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ABSTRAKT

V oblasti detekcie patogénnych organizmov sa coraz viac stavaja ZiadanejSie
detekéné systémy pre detekciu patogénov zo vzduchu. Tieto systémy je mozné
vyuzit ako pre zdravotnicke tcely, tak aj na kontrolu zivotného prostredia.
Do popredia sa dostdvaju najma snimacie metddy (senzory, biosenzory), ktoré
oproti pouzivanym konvenénym metdédam (ELISA, PCR), prinasaju mnozstvo
vyhod. Okrem niZSich finanénych narokov androkov na obsluhu, umozZnujua
senzory abiosenzory taktiez velmi presnui a predovsetkym rychlu detekciu

patogénu.

Bakalarska praca sa zaobera testovanim detektora — bioreceptora, vyuZzivajiuceho
funkcionalizované nanovldkna, ktory je sucastou bionanosenzora. Na vopred
zhotovenom detektore sa testuje baktéria Escherichia coli s cielom urcit pomer
Specificky a neSpecificky viazanej baktérie pri vychytavani patogénu z ovzdusia.
Na testovanie sa vyuZzivaju Specialne funkcializované polyakrylonitrilové (PAN)
nanovlakna aako kontrola nemodifikované PAN nanovldkna, pripravené
technikou ,electrospinningu”. V ramci prace sa taktieZ testuje funkénost
systému a porovndva sa ucinnost funkcionalizovanych PAN nanovlakien
zvlhéenych  nebulizérom a  funkcionalizovanych PAN  nanovldkien

bez zvlhc¢ovania.

Z nameranych vysledkov je mozné vyhodnotit, Ze funckionalizované PAN
nanovldkna st ucinnejSie ako nemodifikované nanovldkna, apre pouZzitie
funkcionalizovanych nanovldkien je ddlezitd a nevyhnutnd potreba vlhkého

prostredia.

KIucéové slova
biosenzory, bionanosenzory, funkcionalizované nanovldkna, nanovldkenny

detektor, Escherichia coli



ABSTRACT

In the field of pathogen detection, airborne pathogen detection systems are
becoming more and more desirable. These systems can be used for both medical
purposes and environmental monitoring. Sensing methods (sensors, biosensors)
are becoming more prominent as they offer many advantages over conventional
methods (ELISA, PCR). In addition to lower financial and operational
requirements, sensors and biosensors also enable very accurate and, above all,

fast pathogen detection.

The bachelor thesis deals with the testing of a detector — bioreceptor using
functionalized nanofibers, which is part of a bionanosensor. Using the bacterium
Escherichia coli, the prefabricated detector was tested to determine the ratio of
specifically and non-specifically bound bacteria in the context of capturing
pathogen from the air. Specially functionalized polyacrylonitrile PAN nanofibers
are used for testing and unmodified PAN nanofibers prepared by the
"electrospinning” technique, are used as a control. The work also tests the
functionality of the system and compares the performance of functionalized PAN
nanofibers moistened with the nebulizer and functionalized PAN nanofibers

without moisturization.

From the measured results it can be evaluated that functionalized PAN
nanofibers are more efficient than unmodified nanofibers, and a humid

environment is needed and essential for their use.

Keywords

biosensors, bionanosensors, functionalized nanofibers, nanofiber detector,

Escherichia coli
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1 UVOD

Nanovldkna st1 v stcasnej dobe pre I'udi najviac zname hlavne v textilnom
priemysle — funkény textil s dobrou priedusnostou. V stucasnosti je ich velké
vyuzitie iv dalSich odvetviach ako je kozmetika, informacné technoldgie,
medicina alebo biomedicina. St to velmi tenké vldkna, ktorych priemer je
vrozmedzi od desiatky nanometrov aZz do stovky nanometrov. Pre ich
pozorovanie a charakteristiku je preto nutné pouZit elektronovy mikroskop.
Ich charakteristickym znakom je ich variabilita a Specificky povrch, vdaka
ktorému vedia zachytavat vacsie mnozstvo neZiaducich castic alebo organizmov,

ako iné materidly.

Na zdklade potrieb, experimentov a vyskumov sa nanovldkna daju Iahko
povrchovo upravit. Daja sa modifikovat tak, aby sa na nich zachytavali vybrané

baktérie, virusy alebo alergény.

Napriek tomu, Ze v stcasnosti je uz vyvinutych mnoho réznych detektorov,
kazdy detektor je limitovany urcitymi vlastnostami, napriklad medzou detekcie.
Nanovldkna sa pouzivaju ¢oraz viac, preto sa vyskum zameral na ich vyuzitie
pri testovani detektora — bioreceptora. Snahou je vytvorit nanovldkenny
detektor, ktory bude velmi citlivy aj na nizke koncentracie patogénu. Castokrat
sa stdva, Ze pristroj alebo detektor nie je schopny detegovat skumané latky

alebo castice, pretoZe maju nizku, az nedetekovatelnti koncentraciu.



2 CIELE PRACE

V teoretickej casti tejto bakalarskej prace je cielom objasnit a podat strucny

prehlad o vyrobe, procese a materidloch pouZzivanych v praktickej casti.

Hlavnym cielom praktickej casti je detegovat Specificky a neSpecificky
viazanu Escherichiu coli na nanovlakennom detektore — bioreceptore, vytvorenom

pomocou techniky elektrostatického zvlakrnovania — , electrospinning”.

Preto bolo nutné najprv sa prakticky zoznamit s metdédou vyroby nanovlakien
pomocou elektrostatického zvlaknovania na pristroji Nanospider, v laboratdriu

pokrocilych biomateridlov, v Univerzithom centre energeticky efektivnych

budov CVUT.

Bakalarska prdca sa zameriava na zhotoveny nanovldkenny detektor, jeho
spravne nastavenie, zachytdvanie baktérie a na dokladnt manipulédciu
s pripravou baktérie. Cielom je overit chemicku cast senzora, optickou

detekciou.

Pracuje sa smodifikovanym PAN nanovldknom (funkcionalizovanym
protilatkou) a s PAN nanovlaknom bez modifikacie. Pomocou zhotoveného
detektora je potrebné prefiltrovanim vzduchu vychytat baktériu E. coli.
Mnozstvo  zachytenej baktérie sa nasledne vyhodnoti  optickou

detekciou — zmeranim optickej hustoty (absorbancie) spektrofotometrom.

Protilatka vychytdva antigén, pre ktory je Specifickd a vytvara Specificku
biologickui vadzbu protilatka-antigén. Cielom je sledovat pomer mnozstva
zachyteného patogénu na  funkcionalizovanych anemodifikovanych
nanovlaknach a vyhodnotit tc¢innost nanovlakenného detektora — bioreceptora

po funkcionalizacii nanovldkna.
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3 PREHLAD SUCASNEHO STAVU

3.1 Nanovlakna

Nanovldkna st jednorozmerné struktury charakterizované tym, Ze ich priecny
rozmer je omnoho mensi ako dizka — majui priemer v nanometroch. Vyhodou je
ich velky merny povrch, na ktory dokaZu naviazat a zachytit velké mnozstvo
Castic ako baktérie, virusy alebo alergény. Charakteristickym prvkom je aj ich
mala velkost porov. Pory maji rozmery stovky az desiatky nanometrov, a preto

neumoznuju priepustnost tychto ¢astic po ich zachyteni [1].

Nanovldkna sa vdaka svojej jedinecnej struktarnej architekture a fyzikalno-
chemickym vlastnostiam Siroko vyuZivaja v mnohych aplikdciach
v zdravotnictve a biomedicinskom inZinierstve, ako je tkanivové inzinierstvo

a regeneracnd medicina, obvazy na rany alebo poddavanie lieciv [2].

3.1.1 Vyroba nanovlakien

Existuje niekolko technik pripravy nanovldkien. Medzi najznamejSie patri
tdzova separacia, odstredivé zvldknovanie, hydrotermdlna metdda,
predlZovanie, melt blown (fukanie taveniny) a elektrostatické zvladknovanie.
V porovnani s ostatnymi spomenutymi technikami je elektrostatické

zvlaknovanie najcastejSie pouzivanou metodou [3].

V porovnani s konvenénymi ploSnymi materialmi maji nanovldkna vyrabané
procesmi elektrostatického zvldkniovania — electrospinng — niekolko vyhod
vratane rovnomernosti, pdrovitosti, mechanickej pevnosti a velkych ploch.
Predpoklada sa, Ze mnanovldkna, pripravené metddou elektrostatického
zvldknovania, mozu byt pouzité ako idedlna platforma pre vysoko citlivé

biosnimacie aplikdcie, vratane velkej povrchovej plochy pre zataZenie,
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schopnosti funkénej imobilizacie s pozadovanym odstupom,

reprodukovatelnosti a dlhodobého skladovania [4].

Elektrostatické zvldknovanie bolo najpouzivanejSou technikou koncom
20. (1990) a zaciatkom 21. storocia. (2000). Od jeho prvého pouzitia na zaciatku
20. storocia (1900) doslo k vyznamnym zlepSeniam vzhladu pristroja, pouZitom

materiali a vyrobenych nanomaterialoch [5].

Vyroba nanomateridlov (nanovldkna) elektrostatickym zvldknovanim je
ovplyvnena mnohymi prevadzkovymi parametrami. Parametre
elektrostatického zvladknovania zahrnaju aplikované elektrické pole, vzdialenost
medzi ihlou a kolektorom, prietok a priemer ihly. Parametre roztoku zahfnaja
rozpustadlo, koncentraciu polyméru, viskozitu a vodivost roztoku. Medzi
parametre prostredia patri relativna vlhkost a teplota. VSetky tieto parametre
priamo ovplyviuju  tvorbu hladkych ahomogénne usporiadanych

nanovlakien [5].

