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(57)Anotace:

Reseni se tyka zpiisobu detekee antibiotik s beta-laktamovym
jadrem v biologické tekuting, ktery zahrnuje nésledujici etapy:
a) uvedeni uréeného objemu biologické tekutiny do kontaktu s
urCitym mnoZstvim rozpoznévaciho &inidla a inkubace takto
ziskané smési za podminek dovolujicich tvorbu komplext
antibiotik, pfipadné p¥itomnych v biologické tekuting, s
rozpoznavacim ¢inidlem, b) uvedeni smési ziskané v etapé a)
do kontaktu s alespoti jednim referenénim antibiotikem
imobilizovanym na nosi¢, za podminek dovolujicich tvorbu
komplexi referenéniho antibiotika s mnoZstvim
rozpoznavaciho &inidla, které nereagovalo b&hem etapy a), a
¢) uréeni mnoZstvi rozpoznavaciho &inidla pfichystaného k
nosidi, ve kterém rozpoznévaci €inidlo obsahuje receptor
citlivy na pfitomnost antibiotik s beta-laktamovym jadrem,
ziskany z Bacillus licheniformis.
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Zpusob urdovani antibiotik s beta-laktamovym Jjadrem v

biologické tekutiné.

Oblast techniky

PredloZfeny vynadlez se tykd novych =zplsobd rychlého a
pfesného urcovani antibiotik s beta-laktamovym jadrem v
biologické  tekutiné pouiitim receptoru citlivého na
antibiotika s beta-laktamovym jadrem, ziskaného z Bacillus
licheniformis. PFedloZeny vyndlez se také tyka souprav

umoZiujicich provedeni téchto zpusobu.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze antibiotika Jjsou wvelice &iroce pouZivana
nejenom jako terapeuticky prostfedek, urcCeny pro lécCbu
infek&nich chorob vyvolanych békteriemi, ale také Jjako
ginidla umoZAujici konzervaci potravy a Jjako pridavek do
stravy zvifat, umoZhujici stimuaci jejich ristu. Nutnost
detekce pritomnosti antibiotik 1 ve velmi malych
koncentraci v komplexnich biologickych tekutindch jako Jjsou
mléko, mo&, krev, sérum, slina, extrakty z masa, kvasici
tekutiny nebo pufrované vodné prostfedi proto nabyva na

vyznamu.

U mlé&nych produktd se nejGast&ji popisované tesfy tvkajl
detekce antibiotik. Je totiZ dobfe znédmo, Ze antibiotika
p&stitelé pouZivaji pro 1lécbu jistych infek&nich onemocnéni
dobytka. '



7e zPejmych - léka¥skych davodd mléko urcené k 1lidské
spot¥eb& musi v principu byt prosté vSech antibiotik. Mimo
jiné koncentrace penicilinu 0,005 U/ml nebo méné miZe mit
§kodlivé dasledky v prib&hu vyroby produktd odvozenych z

mléka, jako je syr, jogurt a podobne.

Mafe byt predvidéna fada situaci. Napfiklad v prvnim
pripadé pro detekci pfitomnosti antibiotik na farmé pred
pfevedenim do kamionu, bude mit prioritu extrémné rychly
(mén& neZ 5 minut) a Jjednoduchy test. Pouziti rychlého
testu mazZe byt také vhodné, . jestliZe napriklad
antibiotikum, které bylo pouZito pro oSetfeni, Jje znamé a
jestliZe dale uvedeny test dovoluje detekci uvazovaného
antibiotika podle =z&konné normy. V opac¢ném p¥ipadé&, pokud
na rychlost neni davén dﬁfaz, je daleZité detekovat vétsinu

nebo viechna antibiotika v zdkonnych norméch.

zakonné Upravy né&kterych zemi stanovi presné kvalitativni
normy. Nap¥iklad americké ﬁfady vyZzaduji, aby koncéntrace
Sesti dale uvedenych antibiotik v mléku nepfekracovaly
pfesnd ur&ené hodnoty: penicilin, 5 ppb; ampicilin, 10 ppb:;
amoxicilin, 10 ppb; cloxacilin, 10 ppb; cefapirin, 20 ppb;
ceftiofur, 50 ppb. Evropské spolelenstvi také stanovi normy
kvality: penicilin 4 ppb; amoxicilin 4 ppb; ampicilin 4
ppb; cloxacilin 30 ppb; dicloxacilin 30 ppb; oxacilin 30
ppb; cefapirin 10 ppb; ceftiofﬁr 100 ppb: cefchinon 20 ppb;
nafcilin 30 ppb; cefazolin 50 ppb.

Mi%e proto byt wuZiteéné mit k disposici test, ktery

dovoluje detekci  vé&t3iny antibiotik. Kromé& toho v




mlékarenském primyslu mbZe byt uZitedné mit k disposici
test, ktery m& vSechny vlastnosti rychlosti, citlivosti a
jednoduchosti, test, ktery dovoluje vazat tyto t¥i
parametry co nejlep3im zpusobem a to i pokud nejsou UGplné

karyty.

z literatury Jsou znamy ruzné druhy testd pro analyzu
biologickych tekutin. Tyto testy obecné& pouZivaji zplhsoby
detekce, které Jjsou zaloZeny na rozpoznavacim &inidlu
(receptory nebo protildtky), které specificky rozpoznavaji
hledanou latku nebo jeji analog a na znadkovacim &inidlu
(radiocaktivni prvek, enzym, fluorescenc¢ni &inidlo a
podobn&), které jsou dale oznalovany jako detekdni &inidla.
v zdvislosti na zvoleném zplsobu se mluvi o)
radioimunologickém testu (RIA), radioreceptorovém testu
(RRA), enzymovém imunologickém testu (EIA) a podobné&. Ve
svém obecném principu tyto testy vyuZivaji minimé&lni
kombinaci dvou vySe uvedenych prvka {(detek&nich ¢&inidel),
kterd umozni ziskat vysledek, jehoil hodnota indikuje

mnoZstvi zkoumané latky, které je pFitomno.

Je vhodné poznamenat, Ze v z&vislosti na pouZitém zplsobu
detekce miZe byt oznacujici ¢&inidlo spojeno bud s
rozpozndvacim ¢&inidlem nebo s testovanou latkou nebo s
ladtkou, kterd Je analogickad testované latce =z hlediska
rozpoznavani pouZitym rozpozndvacim ¢inidlem. Existuji také
testovaci zpusoby, ve kterych rozpoznavaci &inidlo nebo
testovana latka nebo 1latka  analogickd testované latce
obsahuji v sob& oznadovaci &inidlo (napfiklad radiocaktivné

oznalend testovanad léatka).




Vyndlez US 4.239.852 popisujé mikrobiologicky zptsob
detekce antibiotik s B—laktamovyﬁl jaddrem v mléku. Podle
tohoto zpusobu se vzorek mléka inkubuje na jedné strané& v
pfitomnosti <Céasti bunék mikroorganismu, ktery Je velmi
citlivy na antibiotika, - obzvlasté Bacillus
Stearothermophilus a na druhé strané v pritomnosti
antibiotika oznaCeného radiocaktivnim prvkem nebo enzymem.
Inkubace se provadi. za podminek dovolujicich, aby
antibiotika, popfipadé pritomna ve vzorku a oznalené

antibiotikum se vézaly k Céstem bunék.

Po ukonleni inkubace se Casti buné&k oddéli ze smési a potom
promyvaji. Potom se mnoZstvi oznaCenych antibiotik vazanych
na cCasti bunék urli a porovnadvd se standardem. MnoZstvi
oznaCenych antibiotik, vazanych ke zbytklm bun&k je nep¥imo
umerné koncentraci antibiotik, pfitomnych ve vzorku

analyzovaného mléka.

Tento zpusob vyZaduje relativné jemné manipulace, zejména
bé&hem separace C¢asti bunék ze smési. Mimoto ve své
nejcitlivéijsi verzi, kdy je moZnd detekce peniciliﬂu G az
do koncentrace 0.01 U.I./ml ¢&i dokonce 0.001 U.I./ml
v mléce, tento  zplsob pouiivé antibiotikum oznacdené
radioaktivnim prvkem ('*C nebo '*°I). V tomto p¥ipad& urdeni
mnozstvi antibiotika, které je poptipadé pfitomno v mléku,
rvyiaduje pouziti specidlniho p¥istroje, 7jako jé napfriklad
scintilac¢ni poc¢itac¢. Kromé& toho manipulace s radiocaktivnimi
produkty, a to i v p¥ipadé& pouZiti velmi malych mnoZstvi,
neni zcela prostd nebezpei pro osobu, kterd provadi

analyzu.




Evropska p#ihléska vyndlezu 593.112 popisuje Jjiny zpasob,
dovolujici detekci antibiotik v mléku. Tento zplsob pouZiva
protein izolovany z mikroorganismu citlivého na
antibiotika, jako je napfiklad Bacillus stearothermophilus.
Tento proteih se kromé& jiného ozna¢i enzymem Jjako e

peroxidaza.

