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Detektor pro detekci bakterialnich nebo virovych patogent

Oblast techniky

Technické feseni se tyka oblasti detekce patogent bakterialniho nebo virového ptivodu, konkrétné
detektoru pro detekci téchto patogend.

Dosavadni stav techniky

V poslednich letech je detekce patogenil intenzivné zkouména z hlediska snahy o nalezeni
rychlejSich, levnéjsich a jednoduse proveditelnych testd. Pro G¢innou 1écbu je obvykle potieba
rychlé a v€asné diagnozy, kdy detekce patogentl jiz v ranném stadiu onemocnéni osob €i zvitat hraje
které se miize rozvinout v dlouhodobé¢ pietrvavajici a/nebo opakujici se infekci s fazemi akutniho
onemocnéni. Soucasna diagnostika je zaloZena pfedevsim na molekularné biologickych nebo
sérologickych technikach, které ¢asto disponuji relativné pomalou odezvou. Tato skutecnost je
obzvlasteé dulezitd u nemoci prenasenych klist’aty, napt. u boreliozy.

Detekce polymerazovou fetézovou reakei neboli PCR umozinuje detekci patogenti z infikovanych
prenasect jako jsou klistata odebrana z pacienta, nebo z krve pacienta. Slozky krve vsak mohou
PCR reakci inhibovat a negativni vysledky je proto potiebné verifikovat, ¢imz dochazi ke zpozdéni
vCasné detekce; soucasn¢ je vyskyt patogenu v krvi v méfitelné oblasti detekovatelny pouze
v omezeném Casovém useku tzv. bakteriémie, resp. virémie. Pfima detekce patogent
v infikovanych pfenasecich sama o sob¢ sice miize poslouzit pro v€asnou antibiotickou 1écbu, ale
jiz neni schopna rozlisit potencial spirochét infikovat pacienta, zejména pak ve velmi ranych
stadiich infekce. Z tohoto divodu nebyva divodem pro okamzité zahajeni antibiotické 1écby
a slouzi spiSe jako indikator pro dalsi a pozd€jsi vySetieni, které mnohdy probihé jiz v dob& masivné
rozvinuté infekce. Dalsi nevyhodou PCR techniky je potieba ovéteni vysledk, protoze slozky krve
mohou inhibovat PCR reakci a tim zapficit negativni vysledek, stejné jako relativné dlouhy
a komplikovany proces detekce, a nezbytnost ekonomicky narocné techniky se zahrnutim nakladt
na spotfebni material.

Dalsi vyuzivanou technikou je ELISA (z angl. ,,Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay*). Jedna se
o imuno-enzymatickou metodu zaloZzenou na interakci antigenu diagnostikovaného patogenu
a specifické protilatky ¢imz vznika imunokomplex antigen-protilatka. V této technice se uplatiiuje
navazani specifické protilatky na povrch jamky v mikrotitracni desticce, na kterou se nasledné
imobilizuje antigen patogenu. Na néj se posléze navdze enzymoveé oznacend protilatka pridana
v dal$im kroku analyzy. Tato protilatka je téz specificka pro konkrétni antigen. V dal§im kroku je
do reakéni smési pridan substrat, ktery je za pomoci enzymové oznacené protilatky, pfeménén na
barevny produkt. Vysledné zabarveni koneéného produktu se stanovuje spektrofotometricky a je
pfimo umeérné koncentraci antigenu ve vzorku. Nevyhodou této techniky je potfeba mnozstvi
vybaveni, relativné vysoka koncentrace patogenu a zdlouhavy proces detekce.

Dalsi moznou technikou je izotermalni amplifikace zprostiedkovand smyckou neboli LAMP
(z angl. ,,loop mediated isothermal amplification*). Tato technika slouzi k detekci patogenni DNA
nebo RNA a Ize ji tedy pouzit k uréeni ptitomnosti patogenti jako jsou viry a bakterie v Zivo¢isnych
tkanich nebo i rostlinnych pletivech. Jedna se o metodu relativné levnou a provadénou v jedné
mikrozkumavce. Primédrné tato technika pracuje s DNA, ale mize byt kombinovéna i s reverzni
transkripci, a tak mohou byt detekovany i RNA patogeny. Nevyhodou této techniky je vSak vysoka
koncentrace nukleové kyseliny potfebna k detekci patogenti jako i potieba kitu k provedeni detekce.

