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Priprava a pouzitie vimitorného Standardu
pri dokaze salmonel polymerazovou retazovou reakciou

HANA DRAHOVSKA - JAN TURNA - VIERA BOHACOVA
- LUBICA PIKNOVA - TOMAS KUCHTA

SUHRN. Pripravil sa rekombinantny plazmid vhodny na pouzitie ako vnitorny Standard
pri dokaze salmonel polymerazovou retazovou reakciou (PCR) s primermi STI1 a STI5.
Plazmid obsahuje fragment DNA ziskany ne$pecifickou amplifikdciou templdtovej DNA
z Escherichia coli s pouzitim uvedenych primerov za znizenej teploty aneldcie. Pri pouzit{
pripraveného vnitorného Standardu sa v pritomnosti menSich mnoZstiev salmonelovej
DNA amplifikoval fragment velkosti priblizne 800 bp, ¢o umoznilo vylicenie faloSne
negativnych vysledkov bez obmedzenia citlivosti metddy. Pripraveny vnitorny Standard
sa pouzil na hodnotenie niekolkych spdsobov lyzy bakteridlnych buniek pri priprave tem-
platu pre PCR.
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Salmonely su fakultativne anaerébne gramnegativne baktérie patriace
do celade Enterobacteriaceae. VSetky druhy, sérotypy a kmene patriace
do rodu Salmonella si povazované za patogénne pre Cloveka, sposobuju
gastrointestindlne ochorenie salmonel6zu. Zdrojom ndkazy byva kontami-
novand voda a potraviny, najcastejSie hydina, miso a masové vyrobky, vajcia
a mliecne vyrobky [1,2]. Na zabezpecenie zdravotnej neskodnosti je potreb-
né mat spolahlivi metddu na dokaz salmonel v potravinach. Klasické meto-
dy dokazu su zalozené na kultivdacii baktérii v neselektivnych a selektivnych
médiach, raste na diferenciacnych tuhych médiach a kone¢nom sérologic-
kom potvrdeni. Maju velmi dobry detek¢ny limit a selektivitu, ale definitiv-
ne vysledky sui zndme az za 5 - 6 dni [3]. Pouzitim polymerdzovej retazovej
reakcie (PCR) je mozné tento Cas skratit bez znizenia analytickych para-
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metrov. V odbornej literature boli publikované prace zaoberajice sa vybe-
rom primerov na amplifikdciu DNA zo salmonel a postupmi ich dokazu
metédou PCR [4-7].

Pri pouziti PCR ako metddy dokazu sa moze vyskytnut problém falo$ne
pozitivnych a faloSne negativnych vysledkov. Zdrojom falo$ne pozitivnych
vysledkov je nedostatocnd selektivita primerov alebo kontamindcia vzoriek
cudzou DNA. Na druhej strane sa mozu ziskat faloSne negativne vysledky,
ak nenastane amplifikdcia DNA v dosledku pritomnosti inhibitorov
DNA polymerdzy. Viacero zloziek potravin, kultivatnych médii a extrak-
¢nych cCinidiel md takyto inhibi¢ny ucinok [8]. Falo$ne negativne vysledky
su nebezpecnejSie ako faloSne pozitivne, pretoze za zdravotne neSkodnu
moze byt v tomto pripade povaZzovand aj kontaminovand potravina.

Na sledovanie faloSne negativnych vysledkov je mozné pouZitf vnitorny
Standard, ktory sa na rozdiel od externého Standardu moze amplifikovat v tej
iste] PCR reakcii ako DNA zo vzorky a ktory tvori amplifika¢ny produkt
s inou velkostou [9]. Pritomnost Standardného produktu po PCR signalizuje
uspeSnd amplifikdciu a teda nepritomnost inhibitorov pochdadzajicich
z0 vzorky.

