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1. LITERARNI RESERSE

Senzory a biosenzory

Termin biosenzor se zacal pouzivat po roce 1977 [1]. Biosenzory jsou analytické pfistroje obsahujici
citlivy prvek biologického ptvodu, ktery je bud soucasti nebo v tésném kontaktu s fyzikalné-
chemickym ptfevodnikem. Poskytuje pritbézny elektronicky signal, ktery je pfimo imérny koncentraci
jedné nebo nékolika (skupin) chemickych latek ve vzorku. Obecné tedy toto zafizeni pievadi urcity
fyzikalni nebo chemicky signal na jiny signal, [épe métitelny.

Sklada se ze dvou casti, biologické Casti a prevodniku. Jejich vyuziti je velmi Siroké, od klinické
oblasti, pfes armadu az po potravinaistvi. Jako bioreceptory mohou byt pouzity enzymy, protilatky,
bilkoviny, oligonukleotidové sekvence aj.

Jednim z hlavnich ryst biosenzorti je citlivost a selektivita. Analyza zaroven probihd v realném case,
ale na rozdil od biologickych nebo klinickych analyz, analyzy s vyuzitim biosenzorti vzdy vyzaduji
oznaceni typu kolorimetrie, fluorescence nebo radioaktivity. Toto znaceni umoznuje posouzeni zmén
v &ase jednotlivych dé&ji [1]. Castou vyhodou biosenzori je jejich mala velikost a penositelnost, tudiz
sta¢i relativné malé mnozstvi vzorkli pro analyzu. Zaroven se vyznacuji svou dlouhou Zivotnosti a
univerzalnim designem.

Biosenzory se pouzivaji pro detekci a identifikaci patogennich mikroorganismti a toxintl, které
zneCist'uji zivotni prostfedi nebo potraviny. Detekcei téchto patogend se snizi riziko ohrozeni zdravi a
tim i souvisejici naklady na zdravotni péci a onemocnéni z potravin. Biosenzory byvaji rovnéz
vyuzivany kurceni organoleptickych vlastnosti potravin. V pfipadé ovoce lze analyzovat obsah
nekterych organickych kyselin a cukri, které jsou indikatory dodrzovani legislativnich pozadavku.
Zajimavosti z oblasti mediciny jsou tzv. bionické ¢ocky, coz jsou biosenzory umisténé do objektivii,
které umoziuji rychlou diagnostiku o¢ni sitnice [1].

Biosenzory byly v prubéhu let podrobeny dalSimu rozvoji, zejména ve vztahu k analyze glukozy a
nukleovych kyselin. Mezinarodni diabeticka federace odhaduje, Ze diabetes postihuje vice nez 150
miliont lidi po celém svéte a jeji komplikace maji za nasledek onemocnéni ledvin, slepotu a zna¢né
zvySené riziko vzniku srdecnich chorob. Méfeni hladiny glukézy v krvi je jednim z klinickych
parametrd pii kontrole diabetu. V roce 1962 byla navrzena myslenka na zafizeni, kdy postaci jen par
kapek krve a behem né¢kolika minut je krev zanalyzovana. Tato myslenka byla prvnim konceptem pro
metody na principu biosenzori. V soucasné dobé se tato analyza stala soucasti béZné praxe pro
miliony diabetikd po celém svété [1].



Jsou-li pouzity biosenzory pro klinické tcely v biologickém médiu, je cela fada faktort, které mohou

vvvvvv

byt interakce proteind a bunééného povrchu.

Princip funkce biosenzoru:
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Prvky pouzivané jako biosenzory musi spliiovat nékolik zakladnich kritérii, aby mohly byt pouzivany
jako snimaci jednotky. Nejprve musi byt potvrzena afinita objektu k prvku a selektivita, aby doslo
k rozpoznani prvku v ptitomnosti dalSich sloucenin.

