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UvoD

Tato bakalafska prace s nazvem “Navrh a optimalizace SERS substratu pro detekci
B-laktamovych antibiotik a moznou diagnostiku rezistentnich bakterialnich kmend®
se vénuje piipravé SERS substrati (substratl vyuzivanych v povrchem zesilené Ramanové
spektrometrii) za vyuziti plasmonickych anizotropnich nanocastic stfibra a jejich aplikaci
v detekci B-laktamového antibiotika, ampicillinu, a sledovani jeho strukturnich zmén, jez by

se daly v budoucnu vyuzit k rozliseni citlivosti bakterialnich kment k danému antibiotiku.

SERS aktivni substraty jsou nejcastéji zhotoveny z kovovych nanomaterialti, jako
jsou zlato, stiibro nebo méd’. Plasmonické nanocastice zminiovanych kovi se vyznacuji
schopnosti interagovat se svételnym paprskem za tvorby lokalizovanych povrchovych
plasmont, které jsou pfi¢inou vyrazného zesileni signalu analytu. Tyto substraty 1ze vyuzit
k detekci Siroké Skaly analytd o velmi nizkych koncentracich a vyuzivat je tak v radeé

bio-medicinskych aplikaci.

Tato bakalarska prace nahlizi na problém narUstajici bakterialni rezistence vici bézné
vyuzivanym antibiotikiim a na potencialni zrychleni administrace Gc¢inného antibiotika.
To souvisi se snizenim pocCtu nespravné predepisovanych antibiotik, jez je jeden
z vyznamnych faktort, ktery pfispiva k rychlejsi tvorbé bakterialni rezistence. Rezistence
bakterii byva v souc¢asné dobé detekovana pomoci mikrobiologickych metod, zalozenych na
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Ke stanoveni MIC je ale nejprve nutné
vykultivovat Cistou bakterialni kolonii (1 den) a az poté ji otestovat, vysledky tedy
ziskavame nejdfive po dvou dnech od odbéru vzorkii. Metody zalozené na povrchem
zesilené Ramanové spektroskopii by tuto inkubaéni dobu mély s ohledem na detekci signalu
ve velmi nizkych koncentracich nejen urychlit, ale jelikoz jsme v ramci SERS schopni
detekovat strukturu testované latky, je predpokladano, ze by tato metoda mohla byt pouzita
i k detekci zmény struktury B-laktamového antibiotika, jez byva velmi Casto spojovana
s mechanismem rezistence vuci této skupiné€ antibiotik. Mezi nejCastéj§i mechanismy
resistence bakterii vic¢i B-laktamovym antibiotikiim se fadi hydrolyza antibiotika pomoci
bakterialnich enzymu (B-laktamaz), béhem které dochazi k rozstépeni B-laktamového kruhu,

zakladni struktury tohoto antibiotika, kterou bychom v ramci této prace radi detekovali.

Obsah této prace je rozdélen na Cast teoretickou a Cast praktickou. V teoretické ¢asti

prace jsou rozebrany kapitoly tykajici se samotné SERS techniky a jejiho vyuziti, ptiprave



nanocastic stiibra, SERS substratd, antibiotik, bakterialni rezistence a metodam jejich
detekce. V praktické Casti je zahrnut navrh pfipravy SERS substratu pomoci plasmonickych
anizotropnich nanocastic stfibra a jeho optimalizace. Déle je pak pozornost vénovana detekci
ampicilinu pomoci SERS metody, a to svyuzitim vlastniho i komeréné€ dostupného
substratu. Dalsi oddil praktické Casti je zasvécen detekci zmény struktury antibiotika po
hydrolyze, jez ma simulovat mechanismu rezistence bakterii vaéi penicilinovym

antibiotikum.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Povrchem zesileny Ramaniv rozptyl (SERS — Surface enhanced
Raman scattering)

Samotny Ramantv rozptyl objevil a experimentalné demonstroval Sir C.V. Raman
vroce 1928 pomoci jednoduchych optickych materialt s pfistrojovym usporadanim.
Povrchem zesileny Ramanav rozptyl (angl. Surface enhanced Raman scattering — SERS) byl
poté nahodné objeven Fleischmannem a jeho spolupracovniky v roce 1974, kdyz pozorovali
dramaticky narGst (az 10° Ramanovych signal monovrstvy pyridinu adsorbované
z vodného roztoku na zdrsnéné stfibrné elektrodé. Tento ohromny narast signalu podnitil

velky zajem o techniku a ztstava jednou z jejich hlavnich vyhod (1; 2).

Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie je velmi vyuzivana, efektni a povrchové
citlivd snimaci technika, ktera poskytuje informace o vibracnich a rotac¢nich stavech
molekul. Umozniuje detekci i velmi malych koncentraci analytu. Principem metody je
zesileni Ramanova rozptylu v dusledku interakce laserového monochromatického paprsku
s nanostrukturami kovi a s molekulami analytt lokalizovanymi na jejich povrchu. Zesileni
signalu zavisi na pouziti substratu, ale obecné se udava, ze faktor zesileni pro SERS je 10'°,

Zminéna interakce se oznacuje jako lokalizovany povrchovy plasmon (3; 4; 5).
Ramanuv rozptyl

Ramantv jev byl jednim zprvnich procest, jejichz vysvétleni, prevazné
prostfednictvim prace Placzka v roce 1934, vyuzilo a potvrdilo stale se rodici kvantovou
teorii. Efekt Ramanova rozptylu je zalozen na neelastickém rozptylu fotont, ktery vede
k emisi rozptyleného svétla s riznou frekvenci spojenou s vibraénimi a rotaCnimi stavy
analytu. Samotny Ramanuv rozptyl je obvykle velice slaby oproti Rayleigho rozptylu, kde
rozptylené fotony maji stejnou frekvenci jako fotony dopadajici (elasticky rozptyl).
Rayleightv rozptyl proto neni tak chemicky podstatny. Pod dopadajicim svétlem vSak mize
dochazet i k nepruznym procestum rozptylu svétla, které maji za nasledek emisi rozptyleného
svétla s mensi frekvenci (Stokesova pasma) i veétsi frekvenci (anti-Stokesova pasma)
v disledku molekularnich vibraci (Obrazek 1). Tyto dva jevy se souhrnné oznacuji jako
Ramantv rozptyl. Tento rozptyl obecné zahrnuje prechody mezi energetickymi hladinami,

které jsou oddéleny mnohem menSi energii, nez je energie dopadajicitho svétla.



Dvé urovné (napt. Eo a E; — viz Obrazek 1) jsou nejcastéji urovné vibracni.
Energie absorbovanych a emitovanych fotoni odpovida viditelné oblasti zafeni ¢i jeho

blizkosti (3; 4; 6).
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Obrazek 1. Diagramy energetickych hladin ilustrujici Ramanitv a Rayleighiiv rozptyl.
Prichozi zareni vievo, vznikajici rozptylené zdreni vpravo. (a) Stokesiiv prechod,
(b) anti-Stokesiiv prechod, (c) a (d) Rayleighitv rozptyl. (6)

Povrchovy plasmon

Koncept povrchovych plasmont pochazi z plazmové formulace Maxwellovy teorie,
kde se s volnymi elektrony kovu (nebo vodivym elektronovym plynem) zachézi jako
s kapalinou o vysoké hustoté (plazma). Plazmové oscilace v kovech jsou kolektivni podélné
excitace vodivého elektronového plynu a plasmony jsou kvanta reprezentujici tyto oscilace
nabojové hustoty. Takové oscilace mohou existovat v objemovém médiu a mohou byt také
lokalizovany na rozhrani mezi kovovym a dielektrickym povrchem, podél kterého se S§ifi
jako vlny. V druhém pfipadé se nazyvaji povrchové plasmony nebo povrchové polaritony.
Sifici se fluktuace elektronové hustoty generuji povrchové  lokalizovanou
elektromagnetickou vinu, ktera se Sifi podél rovinného rozhrani mezi kovem/dielektrickym
médiem, pificemz elektrické pole je kolmé k tomuto rozhrani a exponencialné mizi

s penetracni vzdalenosti od rozhrani (Obrazek 2) (4; 6; 7).

hv Elektromagneticke pole

£

—

!

Elektronovy oblak

Kovova nanocastice

Obrazek 2. Ilustrace vzniku plasmonové rezonance na kovové nanocdstici (7).
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Tyto charakteristiky elektromagnetického pole jsou stejné jako ty, které popisuji fizené
povrchové viny generované opticky, za podminek uplného vnitiniho odrazu, kdy se veskeré
dopadajici svétlo odrazi na hranici dopadajiciho a nové vznikajiciho prostredi. Za takovych
podminek se vSak elektrické a magnetické pole na hranici nahle nezastavi, spiSe pronikaji
na dalku do vznikajiciho prostfedi ve forme povrchové viny. Ackoli byla existence fizenych
povrchovych elektromagnetickych vin teoreticky predpovézena z Maxwellovych rovnic
a zkoumana b&hem prvni dekady 20. stoleti, teprve od roku 1960 zacaly piitahovat zajem
experimentatord a termin ,,povrchovy plasmon® se zalal pouzivat. Castetné to bylo
zpusobeno tim, ze byly vyvinuty metody, které umoznily optické buzeni a detekci povrchoveé
vazanych elektromagnetickych vin. Ukazalo se, ze Maxwellovy rovnice maji feSeni vedouci
ke generovani povrchového plasmonu elektromagnetické viny pouze v pripadé, ze jsou
splnény podminky: prvni — jedno ze sousednich médii ma zapornou hodnotu pro realnou cast
komplexni dielektrické konstanty a druh4 — slozka vinového vektoru podél rozhrani mezi
témito dvéma prostfedimi spliiuje rovnici, kterd zahrnuje dielektrické konstanty obou

prostredi (4; 6; 8).

Ve zkratce tedy, kdyz povrchové elektrony, které jsou puvodem z elektront
vodivostnich, osciluji se svételnym paprskem vznikd tzv. povrchovy plasmon. Tyto
plasmony maji urcitou rezonanc¢ni frekvenci, pfi které nejucinnéji absorbuji a rozptyluji
svétlo. Frekvence se lisi podle typu kovu a povahy povrchu, na kterém se méfi. V piipadé
nanocastic také velmi zavisi na jejich velikosti, pfiCemz nanocastice mensich rozméra ve
srovnani s veét§imi nanocasticemi obecné vykazuji siln€j§i zesileni elektromagnetického
pole. Mnohem duraznéjsi a¢inek na povrchové plasmony ma vSak tvar nanocastic (Obrazek
3) (9). Udava se, ze stiibrné a zlaté plasmony osciluji na frekvencich odpovidajici
viditelnému zafeni. Proto se nejvice pouzivaji laserové systémy, které maji vinovou délku

prave v této oblasti elektromagnetického zatfeni (10).
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Obrazek 3. Zavislost zesileni signdlu na tvaru nanocdastic pri danych vinovych délkach (9).

K popisu, jak dochézi k zesileni signalu, existuji dv€ teorie. A to teorie
elektromagneticka a chemicka. Elektromagnetické zesileni nevyzaduje chemickou vazbu
mezi adsorbatem a povrchem kovu. Vznika z interakce mezi povrchovymi plasmony na
kovovém povrchu a analyzovanou, adsorbovanou molekulou. Na zdrsnéném kovovém
povrchu se vSak plasmony lokalizuji a jiZ nejsou omezeny a vysledné elektrické pole muaze
vyzatovat jak v paralelnim, tak v kolmém sméru. Kdyz dopadajici foton dopadne na
zdrsnény povrch, muze dojit k excitaci plazmonové rezonance kovu, coz zpusobi zvySeni
elektrického pole jak paralelng, tak kolmo k povrchu. Adsorbat se v tomto poli koupe

a Ramanuv rozptyl se zesili (4; 6; 8).

Jako davod chemického =zesileni signalu je bran intermolekularni nebo
intramolekulari prenos elektroni mezi analyzovanou molekulou a povrchem, na ktery je
adsorbovana. Diusledkem tohoto jevu je znacné zvySeni molekularni polarizovatelnosti.
Vyzaduje se specificka vazba mezi adsorbatem a kovem. Predpoklada se, ze zlepSeni
z mechanismu pienosu naboje je vysledkem rezonan¢niho Ramanova rozptylu z novych
rezonancnich mezilehlych stavl vytvorenych vazbou adsorbatu na kov. Molekularni orbitaly
adsorbatu se rozsifi do rezonance interakci s elektrony ve vodivém pasu. Rezonancni stavy,
jejichz energie lezi pobliz Fermiho energie, jsou ¢aste¢né naplnény, zatimco ty lezici
hluboko pod nimi jsou zcela naplnény (4; 6; 8). Je tfeba zminit, ze obé& teorie jsou stale

predmétem diskusi mnoha védeckych ¢lanka a jsou nadale zkoumany.
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1.1.1 Méreni SERS

Obecné existuji dva pfistupy k provadéni méfeni SERS, a to ,bez oznaceni®
a ,s oznaCenim“. Technika ,bez oznaCeni“® méfi pfimé interakce mezi analyty
a nanocasticemi. Vysledna spektralni pasma poskytuji informace o vnitini struktufe
a o dynamice v biomolekulach pfimo pfipojenych k nanocasticim. Naproti tomu technika
,,8 oznaCenim“ kombinuje optickou aktivitu plasmonickych materiald (Ag, Au, Cu atd.)
funkcionalizovanych s SERS-aktivnimi messengerovymi molekulami (tzv. Ramanovymi
,reportéry”), které rezonuji se Sirokym rozsahem dostupnych excitacnich lasert.
Rozpoznavaci prvek (napt. protilatka, enzym) piipojeny k povrchu nanoc¢astice se vaze na
epitop(y) specifickych cilovych analytd (napf. metabolit, nukleova kyselina nebo bakterie)
a jeji plasmonicky zesileny charakteristicky signal SERS je méfen nepiimo pies Ramantv

reporteér (11; 12; 13).

