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KASUTATUD LUHENDID

ATCC — American Type Culture Collection (Ameerika tutpi kultuurikollektsioon)

CELMS - Collection of Environmental and Laboratory Microbial Strains (Keskkonna ja
laboratoorsete mikroobitlivede kollektsioon)

cfu — colony-forming unit (kolooniat moodustav tihik)

EFSA — European Food Safety Authority (Euroopa Toiduohutusamet)
IAC — internal amplification control (sisemine amplifikatsiooni kontroll)
KA — kdrge arvukus

MA — madal arvukus

MQ — deioniseeritud vesi (ddH,0)

SPI — Salmonella pathogenicity island (Salmonella patogeensuse saar)
TP — tuvastamispiir

VTL — Veterinaar- ja toidulaboratoorium



SISSEJUHATUS

Salmonella on Enterobacteriaceae sugukonda kuuluv patogeensete bakterite perekond,
mille erinevad serotlubid (le 2600) on Uhed ohtlikumad ning sagedasemad toidus esinevad
infektsioonitekitajad ja seda nii arengumaades kui ka arenenud maades (Bhunia, 2008).
Salmonella spp. serotiitibid on erinevatele fiitsikalistele ja keemilistele mdjuritele suhteliselt
vastupidavad, mistdttu nad suudavad elada ja kasvada vaga erinevates keskkondades. Enam kui
95% salmonelloosi juhtudest on toidutekkelised (Mead et al., 1999). Salmonelloosi tekitamiseks
vajaminev nakatamise annus on varieeruv ja sOltub serotulibist, nakatuva indiviidi vanusest ja
uldisest tervislikust seisundist (Champoux et al., 2004). Igal aastal nakatub salmonelloosi
miljoneid inimesi ja paljudel juhtudel v6ib 16ppeda see ka surmaga.

Salmonella  bakterite  tuvastamiseks kasutatakse kdige enam traditsioonilist,
mikrobioloogilist meetodit. Traditsiooniliste meetoditega kulub negatiivse tulemuse
kinnitamiseks vahemalt 3 pdeva ja positiivse tulemuse kinnitamiseks kuni 5 péeva. Seetdttu
vajatakse kiiremaid, kuid vahemalt sama usaldusvaarseid alternatiivmeetodeid, mis suudaksid
Salmonella spp. tuvastada ka erinevatest toidumaatriksitest.

Uheks sobivaimaks alternatiiviks vib tdnapaeval pidada PCR-meetodit. Toidupatogeenide,
eeskatt Salmonella spp. tuvastamiseks, on arendatud erineva tundlikkuse ja efektiivsusega
tuvastamissisteeme, kuid PCR pohised standardmeetodid puuduvad. PCR-meetod vdimaldab
suhteliselt Kiiret, umbes 24 tunni jooksul saadavat anallitsitulemust, mille puhul enamus aega
kulub (sarnaselt referentmeetodile - mikrobioloogilise meetodile) katseproovi eelrikastamiseks
erinevates mitteselektiivsetes puljongites. Vastavalt metoodika optimeeritavusele voib PCR
pohine alternatilvmeetod olla Kiire, selektiivne ja hea tuvastustundlikkusega, mis on vajalik
eeskatt toiduainetddstuses tootmishugieeni kontrolliks ja toiduohutuse tagamiseks.

Kdesolevas t00s antakse (levaade Salmonella spp. omadustest, eripdradest ning
kirjeldatakse PCR-metoodika valideerimise protsessi. Lisaks h6lmab magistrité6 PCR-meetodi
optimeerimist. PCR-meetodi valideerimiseks kasutati alternatiilvmeetodite kinnitamiseks
ettendahtud rahvusvahelises standardis EN ISO 16140:2003 kehtestatud normatiive. Valideerimine
oli eelduseks PCR-meetodi akrediteerimisele Icosagen AS mikrobioloogia laboris Salmonella spp

tuvastamiseks toidust ja keskkonnaproovidest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Salmonella dldkirjeldus

Salmonella on Enterobacteriaceae sugukonda kuuluv patogeensete bakterite perekond,
mille liikide ja alamliikide stistematiseerimine p&hineb biokeemilistel ja seroloogilistel tunnustel,
geneetilise sarnasuse ning elukeskkonna hindamisel (D’Aoust, 2000; EFSA, 2010; Scherer ja
Miller, 2001). Eristatakse kahte Salmonella liiki: S. enterica ja S. bongori (Bhunia, 2008; Rao et
al., 2006; Scherer ja Miller, 2001). Salmonella enterica jaotub omakorda kuueks alamliigiks,
kuhu kuuluvad S.enterica (1), S. salamae (Il), S. arizonae (l1la), S. diarizonae (111b), S. houtenae
(V) ja S. indica (V1) (Bhunia, 2008; Grimont ja Weill, 2007; Porwollik, 2004; Su ja Chiu et al.,
2007). Alamliikidele S. enterica (I) ja S. salamae (Il) on tavaliseks elupaigaks pisisoojased
loomad. Seevastu lIlla, Illb, IV, VI alamliikidele ja liigile S. bongori (V) on elupaigaks
kdigusoojased loomad ning keskkond (Grimont ja Weill, 2007; Pui et al., 2011).

Aegade jooksul on Salmonella klassifitseerimiseks kasutatud erinevaid nomenklatuuri
susteeme. Ajalooliselt kdige varasem meetod pdhineb Salmonella nimetamisel algupdarase
isoleerimise koha jérgi nagu naiteks S. London, S. Dublin, S. Indiana (Bhunia, 2008). Ténap&eval
kasutatakse Salmonella klassifitseerimiseks ka bakteriofaagide tiipiseerimismeetodit, mis pdhineb
bakterite erineval tundlikkusel bakteriofaagide suhtes (Bhunia, 2008; Hanes, 2003). Euroopas
kasutatakse peamiselt White-Kauffmann-Le "Minor" skeemi (Grimont ja Weill, 2007).
Kauffmann-White’i skeemi jérgi, mis pohineb antigeenide ("O","H","K") ma&ratlemisel, toimub
Salmonella isolaatide kinnitamine ja Kklassifitseerimine serotulpideks (Grimont ja Weill, 2007).
Termostabiilse "O" antigeeni tlup méaératakse lahtudes lipopolusahhariididega seotud
oligosahhariididest (Scherer ja Miller, 2001; Champoux et al., 2004). Spetsiifiliste Salmonella
"H" antigeenide madratlemine pohineb termolabiilsetel viburivalkudel (Pui et al., 2011).
Tavaliselt ekspresseeritakse kahte erinevat "H" antigeeni, millest tulenevalt omavad nad kahte
erinevat liikumisvbimelist faasi (kahefaasiline vorm) (Chiou et al., 2006; Jones et al., 2000;
Champoux et al., 2004). Levinud on ka monofaasilised, harvem kolme- ja rohkemafaasilised
vormid (toimub kolme vGi enama flagelliini geeni ekspressioon) (EFSA, 2010; Smith ja Selander,
1991). Juhul kui puudub mélema "H" antigeeni ekspressioon on Salmonella bakter liikumatu
(EFSA, 2010). Lisaks eelpool mainitud antigeenidele leidub serotiitpidel Salmonella Typhi,
Salmonella Paratyphi C ja Salmonella Dublin veel "Vi" antigeen (EFSA, 2010), mis on kapsli "K"

antigeeni alamttiiip (Champoux et al., 2004; Grimont ja Weill, 2007; Scherer ja Miller, 2001).
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Antud hetkel on teada tle 2600 Salmonella serotiiiibi (Guibourdenche et al., 2009) ja on leitud, et
rohkem kui 99,5% Salmonella isolaatidest moodustavad S. enterica (I) serottibid (Grimont ja
Weill, 2007).

Salmonella perekonda kuuluvad bakterid on 0,7-1,5 um diameetriga ja 2-5 pum pikkused
(Bell ja Kyriakides, 2002), asporogeensed, gramnegatiivsed, enamasti viburitega varustatud
pulkbakterid. Suur osa Salmonella serotliupidest on liikuvad, eranditeks on S. Pullorum ja S.
Gallinarum (Bell ja Kyriakides, 2002; Bhunia, 2008). K&ik Salmonella bakterid on
intratsellulaarsed patogeenid (Bhunia, 2008). Toitumistdbilt on tegu kemoorganotroofidega ja
hingamistulbilt fakultatiivsete anaeroobidega (Gray ja Fedorka-Cray, 2002; Montville ja
Mathhews, 2008). Salmonella bakterid on véhendudlikud ja suudavad elada -erinevates
keskkonnatingimustes, sealhulgas ka peremeesorganismi valiselt (Barrell, 1988; Gray ja Fedorka-
Cray, 2002; Guan ja Holley, 2003). Nad on laktoosi mittelagundavad (Gray ja Fedorka-Cray,
2002), glukoosi kadritavad, nitraati nitritiks redutseerivad, okstidaasnegatiivsed bakterid (Hanes,
2003). Salmonella spp. ei vaja elutegevuseks NaCl (Hanes, 2003) ning nad ei talu koérget
soolakontsentratsiooni (Jay et al., 2005). On leitud, et soolalahus kontsentratsiooniga >9% omab
patogeenile bakteritsiidset toimet (Jay et al., 2005). Salmonella bakterid suudavad elada
temperatuurivahemikus 5- 47 °C (Andrews ja Baumler, 2005) ning pH vahemikus 3,6-9,5 (Hui et
al., 2002). Mesofiilidena on nende elutegevuse optimaalseks temperatuurivahemikuks 35-37 °C
ja sobivaks pH vahemikuks 6,5-7,5 (Andrews ja Baumler; Bhunia, 2008; 2005; Hanes, 2003; Hui
et al., 2002). Ekstreemsetel temperatuuridel 4-8 °C v6i 44 °C ning pH vaartustel 4,4 voi 9,4
moodustavad nad pikki filamente (Bhunia, 2008). Salmonella on temperatuuritundlik ja hévib
tavaliselt temperatuuril >70 °C (Hanes, 2003). Samuti havib patogeen toidu l&bikeetmisel ja -
praadimisel, piima (71,7 °C ~15 sek) ning puuviljamahlade (70-74 °C ~20 sek) pastoriseerimisel
(Gray ja Fedorka-Cray, 2002).

1.1.1 Salmonella levik

Salmonella bakterid on maailmas thed ohtlikumad ning sagedasemad toiduga levivatest
patogeenidest, seda nii arengumaades kui ka arenenud maades (Bhunia, 2008). Salmonella spp.
on laialt levivinud erinevates keskkondades nagu nditeks vees ja mullas ning loomade
soolestikus (Hui et al., 2002). Nende vb6ime kohaneda ekstreemsete tingimustega muudab nad

killaltki vastupidavaks toidutodtlusele (D’Aoust et al., 2001). Seepérast peetakse Salmonella
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spp. jatkuvalt Uheks peamiseks patogeeniks toiduohutuse tagamisel. Salmonella spp. patogeeni
on isoleeritud putukatest, erinevatest pusi- ning k&igusoojastest loomadest (Hanes, 2003).
Salmonella perekonna bakteritega vdivad nakatuda ja olla kandjateks nii inimesed kui ka kdik
teadaolevad mets- ja koduloomad, samuti linnud, putukad, kahepaiksed ning roomajad (Bhunia,
2008; Hui et al., 2002; Scherer ja Miller, 2001). Hinnanguliselt on 95% kdigist Salmonella
infektsioonidest toidutekkelised (Mead et al., 1999). Haigustekitajad levivad inimeselt-inimesele
enamasti fekaal-oraalsel teel (Champoux et al., 2004; Hanes, 2003). Inimeste puhul peetakse
Salmonella bakteriga nakatumise peamisteks pdhjusteks patogeeni kandva looma, inimese voi
linnu roojaga saastunud toidu séomist ja nakatunud toorpiima ning vee joomist (Andrews ja
Baumler, 2005; Bell ja Kyriakides, 2002; D’ Aoust, 2000; Jay et al., 2005). Toidumaatriksitest
on levinumateks nakkusallikateks linnuliha, sealiha ning kanamunad (D'Aoust, 1991; Hanes,
2003). Patogeeni on leitud ka puu- ja kdogiviljade (Hui et al., 2002), Sokolaadi (Cordier, 1994;
Kapperud et al., 1990) ning maitseainetega (Zweifel ja Stephan, 2012) seotud haiguspuhangute
korral. Sageli levib Salmonella spp. ristsaastumise teel, kui toores looma- v6i linnuliha puutub
tootlemise kaigus kokku valmistoiduga nagu naiteks salatiga (Bouchrif et al., 2009). Eestis on
Salmonella spp. leitud erinevatest toidumaatriksitest, kuid peamiselt on patogeeni isoleeritud
tooretest kanamunadest, lihatoodetest ja toorest lihast (Kramarenko et al., 2014). Toore liha
puhul leiti Salmonella spp. kbige enam kalkuni- ja kanalihast (Kramarenko et al., 2014). Samas
vOib Salmonella ristinfektsioon toimuda ka kuivainete (nditeks munapulber ja tolm) vahendusel
labi 6hu (Hanes, 2003).

Maailmas on enam levivateks serotltpideks S. Enteriditis, S. Typhimurium, S. Typhi ja S.
Paratyphi (Su ja Chiu, 2007). Ajavahemikul 2008-2012 olid Eestis enam esinevateks
serotlilipideks toidus ja toiduainetes S. Typhimurium (26,9%), S. Derby (17,5%), S. Enteritidis
(8,37%) ning S. Newport (7,57%) (Kramarenko et al., 2014). Kokku isoleeriti sellel
ajavahemikul 26 erinevat Salmonella serotutpi. Salmonella spp. poolt pdhjustatud haigusjuhtude
arv Eestis ajavahemikul 2009-2013 ja neid pdhjustanud serottitipide esinemissagedused on
naidatud Tabelis 1.



Tabel 1. Salmonella spp. poolt pdhjustatud haigestumiste arv Eestis ajavahemikul 2009-2013 ja

salmonelloosi pdhjustanud serotiitipide esinemissagedused (Terviseamet, Veebileht 5).

Salmonella spp. Haigusjuhtumite | Haigusjuhtumite Haigusjuhtumite | Haigusjuhtumite | Haigusjuhtumite

serotudp arv 2009/ arv 2010 arv 2011 arv 2012 arv 2013
serotudibi /serotuubi /serotuilibi [serotutibi /serotuubi
esinemissagedus | esinemis-sagedus | esinemissagedus | esinemissagedus | esinemissagedus
Eestis Eestis Eestis Eestis Eestis

S. Enteritidis 261/78,2% 414/69,6% 385/59,7% 287/63,4% 186/63,4,

S. Typhimurium 261/9,9% 414/12,1% 385/10,6% 287/8,4% 186/8,4%

S. Agona 261/0,4% 414/1,5% 385/0,5% 287/0 186/13,4%

S. Derby 261/0 414/0 385/0,7% 287/0 186/5,4%

S. Infantis 261/0,8% 414/1,0% 385/5,7% 287/0,7% 186/3,2%

S. Heidelberg 261/0 414/0 385/0 287/0 186/0,5%

S. Newport 261/0,4% 414/0 385/0 287/0 186/0,5%

1.1.2 Salmonelloos ja patogeensus

Salmonella spp. poolt poéhjustatud haigust nimetatakse salmonelloosiks. Infektsiooni
tekkimiseks ekspresseerivad Salmonella bakterid mitmeid geene, mis kodeerivad erinevaid
virulentsusfaktoreid (Bhunia, 2008; Champoux et al., 2004; Valdez et al., 2009). Enamus neist
sekreteeritakse kahe erineva tlip kolm sekretsioonisiisteemi abil (T3SS), mida kodeerivad
Salmonella patogeensuse saared (SPI) 1 ja 2 (Bhunia, 2008; Champoux et al., 2004; Valdez et
al., 2009). Esimene sekretsioonisiisteem vastutab mittefagotsultsete rakkude invasiooni,
soolestiku koloniseerimise ja pdletiku tekkimise eest (Bhunia, 2008; Valdez et al., 2009). Teise
sekretsioonisiisteemi tlesandeks on indutseerida slisteemset haigust ja tagada makrofaagides
ellujag@mine (Bhunia, 2008; Valdez et al., 2009). Teistes patogeensuse saartes asuvad geenid
vastutavad enteropatogeensuse, raua omastamise ja antibiootikumide resistentsuse eest (Bhunia,
2008). Transkriptsiooni regulaator HilA reguleerib geenide ekspressiooni, mis on seotud
invasiooniga (Bhunia, 2008; Valdez et al., 2009). Infektsiooni tekitades peavad Salmonella
bakterid suutma ellu jadda erinevates tingimustes ja kohaneda faktoritega nagu nditeks maohape,
sapisoolad, hapnikuvaegus, toitainete puudus, antimikroobsete peptiidide olemasolu, lima ning
loodusliku mikrofloora konkurents (Bhunia, 2008; Valdez et al., 2009). Arvatakse, et sigma
faktor RpoS, reguleerides enam kui 60 valgu ekspressiooni, aitab Salmonella bakteritel nendes

tingimustes ellu jd&da (Bhunia, 2008).
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Salmonellooside peamisteks simptomiteks on oksendamine, kdrge palavik, kdhulahtisus,
dehidratatsioon ja krambid (Champoux et al., 2004; Gray ja Fedorka-Cray, 2002; Hanes, 2003).
Haiguse kulgemine sOltub enamasti serotliubi virulentsusest, nakatumisannusest ja
peremeesorganismi uldisest tervislikust seisundist (Gray ja Fedorka-Cray, 2002). L&htuvalt
salmonelloosi slimptomite mustrist saab haigusjuhud jagada tinglikult neljaks. Eristatakse
tifoidset palavikku, gastroenteriiti, baktereemiat (Bhunia, 2008; Champoux et al., 2004; Pui et
al., 2011), kroonilist nakkuskandlust ja teisi mitte-tufoidsete serotliipide poolt pdhjustatud
komplikatsioone (Pui et al., 2011). Hinnanguliselt esineb igal aastal 16 miljonit tufoidse palaviku
ja 1,3 miljardit gastroenteriidi tlemaailmset juhtumit (Bhunia, 2008). Euroopas registreeritakse
iga-aastaseid salmonelloosi juhtumeid tle 100 000 (EFSA, Veebileht 2), Eestis 200-300
(Terviseamet, Veebileht 5). Suurema osa salmonellooside pdhjustajateks inimestel on
ulemaailmselt serotutibid S. Typhimurium, S. Enteritidis ja S. Heidelberg. Samas voib
serotlilipide esinemissagedus erinevates toitudes ja loomades aastate 16ikes erineda (Gray ja
Fedorka-Cray, 2002). Aastal 2013 oli Eestis 186 salmonelloosi juhtumit, millest 63,4% oli
tekitajaks S. Enteritidis, 13,4% S. Agona ja 8,4% S. Typhimurium (Terviseamet, Veebileht 5).

Baktereemia on tdsine haigusseisund, kui bakterid on tunginud labi soolestiku vereringesse.
Koigist ravita jaetud salmonelloosi juhtumitest on hinnanguliselt 8% tagajérjeks baktereemia
(Scherer ja Miller, 2001). Baktereemia peamiseks tekitajaks on S. Choleraesuis, mille puhul
esineb védga korge suremus (Gray ja Fedorka-Cray, 2002). Omandatud immuunpuudulikkuse
sindroomiga (AIDS) patsientidel on Salmonella nakkus tavaliseks ning raskesti kulgevaks
haiguseks. Enam kui 70% neist patsientidest esineb baktereemia, mis pdhjustab septilist Sokki ja
vOib I6ppeda surmaga (Champoux et al., 2004). Lumfoproliferatiivset haigust pddevad inimesed
on samuti véaga vastuvétlikud salmonelloosidele. Arvatakse, et see tuleneb T-rakkude defektidest,
mis on sarnased AIDS’ga patsientidele. Lisaks on baktereemiahaigetel kdrgem risk metastaaside
levikuks (Champoux et al., 2004), mis tuleneb Salmonella unikaalsest vGimest ja tendentsist
koloniseerida organismis vigastatud kudesid ning juba teiste haiguste poolt kahjustatud piirkondi
(Hanes, 2003).

Tufoidset palavikku (paratulfust ja kéhutulfust) pShjustavad S. Typhi ja S. Paratyphi
(A,B,C), millest viimase tekitatud haiguskulg on kergekujulisem ja haigusjuhtude arv ning
suremus vaiksem (Champoux et al., 2004; Gray ja Fedorka-Cray, 2002). Tufoidne palavik on

salmonelloosidest kbige pikema inkubatsiooniajaga, tekitab kdrgeimat palavikku ja on suurima

11



suremusega (Jay et al., 2005). Serotuibiga S. Typhi nakatuvad ainult inimesed (Champoux et al.,
2004). Tavaliselt saadakse tiifoidne palavik kokkupuutest nakatunud inimese roojaga (Bhunia,
2008; Champoux et al., 2004).

Gastroenteriiti  (enterokoliit) ehk soolepdletikku p6hjustavad koik mitte-tiifoidsed
Salmonella serotulibid. Kdige sagedasemateks enterokoliidi tekitajateks inimestel ja loomadel on
serotliibid S. Enteritidis, S. Typhimurium ja S. Newport (Gray ja Fedorka-Cray, 2002).
Enterokoliit on maailmas kdige levinum Salmonella bakterite poolt péhjustatud nakkus ning on
peaaegu alati toidumurgistuse tagajarg (Champoux et al., 2004).

Salmonella bakterid levivad ka krooniliste nakkuskandjatega, kes vdivad nakatada vaga
paljusid inimesi. Kroonilistel nakkuskandjatel ei pruugi haigussumptomid avalduda. Kroonilise
kandluse tegureid ja mehhanisme ei ole tdnaseks veel suudetud taielikult valja selgitada. On
leitud, et mitte-tiifoidsed serotuiibid pisivad seedetraktis keskmiselt 6 kuni 12 nddalat (s6ltuvalt
serotlitibist) ja koigest 0,1% mitte-tifoidsete haigusjuhtude puhul eritub patogeene fekaalide
kaudu Ule aasta (Scherer ja Miller, 2001). Krooniline nakkuskandlus tekib umbes 2-5% tlifoidsete
infektsioonide ravimata jatmise tagajarjel (Scherer ja Miller, 2001).

