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Uvod

Patogenni  mikroorganismy rodu  Cronobacter
(kronobakter) pfedstavuji velké zdravotni riziko, zvlaste
pro kojence a seniory. Mikrobiologicky ptehled této pro-
blematiky piehledné zpracovaly Demnerové a Pazlarova'.

Vzhledem k nebezpecnosti kronobakterti je nezbytné
mit k dispozici vhodné metody jejich detekce”. Vedle kla-
sickych kultivaénich technik*™ se postupné prosazuji rych-
1¢ metody zaloZené na biochemickych a molekuldrné-
biologickych principech®™.

Biochemické detek¢ni postupy vyuzivaji nejcastéji
enzymové metody zalozené na pouziti chromogennich
a fluorescencnich substratl. Mezi chromogenni substraty
patfi napf. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a.-D-glukopyrano-
sid® a piedstavitelem fluorescen¢nich substratil jsou napf.
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glukopyranosid’ ™' nebo me-
thylumbelliferyl-a-D-glukosid'2. Enzymové metody vyuZi-
vajici uvedené substraty byly ovéfeny v rozsdhlé studii'.
Hledani novych moznosti v této oblasti pokracuje'*.

Molekularné biologickych principt vyuzivaji modifi-
kované metody polymerazové fetézové reakce'> ', které
se posledni dobou uplatiiuji stale Castéji. Vyznamnou roli
hraje pulsni gelové elektroforéza (PFGE, pulsed field gel
electrophoresis), ktera umoziuje analyzu velkého mnoz-
stvi DNA fragmentll z celého bakteridlniho genomu.
PFGE analyza je ponékud zdlouhava, trva 2-3 dny, ale je
povazovéna za vysoky standard v subtypizaci bakterii'® %

Avsak ani pouzitim rychlych metod se nevyhneme
kultiva¢nimu kroku, ktery musi umoznit pomnoZzeni tieba
jediné bunky mikroorganismu v analyzovaném vzorku
o n&kolik rade™>*,

Cilem této prace bylo pokusit se vypracovat rychlé
a specifické detekeni postupy zalozené na imunochemic-
kém principu. Imunochemické testy jsou velmi oblibené.
Jedna se o pomérné jednoduché postupy detekce, které
nevyzaduji témét zadné zkuSenosti pracovnika. Elegant-
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nim a jednoduchym piikladem je pouziti techniky tzv.
dipstiku, plastové ty¢inky, na jejimz povrchu je imobilizo-
véna protilatka®. Vyhodou imunometod je rychlost detek-
ce a nizka cena analyzy. Vyvinuli jsme metody enzymové
imunoanalyzy a imunochromatografické detekce krono-
bakterd.

Experimentalni ¢ast
Material

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA dodala citrat-
fosfatovy pufr, dimethylsulfoxid, denaturovany ethanol,
hovézi sérovy albumin a 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidin.
Lachema Brno, CR poskytla ostatni b&Zné chemikélie,
Penta Chrudim chlorid draselny, chlorid sodny a peroxid
vodiku, Fluka Chemie AG, gV}'/carsko dodala Triton Tx-
100 a Tween-20, Oxoid, CR poskytl Trypton soya broth.

Nano¢astice uhliku?®, Spezial Schwartz 4, o velikosti
40 nm dodala Degussa AG, SRN.

Krali¢i polyklonalni protilatky (AbCS) proti mrtvym
bunkam Cronobacter sakazakii Cb03 (ATCC 29544)
a praseCi polyklonalni protilatky proti kralicim znacené
peroxidasou (SwAR-Px) pripravila fa Sevapharma a.s.,
CR. Neznadené praseéi polyklonalni protilatky proti krali-
¢im dodala fa Nordic Immunology, Nizozemi.

Mikrotitraéni desticky — MaxiSorp (Nunc-Immuno™
Plates) dodal Nunc, Thermo Fisher Scientific, Inc., Dansko.

Souprava pro znageni protilatek peroxidasou EZ-Link™
Plus Activated Peroxidase Kit (Pierce).

Metody

Priprava vzorkii

Pro experimenty byly pouzity sbirkové bakterialni
kmeny rodu Cronobacter, jejichz identita byla ovétena
klasickymi mikrobiologickymi metodami detekce krono-
baktera?’. Bakterie byly kultivovany 18 h pfi teplot& 37 °C
v kultivaénim médiu Trypton soya broth. Ziskané bakteri-
alni suspenze byla tésné pred jednotlivymi experimenty
fedéna v poméru 1:1 pfislusnym pufrem.

