al., 2008)

Vzhledem k tomu, Ze sensor milZe jasné detekovat urat v komplexnim biologickém
vzorku, dalsi problém, ktery je tieba feSit, se tyka toho, zda je nebo neni skute¢né schopen
sledovat urat v pocatku. Aby se tento problém vyiesil, byl povrch elektrody pokryt
celulézovym acetatem, ktery pulsobil jako ochrannd bariéra. Rozdil v charakteristikdch
odezvy, mezi modifikovanym sensorem celuldzy a nepokrytym systémem, je vyznacen pouze
malou ztratou vykonu (-20 %).

Sensor z uhlikovych vldken se ukdzal jako schopny vSestranny snimaci systém.
Modifikace uhlikovych vlaken bud’ pied, nebo po laminaci, poskytuje citlivou detekci uratu.

Béhem tohoto Setieni nevykazovaly vyrabéné sensory zadné znamky nestability nebo
degradace. Navrhovany elektrochemicky systém jasné nabizi silny zaklad pro kvantitativni

technologie inteligentniho obvazu.
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5.4 PIné mikrofabrikovany elektrochemicky sensor pro detekci methicillin
rezistentniho Staphylococcus aureus

Koydemir et al. (2014) uvadi studii zabyvajici se detekci methicillin rezistentniho
Staphylococcus aureus mikroelektrochemickym sensorem (LECS). Tato platforma je schopna
elektrochemicky snimat cilovy analyt v mikrofluidnim reaktoru bez pouziti objemnych
elektrod. V experimentech byla testovana funk¢énost sensoru pro detekci specifickych DNA
sekvenci genu mecA (indikator rezistence na methicillin).

Tato prace piedstavuje prvni uECS vyuzivajici mikrofluidni kandly s referen¢nimi
(stiibro), pracovnimi (zlato) a kontrolnimi (platina) elektrodami pro detekci MRSA, ktery

muzeme vidét na obrazku 7.

KONTAKTNI PODLOZKY
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Obrazek 7 Schematické znazornéni nECS (upraveno dle Koydemir et al., 2014)

Hoechst 33258 je fluorescen¢ni barvivo, které se selektivné vaze do malého Zlabku
dsDNA, zejména v oblasti dvojitého helixu DNA bohaté na A-T. Obrazek 8a zobrazuje
povrchovy modifikacni mechanismus, kde bylo barvivo Hoechst 33258 pouzito jako redoxni
indikator pii elektrochemické detekci. Pro aktivaci sensoru jsou provadény pievazné dva
kroky: (1) samovolné sestavena monovrstva na zlaté elektrodé prostfednictvim interakce
thiol-DNA a (2) DNA hybridizace a adsorpce barviva 33258.

Protokol je nésledujici: na sensor bylo pipetovano 70 pM roztoku DNA a inkubovéano
ptes noc pro adsorpci thiolovych molekul na povrchu zlata. Poté byl sensor proplachnut
roztokem pro odstranéni nenavdzané DNA. Poté byla provedena hybridizace ve

fyziologickém roztoku pufrovanym fosfatem (PBS1) po dobu tii hodin pii 37 °C za ucelem
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dosazeni hybridizace. Nasledn¢ bylo pfidano barvivo Hoechst 33258. Na obrazku 8b je
znazornén postup pouziti sensoru pro detekci cilové DNA s enzymatickym znacenim
kienovou peroxidazou. PCR produkty byly pied hybridizaci 10krat zfedény. Ziedéné PCR
produkty byly smichany s biotinylovanou reportérovou sondou (100 nM) v PBS2
a ponechany pét minut pti 80 °C. Tato smés byla ochlazena na pokojovou teplotu a vloZena
na povrch sensoru po dobu dvou hodin. Po inkubaci byl sensor proplachnut PBS1. 1% roztok
BSA byl inkubovan jednu hodinu na elektrodé¢ za ucelem blokovani zbyvajicich aktivnich
mist. Potom byly elektrody inkubovany s 2 ul streptavidinu-HRP konjugatu po dobu péti

minut. Po oplachnuti sensoru byla provedena elektrochemicka detekce.
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Obrazek 8 Mechanizmy povrchové modifikace pro (a) detekci zaloZzenou na redoxnim markeru a (b) detekci na
bazi enzymu: (1) kroky pfipravy vzorku véetné€ 1yzy bunék, izolace DNA, PCR a inkubace s biotinylovanou
reportérovou sondou, (2) konjugace HRP molekuly streptavidinu a (3) povrchova aktivace pomoci SAM

a celého DNA testu pro enzymatickou detekei (upraveno dle Koydemir et al., 2014)

