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Génové sondy, ich priprava a pouZitie v potravinarskej mikrobiologii

KATARINA JURIKOVA

Stuhrn. Clanok sa zaobera problematikou mikrobialnej diagnostiky génovymi sonda-
mi. ktoré spolu s imunologickymi metodami predstavuju progresivny a citlivy sposob detek-
cie patogénnych mikroorganizmov. Metodou hybridizacie kolonii mozno detekovat pritom-
nost $pecifickych génov virulencie v izolovanych kmenoch i v zmiesanych kultrach. resp. vo
vySetrovanych vzorkach pozivatin. Doteraz najpouzivanejsi a najcitlivejsi je radioaktivny
sposob znacenia sond. ale vyskum sa orientuje najmd na vyvijanie a aplikaciu metod
neradioaktivneho znacenia. V suc¢asnosti sa metodami génového inzinierstva pripravili sondy
detekujlce viaceré druhy a rody mikroorganizmov vyznamnych z hladiska hygieny poziva-
tin. Praca podava ich struc¢ny prehlad a charakterizaciu.

Vyvoj a aplikacia novych, rychlych a citlivych metod detekcie patogénnych
mikroorganizmov v potravinach predstavuje v sticasnosti jednu z najdolezitej-
Sich oblasti vyskumu potravinarskych mikrobiologov. K nim patria najmé
imunologické a molekularno-genetické metody. V stvislosti s rychlym rozvo-
jom technoldgie rekombinantnej DNA v sedemdesiatych rokoch techniky mole-
kularnej biologie zacali prenikat aj do oblasti potravinarskej mikrobiologie.
Genetické metody detekcie a identifikacie mikroorganizmov majit v porovnani
s tradi¢nymi kultiva¢nymi postupmi niekolko vyznamnych vyhod: nakolko sa
nevyzaduje izoldcia ¢istych kultar, eliminuji sa ¢asovo zdihavé neselektivne
a selektivne pomnozovania, v dosledku ktorych casto dochadza i k strate
plazmidu a s tym spojenej virulencie. Nevyzaduje sa génova expresia v labora-
tornych podmienkach, nakolko génové sondy detekuju pritomnost §pecifickych
sekvencii nukleotidov, t. j. génov virulencie. Su¢asne mozno vysetrit velky pocet
izolovanych kmenov (30—50), avSak detekcia virulentnych kmenov sa moze
uskutoc¢nit i v zmieSanych kultarach [1]. Pouzitie génovych sond predstavuje
progresivny a slubny sposob detekcie patogénnych mikroorganizmov. resp.
genetickych determinantov Specifickych faktorov virulencie.

RNDr. Katarina Jurikova, Vyskumny ustav potravinarsky. Priemyselna 4. 82006 Bratislava.
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Génoveé sondy

Génova sonda predstavuje Specificky tsek nukleovej kyseliny, t. . Specificku
sekvenciu nukleotidov, vhodne oznacent, pricom na jej pripravu mozno pouzit
dvojvlaknovi alebo jednovlaknovia DNA alebo jednovlaknova RNA. Genetic-
kou sondou moéze byt cely chromozom, gén alebo plazmid. Chromozémove
sondy sa pouzivaju predovsetkym pri §tudiu pribuznosti bakteridlnych izolatov
[2. 3]. NajpouzivanejSou metodou konstrukcie sondy je klonovanie. Prvym
krokom pri priprave sondy je izoldcia, purifikacia a koncentracia DNA z Cistej
kultury studovanych baktérii. Takto ziskana DNA sa naStiepi pomocou res-
trikénych endonukleaz. Kohézne konce vzniknutého inzertu umoznuju rekom-
biniciu s dal§im, rovnakou restrik¢nou endonukleazou nastiepenym Usekom
DNA — plazmidom. Plazmid s inzertom po spojeni DNA ligazou sa v procese
transformacie stava sucastou genomu hostitela, napr. E. coli, z ktorej klonova-
na sekvencia moze byt reizolovana, oznacena a pouzita ako sonda [4]. Sondy
mozu byt konStruované tiez z oligonukleotidovych sekvencii, ktoré su syntetizo-
vané pomocou DNA syntetizatorov. Takéto sondy obsahuji vdcSinou menej
ako 40 baz a pouzivaju sa v Coraz vicsej miere [4—7].

