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Listeria monocytogenes jest Gram-dodatnią, niespo-
rującą, względnie beztlenową bakterią, wykazującą ruch 
w temperaturze 10-25°C. Do rodzaju Listeria należy 
obecnie dziesięć gatunków: L. fleischmannii, L. grayi, 
L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes, 
L.  rocourtiae, L. seeligeri, L. weihenstephanensis 
i L. welshimeri, spośród których drobnoustrojem pato-
gennym dla ludzi jest L. monocytogenes (12, 45, 46). 
Listeria izolowana jest z różnych środowisk, w tym ze 
ścieków, wody, gleby, wielu produktów spożywczych 
(mięso, owoce morza, produkty mleczne czy warzywa), 
a także odchodów ludzkich i zwierzęcych. Zakażenia 
ludzi powodowane przez te drobnoustroje określane 
są nazwą listeriozy, a do ich najczęstszych objawów 
klinicznych należą: posocznica, zapalenie opon móz- 
gowych i poronienia (46, 47). W 2012 r., w państwach 
członkowskich Unii Europejskiej zanotowano 1642 
przypadki listeriozy (nieznacznie więcej niż w 2011 r.), 
z których 198 było śmiertelnych (najwyższa liczba od 
2006 r.) (13).

Według Rozporządzenia Komisji (WE) nr 2073/2005 
wymagane jest, aby w produktach gotowych do spo-
życia przeznaczonych dla niemowląt i do specjalnych 

celów medycznych L. monocytogenes była nieobecna 
w 25 g (38). W przypadku innej żywności gotowej do 
spożycia liczba drobnoustrojów w ciągu całego okresu 
przydatności nie może przekraczać 100 jtk/g, zaś w żyw-
ności, w której możliwy jest wzrost L. monocytogenes, 
drobnoustroje te nie mogą być obecne w 25 g w chwili 
wprowadzenia tego produktu na rynek (38). Według 
raportów Europejskiego Urzędu ds. Bezpieczeństwa 
Żywności (EFSA), limit ten najczęściej przekraczany 
był w rybach i produktach rybnych. W 2012 r. L. mo-
nocytogenes wykryto w 12,0% z 10 831 przebadanych 
produktów rybnych gotowych do spożycia. Większość 
badanych próbek (8538) pochodziła z jednego państwa 
członkowskiego – Polski (13).

Tradycyjne metody identyfikacji L. monocytogenes 
bazują na badaniach bakteriologicznych z użyciem po-
żywki wzbogacającej (zwykle Frasera) i selektywnych 
podłoży stałych, gdzie ostateczny wynik otrzymuje 
się po 6-10 dniach (2, 27). Oprócz długiego czasu 
niezbędnego do wykonania tego typu badania, wadą 
jest również konieczność stosowania wielu odczynni-
ków i pożywek oraz wpływ mikroflory towarzyszącej 
maskującej organizm docelowy, która może wpływać 
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RNA, are used to detect viable cells and also allow quantitative analyses to be performed. Another rapid and 
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use anywhere and immediate interpretation of the results can be routinely used in the future for identification 
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na czaso- i pracochłonność analiz (18). Ze względu na 
to, iż metody konwencjonalne wymagają dużo czasu, 
wprowadzane są nowe testy wykrywania L. monocyto-
genes w żywności, oparte na analizach molekularnych 
(np. PCR), które są szybsze, bardziej czułe i specyficzne 
(2, 23). Charakterystykę metod molekularnych, uży-
wanych do wykrywania obecności L. monocytogenes 
przedstawia tab. 1, zaś zestawienie genów docelowych, 
wybieranych do identyfikacji tych drobnoustrojów 
zebrano w tab. 2.

