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Anotace

Magnetické mikro/nanocéstice jsou dnes diky svym jedineénym magnetickym vlastnostem a
velkému specifickému povrchu hojné pouzivany jako nosice rtiznych liganda, bioaktivnich
latek rtizného ptivodu i aktivity. Castice o rozmérech mikrometrii obsahuji ve svém jadru oxidy
zeleza, konkrétné magnetit a maghemit (ptipadné jejich smési). Tyto tzv. superparamagnetické
castice jsou pomoci magnetického pole velice snadno a efektivné odd¢litelné z kapalné faze,
kde se ptivodné nachéazely ve form¢ homogenni suspenze. Po oddaleni magnetického pole
Castice svoje magnetické vlastnosti ztraci. Takovy bioaktivni nosic lze v praxi pouzit napt. ke
katalyze reakci, k izolaci nebo depleci vybranych biomolekul ze slozitych kapalnych smési.
Nosice se dnes bézné¢ pouzivaji k dekontaminaci odpadnich vod, k prikazu a rozkladu
toxickych latek ve vodach, k vyrobé a izolaci biopolymert z kultivatnich médii. Tyto
biofunkcionalizované nosice nachazeji uplatnéni také ve zdravotnictvi nebo pii analyze

potravin.

MIéko je dnes velice zadanou komoditou, pouziva se k vyrobé mnoha mléénych vyrobkd.
Jakékoliv kontaminace patogennimi organismy by tuto surovinu znehodnotila a znemoznila
dalsi zpracovani. Cilem projektu je pouzit magnetické mikrocastice pro rychly prukaz a
kvantitativni izolaci patogennich bun€k bakterie Salmonella sp. z mléka. Nejprve budou na
povrch magnetickych ¢astic kovalentné navazany specifické protilditky a tento tzv.
imunosorbent bude pouZit pro izolaci bakteridlnich bunék z kapalného vzorku. Podminky pro
izolaci a kvantifikaci zachycenych bakterialnich bun¢k budou optimalizovany a poté bude nosic¢
pouzit pro izolaci patogenid z redlnych vzorkli mléka. Tato prace bude soucdsti prave
probihajiciho vyzkumu zaméteného na vyvoj mikroanalyzatoru k bezkultivaénimu stanoveni

pritomnosti patogennich bakterii v potravinach.

Kli¢ova slova: magnetické mikrocastice; imunomagnetickd separace; mléko; Salmonella sp.;

protilatky



Annotation

Thanks to the superparamagnetic properties and large surface area the magnetic
micro/nanoparticles are widely used as carriers of various ligands or bioactive molecules of
different origin and properties. . The core of the articles in micrometer size contain iron oxides,
specifically magnetite or maghemite or their alternatives. These superparamagnetic particles
resuspended in liquid phase can be easily and effectively separated by magnetic field. The
particles immediately lose their magnetization after the removing the magnetic field, they can
be repeatedly suspended. These carriers with bioactive molecules on their surface can be used
as cytalyzator of reactions, for isolation or depletion of certain molecules from complex
biological materials. Carriers can also be used for decontamination of wastewater, for
determination and decomposition of toxic substances in water and for production and isolation
of biopolymers from cultivation medium. These bio-functionalized carriers also help in
diagnostics or in food analysis.

Milk is a daily processed commodity for production of wide range of dairy products. Of course,
contamination of primary raw material by pathogenic organisms could make it impossible for
further processing. The main goal of this project is to develop specific magnetic beads-based
carrier for capturing and isolation of pathogenic bacteria cells, in this case Salmonella sp. At
first the surface of magnetic microparticles are decorated by specific antibodies on the surface
nd this immunosorbent can be used for specific and highly effective isolation of bacteria cells
from 25 ml of milk, all in accordance with ISO standards. The condition for the isolation and
quantification of captured bacteria are optimized and then the carrier is used for the isolation
from the whole milk. This work is a part of the ongoing research aimed at microanalyzer for

rapid identification of pathogenic bacteria cells in raw or the whole milk.

Keywords: magnetic microparticles; immunomagnetic separation; milk; Salmonella sp.;
antibodies



1
2
3

5

UVOW. ettt ettt et st e bt et h e bt et sh e bt et et bt et et e nbeen 10
Bioafinitni chromatografie...........cccoeoviiiiiiiiiiiecieeeeeece e e e 12
MAGNEHICKE CASTICE....uviiiiiiieeiiieeiieeeiee et et e et e e e e et eeetaeeestaeessseeessbeeesssaeensseeesseennns 14
3.1  Ptiprava magnetickych mikroCaAStIC .......ccuvieeiiieiiiieiiie et 14
Obalky magnetickych MiIKrOCASTIC. .......cevviieiiiieiie et 15
3.2 Povrchova modifikace magnetickych CASHIC ......ccueveviiieiiiiciieceeee e, 15
3.2.1  Modifikace nosict s cilem zavést vhodné chemické skupiny pro vazbu ligandi
.............................................................................................. 16

3.2.2  Modifikace nosici s cilem zlepsit povrchoveé v1astnosti ..........cccccveeeveeeenveennee. 16
3.2.3  Vicetcelova modifikace nosicli polymery.........cccecveevciieiniiieiniie e 17
3.3  Biofunkcionalizace magnetickych CASHIC ......ueieviiieiiiieiiecieeeeeeee e 17
3.3.1  Nekovalentni techniky imobilizace ligandtl .............ccceveiiieiiiieniieeeeeeee, 17
3.3.2  Kovalentni techniky imobilizace ligandi ............cccceeveiiiiriiiiniieeie e, 18
3.3.3  Imobilizace IgG na magnetick€ CASLICE .......eeevurreiiieriiieeiieeeiie et 18
3.4  Magnetické CAStiCe @ MAGNELISINUS ......ccvvieriieeeiieeiiieerreeeireeeieeeeaeeeereeeseseeeanee e 19
3.4.1 Diamagneticke TAtKY .....c.oooiiiiiiiiiiie e 20
3.4.2  Paramagnetické TAtKY .......cooieiiiiiiiiiiee e 20
3.43  Fero- a ferimagnetick€ 1atky .........cooooeeiiieiiiiiiieeeecee e 20
344  SuperparamagnetiSIUS .........ccueeeveerueeeireeriieeteenieereestresseesseeesseesseesnseesseessseessns 21
3.5  Zetapotencial a povrchovy Ndboj CASLIC ....cueiruvieiiieniieiieeie et 23
3.6  Metody charakterizace magnetickych CAStIC.......cccuirviiriiiniiiiiiiecee e 25
3.7  Vyuziti magnetickych miKroCaStiC......c.eevuiiiiiiiiieiiieiiecieeie e 26
Patogenni bakterie 10du SalmOnRella ...............ccoocvevieeciieiiiiiiieiieieeee e 27
4.1  Bakteridlni bicik rodu Salmonella..................cccoooevvueviiiviniiniiiiiiiinieieeeeeeeee 27
4.2 Nomenklatura rodu Salmonella.................cccccoeevemvieniiiiiiiiinieiiiieneeeeeeeee e 30
4.3  Infekce zptisobované rodem Salmonella...........ccccoovieeiiiieniiiieiiiiecie e 32
4.4  Charakteristika bakterii rodu Salmonella.................ccccooveiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiceeene 33
441 FIMDIIC ..eiiiiiiieiee ettt ettt et ettt sae e s b e aee e 33
4.5  Charakteristika hlavnich toxickych produkta bakterii rodu Salmonelia.................... 34
4.5.1  FOSTOIPAZY ...ceviieiie ettt ettt e et e e e e e e e aaeeenaae s 35

S TN & <) 1170) 741 1 USSP 35
4.6  Genom Salmonella typhimurium .........cceeeeciiieiiiiieeiie e e 36
Priikaz bakterii rodu Salmonella................cccccoioiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 39



6

7

10
11

e (0T8T 11 SRR 42
6.1  Avidita a afinita Protilatek ..........cceeeveiiiiiiiiieiie e 45
EXperimentalni CASt PIACE ........eiecuiieeiiieciie ettt e e et e e ebe e e enbeeeeaee e 47
0 B O 1 1 o) USSR 47
7.2 Materidl @ MELOAY ...c.eeevviiiiiieiieeie ettt st es 47
7.2.1  Reagencie a ChemiKAlie ........cccooiiiiiiiiiiiiiieieeeece e 47
7.2.2  Bakteridlni Kultury .........ccoooiiiiiiiiiiii e 48
7.2.3  Celobun€lny dot-blot........ccuieriiiiiiiiiieiieie et 48
7.2.4  Imobilizace protilatek na magnetické mikroCastice..........cccevveverruervenieeneennenne. 48
7.2.5  ImunomagnetiCka SEPATACE........ccueeruieriieeiieeiieeieerite et eeteeeteeieeereeeeeesnreeneeeeneeas 49
7.2.6  Vysev bakterii na Petriho misky a metodika vypoctu pii kvantifikaci bakterialnich
bunck 49
7.3 Vysledky @ diSKUZE .....c.ooooiiiiiiiiiiec s 50
7.3.1  Vybér a hodnoceni reaktivity specifickych protilatek. ...........ccccoeeuveiieninennnnnnn. 50
7.3.2  Vazba specifickych protilatek na magnetické Castice.........cceovuervvirninnieennennen. 53
7.3.3  Imunomagnetickd separace patogennich bakterii z mléka ...........c.ccoeeueennnnen. 53
ZLAVET ..ottt et h ettt et he e et sht e e bt e s bt e e bee st e ebeeae 59
SEZNAM LITERATURY ..ottt s 60
SEZNAM OBRAZKU.......oouioiiiniiieieseeesee e ses s 76
SEZNAM TABULEK ..ottt ettt sttt eneas 78



SEZNAM ZKRATEK
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Microscopy)

salmonelové ostriivky patogenicity (z angl. Salmonella Pathogenicity
Islands)

sodna sil N-hydroxysulfosukcinimidu

transmisni elektronova mikroskopie (z angl. Transmission Electron
Microscopy)

tumor nekrotizujici faktor alfa (z angl. Tumor Necrosis Factor Alpha)

sekrecni systém typu 3 (Type Three Secretion System)



1 Uvop

Jednim z nejvétsich zdravotnickych problémii dneSni doby jsou alimentdrni infekce, tj.
onemocnéni vyvoland patogennimi mikroorganismy vyskytujici se v potravinach. Rocné témito
infekcemi trpi vice jak 550 milionii lidi na celém svété a z nich vice jak 33 miliont lidi na
nasledky takové infekce umird. Z toho 220 milioni nemocnych jsou déti mladsi 5 let.
Problémem neni jen mnoZstvi takto zbyte¢né ukoncenych zivotl, ale také ekonomicka zatéz
pro spolec¢nost. Primérné naklady na léc¢eni jednoho pacienta se v piepoctu pohybuji kolem
2000 K¢. Pokud zdravotni stav vyzaduje hospitalizaci, tak cena nartsta v priméru na hodnotu
190 000 K¢. Tato data vydana ERS (Economic Research Service) zahrnuji také celkovou
ekonomickou ztratu, pfi poctu 1,92 milioni nemocnych se ztrdta ve Spojenych statech
americkych vySplhd v pfepoctu na 137 miliard K¢, u onemocnéni zplisobované pouze
bakteriemi Campylobacter, Salmonella sp., E. coli O157:H7, a Listeria monocytogenes. Studie
vydana v roce 2007 stejnou instituci zahrnuje vSechny znamé patogeny zpusobujici alimentarni
onemocnéni a vyc€isluje ekonomickou ztratu na 29,4 bilion K¢&. Bakterie Salmonella sp. jsou
Svétovou zdravotnickou organizaci povazovany za pfiinu Cislo 1 ze vSech prijmovych
onemocnéni vyvolanych patogennimi bakteriemi. Pro zdravého jedince tyto bakterie sice
neptedstavuji riziko ohrozeni Zivota, ale pro déti s nerozvinutym imunitnim systémem a pro
imunokompromitované jedince predstavuje salmonel6za vazné ohrozeni Zivota a Casto konci
smrti. Neékteré kmeny salmonel (napt. S. typhimurium) v poslednich letech vykazuji vysokou
miru rezistence vi¢i nékterym druhim antibiotik a to 1 se Sirokym spektrem ucinku (napf.
Cefriaxon a dalsi ze skupiny Cefalosporini, Ampicilinu, Chloramfenikolu, Streptomycinu,
Sulfonamidu, Amidoglykosidim, ¢i Tetracyklinu), tudiz v€asna 1é¢ba nemusi byt G¢inna, ¢imz
muze dojit k Zivot ohrozujicim komplikacim i pro jinak zdravé jedince Z téchto divodu je
dalezita prevence, tj. razantn¢ snizit riziko infekce dislednou kontrolou vSech surovin i
potravin z nich vyrobenych. Salmonelové buiiky zni¢i bé€zna pasteracni teplota, tudiz u
osetfeného mléka by nemélo byt riziko infekce. S rozmachem konzumace ,,syrového* mléka,
které je soucasti vétSiny modernich diet a vyzivovych smérii (Raw diety, bio strava), zacala
salmoneldza opét predstavovat zdvazné ohrozeni lidské populace 1 v rozvinutych zemich.
Mikrobiologicka kontrola (dle platnych zakonii a norem) a priikkaz bunék Salmonella sp. trvéa az
3 - 5 dni, jedna se o postup finanén¢ i laboratorn¢€ naro¢ny. Jelikoz je mléko dokonalé Zivné
médium a polocas déleni bakteridlnich bunck je n€kolik hodin, je nutné hledat metody, které
poskytnou relevantni vysledky v co nejkratS$im ¢ase. Z tohoto divodu védci dnes hledaji cesty,

jak proces detekce patogenti v mléce urychlit a zjednodusit. Klicovym krokem je dnes
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kultivace, tzv. ¢asové narocné pomnozeni patogenil v zivném médiu pro jejich dalsi identifikaci
a kvantifikaci ve vySetfovaném materidlu. Vyvojem jedné z téchto novych metodickych
postupl se zabyva nase prace. Zamerem bylo pfipravit nosi¢ na bazi magnetickych mikrocastic
se specifickymi protilditkami na povrchu a tento imunosorbent poté pouzit pro vychytavani
bun¢k patogenu z vySetfovaného materidlu, v nasem ptipad¢ z mléka. Prace vznikala v ramci
evropského projektu LOVE FOOD 2 MARKET (Horizon 2020). Cilem projektu je vyvinout
bezkultiva¢ni mikrofluidni analyzator, kde budou zachycené bakterialni buiiky podle své DNA

identifikovany.
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2 BIOAFINITNI CHROMATOGRAFIE

Bioafinitni chromatografie je moderni separacni metoda vyuzivajici schopnost biologicky
aktivnich latek tvofit stabilni, specifické a reverzibilni biokomplexy. Imobilizaci jedné
z reagujicich slozek (afinitniho ligandu) na matrici vznikne specificky nosi¢. Ten je schopen

biospecificky interagovat s komplementarni molekulou a utvoftit biospecificky par (viz obrazek

).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni priibéhu bioafinitni chromatografie. Pfevzato z .
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Pti afinitnich interakcich se uplatiiuji elektrostatické, polarni a hydrofobni interakce, vodikové
vazby, dip6l-dipol interakce a dalsi. Tyto nekovalentni vazby jsou ve srovnani s kovalentni
vazbou velmi slabé, avSak jejich pocet nésobi silu interakce mezi dvéma komplementarnimi
molekulami a v nékterych piipadech je sila vazby srovnatelna s vazbou kovalentni (napf.
interakce mezi avidinem a biotinem 2. Tohoto fenoménu lze vyuzit nejen pro izolace vybranych

latek, ale takeé k jejich imobilizaci na pevnou fazi.

