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Úvod 

 
Patogenní  mikroorganismy  rodu  Cronobacter 

(kronobakter) představují velké zdravotní riziko, zvláště 
pro kojence a seniory. Mikrobiologický přehled této pro-
blematiky přehledně zpracovaly Demnerová a Pazlarová1. 

Vzhledem k nebezpečnosti kronobakterů je nezbytné 
mít k dispozici vhodné metody jejich detekce2. Vedle kla-
sických kultivačních technik24 se postupně prosazují rych-
lé  metody založené na biochemických a  molekulárně-
biologických principech57. 

Biochemické detekční  postupy využívají  nejčastěji 
enzymové  metody  založené  na  použití  chromogenních 
a fluorescenčních substrátů. Mezi chromogenní substráty 
patří např. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-glukopyrano-
sid8 a představitelem fluorescenčních substrátů jsou např. 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-glukopyranosid911 nebo me-
thylumbelliferyl--D-glukosid12. Enzymové metody využí-
vající uvedené substráty byly ověřeny v rozsáhlé studii13. 
Hledání nových možností v této oblasti pokračuje14. 

Molekulárně biologických principů využívají modifi-
kované metody polymerázové řetězové reakce1517, které 
se poslední dobou uplatňují stále častěji. Významnou roli 
hraje pulsní gelová elektroforéza (PFGE, pulsed field gel 
electrophoresis), která umožňuje analýzu velkého množ-
ství  DNA fragmentů  z  celého bakteriálního  genomu. 
PFGE analýza je poněkud zdlouhavá, trvá 23 dny, ale je 
považována za vysoký standard v subtypizaci bakterií1822. 

Avšak ani použitím rychlých metod se nevyhneme 
kultivačnímu kroku, který musí umožnit pomnožení třeba 
jediné  buňky  mikroorganismu v  analyzovaném vzorku 
o několik řádů23,24. 

Cílem této práce bylo pokusit se vypracovat rychlé 
a specifické detekční postupy založené na imunochemic-
kém principu. Imunochemické testy jsou velmi oblíbené. 
Jedná se o poměrně jednoduché postupy detekce, které 
nevyžadují téměř žádné zkušenosti pracovníka. Elegant-

ním a jednoduchým příkladem je použití techniky tzv. 
dipstiku, plastové tyčinky, na jejímž povrchu je imobilizo-
vána protilátka25. Výhodou imunometod je rychlost detek-
ce a nízká cena analýzy. Vyvinuli jsme metody enzymové 
imunoanalýzy a imunochromatografické detekce krono-
bakterů. 

 
 

Experimentální část  
 
Materiál 

 
Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  USA  dodala  citrát-

fosfátový pufr,  dimethylsulfoxid,  denaturovaný ethanol, 
hovězí  sérový  albumin  a  3,3’,5,5’-tetramethylbenzidin. 
Lachema Brno, ČR poskytla ostatní běžné chemikálie, 
Penta Chrudim chlorid draselný, chlorid sodný a peroxid 
vodíku, Fluka Chemie AG, Švýcarsko dodala Triton Tx-
100 a Tween-20, Oxoid, ČR poskytl Trypton soya broth. 

Nanočástice uhlíku26, Spezial Schwartz 4, o velikosti 
40 nm dodala Degussa AG, SRN.  

Králičí polyklonální protilátky (AbCS) proti mrtvým 
buňkám  Cronobacter  sakazakii  Cb03  (ATCC  29544) 
a prasečí polyklonální protilátky proti králičím značené 
peroxidasou (SwAR-Px) připravila fa Sevapharma a.s., 
ČR. Neznačené prasečí polyklonální protilátky proti králi-
čím dodala fa Nordic Immunology, Nizozemí. 

Mikrotitrační destičky  MaxiSorp (Nunc-ImmunoTM 
Plates) dodal Nunc, Thermo Fisher Scientific, Inc., Dánsko. 

Souprava pro značení protilátek peroxidasou EZ-LinkTM 
Plus Activated Peroxidase Kit (Pierce). 

