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ANOTACE

Tato diplomova prace je zamétena na piipravu elektrochemického imunosenzoru pro
detekci bakterialnich bunek, konkrétn€ Salmonella spp., a Campylobacter jejuni. Systém
je zalozeny na principu heterogenni imunoanalyzy, ktery vyuziva primarni protilatky pro
izolaci bakterialnich buné€k, imobilizované na magnetickém nosi¢i, a sekundarni
protilatky, znaCené vybranymi nanoCasticemi, které umoziuji naslednou
elektrochemickou detekci. Nejprve byly optimalizovany postupy pro piipravu
magnetického nosice pro izolaci bakteridlnich bun¢k ze vzorku. Pro znaCeni protilatek
pak byly zvoleny CdTe nebo PbS kvantové tecky (QDs) kombinované se silika
nanocasticemi. Krom¢e kvantovych tecek byly testovany 1 zlaté nanocastice (AuNPs) a
také polymerni dendrony, jako alternativa silika nanocéstic. Stanoveni probihalo na
tisténych trielektrodovych senzorech s uhlikovou pracovni elektrodou pomoci square

wave anodické, resp. katodické rozpoustéci voltametrie jako detek¢ni metody.

KLiCOVA SLOVA
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, kultivaéni metody, magnetické Castice,
kvantové teCky, zlaté nanoCastice, imunoanalyza, elektrochemicky imunosenzor,

dendrony, square wave voltametrie



ANNOTATION

This diploma thesis is focused on preparation of electrochemical immunosensor for
detection of whole bacterial cells, specifically Salmonella spp., and Campylobacter
jejuni. The system is based on the principle of heterogeneous immunoassay that uses
primary antibodies immobilized on a magnetic carrier and secondary labelled antibodies
which enable subsequent electrochemical detection. Firstly, procedures for preparing a
magnetic carrier for isolation of bacterial cells from the sample were optimized. CdTe or
PbS quantum dots (QDs) combined with silica nanoparticles were then selected for
antibody labelling. Next to QDs, gold nanoparticles (AuNPs) were tested, and also
polymer dendrons as an alternative to silica nanoparticles. Electrochemical detection was
carried out on screen-printed three-electrode sensors with carbon working electrode and

square wave anodic or cathodic stripping voltammetry as detection method.

KEYWORDS

Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Cultivation methods, magnetic particles,
quantum dots, gold nanoparticles, immunoassay, electrochemical immunosensor,

dendrons, square wave voltammetry
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Fluorescen¢ni imunoanalyza (Fluorescenc immunoassay)

Hemolyticko uremicky syndrom (Haemolytic uremic syndrome)
Mezinarodni mlékarska federace (The international Dairy federation)
ISO Mezindrodni organizace pro standardizaci (International
organization for standardization)

Detekéni limit (Limit of the detection)

Modifikovany deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem
(Modified Charcol Cefoperazone Deoxycholate Agar)

Kauffman tetrathionat novobiocin médium

Magnetické nanocastice (Magnetic nanoparticles)

Masopeptonovy agar

Multiplexnipolymerazova fetézcova reakce(multiplex Polymese chain
reaction)

Manitol yolk polymyxine B agar

Nanokanalky (Nanochannels)

Nanoty¢inky (Nanorods)

Nanodratky (Nanowires)

Polymerazova fetézcova reakce (Polymerase chain reaction)

Kvantové teCky (Quantum dots)



QMS
gPCR

RVS

SFE

SE

SPR
TSYE agar

VIDAS
XLD

Systém fizeni kvality (Quality management system)

Polymerdzova fetézcova reakce v redlném case (Polymerase chain
reaction in real-time)

Rappaport Vassiliadis s6ja médium

Stafylokokové otravy z potravin (Staphylococcal poisoning from food)
Stafylokokové enterotoxiny (Staphylococcal enterotoxins)

Nadoba pevné faze (Solid phase vessel)

Agar s tryptonem, sojovym peptonem a kvasni¢nym extraktem (Tryptone
Yeast Soy Extract -Agar)

automatizovany imunnoanalyticky systém

Xyléza-lyzin deoxylatovy agar



UVOD

V dnesni dob€ jsou na bezpe€nost a zdravotni nezdvadnost potravin kladeny ¢im dal
vetsi pozadavky. Jako bezpetné a zdravotn€ nezavadné potraviny jsou brany ty, které
neobsahuji patogenni a podminéné patogenni mikroorganismy, ani jiné cizorodé¢, zdravi
skodlivé latky.

Pritomnost tzv. potravinovych patogeni muze zpusobit vznik alimentarnich
onemocnéni. Z tohoto duvodu je nutné pfitomnost téchto patogent odhalit v co
nejkrat$im Case a eliminovat tak rozvoj pfipadnych zdravotnich problému.

Presto klasické kultivacni metody jsou nezbytné a nenahraditelné pro presnou
konfirmaci bakterialni kontaminace, jejich nevyhodou je ¢asova narocnost. Zejména
pro rychly zachyt rizikovych potravin (surovin ¢i produkti) by mohly slouzit tzv.
screeningové metody, které jsou v posledni dob€ vyvijeny a vyuzivaji riznych principa.
Podle organizace FDA (Food and Drug Administration) jsou uvadeény kategorie potravin,
které jsou vystavovany vétsimu riziku kontaminaci potravinovymi patogeny. Mezi tyto
potraviny patii zejména: syrové a nedostateCné upravené maso, nebo syrove,
nepasterované mléko a jeho produkty. Dale pak chlazené nebo ¢aste¢n€ mrazené morské
plody, syrové ryby, potraviny obsahujici syrové nebo nedostate¢né tepelné opracovana
vejce a Spatn¢ omyta zelenina ¢i ovoce.

Jednou z moznosti rychlych metod pro detekci bakterii v potravindich mohou byt
elektrochemické imunosenzory. Ty vyuzivaji kombinace specifické afinitni izolace
bakterialnich bunék ze vzorku, s citlivou elektrochemickou detekci. Cilem této prace je
sestaveni takového systému, ktery by umoznil detekci bakterii, konkrétné

Salmonella spp.a Campylobacter jejuni.
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1. METODY PRUKAZU BAKTERI{

Pro prikaz mozného vyskytu potravinaiskych patogent se pouzivaji klasické
kultivaéni metody, rychlé neboli screeningové metody a epidemiologické metody. Ty se
vétSinou nepouzivaji kazda zvlast, ale ve vét§iné piipadd se navzajem dopliiuji.
Nevyhodou klasickych kultivacnich metod je Casova a manualni narocnost. Rychlé
metody jsou oproti nim v obou smérech mén¢ naro¢né. I kdyz je vyuziti rychlych metod
efektivnéj§i a umoziuji nam dosazeni vysledka a prikazu pfitomnosti potravinovych
patogent v kratSim Case, klasické kultiva¢ni metody s naslednymi konfirma¢nimi testy

jsou stale nezbytné.

1. 1 Klasické kultiva¢ni metody pro stanoveni patogent

Pro jednotnost vysledkl stanoveni potravinovych patogenti a srovnatelnost mezi
jednotlivymi laboratofemi se vyuZiva postupl, které jsou doporudeny Ceskymi
technickymi normami (CSN), normami Mezinarodni organizace pro standardizaci (ISO),
a Mezinarodni mlékarské federace (IDF). Metody mohou byt jak kvalitativni, tak
kvantitativni.

Klasické kultivaéni metody zahrnuji neselektivni pomnozeni, selektivni pomnozeni
v tekutém selektivnim médiu, kultivaci na agarové piudé a nasledny vybér
charakteristickych kolonii dané bakterie a provedeni konfirmace, k Cemuz slouzi

biochemickeé testy [1].

1. 1.1 Stanoveni potravinarskych patogenu podle norem

o  Salmonella spp.

Prikaz bakterii rodu Salmonella vychazi z normy CSN EN ISO 6579-1. Metoda

zahrnuje Ctyfi kroky. Prvnim krokem je pomnozeni v selektivni tekuté pudé, pufrované
peptonové vode, pii 34-38 °C po dobu 18 hodin. Kultura se nasledné preockuje
a pomnozi ve dvou selektivnich tekutych padach: Rappaport Vassiliadis sdja mediu (RVS
médium) pii 42 °C, 24 hodin a Kauffman tetrathionat novobiocin médiu (MKTTn
médium), pfi 37 °C, 24 hodin. Z RVS média je kultura vyo€kovéana na xyléza-lyzin
deoxylatovy agar (XLD agar) a z MKTTn média na chromogenni médium (Rambachtv
agar) a inkubovana pii 37 °C, 24 hodin. Nasledn€ jsou vyockovany typické kolonie na

masopeptonovém agaru (MPA) a provedeny biochemické a sérologické konfirmacni
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testy. Prikaz je dale zalozen na negativnich vysledcich testd na $tépeni mocCoviny a

fenylalanindeaminazy, prakaz 3-D-galaktosidazy, VP test a prikaz tvorby indolu [2].
Na obrazku 1 je vidét rast salmonely na XLD agaru, kde kolonie jsou bilé s Cernym

sttedem a v jejich okoli dochazi ke zméné barvy pudy. Na Rambach agaru jsou kolonie

jasné Cervené nebo s odstiny od vinové az do modré.

"

L)

A

Obrazek 1 Salmonella spp. na A-XLD agaru (37 °C,24 H), B-Rambach agaru (chromogenni médium) (37 °C,24 H) (foto
autor)

o  Campylobacter jejuni

Stanoveni se provadi podle normy CSN EN ISO 10272-1. Metodu prikazu vybirame
podle typu vzorku, predpokladaného poctu bunek ve vzorku a urovni mikrofléry vzorku,
ktera muze byt nizka nebo vysoka. Na zakladé toho je provadéno pomnozeni nebo se
naopak ockuje pfimo na selektivné diagnostickou ptdu.

Obohaceni vzorku se provadi v selektivnim tekutém médiu. Je vyuzivano Boltnova
nebo Prestnova bujonu. K nésledné izolaci se vyuziva modifikovany deoxycholatovy
agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem-mCCDA. Inkubace se provadi v mikroaerofilnim
prostiedi 44 h pti 41,5 °C.

Po nartstu jsou provadény konfirmacni testy - kultivace na krevnim agaru, pozorovani
morfologickych znaki a biochemické testy (test na katalazu, oxidazu, rast pii 42 °C
aerofilné a 25 °C mikroaerofiln€é [3]. Na obrazku 2 je vyfocen typicky narust
kampylobaktera na columbia agaru, kolonie jsou Sedé¢ az svétle hnédé s nepravidelnymi

okraji.
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Obrazek 2 Campylobacter jejuni na Columbia agaru (42 °C,48 H); (foto autor)

o Escherichia coli

Ke stanoveni Escherichia coli se vyuzivajiz spisSe rychlych metod, které dokazi rozlisit
jednotlivé  sérotypy. V potravindich se stanovuje souCasné s koliformnimi
mikroorganismy, které poukazuji na fekalni zne¢isténi, a to podle normy CSN ISO 4831 —
Stanoveni koliformnich mikroorganisma v potravinach metodou MPN. Vyuziva se deviti
zkumavek s plynovkou s tekutou EC padou (puda s tryptézou a laurylsulfatem sodnym).
Zaockuje se 1 ml vzorku pod plynovku vzdy po sobé& snizujici se fedéni. Po 48 hodinach
pii 30 °C se pozoruje tvorba plynu, srazeniny, zakalu nebo zmeéna barvy indikatoru.
Z priloZzeného navodu se pak odecCte kod a odeCte se interval, ktery odpovida
pravdépodobnému poc¢tu mikroorganismi v 1 ml [4]. Na obrazku 3 vidime typicky narast

E. coli na krevnim agaru, kde tvoii bilé, slizovité, rozlehlé kolonie.

Obrazek 3 Escherichia coli na krevnim agaru (37 °C,24 H); (foto autor)
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o Staphylococcus aureus

Metoda stanoveni koagulaza-pozitivnich  stafylokoki mezi néz ftadime
i Staphyloccocus aureus se provadi podle normy CSN EN ISO 6888-1. Podstatou metody
je zaoCkovani ur¢eného objemu vzorku a jeho fedéni na povrch selektivni kultiva¢ni pudy
vzdy v dubletu. Inkubuje se pfi teplote 35-37 °C po dobu 24-48 hodin. Pocet koagulaza
pozitivnich stafylokokd v mililitru nebo gramu vzorku se ziska z poctu typickych kolonii
naslednym potvrzenim koagulazovym testem.

Stanoveni St. aureus je zalozeno na obsahu slozek obsazenych v arbitrazni pade podle
Baird-Parkera. Zaklad pudy tvofi pankreaticky natraveny kasein, kvasni¢ny extrakt,
masovy extrakt, pyruvat sodny, L-glycin, chlorid lithny, agar a voda. K tomuto zékladu
je pridan roztok teluriCitanu draselného, zloutkova emulze a roztok sulfomethazinu.
Uprava vzorku je dana specifickou normou tykajici se typu testovaného vzorku. Inokuluje
se 0,1 ml tekutého vzorku nebo vychozi suspenze vzdy na dvé plotny. V ptipadé
stanoveni nizkych poCtu se inokuluje 1 ml. Inkubuje se dnem vzhiru pii 35-35 °C. Po
24 hodinach se odecitaji vysledky. Pouziji se plotny obsahujici 15-300 kolonii.

Typické kolonie jsou Cerné, CernoSedé, n€kdy dokonce bilé obklopené zdénou
precipitace, indikujici koagulazovou aktivitu. V pfipade€ Cernych a cernoSedych kolonii
se provadi konfirmace - prokazani koagulazové aktivity [5].

Na obrazku 4 je typicky narust kolonii Staphylococcus aureus, ktery na Baird-Parker

agaru tvoii prusvitné kolonie s Cernym stifedem.

Obrazek 4 Staphylococcus aureus na Baird-Parker agaru (35 °C, 24 H); (foto autor)
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o Listeria monocytogenes

Metoda prikazu se provadi podle normy CSN EN ISO 11290-1. Prikaz listerii je

zalozen na prukazu -D-galaktosidazy a naristu modrozelenych kolonii, fosfolipazy C,
kdy dochézi ke tvorb€ precipitace tzv. halo zon€. Déle pak na hydrolyze eskulinu
a nezkvaSovani manitolu.

Prikaz listerii zahrnuje Ctyfi po sobé& jdouci kroky. Testovany vzorek je primarné
pomnozen v tekutém selektivnim bujonu podle Frasera, tento bujén ma pro primarni
pomnozeni poloviéni koncentraci nezli pro sekundarni a je inkubovan pii 30 °C, 24 hodin.
Po inkubaci se kultura preockuje do selektivniho media podle Frasera, kde se sekundarné
pomnozi. Inkubuje se aerobné pi1 37 °C, 24-48 hodin. Poté se provede vyockovani na
selektivne diagnostické volitelné agary pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA
agar) a OXFORD, Rapid'L. mono agar (PALCAM agar). Inkubace probiha pti 37 °C,
24-48 hodin. Pro konfirmacni testy preockuji vybrané kolonie na TSYE agar (agar
s tryptonem, sdjovym peptonem a kvasniénym extraktem). Provadéji se testy jako barveni
podle Grama, pohyb ve zkumavce, prikaz katalazy, hemolyzy, hydrolyza eskulinu a
CAMP test (pro prukaz B-hemolyzy, nazev testu odvozen od objevitelu- Christie, Aktins,
Munch-Peterson) [6]. Na krevnim agaru tvoti bilé, drobné kolonie s hladkym povrchem

(viz. obrazek 5).

Obrazek 5 Listeria monocytogenes na krevnim agaru (37 °C, 24 H); (foto autor)
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o Bacillus cereus

Norma CSN ISO 7932 udava pokyny pro stanoveni po&tu presumptivnich Bacillus
cereus. Podstatou je oCkovani na povrch selektivné diagnostické ptidy. Vzorek je odebran
a zpracovan na zakladé ptislusnych norem daného vzorku. Vzdy je o€kovan uréeny objem
vzorku nebo daného tfedéni. Vysledek je uvadén v g nebo ml vzorku na zdkladé poctu
konfirmovanych kolonii. Pouziva se selektivné — diagnosticka puda — Mannitol yolk
polymyxine B agar (MYP agar), ktera se zaockuje 0,1 ml vzorku nebo daném tedéni.
Vzorek je kultivovan aerobné v zaveésené poloze pii 30 °C 18-48 hodin. Hodnoti se misky
obsahujici 15 az 150 kolonii obsahujici charakteristické kolonie, které jsou velké, drsné,
razové a obklopené razovou zénou precipitace (viz. obrazek 6). Opét je nutné provést
konfirmaci, pomoci kultivace na krevnim agaru, kde tvoii hemolytickou zonu, dale pak

predepsanymi biochemickymi testy a hodnoceni morfologie bun€k mikroskopicky [7].

Obrazek 6 Bacillus cereus na MYP agaru (30 °C, 18 H); (foto autor)

1. 2 Rychlé metody pro stanoveni patogent

Pro rychlou detekci potravinovych patogenu je vyuzivano piedevsim biochemickych
a molekularné-biologickych technik. Jsou to vhodné alternativy k mikrobiologickym
metodam, moznosti jsou predev§im detekce pomoci biosenzora [8—10], polymerazova
fetézova reakce (PCR z angl. Polymerase Chain reaction) [11, 12] nebo ELISA metody
(z ang. Enzyme-linked immunosorbent assay) [13]. Tyto metody jsou selektivni a vysoce

specifické.
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1. 2.1 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA, zangl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) je metoda vyuzivajici specifické afinitni reakce mezi antigenem
a protilatkou.

Je délena podle provedeni na nekompetitivni (sendvi€ovad) a kompetitivni (pfima,
nepiimd). S ohledem na velikost antigenu, je v pfipadé bakterii nejbézné;si usporadani
sendviCové [14].

Vyuziva dvou protilatek, z nichz jedna, oznacovéna jako primarni je imobilizovana na
pevnou fazi. Na primarni protilatku je nasledné afinitné vazan stanovovany antigen
(bakterialni buriky nebo toxiny) ze vzorku. Nenavazané slozky jsou poté vymyty a je
pfidana protilatka znaCend enzymem, ktera se vaze na komplex primarni protilatky
s antigenem také afinitné. Prebytecné sekundarni protilatky jsou opét vymyty. Takto
ptipraveny komplex je pak detegovan pomoci pfidaného substratu, ktery je enzymem
konvertovan na produkt, jehoZz signal je monitorovany. Ke znaCeni se vyuziva raznych
enzymu, nejcastéji kienova peroxidazy, p-galaktosidazy ¢i alkalické fosfatazy. Deteguje
se pomoci optickych metod jako je spektrofotometrie, fluorescencni nebo luminiscencni
detekce. Vhodnou alternativou jsou pak elektrochemické imunosenzory [14, 15].

Tohoto uspotradani ELISA metody ve formé komer¢ni testovaci soupravy (BIOLINE)
bylo vyuzito napt. pro stanoveni Staphylokokovych enterotoxing, enterotoxint F. coli
vmléku 68 CFU/ml nebo vhovézim mase 6,8 x 10° CFU/ml, nebo Salmonelly
1 CFU/25 g vzorku [15-17].

1. 2.2 Systém VIDAS

V posledni dobé jsou k detekci potravinovych patogenti vyuzivany automatizované
systémy ELISA jako jsou napt. VIDAS (z angl. Vitek InumunoDiagnostic ASsay). Jedna
se 0 automatizovany imunoanalyticky systém, ktery je zalozeny na principu fluorescencni
imunoanalyzy (FIA) [18-20].

