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Detekcia salmonel polymerfzovou rethzovou reakciou

rraAnra zt3)ov A - ALENA SrenAl.Iovr eovA
- NAN(Y RI.IPENS - TOMAq KIICI{IA

SIjHRN. Zaviedli srne rnetr'rdu cletekcie salmonel zrloZenri na polyrneriizovej refazovej
reakcii (PCIR) s pouZitfrn primerov STll a ST15 a tmplifiki{ciou tiseku DNAvelkosti
429 bp. Do PCR sme pouZili lyzrity buniek, pripravend lyzou dodecylsulfiitom sodnym
v prostredf NaOH pri 95 '('. Prodtrkt PC)R sme delegovali elektrofordzou v agar6zovom
gdli. Vlastn:i arralyza pripravenej bakteriiilnej kultriry trvala menej ako (r h a mala citlivost
l()i KTJ/ml. Vysokri selektivitu metticiy l.rotvrdili pozitivne vysledly s krnerimi salmonel
(Saltnonella enteitidis, S. Npltittuuitun a S. adelaide) a negativne vysledkT s prfbuznjrni
baktiriami (Citrcbactcr spp., Etttetoba<lcr spp. a i.).

K najroz5frenej5(m alimentiirnym ochoreniam patria salmoneldzy. Sri to
t'rchorenia sp6soben6 baktdriiimi Salmortella enteitidis, S. typldmuium alebo
menej dasto infmi druhmi salmonel. Tieto baktdrie m6Zu kontaminovat'
potraviny, naimii hydinu, vajcia a vyrohky z nich [1].

Okrem inych faktorov, ako je predov5etkym dodrZiavanie hygieny
pri vyrobe potravin, prispievir k zr{Sendmu vyskytu salmonekiz aj diisovi:r

niirodnost' Stitndardnej metcldy na detekciu sitlmonel v potravinrich [2]. Prax
preto prejavuje velky z;iujem o novd metcidy, ktor6 by boli menej dasc'rvo

niirc'rdn6 a pritom porovnatelhe citlivd i Specitick6 ako doterajiia Standardnii
met6da. V poslednfch rokoch sa c'rbjavilo viacero alternativnych rychlych
metcid na detekciu salmonel, zaloZenych na imunochemickej detekcii Speci-
ficklch bielkovfn, alebc'r na hybridizticii nukleovych kyselfn t3l. Dal5ou
moZnost'ou je pouZitie polymeri'uovej ret'iut'rvej reakcie (PCR) [4]. Specifick6
primery pouZitelhi na detekciu sitlmonel sri znr|rme [5].

V predkladanej priici sa zaoberiime zaveden(m detekcie salmc'rnel metcidou
P(lR a urdenfm jej z{kladnych pitrametrov.

RNDr. Miria Zigovii, Ing. Alena Stefarrovidovii, RNDr. TomriS Kuchta, ClSc.,
Vyskumny ristav potravindrsky, Priemyselnri 4, 820 06 Bratislava, Dr. Nancy Rijpens,
Rijksarivelstation, Bntsselsesteenweg 370, 9090 Melle, Belgicko.
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Matcridl a metridy

PouZili sme kmene salmonel a pribuznych baktdrif zo zbierok mikroor-
ganizmtrv, izoliity z potrav(n zfskand v roku 1994 zo St6tneho veterini{rneho
tistavu v Bratislave, Stiitneho zdravotndho dstavu v Bratislave, Slovenskej
polhohospod:irskej a potravindrskej inipekcie v Bratislave a z Okresnej hy-
gienickej stanice v Trnave, a tieZ kmene izolovand z potrav(n na naiich pra-
coviskdch (tab. l.). Baktdrie sme kultivov.ali-.v 7ivn9m buj6ne d.2 aiebo
na zrvnom agare c. 2 (Imuna, Sari5skd Michalhny) pri teplote 28 "C (kmene
z rodu Enterobacter) alebo 37 "C (ostatnd kmene). Kultrirybaktdrif sme riedili
v 0,85 Vo roztoku NaCl. Cblkov6 podty bakt6rif sme stanovili Standardnou
met6dou ICr].

Pre PCR sme centrifugovali 2 ml kultdry a bunky sme lyzovali v roztoku
0,05 M NaOH a0,125 7o dodecylsulfdtu sodndho podas 17 min pri 95 "C [71.

