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G6nov6 sondy, ich priprava a pouZitie v potravinrirskej mikrobiol6gii

KATARINA JURIKOVA

Suhrn. elAnok sa zaoberd problematikou mikrobiAlnet diagnostiky ,senovymi sondt-
mi. ktor6 spolu s imunologickymi metodami predstavujir progresirny a citlir, j'sp6sob detck-
cie patog6nnych mikroorganizmov. Metodou hybridiziicie kolonii moZno detekovaf pritom-
nost'ipecifickych g6nov virulencie v izolovanych kmefroch i v zrnieSanych kulturach. resp. \'o
vy5etrovanych vzorkach poZivatin. Doteraz najpouZivanejii a najcitlireiSi je rirdioaktivnl
sp6sob znadenia sond. ale vyskum sa orientuje najmd na vyvijanie a aplikiiciu metod
nerddioaktivneho znaienia. V sriiasnosti sa metodami 96nor'6ho inZinierstva pripravili sondr'
detekujrice viacere druhy a rody mikroorganizmov viznamnich z hladiska hvgienv poiiva-
tin. Prdca podAva ich strudny prehlad a charakterizhciu.

Vyvoj a aplikdcia novich, rychlych a citlivych metod detekcie pato_sennych
mikroorganizmov v potravinAch predstavuje v sudasnostijednu z najdoleZitej-
Sich oblasti vyskumu potravinerskych mikrobiologov. K nim patria najme
imunologicke a molekul6rno-geneticke metody. V suvislosti s rychlym rozvo-
jom technologie rekombinantnej DNA v sedemdesiatych rokoch techniky mole-
kul6rnej biologie zadali prenikat aj do oblasti potravinarskej mikrobiologie.
Geneticke metody detekcie a identifikilcie mikroorganizmov maji v porovnani
s tradidnymi kultivadnymi postupmi niekolko vy'znamnych vyhod: nakolko sa

nevyZaduje izolacia distych kultur. eliminuju sa dasovo zdihave neselektivne
a selektivne pomnoZovania, v d6sledku ktorych dasto dochddza i k strate
plazmidu a s tim spojenej virulencie. NevyZaduje sa genova expresia v labora-
tornych podmienkach, nakolko genov6 sondy detekuju pritomnost Specifickych
sekvencii nukleotidov. t. j. genov virulencie. Suiasne moino vyietrit velky podet

izolovanych kmefiov (30--50), av5ak detekcia virulentnych kmeiov sa moZe
uskutodnif i v zmie5anych kulturach []. PouZitie genovych sond predstavuie
progresivny a slubny sp6sob detekcie patogennych mikroor-saniznrov. resp.
genetickych determinantov Specifickych faktorov virulencie.
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Genove sondy

GenovA sonda predstavuje Specificky usek nukleovej kyseliny, t. j. Specificku
sekvenciu nukleotidov, vhodne oznadenu. pridom na jej pripravu moZno pouZif
dvojvl6knovir alebo jednovl6knovu DNA alebo jednovlAknovtr RNA. Genetic-
kou sondou moZe byt cely chromozom, gen alebo plazmid. Chromozomov6
sondy sa pouZivaju predov5etkym pri Studiu pribuznosti bakteri6lnych izol6tov

[2. 3]. NajpouZivanejSou metodou kon5trukcie sondy je klonovanie. Prvym
krokom pri priprave sondy je izoldcia. purifik6cia a koncentracia DNA z distej

kultury Studovanych bakterii. Takto ziskan6 DNA sa na5tiepi pomocou res-

trikdnych endonukle6z. Kohezne konce vzniknuteho inzertu umoZiuju rekom-
binAciu s dal5im, rovnakou restrikdnou endonukle6zou na5tiepenym fisekom
DNA - plazmidom. Plazmid s inzertom po spojeni DNA lig6zou sa v procese

transformacie stdva sridastou genomu hostitela, napr. E. coli,zktorej klonova-
na sekvencia mdZe byt reizolovanA. oznaden6 a pouZit6 ako sonda [4]. Sondy
rnoZu byf konStruovan 6 tieL z oligonukleotidovych sekvencii, ktore su syntetizo-
vane pomocou DNA syntetiz6torov. Taketo sondy obsahuju vdd5inou menej

ako 40 6az a poulivajri sa v doraz vridiej miere [4-7].