Tato nevyhoda byla ¢astecné odstranéna v dokumentu US 2007/196233, ktery popisuje biosensor
tvofeny pevnym substratem, na kterém je navazan polymer majici primarni nebo sekundarni
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aminoskupinu na kterou mtize byt imobilizovéna fyziologicky aktivni latka. Mezi témito vrstvami
je umisténa kovova vrstva neboli film z materialu na bazi stiibra, zlata, médi, platiny a/nebo hliniku.
Detekce probihd pomoci SPR neboli povrchovou plazmonovou rezonanci. Nevyhodou popsaného
feseni je, Ze funk¢nost nanocastic ulozenych v povrchu je vyrazné snizena vytvorenim filmu, takze
takto pripravené biosensory vykazuji mensi aktivitu ¢i rozliSeni jako senzory nebo antibakterialni

povlaky.

Dosud znamy je LSPR aktivni povrch tvofen nanokompozitem detekéni vicevrstvé struktury
uspofddané na substratu, ktery je mozno pouzit jako aktivni vrstvu LSPR detektoru. Detekéni
vicevrstva struktura je tvofena matrici z plazma polymerni vrstvy z nylonu 6.6 s inkorporovanymi
nanocasticemi stiibra, které jsou rozmisténé izolované se vzadjemnymi odstupy, s ploSnym pokrytim
vétSim nez 50 % na povrchu plazma polymerni vrstvy. Tyto nanoCastice stfibra vykazuji
lokalizovanou povrchovou plazmonovou rezonanci diky jejich interakci se zatenim dopadajicim na
jejich povrch. Takové feseni je popsano i v dokumentu Sanjay Kumar et al., Ag nanoparticles
immobilized on C:H:N:O plazma polymer films by elevated temperature for LSPR sensing, Plasma
Processes and Polymers, 2/2022, vol. 19, no. 2, p. 1-12, nebo v dokumentu Sanjay Kumar et al.,
Surface anchored Ag nanoparticles prepared by gas aggregation source: Antibacterial effect and the
role of surface free energy, Surfaces and Interfaces, 2022-02-19, vol. 30, p. 1-11). VySe uvedené
nanokompozitni detekcni vicevrstvé struktury vykazuji mechanickou a chemickou stabilitu, ktera
byla experimentalné ovéfena. Nevyhodou takové LSPR senzitivni struktury je, ze nevykazuje
vlastnosti pro selektivni a definovanou detekci konkrétnich molekul a/nebo patogent jako jsou viry,
bakterie, houby nebo prvoci. Popsana LSPR nanokompozitni detek¢ni vicevrstva struktura je pouze
schopna modulovat LSPR absorpci, ke které¢ dochazi na zaklad€ zmény fyzikalnich vlastnosti, jako
jeindex lomu ¢i dielektricka konstanta v bezprostfednim okoli povrchu, bez schopnosti urcit pficinu
zmény ktera modulaci vyvolala.

Ukolem technického feSeni je proto vytvofeni LSPR detektoru pro selektivni a definovanou,
rychlou a snadnou detekci bakterialnich nebo virovych patogenti skrze jejich specifické povrchové
molekuly, pfiCemz by byl schopny relativné rychlé detekce vybraného patogenu pii jeho malé
koncentraci, kterd je typicka zejména v prvotni fazi po nakazeni osob i zvirat.