 
Metody 
 
Příprava vzorků 

Pro experimenty byly použity sbírkové bakteriální 
kmeny rodu Cronobacter, jejichž identita byla ověřena 
klasickými mikrobiologickými metodami detekce krono-
bakterů27. Bakterie byly kultivovány 18 h při teplotě 37 °C 
v kultivačním médiu Trypton soya broth. Získaná bakteri-
ální suspenze byla těsně před jednotlivými experimenty 
ředěna v poměru 1:1 příslušným pufrem. 

 
Enzymová imunoanalýza 

 
Příprava konjugátu protilátky s peroxidasou 

Konjugát (AbCS-HRP) protilátky AbCS s peroxida-
sou (HRP) byl připraven pomocí komerční soupravy 
EZ-LinkTM Plus Activated Peroxidase Kit. Protilátka Ab-
CS (1 mg) reagovala s aktivovanou peroxidasou (1 mg 
HRP, která je dodána s komerční soupravou) v prostředí 
0,2M karbonát-bikarbonátového pufru pH 9,4. Po hodino-
vé inkubaci při laboratorní teplotě bylo přidáno 10 l re-
dukčního roztoku 5M NaCNBH3 pro stabilizaci kovalentní 
vazby. Po 15 min inkubaci při laboratorní teplotě byla 
nezreagovaná peroxidasa inhibována 20 l 3M ethanol-
aminu (pH 9,0). Připravený konjugát (AbCS-HRP) byl 
uskladněn v lednici při teplotě 4 °C. 
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Postup ELISA 
Do jamek mikrotitrační destičky bylo imobilizováno 

po 100 l specifické protilátky AbCS o různé koncentraci 
(0, 1, 2, 4, 6, 8 g ml1). K ředění byl použit 0,05M karbo-
nát-bikarbonátový pufr, pH 9,6. Imobilizace probíhala přes 
noc při teplotě 4 °C v lednici. Nenavázaná protilátka byla 
vymyta pomocí automatické promývačky 4krát 300 l 
0,01M roztoku PBS, pH 7,4 obsahujícím 0,05 % Tween 
(PBST).  Následně  byla do jamek aplikována suspenze 
buněk (100 l/jamku) ředěná v poměru 1:1 v 0,01M PBST 
s 2% přídavkem želatiny. Inkubace, při které docházelo 
k interakci mezi vzorkem a imobilizovanými protilátkami, 
probíhala při 37 °C, po dobu 1,5 h. Nezreagované imuno-
reaktanty byly vymyty 4krát 300 l 0,01M PBST. Poté byl 
aplikován konjugát (100 l/jamku) specifické protilátky 
s peroxidasou (AbCS-HRP) ředěný (200, 400, 600 
a 1200) v 0,01M roztoku PBST s 2% přídavkem sušeného 
mléka. Reakce probíhala 2 h při 37 °C a nenavázaný kon-
jugát byl vymyt 5krát 300 l 0,01M PBST. Poté bylo při-
dáno do každé jamky 100 l  substrátu 3,3’,5,5’-tetra-
methylbenzidinu (TMB, 0,1 mg) a enzymová reakce probí-
hala 10 min při laboratorní teplotě. K zastavení reakce 
bylo použito 50 l 2M kyseliny sírové. Absorbance vznik-
lého žlutého zbarvení byla měřena při 450 nm. 

  
Vyhodnocení metody ELISA 

Průměrné hodnoty naměřených absorbancí byly vyne-
seny do grafu proti dekadickému logaritmu počtu buněk na 
1 ml (KTJ ml1). Těmito body byla proložena sigmoidní 
křivka, kterou lze popsat čtyřparametrovou funkcí: 

A = C+(DC)/(1+e2(+·x))  
kde A je absorbance při 450 nm, C spodní asymptota křiv-
ky, D horní asymptota křivky,  posun lineární části křiv-
ky v systému souřadnic,  směrnice lineární části křivky, x 
dekadický logaritmus KTJ ml1. 

Parametry  této  regresní  funkce byly  vypočítávány 
pomocí aplikace Řešitel v programu Excel. 