Dale se méfeni povrchem zesileného Ramanova rozptylu muze délit na dvé kapitoly
z pohledu prostiedi, v nemz se SERS signal méfi, a to méfeni pfimo v disperzi a méfeni na

pevnych substratech.
1.1.1.1 Méreniv disperzi

V posledni dobé se spiSe vyuzivaji koloidni suspenze téchto uslechtilych kovu, jejichz
pfiprava neni experimentalné narocna a ani pfili§ ndkladna. Koloidy kovovych nanocastic
navic umoziuji ptimou analyzu SERS v prostiedi pfirozeného roztoku analytu. Déle, jejich
velky povrch a jejich rozptyl v kapalindch umoziuji té€snou interakci adsorbent-adsorbat,
takze analyt mize byt pfirozené zadrzen na povrchu nanocastic. Pritomnost rozpoustédla
a Brownuv pohyb komplext analyt-Castice zaruCuje minimalni poskozeni vzorku, a to i pfi
pouziti vysSich vykont laseru. Na druhé strané koloidni a optické stability, které jsou
v prubéhu Casu obvykle naruseny, popf. nedostatek tzv. “hot spots“, mohou byt zlepSeny
a kontrolovany diky raznym stabilizatorim a metodam. Hot spots jsou nanometrické mezery
mezi nanoc¢asticemi nebo jejich ostré hrany, kde dochéazi k zakoncentrovani elektrického
pole, které je zpusobeno lokalnimi povrchovymi plasmony. Spolehliva analyza SERS je
mozna, protoze pro kazdou analyzu je k dispozici novy povrch. Nékteré skupiny pouzivaji
pro své experimenty vzdy Cerstvé pfipraveny koloid, ale v posledni dobé je kladen diraz na
ziskani reprodukovatelného, monodisperzniho koloidu, ktery je stabilni nékolik mésicu. (14;

15; 16; 17).
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Pro dosazeni maximalniho zesileni je vhodné zvolit spravné rozmeéry nanocastic.
Prili§ velké Castice umozni excitaci vysSich multipolarnich méda, u kterych pole znaéné
ubyva se vzdalenosti a projevuji se zde vétsi ztraty. U pfili§ malych Castic mize zase dojit
k poklesu efektivni vodivosti. Maximalniho zesileni pole je zpravidla dosazeno v mistech
s nejvyssi prostorovou kiivosti nanostruktury, zejména pak v uzkych mezerach mezi
jednotlivymi nanocasticemi. Nejdulezitéjsi je vSak podminka, aby molekuly analytu byly co

nejblize (fadove jednotek nanometrt) povrchu kovovych nanocastic (15; 16).

1.1.1.2 SERS substraty

Disperze nanocastic kovu lze rovnéz pouzit i pro prfipravu tenkych filma, které
pfidavaji reprodukovatelnost a multifunkénost SERS analyze “on-field“. V poslednich
40 letech byly hlavnimi substraty pro SERS a dalsi povrchové vylepsSené spektroskopické
techniky uslechtilé kovy, zejména zlato a stfibro. Navic, podle studii, se pouzivaji i méné
konvenéni neuslechtilé kovy, jako je napt. meéd’, hlinik nebo lithium. V pfipad€ médi je tfeba
si ale davat pozor na jeji povrchovou oxidaci a na rozdil od stfibra a zlata neni tak stabilni,
a je vice reaktivni. I pfes to je pfi porovnani zlata/stfibra s médi z hlediska povrchového
zesileni méd’ celkem slibnym konkurentem. Substraty na bazi Cisté médi jsou schopné
produkce povrchového vylepseni zhruba 10°-107, zatimco stiibro a zlato zesiluji v priiméru
108-10°. V idealnim piipadé by se excitace z laseru méla shodovat s rezonanéni frekvenci
plasmonu konkrétniho vytvofeného povrchu a za podminek, Zze se snizi ¢innost absorpce
svétla a zvySi se ucinnost rozptylu. Kromé kovi se zde jako substratu SERS nabizi
alternativni pouziti kfemikovych (resp. SiO2) platki. Kifemik je vyrazné levnéjsi nez

plasmonické kovové substraty a ma pozoruhodnou srovnatelnou stabilitu (6; 18).

Vsechny vySe zminéné substraty byly vybrany pro SERS substraty, protoze maji
schopnost poskytovat a udrzovat povrchové plasmonové rezonance ve viditelné oblasti nebo
v jeji blizkosti (Obrazek 4). Stiibro je pak v této oblasti nej¢astéji pouzivanym substratem,

zlato se naopak ¢asto pouziva zejména v blizké infracervené oblasti (14).
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Obrazek 4. Priblizné rozsahy vinovych délek, kde Ag, Au a Cu byly dobre
charakterizovany a mohou byt pouZity jako SERS substraty (14).

Metody pripravy SERS substrati

Pivodni experimenty pouzivaly k pfipravé substrati elektrochemické metody.
Stupnice pozadované drsnosti byla asi mezi 40 a 250 nm pro viditelné buzeni stfibrem.
Pracovni povrch elektrody byl Casto obtizné reprodukovatelny a v urCitych prostredich
nachylny k postupné oxidaci. Citliva kvalitativni analyza je vSak mozna i v pfipadé pouziti
elektrochemickych metod. Jednou z v soucasnosti pouzivanych metod, je elektrochemické
pokovovani pomoci templati. Zde dochazi k tvofeni vrstvy na prazdnych mistech povrchu
nosi¢e vytyCenych templatem, po jehoz odstranéni zastava kovovy depozit disponujici
morfologii urenou poéry templatu pfipojen k nosici (Obrazek 5). Jako templat se voli tedy
porézni material. Muze byt vyuzit kiemikovy platek, ktery je osetfen chemickym leptanim
pomoci kyseliny fluorovodikové, alumina, polystyren nebo litograficky upravené povrchy

poréznich materialt (6; 19; 20; 21; 22).

Obrazek 5. Schéma pripravy substratu pomoci elektrochemické depozice — a) templat, b) odparovini
kovového filmu na templat, c) elektrochemicky rist, d) a e) odstranéni templdtu a f) film kovu na podloZce
(21).
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Dalsi vyuzivana metoda na pfipravu substratt je tzv. Langmuir-Blodgettova metoda,
ktera je zalozena na usporadani Castic na vodni hladiné a vynikd svoji jednoduchosti,
rychlosti a tvorbou monovrstev. Proces piipravy touto cestou lze rozdélit do tii krokt: prvni
— aplikace nanocastic na hladinu vody, druhy — stlaeni monovrstvy, tak aby castice
zaujmuly co nejtésné€j§i usporadani, treti — transfer na pevnou podlozku. Pro naneseni
nanocastic na hladinu vody lze vyuzit mikrolitrovou pumpu, ze které se pomalu vytlacuje
disperze cCastic skrze kapilaru. Naskytuje se zde i moznost pouziti rucni aplikace pomoci
pipety, ale vtomto pfipadé je nutna co nejvySsi opatrnost. StlaCeni vrstvy je mozné
realizovat mechanicky ¢i s vyuzitim povrchové aktivnich latek, které vytvoii gradient
povrchového napéti, Cimz se vytvoti sila, ktera stlaci ¢astice dohromady. Transfer na pevnou
podlozku Ize provést prostym ru¢nim podebranim pomoci pinzety nebo vlozenim podlozky
do nadoby s vodou jesté pred nanesenim nanoc¢astic na hladinu a poté odsatim vody zespodu
dojde k samovolnému naneseni vrstvy nanoc¢astic na zvolenou podlozku (Obrazek 6) (18;

23).

' (b) (d)

TS
* k] =

Obrazek 6. llustrace principu metody uspordddani éastic na vodni hladiné (dvé variace ),
a) naneseni castic na hladinu, b) a d) naneseni vrstvy Cdstic na podloZku pomoci pinzety,
¢) a e) naneseni Cdstic na podloZku pomoci odsati kapaliny (18).

K pfipravé tenkych filmi ¢i vrstev nanocastic je mozné vyuzit mnoho dalsich technik.
Jako napf. magnetronové naprasovani. Jednd se o nanaSeci metodu vyuzivajici ter¢
z vodivého materidlu, ktery je umistén do vakuové komory a je na n¢j pfivedeno vysoké
napéti. Pracovni proces probihd pod inertnim plynem (napf. argon). Mezi substrat a ter¢ je
aplikovano stejnosmérné napéti, coz mé za nasledek vyboj a ten nasledné€ ionizuje plyn.
Kladné ionty jsou pfitahovany terCem, bombarduji ho a zdporné elektrony mifi k substratu.
Na své cesté k substratu se elektrony srazeji s atomy argonu a tvoii dalsi ionty — cyklicky
proces. Jak tézké ionty dopadaji na povrch terCe, je ter¢ narusovan a rozpra§ované atomy

jsou katapultovany pry¢ od terCe, kde jim je do cesty postaven substrat. Atomy na substratu
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ptichazeji do styku na molekulové Grovni, vazi se k nému a vytvareji tenkou vrstvu. DalSimi
metodami muZze byt drop-coating — nanaseni kapek na podlozku, dip-coating — ponofeni
podlozky do pozadované latky nebo metoda Layer-by-Layer, které je z divodu jejiho pouziti

v experimentalni ¢asti vénovana dalsi kapitola (19; 24)

Metoda Layer-by-Layer (LbL) (vrstva po vrstvé)

Jedna se o popularni metodu pouzivanou pro potahovani substratti polymery, koloidy,
biomolekulami, ale i buiikami. Ve srovnani s jinymi technikami nabizi jednodussi kontrolu
pripravenych vrstev. Rast vrstev je realizovan stfidavym pokladanim latek, jez spolu
interaguji pomoci molekularnich interakci. Nejvice vyuzivanou interakci je elektrostaticka,
kde se jednotlivé vrstvy tvori diky adsorpci opa¢né nabitych materiald. Vodikové vazby, van

der Waalsovy a kovalentni vazby se ale rovnéz daji vyuzit (Obrazek 7) (25).

Objeveni této techniky pftislo zhruba v poloving 60. let 20. stoleti. Od té doby prosla
fadou vylepSeni a riznymi optimalizacemi. Jako substraty pro navazani tenkych filma Ize
pouzit jak plosné, tak 1 Casticové substraty. Mezi ploSné substraty je mozné zaradit napft.
kifemenné sklo, plasty (napf. PET), ale také kovy. Do ¢asticovych lze zahrnout liposomy
nebo buriky (26).

Tradicni forma sestavovani vrstvy po vrstvé vyuziva k podpofe adsorpce latek na
pevny substrat kinetiku fizenou difuzi. V ramci pevnych, rovinnych podklada se vrstveni
provadi macenim nebo naprasovanim. Zatimco pro Casticové substraty je proces slozité)si
a vyzaduje dispergovani samotného substratu v roztoku polymeru s naslednou peletizaci
vyuzivajici centrifugaci pro promyvaci kroky (Obrazek 7). Jednotlivé materidly mohou byt
dodatecné upraveny tak, aby se smr§tovaly, bobtnaly nebo praskaly diky riznym vlivim,

mezi které patii pH, teplo, volba rozpoustédla ¢i ptitomnost ruznych soli (25).
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Obrazek 7. Schéma vyznacujici hlavni procesy pro tvorbu vrstev (25).

