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Urychlenie dokazu listérii v syroch pouzitim imunomagnetickej
separacie a polymerazovej retazovej reakcie

EVA KACLIKOVA - BARBORA KOLENCIKOVA
— ALENA STEFANOVICOVA - TOMAS KUCHTA

SUHRN. V predkladanej praci sa opisuje vyuzitie imunomagnetickej separacie (IMS)
a polymerazove]j retazovej reakcie (PCR) na urychlenie dokazu listérii v syroch.
Nahradenie selektivnej kultivicie vo Fraserovom médiu pouzitim IMS pomocou
Dynabeads® anti-Listeria a pouzitie duplex PCR na odli$enie L. monocytogenes od ostat-
nych Listeria spp. umoznilo ziskat vysledky analyzy za 78 h. Uvedend metdda sa aplikova-
la na umelo kontaminované vzorky tvarohu a neudenej parenice, pricom poskytovala
zhodné vysledky s referen¢nou metédou a detekény limit bol 100 KTJ/25 g.
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Listérie su grampozitivne baktérie vyskytujice sa v zivotnom prostred{
a za urCitych okolnosti schopné infikovat zvieratd alebo c¢loveka. Z rodu
Listeria je pre ¢loveka patogénny druh L. monocytogenes, ktory spdsobuje
ochorenie listeriozu. Listeriézou su najcastejSie postihnuté deti, starsi ludia
a imunodeficitn{ jedinci. Ochorenie sa prejavuje v [ahSich pripadoch chrip-
kovymi priznakmi, v tazSich pripadoch dochddza k infekcii krvi alebo cent-
ralnej nervovej sustavy, najmi k meningitide. Vplyv infekcie na gravidné
Zeny sa prejavuje potratmi, narodenim mftvych deti, resp. meningitidou
narodenych deti. Umrtnost na listeriézu je 27 — 30 %, v nelie¢enych pripa-
doch az 90 % [1-4].

NajcastejSou pricinou listerioz je konzumacia potravin kontaminovanych
patogénnymi listériami. VAcSinou su to potraviny, ktoré boli dlhsiu dobu
skladované pri chladiarenskych teplotach a ktoré sa konzumuju bez dalsej
tepelnej upravy. Napriklad su to méikké syry a lahodkérske vyrobky. Listérie
sa totiz dobre rozmnozuju pri chladiarenskych teplotach, ktoré ich zvyho-
dniuju voci sprievodnej mezofilnej mikrofldre, pricom zndasaju Siroky rozsah
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pH a koncentricie soli. Pasterizdcia listérie ucinne devitalizuje, z ¢oho
vyplyva, Ze kontamindcia hotovych vyrobkov je ¢asto vysledkom popasteri-
zacnej kontamindcie zo zdrojov prostredia prevadzok [1,3,5,6].

Vyskyt listerioz vyvolal potrebu skisania potravin na pritomnost patogén-
nych listérii. V sicasnosti platnd metdda na dokaz L. monocytogenes podla
ISO 11290-1:1996 [7] je zalozend na tvorbe typickych kolonii na tuhych
selektivnych médiach po predchadzajicej 72-hodinovej kultivécii v tekutych
médiach, ktoré vykazuju urcité morfologické a metabolické charakteristiky.
Uvedend metdda je pracna a ¢asovo ndrocnd, preto je velky zdujem o jej
urychlenie. V predkladanej praci sa pouzila imunomagnetickd separacia
(IMS) na urychlenie nakoncentrovania listérii a polymerdzova retazova
reakcia (PCR) na urychlenie odliSenia kolonii L. monocytogenes od inych
Listeria spp. IMS je metdda, pomocou ktorej je moznd rychla koncentrdcia
listérii na zdklade viazby na gulocky pokryté protilatkou a ndslednej sepa-
racie gulocok pomocou magnetu [8,9]. PCR je metdda, ktord umoziiuje
enzymovu amplifikdciu fragmentu charakteristického génu iap v pripade
L. monocytogenes a fragmentu sekvencie 16S rRNA v pripade vSetkych
Listeria spp. [10]. Kombindciou IMS a PCR sa podarilo dosiahnut urychle-
nie dokazu listérii v syroch pri zachovani poZzadovaného detekéného limitu
a selektivity.

