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Summary

Listeria monocytogenes is an important foodborne pathogen that causes a disease known as listeriosis, which
is especially dangerous for pregnant women. Infection with L. monocytogenes may also result in stillbirths,
abortions and premature deliveries, as well as meningitis, septicaemia, encephalitis, and meningoencephalitis.
Conventional detection methods of these bacteria are time-consuming; therefore, rapid alternative methods,
including those based on molecular tests are needed. PCR is sensitive and specific; however, it requires the
use of an agarose gel, which increases the time of analysis. A technique that allows the elimination of this step
is real-time PCR, which enables the quantitative determination of L. monocytogenes in foods. A modification
of PCR is multiplex PCR that allows detection of several genes at the same time and distinguishes between
different species of microorganisms. Techniques such as RT-PCR or NASBA, where the target molecule is
RNA, are used to detect viable cells and also allow quantitative analyses to be performed. Another rapid and
specific method is LAMP, which can be performed in one hour in a water bath or heating block, without the use
of a thermocycler. Biosensors and microarrays are examples of new technologies that due to the possibility to
use anywhere and immediate interpretation of the results can be routinely used in the future for identification

Review

of L. monocytogenes in food.
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Listeria monocytogenes jest Gram-dodatnia, niespo-
rujaca, wzglednie beztlenowa bakteria, wykazujaca ruch
w temperaturze 10-25°C. Do rodzaju Listeria nalezy
obecnie dziesie¢ gatunkow: L. fleischmannii, L. grayi,
L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes,
L. rocourtiae, L. seeligeri, L. weihenstephanensis
i L. welshimeri, spo$rod ktorych drobnoustrojem pato-
gennym dla ludzi jest L. monocytogenes (12, 45, 46).
Listeria izolowana jest z roznych srodowisk, w tym ze
sciekdw, wody, gleby, wielu produktéw spozywcezych
(migso, owoce morza, produkty mleczne czy warzywa),
a takze odchoddw ludzkich i zwierzgcych. Zakazenia
ludzi powodowane przez te drobnoustroje okreslane
sa nazwy listeriozy, a do ich najczgstszych objawow
klinicznych naleza: posocznica, zapalenie opon mdz-
gowych i poronienia (46, 47). W 2012 r., w panstwach
cztonkowskich Unii Europejskiej zanotowano 1642
przypadki listeriozy (nieznacznie wigcej nizw 2011 1.),
z ktorych 198 byto $miertelnych (najwyzsza liczba od
2006 r.) (13).

Wedtug Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2073/2005
wymagane jest, aby w produktach gotowych do spo-
zycia przeznaczonych dla niemowlat i do specjalnych

celow medycznych L. monocytogenes byta nieobecna
w 25 g (38). W przypadku innej zywnosci gotowej do
spozycia liczba drobnoustrojow w ciggu catego okresu
przydatnosci nie moze przekracza¢ 100 jtk/g, za§ w zyw-
nosci, w ktorej mozliwy jest wzrost L. monocytogenes,
drobnoustroje te nie mogg by¢ obecne w 25 g w chwili
wprowadzenia tego produktu na rynek (38). Wedlug
raportow Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa
Zywnoéci (EFSA), limit ten najczesciej przekraczany
byt w rybach 1 produktach rybnych. W 2012 r. L. mo-
nocytogenes wykryto w 12,0% z 10 831 przebadanych
produktow rybnych gotowych do spozycia. Wigkszos¢
badanych probek (8538) pochodzita z jednego panstwa
cztonkowskiego — Polski (13).