Radioaktivne znacenie

Aby sa mohla uskutocnit detekcia vytvorenych hybridnych molekul, genove
sondy musia byt vhodne oznacené. V poslednom obdobi sa vyvinulo a v litera-
tire publikovalo pomerne vela metod znacenia nukleovych kyselin. V suCasnos-
ti najpouzivanejsi sposob je pomocou radioizotopov, kedy izotop je in vitro
inkorporovany do molekuly nukleovej kyseliny a to metodou nick-translacie [8],
7nacenim nahodného primeru alebo transkripciou z klonovanych promotorov
za pouzitia. RNA polymeraz [9]. Na detekciu sa pouziva autoradiografia. Pri
snaceni sondy metodou nick-translacie sa vyuziva ucinok dvoch enzymov:
DNA polymerazy I a DNA-dzy. DNA polymerazu I izolovanu z E. coli tvori
jeden polypeptidicky retazec molekulovej hmotnosti 109000 nesuci tri rozne
enzymové  aktivity:  5-3'-polymerazu.  5’-3"-exonukleazu  (DNA-aza)
a 3'-5-exonukledzu. DNA-aza sposobuje jednovlaknovy zlom (zarez. t. j. nick),
a to eliminaciou nukleotidov z 5'-konca. U¢inkom DNA polymerazy 1 docha-
dza ku kompletizacii nukleotidov smerom k 3’-hydroxylovému koncu. Elimina-
cia nukleotidov a nasledna adicia smerom k 3’-koncu maju za nasledok posun
zarezu (= nick-translacia) pozdiz DNA. Nahradou povodnych nukleotidov za
vysoko radioaktivne je mozné pripravit “P DNA s vysokou $pecifickou aktivi-
tou (10" cpm.pg '), ¢o zavisi od mnozstva DNA-azy pridanej do reakcie
a DNA-izy kontaminujucej preparat DNA polymerazy I. Koncentracia DNA-
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-dzy ma byt taka, aby sa dosiahlo zabudovanie asi 30% (“P) dNTP do DNA.
Oznacené vlakna DNA maji mat dizku 400—800 nukleotidov [10].

Neradioaktivne znacenie

Neradioaktivny sposob znacenia v sti¢asnosti predstavuje 10- az 100-nasobne
menej citlivy sposob, avSak je bezpe¢nejsi a sondy su stabilnejSie [11]. S cielom
rutinného vyuzitia sa vyvija niekolko sposobov tohto znacenia, spolo¢nym
principom ktorych je tak ako pri radioaktivnom znaceni naviazanie vhodnej
molekuly markera na molekulu DNA a nasledna detekcia oznacenej molekuly.
Ako prvy sposob neradioaktivneho oznacenia sondy sa pouzila inkorporacia
biotinylovanych analogov nukleotidov do molekuly DNA a to bud chemickou
modifikaciou jednovlaknovej molekuly DNA s biotinhydrazidom, ktory sa
naviaze na volny nesparovany cytozin nahradenim jeho aminoskupiny trans-
aminacnou reakciou katalyzovanou siranom sodnym [9]. bud inkorporovanim
komerc¢nych biotinylovanych baz, ako su Bio-11 dANTP (11-dUTP a 11-dCTP)
do molekuly DNA nick-translaciou. Pouzitie biotinu na neradioaktivne znace-
nie je umoznené jeho schopnostou viazat sa s vysokou afinitou (K, = 10 ")
sucasne na avidin (protein izolovany zo streptomycét), ktory moze byt konjugo-
vany s roznymi molekulami, napr. s alkalickou fosfatazou, pomocou ktorych je
mozna vizualizacia uskutocnujlica sa pouzitim substratu 5-bromo-4-chloro-3-
-indoxylfosfatu (BCIP) a farbiva Nitro Blue Tetrazolium (NBT) [12. 13].

Podobne systém znacenia pomocou fotobiotinu vyvinuty na znacenie nu-
kleovych kyselin r. 1985, pouziva detekény systém avidin-alkalicka fosfaza
a substrat BCIP a NBT. Fotobiotin (N-4-azido-2-nitrofenyl-N-(N-biotinyl-3-
-aminopropyl)-N-metyl-1,3-propandiamin) acetat je synteticky derivat biotinu.
ktory je fotoaktivovatelny na nitrén reagujuci s purinovou alebo pyrimidinovou
bazou [14].