RAdioaktivne znadenie

Aby sa mohla uskutodnii detekcia vytvorenych hybridnych molekul. genove

sondy musia byt vhodne oznadene. V poslednoni obdobi sa vyvinulo a v litera-
t[rre publikovalo pomerne vela met6d znadenia nukleovych kyselin. V sudasnos-

ti nalpouiivanej5i sposob je pomocou r6dioizotopov, kedy izotop je in vitro
inkorporovany do molekuly nukleovej kyseliny a to metodou nick-translacie [8].
znaienim nirhodneho primeru alebo transkripciou z klonovanych promotorov
za pouZitia RNA polymerAz[91. Na detekciu sa pouZiva autor:idiografia. Pri
znadeni sondy metodou nick-transldcie sa vyuZiva udinok dvoch enzymov:
DNA polymerazy I a DNA-Azy. DNA polymerAzu I izolovanu z E. t'oli lvori
jeden polypeptidicky retazec molekulovej hmotnosti 109000 nesuci tri rozne

enzymove aktivity: 5'-3'-polymerazu. 5'-3'-exonukle6zu (DNA-6za)
a 3'-5'-exonukleAzu. DNA-Aza sp6sobuje jednovlAknovy zlom (zarez. t. j. nick).
a to eliminiiciou nukleotidov z S'-konca. Udinkom DNA polymerazy I dochir-

dza ku kompletizircii nukleotidov smerom k 3'-hydroxylovemu koncu. Elimind-
cia rrukleotidov a nitslednir adicia smerom k 3'-koncu maju za n6sledok posun

r.irezu (: nick-translircia) pozdii DNA. NAhradou povodnych nukleotidov za

vysoko radioaktivne je moZne pripravit IP DNA s vysokou Specifickou aktivi-
tou (l0r cpnl.Lrgr). do zitvisi od mnoZstva DNA-Azy pridanej do reakcie

a DNA-irzy kontaminujucej preparirt DNA polymerazy L Koncentrircia DNA-
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Oznadene vlirkna DNA maju mat diZku 400 800 nukleotidov [10].

NerAdioaktivne znadenie

Ner6dioaktivny sposob znadenia v suiasnostipredstavuje l0- a2 100-nirsobne
menej citlivy sp6sob, avSak je bezpednej5i a sondy su stabilnel5ie I l]. S cielonr
rutinneho vyuZitia sa vyvija niekolko sposobov tohto znadenia. spoloinl'm
principom ktorych je tak ako pri r6dioaktivnom znaieni naviazanie vhodnej
molekuly markera na molekulu DNA a naslednd detekcia oznaienej molekuly.
Ako prvy sposob ner6dioaktivneho oznadenia sondy sa pouZila inkorporacia
biotinylovanych analogov nukleotidov do molekuly DNA a to bud chemickou
modifikdciou jednovldknovej molekuly DNA s biotinhydrazidom. ktory sa

naviaZe na volny nesparovany cytozin nahradenim jeho aminoskupiny trans-
aminadnou reakciou katalyzovanou siranom sodnym [9]. bud inkorporovanim
komerdnych biotinylovanych bAz, ako su Bio-l I dNTP (l l-dUTP a ll-dCTP)
do molekuly DNA nick-translaciou. PouZitie biotinu na neridioaktivne znac'e-
nie je umoinene jeho schopnostou viazat sa s vysokou afinitou ((ri.: l0 I5)

sudasne na avidin (protein izolovany zo streptomycet). ktori moZe byt konjugo-
vany s r6znymi molekulami. napr. s alkalickou fosfatazou. ponlocou ktorych je
moZnd vizualizacia uskutodiujuca sa pouZitim substr6tu 5-bromo-4-chloro-3-
-indoxylfosf6tu (BCIP) a farbiva Nitro Blue Tetrazolium (NBT) [2. l3].

Podobne system znadenia pomocou fotobiotinu vyvinuty na znadenie nu-
kleovych kyselin r. 1985. pouZiva detekdny system avidin-alkalickA tbsfTrza

a substr6t BCIP a NBT. Fotobiotin (N-4-azido-2-nitrofenyl-1{-(1V-biotinyl-3-
-aminopropyl)-N-metyl- I .3-propdndiamin) acet6t je syntetickyi derivAt biotinu.
ktory je fotoaktivovatelny na nitr6n reagujucis purinovou alebo pyrimidinovou
bdzou [4].

Z dal5ich sposobov neriidioaktivneho znaienia moZno uviest napr. metodu
kolorimetrickej vizualizdcie DNA s naviazanym modifikovanym proteinom

[ 5]. imunochemicke metody [16. l7] alebo pomerne roz5irene chemiluminiscen-
dne sp6soby [8. l9].

