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ANOTACE

Prace je vé€novana vyvoji elektrochemického imunosenzoru pro prikaz bakterialnich bunék
Campylobacter jejuni. Systém vyuziva primarni protilatky, imobilizované na magnetickych
Casticich, pro izolaci bakteridlnich bun€k, a sekundéarni protilatky znafené kvantovymi
teCkami (QDs), které umoziuji elektrochemickou detekci. Pro stanoveni byly pouzity
jednorazové tisténé trielektrodové senzory umoziiujici analyzu malych objemi. Detekeni

metodou byla square wave anodicka, resp. katodicka rozpoustéci voltametrie.
KLiCOVA SLOVA

Campylobacter jejuni, magnetické Castice, kvantové teCky, zlaté nanocastice, dendrony,

elektrochemicky imunosenzor

TITLE

Development of electrochemical immunosensor for detection of Campylobacter jejuni in food
ANNOTATION

The work is devoted to the development of an electrochemical immunosensor for the
detection of Campylobacter jejuni. The system uses primary antibodies, immobilized on
magnetic particles, to isolate bacterial cells, and secondary antibodies labeled with quantum
dots (QDs), which allow electrochemical detection. Disposable screen-printed three-electrode
sensors enabling small volume analysis were used for the determination. The detection

method was square wave anodic/cathodic dissolution voltammetry.
KEYWORDS

Campylobacter jejuni, magnetic particles, quantum dots, gold nanoparticles, dendrons,

electrochemical immunosensor
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UvVoD

Cilem diplomové prace bylo sestaveni imunosenzoru pro detekci Campylobacter jejuni
v potravinach. Pro rychlé moznosti stanoveni této bakterie, by mohl slouzit elektrochemicky
imunosenzor. Takové imunosenzory jsou zalozené na principu izolace bakterialnich bunek ze
vzorku s naslednou elektrochemickou detekci. Biosenzory se v soucasné dob&€ vyuzivaji
v potravinarské analyze, klinické analyze nebo v ochrané zivotniho prostfedi. V potravinaistvi
se vyuzivaji pro stanoveni kontamice nebo kvality potravin. V klinické oblasti naptiklad pro

stanoveni slozek krve a pfi ochrané zivotniho prosttedi pro stanoveni mnozstvi znécisteni.

Teoreticka Cast diplomové prace se zabyva problematikou Campylobacter jejuni. Jsou zde
popsany biochemické vlastnosti, onemocnéni zpusobujici patogen a podminky prikazu. Pro
udrzovani zdravotn¢€ nezavadnych potravin je nutné v¢as odhalit a eliminovat kontaminace
patogeny. K nejrizikovéjSim potravinam zejména patii syrové a nedostateCné uravené maso
nebo syrové, nepasterizované mléko. Dale do této kategorie nalezi chlazené nebo Castecné
mrazené moiské plody, syrové ryby, Spatné¢ omyta zelenina a ovoce, potraviny ze syrovych
nebo nedostatecné tepelné opracovanych vajec. Dale se teoreticka Cast zabyva problematikou
biosenzord. Biosenzory jsou zde rozd€leny a také jsou zde uvedeny konkrétni piiklady

detekce patogent.

Praktickd ¢ast diplomové prace se zabyva konstrukci imunosenzoru pro detekci
Campylobacter jejuni. Pro sestaveni imunosenzoru byly pouzity rdazné komercné dostupné
druhy magnetickych Castic a rizné znaCené protilatky. Na magnetické Castice byly navazany
protilatky proti Campylobacter jejuni a pouzity pro zachyt bakterialnich buné€k ze vzorku. Pro
detekci byly vyuzity dva druhy znacenych protilatek. Jednalo se o kvantové teCky (CdTe

a PbS) v kombinaci se silika nanoc¢asticemi.
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1 Campylobacterjejuni

Nézev Campylobacter je odvozen z feckého slova ,.kampylos“ (kfivy, ohnuty, zakfiveny)
a slova ,,baktron* (ty¢, hdl). V roce 1909 byl poprvé izolovan a oznagen jako Vibriofetus, kdy
zplisoboval potraty u ovci a skotu. PGvodné byl popsén jako zvifeci patogen a zafazen do rodu
Vibrio, jelikoz byl plivodce zanétl stiev a dysenterie u skotu a telat. V roce 1947 se prokézala
patogenita téchto novych vibrii. Vibriofetus byl vyizolovan z krve gravidnich Zen, které byly
postiZzené horecnatym onemocnénim a u kterych doSlo ke spontannimu potratu. Pacientky
byly infikované z mléka krav, ze kterého byl mikroorganismus izolovan. O deset let pozdgji
se v krvi pacienta nalezl mikroorganismus velice podobny druhu Vibrio fetus, ale lisil se
biochemickymi a antigennimi vlastnostmi. Tento novy druh byl pojmenovéan ,,related vibrio*

[1,2].

Mikroorganismus byl v 70. letech 20. stoleti zafazen do nového rodu Campylobacter
z dlivodu jeho CGastého néalezu u déti trpicich prdjmovym onemocnénim a jeho narocnym

rGstovym podminkam, které ho odlisovaly od vibrii [1].

1.1 Taxonomie

Véron a Chatelain vypacovali v roce 1973 komplexni taxonomii rodu Campylobacter
adefinovali 4 druhy (Campylobacter fetus, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni
a Campylobacter sputorum). Rod Campylobacter se postupné rozSifoval o nové druhy,

a proto se v roce 1991 vytvorila nova Celed Campylobacteraceae (Obrazek 1) [1, 2, 3].

C Kmen Proteobacteria

TFida Epsilonproteobacteha

Rad Campvlobacteriales

[ Celed Campylobacteraceae

| Rod Campylobacter

Druh Campylobacterjejuni

Obrazek 1 Zarazeni rodu Campylobacter, pFevzato a upraveno z: [6]
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Rod Campylobacter zahrnujeme tyto druhy Campylobacter canadensis, Campylobacter coli,
Campylobacter consicus, Campylobacter curvus, Campylobacter fetus, Campylobacter
gracilis, Campylobacter helveticus, Campylobacter hominis, Campylobacter hyointestinalis,
Campylobacter insulaenigrae, = Campylobacter jejuni,  Campylobacter lanienae,
Campylobacter lari, Campylobacter muckalis, Campylobacter rectus, Campylobacter

showae, Campylobacter sputorum a Campylobacter upsaliensis [1].

1.2 Morfologie

Campylobacter jejuni je Stihla, spiralni, nesporotvorna gramnegativni tyCinka. Dosahuje
primérné velikosti 0,2 - 0,8 pm a délky 0,5 - 5 pm s polarnim bicikem. Bi¢ik se nachazi
najednom ¢&i obou koncich. Diky pfitomnosti biCiku méa bakterie charakteristicky tvar
pismene S (Obrézek 2) a vyznaCuje se charakteristickym vyvrtkovitym pohybem. V zéstinu je
viditelny charakteristicky pohyb ,.komari hejno“. Pokud se bakterie dostanou do nepfiznivych
podminek, mohou vytvaret kokovité formy. Nachazeji se samostatné nebo jako dlouhé
spirdlovité formy. Netvofi spory. Bakterie ve stavu kokd nemohou vytvaret kolonie
na kultivanich pldach. Biciky jsou u Campylobacter jejuni povazovany za faktor virulence,
protoZe biciky obsahuji flagelin. Diky svému tvaru buriky a pohybu je pro né snadny prinik

hlenem ve stfevé hostitele [2, 14, 16].

Podle morfologie délime kolonie do 2 typd. Prvnim typem jsou kolonie rovné, mukoidni,
ploché s mokrym vzhledem. Vytvafi shluky nebo jsou ostfe ohranicené a vypouklé. Po
18 - 24 hodinové inkubaci jsou kolonie naSedlé aZz prlsvitné. Po prodlouzené inkubaci
24 - 48 hodin jsou typicky Sedé az s naZloutlym nadechem a pravidelnymi okraji [1, 3].

Obrazek 2 Snimek z elektronového mikroskopu - Campylobacterjejuni, pfevzato a upraveno z: [4]
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1.3 Biochemické vlastnosti

Jedna se o mikroaerofilni, nesporulujici, pohyblivé bakterie. Energii ziskavaji z metabolismu
aminokyselin a dikarboxylovych kyselin. Jsou velice méalo biochemicky aktivni. Nefermentu;ji
ani neoxiduji sacharidy, protoze jsou chemoorganotrofni mikroorganismy. Jsou katalaza
aoxiddza pozitivni bakterie a redukuji dusiCnany. Nevytvari pigment. Indol a testy
na produkci acetoinu a methyl¢ervené jsou negativni. Hydrolyza tyrosinu, kaseinu, $krobu
a zelatiny je negativni. Campylobacter jejuni ma jako jediny pozitivni test na hydrolyzu

hippurétu [2,8].

1.3.1 Rustové podminky Campylobacter jejuni

Rod Campylobacter je citlivy patogen a ke svému rastu vyzaduje specialné obohacené pudy
a mikroaerofilni prostfedi. V potravinach se ztéchto divodu bézné nemnozi, ale preziva
v nich. Odolnost k vné&jsim podminkam je docela nizka. V oblasti oCkovaci ¢ary muazeme
pozorovat plazivy rast. Jsou soucasti fyziologické mikroflory zvifat a jsou prenosné

na Clovéka [8, 9].

1.3.2 Vliv atmosféry na rust Campylobacter jejuni

Pro rast Campylobacter jejuni vyzaduje mikroaerofilni prostfedi, které obsahuje snizenou
tenzi kysliku (5 %) a zvySenou tenzi oxidu uhli¢itého (10-15 %). Pokud se v okolni atmosféte
vyskytuje nizka teplota a vysoka vodni aktivita je schopen prezivat i n¢kolik dni, ale pokud se

nachazi pfi pokojové teploté a suchém prostredi, tak do nékolika hodin umira [9,13].

1.3.3 Vliv teploty na rust Campylobacter jejuni

Jedna se o termofilni bakterii s teplotou rustu okolo 32 — 45°C. Optimalni teplota rastu je
42°C. Je velice citlivy na prekroCeni optimalni teploty. Jeho rist uz je zcela zastaven
pii 46°C. Pieziva v mléce a ve vodé pii 4°C, dale v chlazené a mrazené dribezi. Diky mrazeni
dochazi ke snizeni poCtu Campylobacter jejuni, ale ne k jeho uplné eliminaci. Za piiznivych
podminek preziva i nékolik mésict. Je velmi citlivy na vysoké teploty a pastera¢ni teploty
honi¢i. Déle je citlivy na vyschnuti, kdy za 18 — 24 hodin umir4. Pfeziva ve vhodné
potravinové matrici nebo ve vode€. Jeho schopnost pfezit pii takovych podminkach je

ovlivnéna tvorbou biofilmu a pfitomnosti jinych mikroorganismu [2,13].
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1.3.4 Vliv pH a organickych/anorganickych kyselin na rust Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni je citlivy na nizké pH. Limitni hodnotou pH je 4,7. Optimélni pH je
okolo 6,5 — 7,5. V travici soustave je zni¢en zaludeCnimi Stavami, pokud neni zkonzumovan
spolecn€ s potravinami, které ho chrani. Organické kyseliny jej také usmrcuji, nejlepsi
baktericidni uinky maji, kyselina mlé€n4 a octova. Prostedi s 2 % NaCl kampylobaktery

inhibuje [8, 18].

1.3.5 Vliv vodni aktivity, dezinfek¢nich prostifedkii a zafeni na rust
Campylobacter jejuni
Aktivita vody (aw) udava mnozstvi vody v potravinach. Je definovana jako pomér tenze
vodnich par potravin ktenzi par ¢isté vody. Spravnad hodnota vodni aktivity je nutna
ke spravnému pomnozeni a latkovému metabolismu. Hodnota aktivity vody pod hodnotu
0,97 pusobi na Campylobacter jejuni inhibicné€. Také je u mikroorganismu zvysena citlivost
nabézné dezinfekéni prostiedky a chlorované preparaty. Campylobacter jejumi patii
k citlivym mikroorganismiim na ozafovani. Murphy a kol. 2006 uvadi, ze ke spolehlivému

zniCeni postacuje 1kGy [8, 17, 25].

1.4 Vyskyt v potraviniach

Nejrizikov€jsi potraviny z hlediska onemocnéni kampylobakteriozy je syrova drabez,
porcované dribezi maso a polotovary z n€j. K méné rizikovym se fadi vepiové a hovézi maso
nebo moiské plody a korySi. Dal§im moznym zdrojem nakazy muze byt i syrové
nepasterizované mléko, voda, zelenina nebo ovoce. Rizikova je pfiprava potravin, jako je
napiiklad grilovani nebo opékani. V domacnosti muze dochazet ke kfizové kontaminaci.
Spatnym zachazenim s potravinami se miize Campylobacter jejuni dostat na nastroje, nadobi

nebo dalsi potraviny [36, 38].

V Ceské republice je promorenost dribeze touto bakterii vysokd. K sekundami kontaminaci
dochazi pfi jateCnim zpracovani a negativné tim prispiva k pozitivnim naleziim u chlazenych
amrazenych brojleri v obchodnich sitich. Bardoni a kol. (2011) uvadi, ze pozitivnich
vysledkt u mrazenych vyrobku je 38 % a u chlazenych vyrobku je 76 %. U vepfového masa

je vyskyt piiblizné 1 — 10 % [36].
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1.4.1 Drubezi maso, jatra a veprové maso

Driibez byla podle epidemiologickych udaji zafazena jako hlavni zdroj kontaminace
kambylobaktery. Ke kontaminaci povrchu jater dochédzi post mortem nebo nastane systémova
infekce u zivych ptakd. Nejvyssi koncentrace kampylobakterti prevlada v drobech, zejména
v jatrech. Ke kolonizaci dribeze dochazé pomoci vody, vykald, krmeni, divokych ptakt
a hlodavct. Campylobacter jejuni u dribeze vystupuje v roli komenzala a nevyvolava u nich
onemocnéni. U drabeze osidluje predevsim dolni ¢ast traviciho traktu, a to slepé stfevo, tlusté

stfevo a kloaku [37, 45, 51].

Jatrova pastika byla prohlasena jako potencialni zdroj nakazy kampylobakterem. Dikladnym
vafenim dochazi k eliminaci rizika onemocnéni. Avsak nékteré potraviny se pouze minimalné
vafi, aby u nich doslo k zachovani jejich senzorickych vlastnosti a nartzovelého vzhledu.
Pro bezpetné provareni je nutna teplota v jadru vyrobku 68 — 70°C po dobu 45 minut [42,

43].

Ke kontaminaci jater muze také dojit beéhem pfipravy. Brojlefi jsou uznavanym zdrojem
kontaminace pfi manipulaci, piipravé nebo kontaminaci masa. Tato kontaminace je

zodpovédna za az 30 % piipadd onemocnéni kampylobakteriozou [57, 62].

U prasat bylo prokazano, ze jsou rezervoarem Campylobacter jejuni. Veptové produkty tak
jsou zdrojem infekce u lidi. Syrova nebo nedostatecné tepelné upravené jatra jsou nebezpecna

pro zdravi lidi [47, 60].

1.4.2 Miléko
Rizikovym faktorem pro infekci je piti nepasterizovaného mléka. Campylobacter jejuni neni

schopen prezit pasteraci mléka, ale je schopny piezivat v mléce pfi nizkych teplotach [46, 58].

Ke kontaminaci mléka dochéazi primarn€ nebo sekundarn€. K priméarni kontaminaci mléka
dochazi ze strukovych kanalki, z vemene nebo z okolniho prostiedi. Pokud dojnice
nepiichazi po dobu dojeni do kontaktu naptiklad s vykaly. Také zalezi na hygienickych

podminkach v prab&hu odbéru, prepravy a dal§im zpracovani [22, 24].

K sekundarni kontaminaci dochazi po zmnoZzeni mikroorganismil z primarni kontaminace.
Cim kratsi doba je mezi podojenim a zchlazenim mléka, tim mensi mnozstvi mikroorganismu

se v mléce bude nachazet [24].
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1.5 Onemocnéni kampylobakterioza
Bakterie rodu Campylobacter u ¢lovéka mohou vyvolat onemocnéni gastrointestinalniho

traktu zvané kamplyobakterioza. Kazdy rok se v Ceské republice touto nemoci nakazi zhruba

23 tisic obyvatel [24, 25].

Jedna se o akutni prijmova onemocnéni doprovazena teplotou, artritidou, meningitidou, sepsi,
bolestmi hlavy, bficha, koncCetin a svalu. U zvifat toto onemocnéni muze zpusobovat potraty.
Postihuje predevsim déti nebo jedince s oslabenou imunitou. Pro zdravého ¢loveka je infekeni

davka priblizn€ 500 buné€k a inkubacni doba je 2 — 5 dni [24, 49].

Bakterie se vyskytuji ve stfevnim traktu domacich i volné Zzijicich teplokrevnych zvifat.
K infekci Clovéka témito bakteriemi muze dojit pfimo (kontakt se zvifetem) nebo nepiimo
kontaminovanou potravou ¢i vodou fekaliemi. NejCastéjsi zdroj infekce je konzumace
nedostatecné tepelné upraveného kufeciho masa nebo potraviny, které jsou ur€ené k piimé
spotiebé a byly vystaveny kontaktu se syrovym kufecim masem. K piedejiti riziku kontaktu
s kontaminovanou potravou je mozné prostiednictvim bezpecné manipulace se syrovym
masem, vafenim a spravnou hygienou v kuchyni. Doporucuje se neomyvat koupené chlazené
kuteci maso pod tekouci vodou, kterd vytvoii kontaminovany aerosol, ktery postiika okoli.
Vyskyt kampylobaktert v potravinach a u zvifat v Ceské republice sleduje Narodni referenéni

laboratot pro kampylobaktery na Statnim veterinarnim astavu v Olomouci [24, 25, 50].

