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ANOTACE

Bakalafska prace se zamétuje na moznost prikazu bakterialni kontaminace potravin pomoci
screeningovych imunochromatografickych testi. V praci je popsana jejich konstrukce,
usporadani a vyuziti se zaméfenim na detekci patogent v potravinach. Zavérem jsou zminény

1 n¢které druhy potravinovych bakterii zptsobujici riznd onemocnéni.
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TITLE

Lateral Flow Immunochromatographic Tests as Rapid Methods for Detection of Food Bacterial

Contamination.

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on possibility of detection of bacterial contamination using
screening lateral flow immunochromatographic tests. This work describes their construction,
organization and usage for pathogen detection. In the end of this work, there are described some
of the bacteria and diseases.
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UvVoD

Bakterialni kontaminace potravin piedstavuje riziko nejen pro rozvojové zemé, ale také pro
vyspélé. VEtSina bakterialnich otrav a ndkaz, at’ uz potravinami nebo tekutinami, je zptisobena
nejcastéji jejich nevhodnym skladovanim, pfipravou nebo distribuci. Dal§i mozny zpusob

nakazy je pfes kontaminované suroviny ¢i vodu slouzici k ptipraveé pokrmd.

Predejit témto problémim jde z velké Casti hlavné dodrzovanim zékladnich hygienickych
pravidel, vhodnym skladovanim a dostate¢nou tepelnou tpravou pokrmi. Detekce
potravinovych mikroorganismil je mozna mnoha zplsoby, ovSem ne kazdy zptsob je stejné tak
rychly jako kvalitni. Imunochromatografické testy jsou posledni dobou ¢im dal vice
uptednostinovany z diivodu rychlé a spolehlivé detekce. Jejich kvalitativni vyhodnoceni je
doplnéno o kvantitativni metody, nicméné pro rychly zachyt piipadné kontaminace jsou tyto

testy piinosné.

Bakalaiské prace se zaméfuje na konstrukei a princip imunochromatografickych testd. Dale je
vénovana pozornost jejich uspofadani, od kterého se odviji vyhodnoceni. Jsou zminény

i vyhody a nevyhody téchto testu.

Prace zahrnuje 1 ptiklady praktického vyuziti imunochromatografickych testl
v oblasti hodnoceni kvality potravin — K detekci kontaminantl z potravin. Jsou uvedeny

potravinové mikroorganismy, pro které jsou tyto typy testl dostupné.
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1 IMUNOCHROMATOGRAFICKE TESTY

Imunochromatografické testy nebo také lateralni prutokové imunochormatografické testy,
z angl. Lateral-flow imunoassay (LFIA) jsou jednoduché, rychlé a levné testy. Oblibeny jsou
zejména Vv biomedicing, zemé&délstvi, v aplikacich v oblasti bezpecnosti potravin

a monitorovani zivotniho prostiedi (Koczula, 2016, Eltzov, 2015).

Diky rychlému ziskani vysledku jsou LFIA testy dulezité pro diagnostické uéely. V souc¢asnosti
je nejrozsifenéj$§im imunochromatografickym systémem testovaci prouzek. Testovaci prouzky
se nejcastéji pouzivaji pro potvrzeni téhotenstvi (Dzantiev, 2014). Dale se LFIA testy uplatiuji
napiiklad ke zjisténi kontaminace vzorku specifickymi patogeny, piitomnosti toxickych latek
v potravinach, krmivech nebo v zivotnim prostiedi, nebo pro prikaz drog a navykovych latek
nebo jejich metaboliti v biologickych vzorcich (Posthuma-Trumpie, 2009). Testovanym
materialem muize byt moc, dale sliny, pot, sérum, plazma, plna krev, vzorky tekutin a potravy
(Koczula, 2016, Naik, 2013).

1.1 Princip

Princip stanoveni je zaloZzen na imunochemické reakci (mezi protilatkou-antigenem) se
soucasnou chromatografickou separaci. Jedna se o separaci slozek na zakladé rozdila v jejich

pohybu pies reakéni membranu (Bahadir, 2016).

Pohyb vzorku pfes membranu je prostfednictvim kapilarnich sil. Kapalny vzorek obsahujici
sledovany analyt se pohybuje prouzkem. Prouzek je vyroben z polymernich materiali a ma
specifické zony. V jedné z nich (konjugacni zona) jsou molekuly konjugovany se znackou, déle
putuji testovaci a kontrolni linii, pfebytek vzorku je zachycen absorpcni podlozkou (blize

popsano v kapitole 1.2) (Banerjee, 2018).
1.2 Konstrukce

Standardni imunochromatograficky test sestava ze Ctyt ¢asti: podlozky pro naneseni vzorku,
konjugacni podlozky, membrany obsahujici testovaci a kontrolni linii a absorp¢ni podlozky

(Bahadir, 2016, Koczula, 2016). Uspotfadani LFIA je znazornéno na obrazku 1.
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Smer toku Kontrolni linie

‘ L Y Testovaci linie

Vzorkovaci Mcnmibrana Absorpéni podlozka

podlozka Konjugacni zéna Pomocna zadni vrstva

Obrazek 1: Typicka konfigurace imunochromatografického testu (prevzato a upraveno z: Koczula
et al., 2016)

1.2.1 Podlozka pro aplikaci vzorku

Podlozka pro aplikaci vzorku (vzorkovaci podlozka) slouzi k transportu vzorku do dal$ich ¢asti

testovaciho prouzku (Sajid, 2015).

Podlozky pro aplikaci vzorki mohou byt navrzeny tak, aby vzorek pied transportem piedbézné
upravily. Mezi tyto upravy spada napiiklad separace slozek vzorku, odstranéni interference,
uprava pH atd. (Sajid, 2015). Na regulaci rychlosti pratoku vzorku jsou vyuzivany napiiklad
detergenty. Tyto latky zaroveii mohou plnit ulohu filtru a odstranovat hrubé castice

z analyzovaného vzorku (Koczula, 2016, Goselova, 2014).
1.2.2 Konjugaéni zéna

Vzorek migruje smérem K testovaci linii pfes konjugacni zonou s protilatkami. Protilatky jsou
konjugovany s fluorescen¢nimi nebo barevnymi ¢asticemi — nejcasteji koloidnim zlatem (GNP)
nebo latexovymi nanocasticemi (Koczula, 2016, Posthuma-Trumpie, 2009). Vizualizace
barevnymi casticemi trva piiblizn€ 2 az 10 minut po pfidani vzorku (Law, 2015). Znaceny

konjugat se uvolni po reakci s pohybujicim se kapalnym vzorkem (Sajid, 2015).
1.2.3 Membrana

Jedna se o membranu s pory, jez je obvykle z nitrocelulézy (Koczula, 2016), zesiténého oxidu
kiemicitého nebo skelnych vlaken (Banerjee, 2018). Membrana obsahuje specifické biologické
slozky (vétsinou protilatky nebo antigeny), které jsou imobilizovany v testovaci a kontrolni
linii. Jejich ulohou je reagovat s analytem navazanym na konjugovanou protilatku (Banerjee,
2018, Koczula, 2016). Pribéh detekéniho procesu je ovlivnén velikosti pordt membrany.

Nejbéznéji vyrabéné velikosti pora jsou mezi 0,05 az 12 mm (Gdoselova, 2014).
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1.2.4 Testovaci linie, kontrolni linie

V testovaci linii dochazi k rozpoznani analyzovaného vzorku (Posthuma-Trumpie, 2009).
Odezva v kontrolni linii potvrzuje spravny pratok kapaliny skrz prouzek (Sajid, 2015).

Vyhodnoceni LFIA testl zavisi na jejich uspotadani (blize popsano v kapitole 3).
1.2.5 Absorp¢éni podlozka

Absorpéni podlozka zajistuje vzlinani kapaliny membranou, znemoznuje zpétny tok (Sajid,
2015) a zaroven zachycuje piebyte¢nou tekutinu (Bishop, 2019). Jejim pouzitim lze také zvysit
mnozstvi vzorku, coz vede ke zvySeni citlivosti. Nejcastéji se pouzivaji celulozové filtry

(Posthuma-Trumpie, 2009).
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2 REAGENCNI SLOZKY
2.1 Antigen

Antigen je latka schopna vyvolat imunitni odpoveéd’ (imunitni reakci) v podobé zvysené tvorby
bun¢k imunitniho systému ¢i specifickych protilatek. Tato vlastnost se nazyva imunogenita
nebo také imunogenicita (Sela, 1998). Interakci antigenu s produkty imunitni odpovédi

oznacujeme jako antigenita ¢i antigenicita (Sela, 1998, Adorini, 1998).

Dle puvodu lze antigeny rozdélit na pfirozené a syntetické. Z chemického hlediska jsou
antigeny pievazné proteiny a polysacharidy, dale naptiklad glykoproteiny, nukleoproteiny,

lipoproteiny a glykolipidy (Sela, 1998).

Antigeny jsou tvofeny antigennimi determinanty (epitopy), které zodpovidaji za specifitu

a umoznuji rozpoznani specifickymi T a B bufikami (Adorini, 1998, Sela, 1998).

Latky, kter¢é nevyvolavaji imunitni odpovéd, se nazyvaji hapteny. Hapteny jsou
nizkomolekularni latky, jez mohou reagovat s protilatkou (¢i jinym produktem) vhodné
specificity (Sela, 1998, Seppila, 1998).