Z dalSich sposobov neradioaktivneho znacenia mozno uviest napr. metddu
kolorimetrickej vizualizaicie DNA s naviazanym modifikovanym proteinom
[15], imunochemické metody [16, 17] alebo pomerne rozsirené chemiluminiscen-
¢né sposoby [18, 19].

Hybridizacia nukleovych kyselin
Chemicky princip hybridizacie nukleovych kyselin je zaloZeny na reverzibilite
procesu denaturacie. Pri vyssej teplote (100 °C) alebo alkalickom pH dochadza

k oddeleniu komplementarnych vlaken DNA. Po pridani $pecifického jedno-
vlaknového useku DNA, vhodne oznaceného, t.j. génovej sondy, separované
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komplementarne vlakna DNA za vhodnych podmienok reasociuju. Vznikajuce
hybridné molekuly obsahuji jedno vlakno pochadzajice z testovaného mikro-
organizmu a druhé z génovej sondy (obr.1). DNA sondy a vlikno DNA
pochadzajuce z vySetrovaného mikroorganizmu obsahuju teda ti istt genetickt
informdciu a mozno konstatovat, ze testovana vzorka obsahuje gén zhodny
s genom sondy. Nakolko vznik4a molekula dvojvlaknovej DNA z jednovlakno-
vych DNA r6zneho povodu, t. j. hybrid, uvedeny proces reasociécie je oznaco-
vany ako hybridizacia [20]. Charakterizacia stability vzniknutych hybridov
spoCiva v merani bodu topenia (7}, ). Je to teplota, pri ktorej polovica helikalne;
Struktury zanikne. T, reasociovanych vlaken nukleovej kyseliny zavisi od bazo-
vého zlozenia, koncentracie monovalentnych kationov, dizky duplexu a kon-
centracie organickych denaturantov, ako st napr. formamid alebo mocovina,
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Obr. 1. Princip hybridizacie nukleovych kyselin. A adenin; Adenine, T — tymin: Thymine.
C — cytozin; cytosine, G — guanin; Guanine, * — radioizotop; Radioisotope.
Fig. 1. Nucleic acids hybridization principle. I — DNA of investigated sample. 2 -~ DNA of gene
probe, 3 — Labelling. 4 — Denaturation, 5 — Hybridization.
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ktoré sa pouzivajui na znizenie hybridizac¢nej teploty. V rozmedzi pH 5—9 je T,
nezavisla od pH. T, moze byt ovplyvnena tiez chybnym parovanim v duplexe:
na kazdé 1 % chybného parovania baz DNA sa pozoroval pokles 7,, priblizne
o 1°C[21].

Presnost, s ktorou sa spajaji bazy nukleotidov DNA sondy a skimanej DNA
mozno ovplyvnit teplotou hybridizacnej reakcie a naslednymi premyvaniami.
Rigordzne podmienky hybridizacie umoznuju spajanie iba komplementarnych
usekov. Prinizsich teplotach novovznikajuce dvojvlakna mozu obsahovat znac-
ny podiel chybne sparovanych nukleotidov. Pri takejto nizkej rigordznosti
génova sonda moze hybridizovat s pribuznymi, ale neidentickymi sekvenciami.
¢o ma za nasledok vznik falo$ne pozitivnych vysledkov [21]. Ale ak rigoréznost
podmienok je prilisna, t.j. hybridizacia alebo premyvanie sa uskuto¢nuje pri
teplote, ked aj spravne sparované dvojvlakna denaturuju, vytvorené molekuly
dvojvlaknovej DNA mozu byt nestabilné a znac¢na cast sondy sa nikdy nespoji
s cielovou sekvenciou skimanej DNA. Dosledkom je velmi slaby signal a vznik
talosne negativnych vysledkov.

Hybridiza¢né experimenty s DNA imobilizovanou na nitrocelulézovom filtri
boli prvy raz publikované v rokoch 1963—1964 [22, 23] a neskor takéto fixova-
né nukleové kyseliny boli detekované pomocou radioaktivnych sond [24, 25].
Ako pevné nosice kyselin sa najcastejSie pouzivaju nitroceluldézové alebo nylo-
nové membrany. Stidiom relativnej hybridizaénej Gi¢innosti systémov na nosic¢
viazaného oligonukleotidu a nitrocelulozy sa zistila 13—28 % retencia cielo-
vych sekvencii na filtroch a Géinnost detekcie 8—20 % [26]. Citlivost hybridi-
zacného signalu mozno zvysit desatnasobne 2-minttovym oziarenim na nosic¢
fixovanej DNA UV svetlom [27].