Proces elektrostatického zvldknovania zacina, ked sa elektrické naboje
presunt do roztoku polyméru cez kovovu ihlu. To spdsobuje nestabilitu
v roztoku polyméru v dosledku indukcie nabojov na kvapdcke polyméru.
Vzajomné odpudzovanie nadbojov zdroven vytvara silu, ktord posobi proti
povrchovému napatiu a nakoniec roztok polyméru pradi v smere elektrického
pola. Dalsie zvySenie elektrického pola sposobi, e sa sférickd kvapdcka
deformuje a ziska kuzelovity tvar. V tomto Stadiu sa z kuZelovej polymérnej
kvapocky (Taylor cone) vynaraju ultrajemné nanovlakna, ktoré sa zhromazduju
na kovovom kolektore udrziavanom v optimalizovanej vzdialenosti. Stabilny
prad ndboja sa moze vytvorit iba vtedy, ked ma roztok polyméru dostatocnu
kohéznu silu. Pocas procesu vnuatorné a vonkajSie nabojové sily sposobuju

Slahanie prudu kvapaliny v smere kolektora. Tento Slahaci pohyb umoziuje,
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aby sa polymérne refazce v roztoku natahovali a kizali jeden po druhom, ¢o
vedie k vytvoreniu vldkien s priemerom dostato¢ne malym na to, aby sa nazyvali
nanovldkna [5]. Schematicky diagram systému elektrostatického zvlaknovania
so zakladnym nastavenim injekénej pumpy pripojenej k jednorazovej injekénej
striekacke s kovovou ihlou, vysokonapatovou napdjacou jednotkou a zberacom

je na Obrazku 1.

High voltage

- -

Syringe

ump
Solution s

T Needle

/ollector

Obrazok 1 — Schéma systému elektrostatického zvldkiiovania [6]

Technika elektrostatického zvldknovania je metdda, ktora umoznuje vyrobu
mikro- anano- vlakien z polymérneho roztoku napinaného aplikovanym
potencidlom [7]. Je to napdtim riadeny proces, riadeny elektro-
hydrodynamickym javom, pri ktorom sa vlakna a Ccastice vyrabaja

z polymérneho roztoku [8].

Polyméry, ktoré mozno pouzit pri elektrostatickom zvldkfiovani su
polyetylénoxid (PEO), polykaprolaktéon (PLC), polyvinylpyrolidon (PVP),
polyvinylalkohol (PVA), polyvinylacetat (PVAc), polymetakrylat (PMMA)

alebo polyakrylonitril (PAN) [9, 10]. Z tychto uvedenych polymérov sa najviac
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pouziva polyakrylonitril (PAN), ktory je taktieZ mozZzné vyuzit priamo ako
material elektrody [7]. PAN nanovlakna maja mala hustotu, ¢o ma za nasledok
lahké plavanie na roztoku a dostatocné vystavenie svetlu. Okrem toho procesy
tepelného spracovania z PAN vldkna veduce k vytvoreniu nizkodefektnej

uhlikovej Struktury, sa jednoduchsie ako iné polymérne vlakna [11].

3.1.2 Funkcionalizované nanovlakna

Funkcionalizované materidly st skupinou inzinierskych a pokrodcilych
materidlov navrhnutych a syntetizovanych pre urcita Specificka funkciu

so spravnou povrchovou morfologiou a prispdsobenymi vlastnostami [12].

Funkcionalizacia povrchu nanovldkien sa uskutocnuje fyzikalnymi,
chemickymi  alebo  biotechnologickymi  metodami. Pre  biologicky
funkcionalizované nanovldkna sa pouziva metoda imobilizacie. Pri imobilizacii
dochadza k naviazaniu bioaktivnych molekul, pomocou fyzikalnej adsorpcie
alebo chemickych vazieb, na vybrany povrch (v stvislosti s touto bakaldrskou
pracou, na povrch nanovlakien). Nanovlakna s naviazanymi bioaktivnymi
latkami potom sltuZia bud ako nosice alebo ako filtre, a st vyznamné v oblastiach

inzinierstva, dodavania lieciv a tvorby biosenzorov [13].

Biologicka odpoved na nanomaterial do znacnej miery zavisi od vlastnosti
povrchu castice. Povrchova funkcionalizdcia nanomateridlu moZe zmenit
toxicitu, osud a ekotoxicitu latky. Miera zavislosti zavisi taktieZ od jadra latky

a povahy funkcionalizacie [14].

3.2 Senzory

Senzor je zariadenie pouZivané na snimanie fyzikdlnej premennej, ktora
zahrna, ale nie je obmedzena: teplotou, vlhkostou, tlakom, hmotnostou, svetlom

a napatim. Aby sme tieto premenné vnimali, musime ich previest na univerzalny
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a l'ahko dostupny signdl — zvycajne napatie. Tento napatovy signal sa plynule
meni s casom a je priamo umerny prislusnej fyzikalnej premennej. Komponent
zodpovedny za tuto konverziu je prevodnik. Analégovy signal sa pomocou A/D

prevodnika prevadza na digitalny signal [15].

3.2.1 Biosenzory

Biosenzory mozno definovat ako analytické zariadenia, ktoré premienaju
biologicky signdl na elektricky vystup s detekénym mechanizmom, priamo

vyuzivajucim biologicky systém [16]. Schéma biosenzora sjeho castami je

na Obrazku 2.
8]
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Analyt Bioreceptor Prevodnik Zosilnovac Procesor Displej

Obrazok 2 — Schéma biosenzora [vlastnd tvorba]

Ich schopnostou je detegovat pritomnost Specifického cielového analytu
vo vzorke [17]. Vyuzivaju biochemické reakcie sprostredkované biologickym
receptorom/prvkom biologického rozpozndvania, ako st nukleové kyseliny,
protilatky, enzymy, bunky, mikroorganizmy a zvycajne deteguju ciele
na zaklade optickych, elektrickych, tepelnych a inych signalov [18]. Biosenzorovy
systém vyzaduje molekularny rozpoznavaci prvok a fyzikalno-chemicku
detekcénu zlozku alebo prevodnik. Rozpoznavacie molekuly sti imobilizované

na povrchu detekéného komponentu a po interakcii s cielovym analytom

15



vytvaraju fyzikdlno-chemické zmeny, ktoré st prevodnikom konvertované

na kvantifikovatelné signaly [17].

Biosenzory zohrali doleziti ulohu pri kvantifikdcii lieciv, biomolekul
a mikroorganizmov v odpadovych vodach [18]. Pontikaji niekol'ko vyhod oproti
klasickym analytickym technikdm, vratane prenosnosti, nizkej ceny,

jednoduchosti, selektivity, citlivosti a rychlosti testu.

Skladaja sa z troch hlavnych komponentov: prvok biologického
rozpoznavania pre Specifickost analytu, prevodnik na konverziu procesu
rozpoznavania na kvantitativny signdl a systém zachytdvania a spracovania

signalu na ziskavanie tudajov [19].

Bioreceptor alebo biorozpoznavaci prvok je hlavnou sucastou biosenzora,
pretoZze umoznuje selektivnu kvantifikdciu analytu. Ako biorozpoznavaci prvok
mozZe byt pouZita akakolvek biomolekula a molekulova zostava schopna
rozpoznat cielovy analyt na zabezpecenie Specifickej a selektivnej vazby

cielového analytu na povrch senzora [19].

Biorozpoznavacie prvky mozno klasifikovat ako katalytické alebo afinitné
podla ich pracovného mechanizmu. V prvom pripade biologicky prvok,
zvycajne enzym, katalyzuje reakciu, ¢im vytvara odpoved biosenzora. Afinitné
biosenzory zahfnaju protilatky, nukleové kyseliny a aptaméry ako
biorozpoznavacie prvky a analyticky signdl je zavisly od vazobnej udalosti

cielového analytu k bioreceptoru [19].

Velky povrch a jednoduchost funkcionalizacie nanovlakien, produkovanych
elektrostatickym zvlaknovanim s velmi vyhodné pre imobilizaciu biomolekul.

Poskytuji vhodné mikroprostredie pre biologicky aktivne molekuly [19].
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Vazbovy proces medzi bioreceptormi a cielovymi biomolekulami je vysoko
Specificky. Napriklad pouZitie protilatky proti Escherichia coli (anti-E. coli)
ako bioreceptora vygeneruje napatovy signal iba vtedy, ked E. coli existuje
vo vzorke, ale iné baktérie alebo virusy pritomné vo vzorke napatie

neovplyvnia [15].

3.2.2 Imunosenzory

Imunosenzory su analytické zariadenia, ktoré deteguju vazbu antigénu
na jeho Specifickua protilatku [20]. Ich vyhodou je vysoka selektivita poskytovana

molekuldrnym rozpoznavanim protilatok [21].

V zavislosti od pouZitej technoldgie prevodnika, imunosenzory mozZno
rozdelit do troch hlavnych tried: optické, piezoelektrické a elektrochemické [20].
TaktieZ ich moZno rozdelit do dvoch kategorii: neznacené a znacené

imunosenzory [21].

Neznacené imunosenzory st navrhnuté tak, ze imunokomplex (tj. komplex
antigén-protilatka) je uréeny priamo meranim fyzikdlnych zmien vyvolanych
tvorbou komplexu. Naopak, v znadenom imunosenzore je zaclenend citlivo
detekovatelna znacka. Imunokomplex je teda citlivo ur¢eny meranim znacky.
Protilatka alebo antigén je imobilizovany na pevnej matrici. Pevnd matrica
by mala byt dostatocne citliva na detekciu tvorby imunokomplexu.
Na konstrukciu neznacenych imunosenzorov mozno pouZit elektrody,
membrany, piezoelektricky materidl alebo povrchy opticky aktivneho materialu.
Antigén alebo protildtka, ktora sa ma stanovit, sa rozpusti v roztoku a reaguje
s komplementdrnou matricou naviazanou protilatkou alebo antigénom
za vzniku imunokomplexu. Znacené imunosenzory su v podstate navrhnuté tak,
aby imunochemickd komplexdcia prebiehala na povrchu matrice senzora.
Medzi tymito znackami poskytuju chemickt amplifikaciu enzymy, katalyzatory
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a lipozomy. Zaclenenim tychto znaciek moézu byt navrhnuté vysoko citlivé

imunosenzory [21].