Cela analyza trva 45-120 minut. Systém VIDAS zahrnuje pouziti reagen¢niho prouzku
a plastové trubi¢ky (SPR), na které jsou vazany protilatky.

Kapalny vzorek je umistén na reakCni prouzek, ktery obsahuje vSechna potiebna
¢inidla. SPR slouzi jako pipeta a zarover jako pevna faze pro stanoveni. Pfistroj provede
fluorescen¢ni imunoanalyzu automatickym prenosem vzorku do SPR, kterd ma na své

vnitini stran¢ navazané protilatky slouzici pro zachyt cilového patogenu nebo toxinu ze
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vzorku. SPR se automaticky pfenese do fady jamek, které obsahuji sekundarni protilatky
oznacené enzymem alkalickou fosfatdzou. Navazany enzym katalyzuje Stépeni substratu
za vzniku fluorescencniho produktu. Vysledek je pak hodnocen jako pozitivni ¢i
negativni [21, 22].

Tato metoda byla vyuzita naptf. pro stanoveni Salmonelly spp. ve vzorku porku,

Listeria monocytogenes v hovézim mase, nebo E. Coli O157-H7 v syru [15, 16].

Obrazek 7 VIDAS systém, dostupné z: -http://www.medicalexpo.com/prod/biomerieux/product-70644-616369.html,
https://www.biomerieux.pl/diagnostyka-kliniczna/produkt/vidasr (stazeno 25. 3. 2019)

1. 2.3 Metoda PCR - Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR, z angl. Polymerase ChainReaction) je metoda
zalozend na zmnozeni specifického useku DNA a jeho detekci. PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézc vybrané DNA pomoci DNA-polymerazy, a
to ve sméru od 5’k 3 konci.

Metodu muzeme rozdélit do tii zakladnich kategorii -jednoducha polymerazova reakce
(PCR), multiplexni polymerazova tetézova reakce (mPCR), a polymerazova fetézova
reakce v realném Case/ kvantitativni (QPCR).

Jednoducha polymerazova reakce je nejCastéji pouzivanad metoda molekularni analyzy
pro detekci potravinovych patogent. Umoziiuje detekci potravinového patogenu
ptitomného v potravinach detekci specifické cilové sekvence DNA. PCR byla pouzita pfi
detekci Castych potravinovych patogenu jako Listeria monocytogenes, Escherichia coli
0157: H7, Staphylococcus aureus 1x 10* CFU/ml v syrovém mléce, Campylobacter
Jejuni nebo Saplmonella spp. o koncentraci 4 CFU/ 25 g vzorku [23].

Multiplexni PCR je oproti ni jednoduché a rychlejsi pii souCasném zesileni genovych
cila. Rozdilem je vyuziti vice specifickych primert zatimco u jednoduché PCR se

vyuziva pouze jedna sada specifickych primert. mPCR je mozné stanovit pét a vice
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patogent soucasné. Chen a kol.(2012) vyuzili tuto metodu pro stanoveni £. coli O157:
H7 v koncentraci 5 x 10* CFU/ml, St. aureus, Salmonella spp. 10* CFU/ml nebo Listeria
monocytogenes 10° CFU/ml [24, 16].

PCR vrealném cCase nevyzaduje pro detekci patogent vyhodnoceni pomoci
elektroforézy na rozdil od jednoduché PCR, ale sleduje prubéh celé reakce méfenim
fluorescen¢niho signalu, poskytovaného pfimo pouzitymi sondami. Intenzita
fluorescence je tmérna mnozstvi amplikonii PCR. Této metody vyuzil Hu a kol. (2014)
pii detekci Listeria monocytogenes v mnozstvi < 18 CFU/10 g ve vzorku mletého
hovéziho masa, Salmonella enterica, E. coli a Campylobacter jejuni [24, 16].

Zavedeni metody PCR v mikrobialni diagnostice ve vyzkumnych laboratofich se stalo
rutinni zalezitosti a slouzi jako alternativa tradi¢nich detekénich metod. Vyzaduje malé
mnozstvi materidlu a kromé toho, ze je rychla, selektivni a specifickd, ma také velmi
nizké detek¢ni limity. Vyhodou je také jeji robustnost. Muze byt i automatizovana [25,
26]

Detekéni limit PCR se pohybuje v rozmezi 10°-10* bunék/ml vzorku, kterého je
potieba na reakci pouze malé mnozstvi a musi byt pfedem obohacen. U tradi¢nich
detek¢nich metod se pohybuji detekéni limity 1 buika/25 g vzorku. Nejdilezitéjsimi
parametry jsou obvykle kvalita §ablony DNA, Cistota Cinidel a teploty dosazené béhem
reakce. Ke zvySeni ucinnosti se potravinova matrice pied analyzou pomoci PCR upravuje
podle druhu vzorku.

PCR Probiha ve tfech krocich liicich se teplotou, zahrnuji denaturaci, hybridizaci
(annealig) a syntetickou fazi (elongaci). Na obrazku 8 je znazornén pribéh metody PCR.

V prvni fazi je cilova DNA denaturovana za vysoké teploty na jednotetézcovou DNA.
Nasledné dochazi k renaturaci dvou fetézcti syntetickych oligonuklidi, které jsou
v reakéni smesi v nadbytu. Takto pfipravené fetézce zvané primery slouzi jako piedloha
pro syntézu nového fet€ézce DNA. Polymeratni proces, pii kterém se primery
komplementarni k jednotfetézcové DNA prodluzuji vlivem pifitomnosti enzymu DNA-
polymerazy. Produkty jsou pak vizualizovany ethidium bromidempo elektroforetické

separaci, jako pasy [25-27, 23].

26



Cast DNA <511111111 EEEBEREEE N
3y d 1111131431331

l 98°C Denaturace
Zvysujici teplota

STYTTTTTTTTITTITITTITITS  ronvolnividkna DNA

l 48 - 72°C

= 3 5' Teplota umoinujici
Templa ; -
oy 5 Primer 3 Primer nasednuti primerd na

P SEEEEEEEEEENEERE NN Y komplementarni

fetézce DNA
l 68 - 72°C

3 Annealing

a5 3 Elongace
Vznikajici < 3‘-LJ'.1.'L-\-’(J'1L 5" Polymerasa prodiuzuje
vldkna DNA 5 ——_ 3 fetézce DNA za
rTYT ‘Tprimery
> 5 *»

Obrazek 8 Pribéh metody PCR, prevzato a upraveno z [45]

1. 2. 4 Vyuziti biosenzoru ke stanoveni potravinovych patogent

Biosenzory jsou analyticka zatizeni, kterd pfeméniuji biologickou odezvu na elektricky
signal, ktery je umeérny koncentraci sledovaného analytu. Biosenzor se sklada ze dvou
hlavnich Casti: bioreceptoru, ktery rozpozna cilovy analyt, a pfevodniku pro prevedeni na

meéfitelny elektricky signal (viz. obrazek 9)

bioreceptor pievodnik sbér a zpracovani
Analyt 1 1 = dat
1~
o ) |

Obrazek 9 Schéma zobrazujici hlavni soucdsti biosenzoru, prevzato a upraveno z [17]

Bioreceptorem muze byt tkan, enzym, burika, protilatka, DNA atd. Bioreceptor
rozhoduje o citlivosti a selektivitébiosenzoru. Prevodniky jsou déleny na optické
a elektrochemické, hmotnostni nebo teplotni ¢idla. Podrobnéjsi rozde€leni ukazuje schéma

na obrazku 10 [28-30].
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Biosenzor

Bioreceptor Pievodnik

[ omtiey | | Elektrochemicky
SPR Opticke Amperometricky
vlakno
Burika 1]
Ranan 4 Dalsi Potenciometricky
FTIR uspofadani
DNA Hmotnostni '—— Teplotni Impedimetricky
cidla
Zivy organismus | —| Konduktometricky

g — |

Obrazek 10 Prehled druhd biosenzort, pfevzato a upraveno z [11]

Vyvoj v oblasti biosenzort piinasi zlepSeni citlivosti a selektivity pfi detekci
potravinovych patogent. Detekce je rychla, spolehliva a efektivni [29, 30].

Kombinace biochemickych receptort (protilatky, enzymy, nukleové kyseliny atd.)
s fyzikalnim nebo fyzikalné-chemickym prevodnikem umoznuje ve vét§ing€ piipadu
pozorovat specifické biologické reakce (napt. interakce mezi antigenem a protilatkou).
Umoziiuji tak detekci Sirokého spektra analytu i ve slozitych matricich vzorkd.

Idedlni biosenzor je takovy, ktery poskytuje odezvu v ,redlném cCase™, zvlaste
v pfipadé detekce rychle se kazicich potravin. Mél by snadno rozliSovat cilovy
organismus nebo toxiny. M¢l by byt odolny vici tepelnym zménam, pH nebo zméné

iontovych sil. Mé€l by byt citlivy, specificky, reprodukovatelny a robustni [30, 31].

1. 2.5 Elektrochemické imunosenzory

Elektrochemické imunosenzory jsou jednim z uvedenych typt biosenzort, které jsou
vyuzivany pro detekci bakterii. Jsou zalozeny na afinitni interakci mezi antigenem
(bakterialni buiikou) a protilatkou s naslednou elektrochemickou detekci. Obvykle se
provadi imunoanalyza na pevné fazi. Tou muze byt mikrotitra¢ni destiCka, trubicky,
kapilary, pevné Castice (nemagnetické nebo magnetické povahy) [32] nebo pfimo povrch

elektrody [9], na které se provadi vysledné mefeni. Podle poradi navazani protilatek

28



a protilatek znaCenych rozliSujeme dva typy stanoveni. Jedna se o stanoveni pfimé nebo
nepiimé. V pripadé piimé detekce reaguje znacena protilatka pfimo s antigenem. Pfi
nepiimém stanoveni se vyuziva primarni protilatky a sekundarni znacené protilatky. Na
obrazku 11 je vidét schéma celé reakce kde detekce probiha pfimo na povrchu elektrody
[11,27,30,33].

U elektrochemickych biosenzort jsou pro biologické vzorky méfené signaly obecné
elektronické povahy. Vysledny signdl je pak generovan bud zménou vodivosti,
impedance nebo zménou proudu pifi akumulaci naboje. Zménu muzeme pak méfit
konduktometricky, amperometricky nebo potenciometricky [27, 30, 33 ].Chyba!

Nenalezen zdroj odkazu.

==

Electrode fsensor

Magnetic & Mon-Magnetic Mano Prticles ,\=“.o
e

1uammseah‘
|e21way04323|3

Tagged Bacteria/Toxin

Bacteria/Toxin L ¥ J
: v N g
Meonoclonal Antibody Of Bacteria =2

Obrazek 11 Neprimd metoda detekce bakterii pomoci sendvicového usporadadni, prevzato a upraveno z [11]

1. 2.6 Vyuziti nanomaterialii pro detekci potravinovych patogenu

Biosenzory jsou perspektivni alternativou k tradi¢nim analytickym metodam
a pravdépodobné i jeden z nejslibnéjSich zpusobu feSeni jednoduchosti a rychlosti
detekce potravinovych patogent. Obvykle pouzivané enzymy mohou byt v tomto pfipadé
nahrazovany 1 elektroaktivnimi nanomaterialy [31, 34].

Vyvoj v oblasti nanotechnologii umoziiuje variabilitu v oblasti biosenzort, kde jsou
nanomaterialy vyhodné z hlediska detekce, kde ptinasi zvyseni vysledného signalu. Jedna
se o nanomaterialy jako jsou magnetické nanocastice (MNP), zlaté nanocastice (AuNPs),
uhlikové nanotrubice (CNT), nanorody (NRs), kvantové tecky (QDs), nanodratky (NWs),
nanokanalky (NC) atd. [34-36].
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Magnetické ¢astice

Magnetické castice (MNP) jsou diky svym chemickym a fyzikalnim vlastnostem
vysoce funkénim materidlem vhodnym pro pouziti v biomedicin€, potravinaistvi pro
zachyt bunék.Jejich vyhodou je manipulace pisobenim vné&jsiho magnetického pole.
Nejcasté€jSimi materialy pro piipravu magnetickych nosic¢a jsou oxidy zeleza, maghemit,
magnetit a jejich smés, nebo razné typy feritd ve formé magnetickych kapalin ¢i praska
[34, 37].

Vyhodou magnetickych castic je, ze na né¢ mohou byt navazany razné ligandy
obsahujici funk¢ni skupiny, a slouzi tak jako efektivni nosi¢ pro imobilizaci biologicky
aktivnich latek (viz. obrazek 12). Magnetické ¢astice mohou byt nasledné modifikovany
specifickymi protilatkami na né€z se zachyti a izoluji cilové patogeny [34, 37].

A B

Magnetic core
(v-Fe,0,/Fe,0,)

Epoxy

Polymer shell NH,
Amino
HOOC

Carboxylicacid

O

Avidin/ c o Tosyl

Streptavidin y

Antibody

Enzymes /

o
> X
ProteinA/ \ﬁi{ ?r‘f
ProteinG e ]
i,

Obrazek 12 Magnetické cdstice: nemodifikované Castice (A), s aktivnimi funkénimi skupinami (B) a konjugované s
biologickymi molekulami (C), prevzato z [32]

Kvantové tecky

Kvantové tecky (QDs) jsou polovodicové nanokrystaly syntetizované z anorganickych
polovodicovych materiald jako jsou selenid nebo tellurid kadmia, fosfid india atd.
Velikost kvantovych teCek se pohybuje v rozmezi 1-20 nm. Maji vynikajici vodivost,
elektro-katalytickou aktivitu, velky povrch vhodny pro elektrochemické biosenzory

a dobré optické vlastnosti, které jsou vhodné pro optické biosenzory [34, 36].
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Jejich vlastnosti ve spojeni s biosenzory vyuzil Zhong a kol. (2019) pii stanoveni
Escherichia Coli O157T:H7 v mléce za pouziti diferen¢né pulzni voltametrie, kdy
CdS QDs pouzil pro znaceni sekundarnich protilatek. Stanovené mnozstvi odpovidalo
30 CFU/ml [38].

Déle pak Yu a kol. (2017) pouzil CdTe/CdS QDs pro znaceni sekundarnich anti-£. coli
poritlatek a pomoci nich stanovili . coli ve vzorku mléka s limitem detekce 10* CFU/ml

[35].

Zlaté nanocastice

Zlaté nanocastice (AulNPs) se vyuzivaji diky svym fyzikalné-chemickym vlastnostem
ajednoduché syntéze [39].

Na obrazku 13 je znazornén cely postup elektrochemické detekce patogenu pomoci
AuNPs znalenych protilatek, ktery pouzil Hassan a kol. (2015). V prvnim kroku dochazi
k navazani bakterii na magnetické Castice simobilizovanymi protilatkami, v kroku
druhém se pridaji zlatymi nanoc¢asticemi znaCené protilatky a cely komplex detegoval na
ticténych uhlikovych elektrodach chromamperometrickou detekci. Stanovili tak
Escherichia coli ve vzorcich vody a hovézim mase, kde prokézali §iroky rozsah detekce
10%-10* CFU/ml [40]. Silva, Magalhaes a kol. (2019) za pouziti zlatych nano&astic
stanovili bakterialni bunky Salmonella Typhymurium v jable¢ném dzusu. Komplex byl
tvofen na PVC membrané pokryté AuNPs, ktera byla soucasti elektrody.Limit detekce
potenciometrického biosenzoru vtomto usporadani byl 6 CFU/ml [41]. Zlaté
nanocasticetaké pouzil také Oh a kol. (2017) pfi stanoveni Salmonella Typhimurium ve
vepiovém mase, kde limit detekce byl 10* CFU/ml, zlaté nanogastice, které byly soucasti

snimactho ¢ipu, na némz tvofily monovrstvu a byly detegovany biosenzorem na
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principu povrchové plasmonové rezonance [42].
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Obrazek 13 Princip biosenzoru pro detekci Escherichia coli pomoci protilatek znacenych zlatymi nanocdsticemi,
prevzato a upraveno z [40]
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1. 2.7 Porovnani vybranych metod

Obrazek 14 popisuje sled jednotlivych krokt, které jsou provadény pii identifikaci
patogennich mikroorganismt v potravinach. Jak jiz bylo zminéno, tradi¢ni metody
detekce jsou Casoveé narocné a obsahuji mnoho krokda.

Tabulka 1 ptehledné shrnuje vyhody a nevyhody rychlych metod. Volba mezi rychlou
a klasickou metodou vsak zavisi vzdy na konkrétnim tcelu analyzy.

Rychlé metody jsou vhodné pro odhaleni rizikovych potravin a zabranéni tak
piipadnému alimentarnimu onemocnéni. Pfi propuknuti onemocnéni je stale dulezita

biochemicka konfirmace pro stanoveni 1écby.

i Potravinowy vzorek ‘

|

Imunomagnetick ‘ Zpracovani l
separace #
[ Obohaceni ]
Biosenzor +
(0,5 -2h) -
Sekundarni
[ obohaceni ]

metody (1 — 3dny) * PCR(1-4h

¥ *  Molekuldrni biclogie (12h)
*  Pritokova cytometrie (2-4h)
* Ribotypizovani (8h)

‘ Mikrobiologické J/ \ +  ELISA (4h)

Biochemicka konfirmace
(2—8h)

4
Identifikace, pocitani kolonii k
(2-4 dny)

¥ "’/

Identifikace patogenu ‘

Obrazek 14 Schéma ilustrujici prislusné kroky zpracovadni vzorku a pribliznou dobu analyzy. Prevzato a upraveno z [44].
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Tabulka 1 Vyhody a nevyhody jednaotlivych rychlych metod. Prevzato a upraveno z [43]

Detekéni metoda Vyhody Nevyhody
A) Na bazi nukleovych kyselin
Vysoce citlivé - Ovlivnéno inhibitory PCR,
Vedodudil FER Vysoce specifické vyzaduje ¢isténi DNA
Automatizovatelné - Tézké rozliSit 7Zivé a nezivé
Reprodukovatelné vysledky buriky
Vysoce citlivé - Ovlivnéno inhibitory PCR
Vysoce specifické - Komplementarita zdvisi na
Multiplexni PCR Moznost detekee vice patogenu pouzitém primeru

PCR v realném Case

Automatizovatelné - Teézké rozliSit Zivé a nezivé
Reprodukovatelné vysledky burky

Vysoce citlivé - Vysoka cena

Vysoce specifické - Ovlivnéni inhibitory PCR

Reprodukovatelné
Rychlé (Cas)
Bez nutnosti post-amplifikani

upravy produktu

Vyzaduje zkuSeny personal
Muize dojit ke  kiizové

kontaminaci

B) Vyuziti biosenzoru

Optické biosenzory

Vysoka citlivost
Detekce v redlném Case

Beznackové (z ang. label-free)

VyS$si cena

Pro velké série vzorku

Automatizovatelny

Nizka specifi¢nost

Omezeni pro analyzu vzorki

Elektrochemické biosenzory Beznackové (z angl. label-free) s nizkym poctem
mikroorganismu
- Interference matrice
Nakladné - Nizka specifita
Snadnd obsluha - Nizka citlivost
Hmotnostni biosenzory . .
Beznackové - Dlouha doba inkubace bakterii
Detekce v redlném Case - Rada dilgich krokd

C) Imunoanalytické

ELISA

Vysoce specificka

Miize byt automatizovana
Detekce vice bakterii Ci toxina
Miize pracovat s velkym poctem

vzorku

Méné citliva
Fale$né negativni vysledky
Vyzadovano obohaceni vzorku

VyS$si cena

34




2. BAKTERIALNI KONTAMINACE MLEKA

Cilem této prace je sestavit elektrochemicky imunosenzor pro detekci bakterii, ktery
by byl vyuzitelny pro priukaz piipadné kontaminace miléka.

