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Bakterije rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes so za Cloveka patogene
bakterije. Klasi¢ne metode doloc¢anja salmonel in listerij v zivilih so dolgotrajne, saj je za
rezultate potrebnih 5-10 dni. V zadnjih letih se vse bolj uveljavljajo metode na osnovi
verizne reakcije s polimerazo (PCR), saj so hitrejSe, bolj specificne in obcutljive kot
klasi¢ne metode doloc¢anja. Namen naSega dela je bil postavitev protokola multiple verizne
reakcije s polimerazo (mPCR) za soCasno doloCanje bakterij rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes. mPCR omogoca soCasno pomnozevanje ve¢ kot ene tarcne sekvence DNA
v eni sami encimski reakciji. Pri uporabi PCR za doloc¢anje patogenih bakterij v zivilih se
pojavlja veliko problemov, zato se ta metoda pogosto vkljuc¢i v postopek dolo¢anja po
obogatitvi zivila. Kot obogatitveno gojis¢e smo uporabili UPB (univerzalno obogatitveno
gojisce), ki omogoca socasno rast bakterij rodu Sal/monella in vrste L. monocytogenes.
Bakterije rodu Salmonella so se v mesani kulturi z bakterijami vrste L. monocytogenes v
UPB namnozile vsaj do koncentracije 107 cfu/ml in bakterije vrste L. monocytogenes so se
v meSani kulturi z bakterijami rodu Salmonella namnozile vsaj do koncentracije 10* cfu/ml.
Sotasna rast obeh omenjenih skupin bakterij v gojis¢u UPB (24 h pri 35 °C) je tako
primerna za njuno kasnejSe dolo¢anje z PCR. Za encimsko reakcijo smo uporabili par
specificnih oligonukleotidnih zaCetnikov za bakterije rodu Sa/monella (ST11/ST15) in par
specificnih oligonukleotidnih zacetnikov za bakterije vrste Listeria monocytogenes
(LM1/LM2) v eni sami reakciji ter reakcijo optimizirali. Obcutljivost mPCR reakcije za
bakterije rodu Salmonella je bila 10° cfu/ml ne glede na koncentracijo bakterij L.
monocytogenes in 10° cfu/ml za bakterije vrste L. monocytogenes ne glede na koncentracijo
bakterij rodu Salmonella. Z optimiziranim protokolom za mPCR smo tako vedno dobili
pozitiven rezultat za bakterije rodu Salmonella in negativen rezultat za bakterije vrste L.
monocytogenes v tistih koncentracijah, do katerih omenjeni skupini bakterij socasno
zrasteta v UPB. Z uvedbo nPCR (zaporednega PCR) smo dobili pozitivne rezultate tudi za
bakterije vrste L. monocytogenes. nPCR je sledil predhodno izvedenemu mPCR. Tako smo
dosegli glavni cilj naloge — to je postavitev protokola, ki bi ga lahko uporabili za soCasno
dolocitev bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes v zivilu.
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AB  Salmonella spp. and Listeria monocytogenes strains are human pathogens. Classical
detection methods for these pathogens in foods are time-consuming and require several
days (5—10) before results are obtained. In recent years PCR-based methods have been
reported as a rapid, specific and sensitive alternative to classical detection methods. The
purpose of our work was to develop a multiplex polymerase chain reaction (mPCR) for
simultaneous detection of Salmonella spp. and L. monocytogenes. mPCR allows the
simultaneous amplification of more than one target sequence in a single enzyme reaction.
Since there are several problems, when using PCR method to detect foodborne pathogens,
enrichment of food sample is often used before PCR detection. As an enrichment medium
we used UPB (Universal preenrichment broth), which allows simultaneous growth of
Salmonella and L. monocytogenes. Salmonella in mixed culture with L. monocytogenes in
UPB multiplied to at least 10’ cfu/ml and L. monocytogenes in mixed culture with
Salmonella, multiplied to at least 10* cfu/ml. The simultaneous growth of both pathogens in
UPB (24 h at 35 °C) was appropriate for their subsequent PCR detection. Specific primer
pairs for Salmonella (ST11/ST15) and L. monocytogenes (LM1/LM2) were used in one
amplification reaction and PCR was optimized. The detection limit of mPCR was 10
cfu/ml for Salmonella irrespective to L. monocytogenes concentration and 10° cfu/ml for L.
monocytogenes irrespective to Salmonella concentration. With optimized protocol of
mPCR we always got a positive result for Salmonella and a negative result for L.
monocytogenes by concentrations achieved with simultaneous growth of Salmonella and L.
monocytogenes in UPB. Positive results for L. monocytogenes were obtained by using
nPCR (nested PCR) after mPCR. Thus we have achieved the main goal of our work — this
is to set the protocol, which could be used for simultaneous detection of bacteria
Salmonella and L. monocytogenes in food.
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1 UVOD

Salmoneloza in listerioza sta bolezni, ki sta najpogosteje povezani z zauzitjem Zivil
kontaminiranih z bakterijami rodu Salmonella oziroma vrste Listeria monocytogenes. Zato
je pravocasno odkritje patogenih bakterij v Zzivilih izjemnega pomena za zdravstveno
varstvo potrosnikov.

Zivila v katerih so bakterije vrste L. monocytogenes najpogosteje prisotne so mleko, mehki
siri, sladoled, pred-pripravljena in ohlajena Zivila, surovo meso, perutnina, ribe (Jersek,
2006). Bakterije vrste L. monocytogenes so na okoljske dejavnike zelo odporne, saj v
zivilih lahko preZivijo niz tehnoloskih operacij kot so suSenje, zamrzovanje, soljenje in
razsoljevanje (Adami¢ in sod., 2003). Zivila so tako ugodno okolje za njihov razvoj, saj
lahko rastejo pri temperaturah hladilnika, nizkem pH in relativno visoki koncentraciji soli
(Gandhi in Chikindas, 2007; Yang in sod., 2007).

Kljub temu, da se bakterije vrste L. monocytogenes pogosto pojavljajo v razli¢nih Zivilih,
je incidenca humane listerioze na sreco nizka. Listerioza je bolezen, ki ogroza predvsem
riziéne skupine ljudi, kamor priStevamo nosecnice, dojencke, starejSe in ljudi z oslabelim
imunskim sistemom. Kljub nizki incidenci pa je smrtnost najvi§ja med bakterijskimi
okuzbami s kontaminirano hrano in se giblje med 20-50 % (Program monitoringa...,
2010).

Salmoneloza sodi med najpogosteje prijavljene okuzbe s hrano tako v svetu kot tudi pri
nas. V Sloveniji je salmoneloza Ze nekaj let med desetimi najpogosteje prijavljenimi
nalezljivimi boleznimi in najpogostejSi bakterijski povzroitelj gastroenterokolitisov
(Epidemiolosko..., 2010). Leta 2003 so prijave dosegle vrh, ko je incidenca znaSala
201/100.000 prebivalcev. S tem se je Slovenija uvrstila med drzave z najvisjo incidenco
salmoneloze v Evropi. Vecina ljudi preboli salmonelozo brez zapletov v nekaj dneh. Potek
bolezni je odvisen od imunske odpornosti gostitelja in koli¢ine zauzitih salmonel.
Umrljivost je obi¢ajno nizka (manj kot 1 %) (Milohnoja, 2003).

Bakterije rodu Salmonella so v naravi zelo razsirjenje, posebno kot Crevesni paraziti
razli¢nih sesalcev, ptic in ¢loveka. Najpogosteje so prisotne v Zivilih kot so: perutnina,
jajca, svinjina, Zivila, ki vsebujejo jajca, nepasterizirano mleko, mleko v prahu (Wray,
2003).

Bakterije vrste L. monocytogenes, kot tudi bakterije rodu Salmonella, po Zakonu o
zdravstveni ustreznosti Zivil in izdelkov ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili (2000), v
zivilih ne smejo biti prisotne, zato je zelo pomembna njihova hitra in zanesljiva detekcija.

Klasi¢ne mikrobioloske metode izolacije in identifikacije vkljucujejo bolj ali manj
selektivno primarno obogatitev, sekundarno selektivno obogatitev, izolacijo ter
identifikacijo z morfoloSkimi in biokemijski testi ter serolosko tipizacijo. Kljub temu, da
omogocajo dobro specifi¢nost in obcutljivost, so delovno in materialno zahtevne ter zelo
dolgotrajne. Rezultati so znani Sele v 7-10 dneh (Jofre in sod., 2005), kar je za
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zagotavljanje mikrobiolosko ustreznih zivil lahko Ze prepozno. Poleg tega se fenotipske
lastnosti, preko katerih se identificira dolocena bakterija, v€asih ne izrazijo oziroma je
njihova interpretacija tezavna. Zato je identifikacija mikroorganizmov, ki temelji izklju¢no
na njihovih fizioloskih in biokemijskih lastnostih lahko dvoumna (Malorny in sod., 2003;
Settani in Corsetti, 2007). Samo pravoCasna in natan¢na detekcija patogenih
mikroorganizmov v zivilih lahko prepreci S$iritev bolezni, ki so posledica uZzivanja
kontaminiranih Zivil. Zato je trend raziskav v razvoju ¢im hitrejSih detekcijskih metod, ki
bi bile enako obcutljive in specifi¢ne kot klasicne mikrobioloske metode (Lazcka in sod.,
2007).

Med alternativnimi metodami dolo¢anja bakterij v zivilski mikrobiologiji se zaradi svoje
hitrosti, dobre specifi¢nosti in obcutljivosti, moZnosti avtomatizacije, moznosti dolo¢anja
mikroorganizmov z netipi¢nimi fenotipskimi lastnostmi, Cedalje pogosteje uporablja
verizna reakcija s polimerazo (PCR). PCR je priro¢na metoda v molekularni biologiji, ki
omogoca pomnozitev specificnih delov tarcne DNA, v razmerah in vitro, s pomocjo
termostabilnega encima DNA-polimeraza. Zanesljivost metod, ki vkljucujejo PCR, je v
veliki meri odvisna od Stevila iskanih bakterij in od vrste preiskovanega zivila, saj mnoge
sestavine Zivila lahko zavirajo encimsko reakcijo. Zato se pogosto pred samo reakcijo

.....

V naSem eksperimentalnem delu smo uporabili multiplo verizno reakcijo s polimerazo
(mPCR) za so€asno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes.
mPCR omogoc¢a soCasno pomnozevanje ve¢ kot ene tarcne sekvence DNA, znotraj ene
same PCR (Jofre in sod., 2005). S so¢asnim pomnoZevanjem obeh tar¢nih sekvenc v eni
sami reakciji prihranimo veliko Casa, dela, reagentov in zmanjSamo Stevilo potrebnih
reakcij v primerjavi s posami¢nim pomnozevanjem omenjenih tar¢nih sekvenc DNA.

1.1 CILJI NALOGE

Namen naSega dela je bil postavitev protokola multiple verizne reakcije s polimerazo
(mPCR) za socasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes. V ta
namen smo postavili naslednje cilje:

e poiskati obogatitveno gojiS€e, v katerem bi se obe skupini bakterij socasno
namnozile do zadostne koncentracije za dolocCitev z mPCR,

e izbrati takSne razmere soCasnega pomnozevanja DNA, ki bodo dovoljevale
socasno pomnoZevanje specificnega dela DNA bakterij rodu Sa/monella in hkrati

e pomnoZevanje specificnega dela DNA bakterij vrste L. monocytogenes,

e optimizirati protokol mPCR tako, da bomo lahko z njim so€asno dolocili obe
skupini bakterij v tistth koncentracijah, do katerih soCasno zrasteta v
obogatitvenem gojiscu,

e skrajSati in poenostaviti postopek dolocanja omenjenih bakterij, v primerjavi z
klasi¢nimi metodami doloc¢anja.
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevamo, da bomo z dvema paroma specifi¢nih oligonukleotidnih zacetnikov ob
ustrezni izbiri razmer pomnozevanja z mPCR lahko socasno dolocili bakterije rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes v modelni raztopini v tistih koncentracijah, do
katerih omenjeni skupini bakterij soCasno zrasteta v izbranem obogatitvenem gojiscu.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 LASTNOSTI BAKTERIJ RODU Salmonella in VRSTE L. monocytogenes

2.1.1 SplosSne lastnosti

Bakterije rodu Salmonella spadajo v druZino Enterobacteriaceae. Rod Salmonella, ki je
dobil ime leta 1885 po patologu Salmonu, danes delimo na dve vrsti: S. bongori in S.
enterica (Garrity in sod., 2004; Yan in sod.; 2003, Wray, 2003). Vrsta S. bongori obsega
21 sevov, katerih primarni izvor so hladnokrvne zivali in okolje, le redko sesalci (Yan in
sod., 2003). Vrsta S. enterica se deli v Sest podvrst (Yan in sod., 2003; Garrity in sod.,
2004):

o Salmonella enterica podvrsta enterica
Salmonella enterica podvrsta salamae
Salmonella enterica podvrsta arizonae
Salmonella enterica podvrsta diarizonae
Salmonella enterica podvrsta houtenae
Salmonella enterica podvrsta indica

Klasifikacija bakterij rodu Salmonella se je razvila na osnovi sistema, ki temelji na
seroloski identifikaciji somatskega (O), flagelarnega (H) in kapsularnega (Vi) antigena. Na
podlagi takSne identifikacije je dandanes poznanih ze okoli 2500 sevov rodu Salmonella
(Wray, 2003). Preko 99 % salmonel spada v vrsto Salmonella enterica, blizu 60 % sevov
te vrste spada v podvrsto enterica (Garrity in sod., 2004; Yan in sod., 2003).

Vendar vecina sevov bakterij rodu Salmonella ni dobila imena po antigenu, ampak po
boleznih, ki jih povzrocajo pri ljudeh in Zivalih (npr. S. Enteritidis, S. Typhimurium),
oziroma po geografski lokaciji, kjer je bil sev prvi¢ izoliran (npr. S. Dublin) (Yan in sod.,
2003).

Primarno Zivljenjsko okolje salmonel je prebavni trakt ljudi in Zivali. Salmonele so
gramnegativne, katalaza-pozitivne in fakultativno anaerobne palcke. Kot edini vir ogljika
izkori$¢ajo citrat iz triptofana, ne tvorijo pa indola. Nitrite reducirajo v nitrat. Glukozo
navadno razgrajujejo brez oblikovanja plina, laktoze ne cepijo. Optimalna temperatura za
rast je 37 °C, razmnoZujejo se pri temperaturah med 7 in 47 °C. Temperatura nad 65 °C jih
hitro uni¢i. RazmnoZujejo se pri pH od 4,5 do 9, pri ¢emer minimalno vrednost pH, ki Se
omogoca razmnozevanje, doloca vrsta prisotne kisline (Adamic€ in sod., 2003).

Bakterije vrste L. monocytogenes so prvi¢ izolirali ze leta 1926 in mnogo let po odkritju je
bila to edina vrsta rodu Listeria. Danes se v rod Listeria uvr§€a 6 vrst (Garrity in sod.,
2004; Rocourt in Buchrieser, 2007):

e Listeria monocytogenes

e Listeria ivanovii

e Listeria innocua

o Listeria seeligeri



Kocmur T. Optimizacija metode mPCR za so¢asno doloanje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes.  §
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

o Listeria welshimeri
e Listeria grayi

Bakterije vrste L. monocytogenes so grampozitivne, kokoidne do palicaste oblike, gibljive,
sicer nesporogene, a relativno zelo odporne proti razlicnim dejavnikom okolja.
Razmnozujejo se v §irokem temperaturnem obmod&ju od 1 do 45 °C in pri vrednosti pH od
4,4 do 9,6 (Rocourt in Buchrieser, 2007; Adami¢ in sod., 2003). Sposobne so rasti v
mediju, ki vsebuje 10 % NaCl, prezivijo pa tudi vi§je koncentracije (Sauders in
Wiedmann, 2007). Zato jih razmeroma pogosto izoliramo v okolju. Izmed vseh
nesporogenih bakterij so najbolj odporne proti razlicnim vplivom okolja. Listerije unici
Sele temperatura 80 'C, preZivijo suSenje, zamrzovanje, soljenje, pri 22 °C pa se hitro
razmnozujejo (Milohnoja, 2003). Omenjene bakterije so aerobne do mikroaerofilne,
katalaza-pozitivne in citokromoksidaza-negativne. Za bakterije vrste L. monocytogenes, ki
so patogene za Cloveka je znacilno, da tvorijo B-hemolizo na krvnem agarju, izkoriScajo
ramnozo in ne ksiloze, ter imajo pozitiven test CAMP (Adami¢ in sod., 2003). Rast
bakterij je ustavljena ali mo¢no inhibirana v anaerobnih razmerah in pri pH, manjsih od
5,6 (Jersek, 2006).

2.1.2 RazSirjenost in patogenost

Salmonele so v naravi zelo razSirjene. Primarni izvor salmonel je prebavni trakt ljudi in
zivali (domacih zivali, plazilcev, ptic in obCasno insektov). V¢asih so prisotne tudi v
drugih delih telesa. Organizem jih izlo¢i preko blata, od tu pa lahko preko razli¢nih
prenasalcev pridejo v vodo in Zivila (JerSek, 2006). Bakterije rodu Salmonella so sposobne
preziveti v naravnem okolju zunaj gostitelja razlicne okoljske dejavnike kot so son¢na
svetloba, pomanjkanje hranil, nihanje temperature. Tako lahko prezivijo v blatu zivali tudi
do 12 tednov (Wray, 2003).

Bakterije rodu Salmonella so najpogosteje prisotne v zivilih kot so: perutnina, jajca,
svinjina in Zivila, ki vsebujejo jajca, nepasterizirano mleko, mleko v prahu. Pogosto je
vzrok za okuZzbo preko Zivil tudi ¢asovni zamik med pripravo Zivila in njegovo porabo, saj
se Stevilo celic v tem ¢asu hitro poveca (Wray, 2003).

MikrobioloSke raziskave na belgijskem trzis¢u so pokazale, da je 38,5 % trupov perutnine
okuZenih z bakterijami rodu Sa/monella (Uytendaelle in sod., 1999). Podobne rezultate so
dobili tudi Yildirim in sod. (2011), ki so v svoji S§tudiji raziskovali pogostnost
kontaminacije trupov perutnine na turS§kem trziscu.

Bakterije rodu Salmonella, Se posebno serotipov S. Enteritidis in S. Typhimurium, so
pogost vzrok za salmonelozo. Znacilni znaki salmoneloze so diareja, bruhanje, vrocina,
slabost in abdominalne bolecine, ki se najpogosteje pojavijo po 12—36 urah in trajajo 2-5
dni. Intenzivnost bolezni je odvisna od imunske odpornosti gostitelja in koli¢ine zauzitih
salmonel. Umrljivost je obicajno nizka (manj kot 1 %). Infektivna doza, ki povzroca
obolenje, se giblje med 10 in 10° celic in je odvisna od odpornosti okuZene osebe, vrste
zivila, vrste salmonel in Zelod¢ne vsebine (Milohnoja, 2003).
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Salmoneloza sodi med najpogosteje prijavljene okuzbe s hrano, tako v svetu kot tudi pri
nas. V Sloveniji je salmoneloza Ze nekaj let med desetimi najpogosteje prijavljenimi
nalezljivimi boleznimi in najpogostejSi bakterijski povzrocitelj gastroenterokolitisov.
Visoko Stevilo prijav je bilo predvsem v obdobju 2002—2004. Leta 2003 so prijave dosegle
vrh, ko je incidenca znaSala 201/100.000 prebivalcev. S tem se je Slovenija uvrstila med
drzave z najvi§jo incidenco salmoneloze v Evropi. Podobno kot v vecini drzav Evropske
unije je incidenca salmoneloz po letu 2003 zacela padati. 5-letna povprecna incidenca
(obdobje 2005-2009) je znasala 60,58. (Epidemiolosko..., 2010; Program monitoringa...,
2010). V ZDA povzrocijo bakterije rodu Salmonella od 800.000 do 4 milijone okuZzb ter
500 smrtnih primerov vsako leto (Helmick in sod., 1994).

