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Streszczenie

W ostatnich latach zaobserwowano znaczny wzrost liczby epidemii chorob
pokarmowych zwigzanych ze spozywaniem §wiezych produktow, w sktad ktorych wchodza
surowce roslinne. Zrédto zakazen najcze$ciej wiazano z pomidorami, melonami, safata,
pistacjami, przyprawami, kietkami, malinami, ro$linami stragczkowymi i zbozem, a gldwne
patogeny bedace ich przyczyng to: Salmonella spp., patogenne Escherichia coli,
Campylobacter spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum
i Clostridium perfringens, a takze norowirusy i HAV. Obecnie najbardziej obiecujace metody
wykrywania i identyfikacji bakterii zanieczyszczajacych zywnos$¢ opierajg si¢ na technice
PCR. Metody wykorzystujace technik¢ real-time PCR (qPCR) pozwalaja zdecydowanie
szybciej niz metody klasyczne wykry¢ obecno$¢ okre§lonego drobnoustroju w badanej
probce. Opracowanie niezawodnych i powtarzalnych metod wykrywania drobnoustrojow
potencjalnie patogennych dla czlowieka, opartych na technice qPCR, wymaga optymalizacji
I standaryzacji oraz potwierdzenia kompetencji w badaniach biegtosci. Zapotrzebowanie na
szybkie 1 mniej pracochtonne metody wykrywania drobnoustrojow patogennych w Zywnosci

ciggle ros$nie, co wpltywa na rosngcg popularno$¢ metod opartych na qPCR.

Stowa kluczowe: real-time PCR, qPCR, patogeny, zywnos$¢ roslinna, metody alternatywne
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HUMAN PATHOGENS IN PLANT FOOD - APPLICATIONS OF REAL-TIME PCR
METHODS FOR THEIR DETECTION

Summary
Recently there has seen a significant increase in the number of outbreaks associated

with fresh plant products. Source of outbreaks most often has been associated with the
following crops: tomatoes, melons, lettuce, pistachios, spices, sprouts, raspberries, pulses and
grain, and the main pathogens which cause them are: Salmonella spp., pathogenic Escherichia
coli, Campylobacter spp., Shigella spp. Yersinia enterocolitica and Yersinia
pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum and Costridium perfringens, noroviruses and HAV. Currently, the most
promising methods for detection and identification of food pathogenes are based on PCR.
Methods based on the technique of real time PCR (gPCR) allow you to specify the presence
of the organism in the sample, much faster than classical methods. The development of
reliable and reproducible methods for the detection of potentially pathogenic microorganisms
to humans based on qPCR technique requires optimization, standardization, and accurate
assessment of proficiency testing. The demand for rapid, less labor-intensive and explicit
methods for detecting specific microorganisms in foods is still growing which affects the
growing popularity of gPCR-based methods.

Key words: real-time PCR, pathogens, plant food, alternative methods

WSTEP

Dla producentéw zywnosci jej jakos¢ oraz bezpieczenstwo mikrobiologiczne podczas
produkcji i przechowywania sg priorytetami. Ostatnie wydarzenia zwigzane z zakazeniami
E. coli spowodowanymi spozyciem kontaminowanych kietkow pokazaty, jak wazny dla
producentow zywnosci jest dostgp do szybkich, precyzyjnych, czulych, tanich oraz
wiarygodnych metod wykrywania mikrobiologicznych zakazen zywnosci, z naciskiem na te
pochodzenia roslinnego. Obecnie najbardziej obiecujagce metody wykrywania i identyfikacji
bakterii zanieczyszczajacych zywnos$¢ bazuja na technice PCR oraz jej licznych wariantach.