Mikrobialni Cistota je nejvyznamnéjsim pozadavkem na jakost mléka. Mléko je pro
¢lovéka bohatou potravinou na ziviny, ale na druhé strané€ je vhodnym prostfedim pro
rast mikroorganismd, a to kvuli neutralnimu pH a vysoké vodni aktivité. Nekteré
mikroorganismy vyuzivaji tyto ziviny obsazené v mléce pifimo a nekteré mikroorganismy
rozpoutavaji jejich metabolismus.

Mikrobialni ¢istota ovliviiuje trvanlivost mléka a jeho technologickou zpracovatelnost.
K urCovani jakosti syrového mléka se vyuziva mikroskopického hodnoceni mikroflory,
pomoci enzymatickych zkousSek jsou pak sledovany produkty metabolismu bakterii
ptitomnych v mléce [44, 45].

Primérné mnozstvi bakterii stanovené kultivacni metodou u kravského mléka
ziskaného ze zdravého vemene se uvadi 10° CFU/ml, u ostatnich druht mléka aZ

10° CFU/ml, mezi tyto bakterie viak nefadime patogenni bakterie [45-47].

2. 1. Zdroje kontaminace
Ke kontaminaci mize dochazet bud’ primarné nebo sekundarné. Primarni kontaminaci
zpusobuji bakterie obsazené ve strukovych kanalcich, mikroorganismy z povrchu
vemene a prostiedi, ve kterém je krava dojena (vykaly, krmivo, ptida). Dale pak zalezi na
hygienickych podminkach v prabéhu piepravy, a pii jeho dal§im zpracovani [45, 47].
Sekundarni kontaminace je zplsobena zmnoZenim mikroorganismu v disledku
primarni kontaminace. Je ovlivnéna dobou chlazeni mléka po nadojeni, teplotou chlazeni

a Casem rustu mikroorganismd, za danych podminek [47].

2. 2 Mikroorganismy zpusobujici kaZeni syrového mléka

Pii sledovani mikrobialni kvality mléka se sleduje celkovy pocet mezofilnich
mikroorganismt, dale pak koliformni bakterie, termorezistentni mikroorganismy,
sporotvorné¢ anaerobni  bakterie, bakterie mlécného kvaSeni a psychrofilni

mikroorganismy [45, 47].

Koliformni bakterie slouzi jako indikator fekalniho znecisténi mléka, ke kterému muze

dochazet, jak primarn€, tak sekundarnég. Inaktivovany jsou pii tepelném zpracovani
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mléka. Patfi sem rody FEnterobacter, Citrobacter, Klebsiellaa Escherichia. Bézn¢ se
vyskytuji v zazivacim traktu lidi a zvitat [45, 47].

Termorezistentni mikroorganismy pfezivaji i pasteracni zahiev (> 70 °C). Patfi sem

rod Enterococcus, Micrococcus, Mycobacterium. Dulezitou skupinou bakterii vyskytujici
se v mléce jsou predevsim enterokoky. Vyskytuji se ve fekaliich lidi a zvitat. Enterokoky
nepovazujeme za piimé ukazatele fekalniho zneCisténi, ale pouze =za indikatory

nedostatecné sanitace zafizeni pro zpracovani mléka [45, 47].

Sporotvorné anaerobni mikroorganismy se mohou nachazet na povrchu vemene
a strukt. Spory jsou vysoce odolné vaci prostiedi, prezivaji v pudé€, prachu, a to po
dlouhou dobu. Poukazuji na celkovou Cistotu prostiedi. Nejcastéji se vyskytuji spory
bakterii rodu Bacillus, v malém mnozstvi pak napt. bakterie rodu Clostridium. Spory
prezivajii pasteraCni zahfev. Pti nedostate¢né sterilizaci zptsobuji nejen vady trvanlivého

mléka, ale i zrajicich syra [45, 47].

Bakterie mlécného kvasSeni se mohou vyskytovat bud’ jako kontaminanty potravin,
nebo se pouzivaji jako Slechténé varianty vyuzivajici se v Cistych mlékarenskych
kulturach. Patii sem nékolik rodu bakterii s podobnymi fyziologickymi znaky. Jsou to
G, nesporotvorné, fakultativné anaerobni bakterie. Vyskytuji se jak ve tvaru ty¢inek, tak
kokt. Bakterie mlé¢ného kvaseni mohou byt homofermentativni, kdy fermentu;ji
sacharidy na kyselinu mlé¢nou, nebo heterofermentativni, kdy dochazi kromé kyseliny
mléné 1 ke tvorb€ ethanolu, oxidu uhli¢itého, kyseliny mravenci, kyseliny octové
ajablené. Rody patficimi do této skupiny jsou Leuconostoc, Lactobacillus,

Streptococcus, Enterococcus, Lactoccocus, Pediococcuc [48].

Psychrotrofni mikroorganismy se mohou mnozit 1 pii teplotach pod 10 °C. Pfi
pastera¢nim zéhfevu nejsou zcela usmrceny a zhorsuji technologické vlastnosti mléka.
Do mléka se dostavaji primarni kontaminaci z krmiv, kontaminované vody nebo
z prachu. K sekundéarni kontaminaci psychrofilnimi bakteriemi dochazi pfi nedostatené
dekontaminaci ploch, se kterymi mize syrové mléko pfijit do styku. Patii sem napf. rody

Proteus, Salmonella, Pseudomonas, Listeria [45, 47].
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2. 3 Patogeny vyskytujici se v mléce

Nejcast€jSimi patogeny jsou FLscherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogene, Salmonella spp.,Campylobacter jejuni nebo Bacillus cereus.

2.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli je b&ézné se vyskytujici bakterie v gastrointestinalnim traktu lidi
a teplokrevnych zvirat. Jako soucast bakterialni mikroflory. Zatimco vétSina kmenu je
nepatogennich a v nékterych pripadech se mohou pouzivat i jako probiotika zabranujici
pruniku a rozsifeni patogennich bakterii, nékteré kmeny mohou byt patogenni, nebot jsou
schopny produkovat toxiny a zpusobovat tak vazné infekce [49].

Hlavnim zdrojem alimentarnich infekci je kontaminovand voda a potrava. Ke
kontaminaci dochazi predeviim pii Spatném hygienickém zpracovani a zachéazeni
s potravinami hlavné na mistech kde maze dochazet ke styku s fekaliemi. Mezi rizikové
potraviny patii nedostate¢né tepelné opracované maso a masné vyrobky ¢i mléko [49—
52].

Escherichia coli je G, fakultativné anaerobni ty€inka (viz. obrazek 15) se zaoblenymi
konci majici bicik, ktery umoziiuje pohyb, a je pokryta fimbriemi, které zajistuji adhezi
na hostitelskou buiku.

Infekéni davka 10 bunék. Inkubacni doba 2-4 dny. Zpuasobuje biisni kfece,
hemoragické prijmy, nékdy se muze objevit i horeCka nebo zvraceni. Tyto problémy
mohou pretrvavat az 10 dni, avSak pro nékteré jedince to muze byt az Zivot ohrozujici
onemocnéni [28, 52, 53 ].

Je znamo pfiblizné 200 druha sérotypt, z toho polovina je spojena s onemocnénim
lidi. Sérotypy jsou definovany pomoci O a H antigent. Somaticky (t€lovy) O-antigen je
endotoxicky lipopolysacharid, ktery je termostabilni a ma antigenni vlastnosti 1 po projiti
varem. Kdezto H-antigen je flagelarni (bicikovy), vyskytuje se u pohyblivych kment

L. coli ajsou tvoteny polymerazovou bilkovinou [49, 50].
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Obrdzek 15 Escherichia coli 0157: H7, 3D ilustrace; prevzato z [54]

2. 3. 2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je bakterie vyznamné ovliviiujici zdravotni nezavadnost
syrového mléka. Vyvolava stafylokokové otravy z potravin (SFE), zpusoben¢ intoxikaci
stafylokokovymi enterotoxiny (SE), které produkuji toxinogenni kmeny St. aureus.
Intoxikace se projevuje pruymem, zvracenim, bolestmi hlavy. Dale se podili na riznych
dalSich onemocnénich napt. koznich infekcich, osteomyelitidé (hnisavé onemocnéni
kosti) nebo syndromu toxického Soku [28, 47, 53].

Jedna se o G, fakultativné anaerobni koky o velikosti 0,5 - Ipm, které jsou
nepohyblivé a shlukuji se do tvaru hroznu (viz. obrazek 16). Optimalni teplota rustu je
37 °C, muze vSak rust v rozmezi 1045 °C. Pii teplot€ nizsi nez 10°C neni jiz schopen
tvofit toxiny, ale pieziva i pfi nizké vodni aktivité vody [47, 53].

Enterotoxiny produkované St. aureus jsou rezistentni k proteolytickym enzymum
za¥ivaciho traktu a jsou termostabilni. Infekéni davkou pro &lovéka je 10°-10% bunék.
Nebezpecna hladina enterotoxini uvolnéna do potravin je 10® bungk/kg potraviny a 20 ng
enterotoxinu v potraviné muze zpusobit mirnou intoxikaci [28, 53].

St. aureus vyskytujici se v syrovém mléce SE neprodukuje. K jeho kontaminaci muze
dochazet ¢asticemi prachu k nimz stafylokoky adheruji nebo pii jeho produkei, kdy muze
dochazet ke kontaminaci zptisoben¢ zanctlivym onemocnénim (mastitidy). U nékterych
jedincti pfezivaji na sliznici dutiny Gstni nebo nosni, na pokozce nebo
v gastrointestinalnim traktu. Také jsou soucasti b€zné mikrofléry mléénych zlaz.

St. aureus se muze vyskytovat 1 ve vzduchu, prachu, vodé, mléce a mnoha potravinach

28, 55].
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Obrazek 16 Staphylococcus aureus; elektronové skenovaci mikroskopie; prevzato z [56]

2. 3.3 Salmonella spp.

Jedna se o patogenni bakterii ve tvaru tyCinek, G°, fakultativné anaerobni, vétSinou
pohyblivych diky svym bi¢ikiim (viz. obrazek 17). Patii do Celedi Enterobacteriaceae.
Pro ¢lovéka a teplokrevné zivocichy je patogenni Salmonella enterica, do které spadaji
sérotypy — S. Enteritidis, S. Typhi a S. Typhimurium. Salmonely pfezivaji ve strevech lidi
a zvitat. Bylo izolovano n€kolik sérotypti. Neékteré druhy se mohou vyskytovat u zvirat
bez jakykoliv pfiznakd, jiné mohou zpusobovat tézké infekce [55, 57].

Optimalni teplota rastu je 37 °C. Mnozi se vSak v §ir§im rozmezi teplot (10-45 °C),
ni¢i ji pouze pasteracni teploty. Chlazeni zabranuje mnozeni, ale nevede k usmrceni
baterii, proto pak salmonela po poziti kontaminované potravy muze zpusobovat
gastroenteritidu. Onemocnéni zpusobené salmonelami oznaCované jako salmoneldza,
projevuje se nevolnosti, zvracenim, prijmem muze byt doprovazeno horeCkami, akutnim
stfevnim zanétem nebo biisnimi kiecemi.

Onemocnéni muze zpusobit 15-20 bunék, mnozstvi zalezi na véku, zdravotnim stavu
Cloveka a také na druhu salmonely. Inkubacni doba je obvykle 12 az 24 hodin [28, 52,
53].

K infikaci dochézi ptedevsim prostiednictvim fekalni kontaminace potravinaiskych
produktll, vody nebo pifimim kontaktem s nakazenymi zvifaty ¢i lidmi. Kontaminovany
jsou predevsim potraviny zivocisného ptivodu, vejce, maso, syrové mléko [29, 53, 55,

58, 59].
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Obrazek 17 Salmonella Typhimurium; 3D ilustrace upravena politacem, prevzato z [60]

2. 3. 4 Listeria monocytogenes

V ptipad€ Listeria monocytogenes muzeme mluvit o oportunnimu patogenu, tedy
velmi odolném mikroorganismu, ktery se muze vyskytovat ve vodé, bahn€, odpadnich
vodach, vykalech lidi 1 zvirat.

Zdrojem nakazy jsou zejména potraviny zivocisného puvodu jako jsou: mléko, mlécné
vyrobky, maso a vyrobky z ng. Mezi rizikové potraviny patii i listova zelenina.
Predev§im zelenina péstovana na pudé€ hnojené hnojem nebo pid€ kontaminované
odpadnimi vodami [61-63].

Ke kontaminaci mize dojit pfi nedodrzeni hygienickych podminek pfi dojeni mléka,
nebo pfi Spatné Upraveé potravin. Za zdroj kontaminace skotu miize byt zodpovédna
1 nedostatecné fermentovana silaz [63—65].

Vyvolavd onemocnéni zvané listeridza. Nejvice rizikovou skupinou jsou lidé se
snizenou imunitou, novorozenci, u téhotnych Zzen zpusobuje potraty nebo narozeni
mrtvého ditéte. Doba inkubace je v rozmezi 2 dny az 3 tydny. Infekéni davka je 1000
bunék. Ptiznaky onemocnéni jsou podobné chiipce, Clovek trpi bolestmi hlavy,
malatnosti ¢i horeCkou, pozdéji muze dochazet k otraveé krve [28, 52, 53].

Listeria Monocytogenes je G fakultativné anaerobni tyCinka (viz. obrazek 18)
schopna se rozmnozovat i pfi chladnic¢kovych teplotach. Ma schopnost rust v Sirokém
rozmezi teplot a pH. Optimalni teplota rastu je v§ak 37 °C. K jejimu usmrceni je zapotiebi
pasteracnich teplot nebo varu [47, 64].

Onemocnéni zpusobené Listerii monocytogenes jsou vzacna, ale maji vysokou miru

umrtnosti [62].
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Obrazek 18 Listeria monocytogenes, opticky mikroskop, pfevzato z [66]

2. 3. SCampylobacter jejuni

Campylobacter jejuni jsou G” §tihlé, mirn¢ spiralovité, zaktivené ty€inky (viz. obrazek
19) obvykle s rotacnim pohybem. Je mikroaerofilni a termofilni povahy. Tyto vlastnosti
brzdi rust tohoto organismu v piirodé a krmivu. Optimalni teplota rastu je 42 °C [47, 67,
68].

Patii mezi potravinové patogeny. Zpusobuje onemocnéni gastrointestinalniho traktu
tzv. kampylobakteriozy. Jedna se o akutni stfevni infekci doprovazenou bolestmi bficha,
prijmem, horeckou, bolestmi hlavy a svali. Onemocnéni trva 5—7 dni. U domacich zvifat
muze zpusobovat potraty.

Campylobacter jejuni je vyluCovan stolici a zivoCiSnymi sekrety. Ke kontaminaci
dojnic dochazi po poziti Spatné vody nebo krmiva kontaminovaného fekaliemi. Infekce
Cloveéka nastava po poziti kontaminované potravy, vody, ale 1 kontaktem s nakazenym
zvitetem [28, 52, 53].

Infekéni davka u zdravého Cloveéka se udava 400-500 bunek. Inkubaéni doba se
pohybuje v rozmezi 2-5 dni [28, 52, 67, 68].

Predchazet onemocnéni je mozno dodrzovanim hygienickych postuptl pii zpracovani
potravin a jejich dostatecnou tepelnou upravou. Campylobacter jejuni je citlivy na vyssi
teploty, dosazenim pasteracnich teplot dochdzi k usmrceni. V pfipadé chladni¢kovych

teplot preziva ve vod€, mléce a mrazeném dribezim mase [28, 52, 67, 68].
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Obrazek 19 Campylobacter Jejuni; 3D ilustrace, prevzato z [69]

2. 3. 6 Bacillus cereus

Bacillus cereus je G', fakultativné anaerobni bakterie bé&zng& se vyskytujici v pudé,
vzduchu, prachu, kde pieziva ve forme spor. Do potravin se dostava kontaminovanymi
surovinami, kde je pfitomna ve formé spor. Ty snasi suché prostedi a prezivaji razné
teplotni rezimy. Pti vysSich teplotach potravin dochézi ke kliceni spor.

Zdrojem mohou byt nevhodné skladované potraviny, které se po kuchynské tepelné
upraveé ponechaji pii pokojové teploté. NejrizikovejSimi potravinami jsou vafena ryze,
mléko, masné vyrobky, ale i zelenina a koteni [55, 57, 70, 71].

Bacillus cereus produkuje dva toxiny. Emeticky a diarhogenni toxin. Emeticky toxin

zpusobuje nevolnost a zvraceni, je termostabilni, doba inkubace 1-6 hodin a doba trvani
obtizi 624 hodin. Rizikovou potravinou je predevSim vafena ryze, té€stoviny a jiné
potraviny s vysokym obsahem sacharidii. Diarhogenni neboli prijmovy toxin zpusobuje
vodnaté prijmy a bolesti bficha. Vyskytuje se predev§im v mléénych a masnych
vyrobcich. Doba inkubace je 8—16 hodin, onemocnéni pak trva v rozmezi 12-24 hodin.
Tento toxin je inaktivovan pii teploté 65 °C po dobu 3 minut.

Onemocnéni zpusobené touto bakterii ma obecné rychly klinicky prubéh. Infekéni
davka je uvadéna 10° az 10® bungk [55, 57, 70, 71].

K infikaci dochézi ptedevsim prostiednictvim fekalni kontaminace potravinaiskych
produktll, vody nebo pfimim kontaktem s nakazenymi zvifaty ¢i lidmi. Kontaminovany
jsou predev§im potraviny zivoc¢i§ného pavodu, vejce, maso, syrové mléko [53, 55, 58,
59]. Na obrazku 20 muzeme vidét snimek bakterie Bacillus cereus z elektronového

skenovaciho mikroskopu.
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Obrazek 20 Bacillus cereus, elektronovy skenovaci mikroskop, prevzato a upraveno z [72]

Vramci experimentalni Casti prace jsme se zaméfili na Campylobacter Jejuni a

Salmonella enterica serovar Typhimurium.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomticky

analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Gottingen,
Némecko)

automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geli ChemiDoc™ XRS+ System s
Imagel.ab™ softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

magnetické michadlo s ohfevem MSH-300 (Biosan SIA ., Riga, Lotyssko)
mikropipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
rotator RS-24 (Biosan, Riga, Loty$sko)

stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Termoblok Block heater Grant Bio BTD (Grant Instruments Ltd,
Cambridgeshire, UK)

trepacka Vortex mixer Wx (Velp Scientifica, Usmate, Italie)

magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
potenciostat MultiEmStat4 + software PSTrace (PalmSens, Houten, Nizozemi)
potenciostat EmStat Blue (PalmSens, Houten, Nizozemi)

tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-Ag/AgCl)
(DRP C-110, DropSens, Spanglsko)

aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, USA)
Dot-blot zatizeni (SciePlast Ltd., Cambridge, Velka Britanie)

zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, USA)

sklenéné zkumavky a jednorazové plastové pomucky (L-hokejky, ockovaci
misky) (VWR international s.r.0)

Termostat ST 5.POI-EKO, Polsko
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3.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi

dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Pouzité chemikalie:

Akrylamid (C3HsNO) (Sigma - Algrich, St. Louis, MO, USA)

N,N" - methylen-bis - akrylamid (C7H10N20z) (Sigma — Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Tris - (hydroxymethyl) - aminomethan (C4H11NO3), p.a. (Lach-Ner as.,
Neratovice, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS, C12H25SO4Na), p.a. (Lach-Ner a.s., Neratovice,
CR)

Persiran amonny, p.a. (NH4)2820s) (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

TEMED (N,N,N',N’-tetramethylethylendiamin, C¢H1sN2) (Sigma — Aldrich,
St. Louis, MO, USA

glycin (C2H2NO32) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

molekulovy marker Precision Plus Protein™Standards: 10-250 kDa (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)

Glutaraldehyd 50 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Zakladni chemikélie &istoty p.a (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Vzorkovy roztok Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

Pouzité roztoky:

Roztok A: 30 % smés akrylamidu a N,N'-methylen-bis-akrylamidu
roztok B: 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

roztok C: 1,0 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

roztok D:10 % roztok SDS

roztok E:10 % roztok persiranu amonného

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin a 0,1 % SDS, pH 8,3 — 8,6

Postup:

Nejprve byla sestavena aparatura. Do drzaku byla skla dukladn€ omyta vodou a lihem

a byla pfipevnéna do stojanku. Byl pfipraven 10 %-ni dé€lici gel smichanim roztoka

v mnozstvich uvedenych v tabulce 2, nadavkovan do prostoru mezi skly, prevrstven

vodou, aby nedoSlo k vyschnuti a nechan 20-30 minut kdy doslo k polymeraci. Po

ztuhnuti déliciho gelu byla destilovanéd voda odsata filtratnim papirem. Byl pfipraven
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5 %-ni zaostrovaci gel smichanim roztokd v mnozstvich uvedenych v tabulce 2, ktery byl
nadavkovan na délici gel. Do roztoku zaostfovaciho gelu byla vlozena Sablona pro
vytvofeni 10 - ti jamek. Gel se nechal pfiblizn€ 15 minut polymerovat. Po ukonceni

polymerace byla $ablona vyjmuta a jamky proplachnuty elektrodovym pufrem.

