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ANOTACE

Hlavni naplni této prace je shrnuti dostupnych informaci o moznostech detekce vybranych
bakterii pomoci biosenzort, které se jevi jako slibny nastroj pro v€asnou detekci nezadoucich
mikrobli. V prvni ¢asti jsou stru¢né zminéni nejcastéjsi ptivodci kontaminace potravin. Hlavni
¢ast je pak zaméfena na popis zdkladnich vlastnosti a soucasti biosenzord, a dale jsou zminény
konkrétni piiklady biosenzori, které byly zkonstruovany pro detekci bakterii.

KLiCOVA SLOVA

imunosenzory, biosenzory, patogeny potravin

TITLE

Biosensors for detection of foodborne pathogen

ANNOTATION

The main task of this thesis is to summarize available informations about detection of selected
bacterias by biosensors which are promising tool for early detection of undesirable microbes.
In the first part there are briefly mentioned most common food contamination agents.The main
part is focused on the description of basic properties and components of biosensors. And further
there are concrete examples of biosensors which have been constructed for the detection of
bacterias.

KEYWORDS

imunoassays, biosensors, foodborne pathogen
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Uvod

Prace se zabyva biosenzory pro v¢asnou detekci patogenti v potravinach, které by mohly byt
vhodnou alternativou k bézné¢ vyuzivanym metodam, které jsou ¢asové narocné. Nejprve je
prace zamétfena na popis vlastnosti a soucasti biosenzort, a nasledné na konkrétni piiklady
detekce patogentl.

Kontrola kvality potravin a priikkaz ptipadné bakterialni kontaminace je dulezity kvili stale
rostoucimu po¢tu onemocnéni zpiisobenych kontaminaci potravin [1]. Zatimco vétsina mikrobt
hraje v pfirodé¢ dilezitou roli, nékteré potencidlné skodlivé mikroby mohou kontaminovat
potraviny a vodu, a zpusobit tak fadu infekénich onemocnéni jak u zviftat, tak u lidi [2]. Pokud
se infekce vcas neléci, mize dojit az k fatalnim nasledkiim. Nejhorsi incident otravy z jidla,
ktery se stal ve Spojenych statech, byl zmékkych syri kontaminovanych Listeria
monocytogenes. Vedla k 47 umrti a ptiblizné 6 mésicu trvala identifikace zdroje nakazy [3].
Proto se zavedl na podzim 2007 systém tzv. , Plin o ochrané potravin®, ktery zminuje
umyslnou kontaminaci [4].

Ke kontrole pfitomnosti nezadoucich mikroorganismii v potravinach a potravinaiskych
technologiich se pouzivaji tradi¢ni mikrobiologické kultivacni metody. S nastupem moderni
koncepce kontroly potravin a potravinaiskych technologii, Analyza rizik a tvorba kritickych
kontrolnich bodi (HACCP), vznikla potifeba nejrychlejsiho prikazu, zda je ¢i neni ptitomen
nezadouci mikroorganismus. HACCP systém ma zajistit nulové zdravotni riziko z potravin.
Klade duraz na odhaleni nebezpeci z oblasti epidemiologie. Je spojen s kultivaci, sklizni,
technologickym procesem, distribuci, pfipravou a pouZzitim surového materidlu
a potravinarskych vyrobki a stanoveni kritickych kontrolnich bodii. Lze fici, ze jde o jakysi
systém preventivnich opatifeni, kterd slouzi k zajiSténi zdravotni nezavadnosti potravin
apokrmi béhem vSech ¢innosti souvisejicich s vyrobou, zpracovanim, skladovanim,
manipulaci, pfepravou a prodejem koneénému spotiebiteli. V CR byl tento systém od 1. 1. 2000

povinn¢ zaveden pro vSechny vyrobce potravin (vyhlaska Ministerstva zemédélstvi 147/1998
Sh.) [5].
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1 Mikrobilogie potravin
1.1 Zakladni charakteristika bakterii

Bakterie jsou prokaryotické buiiky o velikosti vV rozmezi 0,5 — 5 um a maji rizné morfologie
napf. sférické koky, ty¢inkovité bacily nebo spirochety. Na rozdil od eukaryotickych bunék,
vétSina bakterii je zapouzdiena bunélnou sténou, ktera je pritomna na vnéjsi strané
cytoplazmatické membrany. Bunécna sténa obsahuje hlavné peptidoglykany, coz je negativné
nabita polymerni matrice obsahujici fetézce amino — cukrt, zejména N — acetylglukosaminu.
Bakterie mohou byt klasifikovany jako Gram pozitivni nebo Gram negativni, v zavislosti na

stavbé a tloust’ce bunééné stény [3].

Gram positive Gram negative

=l
S-layer <
lipids o proteyins poring .:. =l LPS

g outer

thick outer membrane
layer

} periplasm

cell inner
membrane membrane

proteins / . proteins

protein
e.g. enzymes

flagella

capsule

Obriazek 1 - Gram negativni a gram pozitivni bakterie (pfevzato z [3])

Bunééna sténa G* bakterii obsahuje silnou vrstvu peptidoglykanu, ktera také obsahuje lipidy
a dalsi proteinové slozky obklopujici lipidovou membranu. G~ bakterie maji mnohem tenci
peptidoglykanovou vrstvu mezi dvéma bunéénymi membranami (Obrazek 1) [3].

Vnéj$i membrana obsahuje proteiny napf. poriny, které slouzi k zamezeni vstupu antibiotik

[3,6]. Vnitini membrany u obou typt obsahuji proteiny [3].
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1.2 Mikroorganismy vyskytujici se nejc¢astéji v potravinach

V potravinach se vyskytuji ¢tyfi kategorie mikroorganismt. Prvni jsou prospésné
mikroorganismy, které vlastni vyhodné organoleptické zmény napi. kvasinky v alkoholu
aplisné v syrech. Druhou skupinou jsou mikroorganismy zpasobujici neprospésné
organoleptické zmény napt. kyselé mléko. Po pozieni nevyzaduji 1ékarskou pomoc. Pouze ve
velkém mnoZstvi nam mohou zputsobit stievni potize. Tteti skupinou jsou indikatorové
organismy. Tyto organismy vytvafi v potravinach takové podminky, které pak umozni
rostoucimu patogenu kontaminaci. Ten miZe piedstavovat zdravotni riziko. Proto je tieba tyto
stfevni bakterie izolovat a nasledné je detegovat. Ctvrtou skupinou jsou patogeny zpusobujici
gastrointestinalni problémy. Mohou byt zptisobeny po poziti potravy preformovanym toxinem,
toxinem ze stfevniho traktu nebo z rostouciho patogenu [7].

Testovani nékterych patogenti obvykle nepfedstavuje riziko. Patéi sem napi. Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Campylobacter spp. a Staphylococcus aureus. Avsak existuji
i takové testy bakterii, které jsou velice rizikové a nesmi se vynaSet z laboratofi napf.
Salmonella typhi, Shigella spp., Clostrium botulinum nebo Brucella melitensis [7].