Salmonelloosi esialgne ravi soltub suuresti patsiendi seisundist ja simptomitest. Enamasti
manustatakse vedelikukaotuse korral tilgutiga toitelahust, ravimitest méératakse need, mis on
patsiendi seisundit arvesse vottes sobivad (Champoux et al., 2004; Hanes, 2003). Antimikroobset
ravi rakendatakse juhul, kui nakkus on tdsine vdi muutunud susteemseks, voi juhul kui
soovitakse ennetada haiguse susteemset levikut erinevate riskiteguritega patsientidel (Bhunia,
2008; Champoux et al., 2004). Uldiselt antibiootikumiravi ei rakendata, kuna see ei lihenda
haiguskulgu ja v6ib hoopis suurendada kroonilise nakkuskandluse esinemissagedust (Champoux
et al.,, 2004; D'Aoust, 1991; Hanes, 2003). Tanapdeval on jarjest suuremaks probleemiks
Salmonella spp. ravimresistentsus ning Uha enam on kasvanud vajadus uute antibiootikumide
jarele (Champoux et al., 2004; D'Aoust, 1991; Gray ja Fedorka-Cray, 2002). Paljusid
patogeensusega seotud molekulaarseid mehhanisme on suudetud selgitada tdnu millele on
vbimalus arendada spetsiifilisi Salmonella vastaseid antibiootikume ning antimikroobseid
Uhendeid (Scherer ja Miller, 2001).
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1.1.3 Salmonella nakatumisannus

Salmonella nakatumisannus varieerub suuresti, jaades vahemikku 1-10° cfu/g (Bell ja
Kyriakides, 2002; Champoux et al., 2004; Jay et al., 2005; Yousef ja Carlstrom, 2003). Erinevate
haiguspuhangute puhul on leitud, et salmonelloosi v8ib nakatuda ka juhul, kui nakatamisannus on
1-10 cfu/g (Yousef ja Carlstrom, 2003). Néaiteks on leitud, et USA-s 1994. aastal toimunud
massilise salmonelloosi puhangu puhul oli nakatunud jaatise puhul nakatumisannus vdga madal,
kdigest 1 cfu/g (Vought ja Tatini, 1998). Enamasti on infektsiooni tekkimiseks vajalikuks
nakatumisannuseks enamasti suurusjark >10° bakterirakku, mis vib erinevate tegurite méjul olla
ka vdiksem (Champoux et al., 2004). Keskmiseks Salmonella spp. nakatumisannuseks on 10°-10°
bakterirakku (Champoux et al., 2004; Kothary ja Babu, 2001), kuid kapsli "Vi" antigeeniga S.
enterica serotlupidel on see madalam (Champoux et al., 2004). Nakatumisannus on varieeruv
sdltudes serotiibist, nakatuva indiviidi vanusest ja tervislikust seisundist. Kdige vastuvétlikumad
on alla 5 aastased lapsed, 20-30 ja lle 70 aastased ning kroonilisi haigusi pddevad inimesed
(Bhunia, 2008; Champoux et al., 2004; Yousef ja Carlstrom, 2003). Katsed on n&idanud, et
loomadel on infektsiooni tekkimiseks vajaminev nakatumisannus suurem kui inimestel, jaédes
enamasti vahemikku 10°-10° bakterirakku (Gray ja Fedorka-Cray, 2002). Surmaga |&ppevate
salmonellooside puhul peab nakatumisannus olema isegi suurem. Samas on leitud, et infektsiooni
ilmnemiseks vajaminev patogeenide annus vaheneb drastiliselt, kui loomad v6i inimesed pdevad
samaaegselt viirushaigust (Gray ja Fedorka-Cray, 2002). Kliiniliselt on loomade salmonelloosi
simptomid ja haigusilmingud sarnased inimestele. Naiteks veisekarja nakatumisel S.
Typhimurium DT104'ga ilmneb veistel diarrda, isutus ja kaalulangus (Gray ja Fedorka-Cray,
2002).

Salmonelloosi ennetamiseks ja nakatumise riski vahendamiseks tuleks korralikult téita isiku

higieeni, toiduhlgieeni ja ohutuid toidukaitlemise ndudeid.

1.2 Salmonella spp. diagnostika toidust ja keskkonnaproovidest PCR-meetodil

Traditsiooniliselt kasutatakse Salmonella tuvastamiseks toidust ja keskkonnaproovidest
mikrobioloogilist meetodit, millega saadakse Salmonella mitteesinemist Kinnitavad tulemused 72
h jooksul ja positiivsete tulemuste kinnitus alles 5-7 péevaga (Ferretti et al., 2001; Malorny et
al., 2003a). Mitmed mikrobioloogilised meetodid on rahvusvaheliselt tunnustatud staatusega

nagu nditeks meetodid, mis on avaldatud Rahvusvahelise Standardiorganisatsiooni (ISO) poolt.
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Referentmeetod, mida Euroopas peamiselt Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatakse, pdhineb
standardil EN ISO 6579:2003 (Toidu ja loomasddtade mikrobioloogia horisontaalmeetod
Salmonella spp. tuvastamiseks) (ISO, 2003a). Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatava
standardmeetodi kohaselt testitakse 25 g toidus Salmonella spp. esinemist/puudumist
rikastamisega mitteselektiivses puljongis (nt. BPW) ja selektiivpuljongites (nt. RVS, MKTTn)
ning kasvatamisega selektiivsodtmetel (XLD; BGA). Sellele jargnevalt toimub eeldatavate
Salmonella spp. tivede seroloogiline ja biokeemiline kinnitamine (I1SO, 2003a). Katseproove
rikastatakse patogeenide arvukuse tdstmiseks, et vimaldada usaldusvéaarne analtisitulemus nii
referent- kui ka alternatiivmeetodil.

Kuigi mikrobioloogilised meetodid on tundlikud, selektiivsed ja tuvastavad ainult elusaid
rakke, on need ka védga té0mahukad ja aegandudvad (ISO, 2003b). Seetdttu on tekkinud suur
ndudlus alternatiivmeetodite jarele, mis vdimaldaksid eelkdige toidupatogeeni Kiiremat
tuvastamist. Uhe peamise alternatiivmeetodina kasutatakse Salmonella spp. kiiremaks
tuvastamiseks polumeraasi ahelreaktsiooni (PCR), millega on véimalik Salmonella spp.
puudumist katseproovides tuvastada enamasti 24 h jooksul. Teaduskirjanduses on Kirjeldatud
mitmeid PCR-meetodil pdhinevaid Salmonella spp. tuvastamissisteeme keskkonnaproovidest
(Makino et al., 1999; Malorny et al., 2003b; Pathmanathan et al., 2003; Sanchez-Jiménez ja
Cardona-Castro, 2004) ja erinevatest toidumaatriksitest nagu néiteks linnuliha (Gouws et al.,
1998; Malorny et al., 2003b; Malorny et al., 2004; Myint et al., 2006; Oliveira et al., 2002;
Oliveira et al., 2003 ), sealiha (Ferretti et al., 2001; Malorny et al., 2003b; Malorny et al., 2004),
loomaliha (Kwang et al., 1996; Makino et al., 1999; Malorny et al., 2003b), puu- ja
kodgiviljasalatid (Radji et al., 2010).

Salmonella bakterite tuvastamine toidust ja keskkonnaproovidest PCR-meetodil hdlmab
analliisitava materjali eelrikastamist mitteselektiivses ja vajadusel selektiivses rikastuspuljongis,
in vitro spetsiifilis(t)e Salmonella DNA jarjestus(t)e paljundamist PCR-meetodil,
marklaudprodukti tuvastamist geelelektroforeesil (Lantz et al., 1994; Lantz et al., 2000).
Alternatiivmeetodil saadud positiivse tulemuse korral kasutatakse tulemuse tdiendavaks
kinnitamiseks ja tlive tuvastamiseks referentmeetodit. See on vajalik epidemioloogilise seire ja
erinevate riiklike programmide jaoks (ISO, 2003b). Tavaliselt on patogeensete bakterite, sh
Salmonella spp., arvukus toidus ja analliUsitavates naturaalsetes proovides liiga madal

nukleiinhapete anallusil pdhinevate meetodite jaoks (Lantz et al., 1994; Lantz et al., 2000;
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Odumeru ja Leon-Velarde, 2012). Selleks, et saada usaldusvéarne Salmonella spp.
tuvastamistulemus PCR-meetodil on vajalik proove eelrikastada (Lantz et al., 1994; Lantz et al.,
2000; Oliveira et al., 2003). Eelrikastus vdimaldab kahjustunud rakkude taastumist, patogeeni
paljunemist ning surnud patogeeni rakkude kontsentratsiooni lahjendamist, millega véhendatakse
valepositiivsete tulemuste saamise tdendosust (Odumeru ja Ledn-Velarde, 2012; Oliveira et al.,
2003). Erinevate toidumaatriksite ja analliisitavate proovide jaoks on arendatud erinevaid
mitteselektiivseid eelrikastuspuljongeid, aga peamiselt kasutatakse Salmonella spp. tuvastamise
protsessis 1SO 6579:2003 standardi (Toidu ja loomasdétade mikrobioloogia horisontaalmeetod
Salmonella spp. tuvastamiseks) poolt soovitatavat puhverdatud peptoonvett (BPW). Enamasti on
eelrikastusajaks 18+2 h (1SO, 2003a; ISO, 2003b; Jasson et al., 2010 ), kuid on ndidatud
Salmonella spp. tuvastamist PCR-meetodil, kui eelrikastusaega on oluliselt lihendatud (4-6 h)
(Ferretti et al., 2001; Gouws et al., 1998; Guo et al., 2000; Jitrapakdee et al., 1995; Kwang et al.,
1996; Pathmanathan et al., 2003). Selliste metoodikate kasutamisel on saadud véga erineva
efektiivsusega tulemusi, kuid universaalset meetodit pole veel standardiseeritud.

Mitmed erinevad toidu komponendid vdivad inhibeerida termostabiilse DNA polimeraasi
aktiivsust, pohjustada rakkude lttsi voi lagundada nukleiinhappeid (Lantz et al., 2000; Rossen
et al., 1992; Wilson, 1997), mistottu tuleb vastavalt analliusitavale materjalile valida optimaalsed
tuvastusstisteemi tingimused ja strateegiad (Lantz et al., 2000; Radstrom et al., 2008). PCR-
reaktsiooni efektiivsuse tdstmiseks on kirjeldatud mitmeid keemilisi Ghendeid, mis vBimaldavad
edukalt vahendada PCR inhibiitorite mdju ja tOsta reaktsiooni spetsiifilisust ning stabiilsust (Al-
Soud ja Radstrém, 2000; Pomp ja Medrano 1991). PCR-reaktsiooni erinevate tingimuste
optimeerimisega saab PCR-meetodi tundlikkust suurendada. Peamisteks PCR-meetodi
optimeeritavateks parameetriteks on Mg** katioonide kontsentratsioon, praimerite nukleotiidne
jarjestus ja nende seondumistemperatuur, PCR’i puhvri pH ning tsiiklite arv (Roux, 2009;
Zangenberg et al., 1999). PCR-meetodi puhul on analiilisi erinevate etappide juures tulemust
mdojutavaid tegureid rohkem kui mikrobioloogilise meetodi puhul (Rossen et al., 1992; Wilson,
1997), mis muudab alternatiivmeetodi valideerimise téomahukaks. V@ib arvata, et seetdttu
polegi toimunud toidulaborites n-0 alternatiivmeetodite laialdast revolutsiooni ning
mikrobioloogilist meetodit peetakse endiselt "kuldseks standardiks".

Lisaks praimeritele, optimeeritud PCR'i programmile ja proovi ettevalmistamise juures

kasutatavatele komponentidele vOib patogeeni tuvastamine sdltuda veel paljuski analtlsitava
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proovi omadustest ning nakatamistidbist (Ferretti et al., 2001; Gouws et al., 1998; Lantz et al.,
2000; Myint et al., 2006; Soumet et al., 1994). Kuna toidutédtlemine ja sanitatsioon voivad
bakteritel pOhjustada stressi, siis vdib naturaalsetes proovides esinevate bakterite taastumine
eelrikastuses votta kauem aega kui kunstliku nakatamise puhul (Odumeru ja Ledn-Velarde,
2012). Seega on naturaalselt nakatunud proovidele vajalik pikem inkubatsiooniaeg, kui seda on
kunstlikult nakatatud proovidel.

Salmonella spp. usaldusvéarse tuvastamistulemuse saamiseks PCR-meetodil on enamasti
reaktsiooniks vajalik bakterirakkude arvukus suurusjargus 10%-10° cfu/ml (Jasson et al., 2010).
Erinevad katsed Salmonella spp. tuvastamiseks PCR-meetodil on ndidanud, et antud metoodika
tootab sama hasti ja vOimaldab saada vordvaarseid tulemusi vorreldes klassikalise
referentmeetodiga (Al-Harthi et al., 2012; Ferretti et al., 2001; Oliveira et al., 2003). Malorny et
al., (2003b) nditasid, et PCR-meetod on védga hea selektiivsuse ja kdrge tundlikkusega juhul kui
30-300 IAC molekuli kasutamisel oli Salmonella spp. tuvastamistundlikkus 5-50 cfu reaktsiooni
kohta (Malorny et al., 2003b).

1.2.1 PCR’i kontrollreaktsioonid

PCR'i meetodi kasutamisel toidupatogeenide tuvastamiseks on vajalik analliisi toimimise
kontrollimiseks kasutada kontrollproove: negatiivset ja positiivset kontrolli ning sisemist
amplifikatsioonikontrolli (IAC). Negatiivne kontroll on uuritava DNA maatritsi vaba proov,
millega kontrollitakse voimaliku kontaminatsiooni olemasolu ning reagentide puhtust. Positiivne
kontroll seevastu sisaldab mérklaud DNA-d, mille amplifikatsiooni produktiga on vdimalik
uuritava materjali analtitisi tulemusi vorrelda geelelektroforeesil (ISO, 2003b). IAC on mérklaud-
DNA jérjestusega sama, kuid erineva pikkusega testitav DNA 18ik, mida amplifitseeritakse
samade (konkureeriva 1AC) voi erinevate (mittekonkureeriva IAC) praimeritega (Hoorfar et al.,
2004; 1SO, 2005; Sachadyn ja Kur, 1998). Sisemise amplifikatsiooni kontrolli kasutamine
vbimaldab kontrollida PCR-reaktsioonide reprodutseeritavust, PCR aparatuuri tookorras olekut,
erinevusi reaktsioonis kasutatavate reagentide ja DNA polimeraaside vahel ning vélistada
valenegatiivsed tulemused (ISO, 2005; Malorny et al., 2003a; Sachadyn ja Kur, 1998). Eelkdige
vOimaldab IAC vilja selgitada PCR-reaktsiooni inhibiitorite esinemist analliiisitavas DNA
proovis (Hoorfar et al., 2004; Malorny et al., 2003a; Sachadyn ja Kur, 1998). Mittekonkureeriva

IAC eeliseks voib pidada selle laialdast kasutamisvdimalust erinevate analtiiiside puhul (Hoorfar
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et al., 2004). Konkureeriva IAC peamiseks eeliseks on see, et ei toimu erinevate praimerite
vahelisi mittespetsiifilisi seondumisi (Hoorfar et al., 2004). Samas peab selliselt disainitud IAC
puhul hoolikalt optimeerima PCR-reaktsioonis kasutatavat hulka, et valtida valenegatiivsete
tulemuste saamist labi konkurentsi tekkiva inhibitsiooni (Hoorfar et al., 2004; Malorny et al.,
2003a).

1.2.2 Salmonella spp. spetsiifilised ja 16S rRNA praimerid

Enamus spetsiifilistest sintmarkgeenidest, mida Salmonella tuvastamiseks PCR-meetodil
kasutatakse on seotud virulentsuse ja patogeensusega (Ziemer ja Steadham, 2003). Salmonella
spp. tuvastamine PCR-meetodil pdhineb Salmonella sihtmérkgeenide nagu néiteks fliC
(flagelliin) ja stn (enterotoksiin) spetsiifiliste jérjestuste ja ka juhuslike korduvate genoomsete
fragmentide amplifitseerimisel (Ziemer ja Steadham, 2003). Tanaseks on Kkirjeldatud mitmeid
erinevaid praimeripaare, mida kasutatakse Salmonella spp. genoomsete fragmentide
paljundamiseks (Aabo et al., 1993; Burkhalter et al., 1995; Doran et al., 1993; Kwang et al.,
1996; Makino et al., 1999; Malorny et al., 2003a; Oliveira et al., 2003; Ziemer ja Steadham,
2003). PCR-reaktsiooni selektiivsuse ja tundlikkuse varieeruvus vOib tuleneda analliusitava
maatriksi omadustest (Lantz et al., 1994; Lantz et al., 2000), tuvastatavatest serotliiipidest ning
amplifitseeritavatest sintmérkjérjestustest (Malorny et al., 2003a).

Erinevate praimerite vordlemisel on Uheks paremini t06tavaks ja paremat selektiivsust
néitavaks praimeripaariks 139/141 (Malorny et al., 2003a), mille sihtmarkgeeniks on spetsiifiline
invasiooni-seoseline invA, mis asub SPI 1-s ning kodeerib T3SS valke (Malorny et al., 2003a).
Selle praimeripaari amplifitseeritava DNA fragmendi suuruseks on 284 bp (Rahn et al., 1992).
139/141 praimeripaari on ulatuslikult testitud erinevate Salmonella serotiiipide ja mitte-
marklaudtiivede suhtes (Malorny et al., 2003a; Rahn et al., 1992) ning valideeritud erinevate
toidumaatriksite ulatuses (Malorny et al., 2003b). Lisaks on Salmonella spp. tuvastamiseks
ulatuslikult testitud veel praimeripaari ST11/ST15, mille amplifitseeritavaks jarjestuseks on
juhuslik 429 bp genoomne fragment (Aabo et al., 1993; Gouws et al., 1998; Myint et. al., 2006).
Aabo et al., (1993) leidsid oma katsetega, et praimeripaar ST11/ST15 on kdrge spetsiifilisuse ja
selektiivsusega.

Bakteriaalse DNA eraldamise kvaliteeti kontrollitakse PCR-reaktsiooniga, mille puhul

kasutatakse spetsiifilisi eubakterite universaalseid praimereid konserveerunud 16S rRNA geeni
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ules amplifitseerimiseks (Clarridge, 2004; Lane, 1991; Weisburg et al., 1991). Praimeripaar
PCRI ja PCRII amplifitseerivad 1500 bp 16S rRNA geeni DNA fragmendi, millega saadakse
kinnitus bakteriaalse DNA esinemisest eraldatud proovis ning sobivusest PCR-reaktsiooniks
(Lane, 1991; Weisburg et al., 1991).

1.3 Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatava alternatiivmeetodi valideerimine

ISO 17025 standardis on kirjeldatud erinevaid ndudeid laboritele ja sealhulgas on ndutud,
et laboritooks kasutataks sobivaid, valideeritud meetodeid. Valideerimine on protsess, mille abil
hinnatakse meetodi sobivust vastava analtitidi kvalitatiivseks voi kvantitatiivseks maaramiseks.
Valideerimise kédigus méératletakse metoodika omadused ja piirangud ning selgitatakse valja,
millised tegurid vdivad neid mojutada ja mil maéral. Analtdtilise valideerimise puhul
vorreldakse kahte erinevat meetodit, kus tavaliselt uut valideeritavat meetodit vorreldakse
varasemalt tbestatud standardmeetodiga (Kalra, 2011).

Iga labor peab valideerima kasutatava alternatiivmeetodi. Juhul kui kasutatakse varem
valideeritud meetodit, siis tuleb l&bi viia vahemalt osaline valideerimine. Alternatiivmeetodi
valideerimisel naidatakse alternatiivmeetodi vGimet saada ekvivalentseid voi paremaid tulemusi
vorreldes referentmeetodiga (Nordval, Veebileht 4). Alternatiivmeetodi valideerimine hdlmab
anallusitulemuste vordlust referentmeetodi tulemustega, sh laborisiseseid ja laborite vahelisi
vordluskatseid, mis on vajalik uue meetodi usaldusvdérsuse hindamiseks ja kinnitamiseks,
kasutades selleks tunnustatud valideerimisprotokollis olevaid statistilisi kriteeriumeid (Feldsine
et al., 2002). EN ISO 16140:2003 maaratleb alternatiivmeetodite valideerimise tldpdhimotted
ja tehnilise protokolli maérklaudorganismide tuvastamiseks toidu-, keskkonna- ja
so0daproovidest. Valideerimine kehtib vaid katses valja to6tatud katsetingimuste ja seadmete
puhul (ISO, 2003b). Vastavalt akrediteeritud laborite kvaliteedistandardi ISO 17025 nduetele
teostatakse  valideerimine  puhaste ja  kalibreeritud mO&dtevahenditega, tulemused
dokumenteeritakse ning séilitatakse. See standard madratleb 0ldised kompetentsusnduded
katsete, kalibreerimiste ja proovivottude labiviimiseks, mille puhul kasutatakse standardseid,
mittestandardseid voi laboris valjaarendatud meetodeid (ISO/IEC, 2006).

Standardis EN ISO 16140:2003 ,Toiduainete ja loomas66da mikrobioloogia -
alternatiivmeetodite valideerimisprotokoll” on valideeritavale toidukategooriale soovituslikud

toidumaatriksid esitatud Lisas B. Alternatiivmeetodi usaldusvédarsuse tagamiseks on
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soovitatud iga toidukategooria piires kasutada vahemalt 3 erinevat toidumaatriksit ja
minimaalselt hte marklaudorganismi (1SO, 2003b). Uhe toidukategooria piires peab
testima kokku vahemalt 60 proovi ning vastavasse kategooriasse kuuluva maatriksi kohta
vahemalt 20 katseproovi. Samuti on vaja iga toidukategooria piires méadratleda
alternatiivmeetodi tuvastamispiir, mille jargi voiksid 50% proovidest olla positiivsed ja
50% negatiivsed. Nakatamiseks on ndutud véhemalt kolme erinevat inokulumi
kontsentratsiooni. Vastava inokulumi kontsentratsiooniga proovid peavad olema vihemalt
6 korduses. Mikroobi kontsentratsioonid, millega toidumaatrikseid vdi keskkonnaproove
nakatatakse peavad nduete jargi olema suurusjarkudes 0 cfu/ml; 1-10 cfu/ml; 10-100
cfu/ml (ISO, 2003b). Peale nende tingimuste peab vdrdlema veel referent- ja
alternatiivmeetodil saadud tulemusi, testima meetodi selektiivsust 30 marklaudtiivega ning
spetsiifilisust 30 mitte-marklaudtiivega (1SO, 2003b). Saadud tulemuste pohjal arvutatakse
alternatiivmeetodi suhteline t&psus (referent— ja alternatiivmeetodil saadud tulemuste
kokkulangevus), suhteline tundlikkus (alternatiivmeetodi vdime tuvastada marklaudorganism
juhul, kui see tuvastati referentmeetodil), suhteline spetsiifilisus (alternatiivmeetodi voime
mérklaudorganismi mitte tuvastada juhul, kui referentmeetodiga oli tulemus negatiivne),
selektiivsus (n&itab alternatiivmeetodi kasutatavust erinevate marklaudorganismi tlvede
tuvastamiseks ja teiste mikroobide mittetuvastamiseks) ning suhteline tuvastamispiir
(alternatiivmeetodi v6ime usaldusvaarselt tuvastada vahimat mérklaudorganismi sisaldust
proovis) (Feldsine et al., 2002; 1SO, 2003b; NordVal, Veebileht 4). Lisaks kontrollitakse
metoodika korduvust ja korratavust. Meetodi korduvus on sama metoodikaga ja katsematerjaliga,
samas laboratooriumis, sama t66taja poolt ning sama varustust kasutades lihikeste ajavahemike
tagant saadud katsetulemuste kokkulangevus. Meetodi korratavus (laborivéline korratavus) on
sama metoodikaga ja katsematerjaliga, aga eri laboratooriumides, erinevate tdotajate poolt ning
erinevat varustust kasutades saadud katsetulemuste kokkulangevus (Feldsine et al., 2002; 1SO,
2003b; NordVal, Veebileht 4).