Po poziti kontaminované potravy bakterie rodu Campylobacter pronikaji do tenkého steva,
kde dochazi k jejich pomnozeni. Nasledné pfilnou ke stfevni sliznici, kde produkuji toxiny,
které pronikaji do krevniho a lymfatického ob&hu. U tekutin jako je voda a mléko dochazi
k rychlému pruchodu Zaludkem a tim se zvySuje mnozstvi zivych bun€k, které proniknou

az do tenkého stieva, kde se pomnozi [50, 54, 55].

Obrazek 3 popisuje kolonizaci travici soustavy predevS§im mukozni vrstvy stfeva
Campylobacter jejuni. Infikovat Clovéka muze pifimo pozitim kontaminované vody nebo
konzumaci kontaminované potravy (nepasterizované mléko nebo maso). U Clovéka napada

stfevni epitelovou vrstvu a zpusobuje zanét a prijem [24, 56, 65].
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Obrazek 3 Schéma cest, kterymi mlze dojit k infekci bakteriemi rodu Campylobacter, prevzato a

upraveno z: [14]

1.5.1 Patogenita a patogeneze

Campylobacterjejuni produkuje fadu faktor( virulence. Ke kolonizaci stfeva dochazi pomoci
pohyblivosti (chemotaxe) a produkce adhezivnich proteind. Adhezin PEB1 je povrchovy
antigen, ktery umoziiuje bakterii adherovat k burikam a kolonizovat stfeva. Pro preziti uvnitf
vakuol epitelidlnich bunék slouzi produkce katalazy a superoxiddismutazy, které inaktivuji
volné radikaly kysliku. Campylobacter jejuni je schopny ziskavat Zelezo z transferinu
a laktoferinu v séru a sliznicich hostitele. Hlavnim toxinem je CDT. CDT toxin je geneticky
pfibuzny s bakteridlnimi proteinovymi toxiny. NaruSuje epitelialni klky a narusuje absorpci
stfeva a vznika prdjem. CDT toxin se sklada z DdtA, CdtB a CdtC. Dale Campylobacter

jejuni produkuje enterotoxin podobny cholefe, hepatotoxin a Shiga toxin [1, 9, 15].

Diky potravinam, které snadno prochazeji Zaludkem, pronika do stfeva vy3Si mnozstvi Zivych
bunék, které se zde mnoZzi a zplsobuji patologické zmény. Campylobacter jejuni vyhledava
stfevni krypty vyplnéné mucinem, protoZze ma pozitivni chemotaxi k mucinu. Mucin je
zdrojem energie pro jejich rlst. Ze zacatku se kolonizuje tenké stfevo, a to zejména jejunum
aileum. Infekce se pak dale Sifi do tlustého stfeva a konecniku. Dochazi zde k pfilnuti
bakterii k epitelidlni stfevni burce, po priniku do vakuol se mnoZi a produkuji CDT toxin.
Dochézi ke vzniku zanétu a prljmdm, které jsou spojené se ztratou tekutin. Onemocnéni
mlze koncit iUmrtim u osob soslabenou imunitou, napf. u osob s onkologickym

onemocnénim, onemocnénim jater nebo s AIDS [11, 13, 25].
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1.5.2 Prognoéza

Kampylobakteridza je onemocnéni nepiijemné, ale u béznych pacientl ohrozuje zivot vzacng.
Onemocnéni béhem jednoho tydne odezni a symptomy rychle ustupuji. Ale pokud se toto
onemocnéni objevi u té€hotnych Zzen, mize dojit k potratu nebo porodu mrtvého plodu.

U pacientt s podvyzivou nebo v rozvojovych zemich je prognoza vazna [1, 3, 10].

1.5.3 Lécba

K 1é¢be této infekce neni nutna hospitalizace v nemocnici, pokud vSak nemaji pacienti teézky
prijem se silnou dehydrataci, zvracenim a nedostateCnym piijmem potravy. Pii hospitalizaci
je nutné pacientovi dodat potiebné tekutiny a zahajit protiprijmovou dietu, ktera omezuje
tuky a mlécné vyrobky. Také je mozné podavat probiotika. U tézkych piipadi se podavaji
antibiotika. Kampylobakter je citlivy na rizna antibiotika [12, 19].

Vhodnou volbou jsou napiiklad makrolidy, doxycyclin, tetracykliny nebo chloramfenikol.
Pouziti fluorochinolonu pii kampylobakteiéze neni zcela vhodné, protoze zde snadno vznika
rezistence. Fluorochinolony jsou uc€innd antibiotika se Sirokym spektrem ucinnosti.
K rezistenci dochazi mutaci genu, které fidi replikaci a segregaci chromozomalni DNA [19,

21].

1.5.4 Komplikace

V krajnich pfipadech muze kampylobakterioza zpusobit rozvoj tzv. reaktivni artritidy
nebo tzv. Guillain-Barrého syndromu. Tento syndrom neboli polyradikuloneuritida je akutni
zanétlivé postizeni perifernich nervl, které zpusobuje svalovou obrnu ruzného rozsahu.
Toto onemocnéni se projevuje po 9 — 26 dnech od infekce. Vyzaduje rychlou terapeutickou
intervenci. Reaktivni artritida vznika u geneticky disponovanych jedinct v Casovém odstupu
po infekci, kterd probéhla v jiné Casti organismu. K dal§im komplikacim patii postinfekéni
nasledky, dehydratace nebo rozvoj sepse snaslednym postizenim riznych organu.
Komplikace nastavaji predev§im u novorozenct, kojenci, jedinct s imunodeficitem a starSich
lidi s cirhozou nebo diabetem. U novorozenci muze dochazet k meningitid€, pneumonii,

hnisavé artritidé nebo dermatitide [2, 3, 45, 63].
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1.6 Prikaz bakterii rodu Campylobacter

K plikazu bakterii rodu Campylobacter se vyuZiva norma CSN EN ISO 10272-1, ve které
jsou uvedena specialné botaha Zivna media, ktera obsahuji selektivni slozky. Nutri¢né bohata
média musi obsahovat suplementy zachycujici O2 (hemin, korskad krev, aktivni uhli)
a antibiotika k inhibici kontaminujici mikrofléry (cefoperazon, vankomycin, trimetoprim
a cykloheximid). Kultivace probiha v mikroaerofilnim prostredi, ktera obsahuje 5% 02 10 %
CO2 a dostate¢nou vihkost. K prlikazu bakterii dochazi ve tfech krocich. Prvnim krokem je
pomnoZeni v tekuté selektivni pldé (bujon dle Boltona a bujéon dle Prestona). Bujon
dle Boltona se pouziva pfi nizkém obsahu doprovodné mikrofléry, bujon dle Prestona
pri vysokém obsahu doprovodné mikrofléry a stérovy tampdn. Druhym krokem je
vyoCkovani na povrch dvou selektivnich kultivanich médii - mCCDA (modifikovany
deoxycholatovy agar s aktivnim uhlim a cefoperazonem) a druha volitelnd plida (Karmaliho
agar nebo napfiklad Butzlerlv agar). Treti krok je konfirmace, kde se zkoumaji typické
kolonie (biochemické testy, pohyb) (Obrazek 4) [30, 44, 53].

Obrézek 4 Horizontalni metoda priikazu a stanoveni poétu Campylobacter spp. - Cést 1: Metoda priikazu,
CSN EN 1SO 10272-1 [30]
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1.6.1 Metody identifikace a charakterizace

Norma CSN 1SO 10272-1 poZaduje k identifikaci a charakterizaci kampylobakterdi nasledujici
fenotypové a biochemické vlastnosti, vyhodnoceni morfologie, pohyblivost, rdst pfi 25°C
za mikroaerofilnych  podminek, rlist pfi 41,5°C za aerobnich podminek, prikaz
cytochromoxidazy a katalazy, citlivost rlistu mikroorganisml k cefalotoxinu a kyseliné
nalidixové, schopnost hydrolyzovat hippurat a indoxylacetat. Na obrazku 5 vidime suspektni
kolonie na Columbia agaru (mikroaerofilni kultivace pfi 42°C a 48 hod) [28, 53].

Obrazek 5 Vzhled kolonii bakterie Campylobacterjejum na Columbia agaru, foto autor

Hydrolyza hippuratu je urCena pro stanoveni schopnosti Campylobacter jejuni hydrolyzovat
hippurat. Pro test se vyuZiva komer¢né dostupna souprava HIPPURATEtest. Campylobacter

jejuni ma pozitivni hydrolyzu hippuratu a vznika tak modrofialové zbarveni [28, 52].

1.7 Polymerazova retézova reakce

Molekularné biologické metody jsou zaloZené na principu polymerazové fetézové reakce
(PCR). V dnesni dobé jsou hojné vyuzivany pro detekci kampylobakter(l v rliznych vzorcich.
Podle riizné oblasti genomu stanovujeme specifitu. Pokud identifikujeme jen na Grovni rodu,
vyuzivame Gsek 16S rRNA. Pro identifikaci druhu vyuZivame specifické geny. Principem
PCR je multiplikace kratkého fragmentu bakteridlniho genomu. Vznikly produkt je
odseparovan a za pomoci elektroforézy je vizualizovan. Pro detekci Campylobacterjejuni se
vyuZzivaji amplikony genu HipO pro hippurikasu nebo mapA pro membranovy protein A [39,
53].
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Platts-Mills a kol. (2014) porovnavali metody PCR a EIA pro stanoveni bakterii rodu
Campylobacter ve stolici. Citlivost a specifita pro EIA metodu byla 97,6 % a pro PCR
metodu 98 %. Studie navrhuje vyuziti PCR metody pro stanoveni bakterii, protoze si

zachovava vysokou citlivost [68].

Kamei a kol. (2014) vyvinuli PCR-RFLP test, ktery vyuziva cdt toxin pro detekci C. jejuni, C.
coli, C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari, C. helveticus a C. upsaliensis. Citlivost a specifita
testu byla 100 % s vyjimkou C. hyointestinalis (88 %). Vysledky testi ukazuji, z PCR-RFLP
test je vhodny pro detekci a diferenciaci sedmi druhti Campylobacter [67].

Kabir a kol. (2019) zkoumali citlivost PCR metody cilenou na detekci 23S rRNA, ceuE, Lexa,
hipO, mapA, ask a cdt gentt Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Citlivost PCR testa
byla 85,2-100 % pro Campylobacter jejuni a 97-100 % pro Campylobactr coli [66].

1.8 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozené na reakci antigenu (bakteridlni bunky) s protilatkou.
Imunochemické metody jsou rozSifené v klinické biochemii, ve veterinarni medicing
av analyze potravin. Vyhodou imunochemickych metod je jednoduchost, rychlost, nizké
naklady, detekce bakterii v pomémeé komplexni matrici a testovani velkych poctu vzorka
najednou. K nevyhodam imunochemickych metod patfi Casovd naroCnost piipravy
specifickych protilatek (dlouhé inkubace) a jejich naroCnost na pristrojova vybaveni.
Pro stanoveni mikroorganismii se vyuzivaji monoklonalni protilatky nebo polyklonani
protilatky. Monoklonalni protilatky jsou specifické pro virulentni proteiny a polyklonalni
protilatky jsou specifické pro celé buriky nebo proti bi¢ikim [7]. V praxi mohou slouzit
pro zachyt patogent ze vzorku magnetické Castice, které jsou pokryté protilatkami, jejichz

detekce muze byt potvrzena kultivaci nebo vyuzitim PCR se specifickymi primery [7, 53].
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1.9 Nové zpusoby stanoveni
K novym metoddm stanoveni patii nova selektivni média pro Campylobacter jejuni
a Campylobacter coli z potravin. Patii sen CampyFood ID agar nebo Campylobacter

Jejuni/Campylobacter coli Chromogenic Plantingg medium [50].

K rychlé detekci slouzi 1 latexové aglutinaéni testy (napt. SCIMEDXCAMPY), které jsou
vyuzivany pro stanoveni Campylobacter jejini, Campylobcater coli a Campylobacter lari. Lze
vyuzit i automatizované systémy, napi. VIDAS® (Vitek Immuno Diagnostic Assay
System) — pro stanoveni z potravin, RIDASCREEN® Campylobacter — pro stanoveni
klinickych vzork a RIDA®GENE — pro stanoveni bakterialni stolice. Tyto metody viak musi

byt konfirmovany dal§imi metodami [50, 69].

Systém VIDAS® je zaloZeny na pricipu ELFA (enzymova fluorescenéni analyza). Jedna se
o komeréné dostupny automatizovany imunoanalyticky sestém, ktery je zaloZen na principu
fluorescenéni imunoanalyzy (ELFA). Systém VIDAS® vyuZiva reagen&niho prouzku
a plastové trubiCky, na kterou jsou navazany protilatky. Tato metoda byla vyuzita naptiklad
pro stanoveni Campylobacter jejuni v mletém hovézim mase, v Cerstvé zelening€, v chlazenych

a mrazenych t€l brojlera [50, 69, 70].

RIDASCREEN® Campylobacter je enzymaticky imunotest pro kvalitativni identifikaci
antigent. Campylobacter jejuni a Campylobacter coli. Tento test vyuziva monoklonalni
protilatky pro sendvi¢ovou ELISA metodu. Tato metoda slouzi k vySetieni vzorku stolice [50,

69, 70].

RIDA®GENE - pro stanoveni bakterialni stolice zaloZené na principu Multiplex PCR
v realném case. Jedna se o citlivou detekci tfi nejdilezitéjsich bakteriii zptsobuyjicich prijem
(Campylobacter spp., Salmonella spp. a Y. enterocolitica). 1zolované specifické fragmenty
pro dané bakterie jsou detekovany sondami hydrolyzy, které jsou na jednom konci znafené
zh4dSeCem a na druhém konci fluorescenénim reportérovym barvivem (fluorofor).

Fluorescen¢ni signal je detekovan optickou jednotkou PCR v realném c¢ase [35, 50].
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2 Biosenzory

Biosenzor je zafizeni obsahujici rozpoznavaci biologickou ¢ast (napf. receptor, enzym, DNA,
protilatka, burika, tkan, organela) v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym prevodnikem
(Obrazek 6). Jednd se o analyticky pfistroj, ktery pfeménuje biologickou odpovéd
na elektricky signal, ktery je umérny koncentraci sledovaného analytu. Biologicka sloZka
biosenzoru rozpoznava stanovovany analyt v komplexnim vzorku a fyzikalné-chemicky

pfevodnik je zodpovédny za prevod na signél elektricky [79, 129].

Obrazek 6 Rozdéleni biosenzord podle biorekogniéni vrstvy a prevodnik(, prevzato a upraveno z: [136]
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V souCasné dobé jsou biosenzory vyuzivany v potravinaiském prumyslu predevsim ke
stanoveni vitaminu, detekci bakterialni kontaminace a sacharidii. Pfinasi zlepSeni citlivosti
a selektivity pfi detekci potravinovych kontaminantd [33]. Dale se biosenzory vyuZivaji
v oblasti environmentélnich a klinickych aplikaci [6, 75, 146]. Biosenzor by mél byt robustni,
specificky, reprodukovatelny, odolny vici tepelnym zménam nebo zméné pH a iontovych sil.
Jednd se o rychlou, spolehlivou a efektivni detekci. Za idealni senzor povazujeme takovy

biosenzor, ktery poskytuje odezvu v , redlném Case™ [75, 76, 78].

Biosenzory muzeme rozdélit podle fyzikalné-chemickych prevodniki nebo podle biologické

slozky [79, 129].

2.1 Rozdéleni podle fyzikalné-chemického prevodniku

Podle fyzikaln&-chemického pievodniku délime biosenzory na optické, kalorimetrické,
piezoelektrické a elektrochemické. Prevodnikem u kalorimetrického biosenzoru je tepelny
vstup/vystup pii reakci, u optického biosenzoru je to svétlo produkované béhem reakce
a naptiklad u piezoelektrického biosenzoru je to zmeéna afinitni interakce vychozi latky

a produktt [79].

2.1.1 Optické biosenzory

Optické biosenzory jsou zalozeny na principu interakce svételného zareni s chemickymi
latkami. Mefi se intenzita absorpce nebo emise svételného =zafeni, ktera vznika
pfi biochemické reakci na povrchu biosenzoru. Prostfednictvim optického vlakna jsou
svételné viny vedeny ke vhodnému detektoru. Zdrojem svétla jsou vybojky, lampy, lasery

nebo diody [129, 130].

2.1.2 Kalorimetrické biosenzory

Kalorimetrické biosenzory vyuzivaji zmeén teplot behem enzymatickych reakci. Jelikoz nelze
presné urcit, kolik tepla se uvolnilo (Cast tepla se spotfebuje zafenim, vedenim apod.), ma
tento biosenzor omezeni. Déle je nutné sledovat teplotu v rozlieni 0,0001°C a to vyzaduje

narocné pristrojové vybaveni [131].
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2.1.3 Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektricky jev vznika pfi mechanickém tlaku na povrchu riznych krystalt (kfemen,
turmalin). Kazdy krystal mé pfirozenou vibra¢ni frekvenci. Pokud je piezoelektricky, vibraci
vznik4 oscilujici elektrické pole o stejné frekvenci, ale pokud je piezoelektricky krystal
zapojen do oscilyjiciho obvodu, za¢ne vibrovat. Stabilni vibrace vSak nastava pfi pfirozené
rezonanc¢ni frekvenci, kdy je umoznén efektivni prenos energie a elektrického pole. Potazenim
povrchu krystalu vhodnou vrstvou bioelementu lze dosahnout lepsi specifi¢nosti. Adsorpci
analytu na povrch krystalu dojde ke zméné rezonan¢ni frekvence krystalu, ktera je umeérna

hmotnosti navazané latky [123, 129].

