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Dokaz listérii v potravinach
metodami zaloZenymi na polymerazovej retazovej reakcii

HANA DRAHOVSKA - DOMENICO PANGALLO - TOMAS KUCHTA

SUHRN. Pouzitim polymerdzovej retazovej reakcie (PCR) je mozné urychlit a zefektivnit
dokaz listérif v potravinach. Pred vlastnou PCR sa pouziva kultiva¢né rozmnozenie listé-
rif. Z pripravenych kultir sa DNA extrahuje lyzou buniek. Viacer{ autori opisali primery
umoznujuce selektivny dokaz druhu Listeria monocytogenes alebo rodu Listeria.
Amplifikovand DNA sa analyzuje elektroforézou v agarézovom géli, opisané boli tiez
hybridiza¢né postupy umoziujice automatizaciu celej metddy. Sic¢asnou tlohou pre vys-
kum je vyvoj rychlej a spolahlivej metddy na principe PCR, ktord by poskytovala rovnaké
vysledky ako Standardnd kultivaénd metdda pri analyze prirodzene kontaminovanych vzo-
riek potravin.

KIUCOVE SLOVA: Listeria; polymerdzova retazova reakcia

Listérie su baktérie, ktoré sa pomerne bezne vyskytuju v Zivotnom pros-
tredi a ktoré pri nedodrzani hygieny moZu kontaminovat potraviny. Z rodu
Listeria je pre Cloveka patogénny druh L. monocytogenes. Ochorenie, ktoré
patogénne listérie sposobuju, sa nazyva listeriéza. Tato vacSinou postihuje
deti, tehotné Zeny, starSich ludi a imunodeficitnych jedincov [1-3]. Jej najcas-
tejSou pricinou je konzumdcia kontaminovanych potravin, najma mékkych
syrov a lahodkarskych vyrobkov, ktoré boli dlhsiu dobu skladované pri chla-
diarenskych teplotach a ktoré sa konzumuju bez tepelnej upravy. Listérie su
totiz psychrotrofné a chladiarenské teploty ich zvyhodniuju voci sprievodnej
mezofilnej mikroflére. Pasterizdcia listérie ucinne devitalizuje, z c¢oho
vyplyva, Ze kontamindcia kone¢nych vyrobkov je Casto vysledkom popasteri-
zacnej kontamindcie zo zdrojov prostredia prevadzok [1,3,4].

Vyskyt listeridzy vyvolal potrebu skiuSania potravin na pritomnost
patogénnych listérii a vyvoj novych analytickych metdd na ich dokaz.
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V sucasnosti platnd Standardnd metdda, ISO 11290 [5], md detekény limit
100KTJ /25 g, avsak je Casovo a metodicky ndaro¢nd. Jednou z moznosti
na jej urychlenie a zefektivnenie je vyuzitie polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). Principom PCR je enzymova amplifikdcia isekov DNA, $pecifiko-
vanych oligonukleotidmi - primermi [6,7]. Aby v§ak bolo mozné vyuzit tito
progresivnu metédu pri analyze potravin, je potrebné skibit ju s efektivnymi
postupmi pripravy DNA. V nasledujicom texte sa zaoberdme doteraz vyvi-
nutymi metodikami a ich aplikdciou na dokaz listérif v potravinéch.

Rozmnozenie listérii pred pripravou templatovej DNA

Hoci boli opisané metddy na izoldciu DNA pre ddkaz listérii pomocou
PCR priamo z potravin [8,9], vzhladom na prédcnost, riziko faloSne negativ-
nych vysledkov a vzhladom na potrebu odliSit zivé bunky od mftvych sa
vo vSeobecnosti uprednostiiuje kultivacné rozmnozenie listérif pred pripra-
vou templatovej DNA pre PCR. NajspolahlivejSie je pouzitie PCR na iden-
tifikdciu podozrivych koldnii, izolovanych klasickymi kultivaénymi postupmi
[10-13]. Tymto sposobom je mozné ziskat vysledky, ktoré su identické s kul-
tivanou metddou, avSak Casovd uspora je v tomto pripade nevyraznd.
Metodu dokazu mozno vyraznejSie urychlit aplikdciou PCR na kultury roz-
mnozené v kvapalnych médiach. Kultivdcia v neselektivnom médiu neumoz-
nuje rychlo detegovat listérie v potravindch s dostatocnou citlivostou [14].
Rozmnozenie listérif je mozné efektivnejSie dosiahnut pouzitim selektivnych
médii, analogickych ako v kultivacnych metddach na dokaz listérif v potravi-
ndch, avSak publikované metddy majui problémy s dosiahnutim detekéného
limitu 100 KTJ na vzorku [15-19]. Vyuzitie imunomagnetickej separdcie
na selektivnu koncentrdciu listérif je zatial problematické vzhladom na nizku
selektivitu separacnych systémov (Herman, osobné oznamenie).