Materidal a metddy

Mikroorganizmy

Listeria monocytogenes CAPM 5580 pochddzala z Vyskumného ustavu
veterinarneho lekdrstva, Brno, CR; L. ivanovii CCM 5884 a L. inno-
cua CCM 4030 pochdadzali z Ceskej zbierky mikroorganizmov, Brno, CR;
L. monocytogenes NCTC 11994 pochddzala z Robert Gordon University,
Aberdeen, Velkd Britdnia; L. innocua B1, L. ivanovii B2, L. seeligeri B3,
L. grayi B4, L. murrayi BS, L. welshimeri B6 a L. monocytogenes B7 pochad-
zali z Ustavu mikrobioldgie a imunoldgie VFU Brno, CR; L. monocytoge-
nes ALM 92 pochddzala z SVM RIVM, Bilthoven, Holandsko; L. inno-
cua 205, L. welshimeri 206, L. welshimeri 207 a L. ivanovii 208 pochddzali
z VSCHT, Praha, CR; L. innocua K1 a L. welshimeri K2 pochddzali zo Stat-
neho zdravotného ustavu, KoSice. Referencny materidl L. monocytogenes 5
(ALM 92) pochddzal z SVM RIVM, Bilthoven, Holandsko. Druhové zara-
denie pouzitych kmenov sa overilo pomocou testu API Listeria (BioMérieux,
Marcy I’Etoile, Franciizsko).
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Vzorky syrov

Tvaroh a neudend parenica pochddzali z maloobchodnej siete. Na ich
umelud kontamindciu sa pouzili desiatkové riedenia kultiry L. monocytoge-
nes NCTC 11994 pripravenej v médiu Brain heart infusion (Oxoid,
Basingstoke, Velkd Britdnia) kultivaciou pri 30 °C pocas 18 h za mieSania,
pricom sa pridédval 1 ml prislusného riedenia kultiry k 25 g syra homogeni-
zovaného v 225 ml Fraserovho média s polovicnou koncentriciou selektiv-
neho cinidla (Merck, Darmstadt, Nemecko). V pripade umelej kontami-
ndcie pomocou referencného materidlu sa kapsula rozpustila v 25 ml
Fraserovho média s polovi¢nou koncentrdciou selektivneho ¢inidla pri 37 °C
pocas 1 h za mieSania a pridala sa k 25 g syra homogenizovaného v 200 ml
uvedeného selektivneho média.

Referencnd metoda

Referen¢nd metdda vychddzala z normy ISO 11290-1:1996 [7]. 25 g vzor-
ky sa homogenizovalo v 225 ml Fraserovho média s polovi¢nou koncentra-
ciou selektivneho ¢inidla (Merck) v homogenizdtore Stomacher 400
(Seward, London, Velkd Britdnia) pocas 60 s pri najnizsej intenzite. Homo-
genizovand vzorka sa inkubovala 24 h pri 30 °C. 0,1 ml ziskanej kultiry
sa pouzilo na ockovanie 10 ml Fraserovho média (Merck), ktoré sa dalej
inkubovalo 24 h pri 37 °C. Po 0,2 ml ziskanej kultiry sa pouZilo na oCkova-
nie selektivnych tuhych médiif PALCAM a Oxford (Merck), ktoré sa dalej
inkubovali 24 - 48 h pri 37 °C.

Imunomagnetickd separdcia

1 ml kultiry vo Fraserovom médiu s polovicnou koncentréciou selektiv-
neho cinidla, alebo jej filtratu ziskaného filtraciou cez filtracny papier
Filtrak 388 (Spezialpapierfabrik, Niederschlag, Nemecko), sa premiesal
s 20 pl suspenzie Dynabeads® anti-Listeria (Dynal, Oslo, Nérsko) v mikro-
skimavke a inkuboval 10 min za mierneho mieSania. Gulo¢ky sa separovali
v stojane MPC®-M (Dynal) po zasunuti magnetu pocas 3 min. Supernatant
sa odstranil a gul6¢ky sa suspendovali v 1 ml premyvacieho tlmivého rozto-
ku PBS, obsahujiceho 0,01 mol.lI'! fosfore¢nanovy tlmivy roztok, pH 7,4,
0,15 mol.I'! NaCl a 0,05 % Tween 20 (Merck). Po separacii a odstraneni
supernatantu sa gulocky suspendovali v 100 pl premyvacieho tlmivého roz-
toku. Po 50 pl zo suspenzie sa ockovalo na povrch tuhych selektivnych médif
PALCAM a Oxford, ktoré sa inkubovali 24 - 48 h pri 37 °C.
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Polymerdzovd retazovd reakcia
Jedno ocko odobraté z koldnie na tuhej pdde sa suspendovalo v 100 pl

lyza¢ného roztoku, obsahujiceho 0,05 mol.I'l NaOH a 0,125 % dodecylsul-
fonanu sodného, a inkubovalo sa 15 min pri 95 °C. 50 ul reakénej zmesi obsa-
hovalo 1 pl bunkového lyzatu, 50 mmol.l'l KCI, 1,5 mmol.l"l MgCly,
10 mmol.I! Tris.HCI, pH 9,0, 200 umol.I'! kazdého dNTP (Pharmacia,
Uppsala, Svédsko), 25 pmol kazdého primeru ([10]; Genset, Paris,
Francuzsko):