2.1.4 Elektrochemické biosenzory

Elektrochemické biosenzorysenzory mohou byt vyuZzity pro analyzu komplexnich vzorku.
Ziskaly na oblibé diky nizkym pofizovacim a provoznim nakladim, mozné miniaturizaci
a ¢asové nenarocnosti. Nevyhodou je mozné zneCisténi povrchu elektrod vlivem adsorpce
slozek ze vzorku. Elektrochemické biosenzory vyzaduji pfitomnost elektroaktivni slozky
ve vzorku. U biosenzord se jedna o pfitomnost specifické znacky, elektroaktivniho substratu
nebo substratu, ktery je v prabéhu enzymatické reakce hydrolyzovan na elektroaktivni
produkt. Elektrochemické biosenzory délime na potenciometrické, amperometrické,

voltametrické a vodivostni [79, 103, 104].

2.1.4.1 Potenciometrické biosenzory

Potenciometrické biosenzory jsou zalozeny na principu sniméni zmeén potencidlu mezi
pracovni a referentni elektrodou. K meéteni potencidlu dochazi pii redukci nebo oxidaci latky
v analyzovaném vzorku. Pracovni elektroda méni svij potencial i pfi malych zménach
koncentrace analytu, zatimco potencial referentni elektrody je konstantni po celou dobu
méfeni. Potenciometrické biosenzory se pouzivaji pro detekci patogenu, ale patii mezi méné
pouzivané. Pro mikrobialni detekci je vhodny pouze LAPS — light addressable potenciometric
sensor (svetlo adresovatelny potenciometricky senzor). LAPS senzor je zalozeny na FET —
field effect transistor (pole tranzistoru). Sklada se ze silikonového polovodi¢ového senzoru
aizolaCni vrstvy. Ta je v kontaktu s vodnym roztokem, kde dochdzi k imunoreakci. Zmény
potencialu jsou detekovany jako rozdil naboje mezi povrchem izolatoru a FET. LAPS méfi

sttidavy fotoproud, ktery generuji svételné zdroje (dioda). Komeréné dostupny LAPS senzor
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je naptiklad Bio-Detector (Smith Detection, Warrington, UK). Jedna se o osmikanalové

zafizeni [82, 114].

Takovym piikladem muze byt NF-LAPS senzor vyvinuty pro detekci F. coli popsany
ve studii Shaibani a kol. (2016). Jedna se o svétlem adresovatelny potenciometricky biosenzor
s nanovlakny (NanoFiber-Light Addressable Potentiometric sensor). Mez detekce byla
10> CFU/ml. [69].

2.1.4.2 Vodivostni biosenzory

Vodivostni biosenzory jsou zaloZzeny na principu snimani zmén vodivosti béhem reakce.
Pokud se elektrolyt disociuje na iontové slozky v kapaling€, tak se z kapaliny stane vodivé
médium. Ale kdyz se pouzije elektrické pole, dochazi k migraci iontd. V pfipad€, ze se
na elektrodu aplikuje potencial, tak uvnitt elektrolytu vznika elektrické pole. V elektickém
poli se zéporné naboje pohybuji smérem k anodam a kladné naboje smérem ke katodam.

Vznikajici proud v elektrolytu je zptisoben pohybem iontt k elektrodam [82, 85].

Vyuziti vodivostnich biosenzord pro detekci mikroorganisma jsou zalozené na principu
sminami vodivostnich zmén, které nastanou v médiu metabolickou aktivitou mikroorganismu.
Na uvedeném principu pracuje 1 komeréni zafizeni Malthus 2000 (Malthus Instruments,
Crawley, UK). Toto zafizeni muze byt pouzito pro meéfeni rostouci mikrobialni populace.
Timto zafizenim byla stanovena napfiklad paraztickd houba Ichthyophonus hoferi nebo

bakterie Erwinia carotovora [114].

Muhammad-Tahir a kol. (2006) vyvinuli vodivostni biosenzor pro detekci patogenu
v Cerstvych produktech, jako jsou napftiklad jahody. Detekovali E. coli O157:H7 a Salmonella
spp. Citlivost detekce byla piiblizn& 7,9 x 10" CFU/ml [116).

2.1.4.3 Amperometrické a voltametrické biosenzory

Amperometrické biosenzory jsou pouzivané nejCastéji, protoze to jsou nejjednodussi
elektrochemické transdukéni techniky. Elektrochemicky <¢lanek se sklada z referentni
elektrody a pracovni elektrody, kterd je vyrobena z uhliku, platiny nebo zlata. Principem
amperometrické detekce je méefeni poudu, ktery je generovan, bud reakci katalyzovanou

enzymy nebo bioafinitni rekace na povrchu pracovni elektrody. Velikost proudu proslého
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systémem za urcity Cas udava naboj. Tento ndboj odpovida molarnimu mnoZstvi latky, ktera
se preméni na elektrodé. Vyhodou amperometrickych biosenzor( je, Ze jsou malé a mohou se

pfenaSet a pouZivat je v terénu [82, 85].

Za pomoci amperometrického biosenzoru byl napfiklad stanoven Staphylococcus aureus
ve vzorcich masa a mléka, kdy byl biosenzor schopen detekovat 10" CFU/mI. Komeréni
zafizeni Midas Pro (Biosensori SpA, Milano, Italie) je schopné detegovat mikroorganismy

za pomoci amperometrického biosenzoru [114].

Alexander a kol. (2016) detegovali Salmonella Typhimurium z mléka amperometrickym

biosenzorem za pomoci polyklonalni protilatky. PouZili zlatou elektrodu [116].

U voltametrickych méfeni se sleduje zavislost proudu na potencidlu pracovni elektrody
améreny proud je umérny koncentraci stanovované latky. K nejCastéjsim voltametrickym
technikdm ve spojeni s biosenzory patfi linearni (LSV) nebo cyklicka voltametrie (CV),
diferencné pulzni voltametrie (DPV), square wave voltametrie (SWV) (Obrazek 7). VSechny

tyto typy jsou vhodné pro detekci Sirokého rozsahu koncentraci [82, 85, 105].

AMPEROMETREE chromoamp. pulsm

JIM

VOLTAMETRIE lineami cyklicka
normalni square diferencialni
pulsm wa\e pulsm

jI\/IX/'

Obréazek 7 KFivky vkladanych potenciald na elektrodu v ¢ase
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2.2 Rozd¢éleni podle biologické slozky
Podle biologické slozky délime biosenzory na biokatalytické senzory, imunosenzory, DNA
senzory a biomimetické senzory. Bioreceptory jsou dulezité pro specifitu biosenzorovych

technologii. Jsou zodpovédné za vazbu stanovovaného analytu na senzor [79].

2.2.1 Biokatalytické biosenzory

Biokatalytické systémy obsahuji bioelement, ktery premérniuje analyt chemickymi reakcemi.
Mohou obsahovat enzym, celé buiky, mikroorganismy (bakterie, plisné, kvasinky).
Enzymové biosenzory vyuzivaji CiSténych enzymu, které umoziuji zvySeni selektivity.
Vsechny enzymové senzory jsou schopné fungovat po imobilizaci enzymu na jakykoliv
prevodnik. Nejcastéji pouzivané enzymy jsou oxidazy a dehydrogenazy, které jsou komeréne
dostupné. Na rozdil od mikrobidlnich a tkéfiovych elektrod je enzym ve svém pfirozeném
prostiedi a odpada nutnost izolovat ho slozitymi Cisticimi kroky. Cena téchto biosenzoru je
nizkd, nevyhodou je dlouh4 doba odezvy a nizka selektivita. Biokatalytické biosenzory se
uplatiiuji zeyjména pii detekci organickych slouCenin vstfebavanych mikroorganismy,
monitorovani zmeén pii respiraci béhem metabolismu a v analyze potravin, na zékladé

biologické spotieby kysliku (BSK) [131,132].

2.2.2 DNA biosenzory

DNA senzory obsahuji sekvenci jednoho polynukleotidového fetézce imobilizovanou
na pevny nosi¢. Pokud DNA senzor ponotfime do vzorku s nezndmou DNA nebo RNA,
nastane hybridizace s neznamou nukleovou kyselinou parovanim komplementarnich bazi, kdy
dochazi k detekci a identifikaci vzorkl. Tyto senzory se vyuzivaji v analyze potravin, detekci
dédicnych chorob a genetickych modifikaci. Jsou také nejcitlivéjsi metodou pro stanoveni
mikroorganismu jako Listeria sp., Salmonella sp. nebo Staphylococcus aureus. Pro stanoveni

bakterii je nutna preduprava vzorku — lyzovat bakterie [133].

2.2.3 Biomimetické biosenzory
Biomimeticky senzor v podstaté kopiruje vyse uvedené typy stim rozdilem, ze jako
bioelement obsahuje umelé receptory. Vyhodou je jejich wvyssi stabilita, nizs$i cena
a selektivita. Mohou to byt oligosacharidy, oligopeptidy, aptaméry, ribozomy, imprinty,
synzymy nebo peptidové nukleové kyseliny [134].
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2.2.4 Imunosenzory

Imunosenzory tfadime mezi biosenzory, kde jejich biorekogni¢ni Cast vyuziva specifické
protilatky, pfipadné antigeny, k tvorbé biospecifickych parti. Dochazi tak ke kombinaci
imunochemické reakce svhodnym fyzikalné-chemickym pfevodnikem. Vyhodou

imunosezoru je vysoka specifita [79,129].

Imunosenzory délime na piimé a nepiimé. Pfimé imunosenzory deteguji fyzikalni zmény
béhem vzniku imunokomplexu a nepifimé imunosenzory vyuzivaji signal, ktery generuje
znacka po tvorbe€ imunokomplexu. Vyhodou pfimého imunosenzoru je rychlost, ale mohou
nastat problémy s u€innou imobilizaci protilatek, sterickym pfistupem analytu k vazebnym
mistim protilatky, s kiizovou reaktivitou a s nespecifickou sorpci. Nepiimé imunosenzory
meéii az vyslednou sekundarni interakci, ne primarni imunoreakci. U nepifimého stanoveni je

nutné zahrnout inkubac¢ni a promyvaci kroky [79, 80].

U bézného imunoanalytického stanoveni, je mozné pracovat vrezimu homogenniho
a heterogenniho usporadani. Homogenni uspofadani nevyzaduje separacni kroky a jedna se
orychlejsi metodu sniz§imi detekénimi limity nez u heterogenniho uspotfadani.
U heterogenniho usporadani je nutné odstranéni nezreagovanych analytd a reagencii, diky
¢emu dochazi k prodlouzeni doby analyz. VétSina imunosenzori vyuziva heterogenni
usporadani. Vzhledem kcitlivosti a miniaturizaci takovych zafizeni se vyuzivaji

v biomedicinské oblasti [103, 133].

Imunosenzory vyuzivaji nej¢astéji takové prevodniky, které jsou zalozené na monitorovani
prenosu elektroni (elektrochemické — amperometricky, potenciometricky, vodivostni),
fotont, zméné rezonanc¢ni frekvence piezoelektrického krystalu (piezoelektrické) nebo zmeéné

optickych vlastnosti (optické — fluorescencni, luminiscenéni) [79, 133].

I kdyz se optické imunosenzory fadi mezi citliva zafizeni, tak jejich nevyhodou je del$i doba
celého stanoveni a naroCné€j§i pozadavky na instrumentaci. Spojuji princip imunoanalyzy
napt. s povrchovou plazmovou rezonanci (SPR), pfi které se zaznamenavd zmeéna indexu

lomu po reakci antigenu s protilatkou [80, 129].

2.3 Biosenzory s magnetickymi ¢asticemi
Jednd se o alternativni moznost fixace biorekogni¢ni vrstvy na elektrodu (naptiklad
na ti§ténou elektrodu nebo na povrch magnetickych &astic). Rada publikovanych védeckych

praci potvrzuje zvysujici zajem o vyuziti magnetickych ¢astic ve spojeni s elektrochemickou
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detekci. Vyhodou magnetickych €astic je snadna manipulace a separace od vlastniho vzorku,
vysoka aktivita navazanych enzym( nebo protilatek, moZnost miniaturizace a opakovaného
pouziti. Citliva elektrochemicka detekce umoZiuje stanoveni nizkych koncentraci

stanovovaného analytu [90, 122].

PFi pfipravé biosenzoru s magnetickymi cCasticemi je zaékladem U(spésSna imobilizace
biomolekuly. V poslednich letech roste zajem o rozvoj bisenzoru s nanocasticemi, diky nizké
toxicité, silnému paramagnetismu, dobré biokompatibilité a jednoduché pfipravé. Uziti
magnetickych Castic jako vazebny zéklad a spojovaci ¢lanek mezi analytem a znackou byl

poprvé popsan ve studie Wang a kol. (2005) [89, 123].

Magnetické Castice (MNP) jsou vhodnym materialem pro pouZiti pro zachyt bunék, diky
svym chemickym a fyzikalnim vlastnostem. Diky pdsobeni vnéjsiho magnetického pole
vykazuji magnetické Castice magnetické vlastnosti, které po odstranéni magnetického pole
ztraceji. Musi obsahovat magneticky material, ktery je Casto pokryt jeSté tenkou vrstvou
polymeru. Polymery obsahuji funkZni skupiny, které jsou nutné napfiklad pro imobilizaci
protilatek pro zachyt bakterialnich bunék (Obréazek 8) [89, 90].

Obrazek 8 Magnetické castice: nemodifikované Castice (A), s aktivnimi funkénimi skupinami (B)

a konjugované s biologickymi molekulami (C), pfevzato a upraveno z: [89]

V soucasné dobé jsou magnetické Castice komeréné dostupné v Siroké Skale material(,
velikosti a funkénich skupin (Dynabeads®, Chemicell, ProMag®, SeraMag™, atd.).
Na magnetické Castice mohou byt navazany specifické protilatky, na které se zachyti a izoluji

vevr

cilové patogeny. K nejcastéjSim materidldm k pfipravé magnetickych nosicl se vyuzivaji
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oxidy Zeleza, maghemit, magnetit a jejich smési. Dale se mohou pouZit riizné typy ferit
ve formé magnetickych kapalin nebo praskid. Magnetické Gastice mizZeme vyuzit k izolaci, ale
taky ke zkoncentrovani analytu do poZadovaného objemu. V oblasti biosenzori mohou byt
magnetické Castice kombinovany s elektrodami. Tato kombinace FeSi problém s pasivaci
elektrody a omezuje vliv interferujicich latek (Obrazek 9) [89, 90].

Obréazek 9 Schéma spojeni magnetickych ¢astic a tisténych senzor(, prevzato a upraveno z: [111]

Shams a kol. (2019) vyuZili metodu pro stanoveni Campylobacter jejuni a Campylobacter
coli pomoci zlatych nanocastic ve vzorcich stolice. Z 283 hodnocenych vzorkl bylo
biosenzorem detekovano 44 pozitivnich vzork( na Campylobacter jejuni a Campylobacter

coli. Mez detekce byla 10 CFU/mI. Tato metoda vykazovala vyssi citlivost nez PCR [118].

Prace Wilson a kol. (2019) wvyuzili citlivy, rychly a levny test pro detekci E. coli,
Staphylococcus aureus a Salmonella Typhimurium v pitné vodé a jableCné Stavé. Test byl
zaloZzen na méfeni elektrické impedancni spektroskopie pomoci elektrod spojenych
s magnetickymi nanocasticemi. Metoda detekovala E. coli v koncentraci 1 CFU/ml v pitné

vodeé a 3,5 CFU/ml v jableCné Staveé bez predeslé Upravy vzorku [121].

Jansaento a kol. (2016) vyuZili pro detekci DNA bakterii Campylobacter magneticke
nanocastice pojené sPCR a kolorimetrickou detekci. Magnetické nanoCastice ushadnily

separaci a koncentraci DNA v matrici vzorku. Tato technika byla pouZita pro detekci bakterii
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na kufeci kuzi. V experimentu byla dosazena vysoka specifita a citlivost reakce 100 fg

DNA/PCR [120].

V ¢lanku Li a kol. (2013) vyuzili metodu zalozenou na multiplexni PCR a magnetickych
nanocasticich pro detekci ¢tyf hlavnich potravinovych patogent (E. coli O157:H7, Salmonlla
enterica, Vibrio cholera a Campylobacter jejuni). Metoda vyuzila magnetické nanocéstice
potazené streptavidinem (SA-MNP). MikroCip rozliSoval vSechny 4 patogeny s detekéni
citlivosti az do 316 CFU/ml [122].

2.4 Znaceni protilatek pomoci nanocastic

Protilatky se znaCi enzymy a jako alternativa jsou v posledni dob€ nanomateriadly vcetné
kovovych nanocastic. Nanocastice jsou na svij povrch schopny navazat velké mnozstvi
biomolekul a diky tomu mohou zvySovat odezvu biosenzoru. Nanocastice se mohou lisit
materidlem, tvarem nebo porozitou. Mohou byt chemicky rozpustény, aby dochézelo
kuvolnéni ionth, které se stanovuji elektrochemicky pomoci amperometrickych

¢i voltametrickych technik [89, 90].

2.4.1 Magnetické Castice znacené zlatymi nanocasticemi

Zlaté nanocastice (AuNPs) maji nizkou toxicitu, dobré optické a elektrochemické vlastnosti.
Jejich ptiprava je jednoducha. Jedna se o stabilni material pro kovalentni vazbu biomolekul.
Zlaté nanolastice rychle prendsi elektrony mezi stanovovanou molekulou a elektrodou
a eliminuji nevyhody spojené s difuzi molekul k elektrod€. Po rozpusténi v kyselém prostiedi
dochazi k uvolnéni iontd zlata, které jsou méfeny rozpoustéci voltametrii. Na obrazku 10 je
znazornén princip detekce bakterii . coli pomoci protilatek znacenych zlatymi nanocasticemi
[147]. V prvnim kroku dochézi k navazani bakterii na magnetické Castice, na kterych je
naimobilizovana protilatka proti dané bakterii. V druhém kroku se pfidavaji protilatky
znacen¢ zlatymi nanocasticemi a cely komplex se elektrochemicky detekuje na elektrodach

[94, 95].
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Obrazek 10 Princip biosenzoru pro detekci bakterii pomoci protilatek znaCenych zlatymi nanocasticemi,
prevzato a upraveno z: [147]

Silva a kol. (2019) vyuZili zlaté nanocCastice pro stanoveni bakterialni buniky Salmonella
Typhymurium v jableném dZusu. Komplex byl tvofen na PVC membrané pokryté AuNPs,
ktera byla souCasti elektrody. Limit detekce potenciometrického biosenzoru byl 6 CFU/mI
[124].