V nasledujici tabulce (Tabulka 1) je pfehled vybranych mikroorganismu, které se nejcastéji

vyskytuji v potravinach.
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Tabulka 1 - Piehled vybranych mikroorganismu (ptevzato z [8,9])
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1.3 Charakteristika vybranych mikroorganismu

1.3.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes (viz. Obrazek 2) je patogennim mikroorganismem, ktery nejcastéji
kontaminuje mlékarenské a masné vyrobky. Dobfe ptezivd ve zrajicich syrech (typu
Camembert a Brie). K dalsi kontaminaci a pomnozeni listerii mtze dojit v prib&hu ptipravy
pokrm a jejich uchovavani pfi pokojové teploté. Onemocnéni, které tato bakterie zptsobuje,
je tzv. listerioza. Postihuje pfevazné staré lidi, déti, t€hotné Zeny a osoby s oslabenou imunitou
[10]. Velmi nebezpecna je neonatalni infekce, kde je zdrojem nakazy matka, nebot’ listerie
pronikaji placentou a infikuji plodovou vodu. Nejcastéjsi symptomy listeridzy jsou: horecka,
unava, nevolnost. 90 % pacientt je nutné hospitalizovat, z toho 30 % jich na nasledky umira.
Tato bakterie je znama teprve od roku 1980 a o jeji rychlou detekci v poslednich letech stale

roste zajem. Pfi¢inou jsou epidemie, které se objevuji stale castéji [11].

0-5pum

Obriazek 2 — Listeria monocytogenes z optického mikroskopu
(ptevzato z [12])

1.3.2 Salmonella spp.

Je to nejCastéjsi bakterie, ktera je uvadéna jako pti¢ina nemoci zptisobené potravinami (Obrazek
3). Objevil ji americky védec Daniel E. Salmon, ktery na pocatku 20. stoleti objevil Salmonella
choleraesuis ve strevé vepiu. Zaklady sérotypizace salmonel polozili mezi lety 1920 - 1940
Kaufmann a White, podle nichz bylo nazvano schéma déleni salmonel. Na zakladé t€lového O,
kapsularniho Vi a bic¢ikového H antigenu se salmonely d€li do dvou skupin oznaovanymi
pismeny A-Z, ktera zahrnuji vice nez 2500 sérotypt salmonel.

Salmonely se bézné vyskytuji ve stievé celé tfady zvirat. K pienosu dochazi pozitim
kontaminovanych potravin, pfedevS§im vajec a produktl z nich pfipravenych, nedostate¢né

tepelné¢ zpracovanym masem, zejména dribezim, mozny je i pienos kontaminovanymi
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mléénymi produkty, kontaminovanou zeleninou, ovocem a vodou. Interpersondlni pienos je
mozny, ale vzacny, protoze infekéni davka nutna k nakaze je vysoka.

Prevence spociva predevsim v zabranéni kontaminace potravin a jejich dostatecné tepelné
upraveé. Opatrnosti je tieba predevSim pii konzumaci vajec a driibeze z domacich chovi.
V komerc¢nich chovech se totiz provadi vakcinace. V naprosté¢ vétSingé 1éCba nevyzaduje

antibiotika [13].

Obrazek 3 — 3D I??trace Salmonella spp. (ptevzato z [14])
1.3.3 Escherichia coli

Vétsina kmenu E. coli je za béznych podminek nepatogenni, za uréitych okolnosti (oslabeni
organismu, nemoc, atd.) mohou zpusobovat akutni i chronické zanétlivé procesy [15].
Patogenni kmeny E. coli jsou rozdéleny do patotyptl. Sest patotypii je spojeno s priijmem a jsou
oznacovany jako prijmové E. coli (Tabulka 2). Tyto typy se nejcastéji pfenasi kontaminovanou
vodou, potravou nebo kontaktem se zvifaty ¢i osobami [16].

Onemocnéni zpusobené E. coli nevyzaduje specialni 1é¢bu. Antibiotika totiz mohou byt
kontraindikovana. Studie potvrdily, Ze podporuji rozvoj HUS — hemolyticko - uremicky
syndrom, coz se projevuje tzv. akutni nedostate¢nosti ledvin [17]. Pfiznaky HUS spocivaji

V bolesti bficha, prijmu, zastavé moceni a sniZzeném obsahu krevnich desticek, coz zpiisobuje

krvaceni [16].

Obrazek 4 — 3D ilustrace Escherichia coli (ptevzato z [18])
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Tabulka 2 — Patotypy E. coli (pfevzato z [19])

Patotypy Predominantni Interakce Virulence Nemoci
sérotypy hostitele
Shiga 0157, 026, 0103, Navazani na Stx1, Stx2, Hemoragické
toxigenni/Enterohemoragické E. Ol111,0113 adalsi | stfevni buiky Stx2c a Stx2d | kolitidy (krvavé
coli (STEC/EHEC) prijmy), HUS,
horecka,
nevolnost

Enteropatogenni (EPEC)

018ab, O18ac,
026, 044, 055,
086. 0114. 0119,

Navazani na

stfevni bunky

Zadné toxiny,
4 typy tvoii

svazky kmenu

Prijem, ktery
muze zplsobit

dehydrataci a

0125, 0126, 0127, EPEC muze byt az
0128, 0142 fatalni
Enterotoxigenni (ETEC) 06, 015, 025, Navazani na Tepelné Cestovni
027, 063, O78, stievni bunky, labilni horec¢ka:
0115, 0148, 0153, | vyvolani enterotoxin, vodnaty
0129 vylucovani tepelné prujem, nizka
chlorida do stabilni teplota,
stfevnich bunék | enterotoxin, nevolnost, tzv.
fimbria cholera
Enteroinvazivni (EIEC) 028ac, 029, Napada buiikky a | Invazivni a Uplavice,

kde produkuje

transkripce

0112ac, 0121, dale se sifi adhezivni zimnice, bolest
0124, 0135, 0144, proteiny hlavy a svalil
0152, 0167, 0173
Enteroagregativni (EAEC) 03, 044, 051, Vaze se Mala Trvaly prijem u
077, 086, 099, Vv agregaénich fimbrialni déti
0111, 0126 shlucich adheziva,
Vv tenkém stievé, | toxiny

toxiny
Diftizné adherentni (DAEC) 01, 02, 0121, O75 | Identifikovany AIDA Mocové
fimbrialni a adhezivu, infekce, détsky
nefimbrialni rodinné prijem,
adheziva afimbralni septikémie
adhezivum
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1.3.4 Campylobacter spp.

Bakterie rodu Campylobacter mohou u ¢lovéka zpusobit onemocnéni gastrointestinalniho
traktu zvané kampylobakterioza. Kampylobakteriéza je akutni prujmova gastroenteritida
doprovazena bolestmi biicha a hore¢kou [20]. Ackoliv kampylobakteri6za neni zivot ohrozujici
onemocnéni, zavaznéjsi jsou komplikace, poptipadé postinfekéni nasledky jako je masivni
stievni krvaceni, hepatitida, pankreatida, uremicky syndrom, Guillain — Barrého postinfek¢ni
syndrom (GBS) [21]. GBS je akutni neurologické onemocnéni vyznacujici se vzestupnou
paralyzou zpisobenou demyelinizaci (ztrata myelinu z nervovych vlaken axont) perifernich
nervi [9].

