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Polym erd r,ovd retazovd reakcia, princfp
a vyuiitie na detekciu mikroorganizmov

prAnn ztcovl- KAITARINA JLrRfKovA - ALENA SreFANovteovA

S ( h r p. V predkladanorn prfspevku je podauy stnrdny prehlhd o podstate, sf dasnom stave

a moZnostiaclr aplikdcie rnetddy PCR, zaloZenej na molekuldrno-geneticlrych poznatkoch
v potraviniirskej praxi. llvedend sri i vlastnd vysledtT a skrisenosti podiatodnfch pnic
detekcie koliformnych baktdli(aE. coli amplifikricionlacZalantB gdnovpouZitfm met6dy
PCR, s pempektivou orientiicie na potraviniirsky vyznamnd patogdnne mikroorganizmy.

Rychla, citlivd a SpecifickA anal'fza prftomnosti indik6toro{ch, ale

:rajmii patog6nnych, toxinogdnnych a podmienedne patoginnych mik-
:oorganizmov md i z hladiska potravin6rskej technol6gie velky vfznam.
Takrito an^lynr umoZiujri hlavne imunologickd a genetick6 met6dy,
itorych aplikr{cia a optimaliziicia sa v sridasnosti vo vyspelych krajin6ch
:rzvfia rychlym tempom.

(ienetickd met6dy detekcie pouZfvajdce DNA sondy a metcldu poly-
:erdzovej refazc-rvej reakcie (PCR) patria k progresfvnym a Specifickym
,r'ietrovacfm metcidam z viacerych d6vodov 11,21.

Nakolko detekujf geneticky zakddc-rvand sekvencie, nie je potrebnri
:rpr€Sia faktorov virulencie v laboratdrnych podmienkach, nie je po-
::eLrnii izolicia distej kultriry, v ddsledku doho sa skracuje das potrebny
:a analpu a sridasne sa m6Ze vyietrit velky podet bakteririlnych izol6tov
.lebo vzoriek.

Vzhladom na to, Ze tieto metcidy umoZnujri detekovat' genetick6
-aktory virulencie, vyrazne mdZu prispief k vytvoreniu podmienok

RNDr. Miiria Zigt'rvri, RNDr. Katarfna Jtrrfkov6, Ing. Alena Stefanovidov6,
Vyskumnf tistav potravirtrinLy, Priemyselnri 4, 820 [5 Bratislava.
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pre dobni technologickf prax, k moZnosti pruZnej mikrobiologickej
kontroly technologick6ho procesu, produkdnych kmefiov i finrilnych
produktov a tym v konednom d6sledku k ochrane zdravia konzumentov.

St6le vyznamnej5ou a d6leZitej5ou diagnostickou metddou sa stdva
polymeriizovd retazovd reakcia (PCR). Je to met6da, ktorou moZno
in vitro, bez kultivricie buniek abez klonovania, amplifikovaf molekuly
DNA, t.j. namnoZit' geneticky materiril v priebehu niekolkych hodfn.
Pomocou tejto techniky je moind identifikricia jednej baktdrie alebo
virusovej partikuly, v analyzovanej vzorke, napr. potraviny.

Predpokladom uskutodnenia PCR je intbrmdcia o sekvencii b6z
terminiilnych koncov hladan6ho riseku nukleovej kyseliny a niislednd
zfskanie primerov. Primery sri krdtke synteticky zostrojend oligonukle-
otidy o velkosti 20 - 30 bp, ich sekvencia je dokonale komplement6rna
k sekvencii bdz na 3 '-koncc'rch oboch vkikien DNA. Sri to Startovacie
miesta pre DNA-polymeriizu, ktord syntetizuje druhd vliikno iba vtedy,
ak m6 2-vliknovy vychodiskovy bod, ktorywnikne pripojenim sa prime-
ru na dsek 1-vk{knovej DNA. Toto pripojenie t.j. hybridizricia primeru
nastiiva samovolhe za vhodnych podmienok. DNA polymeriiza dosyn-
tetizuje postupne druhd vldkno (zadinajic od primeru) a to vZdy iba
jednfm smerom od 5'-konca k 3'-koncu.