Oh a kol. (2017) wvyuzili zlaté nanoCéstice pfi stanoveni Salmonella Typhimurium
ve vepfovéem mase, kde limit detekce byl 104 CFU/mI. Zlaté nanocéstice byly soucasti
snimaciho Cipu, kde tvofily monovrstvu. Detekce probihala na principu povrchové plasmové

rezonance [125].

2.4.2 Znaceni pomoci kvantovych tecek

Kvantové teCky (QDs) jsou polovodi¢ové nanokrystaly. Jsou sytetizované z anorganickych
polovodicovych materiald (selenid nebo tellurid kadmia, fosfid india, sulfid olova). Kvantové
teCky mohou byt potaZeny inertni nebo biokompatibilni vrstvou (Obrazek 11), ktera neméni
jejich opticke vlastnosti. Jejich velikost se pohybuje okolo 2-10 nm a maji vysokou G¢innost
prenosu elektronl. Elektochemicka detekce kvantovych tecek je zaloZena na principu jejich
rozpu$téni v kyselém prostfedi, uvolnéni iontl prvku a monitorovani jejich signalu.
Koncentrace analytu je pfimo Umérna mnozstvi uvolnénych iontd. Kvantové tecky jsou
snadno rozpoustény v kyselém prostfedi. Uvolnéné ionty kadmia jsou méfeny
potenciometricky pomoci iontové-selektivni elektrody. Lze je vyuZit pro Sirokou Skalu
analytd a pro multiplexor analyzy. K dalSim vyhodam patfi jejich stabilita a kratky Cas
detekce [96, 97].
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Obrazek 11 Kvantové teCky, prevzato a upraveno z: [74]

Xue a kol. (2018) vyuZila novy fluorescencni biosenzor pro rychlou detekci. Systém vyuZival
magnetické nanocastice pro zachyt bakterii, kvantové teCky pro detekci bakterii a pfenosny
opticky systém pro kvantitativni detekci. NavrZeny biosenzor byl schopen detekovat
14 CFU/mI [126].

Schopnosti detegovat soucasné vice patogen(l se zabyvala studie Vijian a kol. (2016). Studie
vyuZila vysoce citlivy a specificky elektrochemicky biosenzor pro detekci Vibrio cholerae,
Salmonella sp. a Shigella sp. s vyuzitim kvantovych teCek. Elektrochemicka detekce byla
provedna pomci SWASV (square wave anodickd rozpousStéci voltametrie) a piky byly
odeCitany pro PbS pfi -0,5 V, pro CdS pfi -0,75 V a pro ZnS pri -1,1 V [127].

2.5 Tisténé senzory

Nejcastéji se vyskytuji tfielektrodové, tj. slozené z pracovni, referentni a pomocné elektrody.
K vyhodam tisténych senzor patfi moznost jednoduché pfipravy ve velkém mnoZstvi, coz
snizuje naklady na vyrobu. Jsou pfipravovany bud pfimo v laboratofich, nebo je dnes jiz
Sirok& Skala komer¢né dostupnych. JelikoZ se jedna ojednordzové senzory, odpada problém
spojeny s kontaminaci povrchu pracovni elektrody biologickym materidlem nebo reagenciemi

z pfedchozich méfeni [85, 86].

Senzory jsou vyrabény tisténim inkoust(l na rdizné povrchy, jako je napfiklad keramika, plast
nebo papir. Vyrabi se v rliznych velikostech, tvarech a usporadani (Obrazek 12). Vybér

inkoustu ovliviiuje parametry analyzy pro stanoveni analytu. Pracovni elektrody jsou tvofené
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zejména z uhliku nebo inertniho kovu (platina, zlato). VVolba vhodného materiélu elektrod ma
vliv na citlivost, aje zasadni z hlediska pouzité metody a konfigurace imunosenzoru, na ktery
ma vliv také pouzita znaCka protilatky [85, 86].

Obrazek 12 Priklad komercné dostupného tisténého senzoru od firmy Methrohm, pfFevzato a upraveno z:
[72]

Tisténé senzory jsou dnes komercéné dostupné v celé fadé modifikaci povrchu pracovni
elektrody. Modifikovat lze priklad pFidavkem uhlikovych nanomateriall (uhlikové
nanotribic¢ky, grafen) nebo metalickych nanocCastic (Au a Ag nanoCastice) a magnetickych
¢astic. Modifikace senzoru ma za cil zlepsit parametry analyzy. Pro rychlej$i prenos elektron(
nebo zvétSeni specifického povrchu elektrody Ize povrch modifikovat biologickou vrstvou
nebo medidtorem. Déle lze aplikovat vrstvu vylou¢eného kovu (rtutovy, bizmutovy, zlaty
film nebo médény film apod.) (Tabulka 1). Tyto modifikace podporuji vlastni detekci
a zvysuji citlivost vysledného biosenzoru [85, 86].
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Tabulka 1 P¥ehled dostupnych komeréné vyrabénych tisténych senzord s moznymi modifikacemi povrchu

pracovni elektrody (zdroj https://www.palmsens.com/ a http://www.dropsens.com/)

Vyrobce Zemé Modifikace povrchu pracovni elektrody
BVT Technologies CR enzymy (AChE, GOX)
Gwent Anglie bizmutovy film
ItalSens Nizozemsko rtutovy film
Metrohm Svycarsko  BiZ03 NiO
streptavidin
polyanilin
CdSe kvantové tecky

2.5.1 Modifikace elektrod bizmutovym filmem

Mezi Casto pouZivané modifikace elektrod se fadil rtutovy film pro svoje velmi citlivé
stanoveni kovovych iontll pomoci anodické rozpoustéci volumetrie. V poslednich letech je
vSak diskutovana potencionalni toxicita kovové rtuti a jejich soli. VVzhledem kjeji toxicité
arespektu k Zivotnimu prostfedi byla vyhledana alternativa rtuti s podobnymi vlastnosti.
Wang a kol.(2000) vyuzili modifikaci elektrod bizmutovym filmem [108].

Bizmutove elektrody jsou vyuZivany ve spojeni s anodickou rozpoustéci voltametrii (ASV),
adsorptivni (katodickou) rozpoustéci voltametrii (AdSV) nebo rozpoustéci potemciometrii.
Kromé bizmutovych elektrod lze vytvofit bizmutovy film na povrchu elektrod pomoci
galvanického pokoveni. Bizmut snadno vytvarfi slitiny s olovem, kadmiem, zinkem, thaliem

nebo indiem, predstavuje tak alternativu ke rtutovym elektrodam [108, 109].

Vyhodou elektrod s bizmutovym filmem je inertnost k atmosférickému kysliku a poskytovani
pikd svys$im rozlisenim. Nevyhodou je, Ze bizmut patfi k méné uslechtilym kovim. Diky
tomu Ize pomoci elektrod s bizmutovym filmem stanovit jen omezené mnoZstvi iontll [109,
110].
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Metody pfipravy bizmutového filmu jsou ,.in situ a ,ex situ* na vodivém materialu (pastova
elektroda nebo uhlikovy inkoust). U pfipravy bizmutového filmu ,jin situ” se jedna
o vylouceni filmu pfimo ze stanovovaného roztoku pfidavkem Bi  (Obrazek 13). Tvorba
filmu je zajisténa depozici pfi rozpoustéci analyze pfi dostateCné negativnim potenciélu,
pii kterém je zajisténa i redukce analyzovanych iontl. Takto pfipraveny film slouzi pouze
kjednordzovému stanoveni, protoZze dochdzi pfi rozpousténi kjeho odstranéni
z elektrodového povrchu [108, 110].

Obréazek 13 Schéma rozpoustéci voltametrie téZkych kovl s elektrodou s bizmutovym filmem

pFipravenym in situ; prevzato a upraveno a upraveno z: [110]

Metoda ,.ex situ" je zaloZzena na galvanické aplikaci bizmutového filmu na elektrodovy
materidl a nasledném ponofeni do méfeného roztoku. Tato metoda probiha v kyselém

prostiedi, protoZe pfi vyssim pH podléha bizmut hydrolyze. Tento zplsob se vyuZiva, pokud

neni mozna pfiprava ,,in situ“ filmu [109, 110].
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2.6 Priklady imunosenzori pro stanoveni bakterii

Silva a kol. (2019) vyuzili jednordzovy papirovy potenciometricky imunosenzor pro detekci
Salmonella Typhimurium. Papirova prouzkovéd elektroda byla pouzita pro imobilizaci
protilatek a pro vzorkovani. Byl zde uchycen polyamidoaminovy dendrimer a pro posouzeni
ucinnosti imunosenzoru byla pouzita elektrochemicka impedanéni spektroskopie. Systém byl

schopny detekovat 5 bunék/mL [135].

Leva-bueno a kol. (2020) vyuzili impedimetricky imunosenzor pro detekci £. coli O157:H7.
K detekci bylo pouzito IDAM. Protilatky proti E. coli byly konjugované na magnetickych
nanocasticich pomoci biotin-streptavidinové vazby. Ke stanoveni byla vyuzita
impedimetricka detekce. Systém byl schopny detekovat koncentrace az 1,2x10° CFU/ml
ve vzorkach mletého hovéziho masa a 1,6x10* CFU/ml z &isté kultury. Dale je zde vyuZita
elektroda s redukovanym grafenoxidovym papirem (rGOP) modifikovand zlatymi
nanocasticemi pro detekci F. coli O157:H7 v okurkach a mletém hovézim mase. Ve studii se
dale zabyvaji imunosenzory pro detekci S. Typhimurium, Listeria monocytogenes,

Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes a Staphylococcus aureus [136].

Jampasa a kol. (2019) wvyuzili elektrochemicky imunosenzor zalozeny na znalené
monoklonalni anti-LipL.32 protilatce pro detekci leptospirozy. Senzor se skladal ze dvou
protilatek specifickych pro LipL32 (neznaCené primarni protilatky pro zachyt a sekundarni
znacen¢ zlatem pro elektrochemickou detekci). Protilatka byla imobilizovana na tisténou
grafitovou elektrodu (SPGE). Pro detekci byla pouzita diferencialni pulzni voltametrie
(DPV). Linearita mezi koncentraci LipL.32 a méfenym proudem byla v rozmezi 1-100 ng/ml

[137].

Silva a kol. (2020) vyuzili elektrochemicky imunosenzor pro detekci Listeria monocytogenes.
Pro senzor byla pouzita monoklonalni a polyklonalni protilatka, ktera rozpoznavala protein
p60 Listerie monocytogenes. Proteiny p60 byly pouzity jako sendvi¢ové imunopary. Reakce
byla detekovana pomoci sekundarni znaCené protilatky konjugovanou alkalickou fosfatazou
za pouziti smesi 3-indoxylfosfat/ ionty stiibra. Signal byl detekovan voltametrickym
stripovanim enzymaticky deponovaného stfibra. Imunosenzor doséhl limitu detekce

a kvantifikace 1,5 ng/mL [138].
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Bu a kol. (2019) vyuzili imunoanalyzu za pouziti nanocastic platiny a ru¢niho vodikového
detektoru pro detekci L. coli O157:H7. Vyuziti nanocastic platiny jako vysoce ucinného
katalyzatoru pro hydrolyzu komplexu amoniak-boran za vzniku plynného vodiku. Magnetické
kulicky zde oddé€lovaly sendviCové struktury. Generovany vodik byl detekovan pomoci

elektrochemické metody. Detekéni limit byl 10 CFU/ml [139].

Wang a kol. (2020) wvyuzili homogenni imunosenzor na bazi magnetickych perli¢ek
pro detekci F. coli O157:H7. Homogenni elektrochemicky impedancni systém byl na bazi
koralkd vyuZivajicich interdigitované zlaté elektrody. Detekéni limit byl 10 CFU/ml [141].

Cai a kol. (2019) vyuzily mikrofluidni imunosenzor pro detekci Salmonella Typhimurium
pomoci imunomagnetické separace. Magnetické nanocCastice byly modifikovany
monoklondlnimi protilatkami proti Salmonella. Nasledoval zachyt bakterii a konjugace
s polystyrenovymi mikrokuli¢kami modifikovanymi polyklonalnimi protilatkami a kataldza
za vytvoreni sendvice (MNP-bakterie-Polysteryn-katalaza). Katalaza na koplexech katalyzuje
rozklad peroxidu vodiku za vzniku kysliku. Generovany kyslikovy plyn zvySuje tlak v Cipu
a tla¢i indikacni roztok Cerveného barviva, aby se pohyboval podél kanalku k neuzavienému

vystupu. Métime vzdalenost Cerveného barviva. Senzor detekuje 150 CFU/ml [142].

Luna-Moreno a kol. (2019) vyuzili k detekci Pseudocercospora fijiensis metodu SRP.
Pro imunosenzor byla vyuzita polyklonalni protilatka (anti-HF1), ktera byla imobilizovana
na zlatem potazeném Cipu pomoci monovrstvy alkanethiolt. Limit detekce byl 11,7 ug/ml

[143].

Dehghani a kol. (2020) vyuzili novy fluorescen¢ni imunosenzor s vyuzitim oxidu grafenu
a kvantové tecky grafenu pro detekci Campylobacter jejuni ve vzorcich drabézich jater. Byl
sestaven na zaklad¢ interakce polyklonalni protilatky konjugované s grafenovou kvantovou

teCkou. Mez detekce byla 10 CFU/ml [145].

Che a kol. (2001) wvyuzili enzymaticky imunotest spojeny s enzymovou elektrodou
modifikovanou tyrosinazou pro detekci Campylobacter jejuni. Pro izolaci bun€k byla vyuzita

imunomagneticka separace (IMS). Detek&ni limit byl 2,1 x 10* CFU/ml [140].
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Masdor a kol. (2016) wvyuzili imunosenzor pro detekci potravinového patogenu
Campylobacter jejuni s vyuzitim senzorové platformy z kiemenné krystalové mikrobalance
(QCM). Pro zachyt bakterii byly vyuzity polyklonalni krali¢i protilatky a pro detekci zlaté
nanocastice. Senzor detekoval 150 CFU/ml [144].

Sapsford a kol. (2004) vyuzili sendviCovy imunotest pro detekci druht Campylobacter

a Shigella. Limit detekce pro Shigella dysenteriae byl 4,9 x 10* CFU/ml a pro Campylobacter
Jejuni byl 9,7 x 10> CFU/ml [148].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomticky
pH metr Orion 420 (Thermo Electron Corporation, Massachusetts, USA)
Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Goéttingen, Némecko)
Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Vortex (Grant-bio, Cambrige, Velka Britanie)
Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Magneticky separator Dynal — MPC-S (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
Rotator RS-24 (Biosan, Riga, Loty$sko)
Stanice pro produkci redestilované vody TKA Smart2Pure (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)
Potenciostat EmStat Blue a MultiEmStat4 + software PSTrace (PalmSens, Houten,
Nizozemi)
Tisténé tiielektrodové senzory s uhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou
a argentchloridovou referentni elektrodou (C-C-Ag/AgCl) (DRP C-110, Metrohm,
Herisau, Svycarsko)
Tisténé trielektrodové senzory suhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou
a argentchloridovou referentni elektrodou (C/C/Ag/AgCl, OHT-000, Orion High
Technology, Madrid, Spanélsko)
Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA)
Stanice pro denzitometrické vyhodnoceni geld ChemiDoc™ XRS+ System
s ImagelLab™ softwarem (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Automatické mikropipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrosttikacka (Hamilton Company, reno, Nevada, USA)
Zdroj napéti PowerPac 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Aparatura Dot-blot (SciePlast Ltd., Cambridge, Velka Britanie)
Immum-BlotTM PVDF membrana (0,2 um, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Membranova vyvéva NO22AN (KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Némecko)
Odsolovaci kolonky AMICON Ultra-0,5 ml, 100 K (Merck Millipore, Billerica,

Massachusetts)
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Dot-Blot DHM 96 unit (Scie-plas, Cambrige, Anglie) — 96 dots, 3 mm pramér
Termoblok Grand Bio BTD (Grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, UK)

Sklenéné zkumavky a jednorazové plastové pomucky (L-hokejky, ockovaci Petriho
misky) (VWR International s.r.0.)