Tradycyjne metody identyfikacji L. monocytogenes
bazuja na badaniach bakteriologicznych z uzyciem po-
zywki wzbogacajacej (zwykle Frasera) i selektywnych
podtozy statych, gdzie ostateczny wynik otrzymuje
si¢ po 6-10 dniach (2, 27). Oprocz dtugiego czasu
niezb¢dnego do wykonania tego typu badania, wada
jest rowniez koniecznos$¢ stosowania wielu odczynni-
koéw 1 pozywek oraz wptyw mikroflory towarzyszacej
maskujacej organizm docelowy, ktora moze wplywac
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Tab. 1. Por6wnanie molekularnych metod wykrywania L. monocytogenes
Charakterystyka metody
Metoda Czas wstepnego Czas wykrywania Minimalna liczba Pismiennictwo
L AL namnazania (h) L. monocytogens (h) | wykrytych komérek bl
PCR actA 16 18 10" jtk/25 g/25 ml | wieprzowina, mleko, woda 51
inlAB 16 24 10 jtk/25 g wedlina 22
hiyA 24 30 1 jtk/ml mieso 2
Multiplex PCR iap 20-24 30 13 jtk/25 g migso 49
hly 24 30 10-100 jtk/ml migso 25
hly 24 30 10 jtk/prébka mieso, ryby, ser, warzywa 50
Real-time PCR = 24 30 102-10° jtk/ml warzywa 4
hiyA 24 30 100 jtk/g wedlina 35
hiyA - 3 6-60 jtk/reakcja odttuszczone mieko, 30
niepasteryzowane petne mleko

Objasnienia: * Brak informacji na temat wykrywanego genu

na czaso- i pracochtonnos¢ analiz (18). Ze wzgledu na

Tab. 2. Geny docelowe najczeSciej wykorzystywane do wy-
krywania L. monocytogens

to, iz metody konwencjonalne wymagaja duzo czasu, Metoda Wykrywany gen Pismiennictwo
wprowadzane sg nowe testy wykrywania L. monocyto- [ pep hly 2,40
genes W zywnosci, oparte na analizach molekularnych _
(np. PCR), ktére sg szybsze, bardziej czute i specyficzne 1ap 40
(2, 23). Charakterystyke metod molekularnych, uzy- e o
wanych do wykrywania obecnosci L. monocytogenes gen biatka Imo0733 26
przedstawia tab. 1, za$ zestawienie genow docelowych, inlAB 22
wybieranych do identyfikacji tych drobnoustrojOW | myitiplexPcR | hiya 25. 29, 50
zebrano w tab. 2. :
iap 6, 29, 49
Metody oparte na amplifikacji DNA priA 21,29
PCR. Wszystkie metody amplifikacji bakteryjnego ple 29
DNA, w tym L. monocytogenes, opieraja si¢ na syntezie | Real-time PCR | hiyA 3, 30, 34, 35, 39
wielu kopii docelowego fragmentu genu przy pomocy iap 3,16, 34
termqstabilnej polimerazy. Najcze;s’ciej stosowang orfA 34, 37
technikg jest PCR, pozwalajaca na szybkie powielenie
odcinka DNA, ktory jest nast¢gpnie uwidoczniany za act 34
pomoca dostepnych technik detekcji (20). Do genow plcA =
wybieranych do identyfikacji L. monocytogenes naleza: prs 3

hlyA, iap, actA, inlAB, gen biatka Imo0733 (regulatora
transkrypcji) (tab. 2). Amplifikowane sg rowniez regio-
ny migdzygenowe oraz 16S 123S RNA, a takze markery
kodujace biatka p60, aminopeptydaze C, fosfolipaze C,
biatko wigzace fibronektyne i Dth18 (2, 18, 20, 22, 26,
40, 51). Konwencjonalny PCR nie pozwala jednak na
odréznianie martwych komorek L. monocytogenes od
zywych (18). Dodatkowa trudnos¢ w przypadku uzycia
go do identyfikacji tych drobnoustroj()w w Zywnoéci
spraw1a wystepujacy zwykle niski poziom zanieczysz-
czenia bakteryjnego, a takze obecnos$¢ mikroflory
towarzyszacej, np. Listeria innocua. Ujemny wynik
PCR moze by¢ tez spowodowany wystepowaniem
inhibitoroéw, takich jak czasteczki fenolowe, nukleazy
badz substancji hamujacych wzrost drobnoustrojéw
stosowanych przy pl‘OdukC]l zywnosci. Problem ten
rozwigzywany jest m.in. poprzez dodawanie do reakcji
PCR kontroli wewnetrznej — IAC (internal amplifica-
tion control). W przypadku powielenia fragmentu IAC
1 jednoczesnie braku specyficznej amplifikacji DNA
L. monocytogenes badanej probki przyjmuje sie, ze nie
zawierata ona docelowego DNA. Jesli za$ nie odnoto-
wano powielenia DNA badanej probki i jednoczesnie