Nanocastice

Samosestaveni polyelektrolyti vyuziva nejCastéji iontové vymeény, pii kterych nabité
polymerni segmenty nahrazuji asociované protiionty. Na pevném substratu je tedy tfeba
prvni vytvofit naboj, aby mohlo dojit k navazani elektrolytu. Jako elektrolyty se daji vyuzit
napi. poly(diallyldimethylammonium chlorid), polyethylenimin, chitosan, kyselina
polyakrylova nebo kyselina hyaluronova. Téchto polymert existuje mnoho, a proto je zde
uveden jen mensi vyCet. Po navazani vrstvy polymeru je substrat pfipraven pro navazani

dalsi latky s proté&jSim nabojem (25; 26; 27).
1.1.2 Priprava nanocastic pro SERS substraty

Pod pojmem nanocastice se rozumi takové Castice, jejichz velikost se pohybuje
v rozmezi 1 az 100 nm. U tak malych ¢astic byly a stale jsou objevovany vlastnosti, které
neexistuji u chemicky totozné faze, ale s makroskopickym rozmérem, souvisejici zejména
s ohromnym specifickym povrchem. Tento povrch vyrazné ovliviluje zejména adsorpcni
schopnosti a soucasné katalytickou aktivitu nanocastic souvisejici s vysokym procentem
zastoupeni povrchovych atomua ¢i molekul (vysoka povrchova energie). Navic se zde
uplatiiuji kvantové efekty spojené srozbitim spojitych past dovolenych energii pro
elektrony v krystalech do diskrétnich hladin, u kovovych nanocastic se projevuji napft.
v silné absorpci svétla uritych vinovych délek. Pricinou této absorpce je kolektivni oscilace
elektront na téchto hladinach ve stejné fazi s absorbovanym elektromagnetickym zafenim —

jiz zminovany povrchovy plasmon (28; 29).
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Stiibrné nanocastice byly v poslednich dvou desetiletich stfedem rozsahlého vyzkumu
diky svym vynikajicim chemickym a optickym vlastnostem. Maji rozsahla uplatnéni
v mnoha oborech, napfiiklad v elektronice, fotonice, biologii, medicing, a hlavné v chemii.
Nanocastice stiibra se staly popularnimi zejména svymi biologickymi tc¢inky, mezi které se
fadi vyznamné antimikrobialni ucinky, pak protirakovinné, antifungalni a také prokazaly
ucinky pii hojeni ran (28; 30; 31).
1.1.2.1 Priprava nanocastic

Pro ziskani nanoCastic ruznych tvard a velikosti byly vyvinuty rizné metody.
Syntetické metody jsou zalozené na pfistupu tzv. “od shora doli“ (top-down), nebo
“od zdola nahoru® (bottom-up). V piistupu od shora dolli se objemové materialy rozkladaji
na nanocastice, zatimco proces od zdola nahoru je opakem. Zahrnuje shromazdovani

objektl, jako jsou atomy a molekuly (Obrazek 8) (32).

( \ ( )
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Obrazek 8. Schéma znazoriujici postupy "top-down" a "bottom-up" (76).

Metody pfipravy nanocastic mizeme také rozdeélit na fyzikalni, chemické a biologické.
Mezi fyzikalni metody, které se fadi mezi Top-down metody, patii napiiklad odparovani-
kondenzace, laserova ablace a mechanické mleti. Nepfitomnost kontaminace rozpoustédlem
v pfipravenych tenkych vrstvach a rovnomérnost distribuce nanocastic jsou vyhodami metod
fyzikalni syntézy ve srovnani s chemickymi procesy. Tyto metody jsou vSak narocné na
spotiebu energie v dasledku pouzivani vysokych tlaka a teplot. Proto se uvadi, ze fyzikalni
pfistupy jsou spojené s vysokymi ekonomickymi naklady. Chemické a biologické postupy
spadaji do metod Bottom-up. Do chemickych metod je pak mozné zaradit metody,
kde se vyuziva elektronového ozarovani, chemické redukce, ale i fotochemické metody.
Oproti tém fyzikalnim jsou finan¢n€ nenarocné, ale nesou s sebou par nevyhod, mezi které
patii naptiklad pouzivani toxickych latek. Biologické neboli biosyntetické metody poskytuji
novou moznost pohodIné syntézy nanocastic pomoci ptirodnich redukénich a stabiliza¢nich

¢inidel. Jako mozna ekologicky a ekonomicky pfizniva alternativa k chemickym
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a fyzikalnim pfistuptim byla navrzena biosyntéza kovovych a polovodicovych nanocastic
pomoci organismi — jako jsou napiiklad rostliny, houby, mikrofasy a fotosyntetické
bakterie, které obsahuji riizné biomakromolekuly diky kterym je mozné uskutecnit pfipravu
nanocastic. Ve prospéch biologickych metod syntézy je vhodné uvést, ze vznikajici
nanocastice byvaji ve srovnani s t€émi abiotickymi stabiln€jsi a biokompatibilnéjsi (29; 33;
34; 35). Vétsina z téchto metod je stale ve stadiu vyvoje a dale se zkouma jejich stabilita,
agregace, kontrola jejich ristu, morfologie, velikost a jeji distribuce. Kromé toho jsou stale

dulezitymi otazkami extrakce a Cisténi produkovanych nanocastic pro dalsi aplikace.

Nejbéznéjsi bottom-up metodou pro syntézu nanocastic je chemicka redukce
organickymi a anorganickymi reduk¢nimi Cinidly. Obecné se pro redukci pouzivaji rizna
reduk¢ni Cinidla, mezi vyznamné patii tetrahydridoboritan sodny (NaBH4), hydrazin (N2Hb),
glukosa, fruktosa, maltosa, kyselina askorbova a N, N-dimethylformamid. Tato redukcni
¢inidla redukuji kovové kationty na atomy cistych kovt, po kterych nasleduje aglomerace
do oligomernich shlukt. Tyto shluky nakonec vedou ke vzniku kovovych nanocastic
(33; 36; 37). Tetrahydridoboritanu sodného je vyuzito napiiklad v metodé navrzené
Craightonem, Blatchfordem a Albrechtem, kdy je roztok dusi¢nanu stfibrného piidavan do
intenzivné michaného a chlazeného roztoku tetrahydridoboritanu sodného v poméru 1:6.
Takto lze pfipravit tieba nanocastice o velikosti 5-20 nm (38). Jednou z €asto vyuzivanych
metod, ktera pro redukci stfibrnych ionti pouziva organické latky, je tzv. Tollensav proces.
Podstatou je redukce amoniakalniho komplexu aldehydy nebo redukujicimi sacharidy.

Obménami Tollensova procesu lze piipravit nanocastice o velikosti 20-50 nm (38).

Optické vlastnosti nanocastic stfibra souvisi s jevem znamym jako povrchova
plasmonova rezonance (SPR — z angl. Surface Plasmon Resonance), spocivajici v interakci
vodivostnich elektroni nanocastic s vn€jsim elektromagnetickym polem. Vysledna SPR je
pak silné zavisla na geometrickych vnitfnich faktorech, jako je velikost a tvar nanocastic,
a také na vnéjSich faktorech, jako je index lomu okolniho prostiedi (30). Nanocastice

o raznych tvarech a velikosti Ize pfipravit fizenou dvoustupriovou redukci.

V prubéhu let byla navrzena fada riznych syntetickych cest pro produkei nanocastic
stiibra raznych tvard. Pro tvary jiné nez sférické, zahrnuje vétsina syntetickych postupt dva
samostatné kroky — nukleaci a nasledny rist Castic. Nejprve se ziskaji sférické nanocastice,
které se ve druhém kroku prevedou na jiny tvar. Sférické stfibrné nanocCastice mohou byt
obvykle syntetizovany chemickou redukci kovovych iontd tetrahydridoboritanem sodnym

(NaBHa4) ve vodném roztoku a poté se mohou transformovat pomoct jinych chemikalii, jako
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napf. hydrazinem, redukujicimi sacharidy nebo kyselinou askorbovou, na ¢astice s riznou
morfologii (30; 39; 40). V piipad¢ stfibrnych nanocastic tato technika zahrnuje redukci
amoniakalniho komplexu se stfibrem [Ag(NH3)2]*. V modifikovaném postupu jsou ionty
stiibra redukovany redukénimi ¢inidly v pfitomnosti amoniaku, ¢imz vznikaji stiibrné
nanocastice riznych tvart. V této metod¢ hraje koncentrace amoniaku a povaha redukcniho
¢inidla dilezitou roli pfi fizeni velikosti a morfologie stiibrnych nanocastic. Bylo zjisténo,
ze nejmensi Castice se tvorily pfi nejnizs§i koncentraci amoniaku. ZvySeni koncentrace

amoniaku mélo za nasledek soucasné zvyseni velikosti ¢astic a polydisperzity (33; 37; 41).
1.1.2.2 Stabilizace nanocastic

Pro zachovani vlastnosti pripravenych nanocastic je dilezité pouZzivat stabilizatory.
Jednad se o prostiedky ke stabilizaci disperznich nanocéstic béhem ptipravy kovovych
nanocastic a chranit nanocastice, které mohou byt absorbovany nebo se vazat na povrchy
nanocastic, aby se zabranilo jejich aglomeraci. Pfitomnost povrchové aktivnich latek
obsahujicich funkéni skupiny (napf. thioly, aminy, kyseliny a alkoholy) pro interakce
s povrchy Castic muze stabilizovat rist ¢astic a chranit Castice pred sedimentaci, aglomeraci
nebo ztratou jejich povrchovych vlastnosti. Stabilizace mize byt provedena riznymi
zpusoby, napfiklad elektrostatickym odpuzovanim, sterickou zabranou nebo zapouzdienim
nanocastic (napf. vytvofenim micelarni vrstvy na povrchu). lonty tvofi hrani¢ni vrstvy mezi
disperznim prostfedim a dispergovanou fazi. Makromolekularni latky se adsorbuji na
povrchu nanocastic a vytvareji mechanickou bariéru, ktera slouzi proti agregaci. Mezi
vyznamné stabilizatory se tadi napf. zelatina, chitosan, dodecylsulfat sodny,

polyvinylalkoholy nebo polyethylenglykoly (33; 36; 37; 42).

Utinnost stabilizace zavisi na fyzikaln&-chemickych parametrech polymeru, jeho
koncentraci, jeho adsorpci na povrch nanocastic a rozpustnosti v kapalném prostredi.
Nadbytek stabilizatoru v§ak muze zpusobit, ze molekuly vytvoii druhou vrstvu, coz také
snizuje agregovanou stabilitu systému. Nedostatek stabilizatoru ma za nasledek adsorbovani

vice nanocastic na povrch jedné makromolekuly, coz ma za nasledek flokulaci (42).
1.1.3 Aplikace SERS

SERS technika je vyuzivana v mnoha oblastech, v€etné povrchovych véd, 1ékatské
a analytické chemie, dokonce i v odvétvich biologie a polymerd. Vétsinou najde své vyuziti
pii detekci latek, ale mize byt také pouzivana k monitorovani katalytickych reakci (6).

Substraty pro SERS jsou vyuzivany pro fadu Spickovych analytickych aplikaci, v¢etné
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analyzy zivotniho prostiedi, detekce pesticidl, lékarské analyzy, vefejné bezpecnosti
a dalSich oblasti. Pesticidy, potravinarské ptisady a dalsi znecistujici latky v potravinach
mohou zpusobit otravu jidlem a mohou se také hromadit v lidském téle po dlouhou dobu.
To muze vést k poskozeni zdravi ¢lovéka a v nejhorsich piipadech k jeho smrti (43; 44).
SERS substraty se osvédcCily jako mocny nastroj pro identifikaci molekul. Jejich aplikace
mohou byt v budoucnu rozsSifeny do mnoha oblasti. Naptiklad pro detekci stopovych
mnozstvi vybus§nych latek a nelegalnich drog pii bezpecnostnich kontrolach a také detekci

biomolekul v biologickém vyzkumu.

Pomoci metody SERS je mozné v oblasti biochemie detekovat tzv. biomolekuly. Tim
jsou mysSleny molekuly, které jsou tvoreny samotnymi organismy jako napf. proteiny,
DNA/RNA, lipidy, sacharidy atd. Kromé pouzitelnosti v biomolekularnich detekcich bylo
také dosazeno povzbudivého pokroku ve vyvoji sledovani onemocnéni zalozeného na SERS,
vcetné detekce rakoviny, prekurzorti potratd, poskozeni mozku nebo COVID-19. Nekteré
vyzkumy poukazuji i na vyuziti SERS pfi analyze dechu v pfipadé respiraénich onemocnéni

(4, 6; 8; 11, 45).