Vyuziti biosenzorii je v poslednich letech zaznamenavano zejména v odvétvi Zivotniho prostiedi,
zemédelsko-potravinatské oblasti a klinické medicing. Jejich vyuziti sahd od analyzy biochemické
spotieby kysliku (BSK) az k monitorovani detergenti, pesticidu ¢i dalSich jedt [1]. Tyto analyzy jsou
vyuzitim béznych metod casové velmi narocné, vyuziti biosenzori pak tento asovy interval velmi
zkracuje.

BioCipy
BioCipy jsou jednim z nejnovéjSich nastroji, které jsou v soucasné dobé k dispozici k feSeni novych

vyzev mnoha modernich klinickych studii, které vyzaduji ziskani co nejvice analytickych informaci
v kratkém Case a nejnizsi mozné naklady.

Presnéji feceno, bioCipy jsou miniaturizovana zatizeni, kdy rozvoj téchto zafizeni byl doprovazen
schopnosti fidit a ukladat velké mnozstvi informaci, v souvislosti k vysokému tahu vyzkumu v oblasti
bioinformatiky. Tato zafizeni jsou rovnéZ zndma jako microarrays a jsou tvofena z podkladu, na
kterém je umistén biologicky material tvofici matrici, takze je znamo, co bylo uloZzeno v kazdém bodu
matrice [1].



Elektrochemické metody pro identifikaci bakterii

Skupina elektrochemickych (elektroanalytickych) metod vychazi z poznatkd odvétvi fyzikalni chemie
— elektrochemie. Podstatou elektrochemickych metod je studium toho, jak zavisi elektrochemické
chovéni roztokd na jejich slozeni a koncentraci. Objektem zkoumani je elektrochemicky ¢ldnek —
soustava, v niZ je analyzovany roztok v kontaktu s elektrodami. Elektrody zprostiedkuji jeho spojeni
s méficim pfistrojem, ktery sleduje nékterou z elektrickych veli¢in (proud /, potencial E, vodivost G,
elektricky ndboj Q, kapacitu C apod.) [2].

Rozdéleni elektrochemickych metod:
Elektrochemické metody se déli na dvé zakladni skupiny:
1) Metody zalozené na elektrodovém dé&ji

e Potenciometrie (méfeni, kdy elektrochemicky ¢lanek je v rovnovazném stavu)
e Voltametrie (koncentrace latky se nemeéni), elektrogravimetrie, coulometrie (dochazi k tiplné
preméné latky elektrolyzou)

2) Metody zalozené na méteni elektrickych vlastnosti roztok

e Konduktometrie (méfeni vodivosti roztokil)
e Dielektrimetrie (méfeni kapacity) [2]

Diferencni pulsni voltametrie

Diferen¢ni pulzni polarografie (DPP) je mnohem citlivéjsi metodou nez klasickd polarografie.
Pouzitim kapkové elektrody s mechanickym odtrhdvanim kapek se vyrazné snizuje spotifeba rtuti.
Napéti vkladané po malych ptirtstcich pro kazdou novou kapku. Na konci kazdého piiriistku napéti je
vlozen obdélnikovy napétovy pulz. Proud je méfen vzdy pied zacatkem pulzu a pted jeho koncem a
je zjisténa diference mezi t€émito proudy A/. Tato diference se vynasi v zavislosti na vkladaném
napéti. Méfeni proudu na konci kapek vyrazné omezuje vliv kapacitniho proudu.

Pribéh zavislosti A1 na potencialu odvodime z priabéhu polarografické¢ viny. Predstavme si, Ze
z polarografické viny budeme odecitat proud pro dany potencial a proud pro potencial o napétovy
pulz negativnéjsi. Vypocitdme rozdil mezi t€émito proudy. K nejvétSimu rozdilu dojdeme v oblasti
pulvlnového potencialu. Proto ma vysledna zavislost tvar piku. Vrchol piku odpovida ptlvinovému
potencialu a vyska piku obsahuje depolarizatoru ve vzorku. metoda je velmi citliva, pouzitelna pro
vzorky koncentraci az 10 ™ mol/l.

Dnes se Casto pouziva diferencni pulzni voltametrie (DPV) se stacionarnimi elektrodami. Pfi rychlé
zmén€ potencialu 20-50 mV/s (Fast Scan DPV — FS DPV = DPV s rychlym zdznamem) nevadi, Ze
povrch elektrody neni obnovovan.