2.2 Protilatka

Protilatky (Abs) jsou latky bilkovinné povahy produkovany koneénym vyvojovym stadiem
B bun¢k, tedy plazmatickymi bunikami. Jejich produkce probiha v zavislosti na antigenu, nebot’
jsou vysoce specifické a mohou se vazat pouze na konkrétni antigen (Alberts, 2002, Dowd,
2009).

Molekula protilatky je slozena z polypeptidovych fetézci (Dowd, 2009). Tyto fetézce lze
rozdélit na lehké (k, A) a t€zké (y, W, a, J, €). Tézké fetézce jsou spojeny disulfidovymi mustky,
které umoznuji pohyblivost, respektive rotaci Fab (variabilnich) fetézct vii¢i Fe (konstantnim)

fetézcam. (Dowd, 2009, Janeway, 2001).

Podle typu téZkého fetézce rozliSujeme pét riznych tfid imunoglobulint (Ig): IgA, IgD, IgE,
IgG a IgM (Dowd, 2009).

Vv

Nejbéznéjsim typem protilatek pouzivanych v souvislosti s imunochromatografickymi testy

Jsou protilatky tridy IgG, jejiz struktura je podrobné popsana na obrazku 2 (Dowd, 2009)
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Disulfidovée mustky

Tezke retézce Antigen

Lehke retézce — Variabilni ¢ast

Konstantni ¢ast

Obrazek 2: Struktura IgG ve vazbé s antigenem: tézké fetézce jsou zvyraznény Cervené, lehké

fetézce fialove (prevzato a upraveno z: Dowd et al., 2005)

Imunoglobuliny IgG se rozdé€luji na jednotlivé druhové specifické podtiidy 1gGl-IgG4. Diky
této druhové specifité¢ dokaze imunitni systém jednoho druhu zaznamenat protilatky jiného
druhu a oznacit je jako cizi. Tato vlastnost se vyuziva pii zamérné imunizaci pro ziskani
protilatek. Jako ptiklad lze uvést imunizace kralika lidskymi protilatkami. Vysledkem je

vytvoreni protilatek sméfovanych proti aplikovanym lidskym protilatkam (Dowd, 2009).

Protilatky tvofi zdkladni ¢ast LFIA (van Amerongen, 2018). Jejich vybér (spolecné s dalSimi
parametry) ovlivituje uspésnost analyzy (Bahadir, 2016). Afinita pouzitych protilatek ma vliv
predevsim na specifitu a selektivitu testovaciho prouzku (Cam, 2019). Ve vétsiné piipadu se
protilatky pouzivaji ke specifické vazbé na cilovy analyt (van Amerongen, 2018). Koncentrace
cilového analytu je pro volbu protilatek jako molekul biologického rozpoznavani rozhodujici.
Zvyseni limitu detekce je mozné zménou fyzikalnich parametrd analyzy (mnozstvi reagenti na
riznych zonach prouzku, zesileni signalu pomoci znacenych protilatek, preinkubace vzorku se

znacenymi protilatkami) pro rizné cilové analyty (Sajid, 2015).

Pro diagnostické ucely se vyuzivaji protilaitky ziskané bud hybridomovou
technologii — monoklonélni protilatky, nebo zvifeci imunizaci — polyklonalni protilatky

(Litzman, 2007).
2.3 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatka je protilatka, ktera je produktem jednoho B bunééného klonu (Dowd,
2009). Jedna se tedy o plazmocyty (plazmatické buiky) odvozené od jednoho B lymfocytu
(Dowd, 2009, Bartankova, 2005).
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Prvnim krokem ziskdni monoklondlnich protilatek je imunizace mysi pomoci pfislusného
antigenu (Litzman, 2007). Po imunizaci je zvife usmrceno a dochazi k izolaci B-lymfocytu ze
sleziny. Izolované bunky fuzuji s myelomovymi (nddorovymi) bunikami za vzniku hybridomu
(Dowd, 2009, Litzman, 2007). Hybridom kombinuje charakteristiku ,,nesmrtelnosti se
schopnosti produkovat pozadovanou specifickou protilatku ve vysokych koncentracich

(> 13 mg/ml) a v ¢isté forme (Dowd, 2009).

Monoklonalni protilatky maji vyssi specifitu (umoznujici vazbu pouze na jeden epitop) a nizsi

zkiizenou reaktivitu nez protilatky polyklonalni (Koczula, 2016, Goselova, 2014, Yu, 2015).
2.4 Polyklonalni protilatky

Polyklondlni protilatky se od monoklonalnich 1i$i tim, Ze nejsou odvozeny od jediné¢ho

B lymfocytu nebo jeho potomstva, ale jsou produktem mnoha riznych B bun¢k (Dowd, 2009).

Zakladem ziskdni polyklondlnich antisér je opakovana hyperimunizace zvifat (podanim
antigenu). V reakci na imunizaci produkuje zvite protilatky. Po vytvofeni maximalniho
mnozstvi protilatek se odebira zviteti krev, ze které je izolovano sérum. Po dalSich Gpravach je

vysledkem suspenze protilatek, které 1ze pouzit v mnoha typech imunotestt.

Vysledkem polyklonalnich antisér je ne€isty produkt obsahujici sirokou skalu protilatek (i ty,
se kterymi se zviie setkalo jiz diive ve svém zivoté). Nejsou piili§ specifické pro konkrétni
organismus, a diky tomu lze detekovat i uzce pfibuzné rody (napiiklad bakterialni) (Dowd,
2009, Litzman, 2007, Peruski, 2003).

2.5 Znacky

Protilatka, kterd se specificky vaze na urcity cilovy analyt (stanovovany antigen), je zndma jako
primarni/specificka protilatka (Sajid, 2015). Sekundarni protilatka je navazana na primarni
protilatku nebo ji mize byt 1 jina protilatka. Pouziti sekundarni protilatky s sebou nese vyssi

citlivost metody (Goselova, 2014, Sajid, 2015).

Imunochromatografické testy vyuZzivaji pro zdchyt neznacené protilatky a znacené specifické
protilatky pro detekci, vizualizaci. Znaceni protilatek pomoci vybrané znacky, s sebou nese

vyss$i finan¢ni naklady, avsak je nezbytnou soucasti LFIA testt (Goselova, 2014).

Signalni znacka se vaZe na vazebné molekuly, kterymi jsou protilatky specifické pro cilovy
analyt (van Amerongen, 2018). Znacka je v konjugacni zoné¢ pfitomna v suché formé

nanocastice, a to barevné nebo fluorescencni (Posthuma-Trumpie, 2009).
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za ruznych podminek a teplot, citlivost pro detekci ve velkém (a uzitecném) dynamickém
rozsahu, u¢innost a reprodukovatelnost konjugace (bez ztraty chemické a biologické integrity

a aktivity), komercni dostupnost, nizkou cenu (Koczula, 2016).

V soucasné dob¢ jsou nejcastéji pouzivanymi znackami vV imunochromatografickych testech
nanocastice zlata (GNP). Prvni pouziti protilatek s koloidnim zlatem pro diagnosticky
imunotest bylo popsano v roce 1981 (Cam, 2019). Koloidni zlato je inertni a poskytuje dokonale
sférické castice (Sajid, 2015). Nanocastice zlata maji intenzivni ¢ervenou barvu snadno
detegovatelnou pouhym okem (Quesada-Gonzalez, 2015). Laboratorni ptiprava zlatych
nanocastic je jednoducha, levna (Singh, 2015) a navic Setrnd k Zivotnimu prostiedi (Sajid,

2015). Velikost GNP se pohybuje okolo 40-60 nm (Posthuma-Trumpie, 2009).

Dalsi popularni znackou je latex (Koczula, 2016). Jedna se o levny material pro piipravu
nanocastic. Homogenni latexové kulicky (LB) maji podobné chovani jako GNP a vykazuji
dobrou odezvu, avsak vporovnani s jinymi materially maji niz§i mez detekce
(Quesada-Gonzalez, 2015). Latexové nanocastice jsou pro optickou detekci obarveny

(Posthuma-Trumpie, 2009).

Dalsi vyuzivané nanocastice jsou na bazi uhliku — uhlikové nanocéstice (CNP). Diky jejich
tmavému zbarveni vykazuji ve srovnani s GNP proti pozadi vyssi kontrast (Quesada-Gonzalez,

2015).

Mezi barevné nanocastice l1ze zafadit také selen (Posthuma-Trumpie, 2009). Koloidni selen byl
jednim z prvnich nanomateriali pouzitych k vyvoji LFIA, avSak nahradily jej GNP pro svoje

vyrazngj$i zbarveni (Quesada-Gonzélez, 2015).

Magnetické vlastnosti vykazuji hnédé (Quesada-Gonzalez, 2015) az Cerné zbarvené (Luo,
2018) magnetické nanocastice (Parolo, 2013). Pro imunochromatografické testy jsou voleny
magnetické Castice o velikosti 10-400 nm (Moyano, 2020).

