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GREITAS SALMONELLA TYPHIMURIUM IR SALMONELLA CHOLERAESUIS
NUSTATYMAS KIAULIU FEKALIJU MEGINIUOSE MODIFIKUOTA LIZDINE
POLIMERAZES GRANDININE REAKCIJA
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Santrauka. Gyvuliy salmoneliy infekcija ir salmonelés, aptinkamos maisto produktuose, turi neigiama poveiki
visuomenés sveikatai, dél to bitina sugrieztinti visos maisto grandinés veterinarinés sanitarijos priezilira ir ieskoti
veiksmingy diagnostikos priemoniy.

Iprastai salmoneliy nustatymas trunka keleta dieny. PGR ar lizdinés PGR testai buvo pritaikyti tyrimo laikui
sutrumpinti, bet ju naudojimas dél komplekso manipuliacijy dar gali uZterSti tiriamaji mégini, o polimerazés
grandininés reakcijos inhibitoriai, esantys tiriamojoje medziagoje, gali tiesiogiai veikti testo efektyvuma. Siekiant
iSvengti §iy problemy ir Zymiai sutrumpinti tyrimo laika, idiegta ir iSbandyta vieno mégintuvélio lizdiné PGR, kuriai
specifiniai pradmenys parinkti i§ /nv4 geno seky. Tyrimams naudotos kiauliy fekalijos, eksperimentiskai uzkréstos S.
typhimurium ir S. choleraesuis. Modifikuotos nPGR jautrumas buvo atitinkamai 150 cfu/g fekalijy ir 15 cfu/ml druskos
tirpalo. Tuo tarpu aptikimo lygis taikant iprasta PGR, kaip ir tradicing lizding PGR, sieké 150 ir 15 cfu/ml druskos
tirpalo ir atitinkamai 15x10 ir 15x10 cfu/g kiauliy fekalijy. Testo jautrumas padidéjo iki 15 cfu/g, kai 4 valandas buvo
gausinama buferiniame peptono vandenyje. Gautiems tyrimy rezultatams su modifikuota nPGR salmoneliy serotipas
itakos neturéjo. Galima teigti, jog 4 etapy procedira, apimanti 4 valandy gausinima, DNR ekstrakcija, PGR
amplifikacija ir Zinomo molekulinés masés produkto elektroforez¢ (283 bp) gali buti naudojama kaip Salmonella spp.
patvirtinimo testas kiauliy fekalijose.

RaktaZodZiai: kiaulés, fekalijos, salmonelés, PGR metodas.

RAPID DETECTION OF SALMONELLA TYPHIMURIUM IR SALMONELLA
CHOLERAESUIS IN SWINE FAECAL SAMPLES BY ONE TUBE NESTED POLYMERASE
CHANE REACTION

Summary. Public health implications of Salmonella infections in animals and products of thereof enforce
strengthening of the surveillance and search for efficient diagnostic tools. Conventional Salmonella detection takes
several days. Polymerase chain reaction (PCR) or conventional nested PCR tests have been developed to shorten
analysis time but still can generate contaminants due to complex manipulations and can be hampered by inhibitors of
PCR present in the tested sample. To overcome those problems and shorten analysis time we have developed one-tube
nested PCR assay based on the detection of Salmonella-specific invA gene using well defined primer sets. Swine feaces
spiked with S. typhimurium and S. choleraesuis were used as a sample model. The assay was able to detect 150 CFU/g
feaces compared to 15 CFU/ml in saline. Simultaneously, the detection level of the applied single PCR tests as well as
conventional nPCR reached 150 and 15 CFU/ml of saline and, respectively, 15x10” and 15x10” CFU/g of swine feaces.
The sensitivity of the test was increased up to 15 CFU/g using enrichment in buffered peptone water for 4 hours. No
serovar-dependent differences were observed. It was concluded that 4-step procedure including 4-hour nonselective pre-
enrichment, DNA extraction, PCR amplification and electrophoretic detection of known molecular weight product (283
bp) can be used as a screening test for Sa/monella detection in swine feaces.

Keyword: swine, faeces, Salmonella, PCR.