Jakkolwiek wigkszo$¢ bakterii chorobotworczych lepiej rozwija si¢ na surowcach
I produktach pochodzenia zwierzgcego, to istnieje znaczne niebezpieczenstwo wystepowania
patogenow takze w Zywnos$ci pochodzenia roslinnego. Na obecno$¢ bakterii w produktach
roslinnych wpltyw ma wiele czynnikéw. Najczesciej patogeny te przenoszone sg na rosliny
Z takich rezerwuarow drobnoustrojoéw, jak: gleba nawozona obornikiem, fekalia, woda, kurz,

zwierzeta, pracownicy przemystu przetworczego bedacy nosicielami roznych patogendw.
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W ostatnich latach obserwowano znaczny wzrost liczby epidemii pokarmowych
zwigzanych ze $wiezymi warzywami [Elizaquivel i Sanchez 2012]. Zwigkszona liczba
zakazen pochodzacych z zywnosci roslinnej wynika z rosngcego zainteresowania zdrowym
odzywianiem, a co za tym idzie — Z konsumpcji wigkszej ilosci warzyw 1 owocow, jak
réwniez z coraz wiekszej popularnosci tzw. ,,zywnosci ekologicznej”, nawozonej nawozem
naturalnym. Istniejg liczne dowody wskazujgce na to, ze warzywa uprawiane na polach
uzyznianych nawozami naturalnymi lub $ciekami czesto sg znacznie bardziej zanieczyszczone
drobnoustrojami niz ich odpowiedniki hodowane na polach uzyznianych nawozami
sztucznymi. Nastgpnym powaznym zrodlem zakazen moze by¢ proces produkcyjny.
Zanieczyszczenie moze by¢ skutkiem zlego stanu higienicznego podczas procesow
przetwoérczych, magazynowania i dystrybucji. Najczesciej zanieczyszczone sg przenosniki
tasmowe, schtadzacze, krajalnice, urzadzenia do rozdrabniania, mielenia i plasterkowania [Sip

2010].

Patogeny wystepujace w zywnosci pochodzenia roslinnego

Z raportu przygotowanego na zamowienie Unii Europejskiej, zawierajacego dane z lat
2007-2011, wynika, ze w Europie zywno$¢ niebedaca pochodzenia zwierzecego (ang. food of
non-animal origin, FONAO) byta powodem powstania 10% ognisk epidemicznych, 26%
przypadkow zakazen, 35% hospitalizacji oraz 46% zgonow w stosunku do wszystkich
zakazen mikrobiologicznych zywnosci traktowanych w tym pordéwnaniu jako catos¢. Jesli
wylaczy¢ z tego dane zwigzane z zakazeniami szczepem E. coli VTEC 0104, w 2011r.
z FONAO wigzato si¢ 10% ognisk epidemicznych, 18% przypadkow zakazen, a tylko 8%
hospitalizacji i 5% zgonow.

Zrédta zakazen najczeéciej zwigzane byly z: pomidorami, melonami, satata,
pistacjami, przyprawami, kietkami, malinami, ro$linami straczkowymi i zbozem, a gldwne
patogeny bedace ich przyczyng to: Salmonella spp., patogenne E. coli, Campylobacter spp.,
Shigella spp., Y.enterocolitica i Y. pseudotuberculosis, L. monocytogenes, S. aureus,
B. cereus, Cl. botulinum i CI. perfringens, norowirusy i HAV [Raport europejski 2013].

Zestawienie patogenow i roslin, w ktorych wykryto dany patogen, przedstawia tabela 1.
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Tabela 1. Wybrane patogeny wystepujace w zywnosci pochodzenia roslinnego i produkty,

w ktoérych zostaty wykryte

Patogen

Produkty, w ktorych wykryto patogen

Aeromonas sp.

kietki lucerny, szparagi, brokuty, kalafior, seler,
satata, papryka, szpinak

Bacillus cereus

kietki lucerny, kietki rzezuchy, ogérki, kietki
gorczycy, kietki soi

Campylobacter

zielona cebula, satata, grzyby, ziemniaki,

pietruszka, papryka, szpinak

jejuni

Clostridium kapusta, grzyby, pieprz
botulinum

Clostridium szpinak, fasola

perfringens

Escherichia coli
0O157:H7

kietki lucerny, sok jabtkowy, kapusta, seler,
kolendra, kietki rzezuchy, salata

Listeria monocytogenes

kietki, kapusta, cykoria, ogorek, baklazan,
satata, grzyby, ziemniaki, rzodkiewka, satata,
pomidor

Salmonella sp.