Test - postupuje nésledujicim zphGsobem: vzorek mléka se
inkubuje ve zkumavce v pritomnosti oznaceného proteinu; po
inkubaci se mléko prenese do druhé zkumavky, na djejichz
sténach bylo imobilizovéano referendni antibiotikum; provede
se druhd inkubace, potom se odstrani obsah zkumavky; sté&ny
druhé zkumavky se t¥ikrdt promyvaji promyvacim roztokem,
ktery se také odstrani, Potom se rezidua, pfitomnéd na
sténach druhé zkumavky pfenesou na savy papir; dale se do
druhé =zkumavky pridéd barevny substrdt, ktery se znovu
inkubuje, potom se pridd roztok, ktery zastavi vyvin barvy;
zabarveni zkumavky se porovhé se zabarvenim, kterého bylo
dosaZeno v paralelné& provaddéném identickém testu na
standardnim vzorku antibiotika. MnozZstvi oznaceného
proteinu, imobilizovaném na nosidi, tedy také intenzita
zabarveni, je neprimo umérné mnozZstvi antibiotika,

pfitomného v analyzovaném vzorku mléka.

Podle pfikladu 1 pfedloZené prihlasky vyndlezu tento test
dovoluje detekovat penicilin G aZ do koncentraci radu 5 ppb
a dovoluje detekci amoxicilinu (5 ppb), ampicilinu (10
ppb), cefapirinu (5 ppb) a ceftiofuru (5 ppb). Tento test
nedovoluje stanoveni mnoZstvi penicilinu, amoxicilinu a
ampicilinu danych evropskymi pfredpisy a mimo to je tento

test nesmirné slozZity; neodpovidd uplné kritériim pFesnosti



a jednoduchosti hledanych v kontextu pfedloZené prihlé&sky.

Jsou také zndmy dal3i typy enzymatickych zpﬁsobﬁ, které
umoznuji urceni slabych koncentraci antibiotik v mléku
(J.M. FRERE a kol., Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
18(4), 506-510 (1980), a také vyndlezy EP 85.667 a EP
468.946), které Jjsou zaloZeny na pouZiti specifického
enzymu, totiZ exobunélné rozpustné D-alanyl-D-alanin-
karboxypeptiddzy, kterou produkuje Actinomadura R39 (dile
oznaCovanad jako ,enzym R39%). Eﬁzym R39 m& specifickou
aktivitu hydrolyzy = skupin D-alanyl-D-alanin u rlznych
peptidua a je také schopny  hydrolyzovat konkrétni

thicestery.

Kromé& jiného enzym R39 reaguje s antibiotiky s B-laktamovym

jéddrem za velmi rychlého vytvofeni equimoldrniho komplexu

enzym-antibiotikum, ktery je neaktivni a v z&sadé

ireverzibilni.

V. nejnovéjsi verzi tohoto testu (EP 468.946) se uréeny

objem vzorku kapaliny uréeni k testovéni inkubuje s urdenym

mnoZstvim enzymu R39 za podminek, které dovoluji, aby B-
laktamové antibiotikum, které Jje popfipadé p#itomno ve
vzorku, reagovalo s enzymem pro vytvoreni ekvimoldrniho
komplexu enzym-antibiotikum, ktery je neaktivni a v. zédsadé

ireverzibilni.

Potom se urcené mnoZstvi substrdtu typu thiocesteru inkubuje
S produktem ziskanym v  prvni etapé za  podminek,
doVolujicich hydrolyzu substrdtu rezidudlnim enzymem R39,

ktery dosud nekomplexoval s antibiotikem bé&hem prvni




inkubace. MnoZstvi takto vytvorené kyseliny
merkaptoalkanOVé se potom wurci kolorimetrickou metodou
pomoci reaktantu, ktery Jje schopny vytvafet =zabarveni s
volnou skupinou -SH kyseliny merkaptoalkanové. Intenzita
zabarveni se porovndva s etalonem, ktery byl pfedem
vytvoren ze vzorkl obsahujicich zndm& mnoZstvi antibiotik.
Kvantitativni wurceni mlZe Dbyt provedeno méF¥enim pomoci
spektrofotometrie; v pfipadé mléka miZe byt nutné provést

nejprve zprUhlednéni wvzorku.

Podle pfikladd provedeni pfihl&8ky EP 468946, tento zpusob
dovoluje urc¢it, v mléce, 10 ppb penicilinu G néasledné& po
- celkové inkubacni dobé délky 5 minut a ¥F¥adové 2,5 ppb
penicilinu G po celkové inkubac¢ni dobé& délky 5 minut 15

minut.

Vzhledem ke poZadovanym kritériim rychlosti, jednoduchosti
a citlivosti metod detekce antibiotika v potravinéfschh
produktech, si prihlaZovatelé dali za cil nalezeni je&té&
u¢inéjsich metod, které by umcZiiovaly detekci antibiotika v
biologické tekutiné. PrihlaSovatelé si dali zvlasdté za cil
nalezeni metody umoznujici detekci vétdiny antibiotik,
jejichz obsah je stanoven evropskymi a americkymi normami.
Hledané metody musi dojit k vysledku po omezeném poltu

etap, s vyhodou i v rukou nekvalifikvaného personélu.

Pfihla3ovatelé hledali také metody, které by umozZnily
dosazeni cile nésledné& po sniZeném ¢asu inkubace vzhledem k

JiZ existujicim zplsobtm.




Podstata vynalezu

PfedloZeny vynalez se tyka zplsobu urc¢ovani antibiotik s

beta-laktamovym Jadrem v biologické tekutiné.

Prihlasovatelé nalezli nové zplisoby detekce antibiotik s
beta~laktamovym Jjadrem v biologické tekuting, které

umoziiuji pozoruhodnym zplUsobem dosdhnout uvedenych ciln.

Z uvedenych divodd se predloZend p¥ihldska vyndlezu tyka
nového zpusobu detekce antibiotik s beta-laktamovym jadrem
v bioldgické tekutiné&, ktery sestava z nésledujicich kroki:
a) uvedeni urleného objemu biologické tekutiny do kontaktu
s urc¢itym mnoZstvim rozpozndvaciho &inidla a inkubace takto
ziskané smési za podminek dovolujiciéh tvorbu komplext
antibiotik eventuelné& pritomnych v biologické tekutin& s
rozpozndvacim ¢inidlem,

b) uvedeni do kontaktu smé&si ziskané v étapé a) s alespon
jednim . referencnim antibiotikem, které je imobilizované na
nosic, za podminek dovolujicich tvorbu komplexnt
referenéniho antibiotika s mnoZstvim rozpoznavaciho
¢inidla, které nereagovalo bé&hem etapy a)) a

c) urcenl mnoZstvi rozpozndvaciho ¢&inidla p¥ichyceného k
nosici, pritom rozpoznavaci <&inidlo obsahuje receptor,
citlivy, na pritomnost antibiotik s beta-laktamovym jadrem

ziskany z Bacillus licheniformis.

Obrdzek 1 pfedstavuje pouZitelny typ nosice podle
predloZené pfihlééky vyndlezu, ktery je predstavovan ve
formé& testovaciho zarizeni, které sestava =z pevného nosice
(1) na kterém jsou pfichyceny membrany (2), (3) a (4).

Obréazek predstavuje pohled zep¥edu a obrazek 1b pidstavuije

.
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pohled na podélny fez.

Ve vyhodném provedeni pfedloZeného vyndlezu se pouZiva
identifikac¢ni <&inidlo, které zahrnﬁje receptor citlivy na
antibiotika s p-laktamovym jadrem =ziskany =z Bacillus
licheniformis, jako je napfiklad - receptor BlaR nebo
receptor BlaR-CTD. Izolace a peptidovd sekvenace proteinu
BlaR jsou popsany v Y. ZHU a kol., J. Bacteriol., 1137-1141
(1990); receptor BlaR-CTD e karboky—terminélni oblast
BlaR, jehoZ izolace a peptidovd sekvenace jsou popséany v B.
JORIS a kol., FEMS Microbiology Letters, 107-114 (1990).

Pouziti receptord BlaR nebo BlaR-CTD podle pfedloZeného
vynalezu pro detekci antibiotik s pB-laktamovym jadrem
pfinasi vyznamné vyhody ve srovndani s rozpoznavacimi
¢inidly pouZivanymi do soulasné doby. Receptory BlaR a
BlaR-CTD jsou totiZ schopny komplexovat velmi rychle s
velkym mnoZstvim antibiotik a to p¥i teplotdch inkubace
nizsich neZ jsou teploty nutné pro zndmd rozpoznavaci
¢inidla, Jjako jsou napriklad receptory ziskéné z Bacillus

stearothermophilus.

Jako priklad detekovatelnych antibiotik diky zptsobtim podle
pfedlozené pfihlaSky vynadlezu, je moZné citovat nasleduijici
antibiotika: benzylpenicilin (nebo penicilin G), ampicilin,
amoxicilin, carbenicilin, metylcilin, cloxacilin, 6—-APA,
monolaktam, aztreonam, mecillinam, cefalexin, cefaloglycin,
cefaloridin, nitrocephin, cefatoxim, cefuroxim, ceftiofur,
cefapyrin, 7-ACA. Zpisoby podle predloZené prihlasky
vynélezu dovoluji detekovat v8echny antibiotika, kterd jsou

kontrolovana v Evropé a Americe, a to aZ k mezim




tolerovanych prahovych mnozZstvi.

