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Dôkaz listérií v potravinách
metódami založenými na polymerázovej re�azovej reakcii

HANA DRAHOVSKÁ − DOMENICO PANGALLO − TOMÁŠ KUCHTA

SÚHRN. Použitím polymerázovej re�azovej reakcie (PCR) je možné urýchli� a zefektívni�
dôkaz listérií v potravinách. Pred vlastnou PCR sa používa kultivaèné rozmnoženie listé−
rií. Z pripravených kultúr sa DNA extrahuje lýzou buniek. Viacerí autori opísali primery
umožòujúce selektívny dôkaz druhu Listeria monocytogenes alebo rodu Listeria.
Amplifikovaná DNA sa analyzuje elektroforézou v agarózovom géli, opísané boli tiež
hybridizaèné postupy umožòujúce automatizáciu celej metódy. Súèasnou úlohou pre výs−
kum je vývoj rýchlej a spo¾ahlivej metódy na princípe PCR, ktorá by poskytovala rovnaké
výsledky ako štandardná kultivaèná metóda pri analýze prirodzene kontaminovaných vzo−
riek potravín.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: Listeria; polymerázová re�azová reakcia

Listérie sú baktérie, ktoré sa pomerne bežne vyskytujú v životnom pros −
tredí a ktoré pri nedodržaní hygieny môžu kontaminova� potraviny. Z rodu
Listeria je pre èloveka patogénny druh L. monocytogenes. Ochorenie, ktoré
patogénne listérie spôsobujú, sa nazýva listerióza. Táto väèšinou postihuje
deti, tehotné ženy, starších ¾udí a imunodeficitných jedincov [1−3]. Jej najèas −
tejšou príèinou je konzumácia kontaminovaných potravín, najmä  mäkkých
syrov a lahôdkárskych výrobkov, ktoré boli dlhšiu dobu skladované pri chla−
diarenských teplotách a ktoré sa konzumujú bez tepelnej úpravy. Listérie sú
totiž psychrotrofné a chladiarenské teploty ich zvýhodòujú voèi sprievodnej
mezofilnej mikroflóre. Pasterizácia listérie úèinne devitalizuje, z èoho
vyplýva, že kontaminácia koneèných výrobkov je èasto výsledkom popasteri−
zaènej kontaminácie zo zdrojov prostredia prevádzok [1,3,4].

Výskyt listeriózy vyvolal potrebu skúšania potravín na prítomnos�
patogénnych listérií a vývoj nových analytických metód na ich dôkaz.
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V súèasnosti platná štandardná metóda, ISO 11290 [5], má detekèný limit
100 KTJ / 25 g, avšak je èasovo a metodicky nároèná. Jednou z možností
na jej urýchlenie a zefektívnenie je využitie polymerázovej re�azovej reakcie
(PCR). Princípom PCR je enzýmová amplifikácia úsekov DNA, špecifiko−
vaných oligonukleotidmi − primermi [6,7]. Aby však bolo možné využi� túto
progresívnu metódu pri analýze potravín, je potrebné skåbi� ju s efektívnymi
postupmi prípravy DNA. V nasledujúcom texte sa zaoberáme doteraz vyvi−
nutými metodikami a ich aplikáciou na dôkaz listérií v potravinách.