Piivodcem alimentarniho onemocnéni jsou termotolerantni kampylobaktery a mezi hlavni
patogeny fadime Campylobacter jejuni (Obrazek 5) a Campylobacter coli. Po poziti
kontaminované potravy pronikaji bakterie do tenkého stfeva, kde se mnozi. NejcastejSim

zdrojem infekce je konzumace nedostateéné tepelné upraveného kuieciho masa [20].

Obrazek 5 - Campylobacter jejuni, snimek z elektronkového

mikroskopu (pfevzato z [22])
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2 Metody a techniky stanoveni patogenii v potravinach

Konvenéni metody detekce patogenti spocivaji predevSim ve specifické mikrobiologické
a biochemické identifikaci. Nejvyuzivanéjsi metody jsou: kultivaéni metoda pocitanim kolonii,
imunologické metody zaloZzené na interakci antigenu a protilatky nebo polymerazova fetézova
reakce (PCR), ktera vyuziva detekci specifické bakterialni DNA. | kdyZ jsou tyto metody citlivé
a davaji kvalitativni i kvantitativni informace o organismech, jsou zna¢n¢ omezeny dlouhym
testovacim ¢asem, ptipravou vzorku, konkrétnimi Cinidly, zafizeni a relativné vysokou cenou
[23, 9].

2.1 Metody kultivace a poc¢itani kolonii

Konvencni metody kultivace a pocitani kolonii ztstavaji nejspolehlivéj§imi a piesnymi
metodami detekce patogennich plvodcl. Jejich nevyhodou je vSak doba celého procesu.
K dosazeni pozadovaného vysledku je tieba i 7 dni [23].

Provede se homogenizace vzorku, abychom dosahli takové koncentrace mikroorganismii
v inokulu (pfenesené burky) tak, aby se pocet kolonii narostlych po kultivaci dobfe pocital
(nebylo jich hodn¢€). PoZzadovany stupeit fedéni se provadi dle normy nebo se urcuje
pfedpokladany pocet mikroorganismi. Poté se mikroorganismy pfenesou do Zivného média
a ockujeme 2 zpisoby — roztérem nebo pielivem [24]. Inkubuje se v podminkach idealnich pro
danou bakterii (viz Tabulka 1, str. 15), kdy optimalni doba byva 24 — 48 hodin, a poté se narostlé
kolonie spocitaji a provede se opticka metoda pomoci mikroskopu, kde se pozoruje morfologie
mikroorganismu, abychom mohli potvrdit, Ze se jedna o danou bakterii, kterou zkoumame [23,
25].

2.2 Priklady kultiva¢nich médii

Pro rlst mikroorganismti se v laboratofi pouzivaji riizna kultivacni média. Pidy se déli do
skupin podle né€kolika parametrti.

Podle konzistence mohou byt média tekuta nebo pevna. Tekutd zahrnuji rizné druhy bujont,
cukrové vody zalozené na peptonové vode, selektivné - pomnozovaci média uréend k zachytu
vybraného druhu mikrobti a dal$i. Pevné plidy se pfipravuji ztuzenim bujonového zékladu
pfidanim 1-2 % agaru. Ten neni vyuZivan mikroorganismy jako zdroj Zivin, proto je vhodny
pro ztuZovani tekutych médii.

Podle pouziti se rozlisuji piidy zékladni, diagnostické, selektivni, pidy k anaerobni kultivaci,

pudy ke stanoventi citlivosti k antimikrobialnim latkdm, piidy transportni a k uchovani kultur

[9].
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2.3 Tradi¢ni metody identifikace a konfirmace mikroorganismi a rychlé

metody stanoveni
Po izolaci jednotlivych kolonii jsou mikroorganismy déle identifikovany. Tyto metody
vyuzivaji principy biochemie, imunochemie ¢i molekularni biologie [9].
2.3.1 Biochemické metody
Tyto metody jsou Siroce vyuzivané v mikrobiologickych metodach. Princip je zaloZzeny na
konkrétnim enzymu, ktery mikroorganismus produkuje ¢i neprodukuje. V diferenciacnich,
diagnostickych a selektivné-diagnostickych kultivaénich médiich jsou biochemické vlastnosti
pouzivany jako slozka diferencia¢ni nebo diagnosticka, zatimco fyziologické vlastnosti napf.
stavba bunécné stény jako slozka selektivni. Prvotnim ukonem pfi biochemické identifikaci
mikroorganisml je zafazeni do nékteré typické skupiny. Mezi zdkladni vlastnosti patii
Gramovo barveni a tvar bunék. Z biochemickych znaki je u G* kokl sledovana piitomnost
katalazy a u G ty¢inek pfitomnost oxidazy a schopnost anaerobné fermentovat glukézu. Dal§im
sledovanym znakem mize byt typ hemolyzy [9].
2.4 Imunochemické metody
Imunochemické metody vyuZzivaji k detekci interakce mezi protilatkou a antigenem. Protilatky
jsou bilkoviny krevniho séra i jinych télnich tekutin vykazujici specifickou vazebnou schopnost
vuci antigenu, na jehoz podnét se v organismu vytvofily. K vyhoddm téchto metod patii
rychlost, jednoduchost provedeni a moZnost zpracovani velkého mnoZstvi vzorkli najednou,
detekce mikroorganismi v pomérné komplexni matrici a nenaro¢nost. K iskalim patii nutnost
ptipravy specifickych protilatek s vysokou afinitou k danému analytu, jejichz kvalita pfimo
ovlivituje detekci. Jako imunizacni ¢inidla (agens) slouzici pro ptipravu specifickych protilatek
jsou nejcastéji vyuzivany bakterialni virulentni proteiny [9].
2.4.1 ELISA — Enzymova imunoanalyza na pevné fazi
NejcCastéji  vyuzivanou imunochemickou metodou pro detekci bakterii je enzymova
imunoanalyza na pevné fazi, neboli ELISA. Pfi této metod¢ je jeden z imunoreaktantil
imobilizovéan na pevny nosic, kterym miiZe byt membrana, sklenéna podlozka, sténa zkumavky
nebo dno mikrotitrani desti€ky. Detekce druhého imunoreaktantu je zprostiedkovana
enzymovou reakci. Tento imunoreaktant je latkou (tzv. substratem), ktera vstupuje do reakce
avaze se na povrch enzymu [26]. Nejcastéji je pro detekci bakterii vyuzivan piimy
nekompetitivni tzv. sendvi¢ovy format (Obrazek 6). Prvnim krokem je imobilizace protilatky
na pevnou bazi. Poté je pfidan vzorek obsahujici buniky mikroorganismi, které interaguji

s navazanou protilaitkou. Po odstranéni nenavazanych slozek nasleduje aplikace druhé
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protilatky, ktera je znacend enzymem (nejCastéji peroxidaza) a reaguje s jinymi skupinami na
odlisné ¢asti molekuly antigenu. Finélni detekce je zaloZena na enzymatické reakci, pti které je
bezbarvy substrat pfeménén na barevny produkt. Pro aplikaci této metody je nezbytné, aby m¢l
dany antigen alesponl dva epitopy interagujici s protilatkami. Také je nutné, aby bakterie ve

vzorcich byly namnozeny pomoci kultiva¢nich metod [9].