kontroli wewnetrznej, uznaje si¢, ze w probce mogly
by¢ obecne inhibitory reakcji PCR (18).

W przypadku zanieczyszczenia badanej probki niska
liczbg komorek L. monocytogenes istotne jest okreslenie
przyblizonego poziomu kontaminacji oraz rozrdznienie
komorek martwych 1 zywych. W tym celu do ampli-
fikacji zamiast DNA wykorzystywany jest mRNA,
w ktoérym przy pomocy odwrotnej transkryptazy (RT-
-PCR) identyfikowane sg geny, np. hly, prfAiiap (18).

Badania wykonane przez Aznar i Alarcon (2) wy-
kazaty, ze sposrod genow docelowych hlyA, iap oraz
kodujacych biatka Dth18 lub 16S RNA, najlepsze re-
zultaty amplifikacji uzyskano dla genu hlyA, gdzie po
24 h inkubacji probek czutos¢ reakcji wynosita 1 jtk/ml.
Metode PCR do identyfikacji L. monocytogenes wyko-
rzystano rowniez dla 60 naturalnie zanieczyszczonych
probek zywnosci, poréwnujac réozne warunki inkubacji
w pozywkach wzbogacajacych. Najwigcej wynikow
dodatnich zanotowano po 24 h hodowli w 37°C (14
probek). Nastepnie, po wyborze optymalnego etapu
przednamnazania, przebadano 217 probek mikrobio-
logiczng metoda horyzontalng oparta na normie ISO
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11290-1 i poréwnano z rezultatami PCR. Pierwsza
technikg L. monocytogenes wykryto w 17 probkach,
druga natomiast w 56, co wskazuje na znacznie wyzsza
czuto$¢ PCR od techniki konwencjonalnej (2).

Zhou i Jiao (51) wykazali, ze startery dla genu actA sg
wysoce specyficzne dla L. monocytogenes (100% iden-
tyfikacja), podczas gdy dla innych gatunkow Listeria
1 drobnoustrojéw nie nalezacych do tego rodzaju
produkt PCR nie zostal wykryty w Zzadnej z badanych
probek. Identyfikacje metoda PCR poprzedzata wstep-
na 16 h inkubacja w 30°C, a catkowity czas analizy
wynosit 18 h.

Jung i wsp. (22) do wykrywania L. monocytoge-
nes technikg PCR uzywali starteréw dla genu inlAB
1 stwierdzili, ze minimalna liczba wykrytych komorek
bakteryjnych w czystych kulturach wynosita 10° w 1 ml
hodowli. Gdy probki w postaci wedliny poddano
inkubacji wstepnej przez 16 h w 30°C w pozywce na-
mnazajacej, test zdolny byt do identyfikacji 10 jtk/25 g
L. monocytogenes.

Multiplex PCR. Multiplex PCR jest odmiang PCR,
w ktorej wykorzystuje si¢ kilka par starterow, dzieki
czemu mozliwa jest amplifikacja wielu odcinkéw DNA
jednoczesnie, analizowanych w zelu agarozowym.
W przypadku identyfikacji L. monocytogenes wyko-
rzystywane sg zwykle startery komplementarne do
regionéw wysoce konserwatywnych Listeria sp. (gen
23S rRNA) i L. monocytogenes (gen hlyA) (8). Bubert
1 wsp. (6) opracowali test PCR oparty na amplifikacji
gatunkowo specyficznych fragmentoéw genu iap, co
umozliwia identyfikacj¢ szesciu gatunkow Listeria
podczas jednej reakcji. Uzyskane fragmenty miaty
r6zne wielkosci, co pozwolito na ich tatwe rozrdznienie
w zelu agarozowym.