100 pcl reakdnej zmesi pre PCR obsahovalo t g,l bunkovdho lyzdtu, l0 mM
Tris.I{(ll pH 9,5,50 mM K(),2,5 mM MgClz,0,5 7o Tween 20,0,17 7os6rum-
albumin, 0,1 Vo Triton X-100, 200 pM kaZddho dNTP (Pharmacia, Svddsko),
0,5g,M primeru ST11 a 0,5pM primeru ST15 ([5], Cienset, Francfzsko) a 2,5 U

Tabul'ka l. PouZitd baktdrie.
Table l. The bacteria rrsed-

KMENE I POVOD 2

Salnonella enteitidis ('(:M 4420 Zbierka3

Sal ntctnell a e nte i ti di s. l0 kmeriov I Sv#
Sal t non ell a typhi t mt fi t n (l(lM 44 19 Zbierka

S al nnnell a hpl ti t tu r iu t tt C(lM 5 l-56 Zbierka

Sal t nonell a qyl ti n w it t t rt lO5 Dr. Horiuchi, Tokvo

Salrnotrcll a adelai de. 2 kmene Svti
Citrobactcr frcttndii CCM 4475 Zbierka

Citrobacter frcrttdii liMG 3246 Zbierka

Citrobacler dittnrrs LMG 5-5 l9 Zbierka

Citrohacler OIIS Tinavas

Entemlncler cloocae LMG 2783, 3008, 3014 Zbierka

E n I e rcb a c ! e r t:l oa c a<, fl Izollt zrrotravfn6

Enlercbacler rnntiaetns LM(; 2781 Zbierka

En le roba c! er i r t le n nedit t s LMO 2785 Zbierka

SPPIT

Prolas Izolit z Dotravfir

I-Strains,2-Origin,3-(\rlturecollection,4-StateVeterinaryInstitute,BratislavaandStare
Medical Institute, Rratislava, -5 - Regional Hygienic Station, Tinava, 6 - Our isolate from fooC.
7 - Slovak Agricultural ancl Fcrocl Inspection.
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Titq polymerAza (Amersham, Velkri Britrinia). Reakdnd zmesi sme prevrstvili
70 pr,l paraffnovdho oleja a P(lR vykonaliv termiilnom cykldriTechne PHCI-3.

Teplotny program pozost/tvttl z rivodnej denaturiicie (95'Cl/l min), 1.-

-i0. cyklu: denaturiiciit (95"C/15 s), anne:rling 67 'Cl/l5 s), polymerizdcia
72"C'.RO s), it z:iverednej polymeriz(cie (72 "Cl/8 min).

Detekciu sme vykon:rli elektrotorizou v 1,2 o/o agartlzovom gdli Ia] naz6-
klade prftomnosti (pozitivnyvysledok) alebo neprftomnc'rstiamplifikovan6ho
:ragnrlntu DNA o velkosti 42r) bP (negativny vysledok).

Vfslcdky a diskusia

Detekcia salmonel pomocou PCR s primermi ST11 a ST15 bola navrhnutd
.,ko rychla, selektivna :r citlivii alternativa klasickej kultivadnej metddy [5].
Tdto mettidu sme modifikovali pouZitfm urychlendho teplotndho programu,
:o umoZniIovykonatvlastnd polymeritzc'rvti ret'azovti reakciu za1,5 h namiesto
sirvodnfch 4 h. Vzorky pre POR sme zfskali lyzou buniek i6nogdnnym deter-

Sentom v alkalickt'rnt prostredf [7]. Vlastnri aniilyza pripravenej bakteridlnej
sultf ry n{m uvedent'lu mettldou trvttlit celkove menej itktl 6 h.

Aby sme zistili selektivitu metridy, analyzovitli sme fiou sdbor kmeilov
s.tlmonel, obsahujfci zhierkovi kmene i knrene derstvt-l izolovitnd z potritvin
; SR, a sdbor kmeilov z inych rodov, ktord diivajri litloSne pozitivne vysledky
'. inych metciclitch detekcie salmonel [8]. Vzorky jednotlivych kmeilov c'rbsit-

:ovi,li >107 KTJ/ml. So v5etkymi pouZitymi kmeflmi salmonel sme zfskali
rr)zitfvne vysledky a naopak, negatfvne vysledky so v5etkfmi ostatnymi
imeilmi (tab. 2.). Tieto vysledky poukazujri na vysokri selektivitu testovanej
ncttidy.

