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Polymeridzova retazova reakcia, princip
a vyuzitie na detekciu mikroorganizmov

MARIA ZIGOVA - KATARINA JURIKOVA - ALENA STEFANOVICOVA

Stihrn. V predkladanom prispevku je podany stru¢ny prehlad o podstate, sti¢asnom stave
amoznostiach aplikdcie metddy PCR, zaloZenej na molekuldrno-genetickych poznatkoch
v potravindrskej praxi. Uvedené su i vlastné vysledky a skusenosti potiato¢nych prdc
detekcie koliformnych baktériia E. coli amplifikdciou lacZ alamB génov pouZitim metdy
PCR, s perspektivou orientdcie na potravindrsky vyznamné patogénne mikroorganizmy.

Rychla, citlivd a Specifickd analyza pritomnosti indikdtorovych, ale
najmé patogénnych, toxinogénnych a podmienecne patogénnych mik-
roorganizmov md i z hladiska potravindrskej technoldgie velky vyznam.
Takito analyzu umoznuji hlavne imunologické a genetické metddy,
<torych aplikdcia a optimalizdcia sa v sicasnosti vo vyspelych krajinach
rozvija rychlym tempom.

Genetické metddy detekeie pouzivajuice DNA sondy a metédu poly-
merdzovej retazovej reakcie (PCR) patria k progresivnym a Specifickym
~setrovacim metddam z viacerych dovodov [1,2 ].

Nakolko detekuji geneticky zakddované sekvencie, nie je potrebnd
-xpresia faktorov virulencie v laboratérnych podmienkach, nie je po-
‘rebnd izoldcia Cistej kultiry, v dosledku ¢oho sa skracuje Cas potrebny
na analyzu a suc¢asne sa moZe vySetrit velky pocet bakteridlnych izolatov
zlebo vzoriek.

Vzhladom na to, Ze tieto metddy umoznuju detekovat genetické
“aktory virulencie, vyrazne mézu prispiet k vytvoreniu podmienok
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pre dobri technologicku prax, k moznosti pruZnej mikrobiologicke;j
kontroly technologického procesu, produkénych kmeriov i findlnych
produktov a tym vkone¢nom dosledku k ochrane zdravia konzumentov.

Stale vyznamnejSou a dolezitejSou diagnostickou metddou sa stdva
polymerdzova retazova reakcia (PCR). Je to metdda, ktorou mozno
in vitro, bez kultivacie buniek a bez klonovania, amplifikovat molekuly
DNA, tj. namnoZit geneticky materidl v priebehu niekolkych hodin.
Pomocou tejto techniky je moznd identifikdcia jednej baktérie alebo
virusovej partikuly, v analyzovanej vzorke, napr. potraviny.

Predpokladom uskutocnenia PCR je informdcia o sekvencii béz
termindlnych koncov hladaného useku nukleovej kyseliny a ndsledné
ziskanie primerov. Primery su krétke synteticky zostrojené oligonukle-
otidy o velkosti 20 - 30 bp, ich sekvencia je dokonale komplement4rna
k sekvencii bdz na 3“-koncoch oboch vldkien DNA. Su to $tartovacie
miesta pre DNA-polymerdzu, ktord syntetizuje druhé vlakno iba vtedy,
ak md 2-vldknovy vychodiskovy bod, ktory vznikne pripojenim sa prime-
ru na usek 1-vldknovej DNA. Toto pripojenie t.j. hybridizdcia primeru
nastdva samovolne za vhodnych podmienok. DNA polymeraza dosyn-
tetizuje postupne druhé€ vlakno (zacinajic od primeru) a to vzdy iba
jednym smerom od 5 “-konca k 3 “-koncu.

Technoldgia PCR je zalozend na 3-stupfiovom cyklickom procese [3]
(obr.1,2).

Zacina sa denaturdciou templdtu dvojvldknovej (ds) DNA téinkom
vysokej teploty (93 - 94 °C), pricom vznikne jednovlaknov (ss) DNA.
Reak¢nd zmes sa ochladi na teplotu, vhodni pre nadviazanie primerov
k templatovej komplementédrnej DNA (annealing). Nakoniec sa teplota
reakcie zvySi na optimélnu pre DNA polymerdzu, i¢inkom ktorej do-
chddza k dosyntetizovaniu druhého vidkna DNA ohrani¢eného primer-
mi (syntéza DNA).