Zarei i wsp. (49) przebadali metoda multipleks PCR
z przednamnazaniem 210 probek migsa 1 stwierdzili,
ze od 2,8% do 4,3% z nich bylo zanieczyszczonych
L. monocytogenes. Oznaczajac granice wykrywalnosci
metody wykazano, ze wynosita ona 13 komorek w25 g
probki.

Lei i wsp. (25) opracowali multiplex PCR, rowniez
wykorzystujacy wstepne namnazanie probek, o czutosci
1-100 jtk/ml w zaleznosci od drobnoustroju, pozwala-
jacy na jednoczesne wykrywanie szesciu patogenow,
ktére moga by¢ obecne w zywnosci: L. monocytogenes,
E. coli O157:H7, Salmonella, Vibrio cholerae, V. para-
haemolyticus 1 Staphlylococcus aureus. Dla L. mono-
cytogenes jako sekwencje docelowg wybrano gen hly.

Bardzo czuly test multiplex PCR opracowali Zhang
1 wsp. (50), pozwalajacy na wykrycie 10 jtk/probke.
Jako sekwencje docelowe stuzyly geny: hly dla L. mo-
nocytogenes, nuc dla S. aureus, invA dla S. enterica,
stxieae dla E. coli O157:H7. Badania przeprowadzono
z uzyciem wolowiny, wieprzowiny, krewetek, ryb, sera
1 warzyw. Zanieczyszczenie probek na poziomie 1 jtk/
ml kazdego z patogenow 1 24 h inkubacja pozwolita
na jednoczesne wykrycie drobnoustrojow w 87,5%
przypadkow.
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Alarcon 1 wsp. (1) wykorzystali multilpex PCR do
jednoczesnego wykrywania S. aureus, Salmonella
1 L. monocytogenes. Metoda ta, po 6 h wstepnym namna-
zaniu, umozliwita wykrycie, odpowiednio, 2,6 x 10°
jtk/ml, 7,9 x 10% jtk/mli 5,7 x 10? jtk/ml drobnoustrojow
docelowych.

PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR).
Technika real-time PCR oparta na klasycznej metodzie
PCR posiada dwie wazne zalety: pozwala na monitoro-
wanie iloéci produktow PCR w kazdym cyklu amplifika-
cji oraz cechuje si¢ wysoka czutoscia reakc;ji. [losciowa
ocena uzyskanych produktow mozliwa jest dzieki
wykorzystaniu zwigzkow fluorescencyjnych, takich
jak SYBR Green (interkalujacych do dwuniciowego
DNA) oraz sond molekularnych znakowanych fluoro-
chromami: TagMan Molecular Beacons, Hybridization
Probes, a takze sondy typu Skorpion (komplementar-
ne do powielanej sekwencji kwasu nukleinowego).
Zastosowanie w badaniu fluorochroméw emitujacych
rozne dtugosci fali $wiatta, pozwala na jednoczesne
wykrywanie kilku sekwencji w probcee (36,41). Kolejng
zaletg tej metody jest eliminacja koniecznosci elektro-
foretycznej analizy produktow PCR. Celem oznaczania
obecnosci L. monocytogenes probke zywnosci inkubuje
si¢ W pozywce namnazajacej, a nastepnie powiela si¢
bakteryjne DNA, z uzyciem starterow specyficznych
dla okreslonych gendéw. Amplifikacja DNA i idacy za
nig wzrost fluorescencji §wiadczy o obecnosci identy-
fikowanych drobnoustrojow. W technice tej moga by¢
na przyklad uzyte startery pozwalajace na jednoczesne
wykrywanie zarowno Listeria sp., jak 1 L. monocyto-
genes, poprzez powielenie genu 23S rRNA (konserwa-
tywnego dla Listeria sp.) oraz markera hlyA, typowe-
go dla L. monocytogenes (8). Metoda real-time PCR
wykorzystywana jest do identyfikacji, jak roéwniez do
ilosciowego oznaczania L. monocytogenes w zywnos$ci
1 w probkach klinicznych, co jest bardzo istotne w ba-
daniach epidemiologicznych (15).