Tabulka 2 MnoZstvi roztok( pro pfipravu geld pro SDS-PAGE elektroforézu

5 %-ni zaostfovaci gel (ml) 10 %-ni delici gel (ml)
Destilovana voda 1,4 2,0

Roztok A 0,33 1,65
Roztok B - 1,25
Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05
Roztok E 0,02 0,05
TEMED 0,002 0,002

Pripraveny gel byl vyjmut ze stojanku a vlozen do drzéku do nadoby pro
elektroforetickou separaci. Skla byla umisténa tak, aby kratsi sklo mifilo vzdy do stfedu
drzaku, a jamky byly uvnitf zcela prevrstveny elektrodovym pufrem.

Vzorky byly pro analyzu smichany v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem (10 pl vzorku
a 10 yl vzorkového pufru) a tato smés byla inkubovéana 3 minuty pfi teploté 100°C
v termobloku. Do jamek bylo davkovano vzdy 20 ul vzorku Hamiltonovou stiikackou.Do
jedné jamky byl davkovan standard molekulovych hmotnosti, a to v objemu 3 ul.

Po nadavkovani vzorku byla nadoba naplnéna elektrodovym pufrem. Elektrodova
nadoba byla uzaviena vikem. Bylo nastaveno konstantni napéti 180 V a 30 mA na jeden
gel. Elektroforetické déleni probihalo pfiblizn€ 40 minut, dokud bromfenolova modf ze
vzorkového pufru nebyla téméf u dolniho okraje skel. Po skonceni d€leni byl vypnut zdroj
napéti a vyjmut drzak sgely. Gel byl pfenesen do Petriho misky, proplachnut

destilovanou vodou a obarven.
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Barveni gelu roztokem amoniakalniho stribra

Pouzité roztoky:

e Fixacni roztok: 5 % kyselina octova + 50 % etanol (50 ml kyseliny octové
+ 500 ml etanolu bylo doplnéno destilovanou vodou na objem 1000 ml)

e 10 % roztok glutaraldehydu (10 ml glutaraldehydu + 40 ml destilované vody)

e Vyvolévaci roztok: 0,05 % kyselina citrénova + 0,04 % formaldehyd, (500 ml
destilované vody+ 250 mg kyseliny citronové+ 0,54 ml formaldehydu)

e Ustalovaci roztok: 5 % kyselina octova, (950 ml destilované vody + 50 ml
kyseliny octové)

e 9 M NaOH: 3,6 g rozpusténo v 6 ml destilované vody a doplnéno na objem
10 ml

e 20 % roztok AgNOs3: 6 g AgNOs rozpusténo ve 30 ml destilované vody

e Roztok amoniakalniho stfibra: 20 % roztok AgNOs je titrovan az do svétle
bézového zéakalu roztoku: 10 ml destilované vody + 0,7 ml NH3z + 0,119 ml

9 M NaOH, po vytitrovani je roztok doplnén na objem 50 ml.

Postup:

Po elektroforetické separaci byl gel vyjmut z aparatury a proplachnut destilovanou
vodou. Nasledovala fixace ve fixacnim roztoku bud’ pfes noc pii 4 °C nebo 1 hodinu pfi
laboratorni teploté. Po fixaci byl gel rehydratovan v destilované vode po dobu 30 minut
pfi laboratorni teploté. Poté byl gel inkubovan 30 minut v 10 % roztoku glutaraldehydu
pfi laboratorni teploté. Nasledovalo promyvani gelu destilovanou vodou 6 x 10 minut. Po
promyti byl gel inkubovan 15 minut v roztoku amoniakalniho stiibra. Po inkubaci byl gel
oplachnut destilovanou vodou a pfevrstven vyvolavacim roztokem. Nakonec byl gel

preveden do ustalovaciho roztoku, ve kterém byl skladovan.
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3.3 Dot-Blot analyza

Pouzité chemikalie:

polyklonalni krali¢ianti-Salmonella spp.protilatky (IgG, koncentrace 4 mg/ml,
BioRad, USA)

polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

Monoklonalni mysi anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG2, koncentrace
0,2 mg/ml, Thermo Scientfic, USA)

Sekundarni protilatky (konjugat) anti-mysi IgG-HRP (Sigma-Aldrich,St.
Louis, MO, USA)

Hovézi sérovy albumin, frakce V (BSA, Cistota > 96 %),(Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Substratovy roztok: barveni pomoci chlornaftolu (Opti-4CN™ kit (BioRad,
USA), Opti-4CN™ Diluent (10,8 ml redestilované vody + 1,2 ml ¢&inidla),
Opti-4CN™ Substrate (240 pl/12 ml)

Bunécny lyzat: suspenze bakterie Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 43971 (Institut Pasteur Francie) v pufru PBS

Pouzité roztoky:

Ekvilibracni a promyvaci roztok: PBS-T pufr pH 7,4 (PBS s 0,25 % Tween 20)
Blokovaci roztok: 5 % BSA v PBS-T

Roztok pro fedéni primarnich protilatek: 0,25 % BSA v PBS-T

Roztok pro fedéni sekundarni znacené protilatky: PBS-T pufr pH 7,4
Negativni kontroly: 3 ug BSA ve 100 ul PBS-T pufru a 10 mM fosfatovy pufr
pH 7,3 (100 pul)

PouZitd membrana a zafizeni:

Immun-Blot™ PVDF membrane (pro proteinovy blotting,0,2 um, Bio-Rad)
Dot-Blot DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK) -primér 3 mm

Postup:

Nejprve byla membrana po dobu 3 minut smocena ve 100 % methanolu. Poté byla

membrana umisténa do aparatury, kterd byla pfipojena na vakuum. Poté probé&hla

ekvilibrace membrany, tak ze jamky byly promyty 100 pl PBS-T pufru. Po promyti byl
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nadavkovan vzorek 100 pl (3 pl bunééného lyzatu + 97 ul PBS) negativni kontroly

nasledovalo opét promyti jamek 100 pl promyvaciho roztoku a membrana byla vyjmuta

z aparatury a rozstfihana podle nadavkovanych vzorku (viz. schéma nize). Nasledovala

blokace 1 hodinu v blokovacim roztoku na tfepacce pii laboratorni teploté. Po blokaci

byly jamky 3x promyty PBS-T pufrem. Vzorek byl dale inkubovén s priméarni protilatkou

(1 hodinu na tfepacce pii laboratorni teploté). Po inkubaci a promyti (3x rychle 3x

s Sminutovou inkubaci) byly pfidany sekundérni protilatky a opét inkubovany 1 hodinu

pfi laboratorni teploté na tfepacce. Nasledovalo rychlé promyti (3x) PBS-T pufrem a 3x

s inkubaci 5 minut. Po promyti byl pfidan substratovy roztok a po cca 15 minutach byla

reakce ukoncena prevedenim membrany do destilované vody.

N . Y
vzorek ——“{ B /l @'———Pré_zdnéjanﬂ:a
i -——-—Q {i _}— PBS-T

3.4 Priprava imunosorbenti

3.4.1 Imobilizace primarnich protilitek na magnetické Castice

Pouzité chemikalie:

ProMag™ 1 Series COOH Surfactant free, velikost ¢astic 0,746 um (Bangs
Laboratories, Inc., Fishers, IN, USA)

polyklonalni kréli¢i anti-Salmonella spp.protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

polyklonalni kréli¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad)

monoklonalni mysi anti-Campylobacter jejuni (IgG2, koncentrace 0,2 mg/ml,
ThermoScientific, USA)

2-(N-Morfolin-4-yl)ethansulfonva kyselina (CsH13NO4S, MES) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC, CgHi7N3) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosuccinimid sodny (Sulfo-NHS, C4H4sNNaOsS) (Fluka, Buchs,
Svycarsko)
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e Ostatni chemikalie &istoty p.a (Penta, Chrudim, CR)
Pouzité roztoky:

e 0,1 M MES pufr pH 5

e 0,1 MMES pufrs 1 M NaCl

Postup:

Pro ptfipravu magnetického nosie byl pouzit 1mg magnetickych ¢astic (37 ul ze
zasobniho roztoku) a doplnén na 1 ml 0,1 M MES pufrem pH 5. Castice byly 5x promyty
1 ml 0,1 M MES pufru pH 5. Poté byl piidan roztok EDAC (7,5 mg/250 ul 0,1 M MES
pufru pH 5). Dale byl pfidan roztok sulfo-NHS (1,25 mg/250 pl 0,1 M MES pufru pH 5)
a celkovy reak¢ni objem byl doplnén na 1 ml 0,1 M MES pufrem pH 5.

Po inkubaci 30 minut na rotatoru pii laboratorni teplote byly Castice promyty 2x 1 ml
0,1 M MES pufru pH 5. K casticim byly nésledné pfidany protilatky (polyklonélni anti-
Salmonella spp., polyklondlni anti-Campylobacter jejuni nebo monoklonalni anti-
Campylobacter jejuni) v mnozstvi 25 ng v 1 ml 0,1 M MES pufr pH a prob&hla inkubace
ptes noc pii 4 °C na rotatoru.

Po inkubaci byly ¢astice s imobilizovanymi protilatkami promyty 2 x 1 ml 0,1 M MES
pufrupHS, 1x 1 ml 0,1 M MES pH 5 s 1 M NaCl a nakonec 5 x 1 ml 0,1 M MES pufru
pHS.

Ze vzorku protilatek pfed imobilizaci bylo odebrano 10 ul pro ovéfeni ucinnosti
imobilizace pomoci SDS-PAGE. Stejn¢ bylo odebrano z frakce po imobilizaci, a prvnich

promyvacich frakci kazdym pufrem.

3.5 Zachyt a vyockovani bakterii

3.5.1 Ovéreni funk¢nosti imunosorbentu pomoci zachytu bakteridlnich
bunék Salmonella spp.

Pouzité chemikalie:

e Imunosorbent-magnetické Castice ProMag s imobilizovanymi
polykolonalnimi kréli¢imi anti-Salmonella spp. protilatkami (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA), (25 ug protilatek na 1 mg nosice)

e suspenze bakterii: 0,5 podle McFarlanda odpovidajici 1,5x10% bungk

e TSA- Tryptone soya agar (HiMedia, Indie)
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Pouzité roztoky:

e PBS-T pufr pH 7,4
e Fyziologicky roztok

Postup:
Nejprve byly pfipraveny vzorky s riznym poctem bunék. Vzorky byly pfipraveny
desitkovym fedénim od 108-10! podle tabulky 3.

Tabulka 3 Pfiprava suspenze bakterii

Redéni Predpokladany pocet bun€k Ptiprava suspenze desitkovym
redénim
107 10 000 000 bb 1 ml z 10% +9 ml fyz. roztoku
10° 1 000 000 bb 1 ml z 107 +9 ml fyz. roztoku
10° 100 000 bb 1 ml z 10° +9 ml fyz. roztoku
10* 10 000 bb 1 ml z 10° +9 ml fyz. roztoku
103 1 000 bb 1 ml z 10* +9 ml fyz. roztoku
102 100 bb 1 ml z 10 +9 ml fyz. roztoku
10! 10 bb 1 ml z 102 +9 ml fyz. roztoku

Pro izolaci bunék bylo vyuzito fedéni 10! az 10*. Pro kazdou koncentraci bylo pouzito
250 pg imunosorbentu pfipraveného podle postupu v kapitole 3. 2. 1. Nejprve byly
Castice promyty 3x promyty 0,5 ml PBS-T pufrem. Po poslednim promyti byl pomoci
magnetického separatoru odebran supernatant a byl pridan 1 ml bunécné suspenze dan¢ho
fedéni a nasledovala inkubace 30 minut pii laboratorni teplote na rotatoru.

Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce. Nasledovalo 2x promyti 1 ml PBS-T pufru
a odebrany promyvaci frakce.

Pro ovéfeni Gi¢innosti imunosorbentu bylo vyotkovano 100 ul fedéni 10%-10* ptivodni
suspenze, z vazebné frakce 10'-10° pak 100 pl na TSA médium, a z promyvacich frakci
opét 100 ul na tentyz agar K ¢asticim bylo pfidano 100 pl PBS-T pufru a suspenze Castic
byla vyo€kovéana na TSA médium (2x 50 pl).

51



3.5.2 Ovéreni funkcnosti imunosorbentu pomoci zachytu bakteridlnich
bunék Campylobacter jejuni

Pouzité chemikalie:

e Imunosorbent- magnetické Castice ProMags imobilizovanymi polyklonalnimi
krali¢imi anti-Campylobacter jejuni protilatkami (25 pg protilatek na 1mg
nosice)

e Suspenze bakterii: 0,5 podle McFarlanda odpovidajici 1,5x10® bunék

e Columbia agar- Columbia blood agar base (HiMedia, Indie)

Pouzité roztoky:

e PBS-T pufr pH 7,4

e Fyziologicky roztok
Postup:

Nejprve byly pfipraveny vzorky s riznym poctem bunék. Vzorky byly pfipraveny
desitkovym fedénim od 10%-10! podle tabulky 4:

Tabulka 4 Pfiprava suspenze bakterii

Redéni Predpokladany pocet bunek Priprava suspenze desitkovym fedénim
107 10 000 000 bb 1 ml z 10% +9 ml fyz. roztoku
10° 1 000 000 bb 1 ml z 107 +9 ml fyz. roztoku
10° 100 000 bb 1 ml z 10° +9 ml fyz. roztoku
10* 10 000 bb 1 ml z 10° +9 ml fyz. roztoku
103 1 000 bb 1 ml z 10* +9 ml fyz. roztoku
102 100 bb 1 ml z 10° +9 ml fyz. roztoku
10! 10 bb 1 ml z 102 +9 ml fyz. roztoku

Pro izolaci bunék bylo vyuzito fedéni 10! az 10°. Pro kazdou koncentraci bylo pouzito
250 pg imunosorbentu pripraveného podle postupu v kapitole 3.2.1, které byly odebrany
a 3x promyty 0,5 ml PBS-T pufrem. Po poslednim promyti byl supernatant odtahnut
a bylo pridano 1 ml bunécné suspenze a inkubovano 30 minut pfi laboratorni teploté na
rotatoru. Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce. Nésledovalo 2x promyti 1 ml PBS-

T pufru a odebrany promyvaci frakce.
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Pro ovéfeni bylo vyodkovano 100 pul fedéni 10%-10* plivodni suspenze, z vazebné
frakce 10'-10° pak 100 ul na Columbia agar, a z promyvacich frakci opét 100 ul na tentyz
agar. K Casticim bylo pfidano 100 ul PBS-T pufru a vyockovano na Columbia agar 50 pul,

to vSe v dubletu.

3.6 Priprava znacCenych protilatek

3.6.1 Znaceni protilatek anti-Salmonella spp. a anti-Campylobacter jejuni
s vyuzitim SiNPs-CdTe QDs
Pouzité chemikalie:
e Kvantové tetky — CdTe QDs (- COOH), (CEITEC, Brno, CR)
o Silika-nanocastice — SiNPs (-NH3z), velikost ¢astic 200 nm (Sigma Aldrich,
USA)

e polyklonalni kréli¢i anti-Salmonella spp. protilatky (IgG, koncentrace 4mg/ml,
BioRad, USA)

e polyklonalni kréli¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace 4
mg/ml, BioRad)

e Ostatni chemikalie &istoty p.a (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:

e 0,1 M fosfatovy pufr pH7,3
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl

Postup:

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok silika nanoc¢astic 30 mg/2 ml redestilované
vody. Z tohoto roztoku bylo pro znaeni protilatek odebrano 200 ul coz odpovida 3 mg
nanocastic. Nanocastice byly promyty 5 x 1 ml 0,1 M fostatového pufru (s centrifugaci
5000 rpm, 5 min). Po poslednim promyti byl supernatant odtazen a ptidano 500 pl pufru,
0,5 mg EDC ve 300 pul pufru a 50 pl zasobniho roztoku CdTe QDs a doplnéno na objem
1 ml. Suspenze byla inkubovana 60 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté ve tmé.

Po inkubaci byly nano¢astice s navazanymi QDs promyty 3 x 1 ml fosfatového pufru
s 1 M NaCla2x 1ml 0,1 M fosfatového pufru.

K takto modifikovanym nanocasticim byly pfidany protilatky, které byly pfipraveny

nasledujicim zpisobem.
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K 20 pg protilatek anti-Salmonella spp.ve 250 ul fosfatového pufru bylo pfidano
3,75 mg EDC ve 300 pl fosfatového pufru a nasledovala inkubace 30 minut na rotatoru
pfi laboratorni teplot€ ve tmé.

Po inkubaci byly ptidany protilatky k nanocasticim a inkubovany pies noc pii 4 °C.
Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce a ¢astice byly 3 x promyty 1 ml fosfatového

pufru. Promyvaci frakce byly také uchovany pro naslednou analyzu pomoci SDS-PAGE.

3.6.2 Znaceni protilatek anti-Salmonella spp. a anti-Campylobacter jejuni
s vyuzitim SiNPs-AuNPs

Pouzité chemikalie:

e Zlaté nanocéstice — AuNPs (-COOH) modifikované PEG 3500, velikost Castic
20 nm (Orion, H. Technologies Spanglsko)

o Silika-nanocastice — SiNPs (-NH3z), velikost ¢astic 200 nm (Sigma Aldrich,
USA)

e polyklonalni krali¢i anti-Salmonella spp. protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

e polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

Pouzité roztoky:
e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e 0,1 M fosfatovy pufr s 1 M NaCl

Postup:

Nejprve byl ptipraven zasobni roztok silika nanocastic 30 mg/2 ml redestilované vody.
Z tohoto roztoku bylo pro znaCeni protilatek odebrano 200 pl coz odpovida 3 mg
nanocastic. Nanocastice byly promyty 5 x 1 ml 0,1 M fostatového pufru (s centrifugaci
5 000 rpm, 5 min). Po poslednim promyti byl supernatant odtazen a ptidano 500 ul pufru
k tomu 0,5 mg EDC ve 300 ul a 10 ul AuNPs a dopln€no na objem 1 ml. Suspenze byla
inkubovana 60 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté ve tme.