Avaldatud on mitmeid PCR-meetodil pbhinevaid Salmonella spp. tuvastussiisteemide
tulemusi ja sealhulgas ka rahvusvahelistele valideerimise nduetele vastavaid metoodikaid.
Néiteks Malorny et al., (2003a) arendasid valja ja valideerisid Euroopa Food-PCR projekti
raames (5 peamise toidupatogeeni tuvastamiseks mdeldud PCR-meetodite valideerimine ja

standardiseerimine) PCR-meetodil pdhineva susteemi tuvastamaks mdlemat Salmonella
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perekonda kuuluvat liiki. Testiti nelja erinevat praimeripaari, kuid kdige parem tulemus saadi
praimeripaariga 139/141 (Malorny et al., 2003a). Rahvusvahelise Ghisuuringu kaigus, millest
vOttis osa 16 laborit, valideeriti praimeripaar 139/141 ja kinnitati metoodika analuitiline tapsus
vastavalt EN ISO 16140 standardi nduetele (Malorny et al., 2003a). Seda metoodikat kasutati ka
hilisemas Uhisuuringus, mis oli Uheks osaks samast, Euroopa Food-PCR, projektist. Sellest
Uhisuuringust vottis osa 4 laborit hindamaks ja kinnitamaks vastava metoodika diagnostilist
tdpsust naturaalselt ja kunstlikult nakatatud keskkonna-, looma- ja linnulihaproovide puhul
(Malorny et al., 2003b). Uhisuuringu kaigus naidati, et selle Salmonella spp. tuvastamiseks
arendatud PCR-meetodi diagnostiline tdpsus on 97.5% (Malorny et al., 2003b). Leiti, et antud
alternatiivmetoodika on Salmonella spp. tuvastamiseks selektiivne ja robustne (Malorny et al.,
2003a; Malorny et al., 2003b).

Lisaks on kaubanduslikult saadaval mitmeid erinevaid valideeritud kit’e Salmonella spp.
Kiireks tuvastamiseks (<24 h) PCR-meetodil (DuPont, Veebileht 1; iMicroQ, Veebileht 3;
Maurer, 2006). Naiteks on vastavalt EN 1SO 16140:2003 standardile valideeritud QFast®
Salmonella Kit ja BAX® System PCR Assay for Salmonella. QFast® Salmonella Kit on lihtne,
Kiire ja usaldusvédrne Salmonella spp. tuvastussusteem, mida on valideeritud veterinaar-,
keskkonna- ja loomasdodaproovide ulatuses. Meetodile valjastatud rahvusvaheliselt tunnustatud
sertifikaadi jargi on Salmonella tuvastamiseks mdeldud alternatiivmeetod kasutamisk8lblik ning
tagab 1SO 6579:2002 standardile vastava referentmeetodiga ekvivalentsed tulemused (iMicroQ,
Veebileht 3). BAX® System PCR Assay for Salmonella on mitmete riiklike laborite poolt
valideeritud ning mitmeid sertifikaate omav (AFNOR, AOAC, NordVal) PCR-meetodil pdhinev
populaarne Salmonella spp. tuvastussusteem (DuPont, Veebileht 1; Maurer, 2006). Antud
meetodit on valideeritud ulatuslikult erinevate toidumaatriksite ja loomastotade jaoks. Selle
PCR-metoodika tuvastamistundlikkus on 10* cfu/ml (DuPont, Veebileht 1).

Teaduskirjanduses ja veebis leiduvate andmete pohjal voib jareldada, et PCR-meetod
Salmonella spp. tuvastamiseks on usaldusvaarne ja vdiks olla igapdevaselt kasutatav toiduainete

ja keskkonnaproovide analutsimiseks mikrobioloogialaborites.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T60 eesmargid

Kuna senini puudub rahvusvaheliselt standardiseeritud PCR-meetod Salmonella
tuvastamiseks, siis meetodi akrediteerimiseks on vajalik selle eelnev valideerimine. K&esoleva
t06 eesmargiks oli Salmonella spp. tuvastamiseks sobiva PCR-meetodi valideerimine ning
vastava alternatiivmetoodika tdisvalideerimine vastavalt rahvusvahelise standardi EVS-EN 1SO
16140:2003 ,Toiduainete ja loomasodda mikrobioloogia - alternatiivsete meetodite
valideerimisprotokoll” kohaselt referentmeetodi EVS-EN 1SO 6579:2003/Cor.1:2004 ,,Toidu ja
loomaso6tade mikrobioloogia horisontaalmeetod Salmonella spp. tuvastamiseks” suhtes
tuvastamaks Salmonella spp. toidu- ja keskkonnaproovidest. Meetodi kasutusala h&lmab

mikrobioloogialaborites anallitsitavaid toidu- ja keskkonnaproove.

Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatava PCR-meetodi valideerimine hélmab:
e PCR-meetodi tingimuste optimeerimist;
e toidumaatriksite ja keskkonnaproovide kunstlikku nakatamist Salmonella spp.
serotlilipidega;
e alternatiivmeetodil ja referentmeetodil saadud tulemuste vordlevat analliusi;
e valideeritava metoodika kasutatavuse hindamiseks vajalike parameetrite
vaartuste (meetodi selektiivsuse, suhteline spetsiifilisuse, suhtelise tépsuse,

suhtelise tundlikkuse, suhtelise tuvastamispiiri) méaramist;

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Toos kasutatud bakteritived
Antud t60s kasutatud bakteritiived valiti vastavalt standardi 1SO 16140:1999 Lisas G

esitatud soovitustele. Marklaud ja mitte-méarklaud bakteritiivede valimi suuruse valimisel lahtuti
standardis EVS-EN 1SO 16140:2003 ,,Toiduainete ja loomasd6da mikrobioloogia - alternatiivsete
meetodite valideerimisprotokoll” esitatud normatiivist, mille kohaselt kasutati meetodi
selektiivsuse ja spetsiifilisuse madramiseks 30 marklaud ja 30 mitte-marklaud bakteritiive (Lisa

6).
Méarklaudtiivedena kasutati Salmonella spp erinevaid serotiitipe, mis hélmavad ATCC
mikroobikollektsiooni referenttiivesid, Icosagen AS Mikrobioloogia laboratooriumis analtisitud
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toiduproovidest isoleeritud tuvesid ja VTL mikroobikollektsiooni tuvesid. VTL kollektsioonist
parinevad Salmonella spp. serotlibid on eraldatud toidust vOi tootmisettevOtete
hiigieeniproovidest. Katseproovide nakatamiseks kasutati jargnevaid levinud Salmonella spp.

serotuupe:

e Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
(WDMC00031)

e Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 (WDMC
00030)

e Lisaks 0lemaailmselt domineerivatele Salmonella serotlupidele kasutati erinevate
kategooriate maatriksite nakatamisel serotiilipe Salmonella Agona (VS003), Derby
(VS005), Newport (VS013), Heidelberg (VS019) ja Infantis (VS007).

Mitte-méarklaudbakteritiived valiti sugukonna Enterobacteriaceae hulgast, kuhu kuulub ka
perekond Salmonella, ja perekondadest, mis vdivad esineda nii toidus kui ka
toidutootmiskeskkonnas.

Mitte-marklaudbakteritived parinevad Icosagen AS mikroobikollektsioonist, hdlmates
referenttiivesid ATCC kollektsioonist, ja Tartu Ulikooli Molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
juures asuvast mittemeditsiinilise péritoluga looduslike ja laboratoorsete mikroobitlivede
kollektsioonist CELMS- (Collection of Environmental and Laboratory Microbial Strains) (Lisa
6).

2.2.2 Toos kasutatud toidumaatriksid ja keskkonnaproovid

Antud t66s analtiisimiseks kasutatud kategooriad ja vastavad maatriksid valiti lahtuvalt
standardi 1SO 16140:2003 ,, Toidu ja loomasddtade mikrobioloogia - alternatiivmeetodite
valideerimisprotokoll” Lisas B esitatud nduete kohaselt. Kasutatud toidumaatriksid valiti
Icosagen AS mikrobioloogia laboris analliisitud toiduproovidest, mida enne uurimistods
kasutamist oli marklaudorganismi suhtes testitud referentmeetodil ning tuvastatud Salmonella
spp. puudumine. Keskkonnaproovide kunstlikul nakatamisel kasutati steriilseid abrasiivseid
kasnu [HS-10NB/2G (3M Microbiology, USA)].
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Salmonella spp. tuvastamist analltsiti viies kategoorias, mis hdlmasid jargmisi toidumaatrikseid

ja keskkonnaproove:

1. Kakao- ja Sokolaaditooted: Piimasokolaad (Kalev, Eesti); Tumeda Sokolaadi mass (Kalev,

Eesti); Pralineekompvek (Kalev, Eesti)

2. Maitseained: Tsillipipar (Saue Production, Eesti); Tsillipipar Light (Saue Production, Eesti);
Sibulapulber (Saue Production, Eesti)

3. Lihatooted: Toores sealiha (Rannarootsi, Eesti); Ahjuvorstikesed astelpajupiireega
(Rannarootsi, Eesti); Lastevorst (Rakvere Lihakombinaat, Eesti)

4. Kanaliha tooted: Grillkana (Rimi, Eesti); Kanasult (Tallegg, Eesti)

5. Keskkonnaproovid: anallisiks kasutati abrasiivseid késnu

Uurimistdos kasutatud toidumaatriksid séilitati tulemuste selgumiseni sligavkilmas,

temperatuuril -20°C.

2.2.3 Bakterite kasvatamine

Bakteritlivede sailitamiseks ja kasvatamiseks vajalikud so6tmed valmistati dehidreeritud
valmissegudest vastavalt tootjafirma juhenditele.

Salmonella spp. tuvastamiseks kasutati jargmiseid selektiivseid ja mitteselektiivseid sodtmeid:

1) Selektiivne XLD-tards66de (Conda, Hispaania) Salmonella spp. inokulaatide arvukuse
madramiseks ja leidumise/mitteleidumise tuvastamiseks temperatuuril 37 °C 18+2 h

2) TSA-tardsoode (Conda, Hispaania) Salmonella spp. inokulaatide arvukuse maaramiseks
temperatuuril 37 °C 1842 h

3) Selektiivne tardso6de BGA (Conda, Hispaania) Salmonella spp. leidumise/mitteleidumise
tuvastamiseks temperatuuril 37 °C 18+2 h

4) Mitteselektiivne puljong BPW (Conda, Hispaania) toidumaatriksi eelrikastamiseks
temperatuuril 37£1°C 184£2 h

5) Puljong RVS (Labema Eesti OU, Eesti) selektiivseks rikastamiseks temperatuuril 41,5+1
°C24+3h

6) Puljong TSYEB [TSB-s60de (Oxoid™, Thermo Fisher Scientific, Suurbritannia) +
parmiekstrakt (Bacto™, Becton Dickinson and Company, USA) + MQ (Quattromed HTI,

Eesti)] puhaskultuuride kasvatamiseks ule66 temperatuuril 37 °C
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7) Puljong MKTTn (Conda, Hispaania) selektiivseks rikastamiseks temperatuuril 37+1 °C

2413 h

8) Sootme TSI (Conda, Hispaania) kasutamine Salmonella spp. tuvastamise kinnitamisel

2.2.4 Referent- ja alternatiivmeetodi vordlev katseskeem

Referentmeetodit ja alternatiivset PCR-meetodit vorreldi

katseskeemile.

Tabel 2. Referent— ja alternatiivmeetodit vordlev katseskeem

vastavalt Tabelis 2 esitatud

ALTERNATIIVMEETOD
EVS-EN 1SO 16140:2003
PCR-meetod in-house

REFERENTMEETOD
EVS-EN ISO 6579:2003/Cor.1:2004

Eelrikastus
Inkubeerimine: temp. 37+1°C 18+2 h

DNA eraldamine
1 ml eelrikastuspuljongist totaalse DNA eraldamine

Selektiivne rikastamine

a) 10 ml sodédet RVS + 01 ml
eelrikastuspuljongit
Inkubeerimine: temp 41,5+1 °C; 24+3 h
b) 10 ml sd66det MKTTn + 10 ml

eelrikastuspuljongit
Inkubeerimine: temp. 37+1°C; 24+£3 h

PCR-reaktsioon

Salmonella spp. DNA amplifitseerimine

a) Salmonella spp. spetsiifilise kahe praimeripaariga
IAC kontrolli juuresolekul

1. praimeripaar: ST11/ST15

(juhuslik genoomne fragment)

2. praimeripaar: 139/141 (invA)

b) 16S rRNA geenifragmendi amplifitseerimine
bakteriaalse DNA eraldamise kontrolliks eubakteritele
universaalse praimeripaariga PCRI/PCRII

Maérklaudprodukti tuvastamine geelelektroforeesil
Vastavalt 1% (a) vdi 1,5% (b) agaroosgeel 1 x TAE
puhvris;

Visualiseerimine UV valguses ja DNA suurusmarkeri
abil produkti suuruse hindamine;

a) 16S rRNA geeni produkt on 1500 bp;

b) Salmonella spp. spetsiifilise produkti suurus on 429
bp ja 284 bp, IAC-plasmiidi produktide suurused on
vastavalt 213 bp ja 457 bp;

Test loetakse Salmonella spp. tuvastamise suhtes
positiivseks, kui tuvastatakse Salmonella spp. DNA ja
16S rRNA geeni amplifitseerimise produktid.

Testi tulemus on negatiivne juhul kui Salmonella spp.
DNA puudub, kuid IAC-plasmiidi produkt on olemas.
IAC-plasmiidi  produkti puudumisel loetakse test
tehniliselt ebabnnestunuks (valenegatiivne).

Valjakulvid

a) XLD-tardsodtmele

b) BGA-tardsditmele
Inkubeerimine: temp. 37+1°C; 24+3 h

Tulemuste kinnitamine

Salmonella spp. spetsiifilise produkti tuvastamisel

Tulemuste kinnitamine
Valida kuni 5 tidpilist kolooniat mdlemalt sodtmelt
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teostatakse  eelrikastuspuljongist  kiilvid  vastavalt | kinnitavateks testideks
referentmeetodile EVS-EN ISO 6579:2003. a) biokeemilised testid
Valida kuni 5 thdpilist kolooniat kinnitavateks testideks: b) seroloogiline test
a) biokeemilised testid Salmonella spp. kinnitavad testid on &ra toodud
b) seroloogiline test vastavalt labori | peatiikis 2.2.5
akrediteerimisulatusele.

2.2.5 Salmonella spp. tuvastamist kinnitavad testid vastavalt referentmeetodi standardile
EVS-EN ISO 6579:2003

Eeldatava Salmonella spp. Kkinnitavate testide labiviimiseks valiti XLD v8i BGA
selektiivsootmetel kasvanud 1-5 tudpilist kolooniat ja eraldati puhaskultuuri. Puhaskultuuriga
viidi lcosagen AS laborantide poolt labi biokeemilised ja seroloogilised testid Salmonella spp.
esinemise/puudumise kinnitamiseks proovis. Seroloogilistest testidest tuvastati O antigeeni

olemasolu kommertsiaalse antiseerumiga Poly A-S+Vi (Statens Serum Instiut).
Salmonella spp. tuvastamist kinnitavad biokeemilised testid olid jargmised:

e glukoosi ké&é&ritamise test TSI-so6tmel (Salmonella spp. on iseloomulik glikoosi

kaaritamine happe tekkega)
e laktoosi kaaritamise test TSI-so06tmel (enamasti laktoosi mittekaaritavad)
e sahharoosi kaaritamise test TSI-s66tmel (enamasti sahharoosi mittekaaritavad)
e gaasi eraldumise test TSI-s06tmel (Salmonella spp. on iseloomulik gaasi eralduming)
e H,S produktsiooni test TSI-s66tmel (Salmonella spp. on iseloomulik H,S produktsioon)
o lUsiini dekarbokstilaasi test (positiivne)
e ureaasi test (negatiivne)
e [-galaktosidaasi-test (negatiivne)
e indooli test (negatiivne)

e Voges Proskaueri (V-P) test (negatiivne)
2.2.6 Toidumaatriksite ja keskkonnaproovide kunstlik nakatamine

2.2.6.1 Bakterikultuuri kasvatamine ja nakatamiseks kasutatava inokulaadi valmistamine

Nakatamiseks kasutatavat Salmonella spp. bakterikultuur kasvatati 5 ml TSYEB-puljongis
tledo temperatuuril 37 °C. Uledd kasvanud bakterisuspensioonist valmistati kiimnendlahjenduste

rida ning arvukuse maaramiseks tehti lahjendustest 10°-107 valjakiilvid XLD-tardsootmele.
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Valjakilv teostati pindkilvi meetodil kilvimadraga 100 pl. Stressi imiteerimiseks hoiti
nakatamiseks kasutatavaid bakterisuspensioone tled6 (kuni arvukuse selgumiseni) temperatuuril
6+2 °C. Lahtuvalt loendamistulemustest valmistati ile6d seisnud bakterikultuurist uued vajaliku

arvukusega inokulaadid toidu- ja keskkonnaproovide nakatamiseks.

Nakatamiseks kasutatud inokulaatidest tehti arvukuse kontrollimiseks valjakilvid XLD
tardsodtmele, mida inkubeeriti temperatuuril 37 °C 18+2 h. Nakatamise edukust kontrolliti pérast

eelrikastamist véljaktlvidega XLD s66tmele (inkubeeriti 37 °C 18+2 h).

Alternatiivmeetodi selektiivsuse méaramiseks kasvatati Salmonella spp. méarklaudtivesid
sarnastel tingimustel. Mesofiilseid mitte-méarklaudtlivesid kasvatati sarnaselt eelpool Kirjeldatule,
kuid kasvatustemperatuuriks valiti 30 °C. Inokuleerimiseks kasutati minimaalsest

tuvastamispiirist 10 kuni 100 korda kdrgemat arvukust.

2.2.6.2 Katseproovide kunstliku nakatamise ja rikastamise toimingud

Kirjeldatud skeemi rakendati kdikide toidumaatriksite ja keskkonnaproovide puhul

sarnaselt 6-7 korduses Uihe maatriksi ulatuses.

Katseproovi ja inokulaadi ettevalmistamine eelrikastamiseks. Eelrikastusetapp toimub sarnaselt

referentmeetodile ja viidi labi jargmiselt:

1. Salmonella spp. inokulaadi ettevalmistus véljakilvi loendamistulemuste p6hjal;

2. Katseproovi kaalumine Stomacheri kilekotti — 25 grammi (1 osa) toidumaatriksit,

keskkonnaproovide puhul abrasiivse kasna kaalumine;
3. Katseproovile puhverdatud peptoonvee (BPW) lisamine:

1 osale katseproovile (g) lisati 9 osa (g) puhverdatud peptoonvett. Lahtuvalt standardis EVS-EN
ISO 6579:2003/cor.1:2004 kehtestatud normatiividele lisatakse kakao- ja Sokolaaditoodete puhul
puhverdatud peptoonvett I6ssilisandiga l8ppkontsentratsioonil 10%, maitseainete puhul
peptoonvett K,SO;3 lisandiga I6ppkontsentratsioonil 0,5%. Antud lisandid aitavad vahendada
vastavate kategooriate maatriksitest tulenevate Salmonella spp. kasvu inhibeerivate negatiivsete
tegurite (nditeks taustmikrofloora elutegevus, erinevad soolad, virtsid, rasvad) mdju, soodustades
Salmonella spp. elutegevust ja eeskatt vigastatud rakkude turgutust);

4. Inokulaadi lisamine (vélja arvatud nakatamata kontrollproovide korral) - 1 ml erineva

arvukusega inokulaadi pipeteerimine Stomacheri kotti;
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5. Katseproovide segamine Stomacheri homogenisaatoris 30 sekundit;

6. Katseproovide inkubeerimine temperatuuril 37°C 18+2 h.

Alternatiivmeetodi puhul séilitati eelrikastuspuljongit temperatuuril 6=2 °C kuni PCR-reaktsiooni

tulemuste tuvastamiseni ja hindamiseni. Referentmeetodi puhul viidi 1abi selektiivrikastusetapp:
1) 10 ml RVS puljongisse lisati 0,1 ml eelrikastuspuljongit ja katseproovi inkubeeriti
temperatuuril 41,5+1 °C; 24+£3 h.
2) 10 ml MKTTn s66tmesse lisati 1,0 ml eelrikastuspuljongit ja katseproovi inkubeeriti

temperatuuril 37,01 °C; 24+3 h.

2.2.6.3 Salmonella spp. tuvastamine kakao- ja Sokolaaditoodetest

Kakao- ja Sokolaaditoodete kategoorias analiitisiti  paralleelselt alternatiiv- ja
referentmeetodil kokku 98 katseproovi, mis hdlmasid 40 negatiivset proovi (sealhulgas 18
kunstlikult nakatamata kontrollproovi, 20 naturaalset negatiivset katseproovi ja 2
vordluskatseproovi) ning 58 kunstlikult nakatatud katseproovi. Maatriksite pralineekompvekkide,
tumeda Sokolaadi ja piimasokolaadi Panda Maito nakatamiseks kasutati Salmonella serotuiipe
kas Typhimurium ja/vdi Enteritidis. Naturaalsed proovid saadi lcosagen AS Mikrobioloogia
laborisse analulsimiseks saadetud toiduproovide hulgast, mille analtisimine toimus sarnaselt
kunstliku nakatamise toimingutele (peatlkk 2.2.6.2), kuid inokulaati lisamata. Kiki naturaalseid
toidumaatrikseid valmistati ette ja analtusiti 2 korduses Icosagen AS Mikrobioloogia laborantide
poolt.

Maatrikseid nakatati Uhes seerias kuues korduses, kasutades Salmonella spp.
tuvastamispiiri ldhedase (TP, 1-4 cfu/25g), madala (MA, 2-10 cfu/25 g) ja kdrge arvukusega
(KA, 10-1000 cfu/25 g) inokulaate. Antud kategoorias Salmonella spp. tuvastamispiiri
méaaramiseks nakatati piimasSokolaadi Panda Maito’t serotliibiga Salmonella Typhimurium
tuvastamispiirile lahedaste arvukustega (TP S2, 1-2 cfu/ml; TP S4, 2-4 cfu/ml) (Lisa 4).
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2.2.6.4 Salmonella spp. tuvastamine maitseainetest

Maitseainete kategoorias analliusiti paralleelselt alternatiiv- ja referentmeetodil kokku 72
katseproovi, mis hdlmasid 20 nakatamata ja 52 kunstlikult nakatatud katseproovi. Maatriksite
tsillipipra, tSillipipar Light’i ja sibulapulbri nakatamiseks kasutati Salmonella serotiiipe Agona
ja/voi Derby.