Ivadas. Salmoneliy iSsiskyrimas su  kiauliy  Standartinis salmoneliy nustatymo metodas susideda i
fekalijomis yra svarbus aplinkos uzterSimo  pirminio sukéléjo gausinimo buferiniame peptono
mikroorganizmais Saltinis. SkerdZiamos uzsikrétusios, bet ~ vandenyje, gausinimo Rappaport-Vassiliadis terpéje ir
nesergancios kiaulés gali biiti svarbiausias Salmonella  selektyvinio salmoneliy auginimo ant agaro bei tolesnio
typhimurium uzkrato Saltinis, labai pavojingas visai  biocheminio identifikavimo. Sios tyrimy procediros gali
maisto grandinei. Taigi efektyviy ir nebrangiy greitos  trukti 5-7 paras. Ukiuose gausiai naudojami antibiotikai
diagnostikos metody plétojimas yra vienas veiksniy, gali dar labiau apsunkinti ir taip ilgoka salmoneliy kultiiry
mazinantis salmoneliy protriiki tarp Zmoniy ir gyviiny.  iSskyrima ir tolimesni ju serologini bei biochemini
Nors uzsikrétusiy salmonelémis kiauliy bandy patikrai  identifikavima. Kartais jis tampa neimanomas arba
dazniausiai taikomas imunofermentinés analizés metodas  pailgéja iki 15-30 dieny.

(IFA), mikrobiologiniai sukéléjo kultivavimo metodai Polimerazés grandininé reakcija (PGR) tapo ypac
suteikia galimybe aiSkiai nustatyti, kokia salmoneliy svarbus ir reikSmingas metodas  Salmonella spp.
grupé sukelia problemas, kaip pasireiskia infekcija. fekalijose ir klinikiniuvose méginiuose identifikuoti
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(Amavisit et al., 2001; Feder et al., 2001; Schrank et al.,
2001; Gentry-Weekset et al., 2002; Oliveira et al., 2002;
Oliveiraet al., 2003; Arnold et al., 2004). Yra duomeny,
kad fekalijose esancios inhibitorinés medziagos, tokios
kaip bilirubino, hemoglobino degradacijos produktai,
polisacharidy kompleksas, gali sumazinti reakcijos
efektyvuma (Lantz et al., 1997; Monteiro et al., 1997).
Yra aprasyty metody, kurie leidzia ekstrahuoti DNR
tiesiogiai i§ fekaliju méginiy (Amavisit et al., 2001;
McOrist et al., 2002). Buvo net pasitlytas salmoneliy
pirminés inkubacijos ir PGR metodas, kuris leidzia
gausinti salmoneles tiriamajame méginyje ir kartu
atskiesti inhibitorines medziagas. Taciau $is metodas taip
pat reikalauja daug laiko sanaudy ir neuztikrina reikiamos
DNR kokybés (Schrank et al., 2001; Gentry-Weeks et al.,
2002; Oliveira et al., 2002; Arnold et al., 2004). Buvo
pasitlytas labai jautrus ir specifinis lizdinés polimerazés
grandininés reakcijos (nPGR) metodas (Waage et al.,
1999; Whyte et al., 2002; Liu et al., 2002), bet jo
pritaikyma ribojo didélé tikimybé keliais PGR etapais,
atidarinéjant ir uzdariné¢jant meégintuvélius ir perkeliant
reakcijos matrica i kita mégintuveéli gauti klaidingai
teigiamus rezultatus (McGoldrick et al., 1999).

Darbo tikslas — paruosti ir iSbandyti tiksly, specifiska
ir jautry vieno uzdaro mégintuvélio nPGR metoda, kuris
leisty  salmoneles identifikuoti  kiauliy  fekalijy
méginiuose.

Medziagos ir metodai. Meéginiy paruoSimas. S.
typhimurium ir S. choleraesuis padermés, 12 valandy
inkubuotos ant agaro, buvo naudojamos paruosti 0,5°
McFarlando (15x107 cfu/ml) 0,9% NaCl tirpale. Desimt
karty atskiestomis salmonelémis eksperimentiskai buvo
uzkrésti  kiauliy fekalijy méginiai. Eksperimentams
naudotos kiauliy fekalijos nebuvo natiiraliai uzsikrétusios
salmonelémis. Jos buvo surinktos i§ ukiy, kuriuose
salmoneliozé nebuvo pastebéta, o mikrobiologiniai
tyrimai ir PGR buvo neigiami salmoneliy atzvilgiu. DNR
ekstrakcijai buvo naudojami 0,1 g fekalijy arba 100 pl
0,9% NaCl tirpalas.

