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Uvod

Magnetické nanocéstice (MPs) nachédzeji uplatnéni
v Siroké $kale biomedicinskych a biotechnologickych obo-
ri. Hojn€ se pouzivaji pro izolaci a detekci biomolekul,
jako jsou nukleové kyseliny ¢i bilkoviny, ale také pro izo-
laci a detekci riznych typt bunck vcetné mikroorganis-
ma'?. Jejich prednosti jsou piiznivé fyzikalni vlastnosti,
diky nimz je pfi jejich pouziti pro izolaci a separaci analy-
tu dosahovéno vySsi selektivity ve srovnani s béznymi
metodami. Izolace a detekce mikroorganismi a jejich bio-
komponent patii mezi jeden z rozvijenych smért uplatnéni
MPs (cit.>?). Mezi klinicky velmi vyznamnou skupinu
prokaryot fadime bakterie rodu Staphylococcus, pfedevsim
Staphylococcus aureus, ktery se prirozené¢ vyskytuje na
kiizi a sliznicich teplokrevnych zvifat a lidi*. V uréitych
pfipadech mize tento mikroorganismus zpusobit infekce
v rozsahu od mirnych zanéti kuize a meékkych tkani az po
zivot ohrozujici sepse, syndrom toxického Soku a nekroti-
zujici pneumonie’. Kromé toho S. aureus zptsobuje ne-
bezpeéné nozokomialni infekce ve zdravotnickych zatize-
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nich s multirezistenci n€kterych kmend k doposud zna-
mym antibiotikam®. Vyzkum vénujici se studiu mechanis-
mi rezistence je velmi intenzivni a jednim z nejvyznam-
n¢jsich objevenych mechanismi je vztah zine¢natych ion-
tt k methicilinové rezistenci u stafylokokd’.

Obsah zinku v bufice musi byt regulovan, pficemz
zine€naté ionty jsou v intracelularnim prostoru u mikroor-
ganismil v prebytku. Regulace bunééné homeostazy je tak
usmérilovana ruznymi bunéénymi mechanismy, které za-
brafiuji nadmémému piijmu zinku®. Je nutné, aby byly
mikroorganismy schopny tyto ionty pfijimat pomoci riz-
nych transportnich systémil. V bakterialnich bunkach mu-
ze byt jeden prvek pfenaSen nékolika typy pfenaseci, stej-
n¢ tak jeden pfenase¢ muze transportovat vice typd iontl
kovii'?. Predpoklada se, ze dileZitou roli v penosu zinku
hraji chaperony, pfesny mechanismus vSak znam neni.
Prace Hankeho" naznatila, e specifi¢nost vazby zine¢na-
tych ionth mize byt spojena s riznymi proteiny obsahuji-
cimi zinek.

Cilem této prace bylo navrhnout plné automatizova-
nou izolaci bakterii S. aureus pomoci paramagnetickych
castic modifikovanych protilatkou. V dal$im kroku jsme se
zaméfili na optimalizaci detekce zine¢natych iontl
v bakteriich S. aureus, které jsme vystavili tfem riznym for-
méam Zn** (ZnCly, ZnSO4, Zn(NOs),) po dobu 12 hodin.

Experimentalni ¢ast
Aparatura

Kultivace bakterii probihala na termostatované tie-
pacce, Incubator Hood TH 15, Edmund Buhler GmbH,
Némecko. Pro méfeni zakalu v pribéhu kultivace byl pou-
zit spektrofotometr Specord 210 (Analytic Jena, Némecko)
s termostatem F12/ED (Julabo, Némecko). Bakterie byly
dezintegrovany pomoci ultrazvukové jehly (Bandelin,
Némecko). Pro automatickou izolaci bunék byla vyuzita
automaticka pipetovaci stanice epMotion 5075 (Eppen-
dorf, Némecko).

Vzorky pro analyzu Zn** byly mineralizovany pomoci
mikrovinného rozkladu Microwave Anton Paar 3000
(Anton Paar, Rakousko) a nasledné pouzity pro elektro-
chemické stanoveni Zn®*, které probihalo na automatizo-
vaném elektrochemickém analyzatoru slozeném z auto-
sampleru (Autosampler 813 Compact) a méfici jednotky
VA Computrace 797 (Metrohm AG, Svycarsko). Systém
je dale tvoten pumpou, kterd davkuje elektrolyt do mérné
cely (s pfesnosti na jednotku pl). Druhd pumpa davkuje
roztok Zn** o koncentraci (100 pmol I'") a je vyuZita pro
metody standardniho pfidavku. Dale systém obsahuje dvé
peristaltické pumpy (Metrohm 772 Pump Unit, fizenych

*Prezentovano Evou Jilkovou na 15. rocniku celostdtni soutéZe o nejlepsi studentskou védeckou prdaci v oboru analytické
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pomoci Metrohm 731 Relay Box), které se vyuZivaji na
oplach méfici cely.