Nejnovéjsi znacky zahrnuji fluorescenéni ¢astice jako jsou kvantové te¢ky (Posthuma-Trumpie,
2009; Quesada-Gonzalez, 2015) a up-konverzni fosforové nanocastice (UCP) (Singh, 2015).
Oproti  jinym fluorescenénim materialim UCP nanocéastice nevykazuji Zadnou

autofluorescenci, coz je velkou vyhodou (Sajid, 2015).
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3 USPORADANI IMUNOCHROMATOGRAFICKEHO TESTU

U imunochromatografickych testii rozliSujeme dva zékladni typy uspoiradani, jejichz vyuziti
pro dany analyt zavisi na jeho vlastnostech (Law, 2015, Posthuma-Trumpie, 2009). Podrobné&;jsi

popis obou typil uspotadani je popsan nize.
3.1 Sendvicové usporadani

Sendvicové usporadani (ozna¢ované také jako piimé ¢i nekompetitivni) se pouziva k detekci
vétsich analytd s vice nez jednim epitopem (Law, 2015, Posthuma-Trumpie, 2009). Mezi tyto
analyty patfi naptiklad viry, proteiny (Law, 2015, Zolal, 2016), lipidy, protilatky a nukleové
kyseliny (Bishop, 2019) a samozicjmé i bakterie (Kim, 2015). Nejznaméjsim piikladem je HCG
test pro detekci téhotenstvi (Koczula, 2016).

V téchto testech je vzorek obsahujici analyt (antigen) nanesen na podlozku pro aplikaci vzorku
anasledné migruje do dalsich ¢asti prouzku. Konjugaéni podlozka obsahuje znacené protilatky,
které vytvaii s cilovym analytem komplex analyt-znac¢ena protilatka (konjugat). Pisobenim
kapilarnich sil proudi znaceny komplex nitrocelulézovou membranou. V testovaci zoné je
komplex zachycen jinou protilatkou, ktera je primarni pro analyt. Analyt je zachycen mezi
znaCenymi a primarnimi protilaitkami, ¢imz vznikne komplex primarni protilatka-analyt-
znacena protilatka (Sajid, 2015). Nadbytek volného konjugatu je zachycen v kontrolni zoéné
sekundarni protilatkou a vytvari tak kontrolni linii (Sajid, 2015, Chen, 2015). Pufr nebo
prebytek roztoku jde do absorpcni podlozky (Sajid, 2015).

V piipad¢ pozitivniho vysledku, kdy je analyt soucasti vzorku, dochazi ke vzniku dvou
barevnych ¢ar (v zavislosti na pouzité znacce), jejichz princip vzniku byl popsan vyse (Singh,
2015). Naptiklad pii pouziti GNP je pozitivni reakce obvykle vizualizovana vznikem dvou
¢ervenych ¢ar (Singh, 2015, Peruski, 2003).

Negativni vzorek (bez cilového analytu) se vyznacuje vznikem jedné barevné cary, tj. pouze

kontrolni linie (Singh, 2015). Oba vysledky jsou uvedeny na obrazku 3.
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Obrazek 3: Znazornéni negativniho a pozitivniho vysledku u sendvicového uspoiadani

imunochromatografického testu (prevzato a upraveno z: Quesada-Gonzalez, D., Merkogi, A., 2015)

Kvantitativni vyhodnoceni je také mozné (avSak neni tak ¢asté). Provadi se pomoci detekénich
zatizeni (kamery, detektory), kdy intenzita barvy (vhodné zvolené znacky) na testovaci linii

odpovida mnozstvi cilového analytu (Sajid, 2015).
3.2 Kompetitivni usporadani

Druhym typem je uspofadani kompetitivni, jeZ slouzi k detekci pfevazné analytli s nizkou
molekulovou hmotnosti (Sajid, 2015), mezi které patii naptiklad drogy a navykové latky,
1é¢iva, pesticidy a mykotoxiny (Peruski, 2003, Goselova, 2014), u kterych je nemozné navazani

dvou protilatek soucasné (Zolal, 2016).

Kompetitivni uspofddani méa dvé rozvrzeni liSici se mobilizovanou molekulou (antigen nebo

protilatka) v testovaci zoné.

Vzorek obsahujici cilovy analyt se nanese na podlozku pro aplikaci vzorku. Pfedem oznafeny
konjugat proudi s kapalinou k testovaci linii, ktera obsahuje imobilizovany antigen (stejny
detekovany analyt) nebo protilatku. Kontrolni linie obsahuje imobilizovanou sekundarni

protilatku, ktera ma schopnost vazat se se znacenym konjugatem protilatky (Sajid, 2015).

V pfipadé€, ze cilovy analyt neni ve vzorku pfitomen nebo je pfitomen ve velmi malém
mnozstvi, dochazi k vazbé imobilizovaného antigenu se znaCenym konjugatem. Neptitomnost

prouzku v testovaci linii je indikaci pfitomnosti analytu ve vzorku, zatimco vyskyt prouzka
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na testovaci i kontrolni linii naznacuje negativni vysledek, nebot’ analyt ze vzorku soutézi

s imobilizovanym antigenem o vazbu na znaceny konjugat (Sajid, 2015). Vyhodnoceni testu

znazornuje obrazek 4.
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Obrazek 4: Znazornéni negativniho a pozitivniho vysledku u kompetitivniho usporadani

imunochromatografického testu (prevzato a upraveno z: Quesada-Gonzalez, D., Merkogi, A., 2015)

Stejné jako u sendvicového, tak i u kompetitivniho uspofadani 1ze v nékterych ptipadech
(za pouziti vhodné znacky) provést kvantitativni nebo semikvantitativni vyhodnoceni. Provadi
se na zaklad¢ intenzity barev v testovaci linii pomoci detek¢énich systémi, jimiZ mohou byt
naptiklad specidlni digitdlni kamery, fotodetektory nebo i fotoaparaty mobilniho telefonu.

Signal je poté zpracovan softwarem (Singh, 2015, Sajid, 2015, Eltzov, 2015).
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4 FORMATY IMUNOCHROMATOGRAFICKEHO TESTU

Imunochromatografické testy jsou dvojiho formatu: prouzky (stripy) pro ponoieni nebo

kazetky, kdy jsou prouzky ulozeny do plastového krytu (Goselova, 2014, Zhou, 2012).
Prouzky pro ponoreni

Nitrocelulozové prouzky neboli stripy, lze snadno vyrobit pomoci voskovych
tiskaren s moznosti definovani hydrofilnich a hydrofobnich zén a pomoci pasek k sestaveni

do vicevrstvych struktur (Zhou, 2012).

Pouziti téchto testl je velmi snadné — ponoii se do analyzovaného roztoku na urc¢enou dobu
a nasledné vyhodnoceni je mozné do nékolika minut. Veskeré dal$i vyhody i nevyhody jsou
shrnuty v kapitole 5. Na obrazku 5 je stripovy imunochromatograficky test pro stanoveni

bakterie Escherichia coli dodavany firmou Neogen.

Positive
| E 1l | E. coli O157:H7
r o '_!-_v‘l“" E. coli O157:H7

Negative
Obrazek 5: Ukazka stripového imunochromatografického testu: Reveal® 2.0 pro E. coli 0157: H7

(ptevzato 18.7.2020 z webovych stranek: https://www.neogen.com/solutions/microbiology/reveal-2-
e-coli-0157-h7/)

Kazetky

Sestavaji se ze stripi vlozenych do krytu s otvory pro aplikaci vzorku a vyhodnoceni testu
(otvor pro testovaci a kontrolni linii) (Goselova, 2014, Zhou, 2012). Tato konstrukce je patrna

z obrazku 6.

Stejné jako stripy, jsou i kazetky pfenosné, malé a lehké. Diky krytu maji vyssi odolnost, coz
je do zna¢né miry vyhodou (Qiu, 2011). Tyto kazetové formy jsou vhodné i pro konstrukci
multiplexnich test (Goselova, 2014, Zhou, 2012).
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Obrazek 6: Ukazka kazetového imunochromatografického testu (prevzato 24.6.2020 z webovych
stranek Viro Research™: https://viroresearch.com/mfg-lateral-flow-assays-1)

Multiplexni testy

Multiplexni testy se pouzivaji pro detekci vice nez jednoho cilového druhu. Test se provadi
na prouzku, ktery obsahuje testovaci linie, jejichz pocet odpovida poctu cilovych druhd, které

maji byt analyzovany.

Uplatnéni nachazi napiiklad v klinické diagnostice, pfi detekci vice analyti, které jsou
vzajemné zavislé a vypovidaji o stadiu onemocnéni. Multiplexni detekce sekvenci DNA

se provad¢ji na miniaturizované verzi, kterd je zaloZena na mikrocipech.

Mezi vyhody pouziti 1ze uvést niZsi spotfebu testovacich ¢inidel, s ¢imz se poji nizsi spotiebni
naklady. Dale mens$i objem vzorku a rizika infekce pti odbéru vzorkid a rychlé stanoveni

vysledkt multiplexniho testu pouhym okem (Sajid, 2015, Tsai, 2019).