\]r Zachytnad protildatka O Analyt/Antigen ’ Konjugovand detekcni protildtka

Q !
/¥ﬂ-»\ /)é-——»\ %ﬁ—\ T —
~ o ~ S —— .

Obrazek 6 - Sendvic¢ova ELISA (pfevzato z [27])

Detekce Listeria monocytogenes pomoci ELISA

Tento postup se sklada z nékolika po sobé jdouci krokt, kdy v tom prvni, jsou na tuhou fazi
imobilizovany protilatky. Poté se pfida vzorek, ktery obsahuje bakterie napi. Listeria
monocytogenes. Jeji bunky interaguji s protilatkou. Vyskytnou se nékteré nenavazané slozky,
které se musi odstranit (napf. promytim), aby mohla néasledovat aplikace protilatky znacené

enzymem. Poté je pomoci enzymové reakce substrat pfeménén na barevny produkt [10].

2.4.2 LFIA —Imunochromatografické testy

Dalsi rozsitenou metodou jsou imunochromatografické testy, neboli LFIA. Tyto metody jsou
rychlé, jednoduché a nenarocné na pfistrojové vybaveni. Testovany vzorek je nanesen
na nitrocelul6zovou membranu, kde postupuje testem a v urcité ¢asti je imobilizovan jeden
z imunoreaktanti (protilatka). Protilatka se dostdva do kontaktu s barevnym konjugatem a tim
pokracuje az k testovaci zoné, kde vysledkem je barevny prouzek. Vyuziva se pfimy
nekompetitivni format (sendvic, viz Obrazek 7), ktery pouziva dva typy protilatek specifickych
pro stanovovany protein. Hodnoceni je provadéno vizudlng. Na trh bylo uvedeno nékolik LFIA

pro detekci rodt Salmonella a Listeria [9, 10].

22



Schéma imunochromatografického testu

Testovaci oblast Kontrolni oblast
(protildtky (specifické protilatky
proti analytu) proti konjugdtu)

Vzorek Barevny konjugat
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Obrazek 7 - Schéma LFIA (ptevzato z [28])

2.5 Polymerazova retézova reakce

Tato metoda mize detekovat jednu kopii cilové sekvence DNA. Proto se vyuziva ¢ast genomu,
ktera je pro danou bakterii charakteristicka. Metoda je slibna, protoze cilovd DNA muze byt
méné nez hodinu milionkrat amplifikovéna, proto staci malé mnoZzstvi nukleové kyseliny. Ta
slouzi jako templat pro PCR. Pii pouziti PCR se nejprve DNA izoluje ptimo z analyzované¢ho
vzorku napft. z kolonie narostlé po kultivaci. Do reakéni smési jsou poté pfidany primery (kratké
sekvence nukleotida [29]), které jsou navrzeny tak, aby umoznovaly amplifikaci tseku DNA
specifického pro konkrétni mikroorganismus (Obrazek 8) [9, 30].

Po prob&hnuti PCR reakce nasleduje horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu. Usek DNA,
ktery je specificky pro dany mikroorganismus se v gelu detekuje barvivem (napt. ethidium
bromid, SYBR green, atd.), které se vaze do dvouretézcové DNA. Po odbarveni nasleduje

vizualizace gelu pod UV lampou nebo pod modrym LED svétlem (SYBR Safe) [9, 30].

2.5.1 Stanoveni Listeria monocytogenes pomoci PCR

Vlastni PCR predchazi nejprve izolace bakterie ze zkoumaného vzorku, jeji pomnozeni
v tekutém médiu a lyza (rozklad bun¢k v disledku rozpadu jejich vnéj$i membrany). Lyzované
buriky jsou pak analyzovany PCR. Kazdy cyklus ma 3 faze s odlisnymi teplotami. Cyklus se
opakuje 25 — 35x [1].

Nejprve dochazi k oddéleni vlakna dvousroubovice DNA teplotni denaturaci (pii teploté 90°C).
Poté nasleduje hybridizace primeru ke komplementarnimu useku DNA (45 - 65°C) a extense
pfipojeného primeru termostabilni DNA polymerazou (72°C), kdy probihéd syntéza druhého

fetézce DNA. Produkty PCR jsou nejcastéji detekovany elektroforézou v agardézovém gelu.
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Metoda je vysoce citliva v ptipadé Cistych kultur, proto je nezbytné mikroorganismy pied
vlastni analyzou separovat (napf. filtraci) [10].

2.5.2 Stanoveni Campylobacter spp. pomoci PCR

Je-li pozadovana detekce pouze na urovni rodu, vyuzivaji se vysoce konzervativni useky 16S
rRNA, v pfipad¢ pozadavku na rozpoznéni jednotlivych druhti se vyuZzivaji druhové specifické
geny. Napf. pro C. jejuni se pouzivaji mapA pro membranovy protein.

Birkenhead a spol. vyvinuli techniku PCR zaloZenou na primerech odvozenych z genu flaA

kodujici flagelin, coz je stavebni bilkovina bakterialniho bic¢iku [21, 32].

/ . i \
%
P . . l 95°C - Strands Separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides

@ q Uﬁ l 55°C - Primers Bind Template 2. Annealing

Taq Polymerase  Mix Buffer PCR Tube

|

E\

{

l 72°C - Synthesise New Strand 3. Extension

PCR Cycle

Thermal Cycler m

Obrazek 8 - PCR proces, 1. denaturace - dochazi k separaci, 2. Zihani - primery se vazi na templat, 3. Sifeni -
syntéza nového vlakna (pfevzato z [33])
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3 Biosenzory

3.1 Uvod do biosenzori

Biosenzor je analyticky piistroj, ktery pfeméni biologickou odpovéd’ na elektricky signal. Je
spojen dvéma slozkami: bioreceptorem a ptrevodnikem. Bioreceptor ma za kol rozpoznat druh
analytu a ptevést na prevodnik, ktery ho zpracuje tak, aby byl snadno méfitelny jako elektricky
signal [32].

Na obrazku 9 je uvedeno schematicky uspofadani biosenzoru. Nejprve bioreceptor rozpoznava
analyt az na molekulovou uroven, a tato trovei je poté pomoci pievodniku na zakladé vlastnosti
sledované latky (vlivem reakce) pifevedena na elektricky signal. Zesilova¢ v biosenzoru reaguje
na maly vstupni signal z pfevodniku a méni ho na velky vystupni signal, ktery obsahuje
zakladni vlastnosti vstupniho signalu. Zesileny signdl je poté zpracovan signalovym

procesorem, kde muize byt pozd¢ji ulozZen, zobrazen a analyzovan [32,33].