Pro pozorovani a fotodokumentaci vzorkii bakterie
Staphylococcus aureus byla pouzita metoda odraZenych
elektronti na pfistroji FEG-SEM Tescan MIRA 3 XMU
(Tescan, CR). Sledované vzorky byly pro uéely elektrono-
vé mikroskopie pokoveny 5nm ¢4sticemi zlata pomoci
vakuové naprasovacky Emitech K950X (Quorum Techno-
logies, Velka Britanie).

Chemikalie

ZHClz, ZHSO4, ZH(NO3)2, HNO3, H202, N32PO4,
Na,HPO,, Imunoglobulin G (IgG) z lidského séra, hovézi
sérovy albumin, NaN;, HCI, NaCl, KCl, (NH,4),SO,4, Twe-
en-20 a H3BO; v ACS distoté (firemni oznaceni) byly za-
koupeny od firmy Sigma-Aldrich, USA. Médium pro kul-
tivaci bakterii (masovy pepton 5 g1, NaCl 5 g I, hovézi
extrakt 1,5 g "', kvasni¢ni extrakt 1,5 g I, pH 7,4+0,2)
bylo poftizeno od firmy HIMEDIA, Indie.

Paramagnetické Castice Dynabeads® MyOne™ Tosy-
lactivated byly pofizeny od firmy Invitrogen, Norsko. Pro
vyménu pufri béhem piipravy paramagnetickych castic
modifikovanych protiladtkami byly pouzity kolonky Ami-
con Ultra 0,5 s membranou 50 K (Millipore, USA).

Pracovni postupy

Kultivace bakterialni kultury S. aureus

Pro vSechny experimenty byl pouzit S. aureus (NCTC
8511, Ceska sbirka mikroorganismu, Brno, Ceska republi-
ka), ktery byl uchovavan na masopeptonovém agaru. Kul-
tivace probihala v tekutém médiu (masovy pepton 5 g1,
NaCl 5¢g !, hovézi extrakt 1,5 g "', kvasniéni extrakt
I,5g I, pH 7,4+£0,2, HIMEDIA, Indie). S. aureus byl
kultivovéan na tfepacce (600 rpm, Incubator Hood TH 15,
Edmund Buhler GmbH, Némecko) pii 37 °C po dobu
6 hodin, dokud nebyl zikal kultivované kultury roven hod-
noté 0,1 pti vinové délce 600 nm (Specord 210, Analy-
tikJena, Neémecko). Narostla bakterialni  kultura
v exponencialni fazi ristu byla dana do osmi 100ml Erlen-
meyerovych banék, ke kterym bylo pfidano 0, 1,5, 5, 10,
25, 50, 100, 250 pmol I"! Zn*" (ZnCl,, ZnSO4, Zn(NO3),).
Roztok byl promichan a pipetovan do plastovych kyvet
(AnalytikJena, Némecko) o objemu 3 ml. Nasledné byla
na spektrofotometru (SPECORD 210, AnalytikJena, N¢-
mecko) v 30minutovych intervalech po dobu 24 h méfena
absorbance pfi vinové délce 600 nm. Kyvetovy systém byl
zahfivan termostatem na teplotu 37 °C (F12/ED Julabo,
Neémecko). Vsechna méfeni byla provedena pétkrat. Vy-
sledné absorbance byly zprimérovany a piepocitany ke
kontrolni variantd (0 pumol I'' Zn**, ktera ptedstavovala
100 %. Pro izolaci bunék a zinkovych proteind S. aureus
bylo odebrano 25 ml narostlé kultury a k ni bylo pfidano
100 pmol I'' ZnCl,, takto p¥ipraveny vzorek byl kultivo-
van na tiepacce (Incubator Hood TH 15, Edmund Buhler
GmbH, Némecko) pii 600 RPM 37 °C po dobu 6 hodin.
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Priprava vzorkii pro detekci mnozstvi zinku