Hybridiza¢né metody

Prvé hybridizacné studie boli uskutoc¢nené ako jednofazové reakcie v rozto-
ku. V sucasnosti sa uplatiiuje predovSetkym metoda dvojtazovej hybridizacie,
ked skumane nukleové kyseliny sa fixuju v jednovlaknovych formach na pev-
nom nosi¢i (membrane, filtri) a st vySetrované pomocou nukleovej kyseliny
znamej sekvencie, ktora sa nachadza v roztoku. Najpouzivanejsie aplikacie
dvojfazovej hybridizacie s takéto: ,,Dot-blot™ hybridizacia, sandwich, Sout-
hern, northern, hybridizacia kolonii. Pri hybridizacii ,.dot-blot™ [28] vySetrova-
né nukleové kyseliny sa priamo imobilizuju na pevny nosi¢ ako jednotlivé body.
Tato technika umoznuje kvantifikaciu imobilizovanych nukleovych kyselin
(obr.2). Pri ,,sandwich* hybridizacii (obr. 3) sa pouzivaju dve identifika¢né
DNA sondy. Jedna z nich (znama DNA) je imobilizovana na pevnom nosici
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a druhy fragment ma funkciu znacenej sondy v roztoku. Vzorka sa nachadza
tiez v roztoku. Ak vzorka obsahuje sekvencie komplementarne k obidvom
fragmentom DNA-sondy. dochadza k detekovatelnej tvorbe hybridov, nakolko

|zolovaneé DNA1
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Obr. 2. Dot-blot hybridizicia. Purifikované DNA sa imobilizuju na pevny nosi¢ a komplementar-
ne sekvencie sa detekuju pomocou génovej sondy.
Fig. 2. Dot-blot hybridization. Purified DNA are immobilized on solid support and complementa-
ry sequences are detected by help of gene probe.1 — Isolated DNA. 2 — Immobilization. 3 — Gene
probe. 4 — Hybridization.
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Obr. 3. Sandwich hybridizicia. Usek DNA znamej frekvencie sa imobilizuje na pevny nosi¢

a druhy fragment DNA ma funkciu znacenej génovej sondy v roztoku, v ktorom sa nachiadza

i vzorka. Naviazanie sondy na filter sa uskutocni prostrednictvom komplementarnej DNA vzorky.

Fig. 3. Sandwich hybridization. DNA section of known sequence is immobilized on solid support

and second DNA fragment functions as labelled gene probe in solution. in which also sample is

present. Linkage of the probe to filter is carried out due to complementary DNA sample. | — Fixed
gene probe, 2 -~ Sample addition, 3 — Labelled gene probe, 4 — Hybridization.
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naviazanie sondy na filter je umozneneé iba komplementarnou DNA vzorky [29.
30).

Pri technike Southern (obr. 4) nasStiepené fragmenty DNA sa najprv frakcio-
nuju agarozovou alebo polyakrylamidovou elektroforézou, ¢im sa analyzuje aj
ich velkost a prenesu sa z gélu na nitrocelulozovy filter, ktory sa pouzije na
hybridizaciu. Tato technika dostala nazov podla autora, ktory ju zaviedol [25].
Podobne hybridizacia northern umoznuje analyzu RNA prenesenej z gélu na
filter [31]. Techniky prenosu umoznuju kvalitativnu analyzu nukleovych kyselin
a pouzivaju sa na mapovanie genov a ich transkriptov, detekciu sekvencii
virusov v transformovanych bunkach alebo v tkanivach [32], ako aj na diagnos-
ticke ucely, ked je potrebné poznat velkost vzniknutych hybridov [11].
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Obr. 4. Southern hybridizacia. Nastiepené fragmenty DNA sa rozdelia pomocou gélovej elektrofo-
rézy a Specialnou technikou sa prenest z gélu na pevny nosi¢, ktory sa pouZije na hybridizaciu
s oznacenou génovou sondou.