V literature sa opisuje niekolko spdsobov ako pripravit DNA templdt
sliziaci ako vnutorny Standard. Je mozné pouZit nepribuzny templat a druhy
par primerov v jednej reakcii alebo je mozné povodny templdt modifikovat
metddami PCR a molekuldrneho klonovania tak, aby modifikovany templat
produkoval PCR produkt so zmenenou velkostou pri pouZiti origindlnych
primerov [9,10]. V tejto prdci sme pouZili na konStrukciu vnitorného Stan-
dardu nespecifické produkty, ktoré vznikli v PCR reakcii so zniZenou teplo-
tou aneldcie. Ziskany Standard sme pouZili na dokaz salmonel pomocou pri-
merov Specifickych pre salmonely.

Material a metddy

Pouzil sa kmen Salmonella typhimurium 34 (zo zbierky Vyskumné-
ho ustavu potravindrskeho, Bratislava) a laboratérny kmen Escherichia co-
i 35 (zo zbierky Katedry molekuldrnej bioldgie Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského, Bratislava). Baktérie sa kultivovali v médiu LB
(Luria-Bertani) pri 37 °C cez noc [11]. Chromozomélna DNA sa pripravila
metddou podla Flamma [12].

Na stanovenie detekéného limitu sa kultura S. typhimurium desiatkovo
riedila v médiu LB. Pocet zivych baktérii sa urcil vyockovanim na Ziv-
ny agar ¢. 2 (Imuna, Sari$ské Michalany). 1 ml zriedenej bunkovej suspenzie
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sa centrifugoval na stolnej centrifiige 10 min pri maximalnej rychlosti a sedi-
ment sa premyl 1 ml fyziologického roztoku NaCl. K sedimentu sa pridalo
100 ul lyzaéného roztoku (1 % Triton X-100 alebo 0,05 moll! NaOH
s 0,125 % dodecylsulfénan sodny) a supenzia sa inkubovala 17 min pri 95 °C.

PCR sa realizovala v 20 pl reakénej zmesi, ktord mala nasledujice zloze-
nie: 200 pmol.I'! kazdého dANTP, 250 nmol.I'! primerov STI1 (AGC CAA
CCA TTG CTA AAT TGG CGCA) a STI5 (GGT ACA AAT TCC CAG
CGG GTA CTG) [4], 0,05 % Tween 20, 0,4 U Taq DNA polymerazy
(Amersham), a tlmivy roztok doddvany s polymerazou (koncentracia MgCl
1,5 mmol.l'!). K reakénej zmesi sa pridavalo 0,5 pl bunkového lyzatu a 1 pl
vnutorného Standardu, ktory bol nariedeny na optimdlnu koncentrdciu
vo vode a uchovdvany pri -20 °C v mnozZstvach pre jednorazové pouZitie.
Teplotny program pozostdval z poCiato¢nej denaturdcie (1 min pri 93 °C),
40 cyklov amplifikacie (15 s pri 90 °C, 15 s pri 58 °C, 30 s pri 72 °C) a zdve-
re¢nej polymerizécie 8 min pri 72 °C. Pri vyhodnoteni sa 10 pl produktu PCR
analyzovalo elektroforézou v 1,2 % agardzovom géli s naslednym vyfarbe-
nim roztokom etidiumbromidu a vizualizaciou v UV-svetle [11]. Pouzil sa
Standard molekulovych hmotnosti n.100 bp (TaKaRa Shuzo).

Vnitorny Standard sa pripravil PCR reakciou, pricom ako templdt
sa pouzila chromozomadlna DNA z E. coli. Podmienky reakcie boli identické
ako pri dokaze salmonel, iba teplota aneldcie sa znizila na 40 °C.
Elektroforézou produktov amplifikdcie sa detegovalo niekolko DNA frag-
mentov. Fragment velkosti priblizne 800 bp sa extrahoval z gélu metédou
QIAEX II (Qiagen) a klonoval do plazmidu pCR2.1 (Invitrogen) podla
navodu vyrobcu. Ziskany rekombinantny plazmid pMIM3 sa dalej pouZzival
ako vnitorny Standard.