100 ml vzorku S. aureus, které byly odebrany ze Sik-
mého agaru do tekutého média a inkubovany na tfepacce
pti 37 °C po dobu, nez zékal odpovidal absorbanci 0,1,
bylo pipetovano do osmi 100ml Erlenmeyerovych banék
a byl pridan zinek(II) v koncentracich 0; 1,5; 5; 10; 25; 50;
100; 250 pmol 1™ (ZnSOy, ZnCl,, Zn(NOs),). Piipravené
vzorky byly inkubovény a tfepany 24 h ptfi 37 °C. Po 24
hodinach bylo z takto pfipravenych vzorkd odebrano 2 ml
vzorku do mikrozkumavky a probéhla centrifugace pfi
1500 rpm po dobu 15 min. U 500 pl supernatantu bylo
zméfeno mnozstvi zinku, zbytek byl odseparovan
a ziskané bunky byly 3krat promyty fosfatovym pufrem,
pH 7 o koncentraci 0,1 mol I"". Po poslednim promyti bylo
k bunkam ptidano 1,5 ml fosfatového pufru. Takto pfipra-
veny vzorek byl ultrazvukovan pomoci ultrazvukové jehly
po dobu 2 min. Poté byly vSechny vzorky 5 min tfepany na
vortexu (420 rpm) a poté 15 min centrifugovany. Ze ziska-
ného supernatantu bylo odebrano 500 pl na detekci volné-
ho zinku. K ziskanym bunikdm bez supernatantu bylo pfi-
dano 350 ul HNO; a 150 pl H,O, a takto pfipravené vzor-
ky byly mineralizovany. Mineralizace probihala
v aparatuie Microwave Anton Paar 3000 po dobu 50 min
(10 min — 50 W, 30 min — 100 W, 10 min — 0 W)*.
U 500 pl zmineralizovaného vzorku bylo detegovano
mnozstvi vazaného zinku. Tento postup byl pievzat
z publikace Hynek a spol.®.

Modifikace paramagnetickych castic

Pro kovalentni imobilizaci IgG byly pouzity paramag-
netické castice (Dynabeads®MyOne™ Tosylactivated,
Invitrogen, Norsko). Bylo pouzito 1000 pg IgG na 25 mg
paramagnetickych ¢éstic. Pfed navazdnim byl odstranén
azid sodny a pH roztoku bylo upraveno na 2,5 piidavkem
HCL. Po 15 min byly protilatky vloZzeny do fosfatového
pufru (PBS, pH 7,4). Pro vSechny filtrace byly pouzity
filtry Amicon Ultra 0,5 s membranou 50 K (Millipore,
USA). Kovalentni imobilizace byla provedena v celkovém
objemu 625 pl v 0,1 M boratovém pufru (pH 9,5) s 0,1 M
(NHy4),SO4 po dobu 24 h za mirné rotace. Volny povrch
¢astic byl nésledné zablokovan 0,5% hovézim sérovym
albuminem (BSA) ve fosfatovém pufru s pfidavkem
0,15 M NaCl (PBS) (w/v) s 0,05% Tween-20 (v/v) po dobu
10 h. Po zablokovani byly castice tiikrat promyty 1 ml
promyvaciho pufru (0,1% BSA v PBS (w/v) s 0,05% Twe-
en-20 (v/v)) a nasledné resuspendovany v 625 ul skladova-
ciho pufru (promyvaci pufr s 0,02% NaNs (w/v)).

Plné automaticka imunoseparace

Pro automatickou izolaci bunék byla vyuzita automa-
tickd pipetovaci stanice epMotion 5075 (Eppendorf, N¢-
mecko). Tento pfistroj obsahuje pfislusenstvi, které bylo
pouzito pro potfeby imunomagnetické separace, a to mag-
neticky separator (Promega), termostat (Epthermoadapter
PCR96) ModuleReservoir, s promyvacimi roztoky a nado-
bou na odpad. Prenos zabezpeCuje robotick¢é rameno
s pipetovacimi néstavci (TS50, TS300, TS1000) a piemis-
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tovaci chyta¢ (TG-T). Vzorky jsou umistény v adaptéru
Ep 0,5/1,5/2 ml. Zatizeni je ovladano mikroprocesorem a
editace programové sekvence byla provedena v epEditoru
4.0. Jako pracovni jednotky jsou pouzivany 96 hluboko
jamkové mikrotitracni desticky (DPW). Pro pfipravu vzor-
ki byly pouzity dvé platformy: Thermorack pro 24 x 1,5 —
2 ml mikrozkumavek, a mikrotitra¢ni desticka s jamkami
o objemu 1000 pl. Imunoseparace probéhla pomoci mag-
netické podlozky (Promegacorp, USA), nasledné byly
odseparované vzorky piepipetovany do nové DPW destic-
ky. Takto pripravené vzorky byly pouzity pro elektroche-
mické stanoveni Zn*".