Termostat ST 5.PO1-EKO, (Polsko)

Sterimat 5104.2 (BMT Medical technology s.r.o., Ceska republika)

Parni sterilizator - Sterilab® (BMT Medical technology s.r.o., Ceska republika)
Laminarni box (Trigon-plus s.r.0., Ceska republika)

Denzitometr McFarland (Biosan Ltd., Riga, Loty$sko)

Trepacka vortex typ V-1 plus (Biosan Ltd., Riga, Lotyssko)

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko)
Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) TESCAN VEGA3 SBU, vybaveny EDX
sondou Bruker XFlash Detector 410-M (TESCAN, a.s., CR)
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3.2 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)
Pouzité chemikalie:
Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Bisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tris(hydroxymethyl )aminomethan, TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsulfat sodny, SDS (Fluka, Buchs, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikova, HCI (Penta, CR)
Persiran amonny (Lachema, Brno, Ceska republika)
N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin, TEMED (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)
Glycin (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
Standard molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein™, standards: 10-250 kDa
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Glutaraldehyd 50 % roztok (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Vzorkovy roztok Laemmli Sample Buffer, roztok G (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Ostatni chemikalie &istoty p.a (Lach-Ner a.s., Neratovice, CR)

Pouzité roztoky:
Roztok A: 30 % smés akrylamidu a bisakrylamidu
Roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8
Roztok C: 1,0M Tris-HCI pufr pH 6,8
Roztok D: 10 % roztok SDS
Roztok E: 10 % roztok persiranu amonného (100 mg/ml) - (byl pfipraven Cerstvy)
Roztok G: 100mM Tris-HCl pufr pH 6,8 s4 % SDS, 20 % glycerolem a0,2
% bromfenolovou modii

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

Postup:

Nejprve byla sestavena aparatura. Skla byla vy¢isténa destilovanou vodou a lihem a poté byla
upevnéna do stojanku. 10 % délici gel byl pfipraven smichanim destilované vody, roztoku A,
B, D, TEMED a E podle tabulky 2. Délici gel byl nadavkovan mezi skla, prevrstven vodou,
aby nedoSlo k vyschnuti gelu. Béhem 20-30 minut doSlo k polymeraci. Po polymeraci

délictho gelu byla filtraCnim papirem odsata destilovana voda. Nasledn¢ byl pfipraven 5 %
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zaostfovaci gel smichanim destilované vody, roztok(i A, C, D, TEMED a E podle tabulky 2.
Zaostfovaci gel byl nadavkovan mezi skla a byla do ného vlozZena Sablona pro vytvoreni 10-ti
nebo 15-ti jamek. Gel béhem 15 minut zpolymeroval. Po polymeraci zaostfovaciho gelu byla
vyjmuta Sablona ajamky byly proplachnuty elektrodovym pufrem.

Tabulka 2 MnoZstvi roztok( pro pFipravu gelt pro SDS-PAGE elektroforézu

10 % deélici gel (ml) 5 % zaostfovaci gel (ml)

Destilovana voda 2 14
Roztok A 1,65 0,33
Roztok B 1,25 -
Roztok C - 0,25
Roztok D 0,05 0,02
TEMED 0,002 0,002
Roztok E 0,05 0,02

Pripraveny gel byl vyjmut ze stojanku a premistén do drzaku a elektroforetické vany. Skla
byla umisténa tak, aby kratsi sklo mifilo do stfedu drzéku. Do elektroforetické vany byl nalit
elektrodovy pufr po rysku a do prostoru mezi skla tak, aby byly jamky pfevrstveny
elektrodovym pufrem.

Vzorky byly pFipraveny pro analyzu smichani se vzorkovym roztokem G v poméru 1:1 (V/v;
10 pl). Takto pripravené vzorky byly inkubovany 3 minuty pfi teploté 100°C v termobloku.
Do jamek bylo davkovéano vzdy 15 pl vzorku pomoci Hamiltonovy stfikacky. Do jedné jamky
byl nadavkovan standard molekulovych hmotnosti v objemu 3 pl.

Elektroforetick& separace probihala pfi konstantnim napéti 180 V a proudu 30 mA na jeden
gel. Elektroforetické déleni probihalo pfiblizné 45 minut, dokud bromfenolova modf
vzorkového roztoku nedoputuje k témér dolnimu okraji skel. Po ukonCeni separace byly gely

pfeneseny do Petriho misek, proplachnuty destilovanou vodou a obarveny.
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3.2.1 Barveni geli roztokem amoniakalniho stfibra

Pouzité chemikalie:
Kyselina octova 99 % (Penta, Chrudim, Cesk4 republika)
Ethanol C;H¢O 96 % (Lachner, Neratovice, CR)
Glutaraldehyd 50 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dusicnan sttibrny, AgNOs (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydroxid amonny, NH4OH 25 % (Merck, Darmstadt, Némecko)
Hydroxid sodny, NaOH (Penta, Chrudim, Ceska republika)
Formaldehyd 38 % (Penta, Chrudim, Cesk4 republika)
Kyselina citronova bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Amoniak, NH3 26 — 29 % (Penta, Chrudim, Cesk4 republika)

Pouzité roztoky:
Fixaéni roztok: 5 % kyselina octova + 50 % etanol
10 % roztok glutaraldehydu
Vyvolavaci roztok: 0,05 % kyselina citronova + 0,04 % formaldehyd
Ustalovaci roztok: 5 % kyselina octova
9 M NaOH
20 % roztok AgNO3
Roztok amoniakélniho stiibra: 20 % roztok AgNOs byl piikapavan k roztoku (10,5 ml
destilované vody + 0,7 ml NH3 + 119,5 ul) az do bézového zakalu. Po vytitrovani byl

roztok doplnén na objem 50 ml

Postup:

Po elektroforetickém dé€leni byl gel 2x proplachnut destilovanou vodou a fixovan pies noc
pii 4°C ve fixacnim roztoku nebo 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po fixaci byl gel
rehydratovan v destilované vod€ 30 minut pii laboratorni teploté. Dale byl gel inkubovan
30 minut v roztoku 10 % glutaraldehydu pfi laboratorni teplot€. Nasledné byl gel promyt
6x destilovanou vodou po 10 minutdch. Po promyti destilovanou vodou byl gel inkubovan
15 minut v roztoku amoniakalniho stfibra, ktery byl pfipraven tésn€¢ pied pouzitim.
Poinkubaci byl gel promyt destilovanou vodou a vyvolan ve vyvolavacim roztoku.
Po vyvolani byl gel pfenesen do ustalovaciho roztoku, ve kterém byl skladovan i1 nékolik

hodin.
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3.3 Dot-Blot analyza
Pouzité chemikalie:
Hovézi sérovy albumin (albumin from bovine serum, BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Testované protilatky:
o polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
4 mg/ml, BioRad, USA)
o monoklondlni mysi anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace
0,2 mg/ml, Thermo Scientfic, USA)
o sekundarni protilatky (konjugat) znaCené kienovou peroxidazou (anti-mysi
IgG-HRP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Kit pro kolorimetrickou detekci - barveni pomoci chlornaftolu (Opti-4CN™ kit
(BioRad, USA), Opti-4CN™ Diluent (10,8 ml redestilované vody + 1,2 ml €inidla),
Opti-4CN™ Substrate (240 ul/12 ml)
Suspenze 0,6 McFarlandovy zékalové stupnice bakterie Campylobacter jejuni
CCM6214v pufru PBS

Suspenze 0,6 McFarlandovy zékalové stupnice bakterie Campylobacter coli

CCM6211 v pufru PBS

Pouzité roztoky:
Ekvilibra¢ni a promyvaci roztok: PBS-T (0,1 M PBS pH 7,4 s 0,05 % 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
Negativni kontroly: 3 ug BSA/100 pl PBS-T pufru
10 mM fostatovy pufr pH 7,3 (100 pl)

Pouzitda membrana a zarizeni:
Immun-Blot™ PVDF membrane (pro proteinovy blotting, 0,2 um, Bio-Rad, USA)
Dot-Blot DHM 96 unit (Scie-Plas, Cambridge, UK) — 96 jamek, primér 3 mm
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Postup:

Membrana byla nejprve smocena ve 100 % metanolu po dobu pfiblizné 1 minuty. Nasledné
byla umisténa do aparatury, ktera byla pfipojena na vakuum. Membrana byla ekvilibrovana
promytim jamek 100 pl PBS-T pufru. Po promyti bylo davkovano 100 pl vzorku bunéného
lyzatu (3 pl + 97 pl PBS pufru) a negativnich kontrol podle schéma uvedeného na obr. 16.
Po naneseni vzorku nasledovalo opét promyti jamek 100 pl PBS-T. Membrana byla vyjmuta
z aparatury a po uschnuti rozstfihana na ¢tverce (obrazek 14), které byly preneseny do délené
Petriho misky. Nasledovala hodinova inkubace v blokovacim roztoku (1ml/jamku)
na tfepacCce pfi laboratorni teploté. Po blokaci nésledovalo promyti PBS-T pufrem (3x 1 ml).
Nésledovala inkubace s roztokem testovanych protilatek (fedéni 1:1000) 1 hodinu na tfepacce
pri laboratorni teploté. Po inkubaci byla membrana promyta PBS-T pufrem 3x rychle
a 3x s 5 minutovou inkubaci (vZdy 1 ml). N&sledné byl pfidan roztok sekundarnich protilatek
(fedéni 1:1000) a membréana byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté na trepacce.
Po promyti (3x rychle a 3x s 5 minutovou inkubaci, vzdy 1 ml) PBS-T pufrem byl pfidan
substratovy roztok a po 30 minutach byla reakce ukonCena prevedenim membrany

do destilované vody.

Obréazek 14 Schéma pipetovani vzork( testovanych protilatek a kontrol na membranu
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3.4 Imobilizace protilatek na magnetické ¢astice neorientovanou vazbou
Pouzité chemikailie:
Magnetické Castice:
o ProMag - COOH (0,746 um, ProMag, Warrington, PA, USA)
o Chemicel — COOH (1 um, Chemicell, Némecko)
o Dynabeads — COOH (2,8 um, Invitrogen, Norsko)
o HEMA - COOH (4,4 um, UMCH AV CR, CR)
o Makroporézni perlova celuldza (80-100 um, Tontosort, CR)
Polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace 4 mg/ml,
BioRad, USA)
2-(N-Morfolino)ethansulfonva kyselina (C¢H13NO4S, MES) (SigmaAldrich, St. Louis,
MO, USA)
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid (EDC, CgH;7N3) (SigmaAldrich, St.
Louis, MO, USA)
Sodna sual N-hydroxysulfosuccinimidu (Sulfo-NHS, CsH4NNaOgS) (Fluka, Buchs,
Svycarsko)
Ostatni chemikalie &istoty p.a (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:
0,1 M MES puft pH 5,0
0,1 M PBS pufr pH 7,4

Postup:

Pro imobilizaci protilatek byl pouZit 1mg magnetickych &astic. Castice byly 4x promyty
0,1 M MES pufrem (1 ml) za pomoci magnetické¢ho separatoru. Poté byl pfidan roztok EDC
(7,5 mg/300 ul MES pufru) a sulfo-NHS (1,25 mg/300 ul MES pufru). Objem byl doplnén na
Iml MES pufrem a probihala inkubace 30 minut na rotatoru pii laboratorni teploté. Po
inkubaci byly Castice promyty 2x 1 ml 0,1 M MES pufrem a byly pfidany protilatky (40 ug
v 1 ml 0,1 M MES pufru). Probihala inkubace pti 4°C na rotatoru ptes noc.

Po inkubaci byly ¢astice s imobilizovanymi protilatkami promyty 2x 0,1 M MES pufrem,
2x 0,1 M PBS pufrem a 2x 0,1 M MES pufrem (vzdy 1 ml).

Ze vzorku protilatek pfed imobilizaci, po imobilizaci a z promyvacich frakci bylo odebrano

10 pl pro ovéteni t€innosti imobilizace pomoci SDS-PAGE.
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3.5 Imobilizace protilatek na magnetické castice orientovanou vazbou
Pouzité chemikailie:
Magnetické Castice:
o Chemicel - hydrazid (1 um, Chemicell, Némecko)
o Dynabeads - amin (2,8 um, Invitrogen, Norsko)
o HEMA - hydrazid (4 um, UMCH AV CR, CR)
o Makroporézni perlova celuloza (80-100 um, Tontosorb, CR)
Polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace 4 mg/ml,
BioRad, USA)
Amicon ultracentrifuga¢ni  odsolovaci kolonky, 100K (Merck Milipore,
Massachusetts)

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

Pouzité roztoky:
0,1 M fostatovy pufr pH 7,3
0,1 M fostatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl
0,02 M NalOy4

Postup:

Pro imobilizaci protilatek metodou orientované vazby byla nejprve oxidovana sacharidova
¢ast IgG jodistanem sodnym za vzniku reaktivnich aldehydovych skupin. Bylo pouzito 40 pg
protilatek (10 pl ze z&sobniho roztoku) a byl pfidan 0,02 M NalOj4 (celkovy objem 250 pl,
0,02 M NalOs v celkovém reakénim objemu). Protilatky byly inkubovany 30 minut
narotatoru ve tme. Po oxidaci protilatek byla oxidace zastavena piidavckem 1,5 ul
ethylenglykolu. Aktivované protilatky byly odsoleny na Amicon 100K filtrech podle postupu
uvedeného vyrobcem. Nejprve byl davkovan cely objem na filtr a probéhla centrifugace
10 minut pii 13000 rpm. Po centrifugaci byl filtr oto€en a umistén do Cisté mikrozkumavky.
Nasledovala centrifugace 2 minuty pit 3500 rpm. B&hem inkubace protilatek byl 1 mg
magnetickych ¢astic promyt 5x 0,1 M fosfatovym pufrem pufrem za pomoci magnetického
separatoru. Po odsoleni byl objem protilatek (cca 15 ul) doplnén na 1 ml 0,1 M fosfatovym
pufrem pH 7,3 a roztok byl pfidan k promytym magnetickym ¢asticim. Imobilizace probihala

pti 4°C pfes noc na rotatoru.
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Po inkubaci byly castice simobilizovanymi protilatkami promyty 3x 0,1 M fosfatovym
pufrem, 2x 0,1 M fosfatovym pufrem s 1 M NaCl a 4x 0,1 M fosfatovym pufrem.
Z roztoku protilatek pred imobilizaci, po imobilizaci a z promyvacich frakci bylo odebrano

10 pl pro ovéteni t€innosti imobilizace pomoci SDS-PAGE.

3.6 Priprava Columbia agaru a fyziologického roztoku
Pouzité chemikalie:
Columbia agar- Columbia blood agar base (HiMedia, Indie)
Destilovana voda

NaCl (Penta, Chrudim, CR)

Postup:

Zivna ptda byla pfipravena v souladu s CSN ISO 10272-1, -2 [30] a Ceskym Iékopisem (ptida
Q). Puda byla vybrana tak, aby vyhovovala danému mikroorganismu. Bylo odvazeno 44 g
dehydrovaného piipravku Columbia blood agar base, ktera byla pfidana do 1000 ml
destilované vody a byla zahtfivana do uplného rozpusténi. Sterilizace probihala v autoklavu
pii 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a schladnuti média na 45°C bylo asepticky
ptidano 50 ml sterilni defibrinované koiiské krve. Pak byla takto pfipravena suspenze nalita
do Petriho misek. Po utuhnuti a vychladnuti byly Petriho misky s nalitou pidou skladovany

v chladnicce pfi (5 £ 1 °C) v zavéSené poloze.

Fyziologicky roztok byl pfipraven navazenim 8,5 g NaCl do 1000 ml. Nasledn¢ byl roztok

sterilizovan v autoklavu pii 121°C po dobu 15 minut. Byl skladovan v lednicce.
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3.7 Zachyt a vyoCkovani Camyplobacter jejuni
Ovéreni funkénosti imunosorbentu pomoci zachytu bakterialnich bunék Campylobacter
Jjejuni
Pouzité chemikalie:
Imunosorbent - magnetické Castice s protilatkami (100 ul suspenze o koncentraci
1 mg/ml)
Suspenze bakterii: 0,6 a 1,5 McFarlanda odpovidajici 1,5x10° bun&k/ml
Columbia agar - Columbia blood agar base (HiMedia, Indie)

Pouzité roztoky:
PBS-T pufr pH 7,4
Fyziologicky roztok

Postup:

Ze 48 hodinové kultury Campylobacter jejuni byl pripraven zakal o 0,6 nebo 1,5 stupit
McFarlandovy zakalové stupnice. Nasledn€ pomoci desitkového fedéni byla piipravena rada
od 10® — 10° CFU/ml. Pro izolaci bunék bylo vyuzito koncentraéni rozmezi 10*— 10° CFU/ml.
Pro kazdou koncentraci buné¢né suspenze bylo pouzito 100 ug imunosorbentu pfipraveného
podle postupu v kapitole (3.3 nebo 3.4). Imunosorbent byl nejprve 3x promyt 0,5 ml PBS-T
pufru pomoci magnetického separatoru. Po poslednim promyti byl pfidan 1 ml bunécné
suspenze a nasledovala inkubace 30 minut na rotatoru pfi laboratorni teploté. Po inkubaci
byly vzorky umistény do magnetického separatoru a byla odebrana vazebna frakce (2).
Nasledn€ byly &astice 2x promyty 1 ml PBS-T pufrem a promyvaci frakce byly vzdy
odebrany (3, 4). Poté byly Castice jesté 2x promyty 1 ml PBS-T pufru, ale frakce jiz nebyly
odebrany. K takto promytym cCasticim bylo pfidano 100 ul PBS-T pufru (1). Frakce 1 — 4
byly vyoCkovany na Petriho misky s Columbia agarem podle tabulky 3, 4 a 5.
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Tabulka 3 Frakce pro vyockovani Campylobacterjejuni

Suspenze 100a 101CFU/mlI

Frakce Redéni Potet misek  Objem inokula (pl)
1 (Gastice) bez 2 100
2 (VF) bez 2 100
3 (Promytil.) bez 2 100
4 (Promytill.) bez 2 100
Tabulka 4 Frakce pro vyotkovani Campylobacterjejuni
Suspenze 102a 103 CFU/ml
Frakce Redgni Pocet misek  Objem inokula (pl)
1 (astice) 50 pl frakce + 50 pl PBS-T 2 100
2 (VF) 50 pl frakce + 50 pl PBS-T 2 100
3 (Promytil.) 50 pl frakce + 50 pl PBS-T 2 100
4 (Promytill) bez 2 100
Tabulka 5 Frakce pro vyotkovani Campylobacterjejuni
Suspenze 104CFU/mlI
Frakce Redgni PocCet misek  Objem inokula (pl)
1 (astice) 25 pl frakce + 75 pl PBS-T 2 100
2 (VF) 25 pl frakce + 75 pl PBS-T 2 100
3 (Promytil.) 25 pl frakee + 75 pl PBS-T 2 100
4 (Promyti 1) 50 pl frakce + 50 pl PBS-T 2 100

Pro ovéfeni denzity bylo vyockovano koncentraéni rozmezi 102 - 104 CFU/ml pUvodni
suspenze. Z téchto fedéni bylo odebrano 100 pl a bylo vyofkovano na Columbia agar
v dubletu, kultivace 48 hodin pri 41,5°C, mikroaerofilné.
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3.8 Priprava vzork( s bakteriemi na SEM
Pouzité chemikalie:

» Magnetické Castice s imobilizovanymi protilatkami a zachycenymi bakteriemi

Pouzité roztoky:
* Magnetické Castice s 0,1 M PBS pufr pH 7,4
* 2,5 % glutaraldehyd
» Ethanol (30 %, 50 %, 70 %, 80 % a 100 %)

Postup:

Ze 48 hodinové kultury Campylobacterjejuni byl pfipraven zakal o0 0,6 stuprili McFarlandovy
zakalové stupnice. Odebrané magnetické Castice (100 pg) byly 3x promyty 0,5 ml PBS pufru
za pomoci magnetického separdtoru. Po promyti byl pfidan 1 ml bunécné suspenze
a nasledovala inkubace 1hodinu na rotatoru pri laboratorni teploté. Po inkubaci byla suspenze
magnetickych Castic s navazanymi bakteriemi nanesena na terCik, pod ktery byl pfiloZzen
magnet, aby Castice byly stale pfitahovany k magnetu. Nasledné byly Castice s bakteriemi
fixovany 2,5 % glutaraldenydem v PBS pufru po dobu 1 hodiny (Obrazek 15). Po fixaci byly
Castice promyty PBS pufrem a nasledovala postupna dehydratace po 10 minutach 30 % - 50
% - 70 % - 80 % - 100 % ethanolem. Takto pFipravené terCiky byly vysuSeny pres noc
pri laboratorni teploté. Po vysuSeni byly terCiky napraSeny tenkou vrstvou zlata za pomoci
zvodnéni povrchu vzorku. Po pozlaceni vzorku byl analyzovan skenovacim elektronovym
mikroskopem JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko) a TESCAN VEGA3 SBU (TESCAN,
as., CR).