Hybri dizitcia nukleovych kyselin

Chemickf princip hybridiz6cie nukleovych kyselin je zaloieny na reverzibilite
procesu denaturdcie. Pri vySSej teplote (l00oC) alebo alkalickom pH dochiidza
k oddeleniu komplementdrnych vl6ken DNA. Po pridani Specifick6ho jedno-
vl6knoveho riseku DNA, vhodne oznaden6ho, t. j. genovej sondy, separovan6
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komplement6rne vl6kna DNA za vhodnych podmienok reasociujri. vznikajirce
hybridne molekuly obsahuju jedno vl6kno poch6dzajirce z testovan6ho mikro-
organizmu a druh6 z g6novej sondy (obr. l). DNA sondy a vl6kno DNA
poch6dzajuce z vySetrovaneho mikroorganizmu obsahujir teda tu istu geneticku
informdciu a moZno kon5tatovat', Ze testovan6 vzorka obsahuje g6n zhodny
s g6nom sondy. Nakolko vznik5 molekula dvojvl6knovej DNA z jednovlikno-
vych DNA r6zneho p6vodu, t. j. hybrid, uvedeny proces reasoci6cie je oznaio-
vany ako hybridiz6cia [20]. Charakteriz6cia stability vzniknutlich hybridov
spodiva v merani bodu topenia (7,).Je to teplota, pri ktorej polovica helik6lnej
Struktury zanikne. 7, reasociovanych vlaken nukleovej kyseliny zdvisi od b6zo-
veho zloZenia, koncentr6cie monovalentnych kationov, diZky duplexu a kon-
centrdrcie organickych denaturantov, ako su napr. formamid alebo modovina,

DNA

Obr. I

Fig. l.
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vy3etrovacej vzorkyr DNA genovej sondyl
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Princip hybridizdcie nukleovlich kyselin. A--- adenin: Adenine. T - tvmin: Thrmine.
C - cytozin; cytosine, G - guarrin; Guanine. x 

- rddioizotop; Radioisotope.
Nucleic acids hybridization principle. I - - DNA of investigated sample. 2 DNA olgene

probe. 3 Labelling. 4 -- Denaturation. 5 - Hybridization.
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ktore sa pouZivaju na znilenie hybridizadnej teploty. V rozmedzi pH 5-9 je f,,,
nezdvisl6 od pH. 7, mdZe byt ovplyvnend tieZ chybnym p6rovanim v duplexe:
na kaid6 I % chybn6ho pdrovaniabaz DNA sa pozoroval pokles f, pribliZne
o l'C [21].

Presnost', s ktorou sa sp6jajri b6zy nukleotidov DNA sondy a skirmanej DNA
moZno ovplyvnit' teplotou hybridizadnej reakcie a n6slednymi premyvaniami.
Rigorozne podmienky hybridiz6cie umoZiuju sp6janie iba komplementArnych
risekov. Pri niZ5ich teplot6ch novovznikajuce dvojvl6kna m6Zu obsahovat znai-
ny podiel chybne sp6rovanych nukleotidov. Pri takejto nizkej rigoroznosti
genov6 sonda m6Ze hybridizovat s pribuznymi. ale neidentickymi sekvenciami.
io m6 za n6sledok vznik falo5ne pozitivnych vysledkov [21]. Ale ak rigoroznost
podmienok je pri1i5n6, t. j. hybridiz6cia alebo premyvanie sa uskutoiiuje pri
teplote, ked aj spravne spdrovane dvojvldkna denaturuju. vytvoren6 molekuly
dvojvldknovej DNA mdZu byt'nestabilne a znai,na dast sondy sa nikdy nespoji
s cielovou sekvenciou skrimanej DNA. Dosledkom je velmi slaby signAl a vznik
lbloine negativnych vysledkov.

Hybridizadn6 experimenty s DNA imobilizovanou na nitrocelulozovom filtri
boliprvy raz publikovan6 v rokoch 1963-1964[22,23]a neskdr taketo fixova-
n6 nukleov6 kyseliny boli detekovan6 pomocou rddioaktivnych sond [24, 25].
\ko pevne noside kyselin sa najdastejSie pouZivaju nitrocelulozove alebo nylo-
nov6 membr6ny. Stridiom relativnej hybridizadnej udinnosti syst6mov na nosii
riazaneho oligonukleotidu a nitrocelulozy sa zistila 13-28 7o retencia cieLo-

vych sekvencii na filtroch a udinnost'detekcie 8 20 % [26). Citlivost hybridi-
zadneho sign6lu moZno zvy5if desat'n6sobne 2-minutovym oZiarenim na nosid
fixovanej DNA UV svetlom [27].