Maatrikseid nakatati Uhes seerias kuues korduses, kasutades Salmonella spp.
tuvastamispiiri lahedase (TP, 1-2 cfu/25 g), madala (MA, 2-10 cfu/25 g) ja kbrge arvukusega
(KA, 10-100 ja 100-1000 cfu/25 g) inokulaate. Antud kategoorias Salmonella spp.
tuvastamispiiri madramiseks nakatati tSillipipart serotiiiibiga Salmonella Agona tuvastamispiirile
lahedase arvukusega (TP, 1-2 cfu/25 g) (Lisa 4).

2.2.6.5 Salmonella spp. tuvastamine lihatoodetest

Lihatoodete kategoorias analusiti paralleelselt alternatiiv- ja referentmeetodil kokku 72
katseproovi, mis h6lmasid 18 nakatamata ja 54 kunstlikult nakatatud katseproovi. Maatriksite
sealiha, ahjuvorstikesed astelpajupiireega ja lastevorsti nakatamiseks kasutati vastavalt
Salmonella serotliiipe Enteritidis, Derby ja Newport.

Maatrikseid nakatati (hes seerias kuues korduses, kasutades Salmonella spp.
tuvastamispiiri lahedase (MP, 1-2 cfu/25 g), madala (MA, 2-10 cfu/25 g) ja kbrge arvukusega
(KA, 10-100 cfu/25 g) inokulaate (Lisa 4).

2.2.6.6 Salmonella spp. tuvastamine kanalihast

Kanaliha kategoorias analliisiti paralleelselt alternatiiv- ja referentmeetodil kokku 84
katseproovi, mis hdlmasid 18 nakatamata ja 66 kunstlikult nakatatud katseproovi. Maatriksite
grillkana ja kanalihasildi nakatamiseks kasutati Salmonella serotliipe Heidelberg ja/voi
Enteritidis.

Maatrikseid nakatati (hes seerias kuues korduses, kasutades Salmonella spp.
tuvastamispiiri lahedase (TP, 1-2 cfu/25 g), madala (MA, 10-20 cfu/25 g) ja kbrge arvukusega
(KA, 100-1000 ja 20-100 cfu/25 g) inokulaate. Tuvastamispiiri maaramiseks nakatati grillkana
serotutibiga Salmonella Heidelberg tuvastamispiirile l&hedase arvukusega (TP, 1-2 cfu/25 Q)
(Lisa 4).
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2.2.6.7 Salmonella spp. tuvastamine keskkonnaproovidest

Keskkonnaproovide kategoorias analtlsiti paralleelselt alternatiiv- ja referentmeetodil
kokku 84 katseproovi, mis hGlmasid 18 nakatamata ja 66 kunstlikult nakatatud katseproovi.
Abrasiivsete kasnade (3M Microbiology, USA) nakatamiseks kasutati Salmonella serotiitipe
Enteritidis, Infantis ja Typhimurium.

Abrasiivseid k&snu nakatati Uhes seerias kuues korduses, kasutades Salmonella spp.
tuvastamispiiri lahedase (TP, 1-2 cfu/ll g), madala (MA, 10-20 ja 2-6 cfu/ll g) ja korge
arvukusega (KA, 20-100 ja 100-1000 cfu/11 g) inokulaate. Antud kategoorias Salmonella spp.
tuvastamispiiri madramiseks nakatati abrasiivseid késnu serotulbiga Salmonella Infantis

tuvastamispiirile l&hedase arvukusega (TP, 1-2 cfu/l11 g) (Lisa 4).

2.2.7 Bakteriaalse DNA eraldamine

Bakteriaalne DNA eraldati 1 ml eelrikastuse puljongist komplektiga RTP Bacteria® DNA
Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH, Saksamaa) vastavalt tootja poolt koostatud protokollile.

DNA eraldamise komplekt sobib bakteriaalse, sealhulgas Salmonella spp. DNA
eraldamiseks toidust ning keskkonnaproovidest, milles esineb kuni 10° cfu/ml mikroobi. DNA
eraldamise kaigus kasutati tsentrifuugi Eppendorf Centrifuge 5424 ning termomiksereid
Eppendorf ThermoStat plus ja Eppendorf Thermomixer compact.

2.2.8 Polimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

2.2.8.1 Too0s kasutatud praimerid

Antud t66s kasutati kahte Salmonella spp. spetsiifilist praimeripaari (ST11/ST15 ja
139/141) ning Uhte praimeripaari kinnitamaks PCR-reaktsiooniks sobiva bakteriaalse DNA
esinemist eraldatud proovis (PCRI/PCRII) (Tabel 3).
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Tabel 3. Toos kasutatud praimerite seondumistemperatuur, sihtmérkgeen, amplifitseeritava

produkti suurus

Sihtméarkgeen | Nim. 5°—>3’ jirjestus Tm°C | Produkti Viide
suurus
Juhuslik ST11 '“AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA-3' 70 429bp | Aaboetal,
genoomne 1993
fragment ST15 5’-GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG -3’ 66
invA 139 5’—- GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA- 3’ 70 284bp | Rahnetal.,
1992
141 5’-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3’ 67
16S rRNA PCRI 5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3 59 1500 bp | Weisburg et
al., 1990
PCRII 5’~-TACGGTTACCTTGTTACGACT-3’ 60

2.2.8.2 T60s kasutatud arvutiprogrammid ja veebilehed praimerite ST11, ST15, 139 ja 141

analttsiks ja iseloomustamiseks

Praimerite vOrdluseks kasutati Nucleotide blast tarkvara
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS=megaBlast
&PAGE TYPE=BlastSearch& SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome).

Praimerite iseloomustamiseks kasutati bioinformaatilist programmi:

http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html ning vastavat vabavaralist Clone

Manager 5 rakendust.

2.2.8.3 PCR-metoodika valideerimisel kasutatud plasmiidid

Antud PCR-metoodikas kasutati konkureerivat sisemist amplifikatsiooni kontrolli (internal
amplification control — IAC). Konkureerival 1AC-I on marklaud-DNA jarjestusega samad
praimerite seondumiskohad, kuid amplifitseeritava produkti pikkus on testitavalt DNA-It
amplifitseeritava produkti omast erinev. IAC lisatakse igasse Kkatseproovi, va. negatiivsete
kontrollproovide PCR reaktsioonisegusse.

Sisemiste amplifikatsiooni kontrollide valmistamiseks kasutati Salmonella spp. genoomist

vastavalt praimeripaaridega ST11/ST15 ning 139/141 amplifitseeritud DNA fragmente. M6lemad
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PCR-produktid sisestati vektorisse pGEM-T-easy ning saadi plasmiidid pGEM-T-Easy-ST11/15
#7 ja pGEM-T-Easy-ST139/141 #12. ST11/ST15 praimeritega amplifitseeritud fragmendist
deleteeriti 216 aluspaari. 139/141 praimeritega amplifitseeritud 284 bp pikkusele fragmendile
sisestati 173 aluspaari pikkune DNA 18ik vektorist pBluescript, mis ei oma sarnasust kasutatavate
PCR praimeritega. Deletsiooni ja insertsiooni tegemiseks kasutati restriktsioon/ligatsioon
metoodikat. Saadud plasmiidid pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 ning pGEM-T-Easy-ST139/141-
ins #1 eraldati E. coli DH5a tiivest, kasutades selleks Maxi EF kitti (Qiagen). Plasmiidilt pGEM-
T-Easy-ST11/15-del #6 amplifitseeritava produkti suuruseks on 213 bp ning plasmiidilt pGEM-
T-Easy-ST139/141-ins #1 457 bp.

DNA kontsentratsioon moddeti spektrofotomeetriliselt, kasutades NanoDrop 2000c
aparatuuri ning vastavat DNA kontsentratsiooni maaramise tarkvara (NanoDrop 2000/2000c).
Eraldatud DNA-d vastavalt kontsentratsioonile kasutati DNA molekulide arvu madramiseks ning
t00ks vajalike DNA lahjenduste tegemiseks. Plasmiidid konstrueeris Icosagen AS labori to6taja

Gaily Kivi.

2.2.8.4 PCR-meetodis kasutatud negatiivsed kontroll ja positiivsed kontrollid

Negatiivse kontrollina kasutatakse PCR reaktsioonisegu, milles maérklaud-DNA on
asendatud veega. Salmonella spetsiifiliste praimeritega labiviidud PCR katsetes kasutati
positiivse kontrollina puhaskultuurist eraldatud Salmonella Agona (VS003) vdi Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) genoomset DNA-d. DNA eraldati komplektiga RTP Bacteria®
DNA Mini Kit (STRATEC Molecular GmbH), jargides vastavat tootjapoolset protokolli. 16S
rRNA geenifragmendi amplifitseerimiseks kasutati meetodi arendamise algfaasis positiivse
kontrollina bakteri Bacillus subtilis (ATCC 1774) genoomset DNA-d, mis eraldati sarnaselt

Salmonella spp. puhaskultuuridele.

Negatiivsete ja positiivsete kontrollide ning analiilisitavate katseproovide DNA maht (10
ul), mida PCR-reaktsioonis kasutati, oli eelnevalt meetodi arendamise algfaasis optimeeritud

Icosagen AS labori poolt.

2.2.8.5 PCR-meetodi valideerimisel kasutatud reaktiivid

PCR-meetodi optimeerimise etappides kasutatud reaktiivid:

o Salmonella spp. DNA amplifitseerimiseks kasutatud praimeripaarid ST11/ST15 ja

31



139/141 (Microsynth AG, Sveits) (Tabel 3)

e Bakteriaalse DNA kontrollimiseks kasutatud praimeripaar PCRI/PCRII (Microsynth AG,
Sveits) (Tabel 3)

e PCR valmissegud (Solis BioDyne, Eesti) (Lisa 2):

e 5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix RTL(-) with BSA and 7.5 mM MgCl,;

e 5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix RTL(-) with BSA and 10 mM MgCl,,

e  MQ vesi (Quattromed)

e Brauni vesi - steriilne, endotoksiinivaba vesi (B. Braun Melsugen AG, Saksamaa)

e 25 mM MgCl, (Fermentas, Leedu)

e [AC-plasmiidi pPGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 erineva kontsentratsiooniga lahused MQ ja
Brauni vees (Icosagen)

e [AC-plasmiidi pGEM-T-Easy-139/141-ins #1 erineva kontsentratsiooniga lahused MQ ja
Brauni vees (Icosagen)

e Kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 erineva kontsentratsiooniga lahused MQ ja
Brauni vees (Icosagen)

e Kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-139/141 #12 erineva kontsentratsiooniga lahused MQ ja
Brauni vees (Icosagen)

e S Typhimurium (ATCC 14028) genoomne DNA (positiivne kontroll)

e S. Agona (VS003) genoomne DNA (positiivne kontroll)

e Bacillus subtilis (ATCC 1774) genoomne DNA (16S rRNA PCR-analiilisi positiivne
kontroll)

2.2.8.6 PCR optimeerimine

2.2.8.6.1 Kasutatud PCR’i programmid

Alternatiivmeetodi optimeerimise algusfaasis kasutati Icosagen AS labori poolt kujundatud
PCR programme ,Salmastm” ja ,Salm”, mida kasutati erinevate PCR parameetrite
optimeerimisel. Antud PCR’i programmide etapid ja tingimused on néidatud Lisas 5. Kdik PCR-
reaktsioonid viidi labi Biometra T-Personal termotsikleriga (aparatuuri temperatuuri tdstmise ja

langetamise kiiruseks on 3 °C sekundis).
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Praimerite paaride ST11/ST15 ja 139/141 seondumistemperatuurid olid PCR metoodika
arendamise algusfaasis Icosagen AS labori poolt optimeeritud. Lahtuvalt algusfaasis tehtud
katsete tulemustest leiti, et praimerite seondumistemperatuuri muutmine vahemikus 60-70 °C ei
avaldanud olulist mdju PCR’i spetsiifilisusele ja otsustati votta edaspidiste katsete jaoks

kasutusele testitud gradiendi keskmine vééartus 65 °C.

2.2.8.6.2 PCR-reaktsioonis kasutatava optimaalse reaktsioonisegu valimine

Icosagen AS labori poolt viidi metoodika arendamise algfaasis ST11/ST15 praimeritega
labi eksperiment sobiva PCR reaktsioonisegu leidmiseks. Testiti nelja erinevat kommertsiaalselt
PCR’i valmissegu (Solis BioDyne, Eesti) (Lisa 1), mis kdik andsid spetsiifilise PCR-reaktsiooni.
5x Solis Hot FIREPol Blend PCR Master Mix’i ja 5x Solis FIREPol 5x Master Mix andsid
madalamatel kontroll DNA kontsentratsioonidel intensiivsemad PCR-produktid. Omavahelise
vordluse tulemusena otsustati edaspidi katseid l&bi viia 5x Solis Hot FIREPol Blend PCR Master
Mix-ga, kuna antud valmisseguga olid PCR-i produktid konkreetsemad.

2013 aasta suigisest on kasutusel oleva valmis reaktsioonisegu tahiseks 5x HOT FIREPol®
Blend Master Mix Ready to Load (-) with BSA and 10 mM MgCl, (Lisa 2).

2.2.8.7 Bakteriaalse DNA eraldamise kontroll
Enne praimeripaaridega ST11/ST15 ja 139/141 labiviidavat PCR-analliusi Salmonella spp.

tuvastamiseks kontrolliti bakteriaalse DNA eraldumise &nnestumist ning eraldatud DNA
sobilikkust PCR-reaktsiooniks. Selleks amplifitseeritakse spetsiifiliste praimeritega PCRI/PCRII
eubakterite 16S rRNA geeni (praimerite jarjestused ja PCR-produkti suurus on ndidatud Tabelis
3). Kakao- ja Sokolaaditoodete kategooria ja valideeritava PCR-meetodi selektiivsuse katsetes
kasutati bakteriaalse DNA eraldamise kontrollimiseks Icosagen AS kasutusel olnud vastavat
programmi ,,16S rRNA wvana”, mis on ndidatud Lisas 5. Maitseainete, lihatoodete,
kanalihatoodete ja keskkonnaproovide kategooriate puhul Kkasutati bakteriaalse DNA
kontrollimiseks Icosagen AS poolt Umberkujundatud programmi ,,16S rRNA” (Lisa 5).
Bakteriaalse 16S rRNA geeni amplifitseerimiseks kasutatav PCR reaktsioonisegu 18ppmahuga 25
ul sisaldas 5x Solis HOT FIREPol® Blend PCR Master Mix +7.5 mM MgCl, Ready to Load (-
with) with BSA, 2,5 mM l|6ppkontsentratsiooniga MgCl,, 10 uM praimerid PCRI ja PCRII
I6ppkontsentratsiooniga 0,4 pM. Reaktsioonisegusse lisatav DNA maht (1 pl), oli optimeeritud

Icosagen AS labori poolt.
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2.2.8.8 PCR-produktide visualiseerimine ja kontrollimine

Saadud PCR-produktid kontrolliti geelelektroforeesiga 1,5%-lisel agaroosgeelis TAE
puhvris (40 mM Tris; 20 mM atsetaat; 0,5 M EDTA, pH 8,0). Geel sisaldas etiidiumbromiidi
0,35 pg/ml. Geelile kanti 10 pl analilsitavat proovi ja produktide suuruse vordlemiseks 3,5 pl
suurusmarkereid GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder #SM0241 (Fermentas, Leedu) vO0i
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder #SMO0312 (Fermentas, Leedu). Elektroforees viidi 1&bi
foreesiaparaadiga Biometra Standard Power Pack P25, voolupingel 9 V/cm. DNA fragmendid
visualiseeriti ultraviolettvalguses eksponeerides geeli UV kiirgusele. Geeli dokumenteerimise
stisteemina kasutati Uvitec Cambridge DBT-2000.

2.2.9 Alternatiiv- ja referentmeetodi tulemuste vordleval analttsil maaratavad

parameetrid
Alternatiivmeetodi (PCR-meetodi) iseloomustamiseks méaarati jargnevad parameetrid:

Suhteline tapsus [relative accuracy - AC] on referent— ja alternatiivmeetodil saadud tulemuste
kokkulangevus. Suhtelise t&psuse arvutamiseks kasutatakse positiivsete (PA) ja negatiivsete
tulemuste kokkulangevust (NA) ning katseproovide arvu (N): AC= 100 x (PA + NA)/N

Suhteline tundlikkus [relative sensitivity - SE] iseloomustab alternatiivmeetodi vdimet
tuvastada testitavat méarklaudmikroobi kui see tuvastati ka referentmeetodil. Suhtelise tundlikkuse
arvutamiseks kasutatakse positiivsete tulemuste kokkulangevust ja meetodite negatiivse halbe
(ND) summat: SE =100 x (PA + ND)

Suhteline spetsiifilisus [relative specificity - SP] on alternatiivmeetodi vdime testitavat
maérklaudmikroobi mitte tuvastada, kui seda ei tuvastatud ka referentmeetodil. Suhtelise
spetsiifilisuse arvutamiseks kasutatakse negatiivsete tulemuste kokkulangevust ja positiivse halbe
summat (PD) SP=100 x (NA + PD)

Positiivne halve [positive deviation - PD] nditab, et alternatiivse meetodiga saadud positiivne

tulemus on valepositiivne tulemus, kui standardmeetodil saadi negatiivne tulemus.

Negatiivne hélve [negative deviation - ND] saadakse kui referentmeetod annab positiivse, kuid

alternatiivmeetod negatiivse tulemuse.

Tuvastamispiiriks nimetatakse vahimat analtdi sisaldust proovis, mida on valitud metoodikaga

vOimalik usaldusvéaarselt tuvastada.
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Selektiivsuseks nimetatakse meetodi voimet mddta vaid analliidi sisaldust ning seejuures mitte
olla mojutatud teiste ainete sisaldumisest proovis. Spetsiifilisus on 100% selektiivsus.
Selektiivsuse madramine nditab alternatiivmeetodi kasutatavust.

Inklusiivsus on alternatiivmeetodi voime tuvastada mérklaudorganismi erinevad tiived.

Eksklusiivsus nditab alternatiivmeetodi v6imet vélistada mitte—maérklaud tiivede tuvastamist ning
seda, et toidus esinevad mitte—marklaudbakterid ei anna valideeritava meetodiga positiivset

tulemust.
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2.3 Tulemused
2.3.1 Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatavate praimerite ST11, ST15, 139 ja 141
bioinformaatiline anallils

Kasutades molekulaarbioloogia valdkonnas rakendatavat tarkvara Clone Manager 5 ja

bioinformaatilist programmi: http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html,

anallusiti  praimeripaare ST11/ST15 ja 139/141. Kahe anallusiprogrammi tulemused
korreleerusid hésti. Kasutatavate praimerite spetsiifilisust analliusiti, kasutades algoritmi Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&BLAST PROGRAMS=megaBlast

&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome), mille abil

vOrreldi antud praimerite nukleotiidseid jarjestusi erinevate organismide nukleotiidse jarjestuste

suhtes. Saadi jargmised tulemused:

e ST11 praimeri analliis nditas jarjestuse identsust Salmonella spp. DNA jarjestustega.
Vordlus erinevate eu- ja prokartiootidega nditas osalist DNA jarjestuse sarnasust. 72%
sarnasus leiti Medicago truncatula viienda kromosoomi jarjestusega (kattumine 17
nukleotiidi ulatuses praimeri keskosas), kuid praimeri 5’ otsast jdib 2 nukleotiidi
paardumata ja 3’ otsast viis nukleotiidi paardumata. Koikide iilejdédnud organismide
vordluste puhul on vdimalus praimeri spetsiifiliseks seondumiseks véiksem.

e ST15 praimeri analliis néitas jarjestuse identsust Salmonella spp. DNA jarjestustega.
Vordlusel tuvastati erinevate eu- ja prokartiootidega osalist DNA jarjestuse sarnasust.
Suurim sarnasus esineb Stanieria cyanosphaera kromosoomiga 17 nukleotiidi ulatuses,
kuid praimeri 3’ otsast jadb seitse nukleotiidi paardumata. K&ikide iilejddnud organismide
vordluste puhul on vdimalus praimeri spetsiifiliseks seondumiseks véiksem.

e 139 praimeri analliiis nditas jarjestuse identsust Salmonella spp. DNA jarjestustega.
Vordlusel tuvastati erinevate eu- ja prokartiootidega osalist jarjestuse sarnasust. Suurim
sarnasus esineb Brucella suis esimese kromosoomi jarjestusega. Praimeri 5’ otsast jdéb
paardumata kaks- ning praimeri 3’ otsast 6 nukleotiidi. K&ikide tlejadnud organismide
vordluste puhul on vdimalus praimeri spetsiifiliseks seondumiseks véiksem.

e 141 praimeri anallils nditas jarjestuse identsust Salmonella spp. DNA jarjestustega.
Vordlusel tuvastati erinevate eu- ja prokartiootidega osalist jarjestuse sarnasust. Suurim
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nukleotiidne sarnasus on E. coli tlivede Xuzhou21, O55:H7 str. RM12579 ning O7:K1 str.
CE10 genoomi jérjestusega. Kdikidel juhtudel jaab paardumata ks nukleotiid praimeri
11. positsioonis. Kdikide Utlejdédnud organismide vordluste puhul on vdimalus praimeri

spetsiifiliseks seondumiseks veel vaiksem.

Praimerite ST11 ja ST15 spetsiifilisus on Salmonella spp. jarjestuste vBrdluse jargi korge,
teadaolevate mitte-marklaud organismide genoomidelt spetsiifilise PCR-produkti saamise
tbendosus aga vaga vaike. Analliusiga néidati, et suurimat praimerite kattuvust ndidanud mitte-
mérklaud organismidel jddvad praimerite ST11, ST15 ja 139 puhul praimeri 3’ otsast nukleotiidid
paardumata. Kuna DNA siinteesi algatamiseks on vajalik praimeri 3’ otsa komplementaarsus, Siis
nende mitte-mérklaud organismide genoomide puhul antud praimeritega DNA siinteesi ei
algatata. Praimeri 139 spetsiifilisus on Salmonella spp. jérjestuste vordluse jargi korge, praimer
141 voib, aga spetsiifiliselt seonduda kolme E. coli tiive DNA jérjestusega. Praimeril 139 ei esine
komplementaarsust E. coli tlivedega, mist6ttu nende praimerite kasutamine PCR-reaktsioonil

peaks tagama Salmonella spp. spetsiifilise maaramise.
2.3.2 PCR-meetodi optimeerimine

2.3.2.1 PCR-reaktsiooniks sobivaima MgCl, kontsentratsiooni maaramine

Kirjanduses on néidatud, et MgCl, sisalduse suurendamine PCR’i reaktsioonisegus tdstab
DNA-polimeraasi aktiivsust ja indutseerib mittespetsiifilise reaktsiooni teket ning vastupidi
(Zangenberg et al., 1999). Selleparast on oluline leida PCR’i reaktsioonisegus MgCl,
kontsentratsioon, mis tagaks nii optimaalse DNA-polimeraasi t60 kui ka vdimaldaks saada
diskreetseid PCR-produkte.