Po inkubaci byli nano€astice s navazanymi AuNPs promyty 3 x 1ml fosfatového pufru
s IM NaCl a 2 x 1 ml 0,IM fosfatovym pufrem. K takto modifikovanym nanoc¢ésticim

byly piidany protilatky, které byly pfipraveny nasledujicim zptasobem.
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K 20 pg protilatek v 250 pl fosfatového pufru bylo piidano 3,75 mg EDC ve 300 pl
fostatového pufru a nasledovalo 30 minut aktivovat na rotatoru pii laboratorni teploté ve
tmé.

Po inkubaci byly piidany protilatky k nanoc¢ésticim a inkubovany pies noc pii 4 °C.

Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce a Castice byly 3 x promyty 1 ml fosfatového

pufru. Promyvaci frakce byly také uchovany pro naslednou analyzu pomoci SDS-PAGE.

3.6.3 Znaceni protilatek anti-Salmonella spp. a anti-Campylobacter jejuni
s vyuzitim polymernich dendrontia CdTe QDs

Pouzité chemikalie:

e l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC), (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), the sodium salt of N-hydroxysulfosuccinimide (sulfo-
NHS), (Fluka, Buchs, Svycarsko)

e 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Polyester bis-MPA dendrony, generation 3, MPA dendron 8C/1A, (8x -COOH,
Ix -NH2 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e polyklonalni krali¢i anti-Salmonella spp. protilatky (IgG, koncentrace 4
mg/ml, BioRad, USA)

e polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

e (CdTe/COOH QDs (CEITEC, Brno, CR).

Postup:
Byl pfipraven zasobni roztok dendronti ve 100% methanolu (1mg/ml). Ze zasobniho

roztoku bylo odebrano 250 pg a ptidano 0,5 mg EDC ve 20ul methanolu. Roztok byl
promychan a bylo ptidano 28 ul zasobniho roztoku CdTe QDs a inkubovéano 5 min pfi
80 °C. Po centrifugaci (5000 rpm, 2 min) byl odstranén supernatant a ptidano 30 pl 0,1 M
fostatového pufru pH 7,3. K50 pg protilatek v S0 ul 0,1 M fosfatového pufru bylo
ptidano 0,2 mg EDC v 50 pl fosfatového pufru a inkubovano Sminut pii laboratorni
teploté na rotatoru. Takto aktivované protilatky byly pfidany k dendronim s CdTe QDs

a doplnény na celkovy objem 1 ml.
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3.6.4 Znaceni protilatek anti-Salmonella spp. a anti-Campylobacter jejuni
s vyuzitim SiNPs-PbS QDs

Pouzité chemikalie:

o Silika-nanocastice — SiNPs (-NH3z), velikost ¢astic 200 nm (Sigma Aldrich,
USA)

¢ Olovnaté tecky — PbS QDs (-COOH), velikost 160 nm, (Mesolight)

e polyklonalni krali¢i anti-Salmonella spp. protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

e polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)

Pouzité roztoky:

e 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,3
e 0,1M fosfatovy pufr s IM NaCl

Postup:

Nejprve byl ptipraven zasobni roztok silikananoc¢astic 30 mg/2 ml redestilované vody.
Z tohoto roztoku bylo pro znaCeni protilatek odebrano 200 pl coz odpovida 3 mg
nanocastic. Nanocastice byli promyty 5 x 1 ml 0,1 M fosfatovym pufrem (s centrifugaci
5000 rpm. 5 min). Po poslednim promyti byl supernatant odtahnut a ptidano 500 pul pufru
k tomu 0,5 mg EDC ve 300 pul a 4 ul PbS QDs a doplnéno na objem 1 ml. Suspenze se
nechala inkubovat 60 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté ve tmé.

Po inkubaci byly nanocastice promyty 3 x 1ml fostatovym pufrem s 1 M NaCl a 2 x
I ml 0,1 M fosfatovym pufrem. K takto modifikovanym nanoCasticim byly ptfidany
protilatky, které byly pfipraveny nasledujicim zptsobem.

Byl pfipraven roztok 20 pg protilatek v 250 ul fosfatového pufru bylo a ptidano
3, 75 mg EDC ve 300 pl fosfatového pufru a nasledovala inkubace 30 minut na rotatoru
pfi laboratorni teplot€ ve tmé.

Po inkubaci byly protilatky pfidany k nanocasticim a inkubovany ptes noc pii 4 °C.
Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce a nasledovalo 3 x promyti 1 ml fosfatového
pufru pomoci centrifugace. Byly odebrany vsechny promyvaci frakce a ponechany pro

dalsi analyzu SDS-PAGE.

56



3.7 Sestaveni imunokomplexu pro detekci Salmonella spp. a

Campylobacter jejuni

Pouzité chemikalie:

e Imunosorbent-magnetické Castice ProMag s imobilizovanymi
primarnimipolyklonalnimi krali¢imi anti-Salmonella spp.protilatkami (25 pg
protilatek na 1mg nosice)

e Sekundarni polyklonalni protilatky anti- Sa/monella spp. znacené SiNPs-CdTe
QDs, SiNPS-PbS QDs, Ds-CdTe QDs nebo SiNPs-AuNPs

e Imunosorbent-magnetické Castice ProMag s imobilizovanymi
primarnimipolyklonalnimi kréali€imi anti-Campylobacter Jejuni protilatkami
(25 pg protilatek na Img nosice)

e Sekundarni polyklonalni znaCené (CdTe QDs, PbS QDs, Ds/CdTe QDs,
AuNPs) protilatky anti-Campylobacter jejuni

e Suspenze bakterii Salmonella Typhimurium: 0,5 podle McFarlanda
odpovidajici 1x10® bungk

e Suspenze bakterii Campylobacter jejuni: 2 podle McFarlanda odpovidajici
1x10® bunék

e Bismuth nitrate pentahydrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Pouzité roztoky:

e PBS-T pufr pH 7,4
e 5 ppm Bi (IIT)

Postup:

Pro sestaveni imunokomplexu bylo pouzito 250 ug imunosorbentu (6,25 pg
protilatek), ktery bylpromyt 3x 1 ml PBS-T pufru pH 7,4. Po promyti byl piidan 1 ml
suspenze Salmonella Typhimurium o pfislusném fedéni (10°, 10, 10%10%) a 30 ul
znacenych protilatek SiNPs-CdTe QDs, 20 ul protilatek znacenych SiNPs-AuNPs nebo
15 pl protilatek znacenych polymernich Ds-CdTe QDs, a nésledovala inkubace 1 hodinu
pii laboratorni teploté na rotatoru. Po inkubaci byl imunokomplex 5x promyt PBS-T

pufrem pH 7,4 a detegovan elektrochemicky.
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3.8 Elektrochemicka detekce
Pro analyzu imunokomplexu znafeného ionty kova byl pouzit tfielektrodovy senzor
DRP C-110 (DropSens, Spanélsko). Tonty kovi byly detegovany pomoci metody

anodické/katodické rozpoustéci voltametrie.

3.8.1 Elektrochemicka detekce na tiSténych trielektrodovych senzorech
DRP C-110
Pouzité chemikalie:

e Kyselina chlorovodikova (HCI),(35%, Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Bismut nitrate pentahydrate, (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA)
e Ostatni chemikalie Cistoty p.a (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:
e 0,1 MHCI
e 5 ppm Bi (IIT)

PouZité zafizeni a elektrody:

o Tistené trielektrodové senzory s uhlikovou pracovni elektrodou (C-C-
Ag/AgCl) (DRP C-110, DropSens, Spanglsko)

e Potenciostat PalmSens (PalmSens, Houten, Nizozemi)

Postup:

Pro elektrochemické meéteni byly pouzity: anodickd rozpoustéci square wave
voltametrie (SWASV), méfeno v zapotné oblasti potenciald. Tato detekce byla pouzita
pro vzorky pro které byly pouzity sekundarni znacené protilatky s SiNPs-PbS QDs,
SiNPs-CdTe QDs a Ds-CdTe QDs. A katodicka rozpoustéci square wave voltametrie
(SWCSV), méfeno v oblasti kladnych potenciald, pro vzorky (imunokomplex tvoreny
imunosorbentem s vychytanymi bakteriemi a oznaenymi sekundarnimi protilatkami)
znaené SiNPs-AuNPs.

Ke vzorku bylo ptidano 100 ul 0,1 M HCI, nasledovala 3 minutové inkubace, separace
magnetickych castic, po které bylo k supernatantu ptidano se 10 ul roztoku Bi (III)
(vysledna koncentrace 500 ppb) aroztok byl nanesen na elektrodu. Podminky

voltametrické detekce jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5 Podminky pro méreni SWASV a SWCV

SWASV SWCV
E 0,15V 0,15V
T Os 120 s
Edep -1,0V 1,2V
tdep 120's 180 s
tekv 2s 2s
Epot -1,0V 1,2V
Ekone 0,0V 0,0V
Estep 0,003 V 0,003 V
Amplituda 0,02805 V 0,02805 V
Frekvence 25,0 HZ 25,0 HZ

Obrdzek 21 Pracovisté pro elektrochemickou detekci (foto autor)
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Obrdzek 22 Detail tisténého tiielektrodového senzoru pouZitého pro analyzu (DropSens C-110, DropSens Spanélsko)
(foto autor)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Diplomova prace byla zaméfena na vyvoj systému, pomoci kterého bude mozné
detegovat celé bakterialni buiiky ve vzorcich potravin. Systém je zalozeny na kombinaci
imunoanalyzy magnetické separace a elektrochemické detekce. Zaméfili jsme se na vyvoj
systému pro detekci dvou patogennich bakterii, konkrétné Sa/monella enterica serovar
Typhimurium ATCC 43971 (Institut Pasteur, Franci) a Campylobacter jejuni, s ohledem
na jejich Casty vyskyt v potravinach, kde jsou puvodci alimentarnich onemocnéni.
Veskeré experimenty a funk¢nost vyvijeného systému byla testovana v pufru. V ptipade
funk¢nosti systému detegovat bakterialni buiiku v pufru, bude nasledovat testovani ve
vzorcich mléka ¢i jinych mléénych vyrobcich.

Elektrochemicky systém detekce bakteridlnich bun€k byl zalozeny na tvorbé
imunokomplexu. Usporadani celého systému sestava z nékolika dil¢ich krokl (viz.
obrazek 23). Nejprve je nezbytny ucinny zachyt bakterialni buniky ze vzorku. K tomu je
vyuzito protilatek, které jsou imobilizované na magnetickych Casticich z diivoda snadné
manipulace pomoci magnetického separatoru, a také snadného odmyti ostatnich slozek.
Po zachytu bakteridlnich buné€k, jsou navazany protilatky, které byly zna¢eny pomoci
QDs a AuNPs pro snadnou elektrochemickou detekci. Cely imunokomplex je pak

detegovan pomoci rozpoustéci anodické/katodické square wave voltametrie.
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Obrazek 23 Schéma znézorfiujici jednotlivé kroky konstrukce biosenzoru pro detekci bakterialnich bunék

Prvni Cast experimentalni prace spocivala v pfiprave jednotlivych slozek nezbytnych

pro sestavena celého systému, tedy magnetickych nosica s imobilizovanymi specifickymi
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protilatkami proti bateriim Campylobacter jejuni a Salmonella Typhimurium
(imunosorbentu) a znaCenych protilatek (konjugatu), se stejnou specifitoou, pro
naslednou detekci. Déle byla ovéfovana schopnost pfipraveného imunosorbentu vazat
bakterialni buriky vybranych bakterii. Pro potvrzeni byla pouzita standardni kultivaéni
metoda.

Pro znaceni protilatek byly pouzity CdTe nebo PbS kvantové tecky (QDs) a zlaté
nanocastice (AuNPs), a to vkombinaci se silika nanocéasticemi (SiNPs) nebo
polymernimi dendrony (Ds) na které je mozné navazat vice komponentt.

V casti druhé jsem se zabyvala vyuzitim pfipravenych reagencii pro sestaveni celého
imunosenzoru zalozeného na tvorb& imunokomplexu protilatek s bakterialnimi butikami,
s naslednou elektrochemickou detekci. Byla testovana funkCnost pro rizna mnoZzstvi
bakterialnich bun&k Salmonella Typhimurium a Campylobacter jejuni, v rozsahu 10°-
10*. Pro elektrochemickou detekci celych imunokomplexi byla pouzita metoda square
wave katodické/anodické rozpoustéci voltametrie na tisténych elektrodach DropSens C-
110 suhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou a argentochloridovou referentni

elektrodou (C/C/Ag-AgCl) s in sifu vytvofenym bismutovym filmem.

4.1 Vybér protilatek pro vyvoj systému pro detekci bakterialnich
bunék
Pro vyvoj systému byly vyuzity komeréné dostupné protilatky, zakoupené od nekolika

vyrobct. Byly zakoupeny protilatky proti riznym druhim bakterii (viz. tabulka 6).

Tabulka 6 PouZité typy protilatek

Protilatka Vyrobce | Zdroj Klonalita | Koncentrace | Pozice na gelu
(viz. obrazek 21)
anti-Campylobacter | BioRad | krali¢i | polyklonalni 4 mg/ml 1
Jejuni (USA)
anti-Listeria spp. Virostat | krali¢i | polyklonalni 5 mg/ml 2
(USA)
anti-Listeria HyTest mysi | monoklonalni | 4,1 mg/ml 3
monocyltogenes (Finsko)
anti-Listeria Invitrogen | my8i | monoklonalni 4 mg/ml 4
monocytogenes (USA)
anti-Salmonella spp. | BioRad | krali¢i | polyklonalni 4 mg/ml 5
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(USA)

anti-Salmonella spp. | Virostat | krali¢i | monoklonalni 5 mg/ml 6
(USA)

anti-Bacillus spp. Virostat | kréli¢i | polyklonalni 5 mg/ml 7
(USA)

anti-Lischerichia Virostat | kréli¢i | polyklonalni 5 mg/ml 8
Coli (USA)

Cistota a kvalita tchto vybranych protilatek byla ové&fovana pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)
s naslednym barvenim roztokem amoniakalniho stfibra. Pro separaci byl pouzit 10 %
polyakrylamidovy gel a na jamku byly davkovany 2 ug protilatky. Protoze systém byl
vyvijen pro detekci Salmonelly Typhimurium a Campylobacter jejuni zaméfili jsme se
pii hodnoceni vysledkl na tyto protilatky (obr. 21, pozice 1 a 5). Na zakladé vysledka
jsme se rozhodli pouzit polyklonalni protilatky anti-Salmonella spp., od firmy BioRad
(pozice 5), z davodu toho, ze prouzek monoklonalnich protilatek anti-Sa/monella spp. od
firmy Virostat (pozice 6) nebyl téméf viditelny. Pro detekci bakterie rodu Campylobacter
jsme m¢li jen jeden typ protilatek od firmy BioRad, a jak je vidét na obrazku 21, pozice
1, nejvétsi intenzitu mé prouzek odpovidajici proteinu o Mr 150 000, tedy kompletni

molekule protilatky tfidy IgG, a da se predpokladat jejich funkénost.

s 250 kDa

| 150 kDa
wes 100kDa

& W 75kDa

WD . — - 50 kDa
S 37 kDa

S —

Obrazek 24 Vysledek SDS-PAGE analyzy pro ovéreni Cistoty a kvality protilatek, 10 % délici gel, 5 % zaostiovaci gel,
barveni roztokem amoniakdiniho stiibra; 1- anti-Campylobacter jejuni IgG (BioRad), 2- anti-Listeria IgG (Virostat),3-
anti-Listeria 1gG (HyTest),4- anti-Listeria IgG (Invitrogen), 5- anti-Salmonella spp. 1gG (BioRad), 6 - anti-Salmonella spp.
1gG (Virostat), 7- anti-Bacillus (Virostat), 8- anti-Escherichia coli IgG (Virostat), 9 - standard molekulovych hmotnosti
(10-250 kDa).
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4.2 Piiprava magnetickych nosi¢i anti-Salmonella spp.

Pro ptipravu magnetického nosie s imobilizovanymi protilatkami anti-Salmonella
spp. tzv. imunosorbentu, byla pouzita dvoukrokova karbodiimidova metoda [73], pfi
které jsou nejprve karboxylové skupiny magnetickych ¢astic aktivovany pomoci EDC (1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimidu) a sulfo-NHS (the sodium salt of N-
hydroxysulfosuccinimide) a néasledné& jsou molekuly protilatek imobilizovany pies amino
skupiny.

Imobilizace protilatek byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1,
a s cilem dosahnout co nejucinng€j§i vazby byla pouzita rizna mnozstvi EDC a sulfo-
NHS. Byla testovana mnozstvi 3,75 mg EDC/ 0,625 sulfo-NHS, 0,6 mg EDC /0,1 mg
sulfo-NHS, 60 pg EDC /10 pg sulfo-NHS, 6 ug EDC / 1 pg sulfo-NHS a 12 pg EDC/1
ng sulfo-NHS. Uginnost imobilizace byla ovéfena SDS-PAGE analyzou frakci pied a po
imobilizaci a promyvacich frakei (data jsou uvedena pouze s nejhorsi a nejlepsi ucinosti).
Z obrazku 22 a 23 je patrné, ze pii pouziti 12 pg EDC a 1 pg sulfo-NHS dochazelo po
imobilizaci k CasteCnému vymyvani protilatek v promyvacich krocich (viz. obrazek 25-
pouice 2- promyvaci frakce (Tris-HCI pH 8), a u€innost imobilizace byla denzitometricky
vyhodnocena (77 %). Pii pouziti 7,5 mg EDC a 1,25 mg sulfo-NHS a pfi Uprave
promyvacich krokti k vymyvani protilatek nedochazelo (viz. obrazek 26) a ucinnost

imobilizace dosahovala 91 %.

1 2 3 4 S 6
- 250 kD a
— 150 kDa
— 100 kDa
/- 50 kDa
¢
_

Obrazek 25 Vysledek SDS-PAGE analyzy pro ovéreni Glinnosti imobilizace protilatek anti-Salmonella spp. na
magnetické castice, 10 % delici gel, 5 % zaostfovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stiibra. 1- promyvaci frakce
(0,1 M MES s 1 M NaCl), 2- promyvaci frakce (Tris-HCl pH 8), 3- promyvaci frakce (0,1 M MES pH 5), 4- frakce mo
imobilizaci, 5- standard molekulové hmotnosti (10-250 kDa), 6. pGvodni vzorek protilatek pred imobilizaci
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Obrazek 26 Vysledek SDS-PAGE analyzy pro ovéreni uc¢innosti imobilizace protildtek anti-Salmonella spp. na
magnetické castice,. 10 % délici gel, 5 % zaostrovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stiibra. 1- promyvaci
frakce (0,1 M MES s 1 M Nad(l), 2- promyvaci frakce (0,1 M MES pH 5), 3- frakce po imobilizaci, 4- pavodni vzorek
protilatek pred imobilizaci, 5- standard molekulové hmotnosti (10-250 kDa)

Jako optimélni mnozstvi EDC a sulfo-NHS pro dalsi experimenty bylo tedy vybrano
mnozstvi 7,5 mg EDC a 1,25 mg sulfo-NHS.