Jeden cyklus trvd zvyCajne 3 - 5 mintit a opakuje sa 20 - 35 krat. Takto
z 1 useku 2-vlaknovej DNA vznikd postupne 2, 4, 8, ... képif (refazovd
reakcia). Priuvedenom pocte cyklov (20 - 35) sa dosiahne 220-2%-n4sob-
nd amplifikdcia, t.j. hladany gén sa amplifikuje 103-10°ndsobne. Produkt
PCR sa detekuje elektroforeticky v agarézovom géli. Cely postup trva
niekolko hodin a jeho podstatnu cast je mozné automatizovat, pouzitim
komeréne dostupnych termalnych cyklérov, ktoré cyklicky menia teplo-
tu podla naprogramovaného algoritmu.
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Obr.1. Schéma polymerdzovej
-=tazovej reakcie (PCR).
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Ako priklad vyuzitia metédy PCR na detekciu niektorych druhov
alebo skupin mikroorganizmov vyznamnych z hladiska potravindrske;
mikrobioldgie mozno uviest nasledovné aplikacie:

Laktézovy operdn (lac) u Escherichia coli a koliformnych baktérii
tvori niekolko génov (lac/POZYA) a je zodpovedny za schopnost bunky
utilizovat laktézu. Priamo zodpovedné za utilizaciu laktozy su iba géno-
vé produkty lacZ (B-galaktoziddza) a lacY (lakt6zopermedza) [4]. De-
tekciu koliformnych baktérif je preto mozné uskutocnit amplifikdciou
$pecifickych sekvencii génu lacZ o velkosti 876 bp, nakolko aj konvenc-
né metédy detekcie koliformnych baktérif su zaloZen€ na aktivite pro-
duktu tohto génu [5]. Ti isti autori si zvolili pre detekciu pritomnosti
fekalnej E.coli amplifikdciu Casti génu kédujiceho transportny protein
maltdzy, mal B, ktory obsahuje tsek oznaceny ako lamB, kddujici
povrchovy protein rozliSovany bakteriofdgom Specifickym pre E.coli.
Dosiahla sa vysokd $pecifita a citlivost reakcie, podarilo sa detekovat
1- 10 fg genomickej DNA a 1 - 5 buniek E.coli v 100 ml vody.

Vyznamny prinos predstavuje metdda PCR aj pre diagnostiku ente-
rotoxigénnych kmenov E.coli (ETEC) produkujicich termolabilny to-
xin, ktorého gén (LT) je lokalizovany na plazmide virulencie.
Po 30 cykloch amplitikécie s pouzitim termostabilnej DNA-polymerazy
z mikroorganizmu Thermus aquaticus bolo mozné detekovat jednu bak-
tériu [6].

Cytotoxickd E.coli obsahujica gény zodpovedné za tvorbu toxinu
podobného Struktiirou toxinu, ktory produkuje Shigella (Shiga-like to-
xin, SLT I a SLT II) sa taktieZ detekovala metédou PCR, pricom
sa pouzili 3 primery v tzv. "nested PCR". Amplifikované fragmenty
sa nasledne separovali magneticky v testovacom systéme, ktori autori
oznadili ako DIANA (Detection of Immobilized Amplified Nucleic
Acid) [7].

Diterencidcia patogénnych kmenov Yersinia enterocolitica sa uskutoc-
nila na zdklade detekcie génu kddujiceho termaostabilny enterotoxin
(yst), ktory je lokalizovany na chromozdme. Uvedeny metodicky pristup
predstavuje vyhodu oproti sonddm pripravenym na zéklade plazmidom
determinovanych vlastnosti virulencie, nakolko pocas izoldcie, pri sub-
kultivacii a pod. dochddza Casto k strate plazmidu.

Sonda yst oznacena digoxigeninom-dUTP a pripravend metédou
PCR sa pouzila v hybridizécii Southern a uspesne diferencovala pato-
génne kmene Y.enterocolitica v Cistej aj zmieSanej kulture [8].
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Patogenita kmeriov listérif stvisi 0.i. najma s produkciou hemolytic-
xého exoproteinu listeriolyzinu, ktory je kédovany génom lis4, resp.
hlyA. Metédou PCR sa amplifikovali dva Specifick€ fragmenty DNA
hemolyzinovych génov, pomocou ktorych sa selektivne diagnostikovala
Listéria monocytogenes v mlieku. Detekény limit bol 10 baktérif v 10 ml
mlieka [9, 10].