Bakterije vrste L. monocytogenes so v naravi zelo razSirjene, najdemo jih v razpadajoci
vegetaciji, zemlji, zivalskem blatu, odpadnih vodah. Priblizno 5-10 % ljudi ima bakterije
L. monocytogenes v prebavnem traktu (JerSek, 2006).

Prisotnost bakterij vrste L. monocytogenes v mnogih zivilih je predvsem posledica
navzkrizne kontaminacije konénih izdelkov. Zivila so ugodno okolje za njihov razvoj, saj
lahko rastejo pri temperaturah hladilnika, nizkem pH in relativno visoki koncentraciji soli
(Gandhi in Chikindas, 2007; Yang in sod., 2007). Najpogosteje so bakterije vrste L.
monocytogenes prisotne v mleku, mehkih sirih, sladoledu, pred-pripravljenih in ohlajenih
zivilih, surovem mesu, perutnini, ribah (JerSek, 2006).

Zdravstveni inSpektorat republike Slovenije poroca, da je bilo v letih 2004-2006
povprecno 5 % vzorcev razlicnih zivil kontaminiranih z bakterijami vrste L.
monocytogenes. Vzorcili so skupine zivil, pri katerih se bakterije vrste L. monocytogenes
pogosto pojavljajo zaradi neustreznega izvajanja proizvodne oziroma higienske prakse.
Raziskave so pokazale, da so bile v 40 % vzorcev mletega mesa potrjene bakterije vrste L.
monocytogenes. V letu 2007 so bile bakterije vrste L. monocytogenes najpogosteje
prisotne v delikatesnih mesnih izdelkih (tatarski biftek, mesni karpaco; 20 % vzorcev) in v
delikatesnih zivilih z dolgim rokom uporabe (mesna tlaenka; 14 % vzorcev).
Veterinarska uprava republike Slovenije je leta 2007 v okviru uradnega nadzora mesnic
potrdila bakterije vrste L. monocytogenes v 6 od 78 vzorcih razlicnih mesnih pripravkov
oziroma mesnih izdelkov (Program monitoringa zooonoz..., 2010).

Kljub temu, da se bakterije vrste L. monocytogenes pogosto pojavljajo v razli¢nih Zivilih,
je incidenca humane listerioze nizka. Listerioza, ki se lahko pojavi v razli¢nih oblikah, je
oportunisti¢na infekcija, ki prizadene predvsem ljudi z oslabelim imunskim sistemom,
starejSe od 65 let, nosecnice, nerojene otroke in dojencke (Gandhi in Chikindas, 2007;
Jersek, 2006). Inkubacijska doba pred nastopom bolezni je lahko dolga do 10 tednov, kar
mocno otezi doloCanje bakterij in iskanje povezav z potencialno kontaminirano hrano.
Listerioza se najpogosteje kaze kot meningitis, sepsa, kot infekcija centralnega zivénega
sistema. Simptomi listerioze so pogosto vro¢ina, bole€ine v miSicah in gastrointestinalni
simptomi, kot sta slabost in diareja. Pri nosecnicah lahko listerioza povzroci prezgodnji
porod, splav ali Stevilne zdravstvene tezave pri novorojencku (Gandhi in Chikindas, 2007,
Churchill, 2006). Kljub temu, da je incidenca listerioze nizka, je smrtnost najvisja med
bakterijskimi okuzbami s kontaminirano hrano in se giblje med 20-50 % (Program
monitoringa..., 2010; Adami¢ in sod., 2003; Jersek, 2006).
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Minimalna koncentracija celic bakterij vrste L. monocytogenes, ki jih moramo zauziti, da
pride do okuzbe, ni znana (Churchill, 2006). Kljub temu, da naj bi bila minimalna
infektivna doza visja od 100 zivih celic, je vecina drzav sprejela zakonodajo, ki navaja, da
bakterije vrste L. monocytogenes v zivilih ne smejo biti prisotne (Yang in sod., 2007).

2.1.3 Doloc¢anje bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes s klasi¢nimi
mikrobioloSkimi metodami

Klasi¢ne metode za dolo¢anje bakterij rodov Salmonella in Listeria temeljijo na obogatitvi

.....

.....

2000; Li in sod., 2000).

Pri dolocanju bakterij rodu Sal/monella po standardu SIST EN ISO 6579: 2003/AC: 2004
(2004) je potrebna primarna obogatitev v gojis¢u BPW, ker lahko Zivilo vsebuje nizko
Stevilo bakterij rodu Salmonella, v primerjavi z ostalimi bakterijami v zivilu. Gojisce
BPW ne vsebuje selektivnih dodatkov, zato omogoca rast in razmnozevanje tudi

.....

.....

drugo selektivno gojisce je prepusceno izbiri. Za potrditev bakterij rodu Salmonella se
vzame 5, za salmonele znagilnih kolonij in se jih precepi na gojis¢e NA. Ce po 24 urni
inkubaciji zrastejo 1-2 mm velike, okrogle kolonije beige barve, se naredijo naslednji
biokemijski testi: trojni sladkor, gojiS¢e z ureo, gojis¢e za dekarboksilacijo L-lizina,
dolocanje B-galaktozidaze, reakcija Voges-Proskauer in tvorba indola. Sledi seroloska
tipizacija, pri cemer se doloc¢a prisotnost Salmonella O-, Vi- in H-antigenov, pri vzorcih,
kjer biokemijskimi testi niso ovrgli moznosti, da preiskovana bakterijska kultura spada v
rod Salmonella.

Pri doloCanju bakterij vrste L. monocytogenes po standardu SIST EN ISO 11290-
1:1997/A1:2005 (2005) je potrebna primarna obogatitev v obogatitvenim gojis¢em Half
Fraser, ker zivilo lahko vsebuje nizko Stevilo bakterij vrste L. monocytogenes in visoko
skupno Stevilo bakterij. Gojis¢e Half Fraser vsebuje polovicno koncentracijo selektivnih
sestavin in tako omogoca rast in razmnozevanje tudi poskodovanim celicam. Sledi
sekundarna obogatitev v gojiScu Fraser. Za izolacijo listerij je predpisano selektivno trdo
gojis¢e ALOA, drugo selektivno gojiSce je prepusceno izbiri. Za potrditev bakterij rodu
Listeria se vzame z vsake plos¢e po 5, za listerije znacilnih kolonij in se jih precepi na
gojisée TSYEA. Ce po 24 urni inkubaciji zrastejo 1-2 mm velike, konveksne, prosojne
kolonije, se za njihovo potrditev naredijo naslednji testi: test na katalazo, barvanje po
Gramu in test gibljivosti. Za potrditev bakterij vrste L. monocytogenes se naredijo Se
naslednji testi: hemoliza, izkori§¢anje ogljikovih hidratov in test CAMP.
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2.2 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

2.2.1 Princip PCR

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je prirocna metoda v molekularni biologiji, ki
omogoc¢a pomnozitev specificnih delov taréne DNA, v razmerah in vitro, s pomocjo
termostabilnega encima DNA-polimeraza (JerSek, 2009; Li in sod., 2000). Pomnozitev
poteka v posebnem termostatu, ki omogoca zvezno spreminjanje temperature Vv
posameznem ciklu. Vsak cikel je razdeljen v tri glavne faze (slika 1) (JerSek, 2009; Broll,
2010):

e denaturacija dvoverizne tarcne DNA tako, da dobimo enoverizno molekulo,

e prileganje specifi€nih oligonukleotidnih zacetnikov na komplementarno mesto

tarcne DNA,
e podaljSevanje molekule DNA s termostabilnim encimom DNA-polimeraza.

30 - 40 ciklov
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Slika 1: Princip PCR (Vierstraete, 1999)
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Za pomnozevanje specificnega dela DNA je potrebna reakcijska meSanica, ki poleg tarcne
DNA vsebuje encim DNA-polimerazo, specifiéna oligonukleotidna zacetnika,
deoksinukleotidtrifosfate vseh stirih baz (ANTP) v enakih koncentracijah, reakcijski pufer,
Mg (Broll, 2010; Jerek, 2009).

V vsakem ciklu se stevilo kopij podvoji. Pomnozke enostavno dokazemo z agarozno ali
akrilamidno gelsko elektroforezo in velikost pomnozkov primerjamo z fragmenti
molekularnega oznacevalca z znanimi velikostmi. Velikost pomnozka je doloCena z
razdaljo med obema oligonukleotidnima zacetnikoma (Olsen, 2000; Jersek, 2009).

Vsak potek PCR moramo glede na namen in izvedbo optimizirati, kar pomeni dolociti
optimalno sestavo reakcijske mesSanice, doloCiti temperaturno-casovni rezim, doloditi
optimalno Stevilo ponovitev ciklusa (JerSek, 2009).

2.2.2 Uporaba PCR v Zivilski mikrobiologiji

Zaradi tveganj povezanih s patogenimi bakterijami, ki so prisotne v Zivilih in njithovem
okolju, je trend raziskav v razvoju ¢im hitrejSih detekcijskih metod, ki bi bile enako
obcutljive in bi imele enako specifi¢nost kot klasicne mikrobioloSke metode (Brehm-
Stecher in Johnson, 2007). Klasicne mikrobioloSke metode izolacije in identifikacije
vkljuCujejo bolj ali manj selektivno primarno obogatitev, sekundarno selektivno
obogatitev, izolacijo ter identifikacijo z morfoloskimi in biokemijski testi. Metode so
delovno in materialno zahtevne, rezultati so znani po 7-10 dneh (Jofre, 2005; Malorny in
sod., 2003).

Med alternativnimi metodami dolo¢anja bakterij v zivilski mikrobiologiji se zaradi svoje
hitrosti, dobre specificnosti in obcutljivosti, moZnosti avtomatizacije, moznosti dolo¢anja
mikroorganizmov z netipi¢nimi fenotipskimi lastnostmi, ¢edalje pogosteje uporablja PCR
(Olsen, 2000; Brehm-Stecher in Johnson, 2007; Malorny in sod., 2003).

Glavni problemi, ki spremljajo PCR, so visoka obcutljivost na kontaminacijo, inhibicija
encimske reakcije z mnogimi sestavinami Zivila, s sestavinami gojiS¢ ali s sestavinami
uporabljenimi za ekstrakcijo DNA in relativno visok prag obéutljivost (10° cfu/ml), glede
na majhen volumen reakcijskega vzorca. Patogeni mikroorganizmu pa so obicajno v Zivilu
prisotni v nizjem Stevilu (Olsen, 2000). Poseben problem PCR je nezmoZnost loCevanja
med Zivimi in mrtvimi celicami. Namre¢ toplotno obdelana Zivila lahko vsebujejo mrtve
ali poskodovane celice, ki se ne morejo razmnozevati in tako nimajo vpliva na varnost
zZivila, vseeno pa lahko dajo pri PCR pozitiven rezultat. (Brehm-Stecher in Johnson, 2007,
Olsen, 2000; Lazcka in sod., 2007). Direktno dolo¢anje mikroorganizmov s PCR v zivilih
je zato precej tezavno.

Tako vecina metod, ki temeljijo na PCR, vklju¢uje predhodno obogatitev vzorca v

.....

razredCevanje, centrifugiranje, filtracija in imunomagnetno koncentriranje. S temi koraki
lahko taréne mikroorganizme ucinkovito lo€imo od potencialnih inhibitorjev PCR in
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kompetativne mikroflore v zivilih, ter jih koncentriramo v majhen volumen (Kuchta,
2006b; Olsen, 2000; Brehm-Stecher in Johnson, 2007).

2.2.3 Multipli PCR

Multipli PCR (mPCR) omogoc¢a socasno pomnoZzevanje ve€ kot ene taréne sekvence DNA
znotraj ene same PCR (Jofre in sod., 2005; Lazcka in sod., 2007; Hsih in Tsen, 2001;
Settanni in Corsetti, 2007). Na ta nacin lahko prihranimo veliko ¢asa, dela in reagentov.
Vendar je postavitev protokola mPCR zahteven proces, saj pogosto prihaja do tekmovanja
parov oligonukleotidnih zaCetnikov za reagente in na sploSno do interakcij med
posameznimi reakcijami. Zaradi tega prihaja do lazno negativnih rezultatov, Se posebej
kadar je koncentracija tarénih DNA razli¢na (Kuchta, 2006a).

Od njegove predstavitve leta 1988 se metoda uporablja na mnogih podroc¢jih preiskovanja
DNA, kot so analize delecij, analize mutacij, analize polimorfizmov, detekcije patogenih
mikroorganizmov (Broll, 2010).

Poskus uporabe ve¢ kot treh parov oligonukleotidnih zafetnikov v eni sami PCR, se
pogosto izkaze za neuspeSen, ker se obcutljivost dolocitve ene tarcne DNA obcutno
zmanjSa (Broll, 2010). Zato se v praksi svetuje uporaba samo dveh parov
oligonukleotidnih zacetnikov v eni sami reakciji (ang. duplex PCR) (Kuchta, 2006a).

Pri socasnem dolocanju bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z mPCR se
lahko zgodi, da kadar je razlika v koncentracijah omenjenih skupin bakterij ve&ja od 107
cfu/ml, dobimo za bakterije prisotne v manjSini negativen rezultat. Razlicni avtorji
navajajo, da prihaja v mPCR do nekaksnega tekmovanja med oligonukleotidnimi zacetniki
za sestavine PCR-meSanice, kar lahko vpliva na sam potek reakcije (Hsih in Tsen, 2001).
Prav nasprotno pa je mPCR izredno preprosta in zanesljiva metoda za socasno dolocanje
bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes, kadar omenjeni bakteriji dolocamo
direktno iz kolonij in je uporaba mPCR lahko alternativa biokemic¢ni potrditvi bakterij
(Joftre in sod., 2005).

2.2.4 Zaporedni PCR

Ceprav teoreti¢no za doseganje pozitivnega signala pri PCR zadostuje Ze ena sama taréna
molekula DNA, v praksi to ponavadi ne drzi. Pogosto se zgodi, da pri vzorcih, ki
vsebujejo zelo nizko koncentracijo taréne DNA, kljub Stevilnim ukrepom ne moremo
dobiti pozitivnega rezultata. Ena od moZnosti za odpravo tega problema je zaporedni PCR
(ang. nested PCR; nPCR).
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Pri zaporednem PCR gre za kombinacijo dveh PCR, ki si sledita ena za drugo. Kot tar¢no
DNA se v drugi PCR (zaporednem PCR) vzame pomnozke iz prve PCR reakcije (Broll,
2010).

Uporaba nPCR lahko izboljsa obcutljivost PCR (Levin, 2003). Herman in sod. (1995)
navajajo, da se je obcutljivost PCR za doloCanje bakterij vrste L. monocytogenes v
surovem mleku obcutno izboljSala z uporabo nPCR. S prvo reakcijo so lahko dolocili do
10* bakterij vrste L. monocytogenes v 25 ml mleka, po nPCR pa so lahko dologili 5-10
bakterij v 25 ml mleka.

Zaporedni PCR se pogosto uporablja za povecanje specificnosti PCR metode. V tem
primeru se s pomocjo prvega para oligonukleotidnih zacetnikov pomnoZi specifi¢ni
fragment tar¢ne molekule DNA, z drugim parom pa nato pomnozimo interno sekvenco
pomnozkov iz prve reakcije (Olsen, 2000; Levin, 2003).

2.3 SOCASNO DOLOCANJE BAKTERI] RODU Salmonella in VRSTE Listeria
monocytogenes z mPCR

2.3.1 Univerzalno obogatitveno gojis¢e (UPB)

Zakon o zdravstveni ustreznosti zivil in izdelkov ter snovi, ki prihajajo v stik z zivili
(2000) med drugim predpisuje, da je zivilo zdravstveno ustrezno, €e ne vsebuje
mikroorganizmov in parazitov oziroma njihovih razvojnih oblik ali izlockov, ki lahko
Skodljivo vplivajo na zdravje ljudi. To pomeni, da bakterije rodu Sa/monella in vrste L.
monocytogenes v zivilih ne smejo biti prisotne. Ker je prag obcutljivosti PCR metode
okoli 10° cfu/ml, patogeni organizmi pa so v Zivilu lahko prisotni v nizjem $tevilu, ve¢ina
lahko 1zognemo tudi lazno pozitivnim rezultatom, ki so posledica prisotnosti mrtvih celic
v vzorcu (Kuchta, 2006b; Olsen, 2000).

Pri razvoju metode soCasnega dolocCanja bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria
monocytogenes je bilo tako potrebno najprej poiskati gojis€e v katerem bi se omenjeni
skupini bakterij lahko soasno namnozile do zadostne koncentracije za dolocitev z PCR
(Bhaduri in Cottrell, 2001). Poleg tega je moralo gojis¢e omogocati rast in razmnozevanje
tudi poSkodovanim celicam, ki so v Zivilih pogosto prisotne zaradi raznih tehnoloskih
postopkov, kot so zmrzovanje, dehidracija, izpostavljenost visokim temperaturam. Vecina
selektivnih gojiS¢ vsebuje razlicne selektivne sestavine, ki zavirajo rast ¢im vecjega Stevila
organizmov, ki so lahko prisotni v zivilih, ne motijo pa rasti tarénega organizma. Vendar
pogosto zavirajo ali upo€asnijo rast tudi poskodovanim celicam (Zhao in Doyle, 2001).

Kot obogatitveno gojis€e za soCasno rast omenjenih skupin bakterij lahko uporabimo
gojisc¢e UPB, ki sta ga leta 1992 razvila Bailey in Cox (Zhao in Doyle, 2001; Bhaduri in
Cottrell, 2001; Hsih in Tsen, 2001; Bhagwat, 2003; Paternoster, 2009).
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Univerzalno obogatitveno gojis¢e (UPB) ima veliko pufersko kapaciteto in nizko vsebnost
ogljikovih hidratov, s ¢imer je preprecen padec vrednosti pH, ki bi ga lahko povzrocili
kisli metabolni produkti razlicnih mikroorganizmov, ki so naravno prisotni v zivilih. Prav
tako omogoca rast poSkodovanim organizmom (Bailey in Cox, 1992; Bhaduri in Cottrell,
2001).

Bakterije rodu Salmonella in bakterije rodu Listeria se kot Cisti kulturi v gojis¢u UPB po
24-urni inkubaciji pri 35 °C namnoZijo do koncentracije 10° cfu/ml. Bakterije rodu
Salmonella se v enakovredni meSani kulturi z bakterijami rodu Listeria v gojis¢u UPB
prav tako namnoZijo do koncentracije 10° cfu/ml, medtem ko se bakterije rodu Listeria v
enakovredni mesani kulturi z bakterijami rodu Salmonella namnoZijo do koncentracije 10°
cfu/ml (24-urna inkubacija v gojiséu UPB pri 35 °C). Bakterije rodu Listeria tako nimajo
vpliva na rast bakterij rodu Salmonella, na drugi strani pa je rast bakterij rodu Listeria v
prisotnosti rodu Salmonella zmanjsana za 10° cfu/ml (Bailey in Cox, 1992).

Gojis¢e UPB omogoca rast tudi bakterijam, ki so bile pred inkubacijo v gojis¢u UPB
izpostavljene temperaturnim Sokom. V tem primeru se obe omenjeni skupini bakterij po
24-urni inkubaciji v gojis¢u UPB namnozita vsaj do koncentracije 10° cfu/ml (Bailey in
Cox, 1992). Podobne rezultate je dala tudi Studija, ki sta jo opravila Zhao in Doyle (2001),
v kateri sta vrednotila rast bakterij v gojis¢u UPB, ki so bile predhodno izpostavljene
temperaturnim Sokom. Rezultati Studije so pokazali, da se po samo 6-urni inkubaciji v
gojis¢u UPB, omenjeni skupini bakterij ne namnozita do zadostne koncentracije, potrebne
za dolocanje z PCR.

Obogatitveno gojis¢e UPB tudi nima inhibitornega ucinka na samo PCR (Bhaduri in
Cottrell, 2001; Paternoster, 2009).