Metoda bioafinitni chromatografie mize byt provedena v kolonovém nebo vsadkovém
usporddani. Po naneseni definovaného objemu kapalného vzorku v tzv. equilibra¢nim pufru
dochazi k tvorbé¢ biospecifickych part. VSechny ostatni molekuly, které s ligandem nereaguji,

prochézeji danym prostfedim beze zmény. Po promyti nosi¢e mize byt zachyceny analyt
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eluovan ve velmi Cisté forme. Elu¢ni podminky, tzn. slozeni eluéniho média, musi navodit
rozpad nekovalentnich interakci a uc¢inné uvolnit analyt z biospecifického paru. Vhodnym
navolenim eluénich podminek Ize analyt nejen izolovat ale i zakoncentrovat °. Mezi piednosti
bioafinitni chromatografie patii nenaro¢nost, rychlost, vytézek dosahujici pii optimalnich
podminkach 90 % a vice, vysoka Cistota eluovaného analytu, izolace analytu pfitomného ve

vzorku ve velmi malych koncentracich a nasledna moznost jeho zakoncentrovani *,
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3 MAGNETICKE CASTICE

Magnetické mikroc¢astice a nanocastice jsou dnes stftedem zajmu pro moznost vyuziti v riiznych
biologickych disciplinach, biotechnologiich, environmentalnich technologiich, mediciné i v
analytickych aplikacich. Magnetické ¢astice maji vétSinou charakter kompozitnich materiali,
které jsou slozeny z vlastni fero- nebo ferimagnetické slozky (zodpovédné za interakci s
vnéj$im magnetickym polem) a slozky vétSinou diamagnetické (nemagnetické), ktera zajist'uje

pozadovanou interakci s biologickymi systémy °.

Velkou vyhodou téchto magnetickych kompozitnich systémi je moznost cilené manipulace
s Casticemi a to puisobenim vnéjSiho magnetického pole. Spojenim magnetickych nosict s
biologicky aktivni latkou 1ze dosahnout unikatnich vlastnosti vzniklych material vyuzitelnych
v biochemii, molekuldrni a bunéné biologii, (nano)biotechnologii, (nano)medicin€ a jinde.
Tyto materialy je mozné separovat i ze slozitych biologickych materiali a matric (napf.
bunécnych suspenzi, fermentacnich médii apod.). NejCastéjSimi materialy pro pfipravu
magnetickych nosict pro izolaci nebo modifikaci biologicky aktivnich latek jsou magnetické
oxidy zeleza magnetit a maghemit (pfipadné jejich smési) a rovnéz rtizné typy feritl, a to ve
form¢ praskii nebo magnetickych kapalin. V soucasné dobé se vénuje velkd pozornost
jednodoménovym a superparamagnetickym nanocasticim. Jednodoménové Castice obsahuji
pouze jednu magnetickou doménu, ve které jsou magnetické momenty uspotraddany paralelné a
vysledny vektor magnetizace je mnohem vyssi nez u multidoménovych mikrocastic. Unikatni
magnetické vlastnosti ¢astic spolu s jejich ohromnym povrchem umoznujici navazat velké
mnozstvi liganda jsou podstatou jejich vyuziti jako efektivnich nosi¢ii pro ucinnou a rychlou

imobilizaci a separaci biologicky aktivnich latek.

3.1 Priprava magnetickych mikrocastic

Magnetické mikrocastice, nejcastéji na bazi maghemitu (y-Fe>O3), ¢i magnetitu (Fe3O4), se

7 8

pripravuji mnoha metodami, mezi které patii sol-gel syntéza ', sonochemické reakce °,

hydrotermalni reakce °, hydrolyza a termolyza prekurzort '°, syntéza prittokovym injektovanim

12 13

1" techniky vyuzivajici elektrosprej '2, ultracentrifugaci '3, vylu¢ovaci chromatografii 4,

magnetickou filtraci '°. Vyjimkou neni ani biogenni produkce magnetickych mikro¢astic

16,17

magnetotaktickymi bakteriemi , ale v soucasnosti je nejpouzivanéjsi a jednoduchou
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syntetickou metodou koprecipitace z vodného roztoku obsahujiciho Zeleznaté a zelezité soli.

Ke srazeni &astic dochézi pii smichéani roztoku se zasadou 822,

V zavislosti na volbé metody vyroby miizeme ptipravit ¢astice liSici se svou morfologii,

velikosti 1 uniformitou (monodisperzita, polydisperzita), viz obrazek 2.

Obrazek 2: Morfologické typy magnetickych mikrocéstic. (a) Castice typu jadro-obalka, angl. core-shell, (b)
¢astice s mnohocetnymi magnetickymi jadry obklopenymi polymerem, (c) ¢astice s mnohocetnymi magnetickymi
jadry pfitomnymi na povrchu Castice, (d) ¢astice tvofené magnetickym jadrem a jednotlivymi fetézci polymeru.

Pfevzato z 2.
Obalky magnetickych mikrocastic

Obalky (angl. shell) magnetickych mikrocastic mohou byt tvofeny mnoha materialy, polymery
biologického ¢i syntentického piivodu, ale i anorganickymi latkami ¢i kovy. Stejné jako
v ptipad¢ klasickych stacionarnich fazi pro bioafinitni chromatografie se i obaly magnetickych
Castic nejéastéji pripravuji z anorganické siliky 2*?7. Casto se pro obaleni
superparamagnetického jadra céastic pouzivaji kopolymery, tj. smés tvofend polymernimi
molekulami ptirodniho a syntetického ptiivodu. Jedna se naptiklad o polystyrenové (latexové)

2829 gastice z celulozy 3°, alginatu 3!, z poly(methylmethakrylatu) (PMMA) *2,

castice
z poly(hydroxyethylenmethakrylatu) (PHEMA) ** a dalsich. Z kovii se hojné vyuziva povlak ze
zlata, ktery zvySuje magneticky moment castice, jeji odolnost vic¢i korozi a usnadiiuje

funkcionalizaci, diky dobie rozvinuté ,,Au-S chemii* 3435,

Dochazi také k rozvoji vyuziti
riznych luminiscen¢nich latek, s moZznosti monitorovani pohybu takovych c¢astic napf.
v organismu pokusné¢ho zvifete nebo pacienta v ramci vyzkumu nebo diagnostiky

zobrazovacimi technikami 3°.

3.2 Povrchova modifikace magnetickych éastic

Existuje nékolik diivodii pro povrchovou modifikaci magnetickych ¢astic, jakymi jsou: absence

vhodnych chemickych skupin pro naslednou vazbu ligandu, hydrofobni povrch nebo
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samovolnd agregace castic v disledku Spatné koloidalni stability, vysoké nespecifickd adsorpce
proteinti nebo bun¢k na ¢astice, ¢i adheze samotnych ¢astic na vnitini stény reak¢énich nadob.
Nosice 1ze modifikovat celou fadou zptsobti, a to: chemicky nebo fyzikalné, adsorpci nebo
kovalentn¢, nizko- nebo vysokomolekularnimi latkami citace ¢lankt, kde se tyto zplsoby

zminuji.

3.2.1 Modifikace nosicu s cilem zavést vhodné chemické skupiny pro vazbu
ligandi

Vyhovuje-li materidl nosice cilové aplikaci a jeho jedinym nedostatkem je absence vhodnych
skupin pro vazbu ligandu, mtizeme povrch nosi¢e chemicky aktivovat, tedy zavést pozadované
funkéni skupiny. Toho lze napiiklad dosahnout naptiklad hydrolyzou oxiranovych skupin
PGMA na hydroxylové *7, oxidace poly(ethylenu) kyselinou chromovou * nebo hydrolyzy
PMMA kyselinou sirovou za vzniku karboxylovych skupin *. Polymery typu PCL, PE nebo
PMMA je mozné funkcionalizovat plazmou (argonem, dusikem, kyslikem, oxidem uhli¢itym
atd.) “**!. Funkcionalizace plazmou miize byt kombinovidna s dal§imi technikami pro
modifikaci povrchu, napiiklad ultrafialovou polymerizaci ** nebo silanizaci ** vnasejici na

povrch castic dalsi chemickou vrstvu.

Silanizace je jeden z nejCastéjSich typu povrchové modifikace Castic. Jedna se o funkcionalizaci
alkoxyslouc¢eninami (mono-, di-, nebo trialkoxysilany) s vhodnou termindlni funkéni skupinou
(napt. -NH2) za vzniku vazby Si-O-Si. Silanizaci je mozné provést pomoci silanizacnich ¢inidel
jako je napiiklad y-aminopropyltriethoxysilan (APTS), glycidyloxypropyltriethoxysilan
(GOPS) nebo tetraethyl orthosilikat (TEOS). Silanizaci zavedené terminalni funk¢éni skupina

miize byt vyuzita pro vazbu riiznych biologickych ligandii, napt. DNA ** a protilatek *°.

3.2.2 Modifikace nosicu s cilem zlepSit povrchové vlastnosti

Nekteré typy Castic maji tendenci samovolné agregovat, tomu se da vétSinou zabranit
piidavkem detergentii, zvySenim molarity roztoku apod. stabiliza¢nich nizkomolekularnich
latek typu kyseliny citronové 6, olejové 7 nebo fosfore¢nanti *. Magnetické ¢astice obalené
vrstvou z hydrofobniho materialu mohou byt stabilizovany na zéklad¢ hydrofobnich interakci
s molekulami typu cetyl triemthylammonium bromid (CTAB), kopolymeri
poly(ethylenglykol) *°. Magnetické &astice lze také modifikovat inertnimi anorganickymi
materialy, jako zlatem *° a silikou °!. Tyto obaly zajisti dobrou koloidalni stabilitu a znemozni

tak jejich agregaci.
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3.2.3 Vicetcelova modifikace nosi¢i polymery

Jednim z nejcastéjSich typt funkcionalizace u magnetickych mikrocastic, je modifikace
polymery *2. Po polymerni modifikaci nosicti se ¢astice elektrostaticky odpuzuji. Tento jev je
nazyvan jako elektrostatickd stabilizace. Polymery jako poly(ethylenglykol) (PEG) nebo
sacharidy jako dextran navic slouzi k tzv. stérické stabilizaci, jelikoz fetézce téchto
makromolekul slouzi jako fyzikalni stérickd bariéra, ktera potlacuje agregaci ¢astic. Vybérem
vhodného polymeru nesouciho vhodné terminélni skupiny na svych fetézcich Ize vyznamné
ovlivnit koloidalni stabilitu ¢astic a potlacit tak jejich agregaci >*. Castice lze funkcionalizovat
polymery syntetickymi, jako napt. PEG **, polyvinylalkoholem (PVA) %, polykaprolaktamem
(PCL) %, nebo ptirodnimi jako napt. dextranem *’, alginatem >, chitosanem °. Typ polymeru,
jeho struktura i hustota na Casticich vyznamné ovliviiuje vlastnosti i chovani modifikovanych

castic.
3.3 Biofunkcionalizace magnetickych ¢astic

Mezi nejcastéjsi ligandy imobilizované na magnetické mikrocastice patii peptidy, proteiny
(protilatky, enzymy) a nukleové kyseliny. Imobilizované ligandy nabizi ve srovnani s praci se
solubilni formou zpravidla vyhodu v moznosti kontrolovat reakci (napf. odstranit ligand

z reakéni smési), zvyseni stability a aktivity biomolekul a v &istoté ziskaného produktu 66!,

Imobilizace ligandu na nosi¢ lze provést fadou metod. Zakladni déleni téchto metod spociva
v rozd¢leni na vznik kovalentni nebo nekovalentni vazby (zachyceni v polymeru, enkapsulace,

adsorpce a afinitni interakce.

Pti volbé metody vazby je nutné vzit v uvahu prostorovou orientaci ligandu na nosici, tudiz
zajistit stalou neporusenost a ptitomnost bioaktivnich mist ligandu. Ligandy lze na nosi¢ ukotvit
orientovang, €i neorientovan¢. Orientovana vazba, tj. mistné-specificka vazba kotvi ligand pres
selektivni strukturu a je vyhodnd zejména u protildtek a oligonukleotidii. Naptiklad pfi
orientované vazbé protilatek tfidy IgG se vyuziva dvou odlisnych metod, imobilizace ptes Fc
¢ast nebo pres redukovanou S-S vazbu v pantové oblasti tézkych fetézcli. Orientovana vazba se

naptiklad vyuziva i pro nukleové kyseliny, vyuzitim systému biotin-avidin.