Na obrazku 7 jsou ptiklady jednotlivych formati LFIA testi: jednoduchy jednoparametrovy
testovaci prouzek (A), jednoparametrové prouzky ve formatu kazetky (B) a zatizeni (disk) pro
analyzu né¢kolika slou€enin soucasné (C), viceparametrové testovaci prouzky s nékolika
testovacimi zonami obsahujicimi ¢inidla s riznou specificitou (D, E), multiplexni testovaci
prouzky s dvourozmérnym polem testovaci zony ¢i vice zon (F). Testovaci zony jsou oznaceny

pismenem T, kontrolni zony pismenem C (Dzantiev, 2014).
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Obrazek 7: Rizné formaty imunochromatografického testu (pievzato z: Dzantiev, 2014)
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5 VYHODY A NEVYHODY LFIA

Imunochromatografické testy maji nespocet vyhod. Jednou z nich je rychla analyza, diky niz
ziskame vysledky jiz béhem nekolika minut (Bahadir, 2016). Konven¢ni LFIA jsou obvykle
kvalitativni a davaji odpovédi ano nebo ne (Sajid, 2015). Vysledek je obvykle jasny a snadno
rozliSitelny. Na jeho vyhodnoceni neni zapotiebi zddné specifické vybaveni, ani odborny
personal (Koczula, 2016, Sajid, 2015). Ovéteni vysledkl se provadi pomoci kontrolnich testii

nezavislé metody (Koczula, 2016).

Mezi dalsi vyhody lze zaradit jednoduchy postup, pozadavek na nizky objem vzorku a nizké
provozni naklady (Sajid, 2015). Vys§i naklady na realizaci ssebou nesou hodnoceni
kvantitativnich dat z divodu technologickych vylepseni. Konkrétné se jedna o digitalizaci dat
pomoci skenerti nebo kamer s vyhrazenym softwarem, ktery umoziuje i dokumentaci vysledkt

(Koczula, 2016).

I ptes to, ze jsou LFIA testy vétSinou kvalitativni a n¢které vzorky vyzaduji predbéznou tpravu
(zkapalnéni, pomnozeni), coz muze byt ¢asove narocné, jsou oblibeny v analyze mnoha obort
(Sajid, 2015). Své uplatnéni maji i v rozvojovych zemich, a to predev§im z divodu dlouhé

trvanlivosti a nenaro¢ného skladovani (Koczula, 2016).
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6 DETEKCE KONTAMINANTU POTRAVIN

Nejen z divodu vyssiho zajmu vefejnosti o bezpecnost potravin se v poslednich letech zvysila
vyzkumna ¢innost zabyvajici se kontaminanty v potravé a jejich moznymi nésledky na lidské

zdravi (Sajid, 2015).

Kromé takovych latek, jako jsou mykotoxiny, pesticidy, antibiotika a patogeny, roste potfeba
detekovat konkrétni alergeny, druhové specifické markery (veptové, hovézi) a geneticky

modifikované slouceniny v potravinach (Dzantiev, 2014).
6.1 Analyza potravin pomoci LFIA

V soucasné dob¢ se imunochromatografické testy povazuji za uzitecny nastroj pro rychly
screening potravin a surovin (Dzantiev, 2014). Avsak LFIA testy pouzivané pro analyzu
potravin se li§i vlastnostmi ve srovnani se systémy pro lékaiské a veterinarni aplikace
(Raeisossadati, 2016). Divodem je naptiklad charakter analyzovanych latek (mohou byt
nizkomolekularni a vysokomolekularni) (Dzantiev, 2014). Pro analyzu potravin je tedy
nezbytny vyvoj ucinngjsiho a citlivéjsiho analytického systému, aby byla zaru¢ena bezpecnost,

kvalita a sledovatelnost potravin (Raeisossadati, 2016).

Pomoci LFIA testi, které jsou nyni dostupné na trhu, 1ze detegovat bakterie rodu Salmonella
a Campylobacer, dale Escherichia coli a Listeria monocytogenes. Analyza téchto kontaminanta

1ze provést naptiklad ze vzorkl vody, ndpoji, mlécnych vyrobki, masa nebo zeleniny.
6.2 Studie zaméiené na detekci kontaminanti z potravin

Pocet védeckych clanki v této oblasti ve spojeni s imunochromatografii stale roste. Dlivodem
nartistu védecké ¢innosti jsou zmény v maximalnich povolenych hodnotach fady kontaminanti

a upravy v seznamu kontrolovanych latek v potravinach (Dzantiev, 2014).

Tabulka 1 (pro lepsi piehlednost na samostatné stran¢) piedstavuje studie zabyvajici se detekci
patogennich bakterii (pfedevsim z potravin) pomoci LFIA. Nejcastéji pouzivanou znackou jsou
vtéchto studiich zlat¢ nanocastice (GNPs). Vyuziti GNPs Ize kombinovat
S imunomagnetickymi ¢asticemi (IMPs) nebo kyselinou chlorozlatitou (HAUCIls). Dal§imi
pouzivanymi znaCkami jsou fluorescein isothiokyanat (FITC) a up-konverzni fosforové

nanocastice (UCPs).
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Tabulka 1: Piehled studii zabyvajicich se detekci potravinovych patogennich bakterii pomoci

imunochromatografickych testu (pfevzato, upraveno a zkraceno z: Luo, 2018)

x CiLOVE DETEKCNI
ZNACKA | ANALYT VZOREK BAKTERIE LIMIT STUDIE
GNPs cela buiika | syrové hovézi maso E. coli O157:H7 1,8 x 10° CFU/ml |Jungetal.,
2005
GNPs cela buiika | masné vyrobky, ryby L. monocytogenes 1x102CFU/10g |Shimetal.,
+ IMPs 2008
GNPs cela bunka | voda, mléko, E. coli O157:H7 1 x 10% CFU/ml Qietal.,
+ IMPs hovézi maso 2011
GNPs cela buiika | mléko S. typhimurium 10? bunék Pandey et al.,
2012
GNPs cela buiika | motské plody V. cholerae 0139 1 x 10* CFU/mI Pengsuk et al.,
2013
GNPs cela buiika | masné vyrobky, zelenina | S. typhimurium 2,3 x10° CFU/ml | Yonekitaetal.,
2013
GNPs cela buiika | voda S. typhi 1 x 10* CFU/mI Singh et al.,
2015
GNPs cela bunka | mléko E. coli O157:H7 5x 10° CFU/ml Wang et al.,
+ HAUCLy 2015
GNPs cela bunka | chléb, mléko, zelé E. coli O157:H7 1 x 10® CFU/ml Song et al.,
S. boydii 2016a
GNPs cela buiika | mléko L. monocytogenes 3,7 x 108 CFU/ml |Wangetal.,
2017
GNPs celd buitka | hlavkovy salét E. coli O157:H7 1,87 x 10* CFU/mI | shin et al.,
S. typhimurium 2017
GNPs cela buiika | mléko S. enteritidis 1x10°CFU/mI | Buetal.,
+ HAUCl, 2018
IMPs cela buiika | potravinové vzorky L. monocytogenes 1x10* CFU/mI Shietal.,
2015
IMPs cel buiika | krevety, skeble V. parahaemolyticus | 1 X 10° CFU/mI | van et al.,
2014
IMPs cela buiika | hlavkovy salat, mléko, E. coli O157:H7 30-300 CFU/mI Suaifan et al.,
maso, klobasa 2017a
IMPs cela bufika | m1é&né vyrobky B. anthracis 5 x 10° CFU/mI Fisher et al.,
2009
IMPs cela buiika | moiské plody V. parahaemolyticus | 1,58 x 102 CFU/mI | Ljy et al.,
2015
UCPs cela buiika | 279 vzorki jidla 10 epidemickych | 1x 10* CFU/MI | 7100 et al.
potravinovych . 5 2016 '
patogenti az 1 x 10° CFU/mI
FITC cel buiika | chléb, mléko, zelé E. coli 0157:H7 1x10°CFU/mI | songetal.,
2016b
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6.3 Komer¢ni soupravy

Pted uvedenim komer¢nich souprav na trh dochazi k jejich peclivému testovani a validaci.

Dilezita je podrobna optimalizace testovacich krokli, materidlu, zafizeni a odecteni vysledkd.

Diagnostické poradenské sit¢ DCN (Diagnostic consulting networks) poskytuji
imunochromatografické testovaci prouzky pro aplikace v 1ékaiské, veterinarni a spotiebitelské

diagnostice, testovani potravin a napoju, zivotniho prostiedi a zemé&délstvi (Sajid, 2015).