Priprava templiatovej DNA

Na amplifikdciu fragmentov DNA pomocou PCR sa v molekuldrno-bio-
logickom vyskume spravidla pouZiva purifikovand, resp. izolovand DNA.
Hoci su na tento ucel k dispozicii viaceré typy purifika¢nych siprav od via-
cerych vyrobcov, tento postup je ¢asovo ndro¢ny, pracny a drahy, ¢o sa
obvzlast negativne prejavuje, ak je potrebné spracovat naraz vicSie mnoz-
stvo vzoriek. Preto sa pri aplikdcii PCR na dokaz mikroorganizmov v potra-
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vindch ako zdroj templatovej DNA najcastejSie pouzivaju lyzdty bakteridl-
nych kultdr. Pri ich priprave je potrebné splnit niekolko podmienok:
- lyza buniek musi byt kvantitativna,
- nesmie dochddzat k degradécii DNA (napr. vplyvom nukledz),
- lyzat nesmie obsahovat ldtky, ktoré inhibuju PCR; inhibitory mdzu
pochédzat z kultivaénych médii, lyza¢nych roztokov alebo baktérii [20].

V pripade listérii sa prejavuje pomerne vysokd odolnost buniek tychto
grampozitivnych baktérii voci lyze. Pri pouziti najjednoduchsSieho sposobu
pripravy templdtove] DNA, suspendovani buniek v reakénej zmesi pre PCR,
nie je mozné dosiahnut vysoku citlivost detekcie [12]. VySSiu citlivost
je mozné dosiahnut pouZitim lyzy vo vode alebo tlmivych roztokoch
pri 100 °C [10,15,21] alebo pri 110 °C [22]. Niektori autori uvddzajui ako
ucinnejSiu lyzu varom v prostredi detergentov [23-25] alebo v zmesi NaOH
a dodecylsulfatu sodného [26]. Na zvySenie ucinnosti lyzy je mozné pouzit
opracovanie proteolytickymi enzymami [8,19], pripadne vzorku precistit
a zakoncentrovat zrdZzanim etanolom [11] alebo DNA purifikovat [18].

Agersborg a kol. [14] porovndvali tri sposoby rychlej pripravy DNA tem-
platu. V ich podmienkach sa nepodarilo uvolnit DNA z buniek varom
v destilovanej vode ani pocas 30 min. Lyza posobenim lyzozymu a proteindzy
K bola nereprodukovatelnd a zavisela od kvality enzymovych prepardtov.
Najlepsie vysledky dosiahli inkubdaciou buniek v 1 % Triton X-100 po dobu
10 min pri 100 °C.

Vyber primerov

Pri vybere primerov na dokaz listérii je mozné orientovat sa na druh
Listeria monocytogenes, alebo detegovat cely rod Listeria. DOkaz pritomnos-
ti nepatogénnych listérii v potravine je tiez dolezity, kedZe tieto su indikdto-
rom moznej pritomnosti L. monocytogenes. Pritomnost nepatogénnych listé-
riif mdze tiez potlacat rast L. monocytogenes a tym sposobovat faloSne nega-
tivne vysledky pri analyze pomocou kultiva¢nych metdd. Preto niektori auto-
ri pouzivaji v PCR dva pdry primerov - rodovo Specificky pre rod Listeria
a druhovo Specificky pre L. monocytogenes [10,16,17,22,26].

