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Hodnotenie imunochemickej metridy detekcie salmonel
s pouZitfm komerine dostupnych systdmov

IVANA MAIEI{IKOVA - TOM,{S KTICHIA

SI-jHRN. Testovali srne systdrny na imunoclremickti detekciu sahnonel VIDAS Salmo-
nella (Bio-Mdrieux), [.ocate Sahnonella Screening Test (Rlr6ne-Poulenc) a Salmonella-
Tek (Organon Tbknika) s pouZitim definovanych kulttir salmonel (Salntone.lla enteitidis,
S. typhinnuiutrt, S. adelaide) a pribuznych baktdrif (Cilrobaclt rspp.,Enterobacterspp. ai.).
Systdmy umoZriovali rychlu detekciu v$etkyclr pottZitych ktneticrv salmonel v priebehu
I - 2 h, pridom systdm VIDAS vyZacloval minirnum manuiilnej prr{ce. Detekdny limit
vsetlych rnetdd bol 106 KTJ/ml. Kaicly zt:t systdrnov poskltoval faktine pozitfvne vysledLy
s niektorymi prfutrznfmi baktirianri.

Sridasnii Stand:rrdnii metdda detekcie salmonel [1] svojou datsovou

ndrodnostou (4 - 7 dnf) nepostaduje sridasnfm niirokom na kontrolu mikrobio-
logickej neziivadnosti potravfn. NielenZe dasto neumoZiluje analyzovat' riziko-
vd potrzrvinzirske vyrobky pred ich konzumiiciou, ale spravidla neumoZiluje ani
kontrc-rlu kritickych potravinhrskych surt-rvfn alebo polotovarov pred ich vstu-
pom do vyroby. Preto je velklzriujem o alternativne rychlejiie metcidy detekcie
salmonel v pt'rtravin:ich. V pt-rslednych rokoch sa objavilo viacero alter-
nittfvnych met6d, pridom viidiina pracuje na principe imunochemickej detek-
cie bielkovfn, charakteristickych pre sitlmonely. Vzhlhdc)m nit dostupnost'
takychto mettid na na5om trhu v pc'rdobe komerdnych syst6mov a vzhl'irdom
na nedostatok objektfvnych intbrmiicif o nich, zamerrtli sme sa na zistenie
zrikladnych charirkteristil< troch z nich.

V5etky tri testovirnd systdmy pracujd na princfpe ELISA (Enzyme-Linked
Immuno-Sorbent Assay, obr. 1), pridom ptluZfvajri odli5n6 prcltil6tky resp. ich
zmesi. Princfp ELISA je v sddasnosti povttic'rvany zzt, najdokonalejif variant
imunochemickej analyzy a je v Sirokt'rm rt'rzsahu pouZfvany v medicfuskej
oblasti. Pre irnalpu potravfn vlzadujri systdmy 2 - 3 stupilovf prfpravu'aorky,
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Obr. t. Schinra PrinciPtr ELISA.
Fig. l. The principle ot'Ill-lSA.
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Pritomnost en4imovej reakcie indikuje
pritomnos{ antig6nu vo vzorke
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:ozost6vajdcu z neselektivnej a selektfvnej kultivricie, v trvanf 48 h. Postup
;LISA zatina reakciou analpovanej rzorky so Specifickymi protilStkami
polyklon6lnymi, monokloniilnymi alebo ich zmesou), ktord sd ukotvend

ra powchu plastikc'rvej nridobky. Ak sri vo vzorke prftomnd hlhdand l6tky,
i naiom prfpade bielkoviny charakteristickd pre salmonely, tieto sa naviaZu
:ra protildtky a ich prostrednfctvom sa ukotvia na povrch nddobky. Nasleduje
It\kladn6 oplachovanie, ktc'r16 odstrdni ne5pecificky naviazan6 kitky. Dalirm
irokom je pridanie roztoku protil6tok, ktor6 sti oznadend endmom. Ak sa
', !r '{zorke nachddzali salmonely, a teda nachddzajti sa teraz adsorbovand
:a povrchu ni{dobky, vysledkom tohoto kroku bude ukotvenie enzymu ich
:rostredn(ctvom na povrch nridobky. Zilerelnym krokom j", po d6kladnom
. plachovanf kv6li odstrzineniu neSpecificky naviazanych ldtok, detekcia
:ritomnosti enzymu inkub{cictu s chromoginnym substrdtom.

K hlavnym vyhodrim princfpu ELISA patrf rychlos( vysok{ citlivost', selek-
: ^r'ita a moZnost' mechaniz:icie, prfp. autc'rmatiz6cie. K nevyhodiim patrf najmd
r.nA, a tieZ potencii{lna moZnosd nedc'rstatodnej selektivity.