Zmény vrcholovych proudd byly pro rizné koncentrace genu mecA analyzovany
diferen¢ni pulsni voltametrii. Vrcholovy proud se zvysuje spolu s koncentraci cilové DNA.
Ptredpoklada se, Ze to je zpisobeno nasycenim molekularni adsorpce na zlaté elektrodé.

Specifita sensoru byla demonstrovana tfemi sekvencemi DNA, konkrétné¢ mecA
genem, ktery je bézny u S. aureus a S. epidermis, genem femA u S. aureus a genem femA

u S. epidermis.
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Ukazalo se, ze pomoci tohoto sensoru bylo mozné detekovat méné nez 0,01 nM
syntetického DNA. pECS navrzené v této studii ma vyssi citlivost nez u srovnatelnych studii

v literatufe. Omezeni tohoto uECS spociva v tom, ze vyzaduje piipravu vzorku.

5.5 Elektronicky nos

V tomto vyzkumu popisuji Yusuf et al. (2014) vyuziti elektronického nosu.

V priubéhu let pocet pacienti s diabetus mellitus rychle roste. Tato chronicka nemoc
vede k riznym komplikacim. Aby se zabranilo zhorSeni, méla by byt jako moderni l1¢kaiska
kontrolni metoda pouzivana rychla detekce infekce. To lze provést pomoci e-nosu, jako je
Cyranose320 nebo PENS3, kde jsou ruzna pole plynovych sensortu k detekci pacht uvolnénych
bakteriemi na infikované noze.

E-nos napodobuje ¢ichovy systém u ¢lovéka k odhaleni pacht a klasifikuje je jako
vini. Rizné sensory detekuji specificky zapach a kazdy z nich mé odlisné vzory selektivity
a ur¢itou prahovou hodnotu pro oznaceni a zpracovani vyhodnocené informace o zapachu,
ktery e-nos detekuje. Ptfi porovnani moderniho zpusobu detekce e-nosu v diagnostice
infikované diabetické nohy v redlném case s tradicni metodou, moderni detekce jasné

poskytuje spolehlivé vysledky za kratsi dobu.

55.1 PENS3

Vzorek bakterii je umistén uvniti pln€ zakrytého kontejneru, takZe bakterialni pachy
nejsou uvolnény do okolniho vzduchu. Zafizeni PEN3 je zobrazeno na obrazku 9. Vzhledem
k tomu, Ze sbér dat probiha v ¢asovém intervalu 0,5 s po dobu 60 s, kazdy sbér dat z PEN3

produkoval 120 ¢iselnych dat. Pro analyzu dat se pouZziva pouze poslednich 20 dat, které jsou

od 50 do 60 s.

Obrazek 9 Zatizeni PEN3 pro sbér dat (Yusuf et al., 2014)
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Od 6. do 24. hodiny jsou bakterie klasifikovany do odpovidajicich skupin, K zafazeni

dochazi jiz po prvnich 6 hodinach.

5.5.2 Cyranose320
Vzorek bakterii je umistén uvnitt plné zakrytého kontejneru stejné jako PEN3. E-nos
byl nastaven na 37 °C, coz je optimalni teplota pro rist bakterii. Obrazek 10 znéazoriuje

zatizeni pro sbér dat pomoci programu Cyranose320.