Zpusoby podle predloZené prihlasky vynalezu dovoluiji
detekovat antibiotika s beta—laktamovym. jédrem %
biologickych tekutinach, takovych jako jsou mléko, mog,
krev, sérum, slina, extrakty z masa, kvasici tekutiny nebo

pufrované vodni prostredi.

Podle vyhodného zplsobu provedeni vynalezu je rozpoznavaci
Cinidlo pouZivano ve spojeni s oznadovacim &inidlem. Toto
oznaCovaci ¢&inidlo mlZe byt rtzného druhu. Oznadovaci
¢inidlo mhZe byt korpuskuldrniho typu, jako jsou koloidni
kovové ¢&éastice (platina, zlato, stfibro,...), koloidni
Castice selenu, uhli, siry nebo teluru nebo jesteé
syntetické zbarvené latexové koloidni &&stice. Oznadovaci
¢inidlo muZe také byt fluoreskujici latka, jako aktivovany
fluorescein (dostupny od spole&nosti Boeringher-Mannheim
Biochemica), izokyanid fluoresceinu, tetrametylizokianid
rhodaminu nebo vSechny ostatni fluoreskujici 1latky znamé
odbornikim v oboru. Oznalovaci ¢inidlo mGZe také byt enzym,
napfiklad beta-laktmdza, peroxyddza, fosfatdza,.... V tomto
pfipadé jsou receptory BlaR nebo BlaR-CTD spojeny chemickou
nebo genetickou cestou na toto oznaovaci enzymatické

¢inidlo tak, aby vytvorily fuzovany protein.

Vazba mezi oznacovacim ¢&inidlem a detekdnim &inidlem mtZe
byt dosazZena zplUsoby znémymi odbornikim v oboru.
Rozpoznavaci <&inidlo mGZe byt pfichyceno na oznadovaci
¢inidlo bud pfimo nebo po vytvofeni meziproduktu. Spojeni
mezi rozpoznavacim <&inidlem a oznaCovacim <&inidlem mGZe

prob&hnout v rOznych momentech béhem provad&ni zptsobl
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vyndlezu. Podle prvniho zpusobu provedeni vznikne spojeni

mezi rozpoznavacim <cinidlem a oznac¢ovacim ¢&inidlem p¥ed

uvedenim rozpoznavaciho cinidla do kontaktu se vzorkem
biologické tekutiny, wurlenym k analyze. Podle Jjinych
zpuasobl provedeni vynélezu vznikne spojeni mezi

rozpoznavacim ginidlem a oznadovacim &inidlem bé&hem nebo po
uvedeni rozpozndvaciho <&inidla do kontaktu se vzorkem
biologické  tekutiny, uréenym k analyze. Oznaceni
rozpoznévaciho ¢inidla se provede vyhodné pfred uvedenim
rozpozndvaciho <¢inidla do kontaktu se vzorkem biologické

tekutiny urdenym k analyze.

Prvni etapa a) zplsobu podle vyndlezu spocivd ve smichéani
daného objemu Dbioclogické tekutiny s urcitym mnoZstvim
rozpozndvaciho <¢inidla a v inkubaci =ziskané smé&si za
podminek dovolujicich tvorbu komplex antibiotika pripadné

pfitomného v biologické tekutiné s rozpozndvacim ¢inidlem.

Inkubace biologické tekutiny s receptorem BlaR nebo BlaR-
CTD miZe byt provedena v teplotnim intervalu nachdzejicim
se mezi hodnotami 4 aZ 60°C. Tato teplota nabyvad s vyhodou
hodnoty 47°C. ZvyZeni teploty inkubace bude mit za néasledek
snizZeni casu pot¥ebného k inkubaci a naopak. VZdy je proto

mozZné sniZzit dobu trvani inkubace tim, Ze se zvy3i teplota.

V druhé etapé Db) zplsobu podle pfedloZené prihléasky
vyndlezu se smé&s ziskand po provedeni etapy a) smichd s
alespon jednim referenc¢nim antibiotikem imobilizovanym na

nosic.

Nosice pouZitelné podle predloZené pfihldsky vynalezu mohou




byt velmi rlznych typt. MiZe se jednat o pevné noside jako
jsou  zkumavky, desky nebo tylky ©pokryté preparéatem
referentniho antibiotika. MiZe se Jjednat o testovaci
zarizeni, které je pfedstavovano ve form& pevného noside,
na kterém jsou pfichyceny membrény, jedna nebo vice latek,
které jsou schopné zachyceni a které 3jsou umistény ve
stanovené urcovaci zéné. MlZe se jédnat 0 nosi¢, ktery je
predstavovan ve form& magnetickych nebo nemagnetickych
kulicek (agardzy, polystyrénu,...), schopnych vytvofit gel,

na kterych je imobilizovdno referenéni antibiotikum.

Imobilizace referenéniho antibiotika na nosi&i se miZe
provést zpusoby znadmymi odbornikim v oboru, Jjako jsou
napriklad kovalentni nebo nekovalentni absorbce na nosig,

pfipadné prostfednictvim oddélovace.

Podle zvlasdtniho zplsobu provedeni vyndlezu mohou byt etapy

a) a b) provedeny soucasné.

Etapa «c¢) zplsobu podle predloZené p#ihlad3ky vynalezu.

spo¢iva v detekci receptord, které se p¥ichytily na nosig&,
na kterém je imobilizované referendéni antibiotikum. Metoda
pouzZivand pro toto urceni je vazand pfimo na typ pouzZitého
oznaCovaciho <¢inidla. Pokud je oznaCovacim ¢&inidlem enzym
bude etapa urceni sestdvat ze specifické reakce tohoto
asociovaného enzymu, napfiklad bude sestdvat 2z produkce
urcéitého zbarveni. Pokud je oznacovaci ¢inidlo
fluorescentnim <inidlem, bude se provadét urdeni pouze
m&f¥enim fluorescence nosice. V pfipadé kovovych &astic nebo
obarvenych latexovych ¢&astic se bude p¥itomnost receptoru

pfichyceného na nosi¢ manifestovat zbarvenim, jehoz




intenzita je pfimo Um&rnad poltu na nosid pfichyben?ch
receptord. Pro jakykoli typ ozna&ovaciho &inidla, které
bylo pouzito, Jje intenzita detekovaného signalu nepfrimo
umérnd mnoZstvi antibiotika pFitomného v analyzovaném

vzorku.

Prihlaska wvyndlezu se také tykd =zkuSebnich souprav pro
detekci antibiotika v biologické tekutin&, obsahujicich
alespon jedno rozpoznavaci &inidlo, které obsahuje receptor
citlivy na pfitomnost antibiotik s beta-laktamovym jadrem,
ziskany zZ Bacillus licheniformis, a alesponn  jedno

referencni antibiotikum imobilizované na nosidi.

Ptehled obrazku na vykresech

Obrazek 1 predstavuje pouZitelny typ noside podle
pfedlozZené prihlasky vyndlezu, ktery dje predstavovan ve
formé& testovaciho zafizeni, které sestavd z pevného nosile

(1) na kterém jsou pfichyceny membrany (2), (3) a (4).

Obrazek predstavuje pohled zepFfedu a obrdzek 1b pfdstavuje

pohled na podélny fez.

Pfriklady provedeni vynalezu

Nasledujici ptriklady dilustruji razné predméty a zplGsoby
provedeni predloZeného vyndlezu, aniZ? by 3jeho rozsah

jakymkoli zplsobem omezovaly.

Pfiklad 1. UrCeni antibiotik s beta-laktamovym j&drem v

seseew




mléce.

Tento - priklad ilustruje detekci antibiotik s beta-
laktamovym jadrem, kontrolovanych hygienickou sluZfbou v
mléce. Popsany test v tomto pfikladu pouZivd receptory
BlaR-CTD spojené s kulic¢kami =zlata, které slouzi Jjako
oznacovacl <inidlo a pouzZiva nbsié, ktery je predstavovan
ve formé& testovaciho za?rizeni, které sestadvad =z pevného

nosiCe, na kterém jsou prichyceny membrany.

1. 1. Napojeni BlaR-CTD né zlaté kulicky.