Podstata technického feSeni

Vytceny ukol je vyfesen pomoci detektoru pro detekei bakterialnich nebo virovych patogenii podle
tohoto technického feSeni, zahrnujiciho substrat a detek¢ni vicevrstvou strukturu uspotfadanou na
pevném substratu. Detekcni vicevrstva struktura zahrnuje prvni plazma polymerni vrstvu tvotfenou
nylonem 6.6 (C:H:N:0), ktera slouzi k ukotveni nanocastic stfibra, a druhou plazma polymerni
vrstvu tvofenou nylonem 6.6 obsahujicim reaktivni -NH, skupiny. Detekcni vicevrstva struktura
dale zahrnuje nanocastice stiibra uspotadané mezi prvni plazma polymerni vrstvou a druhou plazma
polymerni vrstvou, pfiemz tyto nanocastice stfibra jsou rozmisténé izolovan¢€ se vzajemnymi
odstupy, s plosnym pokrytim vét§sim nez 50 %, s vyhodou 65 % vzajemné prilehlych povrchi prvni
plazma polymerni vrstvy a druhé plazma polymerni vrstvy. Podstata technického feseni spociva
v tom, Ze detekéni vicevrstva struktura dale zahrnuje alespon jednu protilatku pro specifické
navazani alespon jednoho patogenu bakteridlniho nebo virového puvodu. Tato protilatka je
uspotfadana na volném povrchu druhé plazma polymerni vrstvy C:H:N:O a je navazand pevnou
nepoldrni vazbou na reaktivni -NH; skupiny druhé plazma polymerni vrstvy, pfi¢emz tloustka
druhé plazma polymerni vrstvy je do 15 nm, kdy nedochazi k vyraznému zeslabeni LSPR efektu.
Takové usporadani je vyhodné, protoZe umoziuje rychlou a snadnou detekci patogent jiz v malé
koncentraci vzhledem k plazmonicky aktivnim nanocéasticim stfibra, u kterych dochazi
k lokalizované povrchové plazmonové rezonanci neboli LSPR, a tedy k rezonanénimu zesileni
elektrického pole v blizkém okoli nano¢astice projevujici se modulaci absorp¢niho piku v optickém
spektru, ktery je zplisoben zménou optickych a elektrickych vlastnosti v bezprosttednim okoli
nanocastice z plazmonického materialu. Zmény optickych a elektrickych vlastnosti jsou zptisobeny
navazanim patogent na povrch skrze vhodné zvolenou protilatku, kde modulace LSPR absorpéniho
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spektra predstavuje zplisob detekce navazanych patogenti, ¢im zdroven potvrzuje pritomnost
patogenti ve vySetfovaném analytu. Dale takové feSeni nezeslabi LSPR efekt detektoru diky
tloust'’ce druhé plazma polymerni vrstvy do 15 nm a zaroven je vytvoren aktivni povrch nasyceny
reaktivni -NH, skupiny, které slouzi pro nasledné kovalentni navazani protilatek schopnych
imobilizovat patogeny na povrchu detektoru.

Ve vyhodném provedeni protilatka na volném povrchu druhé plazma polymerni vrstvy, kde je
navazana pevnou nepolarni vazbou na reaktivni -NH, skupiny je protilatkou specificky
rozeznavajici povrchovy antigen bakterie Borrelia burgdorferi.

V dal$im vyhodném provedeni maji nanocastice stfibra velikostni rozdéleni odpovidajici ptiblizné
Gaussovu rozdé€leni se stfedni hodnotou priméru nanocastice stfibra 30 nm. Takova velikost
nanocastic stfibra je vyhodna vzhledem k tomu, Ze splituje podminky plazmonicky aktivnich
nanocastic, kdy jejich rozmér je mensi nez vinova délka dopadajiciho zareni. Dale je tato velikost
vyhodna v poméru k druhé plazma polymerni vrstvé tak, aby byl posun LSPR piku nanocastic po
ukotveni druhé plazma polymerni vrstvy na nanocastice stfibra co nejmensi.

Vyhody detektoru pro detekci bakterialnich nebo virovych patogenti podle tohoto technického
feSeni spocivaji zejména v tom, Ze umoziuje jednoduchou, rychlou a snadnou detekci patogent
z fady viru a bakterii, a to s dosazenim vysoké specificity dosazené vybérem specifické protilatky
a vyblokovanim volnych skupin na povrchu, a vysokou citlivosti umoznujici detekci jiz malé
koncentrace patogent, tj. pocatecni stadium infekce u osob ¢i zvifat. Takovy zpiisob detekce
umoznuje také rozliSovani variant patogend, jejich rezistentnich forem, poptipade pfitomnost vicero
patogenti v jednom vzorku, pfi¢emz tato moznost je limitovana pouze dostupnosti specifickych
protilatek.

Objasnéni vykresu

Uvedené technické feSeni bude blize objasnéno na nasledujicich vyobrazenich, kde:

obr. 1 zobrazuje schématické uspotadani detektoru, (a) substrat, na kterém je nanesena prvni
plazma polymerni vrstva s deponovanymi nanocasticemi stiibra tvofici povrch
Ag/C:H:N:O, (b) naneseni druhé plazma polymerni vrstvy na povrch Ag/C:H:N:O
zobrazeny na (a), (c) struktura detektoru tvoifeného Ag/C:H:N:O, s nanesenou 10 nm
vrstvou druhé plazma polymerni vrstvy neboli C:H:N:O-Ag/C:H:N:O s imobilizovanymi
specifickymi protilaitkami na povrchu druhé plazma polymerni vrstvy, (d) detektor
s imobilizovanymi patogeny,

obr. 2 zobrazuje grafy modulaci LSPR piku zpiisobené (a) nanaSenim deponovanych nanocastic
stiibra na povrch prvni plazma polymerni vrstvy, (b) nanasenim druhé vrstvy C:H:N:O, (¢)
imobilizaci protilatky, (d) navazani patogent borelii skrze specifickou protilatku,