4.3 Ovéreni ucinnosti zachytu bunék Salmonella spp. s vyuZzitim

pripraveného imunosorbentu

Pro ovéfeni, zda pfipraveny imunosorbent s primarnimi protilatkami anti-Salmonella
spp. je schopny vychytavat buriky z piipravené suspenze Salmonella Typhimurium byla
pouzita kultivacni metoda. Postupovalo se podle jiz publikované prace [74] nasledovné:
zvychozi bakterialni suspenze se zakalem 0,5 podle McFarlanda (odpovida 1x10®
CFU/ml) byla pfipravena fedéni od 10*-10' CFU/ml. Pro ovéfeni zachytu bylo pouzito
250 pg imunosorbentu, ke kterému byl pfidan 1 ml piislusného fedeéni a po inkubaci a
promyti byl vyockovan na TSA médium imunosorbent s vychytanymi bakteridlnimi
buiikami, supernatant po inkubaci (vazebna frakce) a dvé promyvaci frakce. Po kultivaci
(viz. postup 3. 5. 1) byla procentualné vyjadiena G¢innost zachytu (viz. tabulka 7).
Celkovée byl experiment proveden 3x. Pokud u€innost zadchytu budeme hodnotit podle
jednotlivych fedéni pozorujeme, ze nejvyssi G¢innost imunosorbentu je do fedéni 10°
CFU/ml, u fedéni 10* CFU/ml G&innost zachytu klesa, kdy pravdépodobné dochazi

k pfevySeni kapacity nosice.

65



Tabulka 7 Vyhodnoceni uc¢innosti zéchytu bakteriginich bunék Salmonella spp. pomoci imunosorbentu na zékladé
kultivaéni metody. Vysledky jsou uvadény vZdy v procentech po jednotlivych fedéni. Vyslednad ucinnost je sumou z
vyackovanych frakci Edstic, vazebné frakce a dvou promyvacich, vztazenou

Zachyt (%)
Redéni (CFU/ml) Experiment 1 | Experiment 2 | Experiment 3
101 30 127 42
10? 22 111 34
10° 132 177 106
104 56 75 64

Na zakladé téchto vysledku lze fict, Ze je pfipraveny imunosorbent funk¢ni a byl pouzit

pro dalsi experimenty.

4.4 Priprava znacenych protilatek anti-Salmonella spp.

Pro detekci bakterialnich bunék byla vybrana elektrochemickéd detekce s vyuzitim

protilatek znacenych elektroaktivnimi znaCkami. Obvykle se pro ELISA metody

vyuzivaji enzymy [14], v naSem pfipadé vSak byly vyuzity nanocastice, konkrétne

kvantové teCky a zlaté nanocastice. Vyuziti kvantovych teCek navic v kombinaci se silika

nanocasticemi, které byly pouzity, muze pfispét ke zvySeni signalu pii elektrochemické

detekcei a tim ke zvySeni citlivosti celého stanoveni. Pro tuto préci bylo zvoleno nekolik

signal generujicich znacek a dva typy nanocastic, se kterymi byly kombinovany (viz.

tabulka 8).

66




Tabulka 8 Pouzivané znacky pro znaceni sekunddrnich protildtek pfi pfipravé konjugatd

Signal generujici znacky

velikost funkéni skupina firma
CdTe QDs 7-10 nm -COOH CEITEC, Brno, CR
Orion
AuNPs 20 nm -COOH High-Technologies,
Spanélsko
PbS QDs 160 nm -COOH Mesolight, Cina

Nanocastice pro konjugaci se signal generujici znackou

Sigma-Aldrich,

SiNPs 200 nm -NH:
USA
8x -COOH, Sigma-Aldrich,
Dendrony (Ds) NA
Ix -NH2 USA

Pro pfipravu konjugatd, tj. pro znaCeni protilatek byla pouzita opét kovalentni
karbodiimidova metoda. Pro snadnou manipulaci, pfipravu a moznost odmyti
nenavazanych kvantovych tecek a zlatych nanocastic, byly pouzity v kombinaci se silika
nanocasticemi nebo polymernimi dendrony. Navic lze pfedpokladat, Ze na nanocastice, a
nasledné i na protilatky, mizeme navazat vice nez jednu kvantovou tecku nebo zlatou
nanocastici, a to muaze prispivat ke zvysSeni citlivosti.

Predpokladame, ze takto znacené protilatky nam poskytuji dostatecny signal pro detekci
bakterialnich bungk.

Znalené protilatky byly pfipraveny podle postupt v kapitole 3. 6. Nejprve byly
aktivovany karboxylové skupiny kvantovych te¢ek nebo zlatych nanocastic pomoci EDC
a poté se piidaly silika nanoCastice, které obsahuji amino skupiny, ptes které se navazuji.
Nasledn¢ byly piidany protilatky také aktivované pomoci EDC, které se navazaly na
volné aminoskupiny silika nanocastic. V ptipadé polymernich dendront, byly kvantové
tecky s karboxylovymi skupinami vazany na amino skupinu dendoront a protilatky
nasledné ptes amino skupiny v molekule na karboxylové skupiny dendront. Karboxylové
skupiny byly opét aktivovany pomoci EDC (viz. kapitola 3. 6. 3).

Pro kontrolu ulinnosti pfipravy znacenych protilatek byla provedena SDS-PAGE

analyza frakci pfed a po konjugaci. Znalené protilatky byly také ovefeny
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elektrochemicky pomoci square wave katodické/anodické rozpoustéci voltametrie, zda
po oznaeni nam pfipravena znacka poskytne signal pro detekci.

ZnaCené protilatky byly pfipraveny podle postupid v kapitole 3. 6. Nejprve byly
aktivovany karboxylové skupiny kvantovych te¢ek nebo zlatych nanocastic pomoci EDC
a poté se pridali silika nanocastice, které obsahuji amino skupiny, pfes které se navazuji.
A nakonec se pridaly aktivované protilatky pomoci EDC, které se navazaly na volné

aminoskupiny.

4.4.1 SDS-PAGE analyza pro kontrolu znacenych protilatek

SDS-PAGE analyza byla provedena na 10 % délicim polyakrylamidovém gelu s 5 %
zaostfovacim gelem a po separaci byl gel obarven roztokem amoniakalniho stfibra. Na
gel bylo davkovano vzdy 10 ul puvodniho vzorku protilatek, vazebné frakce a tii
promyvacich frakci. V pfipadé SiNPs-CdTe QDs vysledky analyzy vidime na obrazku
27. Uginnost imobilizace byla v priméru 95 %. Dale vidime, e doslo k posunu k vy$si
Mr z obvyklych 150 kDa. Tento posun by mohl byt zpusoben t pfitomnosti EDC,
pouzitého pro aktivaci protilatek tak QDs.

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

50 kDa

Obrazek 27 Vysledek SDS-PAGE analyzy znacenych protilatek anti-Salmonella spp s SiNPs-CdTe QDs. 10 % délici gel, 5
% zaostfovaci gel, barvené roztokem amoniakdlniho stiibra. 1-3 promyvaci frakce, 4- vazebna frakce, 5- puvodni
vzorek protildtky pred znacenim, 6- standard molekulové hmotnosti (10-250 kDa)
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Podobné se vazaly 1 protilatky se zlatymi nanocasticemi, které byly analyzovany také
SDS-PAGE analyzou a tG¢innost byla v pruméru 89 %. V pfipadé vyuziti SiNPs-PbS
QDs, se vazaly s téméf 100 %-ni ucinnosti (data nejsou uvedena). Vysledky SDS-PAGE
analyzy ve vSech ptripadech potvrdily, Ze protilatky anti-Sa/monella spp. se nam konjuguji

s pouzitymi znackami.

4.4.2 Elektrochemicka detekce pripravenych znacenych protilatek

Pripravené konjugaty (znaCené sekundarni protilatky) byly ovéfeny i
elektrochemicky, aby se ovéfilo zda poskytuji elektrochemickou odezvu. Soucasné bylo
pro detekci bakterii Sa/monella Typhimurim nutné vybrat optimalni mnozsvi konjugatu,
které bude nasledné pouzivano analyzu celého imunokomplexu.

Konjugaty, byly proméfovany za pomoci multipotenciostatu (MultiEmStat4 +) na
elektrodach DropSens (Spang&lsko) C-110 (C/C/Ag-AgCl) a elektrodach Orion
HiTechnology (C/C/Ag-AgCl) (Spanélsko) pouzita byla detekéni metoda squre vawe
anodické/katodické rozpoustéci voltametrie. Pfed vlastnim méfenim byly vzorky
konjugatt inkubovany s kyselinou chlorovodikovou, kdy v kyselém prostiedi doslo
k uvolnéni iontu kovu z jadra QDs, ktery je poté detegovan. Pro detekci pomoci square

wave anodické rozpoustéci voltametrie (SWASV) byl ptidan roztok Bi(Ill) pro vytvoteni
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in situ filmu na povrchu pracovni elektrody, Cd (II) a Pb(Il) ionty nasledne poskytuji
signal.

Pro urceni optimalniho mnozstvi konjugatu se testovala rizna mnozstvi, pro SiNPs-
CdTe QDs se testoval objem 5, 10, 20, 30 a 40 pl konjugétu. Pro Ds/CdTe QDs pak 1, 2,
5,10 a 15 pl a pro SiNPs-PbS QDs 5, 10, 20, 30 pl.

Vhodné mnozstvi bylo ur€eno na zaklad€ porovnéani proudové odezvy pii potencialu
maxima pikl uvolnénych iontl kovil pro jednotliva mnozstvi. Konkrétné pfi potencialech
-0,8 V Cd(Il) , -0,6 V Pb (II).

Na obrazku 28 je vysledny graf zavislosti proudové odezvy na mnozstvi pouzitého
konjugatu mefené na elektrodach DropSens C-110 a na obrazku 29 métené na elektrodach

Orion.

60,0
50,0
40,0
530,0
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Obrazek 28 Zavislosti proudové odezvy na mnoZstvi pouzitého objemu konjugétu — anti-Salmonella spp. s SiNPs-CdTe
QDs méreno na elektroddach DropSens C-110 s in situ vytvorenym bismutovym filmem (500 ppb), (ddvkované mnozstvi
na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odecitano pri potencidlu -0,8 V (primérné hodnoty ze tii méreni)
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Obrazek 29 Zévislosti proudové odezvy na mnoZstvi pouzitého objemu konjugdtu — anti-Salmonella spp. s SiNPs-CdTe

QDs méreno na elektroddch Orion OHT 000 s in situ vytvofenym bismutovym filmem (500 ppb), (davkované mnoZstvi
na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odecitdno pri potenciélu -0,8 V (primérné hodnoty ze tii méreni)

Vysledky ziskané na obou typech elektrod jsou srovnatelné. Na zékladé téchto
vysledkd bylo pro dal$i experimenty vybrano mnozstvi 30 ul konjugatu s SiNPs-CdTe
QDs. Dale byly testovany protilatky znacené pomoci Ds-CdTe QDs (viz. obrazek 30).
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Obrazek 30 Zdvislosti proudové odezvy na mnoZstvi pouZzitého objemu konjugatu — anti-Salmonella spp. s Ds-CdTe QDs
méreno na elektroddch DropSens C-110 s in situ vytvofenym bismutovym filmem (500 ppb), (dévkované mnoZstvi na
elektrodu 100 ul), detekini metoda SWASV, odeciténo pri potencialu -0,8 V (priimérné hodnoty ze tii méreni)
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V tomto pripadé bylo vybrano pro tvorbu komplexu mnozstvi konjugatu 15 pl. Pfi
mnozstvi 20 pl je jiz rozdil v proudové odezvé v porovnani s 15 pl minimalni a
z ekonomického hlediska proto bylo zvoleno 15 ul. V pfipadé kombinace SiNPs-PbS
QDs se jako optimalni mnozstvi jevi 30 pl, stejné jako v ptipadé SiNPs-CdTe QDs (viz.
obrazek 31).

120,0
100,0
30,0
5600
40,0

20,0 i '
0,0 ——
5 10 30

V /ul 20
Obrazek 31 Zavislosti proudové odezvy na mnoZstvi pouZitého objemu konjugdtu — anti-Salmonelia spp. s SiNPs-PbS

QDs méreno na elektroddch DropSens C-110 s in situ vytvorenym bismutovym filmem (500 ppb) (dédvkované mnozstvi
na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odeéitano pri potenciélu -0,5 V (primérné hodnoty ze tii méreni)

Pro konjugaty znacené SiNPS-AuNPs bylo pro dalsi experimenty pouzivano mnozstvi
30 upl, které bylo stanoveno jako optimalni jiz v predeslych pracich a v ramci této prace
nebylo testovano. Na obrazku 32 je uveden voltamogram pro tuto analyzu. Byla pouzita
metoda SWCSYV, elektody DropSens C 110 (C-C/Ag-AgCl) a odecitano pii potencialu
0,4 V.
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Obrazek 32 SWCSV voltamogram méreni proudové odezvy znacenych protildtek AuNPs a graf zévislosti proudové
odezvy na mnozstvi konjugétu s SiNPs- AulNPs elektrody DropSens C-110 (ddavkované mnozstvi 100 ul),SWCSV ,
proudové odezvy odecditany pri potencialu 0,35 V.

Na zaklad¢ vysledka byly pro vSechny experimenty vybrany elektrody DropSens C-
110. Na nich byly testovany vSechny konjugaty znafené SiNPs-CdTe QDs, SiNPs-PbS
a Ds-CdTe QDs a SiNPs-AuNPs, které poskytovaly dostate¢né vysoké signaly a pied
vlastnim méfenim nebylo nutné elektrochemické preCisténi elektrod, které je nezbytné

v piipadé elektrod Orion OHTO000

4.5 Sestaveni celého imunosenzoru pro detekci Salmonella spp.

Pro sestaveni celého systému pro detekei bakterialnich bunék bylo vedle stanoveného
optimalniho mnozstvi konjugatu nezbytné urcit 1 vhodné mnozstvi imunosorbentu tak,
abychom dokazali zachytit bakteridlni buiky i pfi co nejniz§im mnozstvi bunek
obsazenych v suspenzi, a zaroven byli schopni navazat dostatek konjugatu pro detekci
(Jednotlivé kroky stanoveni uvedeny na obrazku 23).

Bylo testovano mnozstvi 100, 200 a 250 ug imunosorbentu, fedéni bakterialni
suspenze bylo viude stejné, a to 10> CFU/ml. Detekéni metoda byla opét square wave
anodickad rozpoustéci voltametrie pro analyzu komplexu s QDs a katodicka pro analyzu
komplexu s AuNPs. Mé&feni probihalo na elektrodach DropSens C-110, a pro toto
testovani bylo pouzito 30 ul konjugatu SiNPs-CdTe QDs. Nejvhodngjsim mnozstvim pro
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zachyt bakterialnich bunek bylo ur€eno 250 pg imunosorbentu tj. 6,25 pg protilatek

(obréazek 33), které bylo pouzito v nésledujicich experimentech.
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Obrazek 33 Zavislosti proudové odezvy na mnozstvi pouZitého imunosorbentu. PouZity konjugat SiNPs-CdTe QDs,
elektroda DropSens C-110, tvofen in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, odecitano pri potencialu — 0,85 V, méreni
bylo provedeno jednou

Vtéch poté bylo testovano rizné mnozstvi bunék v rozmezi 10°-10° CFU/ml
Salmonella Typhimurium. K imunosorbentu byl pfidavan vzdy 1 ml suspenze dan¢ho
fedéni a soucasné i dané mnozstvi konjugatu znacené¢ho SiNPs-AuNPs, SiNPs-CdTe
QDs, SiNPs-PbS QDs nebo Ds-CdTe QDs. V dalsi ¢asti jsou uvedeny vysledky dosazené

s jednotlivymi konjugaty pouzitymi pro oznaceni imunokomplexu.

4.5.1 Elektrochemicka detekce komplexu Salmonella spp. s pouZitim
SiNPs-AuNPs

V ptipadé konjugatu s SiNPs-AuNPs bylo vybrano pouzivané mnozstvi 30 pl.

Presto ze, pfi predeslé analyze samotnych konjugati byly piky standardni (viz. obrazek
32), mazeme na obrazku 34 vidét, ze pfi sestaveni celého systému nebyl detekovan pik
charakteristicky pro ionty zlata, ktery je odecitan pti potencialu 0,35 V. Cely zdznam ma
navic nestandartni prabéh, ktery byl vSak ziskan opakovan€, a proto od vyuziti t€chto

konjugatt s SINPs-AuNPs bylo v dalsi praci upusténo.
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Obrdzek 34 SWCSV voltamogram detekce Salmonella Typhimurium pomoci imunosenzoru s konjugétem s SiNPs-
AuNPs, elektroda DropSens C-110, SWCSV, charakteristicky pik pro ionty zlata je odecitén pfi potencidlu 0,35 V.

4.5.2 Elektrochemicka detekce komplexu Salmonella spp. s pouzitim
SiNPs-CdTe QDs

Dalsim pouzivanym konjugéatem pro tvorbu imunosenzoru byl konjugat s SiNPs-CdTe
QDs. Pro detekci byla pouzita metoda SWASV. Pii detekci celého komplexu byl
pozorovan posun maxima piku Cd(II) k zaporn&jsim potencialim, proto byly proudové
odezvy odecitany pfi potencialu -0,85 —-0,9 V (obrazek 35).

Byly pozorovany vysoké proudové odezvy u negativnich kontrol, které byly méreny
soucasné se vzorky obsahujicimi bakterialni butiky. Negativni kontrola neobsahovala
bakterialni suspenzi, ta byla nahrazena 1 ml PBS-T pufru, jinak probihalo stanoveni
stejnym postupem jako v piipad€ vzorkt obsahuyjicich bakterialni buriky. Vysoké
proudové odezvy u negativnich kontrol mohly byt zptsobeny tim, Ze dochazelo k sorpci
konjugatu na samotny imunosorbent. Na zakladé toho se pak u ostatnich experimentt
provadela pred zachytem bakteriadlnich bunék blokace imunosorbentu pomoci 1 % BSA

po dobu 30 minut.
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Obrazek 35 Vysledky jednotlivych méreni pri sestaveni kompletniho imunosenzoru pro detekci bakterie Salmonella
Typhimurium s konjugatem SiNPs-CdTe QDs; elektrody DropSens C-110, tvorfen in situ bismutovy film (500 ppb),
SWASV,odezvy odecitany pri potenciélu — 0,85 V, A) voltamogram prvniho méreni B) voltamogram druhého méreni C)
voltamogram tretiho méreni D) zavislost proudové hodnoty na redéni

Méteni bylo provedeno tfikrat, a pro celkové vyhodnoceni byly kalkulovany
prumérné hodnoty. Pro potvrzeni, zda jednotliva fedéni odpovidaji mnozstvi bunék, bylo
pouzité fedéni 10°-10° CFU/ml vzdy vyockovano na TSA medium. Prestoze fedéni byla
piipravena spravné a pocty kolonii na miskach odpovidaly ptislusnému fedéni, byly velké
rozdily v proudovych odezvach jednotlivych experimentd. Také nebyl pozorovan
vzestupny trend v zavislosti na mnozstvi bakteridlnich bunék, jak jsme predpokladali, a

imunosenzor vykazoval Spatnou reprodukovatelnost.

