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Abstract

ZDENKOVA K., DEMNEROVA K., JENIKOVA G., PAZLAROVA 1. (2000): A new method for rapid detection of Listeria
monocytogenes in food. Czech J. Food Sci., 18: 103-109.

Listeria monocytogenes represents serious danger for human health. Thus detection of this pathogen in food, which represents its
main means of entry into the organism, is a topic of special importance. The original classic methods for the determination of
Listeria monocytogenes are in general laborious and time-consuming procedures. In order to address this issue we developed a
new rapid method for specific detection of Listeria monocytogenes in food samples. The method consists of three steps: 1) enrichment
of food microflora (16 h), ii) selective isolation of Listeria sp. exploiting immunomagnetic separation (2-3 h) followed by 111)
precise identification of Listeria sp. and Listeria monocytogenes using duplex PCR. PCR primers specific to part of 165 rRNA
were used in order to identify the members of Listeria genus. The specific identification of Listeria monocytogenes was accom-
plished exploiting a pair of primers specific to gene encoding invasion-associated protein — iap (4-5 h). Amplitication products.
1003 bp and 593 bp respectively, were separated by electrophoresis and visualized by UV detection. The optimized IMS-PCR
method was used to test the presence of Listeria sp. and Listeria monocytogenes in food samples (ground meat, low-fat milk and
cheese [olomoucké tvaruzky]). A comparison of the efficiency of the bacteria enrichment step by IMS and centrifugation was

also performed. The analysis time including enrichment is less than 24 h. The detection limit for Listeria monocytogenes was
found between 10'-10? cfu per 25 g of food sample.
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Souhrn

ZDENKOVA K., DEMNEROVA K., JENIKOVA G., PAZLAROVA J. (2000): Nova metoda pro rychlou detekci Listeria
monocytogenes v potravinach. Czech J. Food Sci., 18: 103-109.

Listeria monocytogenes patfi mezi nejobavanéjsi patogeny v potravinafském primyslu. ProtoZe standardni normativni metoda
ditkazu Listeria monocytogenes v potravinich je pracna a Casové naro¢na, je kladen velky duraz na vyvoj rychle specificke
metody na jeho detekci. Proto jsme vyvijeli novy detekéni systém — magnetickou imuno-polymerasovou reakei. Prvnim krokem
nové vyvijené metody je nabohaceni potravinové mikroflory spojené s filtraci potravinoveho vzorku (16 h). Pote nasleduje
selektivni separace bakterii rodu Listeria pomoci imunomagnetické separace (2-3 h). Identifikace bakterii rodu Listeria a druhu
Listeria monocytogenes byla provedena metodou duplex PCR. K identifikaci Listeria monocytogenes byly pouzity primery
komplementarni k sekvenci genu kédujiciho iap (invasion associated protein). K identifikaci pfislusniku rodu Listeria byly
pouzity primery komplementéarni k &asti 16S rRNA téchto bakterii. Produkty amplifikace (593 bp a 1003 bp) byly separovany
pomoci agarosové elektroforézy a vizualizovany UV detekci. Po optimalizaci byly navrZena metoda aplikovéna na mleté maso,
nizkotuéné mléko a olomoucké tvariZzky. Pro zjiténi iéinnosti IMS byl stejny vzorek zpracovan centrifugaci a PCR. Popsanou
metodou bylo dosazeno zkraceni doby stanoveni Listeria monocytogenes v potravinach ze 3-6 dni na méné nezZ 24 hodin.
DosaZena citlivost vyvijené metody je 10'~10? cilového mikroorganismu ve 25 g potravinového vzorku.

Kli¢ova slova: L. monocytogenes; potravinové vzorky; imunomagnetické separace (IMS); polymerasova fetézova reakce (PCR)
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Onemocnéni vyvolané bakterialni kontaminaci potra-
vin bakteriemi Listeria monocytogenes jsou velmi zavaz-
na a zasahuji specificke skupiny populace — stare lidi, déti,
téhotné Zeny a osoby se sniZenou imunitou (BEDNAR et
al. 1996). Pro vysokou mortalitu (okolo 30 %) je listerio-
cich onemocnéni.