Mikroskopicka analyza S. aureus

Bakterie byly pfefiltrovany pfes injekéni filtry (0,45
a 0,2 um) a promyty ve dvou krocich ethanolem (70%,
100%). Sledované vzorky byly nasledné pokoveny 5 nm
Casticemi zlata pomoci vakuové naprasSovacky Emitech
K950X (Quorum Technologies, Velka Britanie). Pro pozo-
rovani a fotodokumentaci vzorkd bakterie Staphylococcus
aureus byla pouzita metoda odrazenych elektronll na pii-
stroji FEG-SEM Tescan MIRA 3 XMU (Tescan, CR).
Tento model skenovaciho elektronového mikroskopu
(SEM) je vybaven detektory a snimaci obrazu s nizkou
hladinou Sumu pii rychlém skenovani. SEM byl vybaven
detektorem SE typu Everhart-Thronley, vysokorychlostni-
mi scintilatory YAG na BSE detektoru, detektorem pan-
chromatické katodové luminiscence (CL) a EDX spektro-
metrem. Vzorky byly potazeny 3 a 5 nm uhliku, aby se
zabrénilo nabijeni vzorku. Byly testovany rtizné podminky
pro pofizeni citlivého fotozdznamu s maximalnim moz-
nym zvétSenim tak, aby bylo dosazeno bud’ minimalniho,
nebo maximalniho kontrastu bakterialniho materialu oproti
¢asticim, na n&€Z jsou navazany. Zaznam probihal pii
urychlovacim napétim 5, 10, 15 a 25 kV a proudech
0 1-5nA. Za vSech vySe zminénych podminek byly ziska-
ny uspokojivé vysledky.

Elektrochemické stanoveni zinecnatych iontu

Pro stanoveni obsahu Zn®>" ve vzorcich jsme pouzili
elektrochemicky analyzator (viz ¢ast Aparatura). Systém je
dale tvofen pumpou, kterda davkuje elektrolyt do mérné
cely (s pfesnosti na jednotku pl). Druha pumpa davkuje
roztok Zn** o koncentraci 100 pmol I'" a je vyuzita pro
metody standardniho ptidavku. Dale systém obsahuje dvé
peristaltické pumpy (Metrohm 772 Pump Unit, fizené po-
moci Metrohm 731 Relay Box).

Vysledky a diskuse
Sledovani bakterialniho ristu

Primarn€ byla sledovana rlstovd charakteristika
S. aureus spektrofotometricky pfi A=600 nm. Na pocatku
experimentu byla pouzita bakteridlni kultura rostouci
24 hodin, ze které byla do ¢istého media pfipravena starto-
vaci kultura o OD 0,1. Narostla bakterialni kultura S. au-
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reus byla pipetovana do osmi 100ml Erlenmeyerovych
bangk, ke kterym bylo pfidéno 0; 1,5; 5; 10; 25; 50; 100;
250 umol 1" Zn** (ZnCl,, ZnSO,, Zn(NOs),). Roztok byl
promichan a pipetovan do plastovych kyvet o objemu
3 ml. Nasledné byla na spektrofotometru v 30minutovych
intervalech po dobu 12 h méfena absorbance pii vlnové
délce A2=600 nm. VSechna méfeni byla provedena v péti
opakovanich. V pfitomnosti Zn(NO;), a ZnCl, buiky
S. aureus rostly se zjevnym rozdilem mezi pfidanymi kon-
centracemi oproti bufikdm kultivovanym v pfitomnosti
ZnSOy (obr. 1A). U bakterii s aplikaci Zn(NOs), byl rlst
u jednotlivych variant vici varianté kontrolni inhibovan:
u koncentrace 1,5 pmol "o 10 %; 5 pmol 1! o 21 %;
10 umoll" o 24 %; 25 umol1™" o 32 %; 50 pmol I''
033%; 100 umol I o 44 %; 250 umoll' o 88 %
(obr. 1A).