1.1.1. Biotinylace BlaR-CTD.

3,79 ml roztoku rozpoznavaciho ¢inidla BlaR-CTD o
koncentraci 6,6 mg/ml de vloZi do pufru fosfore&nanu
sodného o mnoZstvi 20 mM, pH 7. K tomuto roztoku BlaR-CTD
se pfida 41,71 ml hydrogenuhlid¢itanového pufru (0,1 M
hydrogenuhli¢itanu sodného, pH 9) a 2 ml roztoku esteru
~kyseliny 6- (biotinamido) kapronové a N—hydroxy¥sukcinimidu o
kohcentraci'2,23 mg/ml, také v hydrogenuhli&itanovém pufru.
Tento roztok dje Setrn& michdn na zkumavkovém michacim
zafizeni s rotacni osou typu LABINCO (dodavany spolelnosti
VEL, Belgie) rychlosti 2 ot&lky/minutu po dobu 2 hodin za
teploty okoli, skryt pfed svétlem. 2,5 ml roztoku pufru
Tris 1 M pH 8 se inkubuje s reak&éni smé&si za stejnych
podminek po dobu 30 minut. Takto ziskany roztok Ije
dialyzovén proti pufru HNM (Hepes 100mM, pH 8, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) béhem doby 24 hodin. Timto zpUsobem se ziska
roztok BlaR-CTD s navazanym biotinem, ktery se zredi v
pﬁfru HNM-BSA (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250
mM, BSA 10 mg/ml) do vysledné koncentrace 250 mg BlaR-CTD s
navazanym biotinem na jeden ml pufru. Tento roztok Ije

skladovan p¥i teploté& -20°C.




1.1.2. Oznacovaci ¢&inidlo.
Jako oznaCovacl ¢&inidlo se pouZivaji &astice zlata, které
maji primé€r o velikosti 40 nm, na které byly naneseny kozi

protilatky proti biotinu ve form& suspenze ve vodném

roztoku tetrabordtu sodného v mnoZstvi 2 mM o pH 1,2,

stabilizovaného nitridem sodnym o koncentraci 0,1 &
(dodavany spole&nosti BRITISH BIOCELL (Ref. GAB4b). Optickéa
hustota téchto suspenzi Jje p#i vlnové délce 520 nm
priblizZné 10 a koncentrace proteinu je pribliZn& rovna 24

‘mg/ml.

1. 1. 3. Napojeni BlaR-CTD s navézanym biotinem na zlaté
kulicky.

Roztok BlaR-CTD, na ktery Jje navazany biotin, p¥ripraveny v
prikladu 1.1.1 je z¥edén 114,7 krat pufrem HNM-BSA (Hepes
500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml). Za
teploty okoli se smichad 22,5 objemovych dild tohoto
zfedéneho roztoku BlaR-CTD, na ktery je navézany biotin,
7,5 objemovych dild pufru HNM-BSA, 9,27 objemovych dila
suspenze Castic zlata slouZicich k ozna&eni BlaR-CTD, na
ktery Jje navazany biotin a 6 objemovych dilua suspénze

referenénich Castic zlata (viz niZe priklad 1.1.4).

1.1.4. Nezévislé referencéni &inidlo.
V  tomto testu se také pouZivd referendni latka, ktera
vytvari pruh, jehoZ intenzita umoZfuje rychle kvantifikovat

mnozstvi antibiotika p¥itomného ve wvzorku.

Jako referencni Cinidlo se pouZiji &&stice zlata o prtméru

40 nm, na které Dbyly naneseny kozi protildtky proti




kradli¢imu imunoglobulinu. Tyto cCéstice Jjsou dodéavany
spolecnosti BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40) ve form& suspenzi
ve vodném roztoku tetraboritanu sodného 2 mM p¥i pH 7,2,
stabilizované nitridem sodnym 0,1 %. Optickd hustota této
suspenze prfi vlnové délce 520 nm je zhruba 3 a koncentrace

proteinu je zhruba rovna 6 mg/ml.

1.2. Testovaci zarizeni.

Testovacl =zarizeni, které je pouzZivané, sestava z pevného
nosice (1), ktery se sklddd z prvniho a druhého konce, na
které jsou postupné navézany, poclinaje prvnim koncem,

- membréna (2) umoziujici purifikaci analyzované tekutiny,
- membrana (3), na které jsou imoblizovany dvé& zachytné
latky (referenCni antibiotikum a 1l4atka, kterd je schopna
zachytit nezavislé referenéni &inidlo), a

absorbéni membrana (4).

1.2. 1. Sestaveni testovaciho zafizeni.

Sestaveni membrénovych karet.

Karty o velikosti 300 x 76,2 mm se napfed sestavi pouZitim
lamina&niho za¥izeni typu Chlamshell Laminator (dodavané

spoleCnosti Bio Dot, Inc.) néasledujicim zptsobem:

Vy¥izne se obdélnik z plastového nosile typu ArCare 8565
(doddvaného spoleCnosti Adhesive Research) o rozm&rech 300
x 76,2 mm (pevny nosi& (1)). Potom se vyfizne obdélnik
membrany Leukosorb LK4 (dodévané.spoleénosti Pall Gelman
Sciences) o rozmérech 300 x 20 mm. (membrédna (2)), obdé&lnik
membrany Hi-Flow SX (doddvané spolednosti Millipore) o

rozmérech 300 x 25 mm (membréna (3)), obdélnik membrany z

L d




celulézy 3 mm (dodavané spolelnosti Whatmann) o rozm&rech
300 x 40 mm (membrdna (4)).

Membrény (2) a (4), potom (3) se postupné uloZi na
specifické misto spodni formy laminadniho zafizeni. Pevny
nosi¢ (1) pokryty lepidlem je sa&m o sob& uchovavan v
priklopu tohoto zarizeni. Lepivd strana nosice je vystavena
na vzduchu. Membrény uloZené ve spodni form& se uvedou do
kontaktu s lepivym nosicem uzav¥enim laminadniho zat¥izeni;
membrany se udrzuji pfesn& na svych mistech pomoci podtlaku
vytvareného vyvévou. Po preruSeni tvorby podtlaku se vyjme
karta, tvorend pevnym nosicem (1), na kterém Jsou

pripevnény membrany (2), (3) a (4).

Potom se na membrénu (3) nanesou nésledujici roztoky: =z
proximédlni casti: prvni zdchytnéd latka; prouZek &islo 1; z
distalni céasti: druhd zachytna latka; prouZek &islo 2. Tyto
zachytné latky Jjsou naneseny za pomoci nanddeciho zat¥izeni
typu X-Y Platform Biojet Quanti-3000 spole&nosti Bio Dot,

Inc.

Nanesené roztoky se okamZité& odpa¥i umisténim souboru karty

po dobu jedné minuty do proudu vzduchu o teploté& 60°C.

Karty ziskané vy3e popsanym sestavenim se nast¥ihaji na
pésky pomoci zafizeni typu guilotiny nebo pomoci rota&niho
za¥izeni (dodavaného spolecnostmi Bio Dot, Kinematic nebo
Akzo). Pasky vzniklé z koncl karet jsou vyhozeny, ostatni

pasky jsou pfipraveny k pouZiti.




Obrézek 1 pfedstavuije takové testovaciho zafizeni.

Testovacil zatizeni jsou konzervovany umisténim do
neprithledné, hermeticky uzaviené nadoby za pritomnosti

dezinfek&niho ¢&inidla (Air Sec, France).

1.2.2. Prvni zé&chytni latka - Referen&ni antibiotikum.

8 ml roztoku obsahujiciho mnoZstvi 213 mg lidského
gamaglobulinu (G4386, Sigma) a 8,6 mg hydrochloridu 2-
iminothiolanu (Aldrich, 33056-6) v pufru uhliditanu sodného
(100 mM, pH 9) se inkubuji po jednu hodinu p¥i teploté
25°C.

Oddélené& se inkubuje po jednu hodinu p¥#i teploté& 25°C objem
20 ml roztoku obsahujiciho mnoZstvi 119,8 mg cefalosporinu-
C a 54 mg sulfosukcinimidyl 4~ (N~
maleimidomethyl)cyklohexan—l—kafboxylétu (ssSMCcC, 22322

Pierce) v pufru uhli¢itanu sodného (100 mM, pH 9).

Dva roztoky, které byly pfedtim pfipraveny se potom
smichaji. pH vzniklého roztoku se upravi na 7,1 p¥idanim 3
ml NaH,PO; 500 mM a inkubuje se po dv& hodiny p¥i teplotd
25°C. Smé&s ziskand po inkubaci se dialyzuje t¥ikrat proti 1
litru pufru fosfore¢nanu sodného (10 mM, pH 7,5). Vznikly
roztok se filtruje na filtru o pérech velikosti 0,22 um,
potom se alikvotuje a zmrazi p¥i teplot& -20°C aZ do

pouziti.

P¥i pouZiti se alikvoty rozmrazi a p¥idd se potravinafské
barvivo pred uskutelnénim naneseni na membrénu, aby byla v

kazdem okamziku zarulena pfesnd poloha naneseni a kvalita




stopy.

Prvni zachytnéd latka dovoluje fixaci BlaR-CTD navézanyéh na
zlaté kuli¢ky pfitomnych v prebytku, vzhledem k mnoZstvi

antibiotik p¥itomnych ve vzorku.

1.2.3. Druhad z&chytn& latka - Latka schopnd zachytit
nezavislé referencni &inidlo.

Jako druhé zachytné 1latky se pouZivd roztok kralidiho
imunoglobulinu (Sigma I 5006) o koncentraci 0,5 mg/ml
immunoglobulinu v pufru fosfore&nanu sodného v mno¥stvi 10
mM, pH 7,5, 1lidsky gammaglobulin o koncentraci 5 mg/ml.
Tato druh& zachytnd 1latka =zachytdvd referendni &inidlo

béhem migrace kapaliny na testovacim zafizeni.

