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Detekcia salmonel polymerazovou retazovou reakciou
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SUHRN. Zaviedli sme metédu detekeie salmonel zaloZent na polymerazovej retazovej
reakcii (PCR) s pouzitim primerov ST11 a ST15 a amplifikdciou iseku DNA velkosti
429 bp. Do PCR sme pouzili lyzdty buniek, pripravené lyzou dodecylsulfitom sodnym
v prostredi NaOH pri 95 °C. Produkt PCR sme detegovali elektroforézou v agaré6zovom
géli. Vlastnd analyza pripravenej bakteridlnej kultiry trvala menej ako 6 h a mala citlivost
10° KTJ/ml. Vysokii selektivitu metédy potvrdili pozitivne vysledky s kmefimi salmonel
(Salmonella entenitidis, S. typhimunum a S. adelaide) a negativne vysledky s pribuznymi
baktériami (Citrobacter spp., Enterobacter spp. a i.).

K najrozsirenej$im alimentarnym ochoreniam patria salmonelézy. Su to
ochorenia sposobené baktériami Salmonella enteritidis, S. typhimurium alebo
menej Casto inymi druhmi salmonel. Tieto baktérie mozu kontaminovat
potraviny, najma hydinu, vajcia a vyrobky z nich [1].

Okrem inych faktorov, ako je predovSetkym dodrZiavanie hygieny
pri vyrobe potravin, prispieva k zvySenému vyskytu salmoneléz aj Casova
narocnost Standardnej metddy na detekciu salmonel v potravindch [2]. Prax
preto prejavuje velky zdaujem o nové metddy, ktoré by boli menej ¢asovo
ndroéné a pritom porovnatelne citlivé i Specifické ako doterajSia Standardna
metdda. V poslednych rokoch sa objavilo viacero alternativnych rychlych
metdd na detekciu salmonel, zaloZenych na imunochemickej detekcii $peci-
fickych bielkovin, alebo na hybridizdcii nukleovych kyselin [3]. Dalsou
moznostou je pouZitie polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) [4]. Specifické
primery pouzitelné na detekciu salmonel si zndme [5].

V predkladanej prdci sa zaoberame zavedenim detekcie salmonel metédou
PCR a uréenim jej zdkladnych parametrov.
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Materidl a metody

Pouzili sme kmene salmonel a pribuznych baktérif zo zbierok mikroor-
ganizmov, izoldty z potravin ziskané v roku 1994 zo Statneho veterindrneho
Ustavu v Bratislave, Stdtneho zdravotného tstavu v Bratislave, Slovenskej
polnohospodarskej a potravindrskej indpekcie v Bratislave a z Okresnej hy-
gienickej stanice v Trnave, a tieZz kmene izolované z potravin na nasich pra-
coviskdch (tab.1 ) Baktérie sme kultivovali v Zivnom bujéne ¢&.2 alebo
na Zivnom agare ¢. 2 (Imuna, SariSské Michalany) pri teplote 28 °C (kmene
z rodu Enterobacter) alebo 37 °C (ostatné kmene). Kultiry baktérii sme riedili
v 0,85 % roztoku NaCl. Celkové poéty baktérii sme stanovili $tandardnou
metddou [6].

Pre PCR sme centrifugovali 2 ml kultiry a bunky sme lyzovali v roztoku
0,05 M NaOH a 0,125 % dodecylsulfatu sodného pocas 17 min pri 95 °C [7]-

100 ul reakénej zmesi pre PCR obsahovalo 1 ul bunkového lyzatu, 10 mM
Tris. HCI pH 9,5, 50 mM KC1, 2,5 mM MgCla, 0,5 % Tween 20, 0,17 % sérum-
albumin, 0,1 % Triton X-100, 200 uM kazdého dNTP (Pharmacia, Svedsko),
0,5uM primeru ST11 a 0,5 uM primeru ST15 ([5], Genset, Francizsko) a 2,5 U

Tabulka 1. PouZité baktérie.
Table 1. The bacteria used.

KMENE ! POVOD 2

Salmonella enteritidis CCM 4420 Zbierka®
Salmonella ententidis, 10 kmenov L svu?
Salmonella typhimurium CCM 4419 Zbierka
Salmonella typhimurnun CCM 5156 Zbierka
Salmonella typhimurium 105 Dr. Horiuchi, Tokyo
Salmonella adelaide, 2 kmene SvuU

Citrobacter freundii CCM 4475 Zbierka
Citrobacter freundii LMG 3246 Zbierka
Citrobacter diversus LMG 5519 Zbierka
Citrobacter sp. OHS Trnava®
Enterobacter cloacae LMG 2783, 3008, 3014 Zbierka
Enterobacter cloacae E Izoldt z potravfnﬁ
Enterobacter omnigenus LMG 2784 Zbierka
Enterobacter intermedius 1L.MG 2785 Zbierka
| Hafnia sp. sppr’

Proteus sp. Izoldt z potravin

1 - Strains, 2 - Origin, 3 - Culture collection, 4 - State Veterinary Institute, Bratislava and State
Medical Institute, Bratislava, 5 - Regional Hygienic Station, Trnava, 6 - Our isolate from food.,
7 - Slovak Agricultural and Food Inspection.
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Taq polymerdza (Amersham, Velkd Britdnia). Reak¢né zmesi sme prevrstvili
70 wl paratinového oleja a PCR vykonali v termédlnom cykléri Techne PHC-3.
Teplotny program pozostdval z uivodnej denaturdcie (95°C/1 min), 1.-
30. cyklu: denaturdcia (95 °C/15 s), annealing (57 °C/1S s), polymerizdcia
72°C/30 5), a zdvereénej polymerizdcie (72 °C/8 min).