obr. 3 zobrazuje graf modulace LSPR piku jako odpovéd na detekci lyzatu patogenu a patogenu
boreliozy méfené pomoci UV-VIS spektrometru,

obr. 4 zobrazuje graf citlivosti detektoru na zakladé modulace namétenych LSPR absorpcni
ktivek pro rizné pocty Borelii burgdorferi v rozsahu 10 az 10 000 na plose detektoru
0,785 cm?,

obr. 5 zobrazuje posuv A A rspr smérem k Cervené Casti spektra zplsobeny navazanim Borelii
burgdorferi pii jejich rizném poctu 10 az 10 000 na plose 0,785 cm?.
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Priklady uskuteénéni technického feSeni

Rozumi se, Ze dale popsané a zobrazené konkrétni ptipady uskute¢néni technického feSeni jsou
predstavovany pro ilustraci, nikoliv jako omezeni technického feSeni na uvedené piiklady.
Odbornici znali stavu techniky najdou nebo budou schopni zajistit za pouziti rutinniho
experimentovani vétsi ¢i mensi pocet ekvivalentl ke specifickym uskute¢nénim technického feseni,
ktera jsou zde popsana. Jedna se zejména o vycet patogenti virového nebo bakterialniho pivodu
detekovatelné pouzitim detektoru podle tohoto technického feseni.

Ptiklad 1: Stavba detektoru pro detekci bakteridlnich nebo virovych patogenti

Detektor 1 pro detekci patogent je tvofen detekEni vicevrstvou strukturou 3 usporddanou na
substratu 2 v podobé skla. V jiném nezobrazeném piikladu uskutecnéni je substraitem 2 PET
podlozka, sklolaminat, PVC podlozka, nebo podlozka z jiného komeréné dostupného polymeru.
Detekéni vicevrstva struktura 3 je tvofena prvni plazma polymerni vrstvou 4 a druhou plazma
polymerni vrstvou 4°, pficemz mezi nimi jsou deponované nanocastice 5 stfibra z plynné
agregacniho zdroje. Detek¢ni vicevrstva struktura 3 je dale tvofena protilatkami 6 proti viru
Borrelia burgdorferi, které jsou uspotradané na volném povrchu druhé plazma polymerni vrstvy 4°,
ktera pfirozen¢ vytvaii oteviené -NH» vazby. V jiném nezobrazeném piikladu uskutecnéni je na
volném povrchu druhé plazma polymerni vrstvy 4° uspotadand alesponi jedna jina protilatka 6
alespon jednoho patogenu bakterialniho nebo virového piivodu. Detektor 1 je tvofen nanesenim
tenké vrstvy prvni plazma polymerni vrstvy 4 na substrat 2. Prvni plazma polymerni vrstva 4 je
tvotfena nylonem 6.6. Na tuto prvni plazma polymerni vrstvu 4 jsou deponovany nanocastice 5
stfibra s velikostnim rozdélenim odpovidajicim Gaussovu rozdéleni se stfedni hodnotou priméru
20 nm. V jiném nezobrazeném prikladu uskuteénéni maji nanocastice 5 stiibra s velikostnim
rozdélenim odpovidajicim Gaussovu rozdéleni se stfedni hodnotou priméru do 30 nm. Nanocastice
5 stiibra jsou na povrchu prvni plazma polymerni vrstvy 4 rozmisténé izolované se vzajemnymi
odstupy, s plosnym pokrytim 65 % pfilehlych povrchl prvni plazma polymerni vrstvy 4 a druhé
plazma polymerni vrstvy 4°. V jiném nezobrazeném ptikladu uskutecnéni jsou nanocastice 5 stfibra
rozmisténé izolované se vzdjemnymi odstupy, s ploSnym pokrytim vétSim nez 50 % pfilehlych
povrchtl prvni plazma polymerni vrstvy 4 a druhé plazma polymerni vrstvy 4°. Na nanoc¢asticich 5
stfibra je nanesena vrstva druhé plazma polymerni vrstvy 4°, které tloustka je 10 nm. V jiném
nezobrazeném piikladu uskutec¢néni je tloustka druhé plazma polymerni vrstvy 4¢ do 15 nm. Tato
druha plazma polymerni vrstva 4° je tvofena nylonem 6.6 obsahujicim reaktivni -NH» skupiny.
Prvni plazma polymerni vrstva 4 a druha plazma polymerni vrstva 4° jsou pfipravené
magnetronovym naprasovanim z terée znylonu 6.6 v reaktivni atmosféfe Ar/N> = 75/25 pro
vytvofeni C:H:N:O povrchu obsahujiciho reaktivni -NH> skupiny.