1.3. UrcCeni antibiotik v mléce.

1.3.1. Test bé&hem 3 minut - Rychly test

Pfipravi se sedm vzorkd <&erstvého mléka, které obsahuji
postupneé 0; 1; 2; 3; 4; 5 a 6 ppb penicilinu G. Kazdy =z

téchto roztokl je potom analyzovén ndsledujicim zpusobem.

Odebere se alikvot 200 ml vzorku mléka a 45,27 ml roztoku
pfipraveného v prikladu 1.1.3, které se umisti do sklené&né

banky. Tato smé&€s se inkubuje po 1 minuty p¥i teploté& 47°C.

Potom se testovaci zarizeni umisti vertikdln& do sklené&né

banky tak, aby byl prvni konec testovaciho =za¥izeni v
kontaktu se smé&si a tak, aby druhy konecv testovaciho
zafizeni byl na sténé& sklenéné baﬁky. Smé&s se ponechi
migrovat testovacim za¥izenim a ‘soubor se nechd inkubovat

po 2 minuty p¥i teploté& 47°C.
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NiZe uvedend Tabulka 1 uddvé vysledky ziskané pro 7 vzorka,

které byly testovany. Detekovanym pruhtm byla prifazena

intenzita v rozmezi od 0 do 10, pricemZ hodnota 10 znamené§, .

Ze pruh je nejintenzivné&j3i a hodnota 0 znamend, Ze pruh je
nejméné& intenzivni. V této stupnici Dbyla hodnota 6
pfifazena referennimu  pruhu. Intenzita signélu
pozorovaného v prvnim detekénim pruhu je nep¥imo umérna

mnozstvi penicilinu G, ktery je pfitomen ve vzorku.

Tabulka 1
Penicilin G Intenzita
(ppb) prvni pruh druhy pruh
0 10 6
1 9 6
2 9 6
3 4 6
4 0 6
5 0 6
6 0 6

V tomto pf¥ikladu pokud byl prvni pruh méné intenzivni neZ
referenéni pruh, byl test povaZovén za pozitivni. Vysledky
uvedené v Tabulce 1 ukazuji, Ze test dovoluje detekovat do

3 minut aZ do 4 ppb penicilinu G ve vzorku mléka.

Pokusy byly za stejnych podminek také provedeny u Jjinych
antibiotik s beta-laktamovym Jjadrem. Tento test, ktery je
proveden béhem 3 minut, dovoluje' detekci amoxicilinu do
mnozstvi 5 ppb, ampicilinu do mnoZstvi 5 ppb, cloxacilin v
méné neZ 10 ppb, dicloxacilin v méné neZ 20 ppb, oxacilin v

mén& neZ 20 ppb a cefapirin do mnoZstvi 20 ppb ve vzorku
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mléka.

1.3.2. Test béhem 5 minut
P¥ipravi se Sest vzorkll cerstvého mléka, které obsahuji
postupné 0; 2; 4; 6; 8 a 10 ppb cloxacilinu. KaZdy z téchto

roztokl je potom analyzovadn nédsledujicim zpusobem.

Odebere se alikvot 200 ml vzorku mléka a 45,27 ml roztoku .

pripraveného v p¥ikladu 1.1.3, které se umisti do sklenéné
baiky. Tato sm&s se inkubuje po 3 minut p#i teploté& 47°C.
Potom se testovaci zatrizeni umisti vertikdlné do sklenéné
baiky tak, aby byl prvni konec testovaciho zarizeni v
kontaktu se smési a tak, aby druhy konec testovaciho
zatizent byl na sténé sklenéné banky. Smés se ponechéa
migrovat testovacim zafizenim a soubor se nech& inkubovat

po 2 minuty p¥i teploté& 47°C.

NiZe uvedenad Tabulka 1 udivéd vysledky ziskané pro 6 vzorki,
které byly testovany. Detekovanym pruhtm byla pfifazena
intenzita v rozmezi od 0 do 10, pri&emZ hodnota 10 znamena,
e pruh je nejintenzivnéjsi a hodnota 0 znamend, Ze pruh Je
nejméné intenzivni. V této stupnici Dbyla hodnota 6
pfirazena referencnimu pruhu. Intenzita signélu
pozorovaného v prvnim detekénim pruhu Jje nepfimo uUmérné

mnoZstvi Cloxacilinu, ktery je pfitomen ve vzorku.
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Tabulka 2
Cloxacilin \ Intenzita
(ppb) prvni pruh druhy‘pruh
0 10 6
2 6 6
3 5 6
4 3 6
5 3 6
10 3 6

V tomto pfikladu pokud byl prvni pruh méné intenzivni neZ
referen¢ni pruh, byl test povaZovan za pozitivni. Vysledky
uvedené v Tabulce 2 ukazuji, Ze test dovoluje detekovat do

5 minut aZ 4 ppb cloxacilinu ve vzorku mléka.

Pokusy byly za stejnych podminek'také provedeny u Jjinych
antibiotik s beta-laktamovym ja&drem. Tento test, ktery Jje
proveden béhemk5 minut dovoluje detekci penicilinu G do 3
ppb, amoxicilinu do 4 ppb, ampicilinu do mnoZstvi 4 ppb,
dicloxacilinu do mnoZstvi 8 ppb, oxacilinu do mnoZstvi 20
ppb, cefapirinu do mnoZstvi 16 ppb, ceftiofuru’do mnozstvi
100 ppb, cefchinonu v mnoZstvi mendim neZz neZ 20 ppb,
nafcilinu do mnoZstvi 20 ppb a cefazolinu do mnoZstvi 60

ppb ve vzorku mléka.

Tento test se obzvlasté hodi jako vybérovy test pred

plnénim naddrzi kamion®, které transportuji mléko.

1.3.3. Test b&hem 9 minut

Pfipravi se $8Sest vzorkd cerstvého mléka, které obsahuji
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postupné 0; 4; 6; 8; 10 a 12 ppb cefapirinu. Kaédy z téchto

roztokli je potom analyzovén nasledujicim zpusobemn.

Odebere se alikvot 200 ml vzorku mléka a 45,27 ml roztoku

pripraveného v p¥ikladu 1.1.3, které se umisti do sklenéné
banky. Tato sm&s se inkubuje po 7 minut p#i teplot& 47°C.
Potom se testovaci zarizeni umisti vertikdln& do sklen&né
banky tak, aby byl prvni konec testovaciho =zafizeni v
kontaktu se smési a tak, aby druhy konec testovaciho
zarizenl byl na sténé& sklehé&né bafky. Smé&s se ponecha
migrovat testovacim za¥izenim a soubor se nechd inkubovat

po 2 minuty pfi teploté& 47°C.

NiZe uvedenad Tabulka 3 udédva vysledky ziskané pro 6 vzorkd,
které byly testovany. Detekovanym pruhlm byla ptrifazena
intenzita v rozmezi od 0 do 10, pfi&emZ hodnota 10 znamena,
Zze pruh je nejintenzivn&jsi a hodnota 0 znamena, Ze pruh je
nejméné intenzivni. V této stupnici byla hodnota 6
ptifazena referenc¢nimu pruhu. Intenzita signélu
pozorovaného v prvnim detek&nim pruhu je nepfimo Umé&rna

mnozstvi Cefapirinu, ktery je pfitomen ve vzorku.

Tabulka 3
Cefapirine Intenzita
(ppb) prvni pruh druhy pruh
0 ' - 10 6
4 6 6
6 5 6
8 4 6
10 3 6
12 3 6
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V tomto p¥ikladu pokud byl prvni pruh méné intenzivni nes
referencni pruh, byl test povaZovan za pozitivni. Vysledky
uvedené v Tabulce 3 ukazuji, Ze test dovoluje detekovat do

9 minut aZ 6 ppb cefapirinu ve vzorku mléka.

Pokusy byly za stejnych podminek také provedeny u jinYéh
antibiotik s beta-laktamovym j&drem. Tento test, ktery je
proveden bé&hem 9 minut dovoluje detekci penicilinu G do
mnozstvi 3 ppb, amoxicilinu do 4 ppb, ampicilinu do 4 ppb,
clbxacilinu do mnoZstvi 4 ppb, dicloxacilinu do mnoZstvi 8
ppb, oxacilinu do mnoZstvi 8 ppb, cefapirinu do 16 ppb,
ceftiofuru do mnoZstvi 100 ppb, cefchinonu v mnoZstvi
men3iho neZ neZz 20 ppb, nafcilinu do mnoZstvi 20 ppb a

cefazolinu do mnoZstvi 60 ppb ve vzorku mléka.

Tento test, ktery Je proveden bé&hem 9 minut, umoZiuje
detekci vSech antibiotik pravé kontrolovanych v Evropském
spoleCenstvi a to aZ do legdlnich prahovych mnoZstvi danych

v Evropském spoleCenstvi.

