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Hodnotenie imunochemickej metody detekcie salmonel
s pouzitim komercne dostupnych systémov

IVANA MAJERIKOVA - TOMAS KUCHTA

SUHRN. Testovali sme systémy na imunochemicki detekciu salmonel VIDAS Salmo-
nella (Bie-Mérieux), Locate Salmonella Screening Test (Rhone-Poulenc) a Salmonella-
Tek (Organon Teknika) s pouZitim definovanych kultir salmonel (Salmonella ententidis,
S. typhimunium, S. adelaide) a pribuznych baktérii (Citrobacter spp., Enterobacterspp. a i.).
Systémy umoziiovali rychlu detekciu vSetkych pouZitych kmeniov salmonel v priebehu
1 - 2 h, pricom systém VIDAS vyZzadoval minimum manudlnej prace. Detekény limit
vietkych metdd bol 10°KTJ/ml. KaZdy zo systémov poskytoval falosne pozitivne vysledky
s niektorymi pribuznymi baktériami.

Sucasna Standardnd metdda detekcie salmonel [1] svojou Easovou
naro¢nostou (4 - 7 dnf) nepostacuje sic¢asnym narokom na kontrolu mikrobio-
logickej nezdvadnosti potravin. NielenZe ¢asto neumoZiuje analyzovat riziko-
vé potravindrske vyrobky pred ich konzumaciou, ale spravidla neumoziiuje ani
kontrolu kritickych potravindrskych surovin alebo polotovarov pred ich vstu-
pom do vyroby. Preto je velky zdujem o alternativne rychlejSie metddy detekcie
salmonel v potravindch. V poslednych rokoch sa objavilo viacero alter-
nativnych metdéd, priom viicSina pracuje na principe imunochemickej detek-
cie bielkovin, charakteristickych pre salmonely. Vzhladom na dostupnost
takychto metéd na nasom trhu v podobe komerénych systémov a vzhladom
na nedostatok objektivnych informdcii o nich, zamerali sme sa na zistenie
zdkladnych charakteristik troch z nich.

Vsetky tri testované systémy pracuju na principe ELISA (Enzyme-Linked
Immuno-Sorbent Assay, obr. 1), pricom pouZzivaju odlisné protildtky resp. ich
zmesi. Princip ELISA je v siCasnosti povaZzovany za najdokonalejsi variant
imunochemickej analyzy a je v Sirokom rozsahu pouZivany v medicinskej
oblasti. Pre analyzu potravin vyzaduju syst€émy 2 - 3 stupfiovd pripravu vzorky,
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Obr. 1. Schéma principu ELISA.
Fig.1. The principle of ELISA.
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pozostdvajicu z neselektivnej a selektivnej kultivdcie, v trvani 48 h. Postup
ELISA zacina reakciou analyzovanej vzorky so Specifickymi protildtkami
polyklondlnymi, monoklondlnymi alebo ich zmesou), ktoré si ukotvené
na povrchu plastikovej nddobky. Ak si vo vzorke pritomné hladané ldtky,
v naSom pripade bielkoviny charakteristické pre salmonely, tieto sa naviazu
na protildtky a ich prostrednictvom sa ukotvia na povrch nadobky. Nasleduje
dokladné oplachovanie, ktoré odstrani nespecificky naviazané ldtky. Dal§im
krokom je pridanie roztoku protildtok, ktoré sui oznacené enzymom. Ak sa
vo vzorke nachddzali salmonely, a teda nachddzaju sa teraz adsorbované
na povrchu nadobky, vysledkom tohoto kroku bude ukotvenie enzymu ich
prostrednictvom na povrch nddobky. Zdavere¢nym krokom je, po dokladnom
plachovani kvOli odstrdneniu neSpecificky naviazanych latok, detekcia
pritomnosti enzymu inkubdciou s chromogénnym substratom.
K hlavnym vyhoddm principu ELISA patri rychlost, vysoka citlivost, selek-
tivita a moznost mechanizécie, prip. automatizacie. K nevyhoddm patri najma
cena, a tiez potencidlna moznost nedostatocnej selektivity.