Mezi firmy dodavajici komeréni soupravy se fadi napiiklad Neogen: fada Reveal® pro
stanoveni Listeria, Salmonella a Escherichia coli 0157, BioControl Systems: VIP® GOLD™
pro stanoveni Listeria, Salmonella a Escherichia coli a DuPont Qualicon: DuPont™ Lateral
Flow System pro stanoveni Listeria (Law, 2015) Salmonella, Camplyobacter a Escherichia coli

0157 (Luo, 2018). Dalsi firmy dodavajici na trh komeréni soupravy jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Komer¢ni soupravy s imunochromatografickou detekei (pfevzato, zkraceno a upraveno
z: Dzantiev, 2014)

SPOLECNOST ZEME |TYPSYSTEMU |DETEGOVANE LATKY

B-laktakty, sulfonamidy, ractopamin, klenbuterol,
Cina Testovaci prouzky | melamin, patogeny (Listeria monocytogenes,
E. coli O157:H7)

Beijing Kwinbon
Biotechnology

Charm Sciences USA Testovaci prouzky | Antibiotika, sulfonamidy, aflatoxin M1
EnviroLogix USA Testovaci prouzky | Mykotoxiny, GMO, patogeny (Botrytis cinerea)
Merck KGaA /

EMD Chemicals USA Testovaci prouzky | Patogeny (E. coli 0157: H7, Campylobacter, Salmonella)

New Horizons

Diagnostic USA Testovaci prouzky | Patogeny (Salmonella, E. coli O157:H7), toxin botulismu

Nippon Meat , N Patogeny (E. coli 0157, 026, 0111,

Packers Japonsko | Testovaci prouzky Salmonella enteritidis, Listeria, Campylobacter jejuni)
. ; o , . Antibiotika, veterinarni 1é¢iva, mykotoxiny, patogeny

Quicking Biotech Cina Testovaci prouzky (E. coli O157:H7, Salmonella, Listeria), melamin

Shenzhen

Lvshiyuan Cina Testovaci prouzky | Antibiotika, veterinarni lé¢iva, mykotoxiny, melamin

Biotechnology

Unisensor Belgie Testovaci prouzky | Antibiotika, sulfonamidy, mykotoxiny, melamin

Mykotoxiny, patogeny (E. coli O157:H7, Salmonella,
Indie Testovaci prouzky | Vibrio cholera, V. parahemolyticus, Listeria, Shigella),
GMO

Ubio Biotechnology
Systems

6.4 Viceparametrové testovaci prouzky
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Multiplexni testy mohou byt rizného formatu. Jednim z nich je testovaci prouzek s vétSim
poc¢tem vzajemné oddélenych detekénich mist. Tento format s nékolika testovacimi liniemi
na jednom imunochromatografickém prouzku je obliben piedevS$im S pouzitim zlatych
nanocastic, dale kvantovych tecek nebo barevnych ¢i fluorescenénich nanoc¢astic. Vyuziti ma

zejména pro soucasnou detekci kontaminanti potravin (Anfossi, 2018).

Soucasné studie se zabyvaji vyvojem imunochromatografickych multiplexnich testd naptiklad

pro detekci a diferenciaci sérotypi O1 a O2 Cronobacter sakazakii (Scharinger, 2017).

Vsudypfitomny a oportunni patogen Cronobacter sakazakii, diive znamy jako Enterobacter
sakazakii, je zodpovédny za sepse, nekrotizujici enterokolitidu, bakteriémie a tézkou
meningitidu, kterd vede v 40-80 % k tumrtnosti (Scharinger, 2017, Blazkova, 2011).
Onemocnéni postihuji lidi vSech vékovych kategorii, avSak nejvétSim ohrozenim jsou

pro kojence a imunodeficitni jedince (Norberg, 2012).

Test je zalozen na dvou monoklondlnich protilatkach, které se specificky vazi na
lipopolysacharidy téchto patogenti. V soucasné dob¢ je u C. sakazakii znamo pét sérotypu
01 az O4 a O7. Multiplexni testovaci prouzek umoznuje detekci sérotypu O1 a O2 C. sakazakii
soucasn¢. Tyto dva sérotypy jsou pievazné€ izolovany z klinickych a potravinaiskych produktt
(Scharinger, 2017). Detekce pomoci imunostripu byla dle Blazkové et al. pouzita na analyzu
vzorki praskové kojenecké vyzivy kontaminované mén¢ nez 10 bunikami Cronobacter spp. na
10 g. Vysledky vychazejici z této analyzy naznacuji absolutni shodu s vysledky standardnich
mikrobiologickych metod. Test s pouzitim koloidnich uhlikovych nanocastic jako indikatoru
umoznuje vizualni detekci C. sakazakii béhem 10 minut (Blazkova, 2011). Obrazek 8
predstavuje vyslednou podobu imunochromatografického testu pro stanoveni sérotypu

C. sakazakii z kojenecké vyzivy.
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Obrazek 8: Imunochromatograficky test pro detekci C. sakazakii ze vzorku kojenecké vyZivy:
I, negativni kontrola (pouze jedna Cervena ¢ara v kontrolni linii); IT a III, pozitivni pro sérotypy
01 a 02 C. sakazakii (dvé cervené ¢ary: kontrolni linie a testovaci linie 1 nebo testovaci linie 2);
IV, pozitivni na oba sérotypy C. sakazakii O1 a O2 (tfi ¢ervené linie: kontrolni linie a dvé testovaci

linie 1 a 2). C, kontrolni linie; T1 a T2, testovaci linie 1 a 2. (Pfevzato a upraveno z: Scharinger, 2017)
6.4.1 Disky pro stanoveni vice druhi sloucenin

Disk se sklada z n¢kolika prouzki, které maji spole¢né misto pro aplikaci vzorku. Dochazi tedy
k distribuci jednoho vzorku mezi jednotlivé prouzky, které mohou mit jednu nebo vice
testovacich linii (Anfossi, 2018).

Néavrh  na  simultdnni  detekci  10riznych  protilitek  pomoci  10kandlového
imunochromatografického testu znaceného UCP nanocasticemi (TC-UPT-LF, 10-channel up-
converting phosphor technology-based lateral flow) piednesl Hong et al. (2010) (Anfossi,
2018). Test na zaklad¢é sendvicového usporadani, s dvojitym antigenem, slouzil pro detekci
protilatek proti Yersinia pestis. Vyhodnoceni testu bylo provedeno kvantitativné pomoci

biosenzoru se skenovaci funkci (Hong, 2010).

Na detekci 10 riznych potravinafskych patogent se zaméfila studie od Zhao et al. (2016)
s vyuzitim TC-UPT-LF. Opét se jedna o disk slozeny z 10 prouzki, coz je mozné pozorovat
na obrazku 9 (b) a vyhodnoceni se provadi kvantitativni detekci. Slouzi k analyze vzorkd
potravin a vody, respektive k detekci jejich patogenli. Nejcastéjs$i potravinové bakterialni
patogeny jsou Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Vibrio parahaemolyticus,
V. cholerae O1 a V. cholerae 0139 (Zhao, 2016).
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(a)

Absorp¢ni podlozka 4
Kontrolni linie 6
Testovaci linie 5

Membrana 3

Konjugaéni zéna s UCP 2 *

Podlozka pro aplikaci vzorku 1 *

Obrazek 9: 10kanalovy imunochromatograficky multiplexni test TC-UPT-LF znaceny
upkonverznimi fosforovymi nanoc¢asticemi s 10 detekénimi kanaly (T1 az T10), které jsou soucasti

prouzki piislusnych pro cilové bakterie (pfevzato a upraveno z: Zhao, 2016)
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7 POTRAVINOVE PATOGENY

Onemocnéni zplisobend plivodci pfitomnymi v potravinach, predstavuji vazné zdravotni riziko
pro rozvojové i rozvinuté zemé (Zhao, 2016). Béznymi potravinovymi patogeny, které jsou
odpovédné za vétSinu chorob (v souvislosti s ndakazou z potravin), jsou Escherichia coli
0157:H7, Salmonella enterica, Vibrio spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens a Escherichia coli produkujici

Shiga toxin (Law, 2015). Toto je pfedstaveno na obrazku 10.

Prehled nejzavaznéjSich bakterialnich onemocnéni z potravin

Bakterie Hlavni zdroje Cim se prenasi Typické pfiznaky onemocnéni
(Campjdobacter Stievni trakt zvirat Syrové mléko, mélo tepelné Horetka, bolest hlavy a sval(i, nasleduje boleni bFicha,\
Sarr a ptakd, syrové opracovand dribez, prajem, nékdy krev ve stolici a zvraceni. P¥iznaky
Jeuni mléko, odpadni vody maso se objevi po 2-5 dnech, mohou trvat az 7-10 dni
Stfevni trakt Kontaminovana voda, syrové Prdjem nebo prijem s krvi, ki'ece v brise,
Escherichia nékterdch saveil mléko, syrové hovézi a mleté nevolnost, malatnost. Piiznaky po 2-5 dnech,
coli 0157 ze'mérr?a dob ké maso, nepasterovana jableéna trvaji asi tyden; u malych déti mdze dojit
) v §tava, syrova zelenina k selhani ledvin (tzv. syndrom HUS)
Priznaky podobné chfipkovym, nékdy také bolest
. Stievni trakt zvirat Listova i mraZena zelenina, bfiicha, pocit na zvraceni, prujem; u komplikovanych
Listeria a lidi, pada, mékké zrajici syry, pfipadd postupné postiZeni nervového systému,
monocytogenes syrové mléko, uzeny losos, lahtdky, meningitida nebo sepse, konéi i imrtim. U téhotnych
silaz Syrové maso Zen mazZe dojit k potratu nebo infekci plodu. Pfiznaky
po 3 dnech aZ n&kolika tydnech po néakaze
Stievni trakt zvirat Syrové a nedovaiend vejce, Boleni bfiicha (Zaludku), prajem, zvraceni, zimnice,
Salmonella a ptakd, kloaka, dribeZ, vyrobky ze syrového horecka, bolest hlavy. Pfiznaky po 8 hodinach az
vejce mléka, ryby, bacilonosici 3 dnech, trvaji nékolik dni. Bacilonosi¢stvi bezpriznakové
Povrch kize Syrové mléko, nakaZené ; . .
e . ! p Prudka nevolnost, kiece v brise, zvraceni
Staphylococcus| a sliznic, infikované osoby; onemocnéni a préijem. Priznaky se objevi jiZ po 1-6 hodinach,
aureus a hnisajicf rany, zplsobuje toxin mizi béhem 2-3 dnil
L zanéty vemene uvolnény z bunék v J

Obrazek 10: Piehled nejzavaznéjSich bakterialnich onemocnéni z potravin (pfevzato z: Vladimir

Spelina, 2007)
7.1 Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae (enterobakterie) jsou gramnegativni ty¢inky (Singh, 2015). Existuje vice
nez 30 rodd a 120 druhii. Témét vSechny jsou fakultativné anaerobni, oxidaza negativni
a fermentuji glukdzu. Enterobakterie se pohybuji pomoci peritrichalnich bi¢ikt, vyjimkou jsou

Shigella a Klebsiella, které jsou nepohyblivé (Rock, 2014).