Sobiva MgCl, kontsentratsiooni valimiseks kasutati katses MgCl, 18ppkontsentratsiooniga
2 mM, 2,5 mM vbi 3 mM koos PCR valmissegu 5x Solis Hot FIREPol Blend PCR Master Mix
(Solis BioDyne, Eesti) ja praimeripaariga ST11/ST15 vdi 139/141. DNA matriitsina kasutati
praimeripaarile vastavat positiivset kontrollplasmiidi lahjendustega 10' kuni 10° molekuli
reaktsiooni kohta. Téiendava positiivse kontrollina kasutati S. Typhimurium genoomset DNA-d
ja negatiivse kontrollina MQ. Katses kasutati metoodika algfaasis Icosagen AS poolt kujundatud

astmelist PCR-programmi ,,Salmastm” (Lisa 5).
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Katse tulemustest on naha, et 2,5 mM ja 3,0 mM MgCl, kontsentratsioon kasutamisel
reaktsioonisegus saadi hajusamad PCR-produktid, mis vdib viidata mittespetsiifilise reaktsiooni
tekkele (joonised 1 ja 2). 2 mM MgCI; kontsentratsiooni kasutamisel reaktsioonisegus olid PCR-
produktid diskreetsemad ning spetsiifiline reaktsioon oli detekteeritav ka kontrollplasmiidi
madalamast lahjendusest (joonised 1 ja 2). Optimeerimise tulemustest l&htuvalt otsustati

Salmonella spp. tuvastamiseks kasutada PCR reaktsioonisegus MgCl, I6ppkontsentratsiooniga 2
mM.

=

X

M1 2 3 4 5 6 7 8(9 10111213 1415 16 M
NK PK NK | NK PK NK
10%-10° 10%-10°
= PGEM-T-Easy-5T139/141 #12 PGE :
e ———- SEEE <o
- 2 mM MgClz 2,5 mM MgCl, —
Praimeripaar 139/141

Joonis 1. PCR reaktsioonisegu MgCl, kontsentratsiooni optimeerimine, kasutades praimeripaari 139/141 ja MgCl,
I6ppkontsentratsiooniga 2 mM (rajad nr 1-8) ja 2,5 mM (rajad nr 9-16) [M — suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 8, 9, 16 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6, 10-14: kontrollplasmiid

pGEM-T-Easy-ST139/141 #12 (284bp) 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta); nr 7, 15: PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium].

M 12 3 45 6 7 8|9 1011 1213 14 1516 M
NK PK NK|NK PK NK
! . 101105 -g -
S— —
— —
- -.“ e <3=3300 bp
" 2,5 mM Mgch 3 mM MgCl -
Praimeripaar 139/141

Joonis 2. PCR reaktsioonisegu MgCl, kontsentratsiooni optimeerimine, kasutades praimeripaari 139/141 ja MgCl,
I6ppkontsentratsiooniga 2,5 mM (rajad nr 1-8) ja 3 mM (rajad nr 9-16) [M — suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 8, 9, 16 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6, 10-14: kontrollplasmiid

PGEM-T-Easy-ST139/141 #12 (284bp) 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta); nr 7, 15: PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium].
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2.3.2.2 Positiivse kontrollplasmiidi ja IAC-plasmiidi molekulide arvu optimeerimine PCR-

reaktsiooniks

PCR-meetodi usaldusvaarsuse tagamiseks on oluline kasutada nii positiivset kontrolli kui
ka sisemist amplifikatsiooni kontrolli (IAC), mis aitavad tuvastada PCR’1 reaktsiooni voimalikku
inhibitsiooni, valtida valenegatiivsete tulemuste kinnitamist ning seelébi tOsta ka negatiivsete

analutsitulemuste usaldusvaarsust (ISO, 2005; Hoorfaretal., 2004; Sachadyn ja Kur, 1998).

Optimeerimise eesméargiks oli saavutada tingimused, mille kohaselt IAC-plasmiidi kogus
PCR-reaktsioonis annaks tuvastatava produkti, kuid 1AC-produkti moodustumine ei inhibeeriks
(konkureeriks) kontrollplasmiidi voi kasteproovi sintmarkgeeni amplifitseerimist (IAC-plasmiidi
kaasamine ei tohi vahendada testitava proovi signaali katseproovist). 1AC-plasmiide testiti
lahjendustel 10', 10% 10® IAC-molekuli PCR-reaktsiooni kohta. Testitava proovi
mimikeerimiseks lisati reaktsioonisegusse amplifitseeritavat fragmenti sisaldavat plasmiidi
pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 (praimeripaar ST11/ST15) v0i pGEM-T-Easy-ST139/141 #12
(praimeripaar 139/141) 10" kuni 10° molekuli reaktsiooni kohta.

PCR reaktsioonisegu (I6ppmaht 25 pul) sisaldas 5x Solis HOT FIREPol® Blend PCR Master
Mix + 10 mM MgCl, Ready to Load (-), 2 mM IBppkontsentratsiooniga MgCl,, praimereid

10ppkontsentratsiooniga 0,4 uM. PCR’i ldbiviimiseks kasutati programmi ,,SalmUUS” (peatiikk
2.3.2.4).

Katse tulemustest selgus, et IAC-plasmiidi 10' molekuli reaktsiooni kohta, andis liiga nérga
IAC-PCR-produkti (joonised 3 ja 4) ja IAC-plasmiidi 10° molekuli reaktsiooni kohta muutis
IAC-produkti domineerivaks ning ndrgendas oluliselt positiivse kontrollplasmiidi PCR-produkti
intensiivsust (joonis 5). Kontrollplasmiidide kimnendlahjenduste reas andis 10* molekuli
reaktsioonisegus nérga PCR-produkti (joonised 3 ja 4). Samas ei olnud selline PCR-produkt
piisavalt robustne ja usaldusvadrne. Katsetulemuste kohaselt otsustati Salmonella spp.
tuvastamisel kasutada PCR-reaktsioonis IAC-plasmiide 10> molekuli ja kontrollplasmiide 10°

molekuli reaktsioonisegu kohta (joonised 3 ja 4).
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M 1 2 3 45 6 7 8|9 101112 13 14 1516 M
NK MQ PK [NK MQ PK
IAC 1AC

IAC10*

§

—_—
----- == ---- - | < =0te
= -- - <3300 bp

1.10°5
10'-10 ‘ 10%-10°
PGEM-T-Easy-139/141 #12 PGEM-T-Easy-139/141 #12

Praimeripaar 139/141

IAC 10?

Joonis 3. Kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-ST139/141 #12(284 bp) ja IAC-plasmiidi pGEM-T-Easy-ST139/141-
ins #1 (457bp) molekulide arvu optimeerimine PCR-reaktsiooniks praimeripaariga 139/141 [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 9 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6 (pGEM-T-
Easy-ST139/141-ins #1 10* molekuli reaktsiooni kohta), nr 10-14 (pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 10° molekuli
reaktsiooni kohta): pGEM-T-Easy-139/141 #12 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta; nr 7 (IAC 10" molekuli
reaktsiooni kohta), 15 (IAC 10° molekuli reaktsiooni kohta): MQ + IAC; nr 8, 16 PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium lahjendus 1:1000].

M1 2 3 4 5 6 7 8|9 10 11 12 13 141516 M

NK MQ pK | NK MQ pk
IAC IAC

10-10° -! 10-10° .!

———ee e e W <=400bp

p—— - - - .- - <3331 200 bp

IAC 10! Praimeripaar ST11/ST15 1AC 10?2

Joonis 4. Kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-ST11/15 #7(429 bp) ning IAC-plasmiidi pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6
(213bp) molekulide arvu optimeerimine PCR-reaktsiooniks praimeripaariga ST11/ST15 [M — suurusmarker (Thermo
Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 9 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6 (pGEM-T-Easy-
ST11/15-del #6 10" molekuli reaktsiooni kohta), nr 10-14 (nGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 10? molekuli reaktsiooni
kohta): pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta; NK (negatiivne kontroll) nr 1, 9: MQ; nr 7
(IAC 10" molekuli reaktsiooni kohta), 15 (IAC 10> molekuli reaktsiooni kohta): MQ + IAC; nr 8, 16 PK (positiivne
kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:1000].
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M1 2 3 45 6 7 8|9 101112 13 141516 M

NK M+Q PK | NK NLQ PK
IAC IAC
Praimeripaar ST11/5T15 Praimeripaar 139/141

ot 1AC210°
‘DGEM-T-Easy-ST11/15 #7 0

- — — - e e . - -—
4 -— <=3 400 bp
- - - . .- e — -

<3=3 200 bp
ﬁ 101-10°
1AC110%
PGEM-T-Easy-139/141 #12|

Joonis 5. Kontrollplasmiidide pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 (429 bp) ja pPGEM-T-Easy-ST139/141 #12—(284 bp) ning
vastavate |AC-plasmiidide pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 (IAC1 — 213 bp) ja pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #12
(IAC2 — 457 bp) molekulide arvu optimeerimine PCR-reaktsiooniks praimeritega ST11/ST15 ja 139/141 [M —
suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 9 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6
(PGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 10° molekuli reaktsiooni kohta): pGEM-T-Easy-ST11/15 #710*-10° molekuli
reaktsiooni kohta; nr 10-14 (pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 10® molekuli reaktsiooni kohta): pGEM-T-Easy-
ST139/141 #12 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta; nr 7 (IAC1), 15 (IAC2): MQ + IAC 10° molekuli reaktsiooni
kohta; nr 8, 16 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:1000].

2.3.2.3 Positiivse kontrollina kasutatava Salmonella spp. genoomse DNA optimaalse

lahjenduse leidmine

Metoodikas kasutati lisaks kontrollplasmiididele veel positiivse kontrollina Salmonella
Typhimurium genoomset DNA-d, mis vGimaldab ndidata produktide amplifitseerimist erinevatest
molekulidest, mille  kontsentratsiooni  pole eraldamise  metoodika eripdra  tottu
(kandjanukleiinhappe lisamine) v@imalik tavaparaselt madrata. Seetdttu madrati positiivse
kontrollina kasutatava bakteriaalse DNA-lahuse optimaalne lahjendus reaktsioonisegus. PCR
reaktsioonisegus kasutati Salmonella spp. genoomse DNA varulahuse kiimnendlahjendusi 1:10
kuni 1:100000, praimeripaare ST11/ST15 ja 139/141 ning praimeripaarile vastavat IAC-plasmiidi
10? molekuli reaktsiooni kohta. PCR valmisseguna kasutati 5x HOT FIREPol® Blend Master
MixReady to Load (-) with BSA, MgCl, 16ppkontsentratsiooniga 2 mM Kasutati PCR-programmi
,,SalmUUS” (peatiikk 2.3.2.4).

Médlema praimeripaari puhul osutus PCR reaktsioonisegus optimaalseks genoomse DNA
varulahuse 1000-kordne lahjendus (joonis 6). IAC-plasmiidi sisaldus 10* molekuli
reaktsioonisegus andis ndrga IAC-PCR-produkti ja konkureeriv mdju sintmark PCR-produktile

oli minimaalne (joonis 6, rajad 4 ja 11). Seega, lahtuvalt katse tulemustest kasutati edaspidistes
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katsetes positiivse kontrollina Salmonella Typhimuriumi genoomse DNA proovi lahjendusega
1:1000.

M 1 2 3 4 5 6 7|8 9 1011 12 13 14 M
NK 10° 10103 102 10! NK| NK 105 10“ 103 102 10! NK

et S. Typhimurium IAC2
— @ —
s - .- e —— : -
- - - e = <=3400 bp
Praimeripaar ST11/ST15 |ﬁc1 Praimeripaar 139/141 ﬁ <1200 bp
IAC 102 IAC 102

S. Typhimurium

Joonis 6. Salmonella spp. genoomse DNA optimaalse lahjenduse leidmine PCR reaktsioonisegus praimeripaaridega
ST11/ST15 (429 bp) ja 139/141 (284 bp) sisemise amplifikatsiooni kontrollide (IAC) juuresolekul; IAC1=pGEM-T-
Easy-ST11/15-del #6 (213 bp) 10? molekuli reaktsiooni kohta; IAC2=pGEM-T-Easy-139/141-ins #1 (457 bp) 10°
molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 7, 8, 14
NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-6: S. Typhimurium genoomse DNA lahjendused 1:100000 - 1:10 (praimeripaar
ST11/ST15); nr 9-13: S. Typhimurium genoomse DNA lahjendused 1:100000-1:10 (praimeripaar 139/141)].

2.3.2.4 Sobiva PCR-programmi arendamine Salmonella spp. tuvastamiseks toidu- ja

keskkonnaproovidest

Optimaalse PCR-programmi arendamisel lahtuti Icosagen AS tddtajate poolt eelnevalt
kujundatud programmidest ning nendega teostatud katsete andmetest. Kuna Icosagen AS poolt
kujundatud PCR programmide ,,Salm” ja ,,Salmastm” (Lisa 5) tundlikkus oluliselt ei erinenud
(Joonised 1 ja 7), siis valiti vélja nendest programm ,,Salm”, millel suurendati tstiklite arvu ning
kujundati programm ,,SalmUUS”. Uut kujundatud programmi testiti ja vorreldi algupérase
programmiga ,,Salm”.

Antud katses kasutati maatritsina praimeripaarile vastavat positiivset kontrollplasmiidi
PGEM-T-Easy-ST11/15 #7 (429 bp) lahjendustega 10" kuni 10° molekuli reaktsiooni kohta.
Positiivseks kontrolliks oli S. Typhimurium genoomne DNA, negatiivseks kontrolliks MQ.
Uhtlasi kontrolliti veelkord PCR reaktsioonisegus MgCl, kontsentratsiooni kasutades PCR
valmissegu 5x Solis Hot FirePol Blend PCR Master Mix (Solis BioDyne, Eesti) koos
praimeripaariga ST11/ST15 ja MgCl, 16ppkontsentratsiooniga 2 mM voi 2,5 mM.

PCR-analliusidega leiti, et tsuklite arvu suurendamine tostis tuvastamistundlikkust,
kusjuures PCR-produktid jaid diskreetseks ja ebaspetsiifilisi PCR-produkte ei tekkinud. PCR

programmide ,,Salm” ja ,,SalmUUS” vordluse tulemustest ldhtuvalt otsustati edaspidi toidu- ja

42



keskkonnaproovide analliisimiseks hakata kasutama nendest viimast, kuna antud programm

omas samadel tingimustel suuremat tundlikkust (joonised 7 ja 8).

Optimeeritud PCR programm ,,SalmUUS”, Salmonella spp. tuvastamiseks toidu- ja

keskkonnaproovidest:

e Termotsukleri kaane kuumutus temperatuurini 99 °C

e 95°C 15 min — eelkuumutus HotStart-poltimeraasi aktiveerimiseks
Jargnevat 3 etappi korratakse 34 tsuklit:

e 95°C 40 sek — DNA denaturatsioon

e 65°C 30 sek — praimerite seondumine

e 72°C 40 sek — DNA slintees
Programmi I6petab:

e 72°C 5 min — jarelslintees

e 10°C HOLD - PCR proovi jahutamine

M1 2 3 4 56 7 8[9 1011 1213 1415 16 M
NK PK  NK| NK PK  NK

10'-10° 10%-10° g
PGEM-T-Easy-ST11/15 &7 b

2 mM MgcClz 2,5 mM MgcCh
Praimeripaar ST11/5T15

<=1400 bp

PCR programm "Salm"

Joonis 7. PCR-analiiiis programmiga ,,Salm”. Reaktsioonisegu sisaldas MgCl, Idppkontsentratsiooniga 2 mM voi
2,5 mM praimeripaari ST11/ST15 ja vastavat kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 (429 bp) [M -
suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 8, 9, 16 NK (negatiivne kontroll): MQ);
nr 2-6, 10-14: pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta; nr 7, 15 PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium; nr 1-8: 2 mM MgCl,; nr 9-16: 2,5 mM MgCl,].
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M1 2 3 45 6 7 8/910111213141516M
NK PK NK|NK PK NK

10%-10° 101-105
i 5 ‘pemr.sasv-snuﬁw

————- BT

2 mM MgCl2 2,5 mM MgClx

LR

<=1400 bp

Praimeripaar ST11/ST15

PCR programm "SalmUus"

Joonis 8. PCR-analiiiis programmiga ,,SalmUUS”. Reaktsioonisegu sisaldas MgCl, Idppkontsentratsiooniga 2 mM
vOi 2,5 mM praimeripaari ST11/ST15 ja vastavat kontrollplasmiidi pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 (429 bp) [M —
suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1, 8, 9, 16 NK (negatiivne kontroll): MQ);
nr 2-6, 10-14: pGEM-T-Easy-ST11/15 #7 10'-10° molekuli reaktsiooni kohta; nr 7, 15 PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium; nr 1-8: 2 mM MgCly; nr 9-16: 2,5 mM MgCl,].

Optimeeritud PCR-meetod Salmonella spp. tuvastamiseks toidu- ja keskkonnaproovidest

Lahtuvalt varem optimeeritud PCR-meetodi parameetritest ja antud t60 kaigus optimeeritud
PCR-tingimustest, maératleti PCR-meetod Salmonella spp. tuvastamiseks toidu- ja
keskkonnaproovidest. Selle kohaselt sisaldas PCR reaktsioonisegu, 16ppmahuga 25 pl, PCR
valmissegu 5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix RTL(-) with BSA and 10 mM MgCl, (Solis
BioDyne, Eesti); MgCl, I6ppkontsentratsiooniga 2,0 mM ja praimeripaari ST11/ST15 vo0i
139/141, milles mdlema praimeri I6ppkontsentratsiooniks on 0,4 pM. PCR-analudside
positiivseks kontrolliks kasutatakse plasmiidset DNA-d (pGEM-T-Easy-ST11/15#7 ning pGEM-
T-Easy-ST139/141 #12) 10° molekuli reaktsiooni kohta v8i S. Typhimurium’i genoomset DNA-d
lahjendusega 1:1000 (vastavat positiivset kontrolli lisatakse 10 pl PCR-reaktsiooni kohta).
Vastavalt PCR-reaktsioonis kasutatavatele praimeritele lisatakse reaktsioonisegusse sisemise
amplifikatsiooni kontrollina IAC-plasmiide pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 vdi pGEM-T-Easy-
139/141-ins #1 10*> molekuli reaktsiooni kohta. PCR-analiiiiside negatiivse kontrollina
kasutatakse kas MQ-d v6i Brauni vett (negatiivsele kontrollile ei lisata juurde IAC-d). Salmonella
spp. tuvastamiseks toidu- ja keskkonnaproovidest kasutati PCR programmi ,,SalmUUS” (peatlkk
2.3.2.4).

DNA eraldamise kvaliteedi ja bakteriaalse DNA esinemise kontrollimiseks katseproovis
viiakse labi 16S rRNA geeni amplifitseerimine. Vastav PCR reaktsioonisegu, 16ppmahuga 25 pl,
sisaldab PCR valmissegu 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix RTL(-) with BSA and 7,5 mM
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MgCl, (Solis BioDyne, Eesti; MgCI2 I6ppkontsentratsioon 1,5 mM), millele lisatakse juurde
MgCl, (25 mM), et tagada PCR-reaktsiooni MgCl, Idppkontsentratsiooniks 2,5 mM.
Praimeripaarina kasutatakse PCR1/PCR2 selliselt, et kummagi praimeri 16ppkontsentratsioon on
0,4 uM. 16S rRNA geeni amplifitseerimiseks kasutatakse PCR programmi ,,16S rRNA vana” v0i
,16S rRNA” (Lisa 5).

2.3.3 Salmonella spp. PCR-meetodi analtsitulemused

2.3.3.1 PCR’i analiiiisitulemused Salmonella spp. tuvastamisel kakao- ja Sokolaaditoodetest

Kakao- ja Sokolaaditoodete kategoorias analliusiti kokku 98 katseproovi, millest 42 olid
negatiivsed ning 60 positiivsed. Maatriksite pralineekompvekkide, tumeda Sokolaadi ja
piimasokolaadi Panda Maito nakatamiseks kasutati Salmonella serotltpe kas Typhimurium
ja/voi Enteritidis (Lisa 4).

Kategooria Salmonella spp. tuvastamispiiri maaramisel nakatati piimaSokolaadi Pando
Maito Salmonella serotliibiga Typhimurium tuvastamispiiri lahedase nakatamisannusega (1,2
cfu/25 g). Tuvastamispiiri méaramise katses osutusid kaks proovi kuuest negatiivseteks (joonis
9), mis vdis tuleneda Salmonella bakterite mittekasvamisest vdi alla PCR-meetodi tundlikkuse
piiri jadvast patogeenirakkude arvukusest eelrikastuses. Kdik nakatamata proovid andsid PCR-
analiusil tbesed negatiivsed tulemused, kuna IAC-produkt oli amplifitseeritud. Kakao- ja
Sokolaaditoodetest Salmonella spp. tuvastamise representatiivsed tulemused PCR-meetodiga on
néidatud joonistel 9 ja 10.
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Praimeripaar 139/141 Praimeripaar ST11/ST15 IAC

Joonis 9. Serotiitbi Salmonella Typhimurium tuvastamine S$okolaadist Pando Maito PCR-anallsil
praimeripaaridega 139/141- 284 bp (a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-
ST139/141-ins #1 - 457 bp (a) vdi pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10* molekuli reaktsiooni kohta [M —
suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); vastavalt praimeripaarile on kdikide PCR-
reaktsioonidele valja arvatud negatiivsetele kontrollidele (NK) juurde lisatud [AC-plasmiidi (sisemise
amplifikatsiooni kontrolli plasmiidi) pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 - 457 bp (a) v6i pGEM-T-Easy-ST11/15-del
#6 — 213 bp (b) 10° molekuli reaktsiooni kohta; nr 1-6 TP (tuvastamispiir): nakatamisannus 1,2 cfu/25 g; nr 7-12 MA
(madal arvukus): nakatamisannus 4 cfu/25 g; nr 13: MQ + IAC; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium
lahjendus 1:50; nr 15: EB (elueerimispuhver); nr 16 NK (negatiivne kontroll): MQ].

M 1 =2 §3 &4 50 86 820 8 9 10:.11 12 13 14 15 M

NK gr MA PK  NK

| | =
LR

<=31500 bp

Praimeripaar PCR1/PCR2

Joonis 10. Serotiitibiga Salmonella Typhimurium nakatatud piimasokolaad Panda Maito bakteriaalse DNA
eraldamise kontroll 16S rRNA geeni PCR-analusil praimeripaariga PCR1/PCR2 - 1500 bp [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 1kb DNA Ladder); nr 1, 15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 TP
(tuvastamispiir): nakatamisannus 1,2 cfu/25 g; nr 8-13 MA (madal arvukus): nakatamisannus 4 cfu/25 g; nr 14 PK
(positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:50].