2.3.2 Imunomagnetno koncentriranje celic

Stevilni avtorji poro¢ajo o nezmoznosti dologanja bakterij z PCR direktno iz Zivil, kar je
najbrz posledica prisotnosti razli¢nih inhibitornih sestavin v zivilih (Hudson in sod., 2001;
Yang in sod., 2007). Imunomagnetno koncentriranje bakterij (IMS) je u¢inkovita metoda
za koncentriranje tar¢nih organizmov in njihovo separacijo od potencialnih inhibitorjev
PCR, ki so lahko prisotni v zivilih (Hsih in Tsen; 2001, Rijpens in sod., 1999).

Kroglice za imunomagnetno koncentriranje bakterij so magnetne kroglice, ki imajo na
povrsini s kovalentnimi vezmi vezana specifi¢na protitelesa za dolo€en rod oziroma vrsto
bakterij. Kroglice dodamo preiskovanemu vzorcu, da se bakterije vezejo v kompleks z
specificnimi protitelesi. Kompleks kroglic in bakterij nato lo¢imo od vzorca z uporabo
magnetnega stojala (Dynal, 2003). Dobra lastnost imunomagnetnega loc¢evanja je, da se
pri vezavi bakterij s protitelesi v kompleks ohrani moZnost kultivacije in izolacije (Lynch
in sod., 2004).

Imunomagnetno koncentriranje se lahko uporabi v kombinaciji s hitrimi metodami
dolo¢anja mikroorganizmov kot sta ELISA in PCR (Lynch in sod., 2004).
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Rijpens in sod. (1999) navajajo imunomagnetno koncentriranje kot uspeSen nadomestek
casovno zamudni selektivni obogatitvi. Z imunomagnetnim koncentriranjem lahko lo¢imo
tarCne bakterije iz primarnega obogatitvenega gojis¢a in se tako izognemo sekundarni
obogatitvi, kar zelo skraj$a postopek samega dolocanja.

Razli¢ni avtorji navajajo, da se z uporabo imunomagnetnega koncentriranja bakterijskih
celic pred PCR poveca obcutljivost metode (Hsih in Tsen, 2001; Li in sod, 2000). Hsih in
Tsen (2001) sta razvila metodo za socasno dolocanje bakterij rodu Sal/monella in vrste L.
monocytogenes. Z uporabo imunomagnetnega koncentriranja bakterij pred mPCR sta
reSila problem lazno negativnih rezultatov, ki se pogosto pojavi kadar je razlika v
koncentracijah omenjenih bakterij ve&ja od 10* celic. Z tako postavljenim protokolom sta
lahko socasno doloc¢ila obe bakteriji, tudi kadar se je njuna zacetna koncentracija
razlikovala za 10 celic.

Ob pravilni pripravi vzorca izbranega Zivila je imunomagnetno koncentriranje primerno
tudi za direktno izolacijo bakterij iz zivila. Hudson in sod. (2001) so razvili PCR za
dolocCanje bakterij vrste L. monocytogenes, pri kateri so za izolacijo in koncentracijo teh
bakterij direktno iz vzorca Sunke, uporabili imunomagnetno koncentriranje. S tem so
skrajSali ¢as detekcije na 24 ur. Yang in sod. (2007) so razvili PCR metodo v realnem casu
za dolocanje bakterij vrste L. monocytogenes v mleku. Za izolacijo bakterij vrste L.
monocytogenes direktno iz vzorca mleka so uporabili imunomagnetno koncentriranje in se
s tem izognili casovno zamudnim obogatitvam ter potencialnim inhibitorjem v mleku.

2.3.3 Optimizacija mPCR

Prvi korak pri oblikovanju mPCR je izbira parov oligonukleotidnih zacetnikov, ki jth med
seboj lahko kombiniramo. Sledi postavitev protokola reakcije mPCR, ki dovoljuje
optimalno pomnoZevanje vseh Zelenih delov DNA, kot ¢e bi jith pomnoZevali posami¢no v
posameznih reakcijah PCR (Henegariu in sod., 1997). To dosezemo z optimizacijo PCR-
protokola.

Najpomembnejsi parametri optimizacije PCR-protokola so izbira:
e temperature prileganja oligonukleotidnih zacetnikov

koncentracije MgCl,

koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov

koncentracije encima

koncentracije ANTP

Glede na njihovo medsebojno odvisnost je pomembno tudi, kateri od parametrov je
optimiziran prvi (Persing, 1993).
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2.3.3.1 Temperaturni program

Vzrok za slabo ucinkovitost PCR je pogosto nepopolna denaturacija DNA. Znaclilne
razmere denaturacije so 30 s pri 95 °C oziroma 15 s pri 97 °C (Innis in Gelfand, 1990). Da
bi dosegli popolno denaturacijo na zacetku PCR, se temperaturni program zacne z zacetno
denaturacijo, ki traja 1-15 min pri 94-95 °C. Temu sledi 30—40 ciklov, ki se za¢nejo z
15-60 s trajajoto denaturacijo pri 94-95 °C (Kuchta, 2006a). Predolgo trajajoca
denaturacija pri visoki temperaturi lahko povzro¢i izgubo aktivnosti encima DNA-
polimeraze (Innis in Gelfand, 1990).

Eden od pomembnejSih parametrov optimizacije PCR je temperatura prileganja
oligonukleotidnih zacetnikov. Temperatura prileganja oligonukleotidnih zacetnikov je
odvisna predvsem od njihove dolzine in sekvenc. Na voljo so razli¢ne formule za izracun
teoretiCne temperature taliS¢a (Tm). Najpogosteje uporabljena formula, ki temelji na
vsebnosti gvanina in citozina, da zadovoljiv priblizek dejanske Tm, ko gre za kratke
oligonukleotidne zacetnike (do dolzine 20 baz). Optimalno temperaturo prileganja
dolo¢imo empiri¢no in sicer je 5-10 °C niZja od teoreti¢no izradunane (Broll, 2010).

Tm=2 (A+T) +4 (G+C) (D

Legenda:Tm — temperatura talis¢a, A — Adenin, T — Timin,G — Gvanin, C — Citozin

Priporocljivo je izbrati oligonukleotidne zacetnike z optimalno temperaturo prileganja v
temperaturnem obmodju od 55 °C do 65 °C (Persing, 1993; Innis in Gelfand, 1990). Nizja
temperatura prileganja lahko vodi do nizje specificnosti in posledicno tudi do nizje
obcutljivosti PCR. Prihaja namre¢ do tekmovanja za komponente PCR-meSanice med
nespecificnimi in specificnimi PCR-produkti (Persing 1993). Vi§ja temperatura prileganja
pa zagotavlja vecjo specifi¢nost PCR (Innis in Gelfand, 1990; Broll 2010).

Prileganje oligonukleotidnih zacetnikov pri tipi¢ni koncentraciji 200 uM je koncano v
nekaj sekundah. Kljub temu je priporocen cas prileganja oligonukleotidnih zacetnikov od
30 s do 1 min (Grunenwald, 2003).

Pri izbiri oligonukleotidnih zacetnikov za multipli PCR (mPCR) je pomembno, da imajo
vsi oligonukleotidni zacetniki podobne temperature taliS¢a in niso med seboj
komplementarni (Grunenwald, 2003).

Cas podaljsevanja oligonukleotidnih zaéetnikov z DNA-polimerazo je odvisen od dolzine
in koncentracije taréne sekvence. Optimalna temperatura podalj$evanja je 72 °C (Innis in
Gelfand, 1990). Prekratek ¢as podaljSevanja onemogo¢i DNA-polimerazi, da bi dokoncala
polimerizacijo, medtem ko dolgo podaljSevanje lahko vodi do nastanka nespecificnih
produktov. Optimalen cas podaljSevanja je tako 0,5-1 min na 1 kb pomnozka (Broll,
2010). Temperaturni program PCR se ponavadi kon¢a z kon¢nim podaljSevanjem, ki traja
nekaj minut, da lahko pride do podaljSanja vseh pomnozkov. To omogoci vecjo
homogenost produkta PCR (Kuchta, 2006a).
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2.3.3.2 Koncentracija MgCl,

Encim DNA-polimeraza potrebuje za svojo aktivnost proste ione Mg>". Zato je optimalna
koncentracija MgCl, klju¢nega pomena za uspeSno pomnozevanje. Koncentracija ionov
Mg pri konvencionalnem PCR je najveckrat 1,5 mM, pri PCR v realnem &asu pa 2,5-5
mM (Kuchta, 2006a). Na splosno velja, da je koncentracija MgCl, pri mPCR vi§ja kot pri
PCR (Settanni in Corsetti, 2007).

Na koncentracijo prostih ionov Mg”" v reakcijski meSanici lahko vpliva tudi koncentracija
tarcne DNA, koncentracija ANTP in prisotnost razli¢nih proteinov (Broll, 2010). Prenizka
koncentracija ionov Mg®" lahko povzrodi slabo encimsko aktivnost in poslediéno
poslab3anje ob&utljivosti. Na drugi strani pa previsoka koncentracija ionov Mg”" poslabsa
encimsko natancnost, kar lahko vodi do poslabSanja specificnosti same reakcije (Broll,
2010; Persing, 1993). Zato je za vsako PCR potrebno empiricno dolociti optimalno
koncentracijo MgCl.

Optimizacijo koncentracije MgCl, ponavadi izvedemo tako, da poviSujemo koncentracijo
MgCl; za 0,5 mM oziroma za 1 mM, v intervalu 1-4 mM. Za optimalno koncentracijo
izberemo tisto, pri kateri je ucinkovitost PCR reakcije najboljSa, ob minimalni koli¢ini
nespecifiénih produktov (Broll, 2010).

Optimalna koncentracija MgCl, se lahko spremeni, ¢e uporabimo DNA-polimerazo
drugega proizvajalca (Broll, 2010).

Persing (1993) v svoji $tudiji svetuje, da se raztopina MgCl, , namesto v zamrzovalniku
hrani v hladilniku. Nenehno zamrzovanje in taljenje MgCl, lahko vodi do nastanka
nehomogene raztopine, kar je velikokrat krivec za neuspe$no PCR. Zato je pomembno, da
se raztopina pred uporabo dobro premesa (Broll, 2010).

2.3.3.3 Koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov

Koncentracija oligonukleotidnih zaetnikov ima velik vpliv na ucinkovitost PCR.
Obic¢ajna koncentracija oligonukleotidnega zacetnika je 0,2 mM. Z zviSevanjem
koncentracije lahko povecamo sam izkoristek reakcije. Smiselno je povecanje do 2 mM,
ker se pri vi§jih koncentracijah izkoristek ponavadi spet zmanjSa (Broll, 2010). Uporaba
previsoke ali prenizke koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov ponavadi vodi do
zmanj$anja obcutljivosti PCR in posledi¢no do lazno negativnih rezultatov (Gunson in
sod., 2003; Grunenwald, 2003). Previsoka koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov
lahko povzroc€i nespecificno prileganje in nastanek oligonukleotidnih-dimerjev, medtem
ko prenizka koncentracija lahko ogrozi u¢inkovitost PCR reakcije (Grunenwald, 2003).

Gunson in sod. (2003) so razvili preprosto metodo »Sahovnice« za dolocitev optimalne
koncentracije oligonukleotidnih zacfetnikov v mPCR. Vsak par oligonukleotidnih
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zacetnikov so pripravili v koncentracijah 100, 50, 25, 12,5 in 6,25 pmol/ul. Preizkusili so
25 razlicnih reakcijskih mesanic za mPCR, katerim so dodali od 100 do 6,25 pmol/ul
prvega para oligonukleotidnih zacetnikov in od 100 do 6,25 pmol/ul drugega para
oligonukleotidnih zacetnikov. Optimalno razmerje med obema paroma oligonukleotidnih
zacetnikov je bilo tisto, pri katerem sta bila oba specifi¢na pomnozka in pri katerem ni bilo
nespecifi¢nih pomnozkov.

2.3.3.4 Stevilo ciklov

Priporocljivo Stevilo ciklov v PCR je 35-40. Povecanje Stevila ciklov lahko izboljsa
obcutljivost same reakcije, vendar lahko ogrozi samo specifi¢nost. Zato se za rutinsko
analizo priporoc¢a uporaba PCR-protokola z niZjim Stevilom ciklov, ki ima sicer lahko
niZjo obcutljivost in se za boljSo obcutljivost raje poskuSa optimizirati pripravo vzorca
(Kuchta, 2006a).

Kadar je za pozitivno PCR potrebnih veliko Stevilo ciklov (ve¢ kot 40) ponavadi poment,
da gre za kontaminacijo oziroma za slabo izbiro oligonukleotidnih zacetnikov (Broll,
2010).

Po dolocenem Stevilu ciklov se u€inkovitost PCR vidno zmanjSa in koncentracija PCR
produktov ne narasca ve¢ eksponentno. To se ponavadi zgodi, ko koncentracija PCR
produktov doseze 0,3—1 pmol. Vzroki za pojav plato-u€inka (ang. plateau effect) so lahko
razli¢ni; lahko prihaja do zmanjSanja koli¢ine oligonukleotidnih zacetnikov, zmanjSanja
koli¢ine nepoSkodovane DNA-polimeraze...(Broll, 2010; Innis in Gelfand, 1990).

2.3.4 Socasno dolo¢anje bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z mPCR

V zadnjem casu je bilo razvitih ve¢ metod mPCR za sofasno dolo¢anje bakterij rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes v razlicnih Zivilih, v kombinaciji z razlicnimi

.....

Hsih in Tsen (2001) sta razvila metodo za so€asno doloc¢anje bakterij rodu Salmonella in
vrste L. monocytogenes. Ob&utljivost mPCR brez predhodne obogatitve je bila 10°~10*
cfu/ml, kadar je bila koncentracija omenjenih bakterij enaka. Ko je bila koncentracija obeh
skupin bakterij sicer nad mejo ob&utljivosti, vendar se je razlikovala za ve¢ kot 10* cfu/ml,
pa je bil rezultat za bakterije v manjSini pogosto negativen. Za izboljSanje obcutljivosti
PCR sta uvedla predhodno 24-urno obogatitev v gojis¢u UPB (angl. Universal
preenrichment broth) in ugotovila, da se koncentracija omenjenih bakterij po obogatitvi v
gojid¢u UPB razlikuje za ve¢ kot 10° cfu/ml. Zato sta pred postopkom mPCR uvedla
imunomagnetno koncentriranje. Na ta nacin sta lahko dolocila obe omenjeni skupini
bakterij tudi kadar je bila razlika v njuni za¢etni koncentraciji 10° cfu/ml.
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Jofre in sod. (2005) so dolocali bakterije rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z
mPCR v kuhanem prSutu. Za doloc¢anje bakterij rodu Salmonella so uporabili
oligonukleotidna zacetnika 139 in 141, ki pomnozita 284 bp dolg pomnozek, za dolo¢anje
bakterij vrste L. monocytogenes pa oligonukleotidna zacetnika Lip1 in Lip 3, ki pomnozita
215 bp dolg pomnozek. Obéutljivost mPCR je bila 10° cfu/ml, ko je bila koncentracija
obeh skupin bakterij enaka. Protokol mPCR je omogocal tudi pozitivno detekcijo obeh
skupin bakterij, kadar je bila razlika v njuni koncentraciji ve&ja od 10° cfu/ml. Za uspesno
detekcijo omenjenih bakterij v kuhanem prSutu so pred mPCR izvedli loceno, 48-urno
obogatitev gojis¢u BPW in HF in tako soCasno dolocili obe skupini bakterij v kuhanem
prSutu do koncentracije 1 cfu/25 g. Predhodni rezultati v Studiji so pokazali, da soCasna
obogatitev omenjenih bakterij v BPW vodi do prevlade bakterij rodu Salmonella nad
bakterij vrste L. monocytogenes in posledi¢no njeno neuspesno detekcijo z mPCR.

Bhagwat (2003) je z mPCR v realnem casu socasno dolo€il bakterije vrst L.
monocytogenes, Salmonella Typhimurium in E. coli v umetno kontaminiranih vzorcih
zelenjave (zeleno zelje, cvetaca, koriander, meSana solata). Zelenjavo so oprali z umetno
kontaminirano vodo, ki je vsebovala 1-1000 cfu/ml zgoraj omenjenih skupin bakterij.
Vzorce so pred PCR socasno obogatili v UPB. Obcutljivost metode je bila za bakterije
seva S. Typhimurium in vrste E. coli 1-10 cfu/ ml in za bakterije vrste L. monocytogenes
1000 cfu/ml. Celoten postopek je trajal 30 ur.

Kim in sod. (2006) so z mPCR v pSenicnem zrnu dolocali bakterije vrste L.
monocytogenes, S. Typhimurium in E. coli po 24-urni so€asni obogatitvi v gojis¢u BPW.
Obcutljivost metode je bila 56 cfu/ml za bakterije vrste E. coli, 1800 cfu/ml za bakterije
vrste L. monocytogenes in 54 cfu/ml za bakterije S. Typhimurium. Obcutljivost za
bakterije vrste L. monocytogenes se je izboljSala na 62 cfu/ml, kadar so v PCR uporabili
samo oligonukleotidne zacetnike specificne za te bakterije. Ugotovili so tudi, da se
obcutljivost metode za vse tri skupine bakterij mo¢no poslabsa, kadar ni predhodne
obogatitve v gojis¢u BPW.

