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Metédy na rychly dokaz salmonel v potravinach

TOMAS KUCHTA - DAGMAR VRABLOVA

SUHRN. V poslednom case je k dispozicii viacero novych metdd na rychly dokaz salmonel
v potravindch. K najperspektivnej$im patria imunochemické metddy, konduktometrické
metddy, metddy na principe polymerdzovej retazovej reakcie a metddy vyuZivajice
imunomagneticku separdciu. V ¢ldnku sa poddva stru¢ny opis tychto metdd, ich parame-
tre a mozZnosti pouZitia pri mikrobiologickom hodnotenf{ potravin.

KIUCOVE sLoVA: Salmonella, ELISA, konduktometria, polymerdzova retazova reakcia,
imunomagnetickd separdcia

Salmoneldzy patria k rozSirenym gastrointestindlnym ochoreniam spo-
sobenym  konzumdciou potravin  kontaminovanych  baktériami
Salmonella enteritidis, S. typhimurium alebo inymi druhmi resp. sérotypmi
salmonel. Salmonely kontaminuju najmé potraviny zivo¢iSneho povodu, ako
su mdiso, vajcia a vyrobky z nich [1,2]. Jednou z moznosti boja proti
salmonelézam je skory zdchyt potravin kontaminovanych salmonelami. Na
tento ucel su potrebné rychle analytické metddy, ktoré viak musia mat tiez
vysoké analytické parametre ¢o do citlivosti a selektivity. Spomedzi v sucas-
nosti dostupnych rychlych metdd na ddkaz salmonel v potravinich patria
k najvhodnej$im imunochemické metddy, konduktometrické metddy,
metddy na principe polymerdzovej retazovej reakcie a metddy vyuZivajice
imunomagneticki separdciu. V nasledujicom texte sa poddva strucny
prehlad tychto metdd.
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Imunochemické metédy

Imunochemické metddy na ddokaz baktérii su zalozené na interakcii
Specifickych protildtok, monoklondlnych, polyklondlnych alebo ich zmest,
s antigénmi pritomnymi na povrchu baktérii alebo na flagelach. Selektivitu
dokazu urcuje predovsetkym volba protildtok, ktoré musia svojou selektivi-
tou pokryvat cely rod Salmonella a ¢o najmenej presahovat do pribuznych
rodov enterobaktérii. Dolezité je tiez usporiadanie metddy, ktoré ovplyviiu-
je aj citlivost dokazu. K najdokonalejSej verzii imunochemickych metdd
patria metddy ELISA. Tieto vacsinou vyuZivaju 96-jamkové mikrotitracné
dosticky, pokryté protildtkou proti salmoneldm. Naviazanie salmonel do
prisluSnej jamky sa deteguje analogickou protildtkou, ktord je oznacend
enzymom. Tento v zdvere¢nom kroku dokazu reaguje s chromogénnym sub-
straitom a farebnd zmena sa hodnoti vizudlne alebo spektrofotometricky.
Medzi jednotlivé kroky metddy sa zaraduje optimalizované oplachovanie, ¢o
oproti inym imunochemickym metédam umoZznuje minimalizaciu faloSne
pozitivnych vysledkov, zapriCinenych pritomnostou baktérii, ktoré sa
neSpecificky viazu na pouZité protildtky [3,4].

V sucasnosti su k dispozicii supravy ELISA na dokaz salmonel od viac-
erych vyrobcov. Ich detekény limit je 105-106 KTC.mll, z ¢oho vyplyva
pre analyzu potravin potreba spravidla 2-dnovej pripravy vzorky kultivatnym
rozmnoZenim, ktord umoziuje dokaz 100 KTC / 25 g. Samotnd ELISA trvé
2 hodiny, v pripade pouzitia automatick€ého analyzdtora 1 h. Urcitym prob-
lémom dostupnych suprav je faloSna pozitivita, ktora sa prejavuje v pritom-
nosti niektorych kmenov z rodov Citrobacter a Enterobacter. Falo$na pozi-
tivita ma zjavne principidlny charakter, vyplyva z velkej antigénnej podob-
nosti medzi tymito baktériami [4-6].