V dnesni dobé€ je zdjem predev§im o vyvinuti vhodného SERS substratu pro detekci
patogent, zejména tam, kde je potieba vysoce citliva a rychla detekce (46; 47). Diky technice
SERS je mozné patogeny individualné identifikovat, bez znaceni nebo pouziti specifickych
receptort. V idealnim pfipade€ by detekce bioanalytl nebo mikrooragnisma méla byt mozna
z jediné kapky nanesené na navrzenou detekcni platformu. Schopnost SERS detekovat
stopové koncentrace smrticich virt z né€j déla potencionalné vhodného kandidata k odhaleni
subklinickych a asymptomatickych infekci, jako je napt. fungémie. S nepfetrzitym vyvojem
prenosnych Ramanovych spektrometrii 1ze SERS vyuzit pro rychlé urCeni diagnostiky ve
zdravotnictvi, zejména ve venkovskych a odlehlych oblastech, kde jsou takové infekce
vysoce rozsitené. (48; 49) Rychlé testovani na patogeny v biologickych tekutinach a jejich
citlivost na antibiotika je narocna, ale zivotné dulezita laboratorni prace ve zdravotnictvi.
Diagnoza infekce mocové trubice je naptiklad 24-48hodinovy vicestupiiovy proces od
identifikace patogenu ktzv. antibiogramu. Muze vyzadovat opakovanou kultivaci
a podavani Sirokospektrych antibiotik ptfed definitivni diagnézou. Hlavnim omezenim
souCasnych metod je rychlost, protoze i ,,rychly* test citlivosti na antibiotika v zavislosti na
kombinaci lékového organismu trva celou pracovni sménu (cca 8 hodin), coz mize byt

v piipad¢€ zavaznych sepsi fatalni (48).
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1.2 Bakterialni rezistence vuci antibiotikum

V poslednich desitkach let je veden velmi obtizny boj proti bakteriim rezistentnim viéi
antibiotikim. Jde o velmi zavazny globalni problém, protoze antibiotika se v dnesni dobé
vyuzivaji pii 1écbé skoro vSech bakterialnich onemocnéni a tim, ze antibiotika prestavaji
fungovat bychom se lehce mohli vratit do pre-antibiotické éry, kdy i malé poranéni kiize
mohlo vést ke vzniku zavazné infekce a nasledné smrti. V soucasné dobé€ narista pocet
rezistentnich bakterialnich kment a navysuje se terapeuticka davka antibiotika, coz muze
vést k projeveni se negativnich uCink( antibiotik a potencialni ztraté terapeutickych
moznosti vaci danému bakterialnimu kmeni. Je bezprostiredné dulezité védét, jaka bakterie
infekci zptsobuje a ¢im ji nasledné 1€Cit v souvislosti s citlivosti a rezistenci bakterii vici
antibiotikim. Idealnim feSenim 1éCeni infekénich onemocnéni je 1éCba pomoci
uzkospektrych 1é¢iv (zabiji jen urcité typy/kmeny bakterii) a naopak limitovat pouziti téch
Sirokospektrych. Pro kazdou bakterii je totiz potfebna jina MIC, a tim padem muaze dochazet
k vystavovani bakterie subinhibi€nim koncentracim, bakterie si na tyto nizké koncentrace

adaptuje a muZze si k nim vytvofit rezistenci.

Vyzkum se v dnes$ni dobé zabyva syntézami novych, alternativnich antibiotik.
Jenomze jejich vyroba je narocnd jak zfinancni stranky, tak i Casove, a proto se
farmaceutické firmy vénuji spise jinym oblastem vyvoje 1éCiv. Moznymi alternativami by
mohlo byt napfiklad “posilnéni“ G¢inku antibiotik riznymi antibakterialnimi latkami (at’ uz
nanocasticemi nebo riznymi synergiky) nebo naopak vyvinout rychlou metodu, pomoci
které by se urcil bakteridlni kmen zapficifiujici dané onemocnéni a tim tak rozeznat

rezistentni a citlivé kmeny bakterii (50; 51).
1.2.1 Antibiotika

Antibiotika jsou latky bézné pouzivana pii 1é¢beé a prevenci bakterialnich infekci.
Vzhledem ke své struktufe a stupni afinity k cilovym mistim se déli na peniciliny,
cefalosporiny, tetracykliny, aminoglykosidy, makrolidy, sulfonamidy, chinolony,
diaminopyrimidiny, polymyxin a karbapenemy. Antibiotika, ktera jsou specificka svym
ucinkem na rtizné bakterialni druhy, je kulminuji nasledujicimi zplsoby: (i) ovlivnénim
syntézy bunéfné stény (B-laktamy), (ii) zacilenim mechanismu syntézy proteint
prostfednictvim interakce s ribozomalnimi podjednotkami (tetracyklin, chloromfenikol,

aminoglykosidy atd.) (iii)) naruSeni mechanismu nukleovych kyselin (rifamycin,
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fluorochinolony), (iv) naruseni metabolickych drah (analogy kyseliny listové, sulfonamidy)

a (v) naruSeni struktury vnéj§i membrany (polymyxiny) (Obrazek 9) (52; 53; 54; 55).
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Obrazek 9. Schéma zdkladnich antimikrobialni léciv, jejich cile a efekt na Zivotné diileZité procesy
bakteridlni buiiky (57).

B-laktamova antibiotika

Jedna se o skupinu antibiotik, které jako zaklad své struktury obsahuji B-laktamovy
kruh (Obrazek 10), ktery je vysoce reaktivni a je hlavnim davodem antibakterialnich
vlastnosti téchto antibiotik. Od 40. let 20. stoleti se -laktamova antibiotika pouzivaji k 1écbé
bakterialnich infekci. Jejich Siroké pouziti vyplyva z jejich profilu u€innosti a bezpecnosti.
Do skupiny B-laktamovych antibiotik se fadi: peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy
a karbapenemy. Jejich Ucinek spociva v navazani se na bakterialni enzym PBP (Penicillin-
binding protein). Inhibici enzymu dojde k rozpadu bunécné stény, konkrétn€ struktury
peptidoglykanu, v dasledku naruseni peptidovych a glycinovych mustki. Vlivem
osmotickych d&ju pak dojde k usmrceni bakterie (56; 57; 58).

L

7

Obrdzek 10: Struktura f-laktamového kruhu
(vytvoreno pomoci programu Chemsketch).
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Do skupiny B-laktamovych antibiotik se ¢leni rodina penicilind. Znamym zastupcem
této skupiny ampicilin. Konkrétnéji se fadi do skupiny aminopenicilind, protoze na zakladni
strukturu penicilinu je navazan uhlovodikovy zbytek nesouci arylovou a amino-skupinu
(Obrazek 11). Ampicilin (AMP) se v soucasnosti nejcastéji podava ve forme kombinace se
sulbaktamem (SBT), coz je silny, vysoce specificky inhibitor enzyma — -laktamaz, které
zpusobuji rozklad antibiotika. Soucasné podavani ampicilin/sulbaktam (AMS), (Unasyn®;
Pfizer Inc.), bézné¢ v poméru 2:1, se uspéSné pouziva v klinické praxi k prekonani

B-laktamové rezistence u riznych patogennich kmena (59; 60).
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Obrazek 11. Struktury a) penicilinu a b) ampicilinu (vytvoreno pomoci programu ChemSketch).

1.2.2 Mechanismus rezistence

Antibiotika sama o sobé nezpusobuji rezistenci, ale Casta a vysoka expozice antibiotik
bakteriim vytvaii selekcni tlak, ktery spousti strategie rezistence bakterii. Hlavnim divodem
je ziskani rezistentnich gent a jejich Sifeni. Jejich pfitomnost na mobilnich genetickych
elementech usnadiiuje pfenos na nepiibuzné bakterie v procesu oznaCovaném jako
horizontalni pfenos geni (HGT — Horizontal Gene Transfer) prostfednictvim konjugace,
transdukce nebo transformace. Transformace zahrnuje pohyb bunééné DNA mezi tésné
spojenymi bakteriemi, ktery je pfenasen chromozomalni sadou proteind, které se vyskytuji
v piirozené transformovatelnych bakteriich. Konjugace potfebuje autonomné se replikujici
genetické prvky znamé jako konjugativni plazmidy, které zpusobuji pohyb plazmidu
z darcovské bunky do pfijimajici buiky. Transdukce zahrnuje pifenos DNA usnadnény
bakteriofagy, konstituovanou hostitelskou DNA v jejich kapsidé a vlozeni této DNA do
nového hostitele, kde se spoji s bunéénym chromozomem a je zdédéna. Pohyb genu
propujcuje piijemci nové metabolické schopnosti, a tim mu pomaha v adaptaci na nové
ekologické niky. Rezistence vuaci antibiotikim propijcena chromozomalnimi nebo
mobilnimi genetickymi elementy se dosahuje nasledujicimi strategiemi: (i) snizeni
permeability membrany pro antibiotika bud’ snizenim pfijmu nebo zvySenim efluxu, (ii)
inaktivaci 1é¢iva bud’ hydrolyzou nebo modifikaci, (iii) zmeénou v cilovém misté léciva

a snizené vazebné permeabilité a (iv) mutaci. (61; 62; 63).
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Mechanismus rezistence vuci p-laktamovym antibiotikiim

Nejucinnéj§im zpasobem, jak mohou bakterie celit B-laktamovym antibiotikiim,
je produkce p-laktamaz. B-laktamazy jsou enzymy hydrolyzujici amidovou vazbu
v B-laktamovém kruhu, spolecném prvku vSech B-laktamovych antibiotik. Produktem
rozkladu B-laktamu je kyselina penicilinova (Obrazek 12). Pfi rozkladu antibiotik dochazi
ke zméné¢ struktury, konkrétné k otevieni B-laktamového kruhu, ¢imz tato antibiotika ztraci
své antibakterialni uc€inky. Podle homologie aminokyselinovych sekvenci se B-laktamazy
déli do ¢tyt molekularnich tfid: A, B, C a D. Enzymy tfid A, C a D jsou serinové hydrolazy
a enzymy patfici do tfidy B jsou pak metaloenzymy (57).
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Ampicilin Penicilinova kyselina

Obrazek 12. Schéma hydrolyzy ampicilinu na kyselinu penicilinovou viivem p-laktama:z.

K piekonani rezistence zpusobené produkci B-laktamaz v soucasnosti probiha aktivni
hledani inhibitori téchto enzymua. V klinické praxi se k inhibici intenzivné pouZzivaji
kombinace B-laktaml s kyselinou klavulanovou, sulbaktamem a tazobaktamem (obsahuji
B-laktamovy kruh, tvofi stabilngjsi acyl-enzymovy komplex a maji nizkou rychlost
deacylace) (57).

1.2.3 Detekce rezistentnich bakterii

Evropsky vybor pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST) a Instituce
klinickych a laboratornich standardi (CLST) doporucili pouziti fenotypového testovani pro
presnou diagnostiku rezistence na antibiotika. Tento vyzkumny pfistup zahrnuje urCeni, zda
se bakterie po pfidani antibiotika mnozi, bez ohledu na mechanismus rezistence. Tyto testy
pomahaji urcit, ktera antibiotika jsou ucinna a jaké davky by meély byt béhem Iécby
podavany. Tradini postupy AST, jako je diskovy difuzni test a mikrodiluéni metoda
spoléhaji na vystaveni bakterialnich izolati fadé antimikrobialnich latek a vizualni detekci

rustu (64).
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Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je hlavnim pfistupem ¢asto pouzivanym pro
stanoveni antimikrobiadlni citlivosti. Tento pfistup se zaméfuje na méfeni nejnizsi
antimikrobialni koncentrace, ktera omezuje viditelny bakterialni rast, kdyz se provadi bud’
na agaru nebo v bujénu. Pti této metodé se roztoky obsahujici specifikovany pocet bakterii

zavedou na agar nebo bujon obsahujici zfedéné antimikrobialni koncentrace (65).

Klinicka mikrobiologicka analyza se tedy obecné zaméfuje na fenotypové piistupy
k vyhodnoceni vzorct antimikrobialni citlivosti patogend. Tyto metody jsou stale relevantni
diky svym vyhodam, jako je dostupnost, snadné provedeni a jasné kritérium pro vyklad. Jsou
vSak prilis tézkopadné na to, aby poskytovaly rychlé udaje o citlivosti, a tim neoddalovaly
zahgjeni terapie. Napfiklad zpozdéni zah4jeni antibiotické terapie bylo spojeno se zvySenim
mortality i doby hospitalizace, coz ma negativni dusledky na 1écbu pacienti. Aby se
prekonala omezeni fenotypového piistupu a zlepsila se péce o pacienty 1 zvladani rezistence
na antibiotika, probihd neustalé usili o pokrok ve vyvoji technologii rychlého testovani
antimikrobialni citlivosti (AST — Antimicrobial susceptibility testing). Tyto techniky jsou
navrzeny tak, aby urychlily identifikaci patogennich organisml a vyhodnotily jejich citlivost

na antimikrobialni latky (64; 66; 67; 68).

V klinické diagnostice existuje pfiblizn€¢ pét riznych metod pro urychleni AST:
(i) obchazeni tradicnich kultiva¢nich metod pfimou detekci patogenu nebo mechanismu
rezistence v pocateCnim vzorku; (ii) odstranéni potieby testovani citlivosti na zakladé
sekundarni kultury; (iii) zkraceni doby potiebné pro analyzu a zlepSeni citlivosti pro detekci
infek¢niho c¢inidla; (iv) zlepSeni Casné identifikace patogenu v pocateCnich stadiich
onemocnéni a pii niz§ich mikrobialnich koncentracich a (v) v€asna detekce vznikajici 1ékové
rezistence béhem 1écby. SERS metoda by mohla zkratit Cas tim, ze se vyhne nutnosti

kultivace ptes noc pii stanoveni MIC (64; 69; 70).