Germini in sod. (2009) so razvili mPCR metodo, za sofasno doloCanje bakterij vrste L.
monocytogenes, S. Typhimurium in E. coli v umetno kontaminiranem jajcu, ki je bil
predhodno pasteriziran. Obcutljivost mPCR metode je bila 10 cfu/ml za ¢iste kulture in
10° cfu/ml za me$ane kulture. Za uspesno detekcijo v jajeu so pred mPCR izvedli so&asno,
15-urno obogatitev v gojiscu TSB (angl. Tryptic soy broth) in na ta na¢in uspeSno dolocili
vse tri omenjene bakterije do koncentracije 10 cfu/25 g vzorca.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Bakterijski sevi

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednje bakterijske seve zbirke Laboratorija
za zivilsko mikrobiologijo, Oddelka za Zivilstvo, Biotehniske fakultete:

e Listeria monocytogenes ZM 52

e Listeria monocytogenes ZM 54

e Salmonella Enteritidis ZM 2

3.1.2 Mikrobioloska gojis¢a

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali naslednja gojisca, ki smo jih pripravili po
navodilih proizvajalcev:

o Gojis¢e UPB (angl. Universal Preenrichment Broth, Difco, Becton Dickinson

Mikrobiology Systems, 223510, ZDA)

e Gojis¢e OXFORD (Merck, 1.07004.0500, Nemcija)

e @Gojis¢e PALCAM (Merck, 1.11755.0500, Nemcija)
Gojis¢e ALOA (angl. Agar Listeria selon Ottaviani & Agosti, Biolife, 4016052,
Italija)

e Gojis¢e XLD (angl. Xylose Lysine Deoxycholate agar, Biolife, 402206, Italija)
e (Gojisc¢e NA (angl. Nutrient Agar, Oxoid, CM3, Anglija)
e (Gojisc¢e TSA (angl. Tryptone Soya Agar, Oxoid, CM 0131, Anglija)
e (Gojisce BHI (angl. Brain Heart Infusion, Biolife, 401230, Italija)
e Gojis¢e TSYEA (angl. Tryptone Soya Yeast Extract Agar, Fluka 22091,
Nemcija)
3.1.3 Reagenti

3.1.3.1 Reagenti za lizo bakterijskih celic

e 0,125 % raztopina SDS (natrijev dodecil sulfat, Promega, V 6551, ZDA)
e 0,05 M raztopina NaOH (natrijev hidroksid, Sigma-Aldrich, S 8045, ZDA)

3.1.3.2 Reagenti za mPCR

e Pufer PCR 10x (100 mM Tris-HCI (pH = 9), 500 mM KCI, Triton X-100: 1 %)
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(Promega, 338, ZDA)

2 mM mesanica deoksinukleotid trifosfatov — ANTP (dATP, dTTP, d CTP, dGTP)
(Promega, 303, ZDA)

25 mM MgCl, (magnezijev klorid) (Promega, A351B, ZDA)

Taq DNA-polimeraza (5U/ul) (Promega, M1661, ZDA)

Par oligonukleotidnih zacetnikov za bakterije vrste Listeria monocytogenes
LM1/LM2 (Border in sod., 1990):

LM1 (5'-CCT AAG ACG CCA ATC GAA-3"): 100 pmol/ul

LM2 (5'-AAG CGC TTG CAA CTG CTC-3"): 100 pmol/ul

Par oligonukleotidnih zacetnikov za bakterije rodu Salmonella ST11/ST15 (Aabo
in sod.,1993):

ST11 (5-AGC CAA CCA TTG CTA AAT TGG CGCA-3"): 100 pmol/ul

ST15 (5-GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG-3"): 100 pmol/pl

Tween 20 (Merck, 1.09280.0100, Nemcija)

Vodapcr (Eppendorf, 0032 006.159, Nemcija)

3.1.3.3 Reagenti za imunomagnetno koncentriranje

Kroglice za imunomagnetno koncentriranje salmonel (Dynabeads anti-
Salmonella) (Dynal, 710.01, Norveska)

Kroglice za imunomagnetno koncentriranje listerij (Dynabeads anti-Listeria)
(Dynal, 710.05, Norveska)

Pufer PBS-Tween

0,15 M natrijev klorid (NaCl)

0,01 M natrijev fosfat pufer (Na,HPOy, pH = 7,4)

0,05 % Tween 20

3.1.3.4 Reagenti za gelsko elektroforezo

Pufer TAE 10x (pH =8,1)

0,4 M raztopina Tris baze (Promega, H5131, ZDA)

0,2 M raztopina ocetne kisline (Merck, 1.0063.1000, Nemcija)

0,02 M raztopina Na,-EDTA (Sigma-Aldrich, E 5134, ZDA)

Agarozni gel

1,5 % Agaroza (FMC Bioproducts, 50014, ZDA)

Pufer TAE 0,5x

Molekularni oznacevalec dolZin pomnoZzkov DNA — 100 bp (100 bp DNA
Ladder, GibcoBRL, 156238-019, ZDA)

Raztopina barvil za nanos pomnozkov na gel (0,21 % raztopina barvila bromfenol
modro, 0,21 % raztopina barvila ksilen cianol FF, 0,2 M EDTA (pH=8,), 50 %
glicerol ) (Eppendorf, 0032 006.850, Nemcija)

Raztopina etidijevega bromida (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, ZDA)
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3.1.3.5 Druge kemikalije

10 % raztopina natrijevega hipoklorita (NaOCIl) (Merck, 1.00971.6025, Nemcija)
96 % raztopina etanola (Merck, 1.00971.6025, Nemcija)

3.1.4 Laboratorijska oprema

Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali laboratorijsko opremo, ki je navedena v
preglednici 1.

Preglednica 1: Laboratorijska oprema

APARAT OZNAKA PROIZVAJALEC
Aparat PCR Gene Amp DNA Thermal Cycler 2400 | Perkin Elmer, ZDA
Avtoklav Tip 250 Sutjeska , Jugoslavija
Avtomatske pipete in nastavki P10, P100, P1000 Gilson, Francija
Centrifuga Mini Spin Eppendorf, Nemcija
Hladilnik / Gorenje, Slovenija
Inkubator I-115C Kambic¢, Slovenija
Komora za PCR Lamin Air Holten
Elektroforeza MUPID-2 Cosmo Bio.,Ltd, Japonska
Sistem za dokumentiranje gelov | Gel doc 20H00 S.N.653/1281 BioRad, ZDA
Stresalnik Vibromix 314 EVT Tehtnica, Slovenija
Vibromix EV 202 Tehtnica, Slovenija
Tehtnica PB 1502-S Mettler Toledo, Svica
Vodna kopel serija 11757 Sutjeska, Jugoslavija
Vrtinno mesalo Vibromix 104EV Tehtnica, Slovenija
ZascCitna mikrobioloska komora | PIO SMBC 122AV Iskra, Slovenija
Zamrzovalnik (-20 °C) / LTH, Slovenija

Poleg opreme, ki je navedena v preglednici 1, smo uporabljali Se splo§no laboratorijsko
opremo: gorilnike, epruvete, erlenmajerice, merilne valje, Eppendorfove epruvete (0,2
ml, 1,5 ml, 2 ml), nastavke za pipete, petrijevke, cepilne zanke, stojala.
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3.2 METODE

3.2.1 Potek eksperimentalnega dela

Nas$ eksperimentalni del je potekal v S§tirth zaporednih delih, ki so si sledili kot je
shematsko prikazano na sliki 2, da bi dosegli soasno doloCitev bakterij vrste L.
monocytogenes in bakterij rodu Salmonela z mPCR.

1.del:
Spremljanje soCasne rasti L. monocytogenes in S.
Enteritidis v gojiscu UPB

’

2. del:
Postavitev protokola za soc¢asno dolocanje L.
monocytogenes in S. Enteritidis z mPCR

!

3. del:
Optimizacija soCasne priprave DNK L. monocytogenes
in S. Enteritidis in optimizacija mPCR

}

4. del:
Povecanje obcutljivosti mPCR z uvedbo nPCR

Slika 2: Shema poteka eksperimentov

V prvem delu smo proucevali rast bakterij vrste L. monocytogenes in seva S. Enteritidis v
obogatitvenem gojiS¢u UPB. Zeleli smo preveriti, ali to gojiS¢e omogoca namnozitev
obeh skupin bakterij do zadostne koncentracije za dolocitev z mPCR (slika 3).
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NamnoZitev L. monocytogenes v BHI (18 NamnoZitev S. Enteritidis v BHI (18 h, 35
h, 35 °C, 100 obr/min) °C, 100 obr/min)

Razredditev kultur

Y A
L. monocytogenes S. Enteritidis
10°, 10,107, 10%, 10, 10”, 10°, 107, 10® 10°, 10,10, 10, 10" 10”, 10°, 107, 10°®
y Y y A
UPB (24h, 35 °C) UPB (24h, 35 °C) UPB (24h, 35 °C)
Y Y Y y
Palcam ali ALOA (24h, 35 °C) XLD (24h, 35 °C)

Slika 3: Shema glavnih stopenj proucevanja rasti bakterij L. monocytogenes in S. Enteritidis v
obogatitvenem gojis¢u UPB

Legenda:

BHI - gojis¢e BHI, UPB — obogatitveno gojis¢e UPB, XLD — gojis¢e XLD za kvantitativno dolocanje
bakterij rodu S. Enteritidis, PALCAM - gojis¢e PALCAM za kvantitativno dolocanje bakterij vrste L.
monocytogenes, ALOA — gojis¢e ALOA za kvantitativno dolocanje bakterij L. monocytogenes

V drugem delu smo postavili protokol mPCR (SALLIS2), ki z oligonukleotidnimi
zacetniki ST11/ST15 in LM1/LM2 dovoljuje soasno pomnoZevanje DNA bakterij vrste
L. monocytogenes in bakterij rodu Salmonella. Dolo€ili smo obcutljivost mPCR po
protokolu SALLIS2 in jo primerjali z obCutljivostjo mPCR po protokolu SALLISI, ki
smo ga povzeli po Li in sod. (2000).

Obcutljivost mPCR po protokolu SALLIS2 je bila boljsa, zato smo v tretjem delu
protokol SALLIS2 optimizirali. Zeleli smo razviti protokol, ki bi dovoljeval so¢asno
pomnoZevanje obeh skupin bakterij z mPCR v modelni raztopini, v koncentracijah do
katerih omenjeni bakteriji so¢asno zrasteta v gojis¢u UPB. Zato smo skusali izboljsati
samo pripravo vzorca za mPCR (z imunomagnetnim koncentriranjem, razred¢evanjem
vzorca celiCnega lizata) in izbrati ustrezne razmere pomnozevanja z mPCR (dolocanje
optimalne temperature prileganja oligonukleotidnih zacetnikov, dolocanje koncentracije
MgCl,). Shema glavnih stopenj optimizacije mPCR je predstavljena na sliki 4.
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NamnotZzitev L. monocytogenes v Namnotzitev S. Enteritidis v
BHI (18 h, 35 °C, 100 obr/min) BHI (18 h, 35 °C, 100 obr/min)
Y Y

Razredcitev kultur

Y Y
L. monocytogenes S. Enteritidis
10°, 107,10, 103, 10, 10°, 10,107, 103, 10,
10°,10° 107, 10% 10°,10°, 107, 10%
P——
Y Y
IMS

~, 7

Skupna priprava DNA — alkalna liza celic z NaOH in SDS

Y

Optimizacija priprave vzorca

|
|
[

Razredcevanije lizata

l

mPCR:
T prileganja ST11/ST15 in LM1/LM?2
t prileganja ST11/ST15 in LM1/LM2
Koncentracija MgCl,
Stevilo ciklov pomnoZevanja
Koncentracija ST11/ST15 in LM1/LM2

1
I
I

Optimizacija mPCR

Slika 4: Shema glavnih stopenj optimizacije mPCR

Legenda:

BHI - gojis¢e BHI, IMS — imunomagnetno koncentriranje, mPCR — multipli PCR, ST11/ST15 —
specificna oligonukleotidna za bakterije rodu Salmonella, LM1/LM2 — specificna oligonukleotidna
zaCetnika za bakterije vrste L. monocytogenes

V cCetrtem delu smo v sofasno dolocanje obeh skupin bakterij z mPCR vkljucili Se
zaporedni PCR (nPCR). Predhodni rezultati naSih eksperimentov so namre¢ pokazali, da
kadar je razlika med koncentracijami omenjenih bakterij taksna, kot jo dobimo pri njuni
socasni rasti v gojis¢u UPB, dobimo za bakterije L. monocytogenes pogosto lazno
negativen rezultat. Zato smo po kon¢anem mPCR izvedli §e nPCR. Namen nPCR je bila
predvsem dolocitev bakterij vrste L. monocytogenes in zato je meSanica za zaporedni
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PCR vsebovala samo oligonukleotidne zacetnike LM1/LM2. Shema glavnih stopen;j
nPCR je predstavljena na sliki 5.

NamnoZitev L. monocytogenes v NamnotZitev S. Enteritidis v
BHI (18 h, 35 °C, 100 obr/min) BHI (18 h, 35 °C, 100 obr/min)
A 4 Y

Razredcitev kultur

Y Y
L. monocytogenes S. Enteritidis
10°, 10™,10°, 103, 10*, 10°, 10,10, 103, 10,
10° 10°% 107, 10% 10°,10°, 107, 10%

Skupna priprava DNA — alkalna liza celic z NaOH in SDS

Y
mPCR z ST11/ST15 in LM1/LM2

v
nPCR z LM1/LM2

Slika 5: Shema glavnih stopenj zaporednega PCR (nPCR)

Legenda:

BHI - gojis¢e BHI, mPCR - multipli PCR, nPCR - zaporedni PCR, ST11/ST15 — specificna
oligonukleotidna zacetnika za bakterije rodu Salmonella, LM1/LM2 — specificna oligonukleotidna
zaCetnika za bakterije vrste L. monocytogenes

3.2.2 Namnozitev bakterijskih kultur

3.2.2.1 Namnozitev bakterij vrste L. monocytogenes

Kulturo bakterij vrste L. monocytogenes smo vsak teden znova precepili na gojisce
TSYEA, jo inkubirali 24 ur pri 37 °C in hranili v hladilniku. Kolonije z gojis¢a TSYEA
smo uporabljali za pripravo 18-urne kulture L. monocytogenes.
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Kolonijo L. monocytogenes smo suspendirali v 4 ml neselektivnega gojis¢a BHI in
vsebino premesali na namiznem meSalu. Suspenzijo smo nato 18 ur inkubirali na
stresalniku (100 obratov/min) pri 35 °C.

3.2.2.2 Namnozitev bakterij seva S. Enteritidis

Kulturo bakterij seva S. Enteritidis smo vsak teden znova precepili na plos¢o NA, jo
inkubirali 24 ur pri 37 °C in hranili v hladilniku. Kolonije z gojis¢éa NA smo uporabljali
za pripravo 18-urne kulture S. Enteritidis.

Kolonijo S. Enteritidis smo suspendirali v 4 ml neselektivnega gojis¢a BHI in vsebino
premesali na namiznem meSalu. Suspenzijo smo nato 18 ur inkubirali na stresalniku (100
obratov/min) pri 35 °C.

3.2.3 Dolocitev Stevila bakterij

Vsaki 18-urni kulturi bakterij seva S. Enteritidis oziroma vrste L. monocytogenes smo
dolocili stevilo po postopku opisanem v standardu SIST EN ISO 4833 (2003). Vsako
kulturo smo po 18-urni inkubaciji v BHI pri 35 °C, 10-kratno red¢ili s fiziolosko
raztopino, razred¢itve nacepili na trda gojis¢a in 24 ur inkubirali pri 37 °C. Po inkubaciji
smo presteli kolonije in izracunali koncentracijo bakterij v BHI. Za dolocitev Stevila
bakterij seva S. Enteritidis smo uporabljali gojis¢e XLD. Za dolocitev Stevila bakterij L.
monocytogenes pa smo uporabljali gojis¢a PALCAM, OXFORD ali ALOA.

3.2.4 Priprava pozitivnih kontrol za PCR

Pozitivne kontrolne vzorce za PCR smo pripravili za bakterije vrste L. monocytogenes, za
bakterije seva S. Enteritidis (Medeiros in Farber, 2001) in kot skupno pozitivno kontrolo
za meSanico omenjenih bakterij.

3.2.4.1 Priprava pozitivne kontrole za bakterije vrste L. monocytogenes

e | ml dobro premeSane 18-urne kulture L. monocytogenes v BHI smo odpipetirali
v Eppendorfove epruvete (1,5 ml) in centrifugirali 3 min pri 14.000 x g

e odstranili smo supernatant in peletu dodali 1 ml sterilne 0,9 % raztopine NaCl,
premesali in ponovno centrifugirali pri 14.000 x g

e pelet smo raztopili v 50 pl 0,9 % raztopine NaCl in dodali 450 pl sterilne
deionizirane vode

e dobro premesano suspenzijo celic smo razdelili v sterilne epruvete po 50 pl in
shranili pri —20 °C.

Vzorec tako pripravljene kulture je sluzil kot pozitivna kontrola za bakterije vrste L.
monocytogenes za PCR.
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3.2.4.2 Priprava pozitivne kontrole za bakterije seva S. Enteritidis

Pozitivno kontrolo smo pripravili po enakem postopku kot je opisan v poglavju 3.2.4.1.
Vzorec tako pripravljene kulture je sluzil za pozitivno kontrolo za S. Enteritidis za PCR.

3.2.4.3 Priprava skupne pozitivne kontrole bakterij L. monocytogenes in S. Enteritidis

e | ml dobro premeSane 18-urne kulture bakterij seva S. Enteritidis v BHI in 1 ml
18-urne kulture vrste L. monocytogenes v BHI smo odpipetirali v Eppendorfove
epruvete (1,5 ml) in centrifugirali 3 min pri 14.000 x g

e QOdstranili smo supernatant in nadaljevali s postopkom kot je opisan v poglavju
3.24.1.

Vzorec tako pripravljenih kultur je sluzil za skupno pozitivno kontrolo za bakterije seva
S. Enteritidis in vrste L. monocytogenes za PCR.

3.2.5 Socasna priprava bakterijske DNA za PCR

Za socasno pripravo DNA bakterij S. Enteritidis in L. monocytogenes smo uporabili
alkalno lizo celic, ker je dala najboljSe rezultate, kadar je vzorec vseboval samo eno od
omenjenih bakterij (Trkov in JerSek, 2001; Klan¢nik in sod., 2003). Postopek:

e 1 ml 18-urne bakterijske kulture S. Enteritidis (ali njene serijske razredc¢itve) smo
dodali Iml 18-urne bakterijske kulture L. monocytogenes (ali njene serijske
razredCitve) in vzorec centrifugirali 5 min pri 13000 obratov/min

e odstranili smo supernatant in celicam dodali 100 pl meSanice 0,05 M NaOH in
0,125 % SDS v razmerju 1:1

e vzorce smo segrevali 15 min v vodni kopeli 94 °C in jih ohladili na ledu

3.2.6 Priprava reakcijske mesanice za PCR

Za vsak PCR smo pripravili reagente v obliki skupne reakcijske meSanice. V 0,2 ml
Eppendorfovo mikrocentrifugirko smo dali 45 pl reakcijske mesanice in 5 pl lizata.
Celotni volumen reakcijske meSanice z dodanim lizatom je za en vzorec tako vedno
znasal 50 pl. V vsak PCR smo vkljucili tudi negativno in pozitivno kontrolo. Negativna
kontrola je namesto lizata bakterij v reakcijski meSanici vsebovala H,Opcr. Pozitivna
kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes je v reakcijski meSanici vsebovala lizat Ciste
kulture teh bakterij. Pozitivna kontrola za bakterije seva S. Enteritidis je v reakcijski
mesanici vsebovala lizat ¢iste kulture omenjenih bakterij.
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Sestava reakcijske meSanice za PCR je bila odvisna od tega, ali smo izvedli mPCR
reakcijo po protokolu SALLIS1, SALLIS2, optimiziranem protokolu SALLIS2b oziroma
¢e smo izvedli zaporedni PCR (nPCR). Sestave reakcijskih meSanic za PCR pri razli¢nih
protokolih so predstavljene v preglednicah 2 in 3.

Za encimsko reakcijo smo uporabili par oligonukleotidnih zacetnikov LM1/LM2
specificnih za bakterije vrste L. monocytogenes in par oligonukleotidnih zacletnikov
ST11/STI15 specifiénih za bakterije rodu Salmonella. Pri zaporednem PCR smo v
reakcijski meSanici za PCR uporabili samo par oligonukleotidnih zacetnikov specifi¢nih
za bakterije vrste L.monocytogenes.