Obrazek 10 Zatizeni Cyranose320 pro sbér dat (Yusuf et al., 2014)

Data byla shromaZzdéna po 6., 12., 18., 24., 30. a 36. hodiné. Riizné skupiny bakterii
mohou byt rozdéleny do riznych oblasti na poc¢atku 6. hodiny ristu bakterii. Tato zjisténi
ukazuji, ze presné klasifikace bakterialnich druhii lze dosdhnout i v prvnich
6 hodinach rtstu bakterii.

Ze studie Ize vyvodit zavér, ze oba e-nosy jsou schopné napodobit lidsky smysl pro

pach a jsou uzitecné pro detekci bakterii viedi diabetické nohy.

5.6 Elektrochemicky sensor pro detekci bakteridlnich virulen¢nich
faktora Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa
Thet et al. (2015) vypracovali studii zabyvajici se elektrochemickym sensorem pro
detekci bakterialnich virulen¢nich faktort.
Kazda polyesterova deska obsahuje tii planarni elektrody tisténé se zlatym polymerem
(pracovni elektrodou), AQ/AQCIl (referenéni elektroda) a uhlikem/grafitovymi pastami
(protielektroda). Méteni diferencidlni pulzni voltametrii bylo provadéno pii pokojové teploté

za pouziti potenciostatu pAutoLab (typ III).
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Supernatant ze tii kment, S. aureus (USA300), P. aeruginosa (PAO1) a oslabeny
kmen E. coli (DH5a) jako kontrola, byl pouzit ke studiu jejich lipolytické aktivity.

Rhamnolipidové a delta toxiny jsou primarni exotoxiny, ale pfesné mnozstvi téchto
toxinl produkovanych bakteriemi neni znamo. Pro zjisténi ucinku exotoxini na PFC vezikuly
byly extrahovany supernatanty ze tii bakterii, tj. E. coli DH5a, P. aeruginosa PAO1l
a S. aureus USA300. Byla prokazdna selektivita mezi patogennimi a nepatogennimi
bakteriemi (obrazek 11A). Muzeme jasné vidét pozitivni reakce na P. aeruginosa PAO1
a S. aureus USA300 a naopak negativni vysledek u kontroly a u E. coli DH5a. 10%
supernatant S. aureus USA300 poskytl ptirtstek proudu 0 0,4 pA (obrazek 11B). Naproti

tomu u P. aeruginosa PAO1 byla odezva niz$i. Pii nejvyssi zkousené koncentraci 30 %

00,5 pA.
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Obrazek 11 Histogramy znazoriiujici reakce redoxniho proudu na supernatanty bakterii (upraveno dle Thet et al.,
2015)

Navrhovany test miize detekovat purifikované exotoxiny bakterialniho piivodu, stejné
jako Siroké exotoxiny z bakteridlnich supernatanti. Nizkondkladovd, selektivni
a elektrochemicka kontrola navrzeného sensoru pro in vivo signalizaci infekce by mohla byt

hlavni vyhodou pro budouci vyvoj inteligentnich obvazl na rany.

5.7 Sensorové materialy pro detekci aktivity lidské neutrofilni elastazy
a aktivity katepsinu G v tekutiné z rany
Neutrofilni granulocyt je prvni nukleovana buiika, kterd infiltruje ltizko rany poté, co
je porusena celistvost kiize. Hlavnim tkolem neutrofilti v misté¢ infekce je dekontaminovat
otevienou ranu ni¢enim napadajicich mikrobut. Lidska neutrofilni elastaza (HNE) a katepsin G
(CatG) jsou dva enzymy fady chymotrypsint, které jsou uloZeny v primarnich granulich
polymorfonuklearnich neutrofilt (PMN). Rada studii zjistila signifikantné zvy$ené praimérné

hladiny aktivity HNE u tlakovych viedl a viedii na nohou.
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V této studii popisuje Hasmann et al. (2011) detekci HNE a CatG pomoci sensorovych
materiald.

Kapaliny ze Sesti poopera¢nich ran, dvou ran s tlakovymi viedy, Sesti hlubokych vieda
a Ctyf viedd na nohou byly shromazdény a analyzovany biochemickymi technikami. Exsudaty
byly odebirany pfimo z povrchu rany pomoci jehel nebo 1zice pied kazdodennim oSetfenim.
Navic byly odebrany vzorky z deviti puchyia.

