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Vynilez se tykd zpisobu identifikace mikroor-
ganismi pomoci chromatografie.

Dosud obvykly zptisob identifikace mikroorga-
nismu je zaloZen na sledovini jejich morfologic-
kych, kultivacnich, fyziologickych a biochemic-
kych, po pfipadé¢ serologickych a jinych vlastnosti.
V piipadé bakterii a jim podobnych mikroorganis-
mi, které jsou morfologicky té€Zko rozeznatelné se
pfi jejich identifikaci klade hlavni diraz na stano-
veni jejich fyziologickych a biochemickych vlast-
nosti na Cisté kultufe organismu. Tento proces je
zdlouhavy, obvykle trva déle, nez jeden tyden
a persondln€ i pracovné je ndro¢ny. K pfesnému
ureni podle soucasnych svétovych zvyklosti je
potom zapotfebi provadét az 70 testd na rdznych
kultivacnich médiich. :

Tyto nevyhody vyvolaly snahu'vyuiit k feseni

-dané problematiky modernich analytickych pfi-
stroji. Byly ¢inény pokusy o rozli§eni dvou nebo
nékolika kment jedné skupiny mikroorganismi,
pfipadné o hrubé rozliSeni vzdjemné nepfibuznych
skupin mikroorganismi. Systematické zpracovani

'celé &eledé, jeji odlifeni od jinych podobnych
celedi, vzajemné rozliSeni jednotlivych rodd, dru-
hii a zdroven i niZSich taxont uvniti této eledé
viak nebylo dosud provedeno. Stanoveni mikroor-
ganismili pomoci pyrolysy je velmi ndro¢né z hledis-
ka reprodukovatelnosti a interpretace ziskanych
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vysledki. Z dosavadnich zndmych zpiisobt identi-
fikace se zptisobu identifikace podle vynélezu blizi
zpiisob podle amerického patentu ¢. 3,891,508 (J.
Merrick), podle kterého se stanovenim bli%e ne-
specifikovanych sacharidl, obsaZenych v lipopoly-
sacharidech bunéCnych st€n mikroorganismit od
sebe rozliSuji nekteré skupiny gram negativnich
bakterii. Zptisobem uvedenym v popisu americké-
ho patentu lze stanovit tyto skupiny mikroorga-
nisma: ,

1. Stfevni enterobakterie
Pseudomonas
Vibrio
Hemophilus
Bordetella
Pasteurella
Brucella
. Neisseria

Pro kaZdou z uvedenych skupin vSak autor
v:popisu poZaduje pouZit jiné kultivaéni médium
coZ v praxi znamend, Ze je nutné v daném vzorku
pfedem hrubg klasifikovat, o jakou z vyse uvede-
nychskupin se jedna. Podle tohoto postupu by také
bylo obtiZné stanovit vice mikroorganismii vedle
sebe a provést jejich podrobnou klasifikaci a# na
jednotlivé druhy, popfipadé serotypy.

Uvedené nedostatky odstrafiuje zptsob podle
vyndlezu, jehoZ podstata spociva v tom, Ze se Cistd
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kultura mikicorganismu kultivuje za konstantnich.|

podminek a7 do dosaZeni staciondrni fize ristu,

ziskand biomasa se oddéli centrifugaci, promyje, |
vysu$i a ziskany vzorek se hydrolyzuje napf.

v kyselém prostiedi chlorovodikem, popfipadé

esterifikuje napf. methyldtem sodnym a po:extrak- .

. Cl se .c],lromatograflcky stanovi vznikl€ organické |
kyseliny nebo jejich estery a ziskané vysledky |
‘ stanoveni se porovnaji s vysledky ziskanymiu stan—
dartnich kment mlkroorgamsmu

Tento postup vyuZivd jevu, Ze jak pro kaZdou:
. taxonomickou skupinu mikroorganismd, tak i pro
niZ§i taxony, jako je druh, popfipad¢ serotyp, je
charakteristicky urdity vyskyt a vzdjemny pomer
organickych kyselin, obsazenych pifimo v bunce
mikroorganismu. Jednd se hlavné o hydroxykyseh—

" ny, kyseliny s cyklopropanovym kruhem, nasycené |
mastné kyseliny a nenasycené mastné Kyseliny.
Stanoveni lze rozsifit i na dal§i typy orgamckych

