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Lidé, zvířata i rostliny jsou během svého života neustále 
v kontaktu s různými bakteriemi, ať už se jedná o bakterie 
patogenní, neškodné či prospěšné. Identifikace těchto bakterií 
je jedním z hlavních úkolů mikrobiologie již od vzniku tohoto 
vědního oboru. Rychlá a přesná identifikace neznámých bak-
terií je důležitá zejména v případech bakteriální infekce lidí či 
zvířat, kdy lze na základě správné identifikace zvolit správnou 
a rychlou léčbu. Detekce a identifikace bakterií je však důležitá 
i v jiných oblastech lidského života jako je zjišťování kontaminací 
v potravinářském průmyslu či detekce kontaminace vody a půdy, 
ale i  v  zemědělství pro určování rostlinných patogenů, nebo 
naopak prospěšných druhů. V minulosti bylo vyvinuto velké 
množství metod, které jsou určeny k identifikaci mikroorganismů. 
Každá takováto metoda by měla splňovat několik základních 
kritérií: princip identifikace bakterií by měl být univerzální, 
bakterie ve vzorku by mělo jít stanovit kvantitativně, metoda 
musí být vhodná pro identifikaci i doposud neznámých bakterií 
a zároveň by tato metoda měla vyhledat co nejvíce příbuzných 
bakteriálních druhů. Dalšími výhodnými aspekty jsou flexibilita, 
rychlost a nízké náklady. Data, která jsou takovouto metodou 
získána, by měla být pravidelně přidávána do centrální databáze. 
Pro taxonomickou klasifikaci bakterií lze použit velké množství 
metod. V první řadě je nutné si uvědomit, zda se jedná o kultivo-
vatelné nebo nekultivovatelné bakterie. Donedávna bylo možné 
zabývat se pouze těmi kultivovatelnými. Pro jejich identifikaci se 
používala řada validovaných metod, jejichž nevýhodou je však 
těžkopádnost a dlouhé provedení. Navíc velice často metoda 
obsahuje subjektivní hodnocení, jako je posouzení morfologie 
bakterií nebo evaluace biochemických testů. Identifikace bakterií 
podle fenotypových vlastností vykazuje také značné nepřesnosti 
z důvodů možných morfologických změn při růstu bakterií 
na různých mediích, nebo při skladování bakterií. V praxi se 
například ještě stále můžeme setkat s tzv. API (Analytical profile 
index) index, což je sada biochemických testů, podle nichž lze 
neznámou bakterii identifikovat. Výsledky jsou však nepřesné 
a stanovení je extrémně pomalé. Kromě biochemického stanove-
ní existují metody, které jsou velice citlivé a přesné jako je metoda 
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Ta je založena 
na imunoenzymatické reakci a používá se nejčastěji v klinické 
praxi pro specifické potvrzení nebezpečných patogenů. Tato 
metoda je velice účinná, ale opět poměrně nákladná a pro 
bakterie izolované ze životního prostředí prakticky nepoužitelná, 
vzhledem k jejich diverzitě a množství. Řada výše uvedených 
nevýhod byla v posledních 20. letech překonána využitím mo-
lekulárně biologických metod, např. analýzou 16S rRNA genů. 