Materidl a metody

Pouzili sme kmene salmonel a pribuznych baktérii zo zbierok mikroor-
ganizmov, z Rijkszuivelstation, Melle, Belgicko a izoldty z potravin ziskané
v roku 1994 zo Stdtneho veterinarneho tstavu v Bratislave, Stiatneho zdravot-
ncho dstavu v Bratislave a zo Slovenskej polnohospodarskej a potravindrskej

spckC]E v Bratislave (tab. 1). Baktérie sme dlhodobo uchovavaliv lyOflllZOVH—
nej forme pr1 - 20 °C a krdtkodobo vo forme rozterov na Zivnom agare &. 2,
slozené pri 4 °C. Kultivovali sme ich v Zivnom bujéne €. 2 a na Zivnom agare

2 (Imuna, Sari$ské Michalany) pri teplote 28 °C (kmene z rodu Enterobacter)

prl 37°C (ostatné kmene). Vzorky kultur baktérii sme riedili v 0,85 %
r.wztoku NaCl. Celkové pocty baktérif na analyzu sme stanovili §Standardnou
metddou [2].
Definované kultiry baktérii sme analyzovali imunochemickymi systémami
VIDAS Salmonella (Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile, Franciizsko), Locate Sal-
monella Screening Test (Rhone-Poulenc, (1|dbg0W, Velkd Britdnia) a Salmo-
nella-Tek (Organon Teknika, Turnhout, Belgicko). Analyzy sme robili podla
navodov na pouzitie priloZenych k jednotlivym systémom. Analyzu systémom
VIDAS sme vykonali na Oddeleni mikrobioldgie, Zelezni¢nd nemocnica
s poliklinikou, Bratislava.

Vysledky a diskusia

Analyza kultdr baktérii bola rychla: 1 h pre systém VIDAS, 2 h pre systém
Locate a 2 h pre systém Salmonella-Tek. Kym systémy Locate a Salmonella-Tek
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Tabulka 1. Pouzité baktérie.
Table 1. The bacteria used.

KMENE ! POVOD 2
Salmonella enteritidis CCM 4420 Zbierka®
Salmonella enteritidis, 9 kmeiiov' $vu, Szu
Salmonella typhimurium CCM 4419 Zbierka
Salmonella typhimurium CCM 5156 Zbierka
Salmonella adelaide Svu
Citrobacter freundii CCM 4475 Zbierka
Citrobacter freundii LMG 3246 Zbierka
Citrobacter diversus LMG 5519 Zbierka
Enterobacter cloacae LMG 2783 Zbierka
Enterobacter cloacae E1 Melle®
Enterobacter omnigenus LMG 2784 Zbierka
Enterobacter intermedius LIMG 2785 Zbierka
Hafnia sp. sppr®

1 - Strains, 2 - Origin, 3 - Culture collection (CCM, Czech Collection of Microorganisms, Brno,
Czech Republic; LMG, Laboratory for Microbiology, University of Ghent, Ghent, Belgium),
4 - State Veterinary Institute, Bratislava and State Medical Institute, Bratislava, 5 - Rijkszuivel-
station, Melle, Belgicko, 6 - Slovak Agricultural and Food Inspection.

vyZadovali vicSie mnoZstvo manudlnej prace, systém VIDAS, ktory vyuziva
automatizovany analyzdtor, redukoval manudlnu prdcu na minimum.
Z hladiska pracnosti a rychlosti sa systém VIDAS ukdzal ako najvyhodnejsi.
Do tvahy vSak treba vziat aj cenu zariadenia, lebo analyzdtor MiniVIDAS,
umoznujuci sic¢asnd analyzu 12 vzoriek v dvoch blokoch, stoji pribl. 900 000 Sk.
Pouzivanie systému VIDAS je teda vyhodné iba pri sériovej analyze vaéSieho
poctu vzoriek.

Pri analyze reprezentativnych kultir salmonel r6znej hustoty (104 az
108 KTJ/ml) sme zistili, Ze detekény limit vSetkych troch systémov je
106 KTJ/ml. Niektoré kmene salmonel bolo mozné detegovat uZ pri
105 KTJ/ml.