Eksperimentiniai  fekalijy méginiai buvo gerai
sumai$omi su zinomu kolonijas formuojanéiy salmoneliy
skai¢iumi ir paliekami kambario temperatiiroje nusésti
pries paimant fekalijy mégini DNR ekstrakcijai. PGR
jautrumas buvo vertinamas pagal identifikuotas
salmoneles 0,9% NaCl tirpale, eksperimentiSkai
uzkréstuose fekaliju méginiuose, taip pat iStyrus kiauliy
fekalijose 15 cfu salmoneliy méginius, skirtingg laika
pagausinus buferiniame peptono vandenyje pagal ISO
6579:2002 reikalavimus. nPGR efektyvumas jvertintas ir
tiriant nattraliai uzkréstus kiauliy fekalijy méginius.
Silikoninés membranos komercinés kolonélés (Genomic
DNA Prep Plus, Helicionus, A&A Biotechnol) buvo
panaudotos DNR ekstrakcijai i§ 0,9% NaCl arba peptono
vandens 100 pl tirpalo, priklausomai nuo vykdomo
eksperimento. Tre¢iuoju bandymu reikiamas kiekis tirpalo
buvo imamas i§ vandens peptono ir tiriamojo méginio kas
valanda pirmasias 8 valandas, véliau — 12, 18 ir 24
inkubacijos valanda. Eksperimentiskai salmonelémis
uzkrésti ir neuzkrésti méginiai buvo tiriami tuo paciu
metu. Toliau 150 fekalijy méginiy, pateikty rutininiams

33

tyrimams, buvo istirti vieno mégintuvélio nPGR, kartu
atliekant 4 valandy pirminj salmoneliy gausinima.

Mikrobiologinis  tyrimas. Norint jvertinti  vieno
mégintuvélio lizding nPGR technika, pritaikyta nustatyti
Salmonella spp. kiauliy fekalijose, 150 atsitiktinai
parinktuose kiauliy fekaliju méginiuose buvo atlikti
standartiniai mikrobiologiniai tyrimai. 10 g fekalijy buvo
inkubuojama buferiniame peptono vandenyje (1:10 w/v;
37°C, 18+2 h), salmonelés gausinamos Rappaport-
Vassiliadis sojy terpéje (santykiu 1:100 v/v; 42°C, 2442
h) ir Mueller-Kauffiman terpéje su novobiocinu (santykiu
1:10 v/v; 37°C, 2442h) ir auginamos ant XLD ir BxLH
agaro. [tartinos salmoneliy kolonijos toliau buvo tiriamos
biochemiskai.

PGR. Vieno etapo tradicinei PGR buvo naudojamas
50 ul reakcijos miSinys: 5 ul tiriamosios DNR, 5 pul
10xPGR buferio (100mM Tris-HCH, pH 8,8, 500 mM
KCl, 0,8% nonidet P40, Fermentas), 12 pul MgCl, (25
mM, Fermentas), po 1 ul kiekvieno dNTPs (10 mM,
Fermentas), po 20 pmol kiekvieno 139/141 arba SA07/09
pradmens (1 lentele), 0,3 nl (1,25 U) Taq DNA
polimerazés (Fermentas), 16,07 ul DEPC vandens. Atlikti
38 amplifikavimo ciklai (1 lentelé).

Vieno mégintuvélio lizdiné PGR (nPGR). Reakcijai
taikytas McGoldrick ir kity tyréju pirma karta apraSytas
(1999) ir musy modifikuotas vieno mégintuvélio nPGR
metodas. Pirmiausia buvo paruosSiami reagentai antram, t.
y. lizdinées PGR etapui. Siam tikslui paruoiamas
reakcijos misinys, kuriame yra 5 ul 22% trechalozés
(Sigma), naudojamos kitiems reakcijos komponentams
iSlaikyti, 20 pmol/ul kiekvieno i§ vidiniy nukleotidy
pradmeny SA09 ir SA10 (1 lentel¢), 1 ul ANTPs miSinio
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,25 ul Taq DNA
polimerazés (1,25 U, Fermentas). [ kiekvieno 0,2 ml
Eppendorfo mégintuvélio dangteli tokio lizdinés PGR
misinio iSpilstoma po 8,25 pl ir paliekama kambario
temperatiiroje dzitti 2 val. Taip i8dziovinti lizdinés PGR
reagentai tinkami naudoti 6 ménesius.