Metody oparte na amplifikacji DNA
PCR. Wszystkie metody amplifikacji bakteryjnego 

DNA, w tym L. monocytogenes, opierają się na syntezie 
wielu kopii docelowego fragmentu genu przy pomocy 
termostabilnej polimerazy. Najczęściej stosowaną 
techniką jest PCR, pozwalająca na szybkie powielenie 
odcinka DNA, który jest następnie uwidoczniany za 
pomocą dostępnych technik detekcji (20). Do genów 
wybieranych do identyfikacji L. monocytogenes należą: 
hlyA, iap, actA, inlAB, gen białka lmo0733 (regulatora 
transkrypcji) (tab. 2). Amplifikowane są również regio-
ny międzygenowe oraz 16S i 23S RNA, a także markery 
kodujące białka p60, aminopeptydazę C, fosfolipazę C, 
białko wiążące fibronektynę i Dth18 (2, 18, 20, 22, 26, 
40, 51). Konwencjonalny PCR nie pozwala jednak na 
odróżnianie martwych komórek L. monocytogenes od 
żywych (18). Dodatkową trudność w przypadku użycia 
go do identyfikacji tych drobnoustrojów w żywności 
sprawia występujący zwykle niski poziom zanieczysz-
czenia bakteryjnego, a  także obecność mikroflory 
towarzyszącej, np. Listeria innocua. Ujemny wynik 
PCR może być też spowodowany występowaniem 
inhibitorów, takich jak cząsteczki fenolowe, nukleazy 
bądź substancji hamujących wzrost drobnoustrojów, 
stosowanych przy produkcji żywności. Problem ten 
rozwiązywany jest m.in. poprzez dodawanie do reakcji 
PCR kontroli wewnętrznej – IAC (internal amplifica-
tion control). W przypadku powielenia fragmentu IAC 
i  jednocześnie braku specyficznej amplifikacji DNA 
L. monocytogenes badanej próbki przyjmuje się, że nie 
zawierała ona docelowego DNA. Jeśli zaś nie odnoto-
wano powielenia DNA badanej próbki i jednocześnie 

kontroli wewnętrznej, uznaje się, że w próbce mogły 
być obecne inhibitory reakcji PCR (18).

W przypadku zanieczyszczenia badanej próbki niską 
liczbą komórek L. monocytogenes istotne jest określenie 
przybliżonego poziomu kontaminacji oraz rozróżnienie 
komórek martwych i żywych. W tym celu do ampli-
fikacji zamiast DNA wykorzystywany jest mRNA, 
w którym przy pomocy odwrotnej transkryptazy (RT- 
-PCR) identyfikowane są geny, np. hly, prfA i iap (18).

Badania wykonane przez Aznar i Alarcón (2) wy-
kazały, że spośród genów docelowych hlyA, iap oraz 
kodujących białka Dth18 lub 16S RNA, najlepsze re-
zultaty amplifikacji uzyskano dla genu hlyA, gdzie po 
24 h inkubacji próbek czułość reakcji wynosiła 1 jtk/ml. 
Metodę PCR do identyfikacji L. monocytogenes wyko-
rzystano również dla 60 naturalnie zanieczyszczonych 
próbek żywności, porównując różne warunki inkubacji 
w  pożywkach wzbogacających. Najwięcej wyników 
dodatnich zanotowano po 24 h hodowli w 37°C (14 
próbek). Następnie, po wyborze optymalnego etapu 
przednamnażania, przebadano 217 próbek mikrobio-
logiczną metodą horyzontalną opartą na normie ISO 

Tab. 1. Porównanie molekularnych metod wykrywania L. monocytogenes

Metoda
Charakterystyka metody

Piśmiennictwo
Wykrywany gen Czas wstępnego 

namnażania (h)
Czas wykrywania  

L. monocytogens (h)
Minimalna liczba 

wykrytych komórek Matryca

PCR actA
inlAB
hlyA

16
16
24

18
24
30

101 jtk/25 g/25 ml
10 jtk/25 g
1 jtk/ml

wieprzowina, mleko, woda
wędlina
mięso

51
22
2

Multiplex PCR iap
hly
hly

20-24
24
24

30
30
30

13 jtk/25 g
10-100 jtk/ml
10 jtk/próbka

mięso
mięso
mięso, ryby, ser, warzywa

49
25
50

Real-time PCR –*
hlyA
hlyA

24
24
–

30
30
3

102-103 jtk/ml
100 jtk/g
6-60 jtk/reakcja

warzywa
wędlina
odtłuszczone mleko, 
niepasteryzowane pełne mleko

4
35
30

Objaśnienia: * Brak informacji na temat wykrywanego genu
Tab. 2. Geny docelowe najczęściej wykorzystywane do wy-
krywania L. monocytogens

Metoda Wykrywany gen Piśmiennictwo

PCR hly 2, 40

iap 40

actA 51

gen białka lmo0733 26

inlAB 22

Multiplex PCR hlyA 25, 29, 50

iap 6, 29, 49

prfA 21, 29

plc 29

Real-time PCR hlyA 3, 30, 34, 35, 39

iap 3, 16, 34

prfA 34, 37

actA 34

plcA 34

prs 3
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11290-1 i  porównano z  rezultatami PCR. Pierwszą 
techniką L. monocytogenes wykryto w 17 próbkach, 
drugą natomiast w 56, co wskazuje na znacznie wyższą 
czułość PCR od techniki konwencjonalnej (2).

