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Typizacia salmonel polymerazovou retazovou reakciou
orientovanou na repetetivne extragénové palindrémy

ALENA STEFANOVICOVA - LUBICA PIKNOVA
- NANCY RIJPENS - JURAJ SATKO - TOMAS KUCHTA

SUHRN. 33 kmenov zahfnajicich 10 sérotypov Salmonella spp. sa analyzovalo polyme-
razovou retazovou reakciou orientovanou na repetetivne extragénové palindromy
(REP-PCR). V relevantnej oblasti 500 bp az 2500 bp sa v pripade jednotlivych kmenov
amplifikovalo 3 az 7 fragmentov, ktoré predstavovali kombindcie 8 druhov fragmentov.
Ziskané REP-profily umoziiovali ¢iastocnu diferencidciu kmetiov podla sérotypov alebo
skupin sérotypov.
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cie

Salmonely su patogénne baktérie, ktoré patria k najdolezitejSim konta-
minantom potravin. Velké usilie sa venuje skuSaniu potravin na pritomnost
salmonel a zdokonalovaniu metdd na ich dokaz v potravinach. V pripade, Ze
sa z potraviny izoluje kmen salmonely, je potrebné tento presnejsie identifi-
kovat. V sicasnosti sa na ucely typizdcie pouzivaji najma metddy sérotypi-
zacné a fagotypizacné [1-3].

S rozvojom molekuldrno-biologickych metdd sa na typizaciu salmonel
zacCali pouzivat aj metddy zaloZzené na analyze DNA, ako su napriklad plaz-
midovd profildcia, ribotypizdcia, restrikénd analyza gendmu (RFLP) alebo
ndhodnd polymerdzova retazovd reakcia (AP-PCR = RAPD) [4-7]. Ako
lepsie reprodukovatelnd alternativa poslednej menovanej metddy bola vyvi-
nutd metdda polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) orientovanej na repe-
tetivne sekvencie. Tato metdda vyuZiva primery komplementdrne k casti
repetetivnej sekvencie na amplifikdciu prilahlych, resp. medzilahlych oblasti
gendmu. Vzhladom na rozliény pocet kopii a umiestnenie repetetivnych
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sekvencii v gendme roznych kmenov salmonel sa pomocou tejto metddy
amplifikuju subory viacerych fragmentov DNA, profily, ktoré mozu byt cha-
rakteristické pre rod, druh, sérotyp alebo kmen. Jednou z repetetivnych
sekvencii vhodnych na takuto aplikdciu je repetetivny extragénovy palin-
dréom (REP), priblizne 35-bdzovd sekvencia, ktord sa vyskytuje v gendome
mnohych baktérii vo vicsom pocte kopii [8,9]. Cielom predkladanej prace
bolo zistit parametre metddy REP-PCR pri jej pouZiti na typizéaciu salmonel.

Material a metddy

Mikroorganizmy

Kmene S. enteritidis 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 a S. adelaide 11, 12 pochadzali
zo Stdtneho zdravotného tstavu, Bratislava, kmene S. enteritidis 170, 186,
S. saintpaul 129, 131, 175, S. typhimurium 135, 190, S. montevideo 111, 121,
122, S. isangi 185, 188, S. schwarzengrund 112,179, S. heidelberg 176, S. infan-
tis 184 a S. tennessee 178 pochdadzali zo Stitneho veterindrneho tstavu,
Bratislava, S. saintpaul 102, 104, 105 pochddzali z Biotechnologickej fakulty
Lublanskej univerzity, Lublana, Slovinsko, S. typhimurium 48 pochadzala
z Vyskumného ustavu Liko, Bratislava, S. enteritidis CCM 4420 a S. typhi-
murium CCM 4419, CCM 5156 pochddzali z Ceskej zbierky mikroorganiz-
mov, Brno, CR. Jednotlivé kmene sa kultivovali v médiu Brain heart infu-
sion (Oxoid, Basingstoke, Velka Britdnia) 24 h pri 37 °C za mieSania a potom
sa vyockovali na médium Brain heart infusion agar (Oxoid) a kultivovali 24 h
pri 37 °C.