Cielom predloZenej préace je podat stru¢mi informéciu o principe
nolymerdzovej retazovej reakcii a o niektorych moznostiach jej uplat-
nenia v oblasti potravinarskej praxe, ako aj experimentélne overit a roz-
nracovat metédu PCR v aplikdcii na detekciu koliformnych baktérii
2 E. coli amplifikdciou lacZ a lamB génov v enzymovych pripravkoch
mikrobidlneho povodu v porovnani so Standardnymi kultivaénymi po-
stupmi.

Material a metody

V préci sa pouzil kmen E. coli 208 vyrasteny v kvapalnom LB médiu
za 20 hod pri 37 °C. Ako pozitivna kontrola sa pouzil plazmid pUZL
~bsahujuci cely laktézovy operdn, negativna kontrola neobsahovala
:empldtovi DNA.

Pritomnost E. coli a koliformnych baktérii sa vySetrila v 20-tich
notravindrskych enzymovych pripravkoch (tab.1.).

Pouzité primery na detekciu:

z) koliformnych baktérii [5]
ZL - 1675 : 5"-ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC-3°
ZR -2548 : 5"-CACCATGCCGTGGGTTTCAATATT-3"
amplifikoval sa usek lacZ génu o velkosti 876 bp

n) E.coli[5]
BL - 4899 : 5"-GGATATTTCTGGTCCTGGTGCCGG-3*
BR - 5452 : 5 -ACTTGGTGCCGTTGTCGTTATCCC-3*
amplifikoval sa usek lamB génu o velkosti 554 bp

Syntéza oligonukleotidovych primerov sa uskutocénila pomocou
DNA syntetizdtora u fy Genexpress, Bratislava.
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Tabulka 1. Zoznam enzymovych pripravkov pouZitych v préci.
Table 1. List of enyzme preparations used in work.

ENZYMOVY PRIPRAVOK' POVOD? VYROBCA®
Promozyme 200 L Baciilus acidopullulyticus | Novo, Nordish
Pulluzyme 750 L Klebsiella planticola Rhéne-Poulenc
Catalase L 43 Aspergillus niger Rhéne-Poulenc
Lipozyme 10000 L Mucor michei Novo, Nordish
Celluclast 1,5 L Trichodenna reesei Novo Ind., Ddnsko
Ceremix Bacillus subtilis Novo Ind., Ddnsko
Optidex L - 200 Aspergillus niger MKC, Nemecko
Glucose Oxidase P 1500 Aspergillus niger MKC, Nemecko

Phylacell Helmintosporium Phylaxia, Madarsko
Celuldza Tnchodenna reesei VUPP, Praha
Pectinex Ultra SP-L Aspergillus niger Novo Ind., Ddnsko
Fungamyl 800 L Aspergillus orvzae Novo Ind., Ddnsko
a-amyldza potravindrska Bacillus subtilis Slov.8krobdrne, D.Krupd
Proteindza neutrdlna technickd | Bacillus subtilis VU SSL, VU LIKO
Dextranase 50 L Penicillium lilacinum Novo Nordisk .
Lactase Aspergillus orvzae MKC, Nemecko
Maxazyme neuvedeny Gist-brocades
Invertin kvasinky Merck, Nemecko
AMG 300 L Aspergillus niger Novo Ind., Ddnsko
Brew-N-zyme B G5, B-glukandza fungdlny Jan Dekker, Holandsko
1 - Enzyme preparation, 2 - Origin, 3 - Producer.