2.3.3.2 PCR’i analiiiisitulemused Salmonella spp. tuvastamisel maitseainetest

Maitseainete kategoorias analulsiti kokku 72 katseproovi, millest 22 olid negatiivsed
nakatamata ja 50 positiivsed. Maatriksite tSillipipra, tSillipipar Light’i ja sibulapulbri
nakatamiseks kasutati Salmonella serotliipe Agona ja/vdi Derby.

Tuvastamispiiri lahedase nakatamisannusega tehtud katses (1,3 cfu/25 @), kus tsillipipart

nakatati Salmonella serotiitibiga Agona, osutusid kaks proovi kuuest negatiivseteks (joonis 11).
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Madlema proovi puhul oli tuvastatav amplifitseeritud IAC-produkt, mis valistab PCR-reaktsiooni
inhibeerimisest tulenevad valenegatiivsed tulemused. Ulejaanute samasse kategooriasse kuulunud
katseseeriate puhul olid ka kdigi positiivsete analutsitud proovide PCR-produktid diskreetsed ja
usaldusvaarselt tuvastatavad. Koik nakatamata proovid andsid PCR-analtsil tdesed negatiivse
tulemuse, kuna IAC-produkt oli amplifitseeritud. Maitseainetest Salmonella spp. tuvastamise

representatiivsed tulemused PCR-meetodiga on néidatud joonistel 11 ja 12.

a) b)

M 1 2 3 45 6 7 8 9101112131415 M
M 1 2 3 4 56 7 8 9101112131415 M

NK
NK 50 ™ PK NK S0 ™ PK  NK

— C— -
S —————— - <= 400bp - —
- ww- -

<= 200bp p—— <= 400bp

IAC - .
<= 200 bp

Praimeripaar 139/141 Praimeripaar ST11/ST15

Joonis 11. Serotlbi Salmonella Agona tuvastamine tSillipiprast PCR-anal(iUsil praimeripaaridega 139/141- 284 bp
(a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 - 457 bp (a) vOi
pPGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10 molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1,15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 SO (nakatamata proovid) 0 cfu/25
g; nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannnus 1,3 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium
lahjendus 1:1000].

M1 2 3 4.5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 M

NK SIO P PK NK
|

Teewewewewwewewo <31500 bp

Praimeripaar PCR1/PCR2

Joonis 12. Serotiilibiga Salmonella Agona nakatatud tsillipipra bakteriaalse DNA eraldamise kontroll 16S rRNA
geeni PCR-analliisil praimeripaariga PCR1/PCR2 - 1500 pb [M — suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™
1kb DNA Ladder); nr 1, 15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 TP (tuvastamispiir): nakatamisannus 1,3 cfu/25 g;
nr 8-13 MA (madal arvukus): nakatamisannus 4 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus
1:1000].
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2.3.3.3 PCR’i analiiiisitulemused Salmonella spp. tuvastamisel lihast

Lihatoodete kategoorias analtitisiti kokku 72 katseproovi, millest 18 olid negatiivsed ja 54
positiivsed. Maatriksite sealiha, ahjuvorstikesed astelpajuplireega ja lastevorsti nakatamiseks
kasutati vastavalt Salmonella serotiitpe Enteritidis, Derby ja Newport (Lisa 4).

Joonisel 13 on ndha nakatamata proovide PCR-produktid. Tulemused on tdesed
negatiivsed, kuna IAC ja positiivsete kontrollide produktid on amplifitseeritud. K&igi positiivsete
analudsitud proovide PCR-produktid olid diskreetsed ja usaldusvééarselt tuvastatavad (joonis 13).
Selle kategooria puhul nakatati tuvastamispiiri ldhedase arvukusega ahjuvorstikesi
astelpajupiireega (1,6 cfu/25 g), toorest sealiha (1,8 cfu/25 g) ja lastevorsti (1,2 cfu/25 g). Toorest
sealiha nakatati Salmonella serotiitibiga Enteritidis, ahjuvorstikesi astelpajuplreega serottitibiga
Derby ja lastevorsti serotiiibiga Newport. Lihast Salmonella spp. tuvastamise representatiivsed

tulemused PCR-meetodiga on néidatud joonistel 13 ja 14.

a) b)
M1 23 e 7 e Mo 1011012113714 115 M ML 2ES RS Rl I i ORTLE2RLS FLY 155
NK slo TIP PK NK NK S? ™ PK NK
|
lac

=1 X - . bt L . -
- - - - - . = <=400bp oy g
<=2 200 bp I?c R

Praimeripaar 139/141 Praimeripaar ST11/15

Joonis 13. Serotiiibi Salmonella Derby tuvastamine ahjuvorstikestest astelpajupiireega PCR-analuiusil
praimeripaaridega 139/141- 284 bp (a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-
ST139/141-ins #1 - 457 bp (a) v8i pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10> molekuli reaktsiooni kohta [M —
suurusmarker (Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1,15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7
SO (nakatamata proovid) 0 cfu/25 g; nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannus 1,6 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne
kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:1000].
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M 12 3 4 5 6 7 8 9 10111213 1415M

NK 1t ™ PK NK

-
Ceeewewewewwwwew <1500 bp

Praimeripaar PCR1/PCR2

Joonis 14. Serotuiibiga Salmonella Derby nakatatud ahjuvorstikesed astelpajuptireega bakteriaalse DNA eraldamise
kontroll 16S rRNA geeni PCR-anallilisil praimeripaariga PCR1/PCR2 — 1500 bp [M — suurusmarker (Thermo
Scientific; GeneRuler™ 1kb DNA Ladder); nr 1, 15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 SO (nakatamata proovid) 0
cfu/25 g; nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannnus 1,6 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium
lahjendus 1:1000].

2.3.3.4 PCR’i analiiiisitulemused Salmonella spp. tuvastamisel kanalihast

Kanaliha kategoorias analulsiti kokku 84 katseproovi, millest 18 olid negatiivsed ja 66
positiivsed. Maatriksite grillkana ja kanalihasiildi nakatamiseks kasutati Salmonella serotiilipe
Heidelberg ja/vdi Enteritidis (Lisa 4).

Salmonella spp. tuvastati koigist kunstlikult nakatatud proovidest. Kdigi nakatatud
katseproovide DNA amplifitseerimisel saadi usaldusvéédrsed Salmonella spetsiifilised PCR-
produktid. Negatiivsete proovide puhul olid k&igil IAC-produktid néha, mis tdestab, et tegemist
oli tOesete negatiivsete tulemustega (joonis 15). Salmonella spp. tuvastamispiiri maaramiseks
kanalihatoodetes kasutati toidumaatriksina grillkana ja serotliipi Salmonella Heidelberg
arvukusega 1,8 cfu/25 g. KOik tuvastamispiiri katseseeria proovid andsid PCR-analtisil
detekteeritava Salmonella spetsiifilise produkti. Kanaliha toodete puhul ei tiheldatud PCR’i
reaktsioonides inhibeerivaid mdjusid ja mdlema praimeripaariga tehtud analtusitulemused
néitasid vordvaarse intensiivsusega amplifitseeritavaid produkte. Seega, saavutati eelrikastusega
kdikides katseproovides PCR-meetodiga tuvastatav bakterite arvukus. Kanalihast Salmonella spp.

tuvastamise representatiivsed tulemused PCR-meetodiga on naidatud joonistel 15 ja 16.
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a) b)

M 1 2 3 4 56 7 8 91011 12 131415 M M 1 2345678 911112131415M
NK so ™ PK  NK NK Sf TlP RKENK
| |
- IAC
<= 400 Teowweww -
ﬁ el g {} e <=3 400 bp
IAC <=3 200 bp <33 200 bp

Praimeripaar 139/141 Praimeripaar ST11/ST15

Joonis 15. Serottitibi Salmonella Heidelberg tuvastamine grillkanast PCR-analtitisil praimeripaaridega 139/141- 284
bp (a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 - 457 bp (a) vi
pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10? molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1,15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 SO (nakatamata proovid) 0 cfu/25
g; nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannnus 1,8 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium
lahjendus 1:1000].

M1 23 45 67 89 101112131415 M

NK SlO TIP PK NK

--------Ub--w <=31500 bp

Praimeripaar PCR1/PCR2

Joonis 16. Serotlilibiga Salmonella Heidelberg nakatatud grillkana bakteriaalse DNA eraldamise kontroll 16S
rRNA geeni PCR-analliisil praimeripaariga PCR1/PCR2 — 1500 bp [M — suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder); nr 1, 15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 SO (nhakatamata proovid) 0 cfu/25 g;
nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannnus 1,8 cfu/25 g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus
1:1000].

2.3.3.5 PCR’i analiiiisitulemused Salmonella spp. tuvastamisel keskkonnaproovidest

Keskkonnaproovide kategoorias anallusiti kokku 84 katseproovi, millest 18 olid
negatiivsed ja 66 positiivsed. Abrasiivsete kasnade (3M Microbiology, USA) nakatamiseks
kasutati Salmonella serotiiiipe Enteritidis, Infantis ja Typhimurium (Lisa 4).

Soltumata nakatamiseks kasutatud Salmonella serotiiibist ja nakatamisannusest tuvastati
kdigi kunstlikult nakatatud proovide PCR-analiitsil spetsiifilised amplifitseeritud DNA produktid
ja nakatamata proovide puhul IAC-produktid (joonised 17 ja 18). Salmonella spp. tuvastamispiiri

méaéramiseks keskkonnaproovidest kasutati nakatamiseks serotulpi Salmonella Infantis
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arvukusega 1,5 cfu/ll g. Tuvastamispiiri lahedase arvukusega (1,5 cfu/ll g) nakatatud proovid
olid PCR-analtitsil kdik positiivsed (joonis 17). Kdigi keskkonnaproovide kategooria kdrgemate
nakatamisannustega katseproovide KAl ja KA2 puhul saadi sarnase intensiivsusega PCR-
produktid ning PCR-reaktsiooni inhibitsiooni ei tdheldatud (joonis 19). Keskkonnaproovidest
Salmonella spp. tuvastamise representatiivsed tulemused PCR-meetodiga on naidatud joonistel
17,18 ja 19.

a) b)
M 1 2 3 4 56 7 8 9 101112131415 M M 1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 1415 M
i s s - NK ™ MA PK NK
| I L |
< 400bp e —
e et L p—— - - - - <=3 400 bp
<3200 bp {} <=3 200 bp
Praimeripaar 139/141 Praimeripaar ST11/ST15 IAC

Joonis 17. Serotiitibi Salmonella Infantis tuvastamine abarasiivsestkdsnast PCR-analiitisil praimeripaaridega
139/141- 284 bp (a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 -
457 bp (a) vBi pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10? molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1,15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 SO
(nakatamata proovid) 0 cfu/11 g; nr 8-13 TP (tuvastamispiir): nakatamisannnus 1,5 cfu/11 g; nr 14 PK (positiivne
kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:1000].

M1 2 3 45 6 78 9 10111213 14 15 M

NK SIO M:* PK NK

b - <= 1500 bp

Praimeripaar PCR1/PCR2

Joonis 18. Serotiilibiga Salmonella Infantis nakatatud abrasiivse kasna bakteriaalse DNA eraldamise kontroll 16S
rRNA geeni PCR-analisil praimeripaariga PCR1/PCR2 - 1500 bp [M - suurusmarker (Thermo Scientific;
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder); nr 1, 15 NK (negatiivne kontroll): Brauni vesi; nr 2-7: SO (nakatamata proovid) 0
cfu/ll g; nr 8-13 MA (madal arvukus): nakatamisannus 14,4 cfu/ll g; nr 14 PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium lahjendus 1:1000].
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a) b)

M 1 2 3 45 6 7 8 910111213 1415 M
M 1 2 3 4 56 7 8 910111213 1415 M

NK KA1 KA2 PK NK NK KIAI K?Z PRNK
| |
- — o -
<=1400b - e e - <=3 400 by
L d L . g -
<=3200bp {} <= 200 bp
Praimeripaar 139/141 Priameripaar ST11/5T15 IAC

Joonis 19. Serotuibi Salmonella Enteritidis tuvastamine abarasiivsestkasnast PCR-analliisil praimeripaaridega
139/141- 284 bp (a) ja ST11/ST15 — 429 bp (b) ja vastavate IAC-plasmiididega pGEM-T-Easy-ST139/141-ins #1 -
457 bp (a) vBi pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp (b) 10?> molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); nr 1,15 NK (negatiivne kontroll): MQ; nr 2-7 KAL (kbrge
arvukus) nakatamisannnus 72 cfu/1l g; nr 8-13 KA2 (kbrge arvukus): nakatamisannnus 720 cfu/11 g; nr 14 PK
(positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:1000].

2.3.4 Referentmeetodi ja PCR-meetodi (alternatiivmeetodi) vordlev analtiiis Salmonella spp.

tuvastamiseks

Alternatiivmeetodi valideerimiseks ettendhtud standardi EVS-EN ISO 16140:2003 kohaselt testiti
Salmonella spp. tuvastamist nii referent- kui ka PCR-meetodiga, kasutades paralleelkatsetes:
1. samasugust maatriksit
2. samasugust keskkonda s.t rikastamine viiakse 1&bi samas rikastuspuljongis, mis vélistab
erinevast maatriksist ja so6tmest tuleneva erinevuse
3. nakatamiseks Salmonella spp. samasuguse arvukusega nakatamisannust kasteproovi kohta

4. Uhes katseseerias sama Salmonella spp. serotdipi

Samasugused katsetingimused v6imaldavad tagada katsete korduvust.

Vordleva analiilsi kdigus maarati:
e alternatiivmeetodi suhteline tapsus, suhteline spetsiifilisus ja suhteline tundlikkus
e suhteline tuvastamispiir alternatiiv- ja referentmeetodiga

e alternatiivmeetodi selektiivsus

2.3.4.1 Salmonella spp. tuvastamiseks kasutatava referentmeetodi ja PCR-meetodi
(alternatiivmeetodi) vordleva analtusi tulemused
Standardi EVS-EN ISO 6579:2003/Cor.1:2004 ,, Toidu ja loomasddtade mikrobioloogia

Horisontaalmeetod Salmonella spp. tuvastamiseks” kohaselt teostati kdikide toidu- ja
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keskkonnaproovide mikrobioloogilised anallisid. Eelrikastuspuljongist teostati valjakilvid
selektiivsodtmetele XLD ja BGA. Selektiivsodtmetel Salmonella spp. tulpiliste kolooniate
esinemisel viidi labi kinnitavad biokeemilised testid, mille alusel tdestati Salmonella spp.
esinemine vOi mitteesinemine proovis. PCR-analtlsil kasutati Salmonella spp. spetsiifilist
praimeripaari ST11/ST15, mis amplifitseerib spetsiifilise produkti Salmonella spp. genoomi
juhuslikust fragmendist suurusega 429 bp ja praimeripaari 139/141, mis amplifitseerib
spetsiifilise produkti Salmonella spp. invA geenist suurusega 284 bp.

Katseskeem, nakatamisannus, nakatamiseks kasutatud Salmonella spp. serotiubid,
katseproovide arv ja Salmonella spp. tuvastamise tulemused alternatiiv- ja referentmeetodil on
ara toodud Lisas 4. Nii referent- kui ka PCR-meetodiga anallisiti kokku 410 toidu- ja
keskkonnaproovi, millest 300 katseproovi olid kunstlikult nakatatud ja nakatamata proove oli
110. Kdik nakatamata proovid olid mdlema meetodiga analtlisides negatiivsed. Salmonella spp.
tuvastati 296 kunstlikult nakatatud proovist ja neli kunstlikult nakatatud proovi andsid negatiivse
tulemuse. Kunstlikult nakatatud proovide nii referentmeetodi kui ka alternatiivmeetodiga saadud
analttsitulemused osutusid kattuvateks.

Salmonella spp. tuvastamise tulemused toidu- ja keskkonnaproovidest kattusid referent- ja
alternatiivmeetodi puhul 100%. Mdlema meetodiga suudeti tuvastada nakatamata ja kunstlikult

nakatatud proovid vardvaarselt (Lisa 4, Lisa 7 ja Tabel 4).

Tabel 4. Referent- ja alternatiivmeetodiga saadud katsetulemuste kokkulangevus
selektiivrikastusest (EVS-EN ISO 16140:2003).

Referentmeetod positiivne (R+) Referentmeetod negatiivne (R-)
Alternatiivmeetod (A+) R+/A+ R-/A+=0

Positiivsete tulemuste Positiivne hélve (PD);

kokkulangevus (PA); PD=0

PA =296
Alternatiivmeetod (A-) R+/A-=0 R-/A-

Negatiivne hélve (ND); Negatiivsete tulemuste kokkulangevus

ND=0 (NA); NA =114

Suhtelise tapsuse (AC) - arvutamiseks kasutati vorrandit AC= 100% x (PA + NA)/N,

kus N on anallisitud katseproovide arv; PA positiivsete tulemuste kokkulangevus, NA
negatiivsete tulemuste kokkulangevus.

AC=100% x (296 + 114)/410 = 100%
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Suhtelise spetsiifilisuse (SP) - arvutamiseks kasutati vorrandit SP= 100% x NA/N-, kus
N- tahistab negatiivsete tulemuste kokkulangevuste ja positiivse halbe summat (NA+PD)
SP=100% x 114/114 =100%

Suhtelise tundlikkuse (SE) - arvutamiseks kasutati vorrandit SE= 100% x PA/N+, kus
N+ tahistab positiivsete tulemuste kokkulangevuse ja negatiivse halbe summat (PA+ND)
SE=100% x 296/296 = 100%

Meetodite vordleval analiiiisimisel ei tuvastatud erinevusi suhtelise tdpsuse, suhtelise
tundlikkuse ja spetsiifilisuse osas. M6lema meetodi tulemused olid kdigi analulsitud kategooriate
puhul kokkulangevad 100%. Meetodite suhtelise tapsuse, suhtelise tundlikkuse ja suhtelise

spetsiifilisuse tulemused on koondtabelina dra toodud Lisas 7.

2.3.4.2 Suhtelise tuvastamispiiri maaramine

Standardi kohaselt on suhteliseks tuvastamispiiriks kultiveeritavate mikroorganismide
véikseim arv, mida on katseproovist vdimalik alternatiiv- ja referentmeetodiga tuvastada 50 %
juhtudel. Suhtelise tuvastamispiiri maaramiseks on vajalik katseproove analiilisida vahemalt
kolme erineva arvukusega ja koiki kuues korduses. Standardis EN I1SO 16140:2003 Salmonella
spp. suhtelise tuvastamispiiri maaramiseks on ndutud katseproovide nakatamiseks vahemalt kolm
nakatamisastet: 0 cfu katseproovi kohta, teoreetilisele tuvastamispiirile ldhedane arvukus ja
tuvastamispiirist kdrgem arvukus katseproovi kohta. Alternatiivmeetodi ulatuseks valiti 4
toiduproovide kategooriat ja tiks keskkonnaproovide kategooria.

Salmonella spp. suhtelise tuvastamispiiri mééaramiseks kasutati jargmiseid maatrikseid ja
Salmonella serotiipe (Lisa 4):
e kakao- ja Sokolaaditoodete kategoorias piimasokolaadi Panda Maito ja serotlupi
Salmonella Typhimurium
e maitseainete kategoorias tSillipipart ja serotiilipi Salmonella Agona
e lihatoodete kategoorias Lastevorsti, Ahjuvorstikesi astelpajuplireega ja toorest
sealiha ning vastavalt serotliiipe Salmonella Newport, Derby, Enteritidis
e kanaliha kategoorias grillkana ja serottitipi Salmonella Heidelberg
o keskkonnaproovide kategoorias hugieeniproovide vOtmiseks kasutatavaid

abrasiivseid kdsnu ja serotlupi Salmonella Infantis
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PCR- ja referentmeetodiga saadi Salmonella spp. tuvastamise suhteliseks tuvastamispiiriks
toidukategooriate puhul kokkuvdtvalt 1,1-1,3 cfu 25¢g katseproovi kohta ja keskkonnaproovide
kategooria puhul 1,1 cfu ~11g katseproovi kohta. Suhtelised tuvastamispiiri statistilised naitajad

arvutati lcosagen AS tootaja Karl Mumm poolt.

Suhtelise tuvastamispiiri tulemused kategooriate jargi olid jargmised:
e kakao-ja Sokolaaditoodetel 1,1 [0,6 ; 2,0] cfu 259 katseproovi kohta,
e maitseainetel 1,3 [0,7 ; 2,7] cfu 25¢ katseproovi kohta,
e lihakategooria toodete 1,3 [1,3 ; 1,3] cfu 25¢g katseproovi kohta,
e kanaliha kategooria toodetel 1,3 [1,3 ; 1,3] cfu 259 katseproovi kohta,
e keskkonnaproovidel 1,1 [1,1; 1,1] cfu ~11g katseproovi kohta.

Suhtelise tuvastamispiiri méaramiseks valitud maatriksid ja vastavad Salmonella serottilibid on

ara toodud Lisas 4.

Kirjanduse andmetel on toidus Salmonella spp. eriti madalaks nakkusannuseks néidatud 1-3 cfu/g
(Vought ja Tatini, 1998). Katsetulemustest lahtuvalt on mdlema meetodiga vdimalik Salmonella
spp. tuvastada toidust ja keskkonnaproovidest sama madala arvukusega bakteriaalse saastuse

puhul.

2.3.4.3 PCR-meetodi selektiivsus ja spetsiifilisus

Alternatiivmeetodi kasutatavuse valideerimisel ndidati antud t66s kasutatava PCR-meetodi
suutlikkust tuvastada Salmonella spp. erinevaid serotiitipe (inclusivity) ja samuti naidati mitte-

sihtmark bakterite tuvastamatust (exclusivity).

