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Uvod

Nanotechnologie a nanocastice nalézaji stale vétsi uplatnéni ve vSech odvétvich védy. Ve
svych nano rozmérech mohou vykazovat naprosto odlisné vlastnosti oproti jejich
makroskopickym protéjskiim, coz otevira cestu celé fadé novych aplikaci. V neposledni rfadé
nalézaji Siroké uplatnéni i v oblastech biologie a mediciny. V téchto oborech se mimo jiné
uplatiiuji nanocastice uslechtilych kovii, zejména pak nanocastice stiibra. Kromé jejich
antibakteriadlnich ucinki, vyuzivanych v humanni i veterinarni mediciné, maji nanocastice
stiibra diky jejich optickym vlastnostem velky potencial vyuziti 1 v analytickych metodach,
mezi které patii Ramanova spektroskopie. Nicméné citlivost Ramanovy spektroskopie je
znacn¢ omezend. Tento nedostatek 1ze fesit zesilenim Ramanova signalu na povrchu kovovych
materidld. Pomoci SERS — povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie je mozné snizit mez
detekce az o nékolik 4du a ziskat tak informace o biologicky vyznamnych molekulach.

Vcasna detekce je u vétSiny infekénich nemoci, véetné zanétu mozkovych blan —
meningitidy, kterému se vénuje tato diplomova prace, naprosto zadsadni. Hlavnimi nedostatky
standardnich kultiva¢nich technik k urCeni pfitomnosti bakterii v biologickych vzorcich je
omezeni citlivosti, specificnosti a délky trvani analyzy. Velice pfesnd a citliva metoda pro
detekci meningitidy je PCR (z anglického polymerase chain reaction) [1]. Tato metoda ma vSak
nevyhodu slozitéjsi obsluhy, a pfedev§im vyssSich nakladt, coZz zna¢né€ omezuje pouziti této
metody v rozvojovych zemich [2].

S rozvojem nanotechnologii vznikly i nové mozZnosti detekce a identifikace patogennich
bakterii v biologickych vzorcich. SERS aktivni substraty Vv podob¢é nanocastic stiibra
umoziujicich dosdhnout zna¢né vysokého faktoru zesileni Ramanova signal [3-5] a soucasné
aplikace magnetickych Castic funkcionalizovanych antigenem stanovované bakterie vede k
vysoké selektivité a specificité¢ diky snadné magnetické separaci pozadovaného analytu ze
slozité¢ biologické matrice. Kombinaci SERS s biofunkcionalizovanymi magnetickymi
nanoCasticemi ziskavame vysoce citlivy, selektivni a velice rychly diagnosticky nastroj
k identifikaci patogennich bakterii, tzv. magneticky asistovanou SERS (MA-SERS) techniku.

Predlozena experimentdlni ¢ast diplomové prace se vénuje detekci a identifikaci
bakteridlnich plvodcti zdnétu mozkovych blan metodou magneticky asistované povrchem
zesilené Ramanovy spektroskopie (MA-SERS) ze vzorku mozkomis$niho moku (likvoru).
Konkrétné byly studované bakterie Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae. K MA-SERS detekci byl pouzit kompozit

na bazi magnetickych nanocastic oxidu zeleza funkcionalizovanych jednotlivymi protilatkami



na konkrétni bakterie, které¢ byly nésledné konjugovany s nanocasticemi stiibra. Nejprve byla
metoda MA-SERS detekce a identifikace bakterialnich patogenti vyvijena na lyzatech bakterii
Neisseria meningitidis a Streptococcus pneumoniae, Nasledné bylo provedeno testovani
biosenzoru na vzorcich likvoru, infikovaného ptisluSnymi bakteriemi. Pomoci této techniky
bylo mozné detekovat a identifikovat pfitomnost bakterii ve vzorcich likvoru béhem nékolika
malo desitek minut od ziskéni vzorku, a to jiz pfi velice nizkych koncentracich. Stejné pouziti
metody bylo dale otestovano na bakteriich Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae,

jakozto dalsi vyznamné patogeny zpusobujici toto zavazné onemocnéni.
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1. Ramanova spektroskopie

Ramanuv jev byl pfedpovézen jiz v roce 1923 rakouskym fyzikem Adolfem Smekalem [5].
Experimentalné byl potvrzen roku 1928 sirem Chandrasekhara Venkata Ramanem (spole¢né s
K. S. Krisnanem) [5, 6], po némz tato metoda nese svij nazev. Ve stejné dob¢ byl tento jev
nezavisle potvrzen ruskymi védci G. S. Landsbergem a L. I. Mandelstamem. Prof. Raman roku

1930 obdrzel za tento objev Nobelovu cenu za fyziku [7].

1.1. Ramanauy jev

Pii interakci monochromatického koherentniho zafeni (generovaného laserem) se vzorkem
dojde ¢aste¢né k absorpci zafeni, ¢ast zafeni projde nebo se odrazi, a u ¢asti dojde k rozptylu
zateni. Pii rozptylu zareni dochazi k tomu, Ze dopadajici zafeni excituje elektron do virtualni
vys8$i energetické hladiny. Nasledné dojde ke spontanni emisi fotonu pii relaxaci elektronu na
niz8i energetickou hladinu. Dojde-li k navratu na pivodni energetickou hladinu, hovofime o
pruzném (neboli elastickém) Rayleigh rozptylu. Frekvence fotonu, vyzateného pfi relaxaci na
ptvodni energetickou hladinu, je v tomto piipadé stejna jako frekvence ptivodniho excitujiciho
fotonu. Elasticky rozptyl je v materialech nejvice pravdépodobny, a tedy nejvice intenzivni [8].
V ptipadég, Ze se elektron vrati na jinou energetickou hladinu neZ jeho vychozi, hovofime o
nepruzném rozptylu. Tento jev je oproti pruznému rozptylu velice nepravdépodobny. Uvadi se,
7e k nepruznému rozptylu dochazi zhruba v jednom z 10° piipadii [5, 7]. Dale u nepruzného
rozptylu rozliSujeme Stokestv rozptyl a anti-Stokestv rozptyl. Pti Stokesové rozptylu se pii
relaxaci vraci excitovany elektron na vibra¢ni hladinu, ktera je energeticky vyssi nez hladina
vychozi. Aby platil zakon o zachovani energie, musi mit vyzareny foton nizsi frekvenci nez
ptavodni excita¢ni foton. Naopak pii anti-Stokesove rozptylu dochazi k relaxaci na energetickou
hladinu nizsi, nez byla hladina vychozi. Vyzafeny foton tak bude mit vyssi frekvenci nez
excitacni foton. Aby k takovémuto rozptylu doslo, musi se excitovany elektron pii dopadu
excitacniho zareni jiz nachazet ve vybuzeném stavu (napft. teplem) [7]. Vlivem toho je anti-
Stokestv rozptyl o né€kolik fa4di méné intenzivni, nez Stokestiv rozptyl. Jednotlivé druhy

rozptylid jsou schematicky zobrazeny na obrazku 1.
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Obrazek 1: Ukazka pruzného Rayleigho rozptylu a nepruznych Sokesovych a Anti-
Stokesovych rozptylt. Pievzato z [9].

Pro latky s vibracnimi mody aktivnimi v Ramanové spektru budeme pozorovat dva
priabéhy Ramanova signalu, které budou symetrické podle linie Rayleigho rozptylu, jak je

ukazano na obrazku 2.

Rayleigh
Scatterng
Anti-Stokes ‘ Stokes

Intensity

Increasing Wavelength =
<+— Increasing Frequency

Obrazek 2: Zobrazeni symetrie Ramanova spektra. Pfevzato z [10].

Jak bylo jiz zminéno, anti-Stokesova spektra jsou vyrazné mén¢ intenzivni. Z toho dtivodu

se ve vetsing pripadl zaznamenavaji pouze spektra v oblasti Stokesova rozptylu.
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1.2. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie naléza Siroké uplatnéni v mnoha oborech jako nastroj pro
strukturni analyzu. Mezi tyto obory patii mimo jiné naptiklad rizna odvétvi chemie, predevsim
organické chemie, mineralogie, detekce latek zneciStujicich Zivotni prostiedi a v neposledni
fad¢ i biochemie a 1ékafstvi [3, 5, 6, 10-13].