4.5.3 Elektrochemicka detekce komplexu Salmonella spp. s pouzitim Ds-
CdTe QDs

Postup sestaveni imunokomplexu byl stejny jako v kapitole 3. 7. M¢feni probihalo
opét za pouzitt SWASV na elektrodach DropSens-C110. Vyska piku uvolnénych Cd(II)

iontu byla odecitana pfi potencialu -0,85 V.
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Obrazek 36 Vysledky jednotlivych méreni pfi sestaveni kompletniho imunosenzoru pro detekci bakterie Salmonella
Typhimurium s konjugdtem Ds-CdTe QDs; elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb),
SWASV,odezvy odecitany pii potenciélu — 0,85 V, A) voltamogram prvniho méfeni B) voltamogram druhého méreni C)
voltamogram tretiho méreni D) zavislost proudové hodnoty na fedéni

Pii tomto méteni jsme pozorovali spi§ klesajici trend zavislosti proudové odezvy na
mnozstvi bakteridlnich bunék ve vzorku. V tomto experimentu jiz byla pfidana blokace
imunosorbentu pted pfidavkem suspenze bakterialnich bun¢k a jak je ziejmé z obrazku
36 negativni kontroly jiz nemaji tak vysoké proudové odezvy, takze blokace byla
zahrnuta i do dalSich experimentt. Opét pro kontrolu, zda mnozstvi bun€k jednotlivych
fedéni odpovida se ovéfovalo vyockovanim na TSA medium a vyhodnoceny. V tomto
ptipadé, i prestoze kontrola na miskéach odpovidala téz ptislusSnym fedénim byly odezvy
tedéni 10°, 10! a 10> CFU/ml vy3§i nez fedéni 10° CFU/ml. Na zaklad& téchto vysledkd

byl postup pfipravy imunosenzoru modifikovan.
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4.5.4 Imunosenzor pro detekci Salmonella spp. s pouzitim mensiho
mnozstvi nosice a konjugatu s SiNPs-CdTe QDs, Ds-CdTe QDs a SiNPs-PbS
QDs

Na zaklad¢€ predchozich vysledki a poznatkt s predesSlych praci jsme vytvorili
komplex, kdy bylo pouzito mensi mnozstvi nosi¢e (100 pg) 1 pfesto, ze pii prvnich
pokusech se jako vhodngjsi jevilo mnozstvi 250 pg.

Opét bylo pouzito nekolik mnozstvi bakteridlnich bunék, konkrétné fedéni suspenze
od 10! do 10* CFU/ml. Toto méfeni (viz. obrazek 37) viak vzhledem k &asovym

moznostem mohlo byt provedeno pouze jednou.

40,0
350
30,0

25,0

I{pA)

20,0

100 1
50 q 2 3 {
Potencial’V’ redcm
Obrazek 37  Vysledky meéreni imunokomplexu pro detekci Salmonella Typhimurium s mensim mnoZstvim
imunosorbentu; A) SWASV voltamogram méreni celého systému se Salmonella Typhimurium s konjugétem s SiNPs-
CdTe QDs; mnoZstvi pouZitého imunosorbentu 100 g, elektrody DropSens C-110, tvoien in situ bismutovy film
(500 ppb), SWAV, vysky piki odecitény pri potenciélu - 0,9 V B) zavislost proudové hodnoty na redéni suspenze
bakteridlnich bunék

Zde mizeme vidét (viz. obrazek 37 B) velky pokles odezvy u fedéni 10, namisto
predpokladaného ristu proudové odezvy se zvySujicim se mnozstvim bunék. Jednim
vysvétlenim by mohlo byt pfesyceni imunosorbentu, kdy afinitni vazba neni dostate¢né
silna a mohlo by dojit k naslednému vymyti bunéks konjugatem, ktery je piidavan
soucasn¢ se vzorkem, oproti obvyklému usporadani sendvi¢ové imunoanalyzy. Proudové
odezvy vSech fedéni byly jinak srovnatelné s predchozimi métfenimi. Obdobné tomu bylo
pii pouziti konjugatu Ds-CdTe QDs, kde jak mizeme vidét na obrazku 38 B, byla nejvyssi
odezva pii fedéni 102 CFU/ml, ale pfi 10* CFU/ml jiz opét velky pokles.
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Mgy

Potenchdly redéni

Obrazek 38 Vysledky méreni imunokomplexu pro detekci Salmonella Typhimurium s mensim mnoZstvim
imunosorbentu; A) SWASV voltamogram méreni celého systému se Salmonella Typhimurium s konjugdtem s Ds-CdTe
QDs; mnozstvi pouZitého imunosorbentu 100 ug, elektrody DropSens C-110, tvofen in situ bismutovy film (500 ppb),
SWASV, vysky piki odecitény pfi potencialu - 0,9 V B) zavislost proudové hodnoty na fedéni suspenze bakteridlnich
bunek

Dalsi pouzitou znaCkou pro pfipravu konjugati byly SiNPs-PbS QDs. Ty byly
vybrany zejména proto, Ze v pripadé, pokud bychom chtéli stanovit dva druhy bakterii
vedle sebe v jednom stanoveni, je mozné kombinovat kvantové tecky raznych kovu, které
jsou vyuzity jako znacky protilatek, protoze po uvolnéni odpovidajiciho kovu poskytuji
proudovou odezvu pfi riznych potencialech. Pb(II) maji charakteristicky detekcni
potencial -0,6 V, ale pfi méfeni celého systému opét dochazelo k jeho posunu, a to k -

0,5 V (viz. obrazek 39).

Ay

Poteaclal’V fedéni

Obrazek 39 Vysledky méreni imunokomplexu pro detekci Salmonella Typhimurium s mensim mnoZstvim
imunosorbentu; A) SWASV voltamogram méreni celého systému se Salmonella Typhimurium s konjugétem s SiNPs-
PbS QDs; mnozstvi pouZitéeho imunosorbentu 100 ug, elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film
(500 ppb), SWASVY, vysky piki odeéitany pfi potencidlu - 0,5 V B) zdvislost proudové hodnoty na rfedéni suspenze
bakteridlnich bunék

PHi tomto méfeni mizeme vidét uplné vychyleni proudové odezvy fedéni 10> CFU/ml

a neni pozorovan piedpokladany trend zavislosti.
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Ve vSech pripadech byly suspenze jednotlivych fedéni vyoCkovany a spocitany
vyrostlé kolonie. PoCet kolonii vzdy fadové odpovidal danému fedéni, z Cehoz lze

usoudit, Ze odchylky jsou zptsobeny problémy pfi tvorbé imunokomplexu.

4.5.5 Imunosenzor pro detekci Salmonella spp. za pouziti tfi ruznych
postupu sestaveni imunosenzoru

Dalsi moznosti, kterou jsme zkouSeli, abychom byli schopni zdivodnit nefunk¢énost
systému pro detekci Salmonella Typhimurium a velké odchylky mezi jednotlivymi
méfenimi, bylo zkouseni tfi zpisobu tvorby imunokomplexu, kdy rozdil v jednotlivych

zpusobech byl v pfidavku jednotlivych reagencii (viz. tabulka 9).

Tabulka 9 Jednotlivé postupy sestaveni imunosenzoru pro detekci Salmonella Typhimurium

Postup 1 2 3
Mnozstvi
100 pg 100 pg 100 pg
imunosorbentu
Pouzité
Fedéni suspenze 10°, 10!, 103 10° 10!, 10° 10° 10", 10°
(CFU/ml)
bakterialni suspenze Imunosorbent +
Imunosorbent + ‘ _
‘ + konjugat bakterialni suspenze
1. krok bakterialni suspenze ‘ ‘
(30 min., lab. +konjugat
(1 H, lab. teplota)
teplota) (1 H, lab. teplota)
+ konjugat + imunosorbent
2. krok (30 min., lab. (1 H, 1ab. -
teplota) teplota)

Tyto postupy byly pouzity stejné jak pro tvorbu imunosenzoru s pouzitim konjugatu s
SiNPs-CdTe QDs, kdy vysledky méteni jsou uvedeny na obrazku 40, tak pro konjugaty
s Ds-CdTe QDs, uvedené na obrazku 4.
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Obrazek 40 Vysledné voltamogramy jednotlivych zplsobl vazby bakteridlnich bunék Salmonella Typhimurium,
konjugat SiNPs-CdTe QDs, elektrody Dropsens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, vysky pikd byly
odcitény pri potenciélu -0,85 V, 1) postup &. 1, 2) postup &.2, 3) postup €. 3, které jsou popsény v tabulce 8
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80 I —r " : 2 —_—100

g w0 Vyika piku v pA
redénipokus 1 2 3

10%Fum| 0926 | 7.901 | 2934
10%rumm| 2,125 | 4,923 | 4388
10%Fumt| 1.857 | 6563 | 0,765

Obrazek 41 Vysledné voltamogramy jednotlivych zpusobt vazby bakteriéinich bunék Salmonella Typhimurium,
konjugat Ds-CdTe QDs, elektrody Dropsens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, vysky pikd byly
odCitény pri potenciélu -0,85 V, 1) postup ¢. 1, 2) postup ¢.2, 3) postup ¢. 3, které jsou popsany v tabulce 8
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Vysledky byly obdobné, jak za pouziti konjugatt s SiNPs-CdTe QDs i Ds-CdTe QDs.
I ptesto, ze u pokusu dve jsou proudové odezvy vyssi v porovnani s ostatnimi, a to jak
v piipadé pouzitého konjugatu s SiNPs-CdTe QDs tak Ds-CdTe QDs, rostouci proudova
odezva s rostoucim mnozstvim bunék pozorovana nebyla. Tento experiment nijak zvIast

nepfispél k vyfeseni predeslych problémd, a tak nadale byl pouzivan postup 3.

4.5.6 Imunosenzor pro detekci Salmonella spp. s vyuzitim razného
mnozstvi konjugitu

Dalsi z moznosti bylo vyzkousSet, zdali je mnozstvi pouzitého konjugéatu opravdu
optimalni pro detekci komplexu. V prvnich experimentech byly elektrochemicky
kontrolovany pouze samotné protilatky pro konjugaci s elektroaktivni znackou, kdy nam
vysledky poskytly pouze informaci, ze i po konjugaci znacka poskytne signal, ale ne
informaci o tom, zda u protilatek neni ovlivnéna schopnost vazby na antigen. Proto bylo
pouzito 100 pg imunosorbentu, fedéni 10! CFU/ml bakterialni suspenze Salmonella
Typhimurium a byly pouzity konjugaty s SiNPs-CdTe QDs a Ds-CdTe QDs. Testované
mnozstvi konjugatu v ptipadé SiNPs-CdTe QDs bylo 10,15 a 20 ul, pro Ds-CdTe QDs to
bylo 5, 10, 20, 30 pl.

Vysledky méfeni potvrdily, ze doposud pouzivana mnozstvi konjugatd jsou optimalni,

tedy 30 ul SiNPs-CdTe QDs a 15 ul Ds-CdTe QDs (viz. obrazek 42).

LipA)

—10ul CdTeQDs
—30ul_CdTeQDs
20ul_CdTeQDs

==NK CdTeQDs

limA)

0] DE
— | 5ul_DE

Toul_DE

1.0 09 0.8 0.7 06 1.0 0.9 0.8

Potencial’y' Fotencla 'V
objem znacky | vyska piku pA objem znacky | Vyska piku pA
10yl 1,464 10p1 1,994
20yl 1,27 15p1 2,595
30ul 1,201 20p1 2,438

Obrazek 42 Voltamogamy méreni imunokomplexu za pouZiti rizného mnozstvi konjugatt pri detekci Salmonella
Typhimurium, elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, 10, 20, 30 ul pro SiNPs-CdTe
QDs, 5,10,20 ul Ds-CdTe QDs
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4.6 Priprava magnetickych nosica anti-Campylobacter jejuni

Druhou bakterii, ktera byla vybrana pro detekei, byl Campylobacter jejuni. Pro detekci
byly pouzity optimalizované postupy, které byly pouzity v ptipadé bakterie Salmonella
Typhimurium.

Pro pfipravu imunosorbentu s protilatkami anti-Campylobacter jejuni byla také
pouzita karbodiimidovéa metoda, a podle postupu uvedeného v kapitole 3. 2. 1bylo pouzito
7,5 mg EDC a 1,25 mg sulfo-NHS na 1 mg &astic. Uginnost imobilizace byla také ovéfena
SDS-PAGE analyzou frakci pfed a po imobilizaci a promyvacich frakei (viz. obrazek 43).

Uginnost imobilizace byla vyhodnocena denzitometricky a dosahovala 89 %.

1 2 K . S

— 250 kDa
== 3 |150 kDa
—_ 100 kDa
i —— 75 kDa
—_— 50 kDa
—— 37 kDa

Obrazek 43 SDS-PAGE analyza pro ovéreni ucinnosti imobilizace protildtek anti-Campylobacter jejuni na magnetické
Castice, 10 % delici gel, 5 % zaostrfovaci gel, barveni roztokem amoniakainiho stiibra. 1- frakce po imobilizaci, 2-1.
promyvaci frakce MES pufrem, 3-2. promyvaci frakce MES pufrem, 4- promyvaci frakce MES pufrem s 0,1 M NaCl. 5-
standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa), 6- plvodni vzorek protilatek pred imobilizaci

Byly pouzity i monoklonalni mysi protilatky anti-Campylobacter jejuni od firmy
Thermo scientific, které byly zakoupeny. Jak je jiz vidét na obrazku 44, protilatky jsou
Castecne rozpadlé na tézké retézce, nicméne imobilizace na magnetické Castice byla také

uspesna.
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Obrdzek 44 SDS-PAGE analyza pro ovéfeni ucinnosti imobilizace protilatek anti-Campylobacter jejuni (Thermo
Scientific) na magnetické Castice, 10 % deélici gel, 5 % zaostrfovaci gel, barveno roztokem amoniakdiniho stfibra. 1-
frakce po imobilizaci, 2-1. promyvaci frakce MES pufrem, 3-2. promyvaci frakce MES pufrem, 4- promyvaci frakce MES
pufrem s 0,1 M NaCl. 5- ptvodni vzorek protildtek pred imobilizaci, 6- standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa)

4.7 Ovéreni uc¢innosti zachytu bunék Campylobacter jejuni s vyuZzitim
pripraveného imunosorbentu

Zda je pfipraveny imunosorbent s primarnimi polyklonalnimi protilatkami anti-
Campylobacter jejuni (BioRad) u€inny pro zachyt bakterialnich bun€k z pfipravené
suspenze Campylobacter jejuni se ovérovalo nasledovné. Z vychozi bakterialni suspenze
se zakalem 2 podle McFarlanda (odpovida 1x10® CFU/ml) byla pfipravena fedéni 10°-
10! CFU/ml. Pro ovéfeni zachytu bylo pouzito 250 pg imunosorbentu, ke kterému byl
pfidan 1 ml bakteridlni suspenze piislusného fedéni a po inkubaci nasledovalo
vyockovani ¢astic s vychytanymi burikami, vazebné frakce a dvou promyvacich frakci na
Columbia agar. Po kultivaci (48 h, 42 °C, anaerobni prostfedi) byla procentualné
vyjadiena ucinnost zachytu (viz. tabulka 10). Experiment byl proveden trikrat. Vysledky
ukazuji, ze nejvyssi Géinnost zachytu je pii fedéni 10! a 102 CFU/ml. V piipadé fedéni
10> CFU/ml pravdépodobné doslo jiz k pfevySeni kapacity nosie. Jiz pii téchto
kontrolach v nékterych ptipadech dochédzelo ktomu, ze vice kolonii narostlo ve
vazebnych a promyvacich frakcich, coz by nasvédCovalo tomu, Ze ve srovnani
s imunosorbenty s anti-Salmonella spp. protilatkami, je pfipraveny imunosorbent méné

ucinny.
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Tabulka 10 Vyhodnoceni ucinnosti zachytu bakterialnich bunék Campylobacter Jejuni pomoci imunosorbentu.
Vysledky jsou vZdy v procentech po jednotlivych fedéni. Vysledna ucinnost je sumou vyockovanych frakcei castic,
vazebné frakce a dvou promyvacich, vztazena k pvodnim suspenzim

Zachyt (%) jednotlivych pokusu

Redéni 1 2 3
10! 100 66 26
102 72 53 104
103 23 15 32

Ovéfeni zachytu bakterii pomoci imunosorbentu s novymi protilatkami (monoklonalni
protilatky Thermo scientific, Prod MA 1-35036 0,2 mg/ml) ukazalo, zZe imunosorbent
neni UCinny a po kultivaci byl pozorovan nartst kolonii pouze ve vazebné frakci a
promyvacich frakcich.

Na zaklade téchto vysledkt byla provedena DotBlot analyza podle postupu 3.4. Tato
metoda slouzi k potvrzeni, zda dané protilatky vykazuji afinitu k danému antigenu. Pro
srovnani byla DotBlot analyza provedena i pro pouzivané polyklonalni protilatky anti-
Salmonela spp. (BioRad) a anti-Campylobacter jejuni (BioRad). Principem je davkovani
antigenu (3 pl bakterialni suspenze 10 CFU/ml ve 100 ul PBS pufru) na membranu
umisténou v aplikacni aparatute, kde antigen vytvoii zony v podobé kruhovych zon.
Vedle toho byla sou€asné se vzorkem nadavkovéana negativni kontrola v podobé¢ proteinu,
se kterym testované protilatky nereaguji a fosfatovy pufr jako negativni kontrola
prostiedi. Nasleduje blokace membrany pomoci roztoku hovéziho albuminu (BSA), aby
se eliminovala nespecificka sorpce. Po promyti nasleduje inkubace s testovanou
protilatkou. Poté je membrana promyta a inkubovana se sekundarni protilatkou zna¢enou
enzymem kienovou peroxidazou (fedéna 1:1000), ktera je specificka proti testované
protilatce. Po inkubaci a dikladném promyti se cely komplex vizualizoval kolorimetricky

s pouzitim OPTI-4CN kitu (BioRad).
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anti-Salmonella spp. anti—C"amp}!fa.?acr_é?‘j@Hm aml_ﬁﬁfﬂﬁﬁf? G] U gjunt
(polyklonalni (BioRad)) (polyklonalni (BioRad)) (ThermoScientific))
100 ul 100 pl vzorku 100 pl vzorku
vzorku Prazdna Campylobacter | Prazdna Campviobacter e
Salmonella jamka Jefuni jamka Jejuni fazcna jama
Typhimurium
Fosfatovy Fosfatovy .
3 ug BSA pufe 3ug BSA puft 3 ug BSA F"S?Sﬁf’“ﬁ
10 mM 10 mM '

B C

Obrazek 45 DotBlot analyza pro ovéreni afinity testovanych protilatek k danému antigenu (tabulka nad obrdzkem
odpovida vidy poradi dévkovanych vzorki na membrané), A) testované protilatky anti-Salmonella spp.(polyklondlini,
BioRad) B) testované monoklonaini protildtky anti-Campylobacte jejuni (BioRad) C) testované monoklondini protildtky
anti-Campylobacter jejuni (ThermaoScientific)

Vysledek DotBlot analyzy potvrdil vysledek kultivaéni metody pro ovéfeni zachytu
bakterialnich bunék Campylobacter jejuni s vyuzitim monoklonalnich protilatek anti-
Campylobacter jejuni (ThermoScientific). Na obrazku 45C neni viditelny spot. To
znamena, Ze se na antigen nenavazaly zadné protilatky, a tak nedoslo nasledné k vazbe
sekundarnich protilatek. Proto v dalSich experimentech byly pouzivany pouze protilatky
polyklonalni. Na obrazku 45A a 45B jsou spoty viditelné a byla tedy potvrzena jejich

reaktivita s danymi bakterialnimi butikami.