! kyselin, nap¥. ketokyseliny, kyseliny s vice karbo-
xylovymi a hydroxylovymi skupinami a aminoky-

-seliny. Ziskané vysledky chromatografického sta-

“noveni tvofi charakteristicky obraz, anglicky fin-

| gerprint, kter)’/ je typicky pro uréity mikroorganis- -

i mus, pfi éemz vzhledem k reprodukovatelnosti
\vysledku, ziskanych za konstantnich podmmek
!'nenf rozhodujici pfesnd znalost chemického sloze
ni a prostorového uspofddani jednotlivych orga—
“nickych kyselin, nebo jejich esterd, ale’ urcenr
i vzdjemné podobnosti vysledkd z ]ednothvych;
i chromatografickych stanoveni. Toto urleni lze'
s vyhodou provddét pomoci poditade s tim, se!

- vysledky stanoveni u standartnich organismil jsou
_pfedem uloZeny v databance. y

Tento zplisob identifikace mikroorganismi do- | !

i yoluje uréit bez predbé&zné klasifikace na jednom |
typu pidy a soudasné vedle sebe nejen vetsmu]

. gram negativnich mikroorganismd, ale i vétSinu ;
. gram positivnich organotrofnich mikroorganismi,

- navic pfi zkriceni potrebneho dasu.

Charakterlstlcke ‘obrazce piislugné Jednothvym
typum mikroorganismi jsou zfeteln& rozlisitelné

;a pro nékteré je typicky vyskyt uréitych organic-

- kych kyselin. Napi. pro éeled Pseudomonadaceae °
je typickd dominance kyselin se stejnym elu¢nim

! ¢asem jaky ma kyselina olejové, pro ¢eled Entero- -

 bacteriaceae je typicka dominance kyselin se stej-

i nym elu¢nim ¢asem jaky md kyselina palmitova.

- Na pfiloZenych vykresech jsou uvedeny normo-

' vané grafické zdznamy pocitate. Na ose x je

- vynasen relativni eluéni das, na ose y je relativni

' vyska piku. Na obrdzku &. 1 je zdznam charakteris-

ticky pro Pseudomonas aeruginosa, na obrédzku ¢&.
2 je zaznam charakteristicky pro Vibrio cholerae, -

'na obrdzku ¢. 3 je zdznam charakteristicky pro

i Edwardsiella tarda a na obrazku ¢&. 4 je zdznam

_charakteristicky pro Bacillus thuringiensis kur-
stakii.

Na obr. 1 je zdznam, charakteristicky pro Pseu-
domonas aeruginosa. Pik 1 odpovida kyselindm se
stejnym eluénim ¢asem, jaky ma kyselina palmit- .
olejova. Pik 2 odpovida kyselindm se stejnym

. ‘kyselmam se stejnym eluénim casem, jaké md’
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| elucmm ¢asem jaky ma kyselina palmitova. Pik
\ 3 odpovida kyselindm se stejnym elucnim casem,

| ]aky ma kyselina olejova.

‘ Na obr. 2 je zdznam, charakteristicky pro Vibrio |
cholerae. Pik 4 odpovida kyselindm se stejnym

| eluénim dasem, jaké ma kyselina myristovd, pik
1 odpovidd kyselindm se stejnym clu¢nim Sasem
]ake ma kyselina palmitolejovd, pik 2 odpovida

