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Dokaz salmonel v potravinach
metodami zaloZenymi na polymerazovej retazovej reakcii

TOMAS KUCHTA - ALENA STEFANOVICOVA - HANA DRAHOVSKA

SUHRN. Na dokaz baktérii rodu Salmonella v potraviniach je mozné pouzit polymerazovd
retazovd reakciu (PCR), pomocou ktorej sa amplifikuju charakteristické useky DNA.
V stcasnosti dostupné metddy pozostavaju z rozmnozenia salmonel kultivdciou, extrak-
cie, amplifikdcie a analyzy DNA. Viacerf autori opisali vhodné primery umoziiujice selek-
tivny dokaz salmonel. Priama extrakcia DNA z potravin je pracna a ¢asovo ndro¢nd, vhod-
nejsie je pred extrakciu zaradit kultivacné rozmnozZenie salmonel. Vyvinutych bolo viace-
ro metodik rozmnozZenia salmonel, od jednoduche;j kultivdcie v neselektivnych pddach po
viacstupiové alebo rozvetvené metodiky, vyuZivajice kombindcie neselektivnych a selek-
tivnych kultivécii, pripadne imunomagneticku separdciu. Z pripravenych kultir sa DNA
extrahuje lyzou buniek, dokladnd izoldcia DNA nie je potrebnd. Pre dokaz salmonel je
mozné dosiahnut dostato¢nu amplifikdciu DNA pouzitim PCR s rychlymi teplotnymi pro-
gramami. Amplifikovand DNA sa analyzuje zvycajne elektroforézou v agarézovom géli,
opisané vak boli tiez hybridizaéné postupy umoziiujiice automatizaciu celej metddy. Ulo-
hou vyvoja metdd na principe PCR ostdva dosiahnutie ekvivalencie vysledkov so Stan-
dardnou kultivacnou metddou pri analyze prirodzene kontaminovanych vzoriek potravin.

KIUCOVE SLOVA: salmonela, polymerdzova retazova reakcia, bezpecnost potravin

Salmonely su patogénne baktérie, ktoré patria k dolezitym kontaminan-
tom potravin, najmd maésa, hydiny, vajec a vyrobkov z nich. Konzumdcia
potravin kontaminovanych salmonelami spdsobuje gastrointestindlne ocho-
renie salmonelézu. Ich vyskyt je mozné redukovat najma zabezpecenim
vhodnych technologickych postupov spracovania rizikovych druhov potravin
a prisnym dodrziavanim hygienickych zdsad pri ich vyrobe. Ddlezitd je vSak
tieZ vhodnd analytickd metdda na dokaz salmonel v potravindch. V sucas-
nosti pouzivand metdda [1], zaloZzend na klasickych kultiva¢nych postupoch,
ma sice velmi dobré analytické parametre, avSak je ¢asovo ndro¢nd, kedze
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vyzaduje 4 az 7 dni. O prekonanie tohoto zdvazného nedostatku je velky
zdujem a mnoho vyskumnych pracovisk sa usiluje o vyvoj alternativnych
rychlejsSich metdd. Vzhladom na vysoké poziadavky, akymi su detekcny limit
100 KTC/25 g, 100 % zachytnost vietkych sérotypov Salmonella spp. a 0 %
pozitivita s inymi pribuznymi baktériami, vyvoj alternativnych metdd nardza
na urcité problémy. Kym imunochemické metddy nie su dostato¢ne selektiv-
ne [2], metddy zaloZzené na polymerdzovej retazovej reakcii (PCR) maju
velky potencidl z hladiska selektivity i citlivosti. Principom PCR je enzymo-
va amplifikdcia Specifickych usekov mikrobidlnej DNA s pouZitim kratkych
oligonukleotidov — primerov [3,4]. Pre vyuzitie tejto progresivnej metddy je
viak potrebné skibif ju s efektivnymi postupmi pripravy DNA z potraviny.
V nasledujicom texte sa venujeme doteraz vyvinutym metodikdm a ich apli-
kacii na dokaz salmonel v potravinach.