Enzymova imunoanalyza

Ptiprava konjugatu protilatky s peroxidasou

Konjugat (AbCS-HRP) protilatky AbCS s peroxida-
sou (HRP) byl pfipraven pomoci komercni soupravy
EZ-Link™ Plus Activated Peroxidase Kit. Protilatka Ab-
CS (1 mg) reagovala s aktivovanou peroxidasou (1 mg
HRP, ktera je dodana s komer¢ni soupravou) v prostiedi
0,2M karbonat-bikarbonatového pufru pH 9,4. Po hodino-
vé inkubaci pfi laboratorni teploté bylo ptidano 10 ul re-
dukéniho roztoku SM NaCNBH; pro stabilizaci kovalentni
vazby. Po 15 min inkubaci pii laboratorni teploté byla
nezreagovana peroxidasa inhibovana 20 pl 3M ethanol-
aminu (pH 9,0). Pfipraveny konjugat (AbCS-HRP) byl
uskladnén v lednici pii teploté 4 °C.
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Postup ELISA

Do jamek mikrotitracni desticky bylo imobilizovano
po 100 pl specifické protilatky AbCS o rizné koncentraci
(0, 1,2, 4, 6,8 pg ml™"). K fedéni byl pouzit 0,05M karbo-
nat-bikarbonatovy pufr, pH 9,6. Imobilizace probihala ptes
noc pii teploté 4 °C v lednici. Nenavazana protilatka byla
vymyta pomoci automatické promyvacky 4krat 300 pl
0,01M roztoku PBS, pH 7,4 obsahujicim 0,05 % Tween
(PBST). Nasledné¢ byla do jamek aplikovana suspenze
buné¢k (100 pl/jamku) fedéna v poméru 1:1 v 0,01M PBST
s 2% pridavkem zelatiny. Inkubace, pii které dochazelo
k interakci mezi vzorkem a imobilizovanymi protilatkami,
probihala pii 37 °C, po dobu 1,5 h. Nezreagované imuno-
reaktanty byly vymyty 4krat 300 pl 0,01M PBST. Poté byl
aplikovan konjugat (100 pl/jamku) specifické protilatky
s peroxidasou (AbCS-HRP) tedény (200x, 400x, 600x
a 1200x) v 0,01M roztoku PBST s 2% ptidavkem suSeného
mléka. Reakce probihala 2 h pfi 37 °C a nenavédzany kon-
jugat byl vymyt Skrat 300 ul 0,01M PBST. Poté bylo pfi-
dano do kazdé jamky 100 pl substratu 3,3°,5,5’-tetra-
methylbenzidinu (TMB, 0,1 mg) a enzymova reakce probi-
hala 10 min pfi laboratorni teploté. K zastaveni reakce
bylo pouzito 50 pl 2M kyseliny sirové. Absorbance vznik-
1ého zlutého zbarveni byla méfena pii 450 nm.

Vyhodnoceni metody ELISA

Primérné hodnoty naméfenych absorbanci byly vyne-
seny do grafu proti dekadickému logaritmu poc¢tu bunék na
1 ml (KTJ ml™"). Témito body byla proloZena sigmoidni
ktivka, kterou lze popsat Ctyiparametrovou funkeci:

A = CHD-C)/(1+e 2 Fx))
kde A je absorbance pii 450 nm, C spodni asymptota kiiv-
ky, D horni asymptota kfivky, o posun linedrni ¢asti kiiv-
ky v systému soutadnic, f smérnice linearni ¢asti kiivky, x
dekadicky logaritmus KTJ ml™".

Parametry této regresni funkce byly vypocitavany
pomoci aplikace Resitel v programu Excel.

Imunochromatograficka detekce kronobakterii

Ptiprava nitrocelulosové membrany

Nitrocelulozova membrana (AE 100, Whatman)
o rozmérech 10,5 x 5 cm byla vyztuZena podloZkou vyro-
benou z polyesteru (ARcare® 7823, Adhesives Research,
Irsk4 republika). Pomoci piistroje Linomat 5 (Camag,
Svycarsko) byly na membranu aplikovany imunoreaktanty
v uzkych linkdch v pfesné urcenych vzdalenostech
od pocatku membrany. Ve vzdalenosti 2,7 cm od zacatku
membrany byla na testovaci linii imobilizovana protilatka
ADbCS (1 ng pl™). Ve vzdalenosti 3 cm od okraje bylo na
kontrolni linii imobilizovano 0,5 ng pl™" praseéi proti kra-
li¢i protilatky (SWAR). Pro imobilizaci byly vSechny imu-
noreagencie fedény v SmM boratovém pufru. Nasledovala
inkubace ptes noc pii 37 °C. Membrana byla nastfihana na
prouzky (Sifka 5 mm) a uchovavana v suchu a temnu pfi
laboratorni teploté.
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Ptiprava konjugatu protilatka-uhlikové nanocastice