kietki lucerny, karczochy, liscie burakow, seler,
kapusta, kantalupa, kalafior, chili, kolendra,
baktazan, cykoria, koper, zielona cebula, salata,
kietki mungbean, rzezucha, musztarda, sok
pomaranczowy, pietruszka, papryka, sataty,
szpinak, truskawki, pomidor, arbuz

Shigella sp.

kantalupa, seler, salata, pietruszka, szalotki

Staphylococcus sp.

kietki lucerny, marchew, kapusta,
cebula, pietruszka, rzodkiewka

salata,

Vibrio cholerae

kapusta, mleko kokosowe, satata

Yersinia sp.

marchewka, salata, kietki fasoli, soja
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Najwigkszy problem wsrdd ludzkich patogenow wystepujacych na §wiezych owocach
I warzywach stanowia patogeny uktadu pokarmowego (np. E. coli O157: H7 i Salmonella
sp.), ktore charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem wzrostu oraz niska dawka zakazna
wywoltujacg chorobe. Przypadki salmonelloz zwigzane byly ze spozyciem pomidorow,
kietkéw, kantalupy, mamei, soku jabtkowego i SOKku pomaranczowego, natomiast zakazenia
E. coli O157:H7 — ze spozyciem salaty, kapusty, soku jabtkowego, a enterotoksygeniczng
E. coli — ze spozyciem marchewki. Udokumentowano zwiazki shigelloz z satata, cebulka
dymka i pietruszka; cholery z truskawkami; chorob pasozytniczych z malinami, bazylia,
przefermentowanym sokiem jabtkowym; wirusa zapalenia watroby typu A z satata, malinami
I mrozonymi truskawkami; wiruséw Norwalk i typu Norwalk z melonem, satatg i selerem
[Buck i in. 2003].

Wedhug amerykanskiego Centrum ds. Kontroli i Zapobiegania Chorobom [CDC]
w 2008 roku dwiema gtownymi grupami produktéw pochodzenia roslinnego zwigzanymi
z wigkszo$cig chorob pokarmowych byly owoce pestkowe i warzywa todygowe. Patogenem
odpowiedzialnym za zakazenia byla gtownie Salmonella spp. oraz norovirus pochodzacy
z warzyw lisciastych. Ponadto we wrzesniu 2011 r. liczne ogniska zakazen Listeria
monocytogenes zwigzane ze spozyciem melona kantalupa spowodowaty 29 zgonow z kilku
stanach USA [Raport europejski 2013].

Kolejny powazny problem stanowig zanieczyszczone nasiona stuzace do
otrzymywania kietkow roslin. Obecnie uwaza si¢, ze sa one najwazniejszym zrodtem chorob
pokarmowych zwigzanych z kietkami. Najcze$ciej bardzo trudne lub niemozliwe jest
ustalenie pierwotnego miejsca pochodzenia zakazonych nasion, poniewaz dystrybuowane sg
one na duze odlegltosci. Trudno jest wtedy powigza¢ zakazenia wystepujace np. w Finlandii
I Stanach Zjednoczonych jako wywodzace si¢ z jednego zrodla. W takich przypadkach
zakazajace kietki lub warzywa pochodzg od r6znych producentow, ale ich zrodtem jest jeden
dystrybutor ziaren [Buck i in. 2003]. Tego rodzaju problem wystapit w maju 2011 roku
w Niemczech, gdzie znajdowato si¢ gtdwne ognisko epidemiologiczne powodujace zakazenia
enterokrwotocznym szczepem E. coli O104: H4 produkujacym toksyn¢ Shiga. Okoto 4000
0sob zglosito si¢ z objawami choroby, a w trakcie epidemii zmarlo 56 osob. Inne kraje
zgtosity pewna liczbe chorych z objawami wywolanymi przez ten sam szczep. Wigkszo$¢
z tych o0sob przebywata na terenie potnocnych Niemiec, gdzie epidemia miata swdj poczatek.
Pod koniec czerwca 2011r. ponownie wystgpily zachorowania we Francji, w Bordeaux,
spowodowane przez ten sam szczep E. coli. W obu przypadkach badania wskazaty kielki jako
zrodto zakazen [Raport europejski 2013].
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Wsrod drobnoustrojow znajdujacych sie w surowcach roslinnych moga wystgpowac
formy patogenne, z ktoérych duza cze$¢ to psychrotrofy. Naleza do nich m.in.
L. monocytogenes, szczepy Cl. botulinum typu E i B, Y. enterocolitica, Aeromonas sp.
i niecktore enterotoksyczne odmiany E. coli. Sg one zagrozeniem, nawet jezeli stanowig
minimalne zanieczyszczenie surowcow, bowiem w cyklu produkcyjnym mogg namnazaé si¢
w szerokim zakresie temperatur od 2°C do 12°C [Berger i in. 2010]. Dlatego
L. monocytogenes wywolujaca listerioze¢ moze wystgpowa¢ w zywno$ci pakowanej
prozniowo i przechowywanej w warunkach chtodniczych, np. w kietbasie, surowym mleku
i produkowanych z niego wyrobach, niedojrzewajacych serach, rybach wedzonych, surowym
migsie, surowych warzywach i satatkach [Juszczak 2011]. Zrodtem bakterii L. monocytogenes
niejednokrotnie sg surowe owoce i warzywa, zwlaszcza melony, kapusta, salata, szpinak,
marchew, kalafior, brokuty i seler, a takze satatki i surowki warzywne, zwlaszcza pakowane
w atmosferze modyfikowanej [Sip 2010; Kordowska-Wiater i in. 2007; Szymczak i in. 2011]