V soucasnosti je rod Listeria ¢lenén do sedmi druht (MIL-
LER 1990): L. monocytogenes, L. gray, L. innocua, L. see-
ligeri, L. ivanovii, L. muray a L. welshimeri. Pro Clovéka
je patogenni pouze Listeria monocytogenes, kterd snasi
Siroké rozmezi pH (od 5,5 do 9,0), roste 1 v prostredi 10%
NaCl a pro sve rozmnoZzovani potfebuje vodni aktivitu
nad 0,95. Roste v Sirokém rozmezi teplot (045 °C, opti-
malni teplota rustu je 30-37 °C), ale teploty nad 70 °C j1
ni¢i béhem nékolika minut. Mrazirenské teploty listerie
konzervuji a proto predstavuji zvlastni hrozbu pro potra-
vinafsky primysl (WAITES & ARBUTHNOTT 1991).

Listerie jsou rozSifené v pfirodé a Casto se nachazeji
v pude, rostlinach, v pokozce ZivocCichii a v odpadnich
vodach (DONACHIE, LEW 1997). Prenos listeriosy je
v podstaté mozny tfem1 zpusoby: pfimym kontaktem s ne-
mocnym zviretem, sekundarni infekci u novorozencu, pre-
vazne vSak konzumaci kontaminovaneé potravy. Zdrojem
listerii byva nepasterizované mléko a mlécné vyrobky
(olomoucké tvartizky, brynza), maso (Cajovka), zelenina
a ryby. PiestoZe potraviny zplsobujici onemocnéni jsou
pomémeé ruznorodé, lze fici, Ze ve€tiina z nich patii do ka-
tegorie uréene ke spotiebe bez dalsi Gpravy (ready-to-eat).

Problematika Listeria monocytogenes se stala v human-
ni medicin€ aktualni pfedev§im koncem sedmdesatych let,
kdy se ve svété v pomerné kratké dob¢ objevila fada epi-
demii. Vyskyt onemocnéni vyvolal potiebu testovani pti-
tomnosti L. monocytogenes v potravinach. V soucasné
dobé platna Ceské statni norma ditkazu L. monocytoge-
nes (CSN ISO 10560) popisuje metodu pritkazu L. mo-
nocytogenes v mléce a mleénych vyrobecich. Normativni
metoda je zaloZena na tvorbé€ typickych kolonii narost-
lych na tuhych selektivnich meédiich, které vykazuji ur€i-
t¢ morfologické a metabolické charakteristiky. Tato
metoda je pracnd a ¢asove narofna. Pro urychleni detek-
ce Jsou uzivany komercéné€ dostupneé testy, imunochemic-
ké nebo molekuldarmégenetické metody.

V predkladané praci je popsan novy detek¢ni systém
—~ magneticka imuno-polymerasova reakce — pro detekei
Listeria monocytogenes v potravinach (FLUID ef al. 1993).
Prvnim krokem tohoto systému je nabohaceni potravino-
veé mikroflory spojeneé s filtraci vzorku (16 h), nasledova-
na selektivni separaci bakterii rodu Listeria pomoci
imunomagnetickeé separace — IMS (2-3 h) (SKJERVE et
al. 1990). Identifikace bakterii rodu Listeria a druhu L.
monocytogenes byla provedena pomoci metody duplex
PCR (BEDNAR 1997; BANSAL et al. 1996; BESSESN et
al. 1990; BORDER ef al. 1990; NEIDERHAUSER et al.
1992). K 1dentifikaci prisluSnikl rodu Listeria byly pou-
zity primery komplementarni k ¢asti 16S rRNA téchto
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bakterii (HERMAN et al. 1995). K identifikaci L. monocy-
fogenes byly pouzity primery komplementarni k sekvenci
genu kodujictho invasion associated protein — iap (HER-
MAN et al. 1995). Produkty amplifikace (593 a 1003 bp)
byly separovany pomoci agarosove elektroforesy a vizua-
lizovany UV detekci (RUML 1997). Pro zji$té€ni Gcinnosti
IMS byl stejny vzorek zpracovan centrifugaci a podroben
PCR.