Pri konstrukcii imunosenzora s dobrym vykonom existuja dva hlavné body.

Prvym je fixacia biomolekul a druhym dobre navrhnuta snimacia sonda [22].

Vdaka dobrej biokompatibilite, velkému Specifickému povrchu a vynikajtcej
stabilite, m6Zu byt nanomateridly pouZité na efektivne zlepSenie imobilizacie
biomolekdl na imunosenzoroch. Pomocou jedinecnych optickych vlastnosti
alebo enzymovej aktivity niektorych nanomateridlov, ich mozno pouzit
ako snimacie sondy na zlepSenie stability a citlivosti snimacej platformy.
So zavedenim nanomateridlov sa design imunosenzora stdva bohatSim

a flexibilnejsim [22].

3.3 Nanovlakenny detektor

Rychly pokrok v oblasti nanotechnoldgii otvoril Siroké obzory pre ich
aplikacie v elektrochémii. Elektrédy na bdze nanomateridlov ponukajt, oproti
konvenénym elektrédam, mnohé vyhody. Je to napriklad lepsia stabilita, vysSia
citlivost, nizSie detekéné limity, zniZenie detekénych potencidlov
prostrednictvom  elektrokatalytického efektu (v  pripade nanocastic)
alebo znizenie pradovej hustoty na povrchu elektrody (v pripade nanortrok).
V mnohych pripadoch prinasaja elektrédy na baze nanomateridlov
do separacnych metdd aj vyhodu vysSej separacnej ucinnosti a maximalnej
kapacity. Analyticki chemici a separacni vedci povazuja nanomateridly za velmi
perspektivne ~ komponenty = na  konStrukciu = vysoko  vykonnych

elektrochemickych detektorov [23].

Elektrochemické biosenzory a zariadenia v zdravotnictve st analytickym

systémom, ktory sa pouziva v pripade potreby rychlych vysledkov na mieste
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v lekdrskej diagnostike. TaktieZ sa vyuZiva pri kontrole potravin, pri ochrane
zivotného prostredia, kontrole procesov, cisteni odpadovych vod a vyskume
v oblasti prirodnych vied. Najlepsim prikladom je senzor glukdzy, glukometer,
ktory pouzivaju diabeticki pacienti [24]. Glukometre sliiZia na meranie mnozstva
glukézy vkrvi upacientov. St to najrozsirenejSie senzory nepouzivané
profesiondlne v zdravotnictve. V poslednych desatrodiach sa nanomateridly

vyuZili aj na vyvoj senzorov mocoviny [24].

Nanostruktirované materialy sa moZu taktieZ pouzit ako povrch prevodnika
pre enzymatické biosenzory, kde mdzu poskytnat velka plochu na pripojenie

enzymov, a to vedie k vysokej enzymovej aktivite [25].

Detektory zaloZené na nanomateridloch st tiez idedlne na detekciu tekutin,
hormonov (sérotonin), infekénych bakteridlnych agens (Streptococcus agalactiae)
alebo na detekciu mikrobiadlnej kontaminacie. Daju sa vyuzit na monitorovanie

vzdusného znecistenia alebo na vcéasna diagnostiku rakoviny [23].

Elektrochemickd detekcia ponuka inherentné moznosti miniaturizacie,
potencidl uplnej integracie elektrochemickych detektorov a kontrolnych
pristrojov, extrémne nizke ndklady, nizke poziadavky na spotrebu energie
avysoku kompatibilitu s pokrocilymi technoldégiami mikroobrabania

a mikrovyroby [23].

3.4 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je gramnegativna baktéria, z celade Enterobacteriaceae.
Je najrozsirenejSim komenzalnym obyvatelom gastrointestinalneho traktu I'udi
a teplokrvnych Zivocichov, ako aj jednym 2z najdoleZitejSich patogénov.
Ako komenzal Zije vo vzdjomne prospesnom spolunazivani s hostitelmi

a zriedka spdsobuje choroby. Vynimku tvoria imunokompromitovani hostitelia
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alebo prostredia, kde st porusené normalne gastrointestindlne bariéry — ako
napriklad pri peritonitide. Zvlastne vlastnosti Escherichie coli, ako je jednoduchost
manipuldcie, dostupnost kompletnej sekvencie genomu a jej schopnost rast
za aerobnych aj anaerdébnych podmienok, z nej robi dolezity hostitelsky
organizmus v biotechnoldgii. Pouziva sa v Sirokej Skale aplikacii v priemyselne;j

aj medicinskej oblasti [26, 27].

Rast a prezitie baktérie v prirodnom prostredi moézZe byt ovplyvnené
biotickymi a abiotickymi faktormi. Abiotické faktory zahrnaju teplotu, vodu
a dostupnost Zivin, pH a slnecné Ziarenie. Biotické zahfnaju pritomnost inych
mikroorganizmov aschopnost E. coli ziskavat Ziviny, satazZit sinymi

mikroorganizmami a vytvarat biofilmy v prirodzenom prostredi [28].

3.4.1 Enteropatogénna E. coli

Enteropatogénna Escherichia coli (EPEC) patri do skupiny patogénov, ktoré
sposobuju vyrazné lézie v creve hostitela, oznacované ako prichytavacie
(attaching-effacing — A/E) lézie. A/E lézia je charakterizovana lokalizovanou
destrukciou (vymazanim) mikroklkov kefového lemu, tesnym pripojenim bacila
k plazmatickej membrane hostitelskej bunky a vytvorenim zakladnej
podstavcovej Struktury v hostitel'skej bunke. VSetky bakteridlne gény potrebné
na tvorbu A/E 1€zii st pritomné vo velkom ostrove patogenity, ktory sa nazyva

lokus vymazania enterocytov alebo LEE [29].

3.4.2 Enterotoxigénna E. coli

Enterotoxigénne kmene Escherichia coli (ETEC) patria medzi najcastejSie
priciny detskej hnacky a cestovatel'skej hnacky [30]. Baktéria kolonizuje crevo
a adheruje na epitel pomocou r6znych hostitelskych Specifickych kolonizacnych

taktorov (CF). Kolonizacia ETEC produkuje jeden alebo oba z dvoch
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enterotoxinov; tepelne stabilné (ST) a tepelne labilné (LT) toxiny, ktoré st oba
schopné spdsobit hnacku. Reguldcia génov virulencie v ETEC pocas infekcie
Iudského creva je prevazne nezndma [31]. LT je exprimovanych 50-66 % kmenov
ETEC v endemickych oblastiach. Zda sa, Ze prirodzena imunita chrani pred

ochorenim ETEC [32].

3.4.3 Enteroinvazivna E. coli

Enteroinvazivne Escherichia coli (EIEC) st skupinou hnackovych E. coli
biochemicky, geneticky a patogeneticky pribuznych Shigella. Oba patogény maju
schopnost napadnuat epitel hrubého ¢reva v dosledku pritomnosti génov
umiestnenych na velkych invazivnych plazmidoch a na bakteridlnom
chromozome. Patogenéza infekcie EIEC zahfna penetraciu epitelidlnych buniek
hrubého creva, lyzu endocytovej vakuoly, intraceluldrnu multiplikdciu
a rozsirenie do susednych epitelovych buniek. Tato sekvencia udalosti vyvolava
charakteristicky syndrom uplavice, charakterizovany pritomnostou krvi, hlienu

a leukocytov v stolici [33].

3.4.4 Enterohemoragicka E. coli

Enterohemoragicka E. coli (EHEC) sposobuje r6zne ochorenia, ako je aktitna
gastroenteritida, hemoragicka kolitida a hemolyticko-uremicky syndrom.
Patogenita tejto baktérie je sposobena jej kolonizaciou v hrubom creve, ako aj
produkciou roznych typov toxinov, ako st Shiga toxiny (Stx) [34]. Ide o zavazny
ludsky patogén, ktory moZe spOsobit Zivot ohrozujuce ochorenia,
t.j. hemoragicku kolitidu (krvava hnacku) a hemolyticko-uremicky syndrom
(HUS), ktory je najcastejSou pricinou akutneho zlyhania obli¢iek u malych deti.
EHEC moze sposobit neurologické komplikacie ako st zachvaty, mftvica a kdma
u25% pacientov s HUS a chronické rendlne nasledky, zvycajne mierne,

u priblizne 50 % prezivsich [35].
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4 METODIKA

V tejto kapitole su detailne opisané systémy, metddy a postupy aplikované

k dosiahnutiu vysledkov a splneniu ciela prace tejto bakalarskej prace.

4.1 Technické vybavenie a material

Pre ucely bakaldrskej prace boli vyuZité materialy a pristroje uvedené

v Tabulke 1.
Tabulka 1— Zoznam pouZitych materidlov a pristrojov
Obchodny nazov Firma
Hefeextrakt Carl Roth (Nemecko)
Agar-Agar, Kobe I Carl Roth (Nemecko)
Chlorid sodny p.a. Lach-Ner (Ceska republika)

Peptone from meat, bacteriological Sigma-Aldrich (USA)

Spektrofotometer UV-3600 Shimanzu (Japonsko)

4.2 Priprava agarového média

Na pripravu agarového média bolo pouzitych 500 ml destilovanej vody, 5 g
masoveho extraktu, 5 g peptonu, 2,5 g NaCl al0 g agaru. Vsetky zloZky boli
zmieSané za vzniku homogénnej zmesi. Pripravena zmes bola preliata do 80ml
uzatvarateInych nadobiek. Viecko bolo zatvorené, ale nie uplne dotiahnute.
Takto pripravené nadobky boli vlozené do autoklavu, kvoli sterilizacii. Bol

spusteny program na 30 minut pri teplote 121 °C.
22



Po skonceni programu bol najprv z autoklavu vypusteny pretlak a potom
voda. Autoklav bol opatrne otvoreny a pomocou ochrannej rukavice, ktora sluzi
ako ochrana proti vysokej teplote, boli vSetky nadobky vybraté. Vsetky boli
dotiahnuté ajemne premieSané tak, aby nevznikli bubliny alebo pena. Teplé
médium bolo preliate, v lamindrnom boxe, na pripravené Petriho misky ako je
na Obréazku 3. Po zaschnuti média boli misky zatvorené a prelepené parafilmom.
Takto pripravené agarové média v Petriho miskach boli uloZzené do chladnicky,

sklom hore nohami.