Kitame etape buvo panaudoti tie patys 0,2 ml
Eppendorfo mégintuvéliai, kuriy kamsteliuose buvo
trechalozéje iSdziovinti nPGR komponentai. Eiliné PGR
buvo  atlickama minéty  mégintuveliu  dugne.
Amplifikacijai buvo naudojamas 50 pl miSinys: 5 pl
tiriamosios DNR, 5 pl 10xPGR buferio (100mM Tris-
HCH, pH 8,8, 500 mM KCI, 0,8% Nonidet P40,
Fermentas), 5ul MgCl, (25 mM, Fermentas), 2 pul dNTPs
(10 mM, Fermentas), po 5 pmol iSoriniy pradmeny SA07
ir SAO8 (20 pmol/ul koncentracija, 1 lentel¢), 1ul 10%
tritonX-100 (Sigma), 0,5 pl (2,5 U) Taq DNA
polimerazés (Fermentas), 29,25 pl DEPC vandens. PGR
misiniui, esanfiam mégintuvélio dugne, atskirti nuo
nPGR komponenty mégintuvélio kamstelyje buvo
naudojamas  mineralinis  aliejus  (Sigma). Vieno
mégintuvélio nPGR buvo atlickama amplifikatoriuje
,Mastercycler”" (Eppendorf). Sumaisius tiriamos DNR ir
PGR misini buvo atlickama 25 cikly amplifikacijos
reakcija (1 lentel¢). Pasibaigus pirmajam amplifikacijos
etapui meégintuvéliai buvo apverciami keleta karty, kad
susimaisyty ir istirpty nPGR komponentai mégintuvélio
dangtelyje su pirmosios PGR produktais, esanciais dugne.
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Tada meégintuvéliai buvo trumpai centrifuguojami ir
atlickama 40 cikly nPGR (1 lentelé).

PGR produktai buvo analizuojami 2% agarozés gelyje
(Top Vision™ GQ Agarose, Fermentas), dazytame
etidzio bromidu (koncentracija 1 pg/ml.). 10ul PGR
produkto buvo atlickama elektroforezé 1xTBE buferyje

(90mM Tris, 90mM boro rugsties, 2 mM EDTA),
leidziant 120 V srove 45 min. PGR rezultatai buvo
matomi UV lempos spinduliuose, esant specifiniam DNR
juosteliy Svytéjimui 284 bp, 544 bp arba 283 bp
molekulini Zymeklj ,,GeneRuler™" 100 bp DNA Ladder
Plus (Fermentas) atitinkanciose pozicijose.

1 lentelé. Specifinés INVA geno oligonukleotidiniy pradmeny poros i§ S. typhimurium SPI-1 regiono pagal

J. A. Galan ir kt. (1992 ) ir PGR parametrai

PGR salygos, temperattira/laikas

Pradmens Pradmeny seka 5' — 3' (atitikmuo) Pozicija| TTOUUKIO g oG | hibridi- | isple-
pavadinimas dydis .. . .

racija nimas timas

Paprasta PGR (Burkhalter et al., 1995; Rahn et al.1992)
139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA o b | 64°C/ 72°C/
141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 371-635) 284bp | 95°C/30s 30s 30 s°
SA07 TGAATATCGTACTGGCGATATTGGTGTTTA . 950 v 65°C/ 72°C/
SA08 GGACAAATCCATACCATGGCGAGTCAT 212-756) 544 bp |A: 95°C/3s 30s 40 s°
Lizdiné PGR (Burkhalter et al., 1995)

SA09 GAAATTATCGCCACGTTCGGGC aco 60°C/ 72°C/
SA10 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 373-636) 283 bp | B:95°C/3s 30s 40 s°

? Registracijos Nr. M90846); ® pradinis denatiiravimas buvo atliktas 95°C temperatiiroje 1 min. ir 94°C temperariiroje 3 min.
atitinkamai su 139/141 ir SA07/SA0S; © galutinis praplétimas atliktas 72 °C temperartiroje 4 min. ir 72 °C temperartiroje 3 min.
atitinkamai su 139/141 ir SA07/SA08 pradmenimis; ¢ pradiné denatiiracija atlikta 94 °C temperariiroje 3 min.; ° galutinio i§plétimo

etapas 72 °C temperariiroje — 3 min.

Statistiné duomenu analizé atlikta kompiuterine
programa ,,Graph Prism™*. Santykinis tikslumas,
specifiskumas ir jautrumas apskaiciuotas pagal ISO16140

(2003) aprasytas formules. Reakcijos specifiskumo
tyrimuose buvo panaudota deSimt  Brachyspira
hyodysenteriae ir $eSios Lawsonia intracellularis lauko
padermés.