MATERIAL A METODY

Pouzité kmeny: Listeria monocytogenes 4b (O V,VI;
H A,B.C); Staphylococcus aureus a Rhodococcus equi
(ze sbirky Katedry biologickych véd Univerzity Pardubi-
ce); Escherichia coli a Lactobacillus rhamnosus (ze sbir-
ky VSCHT, Praha); Salmonella enteritidis, L. innocua,
L. ivanovii, L. welshimeri (1zolaty z potravin).

Uchovavani bakteridlnich kmenit: Pracovni kmeny
byly udrzovany na miskach s BHA (Brain heart agar,
OXOID) pi1 4 °C. PteoCkovani bylo provadéno nejméneé
jedenkrat mésicné. Zasobni kultury byly udrZzovany ve
25% glycerolu pt1 —80 °C.

Standardni normativni metoda: Tato metoda byla po-
uzita jako referenéni pro zjiSt'ovani piitomnosti listerii
v potravinach podrobenych noveé vyvijené metodé. 25 g
nastrouhane¢ho potravinového vzorku bylo vloZeno do
225 m] tekute selektivni ptdy (Buffered Listeria Enrich-
ment Broth, OXOID). Takto upraveny vzorek byl inku-
bovan pi1 30 °C po dobu 48 h, Kulturou narostlou v tekuté
selektivni pudé byla naoCkovana izolacni puda Palcam
(OXOID), ktera byla inkubovana 48 h pi1 37 °C. Poté
byla zji§tovana pritomnost kolonii, které vykazovaly
makroskopickeé znaky bakterii rodu Listeria. Tyto kolo-
nie byly vyo€kovany na pevnou neselektivni ptidu a podro-
beny barveni podle Grama, API Listeria (bioMérieux)
a CAMP testu (CSN ISO 10560, 1996).

Testovani pruchodu mikroorganismu filtraéni pie-
paikou: Potravinovy vzorek (25 g) s 225 ml tekuteho
media bylo za tfepani o frekvenci 100 RPM inkubovano
pi1 37 °C. V zavislosti na ¢ase byl sledovan prichod mi-
kroorganismu filtracni prepazkou. PoCty mikroorgamsmu
za filtracni pfepazkou byly detekovany po 24hodinové
kultivaci na NA (Nutrien agar, OXOID) pr1 37 °C. V kon-
trolnim pokusu byla kultivace provadéna bez filtra¢ni pre-
pazky.

Imunomagneticka separace pomoci magnetickych
castic Dynabeads s kovalentné imobilizovanymi proti-
latkami specifickymi proti rodu Listeria: Do magnetic-
kého separatoru byly vlozeny mikrozkumavky s 20 pl
suspenze magnetickych ¢astic, Dynabeads anti-Listeria
(firmy DYNAL, Norsko) a prfidan 1 ml suspenze bunék.
Obsah kazde mikrozkumavky byl michan 10 mn. Po uply-
nuti této doby byl do magnetického separatoru vloZen
magneticky pas a imunomagnetické ¢astice byly 3 min
zachycovany. Tim byl komplex imunomagnetickych cas-
tic a navazanych mikroorganismua separovan na st€n€ mi-
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krozkumavek, z nichz byl odsat supernatant. Pote byl do
kazd¢ mikrozkumavky pfidan 1 ml promyvaciho pufru
(PBS-Tween: 5,4 g Tris HCI, 2,75 g kyseliny borité, 0,037 g
EDTA a 50 ml destilovane vody, pH 8,0) a cely proces
promyvani byl tiikrat opakovan. Po promyti bylo prida-
no 100 ul pufru.

Metodou imunomagnetické separace byl testovan za-
chyt mikroorganismu L. monocytogenes, S. enteritidis, E
coli a L. rhamnosus. Dale byly testovany kiizové reakce
L. monocytogenes s uvedenymi mikroorganismy. Inoku-
lum 1 vzorek podrobeny IMS byly vysety na agarové pudy
BHA a Palcam agar (OXOID) a v ptitomnosti Lactobacil-
lus lactis take na MRS (OXIOD). P11 testovani kiizovych
reakcl L. monocytogenes s E. coli a L. monocytogenes se
S. enteritidis byl znstén celkovy pocet mikroorganismu
z kolonii narostlych na BHA. Pocet L. monocytogenes byl
z)18tén z kolonii narostlych na pidé Palcam. Pocet kolo-
nii £. coli a S. enteritidis byl vypoéten odeétenim kolonii
L. monocytogenes od celkového poctu kolonii narostlych
na BHA. Pi1 testovani kiizovych reakci L. monocytoge-
nes a L. rhamnosus se mnozstvi kolonii L. monocytoge-
nes rovnalo poctu kolonii narostlému na ptdé Palcam.
Mnozstvi L. rhamnosus bylo rovno poctu kolonii narost-
[ému na MRS.