Impurities

Signal
Processor

Recording

= —
o o
a S
) =
o v
0 m
- c
o e
m =

Target Analyte

Obrazek 9 - Schématicky diagram biosenzoru (pievzato z [32])
V potravinaiském primyslu z hlediska analytl ptevlada stanoveni sacharidi, nékterych
vitaminu a detekce bakterialni kontaminace [32].
Biosenzory maji fadu vyhod, proto se berou jako slibny nastroj k detekci mikroorganismt

Vv potravinach (Tabulka 3).
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Tabulka 3 - Vlastnosti a vyhody biosenzori (pievzato z [34])

Vlastnosti Vyhody

Cilova specifi¢nost Univerzalnost (identifikace jedné slouceniny, ale i
dalgich)

Elektricka integrace Kompaktni ptistroj, ktery je navrZen tak, aby byl

snadno pouzitelny i v terénu

Prace v komplexnich matricich Reprodukovatelnost a jednoduchost, z toho vyplyva,

ze neni potfeba vzorek pfedem slozité pfipravovat

Rychla odpoved’ Lze provadét rychlou kontrolu na misté
Neustaly signal Upozornéni na piipadnou chybu
Mala velikost Pfenosny, levny
Material Prakticky, levny, dostupny
3.2 Historie

V roce 1975 biosenzory ovlivnily fadu védnich odvétvi diky objevu Kohlera a Milsteina. Ti
dokazali ptipravit prvni monoklonalni protilatky. Levné protilatky s dostate¢nou afinitou vici
antigenu umoznily rozvinout novym typim biosenzort, tzv. imunosenzortim. Jejich konstrukce
zna¢né ovlivnila i prvni piezoelektrické biosenzory. Na soucasném trhu jsou komeréné
dostupna rtizna zafizeni s integrovanym biosenzorem a jsou konstruovany tak, aby detekovaly

patogenni mikroorganismy [35].
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3.3 Klasifikace biosenzoru

Biosenzory mohou byt klasifikovany podle svého bioreceptoru nebo podle typu snimace

(Obrazek 10).

m— Fibre Optic Amperometric v
Raman & FTIR —m

Potentiometric

Impedimetric

Conductiometric '

Piezoelectric Magnetoelastic

Biomimetic

.

Allaalll

Phage

Obrazek 10 - Klasifikace biosenzort (ptevzato z [32])

Bioreceptory jsou protilatkové, enzymové, bunééné, DNA, biomimetické a bakteriofagy.
Ptfevodniky se mohou délit na optické (SPR — povrchova plazmonova rezonance, optické
vlakno, Ramanova spektroskopie a jiné), hmotnostni (piezoelektrické — QCM - quartz crystal
microbalance nebo SAW - surface acoustic wave, magnetoelastické), elektrochemické

(amperometrické, potenciometrické, impedimetrické a konduktometrické) biosenzory [32].
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4 Bioreceptory

Bioreceptor je biomolekula, ktera rozpoznava cilovy analyt. D¢li se do péti hlavnich kategorii.
Jsou to protilatky, enzymy, DNA, bunky, biomimetika a bakteriofagy. Avsak nejrozsitené;si
a nepouzivanéjsi jsou hlavné prvni tii kategorie [32].

4.1.1 Protilatkové bioreceptory

Protilatky jsou univerzalni bioreceptory, které jsou pouzivany v biosenzorech. Protilatka je
imunoglobin ve tvaru Y (Ig), ktery je tvofen dvéma tézkymi (H) a lehkymi (L) fetézci [36].
Mohou byt polyklonalni, monoklonalni a rekombinantni, typ rozhoduje o jejich selektivnich
a syntetickych vlastnostech. V kazdém piipadé jsou substraty na nich imobilizovany.
Substratem je chemicka latka, ktera reaguje s enzymem a tim zméni svou barvu. Mohou byt
povrchem detektoru, jeho okolim nebo nosi¢em. Princip interakce antigenu a specifické
protilatky je podobna zamku a kli¢i (Obrazek 11). Zapadaji do sebe specifickym zptisobem,
diky trojrozmé&rné struktuie antigenu, a tim se molekuly protilatek pfizptisobi danému tvaru [37,
38].

Protilatky mohou byt kovalentné imobilizovany nékolika zplsoby tak, aby vyhovovaly
konkrétnimu testu. Mnoho imunologickych metod zahrnuje pouZiti znacenych protilatek.
Nejcastéji to byvaji biotin, fluorofory a radioaktivni izotopy, které poskytuji signal detekce
v biologickych testech [32].

Antigen

(Lock & Key fit)
Variable
\region /

\ &' /4

Constant
region

Constant
region

wwusase  Disulphide bond

Obrazek 11 - Schéma kli¢ a zamek - antigen a protilatka (pfevzato z [32])
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Biologické rozpoznavaci prvky a strategie imobilizace se zabyvaji zlatymi substraty z diivodu
jeho vyznamu v oblasti imunosenzorii a sond DNA, které tvoii zaklad vétSiny bakterialnich
biosenzord. Nejéastéjsi imobilizace protilatek jsou adsorpce na zlato, systém avidin — biotin
aSAM - samonosné monovrstvy (Obrazek 12). Adsorpce na zlato je nejjednodussi
a nejrychlejsi zptisob metody. Je vhodna k zobrazeni biologickych makromolekul vazanych
kovalentni vazbou. Jeji nevyhoda je pofizovaci cena materialu. Systém avidin — biotin je
zaloZen na zpiisobu ukotveni biomolekul na povrchu potazeném avidinem. Vyhodou je vazba
nekovalentni povahy, coz umoznuje vicenasobné pouziti (diky derivatim avidinu Ize snizit
nespecifické interakce). Nevyhoda je vysoka cena pouzitych ¢inidel [2].