Na reaktivni -NH» skupiny druhé plazma polymerni vrstvy 4° se pevnou nepolarni vazbou vazou
protilatky 6. Po navazani protilatek 6 se povrch druhé plazma polymerni vrstvy 4° s protilatkami 6
promyje tris-pufrem TBS-T a takto pfipravena detekcni vicevrstva struktura 3 se vlozi do
blokovaciho roztoku tvotfeného 0,15 M glycinu v TBS-T pro odmyti nenavazanych protilatek 6
a blokaci volnych reaktivnich -NH» skupin na volném povrchu druhé plazma polymerni vrstvy 4°.

Priklad 2: Naneseni protilatek na detek¢ni vicevrstvou strukturu

Naneseni protilatek 6 a druhé plazma polymerni vrstvy 4 na detekéni vicevrstvou strukturu 3,
tvofenou prvni plazma polymerni vrstvou 4 a nanocasticemi 5 stiibra neboli Ag/C:H:N:O je zasadni
pro imobilizaci neboli zachyt patogent Lymské borelidzy a jinych patogent na detekeni vicevrstvé
struktufe 3. Patogeny imobilizované na detek¢ni vicevrstvé struktufe 3, méni optické a elektrické
vlastnosti prostiedi v blizkém okoli detekéni vicevrstvé struktury 3, coz ma za nasledek modulaci
LSPR absorp¢niho piku. Modulaci se obecné rozumi zména tvaru LSPR kiivky, kdy pro detekcni
ucely je vyuzivan zejména jeji spektralni posuv. Naneseni protilatek 6 a druhé plazma polymerni
vrstvy 4° na detekéni vicevrstvou strukturu 3 byla provedena ve dvou krocich, které jsou znazornény
na obr. 1. Substratem 2 byla sklenéna podlozka, aby mohlo byt provedeno transmisni méfeni
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absorpce dopadajiciho zafeni pomoci UV-VIS spektrometrie s vyuzitim standardniho UV-VIS
spektrometru.

Prvni krok pfedstavuje naneseni druhé plazma polymerni vrstvy 4° na povrch Ag/C:H:N:O jak je
znazornéno na obr. 1b). Pro nandseni druhé plazma polymerni vrstvy 4° je vyuzito magnetronového
napraSovani terce z nylonu 6.6 v RF vyboji pii vykonu 40 W, pti RF frekvenci 13,56 MHz. Nylon
6.6 je naprasSovan v reaktivni smési Ar/N, = 75/25. Tyto podminky vyrazné neovlivni geometrii
a morfologii deponovaného Ag/C:H:N:O, nezeslabi se LSPR efekt detekcni vicevrstvé struktury 3,
¢ehoz je dosazeno malou tloustkou nanesené druhé plazma polymerni vrstvy 4¢ a vytvoii se tak
aktivni povrch detekéni vicevrstvé struktury 3 s reaktivnimi -NH, skupinami, které slouzi pro
nasledné navazani protilatek schopnych imobilizovat spirochéty borelidzy a dalsi patogeny.
Obr. 2b) zaroveni ukazuje modulaci LSPR absorpéni kifivky meéfenou pomoci UV-VIS
spektrometru, kdy doslo k posunu AL absorpéniho maxima po naneseni druhé plazma polymerni
vrstvy 4° na povrch Ag/C:H:N:O, coz zpisobilo posun LSPR absorpcniho piku. Dilezitou
skutecnosti je, Ze i pres vyrazné€j$i LSPR posun ziistava povrch i nadale LSPR aktivni, tzn. je
schopen dalsi LSPR odezvy v pfipadé zmény prostedi v jeho bezprostiedni blizkosti.