 
Imunochromatografická detekce kronobakterů 
 
Příprava nitrocelulosové membrány 

Nitrocelulózová  membrána  (AE  100,  Whatman) 
o rozměrech 10,5  5 cm byla vyztužena podložkou vyro-
benou z polyesteru (ARcare® 7823, Adhesives Research, 
Irská republika).  Pomocí  přístroje  Linomat  5  (Camag, 
Švýcarsko) byly na membránu aplikovány imunoreaktanty 
v  úzkých  linkách  v  přesně  určených  vzdálenostech 
od  počátku membrány. Ve vzdálenosti 2,7 cm od začátku 
membrány byla na testovací linii imobilizována protilátka 
AbCS (1 ng l1). Ve vzdálenosti 3 cm od  okraje bylo na 
kontrolní linii imobilizováno 0,5 ng l1 prasečí proti krá-
ličí protilátky (SwAR). Pro imobilizaci byly všechny imu-
noreagencie ředěny v 5mM borátovém pufru. Následovala 
inkubace přes noc při 37 °C. Membrána byla nastříhána na 
proužky (šířka 5 mm) a  uchovávána v suchu a temnu při 
laboratorní teplotě. 

  

Příprava konjugátu protilátka-uhlíkové nanočástice 
Protilátka AbCS byla rozpuštěna v 5mM borátovém 

pufru, pH 8,6. AbCS (350 g) bylo po malých dávkách 
a za stálého míchání smícháno s 1 ml 0,2% suspenze ko-
loidních nanočástic uhlíku (o rozměrech 40 nm), která byla 
před použitím 15 min homogenizována ultrazvukem. Rea-
gencie byly inkubovány přes noc za stálého míchání při 4 °C. 
Takto  připravený  konjugát  byl  třikrát  promyt 
v  promývacím pufru  (5mM borátový  pufr,  1% BSA, 
0,02% NaN3, pH 8,6). Během každého promytí byl konju-
gát nejprve 10 s homogenizován. Následovala centrifugace 
při 13 500 g, při 10 °C po dobu 15 min. Získaný superna-
tant byl rozmíchán v 1 ml promývacího pufru. Na závěr 
byl konjugát resuspendován ve skladovacím pufru (0,1M 
borátový pufr, 1% (w/v) BSA, 0,02% (v/v)NaN3, pH 8,6). 
Připravený konjugát uhlíku s AbCS (AbCS-C) byl uchová-
ván v tmavé nádobě při 4 °C. 

 
Sestavení testu 

50 l reakčního pufru (0,2M borátový pufr, 1% (w/v) 
sušené mléko, 0,04% (v/v) NaN3, pH 8,6), 50 l buněčné 
kultury a 3 l konjugátu uhlíkatých částic s protilátkou 
AbCS bylo smícháno a aplikováno na spodní okraj mem-
brány. Membrány byly pouze přilepeny ke stojánku a vzlí-
nání bylo urychlováno pomocí filtračního papíru28.  Do 
15 min byl odečten výsledek. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
K  sestavení  nových  imunochemických  metod  byl 

používán kmen Cronobacter sakazakii (Cb44) a nikoliv 
kmen,  kterým bylo  imunizováno.  K ověření  interakce 
s jinými bakteriemi byl používán zástupce rodu Entero-
bacter kmen Enterobacter cloacae (Eb 22). 

 
Enzymová imunoanalýza  

 
Ačkoliv enzymová imunoanalýza je rozšířenou meto-

dou detekce patogenních mikroorganismů, je zajímavé, že 
až dosud byla pro kronobaktery popsána pouze ve formátu 
nepřímé kompetitivní detekce29. V naší práci se nám nejví-
ce osvědčil formát nekompetitivní enzymové imunoanalý-
zy (ELISA) (cit.30). 

Nejprve byly stanoveny optimální podmínky pro me-
todu ELISA. Bylo třeba zjistit optimální koncentraci imo-
bilizované  protilátky,  koncentraci  konjugátu,  inkubační 
doby, teploty a složení pufrů potřebných k ředění buněk 
a konjugátu. 