Fig. 4. Splitted up DNA fragments are separated by help of gel electrophoresis and transferred by
special technique from gel to solid support, being used for hybridization with labelled gene probe.
1 — DNA prototype, 2 — DNA mutant, 3 — splitting up by restriction enzyme, 5 — transfere to
support (NC filter), 6 — hybridization with labelled gene probe, 7 — detection.
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Hybridizacia kolonii umoznuje vhodnt detekciu Specifickej DNA z bakte-
rialnych buniek, ktoré vyrast ako koldnie na nitroceluldozovom filtri ulozenom
na povrchu diagnosticko-selektivnej pody. Pred hybridizaciou sa uskuto¢ni lyza
buniek a alkalicka denaturacia DNA s naslednou imobilizaciou priamo na
nitrocelulozovom filtri [33]. Ak DNA génovej sondy bola oznacena radioaktiv-
ne, detekcia vzniknutych hybridov sa uskutoéni autoradiografiou [35] (obr. 5).
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Obr. 5. Hybridizacia kolonii. 1 — Vyockovanie mikroorganizmov na nitrocelulozovy filter (NC)
uloZeny na povrchu selektivno-diagnostickej pody, rast do vzniku viditelnych kolonii. 2 — Alkalic-
ka lyza bakterialnych buniek a denaturacia DNA, v désledku ktorej sa vidkna DNA oddelia.
3 — Fixacia oddelenych vlakien DNA na NC filter. 4 — Prevrstvenie NC filtra hybridiza¢nym
roztokom obsahujucim oznacent sondu. 5 — Hybridizacia, t. j. vytvorenie dvojvlaknovych molekl
obsahujucich jedno radioaktivne oznacené vlakno sondy. 6 — Vizualizacia hybridnych molekul
autoradiografiou.
Fig. 5. Hybridization of colonies. 1 — Spotting of microorganisms on nitrocellulose filter (NC)
placed on the surface of selective-diagnostic cultivating medium, growth till appearence of visible
colonies. 2 — Alkalic lysis of bacterial cells and DNA denaturation, causing the separation of DNA
strands. 3 — Fixation of separated DNA strands on NC filter. 4 — Soaking of NC filter by
hybridization solution containing labelled probe. 5 — Hybridization, that is formation of double-
-stranded molecules containing one labelled strand of probe. 6 — Visualization of hybrid molecules
by autoradiography.
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DNA sondy v potravinarskej mikrobioldgii

Ako bolo vyssie uvedené, hybridizacia nukleovych kyselin a aplikacia géno-
vych sond zohrava vyznamnu ulohu aj v oblasti potravinarskej mikrobiologie.
Vo svete existuje niekolko laboratorii, ktoré sa venuji vyskumu v tejto oblasti
a pracuju na vyvijani a zavadzani DNA-DNA hybridizaénych testov do rutinnej
praxe. Prehlad génovych sond detekujucich baktérie, ktoré sa mozu nachadzat
v potravinach, je sumarizovany v tab. 1.

Vyznamny uspech v tejto oblasti biotechnologii predstavuje komeréne do-
stupna suprava ,,Gene-trak", ktora je prikladom uplatnenia vysledkov vysku-
mu v oblasti rekombinantnej DNA v praxi. Za pouzitia tohto systému mozno
detekovat salmonely za 48 hodin. V obdobi pripravy DNA sondy faktory
zodpovedné za virulenciu alebo gény zodpovedné za tvorbu toxinu zname
neboli. Z tohto dovodu stratégia pripravy spocivala v §tudiu chromozémovych
sekvencii genému salmonely. Skonstruovala sa kniznica gendmovej DNA
S. typhimurium v plazmidovom vektore a selekcia sa uskutocnila systematickym
skriningom ziskanych klonov hybridizaciou s ggndémovymi DNA E. coli a inymi
druhmi mikroorganizmov. Zo ziskanych klonov, ktoré nehybridizovali s E. coli
ani s dalSimi testovanymi mikroorganizmami, sa vybrali dva klony hybridizuju-
ce s kazdym izolatom salmonely [34]. Metoda DNA-hybridizacie detekujica
salmonely v potravinach bola v USA r. 1987 odporucena ako rychla skriningo-
va Komisiou AOAC [35]. Ini autori [36] pripravili §pecificki DNA hybridiza¢nu
sondu z 2,3 kb fragmentu LT2 chromozému Salmonella typhimurium. Podarilo
sa im dosiahnut 100 % Specifitu pre rod Salmonella, a to pre izolované kmene
1 pre detekciu salmonel z potravin.