Obrazok 3 — Teplé médium naliate v Petriho miskdch [vlastnd tvorbal

4.3 Testovanie nanovlakenného detektora

Proces pripravy baktérie na kultivaciu a celkové zaobchadzanie s fiou bolo

vykonané v laminarnom boxe, z dévodu bezpecnosti.

4.3.1 Kultivacie baktérie

Baktéria Escherichia coli bola preockovana pomocou vyzihanej sterilnej kI'ucky

zo starSieho substratu a bola ulozena do inkubatora pri teplote 37 °C.
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Po 20 hodinach bola narastena bakteridlna kultira z inkubatora vybrana ako

vidno na Obrazku 4.

Obrazok 4 — E. coli po 20 hodinovej kultivdcii v inkubdtore [vlastnd tvorba]

4.3.2 Tvorba bakteridlnej suspenzie

V skimavke bolo pripravenych 15 ml destilovanej vody. Vyzihanou kluckou
bola bakterialna kolonia prenesena z agarového média do skiimavky. Skiimavka
bola poriadne premieSand pomocou vortexu a nasledne Pasteurovou pipetou
bola odobrata vytvorena bakteridlna suspenzia (3 ml) do spektrofotometrickej
kyvety. Pomocou spektrofotometru (Obrazok 5) bola namerand optickd hustota
— mnozstvo baktérii v pripravenej bakteridlnej suspenzii. Ako kontrolna vzorka
bola pouzita destilovand voda. Zvysnd suspenzia (12 ml) bola prenesena

do nadobky nebulizéra.
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Obrazok 5 — Spektrofotometer UV-3600, Shimanzu (Japonsko) [vlastnd tvorba]

4.3.3 Detekcia E. coli

Na zachytenie baktérii pri filtracii vzduchu boli pouzité Specidlne upravené
funkcionalizované PAN nanovldkna. Bolo pripravenych 9 tercikov o priemere
2x2 cm. Boli pouzité nanovldkna s naviazanou protilatkou — funkcionalizované

a nanovlakna bez protilatky — nemodifikované (Obrazok 6).

Obrazok 6 — Funkcionalizované nanovldkna v destilovnej vode (vlavo) a nenavlhcené

funkcionalizované nanovldkna (vpravo) [vlastnd tvorba]

S oboma druhmi nanovlakien boli prevedené 2 typy testovania. V prvej Casti

bola testovana tucinnost funkcionalizovanych nanovlakien. Druha cast
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sa zaoberala nutnostou udrZovania podmienok vhodnych pre protilatky

naviazané na nanovlakennej membrane.

Testovanie uéinnosti funkcionalizacie

Pripravené nanovldkenné terc¢iky boli postupne prenesené na drziak, uchytené

a uzatvorené do filtra¢nej komorky (Obrazok 7).

Pomocou nebulizéra bola naplnend nddoba na vzorky, o objeme 1,5 litra,
bakteridlnou suspenziou. Nasledne, pomocou mechanickej pumpy, bol

prefiltrovany vzduch s aerosolom cez nanovlakenny tercik.

Po filtracii bol kazdy nanovldkenny teréik premyty v ultrazvukovej Cisticke
po dobu 180 sektind. Po premyti boli nanovldkenné ter¢iky prenesené na Petriho

misku s novym agarovym meédiom a inkubované 21 hodin pri teplote 37 °C.

Po inkubacii boli nanovlakenné teréiky (Obrazok 8) prenesené do skamavky

s 10 ml destilovanej vody a obsah skimavky bol poriadne zhomogenizovany.

Nasledne boli 3 ml bakteridlnej suspenzie odobraté do spektrofotometricke;j
kyvety. Pomocou spektrofotometra UV-3600 Shimanzu, bola pri 600 nm
zmerand opticka hustota vzniknutej bakteridlnej suspenzie. Pred tym vSak bolo
nutné spektrofotometer kalibrovat, a to pomocou cistej kyvety s destilovanou

vodou, ktora sluizila ako kontrolna vzorka.

Namerané vysledky pre funkcionalizované a nemodifikované nanovldkna

boli medzi sebou porovnané a ti¢innost funkcionalizacie bola vyhodnotena.
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Obrazok 8 — Nanovlikenné terciky na Petriho miske po 21 hodinovej inkubdcii

[vlastna tvorba]

Testovanie funkcionalizovanych nanovlakien za odlisnych podmienok

V ramci tychto experimentov doslo ktestovaniu funkcionalizovanych
membran pomocou filtracie suchého a zvlhéeného vzduchu. Filtracia zvlhéeného
vzduchu cez membranu bola prevedena sposobom vyssie popisanou metddou.

Pre filtraciu suchého vzduchu bola nddoba na vzorky naplnend bakteridlnymi
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bunkami bez pridanej vlhkosti, ¢o bolo zaistené odpojenim nebulizéra

od systému.

Dalsou modifikaciou oproti skdr popisanej metdde bolo, Ze nanovlakna neboli
nasledne po filtracii precistené ultrazvukovou Cdistickou, aby sa zabranilo
opatovnej aktivacii naviazanych protilatok. Nanovlakenné terciky boli ihned
po filtracii rozprestreté na agarové médium a inkubované po dobu 21 hodin
pri teplote 37 °C. Tvorba bakteridlnych suspenzii a meranie ich optickej hustoty

boli prevedené rovnakym spdsobom ako u povodnych experimentov.

Tento postup bol zopakovany na 3 nanovlaknach
nemodifikovanych a 6 nanovldknach funkcionalizovanych - 3 za pouzitia

nebulizéra a 3 bez pouzitia nebulizéra.

Ststava na filtraciu vzduchu, ktora bola vyuzita pre detekciu, je

znazornend a popisana na Obrazku 9.

-

| Filtra¢na komorka

y N\ / . < \ v
. ’ [———
Mechanickd pumpa

7. ’

Obrazok 9 — Sustava na filtraciu vzduchu [vlastnd tvorbal
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4.4 Ststava na filtraciu vzduchu

Pre filtraciu vzduchu bola vyuzitd stistava vytvorend v ramci diplomovej

prace z roku 2021. Stistava v tejto praci bola popisana ako:

»Pro tvorbu systému pro filtraci vzduchu byla pouZita aparatura s mechanickou
pumpou. Tato aparatura je tvofena pistem, systémem trubic a uzaviratelnou filtracni
komiirkou. K této komiirce byla ddle pomoci PVC hadicky se zpétnym ventilem pfipojena

nddoba na vzorky o objemu 1,5 1.” [10, s. 27]

Na uchycovanie nanovlakennych terc¢ikov bol pouzity Specidlny plastovy

drziak s definovanym tu¢innym prierezom 1 cm.

Pre wudrzanie vhodnych podmienok pre protilatku imobilizovanu
na nanovldkennom terciku, bol pripojeny nebulizér. Nebulizér je pristroj, ktory
premiena tekutinu (prevazne lieciva) na aerosol a vyuZiva sa predovsetkym
v klinickej praxi na liecbu astmy, cystickej fibroézy a inych respira¢nych chorob

alebo portach [36]. Schéma celého systému pre filtraciu vzduchu je

na Obrazku 10.
Uzaviratelna
filtrani
komdirka JI
Drzék s nanovlakennym |
- terikem S ‘
Nebulizér @
N\

Vzorek
bakterie

Pumpa

Obrazok 10 — Schéma stistavy na filtraciu vzduchu [10]
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5 VYSLEDKY

PAN nanovldkna - funckionalizované a nemodifikované - boli vyrobené
na zdkazku. Z dovodu buducej modifikdcie nebolo mozné proces ich vyroby
vidief. Bolo vSak moZné prakticky sa zozndmit s vyrobou inych PVA
nanovldkien,. Vyrobené PAN nanovldkna boli vizualizované elektrénovym

mikroskopom na Obréazku 11 a Obrazku 12.

B BI: 10.00
View fi 277 ym E View field: 92.3 ym Det: SE
WD: 26.00 mm Performance in nanospace WD: 26.00 mm Performance in nanospace

Obrazok 11 — Fotka nemodifikovaného nanovlakna pri zvicSeni 1000x (vlavo)

a pri zvicseni 3000x (vpravo) [vlastnd tvorbal

f ot
{ » ! S

\ N oS » -
SEM MAG: 1.00 kx BI: 10.00 VEGA3 TESCANE SEM MAG: 3.00 kx BI: 10.00 VEGAS3 TESCAN|
View field: 277 ym Det: SE View field: 92.3 um Det: SE
WD: 26.00 mm Performance in nanospace WD: 26.00 mm Performance in nanospace

Obrazok 12 — Fotka funkcionalizovaného nanovliakna pri zvicseni 1000x (vlavo)

a pri zvicSeni 3000x (vpravo) [vlastnd tvorba]
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V prvej casti bola testovana ucinnost protilatky — testovanie ucinnosti
funkcionalizacie. Namerané vysledky pre funkcionalizované a nemodifikované
nanovldkna boli zapisané amedzi sebou porovnané. Namerané vysledky

st uvedené v Tabulkach 1, 3 a 5.

Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie pri prvom merani: A = 0,193

Tabul'ka 1— Vysledky optickej hustoty nanovldkennych tercikov po 21 hodinovej
inkubicii, A — PAN bez protildtky, B — PAN + protildtka + nebulizér

Tercik . . . . . Priemer

1,067 1,068 1,070 1,071 1,071 1,071 1,070
0,887 0,888 0,889 0,890 0,892 0,891 0,890

0,804 0,805 0,806 0,807 0,808 0,808 0,806

0,810 0,809 0,806 0,805 0,806 0,809 0,808

0,609 0,609 0,608 0,607 0,608 0,606 0,608

- 0897 0904 0,903 0904 0,906 0907 0,904
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Tabul'ka 2 — Vyhodnotenie vysledkov z prvého merania

Pomer B (PAN + protilatka + nebulizér) ku Priemer Smerodajna
A (PAN bez protilatky) pomerov odchylka
1,070/0,904 0,890/0,808 | 0,806/0,608
1,184 1,102 1,327 1,204 0,114

Pomer ucinnosti funkcionalizovanych nanovlakien ku
nemodifikovnym nanovldknam

1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

Opticka hustota bakteridlnej
suspenzie [-]

0,000

1B/1A

2B/2A
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Obrazok 13 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN

+ protildtka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky)

V Tabulke 2 st zapisané vysledky, kde st uvedené pomery medzi optickymi

hustotami dvoch roznych vzoriek z prvého merania. Obrazok 13 vyjadruje

grafické zndzornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac

baktérii ako ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie pri druhom merani: A= 0,096

Tabul'ka 3 — Vysledky optickej hustoty nanovlikennych tercikov bez inkubdcie, A — PAN
bez protildtky, B — PAN + protildtka + nebulizér

Priemer

Tercik

- 0010 0012 0011 0021 0022 0022 0,016
- 0017 0017 0013 0013 0014 0013 0015
- 0017 0017 0022 0021 0020 0020 0,020
- 0,006 0,005 0003 0,002 0003 0002 0,004
- 0,005 0004 0003 0,004 0003 0,003 0,004
- 0,005 0004 0003 0,005 0004 0,004 0,004
Tabul'ka 4 — Vyhodnotenie vysledkov z druhého merania
Pomer B (PAN + protilatka + nebulizér) ku Priemer Smerodajna
A (PAN bez protilatky) pomerov odchylka
0,016/0,004 | 0,015/0,004 | 0,020/0,004
4,667 3,955 4,680 4,434 0,415
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Pomer ucinnosti funkcionalizovanych nanovlakien ku
nemodifikovnym nanovlaknam
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Obrazok 14 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN

+ protildtka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky)

V Tabulke 4 st zapisané vysledky, kde st pomery medzi optickymi hustotami

dvoch réznych vzoriek z druhého merania. Obrazok 14 vyjadruje grafické

znazornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac baktérii ako

ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie pri tretom merani: A= 0,072

Tabul'ka 5 — Vysledky optickej hustoty nanovlikennych tercikov bez inkubdcie, A — PAN
bez protildtky, B — PAN + protildtka + nebulizér

Tercik

Priemer

- 0014 004 0014 0014 004 0013 0,014
- 0016 0016 0016 0016 006 0016 0,016
- 0020 0019 0019 0019 0019 0019 0,019
- 0,002 0002 0002 0001 000l 0001 0,002
- 0,004 0004 0003 0003 0003 0003 0,003
- 0010 0011 0011 0012 002 0013 0,012
Tabul'ka 6 — Vyhodnotenie vysledkov z tretieho merania
Pomer B (PAN + protilatka + nebulizér) ku Priemer Smerodajna
A (PAN bez protilatky) pomerov odchylka
0,014/0,002 | 0,016/0,003 | 0,019/0,012
9,222 4,800 1,667 5,230 3,796
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Pomer ucinnosti funkcionalizovanych nanovlakien ku
nemodifikovnym nanovlaknam
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Obrazok 15 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN
+ protildtka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky)

V Tabulke 6 st zapisané vysledky, kde st pomery medzi optickymi hustotami
dvoch roznych vzoriek ztretieho merania. Obrazok 15 vyjadruje grafické
znazornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac baktérii ako

ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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V druhej casti bola testovana funkcnost nasho systému a potreba nebulizéra
pri experimente — testovanie funkcionalizovanych nanovldkien za odliSnych
podmienok. Namerané vysledky boli zapisané amedzi sebou porovnané.

Namerané vysledky st1 uvedené v Tabulkach 7, 8,10 a 12.

Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie, pri prvom merani: A = 0,193

Tabulka 7 — Vysledky optickej hustoty nanovldkennych tercikov po 21 hodinovej
inkubdcii, B— PAN + protildtka + nebulizér, C — PAN + protildtka + sucho

Tercik . . . . . Priemer

1,067 1,068 1,070 1,071 1,071 1,071 1,070
0,887 0,888 0,889 0,890 0,892 0,891 0,890

0,804 0,805 0,806 0,807 0,808 0,808 0,806

0,844 0,845 0,850 0,851 0,850 0,840 0,847

0,770 0,771 0,772 0,772 0,773 0,773 0,772

- 1,148 1,149 1,145 1,148 1,149 1,155 1,149

Novy pokus pre Ba C

Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie, pri prvom merani, novy

pokus: A =0,010
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Tabulka 8 — Vysledky optickej hustoty nanovlakennych tercikov po 21 hodinovej
inkubdcii, B’— PAN + protildtka + nebulizér, C’— PAN + protilitka + sucho

Tercik . . . . . Priemer

1,042 1,043 1,045 1,046 0,042 0,042 0,710
1,062 1,060 1,062 1,061 1,064 1,062 1,062

1,072 1,071 1,072 1,070 1,069 1,072 1,071

0,799 0,800 0,801 0,800 0,800 0,800 0,800

0,875 0,874 0,875 0,874 0,874 0,873 0,874

- 0803 0803 0803 0802 0,801 0,799 0,802

Tabul'ka 9 — Vyhodnotenie vysledkov z prvého merania

Pomer B' (PAN + protilatka + nebulizér) Priemer Smerodajna

ku C' (PAN + protilatka + sucho) pomerov odchylka

0,710/0,800 1,062/0,802 1,071/0,874

0,888 0,802 1,225 0,972 0,224
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Pomer ucinnosti zvihéenych funkcionalizovanych
nanovlakien B a nezvlhcenych funkcionalizovanych
nanovlakien C
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Obrazok 16 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN
+ protildtka + nebulizér) ku C (PAN + protildtka + sucho)

V Tabulke 9 st zapisané vysledky, kde st pomery medzi optickymi hustotami

dvoch réznych vzoriek zprvého merania. Obrazok 16 vyjadruje grafické

znazornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac baktérii ako

ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie pri druhom merani: A= 0,096

Tabul'ka 10 — Vysledky optickej hustoty nanovldkennych teréikov bez inkubdcie,

B — PAN + protildtka + nebulizér, C — PAN + protildtka + sucho

Tercik

Priemer

- 0010 0012 0011 0021 0022 0022 0,016
- 0017 0017 0013 0013 0014 0013 0015
- 0017 0017 0022 0021 0020 0020 0,020
- 0,009 0,008 0009 0,009 0008 0,008 0,009
- 0012 0012 0012 002 002 0012 0,012
- 0,008 0,008 0008 0,008 0,008 0,008 0,008
Tabul'ka 11 — Vyhodnotenie vysledkov z druhého merania

Pomer B (PAN + protilatka + nebulizér) ku Priemer Smerodajna
C (PAN + protilatka + sucho) pomerov odchylka

0,016/0,009 | 0,015/0,008 | 0,020/0,012

1,922 1183 1,625 1,786 0,150
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Pomer ucinnosti zvihéenych funkcionalizovanych
nanovlakien B a nezvlhcenych funkcionalizovanych
nanovlakien C
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Obrazok 17 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN
+ protildatka + nebulizér) ku C (PAN + protildtka + sucho)

V Tabulke 11 st zapisané vysledky, kde st pomery medzi optickymi hustotami
dvoch roznych vzoriek zdruhého merania. Obrazok 17 vyjadruje grafické
znazornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac baktérii ako

ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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Priemer optickej hustoty bakteridlnej suspenzie pri tretom merani: A= 0,072

Tabul'ka 12 — Vysledky optickej hustoty nanovldkennych teréikov bez inkubdcie,
A — PAN bez protilatky, B — PAN + protildtka + nebulizér

Tercik

Priemer

- 0014 004 0014 0014 004 0013 0,014
- 0016 0016 0016 0016 006 0016 0,016
- 0020 0019 0019 0019 0019 0019 0,019
- 0,009 0,009 0009 0009 0009 0009 0,009
- 0015 0015 0015 005 005 005 0,015
- 0017 0017 0017 0017 0017 0017 0017
Tabul'ka 13 — Vyhodnotenie vysledkov z tretieho merania

Pomer B (PAN + protilatka + nebulizér) ku Priemer Smerodajna
C (PAN + protilatka + sucho) pomerov odchylka

0,014/0,009 | 0,016/0,015 | 0,019/0,017

1,556 1,067 1,118 1,247 0,269
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Pomer ucinnosti zvihéenych funkcionalizovanych
nanovlakien B a nezvlhcenych funkcionalizovanych
nanovlakien C
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Obrizok 18 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B (PAN
+ protildatka + nebulizér) ku C (PAN + protildtka + sucho)

V Tabulke 13 st zapisané vysledky, kde st pomery medzi optickymi
hustotami dvoch roéznych vzoriek z prvého merania. Obrazok 18 vyjadruje
grafické znadzornenie toho, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac

baktérii ako ta druhd. Na osi x je pomer konkrétnych vzoriek.
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6 DISKUSIA

Hlavnym predmetom praktickej casti bakalarskej prace bolo testovanie
nanovlakenného detektora pre detekciu baktérii. Pred zaciatkom celého
experimentu bolo potrebné pripravit na agarovom médiu kultaru baktérie

Escherichia coli.

Pri detekcii baktérie E. coli, pri kazdom pokuse bola zakazdym pouzita nova
bakteridlna kultara, pretoZe tym, ako je kulttra baktérii udrziavana v chladnicke,
jej metabolizmus sa spomaluje, ¢o by mohlo ovplyvnit vysledky. Nova
bakteridlna kulttara bola vZdy pripravena zo starSej, prenesenim na nové agarové

meédium, a bola uloZena do inkubatora pri teplote 37 °C po dobu 20 hodin.