Kolejna chorobotwodrczg bakterig wystepujaca w przetworstwie surowcoOw roslinnych
jest Bacillus cereus. Zywnos¢, w ktorej najczeéciej wykrywana jest ta bakteria, to produkty
zbozowe, makarony, ryz i ptatki. B. cereus to laseczki wystgpujace naturalnie w glebie, zdolne
do wytwarzania form przetrwalnikowych. Z gleby, jako zanieczyszczenia pierwotne lub
wtérne, mogg trafia¢ do surowcoOw roslinnych, srodowiska produkcyjnego lub do gotowych
produktoéw, rowniez pochodzenia zwierzecego. Spory tych bakterii sg cieptoodporne, a ich
formy wegetatywne maja zdolno$¢ wzrostu w  temperaturach  chlodniczych.
Chorobotworczo$¢ bakterii z grupy B. cereus jest zwiazana z produkowanymi przez nie
toksynami oraz enzymami o charakterze toksyn. Dwa gléwne typy toksyn odpowiedzialnych
za zatrucia pokarmowe wywolane przez B. cereus to enterotoksyna i toksyna emetyczna,

ktore powodujg biegunke lub wymioty [Juszczak 2011].

Mozliwosé¢ zastosowania real-time PCR do wykrywania patogenéw wystepujacych

W zywnosci pochodzenia roslinnego

Wzrost epidemii pokarmowych spowodowanych spozyciem $wiezych warzyw
spowodowat zwigkszenie nacisku na rozwdj szybkich i doktadnych metod wykrywania
patogenow [Elizaquive i Sanchez 2012]. Wiekszos¢ testow do wykrywania zakazen zywnos$ci
wykorzystuje technik¢ znang jako real-time PCR (qPCR). Wykrywanie w czasie
rzeczywistym jest dokladniejsze, a otrzymany wynik moze by¢ rdéwniez iloSciowy.

Komercyjne testy do zastosowan w mikrobiologii Zywno$ci, wykorzystujace wspomniang
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metode, umozliwiajg automatyzacje procesu, co minimalizuje ryzyko zakazenia. Reakcja
przebiegajaca w termocyklerze monitorowana jest przy wykorzystaniu detekcji
fluorescencyjnej i z uzyciem odczynnikow dostepnych w postaci gotowych zestawow.
Zazwyczaj identyczne warunki reakcji stosowane sg dla wszystkich patogendéw i w ten sposob
kilka oznaczen moze by¢ prowadzonych jednoczesnie. Cykle reakcji 1 detekcji
fluorescencyjnej sa kontrolowane przez specjalne oprogramowanie, ktére rowniez oblicza
I interpretuje wyniki [www.rapidmicrobiology.com].