Neskor, r. 1988 sa uz faktory virulencie rodu Salmonella stali zname. Z gene-
tického hladiska bolo vyznamné zistenie, ze salmonely obsahuju velky asi
105 kb plazmid, sérotypovo Specificky a esencialny pre virulenciu salmonel [37].

Escherichia coli sa v potravinarskej mikrobioldgii povazuje za indikatorovy
mikroorganizmus, poukazujici na moznu pritomnost patogénnych enterobak-
terit. Avsak asi 5—10 % kmenov E. coli vyskytujlcich sa v potravinach je
patogénnych. Nedostatocné poznatky o vyskyte patogénnych kmenov stvisia aj
s tym, Ze za Standardnych podmienok kultivacie ¢asto dochadza k strate plazmi-
du a tym aj k strate schopnosti tvorby toxinu. Biologické metody su naroéné na
¢as 1 materidl, preto uplatnenie DNA hybridiza¢nych technik aj v tejto oblasti
predstavuje velky prinos. Patogenita kmenov E. coli suvisi s tvorbou enterotoxi-
nov (ETEC), ale i s produkciou verotoxinov enterohemoragickymi kmenmi
(EHEC), s enteroinvazivnostou (EIEC).

Enterotoxigénna E. coli (ETEC) produkujica termolabilny toxin (LT) je
detekovana geneticky klonovanou sondou [38—40]. ETEC pre ST je detekova-
na pomocou syntetickych oligonukleotidov [5, 41]. Odlisny metodicky pristup
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Tabulka 1. Prehlad génovych sond detegujucich potravinarsky vyznamné patogénne

mikroorganizmy

Table 1. Survey of gene probes detecting food-important pathogenic microorganisms

Mikroorganizmus'

Typ sondy”

Faktor virulencie®

Campylobacter
C. jejuni

C. coli

Helicobacter pylori
Clostridium difficile

Escherichia coli

Legionella
Lactobacillus
delbrueckii
Listeria
monocyrogenes

Legionella
pneumophila

Pseudomonas
fluorescens
Salmonella

Spp.

Staphylococcus
aureus

Yersinia
enterocolitica

genomova DNA?
synteticka®
klonovana 1475 Bp®
klonovana 1845 bp’

oligonukleotidova®
genomova DNA*
klonovania DNA’
8.1 kb

4.5 kb PsT 1
synteticka’®
klonovana DNA’
synteticka 24 bp'
klonovani RNA"

klonovani DNA’
klonovana DNA’
transkripéna RNA'?
genomova DNA*

klonovana DNA’
500 bp
klonovana DNA’
650 bp
synteticka®
klonovana DNA"
850 bp
syntetickd’

klonovana DNA”’
z 23S rDNA"

klonovana, genomova DNA"

klonovana DNA’
2.3 kb
synteticka’

klonovana'®
klonovana'®
klonovana'
synteticka’

24 bp

synteticka 19 bp'®
klonovana'®

protein vonkajsej
membrany (omp)"’
46 kDA

toxin A'®

toxin A"
toxinogenita"
termolabilny toxin™
termostabilnya toxin™
termolabilny aj™
termostabilny toxin®'
toxin “Shiga-like™™
enteroagregacia™
termostabilny toxin'

B-hemolyzinovy gén*
listeriolyzin O

f-hemolyzinovy gén™

zosilnovac infek¢nosti makro-

fagov (mip)*’

enterotoxin A (SEA)™
enterotoxin B (SEB)™
enterotoxin C (SEC)"
toxic shock syndrome
toxin 1 (TSST-1)

plazmid*'

kalciova zavislost™

inv a ail chromozom™
plazmid-HEp-2-cytotoxicita

proteiny vonkaj$ej membrany

(yop)®”
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Microorganism. 2 — Type of probe. 3 — Virulence factor. 4 — Genomic DNA, 5 — Synthetic.
v Cloned 1475 bp. 7— Cloned 1845 bp. 8§ — Oligonucleotide. 9 — Cloned DNA. 10 — Synthetic