Hybridi zat,nb metody

Prv6 hybridizadnb Studie boli uskutodnene ako jednof6zove reakcie v rozto-
ku. V sudasnosti sa uplatfiuje predov5etkym metoda dvojf6zovej hybridizdcie,
ked skumane nukleove kyseliny sa fixuju v jednovl6knovych form6ch na pev-
nom nosiii (membr6ne, filtri) a su vy5etrovan6 pomocou nukleovej kyseliny
zn6mej sekvencie, ktor6 sa nachddza v roztoku. NajpouZivanejSie aplikricie
dvojf6zovej hybridizricie sir taketo: ,,Dot-blot" hybridiz6cia, sandwich, Sout-
hern, northern, hybridizdcia kolonii. Pri hybridizdcii ..dot-blot" [28] vy5etrova-
ne nukleove kyseliny sa priamo imobilizuju na pevny nosid ako jednotlive body.
Tdto technika umoZiuje kvantifikfciu imobilizovanych nukleovych kyselin
tobr. 2). Pri ,,sandwich" hybridiz6cii (obr. 3) sa pouZivaju dve identifikadn6
DNA sondy. Jedna z nich (zn6ma DNA) je imobilizovand na pevnom nosidi

:::. Thl mine,

'1.
D\.\ of gene
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a druhy fragment md funkciu znaienej sondy v roztoku. Vzorka sa nachddza
tiei v roztoku. Ak vzorka obsahuje sekvencie komplement6rne k obidvom
fragmentom DNA-sondy, dochddza k detekovatelnej tvorbe hybridov, nakolko

Obr. 2. Dot-blot hybridizircia. Purifikovan6 DNA sa imobilizuju na pevny nosii a komplementar-
ne sekvencie sa detekuju pomocou genovej sondy.

Fi-e. 2. Dot-blot hybridization. Purified DNA are immobilized on solid support and complemerrta-
ry sequences ale detected by help ol gene probe. I - Isolated DNA. 2 - Immobilization. 3 - Gene

probe. 4 - Hybridization.

g6novqsondo fixovqno

pridonie vzorkyz

_r_5__
gdnov6 soqdo
ozno6,enoJ

Obr. 3. Sandwich hybridizAcia. Usek DNA zndmej frekvencie sa imobilizuje na pevn! nosii
a druh! lragment DNA mi funkciu znadenej g6novej sondy v roztoku. v ktorom sa nachadza
i vzorka. Naviazanie sondy na filter sa uskutodni prostrednictvom komplementdrnej DNA vzorkr.
Fig. 3. Sandwich hybridization. DNA section of known sequence is immobilized on solid support
and second DNA fragment lunctions 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. I -- Fixed

gene probe. 2 - Sample addition. 3 - Labelled gene probe. 4 - Hybridization.
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naviazanie sondy na filter je umoZnen6 iba komplementarnou DNA vzorky [29.
30).

Pri technike Southern (obr. 4) naStiepene fragmenty DNA sa najprv frakcio-
nuju agarozovou alebo polyakrylamidovou elektroforezou, dim sa analyzuje aj
ich veLkost a prenesu sa z gelu na nitrocelulozovy filter, ktory sa pouZije na
hybridiz6ciu. Tdto technika dostala nazov podla autora, ktory ju zaviedol [25].
Podobne hybridizacia northern umoZfiuje analyzu RNA prenesenej z g6lu na
filter [31]. Techniky prenosu umo2iuji kvalitativnu analizu nukleovych kyselin
a pouiivaju sa na mapovanie g6nov a ich transkriptov, detekciu sekvencii
virusov v transformovanych bunkdch alebo v tkaniv6ch [32]. ako aj na diagnos-
ticke udely. ked je potrebne poznat veLkost'vzniknutych hybridov I l].