Dostepne sg obecnie zestawy do real-time PCR, ktore
utatwiaja 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 1 przetworzonym migsie, a takze owocach
1 warzywach. Technika ta umozliwia uzyskanie wyniku
w ciagu 24 h w przypadku probek nie zawierajacych
L. monocytogenes (8, 19). Innym dostgpnym zesta-
wem jest Probelia® (Bio-Rad), ktérego specyficzno$é
jest porownywalna z wykrywaniem L. monocytoge-
nes w zywnos$ci metoda referencyjng ISO 11291-1.
Kolejnymi zestawami do identyfikacji tego drob-
noustroju sg: LightCycler® Listeria monocytogenes
Detection Kit (Roche/Biotecon), GeneVision® Rapid
Pathogen Detection System for Listeria monocytogenes
(Warnex), a takze TagMan® Listeria monocytogenes
Detection Kit (Applied Biosystems). Wiekszo$¢ z tych
testow zapewnia gotowe do uzytku sondy, startery, od-
czynniki do amplifikacji, jak tez kontrole wewng¢trzne,
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ktore pozwalajg dokonywaé prawidlowej interpretacji
wynikow fatszywie ujemnych, bedacych skutkiem
hamowania reakcji poprzez rézne czynniki znajdujgce
si¢ w zywnosci (19).

Stwierdzono, ze wykorzystujac metodg real-time
PCR, mozliwa byta jednoczesna identyfikacja w zyw-
nosci L. monocytogenes, S. Typhimurium i E. coli
O157:H7 (4). Catkowity czas badania wynosit ok. 30 h,
wlaczajac w to niezbedny etap wstepnego namnazania
drobnoustrojéw. W badaniach tych granice wykrywal-
no$ci wynosily, odpowiednio, (komdrek/ml) 1-10 dla
E. coli O157:H7 i Salmonella oraz 10*-10° dla L. mo-
nocytogenes (4). Rodriguez-Léazaro i wsp. (35) uzyskali
natomiast wynik 100 jtk/g L. monocytogenes podczas
wykrywania drobnoustroju w kontaminowanej wedli-
nie, za$ przy oznaczaniu liczby (matryca — sztucznie
zanieczyszczone surowe mi¢so i wedlina) najmniejsza
liczbe, jaka metoda byta zdolna zidentyfikowa¢ — 1000
jtk/g. Nogva i wsp. (30), powielajac sekwencje genu
hlyA, okreslili granice wykrywalno$ci na 6-60 jtk/re-
akcje w przypadku uzycia do badania odtluszczonego
mleka i niepasteryzowanego petnego mleka, a czas
badania wynosit 3 h.

Pochop 1 wsp. (32) przeprowadzili badania zywno-
sci w kierunku obecnosci L. monocytogenes metoda
real-time PCR, bez wczesniejszego etapu namnazania,
stwierdzajac wynik dodatni w 15 sposrod 24 probek.
Réwnoczesnie przeprowadzono badania klasyczng
metodg mikrobiologiczng, uzyskujac porownywalne
wyniki.

RT-PCR (Reverse Transcription-PCR). Obecnos¢
specyficznych sekwencji RNA jest wskaznikiem zy-
wych komorek bakteryjnych w probce (mRNA posiada
krotszy okres pottrwania w stosunku do DNA, przez co
szybciej degraduje po $mierci komoérkowej), dlatego
metoda RT-PCR jest wykorzystywana do molekularne;j
identyfikacji L. monocytogenes w zywnosci. W odczy-
nie tym odwrotna transkryptaza, w obecnosci startera,
tworzy komplementarny DNA (cDNA), stuzacy nastgp-
nie jako matryca w PCR (8, 18).