Obrazek 15 PFiprava teréik(l na SEM, foto autor
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3.9 Znaceni protilitek kvantovymi teckami v kombinaci se silika

nanocasticemi
Pouzité chemikalie:

Kvantové te¢ky — CdTe QDs (- COOH) (CEITEC, Brno, CR), PbS QDs (-COOH)
(Mesolight)
Silika-nanoc¢astice — SiNPs (-NH;), velikost ¢astic 200 nm (Sigma Aldrich, MO, USA)
Polyklonalni krali¢i anti-Campylobacter jejuni protilatky (IgG, koncentrace 4 mg/ml,
BioRad, USA)
Ostatni chemikalie &istoty p.a (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:
0,1 M fostatovy pufr pH 7,3
0,1 M fostatovy pufr pH 7,3 s 1 M NaCl
0,02 M NalO4

Postup:
Pro imobilizaci protilatek byla pouzita metoda orientované vazby po oxidaci protilatek
jodistanem sodnym. Pfed vlastni imobilizaci protilatek byly silika nano¢astice modifikovany

kvantovymi teCkami pomoci karbodiimidové metody [88].

Ze zasobniho roztoku silika nanocastic (30 mg/2 ml redestilované vody) byly pro znaceni
protilatek odebrany 3 mg nanocéstic. Nanoc¢astice byly 5x promyty 1 ml 0,1 M fosfatovym
pufrem. K separaci nanocastic byla pouzita centrifugace pfi 5000 rpm, 5 minut. Po promyti
bylo piidano 0,5 mg EDC ve 300 pl pufru a 50 pl CdTe QDs (3 pul PbS QDs) a objem byl
doplnén na 1 ml fosfatovym pufrem. Nasledovala inkubace na rotatoru 1 hodinu pii
laboratorni teplot€ ve tme. Po inkubaci byly nanocastice s navazanymi QDS promyty 3x 0,1M

fosfatovym pufrem, 1x 0,1 M fosfatovym pufrem s 1 M NaCl a 2x 0,1 M fosfatovym pufrem.

K promytym modifikovanym nano¢asticim byly pfidany protilatky, které byly nejprve
oxidovany podle nasledujiciho postupu. 20 pg protilatek bylo pipetovano do 0,02 M NalO.,
celkovy objem byl 250 pl. Po inkubaci 30 minut na rotatoru ve tmé pii laboratorni teploté
byla oxidace zastavena pfidanim 1,5 pl ethylenglykolu. Oxidované protilatky byly odsoleny
na Amicon 100K filtrech podle postupu vyrobce. Nejprve byl davkovan cely objem na filtr
a centrifugace na 10 minut pfi 13000 rpm. Po centrifugaci byl filtr otocen a umistén do Cisté

mikrozkumavky. Néasledovala centrifugace na 2 minuty pfi 3500 rpm. Po centrifugaci byl
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roztok protilatek doplnén na objem 1 ml a byly pfidany k nano¢asticim modifikovanym
kvantovymi teCkami (SiNPs-CdTe QDs, SiNPs-PbS QDs). Probehla inkubace ptes noc pfi
4°C ve tmé&. Po inkubaci byla odebrana vazebna frakce a astice byly promyty 3x 0,1 M PB
pufrem apromyvaci frakce byly odebrany. Celkovy objem znalenych protilatek (anti-
Campylobacter jejuni 1gG " anti-Campylobacter jejuni 1gG>™"*"8 @) byl doplnén
na 400 ul. Odebrané frakce puvodniho vzorku protilatek pred imobilizaci, po imobilizaci

a promyvacich frakci byly pouzity na analyzu pomoci SDS-PAGE.

3.10 Sestaveni imunokomplexu pro detekci Campylobacter jejuni

Pouzité chemikalie:
Imunosorbent-magnetické Castice s imobilizovanymi primarnimi polyklonalnimi
krali¢imi anti-Campylobacter jejuni protilatkami (20 pg/ml 0,1 M fosfatového pufru
pH 7,3)
Znalené polyklonalni protilatky anti-Campylobacter jejuni (20 pg/3 mg SiNPs-CdTe
QDs, SiNPs-PbS QDs)

Suspenze bakterii Campylobacter jejuni: 1,5 stupnit McFarlandovy zakalové stupnice

Pouzité roztoky:
PBS-T pufr pH 7,4
Fyziologicky roztok

Postup:

Pro sestaveni imunokomplexu byla odebirana takova mnozstvi imunosorbentu, které podle
dosazené ucinnosti imobilizace odpovidalo 40 ug protilatek navazanych na 1 mg Casticich
(143,3 pl, 380 pl, 1000 pl). Imunosorbent byl promyt 6x 1 ml PBS-T pufru. Po promyti byl
piidan 1 ml suspenze Campylobacter jejuni o ptisluiném fedéni (10°, 107 a 107%). Soucasné
byla analyzovéana negativni kontrola, ktera byla tvofena imunosorbentem, ke kterému byl
misto suspenze Campylobacter jejuni ptidan jen 1 ml PBS-T pufru. Thned poté byly pfidany

zna&ené protilatky anti-Campylobacter jejuni 1gG>™F+CdTe QD

I g GSiNPs-PbS QDs

nebo anti-Campylobacter jejuni
v objemu 40 ul, 60 ul nebo 80 ul. Nasledovala inkubace 1 hodinu na rotatoru
pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl vytvofeny imunokomplex promyt 4x 1 ml PBS-T
pufru, 2x 1 ml PBS-T pufru s 0,5 % BSA a 2x 1 ml PBS-T pufru. Nésledovala analyza

pomoci elektrochemické detekce.
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3.11 Elektrochemicka detekce

Pro analyzu imunokomplexu byly pouzity ti§téné tiielektrodové senzory s uhlikovou
pracovni, uhlikovou pomocnou a argentchloridovou referentni elektrodou C-110 (DropSens,
Spanélsko). Elektrochemicky byl monitorovan signal kovovych iontd, které tvoii jadro QDs,
které byly vyuzity pro znaCeni protilatek. Ionty kova byly z QDs uvolnény inkubaci vzorku
s 0,1 M HCI po dobu 3 minut. Pfed vlastni aplikaci vzorku na elektrodu byl pifidan roztok
Bi(II) (500 ppb) pro tvorbu ,,in situ® bizmutového filmu. Detekéni metodou byla rozpoustéci

anodicka square wave volumetrie (SWASYV).

Pouzité chemikalie:
Kyselina chlorovodikova (HCI) (35 %, Lach-Ner, Neratovice, CR)
Bi(Il) Standard for AAS(5 mg/l Bi) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ostatni chemikalie &istoty p.a (Penta, Chrudim, CR)

Pouzité roztoky:
0,1 M HCI
5 ppm Bi(III)

Pouzité zarizeni a elektrody:
Tisténé trielektrodové senzory s uhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou
a argentchloridovou referentni elektrodou (C/C/Ag/AgCl, C110, Metrohm, Herisau,
Svycarsko)
Potenciostat MultiEmStat3 (PalmSens, Nizozemi)

Postup:

Ke vzorku magnetickych ¢éstic s vytvofenym imunokomplexem bylo piidano 90 ul 0,1 M
HCI a nasledovala 3 minutova inkubace na rotatoru pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly
magnetické Castice odseparovany pomoci magnetického separdtoru a k supernatantu bylo
ptidano 10 pl roztoku Bi (III). Nasledné byl supernatant (100 ul) nanesen na elektrodu.

Vlastni méteni probihalo za podminek uvedenych v tabulce 6.
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Tabulka 6 Podminky elektrochemické detekce pfFi pouZiti elektrod C110-Metrohm

teq

Ebegin

Eend

Estep
Amplitudé

Frequency
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SWASV
25s

-10V
0,0V
0,003 V
0,02805 V
25 Hz



4 VYSLEDKY A DISKUZE

Diplomovéa prace byla zaméfena na vyvoj imunosenzoru, pomoci néhoZz by bylo mozné
detegovat bakterialni bufiky Campylobacter jejuni ve vzorcich potravin na Urovni celych
bunék. Systém detekce je zaloZzeny na kombinaci imunomagnetické separace
a elektrochemické detekce. Zakladem byla tvorba imunokomplexu mezi bakterialnimi
burikami a specifickymi protildtkami, které byly navazany na magnetické Castice. Soucasné
byly pfidany i sekundarni znacené protilatky, které poskytly vysledny signal. Protilatky byly
znacené pomoci kvantovych teCek, konkrétné CdTe QDs nebo PbS QDs. Vytvoreny
imunokomplex byl detegovan elektrochemicky.

V prvni Casti experimentalni prace bylo nezbytné pfipravit jednotlivé reakeni slozky
pro sestaveni imunokomplexu. Jednalo se o pFipravu magnetickych nosicd s imobilizovanymi
specifickymi protilatkami proti bakterii Campylobacter jejuni a znaCenych protilatek se
stejnou specifitou. Pro pfipravu znaCenych protildtek bylo vyuZito CdTe nebo PbS
kvantovych te¢ek (QDs) v kombinaci se silika nanocasticemi (SiNPs). Silika nanocastice
adendrony byly vybrany z ddvodu zvySeni proudové odezvy a moZnosti VétSi vazby
kvantovych teCek na jejich povrch. Dale byla ovéfena schopnost vazat bakterialni buriky,
za pomoci pfipravenych magnetickych €astic simobilizovanymi protilatkami. Pro ovéreni
schopnosti vazby se pouZzila kultivani metoda. V druhé Casti experimentalni prace byl
sestaven cely imunokomplex. Usporfadani celého systému je schematicky znazornéno
na Obrazku 16.

Pro elektrochemickou detekci byla vyuZita metoda square wave anodické rozpoustéci
voltametrie (SWASV). Pro analyzu byly wvyuZity tisténé elektrody C110 (Metrohm,
Svycarsko) suhlikovou pracovni, uhlikovou pomocnou a argentchloridovou referentni
elektrodou (C/C/Ag-Ag-Cl). Pracovni elektroda byla modifikovana ,,in sitU‘ vytvofeym
bizmutovym filmem. Prace Murasovd a kol. (2020) se zabyvala stanovenim Salmonella
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Typhimurium na stejném principu, ale s dendrony, jako naSe stanoveni Campylobacterjejuni
[149].

4.1 Vybér protilatek pro vyvoj systému pro detekci Campylobacterjejuni

Prvnim krokem pfi vyvoji systému byl vybér vhodnych protilatek. Byly testovany komercné

dostupné monoklonalni a polyklonalni protilatky (Tabulka 7).

Tabulka 7 Typy protilatek

Protilatky Klonalita  Koncentrace Vyrobce Zdroj Pozice na
obrazku 17
anti-Campylobacter  Monoklonalni  1mg/ 1ml  Thermo  mysi 2
jejuni 1gG
anti-Campylobacter  Monoklonalni 56 mg/ 1ml  Hytest — mysi 3
jejuni 1gG
anti-Campylobacter ~ Polyklonalni  4mg/ 1ml  BioRad  kraliCi 4
jejuni 1gG

Byla ovéfena kvalita a Cistota vybranych protilatek pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy v prostfedi dodecyldulfatu sodného (SDS-PAGE) snaslednym barvenim
roztokem amoniakélniho stfibra. K separaci byl vyuzit 10 % polyakrylamidovy gel.

K separaci byly do jamek davkovany protilatky v mnozstvi 2 pg/jamku.

U monoklondlnich protilatek anti-Campylobacter jejuni od firmy Thermo (pozice 2)
a od firmy Hytest (pozice 3) je vidét i prouzek odpovidajici molekulové hmotnosti téZzkych
fetézcll (50 kDa), coz poukazuje na to, Ze jsou Castecné fragmentované a nejsou pritomny
pouze celé molekuly 1gG. Dale byla provedena Dot-Blot analyza. Tato metoda slouZi
k potvrzeni, zda testované protilatky vykazuji afinitu k danému antigenu, tj. zda mohou byt

vyuzity pro zachyt bakterialnich bunék Campylobacterjejuni.
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Obrazek 17 Vysledek SDS-PAGE analyzy pro ovéreni kvality protilatek. 1- standard molekulovych
hmotnosti (10-250 kDa), 2- anti-Campylobacterjejuni IgG (monoklonalni, Thermo), 3- anti-Campylobacter
jejuni IgG (monoklondlni, Hytest), 4 - anti-Campylobacter jejuni 1gG (polyklonalni, BioRad); 10 % délici
gel, 5 % zaostfovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stfibra, davkované mnozstvi protilatek

2N jamku.

Dot-Blot analyza byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 3.3. Byly testovany
polyklonalni i monoklondlni protilatky anti-Campylobacter jejuni a také anti-Campylobacter
coli. Bakterialni suspenze bunék 0,6 McFarlandovy zakalové stupnice Campylobacter jejuni
avedle toho i Campylobacter coli. Sou€asné stestovanymi protilatkami byla davkovana
i negativni kontrola, kter4d by stestovanymi protilatkami neméla reagovat a v pfFipadé
pozitivni rekace sveédCi o nespecifické reaktivité protilatek. Jako negativni kontrola byl pouZit
hovézi sérovy albumin (BSA) jako inetrni protein, a fosfatovy pufr jako negativni kontrola
reakéniho prostfedi. Pro vizualizaci byla pouZita kolorimetrickd detekce s pouZzitim
komercniho OPTI-4CN™ Kitu (BioRad, USA).
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Na obrdzku 18 u monoklonalnich protildtek Thermo a HyTest neni viditelny spot, ale
u polyklonalnich  protilatek BioRad jsou viditelé spoty u Campylobacter jejuni
i Campylobacter coli. Tim byla potvrzena reaktivita polyklonalnich protilatek (BioRad)
s bakterialnimi burikami. Dale bylo prokdzéno, Ze ve vSech prfipadech jsou vysledky
negativnich kontrol v pofadku. Na zékladé vysledk( téchto dvou analyz byly pro dalsi
experimenty vybrany polyklonalni protilatky anti-Campylobacterjejuni od firmy BioRad.

Obrézek 18 Dot-Blot analyza pro ovéreni afinity testovanych protilatek k danému antigenu za vyuziti
Campylobacter jejuni (C. jejuni) a Campylobacter coli (C. coli); A -monoklondlni protilatky
(ThermoScientific), B -monoklonalni protilatky (Hytest), C -polyklonalni protilatky (BioRad), D -
schéma pipetovani vzork( testovanych protilatek a kontrol na membranu; kolorimetick& detekce OPTI-
4CN™ kit (BioRad, USA)
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4.2 Priprava imunosorbentu pro zachyt Camyplobacter jejuni

Vybrané protilatky byly imobilizovany na magnetické castice a byl tak pfipraven
imunosorbent, ktery byl pouzit pro zachyt bakteridlnich bun€k ze vzorku. V piedesié
diplomové praci, ktera byla na katedfe fesena, byl vyvijen systém pro detekci Campylobacter
Jejuni. Systém vSak nebyl funk¢ni tak, jak jsme predpokladali, proto jsme se v této praci vice
zaméfili na pfipravu imunosorbentu, protoze je kliCovym krokem pro efektivni zéachyt

bakterialnich bunék ze vzorku.

Pro pfipravu imunosorbentu byly testovany magnetické Castice raznych velikosti, vyrobené
z riznych materialt a lisici se funkénimi skupinami. V zavislosti na funkénich skupinach byly
pro imobilizaci protilatek pouzivany dva optimalizované postupy. Jednalo se o vyuziti dvou
zpusobu vazby protilatek na magnetické Castice. V obou pfipadech se jednalo o kovalentni
vazbu, prvni byla metoda neorientované vazby pomoci karbodiimidové metody druha metoda

orientované vazby po oxidaci sacharidové ¢asti molekul protilatek jodistanem sodnym [102].