Jedná se o  metodu, která poskytuje velice přesné výsledky 
a  její výhodou je také to, že analyzované vzorky DNA jsou 
stabilní po velice dlouhou dobu. Kromě toho je použitelná i pro 
nekultivovatelné bakterie, pokud se podaří izolovat totální DNA 
přímo z environmentálního vzorku. Nevýhodou této metody je 
časové hledisko a finanční náročnost. Proto se v současnosti 
zavádí některé nové techniky a postupy, mezi které patří využití 
hmotnostní spektrometrie. Metoda hmotnostní spektrometrie 
(Mass Spectrometry – MS) se v biologii a biochemii zpočátku 
využívala k  identifikaci proteinů či peptidů. V roce 1994 se 
podařilo dokázat, že pomocí MALDI-TOF MS (Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization Time of Floght) lze identifikovat 
celé spektrum proteinů z předem dezintegrovaných buněk. 
Hmotnostní spektrometrie s detektorem MALDI-TOF byla poprvé 
využita k identifikaci mikroorganismů o několik let později. Hlav-
ním důvodem byla snaha detekovat snadno a především rychle 
bakterie, které mohly být potenciálně použity jako biologická 
zbraň. Metoda byla úspěšně otestována na identifikaci bakterií 
Bacillus anthracis, Brucella melitensis, Francisella tularensis 
a Yersinia pestis. Celá podstata metody spočívala v extrakci 
proteinů z bakterií a následné analýze proteinových extraktů 
přímo MALDI-TOF MS. Takto byla získána jednotlivá proteinová 
spektra pro vybrané bakterie. Spektra byla tvořena jednotlivými 
vrcholy, které odpovídaly velikostí a  intenzitou uvolněným 
proteinům během analýzy MALDI-TOF MS. Poté byly vytvo-
řeny slepé vzorky identických bakterií a opět byla proměřena 
jejich spektra. Vzájemným porovnáním spekter bylo zjištěno, 
že spektra neznámých vzorků a standardů jsou shodná, a tudíž 
je lze použít pro identifikaci bakterií. Zároveň bylo zjištěno, 
že každý bakteriální druh tvoří unikátní spektrum vrcholů, které 
se mezidruhově liší svou pozicí a intenzitou. Na základě těchto 
výsledků byla hmotnostní spektrometrie označena za vhodnou 
metodou pro detekci bakterií a její hlavní předností byla rychlost 
a jednoduchost. V průběhu let se podařilo vyvinout několik 
rychlejších a efektivnějších postupů pro přípravu bakteriálních 
vzorků pro měření. Většině z těchto metod postačuje jedna 
kolonie bakterie narostlá na mediu za přesně definovaných 
podmínek. Nejběžněji používanou metodou je metoda celých 
buněk. Postup byl poprvé popsán pracovní skupinou Holland 
a kol. Podstatou metody bylo odebrání jedné bakteriální ko-
lonie narostlé na misce s živným agarem a následné rozetření 
na destičku. Takto rozetřená kolonie byla převrstvena matricí 
a po vysušení mohla být provedena samotná analýza. Pomocí 
této metody se podařilo rozlišit nejen rod a druh bakterií, ale 
také některé jednotlivé kmeny bakterií. Odebrání kolonie přímo 
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z růstového media má také tu výhodu, že všechny bakterie 
rostou za shodných podmínek. Jelikož identická bakterie může 
poskytnout různá hmotnostní spektra v závislosti na různých 
podmínkách kultivace (teplota, doba růstu, použité medium), 
anebo může být ovlivněna použitými chemikáliemi, je nutné 
před samotnou analýzou zajistit standardizaci přípravy vzorku 
a  tím umožnit dobrou reprodukovatelnost. Pochopitelně je 
možné srovnávat jen spektra, která byla měřena stejným po-
stupem. Dnes existuje několik softwarových vybavení, která 
celé stanovení usnadňují, jako jsou MALDI Biotyper (Bruker 
Daltonics), Samaris (AngnosTec-Shimadzu) nebo MicrobeLynx 
(Waters). Tyto programy bohužel pracují na odlišných algorit-
mech, a proto není možné srovnávat spektra mezi databázemi. 
Všechny softwary tedy umožňují tvorbu vlastních knihoven 
spekter. Naše laboratoř využívá tuto metodu k identifikaci 
bakterií izolovaných z kontaminovaných zemin, identifikaci 
patogenních bakterií z potravinářských surovin. K analýze je 
využíván hmotnostní spektrometr od firmy Bruker Daltonics, 
také software pro analýzu pochází od této firmy. Při měření pak 
postupujeme dle standardního protokolu dodaného výrobcem. 
Tento protokol je založen na metodě celých buněk, viz výše. 
V případě izolace bakterií ze životního prostředí je nejdříve 
nutné isolovat jednotlivé bakteriální druhy, které jsou represen-
továny jednotlivými koloniemi narostlými např. na agarovém 
mediu. Dříve bylo nutné tyto jednotlivé kolonie individuálně 
testovat buď biochemickými testy nebo později po isolaci a sek-
venaci 16SrDNA. V řadě případů však bylo po delší době zjištěno, 