DNA prototypl DNA mutont2

II
noitiepenie restrikdnlm enzymomJ

ll
rozdetenie frogmentov g6lovou

etektrofordzou4 r:]t_tt-l
nosid (NC f itterl 5

s ozno6,enou 96novou

prenos no

hybridiz6cio

sondou6

det e kcioT

Obr. 4. Southern hybridiz6cia. Naitiepen6 lragmenty DNA sa rozdelia pomocou gelovej elektrofo-
r6zy a 5peci6lnou technikou sa prenesi z gelu na pevn;i nosid. ktory sa pouZije na hybridizdciu

s oznadenou gdnovou sondou.
Fig. 4. Splitted up DNA fragments are separated by help ofgel electrophoresis and transferred by
special technique lrom gel to solid support, being used for hybridization with labelled gene probe.

I DNA prototype, 2 - DNA mutant. 3 - splitting up by restriction enzyme, 5 translere to
support (NC filter). 6 - hybridization with labelled gene probe. 7 - detection.
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Hybridiz6cia kol6nii umoZiuje vhodnir detekciu Specifickej DNA z bakte-
ri6lnych buniek, ktor6 vyrastri ako kol6nie na nitrocelul6zovom filtri uloZenom
na povrchu diagnosticko-selektivnej pody. Pred hybridiz6ciou sa uskutodnilyza
buniek a alkalick6 denatur6cia DNA s n6slednou imobilizilciou priamo na
nitrocelul6zovom filtri [33]. Ak DNA genovej sondy bola oznaden6 rddioaktiv-
ne, detekcia vzniknut;fch hybridov sa uskutodni autor6diografiou [35] (obr. 5).

bt-@
,f ftt
:3#

f-rT:ll-1
1....11..'.1

Obr. 5. Hybridiz6cia kotonii. I - Vyodkovanie mikroorganizmov na nitrocelul6zovy filter (NC)
uloZeny na povrchu selektivno-diagnostickej p6dy, rast do vzniku viditetnich kol6nii. 2 - Alkalic-
kd lyza bakteri6lnych buniek a denaturdcia DNA, v d6sledku ktorej sa vldkna DNA oddelia.

3 - FixdLcia oddelenych vlilkien DNA na NC filter. 4 - Prevrstvenie NC filtra hybridizadnym
roztokom obsahujucim oznadenu sondu. 5 - Hybridiz6cia, t. j. vytvorenie dvojvliiknovych molekirl
obsahujucich jedno r6dioaktivne oznaden6 vl6kno sondy. 6 Yizualizitcia hybridnych molekul

autor6diografiou.
Fig. 5. Hybridization ol 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 lormation of double-
-stranded molecules containing one labelled strand of probe. 6 - Visualization of hybrid molecules

by autoradiography.
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DNA sondy v potravin6rskej mikrobiologii

Ako bolo vySSie uveden6. hybridiz6cia nukleovych kyselin a aplik6cia g6no-
vych sond zohrava vyznamnu ulohu aj v oblasti potravin6rskej mikrobiologie.
Vo svete existuje niekolko laborat6rii, ktore sa venuju vyskumu v tejto oblasti
a pracuju na vyvijani azavadzani DNA-DNA hybridizadnych testov do rutinnej
praxe. Prehlad genovich sond detekujucich bakterie, ktore sa moZu nachddzat'
v potravin6ch, je sumarizovany v tab. 1.

Vyznamny uspech v tejto oblasti biotechnol6gii predstavuje komerdne do-
stupn6 stprava ,,Gene-trak", ktor6 je prikladom uplatnenia vysledkov vysku-
mu v oblasti rekombinantnej DNA v praxi. Za poulitia tohto syst6mu moZno
detekovat' salmonely za 48 hodin. V obdobi pripravy DNA sondy faktory
zodpovedne za virulenciu alebo g6ny zodpovedn6 za tvorbu toxinu zname
neboli. Z tohto dovodu strategia pripravy spodivala v Sttdiu chromozomovych
sekvencii gen6mu salmonely. Skon5truovala sa kniZnica genomovej DNA
S. typhimuriumv plazmidovom vektore a selekcia sa uskutodnila systematicklim
skriningom ziskanych klonov hybridizriciou s gen6movlfmi DNA E. coli a inymi
druhmi mikroorganizmov. Zo ziskanych klonov, ktor6 nehybridizovali s E. coli
ani s dal5imi testovanymi mikroorganizmami, sa vybrali dva klony hybridizujir-
ce s kaZdym izol6tom salmonely [34]. Metoda DNA-hybridizdcie detekujirca
salmonely v potravin6ch bola v USA r. 1987 odporuien6 ako rychla skriningo-
vd Komisiou AOAC [35]. Ini autori [36]pripravili Specificku DNA hybridizadnu
sondu z2,3kb fragmentu LT2 chromozomu Salmonella t-,-phimurium. Podarilo
sa im dosiahnut'100 % Specifitu pre rod Salmonella, a to pre izolovane kmene
i pre detekciu salmonel z potravin.