Rozmnoženie l istéri í  pred prípravou templátovej  DNA

Hoci boli opísané metódy na izoláciu DNA pre dôkaz listérií pomocou
PCR priamo z potravín [8,9], vzh¾adom na prácnos�, riziko falošne negatív−
nych výsledkov a vzh¾adom na potrebu odlíši� živé bunky od màtvych sa
vo všeobecnosti uprednostòuje kultivaèné rozmnoženie listérií pred prípra−
vou templátovej DNA pre PCR. Najspo¾ahlivejšie je použitie PCR na iden−
tifikáciu podozrivých kolónií, izolovaných klasickými kultivaènými postupmi
[10−13]. Týmto spôsobom je možné získa� výsledky, ktoré sú identické s kul−
tivaènou metódou, avšak èasová úspora je v tomto prípade nevýrazná.
Metódu dôkazu možno výraznejšie urýchli� aplikáciou PCR na kultúry roz−
množené v kvapalných médiách. Kultivácia v neselektívnom médiu neumož −
òuje rýchlo detegova� listérie v potravinách s dostatoènou citlivos�ou [14].
Rozmnoženie listérií je možné efektívnejšie dosiahnu� použitím selektívnych
médií, analogických ako v kultivaèných metódach na dôkaz listérií v potravi−
nách, avšak publikované metódy majú problémy s dosiahnutím detekèného
limitu 100 KTJ na vzorku [15−19]. Využitie imunomagnetickej separácie
na selektívnu koncentráciu listérií je zatia¾ problematické vzh¾adom na nízku
selektivitu separaèných systémov (Herman, osobné oznámenie).

Príprava templátovej  DNA

Na amplifikáciu fragmentov DNA pomocou PCR sa v molekulárno−bio−
logickom výskume spravidla používa purifikovaná, resp. izolovaná DNA.
Hoci sú na tento úèel k dispozícii viaceré typy purifikaèných súprav od via−
cerých výrobcov, tento postup je èasovo nároèný, prácny a drahý, èo sa
obvzláš� negatívne prejavuje, ak je potrebné spracova� naraz väèšie množ −
stvo vzoriek. Preto sa pri aplikácii PCR na dôkaz mikroorganizmov v potra−
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vinách ako zdroj templátovej DNA najèastejšie používajú lyzáty bakteriál−
nych kultúr. Pri ich príprave je potrebné splni� nieko¾ko podmienok:

− lýza buniek musí by� kvantitatívna,
− nesmie dochádza� k degradácii DNA (napr. vplyvom nukleáz),
− lyzát nesmie obsahova� látky, ktoré inhibujú PCR; inhibítory môžu

pochádza� z kultivaèných médií, lyzaèných roztokov alebo baktérií [20].

V prípade listérií sa prejavuje pomerne vysoká odolnos� buniek týchto
grampozitívnych baktérií voèi lýze. Pri použití najjednoduchšieho spôsobu
prípravy templátovej DNA, suspendovaní buniek v reakènej zmesi pre PCR,
nie je možné dosiahnu� vysokú citlivos� detekcie [12]. Vyššiu citlivos�
je možné dosiahnu� použitím lýzy vo vode alebo tlmivých roztokoch
pri 100 °C [10,15,21] alebo pri 110 °C [22]. Niektorí autori uvádzajú ako
úèinnejšiu lýzu varom v prostredí detergentov [23−25] alebo v zmesi NaOH
a dodecylsulfátu sodného [26]. Na zvýšenie úèinnosti lýzy je možné použi�
opracovanie proteolytickými enzýmami [8,19], prípadne vzorku preèisti�
a zakoncentrova� zrážaním etanolom [11] alebo DNA purifikova� [18].

Agersborg a kol. [14] porovnávali tri spôsoby rýchlej prípravy DNA tem−
plátu. V ich podmienkach sa nepodarilo uvo¾ni� DNA z buniek varom
v destilovanej vode ani poèas 30 min. Lýza pôsobením lyzozýmu a proteinázy
K bola nereprodukovate¾ná a závisela od kvality enzýmových preparátov.
Najlepšie výsledky dosiahli inkubáciou buniek v 1 % Triton X−100 po dobu
10 min pri 100 °C.

Výber primerov

Pri výbere primerov na dôkaz listérií je možné orientova� sa na druh
Listeria monocytogenes, alebo detegova� celý rod Listeria. Dôkaz prítomnos−
ti nepatogénnych listérií v potravine je tiež dôležitý, keïže tieto sú indikáto−
rom možnej prítomnosti L. monocytogenes. Prítomnos� nepatogénnych listé−
rií môže tiež potláèa� rast L. monocytogenes a tým spôsobova� falošne nega−
tívne výsledky pri analýze pomocou kultivaèných metód. Preto niektorí auto−
ri používajú v PCR dva páry primerov − rodovo špecifický pre rod Listeria
a druhovo špecifický pre L. monocytogenes [10,16,17,22,26].