Izoldcia DNA

Chromozomdlna DNA sa izolovala modifikovanym postupom podla
Pitcher a kol. [10]. 3 ocka z kultiry vyrastenej na tuhom médiu sa suspendo-
vali v 0,5 ml tlmivého roztoku RS (0,15 mol.l"! NaCl, 0,01 mol.I'! EDTA,
pH 8,0). Po centrifugdcii (13 000 g, 2 min) sa sediment suspendoval v 100 pl
roztoku, obsahujiceho 10 mmol.lI'! Tris-HCI, 1 mmol.I'! EDTA a 50 g.I'!
lyzozym (Serva, Heidelberg, Nemecko), pH 8,0. Suspenzia sa inkubovala
30 min pri 37 °C. V dalSom kroku sa pridalo 0,5 ml roztoku GES, obsahu-
juceho 5 mol.l"l guanidintiokyanat (Sigma, Deisenhofen, Nemecko),
100 mmol.I'1 EDTA a 0,5 % (v/v) N-lauroylsarkozin (Sigma). Vzniknuty vis-
kézny roztok sa inkuboval 10 min v [adovom kupeli. K takto pripravenému
bunkovému lyzatu sa pridalo 0,25 ml ladového 7,5 mol.I-! octanu aménneho
a po 10 minutovej inkubdcii v lade 0,5 ml ladovej zmesi chloroform-izoamyl-
alkohol (480 : 20). Pri centrifugdcii (13 000 g, 20 min) vznikli tri fazy. Cely
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objem vrchnej fazy sa preniesol do ociachovanej skimavky a nésledne sa pri-
dalo 0,54 objemu ladového izopropanolu. Po opatrnom premieSani vznikla
biela zrazenina, ktord sa oddelila centrifugdciou (7000 g, 20 s). Sediment sa
viackrat premyl po 100 pl 70 %-ného etanolu a vysusil vo vakuu. Izolovana
DNA sa rozpustila v 100 pl deionizovanej vody (cez noc pri teplote 4 °C)
a nasledne sa inkubovala 1 h pri 37 °C po pridani 10 pl roztoku RNézy
(Serva; 10 g.I'1, pripravend podla [11]). Kvalita a mnozstvo izolovanej DNA
sa stanovili elektroforeticky a spektrofotometricky na zaklade absorbancie
pri 260 nm a 280 nm [11].

Amplifikdcia DNA

Na amplifikdciu sa pouzili primery [8]:

REP-1R (5 -IIIICGICGICATCIGGC-3") a

REP-2R (5 -ICICTTATCIGGCCTAC-3").

Primery obsahuju nukleotid inozin (I) na miestach, kde je REP-konsen-
zus variabilny [8]. Inozin sa paruje s A, T, G alebo C. Reak¢na zmes o obje-
me 50 ul obsahovala 75 mmol.l-! Tris-HCI pH 9,0, 20 mmol.I'! (NH4)2SOs4,
0,01 % (v/v) Tween 20, 1,5 mmol.ll MgClp, 25 pmol kazdého primeru
(Isogen, Maarssen, Holandsko), 200 umol.I'!1 kazdého dNTP (Pharmacia,
Uppsala, Svédsko), 25 ng DNA a 1,5 U GoldStar DNA polymerdzy
(Eurogentec, Seraing, Belgicko). Reak¢énd zmes sa prevrstvila 50 pl para-
finového oleja a amplifikdcia sa realizovala v termdlnom cykléri PHC-3
(Techne, Cambridge, Velkd Britdnia). Teplotny program pozostaval z tivod-
nej denaturdcie pocas 3 min pri 95 °C, z tridsiatich cyklov (denaturdcia 1 min
pri 90 °C, annealing 1 min pri 40 °C a polymerizdcia 1 min pri 72 °C)
a zo zdverecnej polymerizicie po€as 8 min pri 72 °C. Ohrev z teploty
annealingu na teplotu polymerizdcie sa naprogramoval tak, aby prebehol
pocas 5 min. Produkty amplifikdcie sa separovali elektroforeticky v 1,5 %
agarozovom géli (Seakem LE agarose; FMC Bioproducts, Rockland, USA)
v timivom roztoku TBE (0,1 mol.I-! Tris-HClI, 0,1 mol.I'! H3BO3, 2 mmol.l-!
EDTA, pH 8,0) pri 4 V.cm'l, vyfarbovali roztokom etidiumbromidu [11]
a fotografovali pristrojom CU-5 (Polaroid, St. Albans, Velkda Britdnia)
pri transilumindcii UV-svetlom.