Diferen¢ni normalni pulzni voltametrie (DNPV) je mozno pouzit pfi méfeni in vivo. Vkladané napéti
pusobi v narustajicich pulzech, ¢imz se minimalizuje nebezpeci posSkozeni tkané. Na konci kazdého
pulzu je vlozen maly obdélnikovy pulz. Proud je métfen a vyhodnocovan obdobné jako DPV [2].



Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (cyclic voltammetry) je metoda, pfi niz se na staciondrni elektrodu
v nemichaném roztoku vklada potencial trojuhelnikového pribchu s rychlosti zmény (rychlosti
polarizace) dE/dt. Polariza¢ni kiivky maji tvar piku a proud piku zé&visi na rychlosti ¢asové zmény
potencialu. V dusledku toho, Ze difize je relativné pomaly transportni proces, pii dostatecné vysoké
rychlosti polarizace nestaci produkty elektrodové reakce zcela oddifundovat od elektrody a za
vhodnych podminek je lze pii opacném sméru potencidlové zmény detekovat.

Pfimé analytické vyuziti metody je malé, hlavni vyznam ma pfi studiu elektrodovych reakci.
Z pribéhu katodickych a anodickych kfivek je mozno usuzovat na mechanismus elektrodové reakce,
napf. posuzovat jeji reverzibilitu.

Pro ireverzibilni déj zavisi rozdil potenciali anodického a katodického piku na rychlosti polarizace,
dE/dt, a hodnotach a a k” charakterizujicich ireverzibilni dgj, pfi¢emz z této zavislosti lze uvedené
parametry uréit. Pima iméra mezi vyskou piku a odmocninou z rychlosti polarizace, (dE/dt)"?, plati
pouze u déu fizenych difuzi. U d&ji kontrolovanych adsorpci (pii nichz je elektrochemicky
premenovana latka adsorbovana na povrchu pracovni elektrody) je vyska piku pfimo imérné rychlosti
polarizace, tj. dE/dt [3].

Elektricka impedance

V soucasné dob¢ se neodmyslitelnou soucasti védy a vyzkumu staly analyzy bunék. Jesté donedavna
vSak nebyl znam zpulsob, jak sledovat procesy probihajici na bunééné tGrovni (bunécna smrt nebo
naopak nartist bunécného organismu, proliferace) [4, 5]. Prilom v této neznalosti nastal az s uvedenim
pristroje xCELLigence na trh, ktery je jednim z mala komeréné dostupnych systému tohoto typu
[6, 7]. Tento piistroj umoziuje zivotaschopnost buitkky monitorovat v readlném case [8], jak to doposud
nebylo mozné [9, 10] a je vyuzivan v mnoha odvétvich [11-13]. Jednou z nejvétsich vyhod této
metody je jeji neinvazivnost, to znamena, ze neni zapotiebi Zadnych druhd barveni, ani znaceni.
Pfistroj monitoruje bunécné zmeény formou tzv. relativni impedance.

Pojem impedance rozvadi jiz existujici veli¢inu elektricky odpor o situace, kdy dochazi k prichodu
sttidavého elektrického proudu. Hodnoty impedance [Z] se vyjadiuji v jednotkdch Ohm [Q] a lze ji
vypocitat z nasledujici rovnice, kdy U znaci napéti a / proud.

Dosud byly impedanéni senzory pouZzity mikrobiology v zakladnim vyzkumu pro rizné aplikace, a to
zejména pro hodnoceni bakteridlniho biofilmu in vitro [14]. Nicménég, studie o biofilmu jsou
predbézné, v pokusném stadiu, coz je ke standardizaci a srovnavani vysledktl obtizné. K dispozici
jsou komeréné dostupné impedancni snimace urcené pro biologické ucely. NejnovéjSim z nich je
ptistroj xCELLigence, ureny pro méfeni pfilnavosti eukaryotnich bunék a jejich zivotaschopnosti.
Pomoci zlatych mikroelektrod je pfistroj xCELLigence schopen detekovat zmény vodivosti



zpusobené dopadanim eukaryotické monovrstvy na dno testovaci desticky. Zmény v impedanci jsou
transformovany na bezrozmérny parametr oznacovany jako Cell Index (CI).