Vysledky a diskusia

Ulohou vniitorného §tandardu v PCR je vylicenie falogne negativnych
vysledkov tym, Ze vo vzorkdch obsahujicich cielovi templdtovi DNA
v mnozstve mensom, ako je detek¢ny limit metddy, dojde k amplifikdcii Stan-
dardu. Ako vnutorny Standard pre PCR na ddkaz salmonel s pouZitim pri-
merov ST11 a STIS sa pouzil fragment DNA amplifikovany v PCR so zniZe-
nou teplotou aneldcie, pri pouZiti tych istych primerov a templdtovej DNA
z E. coli. Z niekolkych fragmetov DNA, ktoré vznikli pri neSpecifickej ampli-
fikdcii, sa vybral produkt velkosti priblizne 800 bp, ¢o je asi dvojndsobok
velkosti $pecifického salmonelového produktu. Dévodom pre vyber
vnutorného Standardu vécSieho ako Specificky salmonelovy produkt bolo
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vylucenie uprednostnenia amplifikdcie kratSieho Specifického produktu
v pritomnosti oboch templdtov - vnitorného Standardu aj Specifickej DNA.
Dostatoc¢ny rozdiel vo velkosti vnitorného Standardu a Specifického salmo-
nelového produktu pritom umoziiuje ich lahké odliSenie pri elektroforetic-
kej analyze. Na amplifikdciu vnitorného Standardu sa ako templdt pouzila
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OBR. 1. Detekény limit dokazu salmonel bez a s pouzitim vnutorného Standardu.

1 az 8 - amplifikdcia bakteridlnych lyzatov bez pritomnosti vnutorného Standardu, 9 - nega-
tivna kontrola, 10 az 17 - amplifikdcia bakteridlnych lyzatov v pritomnosti vnitorného Stan-
dardu (0,5 pg pMIM3 v reakcii). Pocet buniek S. typhimurium: 1 a 10 - 5,103 KTJ.ml-1,2a 11 -
5.107KTJ.ml-!,3 212 -5.10° KTJ.ml'!, 4 a 13 - 5.105 KTJ.ml'}, 5 a 14 - 5.104 KTJ.ml'}, 6 a 15 -
5.103 KTJ.ml1, 7 a 16 - 5.102 KTJ.ml'}, 8 a 17 - 5.10! KTJ.ml"! (vSetky lyzdty boli pripravené
v pritomnosti 109 KTJ.ml-! baktérii E.coli 35), 18 - negativna kontrola v pritomnosti vnitorné-
ho Standardu.

FIG. 1. Detection limit for Salmonella with and without the use of the internal standard.

1 to 8 - amplification of bacterial lysates without the internal standard, 9 - negative control,
10 to 17 - amplification of bacterial lysates in the presence of the internal standard (0.5 pg
pMIM3 per reaction). Numbers of cells of S. typhimurium: 1 and 10 - 5.108 CFU.ml", 2 and
11 - 5.107 CFU.ml1, 3 and 12 - 5.106 CFU.ml", 4 and 13 - 5.105 CFU.ml'}, 5 and 14 -
5.104 CFU.ml-!, 6 and 15 - 5.103 CFU.ml-!, 7 and 16 - 5.102CFU.ml-1 , 8 and 17 -
5.10! CFU.ml'! (lysates were prepared in the presence of 109 CFU.ml! E. coli 35), 18 - nega-
tive control in the presence of the internal standard.
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DNA z E. coli, pretoze pri pouZziti DNA zo salmonely by bola moZnost kon-
tamindcie $tandardu $pecifickym produktom. Dal$ou vyhodou pouzitého
postupu je, zZe Standard ma okrem pociatocnej oblasti primerov inu sekven-
ciu nukleotidov ako Specificky fragment a preto pri reakcii nie je mozna tvor-
ba heteroduplexnych produktov. V prvych experimentoch sa ako vnutorny
Standard pouzil priamo amplifikovany fragment DNA po precisteni gélovou
elektroforézou. V tomto pripade sa vSak podstatne zvySovala tvorba krat-
kych neSpecifickych produktov (primer - dimérov). Tento nedostatok sa
odstranil tak, Ze sa uvedeny fragment klonoval a pripravil sa plazmid
pMIM3, ktory sa v dalSej praci pouzival ako vnutorny Standard.