Rozmnozenie salmonel pred pripravou templatovej DNA

Hoci sa povodne predpokladalo, ze PCR umozni, vzhladom na svoju cit-
livost, dokaz mikroorganizmov priamo v potravine, niekolkoro¢ny vyskum
ukdzal, Ze minimdlne v pripade salmonel musi priprave templdtove] DNA
a vlastnej PCR predchddzat kultivacné rozmnozenie. Tym sa bez vacSej prac-
nosti zvysi pocet cielovych buniek a tym aj poc¢et molekil DNA. Okrem toho
sa tym podstatne zniZi podiel mftvych buniek a dojde tiez k zriedeniu inhi-
bitorov PCR, pochddzajucich z potraviny [5,6]. Na rozdiel od klasickych kul-
tivaénych metdd nemusi byt rozmnozZenie vysoko selektivne, kedZze PCR
toleruje pritomnost inych baktérii. Pozornost vSak treba venovat zloZeniu
kultivacnych pdd, pretoze mézu obsahovat inhibitory PCR, napriklad soli
zI¢ovych kyselin a niektoré organické farbiva [7]. Najjednoduchsi pristup
k rozmnoZzeniu salmonel pred extrakciou DNA predstavuje kultivdcia
v neselektivnej pdde, napriklad 16 az 18 h v tlmivej peptonovej vode [8,9]
alebo 4 az 6 hresp. 16 az 18 h v tryptén-sdjovej pdde [10, resp. 11]. Kultivacia
v neselektivnej pode, hoci i dlhSie trvajuca, vSak nemusi zabezpecit ndrast
salmonel na dostato¢nu hustotu, najmé ak su vo vzorke potraviny pritomné
vicSie pocty inych, vitdlnejSich baktérii, s ¢im potom koreSponduje zvySenie
detekéného limitu celej metddy [12]. Preto sa na rozmnoZenie salmonel pou-
zila dvojstupnova kultivacia (20 az 24 h v tlmivej pepténovej vode a 20 az
24 h v tetrationdtovej, resp. Rappaport-Vassiliadisovej pode; analogicky ako
v klasickej kultiva¢nej metdde) [13,14], trojstupniova kultivacia (24 h v tlmi-
vej pepténovej vode, 7 h v tetrationdtovej, resp. Rappaport-Vassiliadisovej
pode, 14 az 16 h v neselektivnej pode Luria-Bertani; analogicky ako v niek-
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torych imunochemickych metédach na dokaz salmonel) [15] alebo kombi-
ndcia neselektivnej kultivdcie (6 h v timivej peptonovej vode) s imunomag-
netickou separdciou a selektivnou kultiviciou (16 az 18 h v Rappaport-
Vassiliadisovej pode) [12].

Priprava templatovej DNA

Templdtovd DNA, ktord sa pouZziva v PCR, musi byt neporusend v ampli-
fikovanej oblasti, musi byt v dostatoénom mnozstve a nesmie byt kontami-
novand latkami, ktoré by inhibovali PCR. Pre pouzitie PCR na dokaz mikro-
organizmov nie je potrebné pouZit na pripravu templatovej DNA Standard-
né metddy izoldcie, ktorymi sa sice pripravi kvalitny templdt, ale za cenu
pracnosti a ¢asovej ndrocnosti. NavySe PCR spravidla nevyzaduje templdto-
vi DNA vysokej Cistoty. Namiesto izoldcie DNA sa ¢asto pouzivaju jedno-
duchsie a rychlejSie metddy lyzy bakteridlnych buniek, pomocou ktorych sa
urcity podiel bakteridlnej DNA uvoliiuje do roztoku. Na dokaz salmonel
pomocou PCR sa uspeSne pouzili ako zdroj templdtove] DNA bunkové
lyzaty, pripravené povarenim suspenzie buniek [10], inkubdciou buniek
s proteindzou K [8,16], povarenim v pritomnosti ionového [15,17] alebo ne-
ionového detergentu [11], alebo s pouZitim komerénych siprav na pripravu
Ciastocne precistenej DNA [9,18]. Pri priprave templdtovej DNA lyzou bak-
teridlnych buniek je potrebné optimalizovat podmienky tak, aby dochddzalo
ku kvantitativnemu uvoliiovaniu DNA a pritom nie k jej degraddcii [12]. Aby
sa zabrdnilo inhibicii PCR, je mozné precistenie bunkového lyzatu [16], ale
spravidla postacuje, ak sa optimalizuje mnozstvo bunkového lyzatu, pouzité-
ho do PCR tak, aby bol dostatok amplifikovatelnej DNA a pritomné konta-
minanty eSte neinhibovali PCR.