Primery používané na dôkaz listérií sú orientované na nieko¾ko génov
(tab. 1). Èasto sú to gény pre syntézu ribozomálnych RNA, v rámci ktorých
existujú oblasti konzervatívne pre všetky baktérie, ako aj rodovo a druhovo
konzervatívne oblasti. Primery odvodené od sekvencií týchto génov boli pou−
žité na špecifický dôkaz L. monocytogenes [26], na dôkaz všetkých listérií
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[10,17,26], a aj na dôkaz všetkých prítomných baktérií, ktorý slúži ako
vnútorný štandard na kontrolu amplifikaènej reakcie [10].

Iným prístupom je detegovanie génov zodpovedných za patogénny pre−
jav, tzv. virulentných faktorov. Chromozóm L. monocytogenes obsahuje
oblas� ve¾kosti 10 kb, ktorá kóduje nieko¾ko takýchto génov (hlyA, prfA,
plcA, plcB, actA, mpl). Z nich sa v diagnostike najèastejšie používa gén hlyA,
kódujúci špecifický hemolyzín, lysteriolyzín O. Tento gén je špecifický
pre L. monocytogenes, je prítomný vo všetkých sérotypoch a nenachádza sa
u ostatných druhov rodu Listeria. Jeho sekvenciu urèili Mengaud et al. [27]
a na jej základe bolo navrhnutých nieko¾ko primerov na dôkaz L. monocyto−
genes [8−11,15,17,21].

Gén iap, kódujúci tzv. „invasion associated protein“, je prítomný vo všet−
kých listériach, prièom obsahuje úseky konzervatívne pre všetky listérie, ako
aj úseky špecifické pre L. monocytogenes. Primery orientované na tento gén
boli použité pre druhovo [19,22,28,29] aj rodovo [22] špecifickú dôkazovú
reakciu. Ïalším génom, na ktorý sa orientuje diagnostická PCR je dth (de −
layed hypersensitivity factor) [24]. Nevýhodou týchto dvoch génov je, že
pomocou nich nie je možné detegova� L. monocytogenes sérotyp 4a.

Na dôkaz L. monocytogenes boli použité tiež primery orientované na gén
pre regulaèný proteín prfA [30], nachádzajúci sa v blízkosti hlyA, gén kódu−
júci aminopeptidázu [25] a proteín bunkového povrchu [23]. Rod Listeria bol
detegovaný aj na základe prítomnosti génu flaA kódujúceho syntézu flage−
lárneho proteínu [12].

Pre použitie urèitých primerov na dôkaz listérií je dôležitá najmä ich
selektivita a citlivos�, ktoré musia by� empiricky overené na dostatoène širo−
kom spektre pozitívnych, ako aj negatívnych kmeòov.

Detekcia produktu PCR

Najèastejšie používanou metódou na detekciu produktu PCR je elektro−
foréza v agarózovom géli, ktorá na základe molekulovej hmotnosti umožòu−
je identifikáciu amplifikovaného fragmentu DNA. Okrem toho poskytuje
semikvantitatívne údaje o množstve DNA. Táto metóda je aj najlacnejšia, èo
sa týka chemikálií aj prístrojového vybavenia. Identitu produktu PCR
je možné potvrdi� štiepením restrikènou endonukleázou a elektroforézou
získaných fragmentov [15].

Alternatívne metódy detekcie produktu PCR sú prevažne založené
na hybridizácii so špecifickou oligonukleotidovou sondou, na ktorú nadvä−
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zuje detekcia vytvoreného komplexu. Výhodou hybridizácie je vysoká selek−
tivita detekcie, zvýšenie citlivosti a možnos� automatizácie.