Nekteré druhy enterobakterii mohou zptisobovat infekce gastrointestinalniho traktu, a proto se

oznacuji jako enterické. Tabulka 3 uvadi rod a druh nejbéznéjSich lidskych patogenii z Celedi

enterobakterii (Rock, 2014).
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Tabulka 3: Nejbéznéjsi lidské patogeny ¢eledi Enterobacteriaceae (pievzato a upraveno z: Rock,

YV _  wewr

2014)
ROD DRUH ROD DRUH
freundii mirabilis
Citrobacter Proteus
koseri vulgaris
cloacae Serratia | marcescens
Enterobacter | aerogenes dysenterii
sakasakii flexneri
Shigella
coli sonnei
Escherichia
albertii boydii
pneumoniae pestis
Klebsiella
oxytoca Yersinia | enterocolitica
Salmonella | enterica pseudotuberculosis

Jejich pfirozenym prosttedim je stfevni trakt lidi a zvifat. Pfenos enterobakterii je
prostiednictvim kontaminované vody a jidla. Dle Svétové zdravotnické organizace WHO asi
1,1 miliardy lidi na celém svété pije nebezpecnou (kontaminovanou) vodu, coz zplisobuje
v kombinaci s nedostate¢nou hygienou pfiblizné¢ 88 % prijmovych onemocnéni. Sviij podil

maji také kontaminované potraviny, a to zejména pro velké populace v rozvojovych zemich.

K vyskytu potravinovych a vodou pienaSenych chorob v soucasné dobé ptispiva nckolik
faktorti. Mezi nékteré z nich patii zmény v demografii a chovani lidi, mezinarodni cestovani,
nedostatek kanalizaci, Spatnd hygiena a nizka uroven vzdélani. Aby se zabranilo vypuknuti
nemoci, je nezbytné sledovat kvalitu potravin a vody. Na toto téma je zamétena kapitola 7.1.1

(Singh, 2015).
7.1.1 Detekce Enterobacteriaceae pomoci LFIA

Se vznikem a vyvojem prouzki LFIA se detekce patogennich bakterii stala snadnéjsi
a rychlejsi. Pro detekci bakterialnich patogent jsou odebirany vzorky (matrice), jako je plazma
¢i sérum, vykaly (stolice), vzorky potravin a vody (Singh, 2015). Kontrola potravin a vody je
nezbytna pro zajisténi bezpecnosti potravin a minimalizaci vyskytu patogent v potravinach

a ve vodé (Zhao, 2016).

V kompetitivnim uspofadani se imunochromatografické testy pouzivaji k analyze toxind, nebot’

se jedna o sloueniny s nizkou molekulovou hmotnosti (Racisossadati, 2016). Detekce celych
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mikroorganismu je také mozna a provadi se pomoci imunochromatografickych stripovch test
zalozenych na detekci celé bakterialni bunky, tzv. WCLFSA (Whole cell-based lateral flow
strip assay). Avsak je tfeba brat v potaz, ze velikostn¢ jsou bakterie oproti toxiniim vétsi, coz je
potiecba zohlednit pifedev§im pii vybéru membrany. Je ticba zvolit membranu o vhodné
porovitosti, v kombinaci s vyhovujici povrchovou upravou pro usnadnéni migrace

mikroorganismu (Luo, 2018).
7.1.1.1 Salmonella spp.

Salmonely jsou hlavnimi potravinovymi patogeny pro zvifata a lidi, nebot’ jsou pfi¢inou
akutnich infekci traviciho traktu (Mei, 2019, Zhao, 2016). Mezi béZné sérotypy salmonel, které
mohou zpUsobit onemocnéni V souvislosti s potravinami, patii S. enteritidis, S. typhi,
S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C a S. choleraesuis. Tyto patogeny mohou existovat
(a obvykle i koexistovat) v riznych potravinach, jako jsou syrové nebo nedostateéné uvaiené
potraviny (maso, moiské plody, driibez atd.) a vyrobky ur¢ené k piimé konzumaci (zelenina,
ovoce, mlé¢né vyrobky atd.) (Zhao, 2016).

Imunochromtografické testy pro detekci salmonel jsou obvykle sendvi¢ového uspotadani,
avsak pro malé analyty lze pouzit také uspotfaddni kompetitivni (Cam, D., 2019). Kompetitivni
uspofadani se vyuziva k sérotypizaci salmonel na zdkladé (t€lovych) O a (bicikovych)
H antigent. T¢lovy O antigen je tvoten lipopolysacharidy (LPS) a k jeho detekci se vyuzivaji
zlatem znaené proti lipopolysacharidu (Wang, 2016). Princip imunochromatografického

prouzku pro detekci Salmonella spp. je znazornén na obrazku 11.

Negativni vzorek  Pozitivni vzorek

Absorpéni l 2 } 1
podlozka 2 A
33 ([ R
- |
Testovaci linie 2:2.5 seq
Vzorkovaci
podlozka D
W~ Salmonella =% LPS antigen i Protilatky proti LPS Salmonella

@ Zlaté nanocastice * Jiné bakterie T Monoklonalni kozi anti-mysi protilatky

Kontrolni linie

Obrazek 11: Princip imunochromatografického prouzku s kompetitivnim uspoiadanim pro
detekci Salmonella spp. (pfevzato a upraveno z: Wang, 2016)

35



Testy LFIA na bazi Abs pro rozpoznavani salmonel vyzaduji v prvni fadé konjugaci cilové
specifickych Abs se znackou (nejéastéji GNP). Tento proces probiha chemickou nebo fyzikalni
adsorpci za optimalni hodnoty pH (napfiklad pouzitim uhli¢itanu draselného a kyseliny
chlorovodikové). Dalsim krokem je imobilizace Abs na nitrocelul6zovou membranu a poté
ptiprava podlozek (pro aplikaci vzorku, absorp¢ni) a pufrG. Specificnost a selektivita
imunochromatografického testu zavisi na afinité pouzitych Abs. Pouziti Abs s vysokou afinitou
zvysuje citlivost a snizuje limit detekce (LOD) a nespecifické interakce s riznymi antigeny
(Cam, D., 2019).

Studie Cam et al. (2019) popisuje vyvoj LFIA testu pro detekci salmonel z potravin. Vyuziva
prouzky Siroké 0,4 ¢cm s ru¢né¢ umisténymi komponentami (podlozka pro aplikaci vzorku
a absorpéni podlozka) i reagenciemi (v pozadovanych koncentracich pomoci pipety)
na zachytné zony nitrocelulézové membrany. Konjugace Abs byla pomoci GNPs o velikosti
36 nm. Aplikace vzorku na vzorkovaci podlozku byla provedena bud’ napipetovanim 100 pl
vzorku nebo ponofenim prouzku do eppendorfovych zkumavek obsahujicich 200 a 500 pl
Cerstvého kultivovaného vzorku. Zavérem studie bylo stanoveni limitu detekce (LOD)
zachycenych bunék salmonely. Tento limit ¢ini 5 x 10° bunék na 100 pl, coz je dostatecna

hodnota pro detekci gastroenteritidy u lidi zptisobené S. typhimurium (Cam, D., 2019).

Test Reveal® 2.0 (firma Neogen) je komeréné vyrabény testovaci prouzek sendvicového
uspotadani uréeny ke stanoveni Salmonella spp. napiiklad z kufeciho masa, syrového kratiho
a hovéziho masa, zmrzliny, arasidového masla. K detekci je zapotiebi 200 ul vzorku
obohaceného médiem Rappaport-Vassiliadis, které zvyhodnuje rist salmonel. Konjugacni
zOna obsahuje specifické protilatky proti Salmonella spp. znacené ¢asticemi koloidniho zlata.
V ptipad¢ pozitivniho vysledku dochazi k vytvofeni dvou linii (obrazek 12 A), naopak
negativni vysledek je charakterizovan pouze jednou linii (obrazek 12 B) (Neogen, 2019).