Vzhledem k tomu, ze SERS dokéze zaznamenat makromolekularni otisky bakterialni
bunécné membrany a bunécné stény, 1ze jej pouzit ke stanoveni ucinnosti antibiotické 1écby
a také vzorcu rezistence bakterialnich bunek na antibiotika. SERS je Siroce pouzivan pro
diferenciaci kmena rezistentnich na antibiotika a kment citlivych na antibiotika
pravdépodobné kvuli variacim v biochemickych slozenich bakterialni bunééné membrany
a bunécné stény. Kromé detekce rezistentnich bakterii je dal§im hlavnim vyzkumnym

smérem studium pracovniho rezimu a mechanismu antibakterialniho ucinku (70).
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Pouzité chemikalie, bakterialni kmeny

Tetrahydridoboritan sodny (NaBH4, Sigma-Aldrich, prasek, > 98,0%); amoniak (NH3,
Sigma-Aldrich, vodny roztok, 28,0-30,0%); hydrazin hydrat (N2H4-H>O, Sigma Aldrich,
50-60%); ampicilin (prasek, 0,5 g, BIOTIKA); citran draselny dihydrat (KH>CsHsO72H20,
Cisty, Lachema  n.p. Bmo); dusi¢nan stfibrny (AgNO:s3, Fagron),
poly(diallyldimethylammonium) chlorid (PDDA, 20%, Sigma-Aldrich); chitosan (Sigma-
Aldrich); kyselina chlorovodikova (HCIl, 35%, Lach-Ner s.r.0.); kyselina sirova (H2SOs4,
96%, Pentachemicals); peroxid vodiku (H202, 30%, Lach-Ner s.r.0.) komeréni enzym
(B-laktamaza, Sigma-Aldrich), nitrocefin (Sigma Aldrich), zelatina (Pentachemicals),

destilovana voda.

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity byly pouzity standardni referencni bakterialni
kmeny z Ceské sbirky mikroorganism®, Masarykovy univerzity v Bmé& (Ceska republika):
Escherichia coli CCM 3954, Escherichia coli CCM 4225. VSechny kmeny byly standardné
ulozeny v kryozkumavkach (ITEST plus, Ceska republika) pii teploté -80 °C. Jako
kultivacni médium byl pouzit Mueller-Hintontiv bujon (MH, Becton, Dickson and

Company).

2.2 Experimentalni vybaveni

Automatické pipety, kadinky, odmérné banky, michatko, 24/96jamkové kultivacni
desticky, pinzeta, laboratorni 1zice, mikrozkumavky Eppendorf, plastové kyvety, kyvety pro
meéteni na DLS, Petriho miska, mikroskopickd podlozni sklicka (Marienfeld-superior),

silikonovy platek potazeny zlatem (Sigma Aldrich), fezacka na sklo.

Technické vybaveni: spektrofotometr Specord S600 (Analytic Jena AG), Ramaniv
spektrometr DXR (Thermo Scientific), analytické vahy (Kern 770), Zetasizer Nano ZS
(Malvern), transmisni elektronovy mikroskop (JEM 2010, Jeol), skenovaci elektronovy
mikroskop (Hitachi SU6600), elektromagneticka michacka (Heidolph MR Hei-Mix S),
termostat (BINDER).
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Obrazek 13. Pristroje zleva: Specord S600, DXR a Zetasizer Nano ZS

2.3 Priprava vzorka
2.3.1 Priprava plasmonickych anizotropnich nanodastic stfibra

Pro pfipravu plasmonickych anizotropnich nanocastic stfibra (AgNPs) byla zvolena
dvoukrokova syntéza vychazejici z redukce amoniakalniho komplexu stiibra [Ag(NH3)2]",
ktery vznikl reakci dusi¢nanu stfibrného a amoniaku. V ramci syntézy bylo vyuzito dvou
reduk¢nich Cinidel, nejprve silného redukéniho ¢inidla, tetrahydridoboritanu sodného, jez
slouzil k tvorbé malych zarodkt, na kterych byly v ramci druhého kroku pomoci slabsiho
redukéniho Cinidla, hydrazinhydratu, redukovany dalsi Castice, ¢imz dochazelo k ristu
zarodeCnych zrn. Jesté pred pridavkem redukcnich Cinidel byl do soustavy také pridan
dihydrat dihydrogencitranu draselného, ktery zde hraje nejen roli stabilizatoru, ale praveé
diky zménam poméru citranu a redukcnich latek dochazi k tvorbé rizné velkych Castic

s riznou morfologii Cili riznych tvart (koule, krychle, tyCinky, rizné mnohouhelniky atd.).

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky potiebnych chemikalii o nasledujicich
koncentracich a objemech:
e 100 ml roztoku AgNOs3 o koncentraci 5.10"* mol'dm™
e 25 ml roztoku NH3 o koncentraci 0,1 mol'dm™
e 50 ml 1% (w/w) roztoku KCsH707 2H20
e 200 ml roztoku NaBH4 o koncentraci 1.10"* moldm™

e 50 ml roztoku N>H4 o koncentraci 5.102 mol'dm™

Koloidy byly za stalého michani a laboratorni teploty pfipravovany na
elektromagnetické michacce. Celkem bylo pfipraveno 5 vodnych disperzi, pficemz
chemikalie byly pfidavany postupné tak, jak jsou vyobrazeny v Tabulka 1 (zleva doprava).
Jednotlivé disperze se od sebe liSily pridavkem stabilizatoru, ale vzdy byl zachovan

konstantni objem pfipravené disperze (25 ml). Thned po ptfidavku prvniho redukcniho
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¢inidla, tetrahydridoboritanu sodného doslo ke zbarveni soustavy do zluto-oranzova, coz
bylo dikazem tvorby malych zarodkt (71). Hydrazin, jako druhé reduk¢ni cinidlo, byl
ptidan ihned po ptidavku tetrahydridoboritanu sodného a v zavislosti na mnozstvi pfidaného
citratu dochazelo k odliSnému zabarveni koloidu. Barva koloidu se ustalila a reakce prob&hla
obvykle do zhruba 5 minut, pficemz barva pfipravenych koloidi zavisela na absorbanci
vznikajicich Castic, ktera je ovlivnéna velikosti a morfologii Castic, jez zavisi na rozdilném
poméru koncentrace citranu ku redukénim cinidlim (72). Zbarveni jednotlivych disperzi
(Obrazek 15) pak odpovida ménicimu se absorpnimu maximu piislusnych spekter.

Tabulka 1. MnoZstvi pridavanych latek do soustavy (latky byly pFidavandny postupné zleva doprava)

Vaorek | AENOs | NH: | KCGH;072H,0 H,0 | NaBH; | N:Hs+H,O
[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]
1. 0,25 14,425
2. 0,50 14,175
3. 5 1,25 0,75 13,925 75 4
4. 1,00 13,675
5. 1,75 12,925

V souvislosti s planovanou aplikaci pfipravenych koloidnich soustav v ramci
Ramanovy spektroskopie byly zkoumany jejich plasmonické vlastnosti. Hlavné tedy
absorpéni maximum povrchového plasmonu (Obrazek 14). Cilem bylo vybrat vhodnou
kombinaci koloidu a laserového zdroje, coz je dulezitym parametrem pro dosazeni

plazmonické rezonance a nasledného zesileni signalu (10).
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Obrazek 14. Absorpcni spektra desetkrat naredénych disperzi lisicich se pridavkem citronanu sodného.

30



1 2 3 4 5

Obrazek 15. Vysledna zbarveni pripravenych disperzi po jejich
10ndsobném naredéni (vzorek 1-5).

2.3.2 Priprava SERS substratu

Substraty pro povrchem zesilenou Ramanovu spektroskopii se v dnesni dobé Casto
vyrabi z materialu, ktery ma maximum povrchové plasmonové rezonance v oblasti
viditelného zafeni, coz je Zadouci, protoZze v metodé SERS se vyuziva lasertd s vinovou
délkou pravé v této oblasti (10). V poslednich letech je kladen daraz na vyuZiti
nanomaterialti v této technice, divodem je vyrazné zesileni Ramanova signalu diky tvorbé
povrchovych plasmont, tedy vlivem plasmonové rezonance vznikaji excitaci vodivostnich
elektront kovu, které pak osciluji na rozhrani kov-dielektrikum ¢imz dochazi ke zvyseni
intenzity elektromagnetického pole a zesileni signalu (10). Jednim z cild této prace bylo
zjistit, zda je mozné pfipravit SERS substrat na bazi anizotropnich plasmonickych
nanocastic stiibra a zda takto pfipraveny substrat bude funkéni k detekci nami vybraného

antibiotika.

Jako pevny substrat, na ktery byl nasledné nanesen film nanocastic bylo zvoleno sklo,
které bylo nafezano na rozmér 1x1 cm, tak, aby jej bylo mozné vlozit do jamky
24jamkové kultivacni desticky, ve kterych bylo dale funkcionalizovano. Pro naneseni
jednotlivych vrstev byla zvolena metoda Layer-by-Layer (Cesky “vrstva po vrstve”). Jedna
se o metodu, ktera vyuziva stiidavé nanaseni vrstev latek, které jsou viici sob€ opacné nabity.
Sklo bylo na poc¢atku ponotfeno na 15 minut smési Piranha (kyselina sirova a peroxid vodiku
v poméru 7:3). Cisténim se narusila struktura povrchu sklicka a vytvoiil se tak zaporny
naboj, se kterym pak nasledné mohla interagovat naslednd, kladné nabita vrstva. Pro
ptipravu  kladné nabitych vrstev byly zvoleny nasledujici polymerni latky:
poly(diallyldimethylammonium chlorid, PDDA) a chitosan (CHIT) o koncentracich (w/w)
1% PDDA a 0,5% CHIT, pticemz PDDA byl rozpustény ve vodé a CHIT v 1% kyseliné
octové. Z téchto roztokt byly nadale pfipraveny roztoky (w/w) 0,25% a 0,5% pro PDDA
a 0,25% a 0,125% pro CHIT, které byly dale pouzity k povrchové uprave sklicka. Sklicka
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v téchto roztocich stdla po dobu 2 hodin a po uplynuti ¢asu byla vyjmuta a opatrné
oplachnuta destilovanou vodou tak, aby se z povrchu smyl prebyte¢ny nenavazany polymer.
Nasledné byla tato sklicka potazena kladnou vrstvou polymeru ponechana volné na vzduchu

zaschnout a nasledné slouzila k navazani posledni vrstvy, vrstvy nanocastic.

Z péti disperzi byl, pro posledni vrstvu, vybran vzorek ¢. 5 z divodu jeho optickych
vlastnosti, konkrétné jeho oblasti nejvyssi plasmonové rezonance, kterd byla v rozmezi
vlnovych délek 580-620 nm s maximem absorbance 1,067 (Obrazek 16a). Na transmisnim
elektronovém mikroskopu (TEM) byl pofizen snimek nanocastic z této disperze (Obrazek
16b). Ze snimku lze potvrdit, ze pfipravené nanocastice byly opravdu anizotropni,
tj. riznych tvara (kolecka, trojuhelni¢ky a dalsi mnohouhelniky) a velikosti. Po zaschnuti
byla sklicka vlozena do jamek s disperzi a ponechana zde po dobu 45 minut, aby se nanesl
tenky film nanocastic. Nasledné byla sklicka opét vyymuta a oplachnuta destilovanou vodou.

(@) 1,2 (b)
1,0
08
0,6
0,4
0.2

0,0
300 400 500 600 700 800

ViInova délka [nm]

Absorbance

100 nm

Obrazek 16. Absorpcni spektrum vzorku ¢. 5 a TEM snimek nanocastic z tohoto vzorku.

Srovnani pripravenych substrati

Jak uz bylo zminéno vysSe, pfiprava stiibrnych substrati vychazela z Layer-by-Layer
metody, v ramci niz bylo vyuzito pfipravenych plasmonickych anizotropnich nanocéstic
stfibra, které nesou zaporny naboj (zeta potencial -28,2 mV) a proto bylo k navazani na
sklicko nutné vyuzit kladné nabitého polymeru (PDDA a CHIT). V nékterych ptipadech
byly vrstvy nakonec zastabilizovany pomoci zelatiny (0,5%), jez by mohla mit vliv na
vyslednou kvalitu pfipravené vrstvy a jeji stabilitu. V ramci vyhodnoceni toho nejlepsiho
mozného pripraveného substratu, ktery by dostateCné zesiloval signal analytu, byly
studovany vlastnosti jednotlivych substrati v zavislosti na pouzitém typu (PDDA a CHIT)

a mnozstvi ur€itého polymeru, probehlé stabilizaci a mnozstvi vrstev nanocastic.