Centrifugace: Nabohacené vzorky byly podrobeny
10minutove centrifugaci pr1 13 000 RPM. Po odsati su-
pernatantu byla peleta resuspendovana ve 100 ul pufru.

PCR: Pokud byla vychozim materialem kultura ucho-
vavana na plotnach, za¢inalo stanoveni aseptickym od-
bérem vysetrovaneé kolonie do mikrozkumavky s 1 ml
redestilovane vody. Vzorek byl rozmichan a 10 min cen-
trifugovan pi1 13 000 RPM. Po odsati supernatantu bylo
k peleté pridano 100 pl lyza¢niho roztoku obsahujiciho
0.125% SDS a 0,2% NaOH a inkubace probihala 25 min
pr1 95 °C. Pokud byl vychozim materidlem vzorek ziska-
ny IMS, v poslednim kroku IMS byl misto 100 pl roztoku
pufru piidan stejny objem lyzacniho roztoku. 50 pl re-
akCni smési obsahovalo 1 pl bunééného lyzatu, 50 mM
KCl 2 mM MgCl,. 10 mM Tris HCI, pH 9,0, 200uM
kazdeho dNTP (Promega, USA), 0,25 p kazdého primeru
(GENERIBIOTECH s. 1. 0., CR), 1 U Tag DNA polyme-
rasy a 0,5% Tween 20 (Lachema, CR). Polymerasova re-
akce probihala v teplotnim cycleru (Techne, Velka
Britanie) a byl pouZit nasledujici teplotni program: uvod-
ni denaturace 1 min pti 95 °C, 35 cykll (denaturace 15 s
pi1 95 °C, annealing 15 s pfi 50 °C, polymerace 30 s pfi
72 °C) a zaveérecna polymerace 8 min pfi 72 °C. Produkty
amplifikace byly analyzovany horizontalni elektroforesou
v 1% (w/v) agarosovem gelu barveném ethidium bromi-
dem. Elektroforetické d€leni probihalo po dobu 60 min pfi
100 V. Gel byl vizualizovan pomoci UV svétla.

Byly pouZivany dva pary primerta. Prvni par primerd
(A, B) je komplementarni k iap genu nachazejicimu se
v genomu L. monocytogenes. Produkt amplifikace pomoci
PCR ma velikost 593 bp (HERMAN ef al. 1995). Primery
CaD jsoukomplementarni k ¢asti 16S rRNA Listeria sp.

Produkt amplifikace ma velikost 1003 bp (HERMAN et
al. 1995). Sekvence primert jsou nasledujici:

Primer A 5-ACA AGC TGC ACCTGT TGC AG-3°
Primer B 5-GAA CCTTGA TTA GCA TTC GT-3°
Primer C 5-AGG TTG ACC CTA CCG ACT TC-3°
Primer D 5-CAA GGA TAA GAGTAA CTG C-3°

Stanovenl Listeria monocytogenes v potravinach:
Vzorek 25g potraviny s piidavkem 225ml vhodného mé-
dia byl inokulovan riznym mnozstvim bunék L. monocy-
togenes, pocty inokulovanych bunék byly urCeny vysevem
na BHA a Palcam agar. Vzorky byly kultivovany 16 h pfi
37°C a 100 RPM.

Po inkubaci byl odebran 1 ml vzorku a provedena imu-
nomagneticka separace pomoci Dynabeads (Dynal, Nor-
sko). Pro porovnani u€innosti separace bylo misto IMS
pouzito 10min odstfedéni pfi1 13 000 RPM. Negativni
kontrolu tvoril vzorek bez piidani L. monocytogenes.
Vzorek byl zaroven podroben klasické normativni meto-
de detekce Listeria sp.