SAM, neboli samonosné monovrstvy, coz je vrstva vytvorend na tuhém povrchu spontannich
molekul, se ziskaji ponofenim zlaté desky do roztoku, ktery obsahuje vhodnou povrchové

aktivni latku. Nejoblibengjsi jsou ponofeni zlata do ethanolového roztoku obsahujici disulfidy

nebo thioly [2].

o % )
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timeline a1 a2 a3 a4 a5

HEEEEEENEEEESNEEEEEEEEE | Avidin-Biotin

b1 b2 b3 b4 b5 b6

~ = Self bled
e AN Sy assembe

T -—

T |

¢1 ¢2 ¢3 ¢4 ¢5 o6 o7

X :antibbody Y :biotinylated antibody [ :avidin unit

| . alkanethiol % : analyte

Obrazek 12 - Schéma strategie imobilizace (pfevzato z [2])

Weller a Coons. (1942) pouzili neptimou dvoustupniovou metodu, ve které neznacena primarni
protilatka reagovala santigenem a znacena sekundarni protilatka reagovala S primarni
protilatkou. Sekundarni protilatka byla vétSinou znacend enzymem nebo fluorescenénim

barvivem. Tato metoda je stale popularni [44].
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4.1.2 Enzymové bioreceptory

Enzymy jsou vybrany na zdklad¢ jejich specifickych vazebnych schopnosti a jejich
katalytickych aktivit. Vybrany enzym (napi. alkalicka fosfatdza), ktery je prizptisobivy
substratu, by m¢l poskytovat dostate¢ny elektronovy pievod na elektrodu. Témét vSechny
enzymy jsou proteiny, svyjimkou ribonukleoproteinovych enzymd, kterém ma RNA
katalytickou schopnost ve srovnani s proteinem. Detekce patogent vyuzivajici enzymy jako
bioreceptory neposkytuji biosenzory s vysokym stupném specifity, ale jejich katalyticka
aktivita muze zesilovat detekci a méfitelnost patogenni bakterie diky citlivosti analytu [39].
Chemburu a kol. (2005) aplikovali rozptylené c¢astice uhliku, kde pouzili enzym kienové
peroxiddzy HRP, ktery pusobil jako protilatka pro rozpozndvani patogenii v sendvicovém
imunotestu pro detekci L. monocytogenes, E. coli a C. jejuni [36].

4.1.3 DNA bioreceptory

Identifikace nukleové kyseliny jako cilového analytu se dosahne porovnanim
komplementarnich parti bazi, které jsou asto genetickymi slozkami organismu. Protoze kazdy
organismus ma jedinecné DNA sekvence, vSechny samo-replikujici mikroorganismy mohou
byt snadno identifikovany. Tyto bioreceptory jsou jednoduché, levné a Siroce uzivané pro
detekci patogeni. Lze je snadno syntetizovat a regenerovat. Avsak posSkozeni DNA je jednim
s DNA. Detekce chemikalii mtize zpasobit nevratné poSkozeni DNA tak, ze zméni jeji strukturu
DNA a sekvenci bazi, ktera narusuje replikaci DNA. Tento druh bioreceptoru se hodné vyuziva
V potravinafstvi. DNA hybridiza¢ni mikroCipy jsou navrZeny jako platforma pro paralelni
detekcei vice patogennich mikroorganismu v relativné kratkém case [32].

Kim (2007) vynalezl rychlou metodu pro specifickou identifikaci a kvantifikaci potravinovych
patogent. Jednovlaknova nukleova kyselina je aptamerem, ktery se specificky vaze na patogen,
jenz ma vybranou nukleotidovou sekvenci [40]. Aptamery jsou umélé receptory nebo umélé
protilatky vytvorené z jednotetézcové DNA nebo RNA. Hlavni nevyhoda je vSak nizka afinita
a jsou nachylné k degradaci nukleazami. Nicméné aptamery byly syntetizovany s afinitou k
bakteriim Salmonella a Campylobacter [41].

Huang a kolektiv zkonstruovali jednoduchy a nizkonakladovy elektrochemicky biosenzor pro
vysoce citlivou detekci, ktery je zalozen na amplifikaci spojenou s DNA enzymem
napodobujicim peroxidazu. E. coli se muze specificky vazat na G — kvadruplexové jednotky
v aptamer - primerové sond¢€, coz vede k tvorbé Cetnych G — kvadruplexnich oligomera na

elektrodé. Diky K* a heminu na elektrodé jsou schopny komplexy G — kvadruplex/hemin
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generovat extrémné silnou katalytickou aktivitu vici H20z2, a poté miize byt detekovana silna

elektrochemicka odezva [42].

4.1.4 Buné¢né bioreceptory

Tyto bioreceptory jsou uzite¢né pii urcovani toxicity vybranych bunék. Pouzivaji se celé bunky
zivych bakterii. Vyvoj je vSak naro¢ny, protoze vyzaduje detekci analytii, které jsou mnohem
veétsi nez typické molekularni analyty jako jsou proteiny [43]. V bunéénych biosenzorech cela
burnika slouzi jako molekularni rozpoznéavaci prvek a vyzaduje dvé faze prenosu. Primdrni
prevodnik slouzi pro konverzi detegovaného analytu na bunéénou odpovéd’. Druhy ptevodnik
je nutny pro pfevod bunééného signédlu na elektronicky, ktery lze zpracovat a analyzovat.
Detekce zivych bunék ma mnoho vyhod, jako jsou citlivost, Siroky rozsah biochemickych
podnétt, poskytnuti funkénich test pro biochemicka Ccinidla, nizka mez detekce [44].
Bioreceptory byly vyvinuty tak, aby cilily na konkrétni slozky napf. lektiny [43].

Carlyle a kol. (2002) pouzili chromatofor (buiika obsahujici pigment) pro detekci mikrobialnich
patogenti. Chromatofory jsou pigmentovany buiikami odvozenych z Betta splendens, které
prochdzeji barvou v disledku agregace. Bunky chromatoforu byly vystaveny purifikovanym

bakterialnim toxintim. Jednalo se o kmeny E. coli, Samonella, Shigella [45].

4.1.5 Biomimetické receptory

Receptor, ktery je vytvofen a navrzen tak, aby napodoboval bioreceptor (protilatka, enzym,
nukleova kyselina) se ¢asto nazyva jako biomimeticky receptor. Ackoli existuje nékolik metod,
jako jsou geneticky konstruované molekuly, uméla membranova vyroba, molekularni technika
tisku se vSak ukézala jako nejvice atraktivnim nastrojem pro vyvoj umélych rozpoznavacich
latek, tzv. molekulové vtisténych polymert (MIP). Princip spociva v tvorbé polymeru kolem
molekuly, kterda mlZe byt jako Sablona. Molekularng vtiSténé polymery mohou byt
syntetizovany pro jakoukoliv molekulu analytu a jsou schopny vazeb na stejné trovni jako
biologicky rozpoznavaci prvek. Nicméné je tu i fada nevyhod napt. je t€Zké odstranit templat
z MIP — molekularné vtistény polymer, protoze vtistény polymer je nerozpustny [44].

Pouziti biomimetického polymerniho senzoru se uplatni predev§im pro spektroskopickou
detekci bakterii. Je zalozena na interakci membrdnoveé aktivni slouceniny vyluCované
bakteriemi. Nanocastice (Castice miniaturnich rozmért [46]), které se nachazi v agaru
s bakteriemi, obsahuji fosfolipidy a chromaticky polymer polydiacetylen. PDA -
polydiacetylen prochazi viditelnou modro-¢ervenou transformaci spolu s intenzivni
fluorescen¢ni emisi, které jsou indukované molekulami uvoliiovanych bakterii. Chromaticky

piechod je snadno identifikovan pouhym okem. Toto miiZe byt aplikovano pro detekci G* a G
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bakterii. Tento test vSak neudava specificnost konkrétni bakterie, ale mize tézit z hodnoceni
cerstvosti potravin.