Technoldgia PCR je zalolendna 3-stupiovom cyklickom procese [3]
(obr.1,2).

Zadina sa denaturiicic'ru templiitu dvojvliknovej (ds) DNA ridinkom
vysokej teploty (93 - 94 "C), pridom 'znikne jednovliknovri (ss) DNA.
Reakdnri zmes sa ochladf na teplotu, vhodnri pre nadviazanie primerov
k templdtovej komplement6rnej DNA (annealing). Nakoniecsa teplota
reakcie zvy5i na optimdlnu pre DNA polymerrizu, fdinkom ktorej do-
chddzak dosyntetizovaniu druhdho vldkna DNA ohraniden6ho primer-
mi (syntdza DNA).

Jeden cyklus trtdzvytajne 3 - 5 mintit a opakuje sa 20 - 35 krrit. Thkto
z 1 riseku 2-vkiknovej DNA rznikrl postupne 2,4,8,... k6pif (retazovri
reakcia). Pri uvedenom podte cyklov (20 - 35) sa dosiahn e220-23s -ndsob-
n6 amplitikdcia, t.j. hladany gdn sa amplitikuje lOs-10endsobne. Produkt
PCR sa detekuje elektrotbreticky v agar6zovom gdli. Cely postup trvd
niekolko hodfn a jeho podstatnri dast' je moZn6 automatizovaf, pouZitfm
komerdne dostupnych termdlnych cykldrov, ktor6 cyklicky menia teplo-
tu podla naprogramovandho algoritmu.
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Ako priklad vyrZitia metddy PCR na detekciu niektorych druhor'
alebo skupfn mikroorganizmov vlznamnych z hladiska potravinrirskej
mikrobiolSgie moZno uviesf nasledovnd aplikdcie:

Lakt6zov! oper6n (lac) u Escheichia coli a koliformnych bakt6rif
tvorf niekolko g6nov (lac IPOZY A) a je zodpovedny za schopnosf bunlq'
utilizovat lakt6zu. Priamo zodpovedndzaulilizdciu lakt6zy sri iba gdno-

'rd produkty lacZ (B-galaktoziddza) a lacY (laktdzopermedna) [a]. De-
tekciu koliformnych baktdrif je preto moln€ uskutodnit' amplifikdciou
Specifickych sekvencif gdnu lacZ o velkosti 876 bp, nakolko aj konvend-
n6 met6dy detekcie koliformnych baktdrif sri zaloZend na aktivite pro-
duktu tohto g6nu [5]. Tf istf autori si zvolili pre detekciu prftomnosti
fekrilnej E.coli amplitikdciu dasti g6nu k6dujriceho transportny protefn
malt6zy, mal B, ktory obsahuje dsek oznadeny ako lamB, kddujrici
povrchovy protefn rozli5ovany bakteriotrigom Specitickym pre E.coli.

Dosiahla sa vysokii Specitita a citlivosf reakcie, podarilo sa detekovat
1 - 10 tg genomickej DNA a 1 - 5 buniek E.coli v 100 ml vody'

Vpnamny prfnos predstawje metdda PCR aj pre diagnostiku ente-
rottrxigdnnych kmeic'rv E. coli (ETEC) produkujricich termolabilny to-

xfn, ktordho gdn (LT) je lokalizovany na plazmide virulencie.
Po 30 cykloch amplitikdcie s pouZitfm termostahilnej DNA-polymerrizy
z mikroorganizmu Thermus aquaticus bolo moZnd detekovatjednu bak-

t6riu [6].
Cytotoxick| E.coli obsahujrica gdny zodpovednd za tvorbu toxfnu

podobndho Struktrirou toxfnu, ktory produkuje Shigella (Shiga-like to-
xfn, SLI I a SLT II) sa taktieZ detekovala metddou PCR, pridom
sa pouZili 3 primery v tzv. "nested PCR". Amplitikovan6 tragmenty
sa n6sledne separovali magneticky v testovacom systdme, ktorf autori
oznadili ako DIANA (Detection of Immobilized Amplified Nucleic
Acid) [7].