4.8 Priprava znacenych protilatek anti-Campylobacter jejuni

Pro detekci bakteridlnich bunék Campylobacter jejuni byly, stejné jako v ptfipade
Salmonella Typhimurium. vybrany protilatky znacené kvantovymi teckami v kombinaci
se silika nanocCésticemi nebo zlaté nanocastice v kombinaci se silika nano¢asticemi (viz.
tabulka 7 v kapitole 4.4). Postup jejich pfipravy byl shodny jako v piipadé anti-
Salmonella spp. znaCenych protilatek, tedy karbodiimidovou metodou (viz. kapitola 3.6 ).
Pro kontrolu uUcinnosti pfipravy znacCenych protilatek byla opét pouzita SDS-PAGE
analyza, pro elektrochemické ovéfeni, zda ptipraveny konjugat poskytuje signal, square
wave anodickéd/katodicka rozpoustéci voltametrie na elektrodach DropSens C-110

(C/C/Ag-AgCl).
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4.8.1 SDS-PAGE analyza pro kontrolu znacenych protilatek

SDS-PAGE analyza byla provedena na 10 % polyakrylamidovém d¢licim gelu a 5 %
zaostfovacim, ktery byl po separaci barven roztokem amoniakalniho stfibra. Na gel bylo
vzdy davkovano 10 pl vzorku. Uéinnost konjugace SiNPs-CdTe QDs s anti-
Campylobacter jejuni byla cca 90 %.

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 kDa

50 kDa

Obrazek 46 Vysledek SDS-PAGE analyzy pro stanoveni ucinnosti konjugace protilatek anti-Campylobacter Jejuni
s SiNPs-CdTe QDs, 10 % délici gel, 5 % zaostrovaci gel, barvené roztoku amoniakdiniho stiibra. 1- promyvaci frakce, 2-
promyvaci frakce, 3- promyvaci frakce , 4- vazebnaé frakce, 5- plvodni vzorek, 6- standard molekulové hmotnosti (10-
250 kDa)

V piipad€¢ konjugace protilatek s SiNPs-PbS QDs a SiNPs-AuNPs byla uéinnost

srovnatelna (data nejsou uvedena).

4.8.2 Elektrochemicka detekce pripravenych znacenych protilatek

I vpiipade bakterie Campylobacter jejuni, bylo potieba ovefit, zda pripravené
konjugaty poskytuji elektrochemickou odezvu a nasledné najit optimélni mnozstvi
konjugatu, ktery bude pouzit pro detekci vzniklého imunokomplexu.

Konjugaty byly proméfeny na elektrodich DropSens C-110 (Spanélsko) a méfeny
metodou square wave anodické/katodické rozpoustéci voltametrie. Cely experiment
probihal stejné jako v ptipad€ Salmonella Typhimurium a bylo i tak hodnoceno (kapitola
4.42)

Na obrazku 47—50 jsou uvedeny ziskané vysledky kdy v piipadé€ konjugatu s SiNPs-

CdTe QDs bylo jako optimalni mnozstvi konjugatu poskytujici dostate€nou proudovou
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odezvu 10 pl, stejné jako u konjugatu s Ds-CdTe QDs (viz. obrazek 47, 48). Testovany
byly dale konjugaty s SiNPs-PbS QDs (viz. obrazek 49) a SiNPs-AuNPs (viz. obrazek
50). Po vyhodnoceni bylo jako optimalni mnozstvi s dostate¢nou odezvou vybrano 10 ul

i v pfipadé téchto konjugata.
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Obrazek 47 Zavislosti proudové odezvy na mnoZstvi pouZitého objemu konjugatu — anti-Campylobacter jejuni. s SiNPs-
CdTe QDs méreno na elektroddch DropSens C 110 s in situ vytvorenym bismutovym filmem (500 ppb), (davkované
mnoZstvi na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odecitano pfi potencidlu -0,8 V (priméré hodnoty ze tif

méreni)
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Obrazek 48 Zavislosti proudové odezvy na mnozstvi pouZitého objemu konjugétu — anti-Campylobacter jejuni. s Ds-
CdTe QDs méreno na elektroddach DropSens C 110 s in situ vytvorenym bismutovym filmem (500 ppb), (davkované
mnozZstvi na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odeditano pfi potencidlu -0,8 V (primérné hodnoty ze tii
méreni)
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Obrazek 49 Zavislosti proudové odezvy na mnozstvi pouzitého objemu konjugatu — anti-Campylobacter jejuni. s SiNPs-
PbS QDs méreno na elektroddch DropSens C 110 s in situ vytvofenym bismutovym filmem (500 ppb), (davkované
mnoZstvi na elektrodu 100 ul), detekéni metoda SWASV, odeéitano pfi potencidlu -0,5 V (primérné hodnoty ze tii
méreni)
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Obrazek 50 Voltamogram proudové odezvy znacenych protilatek SINPS-AuNPs, elektrody DropSens C-110 (ddvkované
mnoZstvi 100 ul), SWCSV, proudové odezvy odecitény pfi potenciélu 0,35 V (priamérné hodnoty

Pii méteni konjugatt s SINPs-AuNPs byly pozorovany také velké rozdily proudovych
hodnot.
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4.9 Sestaveni celého imunosenzoru pro detekci Campylobacter jejuni

Podminky a postupy pfi sestaveni imunosenzoru pro detekci Campylobacter jejuni
vychazely z vysledkl ziskanych pro bakterii Salmonella Typhimurium. Cely systém
méfeni byl zalozeny na stejném principu a mizeme ho vidét na obrazku 23 (strana 61).

Nejprve bylo pouzivano mnozstvi imunosorbentu 250 pg. K tomuto mnozstvi
imunosorbentu byl vzdy pfidan 1 ml bakteridlni suspenze Campylobacter jejuni
o prislusném fedéni a souCasné optimalni mnozstvi konjugatu, coz v pripadé
Campylobacter jejuni bylo vzdy 10 pl. Po inkubaci a uvolnéni iontd tvoficich jadro
elektroaktivni znaCky v kyselém prostiedi. Vzorky byly analyzovany pomoci

SWASV/SWCSV na elektrodach DropSens-C110 (Spanélsko).

4.9.1 Elektrochemicka detekce komplexu Campylobacter jejuni s SiNPs-
AulNPs

Z obrazku 51 je patrné, ze pii sestaveni celého systému za pouziti konjugatu s SiNPs-
AuNPs nebyl ziskan charakteristicky pik pro ionty zlata, ktery je méfen pii potencialu
0,35 V, stejn¢ jako v piipad€ detekce bakterii Salmonella Typhimurium. Proto nebyly
konjugaty SiNPs-AuNPs ani pro detekci Campylobacter jejini dale pouzivany.

20,0 ~

0,0 -

80,0 -

-100,0 -

A0 A —— S
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Potential/V

Obrazek 51 Voltamogram square wave katodické rozpoustéci voltametrie, elektroda DropSens C-110, charakteristicky
pik pro zlaté nanocastice se odecité pii potencialu 0,35 V.
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4.9.2 Elektrochemicka detekce komplexu Campylobacter jejuni s SiNPs-
CdTe QDs

Pii detekci bakteridlnich bun¢k Campylobacter jejuni s konjugéty s kvantovymi

teCkami byla pouzita metoda SWASV. Pii méfeni dochazelo k posunu potencidlového

maxima pro uvolnéni Cd(II) pti sestaveni celého systému. Proto byly odezvy odecitany

pfi potencialu -0,85 V.
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Obrazek 52 Vysledky jednotlivych méreni pri sestaveni kompletniho imunosenzoru pro detekci bakterie Campylobacter
Jejuni s konjugdtem SiNPs-CdTe QDs; elektrody DropSens C-110, tvofen in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV,odezvy
odeditany pfi potencidlu — 0,85 V, A) voltamogram prvniho méreni B) voltamogram druhého méreni C) voltamogram
tretiho méreni D) zavislost proudové hodnoty na fedéni

Kromé posunu potencidlového maxima, byly pozorovany vysoké proudové odezvy
v pfipadée negativnich kontrol, které misto bakterialni butiky obsahovaly pouze pufr. Bylo
jiz zminéno, ze to mohla zpusobovat vysoka sorpce konjugatu na samotny imunosorbent.
S timto problémem jsme se potykali 1 v pfipad€ bakterie Sa/monella Typhimurium, a
proto jsme 1 zde zavedli blokaci imunosorbentu pfed zachytem bakteridlnich bunék.
Pouzité fedéni 10°-10° CFU/ml bylo pro ovéfeni vyockovano na Columbia agar a
inkubovano, abychom si ovéfili, zda dané fedéni korespondovali poctu nartistu kolonii na
misce. Prestoze poCty bunék na miskach odpovidaly, rozdily v proudovych odezvach
danému fedéni neodpovidalo. Dochazelo pravdépodobné k piesyceni imunosorbentu
v pfipadé obsahu vyssiho poctu bunék a kfivka nemé vzestupny trend se stoupajicim

poctem bungk, jak jsme predpokladali.

91



4.9.3 Elektrochemicka detekce komplexu Campylobacter jejuni s Ds-CdTe

QDs

Ani v ptipad€ pouziti konjugatu s Ds-CdTe QDs, meéteno SWASV na elektrodach
DropSens C-110 nebyl trend dle predpokladu stoupajici. Mizeme vSak pozorovat (viz.
obrazek 53) ze fedéni 103 CFU/ml ma vyssi odezvu nez predchozi nizsi fedéni. A viak,
v pfipadé Ze jsme porovnali narist bakterie na misce, na které byla pro kontrolu
vyockovana fedéni puvodni suspenze, kde se nartst pohyboval okolo 900 kolonii, coz
znamena v fadech 102 CFU/ml, je tento nartist proudu mozny. U elektrochemické detekce
totiz nezéalezi na stari kultury, proto na miskach jsme se mohli pohybovat v nizsich
poctech a elektrochemicky buriky pfesto detegovat.

Tudiz dal§im predpokladem je, ze detekci komplexu muze ovlivnit i staii butiky.
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Obrazek 53 Vysledky jednotlivych méreni pii sestaveni kompletniho imunosenzoru pro detekci bakterie Campylobacter
Jejuni s konjugdtem Ds-CdTe QDs; elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV,odezvy

odecitany pfi potenciélu — 0,85 V, A) voltamogram prvniho méreni B) voltamogram druhého méreni C) voltamogram
tretiho méreni D) zavislost proudové hodnoty na fedéni

Dale byl na zakladé téchto poznatkii postup piipravy imunosenzoru modifikovan

stejnymi kroky jako v ptipad€ Salmonella Typhimurium.
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4.9.4 Imunosenzor pro detekci Campylobacter jejuni s pouzitim mensiho
mnozstvi nosice a konjugatu s SiNPs-CdTe QDs, Ds-CdTe QDs a SiNPs-PbS
QDs

Pro dal§i experiment bylo pouzito 100 pg imunosorbentu. Redéni bakterialni suspenze
bylo ponechano 10°-10° CFU/ml. Mé&feni viak byla z Sasovych diivod( provedena pouze
jednou. Na obrazku 54 mizZeme jsou uvedeny vysledky, kde mizeme pozorovat velky
nardst odezvy pfi méfeni 10° CFU/ml. Ve srovnani s kontrolnim fedénim odpovidaly
podty kolonii na misce fedéni 10° CFU/ml. Niz&i fedéni viak poskytovaly tém&f stejné

proudové odezvy.

-iﬁ,l.lé A =—10_! < B
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Obrazek 54 Vysledky méreni imunokomplexu pro detekci Campylobacter jejuni s mensim mnoZstvim imunosorbentu;
A) SWASV voltamogram meéreni celého systému se Campylobacter jejuni s konjugdtem s SiNPs-PbS QDs; mnoZstvi
pouZzitého imunosorbentu 100 ug, elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, vysky
pikd odelitény pfi potencidlu - 0,5 V B) zavislost proudové hodnoty na fedéni suspenze bakterialnich bunék

Pti dalSim experimentu, za pouziti jiného konjugétu, a to s SiNPs-CdTe QDs je trend

mirmneé klesajici (viz. obrazek 55).

i)

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3 35

Fetrastal ¥ fedéni

Obrazek 55 Vysledky méreni imunokomplexu pro detekci Campylobacter jejuni s mensim mnoZstvim imunosorbentu;
A) SWASV voltamogram méreni celého systéemu se Campylobacter jejuni s konjugdtem s SiNPs-CdTe QDs; mnozstvi
pouzitého imunosorbentu 100 ug, elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, vysky
pikd odecitény pfi potencidlu - 0,5 V B) zavislost proudové hodnoty na fedéni suspenze bakterialnich bunék
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Pro tento experiment byly pouzity i konjugaty s Ds-CdTe QDs, ale v tomto ptipade
nebyly ziskany charakteristické piky pro Cd(Il) vibec (data neuvedena).

4.9.5 Imunosenzor pro detekci Campylobacter jejuni za pouziti tii riznych
postupu sestaveni imunosenzoru

Pro tento experiment, jehoz usporadani a postup byly stejné jako v ptipad€ pokusu u
Salmonella Typhimurium (viz. tabulka 8, str. 67) bylo pouzito vzdy 100 pg
imunosorbentu a fedéni 10°, 10!, 10> CFU/ml a konjugatl s SiNPs-CdTe QDs (viz.
obrazek 56) a Ds-CdTe QDs (viz. obrazek 57).

Postup &islo 1 byl proveden tak, ze imunosorbent se nejprve inkuboval s bakterialni
suspenzi o prislusném tfedéni a teprve poté byl ptidan konjugat a 30 minut inkubovan cely
komplex. Na zakladé vysledka tohoto méfeni coz je vidét i na voltagramu A jsme
vyhodnotili, ze nedo$lo k vazb¢ konjugatu.

Postup ¢islo 2 byl zalozen nejpreve na inkubaci bakteridlni suspenze daného tfedéni
(30 minut) s konjugatem, poté byla reakéni smes pfidana k imunosorbentu. V tomto
ptipadé doSlo CasteCne k vytésnéni konjugatu imunosorbentem, ale zaroveén systém
poskytl nejvyssi proudové odezvy. Proudové odezvy vsak nevykazuji stoupajici trend
v zavislosti na rostoucim mnozstvi bakterialnich bun€k ve vzorku.

V pokusu cislo 3 se postupovalo jako pifi prvnich experimentech, coz znamena
soucasné smichani imunosorbentu, bakterialni suspenze a znaCenych protilatek

s naslednou inkubaci.
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Obrazek 56 Vysledné voltamogramy jednotlivych zplsobt vazby bakteridinich bunék Campylobacter jejuni, konjugat
SiNPs-CdTe QDs, elektrody Dropsens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, vysky pikl byly odéitany
pfi potencialu -0,85 V, 1) postup €. 1, 2) postup ¢.2, 3) postup ¢. 3, které jsou popsény v tabulce 8
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Obrazek 57 Vysledné voltamogramy jednotlivych zplsobt vazby bakteridinich bunék Campylobacter jejuni, konjugdt
Ds-CdTe QDs, elektrody Dropsens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASVY, vysky piki byly odéitany pfi
potencialu -0,85 V, 1) postup &. 1, 2) postup &.2, 3) postup ¢. 3, které jsou popsény v tabulce 8
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Tyto experimenty ukazaly, ze v pfipad€ bakterii zalezi na usporadani celé¢ho systému
a poradi pridavanych reagencii. Vysledky byly srovnatelné jak v ptipadé SiNPs-CdTe
QDs, tak Ds-CdTe QDs.

4.9.5 Imunosenzor pro detekci Campylobacter jejuni s vyuzitim ruzného
mnozstvi konjugatu

I pro detekci bakterie Campylobacter jejuni bylo testovano, zda bylo zvoleno spravné
mnozstvi konjugatu v uspotadani celého komplexu. Proto bylo pouzito pii stejném fedéni
(10! CFU/ml) jiné mnozstvi konjugatu. Byly pouzity konjugaty s SiNPs-CdTe QDs a Ds-
CdTe QDs a byly testovany objemy 10,15,20 ul pro SiNPs-CdTe QDs a 5, 10, 20, 30 ul
Ds-CdTe QDs.
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Obrazek 58 Voltamogamy méreni imunokomplexu Campylobacter jejuni za pouZiti rizného mnozZstvi konjugati pri
detekci Campylobacter jejuni, elektrody DropSens C-110, tvoren in situ bismutovy film (500 ppb), SWASV, 10, 20, 30 ul
pro SiNPs-CdTe QDs, 5,10,20 ul Ds-CdTe QDs

Tento pokus potvrdil (viz. obrazek 58), ze zvolené mnozstvi konjugéatu v obou

ptipadech byl optimalni, tedy 10 pl.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sestavit systém, ktery by byl vyuzitelny jako rychla,
screeningovd metoda pro detekci bakterialnich bun€k Salmonella Typhimurium a
Campylobacter jejuni jako potencionalnich kontaminantl potravin. Tento systém se
zakladal na principu heterogenni sendvicové imunoanalyzy. Prace byla slozena
z n¢kolika dil¢ich kroku, kterymi byly pfiprava magnetickych Castic s kovalentné
imobilizovanymi specifickymi protilatkami (imunosorbentu), ktery v daném systému
slouzi pro snadny a efektivni zachyt bakterialnich bun€k ze vzorku. Pro jeho pfipravu
byly zvoleny magnetické Castice ProMag 0,746 um nebo 0,87 um. Na magneticky nosic¢
byly imobilizovany polyklondlni protilatky anti-Salmonella spp. a anti-Campylobacter
Jjejuni od firmy BioRad. Utinnost imobilizace protilatek na magneticky nosi¢ byla
ovetovana pomoci SDS-PAGE analyzy a pro viechny protilatky byla G€innost vazby
karbodiimidovou metodou 80 % a vyssi.

Dalsim dil¢im krokem byla pfiprava konjugatd, tedy protilatek zna¢enych vhodnou
znackou, v naSem piipad¢ elektoaktivnimi nanocasticemi (AuNPs, CdTe QDs a PbS
QDs). Pro zvysSeni citlivosti a snadnou pfipravu byly kombinovany se silika
nanocasticemi nebo polymernimi dendrony. Pro znaceni protilatek byly v prvni fade
vybrany silika nanocastice s kvantovymi teCkami a zlatymi nanocCasticemi. Pri
optimalizacich postupt byly vyzkouseny pro znaCeni protilatek i silika nanoCastice
s olovnatymi teCkami nebo dendrony s kvantovymi teCkami. Pro znaCeni protilatek byla
pouzita karbodiimidova metoda. Pro elektrochemickou detekci bylo vyuzito square wave
anodické/katodické voltametrie. Mé&feno bylo na jednorazovych uhlikovych tisténych
elektrodach DropSens C-110 (Spanélsko)(C/C/Ag-AgCl). Byla méfena proudova odezva
iontt kovt uvolnénych v kyselém prostiedi z pouzité elektroaktivni znacky, pouZzité pro
znaleni protilatek.

Pomoci kultiva¢ni metody bylo prokazano, ze pfipravené imunosorbenty vychytavaji
bakterialni bunky. Dale bylo pfipraveno a otestovano nékolik typa konjugatu, které az na
konjugaty s SiNPs-AuNPs, poskytovaly dostatecné proudové odezvy pfi elektrochemické
detekci, jedna se o konjugaty s SiNPs-CdTe QDs, SiNPs-PbS QDs a Ds-CdTeQDs.
V ramci prace se vSak neprokazalo, ze by byl systém pii sestaveni celého komplexu
reprodukovatelny, dale nebyl pozorovan rostouci trend s rostouci koncentraci bun€k ve
vzorku, ktery by umoznioval kvantifikaci. Vysledky ukézaly, ze v ptipad€ bakterialnich

bunék je vysledny signal znacné zavisly na potadi pfidavanych reagencii. Tato prace
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piinesla fadu poznatku, které budou vyuzity v dal$i praci v této oblasti. Pro zlepseni bude
treba hledat nejvhodnéjsi uspotradani celého systému. Dalsi moznosti je modifikace

piipravy imunosorbentd ¢i konjugata.
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