1.3.4. Test bé&hem 20 minut

Pfipravi se 3Sest vzorkd <Cerstvého mléka, které obsahuji
postupne 0; 20; 30; 40; 50 a 60 ppb ceftiofuru. Kazdy z
téchto roztokd je potom analyzovan hésledujicim zplsobem.
Odebere se alikvot 200 ml vzorku mléka a 45,27 ml roztoku
pripraveného v prikladu 1.1.3, které se umisti do sklené&né
banky. Tato smé&€s se inkubuje po dobu 20 minut p¥i teploté&

47°C. Potom se testovaci zatizeni umisti vertikilné& do

sklenéné banky tak, aby byl prvni konec testovaciho

zafizeni v kontaktu se sm&si a tak, aby druhy konec

testovaciho zafizeni byl na sténé sklen&né baiky. Smé&s se
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ponechd migrovat testovacim zafizenim a soubor se neché

inkubovat po 2 minuty p#i teploté& 47°C.

NiZe uvedend Tabulka 4 uddva vysledky ziskané pro 6 vzorku,
které bYly testovany. Detekovanym pruh@m byla prifazena
intenzita v rozmezi od 0 do 10, p¥i&emZ hodnota 10 znamena,
Ze pruh je nejintenzivn&j8i a hodnota 0 znamend, Ze pruh je
nejméné intenzivni. V této stupnici byla hodnota 6
prifazena referenénimu pruhu. Intenzita signalu
pozorovaného v prvnim detekénim pruhu je nep¥imo uUm&rna

mnozstvi Ceftiofuru, ktery je pfitomen ve vzorku.

Tabulka 4
Ceftiofur Intenzita
(ppb) prvni pruh “druhy pruh
0 10 6
20 6 6
30 5 6
40 4 6
50 3 6
60 3 6

V tomto pfikladu pokud byl prvni pruh méné intenzivni ne?
referenéni pruh, byl test povaZovan za pozitivni. Vysledky
uvedené v Tabulce 4 ukazuji, Ze test dovoluje detekovat do

doby 20 minut aZ 30 ppb ceftiofuru ve vzorku mléka.

Tento test, ktery je proveden bé&hem 20 minut umoZiuje
jednim testem detekci vSech antibiotik prévé& kontrolovanych

v Evropském spolelenstvi a Americe, a to aZ do legalnich




- 26 - * e

prahovych mnoZstvi "danych v Evropském 'spoleéenstvi a

Americe.
Priklad 2. Ur&eni 6 antibiotik v mléce. '

Tento priklad ilustruje detekci 6 antibiotik s B-laktamovym
jadrem, které Jsou kontrolovany hygienickYmi Gfady v
Americe, v mléku. Test popsany v tomto p¥ikladu pouziva
receptor BlaR~CTD vézahy ve formé& fuzovaného proteinu spolu
s beta-laktamézou, v testu se pouZivd nosi&e, ktery Ije

pfedstavovan magnetickymi kuli&kami.

2. 1. Fazovany protein BlaR-CTD-beta-laktamiza.

Fazovany protein BlaR-CTD-beta-laktaméza Jje ziskan
genetickou kopulaci mezi receptorem BlaR-CTD (B. JORIS a
al., PEMS Microbiology Letters, 107-114, 1990) a beta-
laktamdzou na Zn z Bacillus cereus (M. Hussain a al., 1985,
J. Bact., 164:1, 223-229, 1985). '

Spojeni je realizovano nasledujicim zplisobem:

2.1.1. Konstrukce plazmidu: byla provedena kopulace 1/1
mezi geny polypeptidu BlaR-CTD a beta-laktamdzy: gen
kédujici beta-laktamdzu byl vnesen ve fazi za gen BlaR-CTD.
Plazmid, ktery nese genetickou fuzi déle obsahuje gen
rezistence na kanamycin. Fazovany protein je déle nazyvan

Fus 1.

2.1.2. Vyroba:
- Kmen: plazmid nesouci flzované geny byl wvnesen do E.

Coli. Klony nesouci rekombinantni plazmid jsou selektovany
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na zakladé LB + Km (50 mg/ml).

-~ Selekce: oznadeni bun&&ného extraktu radioaktivnim
antibiotikem, nésledované elektroforézou na denaturujicim
polyakrylamidovém gelu, ukazuje, e vétdina produkovaného
proteinu Jje vytvorena ve form& fuzovaného produktu, jehoz
molekulova hmotnost je asi 50000. Pfesto se ale zda, zZe
post-translac¢ni proteolytické 3té&peni disociuje pouze velmi
malé procento (2 %) té&chto molekul na dvé molekuly s rliznou

aktivitou.

- Kultura: 500 ml 1B + Km (50 mg/ml) média s
rekombinantnimi bufikami (konzervovaného pri  -70°C) e
naockovano. Prekultura je inkubovana p¥i teploté 37°C a
protfepavand pres noc rychlosti 225 otadek za minutu. 18
litrd média LB + Km (50 mg/ml) je naodkovano do 500 ml této
prekultury, jejiZ optickd hustota p#i vlnové délce 600 nm
nabyva hodnotu 4. Kultura 18 litrd je zastavena v okamZiku,

kdy optickd hustota bude mit hodnotu 6.

2.1.3. Extrakce: TIhned po zastaveni kultury se buiiky
filtruji a potom centrifuguji. Supernatant, ktery obsahuje
bunécnou sraZeninu, je lyzovan dezintegrdtorem a uchovan.

Obsahuje fuzovany protein FUS1.

2.1.4. Purifikace:

Pouzité pufry:

Pufr A: Tris 20 mM pH 8,0, etylenglykel 10 %, DTT 50 mM;
Pufr B: pufr A + NaCl 1M.

Fazovany protein se Céstelné purifikuje lontovou

chromatografii a na iontovém situ. Po naneseni extraktu a




promyti na koloné& QSPP (Pharmacia, Upsala) pufrem A se FUS1
vymjvé linearnim gradientem pufru B. Aktivni frakce (% 0,25
M v NaCl) se potom seberou a nanesou na molekuldrni sito G-
100 (Pharmacia, Upsala); vymyvaji se pufrem A. Specifickéa

stfedni aktivita ziskaného vzorku je odhadovana na 30 %.

2.1.5. 1Inhibice beta—laktamézy: Fazovany protein (9/10
volume) se inkubuje v EDTA 50 mM (1/10 objemové&) b&hem 45
minut pf¥i teplot& 37°C. Inhibice se kontroluje pomoci
nitrocefinu v kacodylédtovém pufru 10 mM pH 6,0. V
pfitomnosti Zn  musi byt signdl pozitivni, v Jjeho
nepfitomnosti musi signdl byt negativni. Po inhibici bude
efektivni koncentrace mé&¥end na zakladé aktivity beta-

laktamdzy mit hodnotu 7,74 mmol/ml.

2.2. Pevny nosi¢: magnetické kulicky - cefalosporin C
(referen¢ni antibiotikum).

Pouzivaji se Castice BioMag 4100 (dostupné u vyrobcé DRG
Instrument GmbH, Marburg, Némecko pod referendénim kbédem AM
4100 B.), JejichZz koncové NH, skupiny jsou aktivované

glutaraldehydem nasledujicim zpUsobem:

jeden objemovy dil puvodniho roztoku Eastic BioMag 4100 se
¢tyfikrat proplachne pomoci 5 objemovych dild pufru
pyridinu v mnoZstvi 0,01 M pH 6,0. Castice se dale pridaji
do 2,5 objemovych dild 5 % glutaraldehydu v pyridinovém
pufru a protfepavaji se rotaéné& bé&hem t#i hodin za teploty
okoli. Potom se cCéastice desetkrit proplachnou pomoci dvou
objemovych dill pufru Kpi 0,01 M pH 7,0. Castice se potom
uvedou znovu do suspenze do Jjednoho objemového dilu

cefalosporinu C 0, 1 M v pufru Kpi a protfepdvaji se
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rotacné béhem po Jjednu noc p¥i teploté& +4°C. Posledni
proplachnuti se provadi az do Gplného odstranéni

cefalosporinu C v pufru Kpi 0,1 M pH 7,0.

2.3. Urceni 6 antibiotik penicilinu G, ampicilinu,

amoxicilinu, cloxacilin, cefapirinu a ceftiofuru v mléce.

2.3. 1. PouZité roztoky:

- roztok 1: 700 pikomolt fézovaného proteinu
lyofilizovaného v Tris v mnoZstvi 100 mM, pH 8, BSA 1
mg/ml, EDTA 50 mM, DIT 50 mM se rehydratuje objemem 5 ml
vody Milli-Q; objem 50 ml tohoto roztoku je nutny pro
provedeni méfeni.

- roztok 2: objem 2 ml <&astic BioMag-cefalosporin C
pripravenych v pfikladu vyndlezu 1.2 v isopropanolu 100 %;
objem 20 ml tohoto roztoku je nutny pro provedeni m&Feni.

- roztok 3: lyofilizovany pufr kacodyldtu v mnoZstvi 10 mM,
pH 6, NaCl 1M se rehydratuje pomoci objemu 500 ml vody
Milli-Q.