Klein i Juneja (24) poréwnali amplifikacje trzech ge-
néw L. monocytogenes (iap, hly, prfA) metodg RT-PCR
1 stwierdzili najwigksza wydajnos$¢ dla markera iap. Po
godzinnej inkubacji probki w pozywce namnazajacej
granica wykrywalno$ci wynosita 10-15 jtk/ml dla czy-
stej kultury. Czuto$¢ metody RT-PCR dla genu hly byta
4 tys. razy mniejsza niz markera iap, za$ dla genu biatka
regulatorowego prfA nie zaobserwowano powielenia
docelowego fragmentu po 5 godzinach inkubacji.

NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplifi-
cation). NASBA jest metodg izotermalng oparta na am-
plifikacji RNA, w ktorej wykorzystywane sg: odwrotna
transkryptaza, rybonukleaza H, polimeraza RNA T7,
oraz dwa specyficzne oligonukleotydowe startery DNA.
Pierwszym etapem jest synteza, przez odwrotng trans-
kryptazg, nici cDNA komplementarnej do matrycowego
RNA. Nastepnie RNA degradowane jest z kompleksu
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RNA-DNA z uzyciem rybonukleazy H. W dalszej ko-
lejnosci komplementarna do cDNA ni¢ DNA jest syn-
tetyzowana z wykorzystaniem odpowiedniego startera
1 odwrotnej transkryptazy. Powstate czasteczki cDNA
zawieraja funkcjonalne miejsca rozpoznawane przez
polimerazg RNA faga T7, ktora syntetyzuje liczne kopie
anty-sensownego RNA, bedacego matryca w kolejnych
etapach procedury. Powtarzajace si¢ cykle pozwalaja
na nagromadzenie jednoniciowych specyficznych
czasteczek RNA, ktore mogg by¢ wykrywane w Zelu
agarozowym lub technika hybrydyzacji (8, 10, 11).

Zaleta techniki NASBA jest mozliwo$¢ detekcji
zywych komorek L. monocytogenes i brak potrzeby
uzycia kosztowych termocykleréw, natomiast trudno-
$cig — koniecznos$¢ izolacji matrycowego RNA (5, 8).
Wada metody sa rowniez ograniczenia co do wielkosci
powielanej sekwencji docelowej, ktora optymalnie
powinna by¢ w zakresie 120-250 nukleotydow (14).

Uyttendaele 1 wsp. (44) opracowali procedure wy-
krywania L. monocytogenes, wykorzystujac technike
NASBA z uzyciem sekwencji 16S rRNA. Granica
wykrywalnosci dla tego testu wynosita 10° jtk/ml, jed-
nak czuto$¢ metody byla znacznie lepsza, jesli probki
poddano namnazaniu wstgpnemu. Przebadano probki
roéznej zywnosci o masie 25 g, ktdre zanieczyszczano
L. monocytogenes w granicach 1-100 jtk. Metoda
pozwolita na wykrycie poziomu ponizej 10 jtk/25 g
w ciaggu 3 dni.

Blais i wsp. (5) do badan technika NASBA wybrali
sekwencje genu hlyA. Metoda ta zdolna byta do wykry-
cianiewielkiej liczby komorek L. monocytogenes (<10
jtk/g), ktérymi zanieczyszczone byly rézne produkty
mleczarskie i proszek jajeczny, inkubowane wstgpnie
przez 48 h.