Neskdr, r. 1988 sa uZ faktory virulencie rodu Salmonella stali zname. Z gene-
tickeho hladiska bolo vyznamne zistenie, Ze salmonely obsahuju velky asi
105 kb plazmid, serotypovo Specificklf a esencidlny pre virulenciu salmonel [37].

Escherichia coli sa v potravinSrskej mikrobiologii povaZuje za indik6torovy
mikroorganizmus, poukazujuci na moZnu pritomnost' patog6nnych enterobak-
terii. Av5ak asi 5-10 7o kmeilov E. coli vyskytujricich sa v potravindch je
patog6nnych. Nedostatodn6 poznatky o vfskyte patogennych kmefiov srivisia aj
s tim, Le zaltandardnych podmienok kultiv6cie dasto dochddza k strate plazmi-
du a tym aj k strate schopnosti tvorby toxinu. Biologick6 met6dy sir n6rodn6 na
.'as i materi6l, preto uplatnenie DNA hybridizadnfch technik aj v tejto oblasti
predstavuje velky prinos. Patogenita kmeiov E. coli srivisi s tvorbou enterotoxi-
nov (ETEC), ale i s produkciou verotoxinov enterohemoragicklfmi kmefimi
{ EHEC), s enteroinvazivnostou (EIEC).

Enterotoxiglnna E. coli (ETEC) produkujrica termolabilnj, toxin (LT) je
detekovan6 geneticky klonovanou sondou [38-40]. ETEC pre ST je detekova-
nar pomocou syntetickych oligonukleotidov [5, 41]. Odli5njr metodickf pristup
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Tabulka l. Prehlad genovlch sond detegujircich potravinArsky vyznamn6 patog6nne
mikroorganizmy

Table l. Survey of gene probes detecting lood-important pathogenic microorganisnrs

M ikroorganizmusr Typ sondyr Faktor virulenciel

Camp.t'loba<'ter

C. jejuni

C.

Heli<'obacter pvlori
Clostridiunt difficile

Escherithia coli

Legionella
Loctobacillus
delhrueckii
Listeria
ntorlo0'logenes

Legionella
pneunrophila

Pseudononas

fluorescens
Salntonella
spp.

S taphl locot't'us
aureus

Yersinia
enterocolitica

toli

genomovA DNAI
syntetickir5
klonovand 1475 Bp6

klonovan/r 1845 bpr

o ligon u k leot id o vd8

gen6movri DNA{
klonovanll DNAe
8.1 kb
4.5 kb PsT I
synteticke5
klonovanA DNAe
synteticki 24 bpr"
klonovana RNArr

klonovanir DNAe
klonovan6 DNAe
transkripdnd RNA'r
gen6movd DNA{

klonovanri DNAe
500 bp
klonovand DNAe
650 bp
syntetick6s
klonovanA DNAe
850 bp
syntetickAs

klonovanA DNAe
z 23S rDNArr
klonovand. genomovd DNA'{
klonovanA DNAe
2.3 kb
syntetickti5

klonovan6r5
klonovandr5
klonovandl5
syntetickd5
24 bp
syntetick6 l9 bpr6
klonovan6r5

protein vonkajSej
membr6ny (omp)'t
46 KDA

toxin Ar8

toxin Al8
toxinogenitare
termolabilni toxin:o
termostabilnyA toxin:e
termolabilnli ajr:
termostabihri toxin:r
toxin "Shiga-like":r
enteroagregdcial{
termostabiln5i toxinr I

B-hemolyzinov! 96nr5

listeriolyzin O16

B-hemolyzinovy gdnrs

zosiliovad inlekdnosti makro-
ldgov (mip):7

enterotoxin A (SEA)r8
enterotoxin B (SEB):.)
enterotoxin C (SEC)ro
toxic shock syndrome
toxin I (TSST-I)
plazmidrl
kalciovi z6vislost'I
inv a ail chromozoml
plazmid-HEp-2-cytotoxicita

proteiny vonkajiej membr6nl'
(vop)"
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. Microorganisnr. 2 - Type of probe. 3 - Virulence factor.4 -' Genomic DNA. 5 - Svniiretic.