U neorientované vazby se na -NH, skupiny lehkych i téZkych fetézct protilatek vazou
magnetické castice s -COOH skupinami za pomoci pfidavku EDC a sulfo-NHS. EDC
(1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karboiimid hydrochlorid) je karbodiimid pouzivany
pro aktivaci -COOH skupin pfed naslednou konjugaci biologickych latek obsahujicich
aminoskupiny (Obrazek 21). Jednd se o nejCastéji pouzivané sitovaci Cinidlo. Ve vodé
rozpustny EDC muze byt pouzit v kombinaci s N-hydroxysulfosukcinimidem (NHS nebo
sulfo-NHS). Vyhodou ptidavku sulfo-NHS je zvySeni rozpustnosti, vyssi stability aktivniho
meziproduktu a vzniku stabilni amidové vazby. Reakce s EDC a sulfo-NHS poskytuji vyssi
vytéznost konjugace nez pii pouziti samotného EDC [102]. U orientované vazby se nejprve -
OH skupiny na tézkém ftetézci protilatky zoxiduji za pomoci jodistanu sodného (jodistanova
metoda) na aldehyd anasledn€ dochéazi k vazbé s aminoskupinami nebo hydrazidovymi

skupinami magnetickych ¢astic za vzniku amidovych vazeb (Obrazek 19).
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Molekula protilatky obsahujici Oxidace produkuj redlem™
pélysacharidové Fetézce aidehydové skt*my
0 * SiNPs

Konjugace prostiedrectsim tvorby Schiffosy
béze s naslednou redukci na sekundarni
aminovou vazbu

Obrazek 19 A - Karbodiimidova metoda, B - Jodistanova metoda

Testovany byly jednak komeréni ¢&astice a jednak Gastice pripravené v Ustavu
makromolekularni chemie AV CR v Praze (Tabulka 8).

Na 0,5 mg magnetické makroporézni perlové celul6zy bylo navazano 20 pg protilatek. Na
ostatni magnetické Castice bylo vazano 40 pg protilatek na 1 mg Castic. Pro vazbu protilatek
na magnetické Castice byla vyuZita metoda orientované a neorientované vazby, kterd je
popséana v kapitole 3.4 a 3.5. Uginnost imobilizace byla ovéfena pomoci SDS-PAGE analyzy.
Z vysledkd SDS-PAGE analyzy frakci pred, po a promyvacich pfi imobilizaci protilatek na
magnetické Castice, jsme se rozhodly pfipravené imunosorbenty podrobit SEM analyze,
abychom se ujistily, zda pFipravené imunosorbenty zachytavaji bakterie.
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Tabulka 8 Prehled pouzitych magnetickych ¢astic pro pripravu magnetickych nosi¢u anti-Campylobacter

jejuni
Castice Vyrobce Velikost Funkeni Zplisob vazby Uginnost
skupina imobilizace

ProMag ProMag 0,746 pm -COOH Neorientovana 65,2 %
(Warrington,
PA, USA)

Chemicell Chemicell 1pm -COOH Neorientovana 53,7 %
(Némecko)

Chemicell Chemicell 1pm -NHNH2 Orientovana 46,2%
(Némecko)

Dynabeads Invitrogen 2,8 pm -COOH Neorientovana 32,8 %
(Norsko)

Dynabeads Invitrogen 2,8 pm -NH2 Orientovana 53,9%
(Norsko)

HEMA UMCH AV 44 pm -COOH Neorientovana 551 %
CR(CR)

HEMA UMCH AV 4,4 pm -NHNH2 Orientovana 91,5%
CR (CR)

Magneticka lontosorb (CR) 80- 100 pm  -COOH Neorientovana 54,9 %

makroporézni

perlova celuléza

Magneticka lontosorb (CR) 80- 100 pm  -NHNH2 Orientovana 76,2%

makroporézni

perlova celuléza

Na obréazcich 20 a 21 jsou vybrané vysledky ovéfeni ucinnosti imobilizace pomoci SDS-
PAGE. Na obrazcich jsou porovnany ucinnosti imobilizace protilatek na magnetické Castice
HEMA, za pouZiti dvou metod imobilizace. Na obrazku 20 je vysledek SDS-PAGE analyzy
frakci pred, po a promyvacich pfi imobilizaci protilatek na magnetické Castice HEMA
s neorientované vazanymi protilatkami. Na pozici 5 a 6 je vidét, Ze pfi promyti PBS pufrem
do3lo k Eastecnému uvolnéni protilatek. Uginnost vazby byla vypocitana 55,1 %. Na obréazku
21 je vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pred, po a promyvacich pfi imobilizaci protilatek
na magnetické Castice HEMA s orientované vazanymi protilatkami. Uginnost vazby byla
v tomto pfipadé vypocCitana 91,5 %. Vysledky Gc€innosti imobilizace protilatek na ostatni

testované magnetické Castice jsou uvedeny v tabulce 8.
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Obrazek 20 Vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pred a po neorientované mobilizaci protilatek
na magnetické ¢astice HEMA. 1 - plvodni vzorek (PV), 2 - vazebna frakce (VF), 3 - promyvaci frakce
(0,1 M MES pufr pH 5,0), 4 - promyvaci frakce (0,1 M MES pufr pH 5,0), 5 - promyvaci frakce (0,1 M
PBS pufr pH 7,4), 6 - promyvaci frakce (0,1 M PBS pufr pH 7,4), 7 - promyvaci frakce (0,1 M MES pufr
pH 5,0), 8 - volné misto, 9 - standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa); 10 % délici gel, 5 %

zaostrovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stfibra, na gel davkovano 10 pl kazdé frakce.

Obrazek 21 Vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pfed a po orientované imobilizaci protilatek
na magnetické ¢astice HEMA. 1 - plvodni vzorek (PV), 2 - vazebna frakce (VF), 3 - promyvaci frakce
(0,1 M PB pufr pH 7,3), 4 - promyvaci frakce (0,1 M PB pufr pH 7,3), 5 - promyvaci frakce (0,1 M PB
pufr pH 7,3), 6 - promyvaci frakce (0,1 M PB pufr pH 7,3 s 1 M Nacl), 7 - promyvaci frakce (0,1 M PB
pufr pH 7,3 s 1 M NaCl), 8 - promyvaci frakce (0,1 M PB pufr pH 7,3), 9 - promyvaci frakce (0,1 M PB
pufr pH 7,3), 10 - promyvaci frakce (0,1 M PB pufr pH 7,3), 11 - promyvaci frakce (0,1 M PB pufr pH
7,3), 12 a 13 - voIné misto, 14 - standard molekulovych hmotnosti (10-250 kDa); 10 % délici gel, 5 %

zaostrovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stfibra, na gel davkovéano 10 pl kazdé frakce.

Pro zéachyt bakteriu Campylobacter jejuni byly nasledné testovany vSechny pfipravené

imunosorbenty uvedené v tabulce 8.
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4.3 Ovéreni acCinnosti zachytu bunék Campylobacter jejuni svyuzitim
pripraveného imunosorbentu
Pro ovéreni, zda jsou pFipravené imunosorbenty schopné vychytavat burfiky Campylobacter
jejuni, byla pouZzita kultivacni metoda. Experiment byl proveden podle postupu uvedeného v
kapitole 3.6. Zvychozi suspenze 0,6 nebo 1,5 stupiili McFarlandovy zékalové stupnice
(odpovida 1x108 CFU/mI) byla pfipravena desitkovym Fedénim Fada od 104 - 100 CFU/m.
Imunosorbent byl pfipraven navazanim 40 pg protilatek na 1 mg magntetickych Castic a pro
ovéreni zachytu bylo pouzito 100 pg. K odebranému a promytému imunosorbetu byl pfidan
1 ml prislusného Fedéni a po inkubaci a promyti byly vyockovany na Columbia agar: vazebna
frakce po inkubaci, dvé promyvaci frakce a imunosorbent svychytanymi bakteridlnimi
burikami. Po 48 hodinach kultivace pfi 41,5°C v mikroaerofilnim prostfedi byly pocitany

narostlé kolonie. Vysledky jsou uvedeny v tabulkéach 9 - 12).

Tabulka 9 Vyhodnoceni zachytu bakterialnich bunék Campylobacter jejuni pomoci magnetickych €astic
ProMag s neorientovang vazanymi protilatkami, zachyt ve fyziologickém roztoku, denzita 0,6 stuprid

McFarlandovy zakalové stupnice

Experiment 1

Zachyt (CFU/ml)
100 101 102 103 104
é/éstice 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
VF 0 10 40 20 90 110 190 120 880 920
1x promyti 0 0 0 10 0 10 50 60 380 390
2x promyti 0 0 0 0 0 10 20 10 90 120
Experiment 2
100 101 102 103 104
Castice 30 10 50 30 0 0 0 0 1 1
VF 0 20 30 10 80 70 450 630 970 980
1x promyti 0 0 10 20 0 0 30 0 250 330
2x promyti 0 10 0 0 10 0 10 20 70 50
Experiment 3
100 101 102 103 104
é/éstice 0 0 20 20 10 20 0 40 30 50
VF 20 10 10 20 50 70 380 530 980 990
1x promyti 10 20 10 10 10 20 30 40 280 250
2x promyti 0 10 0 10 0 10 10 20 70 60
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Tabulka 9 uvadi pocty kolonii v CFU/mljednotlivych frakcich pfi z&chytu pomoci
magnetickych Castic ProMag s neorientované vazanymi protilatkami. Zachyt byl proveden ve
fyziologickém roztoku s denzitou 0,6 stuprili McFarlandovy zékalové stupnice (odpovida
1x108 CFU/ml), ktera byla rédéna pomoci desitkového fedéni na fadu od 104- 100 CFU/m.
Experiment byl proveden 3x. Z hodnot zachytu je patrné, Ze pfipraveny imunosorbent neni
schopny kvantitativniho zachytu bakterialnich bunék, proto byl experiment zopakovan, ale
s upravenymi podminkami. Zachyt byl v nasledujicim experimentu zachyt proveden v BHI
bujonu.

Tabulka 10 Vyhodnoceni zachytu bakterialnich bunék Campylobacterjejuni pomoci magnetickych €astic

ProMag s neorientované vazanymi protilatkami v BHI bujonu, denzita 0,6 stupiil McFarlandovy

zakalové stupnice

Experiment 1

Zachyt (CFU/ml)
100 101 102 103 104
Castice 0 10 20 10 30 40 50 40 110 140
VF 10 0 10 10 120 150 460 530 870 930
1x promyti 10 0 10 0 20 10 20 40 230 210
2x promyti 0 0 0 10 0 10 10 0 110 100
Experiment 2
100 101 102 103 104
é/éstice 10 10 20 10 60 70 70 80 180 150
VF 10 0 80 60 170 190 970 930 1100 1250
1x promyti 0 0 60 40 40 60 330 340 450 510
2x promyti 0 0 20 10 20 40 120 100 90 140
Experiment 3
100 101 102 103 104
é/éstice 0 0 20 10 30 40 50 70 80 110
VF 20 20 30 30 80 90 640 740 1260 1350
1x promyti 40 0 20 20 20 30 320 240 230 210
2x promyti 10 0 0 0 0 20 10 20 110 150

Ani vtomto pfipadé vSak nedoSlo ke kvantitativnimu zéachytu. Pro dalSi experimenty byl
proto vyuZit imunosorbent pfipraveny svyuZitim jinych magnetickych &astic, a to o Vétsi
velikosti, aby bylo ovéreno, zda na zachyt nema vliv velikost magnetickych Castic [140].

Zaroven byla pro imobilizaci protilatek pouZita jind metoda vazby protilatek na magnetické
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Castice (orientovand vazba) a byla zvy3ena vychozi denzita bakterialnich bunék pro pfipravu

fedéni, ato 1,5 stupill McFarlandovy zéakalové stupnice.

Tabulka 11 Vyhodnoceni zachytu bakterialnich bunék Campylobacter jejuni pomoci magnetickych ¢astic
Dynabeads s orientovang vazanymi protilatkami v BHI bujonu, denzita 15 stupid McFarlandovy

zakalové stupnice

Experiment 1

Zachyt (CFU/mI)
100 101 102 103 104
Castice 10 10 20 20 30 10 30 10 50 40
VF 10 0 90 20 200 280 1480 1600 6480 5440
1x promyti 20 10 20 10 40 30 150 200 840 1000
2x promyti 0 0 0 0 0 10 20 10 20 40

Tabulka 11 uvadi pocty kolonii v CFU/mljednotlivych frakcich pfi zachytu pomoci
magnetickych Castic Dynabeads s orientované vazanymi protilatkami. Zachyt byl proveden do
BHI bujénu s denzitou 1,5 stupniti McFarlandovy zékalové stupnice. Experiment byl proveden
pouze jedenkrat. | po zméné vazby protildtek na magnetické Castice a zvySeni denzity,
nedoSlo k vyraznému zlepSeni zéachytu bakterii imunosorbentem. Proto jsme se rozhodly
pripravit 9 rlznych imunosorbentd s rliznou velikosti a zplsobem vazby protilatek, abychom
ovérili, zda ma na zéachyt vliv velikost magnetickych Castic. Zachyt byl proveden pouze
u fedéni 100a104
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Tabulka 12 Vyhodnoceni zachytu bakteridlnich bunék Campylobacter jejuni pomoci 9 rdznych

imunosorbentd, denzita 1,5 stupiCi McFarlandovy zakalové stupnice

Zéchyt (CRUM)
ProlVg —reorientovang vézané protilétiky
100 104
Castice D D D s
VF D 0 20 i<19]
Ix promyti D D 30 B
2 promyt 0 0 vi9) D
Cremicell —reorientovang vézané protilétky
Cistice D D D vig)
F D D 8 B
Ix promyti 0 0 A 20
2 promyti 0 0 D D
Cremicell —erientované vézané protilatky
Cistice D 0 ® D
VF 0 D 6D D
Ix promyti D 0 ) 20
2 promyt 0 0 vi9) D
Dynabeads —reorientovand vézané protilatky
Cistice D D 49 D
F 0 0 00 1w
Ix promyti 0 0 2 2
2 promyti D 0 D 9]
Dynabeads —erientovang vézané protilétky
Castice D D D D
VF 0 0 D i)
Ix promyti 0 0 20 A
2 promyt 0 0 D D
HEMA—reorientovang vézané protilatky
Cistice D D D D
F 0 D L)) 60
Ix promyti 0 0 pis) )
2 promyti 0 0 D D
HEMA—erientované vézang protilatky
Castice D D 0 D
VF D D R an
Ix promyti 0 0 20 )
2 promyt D D D &
Megreticka makroporézni perova celuléza —reorientovang vézané protilatky
Castice i D D 9]
F D D &K &
Ix promyti D D <) )
2 promyt D D D D
Megneticka mekroporézni perlova celuléza —erientovang vazaré protilatky
Cistice ® D () ®
F i) ) o 90
Ix promyti 0 0 1 10
2 promyt D D ® 49
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PFi experimentech dochazelo k tomu, Ze vice kolonii naroslo ve vazebnych a promyvacich
frakci, coz by nasvédCovalo tomu, Ze pfipraveny imunosorbent neni dostatecné Gcinny. Bylo
pozorovano, Ze bakterie se vice chytaly na Castice sVvétSi velikosti (Tabulka 13).
Je pravdépodobné, Ze Campylobacter jejuni, kdy bakterialni bunika je pFiblizné velikosti
0,5p,m, se ucinngji vaZe na protilatky imobilizované na vétsi Castice, neZ je jeho samotna
velikost. Dale bylo pozorovano, Ze orientovana vazba ma vliv na vyssi G¢innost zachytu a
také &chyt v BHI bujonu mél vyssi G€innosti nez zachyt do fyziologického roztoku. Rozhodli
jsme se proto pfipravené imonosorbenty analyzovat pomoci SEM analyzy, jako v praci [149],
ktera byla zaméfena na bakterie Salmonella. Ze SEM analyzy doSly k zavéru, Ze Céastice

s protilatkami obalily bakterii a doslo tak k problém(m se zachytem znacenych protilatek.

Tabulka 13 Porovnani G¢innosti zachytu Campylobacterjejuni pomoci viech pFipravenych imunosorbent(

Procenta Gcinnosti zachytu

Magnetické ¢astice ZpUsob vazby 100 104
ProMag Neorientované 50 % 66 % 18 % 2%
HEMA Neorientované 50 % 33 % 2,7% 11 %
Dynabeads Orientované 50 % 50 % 25 % 16 %
Dynabeads Neorientované 50 % 50 % 3% 15 %
Chemicell Neorientované 50 % 33 % 23 % 21 %
Chemicell Orientované 50 % 33 % 31 % 15 %
Magnetickad makroporézni perlova Neorientované 36 % 38 % 4,7 % 3,6 %
celuléza
HEMA Orientovang 50% 43% 56% 73%
Magnetick& makroporézni perlova Orientované 55 % 50 % 7,9 % 51 %
celuléza
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4.4 SEM analyza

Pro ovéfeni, zda jsou pFipravené imunosorbenty schopné vychytat bakteridlni bunky byla
pouzita SEM analyza. Postup pripravy vzorkl je uveden v kapitole 3.8. Pfipravena suspenze
imunosorbentl s vychytanymi bakteridlnimi burikami byla nanesena na tercik. Takto
pfipravené terCiky byly vysuSeny, pozlaceny a analyzovany skenovacim elektronovym
mikroskopem (SEM) JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko) a TESCAN VEGA3 SBU
vybaveny EDX sondou Brunker XFlash Detector 410-M (TESCAN, a.s., CR).

Pfi SEM analyze doslo k navdzéani bakteriii pouze na magnetické Castice makroporézni
perlove celuldzy. Na nésledujicich obrazcich (22 - 28) jsou ziskané fotografie ze SEM.

Obréazek 22 Fotografie ze SEM magnetickych ¢astic ProMag (neorientovand vazby protilatek) po zachytu
bakterialnich bunék; zvétSeni 1 pm; pFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko).
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Obrazek 23 Fotografie ze SEM magnetickych ¢astic Dynabeads (orientovana vazby protilatek) po zachytu
bakterialnich bunék; zvétSeni 1 pm; pFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko).