Priprava plazmidovej DNA (pDNA) pre PCR [11]

K sedimentu buniek ziskanych centrifugdciou (7000 otdcok
37°C/20 h) sa pridalo 150 ml lyzaéného roztoku: Tris-Cl (200 mmol.]"!,
pH 8,5), NaCl (250 mmol.I'!), kyselina etyléndiaminotetraoctové
(EDTA, 25 mmol.I'"), dodecylsulfat sodny (SDS, 0,05 g.I'!), lyzozym
(4 mg.ml!) a nechal sa posobit pri laboratérnej teplote 30 min. Zmes
sa precipitovala 150 pl octanu sodného (3 mol.lI', pH 5,2), 20 mintit
pri -20 °C. Po centrifugacii (12 000 g, 10 min) sa k supernatantu pridal

62




~wnaky objem izopropylalkoholu a inkuboval sa pri laboratdrnej tep-
¢ 10 mimit. Centrifugdciou (12 000 g, 15 min) ziskany sediment
~-ecipitovanej pDNA sa premyl Cistym alkoholom, kratko sa vysusil
vakuu a pDNA sa resuspendovala v 10 pul TE pufra (10 mmol.I'
T-is HCI, pH 8, 1 mmol.I' EDTA).
Pri analyze enzymovych prepardtov sa pri extrakcii pPDNA vychadza-
z navazky 1 g resp. 1 ml enzymu v 9 ml fyziologického roztoku.
15 min homogeniz4cii vzoriek sa 1,5 ml enzymového roztoku dale;j
soracovalo podla vysSie uvedenej metddy izoldcie pDNA.

“CR amplifikdcia [5]
Celkovy objem 100 pl PCR reakenej zmesi obsahoval:
10 ul 10x koncentrovany PCR tlm. roztok (pH 9), 2 ul ANTP zmesi
~slednd koncentricia 200 umol.I"t kazdého ANTP) (Pharmacia), 1 pul
¢ =7dého primeru (vyslednd koncentracia 50 pmol.I'), 2 pl Tag polyme-
=7y (2 U.ul!) (Pharmacia), ktord sa pridala po nultom cykle, templ4-
i DNA vzorky a poZadovany celkovy objem sa doplnil redestilovanou
Jou. Reakénd zmes sa prevrstvila 70 ul paratinového oleja. Amplifi-
czcia prebehla v DNA termdlnom cykléri PHC-3 fy Techne podla
nred overeného algoritmu:

.-ty cyklus 94 °C/8 min, 72 °C/1 min,
1.-30.-ty cyklus 94 °C/1 min, 50 °C/1 min, 72 °C/1 min,
31.-ty cyklus 72 °C/5 min

Dwetekcia amplifikovanej DNA

Po ukonceni polymerazovej retazovej reakcie sa amplifikovand DNA
=5z¢ uskladnit (pri 4 °C, resp. pri-20 °C po dobu 1 - 3 mesiacov), alebo
~ouzit na dalSiu analyzu (napr. restrikciu endonukledzami po odstrane-
- parafinového oleja z reakcnej zmesi), pripadne na detekciu amplifi-
« vanej DNA. Detekcia sa uskutocnila elektroforeticky v agarézovom
:-1i (agardza, SERVA, 1,5 g.I'! 100 m.I"' TAE tlmivom roztoku obsahu-
~com etidium bromid ako interkalacné Cinidlo) [14]. Velkost amplifi-
« vaného useku DNA sa urcila porovnanim s markerom molekulovej
~motnosti (100-Base-Pair Ladder, Pharmacia). Pritomnost DNA v géli
«= vizualizovala pomocou transilumindtora v UV svetle.
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Mikrobiologickd analyza enzymovych pripravkov
Mikrobiologicka analyza enzymovych pripravkov sa uskutocnila
Standardnymi kultivaénymi postupmi podla platnych CSN [15, 16, 17].

Vysledky a diskusia

Citlivost metody PCR

Z inokula kmena Escherichia coli ¢.208 vyrasteného za 20 hodin
pri 37 °C v LB kvapalnej pode sa pripravil rad desatndsobnych riedeni
vo fyziologickom roztoku a v kazdom z nich sa kultivacne stanovil pocet
buniek. Sucasne sa centrifugdciou z 1,5 ml kazdého riedenia ziskali
bunky, z ktorych sa izolovala ich plazmidovd DNA. Tito sa nésledne
amplifikovala v PCR za podmienok uvedenych v Casti Materidl a metd-
dy. Analyzou elektroforetogramov a porovnanim s vysledkami kultiva-
cie sa zistilo, Ze metédou PCR sa detekovala pritomnost lacZ génu este
i pri 10” rieden{ inokula. Intenzita pasov DNA po PCR amplifikacii
v agarézovom géli klesala v zavislosti od poctu buniek, z ktorych bola
izolovana (v rozpati od 4,2.107 po 4,2.10' KTJ.g 1) (tab. 2.). Dosiahnuty
vysledok dokumentuje citlivost metddy PCR, ktord viak vo velkej miere
zavisi na podmienkach, pri ktorych sa PCR uskutocniuje. Podla literar-
nych udajov zvySenie teploty annealingu primerov na 70 °C umoznilo
amplifikaciu a detekciu lacZ génu z viac ako 100 fg genomickej DNA
Escherichia coli (1 ag cielovej sekvencie). ZniZenim teploty annealingu
na 40 °C bola mozn4 detekcia 1 - 10 fg DNA Escherichia coli [5].