Tyrimy rezultatai. Norint ivertinti paruosta vieno
mégintuvélio lizdinés polimerazés grandininés reakcijos
(nPGR) metoda buvo atlikta keletas skirtingy PGR
reakciju, kurios leido nustatyti metodo jautruma
eksperimentiskai salmonelémis uzkréstuose 0,9% NaCl
méginiuose. Naudojant iprasta vieno etapo PGR
maziausiai salmoneliy buvo 15 cfu reakcijai su 139/141
oligonukleotidiniais pradmenimis ir 25 cfu su SA07/08
pradmenimis. Dviejy skirtingy mégintuvéliy nPGR ir
paruosSta vieno meégintuvelio nPGR parodée < 1,5 cfu
jautruma vienoje reakcijoje. VisiSkai prieSingi rezultatai
iSryskéjo, kai iprasta ir vieno meégintuvélio nPGR buvo

atlickama su eksperimenti§kai salmonelémis uzkréstais
fekalijy méginiais, kurie nebuvo inkubuoti pirminéje
salmoneliy pagausinimo terpéje. Siuo atveju PGR
rezultatai buvo teigiami tik méginyje esant labai dideliam
salmoneliy kiekiui (2 lentel¢). [prastiné vieno etapo PGR
su pradmenimis 139/141 arba SAO07/08 salmoneles
fekalijy méginyje leido identifikuoti tik esant ju
koncentracijai atitinkamai 150x10°> c¢fu/100 pl. Vieno
mégintuvélio nPGR buvo daug jautresné ir parodé 150
cfu/100 pl ar net 15 cfu/100 ul jautruma (2 lentelé).
Taciau statistiskai patikimi skirtumai tarp gauty ir laukty
tyrimy rezultaty (p<0,05) esant labai mazam salmoneliy
kiekiui (15 arba <1,5 c¢fu/100ul) rodo, kad teigiami PGR
rezultatai S$iuo atveju gali buti atsitiktiniai. Tuo tarpu
vieno meégintuvélio ar eiliné nPGR su dideliu kiekiu
eksperimentiskai uzkrésty salmonelémis fekalijy méginiy
(>1500 cfu/100 pl, 2 lentelé) statistiskai reik§mingy
skirtumy tarp laukty ir gauty rezultaty neturéjo.

2 lentelé. Teigiamy méginiy skaicius, nustatytas vieno mégintuvélio nPGR eksperimentiskai uzkréstuose

kiauliy fekalijy méginiuose

Salmoneliy serotipas Uzkrétimo laipsnis, cfu/ml*
150000 15000 1500 150 15
Choleraesuis 16 16 15 4 0
Typhimurium 16 16 11 1 0
Neigiama kontrolé*
Fekaliju méginiy blankas | 0 | 0 | 0 | 0 | 0

Pastaba. *Po 16 méginiy buvo tiriama kiekvienam uzkrétimo laipsniui ir neigiamai kontrolei

Norint jvertinti vieno mégintuvélio nPGR sistema
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identifikuojant nedidelj kieki salmoneliy fekalijose, buvo
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palygintos dvi dazniausiai pasitaikancios Lietuvoje
kiauliy salmoneliy padermés (2 lentel¢). Nenustatyta
statistiSkai reik§mingy skirtumy tarp laukty ir gauty
tyrimy rezultaty su uzkréstais méginiais, turinciais >150
cfu/100ul S. thyphimurium arba S. choleraesuis. Taciau
nPGR su 15 cfu/100ul minéty serotipy salmonelémis jau
parodé Zenklius skirtumus tarp laukto ir gauto rezultato.
Teigiamy nPGR méginiy skaicius skirtingo uzkrétimo
lygio méginiams nepriklausé nuo salmoneliy serotipo.

Vadovaujantis 2 lentelés tyrimo rezultatais, 15 cfu/g
S. typhimurium ir S. choleraesuis serotipai buvo atrinkti
tolimesniems tyrimams su vieno mégintuvélio nPGR,
pritaikant standartini salmoneliy gausinima BWP.
Tyrimai parodé, kad statistiskai patikimy skirtumy tarp
laukto ir gauto rezultato su abiem serotipais praéjus 4
valandoms po pirminio salmoneliy gausinimo BWP
nepastebéta.

Buvo iStirta vieno mégintuvélio nPGR ir su 150
atsitiktinai parinkty kiauliy fekalijy méginiy, kurie prie§
atliekant PGR 4 valandas buvo inkubuojami pirminéje
salmoneliy gausinimo terpéje.

