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Metódy na rýchly dôkaz salmonel v potravinách

TOMÁŠ KUCHTA − DAGMAR VRÁBLOVÁ

SÚHRN. V poslednom èase je k dispozícii viacero nových metód na rýchly dôkaz salmonel
v potravinách. K najperspektívnejším patria imunochemické metódy, konduktometrické
metódy, metódy na princípe polymerázovej re�azovej reakcie a metódy využívajúce
imunomagnetickú separáciu. V èlánku sa podáva struèný opis týchto metód, ich parame−
tre a možnosti použitia pri mikrobiologickom hodnotení potravín.
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imunomagnetická separácia

Salmonelózy patria k rozšíreným gastrointestinálnym ochoreniam spô−
sobeným konzumáciou potravín kontaminovaných baktériami
Salmonella en teritidis, S. typhimurium alebo inými druhmi resp. sérotypmi
salmonel. Salmonely kontaminujú najmä potraviny živoèíšneho pôvodu, ako
sú mäso, vajcia a výrobky z nich [1,2]. Jednou z možností boja proti
salmonelózam je skorý záchyt potravín kontaminovaných salmonelami. Na
tento úèel sú potreb né rýchle analytické metódy, ktoré však musia ma� tiež
vysoké analytické parametre èo do citlivosti a selektivity. Spomedzi v súèas−
nosti dostupných rýchlych metód na dôkaz salmonel v potravinách patria
k najvhodnejším imunochemické metódy, konduktometrické metódy,
metódy na princípe polymerázovej re�azovej reakcie a metódy využívajúce
imunomagnetickú separáciu. V nasledujúcom texte sa podáva struèný
preh¾ad týchto metód.
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Imunochemické metódy

Imunochemické metódy na dôkaz baktérií sú založené na interakcii
špecifických protilátok, monoklonálnych, polyklonálnych alebo ich zmesí,
s antigénmi prítomnými na povrchu baktérií alebo na flagelách. Selektivitu
dôkazu urèuje predovšetkým vo¾ba protilátok, ktoré musia svojou selektivi−
tou pokrýva� celý rod Salmonella a èo najmenej presahova� do príbuzných
rodov enterobaktérií. Dôležité je tiež usporiadanie metódy, ktoré ovplyvòu−
je aj citlivos� dôkazu. K najdokonalejšej verzii imunochemických metód
patria metódy ELISA. Tieto väèšinou využívajú 96−jamkové mikrotitraèné
doštièky, pokryté protilátkou proti salmonelám. Naviazanie salmonel do
príslušnej jamky sa deteguje analogickou protilátkou, ktorá je oznaèená
enzýmom. Tento v závereènom kroku dôkazu reaguje s chromogénnym sub−
strátom a farebná zmena sa hodnotí vizuálne alebo spektrofotometricky.
Medzi jednotlivé kroky metódy sa zaraïuje optimalizované oplachovanie, èo
oproti iným imunochemickým metódam umožòuje minimalizáciu falošne
pozitívnych výsledkov, zapríèinených prítomnos�ou baktérií, ktoré sa
nešpecificky viažu na použité protilátky [3,4].

V súèasnosti sú k dispozícii súpravy ELISA na dôkaz salmonel od viac−
erých výrobcov. Ich detekèný limit je 105−106 KTÈ.ml−1, z èoho vyplýva
pre analýzu potravín potreba spravidla 2−dòovej prípravy vzorky kultivaèným
rozmnožením, ktorá umožòuje dôkaz 100 KTÈ / 25 g. Samotná ELISA trvá
2 hodiny, v prípade použitia automatického analyzátora 1 h. Urèitým prob−
lémom dostupných súprav je falošná pozitivita, ktorá sa prejavuje v prítom−
nosti niektorých kmeòov z rodov Citrobacter a Enterobacter. Falošná pozi−
tivita má zjavne principiálny charakter, vyplýva z ve¾kej antigénnej podob−
nosti medzi týmito baktériami [4−6].

Výhodou metód ELISA je rýchlos�, pomerne vysoká citlivos� i selektivita.
Urèité principiálne riziko falošnej pozitivity však existuje a limitujúcim fak−
torom praktického využitia týchto metód je do znaènej miery tiež cena, dos−
tupnos� a trvanlivos� súprav, ako aj požiadavky na nástroje a prístroje (viack−
análové mikropipety, spektrofotometer na mikrotitraèné doštièky).