Ramanovo spektrum, které je vystupem této metody, odrazi chemické slozeni a chemické
vlastnosti zkoumaného analytu. Obdobné¢ jako infrafervena spektroskopie, poskytuje
Ramanovo spektrum informaci o vibrac¢nich stavech molekul a atomi. Zakladnim vybérovym
pravidlem pro Ramanovu spektroskopii je nenulova zména polarizovatelnosti. Jinymi slovy,
Ramanovy linie budou vznikat pro latky se silnou odezvou na ptsobeni elektrického pole. Tato
odezva se projevuje preskupenim naboju v latce. Namétena frekvence vibraci je zcela nezavisla
na tom, zda méfime infratervenou spektroskopii, nebo Ramanovou spektroskopii (hodnoty
frekvenci pro vétSinu vyznamnych vazebnych frekvenci 1ze nalézt v tabulkéach). Znaéné lisit se
vsak budou jejich intenzity. Intenzita vibraci Vv infracervené spektroskopii je zévisla na druhé
mocnin¢ zmény dipélového momentu, kdezto u Ramanovy spektroskopie je intenzita vibraci
zavisla na druhé mocniné zmény polarizovatelnosti. V praxi tak Ize Ramanovou spektroskopii
méfit predev§im nepolarni ¢asti molekul, zatimco v infraervené spektroskopii budou
intenzivni vibrace polarnich ¢asti molekul (napf. -OH, C=0, -NO3) [4, 10]. Intenzita zavisi také
znacné na symetrii molekul. Symetrické molekuly budou aktivni v Ramanové spektru, zv1asté
vyrazné budou potom linie nasobnych symetrickych vazeb (napt. -C=C-, -C=C-, -N=N-) [10].
Oba druhy vibracnich spekter jsou Casto komplementarni. Vazby vyrazné v infracervené
spektroskopii se neprojevi v Ramanové spektru a naopak.

Pro kvalitativni posouzeni spekter 1ze vyuZit srovnani s rozsahlou knihovnou spekter. Za
dodrZeni stejnych podminek se Ramanovo spektrum chova jako ,,otisk palce®, odrazejici
chemicky a fyzikalni stav analytu. Kvantitativni analyza je v Ramanové spektroskopii také
zavislost na koncentraci zkoumaného vzorku, jako napt. u absorpénich spektroskopii. Intenzitu
ovliviluje spousta faktorli jako napf. stabilita vykonu laseru, resorpce rozptyleného zatreni nebo
fluorescence. Také miZze dochazet k prekryviim jednotlivych past. Ke kvantitativni analyze je

Jak jiz bylo feceno, Ramanova spektroskopie naléza Siroké uplatnéni, a to z diivodu celé
fady vyhod. Mé&feni je bezkontaktni, coZ umoZituje meftit celou Skalu vzorki od pevnych latek
ptes tenké vrstvy, kapaliny, gely, koloidni roztoky, biologické vzorky az po plyny [4, 5, 10].

Voda ma v Ramanov¢ spektru velice malou intenzitu, to umoziiuje méteni vodnych roztokd.
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Velkou vyhodou je i nedestruktivni pribéh vétSiny méfeni s vyjimkou nékterych citlivych
vzorkl (pfedevSim vzorkl malych velikosti), které mohou byt poskozeny méticim laserovym
svazkem. Pfi vhodném uspotfddani méfeni vyzaduje pouze velice malé mnozstvi vzorku,
V ptipad¢ roztokl 1ze méftit jiz nékolik mikrolitrti. Dalsi vyhodou je Casova nendro¢nost métent.

Jak bylo zminéno dfive, Ramanovo spektrum je Casto ovlivnéno fluorescenci, kterd miize
byt zplisobena napt. necistotami vzorku nebo samotnym vzorkem. Pfitomnost fluorescence tak
muze zvysit naroky na Cistotu a optické vlastnosti vzorku. Dalsi velkd nevyhoda Ramanovy
spektroskopie je nizka intenzita, kterd plyne z pomérné nizké pravdépodobnosti Ramanova
rozptylu. Tuto nevyhodu lze vSak kompenzovat pouzitim vhodného zplsobu zesileni. Velmi
castou metodou je rezonan¢ni Ramanova spektroskopie (RRS). Princip spociva v pouziti
excitacniho zafeni S energii blizkou energii potfebné k prechodu elektronu zkoumaného analytu
do vyssi energetické hladiny. Pouziti této rezonancni frekvence budiciho zafeni muze vést
k velkému zesileni signalu. Nevyhodou této metody je v§ak zvySena fluorescence a vétsi riziko
fotodegradace vzorku [14-16]. Dalsi dulezitou metodou zesileni je povrchem zesilena
Ramanova spektroskopie (SERS z anglického ,,surface enhanced Raman spectroscopy®), 0

které pojednéava nasledujici podkapitola.

Excited eectronic st L —} N —
xciled electronic state [_ S
s
) § 1 ] s
4
Yirtual energy levels
J
Anti-Stokes Stokes
" & f f ﬁ P
Ground electronic state I Eﬁ }} _{ {.L
IR Raman Rayleigh Raman Preresonance  Resonance Fluorescence
Raman Raman

Obrazek 3: Ilustrace rezonan¢niho efektu rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie Pievzato
z [16].

1.3. Povrchem zesilend Ramanova spektroskopie
Metoda SERS umoziuje vyjimecné zesileni signalu, typicky lze dosdhnout zesileni
10°-108 [3, 15]. Pocitky metody sahaji do sedmdesatych let 20. stoleti. Poprvé byl tento jev

necilené pozorovan v roce 1974 M. Fleischmannem. Fleischmann pozoroval silné zesileni

13



Ramanova signalu monovrstvy pyridinu nanesené na zdrsnéné stiibrné elektrodé [17]. Tento
jev byl tehdy piitazovan velkému povrchu elektrody a vys$si lokalni koncentraci pyridinu. Roku
1977 Van Duyne doSel k zavéru, Ze za zesileni signélu je zodpovédné rozhrani mezi pyridinem
a zdrsnénou Ag elektrodou a zavedl termin povrchem zesilend Ramanova spektroskopie
(SERS) [18]. K zesileni signalu dochazi pii interakci elektromagnetického zafeni
s nanostrukturami plasmonickych kovi (nejcastéji Ag a Au, ale i Cu, nebo Pt) [4, 5, 19]
s molekulami analytu lokalizovanymi na jejich povrsich ¢i v jejich tésné blizkosti [5].

Dnes obecné piijimané vysvétleni je, ze k zesileni Ramanova signalu dochazi dvéma
zakladnimi mechanismy, které miZeme oznacit jako elektromagneticky a chemicky [3].
Z téchto dvou mechanismii je dominantni elektromagneticky, ktery poskytuje mnohem vétsi
ptispévek Kk zesileni Ramanova signalu nez mechanismus chemicky. Elektromagneticky
mechanismus pusobi také na del$i vzdalenost mezi vzorkem a povrchem kovu (zhruba do
10 nm [20]) nez chemicky. Absorpci elektromagnetického zafeni dojde k vybuzeni
povrchového plasmonu a tedy k rozkmitani vodivostnich elektront. Tyto elektrony vytvori
oscilujici dipol, ktery nasledné emituje elektromagnetické zafeni, jehoz intenzita je rovna ¢tvrté
mocnin€ velikosti vzniklého dipolu. Zaroven klesa intenzita vzniklého elektromagnetického
pole srostouci vzdalenosti [5]. Chemicky mechanismus pisobi na bliz§i vzdalenosti mezi
vzorkem a povrchem kovu. Dochazi pii ném k pfenosu naboje mezi analytem a povrchem
kovového adsorbentu. Tato interakce se podili mnohondsobné méné na zesileni Ramanova

signalu [21].

1.4. Piehled postupii a moznosti méieni pomoci SERS

Metoda SERS se da rozdélit na tzv. piimou (label-free) nebo nepiimou (label-enabled,
nazorné schéma je zobrazeno na obr. 4) [3, 5, 22]. Béhem piimého méteni interaguje analyt
pfimo se SERS aktivnim substratem a je méfeno jedinecné spektrum analytu (tzv. spektralni
otisk prstu) [3]. Vyhodou tohoto méfeni je, Ze nam poskytne informace o struktuie analytu [5].
Biologické vzorky jsou vsak zpravidla velice komplexni systémy a Casto se skladaji ze smési
mnoha raznych latek. Ve vysledném SERS spektru tak milze dochazet k piekryvim
a nerozlisitelnosti jednotlivych pasi. O tom, které pasy budeme v SERS spektru pozorovat,
rozhoduje také z velké Casti to, ktera molekula nebo ¢ast molekuly se bude nachazet na, nebo
v blizkosti povrchu substratu [2]. Casto se proto voli nepiima metoda, ve které se analyt
stanovuje pomoci interakce stzv. ,reporter® molekulou. Casto se jedna o SERS aktivni
molekulu, kterd se navaze na specificky pfipraveny substrat (napiiklad nanocéstice

funkcionalizované pfislusnym antigenem, nebo jinym receptorem) [3, 5].
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A  Label-based SERS method B Label-free based SERS method

Lateavey a2

BEEEERERNE

t& SERS tags WBacteria ) SERS substrate

Obrazek 4: Schematické zobrazeni nepiimé SERS metody (B) a neptimé metody (A).
Ptevzato z [22].