3.3.1 Nekovalentni techniky imobilizace ligandi

Prost4 adsorpce ligandu na nosi¢ na zéklad¢ elektrostatickych interakci nevyzaduje zddnou

ptedchozi chemickou modifikaci ligandu. V ptipadé nékterych proteinti mize byt napiiklad
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vyuzita pfi pasivni vazbé protilatek na jamky polystyrenovych ELISA desticek, jelikoz
polystyrenové povrchy jsou piirozené hydrofobni, adsorpce protiladtek v prostiedi blizkému
jejich izoelektrickému bodu je tak disledkem komplexniho ptisobeni hydrofobnich sil, Van der

Waalsovych sil, iontovych a vodikovych interakci ©

. S ukotvenim ligandu plsobenim
elektrostatickych interakci se taktéz setkdvame u imobilizace DNA, jelikoz je DNA diky
ptitomnosti fosfatovych skupiny negativné nabita, tak jeji adsorpce probiha na pozitivné nabité
povrchy. Nevyhodou adsorpce je moznost zpétné desorpce navazaného ligandu,
neptfedvidatelna orientace ligandu na nosi¢, moznost nizké u¢innosti vazby a rovnéz riziko

nespecifické sorpce balastniho materialu ze vzorku .

Zvlastnim piipadem nekovalentni imobilizace ligandi je afinitni vazba. V piipadé€ afinitniho
paru avidin-biotin se jedna o nejsilngjsi znamou kovalentni interakci 4. Nej¢ast&jsim typem
interakce avidin-biotin je pouziti stacionarni faze s navazanym avidinem, se kterym nasledné
interaguje s ligandem s konjugovanym biotinem . Jednim z dalsich piikladii vysokoafinitni
vazby jsou interakce mezi imunoglobuliny a tzv. imunoglobulin-vazajicimi proteiny (nejcastéji

protein A, ale také G, L, H a dalsi) .

3.3.2 Kovalentni techniky imobilizace ligandu

Kovalentni vazba ptedstavuje nejpevnéjsi mozné ukotveni ligandu. Kovalentni vazba je
schopna odolat i extrémnim podminkdm prostiedi, jako jsou napf. teplota, pH, vysoky
hydrodynamicky tlak, prostfedi o vysoké iontové sile. Tento typ vazby je ireverzibilni tj.
nevratny 7. Nejéast&ji vyuzivanymi skupinami pro vazbu ligandii jsou skupiny aldehydové,
karboxylové, thiolové, hydroxylové a aminové. Pro tyto typy vazeb bylo vyvinuto velké
mnozstvi konjugacnich nebo aktiva¢nich ¢inidel (napt. EDC, CDI, CMC, DCC, GTA, sulfo-
SAMCA, MBS) ¢. Podminky vazby musi byt predevsim Setrné k ligandu, jehoz bioaktivitu je
nutno zachovat pro biospecifickou interakci (viz obrdzek 3). Tyto <cinidla mohou
zprostiedkovavat ukotveni ligandu bez nutnosti v¢lenéni spojovaciho ¢lanku mezi ligand a
nosi¢, nebo naopak mohou do vazby vnést nové atomy, ¢i molekuly (ptsobi jako ,,raménko).

Dalsi skupinou jsou ¢inidla nesouci na obou koncich identické nebo rozdilné reaktivni skupiny
66

7y wr

3.3.3 Imobilizace IgG na magnetické Castice

K imobilizaci IgG se pouzivaji ¢inidla zvané karboiimidy, konkrétn¢ karbodiimid hydrochlorid-

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (EDC). Po reakci EDC s nosi¢em, konkrétn¢ s jeho
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karboxylovou funkéni skupinou, vznikd vysoce reaktivni intermedidt (o-acylisomocovina).
Tento produkt nasledné reaguje s nukleofilni aminoskupinou a vznikne stabilni amidova vazba.
Ptidavkem sodné soli N-hydroxysulfosukcinimidu (sulfo-NHS) do reakce se zvysi rozpustnost
aktivniho intermediatu a zaroven prodlouzi jeho stabilitu, ¢imz zvysi pravdépodobnost
interakce s aminoskupinou, se kterou vytvati aminovou vazbu. Tato reakce je neorientovana a

je vyuzitelna pro Siroké spektrum biomolekul s aminoskupinou .

Obrazek 3: Schématicky zndzornény priibéh vazby IgG na magnetické astice . Prevzato a upraveno z %,

3.4 Magnetické ¢astice a magnetismus

Magnetické latky se rozdéluji do n€kolika skupin podle chovani v magnetickém poli. Pro popis
chovani latky v magnetickém poli 1ze toto chovani popsat vztahem mezi magnetizaci M, coz je
soucet vSech magnetickych momenta p v latce obsazenych (magnetické momenty atomu nebo

ionti)

M=Y" i

Tuto rovnici mizeme také zapsat do tvaru:
M=54.

Kde H je vektor magnetické indukce a X znaci magnetickou susceptibilitu, coz je bezrozmérna
veli¢ina, kterd muze byt dle volby podminek skaldrem, nebo vektorem. Dle velikosti
susceptibility délime latky na diamagnetické, paramagnetické a feromagnetické. Odkaz na

obrazek
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3.4.1 Diamagnetické latky

Diamagnetické materidly maji zapornou susceptibilitu . Jedna se o latky, jejichz atomy a
molekuly nemaji vlastni magneticky moment. Mezi diamagnetické latky fadime zlato, rtut’,

méd, stiibro a vétSinu organickych latek.

3.4.2 Paramagnetické latky

Paramagnetické materialy obsahuji atomy, molekuly ¢i ionty, nesouci magneticky moment,
tudiz je jejich susceptibilita kladnd (viz obrazek 4). Pfi plisobeni magnetického pole na
paramagnetickou latku jsou magnetické domény, které latka obsahuje, orientovany do sméru

magnetického pole
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Obrazek 4: Typy chovani magnetickych materialti. (a) Diamagnetické latky neobsahuji magnetické domény, tedy
atomy nebo ionty s magnetickym momentem. (b) Paramagnetické latky nemaji jednotny vektor magnetizace ani
pii ptsobeni vnéjsiho magnetického pole. (c) Feromagnetické latky maji veSkeré magnetické domény uspotfadané

v jednom sméru. Pievzato a upraveno z %

3.4.3 Fero- a ferimagnetické latky

Feromagnetické materidly jsou materidly, které vykazuji nenulovou magnetizaci i bez
prilozené¢ho magnetického pole. Tyto materidly vykazuji spontanni uspoiadani magnetickych
momentd v krystalové mfizce. Z atomarniho hlediska se jedna o materidly slozené z atomd,
ionti nebo molekul nesoucich magneticky moment, ktery vznikd stejné jako u
paramagnetickych latek diky vnitinimu momentu (hybnosti tzv. spin), ktery odpovida rotaci
elektronu kolem vlastni osy . Spiny jsou v té&chto materialech orientovany v doménéch, které
nejsou uspotradané. Susceptibilita feromagnetickych materiald je kladnd a v porovnani se
susceptibilitou paramagnetickych latek je pomérné vysokd. Magnetizace v zavislosti na

magnetickém poli feromagnetického materidlu vykazuje hysterezni chovani (viz Obrazek 5).
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Obrazek 5: Hysterezni kiivka feromagnetického materialu. Ktivka I. je kfivka prvotni (panenské) magnetizace.
Jedna se o nartist magnetizace s vzristajicim polem, z nezmagnetovaného stavu, tedy ze stavu, kdy je magnetizace
nulova. Se vzrustajicim polem dochazi magnetizace své saturace a se zvétSovanim magnetického pole hodnota
magnetizace uz dale neroste. Tzv. maximalni magnetizace se nazyva saturacni magnetizace a obvykle je znacena
jako Ms. Pokud budeme intenzitu magnetického pole snizovat, bude magnetizace vlivem tepelného pohybu klesat.
Jak je patrné z obrazku, priibéh magnetizace ukazuje ¢ast kiivky oznacena jako II. Pokud klesne magnetické pole
na nulu, magnetizace ma stale zbytkovou (tzv. remanentni) magnetizaci. Aby magnetizace klesla na nulu, je nutné
prilozit magnetické pole opacného sméru. Zvysujeme-li pole dale v opa¢ném sméru az do saturace a opét ménime

postupné velikost pole zase do kladnych hodnot, ziskame prib&h hysterezni smy¢ky. Upraveno a prevzato z 7°.

Ferimagnetické latky se od feromagnetickych 1i8i predevSim vétSim elektrickym odporem a
schopnosti spontann¢ zmagnetizovat. K ferimagnetickym latkam patfi napf. magnetovec

(Fe304) nebo slouceniny oxidil zeleza s jinymi kovy (MnFe>O4, BaFe1204).

3.4.4 Superparamagnetismus

Magnetické vlastnosti ¢astic se méni pii zmenSovani velikosti magnetického materidlu, coz je
disledek kvantového omezeni pohybu elektront. Vznikaji tim superparamagnetické latky,
jejichz magneticky moment je velice snadno ovlivnitelny magnetickym polem 774,
Susceptibilita superparamagnetickych materialti dosahuje malych pozitivnich hodnot okolo 0 —
0,01. Superparamagnetick¢ materidly vykazuji magnetické vlastnosti jen v piitomnosti
magnetického pole 7>7®. Bez vné&jsiho magnetického pole maji nulovou magnetizaci (viz
Obrazek 6 a 7). Nejvice pouzivané magnetické materialy pro vyrobu magnetickych ¢éstic jsou

oxidy zeleza, jako je magnetit (Fe3Os) a maghemit (y-Fe>O3), které maji nejvyssi saturacni

21



magnetizaci, vysokou magnetickou susceptibilitu, jsou biodegradabilni a pfirozené
biokompatibilni. Déle se vyuzivaji rtizné typy feriti ve formé praski, nebo magnetickych
kapalin 7. Pro vyrobu magnetickych &astic podobnych vlastnosti 1ze taktéz pouzit kobalt nebo

nikl ’8, slou¢eniny zinku, manganu a médi ”°.

Obrazek 6: Magneticka kiivka paramagnetického (1) a superparamagnetického (2) materialu. Z kiivky (1) i (2) je
zfejmé ze danné latky maji nulovou remanenci, nevykazuji hysterezni chovani. Superparamagneticka latka (2)

dosahuje mnohem vysSich hodnot v obou magnetizacich M a saturovanych magnetizaci MS. Upraveno a pievzato

z %0,

Superparamagnetismus by se dal vysvétlit ndsledovné. V kusu pevné latky se nachézeji tzv.
feromagnetické klastry. Jsou malé, jednodoménové a jejich vektor magnetizace je v prostoru
staly (jako malé permanentni magnety). Sila branici zméné¢ sméru jejich vektorti (tedy
pfemagnetovani) se nazyva magnetokrystalova anizotropie. Je vyjadiend v energii jednoho
atomu, ale kdyz se seCtou energie vSechny atomy v klastru, tato energie nartistd. Zmeéna
magnetizace je tudiz moznéa pouze pusobenim vné¢jSiho magnetického pole. Pokud ale klastr
postupné zmensSujeme, v jisté fazi se jeho energie anizotropie vyrovnd s Urovni energie
tepelnych fluktuaci (Bolzmannova konstanta) a ty mohou klastr ,,pfemagnetovat* i bez vnéjsiho
magnetického pole. Pro vyssi teploty se pak klastr chova jako velky, ale volné fluktuujici
magneticky moment- vykazuje Curieho zakon pro chovani susceptibility. Napiiklad, kdyz
systém ochladim, klastr ztuhne. Mam li energii anizotropie napiiklad 0,1 meV a klastr se 100
atomy, celkova anizotropie klastru je 10meV. Vyjadienim z Bolzmannovy konstanty ziskame

teplotu asi 100 K. Pfi pokojové teploté by tedy latka vykazovala superparamagnetické
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vlastnosti. Pokud bychom m¢li klastr s 1000 atomy, pii pokojové teplot¢ by latka

superparamagnetické vlastnosti nevykazovala, potiebovali bychom teplotu 1000 K.

U magnetickych castic v kapalné fazi, kromé superparamagnetickych vlastnosti hraje té€z roli

Browntiv pohyb, tudiz neni nutné dosahnout Curieho teploty.

Ferromagnetic Superparamagnetic

k=]
2
o=

Applied magnetic

No applied
magnetic field

Obrazek 7: Chovani feromagnetickych a superparamagnetickych materidlu v pfitomnosti a nepfitomnosti

magnetického pole. Pfevzato z 8!

3.5 Zeta potencial a povrchovy naboj ¢astic

Castice v koloidnich suspenzich nebo emulzich obvykle na svém povrchu nesou elektricky
naboj, jehoz hodnota je ovlivnéna prosttedim, ve kterém se Castice definovaného slozeni a
chemické povahy obalky pravé nachézi. VétSinou se na povrchu Castic vyskytuji funkéni
skupiny (napf. u biofunkciolizovanych ¢astic), které samy o sob& nesou bud’ zaporny, nebo
kladny naboj ®2. Ve je dano slozenim kapaliny, ve které se ¢astice pravé nachazi a hodnotami
pH funcknich skupin na povrchu ¢éstic. Nekdy samotnd neobalena Castice absorbuje ionty
z roztoku, ¢imz opét vznikd na povrchu castice druhotny elektricky ndboj. Vznik tohoto
sitového ndboje na povrchu Castic ovlivituje distribuci ionti v okoli meziplo$né oblasti, coz ma
za nasledek zvySenou koncentraci iontli s opaénym nabojem tésné u povrchu Castice, tudiz
kolem celé cCastice vznika elektrickd dvojvrstva. Vrstva kapaliny obklopujici ¢astici existuje
jako dvé ¢asti; vnitini oblast, nazyvana Sternova vrstva, kde jsou ionty siln¢ vazané, a vnéjsi,

difazni oblast, kde jsou ionty méné pevné pripojené. Uvnitt difizni vrstvy existuje teoreticka
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hranice, uvnitt které ionty a Castice tvoii stabilni jednotku. Kdyz se ¢astice pohybuje (napf.
kvtli vnéjsimu magnetickému poli), ionty uvnitt hranice se pohybuji s ni, ale vSechny ionty za
hranici s Castici neputuji. Tato hranice se nazyva povrch hydrodynamického smyku,
nebo rovina skluzu. Potencial, ktery vznikd na této hranici, se nazyva potencidl zeta (viz

Obrazek 8)

m— Elektricka dvojvrstva

Rovina skiuzu

Castice se zaparnym
pavrchowvym nabojerm

Difizni wrstva

100 1
! Povrchowy potencidl
Sternfy potencial

mV

Potencial zeta

wzdalenost od povrchu Eastice

Obrazek 8: Elektrochemické vlastnosti mikro&astic ve vodnych roztocich. Prevzato z 33.