Vyhodou metdd ELISA je rychlost, pomerne vysoka citlivost i selektivita.
Urcité principidlne riziko faloSnej pozitivity vSak existuje a limitujucim fak-
torom praktického vyuzitia tychto metdd je do zna¢nej miery tiez cena, dos-
tupnost a trvanlivost suprav, ako aj poziadavky na ndstroje a pristroje (viack-
andlové mikropipety, spektrofotometer na mikrotitracné dosticky).

Konduktometrické metody
Konduktometrické metddy na dokaz salmonel su zaloZzené na schopnosti

salmonel metabolizovat Specificky substrdt, najcastejSie trimetyl-
amin—N-oxid, ¢im stupa elektrickd vodivost kultivatného média. Vzorka
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potraviny sa najprv inkubuje v modifikovanej tlmivej pepténovej vode, ¢im
sa dosiahne resuscitdcia salmonel a sucasne adaptdcia ich enzymového
aparatu. Potom nasleduje subkultivacia v dvoch selektivnych médiach
obsahujucich trimetylamin—-N—oxid, pricom sa pomocou automatického
konduktometrického pristroja pocas 30 h kontinudlne meria vodivost médii.
Pritomnost salmonel indikuje charakteristicky ndrast vodivosti. Vysledok
analyzy potraviny je mozné ziskat touto metédou do 48 h, pricom sa da
sucasne analyzovat az niekolko desiatok vzoriek [7,8].

Urcitym problémom metddy je zabezpeclenie dostatocnej selektivity,
nakolko niektoré kmene Escherichia coli, Citrobacter spp. a Hafnia spp. a tiez
niektoré iné poskytujii falogne pozitivne vysledky. Upravou zloZenia pod je
mozné selektivitu metddy zvysit, nie v§ak na 100 % [9,10]. Z toho vyplyva, Ze
vysledky konduktometrického ddkazu salmonel v potravindch sa povaZuju
za predbezné a je potrebné ich potvrdit.

Vyhodou konduktometrickych metdd je rychlost v pripade negativneho
vysledku. Nevyhodami je riziko falo$nej pozitivity veduice k potrebe potvr-
denia pozitivneho vysledku, a tieZ cena konduktometrického zariadenia.

Polymerdzova retazova reakcia

Metddy na principe polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) deteguju
salmonely na zdklade enzymovej amplifikdcie charakteristickych sekvencii
ich gendmovej DNA, najcastejSie asti génov suvisiacich s patogenitou alebo
kodujucich Struktirne proteiny. Pripravi sa reakénd zmes, ktord obsahuje
termostabilni DNA-polymerazu, jednotlivé nukleotidy, Specifické oligonuk-
leotidové primery a DNA, izolovanu zo vzorky. Reakénd zmes sa inkubuje
v termocykléri, naprogramovanom na cyklické striedanie teplot, optimal-
nych pre jednotlivé deje. Kazdy z 25-40 cyklov sa skladd z tychto dejov:

1. denaturdcia DNA, t. j. rozpletenie dvojvldknovej DNA na jednovlaknovu

(pri > 90 °C),

2. annealing t. j. prilnutie primerov (pri 45 - 70 °C, podla Struktiry pouzitych
primerov),
3. dosyntetizovanie druhého vldkna DNA (pri 72 °C).

V pripade, Ze sa vo vzorke nachddza DNA s danymi sekvenciami, ampli-
fikuju sa charakteristické fragmenty DNA, ktoré sa nasledne elektrofore-
ticky analyzuju. Selektivitu PCR urcuju pouzité primery, citlivost ovplyviiuje
predovsSetkym metdda izoldcie DNA [3,11,12].
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Komponenty PCR na dbdkaz salmonel, pripadne aj kompletné supravy
doddva v stcasnosti viacero vyrobcov. Detek¢ny limit PCR je v opisanom
usporiadani 104-105 KTC.ml-!, z &oho vyplyva potreba 1- a7 2-dilovej
pripravy vzorky kultivatnym rozmnoZenim, ktord umoziuje dokaz
100 KTC / 25 g [13,14]. Vykonanie PCR aj s elektroforézou trvd 2-6 hodin.
Kedze PCR deteguje jednorozmerné sekvencie DNA, je vysoko selektivna
a pri pouziti vhodnych primerov identifikuje salmonely so stopercentnou
spravnostou, pricom spravne odliSuje Citrobacter spp., Enterobacter spp.
a iné nepatogénne baktérie [15].