Na mikrotitrační destičku byla imobilizována protilát-
ka AbCS. Byly testovány různé kombinace koncentrací 
této protilátky (0–8 g ml1) a různého ředění konjugátu 
AbCS-HRP (200, 400, 600, a 1200). Byla měřena 
absorbance  vzniklého  žlutého  produktu  při  450  nm. 
Z naměřených hodnot absorbance byly určeny optimální 
koncentrace potahu protilátky a konjugátu pro další měře-
ní. K ředění buněk kronobakterů byly použity pufry 0,01M 
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PBST a 0,01M PBS s 0,1% Tritonem s různými přídavky 
želatiny, sušeného mléka a hovězího sérového albuminu 
(2%, 1% a 0,5%). Jako nejvhodnější se ukázal pufr 0,01M 
PBST s 1% přídavkem želatiny. 

Při výběru vhodného složení pufru pro interakci kon-
jugátu byly testovány stejné pufry jako pro ředění buněk. 
Byl vybrán 0,01M PBST s 1% přídavkem želatiny, protože 

v  porovnání  s  přídavky  hovězího  sérového  albuminu 
a sušeného mléka byla změřena vyšší výsledná absorban-
ce.  Výrazně  se  zlepšila  absorbance  kmene  Cb44 
(Cronobacter sakazakii) a snížila interakce s enterobaktery 
(Eb 22, Enterobacter cloacae). Se vzrůstající dobou inku-
bace (30 min, 60 min, 90 min a 120 min) byl pozorován 
mírný nárůst absorbance. Pro další experimenty byla zvo-
lena délka inkubace 2 h. 

Teplota měla výrazný vliv na inkubaci buněk. Byly 
testovány teploty 37 °C, 30 °C a laboratorní teplota. Při 
teplotě 37 °C byla naměřena nejvyšší absorbance, a proto 
byla tato teplota používána v dalších experimentech. Ob-
dobně byla teplota 37 °C zvolena jako optimální pro inku-
baci konjugátu AbCS-HRP. 

V tab. I jsou shrnuty optimální koncentrace reaktantů 
používané pro detekci kronobakterů. Pro testování specifi-
ty protilátky byly připraveny z naměřených dat pro jednot-
livé kmeny kronobakterů a enterobakterů kalibrační křiv-
ky. Jako příklad jsou uvedeny na obr. 1. tyto závislosti pro 
Cronobacter sakazakii (Cb44), Cronobacter malonaticus 
(Cb02) a Enterobacter aerogenes (Eb21). Protilátka AbCS 
nejlépe interagovala s kmeny kronobakterů,  proti nimž 
byla  připravena  (Cronobacter  sakazakii  ATCC 29544, 
Cb03).  Ostatní  druhy  kronobakterů  interagovaly 
s protilátkou rovněž velmi dobře. Kmeny enterobakterů 
interagovaly významně méně než kronobaktery a jsou tedy 
od kronobakterů odlišitelné (viz tab. II). 

 
Imunochromatografická detekce 

  
Pro imunochromatografickou detekci (ID) byl vybrán 

přímý nekompetitivní formát. Byly použity králičí protilát-
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Obr. 1. Závislost absorbance na koncentraci mikroorganismů 
(kolonie  tvořících  jednotek,  KTJ),    Cronobacter  sakazakii 
(Cb44),  Cronobacter malonaticus (Cb02),  Enterobacter 
aerogenes (Eb21) 

Tabulka I 
Vybrané (optimální) podmínky pro enzymovou imunoanalýzu (ELISA)  

a II. inkubace – interakce bakteriálních buněk s imobilizovanou protilátkou, b III. inkubace – interakce konjugátu protilátky 
s křenovou peroxidasou s bakteriálními buňkami 

Parametr Vybrané podmínky 

Typ mikrotitrační destičky MaxiSorp Nunc-ImmunoTM Plates (Thermo Fisher Scientific, 
Inc., Dánsko) 