Diferenciricia patogdnnych kmefi cx Yersnia enterocolitica sa uskutod-

nila na zdklade detekcie g6nu kcidujfceho termostabilny enterotoxfn
(yrt), ktory je lokalizovany na chromozSme. Uvedeny metodicky prfstup
predstavuje vyhodu oproti sonddm pripravenym na ziiklade plazmidom
determ inovanych vlastnostf viru lencie, nakolko podas izolficie, pri sub-

kultivdcii a pod. dochiidza dasto k strate plazmidu.

Sonda ysl oznadend digoxigenfnom-dUTP a pripravenii met6dou
PCR sa pouZila v hybridizricii Southern a dspe5ne dit'erencovala pato-
gdnne kmene Yenterocolitrca v distej aj zmie5anej kultrire [8].
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Patogenita kmeiov listdrif srivisf o.i. najmii s produkciou hemolytic-
*dho exoprotefnu listeriolyzfnu, ktory je kd,dovany g6nom /is.4, resp.
nlvA. Met6dou PCR sa amplifikovali dva Specifick6 fragmenty DNA
remolyzfnorych g6nov, pomocou ktorych sa selektfvne diagnostikovala

-btdia monocytogenes v mlieku. Detekdny limit bol 10 baktdrif v 10 ml
nlieka [9, 101.

Cielbm predloZenej pr6ce je podat strudnri inform6ciu o princfpe
:olymer6zovej refazovej reakcii a o niektorych moZnostiach jej uplat-
:renia v oblasti potravinrirskej praxe, ako aj experimentdlne overit aroz-
:racovaf met6du PCR v aplikricii na detekciu koliformnych baktdrif
'z 

E. coli amplifikriciou lacZ a lamB gdnov v enzfmovjch prfpravkoch
:ikrobi6lneho p6vodu v porovnanf so Standardnymi kultivadnymi po-
r:upmi.

Materidl a metddy

V prdci sa pouZil kmefi E. coli 208 vyrasteny v kvapalnom LB m6diu
:a 20 hod pri 37'C. Ako pozitfvna kontrola sa pouZil plazmid pUZL
:bsahujrici cely laktdzovy oper6n, negatfvna kontrola neobsahovala
:empl6tovri DNA.

Prftomnost E. coli a koliformnych bakt6rif sa vy5etrila v 2O-tich
: o travindrskych enzymovych prfpravkoch (tab. 1 . ).

?cuiitd pimery na detekciu:

.) kolitbrmnych baktdrif [5]
ZL - 767 5 : 5' -ATC} A'.{{GCTGCi CIACAGGAAGG CC-3'
ZR - 2548 : 5' -CACCATGCCGTC}GGTTTCAu{TATT:3'
amplifikoval sa fsek lacZ gdru, o velkosti 876 bp

t1 E.coli[51
BL - 4899 : 5' -GC}ATATTTCTC}GTCCTGGTGCCCiG-3'
BR - 5452 : 5'-ACTTGC}TGCCGTTGTCGTTATCCC-3'
amplifikoval sa risek lamB gdnu o velkosti 554 bp

Syntdza oligonukleotidovych primerov sa uskutodnila pomocou
DNA syntetizdtora u fy (ienexpress, Bratislava.
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Tabu lka l. Zoznam enzymovych prfpravkov pouZitych v pn{ci.
Table l. List of enlzme preparations used in work.

I - Enzyme preparation, 2 - Origin, 3 - Prodtrcer.

