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1. Uvod

Pritomnost bungk FLscherichia coli ve vodach nebo potravinach je ukazatelem recentniho
fekalniho zneéisténi analyzovaného vzorku. Ve stievnim traktu se jednotlivé kmeny chovaji
jako patogeny s riznym mechanismem ucinku, podle kterého se déli do ¢ty skupin. Prvni
skupinou jsou enteropatogenni kmeny (EPEC), druhou skupinou jsou enterotoxigenni kmeny
(ETEC), treti skupinou jsou enteroinvazivni kmeny (EIEC) E. coli a posledni ¢tvrta skupina je
enterohemoragicka (EHEC) [1]. Nutnost rychlé identifikace patogennich a potencialné
patogennich mikroorganisma vede k vyuzivani novych technik (flowcytometrie, PCR) mezi
které patri 1 kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF).

Jedna se o metodu, pfi niz jsou amfoterni latky rozdé€lovany na zakladé svych rozdilnych
izoelektrickych boda (dle distribuce kladnych a zapornych naboji na molekule).
Elektromigrace probiha v prostiedi gradientu pH, ktery se tvoii pusobenim elektrického pole
na komplexni smés amfolytti a jednoduchych elektrolyti (spaceru, tabulka 1), které tvori
nosny elektrolyt. Na rozdil od plosnych gelovych uspoiadani je tieba v CIEF po dosazeni
ustaleného stavu fokusované zony mobilizovat, aby mohly byt detekovany v misté napfi.
optického detektoru, ktery je u jednoho z koncu kapilary. K prirozené mobilizaci zon dochazi
v kfemennych kapilarach v dasledku pritomnosti elektroosmotickych sil [2].

Prednosti CIEF je rychlost separace mikroorganismu, vysoka u¢innost a nizka spotieba
vzorku 1 ostatnich pouzivanych latek. Analyzy je mozno provadét v béznych
mikrobiologickych, biochemickych ¢&i analytickych laboratofich pti zachovani vsech predpist
souvisejicich s praci s biologickym materialem.

V pouzitém zakladnim zapojeni CIEF, viz schéma, jsou oba konce kiemenné kapilary
(100 um) ponofeny do nadobek se zakladnimi elektrolyty, anolytem (+) a katolytem (-),
kterym je na pocatku analyzy naplnéna také kapilara. Vyuziva se vysokych intenzit
elektrického pole (desitky kV/m) nebot diky kapilarnimu formatu Ize relativné ucinné
odvadeét Jouleovo teplo. Tim je mozno dosahnout vysokych u¢innosti a rychlosti separace.
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Davkovany objem pii CIEF je zpravidla 10-100 nl. Roztok vzorku je davkovan do
konce kapilary na strané anolytu, tedy konce vzdalenéj$iho od detektoru. Davkovani vzorku je
provadéno hydrostaticky, coz znamena rozdilem hladin mezi koncem kapilary ponofeném
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v anolytu oproti konci kapilary vnoreném v katolytu. Jedna se o princip spojitych nadob, kdy
se konec kapilary ponofeny do roztoku se vzorkem zvedne o 5-20 ¢cm vzhledem k druhému
konci kapilary (podle délky separa¢ni kapilary a davkovaného objemu).

Objem davkovaného vzorku je funkci rozméra kapilary, viskozity nosného elektrolytu,
aplikovaného tlaku a Casu [2].

On-column opticka detekce je nejCastéji pouzivana pro identifikaci separovanych zon
vzorku, jednotlivych analyti. Pomoci UV-VIS absorpéni detektoru je v daném misté
kfemenné kapilary s odstranénou povrchovou vrstvou polyimidu sledovan pohyb zon vzorku
v nosném elektrolytu. Diky zméné absorpce nebo rozptylu svétla urlité vinové délky (v
naSem pfipadé 280 nm) oproti nosnému elektrolytu je ziskan zaznam Casového prubéhu
zmény absorpce nazyvany elektroforeogramu. Z tohoto zdznamu lze nasledné zjistit
kvalitativni 1 kvantitativni slozeni zkoumaného vzorku. Kvalita danych analyti je dana
migracnimi asy detekovanych zon analytd a nasledné zjisténymi izoelektrickymi body. Jejich
hodnota se graficky extrapoluje ze znalosti izoelektrickych bodd tzv. pl markert, které se
injektuji do kapilary spolu se vzorkem. Kvantita je pak pfimo Gmérna vySce resp. plose
detekovanych zon analytu.

2. Cile metodiky

Cilem predstaven¢ metodiky je urychlit identifikaci pfitomnosti fekalni kontaminace masa.
Pritomnost [uscherichia coli na analyzované potraviné je marker nedavného fekalni znecisténi
a vzorek potom nespliiuje hygienické pozadavky z hlediska na bezpe¢nost a zdravi uzivatele.
Soucasné metodiky se spoléhaji hlavné na analyzu CFU, ktera zahrnuje metodu kultivace
vzorku. Tato certifikovana metodika slouzi jako doplnéni pro velmi rychly screening
pfitomnosti /2. coli ve vzorku.