Velikost potencidlu zeta urcuje pfedevsim stabilitu koloidniho systému (napf. suspenze
magnetickych castic). Jestlize vSechny Céstice v suspenzi maji velky zaporny nebo kladny
potencial zeta, pak budou inklinovat k odpuzovéani se navzajem, a Céstice nemaji tendenci
vytvaret agregaty, ptipadné flokulovat. Jestlize vSak ¢astice maji nizké hodnoty potencialu zeta,
pak maji ¢astice tendenci se shlukovat a flokulovat. Zlomova hodnota zeta potenciadlu mezi
stabilni a nestabilni suspenzi &astic je zpravidla +30 mV nebo -30 mV. Castice s potencialem
zeta kladn€jSim nez +30 mV nebo zapornéjSim nez -30 mV se normalné povazuji za stabilni.
Nejdilezitéjsi faktor, ktery ovliviiuje potencial zeta je pH prostfedi. Hodnota potencialu zeta
sama o sobé bez uvedeni pH, je prakticky ¢&islo nemajici zadny smysl . Bod vyneseni
prochdzejici nulovym potencidlem zeta se nazyva izoelektricky bod (viz Obrazek 9).

Izoelektricky bod udava informaci, kdy je koloidni systém nejméné stabilni.
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Obrazek 9: Hodnoty zeta potencialu na pobvrchu mikroééstic ve vztahu k pH vodného roztoku. Pievzato z .

3.6 Metody charakterizace magnetickych ¢éastic

Magnetické vlastnosti nano- a mikro¢astic primarné zavisi na jejich fyzikalnich vlastnostech
(velikost a tvar ¢astic), jejich mikrostruktute, povrchovém naboji, jejich hydrofobicité nebo
hydrofilicité, porozité, hustoté a typu jejich funkénich skupin pro naslednou biofunkcionalizaci.
Nekteré z téchto udaji poskytuji vyrobci magnetickych Castic, nékteré parametry si vSak
uzivatel musi proméfit sdm. Metody umoziujici Castice komplexné charakterizovat, jsou
zalozeny na riznych fyzikaln¢ chemickych principech a k jejich vyhodnoceni vyzaduji vysokou
erudici analytikii. Velikost Castic mize byt analyzovéna mikroskopickymi metodami, jako je
transmisni nebo skenovaci elektronova mikroskopie (TEM a SEM), cryo-TEM 34, popiipadé
mikroskopii atomérnich sil (AFM, z angl. Atomic Force Microscopy). Pomoci ,,High-resolution
transmission electron microscopy (HRTEM) mtizeme studovat uspotadani jednotlivych atoma
v dané mikrog&astici, coz lze vyuzit pii odhalovani defekti v krystalické miizce %. Dalsi z metod
hojné pouzivanych pro popis krystalické miizky daného magnetického materialu je laserova
difrakce (XRD, z angl.. X-Ray Diffraction), konkrétné ji lze napiiklad vyuzit pro zjiSténi
obsahu oxidli zeleza *¢. Modifikovanymi formami laserové difrakce lze také zjistit velikost
¢astic, a velice presné urcit jejich povrchovou strukturu (napt. EXAFS, z angl. Extended X-Ray
Absorption Fine Structure; EDXD, z angl. Energy-Dispersive X-ray Diffraction) 878, Jednou
z metod vhodnych pro urceni velikosti, polydisperzitu, tvar, dokonce i strukturu castic je
metoda rozptylu neutroni pod malym uhlem (SANS, z angl. Small-angle neutron scattering).
Vyhoda této metody spo¢iva v moznosti méfeni ¢astic piimo v suspenzi ¥. Jednou z dalgich
metod charakterizujici superparamagnetické Castice je métfeni zeta potencialu, coz se stalo

jednou z rutinnich metod pfi charakterizaci fyzikélnich vlastnosti magnetickych castic, jejich
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koloidalni stability a pro stanoveni tzv. bodu nulového naboje ¢astic (PZC, z angl. Point of Zero
Charge). Dal$imi metodami pro popis vlastnosti magnetickych nano- a mikrocastic jsou
naptiklad, fotonova korela¢ni spektroskopie (PCS, z angl. Photon correlation spectroscopy),
dynamicky rozptyl svétla (DLS, z angl. Dynamic light scattering) a kvazielasticky rozptyl
svétla (QELS, z angl. Quasi-elastic light scattering) pro uréeni velikosti ¢astic *°. SQUID (z
angl. Super-conducting quantum interference device) pro analyzu magnetickych vlastnosti

&astic. Infratervena spektroskopie (IC) pro analyzu chemického sloZeni &astic.
3.7 Vyuziti magnetickych mikrocastic

Diky mnoha vyhoddm magnetickych castic, pfedevsim jejich snadné separace z kapalné faze,
se magnetické Castice staly rutiné vyuzivanymi nosici napti¢ védeckymi odvétvimi. Jednim
z n¢jcastéjSich vyuziti spociva v izolaci bungk, kterou se zabyva i nase prace. Tyto metody byly

podrobné shrnuty v review ¢&islo °L.

Izolace vybranych biomolekul (proteiny, nukleové
kyseliny) z kapalné faze se taktéz stala rutinni zalezitosti a tyto metody byly podrobné shrnuty
napiiklad v °*°* Za zminku stoji vyuziti magnetickych mikrogastic/nano¢astic v tzv. drug-
delivery systémech. Tedy efektivnimu dopraveni medikamentu do mista plisobeni. Takto se
daji dopravovat napiiklad chemoterapeutika, antibiotika, analgetika a dal$i. Shrnuto v *+%°.
Magnetické mikrocastice také nachazeji uplatnéni v biotechnologiich, preparativni
chromatografii, jsou vyuzitelné ke katalyze reakci, vyrobé chemickych latek a purifikaci

bioreagencii. Tyto metody jsou sthnuty naptiklad v *¢1%,
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4 PATOGENNI BAKTERIE RODU SALMONELLA

Salmonely jsou bakterie patfici do Celedi Enterobacteriaceae, jednd se o gramnegativni
fakultativné anaerobni, nesporotvorné, pohyblivé tyCinky o Sifce 0,7 a 1,5 pm, délce od 0,2 do
0,5 wm (viz obrazek 10), které zpusobuji rizné¢ zdvaznd onemocnéni lidi a zvifat. Za
optimalnich podminek, maji salmonely kolem celého povrchu bunky bic¢iky jako organ pohybu
101 “Salmonely rostou v Sirokém rozmezi teplot, od 5 do 47 °C. K mnoZeni vyzaduji vodni
aktivitu minimalné 0,93. Bakterialni bunky jsou niceny 15 — 20 minutovym ohfevem na teplotu
60 °C %2, Salmonely se rozmnoZzuji nepohlavné, bunéénym délenim, s generaéni dobou asi 40

minut %3,

Obrazek 10: Snimek bunék S. Typhimurium zachyceny pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie (SEM).

Pievzato a upraveno z '™,

4.1 Bakterialni bi¢ik rodu Salmonella

Bakterialni bicik (lat. Flagellum) je pfevazné tvoten z globuldrniho proteinu, ktery se nazyva
flagellin. Bicik ma tvar 20 nm silné duté trubky, v niz jsou flagelliny uspotfadany v pravotocivé
Sroubovici a jsou upevnény pomoci pruzného hacku (,,hook®) tésné nad plazmatickou
membranou. Hacek spojuje bic¢ik s komplexem proteinli nazyvajicich se motor. Motor je
fixovany v membrané a funguje na principu protonové pumpy '®°. Konkrétné u Salmonel
jakozto u gramnegativnich bakterii, je cely komplex fixovan pomoci ,krouzka*“ ve Ctyfech

vrstvach (viz Obrazek 11)'%,
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Obrazek 11: Schématické znazornéni bakterialniho bi¢iku. Pievzato z '%7.

Bicik, jeho vlaknita ¢ast, je tvofen prevazné komplexem proteinti nazyvanym ,,Filament* neboli
vlakno. Vladkno je slozené z proteinovych podjednotek flagellind. Vyvoj bicikii na povrchu
bun¢k Salmonella typhimurium mtze byt inhibovan pfi ristu v prostiedi kultivacniho média
chudého na Ziviny '®, coz miize vést ke zkresleni vysledkt pii diagnostice. Bakterialni bi¢iky
usnadiiuji mobilitu bakterie v prostiedi, umoZznuji pohyb bakterie vstfic atraktantim a zaroven
umoziiuji pohyb bakterie pry¢ od repelentnich latek '°. Sérovar Salmonella typhimurium ma
ptiblizné 6 az 10 bicikl peritrichaln€ uspotfadanych kolem celého povrchu bunky. Kazdy bicik
je slozeny ze tii odliSnych podstruktur bazalniho téla- transmembréanového motoru, hacku
(propojuje motor a vldkno) a vlakna (Filamentu), které funguje jako vrtule '%!'!. Vl1dkno je
priblizné¢ 10 pm dlouhé a sklada se zhruba z 20 000 flagelinovych podjednotek, a to bud’
proteiny F1iC nebo FIjB. Pfi tvorbé bi¢iku, tedy pii polymerizaci jednotlivych subjednotek, se
uplatiiuje sekreéni flagelarné specificky systém typu III !'2. Proteinové subjednotky jsou
sestavovany na membranovém zakladé a postupné prodluzovany ''%. Flagellin kddovany genem
fliC (protein FliC), je protein dlouhy 495 aminokyselin, o molekulové hmotnosti 51 612 Da,
protein neni posttranslaéné modifikovan. Flagellin oznacovany jako FliB kodovany genem f1jB
je protein dlouhy 506 aminokyselin, o molekulové hmotnosti 52 536 Da, také neni

posttranslaéné modifikovan. Oba proteiny polymerizuji za vzniku filamentu 4113,

Flagelarni biogeneze je velice slozity proces, pfi némz exprese vice jak 50 ti gend je v souladu

s tvorbou a poskladanim proteinovych subjednotek ve funkéni strukturu flagelinu ''°.
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Promotory flagelarnich regulonti jsou organizovany do tfi skupin, které urcuji pocatek jejich
exprese. Prvni tfida promotort fidi transkripci z fIhDC, hlavniho operonu flagelarni syntézy, a
zahrnuje $est znamych transkripénich pocatki, které se fidi environmentalnimi podméty '!’.
FIhD a FIhC tvoii heterotetramerni komplex, ktery je transkripéni aktivator pro o’’-dependentni
transkripéni promotory druhé t¥idy ''8-12°, Druh4 t¥ida promotorii zprostfedkovava transkripci
gent potiebnych pro konstrukci a montdz hacku k bazalnimu télu (HBB, z angl.. Hook-Basal
body). Tato tfida promotorii je specificka pro sigma faktor 6%%, FliA '?!, a jeho piibuzny anti-
sigma faktor FigM !%2. Tteti tfida promotord vyzaduje pro jejich transkripci 6°® dependentni
RNA polymeréazu 2. Bylo zjisténo, Ze anti-sigma faktor FIgM je schopny vézatse s o°%, ¢imz
zabrani promotoriim teti tfidy iniciovat transkripci diive, nez se ukonci syntéza proteinovych
subjednotek a nasledné dokondeni stavby HBB 1?4125 Po sestaveni HBB je FlgM secernovan
ven z buriky, coz vede k iniciaci transkripce pomoci 6°® dependentnich promotort tieti tidy,
které tidi transkripci genli potfebnych pro vyrobu proteinovych subjednotek, které zajisti
spojeni hacku s filamentem a zarovenl néaslednou tvorbu filamentu a nékterych produkti

potiebnych pro chemotaxi a rotaci biciku 124127,

S. enterica sttidavé exprimuje dva rizné typy bi¢ikového proteinu tzv. flagellinu, FIjB a FliC,

128 Molekularni mechanismus

v procesu zndmém jako faze bicikovych variaci
zprostfedkovavajici stfidani jednotlivych proteinovych fazi vznikd DNA inverzemi ve
specifickém misté na chromozomu '%°. Samotné proteiny FIiC a F1jB jsou identické prvnich 71
aminokyselin a poslednich 46 aminokyselin. Lisi se tedy pouze délkou a typem povrchoveé
exponovanymi aminokyselinami ve stiedu fetézce, ¢imz v duisledku vznika nemala antigenni
odlisnost 1. S. enterica a jeji subtypy stiidaji bi¢ikaté faze téchto proteinti pii rychlosti 10~ az
10 na generaci bungk 3124, Zména spoc¢iva hlavné v modifikaci centralni ¢asti proteinu,

konstantnimi zfistdvaji pouze amino- a karboxy- terminalni domény '*.

Flagelin jakéhokoliv typu je pomémné silny antigen, ktery stimuluje pfirozenou imunitni
odpovéd’. Nedavné vyzkumy ukazaly, Ze stimulace TLRS (Toll-like receptoru 5) bakterialnim
flagelinem vedla k aktivaci signdlni drahy, kde nuklearni faktor NF-xB ,iniciuje expresi genu

) 133

pro TNF-a, prozanétlivého cytokinu. Kromé toho vétsina Tc- lymfocytt (CD4* maji TcR

receptory se specifitou proti epitopim flagelinovych proteintl. '**. Pravdépodobné je st¥idani
s 135,136
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4.2 Nomenklatura rodu Salmonella

Rod Salmonella je zafazen do kmene Proteobacteria. Tento kmen ¢ita 5 tiid bakterii —
Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, ~Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria a
Epsilonproteobacteria. Rod Salmonella se fadi do tiidy gamaproteobaktérii, ktera je v ramci
kmene pomérné rozsahla a klinicky vyznamna. V této tiidé zaujimd misto v cCeledi
Enterobacteriaceae '*’. Je tedy fazena po boku dalsich stievnich bakterii, ¢asto také patogenii
lidského a zvifeciho gastrointestinalniho traktu (napf. rody Shigella, Escherichia). Celed’
Enterobacteriaceae zahrnuje organismy vSudypfitomné. Vyskytuji se po celém svété, v

prostiedich, jako je voda, ptida, rostlinna vegetace a stievni mikroflora zvitat i ¢lovéka '8,

Klasifikace bakterii rodu Salmonella do jednotlivych sérotyptli, je zaloZena na antigenni
struktufe. Buiiky baktérii rodu Sa/monella vykazuji na svém povrchu tfi typy antigenti. Témi
jsou somatické, bic¢ikové a kapsuldrni antigeny (typicky predevSim pro sérotyp Typhi a
Paratyphi). Moznost detekce antigenni struktury je tedy zavisla na fenotypovém projevu buiiky,
a pokud naptiklad buiika v n¢které Zivotni fazi biciky netvofii, pak neni mozné bic¢ikovy antigen
pomoci fenotypové sérotypizace prokazat. Existuji ovSem sérotypy, které piirozené postradaji
geny kodujici nekteré antigeny. Pak je nutné odlisit kmen, ktery je pfirozené bez antigenu, a
kmen, ktery je v daném antigenu defektni. Tato vlastnost se Casto tyka jednoho ze dvou

bic¢ikovych antigeni (tzv. bi¢ikovych fazi) a zplisobuje problémy pfi sérotypizaci.