Zhou i Jiao (51) wykazali, że startery dla genu actA są 
wysoce specyficzne dla L. monocytogenes (100% iden-
tyfikacja), podczas gdy dla innych gatunków Listeria 
i  drobnoustrojów nie należących do tego rodzaju 
produkt PCR nie został wykryty w żadnej z badanych 
próbek. Identyfikację metodą PCR poprzedzała wstęp-
na 16 h inkubacja w 30°C, a całkowity czas analizy 
wynosił 18 h.

Jung i  wsp. (22) do wykrywania L. monocytoge-
nes techniką PCR używali starterów dla genu inlAB 
i stwierdzili, że minimalna liczba wykrytych komórek 
bakteryjnych w czystych kulturach wynosiła 105 w 1 ml 
hodowli. Gdy próbki w  postaci wędliny poddano 
inkubacji wstępnej przez 16 h w 30°C w pożywce na-
mnażającej, test zdolny był do identyfikacji 10 jtk/25 g  
L. monocytogenes.

Multiplex PCR. Multiplex PCR jest odmianą PCR, 
w której wykorzystuje się kilka par starterów, dzięki 
czemu możliwa jest amplifikacja wielu odcinków DNA 
jednocześnie, analizowanych w  żelu agarozowym. 
W  przypadku identyfikacji L. monocytogenes wyko-
rzystywane są zwykle startery komplementarne do 
regionów wysoce konserwatywnych Listeria sp. (gen 
23S rRNA) i L. monocytogenes (gen hlyA) (8). Bubert 
i wsp. (6) opracowali test PCR oparty na amplifikacji 
gatunkowo specyficznych fragmentów genu iap, co 
umożliwia identyfikację sześciu gatunków Listeria 
podczas jednej reakcji. Uzyskane fragmenty miały 
różne wielkości, co pozwoliło na ich łatwe rozróżnienie 
w żelu agarozowym.

Zarei i wsp. (49) przebadali metodą multipleks PCR 
z przednamnażaniem 210 próbek mięsa i stwierdzili, 
że od 2,8% do 4,3% z nich było zanieczyszczonych 
L. monocytogenes. Oznaczając granicę wykrywalności 
metody wykazano, że wynosiła ona 13 komórek w 25 g 
próbki.

Lei i wsp. (25) opracowali multiplex PCR, również 
wykorzystujący wstępne namnażanie próbek, o czułości 
1-100 jtk/ml w zależności od drobnoustroju, pozwala-
jący na jednoczesne wykrywanie sześciu patogenów, 
które mogą być obecne w żywności: L. monocytogenes, 
E. coli O157:H7, Salmonella, Vibrio cholerae, V. para-
haemolyticus i Staphlylococcus aureus. Dla L. mono-
cytogenes jako sekwencję docelową wybrano gen hly.

Bardzo czuły test multiplex PCR opracowali Zhang 
i wsp. (50), pozwalający na wykrycie 10 jtk/próbkę. 
Jako sekwencje docelowe służyły geny: hly dla L. mo-
nocytogenes, nuc dla S. aureus, invA dla S. enterica, 
stx i eae dla E. coli O157:H7. Badania przeprowadzono 
z użyciem wołowiny, wieprzowiny, krewetek, ryb, sera 
i warzyw. Zanieczyszczenie próbek na poziomie 1 jtk/
ml każdego z patogenów i 24 h inkubacja pozwoliła 
na jednoczesne wykrycie drobnoustrojów w  87,5% 
przypadków.

Alarcón i wsp. (1) wykorzystali multilpex PCR do 
jednoczesnego wykrywania S. aureus, Salmonella 
i L. monocytogenes. Metoda ta, po 6 h wstępnym namna-
żaniu, umożliwiła wykrycie, odpowiednio, 2,6 × 103 
jtk/ml, 7,9 × 102 jtk/ml i 5,7 × 102 jtk/ml drobnoustrojów 
docelowych.