Cinnosti lidské neutrofilni elastiazy a katepsinu G byly stanoveny piimo v kapaling
rany (tabulka 2). Vyrazné vyssi aktivita HNE a CatG byla zjiSténa u infikovanych ran ve
srovnani s neinfikovanymi poranénimi. Mezi puchytky a neinfikovanymi poopera¢nimi nebo
chronickymi ranami byl signifikantni rozdil v hladinach enzymi. Nebyly vSak signifikantni

rozdily v hladinach enzymi u infikovanych chronickych ran nebo pooperacnich ran.

Tabulka 2 Aktivita HNE a CatG ve vzorcich (upraveno dle Hasmann et al., 2011)

Klinicky popis rany Infikovana Neinfikovana
Puchyt 0 9

Pooperacni rany 3 3

Viedové rany 2 0

Hluboké viedy 2 4

Bércovy vied 2 2

Aktivita HNE [U/ml] 22,97+13,27 2,89+1,27
Aktivita CatG [U/ml] 50,85+36,76 7,05+4,93

Peptidové substraty pro tyto dva enzymy byly Uspé€Sné imobilizovany na rtznych
povrsich, vCetné kolagenu, modifikovaného kolagenu, polyamidovych polyestert a silikagelu.

Inkubace imobilizovanych substrati se vzorky kapaliny rany na silikagelu po dobu
24 hodin vedla k uvolnéni p-nitroanilidu a tim k zabarveni supernatantu v piipadé
infikovanych vzorkd.

Uspésna hydrolyza peptidového substratu byla pozorovana v piipadé infikovanych
poranéni ran a HNE. Pouze mirnd hydrolyza byla pozorovana v piipad¢ neinfikovanych
infiltracnich poranéni.

Polyamid a polyestery jsou Siroce pouzivané materidly integrované v obvazech. Po
inkubaci s infikovanymi a neinfikovanymi vzorky ran byl pozorovan jasny rozdil v hydrolyze
substratu a tvorbé barev. V pfipad¢ enzymaticky modifikovanych materiali bylo dosazeno

vyznamné vys$i hydrolyzy vazaného substratu HNE ve srovnéni s povrchy bez modifikace.
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Zjistilo se, ze HNE je na pocatku infekce zvySena. Proto byl enzym navrzen jako
diagnosticky marker pro detekci infekce rany. Detekce enzymid HNE a CatG v kapaliné ran
by mohla poskytnout varovani v raném stadiu infekce rany, z divodu jejich zvysené hladiny.

V ptipad¢ obvazli na rany by imobilizace peptidovych substrati pro HNE a CatG pro
integraci piimo do obvazli méla silné vyhody. Na rozdil od in vitro testi enzymové aktivity

by online sledovani infekce rany zabranilo manipulaci s tekutinami rany.

5.8 Elektronicky nos

Setkus et al. (2006) ve své studii popisuje systém umélého nosu (elektronicky nos,
EN), ktery je navrzen jako slibnd technologie pro lékarskou diagnozu. Systémy EN jsou
zalozeny na plynné citlivych strukturdch, které nejsou selektivni viici urcitému plynu,
a obecné kazdy z téchto sensorti reaguje na rizné plyny. EN detekuje a rozpoznava smés
tékavych organickych sloucenin ve vzduchu a v dasledku toho identifikuje kmen infekénich
agens, ktery vytvaii jedine¢ny sbér produktl ve vzduchu, které mohou byt piijaty jako marker
infekce.

Pro soucasnou praci byly vybrany tii typy infek¢nich agens, jmenovité Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus.

V této studii bylo prokdzano, Ze vnéjsi znazornéni aktivity bakterii t€kavymi produkty
je ovlivnéno relativni vlhkosti okolniho vzduchu a teplotou prostfedi. V diisledku toho musi
piesnost rozpoznani infekce velmi zaviset na stavu rany a na stavu pacienta obecné. Navic
charakterizace bakterii vystupnimi daty sensorového pole je vysoce ovlivnéna stupném rustu
kultury. Na zdkladé vysledkl této studie lze konstatovat, ze infekéni agens byly zcela

rozpoznatelné.