LiF: 5 CAAggATAAgAgTAACTgC 3,

LiR: 5 AggTT/gACCCTACCgACTTC 3,

ADO03: 5 ACAAgCTgCACCTgTTgCAg 3’,

LM3: 5 gAACCTTgATTAgCATTCgT 3,
1 U rTaqg DNA polymerazy (Pharmacia) a 0,5 % Tween 20 (Merck). Reakéna
zmes sa prevrstvila 50 ul parafinového oleja. Amplifikdcia sa realizovala
v termdlnom cykléri PHC-3 (Techne, Cambridge, Velka Britdnia) a pouzil sa
teplotny program: uvodnd denaturdcia 1 min pri 95 °C, 30 cyklov (denatu-
racia 15 s pri 95 °C, annealing 15 s pri 50 °C, polymerizacia 30 s pri 72 °C)
a zdverecna polymerizdcia 8 min pri 72 °C. Produkty amplifikdcie sa analy-
zovali elektroforézou v agarézovom géli (1 %; Serva, Heidelberg, Nemecko)
pri 10 V.em! pocas 1 h a vizualizovali UV-transiluminaciou po vyfarbeni
etidiumbromidom [11].

Vysledky a diskusia

Moderné separacné a detekéné metddy, akymi si IMS a PCR, maju
potencial urychlif dokaz listérii v syroch. IMS umoziiuje nahradif zdihavi
selektivnu kultivdciu vo Fraserovom médiu [8]. PCR umoziiuje nahradit préc-
ne a metodicky narocné testy, pomocou ktorych sa odliSuje L. monocytogenes
od inych Listeria spp. [10]. PCR m4d pritom vysSiu selektivitu a jednoznacne-
jSiu interpretdciu vysledkov ako iné rychle testy, napr. API Listeria [12].
Podmienkou praktickej aplikovatelnosti vSak je, aby uvedené urychlenie
nebolo na udkor analytickych parametrov, Cize aby urychlend metdda mala
pozadovany detekény limit 100 KTJ/25 g a 100-percentnd selektivitu. Preto
sme navrhovanu urychlend metddu hodnotili z tohoto hladiska.

Aby sa stanovil detekény limit IMS pri pouziti Dynabeads® anti-Listeria
v Cistej kultire, pripravil sa desiatkovy rad riedeni kultiry L. monocytoge-
nes NCTC 11994 vo Fraserovom médiu s polovicnou koncentraciou selek-
tivneho Cinidla. S jednotlivymi riedeniami sa vykonala IMS a suspendované
gulocky sa ockovali na povrch tuhych médii PALCAM a Oxford. Ak pova-
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OBR. 1. Rast kolonii L. monocytogenes NCTC 11994 po separdcii pomocou IMS.
Rast na tuhych selektivnych médiach: A - PALCAM, B - Oxford.
1-104 KTJ.ml, 2 - 103 KTJ.ml-}, 3 - 102 KTJ.mlI'}, 4 - 10! KTJ.ml-1, 5 - 100 KTJ.ml-1.

FiG. 1. Growth of colonies of L. monocytogenes NCTC 11994 after the separation by IMS.
Growth on selective agars: A - PALCAM, B - Oxford.
1-10* CFU.ml, 2 - 103 CFU.ml'L, 3 - 102 CFU.ml'%, 4 - 10! CFU.ml'L, 5 - 109 CFU.ml-L

Zujeme za pozitivny vysledok rast aspon 3 charakteristickych kolonif na jed-
nej miske, detekény limit IMS pri hodnoteni Cistej kultiry v selektivnom
médiu bol 102 KTJ.ml'! (obr. 1).

Aby sa stanovila selektivita PCR, analyzoval sa sibor 18 kmenov listérii
metddou duplex PCR. V pripade vsetkych Listeria spp. sa amplifikoval frag-
ment velkosti 1003 bp, v pripade vSetkych L. monocytogenes sa amplifikoval
tiez fragment velkosti 593 bp (obr. 2).