2. VYSLEDKY

Diferenc¢ni pulzni voltametrie

Pro ovéfeni, kolik pouzitého stfibra byl vazan na S.aureus a kolik z stfibra zistal v médiu
elektrochemické metody byla pouzita. Pro stanoveni elektrochemické tézkého diferencni pulzni
voltametrie kovovych ionti (DPV) se obvykle pouziva [15], a mize byt pfipojen k elektrodam
uhlikové pasty [16, 17]. Aby bylo mozné urcit koncentraci ptedem stanovené latky, je nejprve tieba
mefit a sestrojeni kalibracni kiivky, kterda vzdy predchazi vlastni méfeni vzorkt [18, 19].Kalibra¢ni
kiivka je zndzornéna na Obr. 2A s typickou DP voltammogam ve vlozce. Pouzili jsme tuto metodu
kvantifikace stfibra (I) iontl a zjistil, Ze nejvetsi mnozstvi pouzitého kovu byl vazan na bakterie
S.aureus. Kovy v médiu byly méfeny ve vyssich koncentracich nez volné kovy (obr. 2B).

Obrazek 1. (A) Elektrochemicka analyza Staphylococcus aureus. Kalibracni k¥ivka stfibrnych iontt
(0, 10, 25, 50, 75, 150, 225 and 300 uM). Parametry DPV byly nasledujici: pocatecni potencial -0.2
V, kone¢ny potencial 0.5 V, amplituda 0.05 V, doba akumulace 60 s. (B) Elektrochemicka analyza
Staphylococcus aureus a stiibrnych iontd v médiu, kovii volnych a kovii vazanych. Porovnani
aplikovaného mnozstvi stéibrnych iontd o riznych koncentracich (0, 10, 25, 50, 75, 150, 225 and 300
uM) a naméteného mnozstvi.
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Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je zakladni elektrochemickda metoda implementovand ve vSech
elektrochemickych analyzatorech. Z tohoto diivodu je velmi dobfe pfistupna a pouzitelnd pro riizné
uzivatele [20-23]. Tisténé elektrody jsou v posledni dobé stale vice popularni, hlavné diky svym
kompaktnim rozmértim, nizké spotiebé analytu a snadnému pouziti pro Sirokou skalu aplikaci [24-
41]. Pomoci této metody jsme byli schopni prokazat zvySeni oxidac¢niho signal u lyzatu S.aureus s
riznymi koncentracemi stiibra a peroxide vodiku. ZvySeni oxidacniho signilu bylo pozorovano s
rostouci koncentraci stfibra a peroxidu vodiku, coz znaci zvySujici se oxidacni stres. Pro lepsi
pochopeni byly voltamogramy ptepocitany elektrochemickym indexem.

Obrazek 3. (A) Cyklické voltamogramy 0,2 M acetatového pufru (pH 5) a oxidacni piky
Staphylococcus aureus (koncentrace S.aureus koresponduje s absorbanci 0,1). (B) Zavislost
oxida¢niho stresu S.aureus na aplikované koncentraci peroxidu vodiku (0, 6, 10 mM) obohaceného o
AgNO; (a=0,b=10,c=25,d=50,e=75, =150, g=225 and h = 300 uM). (C) Zavislost hodnoty
potencialu oxida¢niho stresu S.aureus na aplikované koncentraci iontii stiibra a peroxidu vodiku.
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Elektrickd impedance

Nase studie byla zaméfena na stanoveni hodnoty relativni impedance bakterie Staphylococcus aureus,
chitosanu a komplext téchto latek. Bakterialni kultura nebo chitosan o objemu 200 pl byly pipetovany
do jednotlivych jamek E-desticek se zlatymi elektrodami na dné jamek. Zaroven byl testovan
komplex téchto latek v poméru 1:1. Vzorky napipetované v E-desti¢kach byly umistény do pfistroje
xCELLigence RTCA DP a byla stanovovana tzv. relativni impedance v ¢asovém intervalu 15 minut,
komplex pak v ¢asovém intervalu 30 sekund, jelikoz dochézelo k okamzité interakci testovanych latek
a tudiz k okamzitym zménédm relativni impedance.