Priprava plazmidovej DNA (pDNA) pre PCR [11J
K sedimentu bunie-k zfskanych centrifugiiciou (7000 ot6dok

37 "C120 h) sa pridalo 150 ml lyzadndho roztoku:This-Cl (200 mmol.l'r,
pH 8,5), NaCl (250 mm'ol.l-r), kyselina etyldndiaminotetraoctovd
(EDTA, 25 mmol.l-r), dodecylsulf'6t sodnf (SDS, 0,05 g.l-r), lyzoz,fm
(4 mg.ml-t) a nechal sa p6sobit pri laboratdrnej teplote 30 min. Zmes
sa precipitovala 150 pl octanu sodn6ho (3 mol.l-r, pH 5,2),20 minrit
pri -20 oC. Po centrifugilcii (12 000 g, 10 min) sa k supernatantu pridal
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ENZYMOVY PRfPRAVOKI povoo2 vYRoscR3

Promoarme 200 L B a ci i h s a ci douullulvt i ans Novo, Nordislr

Pulluzvme 750 L Kebsiella planticola Rh6ne-Poulenc

Catalase L 43 Asperyillus nieer R116ne-Poulenc

Iioozvme lfin0 L Mucor nichei Novo. Nordish

Celluclast 1.5 L Tichodenna rcesei Novo Ind., D6nsko

Ceremix Bacillus subtilis Novo Ind., Ddnsko

Optidex L - 200 .4spenillus. niper MKC, Nemecko l

Glucose Oxidase P 1500 Aspercilhs niper MKC- Nemecko

Phvlacell Hduriutospoiunt xia, Madhrsko

Celukiza Ticlrcdenna reesei VtiPP, Praha

Pectinex tlltra SP-L Asoeruillus niper Novo Ind., Drinsko

Fungamyl 8ffi L Aspeqillus oryzae Novo Ind.. Drinsko

cr.-amvldza ootravindrska Bacillus subtilis Slov.Skrobdrne, D.

Proteiniiza nett trdlna technickd Bacillus subtilis vUSSLV(ILIKO

Dextranase 50 L Penicilliun lilacimnt Novo Nordisk

I-actase Asperyillus omzae MKC, Nemecko

Maxaryme ner,rvedenf Gist-broqrdes

Invertin kvasir*v Merck, Nemecko

AMG 3M L Asnercillus niper Novo Ind.. Ddnsko

Brew-N-zvme B G5. B-c,lukandza funsiilny Jan Deklier, Holandsko
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' ',naky objem izopropylalkoholu a inkuboval sa pri laboratdrnej tep-
:e 10 minft. Centritugiiciou (12 000 g, 15 min) ziskany sediment

- .;cipitovanej pDNA sa premyl distym alkoholom, kriitko sa vysu5il
. r'dkuu a pDNA sa resuspendovala v 10 prl TE putra (10 mmol.l-r
--.s HCl, pH 8, 1 mmol.l-r EDTA).

Pri analyze enzymo{ch prepariitov sa pri extrakcii pDNA vychddza-
z navfllky 1 g resp. 1 ml enzymu v 9 ml fyziologick6ho roztoku.

I 15 min homogenizriciivzoriek sa 1,5 ml enzymov6ho roztoku d'alej
r:acovalo podla vy35ie uvedenej met6dy izol{cie pDNA.

:---R amplifikdcia l5l
Celkovy objem 100 prl PCR reakdnej zmesi obsahoval:
i() pl 10x koncentrovany PCR tlm. roztok (pH 9),2 pl dNTP zmesi

.-.,lednii koncentrdcia 200 prmol.l-1 kaZd6ho dNTP) (Pharmacia), 1 pl
r,-zJiho primeru (vyslednri koncentrdcia 50 pmol .l't),2 prl Thq polyme-
-"4 Q U.pl-t) (Pharmacia), ktorrl sa pridala po nultom cykle, templii-

'.-i DNA rzor*y a poZadovany celkovy objem sa doplnil redestilovanou
. it)u. Reakdn6 zmes sa prevrstvila 70 pl paratfnovdho oleja. Ampliti-
r.:ia prebehla v DNA termdlnom cykldri PHC-3 fy Techne podla
. :red overendho algoritmu:

'.-ty cyklus 94'Cl8 min,72 'C/l min,
i.- 30.-ty cyklus 94"C|l min, 50 oCl1 min, 72"C11 min,
-11.-ty cyklus 72'ClS min

- +' : ekciu amplifikl,anej DNA
Po ukondenf polymerdzcwej retazc-rvej reakcie sa amplitikovand DNA

: iZe uskladnit (pri 4 "C, resp. pri -20 'C po dobu 1 - 3 mesiacov), alebo
:, uZif na dal5iu analyzu (napr. restrikciu endonukledzamipo odstr6ne-
- rarat'fnovdho oleja z reakdnej zmesi), prfpadne na detekciu amplifi-
, '.'arej DNA. Detekcia sa uskutodnila elektrotbreticky v agar6zovom
r:.i (agarciza, SERVA, 1,5 g.l-r 100 m.l-tTAE tlmivom roztoku obsahu-

-: rm etfdium hromid ako interkaladn6 dinidlo) [14]. Velkost amplifi-
r ','andho fseku DNA sa urdila porctvnanfm s markerom molekulovej
-:trtnosti (100-Base-Pair Ladder, Pharmacia). Prftomnost DNA v 96li
;. r'izualizovala pomocou transilumindtclra v UV svetle.
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Mikrobiologickri analyza enzlmorych pripravkov
Mikrobiologickri analyza enzymovych prfpravkov sa uskutodnila

Standardnymi kultivadnyrtri postupmi podta platnych eSN 1tS, 16,771.

Vfsledky a diskusia

Citlh,osf met6dy PCR
Z inokula kmeia Escheichia coli d,.208 vyrastendho za 20 hodfn

pri 37 'C v LB kvapalnej p6de sa pripravil rad desafn6sobnych riedenf
vo ffziologickom roztoku a v kaZdom z nich sa kultivadne stanovil podet
buniek. Sridasne sa centritugiiciou z 1,5 ml kaZddho riedenia zfskali
bunky, z ktorych sa izolovala ich plazmidov6 DNA. Tbto sa ndsledne
amplitikovala v,PCR za podmienok uvedenych v dasti Materiril a metS-
dy. Anallzou elektrotbretogramov a porovnanfm s vysledkami kultivd-
cie sa zistilo, Ze met6dou PCR sa detekovala prftomnosf.lacZ g6nu eSte

i pri 10-e riedenf inokula. Intenzita pdsov DNA po PCR amplifikricii
v agardzovom gdli klesala v zdvislosti od podtu buniek, z ktorych bola
izolovanii (v rozpiitf od 4,2.701po 4,2.70t KTJ.g-t) (tab. 2.). Dosiahnuty
vysledok dokumentuje citlivosf met6dy PCR, ktorii v5ak vo velkej miere
zdvisi na podmienkach, pri ktorych sa PCR uskutodiuje. Podla literdr-
nych ridajov zvj5enie teploty annealingu primerov na 70 oC umoZnilo
amplitik6ciu a detekciu lacZ gdnu z viac ako 100 tg genomickej DNA
Escheichia coli (1 ag cielbvej sekvencie).Znfi,enfm teploty annealingu
na 40'C bola moLn6 detekcia 1 - 10 fg DNA Escheichia coli[51.

V naSej pr:ici sme sa stretli s probldmami srivisiacimi so zfskanfm
cielbvych sekvencif shiZiacich ako templ6t v PCR. Uskutodnili sa viace16
experimenty, kedy sa bunky lyzovali varom pri 100 oC alebo sa pouZili
r6zne moditikdcie izoliicie DNA 1121, ai, po met6du, ktord je uvedend
v dasti MateriSl a met6dy [11] a ktorou sa dosiahli pozitfvne vysledky
analfz.