Vysledna spektra ovliviiuje celd fada faktori. DileZitym faktorem je chemické sloZeni,
velikost a tvar pouzit¢tho SERS substratu. Mezi nejcastéjs$i a nejjednodussi patii pouziti
koloidnich ¢astic nebo tenkych vrstev. Jsou vSak pouzivany i jiné tvary jako tyCinky, krychle,
nanocastic [6, 11, 12], kterym se bliZze vénuje kapitola 1.6. Méfeni ovliviiuje 1 volba vhodné
vlnové délky budiciho laseru. Volbu vinové délky ovlivituje druh pouzitého substratu. Pouzivaji
se napft. lasery svitici na vinovych délkach 325 nm, 514 nm, ale nejéastéji se pouzivaji lasery

svitici na vinovych délkach 633 nm a 785nm. Vyhoda téchto vyssich vinovych délek je mimo

v

1.5. SERS analyza bakteridalnich a jinych biologickych vzorkii

Jak uz bylo zminéno, biologické vzorky jsou obecné velice komplexni a fyzikalng-
chemicky slozité systémy [4]. Napf. u bakterialnich vzorkt je naméfené Ramanovo spektrum
mimo jiné ovlivnéno typem stanovovanych bakterii, pfedev§im druhem jejich cytoplazmatické
membrany. Podle chemického sloZeni a struktury cytoplazmatické membrany se bakterie déli
na dvé hlavni skupiny — bakterie s gramnegativni membranou a grampozitivni membranou [25].
Stiibro a zlato také vykazuji antimikrobiélni vlastnosti. Tyto vlastnosti se mohou velice liSit
napf. podle velikosti, distribuce velikosti nebo morfologie ¢astic a mohou se také projevit

zménou v Ramanovych spektrech [2].
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Ziskani konkrétni informace z takto slozitého systému nemusi byt zcela trivialni [4]. Touto
informaci miize byt napf. pfitomnost a koncentrace stanovovaného polutantu ve vzorku,
biomarkeru, bakterie nebo jiného patogenu. Napi. Cabello a spol. [26] demonstrovali pouziti
koloidnich Ag@Cu nanocastic jako SERS substratu k detekci nékolika organickych molekul.
P¥imou metodou byli schopni detekovat v koncentraci 10 M napiiklad cholesterol, propanil,
acetaminophen nebo dopamin.

Pro méfeni bakterialnich vzorkti bylo vyvinuto n€kolik riznych metod. Prvni zptsob
méfeni je rast Ag/Au pfimo na bakterii nebo uvnitt bakterie. Nukleace béhem rastu Ag/Au
Castic probiha na ur€itych mistech bunééné stény (tzv. hot ,,spots®). Jednou z metod pouzitych
k pripravé koloidniho stiibra (nebo zlata) pfimo na bakterii, bylo namocit bakterie v roztoku
borohydratu sodného, a potom pomoci centrifugy a promyvanim vodou odstranit piebytecny
borohydrat. Bakterie byly potom umistény do roztoku dusi¢nanu stfibrného nebo kyseliny
chlorzlatité. Takto ptfipravené vzorky vykazovaly velice malou zménu mezi Ramanovymi
spektry dvou riznych bakterii, a to i pfi rizném Gramové typu bunécnych stén téchto bakterii.
Podobnost téchto spekter byla vysvétlena pfitomnosti flavind, které pro Ag/Au Castice funguji
jako efektivni nukleacni centra [2]. Jiny zptisob méfeni je umisténi bakterie na zdrsnény Ag/Au
povrch. Lze pouzit napt. sklicko se zdrsnénou tenkou vrstvou zlata. Kaminska a spol. [27]
pouzili substrat vytvofeny z tenké vrstvy zlata nanesené na tenkou vrstvu oxidu zine¢natého
na kifemikové podlozce k detekci zvySenych koncentraci neopterinu, spojovanych s pritomnosti
stanovovanych bakterii. Dalsi zptsob je pouziti koloidnich roztoki. Smés vzorku a koloidniho
roztoku 1ze méfit napf. pfimo po smichéani v kapalném stavu, na sklicku v kapce v kapalném
stavu, nebo po zaschnuti na skli¢ku (vytvofenim tenké vrstvy) [2, 6, 11].

K zajisténi specifiCnosti analyzy lze vyuzit tzv. antigenli. Antigeny jsou latky, které
se bézné podili na imunitnich reakcich aktivaci ptislusnych lymfocyt [28]. Obecné se jedna
o latky, které diky svému tvaru a struktufe reaguji pouze se svou piislusnou protilatkou [23].
Diky své specifi¢nosti byva tato interakce ptipodobniovana k zapadnuti klice do zamku (vazba
je schematicky zobrazena na obrazku 5). Dale ma kazdy druh bakterie sviij specificky antigen.
Diky tomu mlZeme pfipravit biosenzory, které budou reagovat jen a pouze na pfitomnost dané
bakterie. K vytvoreni biosenzoru Ize vyuzit i magnetické nanocastice, které znacné usnadni
méfeni a manipulaci se vzorkem. SERS metodu vyuzivajici takto pfipravené ¢astice lze oznacit
jako magneticky asistovana povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (MA-SERS) a bude

blize popsana v nasledujici kapitole.
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Obrazek 5: Schematické znazornéni vazby mezi protilatkou a antigenem. Pievzato z [23].

1.6. Magneticky asistovanda povrchem zesilend Ramanova spektroskopie

Vyuziti magnetickych nanocastic (MNPS) ma celou fadu vyhod. Patii mezi né snadna
manipulace se vzorkem, kontrolovatelna tvorba hotspoti, snadna separace a zahusténi, piipadné
extrakce vzorku ze slozité matrice [6, 12]. Toto je dulezité zejména pii stanovovani velice
nizkych koncentraci a praci s malym mnozstvim vzorku. Kombinaci magnetickych vlastnosti
nanocastic jako je napiiklad Fe3O4 a plasmonickych vlastnosti uslechtilych kovl lze vytvofit
idealni substrat pro SERS analyzu enviromentalnich polutanti a biologickych vzorku [6]. Jako
u jinych SERS substratii i u MNPs existuje celd fada riznych forem, v jakych lze tyto substraty
ptipravit (viz obrazek 6) [6, 11, 12].
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Obrazek 6: Priklady tvarG SERS substrati s jddrem z magnetickych nanocéstic. Pievzato
z [6].

Lze naptiklad vytvofit core-shell ¢astice S magnetickym jadrem a slupkou z uslechtilého
kovu. Vlastnosti téchto ¢astic 1ze kontrolovat tipravou rozmért jadra a slupky nebo povrchovou
upravou. Pro vétsi stabilitu 1ze mezi jadro a kovovou slupku nanést oddé€lujici vrstvu, nejcastéji
SiO2. Dalsi moznosti jsou tzv. core-satellite ¢astice kde magnetické jadro byva obaleno
nékolika kovovymi nanocasticemi. Vlastnosti tohoto substratu se znovu mohou liSit podle
velikosti a tvard ¢astic. Jelikoz intenzita SERS signalu zalezi i na tvaru ¢astic, existuje i mnoho
nesférickych substratl jako napiiklad nanokrychle nebo nanohvézdy [6].

Velice Casto se MNPs funkcionalizuji funkénimi skupinami (mize se jednat o rizné
proteiny, aptamery, protilatky aj.), které zprostiedkovavaji interakci s cilenymi latkami. Toto
znacné zvysuje selektivitu a citlivost metody. Pro bakteridlni analyzu lze napftiklad pouzit
protilatky pro danou bakterii. MNPs jsou také Casto modifikovany dal§imi latkami, podle
vyzadované funkce (iprava stability, navazani funkénich skupin aj.) [6, 11, 12].

Tato diplomova prace volné navazuje na vyuziti MA-SERS diagnostiky pfi infekci
kloubnich nahrad [11]. Dale byla tato MA-SERS metoda uspésné pouzita pro detekci jiz velmi
malych koncentraci imunoglobulinu G, jehoZz hodnoty se stanovuji pfi mnoha riznych

vySetienich [12].
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2. Meningitida

Meningitida, nebo také zanét mozkovych blan, je zanétové onemocnéni mozkomisnich blan
(ochrannd membrana chranici mozek a michu). Toto onemocnéni je nejcastéji zplisobeno
mikroorganismy jako jsou viry a bakterie. Viralni meningitida se vyskytuje nejcastéji, ma vSak
zpravidla zna¢n¢ mirné€j$i symptomy a Casto nebyva smrtelna. Bakterialni meningitida, zato
u dospélych jedinci v 5-10 % a to jiz béhem 24-48 hodin po projeveni symptomdl.
Nejcast€jsimi bakterialnimi pivodci tohoto onemocnéni jsou Neisseria meningitidis (znama
také jako meningokok) a Streptococcus pneumoniae (streptokok). U dospélych jedinci byvaji
tyto dvé bakterie zodpovédné az za 80 % piipadu bakterialni meningitidy [1, 27, 29-32].
U novorozenct je nejcastéjsi pri¢inou Streptococcus agalactiae a u déti do 5 let Haemophilus
influenzae. [1, 29, 31]. Streptococcus suis je vyznamnym puvodcem v ¢astech Asie.
U rizikovych pacientd, jako jsou star$i osoby, alkoholici, diabetici, osoby s oslabenou imunitou,
mohou jako pivodci onemocnéni plsobit bakterie Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus nebo Listeria monocytogenes [29].