VYSLEDKY A DISKUSE

Uprava potravinového vzorku = neselektivni nabohaceni
spojené s filtraci

Protoze manipulace s nabohacenym vzorkem potravi-
ny je Casto obtizna vzhledem k rozptylenym zbytkiim
potravin, bylo prvnim krokem vyvijené metody spojeni
nabohaceni s filtraci. Filtrani pfepazka umoziuje pri-
chod mikroorganisma do média, zabrafiuje viak priniku
castic potravin.

Byly testovany dva filtra¢ni materiély, prvnim byl papir
s polyethylenem pouzivany pii vyrobé ¢ajovych sacki
(Scholler&Hosch, Némecko) a druhym material pouziva-
ny k vyrobé komerénich sacku s filtraéni prepazkou s pory
vét§imi nez 100 pl (A.E.S. Laboratoire, Francie). Oba
testovane materialy jsou vhodné pro filtraci potravino-
vych vzorki. Prednosti papiru s polyethylenem je jeho
nizka cena. Nevyhodou je pfiprava saékt svafovanim za
nesterilnich podminek. Pro dalsi praci byl vybran komer¢-
ne dodavany filtra¢ni sacek s pory vétsimi nez 100 pm.
Prestoze je finanCné nakladnéjsi, jeho vyhodou je to, ze
vyrobce provadi sterilizaci pomoci y-zafeni.

Nejdiive byla zji§tovana doba potiebna k dosaZeni rov-
novahy koncentrace mikroorganismi na obou stranach
filtraéni prepazky. V zavislosti na ¢ase byl sledovan pri-
chod mikroorganismi filtraéni pfepaZkou. Z tab. 1 je pa-
trne, Ze j1z po 7hodinové kultivaci pii 37 °C a 100 RPM
je piitomen stejny pocet mikroorganismi za filtraéni pie-
pazkou vzorku jako v kontrolnim pokusu bez filtraéni
prepazky.

Imunomagneticka separace

Byl testovano mnozstvi zachycenych mikroorganismii
L. monocytogenes, Salmonella enteritidis, E. coli a Lac-
tobacillus rhamnosus prostiednictvim imunomagnetic-
kych Castic. Z vysledkd uvedenych v tab. 2 je patrné, Ze
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Tab. 1. Pocty mikroorganismu po pruchodu filtrem — Microorganism counts after filter passage

Kultivaéni doba' [h]

3 5 7 9 24
Kontrolni pokus® [KTJ/ml] 3,5%10° 1,9%10° 1,1x108 1,9x108 1,2%10°
Cajovy sacek? [KTJ/ml] 9,010 1,5%106 1,3%108 3,0108 1,2x107
Cajovy sacek — kontrolni pokus? [%] 26 79 100 100 100
Filtraéni sacek” [KTJ/ml] 1,3%10° 1 2%lge 1,0x10° 1,6x10° 1,1x10”
Filtraéni sa¢ek — kontrolni pokus® [%] 37 63 91 84 92

KTJ = pocet kolonii v jednotce objemu nebo hmotnosti — number of colontes per unit volume of weight

'culture time; “control experiment; “tea bag, 4 tea bag — control experiment; *filter bag; *filter bag

Tab. 2. Pocty mikroorganismi zachycenych IMS — Microor-

ganism counts detected by IMS

Mikroorganismus' Pred ,.IMS Po”IMS
[KTJ/ml] [KTI/100 ul]
L. monocytogenes 1,5%108 5,6%10°
2,4%10° 1,0x10°
6 000 3 000
240 100
E. coli 5,0x10°% 2,0x10°
5,0x10* 5000
500 70
30 2
Salmonella enteritidis 3.0x108 9,0x107
5,010 6x10°
[,8%10° 500
1800 10
Lactobacillus rhamnosus 2,7%10° 8,0x10°
4,6x10° 1,4x10°
4,6x10* 2300
460 8

