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Ontwikkeling van DNA-probes

H. Hofsna

TNO-Voeding

Inleiding

sinstituut voor Vollagezondheid en
eschat aantal van 4,5 miljoen gevallen van
oogenboom-Verdegaal & Notermans,

,nseroepenmoerworden.Ditbeteken,*îl:r'"ïT,','ijå*:JJll;::å"rii:li:.,
gevallen per jaar. voor de overige 95 vobetekentl"t'"""rr"-tt¡nii¡r. ccn of enkele
dagen werk- of schoolverzuim. Daarmee zijn voedselvergirtig;ten in onze srreken na
de gewone verkoudheid waarsch e -o.

be ontwikkelintvan snellere rm-

kwaliteit van voedingsmiddeleni 
Ookin economisch opzicht is deze onnvikkeling belangrijk, met het oog op kwaliteits-

lag. Voortdurende bewaking van
kan directe distributie mogelijk
tendeels overbodig. Zulk

den ingepast in het HACCp-concept
Hierbij worden specifieke risico's in een

s') en op de kritische controlepunten
zo een integrale bewaking van de

Een aantal snelle tests, gebaseerd op verschillende meetprincipes, leent zich voor
toepassing in de voedingsmiddelensector en in het HACCp-concèpt (Huis in't veld
et al', 1988). Dit zijn bijvoorbeeld conductometrie, impedimetrie en turbidimetrie,
die reeds enigermate ingang in routinematige voedsehàalyses hebben gevonden.
Deze technieken, die berusten op het detecieren van bactãriële groei in een bepaald
medium, kunnen slechts in zeer beperkte nate worden toegepai voor de detectievan de meting geeft
in p i tiemgetai. €er enand ence test, (wor i ld met een die
de levende micro-organismen aankleurt. De bacteriën worden vervolgens geteld met
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behulp van een fluorescentiemicroscoop. Ook DEFT heeft echter nog een beperkte
selectiviteit in de bacteriële analyses.

Daaren
nucleihezu
niveaus: va e

of anderszi NÂ- nrÞN^ ,{:^-^ de

micro-organisme op her niveau van de r"n"Io- 
of RNA- diagnostiek o"tî:Í,:*

daardoor niet nodig, zodat toxine-vormende getoond
ook als het toxine (nog) niet gevormd is. De is
gebaseerd op de specificiteit van DNA-'probes' die zijn geconstrueerd uit het
erfelijk materiaal van het micro-organisme dat wordt ôplespoora en gerdentificeerd.

Toepassingen van DNA-hybridisatietechnologie

Filterlrybridisatie

De meest eenvoudige eri tot op heden ook meest gebruikte aanpak is de hybridisatie
met een DNA-probe, gelabeld met een radioactieve of niet-radòactieve libel. ln
deze DNA-probetechniek, die de filterhybridisatie- of ,dot blot'-methode wordr

er met daarin de bacterièn, op een filter
DNA zich aan het filter. Vervolgens
abelde probes. Als het DNA dat

raber veworgens wo rden aan getoond (or,"iifil äJffi ::Y:,îji::ï,"å ::få,::

van
ie (c).
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heid bepaald door de hoeveelheid bacterieel DNA in het monster en de h¡¡aliteit van
de labelingsmethode. De snelheid van de detectie wordt bepaald door de tijd die
heengaat met het ophveken of verzamelen van voldoende micro-organismen uit het
monster (de monstervoorbereiding). De bepaling zelf kan in ongeveer een dag
worden uitgevoerd Dit is een zeer aanø,enlijke bekorting vergeleken met de vier tot
zes dagen die een klassieke bepaling voor een micro-organisme vergt. Cruciaal is de
monstervoorbewerking. Doordat de voorgehveekte monsters door filtratie op een
membraan worden aangebracht, is verstopping van membranen door monster-
materiaal een algemeen probleem. Hieronder zal daarop nader worden ingegaan. Bij
reingehveekte micro-organismen doen zulke problemen zich niet voor. Daarom is de
methode bij uitstek geschikt voor de snelle identificatie van reine bacterieculturen.

eerste cyclus

rllt
--riTt-l
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DNA polymerase lll
activiteit

tweede cyclus

reactie:

Figuur 2. In de polymerase-kettingreactie (PCR) wordt DNA enkelstrengs gemaakt (gedenatureerd)
door verhitting. Kleine DNA-probes (primers) worden toegevoegd die op enige afstand van elkaar op
de tegenover elkaar liggende strengen hybridiseren De enrymatische activiteit van een hitte-stabiel
DNA-polymerase wlt vervolgens de ontbrekcnde strengen aan vanuit de primers, zodat de
oospronkelijke hoeveelheid specifiek DNA wordt verdubbeld. In de tweede cyclus vindt opnieuw een
ve rdubbeling plaats, enzovoorts.
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Amplificatie in vitro

Een toepassing binnen de DNA-hybridisatietechnologie die niet afhankelijk is van de

filtreerbäarh"ù ua., een monster, 
-is 

de ver eerdering in vitro van specifieke DNA-

fragmenten door middel van de'polymerase-kettingreactie' ('polymerase chain

reaîdon', pCR; Saiki et al., 1988). In de ICR-techniek wordt het te bepalen DNA-
gekopieerd vanuit nvee eindstandige

et voorhveken van micro-organismen

å'iñ:i: ;J:" """

specificiteit koppelt aan een hoge gevoeligheid en uren in

plu"r. u"n aagåti. PCR-diagnotti"i it bijTNO-Voeding momenteel in ontwikkeling

voor het detecteren van Salmonella spp' en Campylobacter ieiuni'
okk bij de toepassing van DNA-vermeerdering in vitro is monstewoorbewerking

een behnfojk punt. Deiethode vereist een zekere minimale zuiverheid van het

ronrt"r-õÑA vóór de start van de PCR. De noodzakelijke monstewoorbewerking

loopt daarom sterk uiteen n$sen verschillende matrices. Bij de meeste produkten zal

moeten worden voorgelsveekt om de micro-organismen van het produkt te scheiden

en DNA van voldoenäe zuiverheid in handen te krijgen. Voorkrveken voor PCR

geeft bovendien de mogelijkheid levende bacteriën te onderscheiden van 'dood'

Ëacterieel DNA dat inien produkt aanwezig kan zijn als gevolg van microbiêle

besmetting van een grondstof. Ondanks le noodzaak van monstewoorbewerking,

lijkt pCR ã" uung"*"zen methode voor snelle detectie van micro-organismen'

Tabel l. Selectie van DNA-Probes.

l. 'Random' DNA-fragmenten: specificiteit als criterium voor de selectie

Bacteriën zonder groepsspecifieke vin¡lentie-eigenschappen
Salmonelln
CamPYlobacter

2. Specilieke vinrle codeerd

Bacteri aPPen'

Escherichb coli : entero-invasief
Escherichi¿ coJí : enterohaemorrhagisch
Ye ninia ent eroc ol it ic a

Shigella sPP'
Listerit monocYøgenes

3. Homologe genen: variabele gebieden in geconseweerde genen
-Oirp-genen en phoE in Enterobacteriaceae
Ribosomaal RNA-genen
RNA-polymerase-subunits enz' in Eubacteria
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Re s t ric t i e - e n4 ma na ly s e s

Een bijzondere toepassing van DNA-analyses is de restrictie-enzymanalyse (RE-
analyse). Deze methode is gebaseerd op de lertgteverschillen tussen de fragmenten
die onsr¡¡n door de digestievan DNA met restrictie-endonucleases. Deze enrymen
knippen het DNA op plekken die exact worden bepaald door de basenvolgorde.
Kleine verschillen, zoals het verwisselen van één enkele base, resulteren al in lengte-
verschillen bij de fragmenten die ontstaan door RE-digestie. De verschillen in de
'knippatronen' kunnen zichtbaar worden gemaakt door kleuring of door
hybridisatie met DNA-probes. Met een DNA-probe kan men zo specifiek kijken naar
lengteverschillen bij restrictiefragmenten in het gebied waaruit de DNA-probe
afkomstig is. Men spreekt dan van 'restrictiefragmentlengte-polymorfisme'-analyses
(RFlP-analyses). De complcriteit van de RFlP-patronen varieert van één band
per patroon tot een zeer complexe streepjescode- In dit laatste geval wordt
gesproken van DNA-'fi ngerprinting'.

Door de grote breedte van het toepassingsgebied kunnen RFLP- analyses worden
gebruikt voor identificeren van bacteriële geslachten (genera), soorten (species) en
ondersoorten (subspecies), maar ook van klonen van genetisch gemodificeerde
organismen (GMo's). RFLP-methoden hebben als nadeel datze alleen roe te
passen zijn op gezuiverd DNA afkomstig uit reingelcrveekte organismen en dat de
analyse tijdrovend is. Daardoor is de methode geen alternatief voor snelle micro-
biologische detectiemethoden. Door het hoge oplossende vermogen is de techniek
echter zeer geschikt voor de epidemiologie van micro-organismen op stamniveau,
zoals pathogenen, industriële micro-organismen of GMO's in industriële processen
en in het milieu. In het onderzoek naar de risico's van het gebruik van GMO's is
deze monitoring-techniek één van de aangewe,en benaderingen.