Pri pouziti vnitorného Standardu v PCR je dolezité zabezpecit jeho
spravnu koncentrdciu v reakénej zmesi tak, aby sa vnitorny Standard repro-
dukovatelne amplifikoval, ale aby sa nezvysil detek¢ny limit Specifickej reak-
cie kompeticiou vnitorného Standardu s origindlnym templdtom [10].
Koncentracia vnutorného Standardu sa optimalizovala empiricky v PCR
s desiatkovymi riedeniami salmonelovej chromozomalnej DNA. Pri pouZiti
optimdlnej koncentrécie vnitorného Standardu, ktord bola priblizne 104 az
105 képif plazmidu pMIM3 v PCR reakcii, nedochddzalo k negativnemu
ovplyvneniu detekéného limitu metddy (obr. 1).

Vyznam vnitorného Standardu pri dokaze salmonel metédou PCR uka-
zuje obr. 2. V prvej a tretej drdhe nie je pritomny Ziadny Specificky amplifi-
kacny produkt o velkosti 429 bp, a preto by mohli byt obe vzorky posudzo-
vané ako negativne. AvSak v prvej drdhe, so vzorkou salmonel kultivovanych
v médiu Rappaport-Vassiliadis, nie je pritomny ani produkt amplifikdcie
vnutorného Standardu, a preto je nutné povazovat tuto vzorku za faloSne
negativnu. Zlyhanie PCR reakcie bolo v tomto pripade sposobené inhibiciou
Taq DNA polymerdzy pravdepodobne niektorou zo zloZiek kultivaéného
média [8]. Pritomnost amplifikovaného vnitorného Standardu v tretej drdhe

OBR. 2. Vysledky amplifikdcie salmonelovych lyzatov
v pritomnosti vnitorného Standardu.
1 - lyzét z kultdry S. typhimurium (107 KTJ.ml-1) v médiu Rappaport-
Vassiliadis, 2 - lyzét z kultdry S. typhimurium (107 KTJ.ml!) v médiu
LB, 3 - lyzét z kultury E. coli (10° KTJ.ml!) v médiu LB, 4 - $tandard
molekulovych hmotnosti.

Fi1G. 2. Results of the amplification of Salmonella lysates
in the presence of the internal standard.
1 - lysate of the S. typhimurium culture (107 CFU.ml!) in
Rappaport-Vassiliadis broth, 2 - lysate of the S. typhimurium culture
(107 CFU.mlI'!) in LB broth, 3 - lysate of the E. coli culture
(10° CFU.ml'!) in LB broth, 4 - molecular weight standard.
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je dokazom, Ze vo vzorke nie su pritomné Ziadne salmonely, alebo je ich
mnozstvo nizSie ako detekény limit metddy. V druhej drahe bol detegovany
len fragment Specificky pre salmonely, pretoZe v reakcii bol pritomny velky
nadbytok Specifického templdtu, ktory neumoznil amplifikdciu vnitorného
Standardu.

S vyuzitim pripraveného vnutorného Standardu sa porovnalo niekolko
metdd rychlej pripravy templdtovej DNA pre pouzitie pri dokaze salmonel
metddou PCR. Porovnanie alkalickej lyzy a lyzy v pritomnosti Tritonu X-100
uvadza obr. 3. Z obréazka vyplyva, Ze oboma metddami sa pripravili lyzaty,
ktoré nespoOsobovali inhibiciu amplifikacnej reakcie a v oboch pripadoch
sa dosiahol detekény limit 104 KTJ.ml-1. Pri priprave lyzatu sa ukdzala kri-
tickd doba a intenzita centrifugdcie velmi zriedenych bakteridlnych suspen-
zil. Dosiahnuty detekény limit predstavuje priblizne 100 KTJ na reakciu
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OBR. 3. Porovnanie dvoch sposobov lyzy buniek salmonel pri priprave templdtovej DNA.
1 az 7 - lyzaty kultdry S. typhimurium v roztoku NaOH a SDS, 8 az 14 - lyzéty kultury S. typhi-
murium v roztoku Triton X-100. Pocet baktérii: 1 a 8 - 103 KTJ.ml-, 2 a 9 - 107 KTJ.ml-,
3a10-10°KTJ.ml1,4a11-10°KTJml-1,5a12- 104 KTJ.ml', 6 a 13- 103 KTJ.ml',, 7a 14 -
102 KTJ.ml-1, 15 - negativna kontrola v pritomnosti interného $tandardu, 16 - negativna kon-
trola v nepritomnosti vaitorného Standardu, 17 - Standard molekulovych hmotnosti.