3. Popis metodiky, srovnini se stavajicimi postupy

3.1, Popis stavajici metodiky
Stavajici postup je uveden v analyze. — Metodé ISO 7251. V kratkosti se jedna o kontinualni
kultivaci vzorku v selektivni EC pudé, peptonové vodé bez indolu v 37 °C a nasledné v 44 °C.
Kazdy krok kultivace je pfitom az 48 hodinovy, dikaz presumptivni pfitomnosti £. coli tedy
podle této ISO normy je mozno dolozit az za 8 dni kontinualni kultivace.

3.2, Chemikalie a pristroje

Chemikailie

Pouzit¢ chemikalie: 0,3 - 2 hmot. % Poly(ethylenglykol), Mw 10 000, 3 obj. % etylalkohol,
4x107 mol.I" NaOH, 0,1 molI" kyseliny fosfore¢né, morfolin, kyselina chloroctova,
nikotinova kyselina (Nic), L-glutamova kyselina (Glu) vSe dodano firmou Sigma (USA).
Dale: monohydrat morfolinethansulfonové kyseliny (MES), 3-morfolinpropansulfonova
kyselina (MOPS),  N-[tris-(hydroxymethyl)-methyl]-3-amino-2-hydroxypropansulfonova
kyselina ~ (TAPSO) dodano  firmou Fluka  (Svycarsko);  N-(2-acetamido)-2-
eminoethansulfonova kyselina (ACES), 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonova
kyselina (HEPES) dodano firmou Merk (Némecko); amfolyt Biolyte pH 3-10 dodano firmou
Bio-Rad Laboratoriem (USA); amfolyt High resolution pH 2-4; 3-4,5 dodano firmou Servatyl
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Electrophoresis (Némecko); L-asparagova kyselina (Asp) dodana firmou LOBA Chemie
(Rakousko) a pl markery, pl 2,7, 4,0; 5,3 (25 pg ml™) a kyselina morfolinoctova (MAA)
syntetizovane na Ustavu analytické chemie AV CR, v.v.i.

Tabulka 1. Slozeni roztoku spaceru - *pK,;, pK.: [3; 4].

Spacer Koncentrace (<10~ moLI™) pKar* pKa.2* pl/
Nic 0,15 2,07 481 3,44
Asp 0,15 1,88 3,66 2,77
Glu 0,15 2,19 4,25 322

MES 0.15 1.30 6.10 3.70

ACES 0,15 1,30 6,75 4,02

MOPS 0,45 1,40 7,20 4,30

TAPSO 0,15 1,30 7,60 4.45

MAA 0,15 2,10 7,40 475

HEPES 0,15 3,05 7,50 5,27

Pristroje

Zdroj vysokého napéti Spellman CZE 1000 R, (-) 20 kV (Spellman,USA); kiemenné
kapilary potazené polyimidem vnitini pramér, 0,1 mm, vnéj§i prumér 0,25 mm, celkova
délka, 350 mm, délka do detektoru 250 mm (Agilent Technologies, Némecko); modifikovany
on-column UV/Vis detektor LCD 2082, 280 nm (Ecom; CR); DU 520 UV-Vis
spektrofotometr, 550 nm (Beckman Instruments; USA); ultrazvukova lazen Sonorex
(Bandelin electronic, Némecko); Yellowline TTS 3 Digital Orbital Shaker (IKA works,
USA); program na sbér dat z analyz (Chromatography Data Station Clarity, CR).

Veskery material pouzivany pii analyzach je nutno sterilizovat (sterilace 121°C/20min. nebo
chemicky). Stejné tak se pouzivaji sterilni vSechny roztoky a k jejich piipravé se pouziva
18MQ voda.

3.3. Odbér vzorku

Pfi odbéru vzorku je nutné postupovat podle existujicich ISO norem, konkrétné [1SO
6887-2. V kratkosti je nutné dikladné setfit definovanou plochu povrchu masa vhodnou
sterilni stérkou. Vzorek je nasledné intenzivné homogenizovan v selektivnim EC pufru.

3.4. Priprava vzorku

Pred samotnym meéfenim jsou mikroorganismy zahfaty na teplotu 37°C. Poté jsou
mikroorganismy rozsuspendovany ve fyziologickém roztoku (0,8 % roztok NaCl) a pomoci
McFarlandovych standardl zakaleni BaSOy je odectena koncentrace bunék v suspenzi. Jedna
se o §kalu suspenzi vzniklou reakci 1 % roztoku bezvodého BaCl, a 1% roztoku H,SOy4 v
ruzném poméru, které tvoii BaSQy.