Diky pokrokim ve tvorbé vakcin doSlo ke znacnému poklesu vyskytu meningitidy,
piredev§im u déti. Vakeiny jsou vSak v nékterych Castech svéta nedostupné, ptipadné piilis
nakladné. Incidence tak zlstava vysoka ptredevsim v urcitych castech Afriky suvadénou
incidenci az 1000 piipadi na 100 000 lidi (v zapadni Evropé jsou uvadény 1-2 ptipady
na 100 000 lidi). I ptes sniZeni vyskytu piipadid, tmrtnost této nemoci zlstava stale vysoka,
az 30 % u dospélych jedinct ve vyspélych zemich a az 50 % Vv rozvojovych zemich [30]. Lécba
ve vetsing piipadu probiha podanim antibiotik a kortikosteroidu. Jedny z vyznamnych faktort
pfispivajicich k vysoké tmrtnosti jsou vyskyt bakterii odolnych vici antibiotikiim a Casta

prodleva mezi poc¢atkem a detekci nemoci [27, 30].

2.1. Diagnoza a metody detekce

Mezi hlavni symptomy meningitidy patii pfedev§im silné bolesti hlavy provazené
horeckou, ztuhlosti Sije, Casto také poruchami védomi nebo ztratou sluchu, kterd mtize pietrvat
1 po uspésném vyléceni nemoci. Dale se mize projevovat 1 zvracenim, zachvaty a citlivosti
na svétlo [1].

Detekce meningitidy probiha zpravidla analyzou mozkomiSniho moku (také oznaCovan
jako likvor) [27, 30, 33]. Mozkomi$ni mok je extrahovan pomoci lumbalni punkce (extrakce

likvoru pomoci tzv. punkéni jehly v bederni oblasti patefe za pouziti lokalniho anestetika,
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viz obrazek 6) [29]. Lze stanovit fadu parametri, které mohou indikovat onemocnéni.
V okamziku lumbélni punkce lze stanovit tlak v mozkomiSnim moku, ktery byvd béhem
onemocnéni zvyseny. Dale Ize z punktatu stanovit pocet bilych krvinek a mnozstvi leukocytti.

Piedevsim lze vSak stanovit pfitomnost vySe zminénych bakterii [1, 27, 30, 33].
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Obrazek 6: Lumbalni punkce. Procedura pro extrakci mozkomisniho moku pro diagnézu
meningitidy. Pievzato z [29].

Ke stanoveni bakterii se nejbéznéji pouziva mikrobidlni kultura, Gramovo zbarveni nebo
latexova aglutinace. Mikrobidlni kultura je nejCastéji pouzivanou technikou (piedevs§im
V chudsich zemich) kvili jeji jednoduchosti a malym nakladim. Nevyhodou jsou vSak dlouhé

doby inkubace (typicky 24-48 h) a velké mnozstvi falesné negativnich vysledkt kvuli velké
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citlivosti na koncentraci a cistotu vzorku. Dalsi problém, ktery omezuje detekci vétSiny
konven¢nich metod je podani antibiotik pacientim ptfed odebrdnim mozkomiSniho moku.
Gramovo zbarveni je také méné nakladna metoda, ale neposkytuje informaci o konkrétnim
druhu bakterie. Latexova aglutinace je velice rychla metoda s dobou méfeni do 15 minut,
nicméné ma velmi omezenou citlivost. VySe zminéné pouZiti antibiotik pfed lumbalni punkci
zna¢né omezuje pouziti této metody [30, 33].

Casto se k detekci meningitidy také pouZivéa tzv. polymerazova fetézova reakce (PCR).
Jedna se o metodu, vyvinutou roku 1984 americkym biochemikem Kary Mullisem, zaloZenou
na duplikaci DNA. K tomu dochazi pomoci DNA polymerazy za ptitomnosti dostate¢ného
mnozstvi nukleotidi. Béhem reakce vzniknou z jednoho DNA fragmentu dvé identické kopie.
Mnozstvi DNA se tak pii kazdém prob&hnuti reakce zdvojnasobi. Pocatek kopirovaného tiseku
urcuje tzv. primer. Lze tak selektivné mnozit urCité useky DNA. Po skonceni reakce jsou
tradicné namnozené DNA fragmenty stanoveny pomoci gelové elektroforézy. Je uvadéno, Ze
lze pomoci této metody detekovat i jedinou molekulu DNA v jinak chemicky a biologicky
komplexnim systému [33]. Jedna se tedy o velice citlivou a specifickou metodu. Nevyhodou
této metody je ale jeji vysoka pofizovaci a provozni cena a nutnost kvalifikované obsluhy, coz
zna¢né limituje jeji pouziti v rozvojovych zemich [1, 33].

Casto pouzivana je tzv. real-time PCR, ktera umoziiuje stanovovani produkti reakce
Vv realném Case. Tuto metodu Ize kombinovat s tzv. multiplex PCR, ktera vyuziva vice primera
zarovenn K souasnému stanoveni vice ruznych tseki DNA [1, 31, 33, 35]. Problémem
multiplex PCR byva zreagovani a namnozeni nechténych ¢asti genomi. Corles a spol. [31]
pouzili multiplex real-time PCR Kk detekci tfi nejcastéjSich pivodct bakterialni meningitidy
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae. s citlivostmi
88,4 %, 91,8 % a 100 % proti vzorklim dfive stanovenym mikrobidlni kulturou. Jimi pouzity
set primert zreagoval pouze s cilenymi bakteriemi a zaznamenali tak 100 % specifi¢nost.

Stejné patogeny byly detekovany i pomoci SERS. Gracie a spol. [32] provedli soucasné
stanoveni téchto bakterii pomoci méfeni SERS DNA jednotlivych bakterii. PouZili sloZitéjsi
proces Stépeni DNA pomoci A-exonukledzy a fluorescencnich znacek, obsazenych
v syntetickych vlaknech DNA. Produkty Stépeni byly stanoveny v roztoku stfibrnych
nanocastic. Kaminska a spol. [36] pomoci SERS detekovali rovnéz tyto tfi patogeny a také
demonstrovali moznost rychlého rozliSeni mezi zdravymi a nakaZenymi pacienty stanovenim
hodnot neopterinu. Analyzou infikovanych a kontrolnich vzorki mozkomisniho moku zjistili,
ze lze pomoci SERS detekovat zvySené hladiny neopterinu u infikovanych pacientd.

K stanoveni neopterinu a tfi bakterii pouzili SERS substrat polyuhlikatych membran s rtiznou
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velikosti port, pokrytych tenkou vrstvou Au-Ag. Riizna velikost porii tohoto substratu
umoznila separaci jednotlivych komponent vzorku a stanoveni jejich spekter. Spektra byla
potom vyhodnocena pomoci PCA (principal component analysis — analyza hlavnich
komponent).

Metoda MA-SERS miize nabidnout vyznamnou alternativu pro detekci bakterialni
meningitidy. Pouziti specifickych antigeni zajistuje specificitu detekce, zatimco magnetické
nanocastice ndm umozinuji pracovat s velice malym mnozstvim vzorku a senzoru. VyuZzitim
velkého zesileni signalu metody SERS Ize dosahnou vysoké citlivosti. Samotna doba méteni
se muze liSit vlivem mnoha faktort jako je kvalita vzorku, kvalita a stafi pfipravenych senzort,
instrumentalni vybaveni apod., fadové vSak ve vétsiné pripadi nepfesahne nckolik desitek

minut [11, 12].
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3. Pristrojové vybaveni

Meéieni bylo provedeno na Ramanové mikroskopu DXR Nicolet (Thermo Scientific,
U.S.A.). Mikroskop je vybaven integrovanym optickym mikroskopem se sadou objektivi 4x,
10x a 50x zvétseni. Pti méfeni byl k excitaci pouzit laser o vinové délce 633 nm. Detekce zateni
probéhla termoelektricky chlazenym CCD detektorem (-50 °C).

K méfeni, zobrazeni a analyze spekter byl pouzit software OMNIC 8.2.0.403 od vyrobce
Thermo Fisher Scientific. S naméfenymi spektry byla provedena diskrimina¢ni analyza
v programu TQ Analyst 8.4.257 od stejného vyrobce.