V naSej prdci sme sa stretli s problémami sivisiacimi so ziskanim
cielovych sekvencii shiziacich ako templat v PCR. Uskutocnili sa viaceré
experimenty, kedy sa bunky lyzovali varom pri 100 °C alebo sa pouzili
rozne modifikécie izoldcie DNA [12], az po metddu, ktora je uvedend
v ¢asti Materidl a metddy [11] a ktorou sa dosiahli pozitivne vysledky
analyz.

Detekcia koliformnych baktérii a Escherichia coli v enzymovych
pripravkoch amplifikdciou génov lacZ a lamB

V dalSej Casti prace sa uskutocnila mikrobiologickd analyza obsahu
koliformnych baktérii a pritomnosti Escherichia coli v 20-tich vzorkach
enzymovych pripravkov metddou PCR. Zistilo sa, Ze amplifikdciou lacZ
génu a za podmienok PCR, ktor€ sa uviedli v ¢asti Materidl a metddy,
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Tabulka 2. Porovnanie citlivosti detekcie koliformnych baktérif Standardnou kultivaénou
metédou a dékazom pritomnosti lacZ génu metédou PCR.
Table 2. Comparison of sensitiveness of coliform bacteria detection by standard cultivating
method and by demonstration of gene lacZ presence with PCR method.

INOKULUM! KULTIVACNA METODA? METODA PCR®
rast 24 h, 37 °C, riedenie pocet buniek lacZ gén
[KTJ.g") [+/-]
107! 42.10 TR
10 42.10° +++
103 42.10° 4+
104 42.10* 4+
10° , 42.10°
10 42102 +
107 42. 10! %
108 0 %
10° 0 $
1010 0 .

“ozn.: + vyjadruje pritomnost a intenzitu pisu DNA v agarézovom géli, - vyjadruje nepritom-

st DNA v agarézovom géli.

“ocetbuniek (KTJ . g 1Y Escherichia coli sa stanovil kultivdciou na MacConkeyho agare a velkost
-mplifikovaného dseku /lacZ sa stanovila porovnanim s velkostou pisov DNA markera moleku
¢ hmotnosti (100-Base-Pair Ladder).

- Inoculum, growth 24 hours, 37°C, dilution, 2 - Cultivating method, number of cells KTJ, 3 -
“CR method, lacZ gene, + presence and intensity of DNA band in agarose gel, - absence of
DNA in agarose gel.

“wumber of cells (KTJ .g") Eschenichia coli was determined by cultivation on MacConkey agar
. d size of amplified section of lacZ was determined by comparison with the size of DNA marker
sands.

12 analyzovanych enzymovych pripravkov obsahovalo koliformné bak-
icrie, resp. baktérie obsahujice lacZ gén (tab.3.).

Vzhladom na to, Ze Standardnou kultivacnou metddou sa zistila
~ritomnost koliformnych baktérii len vo dvoch vzorkach, na zaklade
siskanych vysledkov je mozné poukdzat na vyssiu citlivost metédy PCR,
<torou sa detekuju aj pripadné fyziologicky oslabené bunky, ktoré sa
<ultivaéne nedaju zistif. AvSak enzymové pripravky mozu obsahovat
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Tabulka 3. Analyza pritomnosti Escherichia coli a koliformnych baktérif Standardnymi
kultivatnymi metédami a metédou PCR v enzymovych pripravkoch.
Table 3. Escherichia coli and coliform bacteria presence analysis by standard cultivating
method and PCR method in enzyme preparations.