Vyhodami PCR je rychlost, vysoka citlivost a selektivita. Nevyhodami su
pomerne vysokd cena zariadeni a reagentov.

Imunomagneticka separacia

Imunomagnetickd separdcia je metdda zaloZend na pouZiti paramagnet-
ickych gulocok pokrytych protilatkou. Tieto gulocky sa inkubuji s 1 ml zmes-
nej bakteridlnej kultury. PriloZzenim magnetu k skimavke sa uchytia na jej
stenu a zvySny materidl sa odstrdni. Po odloZeni magnetu sa gulocky rozsus-
penduju v oplachovacom roztoku, znovu uchytia pomocou magnetu a zvySny
materidl sa odstrani. Oplachovaci postup sa moze niekolkokrdt zopakovat,
pricom so zvySovanim poctu oplachov sa zvySuje selektivita, ale zniZuje
citlivost metddy. Imunomagnetickd separdcia sa pri dokaze salmonel v po-
travindch aplikuje na predbezne rozmnozené vzorky v tlmivej peptonove;j
vode. Gulocky s naviazanymi baktériami sa pouziju na ockovanie kvapalnej
selektivnej pody alebo priamo na vyockovanie na selektivne agarové pddy.
T¥m je mozné podstatné skrdtenie alebo uplné nahradenie selektivnej kul-
tivacie v ramci Standardnej metddy [16,17].

Imunomagnetickd separdcia umoziiuje 10- az 20-ndsobné obohatenie
zmesnych kultir v prospech salmonel. Jej vykonanie trvd neceld hodinu
a umoznuje skratenie dokazu salmonel v potravindch o 1 az 2 dni. Selektivita
imunomagnetickej separdcie mierne presahuje rod Salmonella, ¢o vSak kom-
penzuje na nu nadvizujuca selektivna kultivacia [16-18].

Vyhodou imunomagnetickej separacie je rychlost a to, Ze len doplia uz
zavedenu Standardnu metodiku dokazu salmonel v potravindch. Nevyhodou
su urcité problémy s dostupnostou a tieZ pomerne kratka doba pouzitelnosti
imunomagnetickych guldcok.
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Aplikovatelnost rychlych metéod v praxi

Motivom pouZzitia rychlych metdd na dokaz salmonel v potravindch je
uspora Casu. Poziadavkou praxe vSak je, aby tdto uspora nebola na ukor ana-
lytickych parametrov a aby ziskané vysledky boli porovnatelné so Standard-
nou kultivatnou metddou. Aktudlnou ulohou je preto validdcia rychlych
metdd, ktord sa v Eurépskej unii zac¢ina rozbiehat [19].

Z vlastnosti a parametrov jednotlivych opisanych metdd vyplyva ich vhod-
nost pre niektoré aplikdcie. Napriklad, konduktometrické metddy su vhod-
né na analyzu stiborov, v ktorych je velkd prevaha negativnych vzoriek. V pri-
pade pozitivneho vysledku sa cCasovd ndroCnost zvySuje, pretoZe treba
pokracovat Standardnymi postupmi (vyockovanie na selektivne agarové
pody, potvrdenie). Pre negativne vzorky, ktoré su vo vicSine, je vSak Casova
uspora vyraznd. V pripade, ze potrebujeme skratit predovSetkym dobu
analyzy pre pozitivne vzorky, prichddzaju do tvahy metédy imunochemické
alebo PCR. Vyznamnou nevyhodou imunochemickych metdd je vSak riziko
falo$nej pozitivity. Toto riziko odpada v pripade PCR, avSak SirSia aplikdcia
tejto metddy pri analyze potravin je iba v zaciatkoch a dostatok skiusenosti
eSte nie je k dispozicii. VyuZitie imunomagnetickej separdcie zdvisi na
ustdleni dostupnosti a ceny imunomagnetickych gulocok.
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Methods for rapid detection of salmonella in food

KucHTA, T. - VRABLOVA, D.: Bull. potrav. Vysk., 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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