Fi1G. 3. Comparison of two methods of the lysis of Salmonella cells

at the preparation of the template DNA.
1 to 7 - lysates of the S. typhimurium culture in the solution of NaOH and SDS, 8 to 14 - lysa-
tes of the S. fyphimurium culture in the solution of Triton X-100. Numbers of cells: 1 and 8 -
108 CFU.ml-!, 2 and 9 - 107 CFU.ml-1, 3 and 10 - 106 CFU.ml-1, 4 and 11- 105 CFU.ml-., 5 and
12 - 104 CFU.mlL, 6 and 13 - 103 CFU.ml!, 7 and 14 - 102 CFU.ml"}, 15 - negative control in
the presence of the internal standard, 16 - negative control in the absence of the internal stan-
dard, 17 - molecular weight standard.
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a je porovnatelny s detekénym limitom PCR, ked sa ako templdt pouZije pre-
Cistend chromozomadlna DNA izolovand zo salmonely. Podobné vysledky
sa dosiahli pri pouziti lyzy baktérii varom vo vode a pri opracovani baktérii
prondzou E pred lyzou varom. Detekény limit reakcie bol rovnaky i v pritom-
nosti baktérif E. coli v koncentrécii 109 KTJ.ml-! (obr.1).

Na zdklade vysledkov m6zeme skonstatovat, Ze pripraveny vnutorny Stan-
dard umoziuje vylucenie faloSne negativnych vysledkov pri dokaze salmonel
pomocu PCR s primermi STI1 a STI15, pricom nedochddza k zvySeniu detek-
¢ného limitu metddy. Pripraveny vnitorny Standard je vyhodnejsi ako Stan-
dard pouzity v praci Rijpens a kol. [13], pretoze je vacsi ako Specificky DNA
produkt. UZito¢nost pouZitia pripraveného vnutorného Standardu sa potvr-
dila pri monitorovani pritomnosti inhibitorov PCR pri dokaze salmonel.
Pouzitd metdda pripravy vnutorného Standardu je v porovnani s inymi
sposobmi jednoduchd, univerzdlna a nevyzaduje pouzitie Ziadnych novych
primerov. Tito metddu je mozné vyuZit aj pri konStrukcii vnitornych Stan-
dardov na dokaz inych patogénnych mikroorganizmov.
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Preparation and application of the internal standard
for the detection of Salmonella by the polymerase chain reaction

DRAHOVSKA, H. - TURNA, J. - BOHACOVA, V. - PIKNOVA, L.. - KUCHTA, T.:
Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 95-102.

SUMMARY. A recombinant plasmid was prepared for the application as an internal standard
at the detection of salmonella by the polymerase chain reaction (PCR) using primers ST11
and STI15. The plasmid contains a DNA fragment obtained by a non-specific amplification
of the template DNA from Escherichia coli using given primers at a decreased annealing tem-
perature. When the prepared internal standard was used in the presence of lower amounts
of salmonella DNA, a fragment of approx. 800 bp was amplified, which allowed to exclude
false-negative results without negatively affecting the detection limit of the method. The pre-
pared internal standard was used at the evaluation of several methods of lysis of bacterial cells
at the preparation of the template for PCR.

KEYWORDS: Salmonella; polymerase chain reaction; internal standard
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