Protilatka AbCS byla rozpusténa v SmM boratovém
pufru, pH 8,6. AbCS (350 ng) bylo po malych davkach
a za stalého michani smichano s 1 ml 0,2% suspenze ko-
loidnich nanocastic uhliku (o rozmérech 40 nm), ktera byla
pted pouzitim 15 min homogenizovéna ultrazvukem. Rea-
gencie byly inkubovany pies noc za stalého michani pii 4 °C.
Takto pfipraveny konjugat byl tiikrdit promyt
v promyvacim pufru (SmM boratovy pufr, 1% BSA,
0,02% NaNs, pH 8,6). Béhem kazdého promyti byl konju-
gat nejprve 10 s homogenizovan. Nasledovala centrifugace
pti 13 500 g, pii 10 °C po dobu 15 min. Ziskany superna-
tant byl rozmichdn v 1 ml promyvaciho pufru. Na zavér
byl konjugat resuspendovan ve skladovacim pufru (0,1M
boratovy pufr, 1% (w/v) BSA, 0,02% (v/v)NaNs3, pH 8,6).
Pripraveny konjugat uhliku s AbCS (AbCS-C) byl uchova-
van v tmavé nadobé pii 4 °C.

Sestaveni testu

50 pl reakéniho pufru (0,2M boratovy puftr, 1% (w/v)
susené mléko, 0,04% (v/v) NaNs, pH 8,6), 50 ul bunécné
kultury a 3 pl konjugatu uhlikatych castic s protilatkou
ADbCS bylo smichano a aplikovdno na spodni okraj mem-
brany. Membrany byly pouze pfilepeny ke stojanku a vzli-
nani bylo urychlovano pomoci filtraéniho papiru®. Do
15 min byl odecten vysledek.

Vysledky a diskuse

K sestaveni novych imunochemickych metod byl
pouzivan kmen Cronobacter sakazakii (Cb44) a nikoliv
kmen, kterym bylo imunizovano. K ovéfeni interakce
s jinymi bakteriemi byl pouzivan zéastupce rodu Entero-
bacter kmen Enterobacter cloacae (Eb 22).

Enzymova imunoanalyza

Ackoliv enzymova imunoanalyza je rozsifenou meto-
dou detekce patogennich mikroorganismi, je zajimavé, ze
az dosud byla pro kronobaktery popsana pouze ve formatu
nepiimé kompetitivni detekce™. V nasi praci se nam nejvi-
ce osveédcil format nekompetitivni enzymové imunoanaly-
zy (ELISA) (cit.™).

Nejprve byly stanoveny optimalni podminky pro me-
todu ELISA. Bylo tfeba zjistit optiméalni koncentraci imo-
bilizované protilatky, koncentraci konjugatu, inkubacni
doby, teploty a slozeni pufri potiebnych k fedéni bunck
a konjugatu.

Na mikrotitracni desticku byla imobilizovana protilat-
ka ADbCS. Byly testovany rizné kombinace koncentraci
této protilatky (0-8 ug ml™) a rizného fedéni konjugatu
AbCS-HRP (200x, 400x, 600x, a 1200x). Byla métena
absorbance vzniklého zlutého produktu pfi 450 nm.
Z naméfenych hodnot absorbance byly urCeny optimalni
koncentrace potahu protilatky a konjugatu pro dal§i méfe-
ni. K fedéni bunek kronobakterti byly pouzity pufry 0,01M
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Obr. 1. Zavislost absorbance na koncentraci mikroorganismu
(kolonie tvoficich jednotek, KTJ), @ Cronobacter sakazakii
(Cb44), & Cronobacter malonaticus (Cb02), A Enterobacter
aerogenes (Eb21)

PBST a 0,01M PBS s 0,1% Tritonem s riznymi pridavky
zelatiny, suSeného mléka a hovéziho sérového albuminu
(2%, 1% a 0,5%). Jako nejvhodnéjsi se ukazal pufr 0,01M
PBST s 1% pridavkem Zelatiny.