Testy oparte na metodzie real-time PCR do wykrywania patogenéw sa dostgpne dla
wiekszosci patogendw wystepujacych w zywnosci pochodzenia roslinnego wymienionych

w tabeli 1.

Real-time PCR jako metoda alternatywna

Chociaz metody oparte na technice real-time PCR maja wiele zalet w stosunku do
metod klasycznych, to opracowanie niezawodnych i powtarzalnych testow wykorzystujacych
gPCR wymaga wielu badan pozwalajacych na ich zoptymalizowanie i standaryzacje.
Weryfikacja 1 ocena jest czasochtonna oraz narzuca konieczno$¢ potwierdzenia wykrywania
drobnoustrojéw na duzej liczbie probek. Sg one jednak niezbedne, aby protokoly metod
opartych na real-time PCR mogly by¢ wykorzystywane przez przemyst. Doktadnos¢
diagnostyczna musi zatem zosta¢ nalezycie oznaczona i udokumentowana, by wyzej
wymienione metody nadawaty si¢ do zastosowania jako narzedzie analityczne [Garrido i in.
2013].

Walidacje¢ testow opartych na PCR 1 real-time PCR do wykrywania patogenow
W zywnosci nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z normg PN-EN ISO 16140:2004, poniewaz s3 to
metody alternatywne w stosunku do metod referencyjnych. Metodami referencyjnymi sa
metody klasyczne, ptytkowe, ktorych catkowity czas analizy moze wynosi¢ nawet 10 dni
[Nowak i Otluszczak-Walczak 2012]. Natomiast wymagania dotyczace techniki PCR
i real-time PCR zostaly zapisane w normach PN-EN ISO 22119:2011oraz PN-EN ISO
22118:2011. Podkreslono w nich mozliwo$¢ wystapienia w najblizszym czasie zmian w ich
tresci, ze wzgledu na szybki postep w tej dziedzinie.

W ostatnich latach opracowano wiele protokotow wykorzystujacych metody PCR
i real-time PCR. W wielu krajach przepisy prawne zwigzane z wykrywaniem oraz
identyfikacja mikroorganizméw w zywnoS$ci nie precyzuja mozliwosci stosowania metod
wykorzystujgcych technik¢ PCR jako oficjalnie przeznaczonych do badan przesiewowych

w kierunku patogenow. Zatem metody klasyczne nadal sg zlotym standardem. Zostalo to
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zawarte w zmianach w prawodawstwie europejskim [Garrido 2013]. Obecnie nie ma bowiem
europejskich norm opisujacych wykrywanie okreslonych patogendw badz ich grup
W zywnosci z zastosowaniem techniki real-time PCR.

Jednym z glownych probleméw przy opracowywaniu testow opartych na reakcji
gPCR, wykorzystywanych do wykrywania obecnosci mikroorganizméw patogennych
W zywnosci, sg substancje obecne w badanej matrycy spozywczej, mogace wpltywad
hamujaco na przebieg reakcji PCR. Zwiazki te moga zanieczyszczaé material DNA
wyizolowany z probek zywnosci oraz probek srodowiskowych, czego efektem mogg by¢
wyniki falszywie negatywne. Niektore z inhibitoréw, ktore moga mie¢ wplyw na
poszczegolne etapy real-time PCR, to m.in. zwiazki fenolowe, ttuszcze i glikogen. R6zni
autorzy zdecydowanie zalecajg wigc zastosowanie odpowiedniej kontroli wewngtrznej reakcji
(IAC) w diagnostyce wykorzystujacej PCR i qPCR. Europejski Komitet Normalizacyjny
(CEN), we wspotpracy z Migdzynarodows Organizacjg Normalizacyjng (ISO), sformutowat
og6lne wytyczne dla badan zywnos$ci wykorzystujacych reakcje PCR, w tym obowigzkowe
dodanie IAC do mieszaniny reakcyjnej. W konsekwencji opracowano zbior regut dotyczacych
tego typu metod [Garrido i in. 2013].