Ve druhém kroku se na Ag/C:H:N:O, s nanesenou 10 nm vrstvou druhé plazma polymerni vrstvy
4 neboli C:H:N:0-Ag/C:H:N:O imobilizuji specifické protilatky 6 skrze oteviené -NH, vazby na
povrchu druhé plazma polymerni vrstvy 4°, zobrazeno na obr. 1¢). Na povrch promytého C:H:N:O-
Ag/C:H:N:O byla imobilizovana protilatka 6 typu goat-anti-rabbit HRP po dobu 1 hodiny. Po
odmyti zbytku nenavazanych protilatek 6 roztokem TBS-T s obsahem 0,05 % Tween-20 byla
provedena blokace volnych reaktivnich -NH> skupin pomoci 0,15 M glycinu v TBS-T pufru. Timto
zpusobem byl pfipraven stabilni detektor 1, schopny navazovat a selektivné imobilizovat skupinu
biokomplexti schopnych reagovat s protilditkou 6 jako jsou patogeny. Vysledny detektor 1 je
zobrazen na obr. 1c), pficemz na obr. 1d) je zobrazen detektor 1 jiz s imobilizovanymi patogeny.
Obr. 2¢) zobrazuje LSPR absorp¢ni kiivku métenou pomoci UV-VIS spektrometru vysledného
detektoru 1. Z obrazku je zfejmé ze zvolené protilatky 6 diky svému malému rozméru, piiblizné
10 nm, nezpusobuji vyraznou modulaci absorpéni kiivky. Pribéh LSPR absorpcni kiivky je téméf
identicky s LSPR absorp¢ni kiivkou méfenou pro C:H:N:0-Ag/C:H:N:O.

Funkce pfipraveného detektoru 1 byla ovéfena navazanim testovaci polyklonalni protilatky,
zobrazeno na obr. 1d). Tato polyklonalni protilatka je vazana na povrch detektoru 1 obsahujiciho
protilatku 6 goat-anti rabbit HRP, pfi¢emz polyklonalni protilatka zpasobila vyraznou modulaci
aposun LSPR piku. Byla pozorovana vyraznéj$i zména LSPR signalu oproti vazbé primarni
protilatky 6 zplsobena vazbou vétsiho, dvojnasobného mnozstvi detekované protilatky. Naméefeny
posuv LSPR piku a vyrazna modulace LSPR kfivky je pro nasledné vyuziti senzorické struktury
zasadni a potvrzuje pfitomnost detekované latky. Posun a modulace LSPR kiivky slouzi jako
detekeni signal, ktery mtze byt nasledné zpracovan napt. digitalni cestou. Méfeny posun AL LSPR
piku je vyrazny, a tudiz snadno detekovatelny standardnimi technikami méfeni transmise pomoci
UV-VIS. Dalsi podstatnou skute¢nosti je, ze detekéni vicevrstva struktura 3 predstavuje aktivni ¢len
detektoru 1 svelmi Sirokym spektrem detekce: povrch C:H:N:0-Ag/C:H:N:O disponuje
reaktivnimi -NH, skupinami, coz umoziuje vybér ze Sirokého spektra protilatek 6 pro detekci
vybranych skupin patogent virového nebo bakterialniho puvodu. Lze tak pfipravit vysoce
specificky detektor 1 schopny detekovat konkrétni a pozadovany cilovy komplex podle potieby.

Priklad 3: Zpisob detekce patogent

Zpusob detekce tkvi v piipravé detektoru 1 s aktivnimi protilatkami schopnymi specificky vazat
neboli imobilizovat detekované komplexy patogenil. Tato skutecnost, spolu s velmi jednoduchym
zplisobem nanaSeni protilatky 6, jako je ponofeni do roztoku s vhodnou protilatkou 6, vyrazné
zvySuje univerzalnost navrhovaného detektoru 1 spolu s ekonomickou nenaroc¢nosti.

V tomto prikladé uskuteénéni byl detektor 1 opatien protilaitkami 6 pro detekci borelii kultury
Borrelia afzelii kmene CB43. Kultura B. afzelii, byla inokulovana do 8 ml sterilniho kompletniho
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média BSK-H ze zmrazené glycerolové zasoby. Zkumavka s médiem byla kultivovana pfi teplote
34 °C az do dosaZeni piiblizné koncentrace 5107 ml borelii. Tyto borelie byly pouzity bud’ na
pfipravu proteinového lyzatu nebo byly pro detekci vyuzity zivé borelie po jejich vhodném natedéni
na detekovanou koncentraci. Borelie byly lyzovany pomoci 4 % SDS v TBS po dobu 15 minut
s naslednou 30minutovou sonikaci a lyzat byl pouzit pro detekci proteinti borelii pomoci LSPR.
Kultura borelii CB43 byla centrifugovdana pii 8 000xg po dobu 10 minut, promyta TBS,
resuspendovana v TBS a 2,7x107 borelii na vzorek bylo pouZito pro prvni detekei zivych borelii
pomoci LSPR UV-VIS spektroskopie detektoru 1 popsaného vyse.