Na Obrazek 17 jsou vyobrazena absorpcni spektra pro substraty piipravené s pouzitim

razné koncentrovaného roztoku PDDA (0,25%, 0,5% a 1%). Bylo zjisténo, Ze se zvySujici
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se koncentraci PDDA se zvySuje absorbance v absorpénim maximu a 1ze konstatovat, ze se
posouva do vyssich vinovych délek. Nejvyssi absorbance bylo v tomto ptipadé dosazeno pii
vyuziti 1% PDDA. V nasledujicich experimentech doslo k dal§imu navySeni koncentrace
PDDA ve vzorku, po ponofeni substratu s navazanou vrstvou koncentrované¢jsiho PDDA do
disperze nanocastic stiibra vSak 1 po peclivém promyti dochazelo k okamzité agregaci ¢astic
a tim tak bylo zamezeno uspéSnému navazani vrstvy nanocastic.
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Obrazek 17. Absorpcni spektra substrdtii pFipravenych s pouZitim riizné koncentrovaného
(0,25; 0,5 a 1%) roztoku PDDA.

Substraty pfipravené s pouzitim 0,25%, 0,5% a 1% roztoku PDDA byly nésledné
stabilizovany 0,5 % zelatinou a jejich absorpcni spektra jsou zobrazena v grafu (Obrazek
18). Da se fici, ze jsou zde znatelné stejné trendy jako v pifipadé nestabilizovanych sklicek
(Obrazek 17), az na jeden fakt, a to Ze se zvysujici se koncentraci PDDA dochéazi k néarustu
absorbance a rozsifeni maxim absorpcnich pikt (420-620 nm). Hodnoty absorpcnich maxim
(Amax) s rostouci koncentraci PDDA rostou, dochazi tedy k navazani vétsiho mnozstvi

nanocastic.
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Obrazek 18. Absorpcni spektra substrdtii pFipravenych s pouZitim riizné koncentrovaného
(0,25; 0,5 a 1%) roztoku PDDA stabilizované Zelatinou (w/w 0,5%).

Dal§im pokusem, jak zvysit absorbanci pfipraveného substratu, bylo pfidanim dalsi
vrstvy. Vrstva byla pfipravena analogicky dle zminéného postupu, kterym se pfipravovala
1 vrstva prvni, jen se vynechal proces Cisténi v Piranha solution. Na Obrazek 19 a Ize vidét,
ze stejné jako v ptipadé jedné vrstvy bez stabilizace 1ze pozorovat trend zvySujici se hodnoty
Amax (fadové o desetiny) se zvySuyjici se koncentraci PDDA. Po pfipravé druhé vrstvy vsak
dochazi k posunu vinové délky v Amax k niz§im vinovym délkam (440—470 nm), coz je pro
nasi aplikaci nezadouci. Pokud je substrat se dvéma vrstvami stabilizovan (Obrazek 19b),
oplaci se zde stejny trend rozsifujiciho se absorpcniho piku jako v pfipadé jednovrstevnych

substratt, vinova délka pfi Amax se pohybuje okolo 440-550 nm.
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Obrazek 19. Absorpcni spektra pro substraty s pouZitim riizné koncentrovaného (0,25, 0,5 a 1%)
roztoku PDDA bez stabilizace (a) a se stabilizaci (b) nanocdstic se dvéma vrstvami.
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V ramci prace byl také pro navazani nanocastic jako nahrada za pozitivné nabité
PDDA vyzkousen chitosan. Opét byly ozkouSeny rtizné koncentrace ((w/w) 0,5%, 0,25%
a 0,125%), moznost stabilizace a rizny pocet vrstev. V piipadé pouziti chitosanu, jako
kladn€ nabitého polymeru k navazani nanocastic, bylo postupovano stejné, jako v piipadé
pfipravy substratu s vyuzitim PDDA. Béhem vyhodnocovani vysledkd pro jednu vrstvu
nanocastic bylo zjisténo, pfi vyuziti vysSich koncentraci (0,5%, 0,25%) chitosanu se na
sklicku prili§ dobfe netvorila stfibrnd vrstva a absorp¢ni spektra byla zasuméla (v praci
nejsou uvedena). V piipade vyuziti 0,125% chitosanu byla ziskana spektra (Obrazek 20) jak
nestabilizovanych, tak stabilizovanych vrstev, ze kterych bylo mozné usoudit, ze stabilizace

pomoci 0,5% zelatiny byla, stejn¢ jako v ptipadé vyuziti PDDA, piinosna.

300 400 500 600 700 800 900

Vlnova délka [nm]

Bez stabilizace =~ ——— Se stabilizaci

Obrazek 20. Absorpcni spektra substratu pripraveného s vyuZitim 0,125% chitosanu pro
navazani jedné vrstvy nanocastic bez stabilizace a se stabilizaci.

V piipadé spektra pro substrat bez stabilizace dosahuje hodnota absorpcniho maxima
hodnoty kolem 0,1 pfi vinové délce cca 435 nm. Pfi¢emz, po vyuziti 0,5% roztoku zelatiny
pro stabilizaci vrstvy nanocastic bylo ziskdno spektrum s absorpénim maximem zhruba
dvojnasobné vyssim, nez v predeslém pripadé€ v narustu druhého piku v oblasti vinové délky
cca 650 nm. V porovnani s vysledky ziskanymi ze substrati s jednou vrstvou s pouzitim
PDDA lze vyvodit, 7e zavislost na koncentraci je zde opagna. Cim niz§ koncentrace
chitosanu byla pouzita, tim lepSich vysledka bylo dosazeno. V piipadé stabilizace pak plati

stejné trendy.

Nakonec byla v ramci optimalizace chitosanovych vrstev vyzkouSena i moznost
navazani dal§i vrstvy nanocastic. Ta byla pfipravena stejnym zpasobem jako druha vrstva
pii vyuziti PDDA.V Obrazek 2la jsou vyobrazena absorpCni spektra pro substraty
s vyuzitim 0,5%, 0,25% a 0,125% roztoku chitosanu bez stabilizace nanocastic a se dvéma

vrstvami. V tomto piipadée lze vyvodit trend zvySujici se hodnoty absorpéniho maxima se
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snizujici se koncentraci chitosanu. Vlnova délka pfi Amax se vSak pohybuje ve stejnych
hodnotach a to od 630 do 750 nm. V piipad¢ spekter pro substraty s pouzitim 0,5%, 0,25%
a 0,125% roztoku chitosanu se stabilizaci nanocastic a se dvéma vrstvami (Obrazek 21b) se
da taktéz fici, Zze se snizujici se koncentraci chitosanu narista hodnota Amax, které se
pohybuje zhruba ve stejném rozmezi vinovych délek jako v ptipadé nevyuziti 0,5% Zzelatiny
ke stabilizaci. Nutno podotknout, ze ve vysledku byly chitosanové substraty se dvéma

vrstvami homogennéj$i nez v pfipadé jedné vrstvy.
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Obrazek 21. Absorpcni spektra substratii s vyuZitim riizné koncentrovaného (0,125, 0,25 a 0,5%) roztoku
chitosanu bez stabilizace (a) a se stabilizaci (b) nanocastic se dvéma vrstvami.

Substraty s jednou stabilizovanou vrstvou s pouzitim PDDA poskytovaly lepsi
vysledky nez v ptipadé pouziti chitosanu. Jevily se vice homogenné a obecné byly vyssi
i hodnoty absorpcnich maxim (Obrazek 22a). Naopak v ptipadé dvou vrstev bylo dosazeno
lepsich vysledkd, co se tyce Sitky plasmonickych pikt, u varianty s chitosanem (Obrazek

22b). Doslo k rozsiteni pikli, hodnoty absorpcnich maxim se néjak zasadné neménily.
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Obrazek 22. Absorpcni spektra dvou vybranych nejlepsich stabilizovanych (a) jednovrstevnych
a dvouvrstevnych (b) substratii s rozdilem pouZziti polymeru a fotografie téchto substratii (zleva 1% PDDA
a 0,125% CHIT).

Stiibrné substraty vyuzivajici k navazani stiibra 1% PDDA stabilizované zelatinou
vykazovaly jak v pfipadé jedné tak i dvou vrstev nejvyssi absorbanci v oblasti 400-600 nm.
Substraty pfipravené s vyuzitim 0,125% chitosanu vykazovaly nejvyss§i absorbanci,
v piipad¢ pfitomnosti jedné i dvou vrstev, v oblasti 600-700 nm s tim, ze hodnoty Amax byly

niz§i nez v pripadé 1% PDDA.

Z hlediska Casové naroCnosti pripravy vrstev, vlivu stabilizace pomoci zelatiny
a pouzitého laseru (532 nm) se usoudilo, ze pro prvotni SERS experimenty bude vybran 1%
roztok PDDA s naslednou stabilizaci a pfipravi se pouze jedna vrstva. VSechna sklicka se
tedy nejprve vycistila pomoci Piranha solution, jamky se naplnily 1% PDDA, k navazani
nanocastic stfibra byla pouzita disperze €. 5 (108 mg/L. AgNPs) a nakonec se sklicka vlozila
do 0,5% roztoku zelatiny. Po optimalizacnich experimentech (viz vySe) byla tedy pfipravena
fada stiibrnych substrat(, jez slouzila k dalSimu testovani a na jejich povrchu byly provedeny
vSechny experimenty v ramci SERS experimentt, jez jsou oznaCeny jako Ag-substrat.
Absorp¢ni spektra takto pfipravenych substratti ukazala, Ze pfipravené substraty jsou v ramci
jednoho sklicka (Obrazek 24a) i tady pfipravenych vzorkt (Obrazek 24b) viceméné
homogenni. Nejvyssi absorbanci mély substraty v oblasti 410 az 550 nm. Hodnoty

absorp¢nich maxim se pohybovali v rozmezi 0,3 az 0,4.
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Obrazek 24. (a) Absorpcni spektra jednoho ze substratii namérené na trech riiznych mistech na substratu,
(b) reprezentativni absorpcni spektra péti vybranych substratii urcenych pro SERS méreni.

V ramci prace byly pofizeny i snimky substratu pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu (SEM), které jsou vyobrazeny na Obrazek 23 a zobrazuji rovnomeérné
rozmisténi nanocastic na sklenéném substratu. Takto pfipravené substraty byly vyuzity

k méfeni na povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie.

100mm D4

x10,000 3.0kV LED

Obrazek 23. SEM snimky vybraného pripraveného Ag-substratu p¥i riizném zvétseni.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 Méreni signialu ampicilinu pomoci SERS

Pfi méfeni na Ramanové spektrometru byly vyuzity dva substraty, a to komercni zlaty
(Sigma-Aldrich) a v ramci experimentalni prace pripraveny stfibrny substrat (Ag-substrat).
Pokud neni uvedeno jinak, tak byl na méfeni pouzit laser o vinové délce 532 nm a jeho vykon
byl pfi méfeni nastaven na 9 mW. V ramci této bakalarské prace byla nase pozornost
zaméfena na typického predstavitele B-laktamovych antibiotik, ampicillin (AMP) a detekci

jeho zmény struktury.

Pomoci techniky SERS bylo zkouméno, zda je mozné touto metodou sledovat signal
B-laktamového kruhu antibiotika a naméfit jeho rozpad, ke kterému dochazi po jeho
hydrolyze. Pri¢emz, ktéto strukturni preméné v praxi dochazi vlivem jednoho
z nejcastéjsich mechanismu resistence bakterii vii¢i B-laktamovym antibiotikim. Nekteré
rezistentni bakterialni kmeny tvoii betalaktamazy, coz jsou enzymy, které katalyzuji
hydrolyzu B-laktamovych antibiotik za vzniku kyseliny penicilinové. Dle rozdilné struktury
ampicilinu a kyseliny penicilinové (Obrazek 25) by tedy mély byt pozorovany zmény ve

spektrech a tim pak v budoucnu rychle rozlisit citlivou a rezistentni bakterii.

Obrazek 25. Struktury ampicilinu (a) a kyseliny penicilinové (b).

Ramanovské spektrum pro ampicilin se vyznacuje hned nékolika piky. A to
v oblastech 1658, 1600, 1495, 1444, 1386, 1328, 1212, 1188, 1115, 1033, 1000, 845
a 590 cm™! (Obrazek 26). Ty nejvice charakteristické jsou 1000 a 1600 cm™'. Tyto piky
odpovidaji vibraci B-laktamového kruhu (73; 74; 75).
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Obrazek 26. SERS spektrum vyznacujici charakteristické piky
ampicilinu (73).

Ampicilin byl prvné pfeméfen ve formé prasku pomoci Ramanovy spektroskopie
na obycCejném skle, aby bylo zji§téno, jaky laser, resp. laser o jaké vinové délce, bude idealni
volbou pro nasledujici méfeni. Bylo vyuzito dvou laserd, a to o vlnovych délkach 532
a 633 nm. Pfi méfeni byl jejich vykon nastaven na maximum a vysledna spektra jsou

vyobrazena na Obrazek 27.
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Obrazek 27. Ramanovska spektra pro praskovy ampicilin s vyuZitim riiznych laserii.