Spracovanie vysledkov

Fotografie sa skenovali a ndsledne spracovali pomocou programu
GelCompar (Applied Maths, Kortrijk, Belgicko). Spracovanie pozostdvalo
z korekcie sytosti vyfarbenia gélu, korekcie smeru drahy, korekcie nepravi-
delnosti tvaru pdsov a z normalizdcie na Standard molekulovych hmotnosti
500 bp, 600 bp, 700 bp, 800 bp, 900 bp, 1000 bp a 1500 bp.
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Vysledky a diskusia

Prvym krokom prace bola izoldcia DNA z 33 kmeniov salmonel, zarade-
nych do 10 sérotypov. Na tento tucel sa pouzila bezfenolovd metdda [10].
Mnozstvo templatovej DNA a jej kvalita vyznamne ovplyviiovali vysledky
amplifikdcie, preto bolo potrebné stdle dodrziavat ich rovnaké hodnoty.
Hoci je izoldcia DNA tymto postupom pomerne zdihavéd a pracna, povazu-
jeme ju v zdujme reprodukovatelnosti vysledkov za vhodnejsiu ako pouzitie
bunkovych lyzdtov, ktoré publikovali ini autori [12,13]. Vysledky amplifi-
kdcie podstatne ovplyviioval tiez druh pouzitej polymerdzy (podrobné
vysledky neuvddzame).

Aplikédciou PCR sa v jednotlivych vzorkdch v relevantnej oblasti 500 bp az
2500 bp amplifikovalo 3 az 7 fragmentov. Na zdklade stanovenia ich moleku-
lovej hmotnosti sa ukdzalo, Ze iSlo o kombindcie 8 druhov fragmentov
(tabulka 1). Na zdklade porovnania profilov po normalizécii (obr. 1) bolo
mozné priradif urcité charakteristick€ profily jednotlivym analyzovanym
sérotypom (tabulka 2). Pomocou REP-profilov bolo mozné odliSit od seba
napriklad S. enteritidis, S. saintpaul a S. typhimurium. Na druhej strane, nebo-
lo mozné spolahlivo odliSit S. fennessee, S. montevideo a S. saintpaul.
Fragmenty 1, 2, 6 a 8 sa vyskytovali v REP-profiloch vSetkych analyzovanych
sérotypov a boli charakteristické pre cely rod Salmonella. Fragment 5 bol cha-
rakteristicky pre S. typhimurium, S. adelaide a S. infantis. Fragment 7 bol cha-
rakteristicky pre S. enteritidis, S. schwarzengrund, S heidelberg a S. infantis.

TABUIKA 1. Parametre amplifikovanych fragmentov pri 33 kmenoch salmonel.
TABLE 1. Parameters of the amplified fragments for 33 strains of Salmonella spp.

Cislo fragmentu! | Velkost fragmentu + SEM?2 [bp] | Poéet kmetiov vyskytu3

1 5773 32
2 692 + 3 32
3 799 5 10
4 976 = 6 6
5 1020 = 3

6 1326 = 5 32
7 1495 £ 9 14
8 1920 = 15 20

SEM - Standardnd chyba priemeru.

1 - fragment number, 2 - fragment length * standard error of the mean, 3 - number of strains
for which the fragment was present.
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S erteritidi= 2
S erteritidi= 170
S enteritidiz 3
S enteritidis 17
S enteritidis CCM 4420
S typhimurium 133
S typhimurium 190
S typhimurium CCM 4419
S typhimurium 43
S typhimurium CCMW 5156
S montevidea 121
S montevideo 122
S mortevidea 111
S adelaide 11
S adelaide 12
Stennessee 173
= heidelberg 176
= zaintpaul 102
S saintpaul 104
S enteritidi= 4
S erteritidi= 5
S erteritidi= 5
S enteritidiz 9
= saintpaul 105
= zaintpaul 129
S saintpaul 134
S erteritidi= 156
S enteritidi= 9
= schwarzengrund 112
= schwarzengrund 1739
Sizangi 185
Sizangi 185
S infartiz 152
S infartiz 154
S erteritidi= 1
= enteritidiz 1
= typhimurium 14
S zaintpaul 175

OBR. 1. Normalizované a rekonstituované REP-profily salmonel.
F1G. 1. Normalized and reconstituted REP-profiles of Salmonella spp.
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TABUIKA 2. Vyskyt jednotlivych fragmentov v REP-profiloch
analyzovanych kmenov salmonel.