PCR w  czasie rzeczywistym (real-time PCR). 
Technika real-time PCR oparta na klasycznej metodzie 
PCR posiada dwie ważne zalety: pozwala na monitoro-
wanie ilości produktów PCR w każdym cyklu amplifika-
cji oraz cechuje się wysoką czułością reakcji. Ilościowa 
ocena uzyskanych produktów możliwa jest dzięki 
wykorzystaniu związków fluorescencyjnych, takich 
jak SYBR Green (interkalujących do dwuniciowego 
DNA) oraz sond molekularnych znakowanych fluoro-
chromami: TaqMan Molecular Beacons, Hybridization 
Probes, a także sondy typu Skorpion (komplementar-
ne do powielanej sekwencji kwasu nukleinowego). 
Zastosowanie w badaniu fluorochromów emitujących 
rożne długości fali światła, pozwala na jednoczesne 
wykrywanie kilku sekwencji w próbce (36, 41). Kolejną 
zaletą tej metody jest eliminacja konieczności elektro-
foretycznej analizy produktów PCR. Celem oznaczania 
obecności L. monocytogenes próbkę żywności inkubuje 
się w pożywce namnażającej, a następnie powiela się 
bakteryjne DNA, z użyciem starterów specyficznych 
dla określonych genów. Amplifikacja DNA i idący za 
nią wzrost fluorescencji świadczy o obecności identy-
fikowanych drobnoustrojów. W technice tej mogą być 
na przykład użyte startery pozwalające na jednoczesne 
wykrywanie zarówno Listeria sp., jak i L. monocyto- 
genes, poprzez powielenie genu 23S rRNA (konserwa-
tywnego dla Listeria sp.) oraz markera hlyA, typowe-
go dla L. monocytogenes (8). Metoda real-time PCR 
wykorzystywana jest do identyfikacji, jak również do 
ilościowego oznaczania L. monocytogenes w żywności 
i w próbkach klinicznych, co jest bardzo istotne w ba-
daniach epidemiologicznych (15).

Dostępne są obecnie zestawy do real-time PCR, które 
ułatwiają wykorzystanie tej metody w  laboratoriach 
diagnostycznych. Jest to m.in. system BAX® (DuPont- 
-Qualicon), stosowany do wykrywania L.  monocy-
togenes w  produktach mlecznych, owocach morza, 
surowym i  przetworzonym mięsie, a  także owocach 
i warzywach. Technika ta umożliwia uzyskanie wyniku 
w ciągu 24 h w przypadku próbek nie zawierających 
L. monocytogenes (8, 19). Innym dostępnym zesta-
wem jest Probelia® (Bio-Rad), którego specyficzność 
jest porównywalna z  wykrywaniem L. monocytoge-
nes w  żywności metodą referencyjną ISO 11291-1. 
Kolejnymi zestawami do identyfikacji tego drob-
noustroju są: LightCycler® Listeria monocytogenes 
Detection Kit (Roche/Biotecon), GeneVision® Rapid 
Pathogen Detection System for Listeria monocytogenes 
(Warnex), a  także TaqMan® Listeria monocytogenes 
Detection Kit (Applied Biosystems). Większość z tych 
testów zapewnia gotowe do użytku sondy, startery, od-
czynniki do amplifikacji, jak też kontrole wewnętrzne, 
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które pozwalają dokonywać prawidłowej interpretacji 
wyników fałszywie ujemnych, będących skutkiem 
hamowania reakcji poprzez różne czynniki znajdujące 
się w żywności (19).

Stwierdzono, że wykorzystując metodę real-time 
PCR, możliwa była jednoczesna identyfikacja w żyw-
ności L. monocytogenes, S. Typhimurium i  E. coli 
O157:H7 (4). Całkowity czas badania wynosił ok. 30 h, 
włączając w to niezbędny etap wstępnego namnażania 
drobnoustrojów. W badaniach tych granice wykrywal-
ności wynosiły, odpowiednio, (komórek/ml) 1-10 dla 
E. coli O157:H7 i Salmonella oraz 102-103 dla L. mo-
nocytogenes (4). Rodríguez-Lázaro i wsp. (35) uzyskali 
natomiast wynik 100 jtk/g L. monocytogenes podczas 
wykrywania drobnoustroju w kontaminowanej wędli-
nie, zaś przy oznaczaniu liczby (matryca – sztucznie 
zanieczyszczone surowe mięso i wędlina) najmniejszą 
liczbę, jaką metoda była zdolna zidentyfikować – 1000 
jtk/g. Nogva i wsp. (30), powielając sekwencje genu 
hlyA, określili granicę wykrywalności na 6-60 jtk/re-
akcję w przypadku użycia do badania odtłuszczonego 
mleka i  niepasteryzowanego pełnego mleka, a  czas 
badania wynosił 3 h.