5.9 Porézni kiremikové rezonan¢ni mikrotvary pro detekci S. aureus

V této studii Krismastusi et al. (2016) navrhli a vyvinuli biosensor pro SrtA, ktery
nepiimo detekuje pritomnost S. aureus.

Snimaci platforma pouzita k detekci SrtA byla zalozena na fotonické struktuie pSiRM.
Struktura pSiRM mé vrstvu aktivni dutiny mezi dvéma distribuovanymi Braggovymi
reflektory, stfidajicimi se S vrstvami s vysokou poréznosti a nizkou poréznosti. Zvyseni
fotoluminiscence ze struktury pSiRM je zalozeno na spontanni emisi v aktivni vrstve.

Autofi prokazali schopnost pSiRM snimaci platformy detekovat pfitomnost SrtA
v komplexnich biologickych vzorcich, jako je chronicka tekutina z rany a bakteridlni

kultivacni médium. Zde se pouzila tekutinu z lidské rany, tekutina z lidskych ran
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naoCkovanou S. aureus po dobu 24 hodin, bakteridlni kultivatni médium a bakteridlni
kultivaéni médium inokulované S. aureus. Jasny fluorescen¢ni signdl byl jiz pozorovan
z pSiRM snimaci platformy inkubované s bakterialnim kultiva¢nim médiem po ptl hodiné
inokulace S. aureus odpovidajici koncentraci bakterii. Koncentrace S. aureus se zvySovala
s dobou inokulace. Inkubace roztoki s rostoucimi koncentracemi bakterii na pSiRM vedla ke
zvyseni intenzity fluorescence.

Fluorescen¢ni emise byla také detekovéana v tekutiné z lidskych ran, naockované S.
aureus po dobu 24 hodin. Porovnanim tekutiny z rany a bakterialniho kultiva¢niho média pro
stejny ¢as inokulace ukézal vzorek tekutiny z rany niz$i intenzitu fluorescence, coz naznacuje,
ze bakteridlni rist v kultivaénim médiu je rychlejs$i nez v tekutiné z rany. To se ocekava,
protoze kultivaéni médium mé optimalni podminky pro rast bakterii. Nicméné nase snimaci
platforma byla schopna detekovat SrtA piimo ve vzorku tekutiny z rany. Vysetiili se také
ucinky matrice, které mohou byt zptuisobeny jinymi biomolekulami v tekutin¢ z rany nebo
bakteridlnim kultivaénim médiu.

Fluorescencni signal generovany na vzorcich pSiRM vykazoval linearni vztahy
s koncentraci SrtA.

Zde popsany biosensor ma potencial stat se diagnostickym nastrojem pro urceni stavu
rany, ktery umoznuje rychlé lékaiské posouzeni.

Zavérem lze fici, Ze autofi prokdzali detekci bakteridlniho enzymu SrtA pouZitim
pSiRM modifikovaného fluorogennim SrtA peptidovym substratem. Detekci SrtA na bazi

fluorescence 1ze dosahnout pomoci fluorometru nebo konfokalniho mikroskopu.

5.10 Obvaz s lipidovymi vezikuly pro detekci S. aureus a P. aeruginosa

Patogenni bakterie pouzité v tomto experimentu, ktery provedli Zhou et al. (2011),
byly klinicky izolované kmeny S. aureus (MSSA 476) a P. aeruginosa (PAO1L), které byly
rezistentni na methicillin, a nepatogenni Escherichia coli (DH5a).

Zakladem detekéniho testu je, ze pii vysoké koncentraci je karboxyfluorescein
nefluorescencni. Po rozpadu zasobnikl lipidovych vacka bakteridlnimi toxiny se barvivo
ziedi a "zapne". Pokusy byly provadény na 96 jamkové desti¢ce. Barvivo bylo excitovano
svétlem pii 495 nm a emise méfeny pii 520 nm. Fluorescence byla zaznamenavéana kazdé
4 minuty a vynesena v zavislosti na Case.