Primery pouzivané na dokaz listérii si orientované na niekolko génov
(tab. 1). Casto st to gény pre syntézu ribozomdalnych RNA, v ramci ktorych
existuju oblasti konzervativne pre vSetky baktérie, ako aj rodovo a druhovo
konzervativne oblasti. Primery odvodené od sekvencii tychto génov boli pou-
zité na Specificky dokaz L. monocytogenes [26], na ddkaz vSetkych listérii
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[10,17,26], a aj na dokaz vSetkych pritomnych baktérii, ktory slizi ako
vnutorny Standard na kontrolu amplifika¢nej reakcie [10].

Inym pristupom je detegovanie génov zodpovednych za patogénny pre-
jav, tzv. virulentnych faktorov. Chromozém L. monocytogenes obsahuje
oblast velkosti 10 kb, ktord kdduje niekolko takychto génov (hlyA, prfA,
plcA, plcB, actA, mpl). Z nich sa v diagnostike najcastejSie pouziva gén hlyA,
kodujici Specificky hemolyzin, lysteriolyzin O. Tento gén je Specificky
pre L. monocytogenes, je pritomny vo vSetkych sérotypoch a nenachddza sa
u ostatnych druhov rodu Listeria. Jeho sekvenciu urcili Mengaud et al. [27]
a na jej zaklade bolo navrhnutych niekolko primerov na dokaz L. monocyto-
genes [8-11,15,17,21].

Gén iap, kddujuci tzv. ,invasion associated protein®, je pritomny vo vset-
kych listériach, pricom obsahuje useky konzervativne pre vSetky listérie, ako
aj useky Specifické pre L. monocytogenes. Primery orientované na tento gén
boli pouzité pre druhovo [19,22,28,29] aj rodovo [22] Specificki dOkazovd
reakciu. Dalsfm génom, na ktory sa orientuje diagnostickd PCR je dth (de-
layed hypersensitivity factor) [24]. Nevyhodou tychto dvoch génov je, Ze
pomocou nich nie je mozné detegovat L. monocytogenes sérotyp 4a.

Na ddkaz L. monocytogenes boli pouzité tieZ primery orientované na gén
pre regulacny protein prfA [30], nachddzajuci sa v blizkosti AlyA, gén kddu-
juci aminopeptiddzu [25] a protein bunkového povrchu [23]. Rod Listeria bol
detegovany aj na zdklade pritomnosti génu flaA kdédujiceho syntézu flage-
larneho proteinu [12].

Pre pouzitie urcitych primerov na dokaz listérii je dolezitd najmi ich
selektivita a citlivost, ktoré musia byt empiricky overené na dostato¢ne Siro-
kom spektre pozitivnych, ako aj negativnych kmenov.

Detekcia produktu PCR

NajcastejSie pouzivanou metddou na detekciu produktu PCR je elektro-
foréza v agar6zovom géli, ktord na zdklade molekulovej hmotnosti umoziu-
je identifikdciu amplifikovaného fragmentu DNA. Okrem toho poskytuje
semikvantitativne udaje o mnozstve DNA. Tito metdda je aj najlacnejsia, o
sa tyka chemikalii aj pristrojového vybavenia. Identitu produktu PCR
je mozné potvrdit Stiepenim restrikénou endonukledzou a elektroforézou
ziskanych fragmentov [15].

Alternativne metddy detekcie produktu PCR su prevazne zaloZené
na hybridizacii so Specifickou oligonukleotidovou sondou, na ktord nadva-
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zuje detekcia vytvoreného komplexu. Vyhodou hybridizacie je vysoka selek-
tivita detekcie, zvySenie citlivosti a moznost automatizdcie.