4. Pouzité chemikalie a priprava vzorku

Pro povrchové zesileni Ramanova signalu byly pouzity nanocéstice stiibra pfipravené
modifikovanou Tollensovou metodou, ktera tkvi v redukci amoniakalniho komplexu stéibrnych
iontl [Ag(NH3)2]" maltézou. Tyto ¢astice jsou pomérné monodisperzni s primérnou velikosti
Castic okolo 28 nm [37]. Pii této velikosti jsou tyto ¢astice v roztoku maltézy pomérné stabilni
s dlouhou dobou zivotnosti. Nicméné pro vlastni pouziti v SERS je vSak nutné tuto vodnou
disperzi nanocastic stiibra aktivovat ptidavkem roztoku chloridu sodného, abychom dosahli
pozadovaného zesileni Ramanova signalu [38].

K magnetické separaci byly pouZzity nanoCastice oxidu Zeleza povrchové modifikované
karboxylovymi skupinami. Na karboxylové skupiny je nasledn€ navazan streptavidin na ktery
se navaze antigen pro ptislusnou bakterii.

Pouzitd metoda méfeni navazuje na metodu pouzitou k detekci infekci kloubnich nahrad
a vyuzivd stejnych biosenzori pouze s odliSnymi antigeny pro bakterie zplsobujici
meningitidu. Detailn&jsi postup pfipravy téchto biosenzori popisuje Fergasova a spol. [11]
v ¢lanku ,,Detection of Prosthetic Joint Infection Based on Magnetically Assisted Surface
Enhanced Raman Spectroscopy. Analytical chemistry *.

Testovani biosenzoril pro v€asnou detekci meningitidy bylo provadéno na modelovych
vzorcich  bakteridlnich lyzatd  Neisseria meningitidis (hustota bunék pfiblizné
653,9 x 10® CFU/ml), Streptococcus pneumoniae (hustota bundk pfiblizné
165,4 x 10 CFU/mI), Haemophilus influenzae (hustota bunék piiblizné 262,9 x 10° CFU/mI)
a Streptococcus agalactiae (hustota bunék piiblizné 132,9 x 10° CFU/mI) jak, ve fyziologickém
roztoku, tak i v likvoru, které nam poskytl Ustav mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého.
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5. Priprava vzorku pro SERS experimenty

Pro méfeni na Ramanové DXR mikroskopu byly vzorky senzoru a lyzata bakterii
piipraveny nasledovné. Pro méfeni senzoru bylo na podlozni skli¢ko odpipetovano 10 pl
roztoku funkcionalizovanych magnetickych nanocastic. Ty byly poté pomoci vnéjsiho
magnetického pole odseparovany od zbytku matrice, kterd byla nasledné¢ ze sklicka
odpipetovana. K magnetickym nanoc¢asticim bylo napipetovano 8 ul roztoku nanocastic stiibra
(28 nm) a ptidany 2 ul 4M NaCl pro jejich naslednou aktivaci. Tento roztok byl promichan ve
Spicce automatické pipety. Nakonec byla pomoci magnetického pole vytvofena srazenina
komplexu nanocastic, tz. biosenzoru, na okraji kapky, ktera byla bezprostiedné analyzovana
Ramanovym mikroskopem.

Pii piipravé vzorku bakterie bylo do mikrozkumavky typu eppendorf odpipetovano 10 pl
lyzatu bakterie a 10 pl roztoku magnetickych nanocastic funkcionalizovanych pfisluSnym
antignem. Vzorek byl dikladné promichan a nasledovala inkubace po dobu 15 minut. Po
uplynuti inkubacni doby bylo odpipetovano 10 pl na podlozni sklicko a byl zopakovan vyse
popsany postup. Vzorky bakterii v likvoru byly pfipraveny smichdnim bakterie a likvoru
v poméru 1:9 (likvor ku bakterii), neni-li ve vysledcich uvedeno jinak.

Dalsi vzorek byl ptipraven odpipetovanim 10 pl likvoru a 10 pl magnetickych nanocastic
funkcionalizovanych pfislusSnym antigenem do mikrozkumavky typu eppendorf. Smés byla

dikladn€ promichéna a nasledoval stejny postup popsany vyse.
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6. Vyhodnoceni naméirenych MA-SERS spekter

Moznost pouziti MA-SERS pro detekci zanétu mozkovych blan, za pouziti antigenem
funkcionalizovanych magnetickych nanocastic (MNPS), byla testovana na bakteriich Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae.
U kazdé bakterie bylo pouzitim metody MA-SERS nejprve naméfeno spektrum samotného
biosenzoru piislusné bakterie (tzv. slepy vzorek). Dale byl biosenzor aplikovan na roztok lyzatu
této bakterie a bylo zaznamenano SERS spektrum tohoto vzorku. Na ziskanych SERS spektrech
bylo zkoumano, zda a jak se toto spektrum zméni pfitomnosti zkoumané bakterie oproti
slepému vzorku. Po této zakladni demonstraci funkénosti pfipraveného biosenzoru byl stejny
postup testovan s bakteridlnim lyzatem v likvoru, jakozto slozité biologické matrice.
Za tcelem testovani citlivosti této metody byla pro bakterie Neisseria meningitidis
a Streptococcus pneumoniae naméfena rovnéz i koncentraéni fada, kdy se fedily vzorky
jednotlivych bakteridlnich lyzatd s likvorem. Pro tyto dvé jednotlivé bakterie bylo také
soucasné¢ testovano pouziti smesi prislusnych biosenzorti v poméru 1:1 za ucelem selektivné

vazat pozadovany analyt ze vzorku.

6.1. Neisseria meningitidis
Prvni stanovovana bakterie byla Neisseria meningitidis. Na grafu 1 miazeme vidét rozdil mezi
vybranymi spektry slepého vzorku (NMA) a vzorku s bakterii (NM18). Mezi spektry miizeme
pozorovat zfetelné rozdily. Nejvice se soustfedime na charakteristické pasy odpovidajici ¢astem
proteinové struktury. Pasy pti 1235 cm™ a pti 1392 cm™ byvaji oznaovany jako Amid III pasy.
Jako Amid II pasy jsou potom oznacovany pasy pii 1558 cm™ a 1450 cm™. Dalsi vyznamny
pés, indikujici pfitomnost bakterie, vznikl pii 730 cm™ a je spojovan s charakteristickymi
vibracemi glykosidické vazby v molekulach tvoticich bunééné stény bakterii [10,11]. Jako dalsi
vyznamny indikator p¥itomnosti bakterie slouzi pomér intenzit proteinovych past 1392 cm™
a 1558 cm™. Pomér lisgz/l1s5s se oznacuje jako PBR (z anglického ,.protein band ratio®).
Po uspésné interakci piislusného biosenzoru s bakteridlnim lyzatem Neisseria meningitidis

doslo k poklesu PBR hodnoty z 8,80 na hodnotu 2,28.
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Graf 1: Vzorova SERS spektra analyzy bakterie Neisseria meningitidis. Dolni spektrum
Cervenou Carou odpovida biosenzu (NMA), horni spektrum modrou ¢arou odpovida vzorku

s lyzatem bakterie (NM18).

Pro kazdy vzorek bylo provedeno deset opakovanych meéfeni, které byly nésledné
klasifikovany algoritmem diskriminacni analyzy (DA), ktera umoziuje grafické znazornéni
odlisnosti (resp. podobnosti) naméfenych SERS spekter. Na grafu 2 body oznacené cétverci
predstavuji SERS spektra biosenzoru (kazdy pod ptedstavuje jedno nameéfené spektrum) a body
oznacené trojuhelniky predstavuji SERS spektra vzorku obsahujici stanovovanou bakterii.
Z obrazku je patrné, ze ob¢ tiidy tvoii jednoznaéné oddélené shluky, které mulzeme
charakterizovat Mahalanobisovymi vzdalenostmi. Vnitini vzdéalenost charakterizuje ptesnost
meétfeni a je zddouci, aby byla co nejmensi. Naopak velkd vzdalenost mezi tfidami nam
umoziuje od sebe jednoznaéné vzorky odliSit a v naSem piipad¢ tak mizeme fici, zda doslo
k uspésné detekci bakterie ¢i nikoliv.

Priimérnd hodnota vzdélenosti uvniti jednotlivych tfid odpovida hodnotdm 0,97 pro Cisty
biosenzor (NMA), 0,89 pro biosenzor s navazanou bakterii (NM18). Naopak primérna hodnota
meziklastrové Mahalanobisovy vzdalenosti mezi tfidami odpovidd hodnoté¢ 4,00. Z téchto
hodnot je tedy patrné, Ze miiZzeme pouZitim DA snadno rozliSit mezi spektry Cistého biosenzoru

a senzoru s bakteridlnim lyzatem.
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Graf 2: Diskriminaéni analyza naméfenych spekter pro stanoveni bakterie Neisseria
meningitidis. Body oznacené c¢tverci piedstavuji SERS spektra biosenzoru (NMA) a body

oznacené trojuhelniky predstavuji SERS spektra vzorku s lyzatem bakterie (NM18).