KTJ — pocet kolonii v jednotce objemu nebo hmotnosti — number of

colonies per unit volume of weight

'microorganism specics: “before: *after

pi1 koncentraci vy$si nez cca 10° mikroorganismi v 1 ml
je prekrocCena vazebna kapacita magnetickych castic. Pri
nizsich koncentracich jsou bunky L. monocytogenes imu-
nomagnetickymi ¢asticemi zachycovany ve velmi velkém
poctu, bunky E. coli jsou pouze zachycovany, mnozstvi
zachycenych S. enteritidis a L. rhamnosus je jen velmi
nizke. Dale byly testovany kiizové reakce L. monocyto-
genes s uvedenymi mikroorganismy. Nejvyssi kfizové
reakce pt1 IMS vykazuje E. coli, ktera je imunomagnetic-
kymi éasticemi zachycovana rddoveé stejné jako L. mono-
cytogenes. S. enteritidis a L. rhamnosus byly zachyceny
v mnohem mensi mife.
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- control experiment

Po IMS byva vzorek nejastéji1 zpracovavan PCR nebo
vysevem na agarove pudy selektivni pro rod Listeria. Tyto
media obsahuji latky potlacujici rast doprovodné mikro-
flory, nejvice inhibuji rastu gram-negativnich mikroorga-
nismu. Pokud by byl testovany potravinovy vzorek
podroben IMS a takto upraveny by byl vyset na selektiv-
ni pudu, na této ptudeé by vyrostly kolonie rodu Listeria.
Tyto kolonie mohou byt dale podrobeny testiim umoznu-
jicim druhové rozliSeni bakterii rodu Listeria. To zname-
na, ze zachycené bunky E. coli neinterferuji pii dalSim
zpracovani vzorku v prubéhu metod detekujicich L. mo-
nocytogenes v potravinach.

Optimalizace detekce Listeria sp. a L. monocytogenes
prostrednictvim duplex PCR (stanoveni citlivosti reakeci)

Citlivost metody duplex PCR je 10* bunék L. monocy-
togenes a 10% bundk L. innocua pii lyzi v pritomnosti ly-
zacniho roztoku (obr. 1). Z obrazku je patrné, Ze aplikaci
PCR na mokulum bunék L. monocytogenes preferencné
vznika vyrazné vice produktu o velikosti 593 bp nez 1003
bp. Tento jev byl pozorovan také pii metodé duplex PCR
z potravinovych vzorku.

L. innocua

ot 10

L. monocytogenes
kB 107

10* 10° 10° | kB 10" 10°

€003 bpd e

Obr. 1. Stanovent citlivosti PCR reakce — Determination of PCR
sensitivity

Testovani specifity PCR

V tab. 3 jsou uvedeny mikroorganisiny, které byly podro-
beny duplex PCR. Pouzitim uvedenych primert dochazi
ke vzniku PCR produktt pouze z bakterii rodu Listeria
(obr. 2). Pi1 PCR vznika produkt 1003 bp ze vSech Liste-
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Tab. 3. Druhy mikroorganismi podrobené PCR a velikosti
produkti — Microorganism species subject to PCR and size of
products

, . e s
Mikroorganismus' Vzorek ¢islo~ Produkty PCR

L. monocytogenes ] 593 bp + 1003 bp
L. innocua 2 1003 bp

L. welchimeri 3 cca 800 bp +1003 bp
L. seeligeri 4 1003 bp

L. ivanovii 3 1003 bp
Lactobacillus rhamnosus 6

Salmonella enteritidis = -

'microorganism, “sample no., *PCR products

ria 8Sp., navic vznikaji produkty o velikosti 593 bp z ino-
kula L. monocytogenes a cca 800 bp z inokula L. welshi-
meri. V databdzi GeneBank byla nalezena sekvence genu
L. welshimeri kodujiciho extracelularni protein podobny
tap genu L. monocytogenes. Primery A a B jsou z 95 %
komplementarni k tomuto genu (uréeno pomoci progra-
mu DNAsis, Pharmacia Biotech, USA). Produkt PCR
L. welshimeri je tedy vysledkem amplifikace tohoto genu.