" Cloned 1475 bp. 7 Cloned 1845 bp. 8 - Oligonucleotide. 9 - Cloned DNA. l0 - Synthetic
il bp. ll Cloned RNA. 12 Transcriptional RNA. l-l Fronr 23S rDNA. 14 -.Cloned.
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.rn 0. 27 - Macrophage infectivity potentiator (mip). 28 - Enterotoxin A (SEA). 29 Enterotoxin
B (SEB). -30 enterotoxiu C (SEC).31 Plasmid.32 Calcium dependence.3-i inv and ail
:hromosome. -14 Plasmid-HEp-2-cytotoxicity. 35 l'crsiniu outer proteins (yop).

predstavuje detekcia ETEC produkujucej ST RNA transkripdnou sondou [42].
Pomocou jednej syntetickej RNA sondy je moZn6 simultdnna detekcia ST i LT
toxinovich genov [43].

DNA-sondy boli pripraven6 aj proti niektorym dal5im potravinersky uy-
znamnim patogenom, resp. podmienedne patogennym druhom so zameranim
predov5etkym na tak6 mikroorganizmy, ktor6 za Standardnych podmienok
kultivdcie su detekovatelne pomerne narodnymi a zdihavymi testami. resp. ich
zachytnosf je pomerne nizka, nakolko neexistuje optim6lny postup selekcie.
Pritom ide o mikroorganizmy, ktor6 svojimi patogennymi vlastnostami moZu
zohrdvaf rovnako vyznamnu ulohu ako zn6me salmonely alebo shigely.

Napr. beZn6 metody izoldcie a identifik6cie druhu Listeria nnno('r'togeres su

narodne na laboratornu pr6cu a das. Laboratorny d6kaz a charakterizAcia
kmeilov vyZaduje 28 dni. Jednotlive druhy listerii sa odliSuju hemolytickou
rktivitou, redukciou dusidnanov a skvasovanim r6znych cukrov [44]. Pre epide-
nriologicke ridely je potrebnd serologick6 identifik6cia. ako aj fagotypizacia [a5].
\ajbeZnejSia forma listeriozy ludi je bakteridlna meningitida. jej prenos potravi-
;rami je v literature dobre dokumentovany. Listeria sa m6Ze vyskytovat napr.
r pasterizovanom mlieku [a6] alebo syroch 1471. Mechanizmy zodpovedne za
patogen6zu L. ntonoc'1'togenes nie su uplne vyjasnene. K faktorom podielajucim
.a na jej virulencii patria hemolyziny [48, 49], invazivne faktory [50] a faktory
:rnioZfiujuce intracelul6rne preZitie a zapridifiujuce oneskorenu hypersenzitivitu.
Genetickir sondu detekujircu hemolyticku virulentnu L. monocytogenes tvori
.l-hemolyzinovli g6n o velkosti 500 b6zovych p6rov. ktory je Specifick! pre
\mene produkujuce B-hemolyzin [51]. Klonovany a sekvenovany bol tieZ gen

:ndukujrici oneskoren0 hypersenzitivitu (DTH-18) a pouZil sa ako genetickd
.onda vzhladom na to. 2e sa potvrdila vysok6 koreldcia pritomnosti genu

DTH-18 a virulencie listerii [52].
Podobne identifikdcia druhu Pseudonronas vyZaduje uskutoinenie dasovo

:rarodnych biochemickych testov a aj pri ich rychlej identifik6cii sa uplatiuju
:enetick6 hybridizadne sondy, ktore boli skonitruovane z klonovanych 23 S
:RNA g6nov Pseudonronas aeruginosa a pouZite v dot-hybridizadnych techni-
i.ich [53].



K d6leZitym bakteri6lnym enteropatogenom patri tieZ druh Cantpylobac'ter.
najmd druh C. jejuni a Helicobacter py-lori, pridom prend5adom nirkazy m6Zu b1't

niektor6 potraviny, ako surov6 mlieko, hydina, vajidka, zmrzlina;' ide prevaZne

o surovE alebo nedostatodne tepelne opracovane potraviny [54]. Hybridizicia
nukleovych kyselin bola aplikovan6 na identifikaciu a klasifik6ciu druhor'
Campylobacter za pouZitia r6dioaktivne aj ner6dioaktivne znadenych sond
predstavujucich genomovir DNA klinickych izoldtov [55, 56].