Ontwikkeling van DNA-probes bij TNO-Voeding

De keuze van het DNA dat als probe wordt gebruikt, hangt sterk af van de gewenste
specificiteit (tabel l). Voor detectie op soortniveau kunnen specifieke probes worden
geselecteerd uit een bank van 'random'-fragmenten van het totale DNA van het
betreffende micro-organisme. Zeker voor bacteriën die geen duidelijke gemeen-
schappelijke virulentiefactoren bezitten, zoals Salmonella en Campylobacr¿r, is dit de
aangewezen methode. Wanneer een micro-organisme zich wèl onderscheidt door

Tabel 2. Specificiteit van probes ontwikkeld út Campylobacf¿r-DNA

L Campylobacter jejuni
2. Campylobacter coli
3. Campylobacter jejuni enC. coli
4. Thermofiele Campylobacter-typen
5. Eubacteria
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ruik van het DNA dat hiervoor codeert,

eeld voor de vele plasmide-gecodeerde

/i. Het aantonen van pathoge¡eE- coli-

deze genen is een welkom alternatief voor

eren of celhreek, die moeizaam,

tijdrovend en/of onethisch zijn (Hofstra &
bllangrijke bron van probes ligt in de.verg 

anre

erk geconseweerd zijn tijdens de

de vèrtonen' De variabele gebieden

de organisme. Hetzelfde principe is

hier worden zeer sterk geconserveerde

ele DNA-volgorden, die als bron voor

vannoni et al., 1988).

erzoek toegepast voor de onnvikkeling

en ontwikkeld uit DNA-fragmenten van

I (humaanpathogenen). Een universele

test door middel van hybridisaties met

Enterobacteriaceae en overige micro-

heden geen vals-positieve of vals-

leotidenvolgorde van deze probe werd

voor de constructie van PCR-'primers',

die nu in het onderzoek ten behoeve van de monstervoorbereiding worden toegepast'
---voo.Campylobacterwerdeneveneensprobesgeselecteerduitbankenmet

chromosomur" ONÀ-irug-"nr"r, uitC. jei'uni enÒ- coli- Fragmenten uit de banken

werden oP filters gefrxeerd

C am py lo b a cter'soorten geå

werden verder onderzocht'
voor de meest relevante Campylobacter-

positieve ofvals-negatieve resultaten 
deze

Van één van de Probes werd de n

sequentie werden f^CR-primers gesynth.el er-

zoek naar de inuoering Jan pCnl¿aectie voor Campylobacter (van der Plas et al''

1e90).
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Naast deze probes en primer-sets werden probes ontwikkeld voor de identificatie

van de entero-invasieve bacterie Shigella. Deze probe detecteert eveneens de entero-

invasieve types van E. coli- Ook voor enterotoxische E, colïbacteriën zijn probes

aanwezig. Ten slotte worden, in samenwerking tussen de Rijksuniversiteit Utrecht en

TNO-Voeding, probes ontwikkeld uit de buitenmembraaneiwit-coderende genen van

een aantal bacteriën uit de familie Enterobacteriaceae, zoals Shigella, E. coli,

Proteus, Kebsiella en Enterobacler (Spierings et al., 1989). Deze probes zijn met

name geschikt voor een snelle identificatie van reingehveekte micro-organismen.

zowel in klinische als in andere analytisch-microbiologische routinelaboratoria.

Toepassing van probedetectie op Salmonella

Er zijn een aantal toepassingsgebieden voor DNA-hybridisaties in de routine-

voedingsmiddelendiagnostiek. De DNA-hybridisaties op filters worden toegepast na

een ophopin g en/of een selectieve lcweek van het micro-organisme. De voorlopige

procedure voor monstewoorbewerking voor Salmonella is geënt op de klassieke

Salmonella-bepaling en bestaat uit de volgende stappen:

- een resuscitatie/voorkweel: in gebufferd peptonwater (BPW) van 4 - 6 uur bij 25"C