- roztok 4: objem 400 ml nitrocefinu 10 mM v DMP se
rozpustl na objem 40 ml v roztoku 3; pro detekci je pot¥eba

objemu 400 ml.

2.3.2. Zpﬁsob detekce:

50 pl roztoku 1 se umisti za pritomnosti objemu 500 ml
vzorku dopovaného mléka a inkubuje se pfi teploté& 47°C
béhem doby 2 minut. Objem 20 ml roztoku 2 se suspenduije v
mléce, které se znovu inkubuje b&hem 2 minut p#i teploté
47°C. Céstice se pFitahnou na sténu nadoby pomoci
paramagnetického magnetu, zatimco supernatant se odstrani.

Castice se dvakrat propléchnou roztokem 3 postupem podobnym
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zplsobu s magnetem. Konelné& se objem 400 ml roztoku 4
inkubuje za pritomnosti &astic b&hem 3 minut pfi teploté
47°C. ME&ri se zbytkovd absorbance roztoku roztoku p¥i

vlinové délce 482 nm vzhledem k roztoku nitrocefinu.

Tento zplsob umoZfiuje detekci 6 antibiotik pfevzatych =z
americkych norem, a to jejich koncentraci, kterd je mensi
neZ koncentrace dand normou, to je penicilin p¥i 5 ppb,
ampicilin p¥i 10 ppb, amoxicilin pti 10 ppb, cloxacilin p¥i

10 ppb, cefapirin p#i 20 ppb a ceftiofur pfi 50 ppb.

Pfiklad 3. Ur&eni 3 antibiotik (penicilin G, cloxacilin,
ceftiofur) v mléce.

Tento pfiklad ilustruje detekci 3 antibiotik s beta-
laktamovym jadrem kontrolovanych hygienickou slusbou v
mléce. Popsany test v tomto prikladu pouziva receptory
BlaR-CTD ve form& dvou fazovanych proteint a to spolu s
alkalickou fosfatdzou a peroxyddzou a pouziva nosi&, ktery

je pfedstavovan ve formé& mikrodesky.

3. 1. Fazovany protein BlaR-CTD-alkalickid fosfataza.
Fazovany protein BlaR-CTD-alkalickd fosfatadza se ziské
chemickou kopulaci receptoru BlaR-CTD (B. JORIS a al., FEMS
Microbiology Letters, 107-114, (1990)) s aktivovanou
alkalickou fosfatdzou dostupnou od vyrobce Boehringer
Mannheim Biochemica pod referendnim kédem 1464752.

Kopulace se provadi nasledujicim zptsobem:

3.1.1. Konjugace: BlaR-CTD a alkalickd fosfataza se
dialyzuji v pufru uhliCitan/hydrogenuhli&itan sodny v

~mnozstvi 100 mM p¥i pH 9,8. 15 nanomol® BlaR-CTD se
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inkubuje za p¥itomnosti objemu 100 ml aktivované alkalické

fosfatazy (20 mg/ml) bé&hem dvou hodin p#i teplotd 25°C.

'3.1.2. Zastaveni reakce: Pridid se objem 40 ml roztoku
trietanolaminu 2 mM, pH 8, potom objem 50 ml roztoku
hydroboratu sodného v mnoZstvi 200 mM. Smé&s se inkubuje
béhem 30 minut pfi teploté& +4°C. Pak se p¥ida objem 25 ml
roztoku trietanolaminu 2 mM, PH 8, potom se smé&s znovu

inkubuje bé&hem hodin p¥i teploté& +4°C.

3.1.3. Stabilizace spojeni: PF¥id& se objem 10 ml roztoku

glycinu v mnoZstvi 1M, pH 7,0.

3.1.4. Prenos ve skladovacim pufru: Reakéni sm&s (priblizné
300 ml) se trikrat dialyzuje po dobu 8 hodin objemem.O,S
litrd trietanolaminového pufru v mnofstvi 50 mM, pH 7,6,
NaCl 150 mM, MgCl, 1 mM, 2ZnCly, 0,5 mM, glycin 10 mM p¥Fi
teploté +4°C.

3.1.5. Kone&ny titr: kone&ny titr spojeni nabyvad hodnot 50

mmol BlaR-CTD aktivniho na ml roztoku.

3.2. Fuzovany protein BlaR-CTD-peroxydaza

Fhzovany protein BlaR-CTD-peroxyddza se ziskad chemickou

kopulaci mezi receptorem BlaR-CTD (B. JORIS a al., FEMS

Microbiology Letters, 107-114, (1990)) a aktivovanou
peroxydazou dostupnou od vyrobce Boehringer Mannheim

Biochemica pod referencnim kédem 1428861.

Spojeni se realizuje nédsledujicim zptsobem:
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3.2.1. Konjugace: BlaR-CTD a peroxyddza se dialyzuji v
pufru uhlic¢itan/hydrogenuhli&itan sodny v mnoZstvi 100 mM
p¥i pH 9,8. 40 nanomol® BlaR-CTD se inkubuje za pfitomnosti
objemu 100 ml aktivované peroxydazy (16 mg/ml) bé&hem dvou
hodin pF¥i teplotd& 25°C.

3.2.2. Zastaveni reakce: Pridé se objem 40 ml roztoku
trietanolaminu v mnoZstvi 2 mM, pH 8, potom objem 50 ml
roztoku hydroboratu sodného v mnoZstvi 200 mM. Sm&s se
inkubuje béhem 30 minut pfi teploté& +4°C. P¥ida se objem 25
ml roztoku trietanolaminu v mnoZstvi 2 mM, pH 8, potom smé&s

znovu inkubuje b&hem hodin pfi teploté& + 4°C.

3.2.3. Stabilizace spojeni: Pridd se objem 10 ml roztoku

glycinu v mnoZstvi 1M, pH 7,0.

3.2.4. Prenos ve skladovacim pufru: Reak&ni sm&s (pfibliZné&
objem 400 ml) se trikrat dialyzuje po dobu 8 hodin objemem
0,5 litrd pufru fosfore&nanu draselného v mnoZstvi 10 mM,

pH 7,5, NaCl 200 mM, glycin 10 mM p¥i teplot& +4°C.

3.2.5. KoneCny titr: koneény titr spojeni nabyva hodnot 100

mmol BlaR~-CTD aktivniho na ml roztoku.

3.3. Pevny nosi¢: mikrodeska-cefalosporin C.

3.3.1. Pfiprava roztoku refernéniho antibiotika.

Objem 8 ml roztoku obsahujiciho 213 mg 1lidského
gamaglobulinu (G4386, Sigma) a 8,6 mg hydrochloridu 2-
iminothiolanu (Aldrich, 33056-6) v pufru uhliditanu sodného
(100 mM, pH 9) se inkubuji po jednu hodinu p#i teploté
25°C.
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Oddélen& se inkubuje po dobu jedné hodiny pri teplot& 25°C
objem 20 ml roztoku obsahujiciho 119,8 mg cefalosporinu-C a
54 mg sulfosukcinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyklohexan-1-
karboxyléatu {sSMCC, 22322 Pierce) v pufru uhli&itanu
sodného (100 mM, pH 9).

Oba dva roztoky, které byly p¥ipraveny ptedtim, se potom
smichaji. pH vzniklého roztoku se upravi na 7,1 pfidénim
objemu 3 ml NaH;PO, v mnoZstvi 500 mM a inkubuje se po dobu
dvou hodin pfi teploté& 25°C. Smé&s ziskana po inkubaci se
dialyzuje t¥ikrdt proti objemu 1 litru pufru fosfore&nanu
sodného (10 mM, pH 7,5). Vznikly roztok se filtruje na
filtru o pdérech velikosti 0,22 um.

3.5.2. Pokryti mikrodesek referenénim antibiotikem.
Pouzivaji se polystyrenové mikrodesky s vysokou schopnosti
adsorbce proteinu, dodavané spole&nosti NUNK (Immuno Plate:
typ Maxisorp) nebo dodavané spole&nosti GREINER (microlon
600, reference 705071). Jamky mikrodesek jsou myté pufrem
PBS v mnoZstvi 150 mM, pH 7,2. Alikvot roztoku ptipraveny v
prikladu 3.3.1. se potom inkubuje b&em 24 hodin p¥i
teploté 4°C v Jjamkdch. Po inkubaci se jamky promyvaji
tfikrat pufrem PBS 150 mM, pH 7,2, Tween-20 0,1 %. Zkumavka
se Db&hem dvou hodin p#i teploté& 20°C saturuje saturadénim
pufrem PBS 150 mM, pH 7,2, BSA 5 %. Po t¥ech promytich
mycim pufrem se zkumavky sud3i a skladuji p#i teploté& 4°C,

chranéné pred vlhkem.

Pro jamky ur&ené ©pro rozpozndvaci &inidlo BlaR-CTD-

alkalickd fosfatéza je pouZitym mycim pufrem dietanolamin 1
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M, pH 9,8, MgCl, 0,5 mM; Pro jamky urc¢ené pro rozpoznavaci
¢inidlo BlaR-CTD-peroxydaza, je pouZitym mycim pufrem

fosforeCnan draselny v mnoZstvi 50 mM, pH 5.