Po aplikaci ZnSO, byl rlst bakterii vyrazné inhibovan
jiz u nizkych koncentraci. Rust u varianty ZnSO, byl inhi-
bovan u koncentrace 1,5 umol 1" o 63 %; 5 umol I
068%; 10 pumol I 0 70 %; 25 pmol I'' 0 71 %; 50 umol 1!
074 %; 100 umol 1" o 74%; 250 pmolI™" o 74 %
(obr. 1B). U bakterii s aplikaci ZnCl, byl riist u jednotli-
vych variant vici varianté kontrolni inhibovan: u koncen-
trace 1,5 pmol 1'016%; 5 pmol 1" 020 %; 10 pmol I''
0 27 %; 25 umol I 046 %; 50 umol I™' 0 33 %; 100 pumol I'*
0 44 %; 250 umol I'! 0 88 % (obr. 1C). Ze ziskanych vy-
sledktl vyplyva, Ze v mikrobialni bunce jsou transportni me-
chanismy pro zine¢naté ionty rozdilné a jsou do zna¢né miry
ovlivnény aniontem™’. Déle je mozné konstatovat, Ze pouzita
bakterialni kultura je znaéné citlivd jiz k nizké aplikované
koncentraci ZnSO,.

Imunoseparace bun¢k S. aureus

Pro izolaci bun€k S. aureus byla vyvinuta plné auto-
matickd izolace za vyuziti robotického zafizeni a cely imu-
noseparacni postup je znazornén na obr. 2. Pro ucely imu-
noseparace byla zvolena kultivace s piidavkem 100 pumol I
ZnCl, v celkovém objemu 25 ml a byla navrzena nasleduji-
ci pracovni sekvence. Magnetizovatelné mikrocastice
s navazanym IgG (10 pl) byly pipetovany do 8 jamek
DPW desticky. Poté byly MPs 2krat promyty (kultivacni
médium, 300 ul), nasledovalo pipetovani rizného mnoz-
stvi (0, 1, 10, 25, 100, 200, 300 a 400 ul) bakterialni kultu-
ry S. aureus a doplnéni na celkovy objem 500 pl kultivac-
nim médiem. V jednotlivych variantach, diky natedéni
médiem bylo 0; 0,1; 0,8; 8,0; 17,0; 34,0; 50,0 a67,0-10°
bun€k. Nasledoval prenos desticky na termostatovanou
pozici, kde probihd inkubace vzorkid 37 °C po dobu
60 min. Po dobu inkubace bylo aplikovano velmi pomalé
promichani 1krat za 15 min, promyti 4krat (kultiva¢ni médi-
um, 750 pl). Po skonceni inkubace bylo provedeno odpipe-
tovani supernatantu a ptidani 500 pl kultivacniho média
a bakterie byly kultivovany pti 37 °C dalsi 3 h.

Za ucelem potvrzeni efektivity imunoseparace S. au-
reus byly srovnavany rastové kiivky bakterii navazanych
na nanocastice a prenesenych do nového kultiva¢niho mé-
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Obr. 1. Rustové krivky S. aureus po aplikaci Zn (II) ve formé (A) Zn(NOs),, (B) ZnSOy, a (C) ZnCl, o koncentracich (0; 1,5; 5; 10;
25; 505 100; 250 pmol/l), celkovy objem 3 ml. Méfeno po dobu 24 hodin v 30 minutovych intervalech pii 37 °C, vychozi ODgg = 0,1,
n = 5. Ostatni podrobnosti experimentu jsou uvedeny v ¢asti Chemikaélie a Pracovni postupy; 4 0; l 1,5; A 5; @ 10; X 25; 4 50;
% 100; ===250 uM