Materi6l a mctridy

PouZili sme kmene salmc'rnel a pribuznych baktdrif zo zbierok mikroor-
ianizmov, z Rijkszuivelstation, Melle, Belgicko a izoldty z potravfn zfskand
' rcrku 1994 zo Stiitneho veterinzirneho dstavu v Bratislave, Stiitneho zdravot-
:.iho fstavu v Bratislave it zo Slovenskej polhohospoddrskej a potravinrlrskej
. ripekcie v Bratislave (tab. 1). Baktirie sme dlhodobo uchovdvali v lyofilizova-
:.ej tirrme pri - 20 '(l a kriitkodobo vo lbrme rozterov na Zivnom agare 8.2,
:l,rZen6 pri4'C. Kultivovalisme ich v Zivnom bujdne d.2 a na Ziunom agare
:. 2 (Imuna, SariSsk6 Michalhny) pri teplote 28 'C (kmenezrod:uErtterobacter)
.. pri 37'C (ost:itnd kmene). Vzorky kulttir bakt6rif sme riedili v 0,85 %o

:.rztoku Na(ll. (lelkov6 podty baktdrif na analyzu sme stanovili Standardnou
net6dou [2].

Definovand kultriry baktdrif sme analyzovali imunochemickymi systdmami
VID,AS Salmonella (Bio-Mcirieux, Marcy-l'Etoile., Francdzsko), Locate Sal-
:n,..rnella Screening Test (Rh6ne-Poulenc, (ilasgow, Velkri Britirnia) a Salmo-

-cllajTek (Organon Teknika, Turnhout, Belgicko). Analfzy sme robili pocllh
:iivodov na pc'ruZitie priloZenych k jednotlivym syst6mom. Analyzu syst6mom
VIDAS sme vykonitli na Oddelenf mikrobioltigie, Zeleznidn:i nemocnica
: poliklinikou, Bratislava.

Vfslcdky a diskusia

Analyza kultrir baktdrif bolir rychla: I h pre systdm VIDAS, 2 h pre systdm
Lr)cate a 2 h pre syst6m Sirlmonella-Tek. Kym systdmy Locate a SalmonellaiTek
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Tabu [ka 1. PouZitd baktdrie.
Table 1. The bacteria used.

KMENE 1 POVOD 2

Salnnnella enteitidis CCM 4420 Zbierka3

S al nn nell a e nt e it i dis, 9 kmeirovl Svu. Szr/
Salnnnella Nohinutrhun CCM 4419 Zbierka

Salnnnella Nphimurfutn CCM 5156 Zbierka

Salnnnella adelaide Svu
Cit rcbacte r frawlii CCM 447 5 Zbierka

C it rc b acte r fran n d ii LMG 3246 Zbierka

Citrcbacter diuersrrs LMG -5519 Zbierka

Enterobacter cloacae LMG 2783 Zbierka

E nlerobacler cloacae El Melles

Etterobacter onuipems LMG 2784 Zbierka

Enterobacter intemrcdius LMG 278-5 Zbierka

Hnfnin <n SPPI6

1 - Strains, 2 - Origin, 3 - (\rlture collection (CCM, Czech Collection of Microorganisms, Brno,
Czech Republic; LMG, l-aboratory for Microbiolory, tlniversity of Glrent, Glrent, Belgium),
4 - State Veterinary Institute, Bratislava and State Medical Institute, Bratislava,5 - Rijkszuivel-
station, Melle, Belgicko, 6 - Slovak Agricultrrral and Food Inspection.

vyZadovali viid5ie mnozstvo manudlnej prdce, systdm VIDAS, ktory vyuZfva
automatizovany analyzdtor, redukoval manudlnu pr6cu na minimum.
Z hlhdiska pracnosti a rychlosti sa systdm VIDAS uki{zal ako najvyhodnej5f.
Do dvahy v5ak treba vzia(. al cenu zariadenia, lebo analyzdtor MiniVIDAS.
umoZilujdci sridasnri analyzu l2vzoriek v dvoch blokoch, stojf pribl.900 000 Sk.
PouZfvanie systdmu VIDAS je teda vyhodnd iba pri s6riovej 

^nal'iz.e 
vid5ieho

podtu vzoriek.
Pri analpe reprezentatfvnych kulttir salmonel rOznej hustoty (l}a a2

108 KT.T/ml) sme zistili, Ze detekdny limit v5etkych troch syst6mov je
106 KTJ/ml. Niektori kmene salmonel bolo moZn6 detegovat' uZ pri
1G5 KT.I/ml.