Pri pouziti bunkovych lyzdtov nie je presne zndme, kolko amplifikova-
telnej templdtovej] DNA sa priddava do PCR, ani do akej miery je ucinnost
PCR ovplyvnena pritomnymi inhibitormi. Detekény limit PCR je preto
vhodné vyjadrovat vo vztahu k poctu detegovanych bakteridlnych buniek,
ktory je spravidla vicsi alebo rovny 102 KTC na reakciu, resp. pri vyjadreni
vo vztahu k hustote analyzovanej bakteridlnej suspenzie je spravidla vacsi
alebo rovny 104 KTC.ml-l. Pri vhodne zvolenych podmienkach lyzy pritom-
nost inej mikroflory (az do 103-nasobného nadbytku) neovplyviiuje detekény
limit PCR [12].
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Volba primerov na dokaz salmonel

DalSou podmienkou PCR je pouzitie vhodnych primerov komplementar-
nych k urcitym sekvencidm v templatovej] DNA [3,4]. Pri volbe primerov
na dokaz patogénnych baktérii je mozné vychddzat z urcitych génov, ktoré
koduju vlastnost charakteristickd pre dany patogén a ktorych nukleotidova
sekvencia je zndma. V diagnostike patogénnych mikroorganizmov su najéas-
tejSie vyuzivanymi markerovymi génmi tzv. patogénne determinanty, ¢o su
gény zucastiujuce sa pri interakcii patogénu s hostitelom. Takymito génmi
su gén invA zodpovedny za invaziu do eukaryotickej bunky [16,19,20], gén
spvA zodpovedny za virulenciu umiestneny na plazmide, gény kddujice syn-
tézu bakteridlnych fimbrii fimA [13] a agfA [21] a gény zabezpecujiice prijem
zeleza iroB [22]. Inou moZnostou je vyuzit Specifické useky génov zabezpe-
cujucich zdkladné zivotné funkcie, a preto pritomnych vo vsetkych (mikro)-
organizmoch, najcastejSie sa vyuZivaju variabilné oblasti génov pre rRNA

TaBUIKA 1. Cielové sekvencie pouzité na detekciu salmonel.
TaBLE 1. Target sequences used for Salmonella detection.

Ciclové Velkost Pocet
. produktu? testovanych Specificita* Citdciad
sekvencial .
[bp] kmertiov3
invA 275 630 4 falo$ne negativne vysledky 19
invA >45; 283 43S /53 NS |100 % 16
(nested)

invE-invA 457 47S/53 NS 100 % 20

fimA 85 376 S/40 NS | 100 % 13

iroB 606 189S /26 NS spemf}cka pre S. enterica, »
negativna pre S. bongori

nezndma 429 146 S / 86 NS fal(}sne negathI.le 25

funkcia 2 sérotypy S. arizona

pociatok 163 25S/16NS 100 % 24

replikdcie

hns 152 44S/45NS 100 % 18

ompC 159 60S/42NS |100 % 10

spvA 351 100S /31 NS SRGC}flea pre S.. enteritidis, 27
gén je na plazmide

S — Salmonella spp., NS — iné baktérie.
S — Salmonella spp., NS — non-Salmonella, 1 - target sequence, 2 - product size, 3 - number
of strains tested, 4 - specificity, 5 - reference.
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[23]. Podobne bol na detekciu salmonel pouzity Specificky usek kodujuci
pociatok replikdcie bakteridlneho chromozému [24]. Iny postup pre
vyhladanie Specifickych primerov pouzili Aabo a kol. [25], ktori ziskali
pomocou hybridizacie fragment DNA s nezndmou funkciou pritomny vylu¢-
ne v chromozome salmonel a na zdklade jeho sekvencie boli navrhnuté pri-
mery.

Kazdy navrhnuty par primerov je potrebné overit na dostato¢ne Sirokom
spektre kmenov, aby sa zistila selektivita detekcie a urdili sa pripadné falos-
ne pozitivne alebo faloSne negativne reagujice sérotypy [25,26]. Prehlad
niektorych génov pouZitych pri detekcii salmonel pomocou PCR uvadza
tabulka 1.

Amplifikacia DNA

Amplifikdcia DNA pomocou PCR je cyklicky proces v reakénej zmesi
obsahujucej tlmivy roztok, zmes nukleotidov, enzym termostabilni DNA-
polymerdzu, primery a templatovi DNA. Proces sa uskutociiuje v termo-
cykléri, ktory zabezpecuje inkubdciu vzoriek pri definovanych teplotach
podla naprogramovaného algoritmu. Vysledkom je zndsobenie mnoZstva
cielového fragmentu DNA, ktoré je moZzné ndsledne detegovat [3,4].
Aplikacia PCR na dokaz salmonel v potravinach nevyZaduje Specidlne modi-
fikdcie vSeobecne pouzivanych metodik, mozné je tiez pouZzivanie urychle-
nych teplotnych programov [17].