Preglednica 2: Sestava reakcijskih mesanic za mPCR

PCR-mesanica SALLISI SALLIS2 SALLIS2b po
optimizaciji
(IOH:;‘;M Tris-HCL | 6 M Tris-HCI (pH=9), | 10 mM Tris-HCI (pH=9),
Pufer PCR 10x pH—7), 50 mM KCI, 50 mM KCI,
50 mM KCI,

Triton X-100: 0,1 %

Triton X-100: 0,1 %

Triton X-100: 0,1 %

MgCl, 1.7 mM 1,5 mM 2,0 mM
dNTP 200 uM 200 uM 200 uM
LMI1 0,5 uM 1 uM 2 uM
LM2 0,5 uM 1 uM 2 uM
ST11 0,2 uM 1 uM 0,06 uM
ST15 0,2 uM 1 uM 0,06 uM
Polimeraza 1,25U 1,25U 1,25U
Tween 20 0,2 % 0,2 % 0,2 %
Vioneni 50 ul 50 ul 50 ul
VDNA 5 ul 5 ul 5 }J,l

Casovno-temperaturni
rezim mPCR

Zacetna denaturacija

94 °C, 5 min (1 cikel)

95 °C, 1 min (1 cikel)

95 °C, 1 min (1 cikel)

Denaturacija 92°C, 30s 95°C, 155 95°C, 15s
Prileganje 59°C, 80s 55°C, 15 s 59°C, 15 s
Podaljsevanje 72°C,30s 72°C,30s 72°C,30s
Stevilo ciklov 35 ciklov 30 ciklov 30 ciklov
Kon¢no podaljSevanje 72 °C, 5 min (1 cikel) | 72 °C, 8 min 72 °C, 8 min
Ohladitev 4°C 4°C 4°C

Legenda:

Vpna: volumen lizata bakterijskih celic
Vioneni: Volumen reakcijske mesanice po dodatku lizata bakterijskih celic
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Preglednica 3: Sestava reakcijskih mesanic za nPCR

PCR-mesanica SALLIS2b LISTER 1
Pufer PCR 10x 10 mM Tris-HCI | 10 mM  Tris-HCI
(pH=9), (pH=9),
50 mM KClI, 50 mM KCl,
Triton X-100: 0,1 % | Triton X-100: 0,1 %
MgCl, 2,0 mM 1,5 mM
dANTP 200 uM 200 uM
LM1 1 uM 1 uM
LM2 1 uM 1 uM
Polimeraza 1,25U 1,25U
Tween 20 0,2 % 0,2 %
Vkonéni 50 |J.1 50 }/Ll
VDNA 5 ]J.l 5 }/Ll

Casovno-temperaturni
rezim za PCR
Zadetna denaturacija 95 °C, 1 min (1 cikel) | 95 °C, 1 min(1 cikel)

Denaturacija 95°C, 15 s 95°C, 15 s
Prileganje 59°C, 15 s 50°C, 15s
Podaljsevanje 72°C,30s 72°C,30s
Stevilo ciklov 30 ciklov 25 ciklov
Konéno podalj$evanje 72 °C, 8 min 72 °C, 8 min
Ohladitev 4°C 4°C

Legenda:
Vpna:volumen pomnozkov, ki smo jih dobili v predhodno izvedenem mPCR
Vioneni:volumen reakcijske mesanice, po dodatku predhodno dobljenih pomnozkov

3.2.7 Dokazovanje pomnozkov z gelsko elektroforezo

Po konCanem pomnozevanju smo preverili uspeSnost reakcij z lo¢evanjem pomnozkov
na agaroznem gelu. Pomnozke smo dokazovali na 1,5 % agaroznem gelu v pufru TAE
0,5 x (Karcher, 1995). 1,5 % agarozni gel smo pripravili tako, da smo v dolo¢enem
volumnu pufra TAE 0,5 x raztopili potrebno koli¢ino agaroze. Agarozno raztopino smo v
mikrovalovni pecici segrevali tako dolgo, da je postala bistra. Zmes smo ohladili na
priblizno 60 °C, jo vlili v modeléek in pustili strjevati 30 min. Tako pripravljen gel smo
prenesli v aparat za elektroforezo.

Na agarozni gel smo nanesli 8 ul pomnozkov, katerim smo predhodno dodali 2 pl barvila
za nanos pomnozkov. Na gel smo vedno nanesli tudi molekularni oznacevalec
pomnozkov DNA (100 bp DNA Ladder). Elektroforeza je potekala pri konstantni
napetosti 100 V. Po koncani elektroforezi smo gel 15 min barvali v etidijevem bromidu
(EtBr), ga nato opazovali pod UV svetlobo in ga racunalnisko dokumentirali.

Reakcija je bila uspeSna — to pomeni PCR je bila pozitivna, ko smo dobili pomnozek
prave dolzine (kot je bil pomnozek pozitivne kontrole), dovolj mo¢ne intenzitete in ko pri
negativni kontroli ni bilo pomnozka. Velikost pomnoZzkov smo odc¢itali glede na velikost
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fragmentov molekularnega oznacevalca. Velikost pomnozka 701 bp je pomenila
prisotnost bakterij vrste L. monocytogenes in velikost pomnozka 429 bp prisotnost
bakterij seva S. Enteritidis.

3.2.8 Imunomagnetno koncentriranje

Kroglice za imunomagnetno koncentriranje listerij oziroma salmonel so magnetne
kroglice iz polistirena, na katere so z kovalentnimi vezmi vezana protitelesa specificna za
listerije oziroma salmonele. Socasno imunomagnetno koncentriranje bakterij vrste L.
monocytogenes in seva S. Enteritidis smo izvedli po dveh postopkih.

3.2.8.1 Imunomagnetno koncentriranje bakterij po postopku A (Dynal, 2003)

e V 1,5 ml-epruveto smo odpipetirali 10 pl suspenzije magnetnih kroglic za
koncentriranje listerij in 10 pl suspenzije magnetnih kroglic za koncentriranje
salmonel.

e V epruveto smo dodali po 1 ml meSane kulture bakterij (18-urne kulture bakterij
vrste L. monocytogenes in 18-urne kulture bakterij seva S. Enteritidis) in 20 min
inkubirali na stresalniku pri 100 obr/min.

e Epruvete smo nato za 3 minute postavili v magnetno stojalo in jih ob¢asno rahlo
premesali. Nato smo iz epruvet odstranili supernatant in jih prelozili v drugo
stojalo.

e V epruveto smo dodali 1ml pufra PBS-Tween in ponovili postopek koncentriranja
z magnetnim stojalom.

e Magnetne kroglice smo Se dvakrat sprali z dodatkom sterilne vode in ponavljali
postopek koncentriranja kroglic z magnetnim stojalom.

e Po spiranju smo odpipetirali supernatant in dodali 20 pl sterilne vode.

e Tako pripravljen vzorec smo uporabili za pripravo bakterijske DNA z alkalno
lizo.

3.2.8.2 Imunomagnetno koncentriranje bakterij po postopku B (Hsih in Tsen, 2001)

e V 1,5 ml-epruveto smo odpipetirali 10 pul suspenzije magnetnih kroglic za
koncentriranje listerij in 10 pl suspenzije magnetnih kroglic za koncentriranje
salmonel.

e V epruveto smo dodali po 100 ul mesane kulture bakterij (18-urne kulture
bakterij vrste L. monocytogenes in 18-urne kulture bakterij seva S. Enteritidis)
in 900 pl fizioloske raztopine ter jih 20 min inkubirali na stresalniku pri 100
obr/min.

e Nadaljevanje je bilo enako kot pri postopku A, ki je opisan v poglavju 3.2.8.1
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 RAST BAKTERIJ] RODU Salmonella in VRSTE Listeria monocytogenes V
GOJISCU UPB

V prvem delu smo proucevali rast bakterij vrste L. monocytogenes in rodu Salmonella v
gojiséu UPB. Zeleli smo preveriti, ali gojis¢e UPB omogo¢a sofasno namnoZitev
omenjenih bakterij do zadostne koncentracije za dolo¢itev z mPCR. V gojis¢e UPB smo
tako dodali razli¢ne koncentracije bakterij vrste L. monocytogenes in/ali rodu Salmonella
ter jih 24 ur inkubirali pri 35 °C.

Preglednica 4: Rast cistih in meSanih kultur bakterij vrste L. monocytogenes in seva S. Enteritidis v
gojiscu UPB

Vzorec Ny (cfu/ml) Nogn (cfu/ml)
L. monocytogenes | S. Enteritidis | L. monocytogenes | S. Enteritidis

1 1,8x 10° 0 6.9 x 10’ 0

2 4,1x10° 0 1.0x 10’ 0

3 1,2x 10* 0 2,3x 10° 0

4 4,1 x 10° 0 1,1 x 10’ 0

5 0 3,35x 10" |0 5,9 x10°
6 0 335x 10" |0 4,1x10°
7 0 2,07x 10" |0 5,2 x107
8 1,5x 10° 3,1 x 10 50x 10° 1,4 x 10°
9 1,5x 10° 3,1x 10° 42x10° 1,4 x 10°
10 1,5x 10° 3,1 x 10° 8,0x 10° 9,8x 10’
11 1,8x 10° 1,6 x 10 1,1 x 10* 2,3x 10
12 6,6 x 10° 2,07x10°  |3,0x 10 4,9 x 10
13 1,5 x10° 3,1x10° 2,0x 10° 1,6 x 10°
14 6,6 x 10° 2,07 x 10 6,0 x 10° 7,1 x 10
15 1,2x 10* 3,4x 10° 7,9 x 10° 3,4x 10
16 1,2x 10* 3,4x 10° 6,9 x 10° 5,9x 10
Legenda:

No: zacetno Stevilo bakterij
No4p: Stevilo bakterij po 24-urni inkubaciji v gojis¢u UPB

Rezultati preucevanja rasti bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes v
obogatitvenem gojis¢u UPB so zbrani v preglednici 4. Bakterije rodu Salmonella se v
gojis¢u UPB namnoZijo najmanj do koncentracije 10’ cfu/ml, ne glede na prisotnost
bakterij vrste L. monocytogenes. Bakterije vrste L. monocytogenes se kot Cista kultura
namnozijo do najmanj 10’ cfu/ml, v mesani kulturi z bakterijami rodu Salmonella pa
najmanj do 10* cfu/ml.
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Iz rezultatov je razvidno, da bakterije vrste L. monocytogenes v gojis¢u UPB rastejo
pocasneje kot bakterije rodu Salmonella, vendar se obe skupini bakterij po 24-urni
inkubaciji v gojis¢u UPB namnoZita najmanj do koncentracije 10* cfu/ml.

Ker je oblutljivost metode PCR obicajno 10° cfu/ml, patogeni mikroorganizmi pa so
pred samo PCR reakcijo nujna (Kuchta, 2006b). Rezultati eksperimentalnega dela so
pokazali, da se bakterije rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes po socasni inkubaciji
v UPB namnoZita najmanj do koncentracije 10* cfu/ml, kar je nad mejo obilajne
obcutljivosti PCR. Gojis¢e UPB se je tako izkazalo kot u¢inkovito gojis¢e za socasno
obogatitev omenjenih skupin bakterij do koncentracij potrebnih za doloc¢itev z mPCR.
Socasna obogatitvena kultivacija predstavlja enostavnejSi in cenej$i nacin dela, v
primerjavi z dosedanjimi postopki detekcije omenjenih bakterij. Obi¢ajno se namrec za
dolocanje obeh skupin bakterij uporablja loCena obogatitev — obogatitev posamezne
skupine bakterij v najprimernejSem obogatitvenem gojiscu.

Studiji, ki so ju opravili Hsih in Tsen (2001) ter Bailey in Cox (1992) sta dali podobne
rezultate. Bakterije rodu Salmonella se v enakovredni meSanici z bakterijami vrste
Listeria monocytogenes namnozijo do koncentracije 10° cfu/ml, medtem ko se bakterije
vrste Listeria monocytogenes v enakovredni meSanici z bakterijami rodu Salmonella
namnozijo do koncentracije 10° cfu/ml. Rast listerij je v prisotnosti salmonel inhibirana
za 10° cfu/ml, kar je najbrz posledica tekmovanja v rasti. Zhao in Doyle (2001) sta
vrednotila rast bakterij S. Enteritidis, S. Typhimurium in Listeria monocytogenes v UPB.
Bakterije so bile predhodno izpostavljene temperaturnim $okom. Studija je pokazala, da
se po samo 6-urni inkubaciji v gojis¢u UPB, omenjeni skupini bakterij ne namnozita do
zadostne koncentracije za dolocitev z PCR, ampak to zagotavlja Sele 24-urna inkubacija
v UPB. Vzrok je najbrz v tem, da bakterije prve Stiri ure potrebujejo za okrevanje po
temperaturnem Soku in Sele potem zacno pospesSeno rasti.

Bhagwat in sod. (2003) navajajo uporabo UPB gojisca za socasno obogatitev bakterij L.
monocytogenes, S. Typhimurium in E. coli v umetno kontaminiranih vzorcih zelenjave.
Po socasni inkubaciji v gojis¢u UPB so lahko z PCR v realnem casu dolocili bakterije
vrste L. monocytogenes do koncentracij 10°~10° cfu/ml in S. Typhimurium 1-10 cfu/ ml.

Paternoster (2009) je dolocala bakterije S. Enteritidis in L. monocytogenes s PCR v
realnem ¢asu v kravjem mleku. Zaradi slabih rezultatov pomnoZevanja bakterijske DNA
neposredno iz vzorcev mleka, je izvedla predhodno obogatitev v gojis¢u UPB in tako
doloc¢ila obe skupini bakterij do koncentracije 10 cfu/ml. Studija je pokazala, da naravna
mikroflora prisotna v mleku ni imela inhibitornega ucinka na rast bakterij v gojiscu in
sam potek encimske reakcije. Rezultati so pokazali, da samo gojis¢e UPB nima vpliva na
ucinkovitost encimske reakcije, kar so potrdili tudi Stevilni drugi avtorji (Bhagwat, 2003;
Bhaduri in Cottrell, 2001).
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42 1ZBIRA RAZMER SOCASNEGA POMNOZEVANJA SPECIFICNEGA DELA
DNA BAKTERIJ RODU Salmonella in VRSTE L. monocytogenes

Namen naSega dela je bil razviti postopek mPCR za socCasno dolocitev bakterij rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes. Pravilna izbira oligonukleotidnih zacetnikov je
kljucni element pri izvedbi mPCR. Pri oblikovanju postopka mPCR je bilo potrebno
izbrati taksne oligonukleotidne zacetnike, ki jih med seboj lahko kombiniramo. Sledila je
postavitev protokola mPCR, ki je dovoljeval optimalno pomnozevanje obeh Zzelenih
delov DNA, kot ¢e bi jih pomnoZevali posami¢no.

4.2.1 Izbira oligonukleotidnih zacetnikov

Priporocena dolzina oligonukleotidnih zacetnikov za PCR je 18-28 bp, vsebnost gvanina
in citozina 50—60 %, imeli naj bi podobne temperature talis¢a. Temperaturo talis¢a (Tm)
smo izracunali po formuli Tm =2 (A + T) + 4 (G + C). Teoreti¢na temperatura prileganja
oligonukleotidnih zagetnikov je 5 °C pod temperaturo talis¢a. Oligonukleotidna zacetnika
tudi ne smeta biti komplementarna na 3'- koncu, da prepreimo tvorbo dimerov (Innis in
Gelfand, 1990). Razlika v velikosti dobljenih dveh specifi€énih pomnoZzkov mora biti
dovolj velika, da sta oba pomnoZka loCena in lepo vidna na agaroznem gelu.

Za pomnozevanje specificnega dela DNA bakterij vrste L. monocytogenes smo izbrali
oligonukleotidna zacetnika LM1 in LM2, ki pomnozita 701 bp dolg del DNA, specifi¢en
za bakterije vrste L. monocytogenes (Border in sod., 1990). LM1/LM2 sta bila izbrana iz
sekven¢nih podatkov za gen hly A, ki doloca za bakterije vrste L. monocytogenes
specifi¢en listeriolizin O. Stevilni avtorji so potrdili dobro obéutljivost in specifi¢nost
omenjenih oligonukleotidnih zacetnikov (Lawrence in Gilmour, 1994; Herman, 1997;
KarpiSkova in sod., 2000; Aznar in Alarcon, 2002; Rijpens in Herman, 2004; Lencek,
2005; Conter in sod., 2009).

Za pomnoZzevanje specificnega dela DNA bakterij rodu Salmonella smo izbrali
oligonukleotidna zacetnika ST11 in ST15, ki so ju razvili Aabo in sodelavci (1993) in
pomnozita 429 bp dolg del DNA specifi¢en za bakterije rodu Salmonella. Avtorji so
doloc¢ili optimalno temperaturo prileganja in ugotovili, da metoda dopus€a Siroko
variiranje temperature prileganja oligonukleotidnih zacetnikov brez izgube specifi¢nosti.
ST11 in ST15 sta bila izbrana iz 2.3 kb fragmenta DNA - JE0402-1. Dobro specificnost
navedenih oligonukleotidnih zacetnikov so potrdili Stevilni raziskovalci, zato smo jih
uporabili tudi v nasi Studiji (Soumet in sod., 1994; Rijpens in sod., 1999; Trkov in sod.,
1999; Piknova in sod., 2002; Lencek, 2005; Paternoster, 2009; Yildirim in sod., 2011;
Pui in sod., 2011).

Glavne lastnosti izbranih oligonukleotidnih zacetnikov LM1/LM2 in ST11/ST15 so
prikazane v preglednici 5.



Kocmur T. Optimizacija metode mPCR za socasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes. 33

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

Preglednica 5: Lastnosti oligonukleotidnih zac¢etnikov ST11/ST15 in LM1/LM2

. Sekvenca o o Velikost
Oznaka Specifi¢nost (5'—>3") CG (%) | Tm (°C) pomnozka (bp)
AGC CAA CCA TTG CTA
ST AAT TGG CGCA 48 [ 429
ST1S amoneria GGT AGA AATTCC CAG | 5,5 | 1,
CGG GTA CTG ’
M1 g(gl[; AAG ACG CCA ATC 50 54
L. monocytogenes AAG CGC TTG CAA CTG 701
LM2 55,5 56
CTC
Legenda:
CG........... gvanin in citozin
Tm........... temperatura talisca

4.2.2 Postavitev protokola mPCR

V nadaljevanju eksperimentalnega dela

smo postavili

protokol mPCR, ki

oligonukleotidnimi zacetniki ST11/ST15 in LM1/LM2 dovoljuje so¢asno pomnozevanje
DNA bakterij vrste L. monocytogenes in rodu Salmonella.

Preglednica 6: Sestava reakcijskih mesanic in casovno-temperaturna rezima PCR za dolocanje bakterij
rodu Salmonella (Aabo in sod., 1993) in vrste L. monocytogenes (Border in sod., 1990)

PCR-mesanica Aabo in sod. (1993) Border in sod. (1990)
Tris-HCL(pH 8,3) 10 mM 10 mM

KCL 50 mM 50 mM

MgCL, 2,5 mM 1,5 mM

dNTP 200 uM 200 uM

ST11 1 uM /

ST15 1 uM /

LM1 / 3 ul (0,1mg /ml)
LM2 / 3 ul (0,1mg /ml)
Polimeraza 25U 25U

Tween 20 0,5 % /

Gelatina 0,02 % 0,01 %

Vkonéen 100 Hl 50 ],ll

VbNa S5ul Sul
Casovno-temperaturni

rezim za PCR

Zadetna denaturacija / 95 °C, 4 min
Denaturacija 94 °C, 60 s 95°C, 1min
Prileganje 57°C, 60s 50 °C, 2s
PodaljSevanje 72°C, 120s 72 °C, 1min
Stevilo ciklov 30 ciklov 29 ciklov
Kon¢no podaljSevanje 72 °C, 10 min (1¢) 72 °C, 8 min
Ohladitev 4 °C 4°C

Legenda:

Vpna: volumen lizata bakterijskih celic
Vioneni - Volumen reakcijske mesSanice po dodatku lizata bakterijskih celic
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Za i1zhodisce smo izbrali protokol, ki so ga razvili Aabo in sod. (1993) za doloCanje
bakterij rodu Salmonella z oligonukleotidnima zacetnikoma ST11/ST15 in protokol, ki so
ga razvili Border in sod. (1990) za doloCanje bakterij vrste L. monocytogenes z
oligonukleotidnima zacetnikoma LM1/LM2. Sestava reakcijskih meSanic za PCR ter
temperaturno-¢asovna rezima omenjenih protokolov sta predstavljena v preglednici 6.
Prvi protokol SALLIS1 smo povzeli po Li in sod. (2000) in ga delno modificirali. Drugi
protokol SALLIS2 smo izbrali sami glede na optimalne koncentracije kemikalij, ki se
uporabljajo pri PCR, ¢e meSanica vsebuje le en par oligonukleotidnih zacetnikov.

Glede na koncentracije kemikalij za PCR, ki so jih v svojih metodah uporabili Aabo in
sod. (1993) ter Border in sod. (1990) smo sestavili protokol mPCR za soc¢asno dolocanje
bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes in ga poimenovali SALLIS2. Sestava
reakcijskih meSanic in casovno-temperaturna reZzima metode SALLIS1 in metode
SALLIS?2 sta podani v preglednici 7.