Pochop i wsp. (32) przeprowadzili badania żywno-
ści w  kierunku obecności L. monocytogenes metodą 
real-time PCR, bez wcześniejszego etapu namnażania, 
stwierdzając wynik dodatni w 15 spośród 24 próbek. 
Równocześnie przeprowadzono badania klasyczną 
metodą mikrobiologiczną, uzyskując porównywalne 
wyniki.

RT-PCR (Reverse Transcription-PCR). Obecność 
specyficznych sekwencji RNA jest wskaźnikiem ży-
wych komórek bakteryjnych w próbce (mRNA posiada 
krótszy okres półtrwania w stosunku do DNA, przez co 
szybciej degraduje po śmierci komórkowej), dlatego 
metoda RT-PCR jest wykorzystywana do molekularnej 
identyfikacji L. monocytogenes w żywności. W odczy-
nie tym odwrotna transkryptaza, w obecności startera, 
tworzy komplementarny DNA (cDNA), służący następ-
nie jako matryca w PCR (8, 18).

Klein i Juneja (24) porównali amplifikację trzech ge-
nów L. monocytogenes (iap, hly, prfA) metodą RT-PCR 
i stwierdzili największą wydajność dla markera iap. Po 
godzinnej inkubacji próbki w pożywce namnażającej 
granica wykrywalności wynosiła 10-15 jtk/ml dla czy-
stej kultury. Czułość metody RT-PCR dla genu hly była 
4 tys. razy mniejsza niż markera iap, zaś dla genu białka 
regulatorowego prfA nie zaobserwowano powielenia 
docelowego fragmentu po 5 godzinach inkubacji.

NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplifi- 
cation). NASBA jest metodą izotermalną opartą na am-
plifikacji RNA, w której wykorzystywane są: odwrotna 
transkryptaza, rybonukleaza H, polimeraza RNA T7, 
oraz dwa specyficzne oligonukleotydowe startery DNA. 
Pierwszym etapem jest synteza, przez odwrotną trans-
kryptazę, nici cDNA komplementarnej do matrycowego 
RNA. Następnie RNA degradowane jest z kompleksu 

RNA-DNA z użyciem rybonukleazy H. W dalszej ko-
lejności komplementarna do cDNA nić DNA jest syn-
tetyzowana z wykorzystaniem odpowiedniego startera 
i odwrotnej transkryptazy. Powstałe cząsteczki cDNA 
zawierają funkcjonalne miejsca rozpoznawane przez 
polimerazę RNA faga T7, która syntetyzuje liczne kopie 
anty-sensownego RNA, będącego matrycą w kolejnych 
etapach procedury. Powtarzające się cykle pozwalają 
na nagromadzenie jednoniciowych specyficznych 
cząsteczek RNA, które mogą być wykrywane w żelu 
agarozowym lub techniką hybrydyzacji (8, 10, 11).

Zaletą techniki NASBA jest możliwość detekcji 
żywych komórek L. monocytogenes i  brak potrzeby 
użycia kosztowych termocyklerów, natomiast trudno-
ścią – konieczność izolacji matrycowego RNA (5, 8). 
Wadą metody są również ograniczenia co do wielkości 
powielanej sekwencji docelowej, która optymalnie 
powinna być w zakresie 120-250 nukleotydów (14).

Uyttendaele i wsp. (44) opracowali procedurę wy-
krywania L. monocytogenes, wykorzystując technikę 
NASBA z  użyciem sekwencji 16S rRNA. Granica 
wykrywalności dla tego testu wynosiła 106 jtk/ml, jed-
nak czułość metody była znacznie lepsza, jeśli próbki 
poddano namnażaniu wstępnemu. Przebadano próbki 
różnej żywności o masie 25 g, które zanieczyszczano 
L. monocytogenes w  granicach 1-100 jtk. Metoda 
pozwoliła na wykrycie poziomu poniżej 10 jtk/25 g 
w ciągu 3 dni.