}kyselma palmitovd, pik 3 odpovidd kyselindm se’
| stejnym eluénim ¢asem, jaké ma kyselina ole—
| jova. l
! Na obr. 3 je zdznam typlcky pro Edwardsiella '
| tarda. Pik 4 odpovidd kyselindm se stejnym elu¢- '
nym fasem, jaké md kyselina myristova, p1k
|2 odpovidé kyselindm se stejnym eluénim &asem |
' jaké md kyselina palmitova, pik § odpov1da kyseli- .
ndm se stejnym eluénim Casem, jaké ma kysehna ‘
| methylenhexadekanova.
Na obr. 4 je zdznam typicky pro Bacillus ‘
. thuringiensis kurstakii. Pik 4 odpovidéd kyselindm |
.se stejnym eluénim d&asem, jaké md kyselina |
| isomyristovd, pfk 6 odpovida kyselindm se stejnym |
' eluénim &asem, jaké ma kyselina methyltetradeka- |
- nov4, pik 2 odpovida kyselindm se stejnym elu¢nim |
| Casem, jaké md kyselina palmitova,'pik 7 odpovida |
kyselindm se stejnym eluénim asem, jaké ma |
i kyselina methylhexadekanova. :
Konkrétni provedeni identifikace mlkroorgams-
.mi je pro viechny druhy stejné. Nezndma Cista
kultura, nap¥. vyrostla pfi béZném stanoveni indi-
katorii fekdlniho znedisténi, se pfeockuje na
| povrch Zivného média o sloZeni: 1
| Masovy vytazek (susina) 10 g/l, pepton pro
‘bakteriologii 10 g/l, chlorid sodny 5 g/l, agar
| 15 g/1, na petriho misku o priméru 10 cm tak, aby |
doslo k masovému ndrostu a ziskalo se dostatecné ;
- mnoZstvi biomasy: Po kultivaéni dobé, odpovidaji-
| ci dosazeni staciondrni fize ristu sledovaného .
thikroorganismu, napf. 24 hod., se biomasa smy]e'w
s povrchu agaru pomoci 5 ml 1soton1ckeho roztoku !
: NaCl do centrifugaéni kyvety o objemu 10 ml. Po'!
. centrifugaci se Cisty supernatant slije, suspenze
| blin&k se promyje 5 ml isotonického roztoku NaCl
| a znovu podrobi centrifugaci. Proces promyvini se
| tiikrat opakuje. Potom se zahuténd suspense,
. buné€k vysusi lyofilisaci. Provede se esterifikace |
120 mg suchého preparatu methylitem sodnym.
- Vzniklé estery se extrahuji do hexanu a po zahusté- |
. ni odpafenim hexanu na celkové mnoZstvi 10 mlse |
i provede néstfik 1 pl do injektoru plynového chro-
\ matografu s kolonou o délce 3m a. priméru:
.1,5 mm s nepolarni fazi. !
. Prlitok nosného plynu dusiku je nastaven na.
' 19 ml za minutu, detektor je pouZit plamenoioni-
zacni. Pocatecni teplota je 100 °C, gra(\iiept 1°Cza;
‘minutu, konecna teplota je 260 °C. Ziskané vy-
‘sledky lze pomoci integrétoru a pocitade provéstna i
: normované diagramy, nebo pomoci pocitace pnmo
| zpracovat. Cas nutny k provedeni celého postupu
' identifikace je cca 32 hodiny, z ‘¢ehoZ samotna
| kultivace trva 24 hodiny. :
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~ Timto zplsobem identifikace mlkroorganish@i gamsmy déilezité pro potravinafsky primysl Navr- |
Ize vyhodné urcit mikroorganismy, zucastnujlcl ses - ‘Zeny zplsob j je vhodny i pro dalsi odvétvi techmcke

kolob&hu biogennich prvkii ve vodach pii'proce: | »mlkrobxologle
sech samoci$téni, nebo pii procesech biologického, ¥z vlastni vyznam mad tato metoda pro teoretické
&i§téni odpadnich vod, dile mikroorganismy, které'; sgudle v taxonomii a genetice mikroorganismii.

maji klinicky nebo hygienicky vyznam a mlkroor—% e

!

!  PREDMET VYNALEZU

Zptisob identifikace mikroorganismi pomom | v kyselem prostred1 chlorovodikem, popiipadé |

- chromatografie, pfi kterém se Cista kultura mikro- ; esterifikuje, napfiklad methyldtem sodnym a po ]

organismi kultivuje za konstantnich podminek aZ _ extrakci se chromatograficky stanovi vzniklé orga- |
do dosazeni stacxonamx faze rastu, ziskand biomasa \‘ i nické kysehny, nebo jejich estery, nadeZ se provede
"se oddéli centnfugam promyje a vysusi, vyznaceny | porovnam ziskanych vysledki s vysledky, 21skany-

B —— i

_tim, Ze ziskany vzorek se hydrolyzuje, napf'iklad‘ miu standartmch kmenu mikroorganismi.

2 vykresy
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