Identifikacia amplifikovaného fragmentu DNA

Identifikdcia amplifikovanych fragmentov DNA sa dosiahne bud na za-
klade ich velkosti alebo na zdklade pritomnosti urcitej sekvencie nukleotidov.
Na stanovenie velkosti resp. relativnej molekulovej hmotnosti fragmentov
DNA sa pouziva elektroforéza v agarézovom géli, ktory sa vyfarbuje rozto-
kom etidiumbromidu a vyhodnocuje v ultrafialovom svetle [4,28]. Pritomnost
urcitej sekvencie nukleotidov sa zistuje pomocou hybridizacie so sondou.
Vo vicSine pripadov postacuje na identifikdciu amplifikovanych fragmentov
DNA elektroforéza, ktord je pomerne lacnym a rychlym rieSenim. Hybridi-
zécia je na druhej strane exaktnejSia, a tieZ umoznuje robotizaciu. Hybridi-
zdciu s radioaktivne oznacenou sondou pouzili Jones a kol. [18], so sondou
oznacenou digoxigeninom pouzili Aabo a kol. [15] a so sondou pripravenou
pomocou biotinylovanych primerov a imobilizovani v mikrotitra¢nej
platnicke, s chemiluminiscenénym vystupom, pouzili Soumet a kol. [8].

157



Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research)

V pripade, Ze sa pri dokaze salmonel pomocou PCR s danymi primermi
amplifikuje jediny fragment DNA, je mozné jeho pritomnost urcit tiez
pomocou 5’-nukledzovej metddy [9].

Hodnotenie deteké¢ného limitu metod zalozenych na PCR

Detekény limit v sucasnosti dostupnych metdd na dOkaz salmonel
v potravindch zaloZenych na PCR stanovovali jednotlivi autori na vzorkdch
potravin umelo kontaminovanych kultirami salmonel. Ako matrice boli
pouzité potraviny, v ktorych sa salmonely najcastejSie vyskytujui — méaso, vaj-
cia, mlieko a vyrobky z nich, morské Zivocichy a pod. V niektorych pripadoch
sa podarilo dosiahnuf pozadovany detekény limit 100 KTC/25 g [9,12,15],
v inych bol vyssi alebo nie je k dispozicii dostatok udajov. Salmonely v pri-
rodzene kontaminovanych vzorkdch potravin su vSak vystavené roznym che-
mickym a fyzikdlnym vplyvom, a tieZ vplyvom sprievodnej, konkurencnej
mikrofldry. Preto su menej vitdlne a tazSie dokdzatelné, z coho vyplyva odlis-
nost detekéného limitu stanoveného na umelo a prirodzene kontaminova-
nych potravindch. Jednou z mozZnosti rieSenia tohoto problému je pouzitie
referen¢nych materidlov, obsahujicich definovany pocet stresovanych bak-
teridlnych buniek [12]. Z praktického hladiska je v§ak najddlezitejSie hod-
notenie detekéného limitu na prirodzene kontaminovanych potravindch.
Pri analyze prirodzene kontaminovanych vzoriek doteraz opisané metddy
nedosahuju reprodukovatelne rovnaky detek¢ny limit ako Standardnd meto-
da, t.j. 100 KTC/25 g.

Zaver

Napriek znaénému pokroku vo vyvoji metdd na dokaz salmonel v potra-
vindch zalozenych na PCR, zatial nie su k dispozicii metddy, ktoré by posky-
tovali vysledky ekvivalentné Standardnej kultivacnej metdde a vo vyvoji
metdd sa pokracuje.
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Detection of salmonella in food by methods based upon the polymerase chain reaction
KucHTA, T. - STEFANOVICOVA, A. - DRAHOVSKA, H.: Bull. potrav. Vysk., 37, 1998, p. 153-161.

SumMARY. The polymerase chain reaction (PCR), a method of the amplification of charac-
teristic DNA sequences, can be utilized to detect the bacteria from the genus Salmonella
in food. Currently available methods involve Salmonella enrichment by cultivation, extrac-
tion, amplification and analysis of DNA. Primers enabling a selective detection of Salmonella
have been described. Since direct extraction of DNA from food is laborious and time-con-
suming, it seems more suitable to enrich Salmonella by culture before the extraction. Several
protocols for Salmonella enrichment have been developed, ranging from a simple cultivation
in a non-selective broth to multi-step or branched methods, utilizing combinations of non-
selective and selective cultivations and, in some cases, the immunomagnetic separation.
A thorough isolation of DNA from the cultures prepared is not necessary, lysis of cells is used
to provide DNA instead. For the detection of Salmonella, rapid PCR-programmes produce
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satisfactory DNA amplification. The amplified DNA is usually analyzed by the agarose gel
electrophoresis, but hybridization protocols have been described as well, which allow
the automation of the entire method. However, achieving the equivalence of the results
of PCR-based methods with the standard cultivation one when naturally-contaminated food
samples are analyzed, remains a task for current research.
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