Po demonstrovani rozliSitelnosti SERS spekter biosenzoru a lyzatu bakterie, bylo
provedeno méfeni stejného bakteridlniho lyzatu v likvoru. Porovnani spekter biosenzoru
aplikovaného na cisty likvor (horni spektrum) a biosenzoru aplikovaného na roztok likvoru
inokulovaného lyzatem bakterie Neisseria meningitidis v koncentraci 588,51 x 10 CFU/ml
(dolni spektrum) lze vidét na grafu 3. Primérnd hodnota PBR se snizila z 4,45 u biosenzoru
aplikovaného na cisty likvor (NMAIQ) na 1,79 pro vzorek likvoru inokilovaného bakterii
(NM18Iq). Pii klasifikovani téchto vzorkt diskriminac¢ni analyzy (graf 4) odpovidaji primérné
vnitini vzdalenosti hodnotam 1,07 pro biosenzor (NMAIQ) a 0,78 pro biosenzor s navazanou

bakterii (NM18Iq). Primérna meziklastrova vzdalenost pak odpovida hodnot¢ 2,43.
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Graf 3: Vzorova SERS spektra analyzy bakterie Neisseria meningitidis v roztocich likvoru.
Dolni spektrum ¢ervenou ¢arou odpovida biosenzu aplikovaného na Cisty likvor (NMAIQ)

a horni spektrum modrou carou odpovida roztoku likvoru inokulovaného lyzatem danné

bakterie (NM18Iq).
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Graf 4: Diskriminacni analyza naméfenych spekter pro stanoveni bakterie Neisseria
meningitidis v roztocich likvoru. Body oznacené ctverci predstavuji SERS spektra biosenzoru
aplikovaného na Cisty likvor aplikovaného na ¢isty likvor (NMAIQ) a body oznaéené trojuhelniky

piedstavuji SERS spektra roztoku likvoru inokulovaného lyzatem danné bakterie (NM18Iq).
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Je zjevné, ze i v roztoku likvoru bylo mozné jednoznaéné rozlisit mezi SERS spektry
biosenzoru a vzorkem bakterie. Pro bakterii Neisseria meningitidis byla nasledné¢ naméfena
koncentracni fada. Nejkoncentrovangjsi roztok lyzatu s bakterii byl zhotoven s koncentraci
588,51 x 10° CFU/mI. Postupné byly méfeny nizsi koncentrace az po nejnizsi naméfenou
koncentraci 16,35 x 10 CFU/m. Pro ilustraci jsou na grafu 5 zobrazena spektra vzorki o téchto
koncentracich v porovnani se spektrem biosenzoru aplikovaného na Cisty likvor. Jak je jiz
uvedeno vyse, primérna hodnota PBR biosenzoru se snizila z 4,45 na 1,79 u vzorku s nejvyssi
koncentraci a na 1,57 u vzorku o koncentraci 16,35 x 10°® CFU/ml. Na grafu 6 je ukazana DA
vSech tii koncentraci s vnitinimi vzdalenostmi odpovidajicimi 1,07 pro biosenzor, 0,90 pro
vzorek v koncentraci 588,51 x 10° CFU/ml a 0,82 pro vzorek v koncentraci 16,35 x 106,
Vzdalenosti mezi Klastry odpovidaji 3,20 mezi biosenzorem a vzorkem vysoké koncentrace,
2,90 mezi biosenzorem a vzorkem nizké koncentrace a 1,74 mezi vzorkem s vysokou a vzorkem
s nizkou koncentraci. Na DA a srovnani spekter mizeme vidét, Ze i po znatném ziedéni

puvodniho roztoku byl roztok bakterie jednozna¢n¢ identifikovatelny.
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Graf 5: Srovnani SERS spekter ruznych koncentraci bakterie Neisseria meningitidis
v roztocich likvoru. Cervenou &arou je zobrazeno spektrum &istého biosenzoru, modrou &arou
spektrum vzorku o koncentraci 588,51 x 10° CFU/ml a zelenou &arou vzorek o koncentraci
16,35 x 108 CFU/m.
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Graf 6: Diskrimina¢ni analyza pro stanoveni bakterie Neisseria meningitidis v roztocich
likvoru o riznych koncentracich. Ctverce reprezentuji spektra &istého biosenzoru, koledka
spektra vzorku o koncentraci 588,51 x 10° CFU/ml a trojtihelniky vzorek o koncentraci
16,35 x 10° CFU/m.

6.2. Streptococcus pneumoniae

Obdobna analyza byla provedena i pro vzorky lyzati bakterie Streptococcus pneumoniae.
V grafu 7 miizeme opét pozorovat znateln¢ rozdily mezi SERS spektry biosenzoru (SPA)
a spektry biosenzoru aplikovaného na lyzat bakterie (SP58). Stejné jako v pfipad¢é bakterie
Neisseria meningitidis mtizeme i v piipadé Streptococcus pneumoniae pozorovat ve spektrech
charakteristické proteinové pasy Amid Il a Amid IIT a zménu jejich pomért. V tomto piipadé
vzrostla hodnota PBR z 8,91 pro biosenzor na 10,56 pro vzorek bakterie. Stejné tak mizeme
v SERS spektru vzorku bakterie vidét ponékud méné vyrazny charakteristicky pas vibrace

glykosidické vazby pii 730 cm™,
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Graf 7: Ukazkova SERS spektra pro bakterii Streptococcus pneumoniae. Dolni spektrum
Cervenou Carou odpovida biosenzoru pro danou bakterii a horni spektrum modrou ¢arou

odpovida biosenzoru aplikovanému na lyzat této bakterie.

V grafu 8 je uvedena DA pro samotny biosenzor (SPA) a biosenzor aplikovany na vzorek
lyzatu bakterie (SP58). Vnitini vzdalenosti téid odpovidaji 1,12 pro biosenzor a 0,66 pro vzorek
bakterie. Meziklastrova vzdalenost pak odpovidala hodnoté 2,89. Stejné jako v predchozim
ptipad¢ i tyto vysledky jasné demonstruji funkénost MA-SERS biosenzoru.

Graf 9 ukazuje pro ilustraci DA, ktera vedle sebe zobrazuje téidy biosenzoru bakterie
Neisseria meningitidis (NMA), vzorek této bakterie po aplikaci biosenzoru (NM18) a vzorek
bakterie Streptococcus pneumoniae po aplikaci ptfislusného biosenzoru (SP58). Vnitini
vzdalenosti tfid odpovidaji Vv poradi, vjakém jsou uvedeny, hodnotam 1,06, 0,87 a 0,78.
Vzdalenosti mezi klastry odpovidaji 4,33 mezi NMA a NM18, 2,3 mezi NMA a SP58 a 2,83
mezi NM18 a SP58. Jasné rozlieni vSech tfech tfid poukazuje na Gspésnost této MA-SERS

metody detekce a identifikace infekce mozkomisniho moku.
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Graf 8: Diskrimina¢ni analyza pro bakterii Streptococcus pneumoniae. Body oznacené
Ctverci predstavuji SERS spektra biosenzoru pro tuto bakterii (SPA) a body oznacené

trojuhelniky pfedstavuji spektra biosenzoru aplikovaného na lyzat této bakterie (SP58).
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Graf 9: Ilustrace rozlisitelnosti bakterii pomoci DA. Body oznacené ¢tverci predstavuji SERS
spektra biosenzoru bakterie Neisseria meningitidis (NMA), body oznacené trojuhelniky vzorek této
bakterie po aplikaci biosenzoru (NM18) a body oznafené kolecky oznacuji vzorek bakterie

Streptococcus pneumoniae po aplikaci prislusného biosenzoru (SP58).
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Vzorova SERS spektra vzorkl biosenzoru v likvoru (SPAIQ) a roztoku lyzatu bakterie
Streptococcus pneumoniae v likvoru v koncentraci 148,84 x 10° CFU/mI (SP58lq_1:9) jsou
ukazana v grafu 10. Hodnota PBR vzrostla 1,05 pro SPAIlgq a 6,68 pro SP58Ig_1:9.
Diskrimina¢ni analyza je zobrazena v grafu 11 s vnitinimi vzdalenostmi odpovidajicimi 1,12
pro SPAIlq, 0,71 pro SP581q a vzdalenosti mezi klastry 2,79. | v tomto piipadé 1ze jednozna¢né
rozeznat vzorky s bakterii v likvoru od ¢istého biosenzoru.