24 bp. 1l — Cloned RNA. 12 — Transcriptional RNA. 13 From 23S rDNA. 14 — Cloned.
zenomic DNA. 15 — Cloned.16 — Synthetic 19 bp. 17 — Outer membrane proteins (omp). 18 —
Toxin A. 19 — Toxinogenity. 20 — Thermolabile toxin, 21 — Thermostable toxin. 22 -— Thermola-

oile aj. 23 — Toxin “Shiga-like™. 24 — Enteroaggregation. 25 — S-Hemolysin gene. 26 — Listerioly-
sin 0. 27 — Macrophage infectivity potentiator (mip). 28 — Enterotoxin A (SEA). 29 — Enterotoxin
B (SEB). 30 — enterotoxin C (SEC). 31 — Plasmid. 32 — Calcium dependence, 33 — inv and ail
chromosome. 34 — Plasmid-HEp-2-cytotoxicity. 35 — Yersinia outer proteins (yop).

predstavuje detekcia ETEC produkujiucej ST RNA transkripénou sondou [42].
Pomocou jednej syntetickej] RNA sondy je mozna simultanna detekcia ST 1 LT
toxinovych génov [43].

DNA-sondy boli pripravene aj proti niektorym dal$im potravinarsky vy-
znamnym patogénom, resp. podmienecne patogénnym druhom so zameranim
predovSetkym na také mikroorganizmy, ktoré za Standardnych podmienok
kultivacie st detekovatelné pomerne naroé¢nymi a zdihavymi testami. resp. ich
zachytnost je pomerne nizka, nakolko neexistuje optimalny postup selekcie.
Pritom ide o mikroorganizmy, ktoré svojimi patogénnymi vlastnostami mozu
zohravat rovnako vyznamnu ulohu ako zname salmonely alebo shigely.

Napr. bezné metody izolacie a identifikacie druhu Listeria monocytogenes su
naroné na laboratornu pracu a cas. Laboratorny dokaz a charakterizacia
kmenov vyzaduje 28 dni. Jednotlivé druhy listérii sa odliSuju hemolytickou
aktivitou, redukciou dusi¢nanov a skvasovanim roznych cukrov [44]. Pre epide-
miologické ucely je potrebna sérologicka identifikacia, ako aj fagotypizacia [45].
Najbeznejsia forma listeriozy ludi je bakterialna meningitida, jej prenos potravi-
nami je v literatire dobre dokumentovany. Listeria sa moze vyskytovat napr.
v pasterizovanom mlieku [46] alebo syroch [47]. Mechanizmy zodpovedné za
patogenézu L. monocytogenes nie su uplne vyjasnené. K faktorom podielajucim
sa na jej virulencii patria hemolyziny [48, 49], invazivne faktory [50] a faktory
umoznujuce intracelularne prezitie a zapric¢inujuce oneskorent hypersenzitivitu.
Geneticku sondu detekujucu hemolyticku virulentni L. monocytogenes tvori
5-hemolyzinovy gén o velkosti 500 bazovych parov, ktory je Specificky pre
xmene produkujice f-hemolyzin [S1]. Klonovany a sekvenovany bol tiez gén
ndukujuci oneskorenu hypersenzitivitu (DTH-18) a pouzil sa ako geneticka
sonda vzhladom na to, Zze sa potvrdila vysoka korelacia pritomnosti génu
DTH-18 a virulencie listérii [52].

Podobne identifikacia druhu Pseudomonas vyzaduje uskutoCnenie casovo
naroénych biochemickych testov a aj pri ich rychlej identifikacii sa uplatnuju
zenetické hybridizacné sondy, ktoré boli skonsStruované z klonovanych 23 S
"RNA génov Pseudomonas aeruginosa a pouzité v dot-hybridiza¢nych techni-
xach [53].
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K délezitym bakterialnym enteropatogénom patri tiez druh Campylobacter,
najma druh C. jejuni a Helicobacter pylori, pricom prenasacom nakazy mozu byt
niektoré potraviny, ako surové mlieko, hydina, vajicka, zmrzlina; ide prevazne
o surové alebo nedostato¢ne tepelne opracované potraviny [54]. Hybridizacia
nukleovych kyselin bola aplikovana na identifikaciu a klasifikaciu druhov
Campylobacter za pouzitia radioaktivne aj neradioaktivne znacenych sond
predstavujucich genomovi DNA klinickych izolatov [55, 56].