Blais i wsp. (5) do badań techniką NASBA wybrali 
sekwencję genu hlyA. Metoda ta zdolna była do wykry-
cia niewielkiej liczby komórek L. monocytogenes (< 10 
jtk/g), którymi zanieczyszczone były różne produkty 
mleczarskie i proszek jajeczny, inkubowane wstępnie 
przez 48 h.

LAMP (loop mediated isothermal amplification). 
Metoda LAMP, w odróżnieniu od PCR, polega na cy-
klicznej izotermicznej amplifikacji docelowego DNA, 
która może być przeprowadzona w ciągu jednej godziny 
w łaźni wodnej lub bloku grzejnym, bez konieczności 
zastosowania termocyklera. Wykorzystywane startery 
są komplementarne do 6-8 miejsc docelowego DNA 
(18). Tang i wsp. (43) opracowali bardzo specyficzną 
i czułą procedurę LAMP, umożliwiającą identyfikację 
genu hlyA L. monocytogenes, w której w etapie detekcji 
produktów wykorzystano kalceinę lub mangan. Próbki 
inkubowano w pożywce BHI (Brain Heart Infusion) 
w 37°C. Granica wykrywalności testu LAMP w wy-
krywaniu L. monocytogenes w  czystych hodowlach 
wynosiła 2 jtk/reakcję. Test LAMP wykazywał ok. 
100-krotnie większą czułość w porównaniu do zasto-
sowanej przez autorów PCR.

Wang i wsp. (48) przeprowadzili badanie techniką 
LAMP 182 izolatów L. monocytogenes pochodzących 
z próbek żywności i określili granicę wykrywalności na 
100 jtk/reakcję. Specyficzność metody LAMP wyno-
siła 96,7% (176/182 próbek), zaś dla konwencjonalnej 
reakcji PCR 91,2% (166/182 analizy).
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Wykrywanie polimorfizmu pojedynczych nici 
DNA. Metoda opiera się na założeniu, że nawet poje-
dyncza zmiana w sekwencji nukleotydowej fragmentu 
DNA może mieć wpływ na konformację cząsteczki, a co 
za tym idzie – różnicę w szybkości jej migracji w żelu 
z gradientem czynnika denaturującego. Czynnikiem de-
naturującym może być związek chemiczny, np. mocznik 
(DGGE-denaturing gradient gel electrophoresis) lub 
temperatura (TGGE-temperature gradient gel electro-
phoresis). W technice SSCP (single strand conformation 
polimorphism) denaturacja przeprowadzana jest przed 
dodaniem próbki do niedenaturującego żelu poliakry-
amidowego. Metoda ta stosowana jest do separacji 
fragmentów DNA o takiej samej długości, ale różnej 
sekwencji nukleotydów. Technika ta może być wyko-
rzystywana do wykrywania różnych gatunków Listeria, 
które po amplifikacji wybranych genów (wspólnych dla 
tych gatunków) dają produkty trudne lub niemożliwe 
do rozróżnienia w żelu agarozowym (18).

Cocolin i  wsp. (9) wykazali, że technika DGGE 
pozwala na szybką identyfikację i różnicowanie L. mo-
nocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri  
i L. ivanovii. Metoda ta może być stosowana jako szybki 
test przesiewowy w  kierunku oznaczania obecności 
oraz różnicowania Listeria spp. i  L. monocytogenes 
w żywności.