Aby sme zistili zrlchytnost' a selektivitu jednotlivych syst6mov, analpovali
sme definovand kultdry salmonel a pribuznych baktdrif rodov Citobacter
aEnterobacter. Zistili sme, Ze vietky syst6my sprdvne detegovali vSetkv
testovand salmonely. Na druhej strane v5ak kaZdl zo syst6mov poskytoval
falo5ne pozitfvne vysledky s niektorymi pribuznymi baktdriami (tab. 2). Jed-
notlivd falo5ne pozitivne vysledky sa potvrdili aj pri viacnrisobnom opakovanf
an^lyz.
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V5etky testovand systdmy sa ukiizali ako dc'rbre prepracovan6 a rychle.
Zisten6 detekdnd limity sri v srilade s ddajmi vyrobcov. Nedostatodnii selek-
tivita, ktoni sme zistili, je zniimym nedostatkom imunochemickych syst6mov

[3,41. V prfpade taloine pozit(vne detegovanych baktdrif Citrobacterspp. aEn-
rcrobacter spp. moZno predpokladat', Ze tieto obsahujd na svojich povrchoch
prfp. flagelirch bielkoviny, ktord sri rovnakd alebo velmi podobnd bielkovindm
salmonel. Imunochemickd analyza takychto bielkovfn potom neumoZfiuje
rozlGenie medzi kmefimi uvedenfch prfbuznych bakteriiilnych rodov.

Vzhl'irdom na zistend pirrametre kon5tiitujeme, Ze testovirnd imuno-
chemickd systdmy na detekciu salmonel napriek svojej rychlosti, citlivosti
a dokon:rlej zrichytnosti nemajf dostirtodnri selektivitu. Pritom prftomnost'
'naktdrif rod ov C.iu'obacter a Enterobacter je v potraviniich beZnii a nie je moZnd
rvhidit' ich prftomnost ani vo vzork{ch po selekt(vnej kultivdcii ([5] a MajerG

^ovii, I., nepublikovand vysledky). 2 tohoto d6vodu testovand imuno-
;hemick6 systdmy pravdepodobne nem6Zu spolhhlivc'r poskytovat' spr6vne
rvs le dky detekci e sal mcr nel v pot rirvi n iich.

Tabu l'ka 2. Vysledky detekcie baktdrif.
Table 2. Results of tlre cietection olbacteria.

KMENEI

VVsledok detekcie 2

VIDAS Locate Salmonella-Tek

107 t06 107 106 t07 106

lKTJAnll3

S a I nonella etil eititlis O l4l q 4 + + + + + +

S a I t no n el I a ty ph i n ud w n (21212) + + + + + +

-i a I t no nella adel ai de (ll ll 1 + + + + + +

r - 

it rcbact er frcw rli i C C.M 147 5 + + +

(-itrobacter freundii LMG 3246 + + + +5 +

(- i t rctba cl e r ditoslrs LMG -5-5 19 p6 N 7

Etilenbacter cloacaa El N

Etttercbacter cl<tacae LM(i 2783 N N

Etilerobacler onutigc'ms LMG 2784 N 7

E, te rob acte r i t il en nedi us LMG 278-5 N N +

N

1 - Podet testovanyclr kmeriov, -5 - I'ozitfvna reakcia aj pri 1O5 a l(y' KTJ/rnl, 6 - Netestovand,
' - Pozit(vna reakcia pri 106 KTJ/ml.

^-Strains,2-Resultoftlredetection:+,positive; -,negative,3-('FIl/rnl,4-Nurnberofstrairs
::sred, 5 - Positive reaction also at l[]5 and l(F (lFtl/nrl, 6 - Not tested, 7 - Positive reaction
.r 108 (tFI ]/ml.
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Evelurtion of the immunochemicel detection of selmonelh
using commercir I systems

IVANA MAJERIKOVA. TOMAS KTICHTA

Systems for the immunochemical detection of salmonella, namely, VIDAS Salmonella
(Bio-Mdrieux), Locate Salmonella Screening Tbst (Rh6ne-Poulenc) and Salmonella-Tbk (Or-
ganon Teknika) were tested witlr defined cultures of salmonella (Salmonella enleilidis, S. ty-

phimurium, S. adelafule) and related non-salmonella strains (Cilrcbaaerspp.,Dtterfiacterspp.
and otlrers). Rapid (1 - 2 h) detection of all salmonella strains involved was achieved. Minimal
labourwas required to use the VIDAS rystem. The detection limit of all the three methods was

106 C.FI-t/ml. Each of the s),stems prodtrced false positive resultswith some related non-salmo-
nella strains.
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