Preglednica 7: Sestava reakcijskih mesanic za mPCR in ¢asovno-temperaturna rezima pri protokolih
SALLISI in SALLIS2

PCR-meSanica

SALLIS1

SALLIS2

Pufer PCR 10x

10 mM Tris-HCI (pH =9),
50 mM KCI,
Triton X-100: 0,1 %

10 mM Tris-HCI (pH = 9),
50 mM KCl,
Triton X-100: 0,1 %

MgCl, 1,7 mM 1,5 mM
dNTP 200 uM 200 uM
LM1 0,5 uM 1 uM
LM2 0,5 uM 1 uM
ST11 0,2 uM 1 uM
ST15 0,2 uM 1 uM
Polimeraza 1,25U 1,25U
Tween 20 0,2 % 0,2 %
Vioneni 50 ul 50 ul
Vona Sul S5l

Casovno temperaturni
reZim za PCR

Zacetna denaturacija

94 °C, 5min (1 cikel)

95 °C, Imin (1 cikel)

Denaturacija 92°C,30s 95°C, 15 s
Prileganje 59°C,80s 55°C, 15s
PodaljSevanje 72°C,30s 72°C,30s
Stevilo ciklov 35 ciklov 30 ciklov
Kon¢no podaljsevanje 72 °C, 5 min (1 cikel) 72 °C, 8 min
Ohladitev 4°C 4°C

Legenda:

Vpna: volumen lizata bakterijskih celic

Vioneni : Volumen reakcijske mesSanice po dodatku lizata bakterijskih celic
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4.3 OBCUTLIJIVOST mPCR PO PROTOKOLIH SALLIS1 IN SALLIS2

V drugem delu smo primerjali obcutljivost mPCR, ki smo ga povzeli po Li in sod. (2000)
(SALLIS1), z rezultati mPCR v katerem smo spremenili koncentracije MgCl,,
oligonukleotidnih zacetnikov ter samo shemo pomnozevanja (protokol SALLIS2).

Obcutljivost mPCR za soCasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes smo doloCili  z oligonukleotidnima zaCetnikoma STI11/ST15,
specificnima za rod Salmonella in oligonukleotidnima zacetnikoma LM1/LM2,
specificnima za vrsto L. monocytogenes. Pomnozke smo dokazali z gelsko elektroforezo
in barvanjem z EtBr. Na slikah agaroznih gelov je tako 701 bp velik pomnoZek znacilen
za bakterije vrste L. monocytogenes in 429 bp velik pomnozek znacilen za bakterije rodu
Salmonella.

4.3.1 Obcutljivost mPCR za dolocanje ¢istih kultur bakterij rodu Salmonella in
vrste L. monocytogenes

Obcutljivost mPCR za dolocanje €istih kultur bakterij vrste L. monocytogenes in seva S.
Enteritidis po dokazovanju pomnozkov z gelsko elektroforezo, je bila nekoliko bolj$a po
protokolu SALLIS1 (Slika 6 (A.)). S protokolom SALLIS1 smo lahko dolo¢ili Cisti
kulturi obeh bakterij do koncentracije 10° cfu/ml, medtem ko smo ju z protokolom
SALLIS2 lahko dolo¢ili do koncentracije 10* cfu/ml. Rezultati so prikazani na sliki 6.

'."‘ : o '

Slika 6: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR po protokolih SALLIS1 (A.) in
SALLIS2 (B.) s ¢istimi kulturami bakterij seva S. Enteritidis in vrste L. monocytogenes

Legenda:

M: molekularni ozna¢evalec (100 bp DNA Ladder)  6: 1,7 x 107 cfu /ml bakterij vrste L. monocytogenes
1: 1,8 x 107 cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis 7: 1,7 x 10° cfu /ml bakterij vrste L. monocytogenes
2: 1,8 x10° cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis 8: 1,7 x 10° cfu /ml bakterij vrste L. monocytogenes
3: 1,8 x 10° cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis 9: 1,7 x 10* cfu /ml bakterij vrste L. monocytogenes
4: 1,8 x10* cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis 10: 1,7 x 10° cfu /ml bakterij vrste L. monocytogenes

5: 1,8 x 10° cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis NK: negativna kontrola
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4.3.2 Obcutljivost mPCR za socasno dolo¢anje meSanih kultur bakterij rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes

V nadaljevanju smo primerjali obc¢utljivost socasnega dolocanja obeh skupin bakterij v
mesSanih kulturah z mPCR po protokolu SALLIS1 z obcutljivostjo mPCR v meSanih
kulturah po protokolu SALLIS2.

Vzorce smo pripravili tako, da smo razliénim koncentracijam bakterij seva S. Enteritidis
dodali razlicne koncentracije bakterij vrste L. monocytogenes in izvedli alkalno lizo.
Reakecijski meSanici za oba mPCR sta vsebovali oligonukleotidna zaCetnika specificna za
rod Salmonella (ST11/ST15) in oligonukleotidna zacetnika specificna za vrsto L.
monocytogenes (LM1/LM2). Po alkalni lizi vzorcev smo izvedli mPCR po obeh
protokolih. Vzorci z oznako NK so bili negativne kontrole, ki so namesto obeh tar¢nih
DNA vsebovali vodo (H,Opcr). Rezultati soCasnega dolocanja obeh bakterij so bili
vedno pozitivni, kadar smo dobili na agaroznem gelu na eni progi dva specificna
pomnozka: 701 bp velik pomnozek znacilen za bakterije vrste L. monocytogenes in 429
bp velik pomnozek znacilen za bakterije rodu Sa/monella. Rezultati socasnega dolocanja
obeh skupin bakterij z mPCR v meSanih kulturah so prikazani na slikah 7 in 8.

A. B.
M 1 2 3 4 56 7 8 9}9_I\E.<‘rM12345678910NK
ST RS SRS [ e

I
|
||. ; '“ -
.
" | v
<8

Slika 7: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR po protokolih SALLIS1 (A.) in
SALLIS2 (B.) pri me$anih kulturah bakterij seva S. Enteritidis in vrste L. monocytogenes s koncentracijami
107 in 10° cfu/ml

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 6: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis

1: 107 cfu/ml L. monocytogenes in 10 cfu/ml S. Enteritidis 7: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis

2: 107 ¢fu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis 8: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis

3: 107 cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis 9:10° cfu/ml L. monocytogenes in 10* cfu/ml S. Enteritidis
4: 107 cfu/ml L. monocytogenes in 10* cfu/ml S. Enteritidis 10: 108 cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
5: 107 cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola

Na sliki 7 vidimo, da ko je vzorec vseboval 107 cfu/ml oziroma 10° cfu/ml bakterij vrste
L. monocytogenes in razlicno koncentracijo bakterij seva S. Enteritidis, smo bakterije
vrste L. monocytogenes lahko dolo€ili z obema preizkuSenima protokoloma. Bakterije
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seva S. Enteritidis pa smo lahko z protokolom SALLIS! dolo¢ili do koncentracije 10°
cfu/ml, z protokolom SALLIS2 pa do koncentracije 10° cfu/ml.

Na sliki 8 so prikazani rezultati dolocanja obeh skupin bakterij z mPCR, ko so vzorci
vsebovali 10° cfu/ml oziroma 10* cfu/ml bakterij vrste L. monocytogenes in razli¢no
koncentracijo bakterij seva S. Enteritidis. Z obema preizkuSenima protokoloma smo
lahko dolocili bakterije vrste L. monocytogenes, razen ko je bila razlika v koncentracijah
obeh skupin bakterij 2 ali ve¢ logaritemskih stopenj (vzorca 1 in 6 na sliki 8) smo dobili
negativen rezultat. Bakterije seva S. Enteritidis smo z obema protokoloma lahko dolo¢ili
do koncentracije 10* cfu/ml.

A. B.
M 1 2 3 45 6 7Kg KinNK

M 1 2 345 6 7 Kg, K NK

Slika 8: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR po protokolih SALLIS1 (A.) in
SALLIS2 (B.) pri mesanih kulturah bakterij seva S. Enteritidis in vrste L. monocytogenes s koncentracijami
10% in 10* cfu/ml

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 6: 10* cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis
1: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis 7: 10* cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
2: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis Ksa: pozitivna kontrola za bakterije rodu Salmonella

3: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis Kim: pozitivna kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes

4: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10* cfu/ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola
5:10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis

V preglednici 8 so zbrani vsi rezultati soCasnega dolo¢anja bakterij rodu Sal/monella in
vrste L. monocytogenes v meSani kulturi z mPCR. Obcutljivost socasnega dolo¢anja obeh
skupin bakter?’ v meSani kulturi po protokolu SALLIS1 je bila za bakterije rodu
Salmonella 10° cfu/ml, ne glede na koncentracijo bakterij vrste L. monocytogenes, in 10°
cfu/ml za bakterije vrste L. monocytogenes, ne glede na koncentracijo bakterij rodu

Salmonella.

Obcutljivost so¢asnega dolocanja obeh bakterij v mesani kulturi po protokolu SALLIS2
je bila za bakterije rodu Salmonella 10° cfu/ml, ne glede na koncentracijo bakterij vrste L.
monocytogenes, in 10° cfu/ml za bakterije vrste L. monocytogenes, ne glede na
koncentracijo bakterij rodu Sa/monella.



Kocmur T. Optimizacija metode mPCR za socasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes. 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

Iz rezultatov je razvidno, da smo pri vzorcih, kjer je bila razlika v koncentracijah
omenjenih bakterij 2 ali ve¢ logaritemskih stopenj, v€asih dobili lazno negativen rezultat.
Pri mesSanih kulturah, kjer je bila razlika v koncentracijah 2 ali ve¢ logaritemskih stopenj,
smo z protokolom SALLIS2 dobili bolj$o obéutljivost (npr. slika 7, progi 8: vzorec z 10°
cfu/ml S. Enteritidis in 10° cfu/ml L. monocytogenes).

Preglednica 8: Primerjava obcutljivosti socasnega dolocanja bakterij rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes z mPCR po protokolih SALLIST in SALLIS2

SALLIS 1 S. Enteritidis (cfu/ml)
10 10° 10° 10° 10°
107 Lm: + Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
Sa: + Sa: + Sa: - Sa:- Sa: -
. 10° Lm: + Lm: + Lm: + Lm:+ Lm: +
S Sa: + Sa: + Sa: - Sa: - Sa: -
S ~ 10° Lm: - Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
§ E Sa: + Sa: + Sa: + Sa: + Sa: -
§ % 10* Lm: - Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
§ ~ Sa: + Sa: + Sa: + Sa: + Sa: -
g 10° Lm: - Lm: - Lm: + Lm: + Lm:-
Sa: + Sa: + Sa: + Sa: + Sa: -
SALLIS 2 S. Enteritidis (cfu/ml)
10 10° 10° 10° 10°
107 Lm: + Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
Sa: + Sa: + Sa:+ Sa: - Sa: -
. 10° Lm: + Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
Q Sa: + Sa: + Sa: + Sa: - Sa: -
0 = 10° Lm: - Lm: + Lm: + Lm: + Lm: +
§ = Sa: + Sa: + Sa: + Sa: + Sa: -
§ E 10* Lm: - Lm: + Lm: + Lm:+ Lm: +
§ 2 Sa:+ Sa: + Sa: + Sa: + Sa: +
% 10° Lm: - Lm: - Lm: + Lm: + Lm: -
Sa: + Sa: + Sa: + Sa: + Sa: -
Legenda:
Lm.......bakterije vrste L. monocytogenes + specificen pomnozek

Sa...... bakterije seva S. Enteritidis -.........ni specificnega pomnozka

Obcutljivost mPCR za so€asno dolocanje obeh bakterij v mesani kulturi je bila nekoliko
boljsa po protokolu SALLIS2. Zato smo se odlocili, da bomo v nadaljevanju za so¢asno
pomnozevanje specificnih delov DNA omenjenih bakterij z mPCR uporabili protokol
SALLIS2 in postopek optimizirali.
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Rezultati so¢asnega dolocanja bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z
mPCR so pokazali omejitev postopka. Kadar je bila razlika v koncentracijah obeh
bakterij, sicer nad mejo ob&utljivosti vendar ve&ja ali enaka 10% cfu/ml, smo lahko za
bakterije, ki so bile prisotne v manj$ini, dobili negativen rezultat. Obcutljivost metode za
&iste kulture je bila 10°-10%cfu/ml, oblutljivost metode — ko gre za meSane kulture
omenjenih bakterij, pa se je poslabsala. Tudi Stevilni drugi avtorji so v svojih Studijah
prisli do zakljucka, da je obcutljivost metode mPCR za meSane kulture nizja v primerjavi
z Cistimi kulturami (Hsih in Tsen, 2001; Germini in sod., 2009; Kim in sod., 2006).
Najverjetneje prihaja do nekaks$nega tekmovanja med oligonukleotidnimi zacetniki za
sestavine PCR-meSanice in na sploSno do interakcij med obema reakcijama
pomnozevanja.

Obcutljivost nasega mPCR-protokola je primerljiva z podatki iz razli¢nih Studij. Hsih in
Tsen (2001) navajata uspesno dolocCitev bakterij rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes kadar je bila razlika med koncentracijama bakterijskih kultur manjSa ali
enaka 10 cfu/ml, ob predpostavki da koncentracija posamezne kulture bakterij ni bila
manjSa od praga obcutljivosti metode (obcutljivost metode za cCiste kulture je bila
10%cfu/ml). Jofre in sod. (2005) so razvili protokol, ki je omogo&al uspesno dolo¢itev
obeh omenjenih skupin bakterij tudi kadar se je njuna koncentracija razlikovala za 3 log
enote, vendar je bil prag obcutljivosti metode slabsi. Ko sta bili v vzorcu prisotni obe
skupini bakterij v enakih koncentracijah so jih lahko so€asno dolocili do koncentracije
10° cfu/ml. Germini in sod. (2009) so razvili mPCR-protokol, za so¢asno dolodanje
bakterij S. enterica, L. monocytogenes in E. coli 0157:H7, ki je omogocal detekcijo vseh
treh bakterij celo do koncentracije 10 cfu/ml, ko je Slo za cCiste kulture bakterij.
Obééutljivost za meSane kulture omenjenih bakterij pa je bila obcutno slabsa in je znaSala
10° cfu/ml.

4.4. OPTIMIZACIJA PROTOKOLA mPCR SALLIS2

Optimizacija mPCR je klju¢ do boljse obcutljivosti, specificnosti in ponovljivosti.
Optimalne razmere za soCasno pomnoZevanje obeh tarénih DNA smo dolocili
eksperimentalno.

Predhodni rezultati (preglednica 8) so¢asnega doloCanja bakterij rodu Sa/monella in vrste
L. monocytogenes so pokazali, da je obcutljivost mPCR v meSanih kulturah omenjenih
bakterij boljSa po protokolu SALLIS2. Zato smo se odlo¢ili, da bomo skusali optimizirati
mPCR po protokolu SALLIS2 tako, da bomo lahko z njim soc¢asno dolo¢ili obe skupini
bakteriji v modelni raztopini, v koncentracijah do katerih omenjeni bakteriji zrasteta v
obogatitvenem gojis¢u UPB.

4.4.1 Temperatura prileganja oligonukleotidnih zacetnikov

Prvi korak pri optimizaciji mPCR je bila izbira optimalne temperature prileganja
oligonukleotidnih zacetnikov. Za vzorce z oznakami 1, 2, 3, 4 (slika 9) smo pripravili
reakcijsko meSanico za PCR po protokolu SALLIS2. Nato smo izvedli pomnoZzevanje s
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programom SALLIS2, SALLIS2a in SALLIS2b. Razlika med posameznim programom
je bila v temperaturi prileganja oligonukleotidnih zacetnikov (preglednica 9).

Preglednica 9: Primerjava ¢asovno-temperaturnih rezimov v programih SALLIS2, SALLIS2a in
SALLIS2b

Stopnja reakcije Program

SALLIS2 SALLIS2a SALLIS2b
Denaturacija 95°C,15s |95°C, 15s 95°C, 15 s
Prileganje 55°C,15s |57°C,15s 59 °C, 15 s
Podaljsevanje 72°C,30s | 72°C,30s 72°C,30s

Z zviSevanjem temperature prileganja oligonukleotidnih zaletnikov v mPCR iz 55 °C
(SALLIS2), na 57 °C (SALLIS2a ) oziroma na 59 °C (SALLIS2b) smo dobili enako
intenzivne pomnozke (slika 9). Teoreti¢na izracunana optimalna temperatura prileganja
za oligonukleotidne zaéetnike ST11/ST15 in LM1/LM2 je 59,5 ° C. Ker vi$ja temperatura
prileganja oligonukleotidnih  zacetnikov zmanjSa verjetnost za pomnoZevanje
nespecificnih delov DNA smo se odlocili, da bomo v nadaljevanju uporabljali
temperaturo prileganja 59 °C (SALLIS2b).

A. B.
M1 2 3 4 _" NK M 1 2_3__i_KSaKLmNK

Slika 9: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR s programom SALLIS2a (T,=57
°C) (A.) in s programom SALLIS2b (T,=59 °C) (B.)

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) Ksa: pozitivna kontrola za bakterije rodu Salmonella

1:10° cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis Ky m:pozitivna kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes
2:10° cfu /ml L. monocytogenes in 10° cfu /ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola

3:10* cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis T,: temperatura prileganja oligonukleotidnih zacetnikov

4:10* cfu/ ml L. monocytogenes in 10° cfu /ml S. Enteritidis

4.4.2 Koncentracija MgCl, v reakcijski meSanici za mPCR

Naslednji korak pri optimizaciji mPCR je bila izbira optimalne koncentracije MgCl, v
reakcijski mesanici za mPCR. V meSanici za mPCR SALLIS2 smo zvisevali
koncentracijo MgCl, iz 1,5 mM na 1,7 mM, 2,0 mM oziroma 2,5 mM.
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Za vzorce 1, 2, 3 in 4 (slika 10) smo tako pripravili 4 razli¢ne reakcijske mesanice, ki so
se razlikovale po koncentraciji MgCl,. Po alkalni lizi smo vzorce vstavili v aparaturo za
PCR, kjer smo predhodno nastavili program SALLIS2b.

Iz rezultatov na sliki 10 je razvidno, da je pri niZji koncentraciji magnezijevih ionov
slabSa ucinkovitost encimskega pomnozevanja DNA, medtem ko se pri vi§jih
koncentracijah zmanjSa natan¢nost prileganja oligonukleotidnih zacetnikov. Zato smo za
optimalno koncentracijo magnezijevih ionov izbrali 2,0 mM MgCl, Na splosno velja , da
je koncentracija MgCl,, v mPCR vi§ja v primerjavi z obi¢ajnim PCR (Settani in Corsetti,
2007).

A. B.
M1 2 3 4 Ks;KinNK M 1 2 3 4 KK NK

C D.
M1 2 3 4 KsKimNK

M1 2 3 4 KK NK

Slika 10: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR s programom SALLIS2b pri
koncentraciji MgCl,1,5 mM (A.), 1,7 mM (B.), 2,0 mM (C.) in 2,5 mM (D.)

Legenda:
M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 4:10* cfu/ ml L. monocytogenes in 10° cfu /ml S. Enteritidis
1:10° cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis Ks,: pozitivna kontrola za bakterije rodu Salmonella

2:10° cfu /ml L. monocytogenes in 10° cfu /ml S. Enteritidis Kim:pozitivna kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes
3:10* cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola
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4.4.3 Stevilo ciklov mPCR in ¢as prileganja oligonukleotidnih zaetnikov

V nadaljevanju eksperimentalnega dela smo skusali izboljSati obcutljivost mPCR z
povecanjem Stevila ciklov v mPCR. Tako smo programu SALLIS2b povecali Stevilo
ciklov iz 30 na 35 in upali, da bomo s tem postopkom povecali koli¢ino zelenega
produkta. Rezultati nasih predvidevanj niso potrdili, zato smo v nadaljevanju za so€asno
dolocanje omenjenih bakterij uporabljali program SALLIS2b, ki je imel 30 ciklov.

Obcutljivost mPCR smo poizkuSali izboljSati tudi z podaljSevanjem Casa prileganja
oligonukleotidnih zacetnikov in sicer smo v programu SALLIS2b podaljsali cas
prileganja oligonukleotidnih zaéetnikov pri 59 °C iz zaletnih 15 s na 25 s. Rezultati so
pokazali, da je obcutljivost mPCR ostala enaka, zato smo v nadaljevanju uporabljali
protokol SALLIS2b.