Na detekciu boli pouzité funkcionalizované PAN nanovldkna. PAN
nanovldkna s imobilizovanou protilatkou bolo potrebné udrZiavat vo vlhkom
prostredi. V suchu totiZ dochadza k naruseniu vazby protilatky na nanovlakno.
Pred pouZitim boli tieto nanovldkna pomocou pinzety prenesené na Petriho
misku s destilovanou vodou a nasledne premyté. Premyvanie bolo nutné kvoli
pridanému azidu sodnému, ktory bol pridany na udrZanie kvality nanovlakien,
proti ich znehodnoteniu, najmd plesniou. Premyté nanovlakna boli potom

prenesené na drziak a pouzité na testovanie.

Pri prvom merani boli nanovladkenné terciky po filtracii inkubované 21 hodin,
a az potom bola zmerand opticka hustota bakteridlnej suspenzie. Pomocou
pinzety bol nanovlakenny tercik preneseny do skiimavky s destilovanou vodou
(10 ml) a dokladne zhomogenizovany. Pomocou Pasteurovej pipety bola potom
Cast suspenzie prenesend do spektrofotometrickej kyvety. Hodnoty z tohoto
prvého merania nevychadzali podla ocakavania, tak ku zvySnym ml suspenzie
bolo pridanych 4 ml destilovanej vody. S tymto mnoZstvom bol prevedeny pokus

2 a 3. Po druhom pokuse boli hodnoty stale neuspokojivé. Pri¢inou bol rozpad
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nanovlakennych tercikov, ktory sposobil zvySovanie optickej hustoty. Pri trefom
pokuse sa nechali vzorky sedimentovat, aby doslo k usadeniu neZiadtcich castic,
uvolnenych z nanovldkien. Islo prevaZzne o vzorky C. Zapisané vysledky boli
pouZzité z tretieho merania. Z jednej vzorky boli 3x pripravené kyvety na 3 rozne

pokusy. Na kazdy pokus sa pouzivali nové kyvety.

V dalSom pokuse pre vzorky B aC (Tabulka 8), bola novo pripravena
bakteridlna suspenzia. Po prefiltrovani boli nanovlakenné terciky presunuté

hned na Petriho misku a inkubované 21 hodin.

Z dovodu zistenia citlivosti detektora (mnoZstva zachytenych bakteridlnych
buniek pocas filtracie) neboli nanovlakenné terciky pri druhom a tretom merani
inkubované. Ich optickd hustota bola zmerand hned po prefiltrovani.
V tomto pripade  dosSlo  khodnoteniu  priamo  zachytenych  baktérii
bez ovplyvnenia vysledkov inkubaciou, a to vzhladom k tomu, Ze rast baktérii je
zavisly na dostatonom mnozstve nutricnych faktorov na médiu. V pripade
premnozenia bakteridlnej kulttry, nutriéné faktory ¢asom ubudaju, ¢o by mohlo
mat za ndsledok neZiaduce ovplyvnenie vysledkov. Ako je mozné vidiet
v Tabulkach 2, 4 a6, vysledky experimentov bez inkubdcie po filtracii

su az 4,34- krat lepsie ako s inkubaciou.

Pri druhom  merani bola  vyskuiSsand  inkubdcia v kyvetach
bez nanovldkenného tercika, len suspenzia. Inkubdcia bola 55 minut a opticka
hustota v kyvetach bola opat premerana na spektrofotometre. Po premerani
spektrofotometrom vysledky ostali nezmenené. Potvrdilo to, Ze inkubdcia
povodné vysledky nijako neovplyvnila. Pri dalSich meraniach uz preto

nanovldkna neboli inkubované tymto spdsobom.

Z vysledkov merani v prvej casti — testovanie uc¢innosti funkcionalizacie, je

mozné vyhodnotit, Ze nanovldkna s naviazanou protilatkou dokazu zachytit
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pribliZzne 5-krat viac bakterialnych buniek ako nanovldkna bez protilatky, ako
bolo na zaciatku ocakdvané. Pomery PAN + protilatka + nebulizér ku PAN
bez protilatky v tabulkach ukazuja to, kolkokrat je nanovldkno s protilatkou
udinnejsie ako nanovlakno bez protilatky. Cim je hodnota pomeru vyssia ako 1,
tym je nanovlakno s protilatkou t¢innejsie. Smerodajna odchylka v stipcovych
grafoch taktiez zndzornuje, kolkokrat je jedna vzorka schopnd zachytit viac
baktérii ako ta druhd. Na osi y st namerané optické hustoty a na osi x je pomer

konkrétnych vzoriek.

V druhej casti bola testovana funkcénost nasho systému a potreba zvlhéovania
prostredia pomocou nebulizéra pri experimente. Testovanie
funkcionalizovanych nanovldkien za odliSnych podmienok malo za ciel dokazat,
ze pokial nanovlakno nie je zvlhcené, dochddza k naruseniu vazby protilatky na
nanovlakno, inaktivacii protilatky. Aby mohlo dojst k spravnemu naviazaniu
antigénu na protilatku, je potrebné vodné médium. Vodné médium obsahuje
vodikové mostiky, ktoré sa na viazbe protilatka-antigéen podielaju.
Bez vodikovych mostikov by protilatka stratia svoju Struktaru a tym schopnost
rozpoznat a viazat antigén [37, 38, 39, 40, 41]. To znamena, Ze funkcializované
nanovladkno by sa bez pridanej vlhkosti spravalo ako nanovlakno
nemodifikované. Pomery PAN + protilatka + nebulizér ku PAN + protilatka
+sucho v tabulkach ukazuja, kolkokrat zvlhcéené nanovlakno nebulizérom

s protilatkou je i¢innejSie ako nanovlakno s protilatkou bez zvlhcenia.

Opit plati, Ze ¢im je hodnota pomeru vyssia ako 1, tym je zvlhc¢ené nanovlakno
s protilatkou ucinnejsie. Pri prvom merani pomery vsak nie st vacsie ako 1,
no bliZiace sa k ¢islu 1. ISlo o prvé meranie, kedy ndam, ako bolo uz spominané,
hodnoty nevychadzali podla ocakavania. Bolo potrebné spravit novy pokus
a zistit pri¢inu, z akého dovodu boli hodnoty neuspokojivé. Napriek tomu,

na Obrazku 16 je mozZzné v grafe vidiet, Ze zvlhcené nanovldkno je ucinnejsie

46



ako nanovlakno bez zvlhéenia. Smerodajna odchylka v stipcovych grafoch
taktieZ zndzorniuje, kolkokrat je jedna vzorka schopna zachytit viac baktérii
ako td druha. Na osi y st namerané optické hustoty ana osi x je pomer

konkrétnych vzoriek.
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7 ZAVER

Testovanim baktérie Escherichie coli na nanovlakennom detektore bol urceny
pomer ucinnosti funkcionalizovaného nanovlakna snaviazanou protilatkou
a nemodifikovaného nanovldkna bez  protilatky. Bolo preukazané,
ze funckionalizované PAN nanovldkna s naviazanou protildtkou st v priemere
ucinnejSie az 05,23-krat ako nemodifikované nanovldkna, ato vdaka

Specifickému zachyteniu bakteridlnych buniek.

V rdmci prace bola testovana aj funkénost zhotoveného systému. Testovanim
sa ukazalo, ze funkcia systému pre filtraciu vzduchu doplneného nebulizérom
bola dostacujtica, a tak nebolo nutné vylepsovat konstrukciu a design vyvijaného
pristroja na detekciu. Z vysledkov je zretelné, Ze zvlhéené funkcionalizované
PAN nanovldkna st schopné zachytit az 2-krat viac bakteridlnych buniek
ako vldkna nezvlhcené. Tato skutocnost priamo poukazuje na inaktivaciu
protilatky spbsobentt neudrZovanim vhodnych vonkajSich podmienok

(dostatocna vlhkost).

Z celkovych vysledkov merani vyslo, Ze detekcia zo vzduchu je moZna ako
s funkcionalizovanymi, tak snemodifikovanymi nanovldknami, pouZitymi
pri nasom testovani. Uspesné Specifické zachytenie bakterialnych buniek, ktoré
je zaistené imobilizovanymi protilatkami, umozZnuje citlivejSiu a tcinnejsSiu
detekciu ako mechanické zachytenie. Pre pouZitie funkcionalizovanych
nanovlakien je vSak nutné striktne dodrziavat vhodné podmienky ako je pH,

teplota a najma vlhkost (nebulizér).
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay

PCR (Polymerase chain reaction) Polymerazova retazova reakcia
PAN Polyakrylonitril

E. coli Escherichia coli

PEO Polyetylénoxid

PLC Polykaprolaktén

PVP Polyvinylpyrolidon

PVA Polyvinylalkohol

PVAc Polyvinylacetat

PMMA Polymetakrylat

A/D Analégovo-digitalny

EPEC Enteropatogénna Escherichia coli

A/E Attaching-effacing

LEE (Locus of enerocyte effacement) Lokus vymazania enterocytov
ETEC Enterotoxigénna Escherichia coli

CF (Colony factors) Koloniza¢né faktory
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ST (Heat stable) Tepelne stabilné

LT (Heat labile) Tepelne labilné

EIEC Enteroinvazivna Escherichia coli

EHEC Enterohemoragickda Escherichia coli

Stx Shiga toxin

HUS Hemolyticko-uremicky syndrém

NaCl Chlorid sodny

PVC Polyvinylchlorid

50



9 ZOZNAM POUZITE] LITERATURY

1.