Ma a spol. (1998) ukazali, ze glykolipidy mohou byt vloZzeny do polydiacetylenové matrice na
bazi nekovalentni vazby, kde se pouzila kyselina 2, 4 — trikosadiynova (2,4 - TCDA). Jako
receptor byl pouzit dioktadecylglycerylether-p-glukosid pro detekci E. coli [47]. Nevyhodou
byla citlivost 2, 4 — TCDA, protoze nedoslo k zadné barevné zméné. Az diky Su a spol. (2005),
kdy dokazali vyrobit smiSené fosfolipidovo-polydiacetylenové vezikuly s glykolipedem pro
kolorimetrickou detekci E. coli. Barevna zména byla z modré na ¢ervenou a byla viditelna
pouhym okem. Test byl kvantifikovan absorp¢ni spektroskopii [48].

4.1.6 Bakteriofagy

Bakteriofagy jsou viry o velikosti 20 — 200 nm, které se vazou na specifické receptory povrchu

bakterii, kde vstiikuji geneticky material. Fagy rozpoznavaji bakterie receptory pies ocasni

proteiny [49].
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5 Prevodniky

Ptevodnik hraje diilezitou roli v procesu detekce. Biosenzory mohou byt klasifikovany na
zaklad¢ transduk¢éni metody. Patii sem optické, elektrochemické, akustické a termalni (Tabulka
4). Kazda z téchto hlavnich tiid se dé€li na dal$i podtiidy, kde dale rozeznavame znacené
a neznacené metody. Znacené zavisi na detekci specifického Stitku, neznacené jsou zalozeny

na ptfimém meéfeni jevu probihajicim béhem biochemické reakce na povrchu snimace [32].

Tabulka 4 - Druhy nejpouZzivangj§ich pfevodnikti v biosenzorech (pievzato z [34])

Pievodnik Priklady

Elektrochemicky
Amperometricky Clarkova oxygenova elektroda, chemicky modifikované elektrody
Potenciometricky Iontové-selektivni elektrody, tranzistory
Konduktometricky Platinové elektrody

Opticky Opticka vlakna

Akusticky Pizoelektrické krystaly, akusticka vina

Termalni Termistor

5.1 Optické biosenzory

Tyto senzory pro svou selektivitu a citlivost jsou vyuzivany pro detekci bakterii. Nabizi nékolik
metod, které jsou napiiklad zalozené na absorpci, odrazu, disperzi, Ramanova infraéerveného
zafeni, chemiluminiscenci, fluorescenci a fosforescenci. Pro zaznam vyzaduji vhodny

spektrometr [32].

5.1.1 Infracervena Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je opticka technika zaloZena na rozptylu svétla. Je potieba, aby se
pied stanovenim bakterie kultivovaly nebo se vyrobilo dostate¢né mnozstvi biomasy, abychom
dosahli potiebného vysledku.

Schmilovitch a kolektiv (2005) pouzili disperzni systémovy spektrometr, ktery obsahoval
diodovy laser o vlnové délce 785 nm. Diky tomu detekovali pfitomnost G* a G~ bakterie.
Systém byl také schopen urcit koncentrace bakterii a pozdé€ji nebylo potieba ani kultivace.
Patogeny, které néas zajimaly, byly selektivné izolovany ze vzorku pomoci zachycovacich

biomolekul [32].
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5.1.2 Fluorescence

Fluorescence nastava, kdyz je excitovan valenéni elektron do nize energeticky stabilniho stavu.
Pfi dostatecné energii dochéazi k excitaci absorpci svétla. Pokud se elektron vraci do svého
puvodniho stavu, emituje se foton nizsi energie. Dalsi dulezitou vlastnosti fluorescence jsou
malé tepelné ztraty a rychlé vyzatovani svétla po absorpci. Vyzafované svétlo ma delsi vinovou
délku nez absorbované svétlo, protoze Cast energie je ztracena V dusledku vibraci. Tato
energetickd mezera se nazyva Stokesova a méla by byt dostatecné velka, aby nedochazelo ke

vzéjemnému pienosu elektronu mezi excitaci a emisnimi signaly [36].

5.1.3 Povrchova plazmonova rezonance

Biosenzory zalozené na SPR — povrchové plazmonové rezonance vyuzivaji nelinearni optiku.
Jejich velkd vyhoda je piimé stanoveni. SPR vyuziva svételny svazek, ktery dopada pies
opticky hranol na tenky kovovy film (zlaty nebo stiibrny), a poté se odrazi. Uhel, pii kterém
dochazi k interakci zafeni, je zavisly na vlastnostech kovového filmu [4, 35].

Akademie véd CR spolupracovala na evropském projektu PATHOMILK, kde vyvijeli
biosenzor detekujici patogenni mikroorganismy v mléce. Biosenzor je zalozeny na rezonanci
povrchovych plazmont s vybranymi sekvencemi DNA pro pfimou detekci useki nukleovych
kyselin identifikujicich vybrané patogenni bakterie jako jsou Campylobacter jejuni a Listeria

monocytogenes [50].
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5.2 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzory (Obrazek 13) mohou byt klasifikovany na zaklad¢é pozorovanych
parametrt, jako jsou proud, potencial, impedance a vodivost [32]. V porovnani s optickymi
metodami, umoznuji praci se zakalenymi vzorky. Avsak jejich nevyhoda je nizsi selektivita,
ktera vSak jde ovlivnit biorekogni¢nim elementem biosenzoru (napi. jod, ferrokyanid nebo

permeabilni membrany) [2, 39].

Bio-recognition element

Analyte\ Active interface

Electrochemical
signal

Biological
information

-
/ Molecular recognition — Signal transformation ——  Signal recording and display
Interference

Obrazek 13 - Schéma elektrochemického biosenzoru — po kontaktu analytu s rozpoznavacim prvkem na
povrchu biosenzoru, je poskytnuta reakce a transformovano na elektrochemicky signal. Ten se dale zpracovava k
ur¢eni koncentrace patogenu. (pfevzato z [39])

5.2.1 Amperometrické biosenzory

Amperometrické biosenzory (Obrazek 14) jsou nejjednodussi elektrochemické transdukéni
techniky. Elektrochemicky ¢lanek se sklada z pracovni elektrody (obvykle vyrobena z uhliku,
zlata a platiny) a referen¢ni elektrody [34].

Amperometricka detekce mikroorganismi zahrnuje méteni proudu, ktery je generovan, bud’
reakci katalyzovanou enzymy nebo bioafinitni reakce na povrchu pracovni elektrody. Vyhoda
amperometrickych biosenzoru je, Ze jsou malé a mohou se snadno pienaset, popiipadé s nimi
méfit v terénu [2].