PCR-meetodi selektiivsuse hindamiseks testiti 30 Salmonella spp. serotulpi (joonis 20),
mis kdik olid PCR-meetodiga tuvastatavad ja spetsiifilisuse hindamiseks 30 mitte-sihtméark
mikroobi (joonis 21), mis ei andnud antud PCR-reaktsiooni tingimustel PCR-produkti.
Praimeripaaridega ST11/ST15 ja 139/141 amplifitseeritud PCR-produktid olid katseproovis
tuvastatavad ainult Salmonella spp. esinemisel proovis, mis tdestab meetodi selektiivsust. 1AC-
produkti olemasolu kdigis mitte-sintméarkbakterite proovides kinnitab, et saadud tulemused ei
olnud valenegatiivsed. Seega on praimeripaaride ST11/ST15 ja 139/141 kasutamine tOestatult

Salmonella spp. spetsiifiline. Katse tulemused néitasid, et valideeritav PCR-meetod on
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usaldusvaarne, 100% inklusiivne ja 100% eksklusiivne, tagades selektiivsuse, mis v@imaldab
antud meetodiga spetsiifiliselt testida ainult perekonna Salmonella spp. eri serotliipe. PCR-
meetodi selektiivsuse analiiusi tulemused on koondtabelina &ra toodud Lisas 6.

a) b)

M1 2 34 56 7 8 910111213141516 M M17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28 29 30 3132 M

PK NK PK NK

= =  eewewesseweew -
eoeoeeoeeevewwwwww <=3400bp . e - <=400bp

<=3 200 bp -

Praimeripaar ST11/5T15 Praimeripaar ST11/ST15

c)

M 33 34 35 36 M

PK NK

| HEEeee

-
- <=2 400 bp
<=3 200 bp

Praimeripaar ST11/5T15

Joonis 20. Salmonella spp. tuvastamiseks PCR-meetodi selektiivsuse anallilis praimeritega ST11/15 — 429 bp ja
vastava IAC-plasmiidiga pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp 10> molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); Salmonella spp. mérklaudtiived: a) nr 1 - S. Singapore
1S026, nr 2 - S. Cerro 1S001, nr 3 - S. Panama 1S028, nr 4 - S. Derby 1S003, nr 5 - S. Senegal 1S029, nr 6 - S.
Enterica subsp. enterica VTL 7686, nr 7 - S. Dublin VTL 8006, nr 8 - S. Newport VTL 8210, nr 9 - S. Typhimurium
VTL 8211, nr 10 - S. Dublin VTL 8212, nr 11 - S. Derby VTL 8234, nr 12 - S. Heidelberg VTL 8300, nr 13 - S.
Stanleyville VTL 5333, nr 14 - S. Stanleyville VTL 5637, b) nr 17 - S. Derby VTL 6796, nr 18 - S. Typhimurium
VTL 6797, nr 19 - S. Infantis VTL 6840, nr 20 - S. Agona VTL 7132, nr 21 - S. Typhimurium VTL 7157, nr 22 - S.
Enteritidis VTL 7256, nr 23 - S. Hadar VTL 7260, nr 24 - S. Enterica subsp. enterica VTL 7298, nr 25 - S. Derby
VTL 7320, nr 26 - S. Typhimurium VVTL 7332, nr 27 - S. Enteritidis VTL 7401, nr 28 - S. Infantis VTL 7402 nr 29 -
S. Newport VTL 7430, nr 30 - S. Infantis VTL 7498, ¢) nr 33 - S. Chartres VTL 7538, nr 34 - S. Infantis VTL 7666;
nr 15, 31, 35 PK (positiivne kontroll): S. Typhimurium lahjendus 1:50; nr 16, 32, 36 NK (negatiivne kontroll): MQ].
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a) b)

M1 2 3 45 6 7 89 101112 13141516 M
M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 M

PK NK
PK  NK
- - :
o - —
<=3 400 bp
PR — - - <= a00bp
<oa0pbp - P
f ¢ BB 8 Be it
Praimeripaar ST11/15 IAC Praimeripaar ST11/5T15 1AC

c)

M 33 34 35 36 M

PK NK

LI

g b

Praimeripaar ST11/ST15

<331 400 bp
<3=3 200 bp

R 1]

Joonis 21. Salmonella spp. tuvastamiseks PCR-meetodi spetsiifilisuse anallilis praimeritega ST11/15 — 429 bp ja
vastava IAC-plasmiidiga pGEM-T-Easy-ST11/15-del #6 — 213 bp 10? molekuli reaktsiooni kohta [M — suurusmarker
(Thermo Scientific; GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder); Mitte-méarklaudtiived: a) nr 1 - S. marcescens, nr 2 - S,
proteomaculans, nr 3 — C. freundii AL, nr 4 — C. amalonaticus P2, nr 5 — E. carotovora 3111, nr 6 — P. atrospeticum
1043, nr 7 — K. oxytoca PAU, nr 8 — K. pneumoniae P3, nr 9 — E. cloaceae P4, nr 10 - E. cloacae P7, nr 11 - E.
aerogenes, nr 12 - E. coli EY, nr 13 - P. putida 2D61, nr 14 - P. mendocina PC1, b) nr 17 - P. stutzeri 2A50, nr 18 -
P. fluorescens putida Pf01, nr 19 — B. subtilis ATCC 1774, nr 20 - K. oxytoca ATCC 8724, nr 21 — K. pneumoniae
subsp. pneumoniae ATCC 13883, nr 22 P. aerunginosa ATCC 27853, nr 23 - P. aerunginosa ATCC 25619, nr 24
- Y. enterocolitica ATCC 23715, nr 25 - B. cereus ATCC 11778, nr 26 - E. coli ATCC 25922, nr 27 - E. coli Dh5aq,
nr 28 - B. pumilus ATCC 700814, nr 29 - P. fluorescens putida ATCC 13525, nr 30 - — C. freundii ATCC 43864, c)
nr 33 - E. cloaceae ATCC 13047, nr 34 - E. aerogenes ATCC 13048; nr 15, 31, 35 PK (positiivne kontroll): S.
Typhimurium lahjendus 1:50; nr 16, 32, 36 NK (negatiivne kontroll): MQ].
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2.4 Arutelu

Kdesoleva magistritod eesmargiks oli optimeerida ja valideerida referentmeetodi suhtes
alternatiivne PCR-meetod Salmonella spp. tuvastamiseks toidu- ja keskkonnaproovidest. PCR-
meetodi valideerimine hdlmas keskkonnaproovide kategooriat ja nelja erinevat toidukategooriat
(kakao- ja Sokolaaditoodete, maitseainete, kanalihatoodete ning lihatoodete kategooriaid).
Lahtuvalt uurimistod eesmarkidest oli PCR-metoodika valideerimiseks oluline jargida EN ISO
16140:2003 ja referentmeetodi EVS-EN 1SO 6579:2003/Cor.1:2004 standardites kehtestatud
ndudeid. Kuna PCR-meetod vBimaldab sihtméarkpatogeeni tuvastamist 24 tunni jooksul, on see
vOrreldes referentmeetodiga tunduvalt ajasdastlikum ning praegusel hetkel Uheks paremaks
alternatiiviks téémahukale mikrobioloogilisele referentmeetodile.

Kuigi PCR-meetod vdimaldab tépset ja Kiiret patogeeni tuvastamist anallisitavatest
proovidest, on selle meetodi puhul mitmeid optimeerimist vajavaid tegureid, mis vdivad oluliselt
mdojutada analtdsi tundlikkust, selektiivsust ja usaldusvaarsust. PCR-meetod on usaldusvéarne
vaid juhul, kui katseproov on d&igesti ettevalmistatud, eraldatud DNA on kvaliteetne ja
huvipakkuvat sihtmarkorganismist parinevat diagnostilist fragmenti on véimalik amplifitseerida.
Antud t60s optimeeriti alternatiivmeetodi (PCR-meetodi) erinevaid tingimusi ja parameetreid
tagamaks Salmonella spp. usaldusvaarset ja tapset tuvastamist toidu- ja keskkonnaproovidest.
Néiteks mdjutab PCR-i spetsiifilisust ja robustsust oluliselt MgCl, kontsentratsioon
reaktsioonisegus. Liiga kérge MgCl, kontsentratsioon vahendab PCR-produktide diskreetsust.
PCR reaktsioonisegus 3 mM I6ppkontsentratsiooniga MgCl, tekitas hajusamad PCR-produktid
(joonis 2), mida oli Kkirjeldatud ka Kkirjanduses (Zangenberg et al., 1999). MgCl,
I6ppkontsentratsiooni alandamisel Salmonella spp. tuvastamise PCR reaktsioonisegus 2 mM
saadi diskreetsed PCR-produktid (joonis 1).

Samuti on PCR diagnostikas vaga oluline valistada vale-negatiivsete tulemuste saamine ja
selle valtimiseks kasutatakse positiivseid kontrollproove kui ka sisemist amplifikatsiooni
kontrolli (IAC). Kuna IAC- ja sihtmarkjarjestus konkureerivad reaktsioonisegus praimerite
parast, siis piisava tundlikkuse saavutamiseks ei tohiks IAC hulk olla reaktsioonisegus Uleméara
suur. Seega on IAC-plasmiidi sisalduse optimeerimisel oluline saavutada tingimused, millega
testitava sihtmarkgeeni DNA Kkatseproovis ei jadks amplifitseerimata ning Salmonella spp.
tuvastamata (Malorny et al., 2003a). Kdesolevas to0s leiti, et optimaalseks IAC-plasmiidi

sisalduseks PCR reaktsioonisegus konkureeriva PCR tingimustes, mis voimaldab Salmonella spp.
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edukat tuvastamist ka madalate nakatamisannuste korral, on 10> IAC-plasmiidi molekuli
reaktsiooni kohta (joonised 3 ja 4).

Erinevates toidumaatriksites varieerub looduslik mikrofloora ja PCR-reaktsiooni
inhibeerivate ainete sisaldus kullaltki palju (Lantz et al., 2000; Rossen et al., 1992; Wilson,
1997). Lisaks ei vbimalda tava PCR-meetod eristada elusatest bakterirakkudest parinevat DNA-d
surnud rakkude omast. Elusate rakkude DNA amplifitseerimine on eriti oluline
toiduainetodstuses ning seal ndutavas rutiinses kontrollis, kuna potentsiaalset nakkusohtu
kujutavad endast ainult elujéulised rakud. Salmonella spp. puhul on védhetGenéoline, et surnud
rakkude kontsentratsioon on anallusitavas proovis nii korge, et see oleks ilma eelneva
rikastamiseta detekteeritav. Salmonella spp. leidub naturaalsetes toidu- ja keskkonnaproovides
enamasti madala arvukusega. Seetbttu vOib negatiivsete mdjurite korral kergesti tekkida ka
olukord, kus kinnitatakse valenegatiivne tulemus (Odumeru ja Ledn-Velarde, 2012).

PCR inhibitsiooni valtimiseks on valja arendatud erinevaid strateegiaid ja leitud mitmeid
keemilisi (Uhendeid, mis vdimaldavad edukalt vahendada PCR inhibiitorite moju, tosta
reaktsiooni spetsiifilisust ning stabiilsust (Al-Soud ja Radstrom, 2000; Pomp ja Medrano 1991).
Uheks vdimaluseks on toidu- ja keskkonnaproovide eelrikastamine enne DNA eraldamist, mis
vOimaldab bakterirakkudel taastuda erinevatest stressitingimustest ja tagada nende paljunemine
(Odumeru ja Ledn-Velarde, 2012; Oliveira et al., 2003). Lisaks lahjeneb seeldbi surnud rakkude
kontsentratsioon ning vaheneb inhibiitorite negatilvne md&ju. Samuti véheneb eelrikastuse
kasutamisega ka mittesihtmark rakkude arv ~10 korda.

Ké&esoleva alternatiivmeetodi puhul on proovide eelrikastamine kdige aeganéudvam etapp,
mille optimeerimine omab olulist rolli metoodika Uldise ajakulu véhendamisel. T60s kasutatav
eelrikastuse kestus 1842 h 37 °C on piisav, et turgutada marklaudbaktereid ning tagada ka madala
nakatamisannuse puhul patogeeni paljunemine arvukuseni, mis on PCR-meetodiga
usaldusvadrselt detekteeritav. Kirjanduses on kirjeldatud erinevaid edukaid Salmonella spp.
tuvastamisststeeme, kus eelrikastuse aega on véhendatud 12 ja isegi 4-6 tunnile (Ferretti et al.,
2001; Gouws et al., 1998; Guo et al., 2000; Jitrapakdee et al., 1995; Kwang et al., 1996;
Pathmanathan et al., 2003). Eelrikastuse aja vahendamisel tuleb silmas pidada seda, et enamasti
on PCR-meetodiga usaldusvadrse Salmonella spp. tuvastamistulemuse saamiseks vajalik
bakterirakkude arvukus suurusjargus 10?-10° cfu/ml (Jasson et al., 2010). Kaesolevas

magistritoos optimeeritud PCR-meetodi tundlikkus jai vahemikku 10%-10° positiivse
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kontrollplasmiidi molekuli reaktsiooni kohta (joonised 1, 2, 3, 4, 7 ja 8) ja seda ka juhul kui PCR-
proovile oli juurde lisatud sisemist amplifikatsiooni kontrolli molekulide arvuga 10 (joonised 3
ja 4). Antud PCR-meetodiga suudeti tuvastada Salmonella spp. kunstlikult nakatatud proovist
juhul, kui nakatamiseks kasutati 1,2 cfu 25g analulsitud katseproovi kohta ehk kdigest 0,048
cfu/g (joonis 9). Arvestades, et antud metoodika puhul oli juurde lisatud IAC-d ja Salmonella
spp. suudeti tuvastada erinevatest analliisitud toidumaatriksitest vordvaarselt, voib seda
tundlikkust pidada kullaltki kdrgeks. L&htuvalt PCR tundlikkusest ja sellest, et eelrikastusega
tagatakse patogeeni paljunemine ning PCR-i inhibeerida vOivate ainete hulga lahjenemine, vBime
eeldada, et eelrikastusest eraldatud DNA péarineb elusatest rakkudest ja tuvastamistulemus on
usaldusvaarne.

PCR-meetodi efektiivsus ja tundlikkus Salmonella bakterite tuvastamisel séltub lisaks
eelrikastusele ja proovide ettevalmistamisele veel mitmetest PCR-tingimustest nagu naiteks
reagentide ja reaktsioonisegude valikust, praimeritest ning eraldatud DNA kvaliteedist. Malorny
et al., (2003a) testisid Salmonella spp. tuvastamiseks nelja varem avaldatud praimeripaari. Koige
selektiivsemad ja spetsiifilisemad tulemused saadi praimeripaariga 139/141, mille
sihtmarkgeeniks on spetsiifiline invasiooni-seoseline geen invA, mis kodeerib Salmonella spp.
patogeensusega seotud T3SS valke. Ka antud magistritdos valiti Uheks praimeripaariks 139/141,
mis néitas vaga head 100% inklusiivsust ja eksklusiivsust. Kéesolevas t60s kasutati teise
praimeripaarina ST11/ST15, mille amplifitseeritavaks jarjestuseks on Salmonella spetsiifiline
genoomne juhuslik fragment (Aabo et al., 1993). Mdlemat praimeripaari oli varasemalt
valideeritud Euroopa Food-PCR projekti raames (Malorny et al., 2003a). Ké&esolevas magistritoos
nende praimeripaaridega saadud tulemused andsid nii omavahelisel vordlusel kui ka
referentmeetodiga vordlemisel ekvivalentsed tulemused. Kahe erineva praimeripaari kasutamine
suurendab PCR tulemuste usaldusvaarsust ja tagab suurema téendosusega dige analiiisitulemuse
erinevate Salmonella serotiitpide puhul.

Antud to6s analtisiti paralleelselt referent- ja alternatiivmeetodiga kokku 410 proovi,
millest 300 olid kunstlikult nakatatud. Nakatamata proove oli 110 ja negatiivseid katseproove
kokku 114. Neljast kunstlikult nakatatud proovist Salmonella spp. ei leitud. Nende proovide
nakatamisannustena kasutati Salmonella tuvastamispiiri lahedasi arvukusi (kakao- ja
Sokolaaditoodete kategooria puhul 1,2 cfu/25 g ning maitseainete kategooria puhul 1,3 cfu/25 g).

Kdigi negatiivsete PCR’i analtlsitulemuste puhul olid amplifitseeritud IAC-produktid, mis
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andsid usaldusvaarne kinnituse, et tegu on tdeliste negatiivsete tulemustega. Saadud tulemus
lubab eeldada, et valenegatiivsete tulemuste saamise tden&osus antud meetodiga on véga madal.
Uuringus labiviidud alternatiiv- ja referentmeetodil saadud tulemuste vordlemine néitas 100%
kattuvust. Selline tulemus oli tuvastamispiiri lahedastest nakatamisannustest (antud t66 kontekstis
1-2 cfu/25 g) kdrgemate arvukuste puhul ootuspérane, kuna eelnevalt kirjeldatud uuringutes on
néidatud, et proovide nakatamisel 5 ja rohkema rakuga, tagab eelrikastus piisava Salmonella
bakterite arvukuse, mis voimaldab saada usaldusvéérse tuvastamistulemuse PCR-meetodiga (Al-
Harthi et al., 2012; Ferretti et al., 2001; Gouws et al., 1998; Guo et al., 2000; Jitrapakdee et al.,
1995; Kwang et al., 1996; Malorny et al., 2003b; Oliveira et al., 2003; Sanchez-Jiménez ja
Cardona-Castro, 2004; Pathmanathan et al., 2003). K&esolevas t66s Salmonella spp.
tuvastamispiiride  madramisel  erinevatest toidu- ja  keskkonnaproovidest kasutati
nakatamisannusena koigest 1-2 cfu analtlsitava proovi kohta, millega saadi PCR-meetodil
referentmeetodiga vorreldes 100% ekvivalentsed tulemused.

Katsetega ndidati, et antud t60s arendatud alternatiivmeetod on Salmonella spp.
tuvastamiseks toidu- ja keskkonnaproovidest efektiivne ja sama usaldusvadrne kui
referentmeetod. Toetudes magistritd6 tulemustele voib vdita, et antud PCR-meetod on
usaldusvaarne ja kasutatav Salmonella spp. kiiremaks tuvastamiseks ajakuluka mikrobioloogilise

meetodiga vordvaarselt.
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KOKKUVOTE

Salmonella bakterid on maailmas thed ohtlikumad ning sagedasemad toiduga levivad
patogeenid. Eriti ohtlikuks muudab neid v8ime kohaneda ekstreemsete tingimustega, mistdttu on
nad killaltki vastupidavad erinevatele fldsikalistele ja keemilistele mdjuritele, sealhulgas ka
toidutootlusele (D’Aoust et al., 2001). Seepdrast peetakse Salmonella spp. toiduohutuse
tagamisel jatkuvalt Gheks peamiseks patogeeniks. Hinnanguliselt on maailmas dle 1,3 miljardi
salmonelloosi juhtumi aastas (Bhunia, 2008), millest rohkem kui 95% on toidutekkelised (Mead
et al.,, 1999). Kuna mikrobioloogilise standardmeetodiga ldheb Salmonella spp. positiivse
tulemuse kinnitamiseks toidust ja keskkonnaproovidest kuni kuus pé&eva (Ferretti et al., 2001,
Malorny et al., 2003a), esineb tungiv vajadus alternatiivsete meetodite véljatd6tamiseks, mis
aitaksid kiiremini patogeeni tuvastada, teha kindlaks haiguskolded ning tagada efektiivsemalt
uldist toiduohtust.

Kéesoleva magistritdd kaigus optimeeriti ja valideeriti PCR-metood Salmonella spp.
tuvastamiseks toidu- ja keskkonnaproovide eelrikastusest eraldatud DNA-dest. See meetod
vbimaldab Salmonella spp. usaldusvéérset ja Kiiret tuvastamistulemust 24 tunni jooksul. Antud
to0 hdlmas nii PCR’1 optimeerimist kui ka antud meetodi valideerimist vastavalt rahvusvahelise
standardi  EN ISO  16140:2003 normatiividele  referentmeetodi EVS-EN ISO
6579:2003/Cor.1:2004 suhtes. Alternatiivmeetodit valideeriti kakao- ja Sokolaaditoodete,
maitseainete, kanalihatoodete, lihatoodete ning keskkonnaproovide kategooriate ulatuses.

Uurimistoos analudsiti kokku nii alternatiiv- kui standardmeetodiga 410 katseproovi,
millest 110 olid nakatamata proovid ja 300 kunstlikult nakatatud proovid. Proovide kunstlikuks
nakatamiseks kasutati 7 erinevat Salmonella spp. serotlupi: S. Agona, S. Derby, S .Heidelberg,
S.Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport, S. Infantis. Analliisitud 410-st katseproovist olid 296
positiivsed ja 114 negatiivsed. Kdik t60 kaigus analutsitud 30 Salmonella spp. serotulpi olid
PCR-meetodiga tuvastatavad ja 30 mitte-sihtmarkbakterit, kas samast sugukonnast voi toidus
esineda vOivatest bakteritest, ei olnud meetodis kasutatavatel PCR-reaktsiooni tingimustel
tuvastatavad. Sellega ndidati, et antud PCR-meetod on 100% selektiivne. Kdik PCR-meetodiga
saadud tulemused olid ekvivalentsed referentmeetodi tulemustega. Labiviidud referent- ja
alternatiivmeetodi vordleva analtitisiga, millega hinnati PCR-metoodika kasutatavust, leiti, et

arendatud alternatiivse meetodi suhteline spetsiifilisus, suhteline tapsus ja suhteline tundlikkus on
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100%. PCR-meetodil Salmonella spp. suhteline tuvastamispiir keskkonnaproovides oli 1,1 cfu ja
toiduproovides 1,1-1,3 cfu analtiusitud proovi kohta.

Kdaesolevas magistritod tulemustest lahtuvalt voib vdita, et valideeritud alternatiivmeetod
on robustne ja usaldusvédrne. Antud metoodika peamine vaartus seisneb maéarkimisvaarses
ajavdidus, vdimaldades tapset ja vBrreldes mikrobioloogilise meetodiga, kuni 5 péeva kiiremat
Salmonella spp. tuvastamist toidu- ja keskkonnaproovidest. Lisaks tunnistati antud PCR-meetod
29. aprillil 2014 akrediteerituks EAK (Eesti Akrediteerimiskeskus) poolt, millega kinnitati
metoodika vastavus valideerimise nduetele. Seega omab antud magistritéd praktilist véaartust,

mille tulemused on rakendatavad (ja on juba rakendatud) mikrobioloogia labori rutiinses t60s.
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Validation of PCR-method for detection of Salmonella spp. in food and environmental
samples

Markus Pappa
SUMMARY

Salmonella bacteria are one of the leading and most commonly occurring foodborne
pathogens worldwide. Salmonella readily adapts to extreme conditions, which makes it highly
resistant to various physical and chemical agents, including stress factors utilized in food
processing (D’ Aoustet al., 2001). Therefore, Salmonella spp.is considered as the main threat for
food safety. There are more than 1,3 billion annual cases of salmonellosis worldwide (Bhunia,
2008) and it is estimated that of all Salmonella infections, the rate of foodborne transmission is
greater than 95% (Mead et al.,1999). Traditional methods used to obtain the confirmed result
from food or environmental samples are time-consuming, requiring up to 6 days (Ferretti et al.,
2001; Malorny et al., 2003a). Thus, there is a need for rapid alternative methods to determine the
outbreak sources, to provide rapid pathogen detection and to ensure the effectiveness of the
overall food safety.

The purpose of this thesis was the optimization and validation of a rapid 24 h PCR-method
for detecting Salmonella spp. from the extracted DNA of pre-enriched food and environmental
samples, according to international standard EN 1SO 16140:2003 and its comparison to the
reference method EVS-EN ISO 6579:2003/Cor.1:2004. The scope of the validation involved 4
food categories (including cocoa and chocolate products; herbs; poultry products; meat products)
and a category of environmental samples.