Základnou metódou je Southernova hybridizácia [8], prípadne dot−blot.
Tieto metódy sú ovšem prácne a podstatne predlžujú èas potrebný na detek−
ciu. Inou možnos�ou je reverzný dot−blot, keï sa na membránu pevne viaže
oligonukleotidová sonda, s ktorou reaguje produkt PCR oznaèený najèastej −
šie nerádioaktívnou znaèkou. Touto metódou bolo možné rozlíši� L. mono−
cytogenes od ostatných druhov rodu Listeria na základe hybridizácie génov
pre rRNA amplifikovaných pomocou spoloèných konzervatívnych primerov
[26]. Bsat a Batt [21] použili reverznú dot−hybridizáciu na zvýšenie citlivosti
stanovenia z 104 KTJ na reakciu (elektroforézou) na 100 KTJ na reakciu.
Kvantitatívne stanovenie L. monocytogenes bolo dosiahnuté spojením ampli−
fikácie s použitím vnútorného štandardu, hybridizácie produktu PCR
a detekcie pomocou ELISA [29].

Detekèný l imit  metódy

Metóda PCR je v princípe ve¾mi citlivá − teoreticky je možné detegova�
už jednu molekulu templátu. V praxi závisia výsledky amplifikácie od mno−
hých faktorov, ktoré je potrebné optimalizova�, najèastejšie empiricky.
Vysokú citlivos� pri PCR je možné dosiahnu� zvýšením poètu amplifikaèných
cyklov na 35–40 [8,14,18,23,25], alebo dvojstupòovým „nested“ usporiada−
ním PCR [21]. So zvyšovaním citlivosti sa však v týchto prípadoch zvyšuje aj
riziko kontaminácie amplifikaènými produktami, a tým aj možnos� falošne
pozitívnych výsledkov. Preto je pre diagnostiku v praxi výhodnejšie kombi−
nova� dostatoèné rozmnoženie listérií a PCR s menším poètom cyklov.

Detekèný limit PCR sa najèastejšie udáva v KTJ na reakciu alebo KTJ
na vzorku potraviny, kvantifikovanú hmotnos�ou alebo objemom. Pri dôka−
ze L. monocytogenes boli dosiahnuté detekèné limity 1–500 KTJ na reakciu
(tab. 1).

Niektoré druhy potravín (napr. syry) obsahujú inhibítory PCR, ktoré
môžu spôsobova� falošne negatívne výsledky. Efektívnym spôsobom na ich
vylúèenie je použitie vnútorného štandardu, èo môže by� napríklad templát,
ktorý sa pridáva do reakènej zmesi a amplifikuje sa s rovnakými primermi
ako cie¾ová DNA, prièom poskytuje produkt odlišnej ve¾kosti [17,29].
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Komerèné súpravy

Na dôkaz L. monocytogenes v potravinách je komerène dostupných
nieko¾ko diagnostických súprav založených na PCR. Sú to Probelia (Sanofi−
Pasteur, Marnes−la−Coquette, Francúzsko), BAX for Screening (Qualicon,
Wilmington, DE, USA) a TaqMan (Pelkin−Elmer Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). O analytických parametroch uvedených systémov
je k dispozícii málo objektívnych informácií.

Záver

Pomocou PCR je možné citlivo a selektívne detegova� listérie v potravi−
nách. Praktický význam má podstatné skrátenie postupu dôkazu z 4–5 dní
na 2–3 dni. Napriek znaènému výskumnému úsiliu venovanému danej pro−
blematike však dosia¾ stále nie je k dispozícii spo¾ahlivá metóda na rýchly
dôkaz listérií v potravinách. Kým otázka primerov je uspokojivo vyriešená,
dorieši� treba predovšetkým postupy rozmnoženia listérií pred PCR.
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Do redakcie došlo 13.7.1999.

Detection of Listeria spp. in food using methods based on the polymerase chain reaction

DRAHOVSKÁ, H. − PANGALLO, D. − KUCHTA, T.: Bull. potrav. Výsk., 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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