- toevoeging van driemaal geconcentreerd Rappaport-Vasiliadis-medium (RV-

medium) tot de normale concentratie, gevolgd door selectieve loveek op BPW-RV

gedurende de nacht bij 37'C
-'dot blot'-hybridisatie met 100 pl uit de voorkrveek (6 uur)-

De totale bepalingsduur is anderhalf tot twee dagen, exclusief eventuele extra

behandelingen tussen voorloveek en analyse om de filtreerbaarheid van de monsters

te verbeterãn. Als maatregelen om filtratie van de monsters mogelijk te maken,

werden onder meer getest:

a) een voorkweek in compartimenten gescheiden door filters

b) verdunning van het monster in nutriëntmedium en doorkweken om weer op

voldoende hoog niveau te komen
c) isolatie van bacterieel DNA na de voorkweekprocedure.

Dezetests werden onder meer uitgevoerd met melkpoeder, kipfilet, gehakt en

cacaoschroot. In het algemeen gaf voorbehandeling c, een snelle isolatie van het

bacterieel DNA, een goed resultaat. Melkpoeder en cacaoschroot gaven echter ook

na verlengde voorhveek (b) geen problemen meer.

De resultaten geven aan dat een korte cesuscitatie en ophoping, gevolgd door een

selectieve kweek gedurende de nacht, in de meeste gevallen voldoende bacteriën

oplevert om de aan- of afrrezigheid van Salmonella met een DNA-probe betrouw-

bäar aan te tonen. Een algemene conclusie is tevens dat voor vrijwel elk produkt een

eigen voorbehandelingsprocedure zal moeten worden vastgestel¿L

De probes werdenln deze experimenten gelabeld met een niet-radioactieve label,

volgeni de voorschriften van de fabrikant (Boehringer). De bereikte detectiegrens

tcwim op 104 rot 105 Salmonella-bacteriën. Ook wanneer in het beginmonster de 
_ .

verhouding tussen Salmonella en andere racteriën (stoorflora) 1 op 10*tot 1 op 10J

was, werd S almonella in deze procedure zonder veel problemen aangetoond Als
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Stoorflora werden in deze experimenten verwante en minder vefwante micro-

organismen gebruikt, zoals E. coli, Citrobacter freundii en Proteus mirabilis'

Toepassing van de PCR-detectie

De PCR-test draagt de mogelijkheid in zich zeer snel de aan- of afrvezigheid van

bepaalde bacteriesoorten of virulentierypen te bepalen. Een zeer gering aantal

bacteriecellen is voldoende om de reactie te starten. Met reingelov eekte Salmonella

enteritidis, verdundmet een Ssiologische zoutoplossing, werd met behulp van de

huidige PCR-primers voor Salmonella een gevoeligheid vastgesteld van 2 - 6 bactenën

p", ron.t"t vân 10 p.l. Voor de PCR test voor Campylobøct¿r konden met de nu

ùeschikbare primers eveneens minder dan 10 bacteriën per monster worden aan-

getoond- Hei is niet interessant deze detectiegrens verder te verlagen, onder andere

omdat het risico van een vals-positief signaal afkomstig van dode cellen of uit de

achtergrond bij deze geringe aantallen erg groot wordt.

In ãe prakdk zullen zelden reingekrveekte micro-organismen door middel van

PCR worden bepaald- Bekend is dat DNA van onvoldoende zuiverheid PCR kan

remmen en dus vals-negatieve resultaten kan veroorzaken. Toepassing van de PCR

in de microbiologische routine is daarom een zaak van onderzoek naar de monster-

voorbewerking en niet van probe-onnvikkeling. DNA- primers zijn immers reeds

beschikbaar voor een redelijk groot aantal bacteriesoorten'
Het toespassingsonderzoek voor de PCR-detectie bij Salmonella enCampylo-

bacter moet leiden tot een minimale voorbehandeling van verschillende monster-

matrices voorafgaand aan de PCR-test. Een norm, zoals die bestaat voot Salmone.lla,

van minder dan 1 bacterie per 25 gfam monster betekent in de praktijk een benodigd

besmettingsniveau van25 000 kiemen per monster bij de start van de PCR-detectie.