Koncentraéni fada byla zhotovena i pro tuto bakterii s nejnizsi pfipravenou koncentraci
4,13 x 10% CFU/mI (SP58Iq_39:1). Ze spekter v grafu 12 a DA zobrazené v grafu 13 opdt
vidime, Ze jsme schopni bakterie rozliSit i pfi tomto zfedéni. Mahalabisonovy vzdalenosti u DA
odpovidaly hodnotam 1,26 pro SPAIqg, 0,79 pro SP58 1:9 a 0,62 pro SP58_39:1. Vzdalenosti
mezi klastry odpovidaly 3,67 mezi SPAlq a SP58_1:9, 2,85 mezi SPAIgq a SP58_39:1 a 1,80
mezi SP58 1:9 a SP58 39:1.
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Graf 10: Piiklad SERS spekter pro analyzu bakterie Streptococcus pneumoniae v roztocich
likvoru. Dolni spektrum Cervenou ¢arou odpovida biosenzu aplikovaného na Cisty likvor
(SPAIQ) a horni spektrum modrou ¢arou odpovida roztoku likvoru aplikovaného na lyzat dané
bakterie (SP58Iq_1:9).
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Graf 11: Diskrimina¢ni analyza naméfenych spekter pro stanoveni bakterie Streptococcus
pneumoniae V roztocich likvoru. Body oznacené ¢tverci predstavuji SERS spektra biosenzoru
aplikovaného na ¢isty likvor aplikovaného na cisty likvor (SPAIq) a body oznacené trojiihelniky

predstavuji SERS spektra roztoku likvoru inokulovaného lyzatem danné bakterie (SP581q_1:9).
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Graf 12: Srovnani SERS spekter riznych koncentraci bakterie Streptococcus
pneumoniae Vv roztocich likvoru. Modrou ¢arou je zobrazeno spektrum ¢istého biosenzoru
(SPAIq), ervenou carou spektrum vzorku o koncentraci 148,84 x 10° CFU/mlI
(SP581q_1:9) a zelenou ¢arou vzorek o koncentraci 4,13 x 108 CFU/mI (SP58Iq_39:1).
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Graf 13: Diskriminaéni analyza pro stanoveni bakterie Streptococcus pneumoniae
v roztocich likvoru o réiznych koncentracich. Ctverce reprezentuji spektra &istého biosenzoru,
kole¢ka spektra vzorku o koncentraci 148,84 x 10° CFU/ml a trojuhelniky vzorek o koncentraci

4,13 x 10° CFU/ml.

6.3. Smés senzori

Pro praktickou aplikaci analytickych metod, je vzdy cenéna univerzalnost metody. Testovat
vzorek na jednotlivé bakterie mlize byt asoveé naro¢né. Proto byla pfipravena smes senzord pro
bakterii Neisseria meningitidis (NMA) a Streptococcus pneumoniae (SPA) v poméru 1:1
a pomoci této byly zméteny jednotlivé vzorky ptislusnych bakterii. Z DA v grafu 14 mizeme
vidét, Ze 1 pomoci smési obou senzori lze jednozna¢né rozlisit tfidy pro senzor a tiidy
jednotlivych bakterii. Vnitini vzdalenosti odpovidaji 0,13 pro smés senzort, 1,23 pro smeés
senzoru aplikovanou na lyzat bakterie Neisseria meningitidis (NM) a 0,99 pro smés senzori
aplikovanou na lyzat bakterie Streptococcus pneumoniae (SP). Vzdalenosti mezi klastry
odpovidaji 4,29 mezi smési senzora a vzorkem NM ,2,06 mezi smési senzora a vzorkem SP

a 3,03 mezi vzorky bakterii.

37



1 (0] o o
o O
3 1 O
=1
Z i
= o
o
(&)
el
=1
o !
o
1 A
é A
1 A A A
| A
ol
ol | |
I . . . I . . . I . . . I
-0 Distance to NMA+SPA 6

Graf 14: Body oznacené Ctverci predstavuji jednotliva SERS spektra smési senzort bakterii
Neisseria meningitidis (NMA) a Streptococcus pneumoniae (SPA), kolecka predstavuji spektra
smési senzord aplikované na lyzat bakterie Neisseria meningitidis a body oznacené trojuhelniky

predstavuji spektra smési senzort aplikované na lyzat bakterie Streptococcus pneumoniae.

6.4. Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae

Jako posledni byly testovany bakterie Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae.
Srovnani SERS spekter pro tyto dvé bakterie nalezneme v grafech 15 a 16. Na rozdil
od predchozich bakterii nebyl v téchto spektrech vyrazny proteinovy pés pii 1558 cm™. Z toho
ditvodu byl misto n&j pro vypocet hodnoty PBR vyuzit spektralni pas lezici pii 1450 cm™
v poméru lizgo/l1a50. V tomto poméru doslo u bakterie Haemophilus influenzae ke zméné
z hodnoty 2,92 pro biosenzor (HIA) na hodnotu 4,74 pro vzorek bakterie (HI1). U bakterie
Streptococcus agalactiae doslo ke zvyseni PBR hodnoty z 1,16 u biosenzoru (SAA) na 4,08
u vzorku lyzatu bakterie (SA39).

Jako v predchozich ptipadech byla pro obé bakterie zhotovena diskrimina¢ni analyza (DA).
U Haemophilus influenzae (graf 17) odpovidaji vnitini vzdalenosti 0,69 pro HIA, 1,12 pro HI1
a vzdalenost mezi klastry odpovida 1,44. Pro Streptococcus agalactiae (graf 18) odpovidaji
vnitini vzdalenosti 0,67 pro SAA, 1,06 pro SA39 a vzdalenost mezi tfidami odpovida 2,46.
Muzeme vidét, ze rozdil mezi spektry biosenzoru a bakterie je u téchto bakterii ponékud méné

vyrazny (zejména u Haemophilus influenzae), nicméng¢ stale rozlisitelny.
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Graf 15: Srovnani vzorovych SERS spekter bakterie Haemophilus influenzae. Dolni
spektrum Cervenou barvou nalezi samotnému biosenzoru (HIA) a horni spektrum modrou

barvou nalezi biosenzoru aplikovaného na lyzat bakterie (HI1)
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Graf 16: Vybrana spektra bakterie Streptococcus agalactiae. Dolni spektrum ervenou

carou reprezentuje spektrum biosenzoru (SAA) a horni spektrum modrou ¢arou reprezentuje

spektrum biosenzoru aplikovaného na lyzat bakterie (SA39).
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Graf 17: Diskrimina¢ni analyza bakterie Haemophilus influenzae. Body oznacené

Ctverci predstavuji jednotliva spektra biosenzoru (HIA) a body oznacené trojuhelniky

predstavuji spektra vzorki bakterie po aplikaci biosenzoru(HI1).
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Graf 18: Diskrimina¢ni analyza pro Streptococcus agalactiae. Body oznacené

Ctverci predstavuji jednotliva spektra biosenzoru pro tuto bakterii (SA) a body

oznacené trojuhelniky ptedstavuji spektra vzorku bakterie po aplikaci tohoto
biosenzoru (SA39).
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Dale, jako v ptedchozich ptipadech, byla zmétena spektra pro roztoky likvoru. Srovnani
vzorovych spekter nalezneme na grafech 19 a 20. Pro stanoveni PBR byl opét pouzit pomér
l1392/11450. U Haemophilus influenzae doslo ke sniZeni hodnoty PBR ze 6,55 pro biosenzor
v roztoku likvoru (HIA Iq) na 5,04 pro vzorek bakterie v likvoru (HI1 Iq) v koncentraci
263 x 10°® CFU/mI (vychozi koncentrace lyzatu byla 525.8 x 10° CFU/ml). U bakterie
Streptococcus agalactiae doslo ke zmén¢ hodnoty PBR z 2,17 pro biosenzor v roztoku likvoru
(SAA_Iq) na 3,16 pro vzorek bakterie v likvoru (SA39_Iq) o koncentraci 119,61 x 10 CFU/ml
(s piivodni koncentraci lyzatu 132,9 x 10% CFU/ml). Diskrimina¢ni analyzy pro obé bakterie
jsou zobrazeny v grafech 21 a 22. Vnitini vzdalenostmi odpovidaji 0,79 pro HIA Iq, 1,05 pro
HI1 Ig, 0,88 pro SAA 1q, 0,94 pro SA39 Iq a vzdalenosti mezi klastry odpovidaji hodnotam
1,64 mezi HIA_lga HI1_Iga 1,52 mezi SAA_lg a SA39_Iq.
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Graf 9: Srovnani vzorovych SERS spekter bakterie Haemophilus influenzae. Dolni
spektrum ¢ervenou barvou reprezentuje roztok biosenzoru v likvoru (HIA_Ig) a horni spektrum

modrou barvou reprezentuje roztok bakterie v likvoru po aplikaci biosenzoru (HI11_lq).
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Graf 20: Srovnani vybranych SERS spekter bakterie Streptococcus agalactiae. Dolni

spektrum cervenou barvou piedstavuje biosenzor (SAA_1q) a horni spektrum modrou barvou

predstavuje vzorek bykterie v likvoru (SA39_Iq).