’ | Kultivatnd met6da® Metéda PCR*
fe YMOVYI koliformné baktérie® Escherichia col® koliformné baktérie®
PRIPRAVOK rmne baktérie
[KTJ .g'l] (pritomnost lamB) (pritomnost lacZ)

_Promozyme 0 = +

Pulluzyme 750 L 0 = +

Catalase 0 - +

Lipozyme 0 - +

Celluclast 0 - =

Ceremix 0 - +

Optidex L 200 0 = -

Glucose-oxidase 0 = 4

Phylacell 0 ¥ *

Celuliza VUPP 0 . )

Pectinex Ultra 0 :

Fungamyl 0 -

o-amyldza 0 '

Neutrdlna proteindza 0 = -

Dextranase 50 L 1,5. 10! - + |

Lactase 0 - R |

Maxazyme 20. 10! -

Invertin 0 -

AMG 300 L 0 - -

Brew-N-zyme BG 5 0 = .

Pozn.: + detekcia pritomnosti mikroorganizmov, - detekcia nepritomnosti mikroorganizmov,
* zhydrolyzovand vzorka.
1 - Enzyme preparation, 2 - Cultivation method, 3 - Coliform bacteria , 4 - PCR method, 5 -
Escherichia coli (presence of lamB), 6 - Coliform bacteria (presence of lacZ), + microorganisms
presence detection, - microorganisms absence detection, * hydrolysed sample.
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<~liformné baktérie v maximalnom mnozstve 3.10' KTJ.g [13]. Nakol-
<> metéda PCR v sti¢asnom $tadiu rozpracovanosti neposkytuje posta-
ujicu kvantitativnu analyzu, preto jej aplikdcia je vyznamna
sredovietkym u takych poZzivatin, v ktorych sa koliformné baktérie
nesmu vyskytovat.

Pritomnost Escherichia coli amplifikdciou lamB génu sa zistila len
» 1 vzorky enzymového pripravku o-amyldza (tab.3.). Ajv tomto pripa-
3¢ mohlo ist o fyziologicky oslabené alebo vplyvom technologického
srocesu poskodené bunky, ktoré sa kultivaénou metddou nedetekovali,
-le ich geneticky materidl bol vo vzorke pritomny.

Podla odpordéani FAO/WHO [13], enzymové pripravky nesmu ob-
<=hovat bunky Escherichia coli. Tito poZiadavku splfa 18 vzoriek z ana-
zovaného siboru 20-tich enzymovych pripravkov.

Zaver

Prdca sa zamerala na overenie a zavedenie metddy polymerazove;j
~-iazovej reakcie. Metéda umozituje odstranenie pracnych a ¢asovo
~4roénych kultivacnych postupov, mikroorganizmus sa neidentifikuje
-2 zdklade jeho fyziologickych prejavov, ale priamou analyzou jeho
zenetického materidlu v priebehu 24 az 48 hodin. Jednym z mala
- =dostatkov je fakt, ze metédu PCR doposial nemozno spolahlivo vyuzit
- - kvantitativne analyzy, ¢o vSak z hladiska rychleho rozvoja poznatkov
- tejto oblasti je iba otdzkou Casu. V potravindrskej praxi to znamena,
- pomocou PCR je vyhodné zatial detekovat len tie skupiny mikroor-
z2nizmov, ktoré nesmu byt v analyzovanych vzorkdch podla CSN pri-
romné.

7 iskané vysledky, praktické skisenosti a teoretické vedomosti zo $td-
< literatiry nam dovoluji odporucit tito metddu, pri dodrziavani
ctkych protikontaminacnych opatreni, do laboratérnej mikrobiolo-
zickej praxe pre jej mimoriadnu citlivost a Specificitu, rychlost, jedno-
“uchost a moznost analyzy velkého mnoZstva vzoriek naraz.
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Do redakcie doslo 21.1.1994.

Polymerase chain reaction (PCR), its principle
and usage for a detection of microorganisms

Summary

Submitted contribution gives a brief overview of the essence, current status and possibilities
for applications of PCR method based on molecular-genetic knowledge so far established
in food practice. Also a presentation of the results and experience gathered from the initial
works being focused ona detection of coliform bacteria and E. coli, with the implification of lac Z
and lamB gens by using PCR method and prospects of orientation on food-significant patho-
genic microorganisms is given.
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