O nanovlaknech. NAFIGATE Park s.r.o. [online]. Ceska republika: Nafigate
Park, c2021 [cit. 2023-05-02]. Dostupné z: https://www.nafigatepark.cz/o-

nanovlaknech/

LIM, Chwee Teck. Nanofiber technology: current status and emerging
developments. Progress in Polymer Science [online]. 2017, 70, 1-17 [cit. 2023-
03-11]. Dostupné z: doi:10.1016/j.progpolymsci.2017.03.002

LOU, Lihua, Odia OSEMWEGIE a Seshadri S. RAMKUMAR. Functional
Nanofibers and Their Applications. Industrial & Engineering Chemistry
Research [online]. 2020, 59(13), 5439-5455 [cit. 2023-03-11]. Dostupné z:
doi:10.1021/acs.iecr.9b07066

WANG, Xiaoying, Fentian CHEN, Kehui ZHU, Qian XU a Meng TANG.
Novel electrochemical biosensor based on functional composite nanofibers
for sensitive detection of p53 tumor suppressor gene. Analytica Chimica
Acta [online].  2013,765, 63-69 [cit. 2023-03-11]. Dostupné z:
doi:10.1016/j.aca.2012.12.037

HAIDER, Adnan, Sajjad HAIDER a Inn-Kyu KANG. A comprehensive
review summarizing the effect of electrospinning parameters and potential
applications of nanofibers in biomedical and biotechnology. Arabian
Journal of Chemistry [online]. 2018, 11(8), 1165-1188 [cit. 2023-03-11]. Dostupné
z: doi:10.1016/j.arabjc.2015.11.015

ABD RAZAK, Saiful Izwan, Izzati Fatimah WAHAB, Fatirah FADIL, Farah
Nuruljannah DAHLI, Ahmad Zahran MD KHUDZARI a Hassan ADELL

51



10.

A Review of Electrospun Conductive Polyaniline Based Nanofiber
Composites and Blends: Processing Features, Applications, and Future
Directions. Advances in Materials Science and Engineering [online].

2015, 2015 [cit. 2023-03-11]. Dostupné z: doi:10.1155/2015/356286

PAVINATTO, Adriana, Luiza A. MERCANTE, Murilo H.M. FACURE,
Rafaella B. PENA, Rafaela C. SANFELICE, Luiz H.C. MATTOSO a Daniel
S. CORREA. Ultrasensitive biosensor based on
polyvinylpyrrolidone/chitosan/reduced graphene oxide electrospun
nanofibers for 17a — Ethinylestradiol electrochemical detection. Applied
Surface Science [online]. 2018, 458, 431-437 [cit. 2023-03-11]. Dostupné z:
doi:10.1016/j.apsusc.2018.07.035

MORADI, Sara, Maryam AZIZI-LALABAD, Vahid BAGHERI a Ehsan
SADEGHI. Fabrication of electrospun sensor based on a synthesized
component doped into PAN (polyacrylonitrile) nanofibers for
electrochemical detection of zearalenone mycotoxin in foods
simulant. Sensing and Bio-Sensing Research [online]. 2020, 28 [cit. 2023-03-
11]. Dostupné z: doi:10.1016/j.sbsr.2020.100321

ZHANG, Huijuan, Chengming JIN, Shihao LV, Feiyue REN a Jing WANG.
Study on electrospinning of wheat gluten: A review. Food Research
International [online]. 2023, 56 [cit. 2023-05-03]. Dostupné z:
doi:https://doi.org/10.1016/j.foodres.2023.112851

NEMCOVSKY, Bec. Jakub. PRIPRAVA KERAMICKYCH VLAKEN
ELEKTROSTATICKYM ZVLAKNOVANIM. Brno, 2017. Diplomova préce.
VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE. Vedouci prace Doc. Ing. Klara

Céstkovéa, Ph.D.
52



11.

12.

13.

14.

15.

16.

LI, Shaofeng, Kexin LONG, Xianke SUN, Honglei YUAN a Wei LL
Activities in photocatalytic hydrogen evolution of In203/In253
heterostructure and In203/In2S3@PAN nanofibers. Ceramics
International [online]. 2023 [cit. 2023-05-03]. Dostupné Z:
doi:10.1016/j.ceramint.2023.05.006

ALI, Nisar, Muhammad BILAL, Adnan KHAN, Farman ALI, Hamayun
KHAN, Hassnain Abbas KHAN a Hafiz M.N. IQBAL. Chapter 4 -
Fabrication strategies for functionalized nanomaterials. Nanomaterials:
Synthesis, Characterization, Hazards and Safety[online]. 2021, 55-95 [cit. 2023-
03-11]. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-823823-3.00010-0

VARVAROVSKA, Bc. Leontyna. Konstrukce a testovdini  specifického
bionanosenzoru pro detekci bakterie Staphylococcus aureus. Kladno, 2021.
Diplomova prace. CESKE VYSOKE UCENI TECHNICKE V PRAZE.

Vedouci prace RNDr. Tatdna Jarosikova, CSc.

HUNT, Neil John. Chapter 29 - Handbook of surface-functionalized
nanomaterials: safety and legal aspects. Handbook of Functionalized
Nanomaterials for Industrial Applications [online]. 2020, 945-982 [cit. 2023-03-
11]. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-816787-8.00029-6

YOON, Jeong-Yeol. Introduction to biosensors: from electric circuits to

immunosensors. New York: Springer, c2013. ISBN 978-1-4419-6021-4.

SAWICKA, Katarzyna, Perena GOUMA a Sanford SIMON. Electrospun
biocomposite nanofibers for urea biosensing. Sensors and Actuators B:
Chemical [online]. 2005, 108(1-2), 585-588 [cit. 2023-03-14]. Dostupné z:
doi:10.1016/j.snb.2004.12.013

53



17.

18.

19.

20.

21.

22.

GUVEN, Nese, Roxana-Mihaela APETREI a Pinar CAMURLU. Next step
in 2nd generation glucose biosensors: Ferrocene-loaded electrospun
nanofibers. Materials Science and Engineering: C [online]. 2021, 128 [cit. 2023-
03-14]. Dostupné z: doi:10.1016/j.msec.2021.112270

MAOQO, Kang, Hua ZHANG, Yuwei PAN a Zhugen YANG. Biosensors for
wastewater-based epidemiology for monitoring public health. Water
Research [online]. 2001, 191 [cit. 2023-03-14]. Dostupné Z:
doi:10.1016/j.watres.2020.116787

MERCANTE, Luiza A. Adriana PAVINATTO, Tamires S. PEREIRA,
Fernanda L. MIGLIORINI, Danilo M. DOS SANTOS a Daniel S. CORREA.
Nanofibers interfaces for biosensing: Design and applications. Sensors and
Actuators  Reports [online]. 2021, 3 [cit.  2023-03-14]. Dostupné z:
doi:10.1016/j.snr.2021.100048

GIZELLI, Electra a Christopher R LOWE. Immunosensors. Current Opinion
in Biotechnology [online]. 1996, 7(1), 66-71 [cit. 2023-03-17]. Dostupné z:
d0i:10.1016/50958-1669(96)80097-8

AIZAWA, Masuo. Immunosensors for Clinical Analysis. Advances in
Clinical Chemistry [online]. 1994, 31, 247-275 [cit. 2023-03-17]. Dostupné z:
d0i:10.1016/S0065-2423(08)60337-6

HUANG, Juanjuan, Fenghuang WEI, Yuling CUI, Li HOU a Tianran LIN.
Fluorescence immunosensor based on functional nanomaterials and its
application in tumor biomarker detection. RSC Advances [online]. 2022, 12,

31369-31379 [cit. 2023-03-17]. Dostupné z: doi:10.1039/D2RA04989A

54



23.

24.

25.

26.

27.

28.

PUMERA, Martin a Alberto ESCARPA. Nanomaterials as electrochemical
detectors in microfluidics and CE: Fundamentals, designs, and
applications. ELECTROCHEMISTRY  IN  MICROFLUIDICS  AND
CAPILLARY ELECTROPHORESIS [online]. 2009, 30(19), Pages 3315-3323
[cit. 2023-03-28]. Dostupné z: doi:10.1002/elps.200900008

LOU, Lihua, Odia OSEMWEGIE a Seshadri S. RAMKUMAR. Functional
Nanofibers and Their Applications. Industrial & Engineering Chemistry
Research [online]. 2020, 59(13), 5439-5455 [cit. 2023-03-27]. Dostupné z:
d0i:10.1021/acs.iecr.9b07066

MIGLIORINI, Fernanda L., Rafaela C. SANFELICE, Luiza A. MERCANTE,
Rafaela S. ANDRE, Luiz H.C. MATTOSO a Daniel.S. CORREA. Urea
impedimetric biosensing using electrospun nanofibers modified with zinc
oxide nanoparticles. Applied Surface Science [online]. 2018, 443, 18-23 [cit.
2023-03-28]. Dostupné z: doi:10.1016/j.apsusc.2018.02.168

KAPER, James B., James P. NATARO a Harry L. T. MOBLEY. Pathogenic
Escherichia coli [online]. 2004, 123-140 [cit. 2022-11-05]. Dostupné z:
do0i:10.1038/nrmicro818

ALLOCATI, Nerino, Michele MASULLI, Mikhail F. F. ALEXEYEV a
Carmine DI ILIO. Escherichia coli in Europe: An Overview. International
Journal of Environmental Research and Public Health [online]. 2013, 25
November 2013, 2013(10), 6236-6254 [cit. 2022-11-05]. ISSN ISSN 1660-4601.
Dostupné z: doi:10.3390/ijerph10126235

JANG, ]., H.-G. HUR, M.J. SADOWSKY, M.N. BYAPPANAHALLI T. T.
YAN a S. ISHII. Environmental Escherichia coli: ecology and public health

implications—a review. Journal of Applied Microbiology [online]. 2017,

55



29.

30.

31

32.