Detekce
| Navazani 1G(G) na MPs |

!
IMagneticka separace

T
T~
2N

iy

Magnet

<

Magnet

Obr. 2. Schéma imunomagnetické separace S. aureus pomoci magnetickych nanoé¢astic. Nejprve probéhlo navazani imunoglobulint
IgG na magnetické nanocastice (MPs). MPs byly nasledné uchyceny na magnet, roztok byl promyt a nenavazané IgG byly vyplaveny
(odpad). V dalsim kroku probé¢hlo piidani S. aureus (S.A.) k MPs a jejich nasledné navazani na tyto MPs. Po navazani prob¢hlo opét
promyti, byly vyplaveny mikroorganismy, které se nenavazaly (odpad). V poslednim kroku doslo k odstranéni magnetu, vzorek byl takto
pfipraven k dal§im analyzam
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dia, bakterii zbylych v médiu po separaci, intaktni bakteri-
alni kultury, jako kontrola bylo pouzito sterilni kultiva¢ni
médium. Béhem 12hodinové kultivace byl pozorovan rist
bakterii u vSech variant s vyjimkou kontrolni. Ve srovnani
s intaktni kulturou rostly bakterie izolované pomoci para-
magnetickych c¢astic rychleji, bakterialni narast byl
s vyjimkou dvou nejnizsich fedéni (0,1-10° a 0,8-10° bu-
nek) pozorovan i v médiu po separaci. Tento nartst byl
vSak vyrazné pomalejsi v porovnani s odseparovanymi
a intaktnimi bakteriemi (obr. 3). Pomoci této metody bylo
mozno izolovat méné jak 100 mikroorganisma S. aureus
z objemu vzorku 500 pl. Navazani mikroorganismii na
MPs bylo potvrzeno také mikroskopicky (obr. 4), kdy byla
sledovana kultura pted imunoseparaci (obr. 4A), samotné
MPs (obr. 4B) a kultura uchycena na MPs (obr. 4C).

Laboratorni pfistroje a postupy

Elektrochemické stanoveni zinku

Po imunoseparaci nasledovalo vyjmuti DPW desticky
z prostoru pipetovaciho robota a rozbiti bunck S. aureus
navazanych na MPs pomoci ultrazvukové jehly (¢ = 2 min,
450 Hz). Poté byla desti¢ka vracena do prostoru pipetova-
ciho robota a ziskany lyzat byl pipetovan do Cistych pozic
v DPW desti¢ce. Nasledoval odbér a elektrochemické ana-
Iyza obsahu zineCnatych iontl v bakterialnich bunkach.
Bilan¢ni experiment porovnal obsah zineCnatych iontl
v médiu, v bakterialnich buiikich pfed mineralizaci (zinek
volny) a po mineralizaci (zinek vézany). Ve shodé s cit.'*"!
se potvrdilo, Ze elektrochemické techniky jsou pro sledo-
vani obsahu zine¢natych iontd u mikroorganismii velmi
vhodné, je vsak tfeba zvolit vhodny zptsob extrakce.
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Obr. 3. Riistové kiivky S. aureus, S. aureus s magnetickymi nanocasticemi, S. aureus po odseparovani magnetickych nanocastic
a samotnych magnetickych nanodastic; 4 S. aureus, B S. aureus po odseparovani MPs, A S. aureus + MPs, x MPs
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Obr. 4. SEM fotografie (A) S. aureus, (B) magnetickych nanocastic MPs a navazani (C) S. aureus na magnetické nanocastice. Foto-
grafovano skenovacim elektronovym mikroskopem. Primérna velikost MPs ¢astic je 1,1 pm, velikost S. aureus 0,9 pm
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Optimalizace stanoveni zinku

Pro vlastni analyzu zine¢natych ionti byla optimali-
zovéna detekéni metoda. Nejdfive bylo optimalizovano
mnozstvi aplikovaného vzorku (bunécného lyzatu nebo
mineralizatu). Malé mnozstvi aplikovaného biologického
vzorku (10-30 pl) poskytovalo dobie definované signaly
zinecnatych iontl (£, = 1,04 V), ale relativni smérodatna
odchylka (R.S.D.) pfesahovala 10 %. (n = 6). Pokud bylo
aplikovano vétsi mnozstvi vzorku (50 az 100 pl), a tedy
i vétsi mnozstvi analytu, zlepSila se opakovatelnost stano-
veni (R.S.D. 59%). V experimentu bylo dale pouzivano
100 pl vzorku spolecné s 900 ul 0,2 M acetatového pufru
(pH 5). Mikrozkumavky s takto pfipravenym vzorkem
byly umistény do autosampleru. Méfeni bylo provadéno
metodou diferen¢ni pulsni voltametrie s nasledujicimi
parametry: odstranéni kysliku argonem 120 s; potencial
deposice —1,2 V; Cas deposice 240 s; pocatecni potencial
méfeni —1,2 V; koneény potencial méfeni —0,5 V; pulsni
amplituda 0,025 V; pulsni cas 0,04 s; napétovy krok
0,005035 V; ¢as napétového kroku 0,4 s; celkovy objem
méfici cely 2 ml.