Salmonella  spp.  fekalijy = méginiuose  buvo
identifikuota 48 atvejais (32%) (3 lentelé). Taikant
iprastus kultivavimo metodus salmoneles pavyko izoliuoti
36 fekalijy méginiuose (24%). Pagrindiniai identifikuoti
salmoneliy serotipai buvo S. #yphimurium ( 23%), S.
choleraesuis (65%), kiti — 12%.

Vieno mégintuvélio nPGR nepavyko salmoneles

nustatyti  trijuose  méginiuose, kuriuose  iprastu
kultivavimo metodu jos buvo isskirtos. Kai nPGR
duomenys buvo palyginti su jprastu salmoneliy

kultivavimo metodu, paaiskéjo, kad Salmonella spp. buvo
nustatyta 51 méginyje i$ tirty 150 (34%) (3 lentelé).

3 lentelé. Salmonella spp. nustatymas tiriant vieno mégintuvélio nPGR ir mikrobiologiniu metodu

. . Tirty méginiy | Vieno mégintuvélio Kultivavimo Su]ungt.as (I}PGR 1
Tyrimo objektas oy kultivavimo
skaiCius nPGR metodas
metodas)
Kiauliy fekalijy méginiai 150 48 (32%) 36 (24%) 51 (34%)
Kiaulininkystés ikiai 25 11 (44%) 8 (32%) 12 (48%)

Pastaba. Visi fekalijy méginiai 4val. inkubuoti BWP.

Vieno mégintuvélio nPGR metodu istyrus 25 tkius,
Salmonella spp. fekalijose buvo nustatyta 11-oje kiy
(44%), o iprastais mikrobiologiniais metodais salmoneles
pavyko iSaiskinti 8-iuose tikiuose (32%). Palyginus nPGR
ir kultivavimo metody 25 dkiy tyrimy rezultatus
paaiskéjo, kad salmonelés buvo identifikuotos 12-oje tikiy
(48%).

Tyrimy rezultaty aptarimas ir iSvades. Nauji
tyrimy ir rutininés diagnostikos metodai turi biiti tikslas,
jautriis, specifiski ir lengvai pakartojami. Keletas PGR
metody, pagristy Salmonella spp. virulentiSkumo geno
InvA identifikavimu, buvo aprasyti (Rahn et al., 1992;
Burkhalter et al., 1995; Malorny et al., 2003). Nepaisant
to, kad trechaloze paremtas vieno mégintuvélio nPGR
pasirodé labai efektyvus identifikuojant  virusus
(McGoldrick et al., 1999; Stadejek et al., 2002 ), kiek
mums zinoma, $ios technologijos salmoneliy diagnostikai
nebuvo pritaikytos.

Tyrimai parodé, kad polisacharidas trechalozé leido
lizdingje PGR pritaikyti vieno uzdaro mégintuvélio
technologija Salmonella spp. kiauliy fekalijy méginiuose
nustatyti. Tyrimy eigoje paprastai ir lizdinei PGR buvo
parinkti oligonukleotidiniai pradmenys i$ InvA4 geno seky,
kurios randamos beveik visose salmonelése. Inv4 PGR
reakcija naudojant pradmeny 139/141 pora parodé ypac
platy salmoneliy identifikavimo spektra, iskaitant beveik
visus serotipus ir potipius, ir buvo labai selektyvi ir
naudinga  tarptautiniuose  diagnostikos  ivertinimo
tyrimuose (Malorny et al., 2003). Lizdinés PGR vidiniai
pradmenys SA09/SA10 buvo labiau panasSts i aprasytus
139/141 pradmenims, taciau Siek tiek sutrumpinti, kad
buty galima optimizuoti hibridinio temperattra. ISoriné
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pradmeny pora SA07/SA08, panaudota nPGR reakcijose,
parinkta pagal originalias /nvA geno nukleotidy sekas,
paskelbtas J. A. Galan ir kity tyréju (1992). Dél itin
panasiy lizdinés PGR pradmeny pozicijos paruosta vieno
mégintuvélio nPGR reakcija gali buti palyginta su
rezultatais, gautais igyvendinant dabartini Europos
mokslinj projekta apie PGR validacija ir standartizacija,
identifikuojant maistinés kilmés patoginus, iskaitant ir
Salmonella spp. (Malorny et al., 2003).