Detekcia koliJbrmnlch baktdii a Escheichia coli v en4tmorfch
pipravkoch ampliJikriciou gdnov lacZ a lamB

V d'alSej dasti prdce sa uskutodnila mikrobiologickd analyza obsahu
koliformnych baktdrif a pritomnosti Escheichia coli v 20-tich vzorkdch
enzymovych prfp ravkov m et6 dou P CR. Zisti lo sa, Le ampl ifik 6c iou, I a c Z
gdnu a za podmienok PCR, ktor6 sa uviedliv dasti Materi6l a met6dy,
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K(IUTIVAENA UEIOOE2
poc\et buniek

lKTJ.g-'l

ue-r6pR pcx3
lacZ gdn

[+/-l
l0-l 4,2. rc7 +++

l0-2 4,2 . 106 +++

l0-3 4,2. lO5 +++

104 4,2. 104 +++

10-s 1,2 103 +

l0-6 4,2 . 102 +

1().7 4.2 l0l +

l0-8 0 +

l0-e 0 +

l0-10 0

Tabulka 2. Porovnanie citlivosti detekcie koliformnych baktdrif Standardnou kultivadnou
metddou a d6kazom prftomnosti lacZ gdnu met6dou PCR.

Table 2. (krmparison of sensitiveness of coliform bacteria detection bystandard cultivating
method and by demoltstration of gene lacZpresence with PCR method.

I -zu.: * vyjadnrje prftomnosf a intenzitu prisu DNA v agar6zovom g6li, - vyjadnle neprftom-
' :i DNA v agartizt'rvorn gdli.
. cerbrrniek(KTJ.gr)Escl,eicliacolisastanovilkultivriciotttraMac(loltkeyhoagareavelkost
.:plifikovandho tisektr /acZsa stauovila porovuaufm svelliostbtr prisov DNA markera moleku

.' ej hmotnosti ( l0tlBase-Pair l-adder).

. . I noculum, growth 24 hours, 37"C, dilution, 2 - C\rltivatirtg method, uumber of cells KTJ, 3 -

, CR metlrod, lacZ gene, + presence and irttensity of DNA band in agarose gel, - absence of
l\A in agarose gel.
'. - rnber of cells (KTJ.g-') Esclu,iclia coll was determined by cultivation on Mac(br*ey agar

,:r: size of amplified section of lacZwas,Jelermined bycomparisonwitlr tlre size of DNA marker
I ::ldS.

-l analyzovanych enzymowch prfpravkov obsahovalo kolitbrmnd bak-
.Jrie, resp. bakt6rie obsahujricelacZ g6n (tab.3.).

Vzhladom na to, Ze Standardnou kultivadnou metcidou sa zistila
:rftomnost kolitbrmnych bakt6rif len vc'r dvoch vzorkdch, na zdklade
- iskanfch vysledkov je mozn6 poukiizat na vyisiu citlivost met6dy PCR,
iiorou sa detekujf aj prfpadn6 fyziologicky oslabend bunky, ktor6 sa

<ultivadne nedairi zistit. Av5ak enzymov6 prfpravky m6Zu obsahovat

6s



Tabulka 3. Anallza prftomnosti .Esclreichia coli a koliformnych baktdrif Standardnfmi
kultivadnymi met6dami a met6dou PCR v enzymovych prfpravkoch.

Table 3. Escheichia coli and coliform bacteria presence analysis $lltandard cultivating
method and PCR method in enzyme preparations.

ENZYMOIfY
PRiPRAVOKI

Kultivadur{ metdda2 Met6da PCRa

koliformnd baktdrie3

lIffJ.e-tl
Esc.heichia colis

(prftomnost' /anr.B)
koliformnd baktdrie6

(prftomnost/acQ

Promozyme 0 +

Pulluzyme 7-50 L 0 +
(htalase 0 +

Lipozyme 0 +

(lelluclast 0

Ceremix o +

Optidex L 20t) o

Glucose-oxidase o +

Phylacell 0

Celukiza VTIPP 0

Pectinex [ ]ltra 0 +

Fungamyl 0 +

(l-^myl6za 0 + +

Neutrdlna proteiniiza 0

Dextranase -50 L I.-s l0r +

[,actase (

Maxaryrne 2,0 l0l +

Invertin 0 +

AMC} 3M L ()