Aby sa stanovil detekény limit celej metddy, pozostavajicej z rozmnoze-
nia vo Fraserovom médiu s polovi¢nou koncentraciou selektivneho ¢inidla,
IMS a kultivacie na tuhych selektivnych médiach, pripravili sa vzorky tvaro-
hu a neudenej parenice, ktoré sa umelo kontaminovali desiatkovymi riede-
niami kultiry L. monocytogenes NCTC 11994. Predchddzajicou analyzou
pomocou referenénej metddy sa overilo, Ze pouZité vzorky potravin neobsa-
huju listérie. Umelo kontaminované vzorky sa subezne analyzovali metédou
IMS a referen¢nou metddou, pricom v pripade IMS sa paralelne hodnotili
varianty s filtrdciou a bez filtracie. V pripade referencnej metddy, ako aj
v pripade IMS s filtraciou i bez filtrdcie, sa v siedmich nezavislych experi-
mentoch ziskali zhodné vysledky a stanovil sa detekény limit 100 KTJ/25 g.
Z tychto vysledkov vyplyva, Ze pri analyze syrov metédou IMS nie je nevy-
hnutna filtracia.
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OBR. 2. Analyza kmenov listérii metddou duplex PCR.
F1G. 2. Analysis of Listeria strains by duplex PCR.

1 - L. innocua B1, 2 - L. ivanovii B2, 3 - L. seeligeri B3, 4 - L. grayi B4, 5 - L. murrayi BS,
6 - L. welshimeri B6, 7 - L. monocytogenes B7, 8 - L. ivanovii CCM 5884, 9 - L. monocy-
togenes CAPM 5580, 10 - L. innocua CCM 4030, 11 - L. welshimeri 207, 12 - L. monocyto-
genes NCTC 11994, 13 - L. monocytogenes ALM 92, 14 - L. innocua 205,15 - L. welshir(zen' 206,

16 - L. ivanovii 208, 17 - L. innocua K1, 18 - L. welshimeri K2, N - negativna kontrola, S - Stan-

dard molekulovych hmotnosti n.100 bp.
N - negative control, S - molecular weight standard n.100 bp.

OBR. 3. Dokaz listérii metédou IMS vo vzorke tvarohu, ktord sa umelo kontaminovala
referen¢nym materidlom obsahujicim v priemere 5 buniek L. monocytogenes.
Rast kolonii na médiach: A - PALCAM, B - Oxford.

Fi16. 3. Detection of listeriae by IMS in a sample of quark artificially contaminated with
a reference material containing on an average 5 cells of L. monocytogenes.
Growth of colonies on media: A - PALCAM, B - Oxford.
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Aby sa overil detekény limit 100 KTJ/25 g, analyzovalo sa metédou IMS
a referenénou metddou péf vzoriek tvarohu umelo kontaminovanych pomo-
cou referenéného materidlu obsahujiceho v priemere 5 buniek L. monocy-
togenes. Obidvoma metddami sa ziskali zhodné vysledky, a to 4 pozitivne
vzorky a 1 negativna. Pozitivny vysledok bol v pripade metddy IMS jasne
odcitatelny (obr. 3). Zisteny jeden negativny vysledok bol spdsobeny
nepritomnostou listérii v pouzitej kapsuli referencného materidlu, ako sa
potvrdilo referen¢nou metédou.

Pouzitie IMS a PCR v opisanej metdde na ddkaz listérii v syroch umo-
znilo skratenie doby analyzy na 78 h. Oproti referen¢nej metdde to predsta-
vuje Casovu usporu dvoch dni v pripade negativneho vysledku a troch dni
v pripade pozitivneho vysledku. Ako ukdzali vysledky hodnotenia metddy
na umelo kontaminovanych vzorkdch tvarohu a nedidenej parenice, uvedené
urychlenie nebolo na ukor detekéného limitu metddy. Pre definitivne prak-
tické overenie analytickych parametrov je vSak potrebné porovnat navrhnu-
tu urychlend metddu s referen¢nou pri analyze prirodzene kontaminovanych
vzoriek potravin.
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Rapid detection of Listeria in cheese using immunomagnetic
separation and polymerase chain reaction

KACLIKOVA, E. - KOLENCIKOVA, B. - STEFANOVICOVA, A. - KUCHTA, T.:
Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 229-236.

SumMARY. Application of the immunomagnetic separation (IMS) and the polymerase chain
reaction (PCR) to a rapid detection of Listeria spp. in cheese is described. Use of IMS with
Dynabeads® anti-Listeria instead of the selective enrichment in Fraser broth, and using
duplex PCR to distinguish between L. monocytogenes and other Listeria spp., reduced the
time of analysis to 78 h. The method was applied to artificially contaminated samples of quark
and Slovak cheese ,,parenica®, producing equal results as the reference method with the
detection limit of 100 CFU/25 g.

KEYWORDS: Listeria, cheese, immunomagnetic separation, polymerase chain reaction
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