LAMP (loop mediated isothermal amplification).
Metoda LAMP, w odroznieniu od PCR, polega na cy-
klicznej izotermicznej amplifikacji docelowego DNA,
ktéra moze by¢ przeprowadzona w ciggu jednej godziny
w tazni wodnej lub bloku grzejnym, bez koniecznos$ci
zastosowania termocyklera. Wykorzystywane startery
sa komplementarne do 6-8 miejsc docelowego DNA
(18). Tang i wsp. (43) opracowali bardzo specyficzng
1 czulg procedur¢ LAMP, umozliwiajaca identyfikacje
genu hlyA L. monocytogenes, w ktorej w etapie detekcji
produktow wykorzystano kalceine lub mangan. Probki
inkubowano w pozywce BHI (Brain Heart Infusion)
w 37°C. Granica wykrywalno$ci testu LAMP w wy-
krywaniu L. monocytogenes w czystych hodowlach
wynosita 2 jtk/reakcje. Test LAMP wykazywat ok.
100-krotnie wigkszg czuto$¢ w poréwnaniu do zasto-
sowanej przez autoréw PCR.

Wang i wsp. (48) przeprowadzili badanie technika
LAMP 182 izolatéw L. monocytogenes pochodzacych
z probek zywnosci i okreslili granice wykrywalnosci na
100 jtk/reakcje. Specyficznos¢ metody LAMP wyno-
sita 96,7% (176/182 probek), zas dla konwencjonalnej
reakcji PCR 91,2% (166/182 analizy).
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Wykrywanie polimorfizmu pojedynczych nici
DNA. Metoda opiera si¢ na zatozeniu, ze nawet poje-
dyncza zmiana w sekwencji nukleotydowej fragmentu
DNA moze mie¢ wptyw na konformacje czasteczki, a co
za tym idzie — r6znicg w szybkosci jej migracji w zelu
z gradientem czynnika denaturujgcego. Czynnikiem de-
naturujagcym moze by¢ zwigzek 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 probki do niedenaturujgcego zelu poliakry-
amidowego. Metoda ta stosowana jest do separacji
fragmentow DNA o takiej samej dlugosci, ale rdznej
sekwencji nukleotydow. Technika ta moze by¢ wyko-
rzystywana do wykrywania roznych gatunkow Listeria,
ktoére po amplifikacji wybranych genéw (wspdlnych dla
tych gatunkow) daja produkty trudne lub niemozliwe
do rozréznienia w zelu agarozowym (18).

Cocolin 1 wsp. (9) wykazali, ze technika DGGE
pozwala na szybka identyfikacj¢ i roznicowanie L. mo-
nocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri
1 L. ivanovii. Metoda ta moze by¢ stosowana jako szybki
test przesiewowy w kierunku oznaczania obecnosci
oraz réznicowania Listeria spp. 1 L. monocytogenes
W Zywnosci.

Hybrydyzacja DNA

W metodzie tej obecnos¢ sekwencji docelowej wy-
krywana jest przy pomocy komplementarnej sondy oli-
gonukleotydowej, posiadajacej znacznik niezbgdny do
dalszej detekcji. Poczatkowo sekwencje te znakowano
izotopami promieniotworczymi, a uzyskiwany sygnat
byt wykrywany autoradiograficznie. Obecnie stosuje
si¢ sondy biotynylowane, sondy zawierajace digoksy-
gening lub znacznik fluorescencyjny, pozwalajace na
detekcje z taka samg czuloscig, jak sondy zawierajace
izotopy promieniotworcze. Technika hybrydyzacji
wykorzystuje istniejace pomiedzy gatunkami Listeria
roéznice w sekwencji DNA 1 jest bardziej specyficzna
niz metody biochemiczne i serologiczne oparte na
badaniach fenotypowych. Z uwagi na to, ze metoda
ta nie obejmuje amplifikacji kwasu nukleinowego, ma
ograniczong czuto$¢, bowiem wymaga co najmniej 10*
kopii sekwencji docelowej w 1 pl. Od momentu wpro-
wadzenia do praktyki laboratoryjnej techniki opartej na
PCR, hybrydyzacja DNA do identyfikacji drobnoustro-
Jow w zywnosci jest stosowana wyjatkowo, w handlu
dostepne sa jednak rutynowe testy, np. Accuprobe (Gen-
Probe Inc) 1 GeneTrak DNA hybridization kit (Neogen
Corporation). Pierwszy oparty jest na hybrydyzacji
znakowanych sond DNA do specyficznych sekwencji
mRNA, dzigki czemu mozliwa jest detekcja zywych
komorek, natomiast drugi bazuje na hybrydyzacji ze
znakowanymi fluorescencyjnie sondami oligonukle-
otydowymi, komplementarnymi do wewnatrzkomor-
kowych fragmentow docelowego RNA (15, 28).
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Mikromacierze i hiosensory
jako techniki przysztosci