Pti vybéru vhodného slozeni pufru pro interakci kon-
jugatu byly testovany stejné pufry jako pro fedéni bunék.
Byl vybran 0,01M PBST s 1% pfidavkem Zelatiny, protoze

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

v porovnani s ptidavky hovéziho sérového albuminu
a susen¢ho mléka byla zméfena vyssi vysledna absorban-
ce. Vyrazné¢ se zlepSila absorbance kmene Cb44
(Cronobacter sakazakii) a snizila interakce s enterobaktery
(Eb 22, Enterobacter cloacae). Se vzrustajici dobou inku-
bace (30 min, 60 min, 90 min a 120 min) byl pozorovan
mirny nardst absorbance. Pro dal$i experimenty byla zvo-
lena délka inkubace 2 h.

Teplota méla vyrazny vliv na inkubaci bun€k. Byly
testovany teploty 37 °C, 30 °C a laboratorni teplota. Pfi
teploté 37 °C byla namétena nejvyssi absorbance, a proto
byla tato teplota pouzivana v dalSich experimentech. Ob-
dobné byla teplota 37 °C zvolena jako optimalni pro inku-
baci konjugatu AbCS-HRP.

V tab. I jsou shrnuty optimalni koncentrace reaktanti
pouzivané pro detekci kronobakterti. Pro testovani specifi-
ty protilatky byly pfipraveny z naméfenych dat pro jednot-
livé kmeny kronobakterti a enterobakterti kalibracni kiiv-
ky. Jako ptiklad jsou uvedeny na obr. 1. tyto zavislosti pro
Cronobacter sakazakii (Cb44), Cronobacter malonaticus
(Cb02) a Enterobacter aerogenes (Eb21). Protilatka AbCS
nejlépe interagovala s kmeny kronobakterii, proti nimz
byla piipravena (Cronobacter sakazakii ATCC 29544,
Cb03). Ostatni druhy kronobakteri interagovaly
s protilatkou rovnéz velmi dobfe. Kmeny enterobakterd
interagovaly vyznamné mén¢ nez kronobaktery a jsou tedy
od kronobakterti odliSitelné (viz tab. II).

Imunochromatograficka detekce

Pro imunochromatografickou detekci (ID) byl vybran
piimy nekompetitivni format. Byly pouzity krali¢i protilat-

Vybrané (optimalni) podminky pro enzymovou imunoanalyzu (ELISA)

Parametr

Vybrané podminky

Typ mikrotitra¢ni desticky

MaxiSorp Nunc-Immuno™ Plates (Thermo Fisher Scientific,

Inc., Dansko)

Koncentrace imobilizovanych protilatek

Redéni konjugaty

Slozeni pufra

Podminky inkubace
Teplota inkubace 37°C
Doba inkubace 1,5h

pro fedéni bunék
0,01M PBS
0,05%Tw

1% zelatina

1I. inkubace *

2 ug ml™
400x

pro fedéni konjugatu protilatky s HRP
0,01M PBS

0,05%Tw

0,5% zZelatina

I1I. inkubace °
37°C
2h

“]1. inkubace — interakce bakterialnich bun&k s imobilizovanou protilatkou, °III. inkubace — interakce konjugatu protilatky

s kienovou peroxidasou s bakterialnimi bunikami
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Tabulka II
Primérné hodnoty maximalnich absorbanci dosazené me-
todou ELISA pro riizné mikroorganismy

Analyzovana bakterie * Absorbance
Cronobacter sakazakii,n =6 2,89 +0,24
Ostatni druhy Cronobacter, n =9 2,62 +0,38
Enterobacteriacae, n =10 0,62 +0,14

*n — poCet testovanych kmeni

Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

ky pfipravené proti Cronobacter sakazakii (AbCS) a kon-
jugaty uhlikovych castic se specifickymi protilatkami
(AbCS-C). Vzorek kronobakterd byl aplikovan na nitroce-
lulosovou membranu s imobilizovanymi protildtkami Ab-
CS (testovaci linie). Spolu se vzorkem se na membranu
dostava konjugat specifickych protilatek s koloidnimi uhli-
katymi ¢asticemi (AbCS-C). Na kontrolni linii je nanesena
prase¢i protilatka pfipravena proti kralici protilatce
(SwAR). Béhem vzlinani vzorku membranou dochazi
k interakci bunék kronobakterti s protilatkou konjugova-
nou k wuhlikové &astici. P prichodu pfes zoénu
s imobilizovanou protilatkou je cely imunokomplex zachy-
cen a dochdzi ke vzniku ,,sendvice®. Piebyte¢ny konjugat
AbCS-C postupuje dale membranou az ke kontrolni linii.
Uhlikové céstice umoZzni vizualizaci vysledku testu. Pfi