[ e
=N

[ kB

€1003 bp
€cca §00 bp
€593 bp

Obr. 2. Specifita PCR — PCR specificity

Aplikace metody na redlné vzorky potravin

Cely postup (nabohaceni spojené s filtraci, IMS a PCR)
byl ovéfen na realnych vzorcich potravin: mleté maso,
olomoucke tvarizky a nizkotu¢né mléko. Viechny testo-
vane potraviny byly zakoupeny v prodejni siti. Potraviny
byly souCasné podrobeny standardni normativni metodé
CSN 1SO 10560.

Aplikace metody na vzorky mletého masa

P11 nabohaceni vzorkt mletého masa v peptonové vodé
byl detekcni limit metody IMS spojené s PCR stanoven
na 10° KTJ/25 g a detekéni limit pro odstiedéni a PCR
cca 9 KTJ/25 g. Z vysledkli uvedenych v tab. 4 je zfejmé,
ze v piipadé mletého masa bylo dosaZeno lepsi meze de-
tekce metodou PCR v kombinaci s odstied’ovanim, co

Tab. 4. Aplikace metody na vzorky mletého masa — Method
application to ground meat samples

Cislo L. monocytogenes

vzorku

pocet pfidanych potvrzeni pfitomnosti’

Peptonova voda* - IMS a PCR

1 0 -

2 13x107 e
3 1,5%10° 4t
4 1 300 -+

S 130 +

6 9 B

Peptonova voda* - Centrifugace a PCR?

l 0

2 13x107 ++
3 1,5%10° ++
4 1300 ++
5 130 ++
0 9 +

++ = velmi intenzivné viditelny product — very intensively visible
product; + = viditelny product — visible product; — = nedetekovany
produkt — undctected product

'sample no.; “number of added L. monocytogenes; 3proof of L. mo-

nocytogenes presence; *peptone water; Scentrifugation and PCR

je vyhodné;si predevsim z ekonomického hlediska (finané-
ni nakladnost metody IMS). Tento zptisob vak nelze pou-
zitna vSechny testované potraviny vzhledem k pfitomnosti
inhibitorti PCR, které nelze centrifugaci odstranit.

Aplikace metody na vzorky olomouckych tvaruzk

Pf1 nabohaceni vzorku ve FRASER broth (OXOID)
a IMS spojené s PCR byl stanoven detek&ni limit 2x10?
mokulovanych L. monocytogenes po 16 h nabohaceni, po
48 h nabohaceni nebyl detekovan zadny produkt ani pfi
ptidani 4x10* L. monocytogenes. Aplikaci centrifugace
a PCR bylo dosazeno detekéniho limitu 4x10% inokulo-
vanych L. monocytogenes (tab. 5).

Aplikaci IMS a PCR na vzorek nabohacovany 16 h
v BLEB byl detekéni limit 400 inokulovanych L. mono-
cytogenes, po 48h nabohacovani 4x10%. Aplikaci centri-
fugace a PCR na vzorek nabohaceny v BLEB, byl detek¢ni
limit po 16 i 48h kultivaci 4x10* inokulovanych L. mo-
nocytogenes (tab. 5),

Standardni normativni metodou byla v testovanych
vzorcich Olomouckych tvartzka potvrzena piitomnost
Listeria sp. Pr1 zjistovani pritomnosti Listeria sp. v olo-
mouckych tvaruzcich pomoci PCR byl dobie detekova-
telny produkt o velikosti 593 bp svédéici o pritomnosti
L. monocytogenes v testovaném vzorku. Nevzniklo viak
detekovatelne mnozstvi produktu o velikosti 1003 bp,
ktere by potvrdilo pritomnost Listeria sp. Stejné vysledky
byly obdrzeny také aplikaci PCR na smés &istych kul-
tur mikroorganismi, avSak pouze v pfipadé velmi rozdil-
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Tab. 5. Aplikace metody na vzorky Olomouckych tvarazki —
Method application to samples of the cheese Olomoucké
tvaruzky

16 h 48 h
L.m. L.sp. L m. L. sp.