Positive

— '
A l::‘ﬂﬂ i l Salmonello ENEOSEN
8 [ CNeon | Solmonella | txzostn

Negative

Obrazek 12: Ukazka stripového komercné dodavaného imunochromatografického testu
pro detekci  Salmonella  spp. (pfevzato  18.7.2020 z webovych  stranek  Neogen:

https://www.neogen.com/solutions/microbiology/reveal-2-salmonella/)
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7.1.1.2 Koliformni bakterie

Koliformni bakterie obecné zahrnuji Enterobacter, Klebsiella, Escherichia a Citrobacter
(Paradh, 2015). Jedna se pievazné o fakultativné anaerobni, gramnegativni ty¢ky, které netvofi
spory (Halkman, 2014). Jsou schopné vyuzivat laktozu s tvorbou plynti a kyselin pti 35-37 °C
béhem 24 nebo 48 hodin (Paradh, 2015, Halkman, 2014). Koliformni bakterie bakterie jsou
povazovany za indikatory znec€isténi a hygieny, nebot jejich piitomnost ve vodé a v potravinach
muze byt nasledkem nedodrzeni hygienickych podminek. Zkoumani potravinového vyrobku
z hlediska indikatorovych mikroorganismi mutze poskytnout jednoduché, spolehlivé a rychlé
informace o obecné urovni hygieny, dale o selhani zpracovani a kontaminaci z zivotniho

prostiedi po zpracovani daného potravinaiského vyrobku (Halkman, 2014).

Koliformni bakterie jsou detegovany v celé fadé€ potravin, jako jsou pe¢ivo, masa a hotova jidla.
Rychlost ristu koliformnich bakterii je v Sirokém teplotnim rozmezi (od nizkych az po stiedni
teploty). Jakmile jejich pocet dosahne urcité tirovné, dochazi ke sniZeni trvanlivosti potravin.
Proto jsou koliformni bakterie v této souvislosti povazovany za ukazatele kvality potravin

(Tominaga, 2019).

Na detekci koliformnich bakterii, jako jsou Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Hafnia,
Pantoea, Serratia a Klebsiella ¢i Raoultella, se zaméfil ve své studii Tominaga (2019). Princip
detekce spociva v navazani bakterialni buniky ze vzorkd masa na protilatky zna¢ené kovovym
koloidem (GNP). Protilatky jsou polyklonalniho charakteru a byly ziskany imunizaci kralika
(intravenézni injekci 5 x 108 bunék na davku). Piiprava IgG frakci z odebranych sér byla
provadéna s pouzitim imobilizovaného proteinu A. Poté nasledovala uprava pufrem
a pufrovacim roztokem. Ziskané polyklonalni protilatky zna¢ené GNP slouzily jako detekéni
protilatky po smichani s buitkami ze vzorku. Pfed samotnou aplikaci vzorku byly bakterie
ziskané odstfedénim z kultiva¢niho roztoku promyty (v 0,85 % NaCl) a zahtivany po dobu
15 minut pti 100 °C. Popsany test byl vhodny pro detekci bakterii pti vyrobé potravin a zaroven

I zajisténi jejich bezpecnost (Tominaga, 2019).

Imunochromatografickou detekci Escherichia coli 0157 se zabyval Jung et al. (YYan, 2006).
V této studii se ukazalo, ze detekéni limit pro Escherichia coli O157 bez obohaceni GNPs byl
1,8 x 10° CFU/ml a po obohaceni ¢inil 1,8 CFU/mI. Wang et al. (2015) provedli studii vénujici
se detekci E. coli O157 pomoci sendvicového imunochromatografického prouzku. Test
provedeny s riznymi vzorky potravin (suSené mléko, mouka, §krob, kava, suSenka, kolac, zelé

a §tava) vykazoval citlivost 1 x 10° CFU/mlI (Law, 2015).
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Studie Ching et al. (2015) se zaméfila na detekci Shiga toxinu (Stxs) produkovaného E. coli.
Nakazy v dusledku kontaminace potravin Stxs jsou ¢asto zpusobeny konzumaci nedovaieného
mletého hovéziho masa, mléénych vyrobki nebo kontaminovanou vodou (kontaminace listové
zeleniny). Detekce Stx byla provedena pomoci dvojice monoklonalnich protilatek (konjugace
GNP), které se vazaly na epitopy spole¢né pro Stx1 a Sest Stx2 variant. Stx1 je spojovan
s mirnymi klinickymi pfiznaky, zatimco varianty Stx2 jsou spojeny s vazn¢jSimi chorobami
(hemoragicka kolitida, hemolyticky uremicky syndrom). Detek¢ni limit tohoto testu ¢inil
0,1 ng/ml pro Stx2a (Ching, 2015).

7.2 Komer¢ni soupravy pro detekci bakterii rodu Escherichia

Merck KGaA dodava na trh LFIA soupravy pro detekci patogenti ze vzorki potravin. Testy
vyuzivaji protilatky specifické pro cilovy analyt, k jejichz znaceni se vyuziva nejcastéji
koloidni zlato. Kazdé zatfizeni je samostatnym testem, ktery vyZaduje pouze pfidani vzorku,
coz z n&j ¢ini jednoduchou metodu poskytujici jasné vysledky (pfitomnost ¢i nepfitomnost

bakterie ve vzorku) béhem 20 minut (Merck KGaA, 2020).

SINGLEPATH ®, jez je uveden na obrazku 13, se pouziva pro detekci E. coli O157 (v¢etné

O157:H7) z riznych potravin (napiiklad syrové mleté hovézi maso a pasterované plnotu¢né

[RA4

KGaA, 2020).

Singlepath®
E.COLI 0157

— C

T

Obrazek 13: Ukazka kazetového komer¢né dodavaného imunochromatografického testu
pro detekci Escherichia coli (pfevzato 14.7.2020 z webovych stranek Merck KGaA:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/104141?lang=en&region=CZ2)
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Souprava DUOPATH ® STEC, kterou predstavuje obrazek 14, slouzi k detekci Shiga toxinu
Vv potravinach (Merck KGaA, 2020).

Duopath
STEC

, P
— C

& SLTZ

& SLT1

O

Obrazek 14: Ukazka kazetového komercéné dodavaného imunochromatografického testu
pro detekci Shiga toxinu produkovaného Escherichia coli (pfevzato 14.7.2020 z webovych stranek

Merck KGaA: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/104156?lang=en&region=CZ)
7.2.1.1 Yersinia

Yersinia je invazivni gastrointestinalni patogen, ktera muze infiltrovat stfevni vystelku
a vstoupit do lymfatického systému a krve (Actor, 2012). Yersinia enterocolitica zpusobuje
yersiniézu, nemoc charakterizovanou prijmem a zanéty traviciho traktu. Pfenos je

fekalné-oralni cestou, konzumaci kontaminované potraviny nebo vody.

Detekce tohoto patogenu v potravinach je naroc¢na. Ptic¢inou je podobnost s jinymi enterickymi
bakteriemi, popiipadé ptitomnost dalSich mikroorganismti ve vzorcich potravin a pomaly rist

(Gupta, 2015).
7.3 Clostridiaceae

Bakterie této Celedi jsou grampozitivni anaerobni tyCinky, které jsou ve vegetativni fazi
pohyblivé. Vytvareji spory a vylucuji silné exotoxiny odpoveédné za choroby, mezi které patii
tetanus, botulismus a plynova gangréna (snét). Klinicky vyznamné druhy jsou: C. tetani,
C. botulinum, C. perfringens a C. difficile (Actor, 2012).

Clostridium perfringens je patogennim puvodcem onemocnéni gastrointestinalniho traktu
¢lovéka, jako je otrava jidlem, prijem spojeny s antibiotiky a ojedinélé prujmy (nozokomialni
prujmy) (Kaneko, 2011). Muze produkovat rizné druhy toxind, pomoci nichz se klasifikuji
(Dave, 2017). Nejvyznamngjsi toxin produkovany touto bakterii je enterotoxin Clostridium

perfringens (CPE), ktery zptisobuje onemocnéni gastrointestinalniho traktu. (Kaneko, 2011).
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Dalsim zastupcem je C. botulinum, jez produkuje jeden z nejsilnéjsich neurotoxint botulinum
neurotoxin (BoNT). BoNTs jsou rozdéleny do sedmi typt (A-G). Pfirozené se vyskytujici
toxiny pienasené potravinami (nejcastéji jako dusledek nespravného konzervovani potravin)
pusobi tak, ze inhibuji uvolfiovani acetylcholinu. Nasledkem otravy (botulismu) pak mize byt
rozmazané vidéni, svalova slabost az paralyza koncici smrti (Actor, 2012, Ching, 2012, Sajid,
2015).

7.4 Detekce bakterii rodu Clostridium pomoci LFIA

Asi 80 % nemoci je zpusobeno otravou BoNT/A, BoNT/B obsazeného v mléce a jable¢né
staveé. Vysoce citliva LFIA byla navrZzena tak, aby detegovala a rozliSovala tyto toxiny
(BoNT A/ B) (Sajid, 2015). Konstrukce LFIA sestava z nitrocelulézové membrany, na kterou
jsou imobilizovany anti-mysi IgG v kontrolni linii a sérotypoveé specifické zachytné protilatky
C. botulinum (BoNT / A a BoNT / B) v testovaci linii. Podlozka pro aplikaci vzorku piekryva
konjugacni podlozku obsahujici imobilizovanou anti-BoNT protilatku konjugovanou s GNP
(Ching, 2012). Na druhém konci membrany je absorpéni podlozka, ktera slouzi k usnadnéni
kapilarniho proudéni zafizenim a zachyceni piebytku tekutiny (Ching, 2012, Banerjee, 2018).
Celé zafizeni je uloZeno v kazetkovém plastovém krytu (Ching, 2012). Test je sendvicového
usporadani a ptitomnost toxinu vede ke vzniku dvou Eervenych ¢ar (Vv testovaci i kontrolni

linii). Konstrukci LFIA testu pro detekci BONT piedstavuje obrazek 15.