Byla testovana citlivost vezikuli na bakterie a jejich schopnost rozliSovat mezi
nepatogennim kmenem E. coli a dvéma patogennimi kmeny (P. aeruginosa PAO1 a S. aureus
MSSA 476).
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Vysledky dale ilustruji, ze vezikuly mohou byt potazeny tkaninou a jsou citlivé na
patogenni bakterie, pokud jsou rozptyleny v pufru/bujonu. Zavére¢na cast studie testovala,
zda bunka modifikovand vezikuly by byla dostatecné citlivd na patogenni bakterie, aby
poskytla vizualni odezvu pfii slabém UV zafeni, aniz by se nezabyvala nepatogennim E. coli
(obrazek 12). Je tfeba poznamenat, ze test byl proveden pro velky pocet kmenu S. aureus
(vice nez 100 klinickych izolatl), stejné jako velké mnozstvi kmentd P. aeruginosa. Tato data

naznacuji, ze test je citlivy na 96 % nahodného sbéru klinickych izolata S. aureus (96/100).

Kontrola g# : ' E. coli Dh5a

P. aeruginosa 8 | S. aureus
PAO1 k& ¥ ) MSSA 476

Obrazek 12 Jednoduché prototypové obvazy: odezva modifikované tkaniny po riistu bakterii pfes noc na

polypropylenové tkaniné (upraveno dle Zhou et al., 2011)

Tento experiment poskytl jasny signdl, Ze by mohla byt vyrobena latka, kterd vykazuje

fluorescen¢ni odpovéd’ na patogenni bakterie.
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6 ZAVER

Je stale vice potfeba vyvijet nové technologie, které by mohly pomoci vcas odhalit
bakterie p¥itomné v chronickych ranach. Cim dfive se zjisti pfi¢ina infekce, tim diive mohou
byt podana pacientovi vhodna antibiotika a tim se mtize zabranit fatalnim nasledktim infekce,
jako je naptiklad amputace koncetiny. Rany se dé¢li z hlediska doby 1écby na rany akutni a
chronické, ale predev§im rany chronické predstavuji velké riziko.

Nejcastéji se vyskytujici bakterie v ranach jsou Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococus aureus a MRSA, ktery je rezistentni na methicillin. Rezistence na antibiotika je
¢im dal vétsi problém, protoZe bakterie jsou stale vice rezistentnéjsi a jejich 1éCba je proto

Jako ptiklady modernich metod, které se vyuzivaji k detekci bakterii, 1ze uvést
MALDI-TOF MS, FISH a PCR v redlném case. Detekce t€émito metodami je rychlejsi oproti
metodam kultivacnim, kde je potteba 1 n¢kolik dni. V préci je u kazdé z téchto metod napsan
princip a postup.

Cilem této prace bylo zpracovat studie na vyuziti jednotlivych biosensorti pro detekci
konkrétnich bakterii v ranach a zhodnotit vyhody a nevyhody. Bylo zpracovano celkem deset
studii, z nichz kazdd se zaméfuje na detekci konkrétniho mikroorganismu uréitym
biosensorem. Neékteré biosensory jsou zalozené na detekci urcitého markeru, ktery je typicky
pro bakterii. Markery, které jsou v praci detekovany, jsou naptiklad pyocyanin, urat, lidska
neutrofilni elastdza nebo katepsin G. Jiné sensory jsou zaloZeny na principu elektronického
nosu, ktery detekuje pach vylucovany konkrétnim mikroorganismem. Jednotlivé detekce se
jeste lisi v tom, zda je detekce nepfimé a nebo pfimo z exsudatu rany. U zpracovanych studii
je vzdy popsan vysledek, ke kterému autofi dospéli. Ze studii lze usoudit, Ze vétSina
biosensort jsou na takové trovni, Ze by mohly byt vhodné jiz k béznému uziti. Biosensory
jsou snadnou a levnou volbou pro detekci popsanych markerit a mohly by byt pouzity do

modernich obvazl pro detekci bakterii pfimo z povrchu rany.
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