Voorkweken van monsters blijft dus noodzakelijk, zeker bij lage besmettingsniveaus.

ln het algemeen is ook hier een resuscitatie/voorhveek van één nacht voldoende

om de gewenste bacteriedichtheid te bereiken.
Verder onderzoek naar minimale voorbehandeling van diverse monsters is nu in

ganggezet. Om storing van de PCR voor Salmonella door monstercomponenten te

r"t"" werden experimenten uitgevoerd met een drietal levensmiddelen (melk-

poeder, kip en gehakt¡, met eefi grondstof (cacaoschroot) en met kippefaeces. 
oEen

verdunningsreeks van een 1:10 suspensie 'an de monsters werd besmet met l0-
Salmonella-bacteriën. Vewolgens werd de PCR- re¿ctie direct in het (verdunde)

monster uitgevoerd De conclusie uit deze voorlopige screening was dat een 1:10

suspensie van melkpoeder de PCR slechts in geringe mate stoorde. Kippemest en

gehakt stoorden in sterkere mate, terwijl kippevlees en cacaoschroot verder moesten

wOrden verdund om storing door monstercqmponenten te voorkomen.

Verder onderzoek naar de monstervoorbereiding werd in een meer praktijk-

gerichte opzet uitgevoerd ten behoeve van de PCR- detectie van Campylobacter' Om

itoring door monstercomponenten in een praktijksituatie te testen, werd een

".nuoudig" 
PCR-test voor Campylobacter opgezetvoor kip. Kipfilets werden

kunstmatig besmet vanuit een reine culture vzn C. jeiuni. De bacteriën werden, na

opslag in de koelkast (30 minuten), met pepton-fysiologisch zout van de filet
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afgewassen en vervolgens geteld door uitplaten op selectieve bloedagar en getest met
PCR.

De efficiëntie van de spoelmethode voor het rei'soleren van levende bacteriën
bleek indien bepaald door middel van de telplaten, 50 -7SVo te bedragen. Directe
toepassing van PCR op de spoelvloeistof van de monsters had geen goed resultaat.

Blijkbaar komen ook bij relatief simpele methoden, zoals het oppewlakkig spoelen
van kippevlees, reeds voldoende storende componenten wij om directe PCR negatief
te bernvloeden. Ook hier bleek, zoals bij de 'dot blot'-hybridisatie, een snelle DNA-
extractie voorafgaand aan de PCR-test de problemen op te lossen.

De PCR-procedure voor Campylobacter kon nog betrouwbaarder worden
uitgevoerd door een modificatie in de PCR-test zelf aan te brengen. Dit hield in dat
een interne standaard aan het reactiemengsel werd toegevoeg4 voorafgaand aan de

PCR-test. De interne standaard bestaat uit een kunstmatig, specifiek DNA- fragment
waarin een knipplaats voor een restrictie-endonuclease is aangebracht. De standaard
wordt met dezelfde efficiëntie nagemaakt als het natuurlijke DNA Na de PCR-test
wordt het geamplificeerde DNA met een restrictie-endonuclease behandeld- De
verhouding tussen geknipt DNA van de interne standaard en ongeknipt monster-
DNA geeft nu een maat vclr de oorspronkelijke besmetting van het monster,
onafhankelijk van de efficiëntie van de test. Dit geeft de mogelijkheid de invloed van

remmende componenten te meten en tegelijkertijd de PCR-test tot een hvantitatieve
bepaling te maken.

Slotconclusies

Experimentele toepassing van de nu beschikbare DNA-analyses, van de eenvoudige
filterhybridisatie test tot een lavantitatieve PCR- analyse, op een reeks meer of
minder toegankelijke monstermaterialen toont aan dat de monstervoorbereiding het
cruciale punt is bij de toepassing van deze moderne en snelle DNA-analyses in de

voedingsmiddelenmicrobiologie. De benodigde'gereedschappen', d.w.z. de DNA-
probes en de PCR-primers, hebben we nu voor de meest relevante micro-organismen
volop ter beschikking, hoewel ook hier de ontwikkeling voortgaat. Dit geldt zeker
voor het gebied van de DNA-patroonontwikkeling (RFLP) voor epidemiologische en

monitoring-doeleinden van pathogene, industriële of genetisch gemodificeerde micro-
organismen.

In het onderzoek naar een snellere en betere monstewoorbereiding zal de nadruk
liggen op de ontsluiting van micro-organismen uit de vaak complexe matrices van de

monstennaterialen, of op de snelle isolatie van DNA van voldoende zuiverheid uit de

voorgelsveekte of bewerkte monsters. Daarbij lijkt de 'dot blot' of filterhybridisatie
vooral geschikt voor identificatiedoeleinden, namelijk voor de bevestiging van min of
meer reine cultures. PCR-bepalingen en de kwantitatieve PCR echter zullen meer
geschikt blijken voor de snelle detectie van bacteriën in een veelheid van monsters.
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