Ze ziskanych spekter 1ze vidét, Ze oba lasery v ramci intenzity signalu, velice podobné
detekuji signal ampicilinu. Jenomze laser o vinové délce 532 nm piece jen Iépe zesiluje piky

niz§ich intenzit, a proto se v ramci prace rozhodlo jej vyuzivat u dalSich experimentt.
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Cisty pragkovy ampicilin byl rozpustén ve vodé na vyslednou koncentraci 1000 mg/L.
Vysledny roztok byl ve formé kapky nanesen na pripraveny stiibrny substrat (Ag substrat
bez AgNPs) a nechala se volné zaschnout. Poté bylo méfeno Ramanovské spektrum pro
ampicilin (Obrazek 28a). Na ziskaném spektru byly dobie detekovatelné dva hlavni piky
symbolizujici vibrace B-laktamového kruhu (1000 a 1600 cm™'), ale zbylé, které symbolizuji
ampicilin, nebyly detekovany. Z tohoto divodu byly k roztoku ampicilinu pfidany
nanocastice stiibra z pfipravované disperze ¢. 3 v poméru 1:1, koncentrace ampicilinu ve
vzorku tedy klesla na 500 mg/L a koncentrace AgNPs na 54 mg/L.

Vlivem ptidavku nanocastic doslo ke zlepSeni signalu ampicilinu, charakteristické
piky byly vyrazné&jsi, a dokonce doslo k objevu i dalsich pikd ampicilinu (Obrazek 28b, c).
Koloidni ¢astice v kombinaci s Au-substratem se jevi jako nejlepsi kombinace. Nadale se
tedy méfily vzorky s pfidavkem koloidnich nanocastic ve formé zaschlé kapky na

pfislusném substratu.
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Obrazek 28. SERS spektra pro AMP na Ag-substratu (a), na Ag-substrdtu s pritomnosti AgNPs (b) a na
zlatém substratu s pritomnosti AgNPs (c).

Dale bylo zkoumano, zda je mozné na zlatém komercnim substratu s pifitomnosti
AgNPs (54 mg/L) ve vzorku naméfit signal ampicilinui pfi jeho nizSich koncentracich.
Ze zasobniho roztoku ampicilinu (1000 mg/L) byly pfipraveny vzorky, které se liSily
koncentraci ampicilinu a to nasledné: 500; 250; 125; 50; 5 a 0,5 mg/L. Ziskana spektra jsou
vyobrazena na Obrazek 29. Nejniz$i koncentraci ampicilinu, kterd se nam podafila jesté

detekovat, byla 1,410 mol/L.
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Obrazek 29. SERS spektra pro vzorky s riiznou koncentraci ampicilinu v pFitomnosti 54 mg/L AgNPs.

3.2 Detekce zmén ve spektrech ampicilinu

V ptedchozi kapitole bylo zjisténo, ze pomoci SERS metody Ize detekovat AMP, a to
i ve velmi nizkych koncentracich (Obrazek 29). DalSim ze stanovenych cili bylo zjistit, zda
je mozné pomoci stejné metody detekovat zmény ve spektru ampicilinu. Bylo rozhodnuto,
ze tyto zmény se budou pozorovat na zaklad€ hydrolyzy ampicilinu, kde je znamo, zZe pfi
jeho hydrolyze dochazi k otevirani B-laktamového kruhu za vzniku penicilinové kyseliny
(Obrazek 30). Spektrum kyseliny penicilinové se vyznacuje piky v oblastech 372, 550, 766,
882 a 1112 cm™ (75). Tyto piky odpovidaji vibracim COO- skupin, které vznikaji pfi
otevirani -laktamového kruhu (75). Jednim z dGvodi sledovani zmén ve spektru v disledku
hydrolyzy je fakt, ze pravé hydrolyza B-laktamovych antibiotik, mezi které ampicilin pati,
popisuje jeden z hlavnich mechanismu resistence bakterii vii¢i témto antibiotikiim. Bakterie
produkuji betalaktamazy — enzymy, které katalyzuji rozklad B-laktamovych antibiotik, tedy
jejich zmeénu struktury, jez bychom meéli byt schopni detekovat v ramci povrchem zesilené

Ramanovy spektroskopie.
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Obrazek 30. Schéma hydrolyzy ampicilinu za vzniku kyseliny penicilinoveé.

V ramci této prace byla provadéna hydrolyza ampicilinu (1000 mg/L) pomoci kyseliny
chlorovodikové (0,01 mol/L). Hydrolyza probihala za stalého michani, ptes noc pti 37 °C.
Druhy den byla promeétena SERS spektra vzorkl na zlatém substratu s pfidavkem nanocastic
stfibra a ta ukazala uspeésné probehlou hydrolyzu ampicilinu na kyselinu penicilinovou
(Obrazek 31). Doslo k objeveni pikli v oblastech 372, 550, 766, 882 a 1112 cm™!, jez jsou

pro kyselinu penicilinovou charakteristické (viz vyse).
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Obrazek 31. SERS spektrum kyseliny penicilinové vzniklé hydrolyzou ampicilinu.
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V ramci optimalizace vysledki méfeni bylo zjisténo, ze lepSich vysledku, tedy
vyrazného zesileni, je dosazeno pii méfeni signalu v blizkosti agregovanych castic, které
byly agregovany v dasledku ptidani roztoku chloridu sodného (Obrazek 32), a to i pfes to,
Ze je antibiotikum v dusledku ptidani 20 uL 0,4 mol/L NaCl lehce nafedéno (416,7 mg/L).
Mezi Casticemi vSak v tomto piipadé nejspiSe dochazi ke vzniku tzv. hot spots, coz jsou
nanometrické mezery mezi nanoCasticemi nebo jejich ostré hrany, kde dochazi
k zakoncentrovani elektrického pole, které je zptisobeno lokalnimi povrchovymi plasmony
a pfi méfeni signalu analytu v téchto oblastech dochazi pak k markantnimu zesileni signalu
(17). Dle ziskanych spekter (Obrazek 32) lze vidét, ze agregované Castice zesiluji signal,
hlavné téch mensich pikt, které byly ziskany ze vzorku bez agregace (napf. piky 1600
a 1000 cm™).
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300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Raman(v posun [cm™]

bez agregace AgNPs s agregaci AgNPs

Obrazek 32. SERS spektrum pro kyselinu penicilinovou s neagregovanymi a agregovanymi AgNPs.

V nasledujicich experimentech byly tedy nanocastice vzdy agregovany piidavkem
NaCl, jehoz koncentrace byla optimalizovana v ramci nasledujiciho experimentu, kde byla
meéfena zavislost intenzity signalu na pfidaném objemu roztoku NaCl (0,4 mol/L), pfi¢emz

pridavané objemy byly nasledujici: 5, 10, 20, 30, 40 a SOuL. (Obrazek 33).
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Intenzita

300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Raman(v posun [cm™]

10 uL Nacl 20 uL NaCl 30 uL NaCl 40 uL NaCl 50 uL NaCl

5 uL NaCl

Obrazek 33. SERS spektra kyseliny penicilinové s pFitomnosti agregovanych AgNPs v zavislosti na
pridavaném objemu 0,4 mol/L NaCl.

S pfibyvajicim objemem 0,4 mol/LL NaCl se snizovala inzenzita naméfenych piku.
Nejvyssi intenzita pik(l byla naméfena v pripadé vyuziti objemt 5, 10, 20 a 30 pL.
Koncentrace 0,01 mol/L NaCl ve vzorku byla tedy stanovena jako ta dostacujici a byla dale
vyuzivana ve vSech nasledujicich métenich. Vysledné koncentrace NaCl ve vzorku jsou

zaznamenany v tabulce (Tabulka 2).

Tabulka 2. Priddavané objemy 0,4 mol/L NaCl a jeho vysledné koncentrace ve vzorcich na SERS.

Objem 0,4 mol/L. NaCl [uL] Koncentrace NaCl ve vzorku [mol/L]
5 0,010
10 0,019
20 0,036
30 0,052
40 0,067
50 0,080

45



V dalsi casti této prace bylo vyse zminéné pfeméreno na stiibrném SERS substratu,

jez byl pfipraven v ramci experimentalni ¢asti této prace. Stejné jako u zlatého substratu bylo

stejnym zpusobem rovnéz uspé€$né naméfeno spektrum pro ampicilin 1 penicilinovou

kyselinu vzniklou hydrolyzou ampicilinu. (Obrazek 34).

Intenzita
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g
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ampicilin

penicilinova kyselina

Obrazek 34.. SERS spektra pro penicilinovou kyselinu a ampicilin naméiena na Ag-substrdatu.

Na Obrazek 35 a Obrazek 36 je vyobrazen rozdil naméfenych signalli ampicilinu

a kyseliny penicilinové na zakladé pouziti raznych SERS substrati (komercni zlaty

a pfipraveny Ag-substrat). Pfipraveny stiibrny substrat zesiluje signal pomérné dobfte, ale

musime konstatovat, ze komercni zlaty substrat je na tom o néco lépe.

Intenzita

300

500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramanuv posun [cm™1]

Au-substrat Ag-substrat

Obrazek 35. SERS spektra ampicilinu ziskana mérenim na Au-substratu a Ag-substrdtu
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Intenzita

300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900
Ramantv posun [cm™]

Au-substrat = Ag-substrat

Obrazek 36. SERS spektra kyseliny penicilinové ziskana p¥i méieni na obou substrdtech.

Abychom zkréatili dobu potifebnou pro provedeni daného experimentu, byla testovana
kinetika kyselé hydrolyzy ampicilinu bylo zjiSténo, jak dlouho je potieba ampicilin pii
37 °C hydrolyzovat, aby byla mozna detekce vznikajici penicilinové kyseliny. Hydrolyza
tedy probihala opét pii 37 °C v termostatu a po kazdych 20 minutach bylo proméfeno SERS
spektrum vzorku. Vzorek byl pfipraven tak, ze se Cisty praskovy ampicilin rozpustil
v 0,1 mol/L HCI, aby vysledna koncentrace ampicilinu byla 1000 mg/L. Na SERS byl pak
meéten vzorek, ktery obsahoval 500 mg/L ampicilinu a 54 mg/L AgNPs, které byly

agregované pridavkem NaCl.

=2 W T“M
N
o M —N
2
£

300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramanuv posun [cm™]

40 min 60 min 80 min

= (0 min 20 min

140 Min == 160 min

e 100 MiN === 120 mMin

Obrazek 37. SERS spektra pro méveni kinetiky hydrolyzy ampicilinu na komerénim zlatém substratu.
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V prvnich tficeti minutach nebyla na Au-substratu detekovana zadna zmeéna ve spektru
(Obrazek 37). V 50. minuté hydrolyzy se uz zacaly objevovat naznaky pika pro kyselinu
penicilinovou (372, 550, 882 a 1112 cm™"), jasna detekce kyseliny penicilinové ve vzorku se

objevila az pfi 120 minuté hydrolyzy.

Na obou testovanych substratech bylo tedy mozné detekovat samotny ampicilin,
a dokonce 1 jeho zmény ve spektru pii kyselé hydrolyze pomoci 0,1 mol/L. HCI, ktera
v laboratofi simulovala rozpad betalaktamového kruhu, ke kterému dochéazi pfi reakci
ampicilinu s betalaktamazami, reprezentujici velmi Casty mechanismus rezistence bakterii
vuci penicilinovym antibiotiktim.

Aby byl na§ vyzkum posunut o krok dal k vyuziti této metody v klinické praxi, tak
bylo testovano Stépeni antibiotika (ampicilinu) a jeho zmény struktury po pridavku

komer¢nich B-laktamaz izolovanych z kmene Bacillus cereus S69/H9 (Sigma Aldrich).

Meéfeni bylo provedeno na zlatém substratu s agregovanymi nanoc¢asticemi pomoci
ptidavku NaCl. V pfipadé prvniho experimentu byla koncentrace enzymu ve vzorku
5U/230uL. Na Obrazek 38 jsou vyobrazena ziskana spektra, kterd jsou s vyjimkou
ampicilinu bez ptidavku enzymu vyrazné zasumena. V zavislosti na ¢ase (ihned po smichani
— 0 h, 1 h, 3 h) mizeme pozorovat ubyvajici signal pro piky, které signalizuji pritomnost
ampicilinu (1000 a 1600 cm™). V kone&ném piipadé se viak ale neukéazaly piky pro kyselinu

penicilinovou, takze nelze fici, zda tam vibec vznika.

Intenzita

300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Raman(v posun [cm™]

AMP Oh lh ——3h

Obrazek 38. SERS spektra pro ampicilin a pro jeho hydrolyzovany produkt po hydrolyze komercné
dostupnou B-laktamdzou (enzymem).
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Je nutno podotknout, ze pfi pfipravé vzorku bylo pozorovano, ze v pfitomnosti
enzymu se nanocastice moc dobfe neagreguji. Zbarveni disperze zlstalo stejné. Je tedy
mozné, ze pritomnost enzymu ovliviiyje stabilitu AgNPs, tim neni zaruceny dostateCny
vznik hot spots, které maji znacny vliv na detekci pomoci SERS metody. Navic samotna
kyselina penicilinovd nese zaporny naboj, coz je souhlasny naboj jako maji AgNPs
(-39,4 mV) a je mozné, ze se navzajem odpuzuji a molekuly analyzované kyseliny
penicilinové se tim padem nepfiblizuji k povrchu nanocastic, které znacné signal zesiluji.
Jednou z dalsich moznosti neuspésné identifikace mize byt pH vzorku, které se muaze lisit

od hodnoty pH izoelektrického bodu ampicilinu.