Somaticky antigen, zvany téz O antigen, je pfedstavovan polysacharidy pfitomnymi na povrchu
G- bunék typickymi pro zastupce celedi Enterobacteriaceae. Je soucdsti vnéjsi
lipopolysacharidové vrstvy '*°. U rodu Salmonella se vyskytuje az 46 strukturné rozdilnych

O-antigend %,

Flagelarni neboli bi¢ikové antigeny se u rodu Salmonella vyskytuji ve dvou takzvanych fazich
(jsou kodovany geny fliC a fljB), z nichz jedna nebo druhd nemusi byt exprimovana. Jak jiz
bylo feceno, nékteré sérotypy piirozene postradaji gen pro jednu nebo druhou fazi (naptiklad
nejéast&jsi sérotyp v Ceské republice S. enteritidis ve svém genomu obvykle nexprimuje
operon fljBA, nekdduje tudiz protein druhé bicikové faze). Jiné sérotypy mohou byt v téchto
genech defektni a neni zatim zcela jisté, jestli takto Cini zdmérné a tento defekt jim pfinasi
n¢jakou vyhodu (typickym piikladem je nové prevalujici monofazickd wvarianta S.
Typhimurium defektni v druhé bicikové fazi). Podle McQuistona a kol. je druha bicikova faze

(fljB) exprimovana mén¢ ¢asto nez prvni faze (fliC), tudiz je pro rod Salmonella néco jako

30



»hahradni pneumatika®, jak uvadi McQuiston. Proptjcuje napiiklad bunice dalsi antigenni

rozmanitost 4!,

Kapsularni antigen Vi je pfitomny pouze u sérotypti Typhi, Paratyphi C a Dublin %2, Tento
antigen je zakladem vakciny pouZivané jako prevence proti onemocnéni bfi§nim tyfem '#.
Pritomnost Vi-antigenu u bun¢k salmonel, je kddovana ostrivky patogenicity salmonel 7 (SPI-
7). SPI-7 obsahuje ve své sekvenci 134 kb a nese geny pro biosyntézu kapsularniho antigenu
(viaB lokus) ' tedy linearni a-1,4,2-deoxy-2-N-acetylgalakturinové kyseliny, ktera je
acetylovana na poloze C-3 '*. Vi antigen je vyznamnym faktorem virulence salmonel. Jeho
studie in vitro ukazali, 7e Vi antigen je antiopsonin a zdrovet je silné antifagoticky “*!47. Mimo
to inhibuje produkci nékterych cytokind, jako je TNF-a u makrofagl a zvysuje rezistenci buniky
vici ROI (reaktivni kyslikové intermediaty, z angl. Reactive oxygen intermediates) '*8, které
silné poSkozuji bunécné struktury. Sérologicka konfirmace Vi antigenu je znacné omezena,
protoze se tvorba kapsularnich struktur méni vlivem prostfedi, kde buiiky rostou. Tvorba
kapsule je regulovana regulatnimi systémy OmpR a EnvZ '%°) které reaguji na zmény
osmotického tlaku. Toto chovani je vysvétlovano tak, ze k prudkym zméndm osmotického tlaku
dochazi pii ptechodu ze stievni sliznice do cév, kde je builka salmonely vystavena vys$Simu

riziku pfedstavovaném imunitnim systémem hostitele.

Podle soucasné nomenklatury zahrnuje rod Salmonella dva druhy, a to Salmonella bongori a
Salmonella choleraesuis. Druh Salmonella choleraesuis ma jesté dalSich 5 poddruht a déle se
salmonely déli podle antigenli na tzv. sérotypy. Zatimco hostitelé Salmonella bongori jsou
studenokrevni zivo¢ichové, ptevazné plazi, Salmonella choleraesuis napada ptaky a savce,
tudiz se vyskytuje na vSech kontinentech planety. Dle Kauffmann-White-LeMinor schématu
zahrnuje rod Salmonella vice nez 2500 sérotypi na zdklad¢ odliSnosti somatickych
O-antigend a flagelarnich H-antigend '°°. Molekularné biologickymi metodami bylo zjisténo,
ze jednotlivé sérotypy mezi sebou dosahuji homologie 16S rRNA a provoznich genti 96 - 98
%, jsou si tedy velice podobné. Nejedn4 se tedy o jednotlivé druhy, jak bylo dfive mysleno 3.
Sérotypy jsou vétsinou pojmenované podle onemocnéni, které zplisobuji (napft. S. enteritidis,
ktera zpusobuje enteritidy u lidi), nebo podle mista prvni izolace apod. Bézné se jednotlivé

sérotypy oznacuji jako druhy.

K identifikaci sérotypt salmonel piispélo rozsiteni metod, napt. Polymerazova fetézova reakce
(PCR, z angl. Polymerase Chain Reaction) nebo hmotnostni spektrometrie typu MALDI TOF
(z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization, Time of Flight).
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4.3 Infekce zptisobované rodem Salmonella

Zdrojem nakazy salmonelami byvaji divoka zvifata, krmiva a na ¢lovéka se prendseji zejména

potravinami zZivoc¢isného ptivodu, jako jsou vejce, mléko a mlééné vyrobky, maso.

Salmonely mohou zplsobovat jak gastroenteritidy, tak alimentarni systémové infekce.
Piivodcem gastroenteritid byvaji sérotypy Salmonella enterica subsp. enteritidis a Salmonella
Typhimurium. Minimélni infekéni ddvka pro vznik onemocnéni je 10° az 10° CFU. Akutni
gastroenteritida se projevuje po inkubacni dobé 6 — 48 hodin prudkym zénétem stfevni sliznice,
ktery je provazen silnymi prijmy, bolestmi bficha, zvracenim, bolestmi hlavy, vysokou
teplotou a zimnici. Salmonely se mohou v tenkém stfevé dale pomnozit a zptisobovat zanétlivé
procesy a produkovat dalsi toxiny. Pfiznaky odeznivaji béhem nékolika dni. VétSinou byva
pribéh infekce mirny a rychly. Tézky prabéh salmonelovych toxoinfekci se vyskytuje spise u

imunokompromitovanych jedinct, starsich lidi, nebo u kojencti '*2.

Systémové alimentarni infekce zplsobuji vétSinou sérovary Salmonella typhi a Salmonella
paratyphi a onemocnéni se nazyva bfisni tyfus nebo paratyfus. Inkubaéni doba je zpravidla 10
az 20 dni po poziti kontaminované potravy. Ke vzniku onemocnéni postaéi infekéni davka 102
az 10° CFU. Invazivni sérotypy Salmonel pronikaji do lymfatického systému, kde se mnoZi a
nasledné ptechazeji do krve postizeného. Akutni faze onemocnéni trva 1 az 2 tydny a je
provazena vysokymi horeckami, silnymi bolestmi hlavy, slabosti a nechutenstvim. Zaroven
mohou napadat rizné organy jako je slezina, jatra, ledviny, stieva nebo zlu¢nik, kde zpiisobuji

zénéty 132,

Salmonely, jakozto stfevni parazité, musi v hostiteli svadét boj s pivodnim osidlenim stieva,
tedy s hostitelskou stfevni mikroflorou. Jakym zpiisobem dokédze patogen ovlivnit chovani
mikrofléry, neni zcela objasnéno, ale posledni studie ukazuji, ze salmonely dokazi vyuzit ve
sviij prospéch zanét, ktery v hostitelském organizmu indukuji '*3. Invaze na sliznici stieva
stimuluje epitelidlni buniky k syntéze a uvolnéni riznych cytokini, a to hlavné cytokini IL-1,
IL-6, IL-8, TNF-2, IFN-y, MCP-1 a GM-CSF '**, Ty indukuji zanét na stfevni sliznici, coz také
stievniho osidleni, coz otevira cestu patogenu a nasledné infekci. Tento krok vyrazné usnadnuje
mikroflora jiz pfedem naruSena, naptiklad antibiotiky. Vznikly zanét také vyvolava zvySenou
sekreci a snizenou schopnost stfeva absorbovat, z ¢ehoz vznika hlavni klinicky ptiznak infekce

— prijem '3,

32



4.4 Charakteristika bakterii rodu Salmonella

Mezi hlavni faktory virulence Salmonel patii produkce toxint, SPI a pfitomnost fimbrii.
V genomu bakterii rodu Salmonela jsou geny oznacované jako ,,Salmonella pathogenicity
islands®“ — SPIs), konkrétn¢ SPI1 a SPI2, jejichz produkty tzce souviseji s virulenci

bakterialnich bun¢k. Sekrecni systém typu III (T3SS) vytvaii na povrchu Salmonelovych bun¢k

) 141

extracelularni 80nm dlouhé struktury podobné injekéni stiikacee (viz Obrazek 12 a 13) '*', coz

jim umoziiuje vstiikovani efektorovych proteinii piimo do cytosolu eukaryotnich bunégk '>°.

Obrazek 12: Snimek transmisniho elektronového mikroskopu zachycujici izolované T3SS Salmonella

Typhimurium. Pievzato z '*’.

Obrazek 13: Snimky zachycujici T3SS bakterie Salmonella Typhimurium. (a) Snimek SEM zobrazujici T3SS
Salmonella Typhimurium. (b) Imunnofluorescenéni mikrograf zobrazujici T3SS (Cervené) pii napadeni
makrofagu. (¢) Negativné motfeny snimek TEM zachycujici ultra tenkou vrstvu spojeni bakterialni a fagozomalni

membréany. Prevzato z '8,

4.4.1 Fimbrie

Ptitomnost fimbrii na povrchu bakteridlni bunky je zasadni faktor virulence. Fimbrie na

povrchu bakterii zprostiedkovavaji adhezi buiky na povrch hostitelské butiky '*°. Salmonella
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typhimurium, sérovar LT 2, obsahuje ve svém chromozomu 12 operonii na sestavu
,.chaperon/usher assembly class*: stc, bef, fim, Ipf, saf, stb, std, stf, sth, sti, stj '*°. Tyto
chaperoniim podobné struktury sestavuji proteinova vlakna na bakteridlnim povrchu, které
nasledn& mohou piechazet do fimbrialni nebo non-fimbrialni faze (napt. exospora) '¢!. Buriky
salmonel, které jsou fenotypové adhezivni, jsou mnohokrat vice pohlcovany fagocyty nez
bunky, které jsou fenotypové neadhezivni — bez fimbrii. Adhezivni faze buiiky vétSinou piezije
pohlceni fagocytem, zatim co non-adhezivni faze buiiky je vétSinou fagocytujici buiikou
usmrcena. Buiiky, jez dokazi exprimovat geny vedouci k tvorbé fimbrii, jsou virulentnéjsi a

maji vy$§i Sanci na kolonizaci hostitele >

4.5 Charakteristika hlavnich toxickych produktu bakterii rodu Salmonella

Salmonely produkuji n€kolik typti toxinl. JakoZto gramnegativni bakterie produkuji
lipopolysacharidovy endotoxin, ktery je nedilnou souc¢asti bunécéné stény. Lipopolysacharidovy
endotoxin je makromolekula, kterd vykazuje dilezité biologické aktivity. Je slozena z lipidu A
a ze specifického a zdkladniho polysacharidu. Lipid A je tzv. endotoxin, tedy struktura, ktera
je soucasti stény a je toxicka pro eukaryotické bunky. V nizkych koncentracich stimuluje
makrofigy hostitele, pfi vysokych koncentracich funguje jako tzv. superantigen '¢.
Superantigen je antigen ktery vyvoléd aktivaci velkého poctu lymfocytl, nezavisle na jejich
antigenni specifité !9, Lipid A tedy miize v organismu hostitele vyvolat septicky endotoxinovy
ok, ktery méize mit i letdlni nasledky '®*. Buriky Salmonely produkuji také exotoxiny,

konkrétné cytotoxin a enterotoxin '*.

Cytotoxiny jsou toxiny poskozujici membrany
eukaryotickych bunék, naptiklad hemolyziny a fosfolipazy (viz obrazek 14). Exotoxiny jsou
latky vylucované mikroorganismy do okolniho prostfedi. Exotoxiny se vazou na povrch
permisivnich eukaryotnich bun¢k prostiednictvim specifickych receptort, pronikaji do nitra
buniky a méni jeji fyziologické funkce. Tyto toxiny zpravidla katalyzuji jeden typ reakce a to
ADP-ribosylaci proteint v hostitelské burice, coz vede mj. k zastaveni proteosyntézy a nasledné

smrti buriky ¢4,
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Obrazek 14: Schématické znazornéni ptisobeni bakterialnich fosfolipaz na molekulu fosfatidylcholinu. Pievzato

7 165'

4.5.1 Fosfolipazy

Fosfolipazy ', jsou hydrolytické enzymy S$t&pici molekuly fosfolipidd. Déli se dle cilové
vazby, jenz Stépi na fosfolipdzu Al, jenz odstépuje acetylovy zbytek na C1 pozici
glycerolového zbytku. Fosfolipaza A2 odstépuje acetylovy zbytek na C2 pozici glycerolového
zbytku uvolfiujici arachidinovou kyselinu. Fosfolipidza B §tépi lyzoglycerofosfolipidy '¢’.
Fosfolipaza C odstépuje diacylglycerolovy zbytek a fosfolipaza D odstépuje fosfaditovou
kyselinu %%, Tyto mechanismy vedou k poskozeni cytoplazmatické membrany a nisledné Iyze

buiiky (viz Obrazek 14) 19

4.5.2 Hemolyziny

Hemolyziny '"° jsou toxiny proteinové a lipidové povahy, jenZ zpiisobuji lyzi erytrocyti,
leukocytl a trombocytl zni¢enim jejich cytoplazmatické membrany. Hemolyziny vytvaii pory

171" nebo jeji hydrolyzou '”>. Monomery hemolyzinii difunduji

ve fosfolipidové dvojvrstve
k cilovym builkdm a vazi se na specificky receptor. Po vazbé oligomerizuji a vytvari
heptamerové prstencové komplexy, které nasledné vytvareji vode propustné transmembranové
kanalky. NaruSeni membranového potencialu a iontové rovnovahy vede k praniku molekul
vody do buiky, jejimu nabobtnani, coz vede k poskozeni celistvosti cytoplazmatické
membrany, diky ¢emuz dojde ke smrti buriky !”. Salmonella typhimurium produkuje dva

hlavni hemolytické proteiny s oznagenim SipB a SipC 7.
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4.6 Genom Salmonella typhimurium

Salmonella Typhimurium, je hlavni pfi¢inou gastroenteritid u lidi. Non-tyfové salmoneldzy
zpusobené timto sérovarem na svété roéné postihuji miliony lidi a maji za nasledek mnoho
smrti. Chromozom Sérovaru Salmonella typhimurium LT2 obsahuje 4857 kb a jeho plasmid
virulence 93939 kb (viz Tabulka 1, 2). Genom Salmonella typhimurium LT2 kéduje 4463

proteint 7>,

Zakladni charakteristika genomu Salmonella typhimurium LT2 je zobrazena v obrazku 15.