Vyvoj a aplikacia génovych sond sa uplatnuje aj pri detekcii virulentnych
yersinii. Vzhladom na ubiquitarne vlastnosti a schopnost rast pri chladiaren-
skych teplotach v mése [57] a v mlie¢nych vyrobkoch [58, 59], sa yersiniam
zacina venovat zvysena pozornost. Avsak nie vsetky kmene zapric¢inuju ochore-
nie. Na diferenciaciu virulentnych a avirulentnych kmenov sa pouzil 44 mega-
daltonovy plazmid, resp. jeho tri restrik¢né fragmenty Bam HI molekulove;j
hmotnosti 3,8, 4,3 a 5,0 kb, ktory kdduje invazivnost [39]. Metéda DNA hybri-
dizacie kolonii sa pouzila tiez na detekciu virulentnej Yersinia enterocolitica
v kontaminovanych potravinach [60]. Na detekciu patogénnych kmenov vyvo-
lavajicich gastroenteritidu bola pripravena aj synteticka oligonukleotidova
sonda [61]. Na rozdiel od uvedenych Specifickych DNA-sond detekujucich
homologne sekvencie nukleovych kyselin skiimanych mikroorganizmov, v po-
slednom obdobi boli pripravené aj Sirokospektralne sondy. Ich vyznam a vyuzi-
tie spociva najma pri detekcii mikroorganizmov, ktoré sa nedaju kultivacne
dokazat, resp. st neznameho povodu. Ide o syntetické oligomérne sondy.
detekujuce eubakterialne nukleove kyseliny, homologne so 16 S rRNA baktérii.
Dve takto pripravené sondy boli schopné detekovat nukleové kyseliny 23
fylogeneticky roznorodych bakterialnych druhov metoédou dot-blot hybridiza-
cie [62]. Taktiez na typizaciu kmenov Aeromonas sa pouzila Sirokospektarina
sonda pripravena z 16S a 23S rRNA z E. coli [63].
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Gene probes, their preparation and application in food microbiology
Summary

Paper deals with problems of microbial diagnostics by gene probes. which together with
immunological assays represent progressive and sensitive way of pathogenic microorganisms detec-
tion. By colony hybridization method. it is possible to detect the presence of specific virulent genes
in isolated strains. but also in mixed cultures. or in investigated food samples. as the case may be.
So far. the most employed and sensitive procedure is radioactive labelling of probes. but research
activities are aimed mainly at development and application of non-radioactive labelled atoms
methods. At the present time. probes detecting various species and genera of microorganisms
important from the point of view of food hygiene were prepared by help of gene engineering
methods. Paper presents their brief survey and characterization.
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I'enernueckue 30HAbI, HX NOJAroTOBKAa H NPHMEHEHHE B NHLLIEBO#H f\l"KpOﬁHOJOrHH
Pesome

CraThs 3aHUMACTCS NPOOIEMATHKONH MHKPOOHA TbHOI THATHOCTHKH TCHETHYCCKHMH 30HTAMH.
KOTOPbIC BMECTE C HMMYHOIOTHYECKHMH METOIAMH MPEICTAaBISIOT NPOrPECHBHbIN H UVBCTBbI-
TeIbHBII METO JICTEKTHPOBAHHS MATOICHHBIX MHKPOOPraHH3MOB., METO10M THOPH. IH3AILiN KO-
OHMIT MOKHO 1€TEKTHPOBATH NPHCYTCTBHE CMICHH(BHUECKHX [EHOB BHPY.IEHTHOCTH B H30THPOBAH-
HBIX IHTAMAaX. HO H B CMECHBIX KY.IbTYPAX H.IH B HCCIE10BAHHBIX MPOGAX MHILENPO.1VKTOB. [Toka
50.1e€ IPUMEHACMbBIM H CAMBIM YYBCTBHTE IbHBIM SBISCTCH PAIHAKTHBHbIH METO.1T MCUCHHS 30H 1.
HO M MCC.1CI0BAHHS OPHEHTHPYIOTCS [TABHBIM 00PA30M Ha Pa3padOTKY H MPUMEHEHHE METO108B
HepaIMOAKTHBHOTO MEUCHHS.

B HacTosIlee BpeMs METO1aMH TeHOBO# HHKEHEPHH ObITH MO ITOTOBICHbBI 30H1bl ONPE1C.15F0-
11IHE MHOTHE BH.1bl H PO./IbI MHKPOOPTaHH3MOB 3HAMEHHTBIX C TOUKH 3PEHHS THI HEHbI THIETPO. 1Y K-
10B. CTaThs 14T HX KOPOTKOC 0DO3PEHHE M XAPAKTCPHCTHKH.
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