Koncentrace imobilizovaných protilátek 2 g ml1 

Ředění konjugáty 400 

    

Složení pufrů pro ředění buněk pro ředění konjugátu protilátky s HRP 

  0,01M PBS 
0,05%Tw 
1% želatina 

0,01M PBS 
0,05%Tw 
0,5% želatina 

    

Podmínky inkubace II. inkubace a III. inkubace b 

Teplota inkubace 37 °C 37 °C 

Doba inkubace 1,5 h 2 h 

          5,5          6,5                     7,5                    8,5                       
                                                                     log (ktj.ml1) 
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ky připravené proti Cronobacter sakazakii (AbCS) a kon-
jugáty  uhlíkových  částic  se  specifickými  protilátkami 
(AbCS-C). Vzorek kronobakterů byl aplikován na nitroce-
lulosovou membránu s imobilizovanými protilátkami Ab-
CS (testovací linie). Spolu se vzorkem se na membránu 
dostává konjugát specifických protilátek s koloidními uhlí-
katými částicemi (AbCS-C). Na kontrolní linii je nanesena 
prasečí  protilátka  připravená  proti  králičí  protilátce 
(SwAR).  Během  vzlínání  vzorku  membránou  dochází 
k interakci buněk kronobakterů s protilátkou konjugova-
nou  k  uhlíkové  částici.  Při  průchodu  přes  zónu 
s imobilizovanou protilátkou je celý imunokomplex zachy-
cen a dochází ke vzniku „sendviče“. Přebytečný konjugát 
AbCS-C postupuje dále membránou až ke kontrolní linii. 
Uhlíkové částice umožní vizualizaci výsledku testu. Při 

Tabulka II 
Průměrné hodnoty maximálních absorbancí dosažené me-
todou ELISA pro různé mikroorganismy 

Analyzovaná bakterie a Absorbance 

Cronobacter sakazakii, n = 6 2,89 ± 0,24 

Ostatní druhy Cronobacter, n = 9 2,62 ± 0,38 

Enterobacteriacae, n = 10 0,62 ± 0,14 

a n  počet testovaných kmenů  

Tabulka III 
Výsledky vypracovaných metod enzymové imunoanalýzy (ELISA) a imunochromatografické detekce (ID) při testovaní 
sbírkových kmenů (n = 6) c 

  Sbírkový kmen ELISA a ID b 

CB 02 Cronobacter malonaticus + + 

CB 03 Cronobacter sakazakii + + 

CB 21 Cronobacter sakazakii +  

CB 22 Cronobacter sakazakii + + 

CB 31 Cronobacter sakazakii + +/ 

CB 39 Cronobacter sakazakii + + 

CB 44 Cronobacter sakazakii + + 

CB 49 Cronobacter malonaticus +  

CB 53 Cronobacter turicensis + +/ 

CB 54 Cronobacter muytjensii + +/ 

CB 55 Cronobacter muytjensii + + 

CB 56 Cronobacter dublinensis +  

CB 57 Cronobacter dublinensis + + 

CB 58 Cronobacter dublinensis + +/ 

CB 59 Cronobacter genomospecies 1 + + 

EB 20 Enterobacter cloacae   

EB 21 Enterobacter aerogenes   

EB 22 Enterobacter cloacae  /+ 

EB 23 Enterobacter gergoviae  /+ 

EB 24 Enterobacter cowanii   

EB 26 Enterobacter cancerogenus  /+ 

EB 32 Enterobacter helveticus   

EB 36 Enterobacter hormaecheii   

EB 38 Enterobacter pulveris  /+ 

EB 45 Enterobacter turicensis   

a ELISA: + absorbance > 1,5;   absorbance < 0,8;  b ID: + silná linka v testovací zoně;   +/ slabá linka v testovací zoně;   
žádná linka v testovací zoně. c n  počet testovaných vzorků 
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aplikaci pozitivního vzorku (vzorek obsahující buňky kro-
nobakterů) dojde ke vzniku dvou černých linek – testovací 
i kontrolní linie, pokud byl vzorek negativní, zbarví se pouze 
kontrolní linie (obr. 2). Pokud nedojde ke vzniku žádné ba-
revné linky, svědčí to o nesprávném provedení detekce. 