Vysledky vypracovanych metod enzymové imunoanalyzy (ELISA) a imunochromatografické detekce (ID) pii testovani

sbirkovych kmeni (n = 6) ¢

Sbirkovy kmen ELISA * ID®
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 - -

YELISA: + absorbance > 1,5; — absorbance < 0,8; °ID: + silna linka v testovaci zong;

— 74dna linka v testovaci zoné. n — poCet testovanych vzorkl
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+/— slaba linka v testovaci zoné;
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cma~ -

Obr. 2. Specifita vyvinuté imunochromatografické detekce
(D). 1 — Cronobacter sakazakii ATCC 29544 (Cb03), 2 —
Cronobacter malonaticus (Cb02), 3 — Cronobacter sakazakii
(Cb44), 4 — Enterobacter cloacae (Eb20), 5 — Bacillus cereus,
KL — kontrolni linie, TL — testovaci linie

aplikaci pozitivniho vzorku (vzorek obsahujici buriky kro-
nobakter(l) dojde ke vzniku dvou Cernych linek — testovaci
i kontrolni linie, pokud byl vzorek negativni, zbarvi se pouze
kontrolni linie (obr. 2). Pokud nedojde ke vzniku zadné ba-
revné linky, svéd¢i to o nespravném provedeni detekce.

Vybér vhodnych podminek detekce

Byly testovany rizné podminky pro sestaveni a pro-
vedeni testu. V prvni fad¢ byl hledan vhodny typ membra-
ny a vyztuzovaci podlozky. Pro aplikace se nejlépe osvéd-
¢ila nitrocelulosova membrana firmy Whatman, typ AE
100 (velikost pord 10 pm). Optimalni tlak pro néstfik imu-
noreagencii na membranu byl 400 kPa a nejvhodnégjsi
vzdalenost linii imobilizovanych imunoreagencii byla 2,7
(testovaci linie) a 3 cm od pocatku membrany (kontrolni
linie).

Bylo optimalizovano slozeni reak¢niho pufru. Byl
sledovéan vliv pH pufru, byly testovany pfidavky réiznych
latek, napt. ethanol, glukosa, suSené mléko, methanol,
sacharosa, Triton Tx-100, Tween 20, BSA, PEG a zelatina.
Byly sledovany i rizné velké piidavky jednotlivych Cini-
del; jako nejvhodnéjsi byl pro dalSi experimenty vybran
0,2M boratovy pufr s 1% piidavkem suseného mléka. Toto
slozeni dobfe sniZzovalo nespecifické interakce, i kdyz
rychlost vzlinani reagencii membranou byla niZsi.

Na pfipravené membrany byly aplikovany vSechny
testované kmeny, viz tab. III. Metodou ID bylo uréeno
z 15 vzorkl kronobakterd pouze 8 jednoznacné pozitivne,
ve Ctyfech pripadech byla odezva slabé pozitivni a ve tfech
ptipadech byl vysledek negativni. Z 10 vzorkd enterobak-
terd 4 poskytovaly slabé pozitivni vysledek. Je ziejmé, ze
kvalita/avidita pouzité protilatky neni pro tento format
postacujici.

Imunodetekce vybranych sbirkovych kmeni

Vyvinuté metody detekce kronobakterti, zaloZzené na
pouziti protilatky AbCS byly ovéfovany na vzorcich ostat-
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nich kronobakterti a enterobakterd (tab. III). Z vysledka
uvedenych v tab. III je zfejmé, ze vSechny testované vzor-
ky byly spravné uréeny metodou ELISA. Metoda ID
v nekterych piipadech nebyla schopna spolehlivé urcit ani
kronobaktery, ani enterobaktery. Je to pravdépodobné
zpusobeno nedostateCnou specifitou protilatky, kterd se
neprojevi pii odlisSném uspotadani reakéniho formatu
v technice ELISA.

Zavér

Byly vypracovany dvé rychlé metody detekce krono-
bakterti, techniky ELISA a ID. Ob&é metody vyuzivaji po-
lyklonalni protilatky AbCS. Jako vhodnéjsi format se uka-
zala metoda ELISA, ktera umoziuje dobré odliSeni krono-
bakterti od enterobakterd. Metoda ID je jednodussi a fado-
v¢ rychlejsi nez ELISA. S pouzitou protilatkou vSak po-
skytovala u né€kterych kment kronobakterti falesné nega-
tivni a u enterobaktert falesné pozitivni vysledky.
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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.