Table 1 Genome essentials

Parameter Chromosome Plasmid pSLT
Size (bp) 4,857,432 93,839
G+C content 53% 53%
rBMA clusters 7 0
tRNASs 85 0
tRNA pseudogene 1 0
Structural RNAs 11 1
CDS (including pseudogenes) 4,489 108
CDS pseudogenes 39 6

Tabulka 1: Zakladni charakteristika genomu Salmonella Typhimurium LT2. Pfevzato z '°.

Genom Salmonella Typhimurium LT2 byl taktéZ srovnavan s genomy bakterii Salmonella
typhi, Salmonella paratyphi, Salmonella arizonae, dvéma sérovary Esherichia coli

(Escherichia coli méa genom nejvice podobny genomu Salmonel) a s Klebsiella pneumoniae.

Klebsiella pneumoniae je oportunni lidsky patogen, ktery je blizce ptibuzny se Salmonelami.
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Table 2 Coding sequence homologues shared by S. typhimurium LT2 and
eight other strains of enterohacteria

Median homology of
reciprocal best hit CDS
(%)
Organism Data source Homologues of DINA Amino acid
STM CDS
{%)"
S. entarica serovar
S. typhimurium LT2 Complete 100 100 100
sequence
S. typhi CT18 Complete 89 98 99%
sequence’
S. paratyphi A ~97% sequence 87/89 a8 99
sample/microarray
S, paratyphi B Microarray 92 == =
S, anzonas Microarray 83 - —
S. bongon Microarray 85 = -
E coi K12 Complete 71 80 90
sequence’
E. coli O157:H7 Complete 73 80 89
sequence’
K. pneumonias ~97% sequence 73 76 88
sample

* For sequenced genomes, reciprocal best hits, excluding unsampled regions; for microarrays,
signal ratio of 8. fyphimurium LT2 with genome is 3:1 or greater and based on roughly 4,330
S. typhimurium LT2 CDS. Raw data is available at http:/genome.wustl.edu/gsc/Projects/
S.typhimurium.

Tabulka 2: Srovnani spole¢nych genovych sekvenci u nékolika sérovart S. enterica a ptibuznymi bakteriemi celedi

Enterobacteriaceae. Pievzato z 1°.

Genové srovnani mezi ¢tyimi zcela dokoncenymi genomy, geneticky ptibuznych bakterii (S.
typhimurium LT2, S. typhi, E. coli K12 and E. coli O157:H7) ukazuje, ze genomy jednotlivych

bakterii jsou kolinearni pro vétsinu genti kromé inverzi pred koncem replikace 7778,

Ze 4 489 CDS a pseudogent nachézejicich se v chromozomu S. typhimurium se shoduji ve
2466 CDS a pseudogenech (55%), s dalSimi 8 pifibuznymi genomy bakterii z rodu

Enterobacteriaceae (viz Obrazek 15).
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Obrazek 15: Kompletni genova sekvence Salmonella typhimurium LT2 a porovnani homologie genti s pfibuznymi

bakteriemi &eledi Enterobacteriaceae. Pievzato z 17°.

V chromozomech stfevnich bakterii jsou mozaiky gentl, které se skladaji z oblasti kolinearné
prolozenych smyc¢ek nebo z ostrivkl typickych pro konkrétni bakteridlni druh. Tyto tzv.

»Salmonella pathogenicity islands* (SPIs) ovliviuji virulenci bakterie.

Vétsina kment Salmonella typhimurium nese plazmid, ktery obsahuje asi 90 kb. Plazmid
kmene LT2 se nazyva pSLT20 7. Ze 108 nalezenych CDS a pseudogenii v pSLT, maji jen tfi
blizky homolog k S. typhi a S. paratyphi 1%,
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5 PRUKAZ BAKTERII RODU SALMONELLA

Salmonely zkvaSuji glukézu, vétSinou jsou kataldza pozitivni, oxiddza negativni, redukuji
nitraty na nitrity a nesnaseji kyselé pH. VétSina salmonel (s vyjimkou S. typhi) vyuzivaji jako
zdroj uhliku citraty, dekarboxyluji lyzin, arginin a ornitin, produkuji sulfan. Test MRT (methyl-

red test) je pozitivni, V-P (Voges-Proskauer) test a indol je negativni.

Priikaz bakterii rodu Salmonella se v mléce a mléénych vyrobeich provadi dle normy CSN EN
ISO 6785, vétsinou kvantitativné, tzn., jedna se o prukaz, nebo vylou€eni pfitomnosti salmonel

v predepsané navazce vzorku, obvykle 25 g nebo 25 ml.
Zkouska zahrnuje Ctyfi po sobé jdouci stupné:

1) PfedpomnoZeni v neselektivni tekuté ptidé
2) Pomnozeni v selektivnich tekutych padach
3) Vyockovani na tuhé piidy a rozpoznani presumptivnich kolonii

4) Konfirmaci

Priikaz Salmonel je zaloZen na jejich odolnosti k barviviim, osmotickému tlaku a nékterym
antibiotikiim a na jejich biochemickych vlastnostech. Zkouseny vzorek se inokuluje do tekuté
zivné pudy pro neselektivni pomnoZeni — pufrovana peptonova voda (PPV médium) a inkubuje
se aerobné pii 37 °C po dobu 16 - 20 hodin. Ziskana kultura se pfeockuje do dvou tekutych
selektivnich ptid pro selektivni pomnoZeni: ptida s chloridem hofe¢natym a malachitovou zeleni
v modifikaci podle Rappaporta a Vassiliadise (RVS médium) a do ptdy se seleniCitanem a
cysteinem. RVS médium se inkubuje aerobné pii teploté 41,5 °C po dobu 24 hodin. Ptuda se

selenicitanem a cysteinem se inkubuje pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Ze selektivniho pomnoZeni se provadi vyockovani na dvé pevné selektivni pidy. Prvni tuhé
selektivni ptida je agar s briliantovou zeleni a fenolovou ¢erveni podle Edela a Kampelmachera.
Volba druhé tuhé selektivni pidy je ponechdna na rozhodnuti zkusebni laboratoie. Jako druhé
tuha selektivni pida se nej¢astéji pouziva agar s fenolovou €erveni a briliantovou zeleni, nebo
na jinou volitelnou ptidu (DC agar, bismut sulfitova ptida, EA, S-S agar, XLD agar), nebo na
chromogenni agar pro stanoveni salmonel, napiiklad Rambach agar. NaoCkované misky se
inkubuji aerobné pii 37 °C po dobu 24 - 48 hodin a zjist'uje se pfitomnost suspektnich kolonii

bakterii rodu Salmonella.
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Po kultivaci se z kazdé plotny tuhé selektivni ptidy vybere po péti typickych nebo suspektnich
koloniich, které se nésledné rozockuji na povrch ploten zivného agaru, tak aby umoznil vyvoj

dobie izolovanych kolonii. Plotny se inkubuji pfi teploté 37 °C po dobu 18 - 24 hodin.

z Cistych kultur se inokuluje ockovaci klickou do nésledujicich ptd: agar s gluk6zou, laktézou,
sachardzou a citranem Zelezitym; agar s mocovinou; pida k testovani dekarboxylace L-lyzinu;

prukaz B-galaktooxiddzy; Voges-Proskauerova reakce; testovani tvorby indolu (viz tabulka 3).

Pozitivni nebo

Konfirmacni test negativni % kment r. Salmonella
reakce vykazujicich reakci

TSI: glukoéza (tvorba kyseliny) + 100

TSI: glukoéza (tvorba plynu) + 91,9

TSI: laktoza (tvorba kyseliny) - 99,2

TSI: sacharéza (tvorba kyseliny) - 99,5

TSI: tvorba sulfanu + 91,6

Stépeni mocCoviny - 100

dekarboxylace L-Lyzinu + 94,6

tvorba -galaktozidazy - 98,5

Voges-Proskauerova reakce - 100

tvorba indolu - 98.9

Tabulka 3: Typy konfirmacnich testti pro konfirmaci bakterii Salmonella sp.

Lze také provadét sérologickou konfirmaci, tedy prukaz O, Vi a H antigenii na povrchu bakterii
rodu Salmonella. K prikazu se vyuziva metoda aglutinace suspenze ziskané z 1 CFU Ccisté
kultury. Pokud dojde k aglutinaci bun€k po ptidani O, Vi nebo H anti séra, tak se vysledek

povazuje za pozitivni.

Widalova reakce je klasicky aglutina¢ni test, kterym se prokazuje v séru pritomnost protilatek
proti O a H antigenim. Pokud jsou v séru pfitomny protilatky proti témto antigenim, tak budou
reagovat s prisluSnym antigenem, celou bakteridlni bunikou, v roztoku za vzniku aglutinatu,
ktery je wviditelny na testovaci destiCce nebo v kapilafe. V testu jsou pouzity celé

formaldehydem usmrcené bakteridlni bunky s O antigeny Salmonella typhi nebo H antigeny
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Salmonella paratyphi. Pii reakci Ab se somatickym antigenem vznika tzv. korpuskularni
aglutinat, pfi reakci Ab s flagellarnim antigenem vznikd tzv. chomackovity aglutinat. Dalsi
verzi aglutinacniho testu je tzv. LAT, kde jsou latexové mikrocastice potazené O antigeny
Salmonella typhi a H antigeny Salmonella paratyphi a reaguji se specifickymi protilatkami za

vzniku aglutinatu.
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6 PROTILATKY

Protilatky, téZ znamé jako imunoglobuliny '*°, jsou proteiny globularniho charakteru, primarng
produkované hlavné plazmatickymi bunikami. Tyto proteiny jsou imunitnim systémem
vyuzivany k identifikaci, oznaCeni a odstranéni patogenti, bakterii, vira a dalSich pro télo
nebezpecnych latek.

Light-chain

hypervariable
regions

Light chain

[
¥ Heavy chain
Antigen
binding  Fab
Heavy-chain
hypervariable
L == regions
T . Papain cleavage site
Interchain o = i
disulfide : Hinge region
bonds Papain cleavage sites
Biological Complement-binding region
ACTivity ;
mediation TC  Intrachain Carbohydrate
disulfide
bonds ¥y and ¥ variable regions
R Cand Cpy constant regions

Obrazek 16: Schématické znazornéni molekuly imunoglobulinu. Pievzato z 3.

Protilatky jsou glykoproteiny, které piedstavuji vétSinu gamaglobulinové frakce vsSech
sérovych proteini. Obvykle se molekula protilatky sklada se ze dvou tézkych fetézcu (,,Heavy
chain) a dvou lehkych fetézcli (,,Light chain®) (viz Obrazek 16), které se lisi nejen
molekulovovu hmotnosti, ale také slozenim aminokyselin. Retézce jsou vzajemné spojeny
kovalentni disulfidickou vazbou. Disulfidické vazby jsou i v ramci fetézct, jejich hlavni funkce
je stabilizace globularni formy molekuly a zvySeni rezistence vici proteazam. Na obrazku jsou

disulfidické vazby znédzornény Zlutou barvou.

Rozlisujeme nékolik izotypi protilatek, tzv. tfid. U savcl existuje pét izotypl protilatek
znamych jako IgA,IgG,IgE,IgD a IgM (viz Obrézek 17). Oznacuji se piedponou Ig-
imunoglobulin a 1i8i se biologickymi vlastnostmi, strukturou, funk¢énimi misty a schopnostmi
vézat se s riznymi formami antigent '*2. Imunoglobuliny G se dle specifické struktury a funkce
rozdeluji dale na podtiidy I1gGi, IgG2, 1gG3, IgG4. Podobné tomu je i u IgA, IgA1 a IgA2.
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U imunoglobulini rozliSujeme 5 typt tézkych fetézct, které maji molekulovou hmotnost 50 -
60 kDa. A to, a (alpha), y (gamma), 6 (delta), € (epsilon), and p (mi). Kazdy z tézkych tfetézct
se od sebe 1isi délkou a sloZzenim. o a vy jsou tvoieny zhruba 450 aminokyselinami, zatim co €
a pjsou tvofeny zhruba 550 aminokyselinami '3, U savcii byly identifikovany dva typy lehkych
fetézcl a to fetézec A (lambda) a k (kappa). Lehké fetézce jsou dlouhé od 211 do 217
aminokyselin a maji molekulovou hmotnost 23 — 25 kDa. Skladaji ze dvou domén, variabilni

doménou a konstantni doménou. Kazd4 protilatka ma vzdy jeden typ lehkého fetdzce '3,

IgM Pentamer

Kol {, VKed

W

Obrazek 17: Schématické znazornéni struktury imunoglobulint (IgG, IgD, IgA, IgE, IgM). Pievzato z ',

Zakladni molekula IgG se sklada ze dvou tezkych a dvou lehkych fetézcu (viz Obrazek 18),
kde je primérna molekulova hmotnost 150 kDa. Imunoglobuliny jsou dle chemické povahy
glykoproteiny. Napiiklad imunoglobulin G obsahuje ¢trnact potencialnich N-glykozyla¢nich
mist '*¢, kde mohou probihat glykozylace. Glykozylace probiha na Fc ¢asti imunoglobulinu a
vzdy jsou glykozylovand miniméalné¢ 2 mista. Glykozylace je jednou z nejbéznéjSich
posttranslaénich modifikaci '*’. Pii glykozylaci proteini dochazi k adici oligosacharidi na

polypeptidovy fetézec, nasledkem ¢ehoz se pozméni nativni struktura a ¢asto i funkce proteinu.
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Molekulova hmotnost se diky glykozylaci zvy$uje az na 180 kDa ', S mirou glykozylace
souvisi mj. rezistence glykoproteinu vic¢i protedzam a ovliviiuje stabilitu proteinu a jeho

polocas rozpadu (viz Tabulka 4).