Konduktometrické metódy

Konduktometrické metódy na dôkaz salmonel sú založené na schopnosti
salmonel metabolizova� špecifický substrát, najèastejšie trimetyl −
amín−N−oxid, èím stúpa elektrická vodivos� kultivaèného média. Vzorka
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potraviny sa najprv inkubuje v modifikovanej tlmivej peptónovej vode, èím
sa dosiahne resuscitácia salmonel a súèasne adaptácia ich enzýmového
aparátu. Potom nasleduje subkultivácia v dvoch selektívnych médiách
obsahujúcich trimetylamín−N−oxid, prièom sa pomocou automatického
konduktometrického prístroja poèas 30 h kontinuálne meria vodivos� médií.
Prítom nos� salmonel indikuje charakteristický nárast vodivosti. Výsledok
analýzy potraviny je možné získa� touto metódou do 48 h, prièom sa dá
súèasne analyzova� až nieko¾ko desiatok vzoriek [7,8].

Urèitým problémom metódy je zabezpeèenie dostatoènej selektivity,
nako¾ko niektoré kmene Escherichia coli, Citrobacter spp. a Hafnia spp. a tiež
niektoré iné poskytujú falošne pozitívne výsledky. Úpravou zloženia pôd je
možné selektivitu metódy zvýši�, nie však na 100 % [9,10]. Z toho vyplýva, že
výsledky konduktometrického dôkazu salmonel v potravinách sa považujú
za predbežné a je potrebné ich potvrdi�.

Výhodou konduktometrických metód je rýchlos� v prípade negatívneho
výsledku. Nevýhodami je riziko falošnej pozitivity vedúce k potrebe potvr−
denia pozitívneho výsledku, a tiež cena konduktometrického zariadenia.

Polymerázová re�azová reakcia

Metódy na princípe polymerázovej re�azovej reakcie (PCR) detegujú
salmonely na základe enzýmovej amplifikácie charakteristických sekvencií
ich genómovej DNA, najèastejšie èastí génov súvisiacich s patogenitou alebo
kódujúcich štruktúrne proteíny. Pripraví sa reakèná zmes, ktorá obsahuje
termostabilnú DNA−polymerázu, jednotlivé nukleotidy, špecifické oligonuk−
leotidové primery a DNA, izolovanú zo vzorky. Reakèná zmes sa inkubuje
v termocykléri, naprogramovanom na cyklické striedanie teplôt, optimál−
nych pre jednotlivé deje. Každý z 25−40 cyklov sa skladá z týchto dejov: 
1. denaturácia DNA, t. j. rozpletenie dvojvláknovej DNA na jednovláknovú

(pri > 90 °C), 
2. annealing t. j. pri¾nutie primerov (pri 45 − 70 °C, pod¾a štruktúry použitých

primerov), 
3. dosyntetizovanie druhého vlákna DNA (pri 72 °C).

V prípade, že sa vo vzorke nachádza DNA s danými sekvenciami, ampli−
fikujú sa charakteristické fragmenty DNA, ktoré sa následne elektrofore−
ticky analyzujú. Selektivitu PCR urèujú použité primery, citlivos� ovplyvòuje
predovšetkým metóda izolácie DNA [3,11,12].
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Komponenty PCR na dôkaz salmonel, prípadne aj kompletné súpravy
dodáva v súèasnosti viacero výrobcov. Detekèný limit PCR je v opísanom
usporiadaní 104−105 KTÈ.ml−1, z èoho vyplýva potreba 1− až 2−dòovej
prípravy vzorky kultivaèným rozmnožením, ktorá umožòuje dôkaz
100 KTÈ / 25 g [13,14]. Vykonanie PCR aj s elektroforézou trvá 2−6 hodín.
Keïže PCR deteguje jednorozmerné sekvencie DNA, je vysoko selektívna
a pri použití vhodných primerov identifikuje salmonely so stopercentnou
správnos�ou, prièom správne odlišuje Citrobacter spp., Enterobacter spp.
a iné nepatogénne baktérie [15].

Výhodami PCR je rýchlos�, vysoká citlivos� a selektivita. Nevýhodami sú
pomerne vysoká cena zariadení a reagentov.