Brew-N-ryme B(i 5 0

Pozn.: * detekcia prftotnnosti tnikroorganizrnov, - detekcia neprftomnosti mikroorganizmov,
* zlrydrolyzovand vzorka.
l-Enzymepreparation,2-(\rltivationrnerhod,3-('oliformbaueria,4-pcRmethod,5-
Escheichia coli (presence <tf lamB).(t - (irliforrn bacteria (presence of /a cQ, + microorganisms
presence detection, - rnicroorganisms absence detection, * hydrolysed sample.
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rrc :\'ch baktdrif Standardnimi
u-rr;h prfpravkoch.
lri.j :,sts bv standard cultivating
tennlions.

-: :. :' n uost i rnikroorganizmov,

E -.:-iit'iil . 4 - PCR method,5 -
:*:.c= ,i lacQ, + microorganisms
rc:'-.',:ed sample.

koliformnd baktdrie6
(prftomnost /acZ)

61

.:rlitbrmnd baktdrie v maximdlnom mnoZswe 3.101KTJ.g-t [13]. Nakof-

.: -r met6da PCR v sridasnom 5t6diu rozpracovanosti neposkytuje posta-

:'rjricu kvantitatfvnu analyzu, preto jej aplikrlcig je vyznamnii

::edovietkym u takych poZivatfn, v ktorych sa koliformn6 bakt6rie

:..smf vyskytovat.
prfto;n;sf. Escheichia coli amplifik6ciot lamB gdnu sa zistila len

: I worky enzymovdho prfpravku G-amyldza (tab.3.). Aj v tomto prfpa-

:c mohlo fst o tyziotogicky oslabend alebo vplyvom technologickdho

:roceslr poskodehd bunky, ktord sa kultivadnou met6dou nedetekovali,

..e ich gbneticky materiiil bol vc-r ruorke prftomny'
podlYa odpo.idanf FAO^VHO [13], enzymov6 pjfpravky nesmf ob-

:,hovat bun^ky Escheichia coli. Tiito poZiadavku spiia 18 vzoriek z 
^na-

.z ovandho sriboru 20-tich enzymovych prfpravkov'

Zdver

Pr6ca sa zamerala na overenie a zavedenie metcidy polymerilzovej

:=iazovej reakcie. Metclda umoZfiuje odstriinenie pracnych a dasovo

i.rocnych kultivadnych postupov, mikroorganizmus sa neidentifikuje

= z6,kiade jeho tyziologickych prejavov, ale priamou analyzou jeho

::netick€ho mateiidlu v priebehu 24 a2 48 hodfn. Jednym z m6la
I 

- dostatkov je takt, Ze metiidu PCR doposial nemoZno spolahlivo vyuZit

- 
= kvantitatfvne analyzy, do v3ak z hladiska rychleho rozvoja poznatkov

. :ejto oblastije iba otizkou dasu. V potraviniirskej praxi to znamen5,

.= joro"ou p-cR je vyhodnd zatial detekovat len tie skupiny mikroor-

_.=iirn1ou, ktor6 nlrrn,i byf v analyzovanych 'zorkiich podla eSN prf-

, nni.
Ziskan|vysledky, prak tick6 skf senosti a teoretick6 vedomosti zo Stri-

-.,r literatriry ndrn dbvohrjf odporudit trito met6du, pri dodrZiavanf

..ctkych prcitikontaminadnych opatrenf, do laboratdrnej mikrobiolo-

;,:kej praxe pre jej mimoriadnu citlivost a Speciticitu, rychlosf, jedno-

l rctroit a moZnost anal,izy velk6ho mnoZstva vzoriek naraz.

Literatrira

WOLCOT-II M.J.: DNA-Basetl RapitJ Methods for the Detection of Foodborne Patlrogens.

J.of Food Protection, 5J, 5, 199 l, s' 387'



2. STEFFAN, R.J. - ATI-AS, R.M.: Polymerase chain reaction: Application in Environmental
Microbiologr. Annu. Rev. Microbiol.45, 1991, s.137.