Nejprve byla zméfena impedance pro S.aureus (koncentrace 8.107, 4.107, 2.107, 1.107, 5.10°, 2.5.10°
bun¢k v 1 ml) a chitosan (koncentrace 0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125 a 250 uM ) samostatné v Case
15 minut po 5ti minutovych intervalech (0, 5, 10 a 15 minut), poté¢ byl proméfen jejich komplex
(konstantni koncentrace bakteridlni kultury a rozdilné koncentrace chitosanu). U komplexu byl
interval mezi jednotlivymi méfenimi snizen na 30 sekund, jelikoz k vyraznym zménam v relativni
impedanci tohoto komplexu dochdzelo ihned po smichani obou latek, proto bylo nutné sledovat
zmény v mens$ich casovych rozestupech.

Obrazek 3. Méfeni impedance bakterialni kultury Staphylococcus aureus (mnozstvi bundk 8.107,
4.107,2.107, 1.107, 5.10°, 2.5.10°1 ml) v Gasovém intervalu 15 minut.
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K porovnani vysledkid dosazenych pfistrojem xCELLigence mize slouzit spektrofotometricky zaznam
(Obr. 2A), ktery spektrofotometricky monitoruje bakterialni kulturu v koncentracich pouzitych pfi
meéteni impedance (koncentrace 8.107,4.107,2.107, 1.107, 5.10°, 2.5.10° bun&k v 1 ml). Se zvysujici se
koncentraci bakterialni kultury rostla hodnota namétené absorbance.

Hodnoty relativni impedance pro samostatnou kulturu S.aureus (Obr. 2B) klesaly v zavislosti na
koncentraci bakterialni kultury hned v prvni minuté méfeni na hodnoty v rozmezi -1.7 (koncentrace
S.aureus 2.5.10% az -3.5 (koncentrace kultury 8.107), hodnoty pro samotny chitosan se v prvnich 5
minutach pohybovaly v rozmezi -0.15 (3.9 uM koncentrace chitosanu) az -0.3 (250 uM koncentrace
chitosanu) (Obr. 3A).



Obrazek 4. Méfeni impedance rozdilnych koncentraci chitosanu (0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125,
250 uM) v casovém intervalu 15 minut.
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Obrazek 5. Meéfeni relativni impedance bakteridlni kultury Staphylococcus aureus v komplexu
s rozdilnymi koncentracemi chitosanu (0, 3.9, 7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 uM) v Casovém intervalu
2 minut.

A B
*8a —=—39 U8 156 B0 =05 =1 W15 u2Z
—*—-313 =625 125 250
5 2

o 54 S5a 39 78 156 313 625 125 250
g § 0
- 0 - g 2 -
e o,
i 4
S 10 Il
o, 0

15 12

Time (minutes) Concentration of chitosan (uM)

Po smichani téchto latek (100 pl S.aureus o absorbanci 0.1 a 100 pl chitosanu o koncentracich 0, 3.9,
7.8, 15.6, 31.3, 62.5, 125 nebo 250 uM) a naslednému proméieni pak ale doslo k vyraznému poklesu
relativni impedance az k -12.7, a to uz v prvni minuté méteni (Obr. 4A) Hodnoty relativni impedance
pro komplex se pohybovaly od -3.1 do -12.7 v zavislosti na koncentraci piidané polymerni latky
chitosanu k bakterialni kultufe o konstantni koncentraci 8.10". Bylo tedy jasné vidét, ze ihned po
smiseni obou testovanych latek (S.aureus a chitosan) dochézelo ke vzniku interakci, které se projevily
rychlym piisedanim bun€k na dno jamek se zlatymi elektrodami, coz se vyznacovalo poklesem tzv.
relativni impedance.
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