2 Zadni strana prouzku
Absorpéni podlozka BoNT A/B
A -
- Nitrocelul6zovd membrana
.| . y
"N"( - Kontrolni linie ~ —— -
YWY |e—— BoNT/A testovaci linie =Y -A
WT < BoNT/B testovaci linie — B
Konjugacni podlozka

Podlozka
pro aplikaci vzorku

Vzorkovaci podlozka

Plastovy kryt

Obrazek 15: Konstrukce imunochromatografického testu pro detekci toxinu botulinum

neurotoxin (pfevzato a upraveno z: Zhao, 2016)
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7.5 Listeriaceae

Pro ¢lovéka jsou vyznamné patogenni listerie (Listeria spp.) Listeria monocytogenes
a Listeria ivanovii (Actor, 2012). Poziti Listeria z nepasterizovanych mléénych vyrobkt mutze

vést k bakteriémii a septikémii s meningoencefalitidou (Actor, 2012).

L. monocytogenes je vsudypfitomna mald psychrotrofni grampozitivni aerobni nebo
fakultativni anaerobni tyCinkova bakterie. Onemocnéni, jez zpusobuje, se nazyva listerioza
a predstavuje riziko zejména pro imunosuprimované 0soby a novorozence (Einer, 2006).
Vyskytuje se prakticky ve vSech potravinach urc¢enych k piimé spotfebe, v masnych vyrobcich
(parky, slanina, klobasa, vafena Sunka atd.) Inaktivace L. monocytogenes je vaienim pii 72 °C,

ale baleni a krajeni mize zptisobit opétnou kontaminaci (Einer, 2006).
7.5.1 Detekce bakterii rodu Listeria pomoci LFIA

Pro presnou detekci Listeria monocytogenes lze vyuzit sendvi¢ovy kvantitativni test LFIA se
superparamagnetickymi ¢asticemi. K zachyceni cilovych bakterii jsou monoklonalni protilatky
znaCeny superparamagnetickymi casticemi, zatimco druha protilatka je imobilizovana
Vv detekéni zong. Po 20minutové reakci Se prouzky analyzuji pfistrojem vhodnym pro detekci
magnetického signalu imunokomplexu v magnetickém poli. Hodnoceni citlivosti ukazalo,
ze mez detekce (LOD) superparamagnetického systému LFIA pro L. monocytogenes byla
10* CFU / ml (Shi, 2015).

Stripovy imunochromatograficky test Reveal® 2.0 dodavany firmou Neogen, pro detekci
Listeria spp. ze vzorkil potravin nebo zivotného prostredi, je na obrazku 16. Ke stanoveni je
pouzito 200 pl vzorku (pokojové teploty) obohacené¢ho bujonem pro selektivni rist bakterii
rodu Listeria. Test se nasledné vlozi do pfedem piipraveného vzorku a necha se vyvijet
pii okolni teploté po dobu 20 minut. Test vyuziva protilatek zna¢enych zlatymi nanoc¢éasticemi
(Neogen, 2019).

Positive

W -5k Listeria | xzosx

l .ma Yl Listerio NEOGEN
Negative

Obrazek 16: Ukazka kazetového komer¢né dodavaného stripového imunochromatografického
testu pro detekci Listeria spp. (prevzato 18.7.2020 z webovych stranek Neogen Corporation:
https://www.neogen.com/solutions/microbiology/reveal-2-listeria/)
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Soupravy SINGLEPATH ® L'mono dodavané firmou Merck KGaA, viditelné na obrazku 17,
jsou screeningové testy prokazujici piitomnost Listeria monocytogenes v potravinach. Test je
zalozeny na protilatkich znadenych zlatem, Spodni mez detekce je 5 x 10° bakterii/ml

(v zavislosti na sérotypu) (Merck KGaA, 2020).

Singlepath®
L' MONO

Obrazek 17: Ukazka kazetového komer¢né dodavaného imunochromatografického testu
pro detekci Listeria monocytogenes (pievzato 14.7.2020 z webovych stranck Merck KGaA:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/104148?lang=en&region=CZ2Z)

7.6 Campylobacteraceae

Campylobacter jsou aerobni gramnegativni zakiivené bakterie. Od jinych patogent

pfenaSenych potravinami se odliSuji tim, Ze se v potravé nereprodukuji (Raeisossadati, 2016).

Campylobacter jejuni zpuisobuje gastroenteritidu a obvykle se ziskava konzumaci nedokonale
upraveného jidla nebo pitim kontaminovaného mléka ¢i vody. Pfiznaky infekce jsou horecka,
kieCe a hemoragicky prijem (zplsoben prinikem bakterie do sliznice tenkého stfeva) (Actor,

2012).
7.6.1 Detekce bakterii rodu Campylobacter pomoci LFIA

Studie Xu et al. (2013) byla zamé&fena na vyvoj imunochromatografického prouzkového testu
pro detekci Campylobacter jejuni. Test sendvicového formatu s fluorescenénimi nano¢asticemi
vykazoval detekéni limit 106 CFU/mI (Woan-Fei, 2015).

Komeréné dodavané imunochromatografické testy (Singlepath ® Campylobacter) od firmy
Merck KGaA slouzi pro detekci Campylobacter. Protilatky znacené zlatem jsou specifické
pro cilovy antigen. Souprava sendvicového uspotadani zajistuji jednoduché a pohodiné
stanoveni do 20 minut (Merck KGaA, 2020). Podobu této komeréné¢ doddvané soupravy

ptredstavuje obrazek 18.
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Obrazek 18: Ukazka kazetového komercéné dodavaného imunochromatografického testu
pro detekci Camplyobacter (pfevzato 14.7.2020 z webovych stranek Merck KGaA:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/104143?lang=en&region=CZ)

7.7 Vibrionaceae

Rod Vibrio obsahuje pohyblivé, gramnegativni tyCinky, které jsou fakultativné anaerobni.
Piestoze jsou neinvazivnimi patogeny, zpusobuji tézké prijmové onemocnéni a tisice umrti
ro¢né. Organismy jsou na ¢lovéka prendsSeny poZitim infikované vody nebo fekalnim pfenosem

(Actor, 2012).

Vibrio cholerae je puvodcem cholery, ktera se vyznaCuje silnym prijmem. Piijaté
mikroorganismy sestupuji do stfevniho traktu, vazou se na epitel a nasledné uvoliuji exotoxin
(choleragen), coz zpasobuje pasivni ztratu vody z bunék. Pti 1é¢bé je tedy dilezité piijimat
dostate¢né mnozstvi tekutin (Actor, 2012).

Dal$imi druhy jsou V. parahaemolyticus a V. vulnificus. Zpasobuji prijmy, kiece, nevolnost

a horecku a jejich prenos je konzumaci infikovanych motskych plodt (Actor, 2012).
7.7.1 Detekce bakterii rodu Vibrio pomoci LFIA

K detekci V. cholerae z moiskych plodu vyuzil Pengusk et al. (2013) ve své studii znaceni
pomoci GNPs. Detekéni limit byl 1 x 10* CFU/mI (Luo, 2018).
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ZAVER
Tato bakalaiska prace je vénovana imunochromatografickym testiim a jejich vyuzitim v oblasti

detekce potravinovych patogendi.

Uvodni &ast prace popisuje princip imunochromatografickych testt zalozeny na reakci antigenu
s protilatkou. Pro stanoveni jsou vyuzivany znacky, které s sebou piinaseji vyssi citlivost.
V préci jsou zminény znacky pouzivané bézné, ale i ty méné Casté. Nejcasteji se pouzivaji zlaté
nanocastice konjugované se specifickymi protilatkami cilenymi proti stanovovanému antigenu.
Toto tvrzeni potvrzuji nejen studie (obsazené v této praci), ale také firmy vyrabéjici komercni
soupravy. Zakladem komer¢nich souprav jsou jednotlivé stripy neboli prouzky vyhotovené

Vv riznych forméatech.

Konstrukei a nésledné i uspotadani téchto prouzki je vénovana dalsi ¢ast této prace. Prouzky
se sestavaji z: podlozky pro aplikaci vzorku, konjugaéni zony, nitrocelul6zové membrany s linii
testovaci a kontrolni a absorpéni podlozky. Dle samotného usporadani a pouziti reagencii se

poté odviji vyhodnoceni téchto testii. Ani toto neni v praci opomenuto.

V neposledni fadé je prace zaméfena na vyuziti imunochromatografickych testi k detekci
potravinovych patogent. V praci jsou vyjmenovany nejbéznéji se vyskytujici patogeny a spolu

S nimi i onemocnéni, ktera zpiisobuji.

Nékazy a otravy spjaté s potravinovou kontaminaci pfedstavuji pro lidskou populaci urcité
riziko. Do jisté miry mu lze ptedejit dodrzovanim hygienickych pravidel, av§ak ne vzdy to jde.
Dulezita je tedy vCasna diagnoza u infikovanych osob a také zamezeni §ifeni onemocnéni
spjatych s kontaminovanymi potravinami (nejen ve stravovacich zafizeni, ale také

v doméacnostech).

Detekce potravinovych patogenti pomoci imunochromatografickych testi predstavuje rychlou,
snadnou a levnou analyzu, ktera bude do budoucna zajisté jednou z nejvice uptednostiovanych

metod.
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