Imunomagnetická separácia

Imunomagnetická separácia je metóda založená na použití paramagnet−
ických gulôèok pokrytých protilátkou. Tieto gulôèky sa inkubujú s 1 ml zmes−
nej bakteriálnej kultúry. Priložením magnetu k skúmavke sa uchytia na jej
stenu a zvyšný materiál sa odstráni. Po odložení magnetu sa gulôèky rozsus−
pendujú v oplachovacom roztoku, znovu uchytia pomocou magnetu a zvyšný
materiál sa odstráni. Oplachovací postup sa môže nieko¾kokrát zopakova�,
prièom so zvyšovaním poètu oplachov sa zvyšuje selektivita, ale znižuje
citlivos� metódy. Imunomagnetická separácia sa pri dôkaze salmonel v po −
travinách aplikuje na predbežne rozmnožené vzorky v tlmivej peptónovej
vode. Gulôèky s naviazanými baktériami sa použijú na oèkovanie kvapalnej
selektívnej pôdy alebo priamo na vyoèkovanie na selektívne agarové pôdy.
Tým je možné podstatné skrátenie alebo úplné nahradenie selektívnej kul−
tivácie v rámci štandardnej metódy [16,17].

Imunomagnetická separácia umožòuje 10− až 20−násobné obohatenie
zmesných kultúr v prospech salmonel. Jej vykonanie trvá necelú hodinu
a umožòuje skrátenie dôkazu salmonel v potravinách o 1 až 2 dni. Selektivita
imunomagnetickej separácie mierne presahuje rod Salmonella, èo však kom−
penzuje na òu nadväzujúca selektívna kultivácia [16−18].

Výhodou imunomagnetickej separácie je rýchlos� a to, že len dopåòa už
zavedenú štandardnú metodiku dôkazu salmonel v potravinách. Nevýhodou
sú urèité problémy s dostupnos�ou a tiež pomerne krátka doba použite¾nosti
imunomagnetických gulôèok.
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Aplikovate¾nos�  rýchlych metód v praxi

Motívom použitia rýchlych metód na dôkaz salmonel v potravinách je
úspora èasu. Požiadavkou praxe však je, aby táto úspora nebola na úkor ana−
lytických parametrov a aby získané výsledky boli porovnate¾né so štandard−
nou kultivaènou metódou. Aktuálnou úlohou je preto validácia rýchlych
metód, ktorá sa v Európskej únii zaèína rozbieha� [19].

Z vlastností a parametrov jednotlivých opísaných metód vyplýva ich vhod−
nos� pre niektoré aplikácie. Napríklad, konduktometrické metódy sú vhod−
né na analýzu súborov, v ktorých je ve¾ká prevaha negatívnych vzoriek. V prí−
pade pozitívneho výsledku sa èasová nároènos� zvyšuje, pretože treba
pokraèova� štandardnými postupmi (vyoèkovanie na selektívne agarové
pôdy, potvrdenie). Pre negatívne vzorky, ktoré sú vo väèšine, je však èasová
úspora výrazná. V prípade, že potrebujeme skráti� predovšetkým dobu
analýzy pre pozitívne vzorky, prichádzajú do úvahy metódy imunochemické
alebo PCR. Významnou nevýhodou imunochemických metód je však riziko
falošnej pozitivity. Toto riziko odpadá v prípade PCR, avšak širšia aplikácia
tejto metódy pri analýze potravín je iba v zaèiatkoch a dostatok skúseností
ešte nie je k dispozícii. Využitie imunomagnetickej separácie závisí na
ustálení dostupnosti a ceny imunomagnetických gulôèok.
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Methods for rapid detection of salmonella in food

KUCHTA, T. − VRÁBLOVÁ, D.: Bull. potrav. Výsk., 37, 1998, p. 83−88.

SUMMARY. Several new methods for a rapid detection of salmonella in food became  available
recently. The most promissing are immunochemical methods, conductometric methods,
 methods based on the polymerase chain reaction and methods employing immunomagnetic
separation. A brief description of these methods, their parameters and the potential of their
utilization for the microbiological evaluation of food are presented.

KEYWORDS: Salmonella, ELISA, conductometry, polymerase chain reaction, immunomagnet−
ic separation
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