Cislo
vzorku'

Pocet pridanych
L. monocytogenes®

BLEB — IMS a PCR

I U - n n
2 800 000 % — n n
3 40 000 + - 5 -~
4 400 8 — - -
5 40 —~ — n n
BLEB - Centrifugace a PCR*

3 40 000 + — £ -
4 400 - —~ - =
FRASER - IMS a PCR

I 0 - — — =
2 40 000 ++ - = o=
3 2 100 i - n n
4 400 + - — -
b 210 + -~ n n
6 40 - — - —
FRASER — Centrifugace a PCR

I 0 - — E
2 40 000 % - +

4 400 - - - —
6 40 - - E B

n = nestanoveno — not determined

++ = velmi intenzivné viditelny product — very intensively visible
product; + = viditelny product — visible product; — = nedctekovany
produkt — undetected product

'sample no.; “dilution after enrichment; 3number of added L. mono-
cytogenes; *centrifugation and PCR

nych koncentraci druht Listeria pfed reakci. Tento fakt
nelze potvrdit prostfednictvim standardni normativni
metody, protoze jejim prvnim krokem je nabohaceni, které
znemoznuje zjisténi poCtu ptiivodné pritomné mikroflory.

Pro detekei pro Clovéka nepatogennich bakterii rodu
Listeria je tedy potfeba podrobit vzorek potraviny 48h
kultivaci v selektivnim médiu a vyockovat na selektivni
agarovou pudu PALCAM nebo OXFORD.

Aplikace metody na vzorky nizkotuéného mléka

DetekCni limit L. monocytogenes ve vzorku nizkotug-
neho mléka nabohaceného v BLEB (tab. 6) je fadové
9 KTJ/25 g po 16 148 h pfi pouziti IMS a PCR. P#i kom-
binaci centrifugace a PCR je detekéni limit 50 KTJ na
25 g vzorku po 16h a 9 KTJ/25 g po 48h nabohaceni.

Ve vzorku nizkotuéného mléka nabohaceného v pepto-
nove vodeé bylo detekovano 9 KTJ/25 g vzorku prostied-
nictvim obou popisovanych metod, a to po 16 i 48h
kultivaci (tab. 6).
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Tab. 6. Aplikace metody na vzorky nizkotu¢neho mléka —
Method application to samples of low-fat milk

Cislo
vzorku!

Pocet pfidanych 16h ~ 48h
L. monocytogenes’ L.m. L.sp. L.m. L. sp.

BLEB - IMS a PCR

1 0 - = = =
2 50 000 + - n n
3 500 + - n I
< 90 + - + -
5 50 + — n n
6 23 n n + -
9 + - 2 -
BLEB - Centrifugace a PCR?
| 0 - — — =
2 50 000 + — n n
3 500 1 - n n
+ 90 + - + -
5 50 25 - n n
6 23 n n —
7 9 — — + —
Peptonova voda* —IMS a PCR
l 90 + — = -
3 23 n n +
2 9 % - -
4 2 1 n + -

Peptonova voda — Centrifugace a PCR

1 90 + - + -
3 23 n n + —
2 9 + - + -
4 n n £

11 = nestanoveno — not determined

++ = velmi intenzivné viditelny product — very intensively visible
product; + = viditelny product — visible product; — = nedetekovany
produkt — undetected product

'methods; *number of added L. monocytogenes; centrifugation and
PCR; *peptone water

Zaver

Standardni normativni metoda je specificka, citliva, ale
Casove narocna (vySetfeni probiha 4—6 dni). Metoda ma
relativné nizkou citlivost, ktera je do jisté miry zavisla na
»l1dskem faktoru® a spravnost vysledkt je ovlivnéna zku-
Senosti experimentétora. Casto vykazuje vysoké procento
(kolem 7 %) fale$né€ negativnich vysledkt (UYTTEN-
DAELC et al. 1995). Naopak kladem je jejich relativné
nizka finan¢ni naro¢nost spolu s minimalnimi pozadavky
na vybaveni laboratore.

Pouzitim kombinované metody stanoveni IMS a PCR
lze zkratit dobu stanoveni Listeria monocytogenes v real-
nych vzorcich potravin na méné nez 24 hodin. DosaZena
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citlivost vyvijené kombinované metody je 10°-107 cilo-
vého mikroorganismu ve vzorku. Detekce Listeria mono-
cytogenes pomoci metody duplex PCR zavisi na typu
pouzitého vzorku.
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