Detekciu sme vykonali elektroforézou v 1,2 % agarézovom géli [4] na z4-
klade pritomnosti (pozitivny vysledok) alebo nepritomnosti amplitikovaného
fragmentu DNA o velkosti 429 bp (negativny vysledok).

Vysledky a diskusia

Detekeia salmonel pomocou PCR s primermi ST11 a ST15 bola navrhnutd
2ko rychla, selektivna a citlivd alternativa klasickej kultivanej metddy [S].
Tuto metédu sme modifikovali pouZitim urychleného teplotného programu,
zo umoznilo vykonat vlastni polymerdzovd refazovi reakciu za 1,5 h namiesto
pOvodnych 4 h. Vzorky pre PCR sme ziskali lyzou buniek iénogénnym deter-
gentom v alkalickom prostredi [7]. Vlastnd analyza pripravenej bakteridlnej
ultiry ndm uvedenou metddou trvala celkove menej ako 6 h.

Aby sme zistili selektivitu metddy, analyzovali sme nou subor kmenov
salmonel, obsahujici zbierkové kmene i kmene Cerstvo izolované z potravin
v SR, a sibor kmenov z inych rodov, ktoré davaju faloSne pozitivne vysledky
v inych metddach detekeie salmonel [8]. Vzorky jednotlivych kmenov obsa-
hovali 2107 KTI/ml. So vsetkymi pouzitymi kmenfimi salmonel sme ziskali
pozitivne vysledky a naopak, negativne vysledky so vSetkymi ostatnymi
xmenmi (tab. 2.). Tieto vysledky poukazuju na vysoku selektivitu testovane]
metddy.

S cielom zistit citlivost metddy, pripravili sme desiatkové riedenia kultdr
dvoch reprezentativnych kmenov S. enteritidis a S. typhimurium, v ktorych sme
~ustotu baktérif subezne urdili platnovou metddou. Pripravené suspenzie
naktérif sme vySetrili pomocou PCR a zistili sme, Ze pozitivne vysledky mozno
Josiahnut pri hustotdch 210° KTJ/ml (obr. 1.).

Ziskané vysledky potvrdzuju, Ze prezentovanou metddou je mozné rychlo,
specificky a citlivo detegovat salmonely. Metdda md dobu analyzy kratSiu ako
né doteraz publikované metddy na detekciu mikroorganizmov pomocou
polymerdzovej retazovej reakcie, pricom je vysoko selektivna. Zistend citlivost
105 KTJ/ml je niZ8ia ako v pripade vicSiny publikovanych metdd. Znizenie
itlivosti sa v§ak prejavuje len pri prdci s velmi zriedenymi roztokmi DNA, tak
+ko je to v uvedenom pripade analyzy Cistych kultir. Pri analyze zmesnych
vultdr, na ktord sa metdda bude najviac pouZivat, je citlivost poriadkovo vysSia

naSe nepublikované vysledky) a je v silade s publikovanymi citlivostami
nalogickych metéd [5]. Vzhladom na jej parametre, moZze sa tato metdda stat
o optimalizécii postupu od vzorky potraviny po vlastnd PCR jednou z naj-
vhodnejSich na rychlu detekeiu salmonel v potravindch.



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

| BAKTERIA ! POCET VYSLEDOK
| KMENOV? | DETEKCIE?
Salmonella ententidis B o 11 e
Salmonella typhimurium 3 +
Salmonella adelaide 9 +
Citrobacter freundii 1 2 -
Citrobacter diversus 1 .
Citrobacter sp. 1 =
Enterobacter cloacae i 4 -
Enterobacter ommnigenus 1 .
Enterobacter intennedius 1 =
Hafnia sp. - R -
Proteus sp. 1 | -

1 - Bacterium, 2 - Number of strains, 3 - Result of the detection.

Obr. 1. Citlivost detekcie salmonel.
Fig. 1. Sensitivity of salmonella detection.

A - S. ententidis, B - S. typhimunum, 1 - 107 KTJ/ml, 2 - 100 KTJ/ml, 3 - 10° KTJ/ml,
4-10% KTJ/ml, 5 - 103 KTJ/ml, S - zmes §tandardov DNA/a mixture of molecular weight
standards (n.100 bp).
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Salmonclla detection by the polymerase chain reaction

MARIA ZIGOVA - ALENA STEFANOVICOVA
- NANCY RIJPENS - TOMAS KUCHTA

SUMMARY. A polymerase chain reaction method was used to detect salmonella,
“ploving primers ST11 and ST15, cell lysis by sodium dodecylsulfate in NaOH solution
3 °C and detection by agarose gel electrophoresis. From the bacterial culture to the result
‘put the detection took less than 6 h and had a sensitivity of 10° CFU/ml. The method was
-cific for salmonella, giving positive results with Salmonella ententidis, S. typhimurium and
rdelaide, and negative results with related non-salmonella strains (Citrobacter spp., Entero-
rer spp. and others).
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