Obréazek 24 Fotografie ze SEM magnetickych ¢astic Dynabeads (neorientovand vazby protilatek)
po zachytu bakterialnich bunék; zvétSeni 1 pm; p¥istroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko).
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Obrazek 25 Fotografie ze SEM magnetickych €astic HEMA (orientovana vazby protilatek) po zachytu
bakterialnich bunék; zvétSeni 1 pm; pFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko).

Obréazek 26 Fotografie ze SEM magnetickych ¢astic HEMA (neorientovana vazby protilatek) po zachytu
bakterialnich bunék; zvétseni 1 pm; pFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd., Japonsko).
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Obrazek 27 Fotografie ze SEM magnetické makroporézni perlové celuldézy (neorientovana vazby
protiladtek) po z&chytu bakteridlnich bunék; zvétSeni 10 pm; pfFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd.,
Japonsko).

Obrazek 28 Fotografie ze SEM magnetické makroporézni perlové celulézy (neorientovana vazby
protilatek) po zachytu bakterialnich bunék; zvétSeni 10 pm; pFistroj JSM 5500-LV (JEOL Ltd.,
Japonsko).
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U magnetické makroporézni perlové celulézy jsou na fotografii viditelné zachycené
bakteridlni buriky Campylobacter jejuni (Obrézek 28). U ostatnich magnetickych Céastic
nebyly viditelné navazané bakterie. Dochézelo k velkému shlukovani magnetickych Castic,
predevsim u téch menSich. | kdyZ dochazelo ke shlukovani €astic, nebylo tim potvrzeno, Ze se
tam bakterie nevazi, ale zé&rovefi neni jisté, zda v tom shluku magnetickych Castic jsou.
U magnetickych Castic Chemicell, doSlo pravdépodobné krozpadu ¢astic, vlivem
dehydratace, béhem pfipravy na SEM, nebo byly jiz plvodni ¢astice rozpadnuté. Proto nebyly

pozorovany kulaté ¢astice.

.5 PFiprava znacenych protilatek a overeni ucinnosti znaceni
Pro detekci imunokomplexu Campylobacterjejuni s protilatkami navazanymi na magetickych
Casticich byly pro pfipravu znacenych protilatek pro detekci imunokomplexu vybrany
kvantové teCky (CdTe QDs a PbS QDs) v kombinaci se silika nanoCasticemi (Tabulka 14).
Silika nanocastice byly pouzity pro snadnou pfFipravu a moznost separace znacenych
protilatek od zbylych volnych kvantovych teek. Navic, diky velkému specifickému povrchu

je predpoklad moznosti vazby vice kvantovych teCek na protilatky.

Tabulka 14 Kvantové teCky a silika nanocastice

Velikost Vyrobce
Silika nanogastice SINPs-NH?2 200 nm Sigma Aldrich
Kvantové tecky CdTe QDs 6-8 nm CEITEC
Kvantové teéky PbS-PEG-COOH QDs 80 nm Mesolight

Postup pfipravy znaCenych protilatek je popsan v kapitole 3.9. Pro pfipravu znaCenych
protilatek bylo odebrano 3 mg SiNPs, 50 pl CdTe QDs nebo 3 pl PbS QDs a 20 pg protilatek.
Pro znaCeni protilatek byly vybrany polyklonalni anti-Campylobacter jejuni IgG protilatky
(BioRad). Pro pfipravu znacenych protilatek byla nejprve pfipravena znacka, tj. SiNPs-QDs.
Na pfipravenou znacku byly vazany protilatky za pomoci jodistanové metody. Pro kontrolu
ucinnosti vazby protilatek byla pouzita SDS-PAGE analyza, pro elektrochemické ovéreni
byla pouZita square wave anodicka/katodickd rozpoustéci volumetrie na elektrodéch
DropSens C-110 (C/C/Ag-AgCl). SDS-PAGE analyza byla provedena na 10 %
polyakrylamidovém délicim gelu a 5 % zaostfovacim gelu, ktery byl po separaci obarven

roztokem amoniakalniho stfibra.
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Na obrazku 29 je vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pred, po a promyvacich po konjugaci
protilatek s kvantovymi teCkami v kombinaci se silika nanoCasticemi. Na pfipravu byly
pouZity CdTe QDs. Uginnost vazby znagenych protilatek byla 93,7 %. Takto pfipravené
znaCené protilatky byly pouzity pro elektrochemickou detekci imunokomplexu bakterialnich
bunék vychytanych na imunosorbentu pfipraveném imobilizaci protilatek na HEMA ¢ésticich,

na které byly protilatky vazany orientovanou vazbou.

Obrazek 29 Vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pred a po znaceni protilatek kvantovymi teckami
v kombinaci se silika nano¢asticemi. 1 - plvodni vzorek (PV), 2 - vazebna frakce (VF), 3 - promyvaci
frakce (0,1 M fosfatovy pufr pufr pH 7,3), 4 - promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pufr pH 7,3), 5 -
promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pufr pH 7,3), 6 - volné misto, 7 - standard molekulovych
hmotnosti (10-250 kDa); 10 % délici gel, 5 % zaostFovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stfibra,

na gel davkovano 10 pl kazdé frakce.

Na obrazku 30 je vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pred, po a promyvacich po konjugaci
protilatek s kvantovymi teCkami v kombinaci se silika nanoCasticemi. Na pfipravu byly
pouzity PbS QDs (Tabulka 14). Uginnost vazby znaGenych protilatek byla 56 %. Tyto
pripravene znaCené protilatky byly pouZzity pro elektrochemickou detekci imunokomplexu
bakterialnich bunék vychytanych na imunosorbentu pfipraveném imobilizaci protilatek na

HEMA Caésticich, na které byly protilatky vazany orientovanou vazbou.
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Obrazek 30 Vysledek SDS-PAGE analyzy frakci pfed a po znaceni protilatek kvantovymi teckami
v kombinaci se silika nano¢asticemi. 1 - plvodni vzorek (PV), 2 - vazebna frakce (VF), 3 - promyvaci
frakce (0,1 M fosfatovy pufr pufr pH 7,3), 4 - promyvaci frakce (0,1 M fosfatovy pufr pufr pH 7,3), 5 -
promyvaci frakce (0,1 M fosfatova pufr pufr pH 7,3), 6 - volné misto, 7 - standard molekulovych
hmotnosti (10-250 kDa); 10 % délici gel, 5 % zaostrovaci gel, barveni roztokem amoniakalniho stfibra,

na gel davkovano 10 pl kazdé frakce.

Vysledky SDS-PAGE analyzy ve vSech pfipadech potvrdily, Ze protilatky anti-
Campylobacterjejuni se s SiNPs-CdTe QDs vazaly z 93,7 % a s PbS QDs vazaly z 56 %. Na
zékladé vysledkl jsme se pro elektrochemickou detekci rozhodly pouZzit protilatky znacené
CdTe QDs nebo PbS QDs v kombinaci se silika nanoCasticemi (anti-Campylobacter jejuni
1gGINS-CITe; anti-Campylobacterjejuni 1gGSNSHSIY).
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4.6 Sestaveni imunosenzoru pro detekci Campylobacterjejuni

Poslednim krokem bylo sestaveni celého imunosenzoru, jehoZ princip je uveden na obrazku
18. K sestaveni bylo odebrano vZdy takové mnozstvi imunosorbentu, které odpovidalo 20 gg
protilatek branych do reakce a 80 gl znafenych protilatek anti-Campylobacterjejuni IgGSN%
adTes nebo antl-Campylobacter jejuni 1IgGSNAASI. K imunosorbentu bylo pfidan 1 ml
bakteridlni supenze Campylobacter jejuni o pfislusném fedéni. Vysledna elektrochemicka
detekce spocivala v monitorovani signalu kovovych iontli uvolnénych z ntovych tecek
pouzitych pro znaCeni protildtek (Cd(ll) nebo Pb(Il)) a metoda SWASV/SWCSV na
elektrodach DropSens-C110. Potencialy, pfi kterych dochazelo k odecitani signalu kovovych

iontli uvolnénych z kvantovych tecek, je uveden v tabulce 15.
Tabulka 15 Potencialy, pFi kterych je odecitan signal kovovych iontd uvolnénych z kvantovych tecek

Typy kvantovych teCek  Proudové odezvy
CdTe QDs -0,85V
PbS QDs 0,65V

Pro zé&chyt bakterii ze vzorku byl pouZit Imunosorbent tvoreny anti-Campylobacter jejuni
protilatkami imobilizovanymi na magnetickeé ¢astice HEMA-COOH. Pro Imunosorbent bylo
pouZito 40 gg protilatek na 1 mg magnetickych Castic. Bylo vyuZito pouze fedéni bakterialni
suspenze 103CFU/ml, protoZe se testovalo rlizné mnoZzstvi nosice. Méreni bylo z ¢asovych
dlvod( provedeno pouze jednou. Naobrazku 31 je uveden vysledny voltamogram. Pro
vyhodnoceni byly odecitany proudové odezvy pfi potencialu - 0,85 V. Charakteristicky pik
Cd(Il) iontl byl pozorovan pouze pfi pouziti 500 gl imunosorbentu s odezvou 2,450 gA. Diky
vétSimu mnozstvi imunosorbentu, doslo k lepSimu a vy3$Simu zachytu bakterii na magnetické
Castice. Negativni kontrola byla méfena souCasné se vzorky obsahujici pFipraveny
imunosorbent, pro kontrolu pfipraveného imunokomplexu. Negativni kontrola obsahovala
misto bakterii jen PBS-T pufr. Na zakladé ziskanych vysledkl bylo pro tfeti experiment
pouZivano takové mnoZstvi imunosorbentu, které odpovidalo 20gg protilatek branych do
reakce a 80 gl znaCenych protilatek (anti-Campylobacter jejuni IgGISNSHAS (@¥), abychom

zaroven vyzkouseli ijiné znaCené protilatky.
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Obrazek 31 SWASV voltamogram méreni imunokomplexu pro detekci Campylobacter jejuni. Testovani
rdizného mnozstvi imunosorbentu (100, 200, 250 a 500 pl) mnozstvi znafenych protilatek (anti-
Campylobacter jejuni IgGSNEGITe@) 80 pl, elektrody DropSens C-110 modifikované in situ bizmutovym
filmem (500 ppb), vySka piku odecitana pri potencialu - 0,85 V.

Pro dalsi experiment bylo odebrano takové mnozstvi imunosorbentu, které odpovidalo 20pg
protilatek branych do reakce a 80 pl znacenych protilatek (anti-Campylobacterjejuni IlgGSN%-
Pos Q). pro z&chyt bakterii ze vzorku byl pouZit imunosorbent tvofeny anti- Campylobacter
jejuni lgG protilatkami imobilizovanymi na magnetické ¢astice HEMA-COOH. Koncentracni
rozmezi bakteridlni suspenze bylo 10 - 10 CFU/ml. MéFeni bylo provedeno v dubletu, ale
z dlivodu Spatnych elektrod je pouzitelné pouze jedno méfeni. Na obrazku 32 je uveden
vysledny voltamogram a na obrazku 33 je uvedena zavislost proudové odezvy na fedéni. Pro
vyhodnoceni byly odecitany proudové odezvy pfi potencidlu - 0,65 V. V tabulce 16 jsou
uvedeny vysledky méfeni. Pouzité koncentraCni rozmezi 10 - 10 CFU/ml bylo pro ovéreni
vyockovano na Columbia agar a inkubovano (48 hodin, 42°C, mikroaerofilng), abychom si
ovérili, zda dané Fedéni korespondovalo s po€tem kolonii na misce. | kdyZ poCty bunék na
miskach odpovidaly danému Fedéni, tak zméfené proudové odezvy nersotly linearné

s rostoucim rfedénim.
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Obrazek 32 SWASV voltamogram méreni imunokomplexu po detekci Campylobacter jejuni. MnozZstvi

imunosorbentu (380 pl) a znacenych protilatek anti-Campylobacterjejuni IgGSNSRS@ (60 pl), elektrody

DropSens C-110 modifikované in situ bizmutovym filmem (500 ppb), vyska piku odecitana p¥i potencialu

- 0,65 V.
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Obrazek 33 Zavislost proudové odezvy k danému Fedéni



Tabulka 16 Odectené proudy pri daném potenciilu

Redéni
10° [ 10% 10" [10°
2,320 | 3,654 | 3,021 | 5,604

Proudova odezva v pA

Pro dalsi experiment byl pouzit imunosorbent tvoteny anti-Campylobacter jejuni protilatkami
imobilizovanymi na magnetické ¢astice HEMA-COOH. Pro imunosorbent bylo pouzito 40 pg
protilatek na 1 mg magnetickych castic a 80 ul znaCenych protilatek (anti-Campylobacter

GNPSOS QDSy Byla pouzita fedéni bakterialni suspenze 10° — 10° CFU/ml. M&feni

Jejuni 1g
bylo provedeno v dubletu. Na obrazku 34 je uveden vysledny voltamogram a na obrazku 35 je
kalibraéni zavislost odectené¢ho proudu k danému fedéni. Pro vyhodnoceni byly odecitany
proudové odezvy pii potencidlu — 0,65 V. V tabulce 17 jsou uvedeny vysledky meéfeni.
Pouzité fedéni 10° — 10° CFU/ml bylo pro ovéfeni vyotkovano na Columbia agar a
inkubovano (48 hodin, 42°C, mikroaerofiln€), abychom si ovéfili, zda dané fedéni
korespondovalo s poctem kolonii na misce. Pfi experimentu byla ziskana kalibracni zavislost

proudové odezvy na rostoucim mnozstvi bakterialnich buné€k ve vzorku. Dle Nafizeni komise

(ES) €. 2073/2005 a ¢. 1441/2007 staci pouze urcit pritomnost/neptitomnost v 25 g potravin.
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Obrazek 34 SWASV voltamogram méreni imunokomplexu po detekci Campylobacter jejuni. MnoZstvi
imunosorbentu (1000 pl) a znafenych protilatek anti-Campylobacter jejuni IgGSNBHRS @ (80 pl),
elektrody DropSens C-110 modifikované in situ bizmutovym filmem (500 ppb), vySka piku odecitana
prFi potencialu

- 0,65 V.

y =2,4814x + 4,8679
R2=0,2455

Obrazek 35 Kalibrac¢ni zavislost odecteného proudu na daném redéni
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Tabulka 17 Odeétené proudy pri danam potencialu

Rédéni

10”7 10° [ 107 10"
Proudova odezva v pA | 7,882 | 5,065 | 10,134 | 1,147
20,433 | 2,225 | 18,235 | 3,599

I pfi pouziti velkého mnozstvi nosice nedoslo k linearnimu narustu. PbS QDs poskytovaly
lepsi signal nez CdTe QDs. SEM analyza potvrdila zachyt bakterii pouze na magnetické
makroporézni perlové celuldéze. Pouzité magnetické Castice Chemicell byly piit SEM analyze
rozpadnuté. SEM analyza potvrdila shlukovani magnetickych CasticZachyt bakterii pomoci
ptipraveného imunosorbentu byl ucinngjsi v ptipadé zachytu do BHI bujénu nez pii pouziti

tyziologického roztoku.

Vysledky koresponduji i s literaturou.

Podle studie Yihua Che a kol. (2001) mé velikost magnetickych ¢astic vliv na vazbu bakterii
na jeji modifikovany povrch. Ze studie vyplyva, ze nejvhodnéjsi velikosti magnetickych
Castic je okolo 2,8 pm. NaSe studie tuto domnénku potvrdila, kdy HEMA {astice
s orientované vazanymi protilitkami mely nejvy$si Gc€innost imobilizace. S takto

pfipravenymi magnetickymi ¢asticemi byl proveden zachyt.

Ze studie Le Ly Thuy Tram a kol. (2012) vyplyva, ze kvalita protilatek ovliviiuje jejich vazbu
na magnetické Céstice. Dale studie Dianna J. Bopp a kol. (2002) uvadi, ze imunomagneticka

separace zvySuje moznost izolace spole¢n¢ se studii Soo Hwan Suh et al. (2013).
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sestavit imunosenzor, ktery by byl vyuzitelny pro detekci
Campylobacter jejuni v potravinach. Prace se zabyvala vybérem vhodnych magnetickych
Castic pro pripravu imunosorbentu. Pro jeho pfipravu byly zvoleny komercné dostupné
magnetické Castice o ruznych velikostech (ProMag, Chemicell, Dynabeads, HEMA
a Magneticka makroporézni perlova celuloza). Na magnetické Castice byly imobilizovany
polyklonalni protilatky anti-Campylobacter jejuni 1gG od firmy BioRad. I kdyz vysledky
dobré nejsou, jako nejvhodnéjsi se na zakladé vysledku jevily magnetické Castice HEMA pro
ptipravu imunosorbentu. Pro znaceni protilatek byly vybrany kvantové tecky (CdTe QDs
a PbS QDs) v kombinaci se silika nanocasticemi pro snadnou piipravu a lepSich vazebnych
vlastnosti. Pomoci znaCenych protiladtek  dochazelo k elektrochemické  detekci.
Elektrochemicka detekce vyuzivala square wave anodické rozpoustéci voltametrie, za vyuziti
jednorazovych tisténych elektrod DropSens C-110 (C/C/Ag-AgCl). Vzdy se soubézné délala
kultivace a pomnozeni. Kultivacni metodou byl prokazan zachyt bakteridlnich bunék
piipravenych imunosorbenti a jen nékterych imunosorbentd pomoci SEM analyzy. V ramci
prace se vSak prokédzalo, ze sestaveny systém neposkytoval rostouci trend s rostouci
koncentraci bun€¢k ve vzorku, ktery by umoziioval kvantifikaci, a proto je nutné vylepsit
usporadani systému. Pfipraveny imunosenzor by mohl byt vyuzitelny pro kvalitativni prikaz
ptitomnosti Campylobacter jejuni, ale ne pro kvantifikaci. Coz je pro predbézné hodnoceni

dilezité.
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