S cieltrm zistit' citlivosf met6dy, pripravili sme desiatkovd riedenia kultrir
:r och reprezentatfvnych kmeilt-rv S . eneritidis a S. ryphimtttiutn, v ktorych sme

:ustotu baktdrif sribeZne urdili platilovou met6dou. Pripravend suspenzie

^aktdrif sme vy5etrili pomocou P(ll{ a zistilisme, Lepc-tzitfune vysledky moZno

iosiirhnut'pri hustt'rtiich >105 KT.I/ml (obr. 1.).

Zkkan€ vysledky potvrdzujri, Ze prezentovitnou metcldou je moZn6 rychlo,
ipeciticky a citlivct detegovat'salmonely. Mettldzr md dobu anal$zy krat5iu ako

.ri ckrteraz publikovan€ met6dy nt detekciu mikroorganizmov pomocou
:,.'rlymer{zcrvej ret'azt'rvej reirkcie, pridom je vysoko selektfvnir. Zistenri citlivost
i 0-5 KTJ/ml je niZiia ako v pr(pade viidiiny publikovanych metcld. Zn(Lenie
:itlivosti sa vlak prejavuje len pri prtici s velmizriedenymi roztokmi DNA, tirk
.,ko je to v uvedenom prfpade anilyty distych kultrir. Pri itnalyze zmesnych

<ultdr, na ktord sa metrldrt bude najviac pouZivat', je citlivtrst poriadkovo vy55ia

naje nepublikovancj vysledky) a je v srilade s publikovanymi citlivost'ami
.,nalggickych metrld [51. Vzhlhdom na jei parametre, m6Ze sit tiittl mettida stirt'

ro optimaliz{cii postupu od vzt'rrky potraviny ptr vlastnd P(lll jednou z naj-
', hodnejSfch na rychlu detckciu salmonel v pc'rtravinrich.
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BAKTERIA I POEET
KMENOV 2

vYSLEDoK
DETEKCIE3

Saltnondla etileitidis ll +

Sa I nntrcll a typlti ttntiu t tt 3 +

Salrnondla adelaide
., +

Citrcbacter freutdii ",

()itmbacler diversts

('itrcl>acler sy'r.

Enletobacter cloacac 4

E t il t, rcba c I e r tt t u ige t u u

E nte rcbacl er i t ilen nedir s

Plolerrs str.

I - Bacteritrnr, 2 - Ntrrnber of slnrirrs, 3 - Result trl the detectiou.

Tabu Ika 2. Vlsledky detekcie baktdrif.
Table 2. Results of the detection of the bacteria.

Ob r. l. Citlivost' detekcie sahnonel.
I--ig. l. Sensitivity of sahnorrella detection.

S. 4ytltimttittnt, | - 107 IQ/rnl, 2 - 106 KIJ/rnl, 3 - lOs I(l'J/m|
KTJ/ml, S - zmes $tandardov DNA/a nrlrture ol molecular weight

A - S. enteiltrlt.r', t] -

4 - ltr I(IJ/mL .s - lol
staudards (n. l{)t) bp).
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Salnrone lla de tcclion by the polymerase chain reaction

MARIA ZI(iOv A. ALENA STEFANOVTEOvA
- NAN('Y RI.IPENS - TOMAS KU('FITA

SIIMMARY. A polymerasc clrain reaction method was used to detect salmonella,
rltrying prinrers S'l-ll autl S'l'l-5, cell lysis by sodittrn dodecylsullate in NaOH solution
5 "(':rnd dclection by agarose gel electrophoresis. From tlre bacterial culture to the result

.:rrrr thc clctection r.r,ik less tlrarr (; lr arrcl lrttl a sensitivity of lO5 (:Ftl/rnl.The metlrod was

-:ilic [rrr salnronclla, givirrg 1-rtrsitive rcsults u'itlt Saltnotrclla erleitidis, S. Nplinutitun and
.; !t'loitle, and ncgative rcsults u'ith rclltcd rtort-salmouella strains (Citrobacter spp., Entero-
rl'r spp. and ollrers).

" Kl.I/url, 3 - l0s KIJ/rnl,
:',uture ttl rncllecular weight
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