Alexander a kol. (2016) pomoci polyklonalni protilatky detekovali Salmonella typhimurium
z mléka amperometrickym biosenzorem. Pouzili zlatou elektrodu a limit detekce byl 10

CFU/mlI [51].
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Obrazek 14 - Schéma amperometrického senzoru (pievzato z [52])

5.2.2 Potenciometrické biosenzory

Potenciometrické biosenzory vyuzivaji iontové elektrody k méfeni potencidlu roztoku
zalozeného na specifickych interakci s ionty v roztoku. Tato metoda méti rozdil elektrického
potencialu mezi pracovni elektrodou a referencni elektrodou. Pracovni elektroda prochazi
vyznamnou zmeénou svého potencidlu i pfi malych zménach koncentrace analytu, zatimco
potencidl referencni elektrody je neménny po celou dobu méteni. Tyto biosenzory, pouzivané
pro detekci patogend, patii mezi nejméné pouzivané [51]. Pouze LAPS — light addressable
potentiometric sensor (svétlo adresovatelny potenciometricky senzor), ktery je zalozeny na FET
— field effect transistor (pole tranzistoru) je vhodny pro mikrobialni detekci. Sklada se ze
silikonového polovodi¢ového senzoru typu n a izolaéni vrstvy, ktera je v kontaktu s vodnym
roztokem, kde probihd imunoreakce. Zmény potencidlu na kifemikovém rozhrani jsou
detekovany jako rozdil rozlozeni naboje mezi povrchem izolatoru a FET. LAPS méii sttidavy
fotoproud, ktery je generovan svételnym zdrojem (svételna dioda) [2].

Ercole a spol. (2003) detekovali E. coli v rostlinnych potravinach (hlavkovy salat, nakrajena
mrkev) pomoci potenciometrického senzoru LAPS. Detekce E. coli byla zaloZzena na zménach
pH zpusobenych produkci NHs ureazou. Vzorky potravin byly promyty peptonovou vodou
0 pH 6,8, a poté byly smichany v sonikétoru, aby se oddélily bakterialni buniky. Tato kapalna
faze byla analyzovana potenciometricky. Metoda byla rychla a citliva. Test trval 1,5 hodiny
a koncentrace ¢inila 10 bun¢k/ml [51].

Gustavo a spol. (2010) detekovali pomoci DNA bioreceptoru E. coli v mléku
potenciometrickym biosenzorem na béazi aptameru. Limit detekce byl 6 kolonii tvofici

jednotky/ml [51].
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5.2.3 Konduktometrické biosenzory

Vodivostni biosenzory méfi vztah mezi vodivosti a bio-rozpoznavaci technikou. Kdyz se
elektrolyt disociuje na své iontové slozky v kapaling, tak se kapalina stava vodivym médiem.
Pokud se pouzije elektrické pole, dochazi k migraci iontd. KdyZ je na elektrodu aplikovan
potencidl, uvniti elektrolytu vznika elektrické pole, kdy zaporné néboje se pohybuji smérem
k anodam a kladné smérem ke katodam. Proud v elektrolytu je tedy zptisoben pohybem iontt
k elektrodam. Vodivost miize byt ovlivnéna ruznymi faktory véetné teploty [53].

Muhammad — Tahir a Alocilja (2006) vyvinuli vodivostni biosenzor pro detekci patogent jako
je E. coli O157: H7 a Salmonella spp. v ¢erstvych produktech napt. jahodach. Dolni hranice
detekce byla piiblizn¢ 7,9 x 101 CFU/ml. Doba analyzy byla 10 minut. Biosenzor byl zalozen
na elektrochemickém sendvi¢ovém imunotestu [32, 53].

5.3 Impedimetrické biosenzory

Princip této metody je na zakladé elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS). Je zde
aplikovan na elektrodu elektricky stimul v rozsahu 5 - 10 mV, ktery je aplikovan pies frekvenci
(5, 10 nebo 20 MHz) a to zpusobi tok proudu. Technika se hodné vyuziva pro bioafinitni
interakce na povrchu elektricky vodivych polymera [32].

Yang a kolektiv (2004) pouzili interdigitované mikroelektrody jako impedanéni senzory pro
rychlou detekci zivotaschopné Salmonella typhimurium. Impedance rustové kiivky proti
impedanci doby rustu bakterie byly zaznamenany ve ¢tyfech frekvenci (10 Hz, 100 Hz, 1kHz
a 10kHz). Ze zaznamu bylo pozorovano, ze impedance se nezménila do té doby, nez pocet
bun¢k nedosahl 105 — 106 CFU/mI. Nejvétsi zména probéhla pti 10 Hz [32].

5.4 Hmotnostni biosenzory

Zakladni princip této metody je ve spojeni piezoelektrickych krystalti [2]. Piezoelektrické
biosenzory jsou zaloZzeny na principu akustiky (zvukové vibrace). Pii pouziti produkuji
mechanické sily. Snimané molekuly jsou pfipojeny k piezoelektrickému povrchu, ve kterém
probihaji interakce mezi analytem a snimanou molekulou. Tim se vytvéafeji vibrace, které jsou
prevedeny na elektricky signal [54].

Su a Li (2005) demonstrovali tzv. QCM (quartz crystall microbalance) imunosenzor pro piimou
detekci S. typhimurium z kufeciho masa pomoci simultanniho méfeni rezonan¢ni frekvence a
pohybové rezistence. Imunosenzor byl vytvofen za pouziti proteinu A pro imobilizaci latek.
Protein A je bunécny povrchovy protein. Funguje jako imunoglobulin vazajici protein a mtize

to usnadnit pfenos bakterii [55]. Vysledek byl 105 — 108 bun¢k/ml [44].
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5.5 Elektronicky nos

Tato metoda obsahuje fadu 32 vodivych polymernich senzoru, které byly pouzity k ziskani
pachovych vzori v hornim prostoru masa. Vysledky ukézaly, ze systém je schopen
identifikovat kontaminované maso S. typhimurium pii koncentraci 7 CFU/ml.

Pokud je plyn adsorbovéan senzorem, dochazi k odporu organickych polymera a ten je poté

sniman [32].
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6 Zavér

Tato préace se zabyva biosenzory pro detekci patogent v potravinach. Biosenzory jsou slibnym
nastrojem pro vcasnou detekci nezddoucich mikroorganismt. Ackoli nékteré tradi¢ni metody
detekce patogennich puvodct potravin jsou citlivé, vétSina z nich jsou také Casové naro¢né
(n€kolik dni az tyden), coz omezuje jejich praktické vyuziti. Proto je stidle nezbytné vyvijet
nové metody. Slibné se jevi napfi. elektrochemické biosenzory, které jsou rychlé a jednodussi
nez optické, které mozna poskytuji lepsi citlivost, ale jejich ndklady a slozitost je Cini
neatraktivnimi.

Naptiklad elektrochemické biosenzory na bazi DNA nebo aptameru vykazuji vysokou citlivost
a nizkou mez detekce, nicméné by se dala zlepsit stabilita toho pfenosu. Velice slibné se jevi
I amperometrické biosenzory, které maji maly rozmér, a tudiz jsou skladné a muzou byt
vyuzivany V terénu.

OvSem to neznamend, Ze tradi€ni metody, které jsou stidle normované, budou opomijeny.

Naopak budou slouzit jako kontroly a budou se se screeningovymi testy porovnavat.
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