2,2

Distance to HI1_lq

'
a

IR RN S
a

)
>

{ ' ' ' | ) ) .

-0,1 Disltancé to HI|A_Iq ' : 23
Graf21: Diskriminaéni analyza pro roztok bakterie Haemophilus influenzae v likvoru.

Body oznacené Ctverci predstavuji jednotliva spektra roztoku senzoru v likvoru (HIA_Iq)

a body oznacené trojuhelniky ptredstavuji spektra vzorka bakterie v likvoru (HI1_lq).
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Graf 21: Diskriminaéni analyza pro roztok bakterie Streptococcus agalactiae v likvoru.
Body oznacené ¢tverci piedstavuji jednotliva spektra roztoku senzoru v likvoru (SAA_Iqg) a

body oznaéené trojuhelniky piedstavuji spektra vzorkt bakterie v likvoru (SA39_Iq).

Pro ptfehlednost byly vysledky ptedchozich kapitol shrnuty v nasledujicich tabulkéch.
Tabulka ¢. 1 obsahuje vysledky pro bakterie Neisseria meningitidis a Streptococcus
pneumoniae. Tabulka ¢. 2 shrnuje vysledky bakterii Haemophilus influenzae a Streptococcus
agalactiae.
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Tabulka 1(a) Tabulka 1(b)
vzorek PBR (l1392/11558) vzorek PBR (l1392/11450)
NMA 8,80 HIA 2,92
NM18 2,28 HIl 4,74
NMA _Iq 4,45 HIA Iq 6,55
NM18_lq 1:9 1,79 HI11_Iq 1:9 5,04
SPA 8,91 SAA 1,16
SP58 10,56 SA39 4,08
SPA Iq 1,05 SAA Iq 2,17
SP58_1q 1:9 6,68 SA39 Iq 1:9 3,16

Tabulka 1: Souhrn vysledkt hodnot PBR pro jednotlivé vzorky. Pro bakterie
Neisseria meningitidis a Streptococcus pneumoniae byl pro vypocet PBR pouZzit pomér
11392/11558 () @ pro bakterie Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae byl pouzit

pomér l1392/11450 (D).

Tabulka 2 (a)

HIA; HI1 Vnitini vzdalenosti Vzdalenosti mezi tfidami
HIA 0,69

HI1 1,12

HI - HI1 1,44
HIA Ig; HI1 Ig 1:9

HIA Ig 0,79

HI1 Ig 1:9 1,05

HI_Ig-HI1 Ig 1:9 1,64
SAA; SA39

SAA 0,67

SA39 1,06

SA —SA39 2,46
SAA_lg; SA39 g 1:9

SAA lIq 0,88

SA39 Iq 1:9 0,94

SA Ig-SA39 Igq1:9 1,52
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Tabulka 2 (b)

NMA; NM18 Vnitini vzdalenosti Vzdalenosti mezi tfidami
NMA 0,97

NM18 0,89

NMA - NM18 4,00
NMA_lg; NM18_lIq 1:9

NMA_Iq 1,07

NM18 Iqg 1:9 0,78

NMA Iq - NM18_Iqg 1:9 2,43
NMA_lg; NM18_lq 1:9;

NM18 la 39:1

NMA_Iq 1,07

NM18 Iqg 1:9 0,90

NM18_Iqg 39:1 0,82

NMA_lqg - NM18_Iq 1:9 3,20
NMA_Ig - NM18_Iq 39:1 2,90
NM18 Iq 1:9 - NM18 Iqg 39:1 1,74
SPA; SP58 1:9

SPA 1,12

SP58 0,66

SPA — SP58 2,89
SPA _lg; SP58_Iq

SPA Iq 1,12

SP58 1g 1:9 0,71

SPA _Ig-SP58 Iq 1:9 2,79
SPA Iq; SP58 g 1:9;

SP58 1q 39:1

SPA Iq 1,26

SP58 Iq 1:9 079

SP58 1q 39:1 0,62

SPA g - SP58 _Iq 1:9 3,67
SPA Ig - SP58_Iq 39:1 2,85
SP58 1qg 1:9 - SP58 Iq 39:1 1,80
NMA + SPA; NM18; SP58

NMA + SPA 0,13

NM18 1,23

SP58 0,99

[NMA + SPA] - NM18 4,29
[NMA + SPA] - SP58 2,06
NM18 — SP58 3,03

Tabulka 2: Vysledky Mahalabinosonovych vzdalenosti pro DA spekter bakterii bakterie
Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae (a) a Neisseria meningitidis a

Streptococcus pneumoniae (b).
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Zavér

Tato prace se zabyva vyvojem analytické metody pro rychlou diagnostiku bakteridlni
meningitidy detekovanim a identifikovanim bakterialnich patogenii pomoci magneticky
asistované povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie. I pies znacné pokroky v mediciné
V oblasti vakcinace a 1écby, zUstavd meningitida stdle velice zavaznym onemocnénim
s vysokou mortalitou. Soucasné bézné metody detekce maji Casto dlouhé doby méfeni, které
mohou vést ke komplikaci 1écby. Nase analytickd metoda se tak snazi nabidnout jednoduchou
a ¢asové nenaroc¢nou alternativu k detekci meningitidy. Analyzovany byly nejcastéjsi bakterie
zpusobujici meningitidu, konkrétné Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae.

Pro MA-SERS byly pouzity magnetické nanocastice funkcionalizované antigenem
ptislusné bakterie. K zesileni Ramanova signédlu byly pouzity nanocéstice stiibra aktivované
roztokem NaCl. Nejdiive byly testovany lyzaty vySe zminénych bakterii. Po uspéSnych
vysledcich bylo provedeno méfeni roztoku lyzatu v likvoru. Pro bakterie Neisseria meningitidis
a Streptococcus pneumoniae byla zmétena koncentracni fada a byla také otestovana moznost
detekce bakterii za pouZiti smési senzori téchto dvou bakterii.

Ve vsech ptipadech jsme byli schopni rozlisit pfitomnost bakterii diky rozdilnym hodnotam
PBR a statistickym rozdé€lenim pomoci diskriminaéni analyzy. Nejlepsi vysledky jsme
zaznamenali u bakterii Neisseria meningitidis a Streptococcus pneumoniae. Vysledky u bakterii
Haemophilus influenzae a Streptococcus agalactiae byly vice zatizené Sumem a fluorescenci,
nicméné 1 pfes horsi vysledky i spektra téchto bakterii byly rozliSitelné od spekter slepych
vzork.

Pro praktické pouziti této metody je tieba dalSiho vyzkumu, zejména aplikace na vzorky
mozkomisniho moku redlnych pacientd. Nicméné vysledky této prace demonstruji velky
potencial, ktery ma tato metoda jako rychly a snadny analyticky néstroj pro diagnézu zavazného

infekéniho onemocnéni mozkovych blan — meningitidy.
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Seznam pouzitych zkratek

DA
HIA

HI1
HIA Iq
HI1 Iq
MA-SERS

MNPs
NM

NM18
NM18lq
NMA
NMAIq
NPs
PBR
PCR
SAA
SA39
SAA Iq
SA39 Iq
SERS

SP
SP58
SP58Iq
SPA
SPAIq

diskriminac¢ni analyza

senzor pro bakterii Haemophilus influenzae

vzorek lyzatu bakterie Haemophilus influenzae
senzor pro bakterii Haemophilus influenzae v likvoru

vzorek lyzatu bakterie Haemophilus influenzae v likvoru

magneticky asistovana povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

magnetické nanocastice
Neisseria meningitidis

vzorek lyzatu bakterie Neisseria meningitidis

vzorek lyzatu bakterie Neisseria meningitidis v likvoru
senzor pro bakterii Neisseria meningitidis

senzor pro bakterii Neisseria meningitidis v likvoru
nanocastice

protein band ratio; pomér proteinovych pasu
polymeréazova fetézova reakce

senzor pro bakterii Streptococcus agalactiae

vzorek lyzatu bakterie Streptococcus agalactiae

senzor pro bakterii Streptococcus agalactiae v likvoru
vzorek lyzatu bakterie Streptococcus agalactiae v likvoru
surface enhanced Raman spectroscopy; povrchem zesilena
Ramanova spektroskopie

Streptococcus pneumoniae

vzorek lyzatu bakterie Streptococcus pneumoniae

vzorek lyzatu bakterie Streptococcus pneumoniae v likvoru
senzor pro bakterii Streptococcus pneumoniae

senzor pro bakterii Streptococcus pneumoniae v likvoru
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