2017,123(3), 570-581 [cit. 2022-11-07]. ISSN 1364-5072. Dostupné z:
doi:10.1111/jam.13468

PATEL, Amit, Nicola CUMMINGS, Miranda BATCHELOR, Phillip J. HILL,
Thierry DUBOIS, Kenneth H. MELLITS, Gad FRANKEL a Ian
CONNERTON. Host protein interactions with enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC): 14-3-3t binds Tir and has a role in EPEC-induced
actin polymerization. Cellular microbiology [online]. 2006, 8(1), 55-71 [cit.
2022-11-07]. ISSN 1462-5814. Dostupné z: doi:10.1111/j.1462-5822.2005.00600.x

NANDRE, Rahul M., Qiangde DUAN, Yin WANG a Weiping ZHANG.
Passive antibodies derived from intramuscularly immunized toxoid fusion
3xSTaN125-dmLT protect against STa+ enterotoxigenic Escherichia coli
(ETEC) diarrhea in a pig model. Vaccine[online]. 2017, 35(4), 552-556 [cit.
2022-11-07]. Dostupné z: doi:10.1016/j.vaccine.2016.12.021

S]OLING, Asa, Firdausi FIRDAUSI, Matilda NICKLASSON, Yasmin Ara
BEGUM, Gudrun WIKLUND a Ann-Mari SVENNERHOLM. In vivo
expression of the heat stable (estA) and heat labile (eltB) toxin genes of
enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC). Microbes and Infection [online].
2006, 8(12-13), 2797-2802 [cit. 2022-11-07]. Dostupné Z:
doi:10.1016/j.micinf.2006.08.011

MCKENZIE, Robin, A. Louis BOURGEOQIS, Sarah A. FRECH, David C.
FLYER, Arlene BLOOM, Kazem KAZEMPOUR a Gregory M. GLENN.
Transcutaneous immunization with the heat-labile toxin (LT) of
enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC): Protective efficacy in a double-
blind, placebo-controlled challenge study. Vaccine [online]. 2007, 25(18),

3684-3691 [cit. 2022-11-07]. Dostupné z: doi:10.1016/j.vaccine.2007.01.043
56



33.

34.

35.

36.

37.

ESCHER, M., G. SCAVIA, S. MORABITO, et al. A severe foodborne
outbreak of diarrhoea linked to a canteen in Italy caused by enteroinvasive
Escherichia coli, an uncommon agent. Epidemiology & Infection [online].
2014, 142(12), 2559 - 2566  [cit.  2022-11-07]. Dostupné  z:
doi:10.1017/50950268814000181

KOUPAEI, Maryam, Horieh SADERI, Seyed Mahmoud Amin MARASH],
Hadis FATHIZADEH a Parviz OWLIA. Evaluation of the effect of
Saccharomyces cerevisiae on the expression of enterotoxin genes in
Escherichia coli O157: H7 (EHEC) and Escherichia coli H10407
(ETEC). Microbial Pathogenesis [online]. 2022,164, 1-5 [cit. 2022-11-07].
Dostupné z: doi:10.1016/j.micpath.2022.105450

EBRAHIMI, Mir-Morteza Sadat, Nina DOHM, Mareike MULLER, Bernd
JANSEN a Holger SCHONHERR. Self-reporting hydrogels rapidly
differentiate among enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) and non-
virulent Escherichia coli (K12). European Polymer Journal [online]. 2016, 81,
257-265 [cit. 2022-11-07]. Dostupné z: doi:10.1016/j.eurpolym;.2016.06.010

VECELLIO, L. The mesh nebuliser: a recent technical innovation for
aerosol delivery. Breathe [online]. 2002, 2(3), 253-260 [cit. 2023-05-07].
Dostupné z: doi:10.1183/18106838.0203.252

WANG, Jingyun, Brian YIU, Jaclyn OBERMEYER, Carlos D. M. FILIPE,
John D. BRENNAN a Robert PELTON. Effects of Temperature and Relative
Humidity on the Stability of Paper-Immobilized
Antibodies. Biomacromolecules [online]. 2012, 13(2), 559-564 [cit. 2023-05-
07]. Dostupné z: doi:10.1021/bm2017405

57



38.

39.

40.

41.

VAN OSS, CJ., RJ. GOOD a M.K. CHAUDHURY. Nature of the antigen-
antibody interaction: Primary and secondary bonds: Optimal conditions
for association and dissociation. Journal of Chromatography B: Biomedical
Sciences and Applications[online]. 1986, 376(11), 111-119 [cit. 2023-05-07].
Dostupné z: doi:10.1016/S0378-4347(00)80828-2

JANEWAY JR., Charles A., Paul TRAVERS, Mark WALPORT a Mark ]J.
SHLOMCHIK. Immunobiology: The Immune System in Health and Disease. 5th
edition. [online]. 2001. New York: Garland Publishing, 2001 [cit. 2023-05-07].
ISBN 0 8153 3642 X. Dostupné zZ:
https://livresbioapp.files.wordpress.com/2015/07/janeway-c-travers-p-

walport-m-shlomchik-m-immunobiology-2001.pdf

HOLFORD, Timothy R.J., Frank DAVIS a Séamus P.J. HIGSON. Recent
trends in antibody based sensors. Biosensors and Bioelectronics [online].

2012, 34(1), 12-24 [cit. 2023-05-07]. Dostupné z: doi:10.1016/j.bios.2011.10.023

BORREBAECK, Carl A.K. Antibodies in diagnostics — from immunoassays

to protein chips. Immunology Today [online]. 2000, 21(8), 379-382 [cit. 2023-
05-07]. Dostupné z: doi:10.1016/S0167-5699(00)01683-2

58



10 ZOZNAM POUZITYCH OBRAZKOV

Obrazok 1 - Schéma systému elektrostatického zvladknovania [6].................... 13
Obrazok 2 — Schéma biosenzora [vlastna tvorba] .......cccceeceeverieneeieniieneeieeee 15
Obrazok 3 — Teplé médium naliate v Petriho miskach [vlastna tvorba]......... 23

Obrazok 4 - E. coli po 20 hodinovej kultivacii v inkubatore [vlastna tvorba] 24

Obrazok 5 — Spektrofotometer UV-3600, Shimanzu (Japonsko) [vlastna tvorba]

Obrazok 6 — Funkcionalizované nanovldkna v destilovnej vode (vlavo)
a nenavlhcéené funkcionalizované nanovldkna (vpravo) [vlastna tvorba]........... 25
Obrazok 7 — Nanovlakenny terc¢ik uchyteny na drZiaku [vlastna tvorba]...... 27

Obrazok 8 — Nanovlakenné terciky na Petriho miske po 21 hodinovej inkubacii

[VIQStNA tVOTDA] .eeeeieeiieieieeee e e 27
Obrazok 9 — Stistava na filtraciu vzduchu [vlastna tvorba]......cccecevveieennnnen. 28
Obrazok 10 — Schéma sustavy na filtraciu vzduchu [10].......ccccccvviiiiiinnnnnne 29

Obrazok 11 — Fotka nemodifikovaného nanovlakna pri zvac¢Seni 1000x (vlavo)
a pri zvacéseni 3000x (vpravo) [vlastna tvorba].........cccveiviiiiiniiiiiniiiiine, 30
Obrazok 12 — Fotka funkcionalizovaného nanovldkna pri zvacSeni 1000x
(vlavo) a pri zvacéseni 3000x (vpravo) [vlastna tvorba]........ccccccvviiiiiiinininnnne. 30
Obrazok 13 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B
(PAN + protilatka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky) ........cccccccvvviniiinnnne. 32
Obrazok 14 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B
(PAN + protilatka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky) ........ccccccevviniiinnnne. 34
Obrazok 15 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B
(PAN + protilatka + nebulizér) ku A (PAN bez protilatky) ........cccccccvriniiinnnne. 36
Obrazok 16 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B
(PAN + protilatka + nebulizér) ku C (PAN + protilatka + sucho) ..........ccccc.c..e. 39
Obrazok 17 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B

(PAN + protilatka + nebulizér) ku C (PAN + protilatka + sucho) ... 41



Obrazok 18 — Graf pre porovnanie vysledkov pomeru jednotlivych vzoriek B

(PAN + protilatka + nebulizér) ku C (PAN + protilatka + sucho) .........cccueueee 43

60



11 ZOZNAM POUZITYCH TABULIEK

Tabulka 1 — Vysledky optickej hustoty nanovldkennych tercikov po 21
hodinovej inkubdcii, A — PAN bez protilatky, B — PAN + protilatka + nebulizér 31
Tabulka 2 — Vyhodnotenie vysledkov z prvého merania ... 32
Tabulka 3 - Vysledky optickej hustoty nanovldkennych tercikov bez
inkubacie, A — PAN bez protilatky, B — PAN + protilatka + nebulizér................. 33
Tabulka 4 — Vyhodnotenie vysledkov z druhého merania..........ccccccvnnenene. 33
Tabulka 5 - Vysledky optickej hustoty nanovldkennych tercikov bez
inkubacie, A — PAN bez protilatky, B - PAN + protilatka + nebulizér................. 35
Tabulka 6 — Vyhodnotenie vysledkov z tretieho merania ...........cccccccennenene. 35
Tabulka 7 — Vysledky optickej hustoty nanovlakennych tercikov po 21
hodinovej inkubacii, B — PAN + protilatka + nebulizér, C — PAN + protilatka +

Tabulka 8 — Vysledky optickej hustoty nanovlakennych tercikov po 21
hodinovej inkubacii, B — PAN + protilatka + nebulizér, C' - PAN + protilatka +

Tabulka 9 — Vyhodnotenie vysledkov z prvého merania .........ccccccccueueuennenee 38
Tabulka 10 - Vysledky optickej hustoty nanovldkennych ter¢ikov bez
inkubacie, B — PAN + protilatka + nebulizér, C — PAN + protilatka + sucho....... 40
Tabulka 11 — Vyhodnotenie vysledkov z druhého merania............ccccccueeeee. 40
Tabulka 12 — Vysledky optickej hustoty nanovlakennych tercikov bez
inkubacie, A — PAN bez protilatky, B — PAN + protilatka + nebulizér................. 42

Tabulka 13 — Vyhodnotenie vysledkov z tretieho merania............cccccccvunenene. 42

61