TaBLE 2. Occurence of individual fragments in REP-profiles
of the Salmonella strains analyzed.

Fragment! 1 | 2 [ 3 | 4| 5] 6] 7|8
Sérotyp? ny n
S. enteritidis 10 9 10 5 3 0 10 8 8
S. saintpaul 6 6 6 0 0 0 6 0 6
S. typhimurium 5 5 5 5 0 5 5 0 5
S. montevideo 3 3 3 0 0 0 3 0 2
S. adelaide 2 2 2 1 0 2 1 0 2
S. isangi 2 2 1 0 0 0 2 0 2
S. schwarzengrund 2 2 2 0 2 0 2 2 2
S. heidelberg 1 1 1 0 0 0 1 1 1
S. infantis 1 1 1 0 0 1 1 1 1
S. tennessee 1 1 1 0 0 0 1 0 1

ny - celkovy pocet kmenov, n - pocet kmenov, ktorych REP-profil obsahoval dany fragment.

ny - total number of strains, n - number of strains whose REP-profile contained the fragment.
1 - fragment, 2 - serotype.

Pomerne maly pocet fragmentov amplifikovanych uvedenou metédou
REP-PCR a fakt, zZe polovica z nich sa vyskytovala vo vSetkych analyzova-
nych sérotypoch, neumoznil lepSie rozliSenie medzi sérotypmi, resp. este
jemnejSie rozliSenie na droven jednotlivych kmenov. Tieto vysledky kore-
Sponduju s vysledkami inych autorov, ktori aplikovali analogické metddy,
alternativne orientované tiez na dalSie repetetivne sekvencie [6,12,14].

Metoda neuspokojila vietky ocakdvania z hladiska reprodukovatelnosti,
kedze sa v REP-profiloch objavovali niektoré madlo intenzivne, resp. nere-
produkovatelné pdsy. Priinou je pravdepodobne nevyhnutnost pouzitia
degenerovanych primerov a teplotného programu s faizou pomalého ohrevu,
¢im sa do amplifikdcie vndsa prvok ndhodnosti. Désledkom je amplifikdcia
nespecifickych fragmentov, ktoré nemaju suvis s repetetivnymi sekvenciami
[15]. Z hladiska reprodukovatelnosti bolo prinosom pouzitie pocitacového
spracovania vysledkov, ktoré zlepSilo koreldciu medzi vysledkami z r6znych
experimentov.

Vypracovana metdda REP-PCR umoziuje na zaklade amplifikdcie DNA
ziskat charakteristické profily, zodpovedajuce urcitym sérotypom, resp. sku-
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pindm sérotypov salmonel. Vy¥hodou metddy je jej nezdvislost na fyziologic-
kom stave mikroorganizmu, ktord vyplyva z toho, Ze hodnoti jeho genotyp.
Metddu je mozné pouzit ako doplnkovu pri typizacii salmonel.

Této préca vznikla v rdmci projektu COPERNICUS 940234.
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Typing of Salmonella spp. using the polymerase chain reaction
oriented to repetetive extragenic palindromes

STEFANOVICOVA, A. - PIKNOVA, L. - RUPENS, N. - SATKO, J. - KUCHTA, T::
Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 37-44.

SuMMARY. Thirty-three strains belonging to 10 serotypes of Salmonella spp. were analyzed
by a polymerase chain reaction oriented to repetetive extragenic palindromes (REP-PCR).
For individual strains, 3 to 7 fragments were amplified in a relevant range of 500 bp to
2500 bp, which were the combinations of 8 types of fragments. Based on the REP-profiles
obtained, it was possible to discriminate partially the strains belonging to different serotypes
or serotype groups.

KEYWORDS: Salmonella, typing, polymerase chain reaction, repetetive sequences

44