Obrazek 18: Struktura molekuly lidského IgG. Protein skladajici se ze dvou ¢asti spojenych disulfidickymi mustky,
t&zkého (modie) a lehkého (Servend) fetézce. Cast lehkého fetézce oznaéena Vi oznaGuje variabilni doménu, zatim
co Cast Cp konstantni doménu lehkého fetézce. Tézky fetézec se sklada z jedné variabilni domény (Vy) a tii
konstantnich domén (Cul, Cu2, Cu3). Schopnost molekuly IgG vézat antigen je zprostfedkovana jeho Fab oblasti
skladajici se z heterodimeru Vi/Vy a heterodimeru Cyl/CyL. C-termindlni ¢ast Fc ¢asti je tvofena spojenim domén

Ch2 a Cu3. Fc cast zprostiedkovava efektorové funkce protilatky a ovliviiuje polocas protilatky v séru. Pievzato

z 189.

Rozpoznavani specifickych antigeni je zprosttedkovano Fab oblasti, zatimco efektorové
funkce, napt. aktivace komplementu, jsou zajiStény Fc Casti protilatky. Fab fragmenty se
skladaji z variabilnich a konstantnich domén lehkych a tézkych ftetézcli a sekvence
aminokyselin v této oblasti determinuje specifitu dané protilatky. Fragmenty Fc se skladaji
pouze z konstantnich domén tézkych fetézcii a zajistuji komunikaci s bunéénymi elementy
imunitniho systému '°°. Protilatky maji fadu vyznamnych funkci v imunitni odpovédi.

vewr

odpovédi, aktivace cytotoxickych reakei (zprostiedkované Tcps+ lymfocyty a NK bunikami).
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Immunoglobulin Classes 2

TABLE 1 Properties of Major lmmunoglobulin Classes

TG IgA 1eM gD IgE
Malecular formula HYa ML, Hyfty xyd, HaEy
As¥e Aty Aty Ay Az,
Monomers  Monomers, Pentamers Monomers  Monomers
dimers (+]
(+50.+ ] chain),
chain) hexamers
Subclasses -4 al-2 — — aad
Molecular weight 150,000 163,000 950,000 180,000 190,000
5o (W) .65 75,95 118 195 75 HS
Electrophoreric
mability v Fast y 1o Fast y o fi Fast ¥ Fast ¥
Carbohydrates (%) 3 7.5 12 12 12
Mo, of oligosachharide
chains per constant
region (1) (5} (al-2, (3, +4 [
+3 in hinge; i hinge)
wl=4 or 3)
Serum level
{mg/ml) ~10 -2 ~1.2 —004  ~3% 10
Half life (days) 23 3-6 5 28 15
(TgG3: 8)
Complement fixation
Classical -+ - + -
Alternative o + = = -

Tabulka 4: Charakteristika jednotlivych téid protilatek. Pfevzato z %,

Koncentrace celkovych IgG v séru, tj. nejvice zastoupené¢ho izotypu, se pohybuje ve

1 1. Protilatky jsou souéasti specifické imunitni odpovédi

fyziologickém rozmezi 8§ — 18 g/
humoralniho typu ’. Protilatky mohou vznikat ve dvou fyzikalnich formach, v rozpustné formé,
kdy jsou protilatky sekretovany plazmatickymi butikami volné do séra a jinych télnich tekutin,
nebo v nerozpustné formé, kdy je protilatka pfipojena na membranu B-lymfocytt a plni funkci
receptoru BCR. BCR receptor se nachdzi pouze na povrchu B-lymfocytii a usnadiuje aktivaci
téchto bunck nativni formou antigenu a jejich néslednou diferenciaci bud’ na plazmatické
bunky, které  vytvareji  sekre¢ni  formu  protilatky, nebo na  pamétové
B-lymfocyty. Pamétové bunky zajiStuji okamzitou reaktivitu imunitniho systému pfi

opakovaném kontaktu organismu s antigenem '*2,

6.1 Avidita a afinita protilatek

Reakce antigenu a protilatky je zaloZzena na nekovalentnich interakcich, které vznikaji
kombinaci vzniku vodikovych mustktl, hydrofobnich interakci, elektrostatistkych a van der
Waalsovych sil. Vazebné misto je vzdy svym tvarem a rozlozenim naboji v ném vice ¢i mén¢é
komplementarni ke struktufe na povrchu antigenu (epitopu), se kterym vytvaii komplex.

K popisu sily komplexu protilatka-antigen vyuzivame afinitu a aviditu. Afinita vyjadiuje silu
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mezi interagujicim epitopem s jednim vazebnym mistem protilatky. Afinita je v biochemii
definovéna jako Ka, tj. asociacni konstanta, a je vyjadfovana termodynamickymi principy jako

reversibilnichemicka reakce.

_ [Ab — Ag]
Ka = Tabliag]

Ka- Afinitni konstanta

[Ab]- moléarni koncentrace volnych vazebnych mist protilatky
[Ag]- molarni koncentrace volnych vazebnych mist antigen
[Ab - Ag]- molarni koncentrace komplexu protilatka-antigen

Jinymi slovy Ka popisuje kolik je existujicich komplexti protilatka-antigen po dosaZeni
rovnovazného stavu. Doba potiebna k dosazeni rovnovahy je zavisld na pocateCnim mnozstvi
interagujicich latek, na rychlosti jejich difuze v kapalné fazi a na rakénim objemu, kde reakce
probiha. Asociacni konstanta KA mlize nabyvat riznych hodnot dle typu a kvality protilatek od
10° mol™ az do 102 mol! a miize byt ovlivnéna faktory, jakymi jsou napi. pH, teplota, typ a

molarita pufru.

Afinita protilatek jde pomérné presné méfit u monoklonalnich protilatek (soubor protilatek
produkovanych jednim B-lymfocytem proti unikatnimu epitopu), jelikoZ jsou homogenni a
selektivni pouze pro jeden epitop, zatim co polyklondlni protilatky (soubor protilatek
produkovanych vice B-lymfocyty, proti riznym epitoptim) jsou heterogenni smés protilatek
lisicich se tfidou, epitopovou specifitou i afinitou. Sila interakce polyvalentni protilatky
s polyvalentnim antigenem vyjadfuje empiricky pojem avidita. Avidita je sumou vsech afinit,
tj. sila vazby mezi 1 vazebnym mistem protilatky a jednim epitopem antigenu, navySena o dalsi
tzv. nespecifické interakce molekul ve vodném prostiedi. Napiiklad desetivalentni molekuly
IgM se mohou velmi siln¢ vazat (s velkou aviditou) napf. na povrch bakterialni bunky
obsahujici velky pocet blizkych identickych antigennich mist, ackoliv afinita jednotlivych
vazebnych mist k epitopim byva nizkd. Komplexy antigenti s protilatkami (které také Casto

obsahuji komplementové fragmenty) se nazyvaji imunokomplexy '*>1%4,
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7 EXPERIMENTALNI CAST PRACE

7.1 Cile prace

Cilem prace bylo pfipravit specificky imunosorbent pro cilené vychytdvani patogennich
bakterii z kapalnych vzorkl potravin, konkrétné z mléka. Prace je soucasti projektu LOVE
FOOD 2 Marker realizovaného na Univerzité¢ Pardubice v tymu prof. Bilkové. Projekt ma za
cil pouzit imunosorbent pro izolaci, zakoncentrovani patogennich bakterii a prenést tyto
bakterie do mikroanalyzatoru, kde probchne lyze bakteridlni bunky, extrakce jeji DNA,
pomnozeni metodou PCR a nakonec detekce pomoci biosenzoru. Tato metoda by méla diky
imunomagnetické separaci vyrazn¢ zkratit kultiva¢ni krok a to z ptivodnich 18 — 24 hodin na
6 — 8 hodin v&etné identifikace zachycenych patogenti. Ukolem této prace bylo pfipravit a ovéfit
kvalitu imunosorbentu pro zachyceni bunc¢k Salmonella sp., pouZzit nosi¢ k izolaci bunék
z realného vzorku a vyhodnotit U¢innost a selektivitu tohoto nosi¢e na bazi magnetickych
mikrocastic.

Dil¢imi ukoly bylo:

1. Vybér a hodnoceni reaktivity 2 typu specifickych protilatek.
2. Vazba téchto specifickych protilatek na magnetické castice

3. Imunomagneticka separace patogennich bakterii Salmonella sp. z mléka

7.2 Material a metody

7.2.1 Reagencie a chemikalie

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC), sodna siil N-hydroxysulfosukcinimidu
(sulfo-NHS), 2-(N-morfolino)ethansulfonové kyseliny (MES), Hovézi sérovy albumin (BSA),
Tween 20, byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (). 3,3’-Diaminobenzidin tetrahydrochlorid
(DAB) a PVDF membrana (Immuno-Blot PVDF Membréna, 0.2um) byla zakoupena od Bio-
Rad (Hercules, CA, USA). Primarni protildtka: mysi monoklondlni protilatky IgG proti
Salmonelovému flagelarnimu proteinu (Virostat, Portland, ME, USA). Sekundarni protilatka:
kozi anti-mysi IgG-HRP byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Magnetické mikrocastice ProMag™ 1 Series COOH Surface Free od Bangs Laboratories, Inc.
(Fishers, IN, USA). VSechny ostatni pouzité chemikalie analytické Cistoty byly zakoupeny od
firmy Penta (Chrudim, Ceska republika). Voda pouzita pro piipravu pufrii byla filtrovana pies
TKA Smart2Pure systém (Thermo Scientific TKA, Niederelbert, Némecko). Plnotu¢né UHT

mléko (obsah tuku 3.5%) bylo zakoupeno v obchod¢ s potravinami.
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7.2.2 Bakterialni kultury

Salmonella. enterica subsp. enterica Le Minor and Popoff sérovar typhimurium ATCC 43971,
Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers ATCC 25922 (z Ceské sbirky
mikroorganismil, Brno, Ceska republika) byli péstovany na zivném agaru No. 2 (HiMedia,
Mumbai, Indie) pii 37 °C. Pro techniku Dot-Blot byly pouzity 18-24 h bakterialni
kulturySalmonella Typhymurium a Salmonella enterica subsp. Enterica, které byly
resuspendovany v PBS-pufru na optickou denzitu 1 pii 600 nm. Pro techniku Dot blot byla
z této suspenze pfipravena fedici fada o koncentracich 25, 50, 75 a 100 %. Pro
imunomagnetickou seperaci byly pouzity 18 - 24 h kultury S. Typhimurium a E. coli, které byly
resuspendovany v PBS-T pufru na hodnotu zakalu 0,6 McFarlanda (0,6 MF odpovida ziedéni
108CFU/ml) N4sledné byla v mléce piipravena fada fedéni aZ po teoretickych 10° CFU/ml.

7.2.3 Celobunéény dot-blot

Pro ovéfeni kvality protilatek proti buitkam Salmonel byla pouzita metoda celobunééného dot
blotu. Tato metoda byla provedena dle publikované metody '*>!°°. Pro tento experiment byl
pouzit pristroj DHM-96 ze Scie-Plast (Cambridge, UK) a vakuova pumpa (0,8 Bar). Na PVDF
membranu byla nanesena suspenze bakteridlnich bunck (S. Typhimurium, S. enterica subsp.
enterica) o pozadované koncentraci, BSA (5 png) a PBS pufr o objemu 100 pl. Po naneseni
vzorku na membranu byla provedena blokace membrany, pomoci 5% roztoku BSA v PBS-T
pufru. Blokace byla provadéna 1 hodinu, na tiepacce pii laboratorni teploté. Nasledné byla na
membranu nanesena primarni protilatka fedéna 1:1000 (PBS-T). Membrana s primarni
protilatkou byla inkubovana po dobu 1 h, pfi laboratorni teploté na tfepacce. Po inkubaci byla
pfidana sekundérni protilatka (konjugat s HRP- kienova peroxidaza) fedénd 1:1000 (PBS-T).
Inkubace probihala za stejnych podminek. Vizualizace byla provedena pomoci DAB jako
chromogenu a H>O: jako substratu. Inkubace se substratovym roztokem (DAB + 1ul 30% H20:>
rozpustit v 10 ml TBS pufru) probihala po dobu 30 minut, pfi laboratorni teploté, na tfepacce.
Pokud je reakce pozitivni, na membrané se tvoii fialové zbarveny tercik. V opaéném piipade,

pokud je reakce negativni, membrana ziistane bez barevné zmény.

7.2.4 Imobilizace protilitek na magnetické mikrocastice

Jeden mg mikroc¢astic (ProMag™ 1 Series COOH od Bangs Laboratories, Inc.;Fishers, IN,
USA) byl pétkrat promyt 0,1M MES pufrem (1 ml; pH 5) a aktivovan pomoci EDC (7,5 mg

48



EDC ve 0,25 ml 0,1M MES pufru) a sulfo-NHS (1,25 mg ve 0,25 ml 0,1M MES pufru). Objem
byl doplnén MES pufrem na 1 ml. Tato suspenze ¢éstic byla inkubovana pfi laboratorni teplot¢,
na rotatoru po dobu 10 minut. Poté byly ¢astice opét promyty 1 ml 0,1M MES pufru pH 5. Po
promyti bylo k ¢asticim piidano 25 pg anti-Salmonella 1gG a objem byl doplnén na 1 ml.
Castice s anti-Salmonella 1gG byly inkubovany pfi teploté 4 °C, na rotatoru pies noc. Poslednim
krokem je promyti takto biofunkcionalizovanych ¢astic: dvakrat 0,1M MES pHS5 pufrem,
jednou promyt stejnym pufrem obsahujicim 1M NaCl a poté pétkrat promyt opét 0,1M MES
pHS pufrem.