3. VILCEK S.: PCR - met6da in vitro amplifik6cie DNA Biologickd listy57,l, 199\s.2t.
4. SILFIAVY, TJ. - BERMAN, M.L. - ENQIST L.W: Eryeriments with gene fusions. C,old

Spring Harbor labor. 1984 s.266.
5. BEJ, A.K. - STEFFAN, R.J. - CESARE, J.D. - IIAFE L. - ATIAS, R.M.: f!,etecrion

of coliform Bacteria in water by Polymerase chain Reaction and Gene Probes. Appl.
Environm. Microbiol.,56, 2, l99Q s.307.

5. OLIVER,M.D.:DetectionofEnterotongenicEscheichiacoliPolymeraseChainReaction
Amplification witlr a Termostable DNA Polymerase. J.Clin.Microbiol.,27,2,1989,s.?5'1..

7. OIJVIK O. - RIMSTAD, E. - HORNES, E. - STROCKBINE N. - WATESON, y._ LUND,
A.- WACHSMUTH, K.: A nested PCR followed by magnetic separation of Amplified
fragments for detection of EscJrcichia cofi Shiga like toxin genes. Moll.Cell.Probes, 5, 1991,
s.429.

S.IBRAHIM, A. - LIESACK w. - STACKEBRANDT E.: Differentiation between patho-
genic and nonpathogenicYeninia enlerocoftTica strains by mlony hybridization with a PCR-
mediated digoxigenin-dl-ITP-labeled probe.Mol.Cell. Probes,6, 1992, s.163.

9. FI-IRRER, B. - CONDRIAN, I-I. - HOLFELEIN, CH. - LUETFry, J.: Detection and
identification of Listeia tnotncyloge,,es in cooked sausage products and in milk by in vitro
amplification of lraemolysin gene fragments. J.Appl.Bacteiol.,70, 1991, s.372.

10. STIARBRI-ICK M.AB. - HILI- PJ. - srEwARD, G.S.AB.: Ultrasensitive detection
of. Lbteia tnonoqtoget,es in milli by the PCR. ktt.Appl.Microbiol., 15,1992. s.248.

11. CENIS, J.L.: Rapid extraction of fungal DNAfoTPCR amplification. Nucl. Acids Res., ?0,
9,1992, s.2380.

12. VENKATAMARAN, s. - BARKER, R.H.: Asimple method fordiagnosing M.tuberculosis
infection in clinical samples using PCR, Molecular and Cellular Probes,5, 1991,385-395.

13. FAOAVHO: Food additives data system, FAO Food and Nutrition Paper,30, l, Rome 1975.
14. MANIAIIS, T, - FRffiCH, E.E - SAMBROOI. J.: Molecular cloning. A I-aboratory

manual, New York, 1982, s.545.
t5. eSN 56 0081 Potraviniirske vyrobky. Prfprava vzoriek k mikrobiologickdmu skfsaniu.
16. eSN 56 m82 Potraviuiirske 

"yrobky 
Zdsady kultiv6cie mikroorganizmov a sp6sob zpraco-

vania vysledkov pri mikrobiologickom skti5ani.
17. CSN 56 0085 Potravindrske vyrobky. Stanovenie podtu koliformnyclr baktdrif platriovou

met6dou.

Do redakcie do5lo 21.1.1994.

Polymerese chein reaction (PCR), its principle
end usage for e deteclion oJ microorgenisms

Sr,rmmary

Submitted contribution gives a brief overview of the essence, current status and possibilities
for applications of PCR metlrod based on molecular-genetic knowledge so tar established
in food practice. Also a preselrtation of tbe results and experience gathered from the initial
worksbeingfocusedolladetectionofcoliformbacteriaandE cofi,witlrtlreimplificationof.lacZ
and latnB gens by using PCR method and prospects of orientation on food-iignificant patho-
genic microorganisms is given.
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