Povecanje Stevil ciklov v nasem eksperimentalnem delu ni imelo Zelenega ucinka.
Rijpens in sod. (1999) so v svoji Studiji opazili, da povecanje Stevil ciklov iz 30 na 33,
prinese izboljSanje obcutljivosti PCR reakcije za doloCanje bakterij rodu Salmonella 1z
obogatitvenega gojiS¢a. Vendar za rutinsko uporabo protokol, ki ima 35-40 ciklov
odsvetujejo, ker to lahko ogrozi samo specifi¢nost reakcije. Tudi Kuchta (2006a) za
rutinsko analizo priporoc¢a uporabo PCR-protokola z niZjim Stevilom ciklov, ki ima sicer
lahko nizjo obcutljivost in za boljSo obcutljivost reakcije svetuje optimizacijo priprave
vzorca.

4.4.4 Razredcevanje celi¢nega lizata

V nadaljevanju smo Zeleli preveriti vpliv bakterijskega lizata na ucinkovitost encimske
reakcije. Znano je namre¢, da imata predvsem NaOH in SDS, ki smo ju uporabljali za
alkalno lizo, lahko inhibitorni u¢inek na encimsko reakcijo. Po koncani alkalni lizi
vzorcev smo zato lizate 10-krat oziroma 100-krat razred¢ili z sterilno destilirano vodo
(H20ggm) in izvedli mPCR. Vzorec z oznako NK je namesto tarénih DNA vseboval vodo
(H20pcr). Rezultati so prikazani na sliki 11.
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Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR po razredcevanju lizatov

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)

1:107 cfu/ml S. Enteritidis in 10° cfu/ml vrste L. monocytogenes
2: 10-krat razredcen lizat vzorca 1

3: 100-krat razredcen lizat vzorca 1

Ks.: pozitivna kontrola za bakterije rodu Sal/monella

Kin: pozitivna kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes
NK: negativna kontrola (vzorec vsebuje HyOpcr )

Predvidevali smo, da bomo z zmanjSanjem koli¢ine NaOH, SDS in drugih celi¢nih
komponent v vzorcu, ki bi lahko zavirale delovanje DNA-polimeraze, izboljSali
ucinkovitost encimske reakcije. Rezultati naSih predvidevanj niso potrdili. Na sliki 11
vidimo, da za bakterije, ki so prisotne v manj$ini (L. monocytogenes) dobimo v vseh treh
primerih negativen rezultat. Za bakterije, ki so prisotne v vecini (S. Enteritidis) smo
dobili enako intenzivne pomnozke, ne glede na predhodno razred¢itev celicnega lizata.

Rossen in sod. (1991) so preucevali vpliv NaOH in SDS na ucinkovitost PCR za
doloCanje bakterij vrste L. momnocytogenes. Rezultati so pokazali, da NaOH do
koncentracije 4 mM nima inhibitornega uc¢inka na PCR, medtem ko dodatek samo 0,01
% SDS moc¢no zmanjSa ucinkovitost. Zato je potrebno, da PCR-meSanici dodamo
pravilno koncentracijo Tween 20, ki zmanjSa inhibitorni u¢inek SDS. Dodatek Tween 20
vzorcem, ki niso vsebovali SDS je razkril, da ima tudi sam Tween 20 inhibitorni u¢inek
na PCR. Zato je za uspeSno PCR reakcijo potrebno dodati pravilno razmerje SDS in
Tween 20.

4.4.5 Imunomagnetno koncentriranje

Rezultati optimizacije socCasnega doloc¢anja bakterij rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes so pokazali omejitev postopka. Kadar je bila razlika v koncentracijah
obeh bakterij ve&ja ali enaka 10 cfu/ml, smo lahko za bakterije, ki so bile prisotne v
manjSini, dobili negativen rezultat. Zato smo se odlocili za koncentriranje vzorca z
uporabo imunomagnetnih kroglic. Vzorce smo pripravili na dva nacina in jim dodali
enako koli¢ino kroglic za imunomagnetno koncentriranje listerij oziroma salmonel. Po
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imunomagnetnem koncentriranju bakterij in sledeci alkalni lizi, smo izvedli mPCR (slika
12).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 K Ks Kin NK

-
— — - - - <«——701bp
- SEaEes = B<—np
—

- s e e - R -

Slika 12: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR po imunomagnetnem
koncentriranju bakterij vrste L. monocytogenes in bakterij seva S. Enteritidis

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 8:10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
1: 107cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis 9: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
2: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis 10: 10* cfu/ml L. monocytogenes in 10* cfu/ml S. Enteritidis

3:10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis K:pozitivna kontrola za Salmonella in L. monocytogenes

4: 108 cfu/ml L. monocytogenes Ks,: pozitivna kontrola za bakterije rodu Salmonella

5:107 cfu/ml L. monocytogenes Ky m:pozitivna kontrola za bakterije vrste L. monocytogenes
6:10° cfu/ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola

7:107 cfu/ml S. Enteritidis

Uporaba imunomagnetnih kroglic za koncentriranje listerij oziroma salmonel je
obcutljivost mPCR Se poslabsala. Preizkus smo naredili na vzorcih, pri katerih smo brez
uporabe imunomagnetnih kroglic lahko sofasno z mPCR dolocili obe skupini bakterij.
Kot je razvidno iz slike 4.7, smo po imunomagnetnem koncentriranju in sledeCem
mPCR, dobili pozitiven rezultat za obe skupini bakterij, kadar so bile v vzorcu diste
kulture bakterij (vzorci 4, 5, 6, 7). Ko pa sta bili v vzorcu prisotni obe skupini bakterij, se
je obcutljivost predvsem za bakterije vrste L. monocytogenes zelo poslabsala.

Rezultati so pokazali, da bakterij vrste L. monocytogenes nismo mogli dolociti z mPCR
kadar smo vzorec predhodno razred¢ili z fiziolosko raztopino in uporabili
imunomagnetne kroglice (imunomagnetno koncentriranje po postopku B).
Imunomagnetno koncentriranje po postopku B smo uporabili pri vzorcih 8, 9, 10 (slika
12). Kljub visoki koncentraciji bakterij vrste L. monocytogenes (10° cfu/ml) je bil rezultat
po imunomagnetnem koncentriranju in sledecem mPCR za bakterije vrste L.
monocytogenes negativen. Rezultati za bakterije seva S. Enteritidis so bili v vseh
primerih pozitivni. Zaradi dvoma o sami specifinosti vezave na imunomagnetne
kroglice v nadaljevanju imunomagnetnega koncentriranja nismo ve¢ uporabljali.
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V naSem eksperimentalnem delu je tako uporaba imunomagnetnih kroglic obcutljivost
mPCR Se poslabsala, kar je bilo popolnoma v nasprotju z priakovanji in podatki iz
literature. Hsih in Tsen (2001) namreC navajata, da sta z uporabo IMS po 24-urni
inkubaciji v UPB lahko dolo¢ila bakterije L. monocytogenes in S. Typhimurium tudi, ko
je bila njuna zadetna koncentracija v UPB razli¢na za 10° cfu/ml. Za koncentriranje obeh
skupin bakterij sta tako kot mi uporabila enako koli¢ino magnetnih kroglic za
koncentriranje salmonel (Dynabeads anti-Salmonella) in magnetnih kroglic za
koncentriranje listerij (Dynabeads anti-Listeria). Lynch in sod. (2004) porocajo, da se z
uporabo enakih magnetnih kroglic za koncentriranje bakterij rodu Salmonella za 15,5 %
izboljSa obcutljivost metode, v primerjavi s konvencionalnimi tehnikami dolo¢anja. Tudi
Rijpens in sod. (1999) navajajo imunomagnetno koncentriranje kot uspeSen nadomestek
casovno zamudni sekundarni selektivni obogatitvi pri dolo¢anje bakterij rodu Salmonella
z PCR. PCR so izvedli po 16-urni obogatitvi v BPW, ki ji je sledilo imunomagnetno
koncentriranje. S tako postavljenim protokolom so v 20-urah dolo¢ili bakterije rodu
Salmonella v sladoledu, pasteriziranem jajénem rumenjaku, mleku v prahu in sirih, ki so
bili narejeni iz pasteriziranega mleka.

Vzrokov za slabe rezultate imunomagnetnega koncentriranje je lahko ve¢. Lahko smo
uporabili premajhno koli¢ino imunomagnetnih kroglic, saj smo uporabili poloviéno
koli¢ino obeh vrst imunomagnetnih kroglic glede na navodila proizvajalca (Dynal, 2003).
Zaradi slabih rezultatov smo podvomili tudi v specifi¢nost imunomagnetnih kroglic,
posebno kroglic za imunomagnetno koncentriranje listerij. Rijpens in sod. (1999) so v
svoji Studiji priSli do zakljucka, da magnetne kroglice do neke mere same po sebi
privlacijo vse bakterije. Zato ne privlacijo samo bakterij, katerih protitelesa so vezane na
njih ampak v dolo¢eni meri tudi ostale bakterije. Ugotovili so, da je afiniteta salmonel do
imunomagnetnih kroglic za koncentriranje listerij in pa magnetnih kroglic brez
specificnih protiteles za salmonele, samo 10-krat nizja kot je njihova afiniteta do
imunomagnetnih kroglic za koncentriranje salmonel. Tako smo najbrZz z uporabo enakih
koli¢in obeh vrst imunomagnetnih kroglic nehote favorizirali bakterije vrste S.
Enteritidis. Slab izkoristek imunomagnetnih kroglic za koncentriranje listerij so opazili
tudi Hudson in sod. (2001), ko so razvili PCR metodo za dolocanje bakterij L.
monocytogenes v Sunki. IMS so uporabili za izolacijo in koncentracijo bakterij vrste L.
monocytogenes direktno iz vzorcev Sunke in se na ta nacin izognili casovno zamudnim
obogatitvam in hkrati potencialnim inhibitorjem v Sunki. Z imunomagnetnim
koncentriranjem so skrajSali ¢as detekcije na 24 h, vendar je bil metoda limitirana s strani
obcutljivosti. Rezultati so pokazali, da je izkoristek imunomagnetnega koncentriranja
samo 20 % (glede na dodane celice). Studija je pokazala, da spiranje magnetnih kroglic z
namenom odstranitve potencialnih inhibitorjev v Zivilu, mo¢no zmanjSa sam izkoristek
imunomagnetnega koncentriranja. Vsako spiranje imunomagnetnih kroglic naj bi
poslabsalo izkoristek kar za 50 %.
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4.4.6 Koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov

V reakcijski meSanici za mPCR SALLIS2b smo proucevali vpliv razlicnih koncentracij
oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 in LM1/LM2 na samo ucinkovitost soCasnega
pomnozevanja obeh tarénih DNA.

Iskanje optimalne koncentracije obeh parov oligonukleotidnih zacetnikov je potekalo
tako, da smo najprej pripravili lizat iz meSanice ¢istih kultur bakterij, ki je vsebovala
10"cfu/ml bakterij vrste L. monocytogenes in 10 cfu/ml bakterij seva S. Enteritidis. Za
vzorec smo pripravili 25 razliénih reakcijskih meSanic za PCR, ki so se med seboj
razlikovale samo po koncentracijah obeh parov oligonukleotidnih zacetnikov. Rezultati
so prikazani v preglednici 10. Iz rezultatov t.i. »Sahovnice« je razvidno, da smo oba
specificna pomnozka dobili pri enakih koncentracijah obeh parov oligonukleotidnih
kombinaciji, ko smo v 50 ul PCR meSanico dali po 100 pmol, 50 pmol in 25 pmol
LMI1/LM2.

Preglednica 10: Vpliv koncentracij oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 in LM1/LM2 na uéinkovitost
pomnozevanja specifi¢nih delov DNA bakterij rodu Salmonella in bakterij vrste L. monocytogenes

Vistain LMI/LM2 (pmol/50ul)
koncentracija
ollvgongkleotldmh 100 50 25 12,5 6.25
zacetnikov
50 +) + + + - + - + - +
- = 25 ) + ) + - + - + - +
— =
=S
L R e N - + - + - + - +
o8-
F
2B I N +) L+ . + . + - +
3125 1 + + + + + + i+ - +
Pomnozek Lm Sa Lm Sa Lm Sa Lm Sa Lm Sa
Legenda:
LM1/LM2.....oligonukleotidna zacetnika specificna za L. monocytogenes e ni specificnega pomnozka
ST11/ST15....oligonukleotidna zacetnika specificna za Salmonella Lm.............. bakterije vrste L.monocytogenes
Fo, pozitiven specifi¢en pomnozek Sa..ooiiiinn. bakterije seva S. Enteritidis
()i Sibek pozitiven specificen pomnozek

Glede na rezultate smo v nadaljevanju na razli¢nih vzorcih primerjali ucinkovitost
pomnozevanja po dodatku 3,125 pmol ST11/ST15 v kombinaciji s 100 pmol in 50 pmol
LMI1/LM2. Za optimalno razmerje med koncentracijami obeh parov oligonukleotidnih
zacetnikov smo izbrali meSanico za mPCR, ki je vsebovala 3,125 pmol ST11/STI15 in
100 pmol LM1/LM2, saj je bil pomnozek v tem primeru najboljsi (slika 13, pomnozek na

progi 5).
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Slika 13: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR pri razli¢énih koncentracijah
oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 in LM1/LM2 v 50 pl reakcijski meSanici za mPCR

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)
1: 100 pmol LM1/LM2 in 50 pmol ST11/ST15

: 100 pmol LM1/LM2 in 25 pmol ST11/ST15

: 100 pmol LM1/LM2 in 12,5 pmol ST11/ST15

: 100 pmol LM1/LM2 in 6,25 pmol ST11/ST15

: 100 pmol LM1/LM2 in 3,125 pmol ST11/ST15
: 50 pmol LM1/LM2 in 50 pmol ST11/ST15

: 50 pmol LM1/LM2 in 25 pmol ST11/ST15

: 50 pmol LM1/LM2 in 6,25 pmol ST11/ST15
10: 50 pmol LM1/LM2 in 3,125 pmol ST11/ST15
11: 25 pmol LM1/LM2 in 50 pmol ST11/ST15
12: 25 pmol LM1/LM2 in 25 pmol ST11/ST15
13: 25 pmol LM1/LM2 in 12,5 pmol ST11/ST15
14: 25 pmol LM1/LM2 in 6,25 pmol ST11/ST15

NoBEN e NV RN NNV )

15: 25 pmol LM1/LM2 in 3,125 pmol ST11/ST15

K: pozitivna kontrola za Salmonella in L. monocytogenes
M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder)

16: 12,5 pmol LM1/LM2 in 50 pmol ST11/ST15

17: 12,5 pmol LM1/LM2 in 25 pmol ST11/ST15

18: 12,5 pmol LM1/LM2 in 12,5 pmol ST11/ST15
19:12,5 pmol LM1/LM2 in 6,25 pmol ST11/ST15

20: 12,5 pmol LM1/LM2 in 3,125 pmol ST11/ST15

21: 6,25 pmol LM1/LM2 in 50 pmol ST11/ST15

22: 6,25 pmol LM1/LM2 in 25 pmol ST11/ST15

23: 6,25 pmol LM1/LM2 in 12,5 pmol ST11/ST15

24: 6,25 pmol LM1/LM2 in 6,25 pmol ST11/ST15

25: 6,25 pmol LM1/LM2 in 3,125 pmol ST11/ST15

K: pozitivna kontrola za Salmonella in L. monocytogenes

4.4.7 Sestava reakcijske PCR-meSanice in c¢asovno-temperaturni reZim pri

optimiziranem protokolu SALLIS2b

Glede na rezultate, ki smo jih dobili pri optimizaciji protokola mPCR in so predstavljeni
v poglavju 4.4 smo postavili protokol mPCR za sofasno dolocanje bakterij rodu
Salmonella in bakterij vrste Listeria monocytogenes. Sestava reakcijske PCR-meSanice in
¢asovno-temperaturni rezim pri optimiziranem protokolu SALLIS2b sta predstavljena v

preglednici 11.
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Preglednica 11: Sestava reakcijske meSanice za mPCR in ¢asovno-temperaturni rezim pri optimiziranem
protokolu SALLIS2b

PCR-meS$anica

SALLIS2b
po optimizaciji

Pufer PCR 10x

10 mM Tris-HCI (pH =9),

50 mM KCl,
Triton X-100: 0,1 %

MgCl, 2,0 mM
dNTP 200 uM
LMI1 2 uM
LM2 2 uM
ST11 0,06 uM
ST15 0,06 uM
Polimeraza 1,250
Tween 20 0,2 %
Vkonéni 50 Hl
Vona 5 Ml

Casovno-temperaturni
reZim za PCR

Zacetna denaturacija

95 °C, 1min (1 cikel)

Denaturacija 95°C, 15s
Prileganje 59°C, 15s
PodaljSevanje 72°C,30s
Stevilo ciklov 30 ciklov
Koncno podaljSevanje 72 °C, 8 min
Ohladitev 4°C

Legenda:
Vpna: volumen lizata bakterijskih celic
Vioneni : Volumen reakcijske meSanice po dodatku lizata bakterijskih celic

4.5 ZAPOREDNI PCR

Namen diplomskega dela je bila ustrezna izbira razmer za sofasno pomnoZevanje
specificnih delov DNA bakterij vrste L. monocytogenes in seva S. Enteritidis z mPCR v
koncentracijah, do katerih omenjeni skupini bakterij zrasteta v obogatitvenem gojiS¢u
UPB. Predhodni rezultati proucevanja skupne rasti omenjenih bakterij so pokazali, da
bakterije seva S. Enteritidis po 24-urni so¢asni inkubaciji v gojis¢u UPB zrastejo najmanj
do 107 cfu/ml, bakterije vrste L. monocytogenes pa najmanj do 10* cfu/ml (preglednica 4).
Z optimiziranim protokolom za mPCR (protokol SALLIS2b) smo tako lahko v
Salmonella, za bakterije vrste L. monocytogenes pa smo v prisotnosti bakterij rodu
Salmonella dobili negativen rezultat. Kljub optimizaciji protokola mPCR nismo uspeli
reiti problema, ko je razlika v koncentracijah obeh bakterij ve&ja od 10* cfu/ml lahko
dobimo za bakterije v manjSini lazno negativen rezultat. Zato smo se odlo¢ili, da bomo v
nadaljevanju bakterije L. monocytogenes dolocali z zaporednim PCR (nPCR) po mPCR.
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Zaporedni PCR (nPCR) smo izvedli tako, da smo za tarcno DNA v novi encimski
reakciji uporabili pomnozke mPCR in meSanico za PCR, ki ni vsebovala novega dodatka
oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 za dolocanje bakterij rodu Salmonella. Po
vsakem pomnoZevanju smo koli¢ino produkta preverjali z gelsko elektroforezo.

Socasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z zaporednim
PCR je bilo sestavljeno iz dveh zaporednih PCR reakcij. Najprej smo pripravili
reakcijsko meSanico za mPCR po optimiziranem protokolu SALLIS2b, ki je vsebovala
3,125 pmol oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 in 100 pmol oligonukleotidnih
zacetnikov LM1/LM2 ter nastavili aparaturo za PCR na program SALLIS2b. Dobljene
pomnozke smo uporabili kot tarcno DNA v naslednjem nPCR.

Namen drugega, zaporednega PCR, je bilo predvsem doloCanje bakterij vrste L.
monocytogenes, saj je reakcijska meSanica za nPCR vsebovala oligonukleotidne
zacetnike LM1/LM2. V ta namen smo preizkusili dva programa: protokol LISTERI1, ki je
bil predhodno optimiziran za dolo¢anje bakterij vrste L. monocytogenes in na$ protokol
SALLIS2b, pri katerem smo namesto 100 pmol LM1/LM2 pri zaporednem dodali samo
50 pmol oligonukleotidnih zacetnikov LM 1/LM2. Razlika med omenjenima programoma
je v koli¢ini MgCl,, temperaturi prileganja oligonukleotidnih zacetnikov in Stevilu
temperaturnih ciklov (preglednica 3). Rezultati so prikazani na sliki 14.