S ohledem na izoelektricky bod (hodnota pH, pfi které je naboj molekuly nulovy)
ampicilinu (5,5) byl vzorek lehce okyselen pomoci 0,1 mol/L HCI a po hodinové inkubaci
pii 37 °C bylo pfeméfeno spektrum (Obrazek 39). Snizenim pH by latka meéla ziskat lehce
kladny naboj a tim padem by mohla Iépe interagovat s povrchem nanocastice a zesilovat tak
jeji signal. Proto byly zhotoveny vzorky dle nasledujici tabulky (Tabulka 3). Latky byly
pfidavany v poradi, v jakém jsou uvedené v Tabulka 3.

Tabulka 3. Objemy jednotlivych latek pro pripravu okyselenych vzorkii.

HC1 NaCl
Vzorek |AMP (1000 mg/L) | Enzym (0,1 mol/L) AgNPs (108 mg/L) (0.4 mol/L)
1 100 uL Sul SulL 100 uL 5ul
2 Sul Sul 1 ul SulL 5ul
300 500 700 900 1100 1300 1500 1700 1900

Ramanv posun [cm™]

AMP Vzorek 1 Vzorek 2

Obrazek 39. SERS spektra vzorku ampicilinu a jeho hydrolyzovaného produktu po uskutecnéné hydrolyzy
enzymem v pripadé okyselenych vzorkil.
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Dle ziskanych spekter 1ze vyvodit, ze sice piky symbolizujici ampicilin zmizely,
ale nedoslo k detekci pikti pro kyselinu penicilinovou, prakticky nebylo mozné pozorovat
zadné piky, coz muze znalit fakt, ze pro detekci analytu nejsou Castice spravné

funkcionalizovany a nemohou tak adekvatn¢ interagovat s analytem a zesilovat jeho signal.

S ohledem na ziskané vysledky je nutno fici, ze do budoucna bude potfeba systém
nadale optimalizovat tak, aby bylo zajiS§téno dostate¢né mnozstvi enzymu potiebné
k rozstépeni antibiotika, navazani vznikajici latky na povrch nanocastic pro zajisténi
blizkosti analytu (v tuto chvili zde hraji roli spiSe odpudivé interakce), tvorbu hot spotu
a tim tak dostatecné zesileni signalu. Moznymi problémovymi pilifi zde tedy muaze byt
napiiklad slozeni enzymu (stabilizace Castic), hodnota pH v izoelektrickém bod, naboj

a dalsi charakteristiky, kterym bude pozornost vénovana v navazné diplomové praci.

3.3 Testovani bakterialni rezistence k ampicilinu

S ohledem na to, ze bychom do budoucna radi vyuzili vySe popsaného systému
k rozliSeni mezi citlivou a rezistentni bakterii, byly vybrany dva bakterialni kmeny (E. coli
CCM 3954, E. coli CCM 4225), jez se lisi svoji citlivosti k ampicilinu a byla na nich
provedena zakladni mikrobiologicka testovani. Byla stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC), pomoci které 1ze mimo jiné stanovit i citlivost bakterii. U rezistentniho
kmene byla pak potvrzena i produkce bakterialnich enzymd, jez negativné ovliviiuji ucinnost

antibiotika.

Stanoveni MIC je v soucasné dobé zdlouhavy proces, ktery by mohl byt za pouziti
Ramanovy spektroskopie do budoucna urychlen. Pro stanoveni MIC (Tabulka 4) bylo
v naSem piipadé vyuzito mikrodiluéni metody a dvou vzorkl antibiotik, a to ampicilinu
(AMP) aampicilinu se sulbactamem (AMS). Sulbactam je strukturné podobny
betalaktamim a betalaktamazy k nim maji vyssi afinitu. Tim padem je sulbaktam Stépen
prednostné, ampicilin tedy nepodléha strukturnim zménam a muize tak plsobit i proti
rezistentnim bakterialnim kmenim produkujicim B-laktamazy. Hodnota BP (breakpoint)
udava maximalni koncentraci antibiotika, pti které jsou bakterie k ucinkiim antibiotik jeste
citlivé. V piipad€ ampicillinu a bakterialniho kmene E. coli je breakpoint 8 mg/L, u kmene
E. coli CCM 3954 byla MIC stanovena na 4 mg/L, bakterie jsou tedy u€inkiim ampicilinu
citlivé, pticemz MIC u E. coli CCM 4225 byla vétsi nez 64 mg/L, bakterie jsou tedy
rezistentni. V pripadé kombinace ampicilinu se sulbactamem (4 mg/L) se MIC snizila zpét

na 8 mg/L a bakterie se tak stala opét citlivou.
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Tabulka 4. Hodnoty MIC, BP, ampicilinu (AMP) a ampicilin-sulbactamu (AMS) pro kmeny E. coli.

MIC [mg/L] AMP AMS
BP 8 8
3954 4 4
4225 >64 R 8

Kmen E. coli CCM 3954 je vici B-laktamovym antibiotiktim citlivy, 1ze ho tedy bez
problému pomoci ampicilinu 1€écCit, av§ak kmen E. coli CCM 4225 je naopak vuci témto
antibiotikiim rezistentni a bakterie jsou vi¢i i¢inku ampicilinu imunni. Produkce p-laktamaz
u nami vybranych bakterialnich kmend byla experimentalné ovéfena pomoci
nitrocefinového testu, u né&z pii pozitivnim prikazu B-laktamazy dochazi k Cervenému
zbarveni (Obrazek 40). Z vysledku lze vyvodit, ze nami vybrany bakterialni kmen E. coli
CCM 3954 neprodukuje B-laktamazy (zluté zbarveni). Tim se potvrdilo, ze tento kmen neni
vO&i antibiotiklim rezistentni. Cervené zbarveni bylo pozorovano v fadku E (komeréné
dostupny enzym) a také u bakterie (B) v pfitomnosti ampicilin rezistentniho kmene E. coli
CCM 4225 (AMP R), coz potvrzuje produkci B-laktaméaz jako mechanismus rezistence
u nami vybraného sbirkového kmene, kde byl tento mechanismus rezistence jiz diive

popsan.

Obrazek 40. Jamky po 24hodinové kultivaci a s pridanym nitrocefinem (AMPC = E. coli CCM 3954,
AMPR = E. coli CCM 4225, 7adek B = bakterie s AMP v bujonu, Fadek K = kontrolni (AMP v bujonu),
Fadek E = AMP s enzymem (Sigma Aldrich, 2U/jamka)).

V soucasné dobé se jednalo pouze o prvotni experimenty s bakteriemi slouzici
k vybéru bakterialniho kmene, v naSem piipad€ E. coli, s rozdilnou citlivosti k ampicilinu,
jez prameni praveé z produkce bakteridlnich B-laktamaz, které Stépi B-laktamovy kruh
ampicilinu, narusuje jejich strukturu a snizuje tak jejich antibakterialni u€inek. V budoucnu
by tyto kmeny mohly byt pouzity na dalsi testovani v ramci povrchem zesilené Ramanovy

spektroskopie, jez by mohla v budoucnu slouzit k urychleni detekce citlivosti bakterii.
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4 ZAVER

Jednim z cild této bakalaiské prace bylo navrhnout SERS-aktivni substrat
a optimalizovat jeho pfipravu tak, aby zesiloval signal PB-laktamového antibiotika
(ampicilinu) v povrchem-zesilené Ramanové spektroskopii. Navrzeny SERS substrat se
ptfipravoval pomoci metody Layer-by-Layer za ucasti anizotropnich plasmonickych
nanocastic stfibra. Proces byl zalozen na stfidavém pokladani vrstev latek o opacném naboji
— na elektrostatické interakci mezi nimi. Negativné nabité nanocastice stfibra byly
ptipraveny dvoustupfiovou redukci amoniakalniho komplexu se stfibrem za pomoci dvou
reduk¢nich €inidel — tetrahydridoboritanu sodného a hydrazin hydratu. Pro naneseni finalni
vrstvy nanocastic byly testovany dva razné kladné nabité polymery — chitosan
a poly(diallyldimethylamoniumchlorid) (PDDA). U téchto polymera se zkoumalo, jaka
koncentrace bude pro pfipravu nejvhodnéjsi, ale viibec, ktery z nich bude obecné tvorit lepsi
vrstvy. V ramci optimalizace substratu byla také zkoumana stabilizace vrstev pomoci
zelatiny a rozdil mezi jednovrstevnym a dvouvrstevnym substratem. Pro prvotni
experimenty pomoci povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byl vybran jednovrstevny
substrat pripraveny s vyuzitim 1% PDDA a stabilizovany vrstvou zelatiny. Dalsi slibné
substraty budou testovany a nasledné optimalizace budou provadény v ramci navazujiciho

vyzkumu.

V dal§im kroku byl pfipraveny Ag-substrat testovan pomoci techniky SERS pro
citlivou detekci B-laktamového antibiotika (ampicilinu). Jelikoz substrat signal antibiotika
velmi dobfe zesiloval, bylo zkoumano, zda je pomoci této techniky mozné detekovat i zmény
ve struktufe antibiotika, ke které v praxi dochazi po interakci antibiotika s rezistentnimi
bakteriemi produkujici B-laktamazy. Tyto enzymy hydrolyzuji B-laktamovy kruh

antibiotika, tim padem dochazi ke zméné jeho struktury a antibiotikum ztraci svoji ucinnost.

Zmena struktury antibiotika byla v ramci této prace uspésné simulovana hydrolyzou
antibiotika v kyselém prostredi. Strukturni zména byla také testovana za pouziti komercné
dostupného enzymu izolovaného z rezistentni bakterie, dosud ale neuspésné. Modifikace
tohoto experimentu a dalsi presun k mikrobiologickym vzorkim bude tedy provadén az
v ramci diplomové prace. Vznik a Sifeni bakteridlni rezistence je v souasnosti velky
klinicky problém. Detekce zmeény struktury antibiotika by do budoucna mohla nahradit
velmi zdlouhavé fenotypické testovani a vyrazné tak urychlit rozliSeni mezi citlivou

a rezistentni bakterii, a tim padem zajistit rychlou administraci vhodného antibiotika.
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CONCLUSION

One of the objectives of this bachelor thesis was to design a SERS-active substrate
and to optimize its preparation to enhance the signal of a B-lactam antibiotic (ampicillin) in
surface-enhanced Raman spectroscopy. The designed SERS substrate was prepared using
a Layer-by-Layer method utilizing anisotropic plasmonic silver nanoparticles. The process
was based on the sequential deposition of layers comprising substances of opposing charge,
leveraging their electrostatic interaction. The negatively charged silver nanoparticles were
synthesized by a two-step reduction of an ammonia-silver complex using sodium
tetrahydridoborate and hydrazine hydrate as reducing agents. Two different positively
charged polymers, chitosan and poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDDA), were
evaluated for the deposition of the final layer of nanoparticles. For these polymers, it was
investigated which concentration would be most suitable for the preparation, but in general
which one would form better layers. Additionally, the stabilization of the layers using
gelatine and the difference between single and double layered substrates were also
investigated. For initial experiments using surface-enhanced Raman spectroscopy,
a monolayer substrate prepared with 1% PDDA and stabilized with gelatine layer was
selected as the preferred option. Other promising substrates will be tested, and subsequent

optimizations will be performed as part of follow-up research.

In the next step, the prepared Ag-substrate was tested using SERS technique to
achieve sensitive detection of B-lactam antibiotic (ampicillin). Since the substrate amplified
the signal of the antibiotic very well, it was investigated whether this technique can also
detect changes in the structure of the antibiotic. Such alterations commonly occur following
interactions between the antibiotic and -lactamase-producing bacteria, where the enzymes

catalyse the hydrolysis of the antibiotic's B-lactam ring, thereby becoming ineffective.

The change in the structure of the antibiotic was successfully simulated by hydrolysis
of the antibiotic in an acidic environment in this work. The structural change has also been
tested using a commercially available enzyme isolated from a resistant bacterium, but so far
not successfully. Therefore, modification of this experiment and subsequent transition
towards microbiological samples will be carried out within the framework of diploma theses.
The emergence and spread of bacterial resistance is currently a major clinical problem.
In the future, the detection of a change in the structure of an antibiotic could replace the very

lengthy phenotypic testing and thus significantly accelerate the differentiation between

53



sensitive and resistant bacteria and thus ensure rapid administration of the appropriate

antibiotic.
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