 
Výběr vhodných podmínek detekce 

 
Byly testovány různé podmínky pro sestavení a pro-

vedení testu. V první řadě byl hledán vhodný typ membrá-
ny a vyztužovací podložky. Pro aplikace se nejlépe osvěd-
čila nitrocelulosová membrána firmy Whatman, typ AE 
100 (velikost pórů 10 m). Optimální tlak pro nástřik imu-
noreagencií na membránu byl 400 kPa a nejvhodnější 
vzdálenost linií imobilizovaných imunoreagencií byla 2,7 
(testovací linie) a 3 cm od počátku membrány (kontrolní 
linie). 

Bylo optimalizováno složení  reakčního pufru.  Byl 
sledován vliv pH pufru, byly testovány přídavky různých 
látek,  např.  ethanol,  glukosa,  sušené mléko,  methanol, 
sacharosa, Triton Tx-100, Tween 20, BSA, PEG a želatina. 
Byly sledovány i různě velké přídavky jednotlivých čini-
del; jako nejvhodnější byl pro další experimenty vybrán 
0,2M borátový pufr s 1% přídavkem sušeného mléka. Toto 
složení  dobře snižovalo nespecifické interakce,  i  když 
rychlost vzlínání reagencií membránou byla nižší. 

Na připravené membrány byly aplikovány všechny 
testované kmeny, viz tab. III. Metodou ID bylo určeno 
z 15 vzorků kronobakterů pouze 8 jednoznačně pozitivně, 
ve čtyřech případech byla odezva slabě pozitivní a ve třech 
případech byl výsledek negativní. Z 10 vzorků enterobak-
terů 4 poskytovaly slabě pozitivní výsledek. Je zřejmé, že 
kvalita/avidita použité protilátky není pro tento formát 
postačující. 

 
Imunodetekce vybraných sbírkových kmenů 

  
Vyvinuté metody detekce kronobakterů, založené na 

použití protilátky AbCS byly ověřovány na vzorcích ostat-

ních kronobakterů a enterobakterů (tab. III). Z výsledků 
uvedených v tab. III je zřejmé, že všechny testované vzor-
ky  byly  správně  určeny  metodou  ELISA.  Metoda  ID 
v některých případech nebyla schopna spolehlivě určit ani 
kronobaktery,  ani  enterobaktery.  Je  to  pravděpodobně 
způsobeno nedostatečnou specifitou protilátky, která se 
neprojeví  při  odlišném  uspořádání  reakčního  formátu 
v technice ELISA. 

 
 

Závěr 
 
Byly vypracovány dvě rychlé metody detekce krono-

bakterů, techniky ELISA a ID. Obě metody využívají po-
lyklonální protilátky AbCS. Jako vhodnější formát se uká-
zala metoda ELISA, která umožňuje dobré odlišení krono-
bakterů od enterobakterů. Metoda ID je jednodušší a řádo-
vě rychlejší než ELISA. S použitou protilátkou však po-
skytovala u některých kmenů kronobakterů falešně nega-
tivní a u enterobakterů falešně pozitivní výsledky. 
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P. Rauch (Department of Biochemistry and Microbiology, 
Institute  of  Chemical  Technology,  Prague):  Immuno-
chemical Detections of Genus Cronobacter 

 
Both  immunochemical  methods,  sandwich  ELISA 

and immunochromatographic detection, for detection of 
genus Cronobacter, have been developed. Rabbit poly-
clonal antibodies against dead cells of Cronobacter saka-
zakii Cb03 (ATCC 29544) were used. In tests of bacteria 
cultures  from microbial  collection,  the  ELISA  distin-
guished between all assessed Cronobacter and Enterobac-
ter strains. The immunochromatographic technique pro-
vided false negative results for 20 % of Cronobacter 
strains, and 40 % false positive results for Enterobacter 
strains. 