Vyvoj a aplikicia genovych sond sa uplatfiuje aj pri detekcii virulentnich
yersinii. Vzhladom na ubiquitirne vlastnosti a schopnost' r6st pri chladiaren-
skych teplotdch v miise [57] a v mliednych vyrobkoch [58, 59], sa yersiniAni
za(ina venovat'zvy5end pozornost. AvSak nie vSetky kmene zapriiifluju ochore-
nie. Na diferenci6ciu virulentnych a avirulentnych kmeiov sa pouZil 44 mega-

daltonovy plazmid, resp. jeho tri restrikdne fragmenty Bam HI molekulovej
hmotnosti 3,8,4.3 a 5,0 kb, ktory koduje invazivnost [39]. Metoda DNA hybri-
dizicie kolonii sa pouZila tieZ na detekciu virulentnej Yersinis enterocolitit'cr
v kontaminovanych potravin6ch [60]. Na detekciu patogennych kmefiov l'yvo-
l6vajucich gastroenteritidu bola pripravenA aj syntetick6 oligonukleotidov6
sonda [61]. Na rozdiel od uvedenych Specifickych DNA-sond detekujucich
homologne sekvencie nukleovych kyselin skirmanych mikroorganizmov, v po-
slednom obdobi boli pripraven6 aj Sirokospekt16lne sondy. Ich vyznam a vyuZi-
tie spodiva najmd pri detekcii mikroorganizmov, ktore sa nedaju kultivadne
dok6zad, resp. sri neznameho p6vodu. Ide o syntetick6 oligom6rne sondl'.
detekujrice eubakteridlne nukleov6 kyseliny, homol6gne so l6 S rRNA bakterii.
Dve takto pripraven6 sondy boli schopn6 detekovat nukleove kyseliny 23

fylogeneticky 16znorodych bakteri6lnych druhov metodou dot-blot hybridizd-
cie [62]. TaktieZ na typiz6ciu kmeiov Aeronrcnas sa pouZila Sirokospektdrlna
sonda pripravend z l63 a 23S rRNA z E. coli 1631.
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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 uith
immunological assays represent progressive and sensitive way ol pathogenic microorganisms detec-
tion. By colony hybridization method. it is possible to detect the presence ol specific virulerlt genes

in isolated strains. but also in mixed cultures. or in iuvestigated lood santples. as the case may- br'.

So far. the most employed and sensitive procedure is radioactive labelling ol probes. but reseitt'ch

activities are aimed mainly at development and application ol non-radioactive labelled atoms

methods. At the preserrt time. probes detecting various species and genera ol microorgauisurs

important from the point ol view of lood hygiene were prepared by' help of gene engineerirtg

methods. Paper presents their brief survey and characterizatiorr.
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Pe:rcve

Crarrr 3aHHMaerct npo6:revarnrot-t vrrpo6lra.rrHofi -fuarHocrtrKt,t reHeruqecxu\nr 30H.fittttt.
Koropble BMecre c HMMyHo.'roruqecKnMr.r Mero.ravn npe.lcraB.tfllor nporpeolnHufi u q):BcrBbr-

re.rrttrrfi Mero.r JereKTupoBaHnt naroreHHbrx vr.r(poopraHn3voa. Mero.torr rn6prr.lulartrrrr xo-
-rouufi voxuo .rererrupoBarb npHcyrcrBtle cneulrQuuecxltx reHoB BHp]--'reHTHocrn B u3o.'rupoBaH-

Hbrx ruravax. Ho n B cMecHbrx r(y,'tbrypax n.'ln B lrcc-'le,loBaHHbrx npo6ax nHulenpo.l\'xroa. floxa
6o-ree npuvexteMbrM u caMbrM qyBcrBttre-'rbHbrM RB.'Iterct patuaxrnBHblfi r'rero.l lreqeHnr 3oH.t.

Ho r,r l.tccJetroBaHnr opneHTupyrorct r,'raBHbrM o6parov Ha pa3pa6orK\' r{ npuveHeHne }tero-toB
Hepa,IuoaxrlrBHoro MeqeHU g.

B Hacroqruee Bpevt vero.qavr reHoBoft t{HxeHepuH 6ur,tu no.troroB.'teHbt 3oH.1br onpeJe.'rrro-
uHe vHorl{e Bn.lbt r.r po,lbt MfiKpoopraHn3voB 3HaveH[Tbrx c ToqKH 3peHltt rHrneHbl ntruenpo-l]'x-
ros. Craruc raer nx Koporroe o6o3peHne H xaparrepncrnr(r4.
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