Obr. 3 ukazuje LSPR odezvu detektoru 1, zejména pak posuvu LSPR piku AA zptisobené zménami
na povrchu detekéni vicevrstvé struktury 3, jako je navazovani primarni protilatky 6 specifické viici
povrchovému proteinu borelii DbpA, a nasledné lyzatu borelii a/nebo zivych borelii. LSPR
absorp¢ni spektrum deponovaného Ag/C:H:N:O je zobrazeno na obr. 3 s maximem absorpéniho
piku A1 = 363,62 nm. V dal$im kroku byla nanesena 10 nm vrstva druhé plazma polymerni vrstvy
4 za icelem vytvoreni reaktivnich -NH, skupin a naslednou imobilizaci primérni protilatky 6. Pro
detekci lyzatu a zivych borelii byla pouzita primarni anti-DbpA protilatka (1:200 v PBS-T; vlastni
produkce). Po imobilizaci protilatek byl povrch detekéni vicevrstvé struktury 3 ve tfech cyklech
promyty TBS-T a na 30 minut vloZzen do blokovaciho roztoku tvofen¢ho 0,15 M glycin v TBS-T.
Tento postup zajistil blokaci volnych funkénich skupin na povrchu detekéni vicevrstvé struktury 3
a zajistil specifickou vazbu skrze vybrané a vhodné zvolené protilatky 6, tj. snizil faleSnou pozitivitu
testu navazanim jinych neZz detekovanych biokomplexti. Takto funkcionalizovany povrch je
pfipraven pro detekci borelii a jeho LSPR absorp¢ni kfivka je charakterizovana pikem
A2=411,52 nm. Posun LSPR spektra a zvySeni relativni absorpce je zplisobeno piitomnosti
funkcionalizacnich Ciniteld, tj. vrstvy C:H:N:O a primarni protilatky 6. Takto pfipraveny detektor
1 je ptipraven k detekci vybranych biokomplext podle zvolené primarni protilatky 6 imobilizované
na povrchu detekéni vicevrstvé struktury 3. Zpisobeny LSPR posuv AL =47.9 nm neni zasadni a je
zplisoben nanesenim druhé plazma polymerni vrstvy 4° o tloustce 10 nm na Ag/C:H:N:O.

V dalsim kroku byla provedena detekce lyzatu borelii, tj. detekce vazby jednotlivych DbpA
proteinti borelii; jejich navazani na protilatky 6 zptsobilo optickou a elektrickou zménu prostredi
coz vyvolalo posun absorp¢niho piku na A3 = 422,87 nm a zvySeni absorpce. Dulezité je, ze
navazani proteini z lyzatu zpisobilo posuv Aiz; = 11,35 nm, coz je hodnota velmi snadno
detekovatelna béznymi UV-VIS spektrometry. Stejny povrch detekéni vicevrstvé struktury 3 byl
vyuzit pro detekci zivych borelii, které byly imobilizovany k povrchu pomoci primarnich protilatek
6, v tomto piipade se tedy skrz povrchovy protein DbpA vazaly na povrch celé bakterialni bunky.
Doslo k vyrazné modulaci LSPR spektra s absorpénim maximem A4 = 434,72 nm, coz predstavuje
LSPR posuv piku Ak,4 = 23,2 nm. Tato hodnota velkého LSPR posuvu ukazuje na vysokou
citlivost detekéniho systému. Vyraznéjsi posuv LSPR piku zpiisobeny Zivymi boreliemi ve srovnani
s detekovanym lyzatem je zpdsoben vyrazné vétSim rozmérem borelii oproti jednotlivym
proteinim. Pro tyto experimenty ovéfujici detekci bylo pouZito koncentrace 2,7x107 borelii na
vzorek, ktery byl inokulovan na detekéni plochu 0,785 cm?.

Dale byla otestovana citlivost detekéni vicevrstvé struktury 3 v zavislosti na koncentraci
pritomnych zivych borelii v médiu. Detekéni testy byly provedeny s desitkovym fedénim poctu
borelii v médiu s poctem 10 000 az 10 borelii. V tomto ptipad¢ byla aktivni plocha detektoru 1
0,785 ¢cm?. Jednalo se o kruhovy sklenény detektor 1 o priméru 10 mm. Tato aktivni plocha byla
rovnomérné inokulovana médiem s riznym mnozstvim borelii. Namétené LSPR absorpéni kiivky
jsou zobrazeny na obr. 4. Kfivka s nejnizsi absorpci reprezentuje Ag/C:H:N:O s absorpnim pikem
Aa=406,07 nm. Pro nejvy$si pocet 10 000 borelii byla naméfena LSPR absorpéni kiivka
s maximem Ajgoo0 = 420,74 nm, coz predstavuje posun LPSR maxima Ala-io000 = 14,67 nm.
Dalsi posuvy byly se sniZujici se koncentraci naméieny: Aka-1000 = 7,33 nm, Aka-100 = 3,88 nm,