Hustotu mikrobialni suspenze je mozno zjistit rovnéz zmérenim absorpce svétla na
spektrofotometru pii vinové délce 550 nm. Z takto naméfené hodnoty se nasledné z kalibraéni
ktivky standardu odecte hustota buné¢né suspenze, viz tabulka 2.

Tabulka 2. McFarlandovy standardy zakaleni

Cislo Objem Absorbance
MeFarlandovy stupnice |- T ST (550 nm)
[ml]
0.5 0,05 9.95 1.75 0,12
1 0.1 9:9 3.0 0.19
2 0.2 98 6.0 0,36
3 0,3 917 8.6 0.49
4 0.4 9.6 12.87 0,73
5 0.5 9.5 14.79 0.84
6 0.6 9.4 18.0 1,05
7 0.7 9.3 21.0 1;11
8 0.8 9.2 24.0 1.28
9 0,9 9.1 27.0 1.41
10 1.0 9,0 30.0 1.45
3.5, Stanoveni pritomnosti E. coli

Aparatura pro CIEF separace je slozena ze zdroje vysokého napéti (-) 20kV, kiemenné
kapilary, on-column detektoru UV-Vis a pocitace s programem pro vyhodnoceni namérenych
dat. Proud se v pribehu méfeni méni tak, Zze na zaCatku experimentu dosahoval hodnot 40-60
HA a v dobé detekce jeho hodnota byla 3-6 pA. Kifemenna kapilara o vnitinim pruméru, 1.D
0,1 mm a vné&j§i pramérem, O.D., 0,25 mm je 350 mm dlouha, s délkou do detektoru 250 mm.
Oba konce kapilary jsou umistény ve sklenénych vialkach o objemu 3 ml, v nichz jsou
roztoky katolytu nebo anolytu a v kazdé je zasunuta elektroda, pro pfivod stejnosmérného
proudu. K detekci je pouzivan UV-Vis on-column detektor s nastavenou vinovou délku 280
nm. Pro vyhodnoceni dat se pouziva program Chromatography Data Station Clarity. Vzorek
se davkuje hydrostaticky segmentové z konce kapilary na strané anolytu, pifi rozdilu hladin
(Ah) v rozmezi 100-200 mm po dobu 12-40 s. Pfed davkovanim je vzorek vystaven plsobeni
ultrazvuku o frekvenci 35 kHz, pfi teploté 30°C po dobu 30 s.

VSechna méfeni jsou provadéna minimalné tfikrat a reprodukovatelnost metody
vyhodnocena z 10 méfeni se pohybuje pod 2%. Po kazdé analyze je nutno kapilaru peclivé
promyvat hydrostaticky 2 min. etylalkoholem (Ah = 20 cm).

Izoelektricky bod bakterie E.coli je 4,6. Tato hodnota je zjisténa odeCtem ze zavislosti
izoelektrickych bodi pl markeri na jejich migracnich Casech t, min., znazornéné na
elektroforeogramu nize.
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Pritomnost piku v této oblasti tedy znamena pozitivni vzorek s vyskytem £. coli.

4. Novost postupi a jejich zdiivodnéni

Pouziti isoelektrické fokusace pro identifikaci bakterii ve vzorku je relativné nova
metoda. K této metodé€ identifikace predchazeli publikace uvedené v bodu ¢. 7. Standardné
jsou pro tyto metody identifikace vyuzity selektivni kultivace s biochemickym potvrzenim
identifikace. Tyto metody jsou zna¢né zdlouhavé a vyzaduji minimalné jednodenni kultivaci
vzorku. Dale jsou ¢im dal tim vice vyvijeny a vyuzivany metody nevyzadujici kultivaci jako
je flowcytometrie, MALDI hmotnostni spektroskopie nebo PCR reakce. Zatimco prvni dvé
zminéné metody vyzaduji velmi nakladnou instrumentaci, jejichz pofizeni je otazkou desitek
miliont, PCR reakce vyzaduje velmi kvalitni Gpravu vzorku pred vlastni analyzou, ktera neni
vzdy mozna.

Jednotna metodika identifikace F. coli na vzorku masa pomoci isoelektrické fokusace
pfedstavuje spojeni nejlepSich vlastnosti vySe zminénych metod. Neni nutnd nékolikadenni
pfed analyzou a zakladni instrumentace je dostupna ve vSech laboratofich vyuzivajicich
klasickou HPLC metodiku.
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Popis uplatnéni certifikované metodiky

Jednotna metodika bude prezentovana pro vyuziti v laboratofich provadéjicich rutinni i
narazové kontroly fekalni kontaminace vzorku masa. Mezi které napiiklad patfi:

Statni zemédelska a potravinafska inspekce
Usttedni kontrolni a zku$ebni Gistav zemédélsky
Mikulas Pavel, MVDr. Potravinaiska Laborator
Statni hygienicka stanice
a dalsi.
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