Zasada dziatania mikromacierzy bazuje na metodzie
hybrydyzacji, w ktorej sondy DNA umieszczane sg na
stalym podtozu, na ktore nastgpnie naktada si¢ probke
badanego DNA, wcze$niej wyznakowanego fluorescen-
cyjnie. Mikromacierze wystepuja w dwoch odmianach —
oligonukleotydowe (chipy DNA) oraz cDNA (33). Suo
1 wsp. (42) opracowali mikomacierz z wykorzystaniem
70 oligonukleotyddéw specyficznych dla czterech pato-
genow: L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. enterica
1 Campylobacter jejuni. W celu zmniejszenia kosztow
chip zawierat 12 zespotéw dajacych mozliwos¢ badania
12 prébek jednoczesnie. Granice wykrywalnosci okre-
slono badajac 10-krotne rozcienczenia DNA; wyniosta
ona 1 x 10*ng (ok. 20 kopii) DNA kazdego z badanych
drobnoustrojow.

Technika mikromacierzy DNA pozwala na réwnole-
gle wykrywanie i analize w stosunkowo krétkim czasie
tysiecy genoéw jednoczes$nie. Metoda ta moze w przy-
sztosci umozliwi¢ szybka 1 doktadng analize probek
zywnosciowych pod katem obecnosci chorobotwor-
czych drobnoustrojow, w tym L. monocytogenes (7, 19).

Wigkszos¢ testow mikrobiologicznych wykonywa-
nych jest w laboratoriach stacjonarnych, gdzie wyma-
gany jest wykwalifikowany personel i specjalistyczny
sprzet. W ostatnich latach trwajg intensywne badania
nad mozliwos$cig przeprowadzenia takich oznaczen
w praktycznie dowolnym miejscu, w warunkach po-
lowych, stad rozwdj szybkich, czutych 1 przenosnych
nowych technologii — czujnikéw biologicznych zwa-
nych biosensorami, pozwalajacych na natychmiastowa
interpretacje wynikow (17). Biosensory sg to czasteczki
pochodzenia biologicznego przytaczone do materiatu
rozpoznajacego sygnal. Kiedy dochodzi do kontaktu
probki z biosensorem, zachodzi reakcja inicjujaca
sygnat, ktory nastgpnie jest rozpoznawany jest przez
urzadzenie rejestrujace. Najczesciej stosowane sg sy-
gnaty elektrochemiczne i optyczne (19).

Ohk 1 wsp. (31) jako aptamer w biosensorze wyko-
rzystujacym wiokna optyczne zastosowali gen kodu-
jacy wytwarzanie biatka internaliny A, uzywany do
wykrywania L. monocytogenes w zywnosci. Granica
wykrywalnosci biosensora zarowno w czystej kulturze,
jak 1w mieszaninie zawierajacej inne bakterie wynosita
103 jtk/ml. Metoda ta byta zdolna wykry¢ L. monocyto-
genes w produktach migsnych gotowych do spozycia,
kontaminowanych na poziomie 102 jtk/25 g i inkubowa-
nych wstepnie przez 18 h w 37°C, wykorzystanie tego
typu techniki w kierunku obecnosci L. monocytogenes
w zywnosci wymaga jednak dalszych badan.
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