Stanoveni zinecnatych iontit u S. aureus

V této Casti experimentu jsme se zaméfili na studium
akumulace tfi chemicky rozdilnych slou¢enin obsahujicich
zineCnaté ionty ve sledované bakterialni kultute. Byl sle-
dovén obsah zinku v supernatantu — médiu, kde se mikro-
organismy kultivovaly a obsah zinku v mikroorganismu,
kde jsme se zaméfili na sledovani obsahu zinku volného
a celkového. Zinek je obsazen v nizkomolekularnich slou-
¢enindch, jako jsou thiolové slouceniny nebo kofaktory en-
zymi, proteiny, ale také na DNA nebo polysacharidy.

Laboratorni pfistroje a postupy

U variant s aplikaci Zn(NOs), byl prikazny ptijem
zaznamenan uz pfi aplikaci 5 umol I'' (0 17 % vigi kon-
trolni variant€) a u mineralizovanych vzorkd az u koncen-
trace 25 pmoll' (0 26% vi¢i kontrolni variantd)
(obr. 5A). Pfijem Zn** byl u nejvyssi varianty vici kon-
trolni zvySen 0411 %. U variant s aplikaci ZnSO,4 neprobihal
zvySeny piijem zinecnatych iontd do bun€k az do koncentrace
50 umol 1", kdy byla zvysend piijat koncentrace zaznamenana
az u aplikované davky 100 pmol I (7,95 pmol I'' u volného
zinku, 13,39 pmol 1" u celkového) a 250 pumol "' (11,53 pmol I
u volného zinku, 20,72 pmol I u celkového), jak je uka-
zéno na obr. 5B. Pfijem celkového Zn®" byl u nejvyssi
varianty vici kontrolni zvySen o 162 %. U aplikace ZnCl,
se hodnoty obsahu volného zinku v mikroorganismu vy-
razn¢ nezvysovaly (obr. 5C). Po mineralizaci byl zazname-
nan zvysujici se obsah celkového zinku od koncentrace
10 pmol I do  koncentrace 50 pmol I'. U skupin
s aplikaci 100 a 250 pmol I"' se obsah vézaného zinku
snizoval (obr. 5C). Pi{jem celkovych ionti Zn byl u nej-
vys§i varianty vaci kontrolni zvySen o 48 %, a u varianty
s aplikaci 50 pmol I', kde byl piijem nejvyssi, zvysen
o 145 %. Zjistili jsme, Ze zinecnaté ionty byly nejlépe pii-
jimany u bunééné kultury vystavené pusobeni Zn(NOs),
(obr. 5). U nejvyssi aplikované davky 250 umol I byl
obsah zine¢natych iontd u této varianty vyssi vici varianté
se ZnCl, 0 94 %, a u varianty s aplikaci ZnSO, byl obsah
zvysen 0 423 %. Mnozstvi zinku v supernatantu se zvyso-
valo Umérné s aplikovanou déavkou zineCnatych iontl
u vSech ti{ forem (obr. 5).
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Obr. 5. Elektrochemické stanoveni celkového a volného Zn*" v lyzatech S. aureus kultivovanych v pfitomnosti (A) ZnCl,, (B)
ZnS0y, (C) Zn(NO;); o koncentracich (0; 1,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250 pmol/l) po dobu 24 h pii teploté 37 °C; M supernatant, 4 pred

mineralizaci (volny zinek), A po mineralizaci (celkovy zinek)
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Zavér

Podatilo se ndm vyvinout rychlou a automatizovanou
metodu pro izolaci bakterii S. aureus pomoci paramagne-
tickych ¢astic v mnozstvi mensim jako 100 mikroorganis-
mu v 500 pl vzorku, pficemz jsme schopni odhalit mikro-
bidlni kontaminaci v ¢ase do 5 hodin. Dale byla optimali-
zovana elektrochemicka metoda pro stanoveni zine¢natych
iontll v mikroorganismu a v supernatantu. Vysledky stano-
veni zinku poukézaly na rozdilny pfijem rdznych forem
zinecnatych iontd mikroorganismem.

Tato prdce byla financné podporena grantem CEITEC
CZ.1.05/1.1.00/02.0123.
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