Altogether 410 samples were analyzed by both, reference and PCR-method, of which 300
were artificially contaminated and 110 were natural, uncontaminated samples. 7 Salmonella spp.
serotypes (S. Agona, S. Derby, S .Heidelberg, S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Newport, S.
Infantis), relevant to chosen categories, were used for inoculation procedures. All 30 Salmonella
spp. strains tested were detected and all 30 non-Salmonella strains were undetectable by the PCR,
indicating that the developed PCR-method is 100% selective and specific. The results obtained
with the alternative method were found equivalent to the reference method. Comparative study of
two methods showed that statistical parameters, including relative specificity, relative sensitivity,

and relative accuracy had 100% concordant values. The relative detection limit for food
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categories in general was obtained as 1,1-1,3 cfu per 25 g of analyzed sample and for
environmental category respectively 1,1 cfu per analyzed sample.

Based on the results of the current thesis, it is shown that the developed alternative PCR-
method is rapid, reliable and enables detection of Salmonella spp. in food and environmental
samples. Consequently, the current method has been accredited by Estonian Accreditation Centre
for detection of Salmonella spp. in food and environmental samples and is applicable for routine

use in microbiology laboratory.
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LISA

Lisa 1. PCR-meetodi optimeerimise protsessis testitud kommertsiaalsed PCR valmissegud
. Fermentas* PCR Master Mix 2 mM MgCl,
. Smart-Taq Hot Red 2X PCR Mix 2 mM MgqCl,
. 5x Solis Hot FIREPol Blend PCR Master Mixi 2,5 mM MgCl,

. 5xSolis FIREPol 5x Master Mix 2,5 mM MgCl,

Lisa 2. PCR valmissegu 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready to Load (-) with BSA and
10 mM (vdi 7,5 mM; 12,5 mM) MgCl, reaktsioonisegu koostis

e HOT FIREPoI® DNA poliimeraas
e Proofreading ensiiim
e 5x Blend Master Mix puhver

e vastavalt 7,5 mM, 10 mM MgCl,

Lisa 3. Praimerite ST11, ST15, 139 ja 141 iseloomustus

Primer: ST11
Primer Information - - - -------------------

Sequence: 5' AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA 3'
Length: 25

Meets criteria:  No

Composition: A:8 C:7 G:5T:5

Molar absorbance: 31.5 ug/ml =1 OD260

Linked molecule: No molecule association

Primer Evaluation and Criteria Settings - - - - - - ---- - -

This  Meets
Criteria= PCR Primer Primer Criteria
% GC Range 50-60 48 No
TmC Range 55-80 70 Yes
3'Dimers < 3 matches 3'end 3 No

Dimers-Any <7 adj homol bases 5 Yes
Stability >=1.2 kcals 5'vs3' -1.1 No
GCclamp >=1GorCat3'end O No

Runs < 4 base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats 2 Yes
Hairpins ~ Annealing 55 C none Yes

Worst-case False Priming C n/a



ST15

Primer: ST15

Primer Information - ---------------------

Sequence: 5' GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG 3
Length: 24

Meets criteria:  No

Composition: A:6 C:5G:8T:5

Molar absorbance: 31.2 ug/ml =1 OD260

Linked molecule:  No molecule association

Primer Evaluation and Criteria Settings - - - - - - - --- - -

This  Meets
Criteria= PCR Primer Primer Criteria
% GC Range 50-60 54 Yes
TmC Range 55-80 66 Yes
3'Dimers < 3 matches 3'end 3 No

Dimers-Any <7 adj homol bases 4 Yes
Stability >=1.2 kcals 5'vs3' 3.2 Yes
GCclamp >=1GorCat3'end 1 Yes
Runs < 4 base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins ~ Annealing 55 C none Yes
Worst-case False Priming C n/a

GCclamp >=1GorCat3'end 1 Yes

Runs < 4 base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins ~ Annealing 55 C none Yes
Worst-case False Priming C n/a

139

Primer: 139

Description:  InvA
Primer Information - ---------------------

Sequence: 5' GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3’



Length: 26

Meets criteria:  No

Composition: A7 C:6 G:7T:6
Molar absorbance: 31.4 ug/ml =1 OD260
Linked molecule: No molecule association

Primer Evaluation and Criteria Settings - - - - - - ---- - -

This  Meets
Criteria= PCR Primer Primer Criteria
% GC Range 50-60 50 Yes
TmC Range 55-80 70 Yes
3'Dimers < 3 matches 3'end 2 Yes

Dimers-Any <7 adj homol bases 4 Yes
Stability >=1.2 kcals 5'vs3' 1.1 No
GCclamp >=1GorCat3'end O No

Runs < 4 base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins ~ Annealing 55 C none Yes
Worst-case False Priming C n/a

141

Primer: 141

Description:  InvA
Primer Information - - - - - ----------------

Sequence: 5' TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 3
Length: 22

Meets criteria: ~ Yes

Composition: A:7C:8G:4T:3

Molar absorbance: 31.5 ug/ml =1 OD260

Linked molecule: No molecule association

Primer Evaluation and Criteria Settings - - - -------- -

This  Meets
Criteria= PCR Primer Primer Criteria
% GC Range 50-60 54 Yes
TmC Range 55-80 67 Yes
3'Dimers <3 matches 3'end 2 Yes
Dimers-Any <7 adj homol bases 2 Yes

Stability >=1.2kcals5'vs3' 1.6 Yes
GCclamp >=1GorCat3'end 2 Yes

Runs <4 base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins  Annealing 55 C none Yes
Worst-case False Priming C n/a
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Lisa 4. Anallusitava maatriksi inokuleerimisskeem, katseproovide arv ja analliusi tulemus

Proovi tahis ja korduste arv Nakatamisannus TULEMUS
cfu/25 g REF PCR
maatriksi kohta

Nakatatud maatrits + Salmonella spp. serotiitip; katse alustamise kuupaev

Kakao- ja Sokolaaditoodete kategooria
12-0780; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0794; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0841; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0864; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0904; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0917; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0954; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-0999; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL
12-1015; korduseid 2 nat; nak 2EL 2EL

Piimasokolaad Panda Maito + Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WDMC 00031; 12.12.2012

KA (S100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 7 130 7L 7L
MA (S10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 7 13 7L 7L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL

PiimaSokolaad Panda Maito + Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WDMC 00031, 24.02.2013

TP S4 (S2-4 cfu 25 g kohta); korduseid 6

4

6L 6L

TP S1 (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6

1,2

2EL,; 4L 2EL; 4L

PiimaSokolaad Panda Maito + Salmonella Enteritidis ATCC 13076 WDMC 00030; 12.12.201212 ja

12.02.2012

KA (S100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 2 100 2L 2L
Negatiivne kontroll; korduseid 2 0 2EL 2EL
MA (S20-100) cfu 25 g kohta); korduseid 2 30 2L 2L
Tume $okolaad + Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WDMC 00031; 09.12.2012

KA (S100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 7 130 7L 7L
MA (S10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 7 13 7L 7L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL

Pralineekompvekid + Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WDMC 00031; 12.12.2012

KA (S100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 7 130 7L 7L

MA (S10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 7 13 7L 7L

S0; korduseid 6 0 6EL 6EL

Maitseainete kategooria

Proovi téhis ja korduste arv Nakatamisannus TULEMUS
cfu/25 g REF PCR
maatriksi kohta

TSillipipar + Salmonella Agona (VS003); 21.05.2013

KA (S10-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 65 6L 6L

MA (S2-10 cfu 25 g kohta); korduseid 6 6,5 6L 6L

TP (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6 1,3 2EL; 4L 2EL; 4L

S0; korduseid 6 0 6EL 6EL

Tsillipipar + Salmonella Derby (1S082); 10.04.2014

TP S6 (S2-6 cfu 25 g kohta); korduseid 6 5 6L | 6L

Tsillipipar Light + Salmonella Derby (VS005); 08.12.2013

KA2 (S100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 6 240 6L 6L

KAL (S20-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 60 6L 6L

MA (S10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 6 12 6L 6L

SO0; korduseid 6 0 6EL 6EL
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Sibulapulber + Salmonella Derby (1S082) 10.04.2014

KA (510-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 50 6L 6L
MA (S2-10 cfu 25 g kohta); korduseid 6 5 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Lihatoodete kategooria
Proovi tahis ja korduste arv Nakatamisannus TULEMUS
cfu/25 g REF PCR
maatriksi kohta
Toores sealiha + Salmonella Enteritidis ATCC 13076 WDMC 00030; 21.05.2013
KA (S10-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 80 6L 6L
MA (S2-10 cfu 25 g kohta); korduseid 6 8 6L 6L
TP (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6 1,8 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Ahjuvorstikesed astelpajupireega + Salmonella Derby (VS008); 21.10.2013
KA (S10-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 76 6L 6L
MA (S2-10 cfu 25 g kohta); korduseid 6 7,6 6L 6L
TP (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6 1,6 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Lastevorst + Salmonella Newport (VS013); 21.10.2013
KA (510-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 61 6L 6L
MA (S2-10 cfu 25 g kohta); korduseid 6 6 6L 6L
TP (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6 1,2 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Kanaliha kategooria
Proovi tahis ja korduste arv Nakatamisannus TULEMUS
cfu/25 g REF PCR
maatriksi kohta
Grillkana + Salmonella Enteritidis ATCC 13076 WDMC 00030;17.03.2014
KA2 (5100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 6 700 6L 6L
KA1 (520-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 35 6L 6L
MA (810-20 cfu 25 g kohta); korduseid 6 14 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Grillkana + Salmonella Heidelberg (VS019); 10.04.2014
MA (S2-6 cfu 25 g kohta); korduseid 6 4,5 6L 6L
TP (S1-2 cfu 25 g kohta); korduseid 6 1,8 6L 6L
Grillkana + Salmonella Heidelberg (VS019); 17.03.2013
KA2 (5100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 6 750 6L 6L
KA1 (§20-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 75 6L 6L
MA (S10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 6 15 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Kanalihasult + Salmonella Enteritidis ATCC 13076 WDMC 00030; 17.03.2014
KA2 (5100-1000 cfu 25 g kohta); korduseid 6 700 6L 6L
KA1 (§20-100 cfu 25 g kohta); korduseid 6 35 6L 6L
MA (§10-20 cfu 25 g kohta); korduseid 6 14 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Proovi tahis ja korduste arv Nakatamisannus TULEMUS
cfu/llg REF PCR
maatriksi kohta
Keskkonnaproovid + Salmonella Enteritidis ATCC 13076 WDMC 00030; 23.03.2013
KA2 (5100-1000 cfu/ml); korduseid 6 720 6L 6L
KA1 (520-100 cfu/ml); korduseid 6 72 6L 6L
MA (810-20 cfu/ml); korduseid 6 14,4 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL

Keskkonnaproovid + Salmonella Infantis (VS007); 23.03.2013
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KA2 (5100-1000 cfu/ml); korduseid 6 940 6L 6L
KA1 (520-100 cfu/ml); korduseid 6 47 6L 6L
MA (810-20 cfu/ml); korduseid 6 18,8 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Keskkonnaproovid + Salmonella Typhimurium ATCC 14028 WDMC 00031;31.03.2013

KA2 (5100-1000 cfu/ml); korduseid 6 560 6L 6L
KA1 (520-100 cfu/ml); korduseid 6 56 6L 6L
MA (810-20 cfu/ml); korduseid 6 14 6L 6L
S0; korduseid 6 0 6EL 6EL
Keskkonnaproovid + Salmonella Infantis VS007; 10.04.2014

MA (S2-6 cfu/ml); korduseid 6 4,5 6L 6L
TP(S1-2 cfu/ml); korduseid 6 15 6L 6L

EL - ei leitud; KA - kdrge arvukus; L - leitud; MA - madal arvukus; nak - nakatamata; nat-
naturaalne; SO - nakatamata proov; TP - tuvastamispiir
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Lisa 5. T60s kasutatud varem kujundatud PCR programmid

d10H 2,07 snmnyel 1n004d 4Od | QT0OH 2.0T | ATOH 0.0T | A10OH 2,01 sninyel 1n004d YOd
Ul G 0.2/ seaunsfa el YNQ | Ulw QT D02/ | UIW 0T D02/ | UIW G Do2/ seaunsiasel vNGg
%3S 0€ Do2L —BE

198 0€ D02l —Z | () 9]awWise Jjeneisen

43S 0€ D02/ —BT S9RUNS WNQ | UIW T D2, | UIWE Dogl | 43S OF Dodl sea1uUNs YNA
%8S 0€ D.G9 —B€ |  (B) BJaWIse [enesen
%3S 0€ D89 B¢ aulwNpuoas

%3S 0€ D.0L —T ajJaWIRId | UIW T D.EG | UIWT D.EG | UIW OE .59 | dUIWNPUOsS ajJawield

%3S 0€ D96 —B€

%8S 0E 0,96 —8Z |  (B) 3|8Wise 1[enesen

%8S 0F D,96 —BT | UOOISIRANIRUSD WNQ | UIW T D.G6 | UIW T D.56 | %8S O D.G6 uoolsyeaneusp ¥YNQA
UPINS) 2 —®¢ « (B) ajawnse

UPINS1 G —eg 1JARISEA AdE 311PNS) AJde PINS]

UPINS) G —eT Ide1s ¢ easubaer 8¢ 113 T Ide1s ¢ easubier

UIWGT 0,56 Ul GT D,56

/ sninwinNny| |83 Va / Vs (34e358-10Y) snnwnny a3

D066 D066 SNINWNNY aueey

Vs sninwiNny| aueey Vs Vs Vs 113y Ns1ow sl ¥Od

(wwreaboad auljawise) (euen)
LJansewes” | wiu lwwedfold 4Od | WNMISIT | VNI S9T L[es* Iwiu Jwweaboad YOd
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Lisa 6. Referent- ja alternatiivmeetodi anallisi tulemused selektiivsuse ja spetsiifilisuse
méaéramiseks; Salmonella marklaud ja mitte-méarklaud tived

Analuiusitav bakter ja péaritolu TULEMUSED
Referentmeetod Alternatiivmeetod
Eeldatav Tegelik Eeldatav Tegelik
Marklaudtived tulemus tulemus tulemus tulemus
(Salmonella spp. serottiiibid)
1. Salmonella Singapore Pos Pos Pos Pos
(15026, kookoshelbed)
2. Salmonella Cerro (Fepas, 1S001, | Pos Pos Pos Pos
salat)
3. Salmonella  Panama  (LGC | Pos Pos Pos Pos
Standards, 1S028, Sokolaad)
4. Salmonella Derby (1S003, toorvorst | Pos Pos Pos Pos
lambasooles)
5. Salmonella  Senegal (LGC | Pos Pos Pos Pos
Standards, 1S029, Sokolaad
6. Salmonella Enterica subsp enterica | Pos Pos Pos Pos
(VTL 7686 grillvorst)
7. Salmonella Dublin (VTL 8006, | Pos Pos Pos Pos
veisemaks)
8. Salmonella Newport (VTL 8210, | Pos Pos Pos Pos
sealiha)
9. Salmonella Typhimurium (VTL | Pos Pos Pos Pos
8211, hamburgeri Kotlet)
10. Salmonella Dublin (VTL 8212, | Pos Pos Pos Pos
veiseliha)
11. Salmonella Derby (VTL 8234, | Pos Pos Pos Pos
grillliha)
12. Salmonella Heidelberg (VTL | Pos Pos Pos Pos
8300, kalkuniliha)
13. Salmonella Stanleyville (VTL | Pos Pos Pos Pos
5333, pulbrilised tooted)
14. Salmonella Stanleyville (VTL | Pos Pos Pos Pos
5637, pulbrilised tooted)
15. Salmonella Derby (VTL 6796, | Pos Pos Pos Pos
sealiha)
16. Salmonella Typhimurium (VTL | Pos Pos Pos Pos
6797, kotletiliha)
17. Salmonella Infantis (VTL 6840, | Pos Pos Pos Pos
jahutatud sealiha)
18. Salmonella Agona (VTL 7132, | Pos Pos Pos Pos
maitseained)
19. Salmonella Typhimurium (VTL | Pos Pos Pos Pos
7157, linnuliha)
20. Salmonella Enteritidis (VTL 7256, | Pos Pos Pos Pos
linnuliha)
21. Salmonella Hadar (VTL 7260, | Pos Pos Pos Pos
kalkuniliha)
22. Salmonella  Enterica subsp | Pos Pos Pos Pos
Enterica (VTL 7298, uhteproov)
23. Salmonella Derby (VTL 7320, | Pos Pos Pos Pos
Saslokk)
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24. Salmonella Typhimurium (VTL | Pos Pos Pos Pos
7332, grillliha)

25. Salmonella Enteritidis (VTL 7401, | Pos Pos Pos Pos
kana fileeldigud)

26. Salmonella Infantis (VTL 7402, | Pos Pos Pos Pos
broileriliha)

27. Salmonella Newport (VTL 7430, | Pos Pos Pos Pos
sealiha)

28. Salmonella Infantis (VTL 7498, | Pos Pos Pos Pos
uhteproov)

29. Salmonella Chartres (VTL 7538, | Pos Pos Pos Pos
hakkliha)

30. Salmonella Infantis (VTL 7666, | Pos Pos Pos Pos
seahakkliha)

Mitte-marklaudtived

1. Serratia marcescens (CELMS) Neg Neg Neg Neg
2. Serratia proteomaculans ABVal | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

3. Citrobacter freundii AL (CELMS) Neg Neg Neg Neg
4. Citrobacter amalonaticus P2 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

5. Erwinia carotovora 3111 (CELMS) | Neg Neg Neg Neg
6. Pectobacterium atrosepticum 1043 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

7. Klebsiella oxytoca PAU (CELMS) Neg Neg Neg Neg
8.  Klebsiella  pneumoniae  P3 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

9. Enterobacter cloaceae P4 (CELMS) | Neg Neg Neg Neg
10.  Enterobacter  cloacae  P7 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

11. Enterobacter aerogenes (CELMS) | Neg Neg Neg Neg
12. Escherichia coli EY (CELMS) Neg Neg Neg Neg
13. Pseudomonas putida 2D61 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

14. Pseudomonas mendocina PC1 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

15. Pseudomonas stutzeri 2A50 | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

16. Pseudomonas fluorescens PfOl | Neg Neg Neg Neg
(CELMS)

17. Bacillus subtilis ATCC 1774 Neg Neg Neg Neg
18. Klebsiella oxytoca ATCC 8724 Neg Neg Neg Neg
19. Klebsiella pneumoniae subsp | Neg Neg Neg Neg
pneumoniae ATCC13883

20. Pseudomonas aeruginosa ATCC | Neg Neg Neg Neg
27853

21. Pseudomonas aeruginosa ATCC | Neg Neg Neg Neg
25619

22. Yersinia entrocolitica ATCC | Neg Neg Neg Neg
23715

23. Bacillus cereus ATCC 11778 Neg Neg Neg Neg
24, Escherichia coli ATCC 25922 Neg Neg Neg Neg
25. Escherichia coli Dh5a Neg Neg Neg Neg
26. Bacillus pumilus ATCC 700814 Neg Neg Neg Neg
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27. Pseudomonas fluorescens ATCC | Neg Neg Neg Neg
13525
28. Citrobacter freundii ATCC 43864 | Neg Neg Neg Neg
29. Enterobacter cloaceae ATCC | Neg Neg Neg Neg
13047
30. Enterobacter aerogenes ATCC | Neg Neg Neg Neg
13048

Pos - positiivne analtdsi tulemus; Neg - negatiivne analliusi tulemus

Lisa 7. Meetodite suhtelise tdpsuse, suhtelise tundlikkuse ja suhtelise spetsiifilisuse tulemused
(2012 — 2014 aasta analtliside pdhja)

Kakao- ja PA NA ND PD z AC (%) N+ SE (% N- SP (%
Sokolaaditooted
Maatriks PA+ | (PA+NA) PA + 100% x PA NA 100% x NA
NA | N/100% ND N+ + N-
PD
PiimasSokolaad 30 18 0 0 48 48 x 100% 30 100% x 18 18 100% x 18
48 18 18
Tume Sokolaad 14 16 0 0 30 20 x 100% 14 100% x 14 16 100% x 16
20 14 16
Pralineekompvek 14 6 0 0 20 20 x 100% 14 100% x 14 6 100% x 6
20 14 6
Kategooria 58 40 0 0 98 98 x 100% 58 100% x 58 40 100% x 40
tulemused kokku 98 58 40
Lihatoodete PA NA ND PD P AC (%) N+ SE (% N- SP (%
kategooria
Toores sealiha 18 6 0 0 24 24 x 100% 18 100% x 18 6 100% x 6
24 18 6
Ahjuvorstikesed 18 6 0 0 24 24 x 100% 18 100% x 18 6 100% x 6
24 18 6
Lastevorst 18 6 0 0 24 24 x 100% 18 100% x 18 6 100% x 6
24 18 6
Kategooria 54 18 0 0 72 72 x 100 54 100% x 54 18 100% x 18
tulemused kokku 72 54 18
Maitseainete PA NA ND PD z AC (%) N+ SE (% N- SP (%
kategooria
Tsillipipar 22 8 0 0 30 | 30x100% | 22 100% x 22 8 100% x 8
30 22 8
Tsillipipar Light 18 6 0 0 24 24 x 100% 18 100% x 18 6 100% x 6
24 18 6
Sibulapulber 12 6 0 0 18 24 x 100% 12 100% x 12 6 100% x 6
24 12 6
Kategooria 52 20 0 0 72 72 x 100% 52 100% x 52 20 100% x 20
tulemused kokku 72 52 20
Kanaliha toodete PA NA ND PD 3 AC (%) N+ SE (% N- SP (%
kategooria
Grillkana 48 12 0 0 60 48 x 100% 48 100% x 48 12 100% x 12
48 48 12
Kanaliha silt 18 6 0 0 24 24 x 100% 18 100% x 18 6 100% x 6
24 18 6
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Kategooria 66 18 0 0 84 84 x 100% 66 100% x 66 18 100% x 18
tulemused kokku 84 66 18
Keskkonna- PA NA ND PD P AC (%) N+ SE (% N- SP (%
proovide
kategooria
Abrasiivne kasn 66 18 0 0 84 84 x 100% 66 100% x 66 18 100% x 18
84 66 18
PA NA ND PD z AC (% N+ SE (% N- SP (%
Kategooria 66 18 0 0 84 84 x 100% 66 100% x 66 18 100% x 18
tulemused kokku 84 66 18
Kategooriate 296 114 0 0 410 | 410x100% | 296 100% x 296 74 100% x 114
tulemused kokku 410 296 114

AC - suhteline tapsus; NA - negatiivsete tulemuste arv; ND - negatiivne hélve; PA - positiivsete
tulemuse arv; PD - positiivne hélve; SE - suhteline tundlikkus; SP - suhteline spetsiifilisus
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