3.4. UrCeni t¥i antibiotik v mléce.

Mnozstvi 1,4 pikomoll zna&eného rozpoznavaciho &inidla se
inkubuje za prfitomnosti objemu 100 ml dopovaného mléka
béhem 5 minut pfi teplot& 47°C. Mléko se za pomoci pipety
ptelije do jamky pf¥edem upravené podle prikladu 2.3.5.
‘Mléko se inkubuje béhem 2 minut p¥i teplotd 47°C. Po
odstranéni mléka nasledovaném dvéma mytimi mycim pufrem
(viz pfiklad 2.3.2.), se inkubuje b&hem 2 minut v jamce 300
ml pufru obsahujiciho vyvojovy substrat (vyvojovy substrat
pro rozpoznavaci <inidlo BlaR-CTD-peroxydéaza: fosforednan
draselny v mnoZstvi 50 mM, pH 5, ABTS 9,1 mM, H,0, 0,002 %;
vyvojovy substrdt pro rozpoznavaci &inidlo BlaR-CTD-
alkalickou fosfatédzou: dietanolamin 1 M, pH 9,8, MgCl, 0,5
mM, 4-NPP 10 mM). Deska se potom umisti do automatického
spektrofotometru pro desky pouZivané p¥i ELISA, vlnova

délka se nastavi na hodnotu 405 nm.

Tento test umozZnuje detekci t¥i antibiotik penicilinu G,
cloxacilinu a ceftiofuru aZ do prahovych hodnot vymezenych
americkymi pfedpisy (penicilin G 5 ppb, cloxacilin 10 ppb a
ceftiofur 50 ppb).

Pfiklad 4. UrCeni 6 antibiotik penicilinu G, ampicilinu,
amoxicilinu, cloxacilinu, cefapirinu a ceftiofuru v mléce.

Tento priklad ilustruje detekci 6 antibiotik s beta-
laktamovym jadrem v mléce aZ do prahovych hodnot vymezenych

americkymi pFedpisy. Popsany test v tomto p¥ikladu pouZiva
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receptory BlaR-CTD ve formé fhizovaného proteinu 5
alkalickou fosfatdzou nebo peroxydazou a pouzZivad nosig,

ktery je predstavovan ve form& potaZené zkumavky.

4. 1. Fazovany protein BlaR-CTD-alkalickad fosfataza.
Viz p¥iklad 3. 1.

4.2. Pevny nosic: zkumavka potazZena referenc¢nim
antibiotikem.

V tomto pfikladu se pouzZiva se polystyrenovych zkumavek s
vysokou schopnosti adsorbce proteinu, dodavané firmou NUNK
(typ Maxisoo), na které se plsobi roztokem referen&niho

antibiotika, jak je uvedeno v p¥ikladu 3.3.2.

4.3. UrCeni 6 antibiotik v mléce.

Mnozstvi 7 pikomolt rozpoznivaciho &inidla se inkubuje za
pritomnosti objemu 500 ml mléka b&hem 5 minut pri teploté
47°C v Eppendorfové zkumavce. Mléko se =za pomoci pipety
pfelije do pfedem upravené zkumavky podle prikladu 3.2.
Mléko se dinkubuje b&hem 2 minut pFi ‘teploté 47°C. Po
odstranéni mléka se zkumavka nésledovné promyvd dvakrat
objemem 1 ml pufru dietanolaminu v mnoZstvi 1 M, pH 9,8,
MgCl, 0,5 mM. Potom se pridd objem 500 ml pufru

obsahujiciho vyvojovy substrat dietanolamin v mnosstvi 1 M,

pH 9,8, MgCl, 0,5 mM, 4-NPP 10 mM a substrat se inkubuje -

béhem 2 minut p¥i teplot& 47°C. Potom se m&Fi absorbance
supernatantu za pomoci spektrofotometru, jehoZ vlnova délka

je nastavena na hodnotu 405 nm.

Tato metoda dovoluje urlit 6 antibiotika a# do prahovych

hodnot vymezenych americkymi prfedpisy: penicilin G v




mnozstvi mensim neZ 5 ppb; ampicilin v mnoZstvi mensim nez
10 ppb; amoxicilin v mnoZstvi mens$im ne? 10 ppb; cloxacilin
v mnozstvi menSim neZ 10 ppb; cefapirin v mnofstvi mendim

nez 20 ppb; ceftiofur v mnoZstvi mendim neZ 50 ppb.

Zastupuje:

dr. O. Svor&ik
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob detekce antibiotik s beta-laktamovym jadrem v
biologické tekutiné&, ktery zahrnuje ndsledujici etapy

a) uvedeni urceného objemu biologické tekutiny do kontaktu
s urlitym mnoZstvim rozpozndvaciho &inidla a inkubace takto
ziskané smé€si za podminek dovolujicich tvorbu komplext
antibiotik, pfipadné& p¥itomnych v biologické tekuting, s
rozpoznédvacim ¢inidlem,

b) uvedeni smési ziskané v etapé& a) do kontaktu s alespon
jednim referen&nim antibiotikem imobilizovanym na nosi&, za
podminek dovolujicich tvorbu komplext referenéniho
antibiotika s mnoZstvim rozpoznavaciho ¢inidla, které
nereagovalo b&hem etapy a), a

c¢) urcCeni mnoZstvi rozpoznavaciho &inidla pfichycného k
nosici,

vyznacujici se tim, Ze rozpoznavaci &inidlo obsahuje
receptor citlivy na pfitomnost antibiotik s beta-laktamovym

jadrem, ziskany z Bacillus licheniformis. -

2. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, zZe receptor
citlivy na antibiotika s beta-laktamovym jadrem je

receptor BlaR nebo receptor BlaR-CTD.

3. Zptsob podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze
receptor citlivy na antibiotika s beta-laktamovym jadrem
je kopulovén s oznafovacim d¢&inidlem vybranym ze souboru,
zahrnujiciho kovové koloidnimi &&stice, koloidni &Sastice
selenu, uhliku, siry nebo teluru, koloidni &astice

syntetického barveného latexu.




4. Zplsob podle naroku 1 nebo 2, vyznaCujici se tim, e
receptor citlivy na antibiotika s beta-laktamovym jadrem
je kopulovédn s oznadovacim &inidlem vybranym ze souboru,

zahrnujiciho fluorescen&ni 1latky.

5. ZpUsob podle n&roku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, 3Ze
receptor citlivy na antibiotika s beta-laktamovym jadrem dje
kopulovdn s oznadovacim &inidlem vybranym ze souboru,
zahrnujiciho enzymy " jako jsou alkalickéa fosfatéza;

peroxydaza, beta-laktamézy.

6. ZplGsob podle naroku 5, vyznacujici se tim, 3Ze receptor
citlivy na antibiotika je kopulovan s enzymatickym

oznaCovacim ¢inidlem chemickou nebo genetickou cestou.

7. ZpGsob podle podle jednoho z naroka 3 as 6, vyznaduijici
se tim, Ze kopulace receptoru citlivého na antibiotika s
beta-laktamovym jaddrem s oznadovacim &inidlem se provede

pfed etapou a).

8. Zpusob podle podle jednoho z naroki 3 a3 6, vyznacdujici
se tim, Ze kopulace receptoru citlivého na antibiotika s
beta-laktamovym jadrem s oznacovacim &inidlem se provede

béhem etapy a) nebo po etapé a).

9. Zpusob podle podle jednoho z narokt 1 a3 8, vyznacujici

se tim, Ze etapy a) nebo b) se provedou najednou.

10. Zpusob podle podle jednoho z narokd 1 a3 9, vyznacuijici
se tim, Ze nosi¢ pouZivany bé&hem etap€ b) je vybradn ze

souboru, - zahrnujiciho zkumavky, desky nebo tyCky pokryté




referené¢nim antibiotikem.

11. Zplsob podle podle jednoho z narokd 1 az 9, vyznacdujici
se tim, Ze nosi¢ pouZivany bé&hem etapy b) Je testovaci
za¥izeni obsahujici pevny nosid& (1), ktery sestava =z
prvniho a druhého konce, na ktery jsou postupné p¥ichyceny,
po¢inaje od prvniho konce,

- membrana (2) umozZiujici purifikaci analyzované tekutiny,
- membrana (3), na kterou je imobilizovana jedna nebo vice
zachytnych latek

- absorbé&ni membréna (4).

12. Zpusob podle jednoho z narokli 1 az 9, vyznadujici se
tim, Ze nosi¢ pouZivany bé&hem etapy b) je tvofen souborem

kulicek, které jsou nebo nejsou magnetické.

13. Testovaci souprava pro detekci antibiotika v biologické
tekutiné zpusobem podle jednoho »z ndrokt 1 az 12,
obsahujici alespoii jedno rozpoznavaci &inidlo citlivé na
pritomnost antibiotik s beta-laktamovym jadrem, ziskané z
Bacillus licheniformis, a alespoii jedno referenéni

antibiotikum imobilizované na nosid&i.

Zastupuje:

dr. 0. Svord&ik

[ XXX XX}
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