Vieno mégintuvelio nPGR panaudojimas
eksperimentiniuose tyrimuose ir rutiningje diagnostikoje
parodé keleta svarbiy pranasumy — dideli specifiSkuma,
jautruma, greitj, lengva pritaikyma ir klaidingai teigiamy
ar neigiamy rezultaty nebuvimg. Vieno mégintuvélio
nPGR jautrumas ir specifiskumas jvertintas su
eksperimentiskai  uzkréstais salmoneliy = méginiais.
Reikéty pazyméti, kad per visa tyrimy laika mes
negavome nespecifiniy PGR produkty, nes jie gali buti

gaunami tik pirmos reakcijos metu su iSoriniais
pradmenimis. Antros reakcijos metu (lizdiné PGR) toks
PGR produktas negaléty amplifikuotis del
komplementarumo nebuvimo vidiniams PGR

oligonukleotidiniams pradmenims. Taigi atkrito poreikis
PGR produkty specifiSkuma patvirtinti hibridizacijos
(Feder et al., 2001) metodu.

Kitas svarbus diagnostines PGR veiksnys
specifiSkumas patvirtintas pasirinktiems
oligonukleotidiniams pradmenims su 43 Salmonella spp.
padermémis ir 21 serotipu (Burkhalter et al.,1995; Rahn et
al.1992). Todél, atsizvelge i ankstesnius rezultatus, savo
tyrimuose panaudojome tik dvi dazniausiai paplitusias
Lietuvos kiauliy populiacijoje salmoneliy padermes. Su
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kitais patogeniniais mikroorganizmais, iskaitant gana
daznai kiaulininkystés tkiuose pasitaikancias Bachyspira
hyodysenteriae ir Lawsonia intracellularis (duomenys
neparodyti), specifiniy PGR produkty nebuvo gauta.
Norint padidinti reakciju jautruma esant labai
nedideliam salmoneliy kiekiui méginyje, keliuose
tyrimuose buvo pritaikyta lizdiné PGR (Waage et al.,
1999; Whyte et al., 2002; Liu et al, 2002). Taciau Sie
nPGR metodai turéjo dideliy trikumuy, nes kiekviename
PGR etape reikéjo keleta karty atidaryti mégintuvélius,
idéti reakcijos reagentus arba pirmosios reakcijos
produktus lizdinei PGR. Tuo tarpu pagrindinis paruosto
vieno mégintuvélio nPGR pranasumas buvo tas, kad
metodas leido sumazinti tiriamyjy méginiy atsitiktinés
kontaminacijos rizika. Rezultatai parodé, kad  visy
eksperimenty metu nebuvo gauta né vieno klaidingai
teigiamo rezultato, iskaitant ir visas neigiamas kontroles

(2 lentelé). Vieno mégintuvélio nPGR jautrumas buvo
nustatytas tiriant eksperimentiskai  Zinomu = kiekiu
salmoneliy uzkréstus méginius ir pasieké 150 cfu ar net
15 cfu vienoje reakcijoje (2 lentelé). Tai gerokai didesnis
jautrumas, nei dazniausiai pasiekiamas atliekant iprasta
PGR. Bitina pazyméti, kad Zenkliis skirtumai (p<0,05)
tarp gauty ir laukty rezultaty tiriant méginius, kuriuose
buvo mazai salmoneliy (15 or <1.5 cfu/100ul), rodo, kad
salmoneliy pirminio gausinimo etapas biitinas, kai norima
pasiekti didesni nPGR jautruma ir pasikartojancius
rezultatus. Sie faktai patvirtinti Zenkliu 15 cfu/g
salmoneliy kiekio padidéjimu jau po 4 valandy pirminio
gausinimo sultinyje (Pav.). Vieno mégintuvélio nPGR
panaudojimas padidino salmoneliy nustatymo limita
fekalijose, nes jprasta PGR buvo galima salmoneles
identifikuoti tik esant labai didelei ju koncentracijai
eksperimentiskai uzkréstame fekalijy méginyje.

N W~ OO N 00 © O

Teigiamy meéginiy skai€ius / 10 pakartojimy

4 5

Pirminio gausinimo laikas, val.