7.2.5 Imunomagneticka separace

Imunomagneticka separace byla provedena ve vsadkovém uspotadani. 50 ug pripraveného anti-
Salmonella nosi¢ebylo tfikrdt promyto 1 ml PBS-T pufrem. Takto piipravené
biofunkcioalizované ¢astice byly smichany s 50 pl mléka uméle obohacenéhoSalmonellovou
kulturou (nebo smési kultur bakterii Salmonella Typhimurium a E. coli) o pozadovanych
koncentracich. Inkubace probihala na rotatoru, pfi laboratorni teplot¢ po dobu 50 minut. Po
inkubaci byly komplexy ¢astice-bakterie magneticky separovany, supernatant byl odebran (VF;
vazebna frakce) a promyty 40 ul PBS-T pufru na tfepacce, pfi laboratorni teploté po dobu 28
minut. Céstice byly magneticky separovany a supernatant byl odebran (PF; promyvaci frakce).
Po promyti byly &éstice s ptivodni koncentraci bunék 10* a 10* resuspendovany v 100 pl PBS-
T pufru a vyotkovany na zivné médium. Castice s ptivodni koncentraci bunék 10°a 10° byly
resuspendovany v 1 ml a vyockovany dvakrat vobjemu 100 pl. VF a PF z
ptivodnich koncentraci bungk 10° a 10* byly vyockovany v celém objemu na Zzivné médium. VF
a PF z ptivodnich koncentraci bungk 10° a 10° byly ziedény 210 pl PBS-T pufru a vyockovany
dvakrat v objemu 100 pl na zivné médium. Bakterie byly kultivovany 18-24 hodin pti 37 °C.

Po kultivaci byl spo¢itan nartst kolonii u jednotlivych Petriho misek.

7.2.6 Vysev bakterii na Petriho misky a metodika vypoctu pri kvantifikaci
bakteridlnich bunék

Pti téchto experimentech byla pouzita standartni technika kultivace bakterii na Petriho miskach.

Pocet CFU na plotné byl vyhodnocen a byla vypoctena G¢innosti zdchytu. Pfi experimentech

s buitkkami bakterii Salmonella Typhimurium byl pro jejich kultivaci pouzit Zivny agar No. 2

(HiMedia, Mumbai, Indie). Pii pokusech se smiSenou bakteridlni kulturou (Salmonella

Typhimurium, E. coli) byl pouzit jako Zivné médium Rambach agar (Merck Millipore,

Darmstadt, Némecko). Pro vypocet efektivity zachytu byly pouzity VF, PF a castice se
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zachycenymi bunikami. Po 18 - 24 h inkubaci pti 37 °C byly spocitany vSechny narostl¢ kolonie.

Tato data byla pouzita pro vypocet efektivity zachytu, dle vzorce:

N,
Efektivita zachytu (%) = N—C x 100
t

N¢— suma veskerych bun¢k zachycenych na ¢astice (CFU/ml)
No — celkovy pocet bun€k v reakci (vazebna frakce, promyvaci frakce, zachycené buiky)

Veskera stanoveni poct bunék z jednotlivych ziedéni se provadéla minimalné v triplikatech.

7.3 Vysledky a diskuze

7.3.1 Vybér a hodnoceni reaktivity specifickych protilatek.

S cilem pfipravit imunosorbent pro izolaci patogennich bakterii rodu Salmonella sp. byly
vybrany dva typy specifickych protilatek. Jednalo se o protilatky namifené proti somatickému
antigenu, kozi anti-Salmonella CSA-1 Ab, a proti Salmonelovému flagelarnimu antigenu, mysi

monoklondlni protilatky proti Salmonellovému flagelinu.

Kvalita protilatek byla hodnocena metodou SDS-PAGE, kde byla stanovena Cdistota a
homogenita IgG protilatek.

MM kozi anti-Salmonella CSA-1 Ab

Obrazek 19: Snimek gelu SDS-PAGE. Barveno amoniakalnim stiibrem.
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Jak je na obrazku ziejmé, protilatky tfidy IgG jsou celé, nejsou rozpadlé na jednotlivé fetézce
anejsou fragmentované. Takovéto protilatky je mozné pouzit pro vazbu specifickych protilatek

na povrch magnetickych mikrocastic.

Reaktivita protilatek proti Salmonelovému flagelarnimu proteinu byla hodnocena metodou
celobunééného dot blotu. Pozitivni reakce, tj. reaktivita vybranych protilatek s bakteridlnimi

bunkami, se projevuje intenzivnim zabarvenim bodu, kde reakce probihala.

Obrazek 20: Ptiklad hodnoceni reaktivity protilatek. (U1) 25% koncentrace bunék, (U2) 50% koncentrace
bunék, (U3) 75% koncentrace bunc¢k, (U4) 100% koncentrace bunék, vztazeno na zékal 1 McFarlanda. (U5)
BSA, (U6) PBS-T puft, (U7) blank.

Obrazek 21: Snimek PVDF membrany s nanesenymi vzorky po obarveni. Na této membran¢ byly naneseny

bunky Salmonella enterica subsp. enterica. Vizualizace pomoci DAB jako chromogenu a H,0» jako substratu.
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Obrazek 22: Snimek PVDF membrany s nanesenymi vzorky po obarveni. Na této membrané byly naneseny

bunky Sal/monella Typhimurium. Vizualizace pomoci DAB jako chromogenu a H,O, jako substratu.

Snimky (obrazky 21, 22) byly vyhodnoceny ChemiDoc™ XRS+ systémem.

Vzorek |S. entericasubsp. enterica| Salmonella Typhimurium

Ul 30805 847,00 34 477 387,00
U2 30994 267,00 35358 943,00
U3 35560 719,00 38128 391,00
ua 33811 679,00 37 769 235,00
U5 30721979,00 34 266 023,00
ue 30004 355,00 33490 827,00
U7 25503 419,00 29773 947,00

Tabulka 5: Denzitometrické vyhodnoceni dot blot metody

Ze snimkl (Obrazky 21 a 22 a tabulky 5) je patrné, Ze protilatky nevykazuji dostatecnou
reaktivitu proti Salmonelovému flagellarnimu proteinu, tudiz nejsou vhodné pro ptipravu

imunosorbentu a naslednou imunomagnetickou separaci bunék Salmonella sp. z mléka.

Hodnoceni reaktivity protilatek (kozi anti-Salmonella CSA-1 Ab) proti télovému antigenu,
bylo hodnoceno metodou celobunééného dotblotu a bylo provedeno pani Mgr. Pavlou

KruliSovou.
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Obrazek 23: Snimek celobunééného dot-blotu a schéma aplikace vzorkd. (1) Buiiky bakterie Salmonella sp., (2)
LPS 5 ng, (3) BSA 5 pg, (4) PBS puftr. Vizualizace pomoci DAB jako chromogenu a H,O» jako substratu.

4

Ze snimku (Obrazek 23) je patrné, Ze protilatky proti t€lovému antigenu vykazuji dostate¢nou

reaktivitu vici bakteridlnim bunkam Salmonella sp.

7.3.2 Vazba specifickych protilatek na magnetické castice

Jeden mg mikrocastic ProMag COOH byl pétkrat promyt 0,1M MES pufrem (1 ml; pH 5) a
aktivovan pomoci EDC (7,5 mg EDC ve 0,25 ml 0,1M MES pufru) a sulfo-NHS (1,25 mg ve
0,25 ml 0,1M MES pufru). Objem byl doplnén MES pufrem na 1 ml. Tato suspenze ¢astic byla
inkubovana pfi laboratorni teploté, na rotdtoru po dobu 10 minut. Poté byly ¢astice opét
promyty 1 ml 0,1M MES pufrem pH 5. Po promyti bylo k ¢asticim ptidano 25 pg protilatky,
kozi anti-Salmonella CSA-1 Ab, a objem byl doplnén na 1 ml. Castice s protilatkou byly
inkubovany pii teploté 4 °C, na tfepacce, pies noc. Po inkubaci byly Castice op€t promyty, a to
dvakrat 0,1M MES pH 5 pufrem a jednou stejnym pufrem obsahujicim 1M NaCl. Nésledné
byly jesté promyty 0,1M MES pHS5 pufrem.

7.3.3 Imunomagneticka separace patogennich bakterii z mléka

Pfipraveny imunosorbent byl pétkrat promyt PBS-T pufrem a nésledné byly ¢astice magneticky
separovany. K 50 pg imunosorbentu bylo ptfiddno 50 pl UHT mléka, které bylo uméle
naoc¢kovano patogennimi bakteriemi rodu Salmonella pti koncentracich 10° - 10 CFU/ml.
Inkubace byla provadéna na tfepacce, pii laboratorni teploté, po dobu 50 minut. Poté byly
Castice magneticky odseparovany, byla odebrana vazebna frakce (VF). Nasledné byly castice
promyty ve 40 ul PBS-T pufru, inkubace probihala na ttepacce, pii laboratorni teploté po dobu
28 minut. Po promyti byly ¢astice opét magneticky separovany a byla odebrana promyvaci

frakce (PF).

Poté byly &astice s pivodni koncentraci bungk 10° a 10° resuspendovany v 1 ml a vyockovany

dvakrat v objemu 100 pl. VF a PF z pivodnich koncentraci bungk 10° a 10* byly vyockovany
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v celém objemu na zivné médium. VF a PF z piivodnich koncentraci bunék 10° a 10° byly
ziedény 210 pl PBS-T pufru a vyockovany dvakrat v objemu 100 pl na Zivné médium. Bakterie
byly kultivovany 18-24 hodin pti 37 °C. Po kultivaci byl spocitan narist kolonii u jednotlivych

Petriho misek.

Ziedéni Pocet CFU zachycenych na imunosorbent]Pocet CFU z VF a PF
10"3 127 33
1073 158 14
1073 - -
1074 966 61
0onM 820 83
1074 728 91
1075 4370 555
1075 3935 668,5
1075 3970 -
1076 23980 4868
106 25100 3784
1076 19600 -

Tabulka 6: Pocty zachycenych a nenavazanych bunék na imunosorbent. Prvni experiment.

Ziedéni Pocet CFU zachycenych na imunosorbent]Pocet CFU z VF a PF
10"3 45 6
1073 a4 13
1073 47 9
oM 410 71
10nM 394 82
10M 459 65
1075 2285 293
1075 2895 -
1075 2410 -
1076 21035 2305
106 16100 2407
1076 23735 1816

Tabulka 7: Pocty zachycenych a nenavazanych bunék na imunosorbent. Druhy experiment.

Efektivita zachytu (%) byla vypoctena dle nasledujiciho vztahu:
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N
Efektivita zachytu (%) = N_C x 100
t

N¢— suma veskerych bun¢k zachycenych na ¢astice (CFU/ml)
No — celkovy pocet bun¢k v reakcei (vazebna frakce, promyvaci frakce, zachycené buiky)

Veskera stanoveni pocti bun€k z jednotlivych ziedéni se provadéla minimalné v triplikatech.

Uginnost zachytu byla vyhodnocena formou grafu, viz Obrazky 24 a 25.
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Vychozi fedéni patogennich bunék (CFU)

Obrazek 24: Imunomagneticka separace bun¢k bakterii rodu Salmonella Typhimurium. Prvni experiment.
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Obrazek 25: Imunomagneticka separace bun¢k bakterii rodu Salmonella Typhimurium. Druhy experiment

Ptredpokladané mnozstvi bunc¢k v jednotlivych frakcich bylo ovéfeno vysevem aliquoti
kapalnych vzorkid mléka pfed imunomagnetickou separaci. Takto bylo urceno celkové
mnozstvi bunék ve vzorku mléka. Uginnost zachytu byla stanovena v procentech vztazeno
k zjisténému poctu kolonii (CFU) v promyvacich a vazebnych frakcich (Tabulka 8). Timto
experimentem bylo potvrzeno, Ze lze pomoci magnetickych ¢astic bakterialni bunky
Salmonella sp. specificky separovat ze vzorku mléka a mnozstvi zachycenych buné¢k

kvantitativné vyhodnotit.

Dalsi experiment mél potvrdit, zda je nosi¢ dostatecné specificky a nedochazi vlivem

nespecifické sorpce k zachytu i dalSich nepatogennich bakterii a mikroorganismd.

Imunomagneticka separace z mléka infikovaného S. typhimurium a E. coli.

Pocet CFUE. coli zachycenych IMS Pocet CFUS. Typhimurium zachycenych IMS
13 368
18 315
8 376

Tabulka 8: Pocty bunék izolovanych na magnetické castice z jednotlivych triplikata.
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Obrazek 26: Imunomagneticka separace S. Typhimurium z mléka uméle infikovaného S. Typhimurium a E. coli v poméru

1:1.

Z grafu (Obrazek 26) vyplyva, ze nosi¢ je dostatecné specificky a prednostné vychytava buiky
patogennich bakterii Salmonella sp. dle specificity protilatek navazanych na povrch
magnetickych cCastic. Pfi primémém zachytu bunék patogenni bakterie rodu Salmonella
Typhimurium, tedy 353 CFU, ¢inila nespecifickd sorpce bunék E. coli na nosi¢, v priméru
pouze 3,6 %. Pfi nésledujicich experimentech by bylo vhodné otestovat i fedéni, kde bude

prevaha bun¢k E. coli (napt. 100:1, 1000:1).
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8 ZAVER

Patogenni bakterie rodu Salmonella sp. jsou ptvodci neptijemnych, ¢i zivot ohrozujicich
onemocnéni. Jedinou ucinnou obranou je jejich vcasnd detekce, nejlépe uz u primarni
potraviny, tedy v nasem piipad¢ mléka. Soucasna metodika priikazu bakterii Salmonella sp. je
zdlouhava (prukaz vcetné identifikace trva 3 - 5 dni), a ndro¢na, jak na personal, tak na vybaveni
laboratote. Cilem nasi prace bylo vyvinout nosi¢, na bazi magnetickych ¢astic s kovalentné
navazanou protilatkou, ktey bude efektivné vychytavat buiiky patogennich bakterii Sa/monella
sp. z mléka. Tento cil se ndm podafilo splnit. Nami pfipraveny imunosorbent vykazoval

efektivitu zachytu az 91,3 %.
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