Hybrydyzacja DNA
W metodzie tej obecność sekwencji docelowej wy-

krywana jest przy pomocy komplementarnej sondy oli-
gonukleotydowej, posiadającej znacznik niezbędny do 
dalszej detekcji. Początkowo sekwencje te znakowano 
izotopami promieniotwórczymi, a uzyskiwany sygnał 
był wykrywany autoradiograficznie. Obecnie stosuje 
się sondy biotynylowane, sondy zawierające digoksy-
geninę lub znacznik fluorescencyjny, pozwalające na 
detekcję z taką samą czułością, jak sondy zawierające 
izotopy promieniotwórcze. Technika hybrydyzacji 
wykorzystuje istniejące pomiędzy gatunkami Listeria 
różnice w sekwencji DNA i jest bardziej specyficzna 
niż metody biochemiczne i  serologiczne oparte na 
badaniach fenotypowych. Z  uwagi na to, że metoda 
ta nie obejmuje amplifikacji kwasu nukleinowego, ma 
ograniczoną czułość, bowiem wymaga co najmniej 104 
kopii sekwencji docelowej w 1 µl. Od momentu wpro-
wadzenia do praktyki laboratoryjnej techniki opartej na 
PCR, hybrydyzacja DNA do identyfikacji drobnoustro-
jów w żywności jest stosowana wyjątkowo, w handlu 
dostępne są jednak rutynowe testy, np. Accuprobe (Gen-
Probe Inc) i GeneTrak DNA hybridization kit (Neogen 
Corporation). Pierwszy oparty jest na hybrydyzacji 
znakowanych sond DNA do specyficznych sekwencji 
mRNA, dzięki czemu możliwa jest detekcja żywych 
komórek, natomiast drugi bazuje na hybrydyzacji ze 
znakowanymi fluorescencyjnie sondami oligonukle-
otydowymi, komplementarnymi do wewnątrzkomór-
kowych fragmentów docelowego RNA (15, 28).

Mikromacierze i biosensory  
jako techniki przyszłości

Zasada działania mikromacierzy bazuje na metodzie 
hybrydyzacji, w której sondy DNA umieszczane są na 
stałym podłożu, na które następnie nakłada się próbkę 
badanego DNA, wcześniej wyznakowanego fluorescen-
cyjnie. Mikromacierze występują w dwóch odmianach – 
oligonukleotydowe (chipy DNA) oraz cDNA (33). Suo 
i wsp. (42) opracowali mikomacierz z wykorzystaniem 
70 oligonukleotydów specyficznych dla czterech pato-
genów: L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. enterica 
i Campylobacter jejuni. W celu zmniejszenia kosztów 
chip zawierał 12 zespołów dających możliwość badania 
12 próbek jednocześnie. Granicę wykrywalności okre-
ślono badając 10-krotne rozcieńczenia DNA; wyniosła 
ona 1 × 104 ng (ok. 20 kopii) DNA każdego z badanych 
drobnoustrojów.

Technika mikromacierzy DNA pozwala na równole-
głe wykrywanie i analizę w stosunkowo krótkim czasie 
tysięcy genów jednocześnie. Metoda ta może w przy-
szłości umożliwić szybką i  dokładną analizę próbek 
żywnościowych pod kątem obecności chorobotwór-
czych drobnoustrojów, w tym L. monocytogenes (7, 19).

Większość testów mikrobiologicznych wykonywa-
nych jest w laboratoriach stacjonarnych, gdzie wyma-
gany jest wykwalifikowany personel i specjalistyczny 
sprzęt. W ostatnich latach trwają intensywne badania 
nad możliwością przeprowadzenia takich oznaczeń 
w praktycznie dowolnym miejscu, w warunkach po-
lowych, stąd rozwój szybkich, czułych i przenośnych 
nowych technologii – czujników biologicznych zwa-
nych biosensorami, pozwalających na natychmiastową 
interpretację wyników (17). Biosensory są to cząsteczki 
pochodzenia biologicznego przyłączone do materiału 
rozpoznającego sygnał. Kiedy dochodzi do kontaktu 
próbki z  biosensorem, zachodzi reakcja inicjująca 
sygnał, który następnie jest rozpoznawany jest przez 
urządzenie rejestrujące. Najczęściej stosowane są sy-
gnały elektrochemiczne i optyczne (19).

Ohk i wsp. (31) jako aptamer w biosensorze wyko-
rzystującym włókna optyczne zastosowali gen kodu-
jący wytwarzanie białka internaliny A, używany do 
wykrywania L. monocytogenes w żywności. Granica 
wykrywalności biosensora zarówno w czystej kulturze, 
jak i w mieszaninie zawierającej inne bakterie wynosiła 
103 jtk/ml. Metoda ta była zdolna wykryć L. monocyto-
genes w produktach mięsnych gotowych do spożycia, 
kontaminowanych na poziomie 102 jtk/25 g i inkubowa-
nych wstępnie przez 18 h w 37°C, wykorzystanie tego 
typu techniki w kierunku obecności L. monocytogenes 
w żywności wymaga jednak dalszych badań.
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