že se jedná o stejné druhy. V případě MS MALDI-TOF lze měřit 
spektra několika desítek bakterií najednou a srovnáním spekter 
lze velmi rychle vyloučit identické druhy. Kromě identifikace ne-
známých vzorků jsme také zkoumali vliv použitých médií, teplot 
růstu a doby růstu na výsledky analýzy. Bylo zjištěno, že např. 
různé typy media pro kultivaci bakterií mohou ovlivnit výsledek 
stanovení, naopak teplota a doba růstu měly minimální vliv.
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This paper is focused on the use of mass spectrometry in the 
biological sciences, especially the possibility of using this method 
for the identification of microorganisms particularly bacteria and not 
only from clinical or food material but also from.the environment. 
Article also offers a brief comparison of some methods that are used 
for identification of microorganisms.
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Těžké kovy jsou skupinou látek, které, dle řady různých 
definicí, zahrnuj˝í jak prvky prospěšné a nutné pro organismy, 
tak prvky, o jejichž biologické potřebnosti je jen velmi málo 
důkazů a působí převážně toxicky na většinu organismů. Řada 
výzkumných pracovišť po celém světě se věnuje studiu přímého 
působení těžkých kovů na různé organismy. Jejich toxicita souvisí 
především s možností vazeb na různé typy biomolekul, které 
ztrácejí svou přirozenou funkci a tím narušují životně důležité 
biochemické procesy, což může mít za následek i smrt celého 
organismu. Na základě hrozby, kterou představují, je jejich 
přesná, rychlá a cenově dostupná detekce stále velmi aktuální. 
Spolu s miniaturizací a novými materiály je neustále vyvíjen 
tlak na nové přístroje, které by byly schopny měřit na místě 
při zachování dostatečné citlivosti, která by se blížila typickým 
laboratorním stanovením. Elektrochemie je pro svou vysokou 
citlivost, metodou velmi vhodnou pro stanovení těžkých kovů. 
Druhým důvodem, proč uvažovat o elektrochemii, je možnost 
zmenšení měřicí instrumentace do takových rozměrů, které by 
byly snadno přenosné a schopné mimo-laboratorních měření. 
V neposlední řadě nesmíme opomenout možnosti kombinovat 
fyzikálně-chemický převodník v podobě elektrody s biologickou 

složkou, kdy získáme biosenzor, který oproti výše zmíněným 
výhodám elektrochemie přináší do analytického systému prvek 
zvýšené selektivity. Další možností je využití optických materiálů 
v podobě optod, popř. analýzy povrchu, či dalších senzorů, které 
detekují změny teploty, hmotnosti či pH. 

Enzymové biosenzory

Pro detekci iontů kovů byla použita řada různých enzymů, 
přičemž samotná detekce je založena na aktivaci či inhibici 
enzymové aktivity. Detekovaný ion těžkého kovu aktivuje en-
zym, pokud tvoří nedílnou součást struktury, anebo jej inhibuje 
v případě, že je schopen se vázat do aktivního centra použitého 
enzymu a tak jej inaktivovat. Biosenzory pro detekci iontů těž-
kých kovů založené na inhibici enzymové aktivity jsou používány 
několikanásobně více ve srovnání s aktivačními. Mezi nejběžněji 
používané enzymy patří oxidázy a dehydrogenázy. Tyto enzymy 
jsou imobilizovány pomocí síťování v želatinovém filmu, anebo 
afinitní interakcí se speciálním typem membrány. Další velkou 
skupinu enzymových biosenzorů tvoří ty založené na enzymu 
ureáze. Optický biosenzor založený na ureáze imobilizované 
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