Aby sme zistili zachytnost a selektivitu jednotlivych systémov, analyzovali
sme definované kultiry salmonel a pribuznych baktérii rodov Citrobacter
a Enterobacter. Zistili sme, Ze vsetky systémy sprdavne detegovali vSetky
testované salmonely. Na druhej strane vSak kazdy zo systémov poskytoval
falosne pozitivne vysledky s niektorymi pribuznymi baktériami (tab. 2). Jed-
notlivé falosne pozitivne vysledky sa potvrdili aj pri viacndsobnom opakovani(
analyz.
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Vsetky testované systémy sa ukdzali ako dobre prepracované a rychle.
Zistené detek¢né limity su v silade s idajmi vyrobcov. Nedostatoénd selek-
tivita, ktord sme zistili, je zndmym nedostatkom imunochemickych systémov
[3,4]. V pripade falo$ne pozitivne detegovanych baktérii Citrobacter spp. a En-
terobacter spp. mozno predpokladat, Ze tieto obsahujui na svojich povrchoch
prip. flageldch bielkoviny, ktoré si rovnaké alebo velmi podobné bielkovindm
salmonel. Imunochemickd analyza takychto bielkovin potom neumoZnuje
rozli§enie medzi kmenmi uvedenych pribuznych bakteridlnych rodov.

Vzhladom na zistené parametre konStatujeme, Ze testované imuno-
chemické systémy na detekciu salmonel napriek svojej rychlosti, citlivosti
a dokonalej zdchytnosti nemaju dostatocnu selektivitu. Pritom pritomnost
baktérii rodov Citrobacter a Enterobacter je v potravinach beznd a nie je mozné
vlddit ich pritomnost ani vo vzorkdch po selektivnej kultivacii ([5] a Majeri-
kovd, I., nepublikované vysledky). Z tohoto dovodu testované imuno-
chemické systémy pravdepodobne nemdzu spolahlivo poskytovat spravne
vwsledky detekcie salmonel v potravindch.

Tabulka 2. Vysledky detekcie baktérii.
Table 2. Results of the detection of bacteria.

[ Vysledok detekcie 2 ]
KMENE ! VIDAS Locate Salmonella-Tek
107 106 107 100 107 106
| [KTJ/ml)3
Salmonella enteritidis (9/4/4) 4 + + + + + +
Salmonella typhimurium (2/2/2) + + + + + +
Salmonella adelaide (1/1/1) + + + + + +
Citrobacter freundii CCM 4475 + - + + . =
Citrobacter freundii LMG 3246 + + + +9 + .
Citrobacter diversus LMG 5519 N6 N S 7
Enterobacter cloacae E1 - - - - N
Enterobacter cloacae LMG 2783 - = N N
Enterobacter omnigenus LMG 2784 - - N . <7
75 nterobacter intermedius LMG 2785 N N + -
Hafnia sp. - - N - -

4 - Pocet testovanych kmenov, 5 - Pozitivna reakcia aj pri 10°a 10* KTJ/ml, 6 - Netestované,
7 - Pozitivna reakcia pri 108 KTJ/ml.

| - Strains, 2 - Result of the detection: +, positive; -, negative, 3 - CFU/ml, 4 - Number of strains
‘ested, 5 - Positive reaction also at 10° and 10 CFU/ml, 6 - Not tested, 7 - Positive reaction
1 108 CFU/ml.
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Evaluation of the immunochemical detection of salmonella
using commercial systems

IVANA MAJERIKOVA - TOMAS KUCHTA

Systems for the immunochemical detection of salmonella, namely, VIDAS Salmonella
(Bio-Mérieux), Locate Salmonella Screening Test (Rhone-Poulenc) and Salmonella-Tek (Or-
ganon Teknika) were tested with defined cultures of salmonella (Salmonella ententidis, S. ty-
phimunium, S. adelaide) and related non-salmonella strains (Citrobacter spp., Enterobacter spp.
and others). Rapid (1 - 2 h) detection of all salmonella strains involved was achieved. Minimal
labour was required to use the VIDAS system. The detection limit of all the three methods was
10° CFU/ml. Each of the systems produced false positive results with some related non-salmo-
nella strains.
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