Zakladnou metédou je Southernova hybridizacia [8], pripadne dot-blot.
Tieto metddy su ovSem pracne a podstatne predlzuju ¢as potrebny na detek-
ciu. Inou moznostou je reverzny dot-blot, ked sa na membranu pevne viaze
oligonukleotidova sonda, s ktorou reaguje produkt PCR oznaceny najcastej-
Sie nerddioaktivnou znackou. Touto metddou bolo mozné rozliSit L. mono-
cytogenes od ostatnych druhov rodu Listeria na zdklade hybridizdcie génov
pre rRNA amplifikovanych pomocou spolo¢nych konzervativnych primerov
[26]. Bsat a Batt [21] pouzili reverznu dot-hybridizéciu na zvySenie citlivosti
stanovenia z 104 KTJ na reakciu (elektroforézou) na 100 KTJ na reakciu.
Kvantitativne stanovenie L. monocytogenes bolo dosiahnuté spojenim ampli-
fikdcie s pouzitim vnitorného Standardu, hybridizacie produktu PCR
a detekcie pomocou ELISA [29].

Detek¢ny limit metédy

Metdéda PCR je v principe velmi citlivé - teoreticky je mozné detegovat
uz jednu molekulu templétu. V praxi zdvisia vysledky amplifikdcie od mno-
hych faktorov, ktoré je potrebné optimalizovat, najcastejSie empiricky.
Vysokii citlivost pri PCR je mozné dosiahnut zvySenim poc¢tu amplifika¢nych
cyklov na 35-40 [8,14,18,23,25], alebo dvojstupriovym ,,nested” usporiada-
nim PCR [21]. So zvySovanim citlivosti sa vSak v tychto pripadoch zvySuje aj
riziko kontamindcie amplifikaénymi produktami, a tym aj moZnost faloSne
pozitivnych vysledkov. Preto je pre diagnostiku v praxi vyhodnejSie kombi-
novat dostato¢né rozmnozenie listérii a PCR s menSim poc¢tom cyklov.

Detekény limit PCR sa najcastejSie uddva v KTJ na reakciu alebo KTJ
na vzorku potraviny, kvantifikovand hmotnostou alebo objemom. Pri doka-
ze L. monocytogenes boli dosiahnuté detekéné limity 1-500 KTJ na reakciu
(tab. 1).

Niektoré druhy potravin (napr. syry) obsahuju inhibitory PCR, ktoré
mozZu sposobovat faloSne negativne vysledky. Efektivnym spdsobom na ich
vylicenie je pouZzitie vnitorného Standardu, ¢o mozZe byt napriklad templdt,
ktory sa priddva do reak¢nej zmesi a amplifikuje sa s rovnakymi primermi
ako cielovd DNA, pricom poskytuje produkt odli$nej velkosti [17,29].
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Komerc¢né sipravy

Na dokaz L. monocytogenes v potravinach je komercne dostupnych
niekolko diagnostickych siprav zaloZenych na PCR. Su to Probelia (Sanofi-
Pasteur, Marnes-la-Coquette, Francuzsko), BAX for Screening (Qualicon,
Wilmington, DE, USA) a TagMan (Pelkin-Elmer Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). O analytickych parametroch uvedenych systémov
je k dispozicii malo objektivnych informécii.

Zaver

Pomocou PCR je mozné citlivo a selektivne detegovat listérie v potravi-
ndch. Prakticky vyznam ma podstatné skratenie postupu dokazu z 4-5 dni
na 2-3 dni. Napriek zna¢nému vyskumnému usiliu venovanému danej pro-
blematike vSak dosial stdle nie je k dispozicii spolahlivdi metdda na rychly
dokaz listérif v potravindch. Kym otdzka primerov je uspokojivo vyrieSend,
doriesit treba predovsetkym postupy rozmnozZenia listérif pred PCR.
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Detection of Listeria spp. in food using methods based on the polymerase chain reaction
DRAHOVSKA, H. - PANGALLO, D. - KUCHTA, T.: Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 223-231.

SumMARY. Using the polymerase chain reaction (PCR), it is possible to detect Listeria spp.
in food quickly and effectively. PCR is usually preceded by enrichment of Listeria spp. DNA
is extracted from the cultures prepared using cell lysis. Primers for a selective detection
of Listeria monocytogenes or Listeria spp. have been described by several authors. The ampli-
fied DNA is usually analysed by agarose gel electrophoresis, however, hybridization methods
allowing the automation of the entire method have been described as well. Development
of a rapid and reliable PCR-based method, which would produce identical results as the stan-
dard culture method at the analysis of naturally-contaminated food samples, is a goal
of the current research.
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