SALLIS 2b LISTER1

M 1 2 3 KNKMGB 7 8 K NK

‘.--- - e e
“atee ‘...o

B NG

Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z nPCR po programu SALLIS2b in
programu LISTERI

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 5:10* cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
1:10* cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis 6: 10*cfu/ml L. monocytogenes in10° cfu/ml S. Enteritidis
2:10* cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis K:pozitivna kontrola za Salmonella in L. monocytogenes
3:10%cfu/ml L. monocytogenes in10° cfu/ml S. Enteritidis NK: negativna kontrola

4:10* cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis

Glede na rezultate, prikazane na sliki 14, smo lahko pri vseh vzorcih z mPCR in slede¢im
nPCR socasno dolocili bakterije rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z obema
preizkusenima programoma za mPCR. Med preizkuSenima programoma je bil boljsi
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program SALLIS2b, saj so bili pomnozki mo¢ne;jsi (proge 1, 2, 3 na sliki 14). Zato smo v
nadaljevanju pri nPCR uporabljali program SALLIS2b.

Rezultati so pokazali, da je optimalna metoda za socasno dolocanje bakterij rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes mPCR, ki mu sledi nPCR, v katerem smo
uporabili program SALLIS2b. Na sliki 15 (A.) so prikazani rezultati so¢asnega dolocanja
obeh skupin bakterij z mPCR. Rezultati so bili pozitivni za bakterije rodu Salmonella,
medtem ko smo za bakterije L. monocytogenes dobili negativne rezultate. Zato smo
dobljene pomnozke uporabili kot tarcno DNA v nPCR in na ta nain dobili pozitiven
rezultat tudi za bakterije L. monocytogenes (slika 15 (B.)). Tako smo dosegli glavni
namen nasega dela, ki je bil socasno dolociti obe skupini bakterij tudi, ¢e je razlika v
koncentracijah omenjenih bakterij 2 ali ve¢ log enot.

A E.
Mmo1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5

o
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Slika 15: Agarozna gelska elektroforeza pomnozkov, dobljenih z mPCR (A.) in nPCR (B.) za socasno
doloc¢anje bakterij vrste L. monocytogenes in rodu Salmonella

Legenda:

M: molekularni oznacevalec (100 bp DNA Ladder) 3: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
1: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 108cfu/ml S. Enteritidis 4: 10° cfu/ml L. monocytogenes in 10° cfu/ml S. Enteritidis
2:10° cfu/ml L. monocytogenes in 107 cfu/ml S. Enteritidis 5:10* cfu/ml L. monocytogenes in 10’cfu/ml S. Enteritidis

Obcutljivost metode mPCR s slede¢im nPCR je bila 10* cfu/ml za obe skupini bakterij v
mesani kulturi. Vzorcev, ki so vsebovali niZjo koncentracijo obeh bakterij, nismo
testirali.

S tako razvitim protokolom smo lahko sofasno dolocili obe skupini bakterij v vseh
preizkuSenih vzorcih in na ta nacin socasno dolocili bakterije rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes v modelni raztopini v tistih koncentracijah, do katerih zrastejo po 24-urni
socasni obogatitvi v gojis¢u UPB. Z nPCR smo tako lahko socasno dolocili obe bakteriji
tudi takrat, ko je bila razlika v njuni koncentraciji 3 log enote.

Glede na rezultate bi protokol lahko uporabili pri dolo¢anju prisotnosti omenjenih
bakterij v Zivilih in sicer pri preiskavi Zivil po so€asni obogatitveni kultivaciji v gojiscu
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UPB. Gojisce UPB se je izkazalo kot primerno za socasno obogatitev obeh omenjenih
skupin bakterij, kljub dejstvu da je rast listerij v prisotnosti salmonel zmanjSana tudi za
10° cfu/ml (Bailey in Cox, 1992). Listerije se v gojis¢u UPB po 24-urah (preglednica 4)
ob prisotnosti salmonel namnoZijo najmanj do koncentracije 10* cfu/ml, salmonele pa se
v prisotnosti listerij namnoZijo najmanj do koncentracije 10 cfu/ml, tudi ko je njuna
zacetna koncentracija zelo nizka (10 cfu/ml). Dosezene koncentracije po obogatitvi lahko
dolo¢imo tudi z naSim mPCR-protokolom, ki mu sledi nPCR, saj omogoc¢a socasno
dologitev obeh bakterij tudi takrat, ko je razlika v njuni koncentraciji enaka 10° cfu/ml.
Rezultati so obetavni, saj bi na ta nacin skrajsali Cas preiskave zivil na manj kot 30 ur,
zmanjSali koli¢ino dela in porabljenega materiala.

Klasi¢na metoda za dolocanje bakterij Sa/monella po standardu SIST EN ISO 6579:
2003/AC: 2004 (2004) v zivilih traja 5 dni in 10 dni za doloCanje bakterij L.
monocytogenes po standardu SIST EN ISO 11290-1: 1997/A1: 2005 (2005). Seveda bi to
morali preveriti Se z dolo€itvijo obeh skupin bakterij direktno iz gojis¢a UPB.

Rezultati so primerljivi z metodo, ki sta jo razvila Hsih in Tsen (2001) za socasno
doloc¢anje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes. Obcutljivost mPCR
za meSane kulture je bila enaka na$i in je znaSala 10°-10* cfu/ml, kadar je bila
koncentracij omenjenih bakterij enaka. Ko je bila koncentracija obeh skupin bakterij
sicer nad mejo obcutljivosti, vendar se je razlikovala za ve¢ kot 10* cfu/ml, pa je bil
rezultat za bakterije v manjSini pogosto negativen. Za izboljSanje obcutljivosti PCR sta
uvedla predhodno 24-urno obogatitev v gojis¢u UPB in ugotovila, da se koncentracija
omenjenih bakterij po obogatitvi v gojis¢u UPB razlikuje za ve¢ kot 10° cfu/ml. Zato sta
pred postopkom mPCR uvedla imunomagnetno koncentriranje in tako lahko dolocila obe
omenjeni skupini bakterij tudi kadar je bila razlika v njuni za¢etni koncentraciji 10
cfu/ml. Na$§ poizkus uporabe imunomagnetnih kroglic za koncentriranje omenjenih
bakterij je obcutljivost metode mocno poslabsal, zato smo za uspe$no detekcijo obeh
bakterij po mPCR izvedli Se nPCR.

Jofre in sod. (2005) so dolocali bakterije rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes z
mPCR v kuhanem prSutu. Obcutljivost mPCR za meSane kulture omenjenih bakterij je
bila 10° cfu/ml, ko je bila koncentracija obeh skupin bakterij enaka. Protokol mPCR je
omogocal tudi pozitivno detekcijo obeh skupin bakterij, kadar je bila razlika v njuni
koncentraciji ve&ja od 10° cfu/ml. Rezultati so primerljivi z rezultati naSega
eksperimentalnega dela. Za uspe$no detekcijo omenjenih bakterij v kuhanem prSutu so
pred mPCR izvedli loCeno, 48 urno obogatitev gojis¢u BPW in HF in tako soCasno
dolocili obe skupini bakterij v kuhanem prSutu do koncentracije 1 cfu/25 g. DoseZena
obcutljivost je zelo dobra, vendar naSa predlagana so€asna 24-urna obogatitev v UPB
predstavlja krajsi, enostavnejsi in cenejSi nacin dela, ki bi glede na rezultate dobljene za
meSane kulture omenjenih bakterij, tudi omogocala zadovoljivo obcutljivost. Njihov
preizkus so€asne obogatitve omenjenih bakterij v BPW se je izkazal za neuspeSnega, saj
pride do prevlade bakterij rodu Sa/monella nad bakterijami vrste L. monocytogenes in
posledi¢no njeno neuspesno detekcijo z mPCR.

Bhagwat (2003) je z mPCR v realnem c¢asu socasno dolocil bakterije vrst L.
monocytogenes, S. Typhimurium in Escherichia coli v umetno kontaminiranih vzorcih
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zelenjave (zeleno zelje, cvetaca, koriander, meSana solata). Zelenjavo so oprali z umetno
kontaminirano vodo, ki je vsebovala 1-1000 cfu/ml zgoraj omenjenih skupin bakterij.
Vzorce so pred PCR socasno obogatili v UPB. Obcutljivost metode je bila za bakterije
seva S. Typhimurium in vrste E. coli 1-10 cfu/ ml in za bakterije vrste L. monocytogenes
1000 cfu/ml. Celoten postopek je trajal 30 ur.

Kim in sod. (2006) so z mPCR v pSenicnem zrnu dolocali bakterije vrste L.
monocytogenes, S. Typhimurium in E. coli po 24-urni so¢asni obogatitvi v gojis¢u BPW.
Obcutljivost metode je bila 56 cfu/ml za bakterije vrste E. coli, 1800 cfu/ml za bakterije
vrste L. monocytogenes in 54 cfu/ml za bakterije S. Typhimurium. Obcutljivost za
bakterije vrste L. monocytogenes se je izboljSala na 62 cfu/ml, kadar so v PCR uporabili
samo oligonukleotidne zacetnike specifi¢ne za te bakterije. Ugotovili so tudi, da se
obcutljivost metode za vse tri skupine bakterij mocno poslabsa, kadar ni predhodne
obogatitve v gojis¢u BPW.

Germini in sod. (2009) so razvili mPCR metodo, za socasno dolo¢anje bakterij vrst L.
monocytogenes, S. Typhimurium in E. coli v umetno kontaminiranem jajcu, ki je bil
predhodno pasteriziran. Obcutljivost mPCR metode je bila 10 cfu/ml, ko je bila v vzorcu
prisotna samo ena od omenjenih skupin bakterij in 10° cfu/ml, ko je vzorec vseboval
enako koncentracijo vseh omenjenih bakterij. Obcutljivost za meSane kulture bakterij je
bila slabsa v primerjavi z obcutljivostjo naSega PCR-protokola. Kljub temu so z mPCR
lahko uspes$no dolocili vse tri omenjene bakterije do koncentracije 10 cfu/25 g jajca, ko
so pred mPCR izvedli so¢asno, 15 urno obogatitev v gojiscu TSB.
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5 SKLEPI

Pri postavitvi protokola multiple verizne reakcije s polimerazo (mPCR) za dolocanje
bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes smo prisli do naslednjih
ugotovitev:

Univerzalno obogatitveno gojis¢e (UPB) omogofa sofasno namnozitev
omenjenih skupin bakterij do koncentracij, ki so potrebne za njihovo dolocitev z
mPCR.

Bakterije rodu Salmonella se v gojis¢u UPB namnoZzijo najmanj do koncentracije
10" cfu/ml, ne glede na prisotnost bakterij vrste L. monocytogenes in bakterije
vrste L. monocytogenes se v gojis¢u UPB namnoZijo najmanj do koncentracije
10* cfu/ml, ne glede na prisotnost bakterij rodu Salmonella.

Para oligonukleotidnih zacetnikov LM1/LM2 (Border in sod., 1990) in
ST11/ST15 (Aabo in sod., 1993) sta primerna za socasno dolo¢anje omenjenih
bakterij z mPCR, saj ob optimizaciji encimske reakcije omogocata dobro
obcutljivost in specifi¢nost. Poleg tega sta njuna pomnozka loc¢ena in lepo vidna
na agaroznem gelu.

S soc¢asnim doloc¢anjem bakterij rodu Sa/monella in vrste Listeria monocytogenes
z mPCR smo lahko uspes$no dolocili obe bakteriji, kadar je bila razlika v njuni
koncentraciji manj$a od 10* cfu/ml in ob predpostavki, da nobena od omenjenih
bakterij ni bila v meSanici zastopana v koncentraciji, manjsi od 10° cfu/ml.

S soc¢asnim doloc¢anjem bakterij rodu Sa/monella in vrste Listeria monocytogenes
z mPCR, ki mu je sledil zaporedni PCR (nPCR) smo lahko uspesno dolocili obe
skupini bakterij, tudi ko je bila razlika v njuni koncentraciji enaka 10° cfu/ml. S
tako postavljenim protokolom smo lahko socasno dolocili obe skupini bakterij v
koncentracijah, ki jih doseZeta po 24-urni obogatitvi v UPB.

Glede na dobljene rezultate predlagan postopek dolofanja bakterij rodu
Salmonella in vrste Listeria monocytogenes zajema 24-urno obogatitev v gojiscu
UPB, izvedbo mPCR, kateremu sledi nPCR.



Kocmur T. Optimizacija metode mPCR za socasno dolocanje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes. 54
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2011

6 POVZETEK

Bakterije rodu Salmonella, kot tudi vrste L. monocytogenes, so za Cloveka patogene
bakterije, ki pogosto kontaminirajo Zzivila. Za bakterije vrste L. monocytogenes je
znacdilno, da prezivijo niz tehnoloskih operacij, saj so odporne na visoke koncentracije
soli in relativno nizko vrednost pH. Posebno velik problem pa je njihova rast pri
temperaturah hladilnika. Do okuzb s salmonelami pride pogosto preko zivil, kot
posledica casovnega zamika med pripravo zivila in njegovo porabo, saj se Stevilo celic
lahko hitro poveca.

Salmoneloza je ena izmed najpogostejSih bolezni, povezanih z zauZitjem Zzivil, ki so
kontaminirana s patogenimi bakterijami. Intenzivnost bolezni je odvisna od odpornosti
organizma, koli¢ine zauzitih salmonel in seva. Vecina ljudi preboli salmonelozo brez
zapletov. Listerioza je sicer redka bolezen, ki ogroZza predvsem rizi€ne skupine ljudi,
vendar je smrtnost najvi§ja med bakterijskimi okuzbami s kontaminirano hrano in se
giblje med 20-50 %. Zato je pravocasno in natan¢na detekcija omenjenih bakterij v
zivilih izjemnega pomena za zdravstveno varstvo potrosnikov.

Klasi¢éne metode dolo¢anja bakterij rodu Salmonella in vrste L. monocytogenes so
dolgotrajne, saj poleg dveh obogatitev ter izolacije omenjenih bakterij na selektivnih
veliko Casa, dela in porabe materiala. Zato v zadnjem Casu prihajajo v ospredje metode,
ki temeljijo na verizni reakciji s polimerazo (PCR) kot visoko specifi¢ne, obcutljive in
¢asovno manj zamudne alternative standardnim metodam. Multipla verizna reakcija s
polimerazo (mPCR) omogoca pomnozevanje vec kot ene taréne sekvence DNA znotraj
ene same encimske reakcije, s Cimer prihranimo veliko dela, Casa in reagentov, v
primerjavi z posami¢nim pomnoZevanjem omenjenih tarénih DNA.

Namen naSega dela je bil postavitev protokola multiple verizne reakcije s polimerazo
(mPCR) za so¢asno dolo¢anje bakterij rodu Salmonella in vrste Listeria monocytogenes.

Pri razvoju metode socasnega doloCanja bakterij rodu Salmomnella in vrste L.
monocytogenes je bilo potrebno najprej poiskati gojisce, v katerem se omenjeni skupini
bakterij lahko soasno namnoZita do zadostne koncentracije za doloc¢itev z mPCR. Ker je
prag obéutljivosti PCR metode okoli 10” cfu/ml, patogeni organizmi pa so v Zivilu lahko
prisotni v nizjem Stevilu, ve€ina metod vkljucuje pred PCR obogatitev vzorca v
rezultatom, ki so posledica prisotnosti mrtvih celic v vzorcu. Rezultati so pokazali, da
univerzalno obogatitveno gojis¢e (UPB) omogoca soasno namnozitev omenjenih skupin
bakterij do koncentracij, ki so potrebne za njihovo dolo¢itev z mPCR.

V drugem delu eksperimentalnega dela smo izbrali takSne razmere socCasnega
pomnozevanja DNA, ki so dovoljevale soasno pomnozevanje specificnega dela DNA
bakterij rodu Salmonella in hkrati pomnozevanje specificnega dela DNA bakterij vrste L.
monocytogenes. Za pomnozevanje specificnega dela DNA bakterij rodu Sa/monella smo
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izbrali oligonukleotidna zacetnika ST11 in STI5, ki so ju razvili Aabo in sodelavci
(1993) in pomnozita 429 bp dolg del DNA specificen za bakterije rodu Salmonella. Za
pomnozevanje specificnega dela DNA bakterij vrste L. monocytogenes smo izbrali
oligonukleotidna zacetnika LM1 in LM2, ki pomnozita 701 bp dolg del DNA, specifi¢en
za bakterije vrste L. monocytogenes (Border in sod., 1990). Preizkusili smo dva PCR-
protokola. Prvi protokol SALLIS1 smo povzeli po Li in sod. (2000) in ga delno
modificirali. Drugi protokol SALLIS2 smo izbrali sami, glede na optimalne
koncentracije kemikalij, ki se uporabljajo pri PCR, ¢e meSanica vsebuje le en par
oligonukleotidnih zacetnikov. Zaradi boljSe obcutljivosti smo protokol SALLIS2 v
tretjem delu optimizirali tako, da smo lahko z njim so€asno dolocili obe omenjeni skupini
bakterij v tistih koncentracijah, do katerih soCasno zrasteta v univerzalnem
obogatitvenem gojisc¢u (UPB). Doloc¢ili smo, da je optimalna temperatura prileganja obeh
parov oligonukleotidnih za&etnikov 59 °C in Gas prileganja 15 s, optimalna koncentracija
MgCl;, 2,0 mM, optimalno $tevilo ciklov 30, optimalna koncentracija oligonukleotidnih
zacetnikov ST11/ST15 0,06 uM in oligonukleotidnih zac¢etnikov LM1/LM2 2 uM.

Obcutljivost soCasnega dolocanja obeh bakterij v meSani kulturi po protokolu SALLIS2b
je bila za bakterije rodu Salmonella 10° cfu/ml, ne glede na koncentracijo bakterij vrste L.
monocytogenes, in 10° cfu/ml za bakterije vrste L. monocytogenes, ne glede na
koncentracijo bakterij rodu Salmonella. Rezultati soasnega doloCanja bakterij rodu
Salmonella in vrste L. monocytogenes z mPCR so pokazali omejitev postopka. Kadar je
bila razlika v koncentracijah obeh bakterij, sicer nad mejo obcutljivosti vendar vecja ali
enaka 10 cfu/ml, smo lahko za bakterije prisotne v manj3ini, dobili negativen rezultat.
Obcutljivost metode smo poizkusili izboljSati tudi z imunomagnetnim koncentriranjem
celic, ki pa se je izkazalo za neprimerno metodo. Predhodni rezultati proucevanja skupne
rasti omenjenih bakterij so pokazali, da bakterije seva S. Enteritidis po 24-urni so¢asni
inkubaciji v gojis¢u UPB zrastejo najmanj do 10’ cfu/ml, bakterije vrste L.
monocytogenes pa najmanj do 10* cfu/ml. Z optimiziranim protokolom za mPCR smo
bakterije rodu Salmonella, za bakterije vrste L. monocytogenes pa smo Vv prisotnosti
bakterij rodu Salmonella dobili negativen rezultat. Zato smo se odloc€ili, da bomo v
nadaljevanju bakterije L. monocytogenes dolocali z zaporednim PCR (nPCR) po mPCR.
Zaporedni PCR (nPCR) smo izvedli tako, da smo za tarcno DNA v novi encimski
reakciji uporabili pomnozke mPCR in meSanico za PCR, ki ni vsebovala novega dodatka
oligonukleotidnih zacetnikov ST11/ST15 za dolo¢anje bakterij rodu Salmonella.

S tako razvitim protokolom smo lahko soCasno dolo€ili obe skupini bakterij v vseh
preizkuSenih vzorcih in na ta nacin socasno dolocili bakterije rodu Salmonella in vrste L.
monocytogenes v modelni raztopini v koncentracijah, do katerih zrastejo po 24-urni
socasni obogatitvi v gojis¢u UPB. Z nPCR smo tako lahko socasno dolocili obe bakteriji
tudi takrat, ko je bila razlika v njuni koncentraciji enaka 10° cfu/ml.
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