Aha-so = 2,26 nm, Ala-10 = 1,02 nm, jak je zobrazeno na obr. 4. Uvedené hodnoty ukazuji, ze takto
pripraveny detektor 1 podle piikladu 1 a 2 je dostate¢né citlivy, aby prokazal pfitomnost borelii
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indikoval LSPR posun cca 1 nm, ktery se zvysil na hodnotu cca 2 nm pro 50 borelii. Obr. 4 dale
ukazuje, Ze ob€ kiivky Ao a Aso jsou obtizné rozpoznatelné a vysledky méteni mohou byt ovlivnény
chybou a citlivosti UV-VIS spektrometru. Nicméné byl pozorovan posun LSPR absorp¢niho
pikem, ktery mtize indikovat potencial aktivniho detektoru 1 reagovat na pocet cca 10 borelii na
plose 0,785 cm? s LSPR posunem Ala.jo = 1,02 nm. V tomto piipadé je vSak potieba zahrnout
chybu stanoveni maxima funkce z nulové hodnoty jeji derivace, méfeny Sum a pfistrojovou funkci
spektrometru, jejichz thrn ptiblizné koresponduje s Aka-10. Proto je potfeba LSPR posuv zptisobeny
koncentraci 10 borelii chapat jako indikativni tidaj o ptitomnosti borelii na detekcni plose senzoru.

Z Obr. 5 je patrné Ze hodnoty AL pro koncentrace vyssi nez 50 borelii dochazi k vyraznéjsimu
posuvu LSPR absorpéni kiivky smérem k cervené €asti spektra. Hodnota posunu LSPR piku pro
50 borelii byla namétena Aka-so = 2,26 nm coz je hodnota jednozna¢n¢ métitelnd a pozorovatelna

v w

s vyuzitim bézné dostupnych UV-VIS spektrometri.

Prumyslova vyuzitelnost

Detektor pro detekci bakterialnich nebo virovych patogend a zptisob detekce patogenti pomoci
tohoto detektoru podle tohoto technického feseni 1ze vyuzit zejména pro ptipravu senzorti nebo jako
samostatny detektor pro detekci riznych patogend, a to i v pfitomnosti poctu bunék nebo castic
patogent v fadu nékolik desitek.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Detektor (1) pro detekci bakterialnich nebo virovych patogenil, zahrnujici substrat (2) a detek¢ni
vicevrstvou strukturu (3) uspofadanou na substratu (2), pticemz detekéni vicevrstva struktura (3)
zahrnuje prvni plazma polymerni vrstvu (4) tvofenou nylonem 6.6, druhou plazma polymerni vrstvu
(4") tvotenou nylonem 6.6 obsahujicim reaktivni -NH> skupiny, a nanocastice (5) sttibra usporadané
mezi prvni plazma polymerni vrstvou (4) a druhou plazma polymerni vrstvou (4'), rozmisténé
izolovang se vzajemnymi odstupy, s plosSnym pokrytim vétsim nez 50 %, s vyhodou 65 % vzajemné
ptilehlych povrch prvni plazma polymerni vrstvy (4) a druhé plazma polymerni vrstvy (4'),
vyznacujici se tim, ze detek¢ni vicevrstva struktura (3) dale zahrnuje alesponi jednu protilatku (6)
alespon jednoho patogenu bakterialniho nebo virového plivodu, uspofadanou na volném povrchu
druhé plazma polymerni vrstvy (4') a navazanou pevnou nepolarni vazbou na reaktivni -NH;
skupiny druhé plazma polymerni vrstvy (4'), pfi¢emz tlouStka druhé plazma polymerni vrstvy (4')
jedo 15 nm.

2. Detektor (1) podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze protilatka (6) je protilatka viru Borrelia
burgdorferi.

3. Detektor (1) podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze nanocastice (5) stiibra maji
velikostni rozdéleni odpovidajici Gaussovu rozdeleni se stiedni hodnotou priiméru nanocastice (5)
stiibra 30 nm.

4 vykresy

Seznam vztahovych znacek:

1 detektor

2 substrat

3 detekeni vicevrstva struktura

4 prvni plazma polymerni vrstva
4" druha plazma polymerni vrstva
5 nanocastice

6 protilatka
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