O S. typhimurium @ S. choleraesuis

6 7 8 12 18 24

Pav. Teigiamy méginiy skaicius, gautas vieno meégintuvélio lizdine PGR iStyrus fekalijy meéginius,
eksperimentiSkai uzkréstus 15 CFU/g salmoneliy kultiira ir skirtinga laika gausintus mésos peptono sultinyje.
(Salmonella spp. fekalijy méginiai atskiesti BWP santykiul:10 ir 0,1ml naudotas DNR ekstrakcijai)

Tyrimai jrodé, kad vieno mégintuvélio nPGR
rezultatams  salmoneliy serotipas jtakos neturéjo.
Vadinasi, paruostas vieno mégintuvélio nPGR metodas
galéty biti  pladiai  taikomas epidemiologiniuose
tyrimuose, kur ikyje gali biiti salmoneliy nesiotoju ir gali
buti nustatyta keletas skirtingy salmoneliy serotipy.
Vieno mégintuvélio nPGR metodas su eksperimentiskai
uzkréstais 15 cfu/g salmoneliy méginiais po 18 wval.
pirminio gausinimo BWP parodé teigiamus rezultatus su
abiem tirtais salmoneliy serotipais. Be to, tie patys
méginiai parodé teigiamus rezultatus jau po 4 val.
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pirminio fekalijy méginiy inkubavimo BWP. Santykinis
tikslumas, jautrumas ir specifiSkumas neparodé skirtumo
tarp gauty ir laukty rezultaty. Reikéty pazymeéti, kad 4 val.
pirminé fekalijuy méginiy inkubacija vandens peptono
sultinyje ir vieno mégintuvélio nPGR leido nustatyti S.
typhimurium ir S. choleraesuis per 10-12 valandy. Tai
gerokai trumpiau nei atliekant jprasting mikrobiologing
salmoneliy diagnostika. Pritaikius paruosta nPGR metoda,
pirminis salmoneliy gausinimo trukmé ir nustatymas
sutrumpéjo nuo 5-7 pary taikant standartini kultivavimo
metoda iki maziau nei 10 valandy.
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Gauti rezultatai taip pat rodo, kad paruosta vieno
mégintuvélio nPGR metoda galima taikyti ir tiriant
natiiraliai salmonelémis uzkréstus méginius, atsitiktinai
surinktus i$ jvairiy Lietuvos kiaulininkystés tkiy. 150
fekaliju méginiy palyginamieji tyrimai jrodé, kad nPGR
buvo jautresnis nei jprasta salmoneliy kultivavimo
metodika, padéjusi nustatyti 32% ir 24% teigiamy
méginiy (3 lentelé). Nepaisant to, kad teigiamy méginiy
skaicius padidéjo iki 51 (34%), kai buvo sujungti 150
fekaliju méginiy kultivavimo ir nPGR rezultatai, miisy
paruos$tu metodu negaléjome identifikuoti trijy méginiy
(5,9%), kuriu patogenas buvo nustatytas {prastu
mikrobiologiniu kultivavimo metodu.

Gauti duomenys taip pat rodo, kad vieno mégintuvélio
nPGR metodas po 4 val. fekaliju méginio inkubavimo
pirminio gausinimo terpéje buvo daug jautresnis, nei
salmoneliy nustatymas kultivavimo metodu (3 lentelé).
Tai leidzia manyti, kad Sis nPGR metodas galéty biuti
taikomas vienas kaip greitas Sal/monellas spp. rutininés
stebésenos metodas kiauliy fekaliju méginiuose. Reikéty
taip pat pazyméti, kad paruostas nPGR metodas leido
fekalijose patvirtinti teigiamus méginius genties lygiu,
taCiau nenustaté raSies ar serotipo. Kita vertus,
epidemiologiniams tyrimams arba stebésenos tikslams
risies ar salmoneliy serotipo nustatymas néra labai
svarbus, ypa¢ kiaulininkystés Tkiuose, kur salmonelémis
uzsikre¢iama labai daznai ir kur daugiau nei vienas
salmoneliy serotipas buvo izoliuotas (Feder et al., 2001).
Kadangi kiauliy salmoneliozé gali padaryti ne tik
ekonominiy nuostoliy, bet ir daug zalos zmoniy sveikatai,
reikalingi labai greiti, tiksliis ir jautrs salmoneliy
nustatymo metodai. AnksCiau PGR buvo taikoma
patvirtinti salmoneliy mikrobiologinio tyrimo rezultatus.
Taciau $iy tyrimy duomenys irodo, kad paruostas vieno
mégintuvélio nPGR metodas dél didelio jautrumo,
tikslumo, specifiskumo ir atlikimo greiCio galéty bati
greitas testas nustatant Salmonella spp. kiauliy fekalijy
méginiuose. Gauti rezultatai taip pat leidzia §§ nPGR
metoda pritaikyti ir maisto produkty kontrolei, kai reikia
labai greitai, per viena diena, patikrinti jtartinus
produktus.
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