Glowng wada wickszosci zwalidowanych do tej pory reakcji gPCR jest brak
wewngetrznej kontroli procesu amplifikacji (IAC). W przeciwienstwie do (zewnetrznej)
kontroli pozytywnej, w reakcji z IAC powielany jest niedocelowy fragment sekwencji DNA.
Sekwencja kontroli wewngtrznej reakcji jest obecna w kazdej reakcji i jest jednoczes$nie
amplifikowana z sekwencja docelowa, ktora jest poszukiwana. Sekwencja niespecyficzna jest
powielana rowniez w proboéwkach, w ktorych sekwencja docelowa nie wystepuje. W reakcji
PCR negatywny wynik reakcji (brak sygnatu lub prazka) moze mie¢ wiele réznych przyczyn,
innych niz brak sekwencji docelowej w probowce (probka negatywna), np. inhibicja
polimerazy z powodu wadliwej pracy termocyklera, nieprawidtlowej mieszaniny PCR, stabej
aktywnosci polimerazy DNA lub obecnosci substancji hamujacych w probce matrycy DNA.
Kontrola pozytywna (probka zawierajagca docelowg sekwencj¢ DNA) weryfikuje takie btedy
jak: zta mieszanina reakcyjna, brak aktywnosci polimerazy DNA lub zle skalibrowany
termocykler. Kontrola wewngtrzna reakcji IAC sprawdza, czy nie doszto do zahamowania
reakcji w probowce z powodu obecnosci substancji inhibujacych w danej matrycy DNA. Jest
to wazne ze wzgledu na pochodzenie matryc DNA z wielu réznych probek zywnosci.
W reakcji PCR z IAC powinni$my otrzymaé sygnat zajscia reakcji PCR, takze wtedy, gdy
w probowce nie jest obecna docelowa sekwencja (probka negatywna). Brak takiego sygnatu

wskazuje na obecno$¢ substancji inhibujacej reakcje amplifikacji. Europejski Komitet
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Normalizacyjny (CEN), we wspodlpracy z Miedzynarodowsg Organizacjag Normalizacyjng
(1SO), zaproponowal ogdlne wytyczne do badan patogendw zywnosci metoda PCR, ktore
wymagaja obecnosci IAC w mieszaninie reakcyjnej. CEN postanowil pozostawic

opracowanie IAC autorom reakcji PCR [Hoorfar i in. 2004].

PODSUMOWANIE

Zastosowanie techniki real-time PCR w analizach mikrobiologicznych zywnos$ci ma
plusy 1 minusy. Z jednej strony jest to technika nowa, a testy ja wykorzystujace dopiero od
niedawna sg dostepne na rynku. Sg one caty czas udoskonalane, a ich producenci staraja si¢
sprosta¢ wymaganiom norm, np. dotyczacym kontroli jakosci badan. Koszty ich
opracowywania s3 bardzo wysokie, co wptywa na ceny analiz z ich wykorzystaniem.
Kolejnym minusem jest uznanie technik opartych na PCR za metody alternatywne. Przy
wprowadzaniu ich do laboratoriéw akredytowanych nalezy potwierdza¢ ich przydatnosé
w odniesieniu do obowigzujacych metod, tzn. metod klasycznych.

Zapotrzebowanie na szybkie, mozliwe do automatyzacji metody jest ogromne. Takie
mozliwosci dajg wlasnie testy oparte na reakcjach PCR. Mimo ze ich opracowanie wymaga
duzej wiedzy z zakresu biologii molekularnej oraz wysokich naktadow finansowych, to po ich
weryfikacji 1 dodaniu do metod zawartych w obszarze chronionym prawnie zyskuja one duza
przewage nad metodami klasycznymi. Rozwoj w zakresie metod alternatywnych, do ktérych
naleza metody wykorzystujace real-time PCR, nastgpuje bardzo szybko. Obecnie przy
zwigkszajacej si¢ liczbie przypadkow zakazen produktami pochodzenia roslinnego metody
oparte na technice real-time PCR moga stanowi¢ obiecujacg alternatywe w szybkim

wykrywaniu drobnoustrojow patogennych.
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