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SAMMANFATTNING

Bakteriella patogener 1 livsmedel dr en av de vanligaste orsakerna till sjukdom hos ménniska
och djur virlden over, déarfor ar tillverkning av sékrare livsmedel en viktig uppgift. I dagslaget
anvénds oftast odling pé selektiva substrat av bakterier for att pavisa patogener och
tidsatgdngen kan vara upp till en vecka. En molekyldrbiologisk metod som kan minska
tidsatgdngen dr microarrays, ddr detekteras malorganismen pa DNA- eller RNA-niva.
Enkelstrangade oligonukleotider, sa kallade sonder, tillverkas dit bakteriegenom, templat,
hybridiseras. Sonderna designas sa att de &r specifika for de bakterier som ska pavisas och
fasts 1 mikroformat pé en mikromatris tillsammans med upp till tusentals andra sonder.
Templatet som ska hybridiseras till sonden anrikas ofta for att sedan amplifieras via
polymeraskedjereaktion. Templaten fargas in for att en scanner ska kunna avlisa resultaten av
vilka templat som hybridiserats till vilka sonder och ddrmed pavisa bakteriella patogener.

Syftet med den hir uppsatsen dr att ta reda pd hur microarrays kan anvéndas for att detektera
bakteriella patogener 1 livsmedel och om tidsatgdngen kan minskas. Bakterien Listeria
monocytogenes anvands som modellpatogen, da det dr en patogen som kan ge upphov till
sjukdom hos méanniskor och djur dven 1 14g forekomst.



SUMMARY

Food-borne pathogenic bacteria is a major cause of illness in humans and animals worldwide
and safety in food is an important issue. Current methods to detect pathogenic bacteria include
culture-based isolation which generally require up to 7 days. Microarray techology is a
microbiological method which can decrease time-consumption through detecting bacteria at
DNA- or RNA-level. Singlestranded oligonucleotides, probes, are designed in order for the
bacterial genome, template, to hybridizide. These probes are designed for the specific
pathogen to be detected and are to be printed onto a small microarray together with thousands
of other probes. The template to be hybridized is usually enriched and thereafter amplified
with polymerase chain reaction. The template is then labeled to give a clear image of which
genome has been hybridizied to the probe by a scanner and thereby detected pathogens.

The purpose with this essay is to examine how microarrays can be used to detect food-borne
pathogenic bacteria and if time-consupmtion can be reduced. The bacteria Listeria
monocytogenes works as a pathogenic model since it is a bacteria with potential to cause
illness in humans and animals even at low presence.



INLEDNING

Livsmedelsburna smittdimnen utgor en stor orsak till ohdlsa hos bdde ménniskor och djur. I
utvecklingsldnder dr bakteriella patogener den vanligaste orsaken till sjukdom och dddsfall.
Uppskattningsvis dor ndrmare tva miljoner médnniskor per ar av livsmedelsburna patogener. |
industrildnder ar livsmedelsburna patogener den tredje vanligaste dodsorsaken. Till exempel i
USA orsakar livsmedelsburna patogener arligen cirka 76 miljoner sjukdomsfall, av dessa
kraver 325 000 sjukhusvérd och 5000 fall leder till déden (Suo et al., 2009). Enligt Statens
Livsmedelsverk (2012) drabbas i1 Sverige cirka 750.000 personer varje ar av matforgiftning.
Livsmedel av undermélig hygienisk kvalitet paverkar inte bara folkhdlsan, det leder dven till
stora kostnader for samhéllet (Jin et al., 2009).

De konventionella metoderna for att kontrollera livsmedel utgar frdn isolering av
malbakterien via odling och biokemiska tester. Det kan ta upp till en vecka att isolera
malbakterien med ovan ndmnda metoder och under denna tid har ofta livsmedlet levererats till
konsumenten (Jantzen et al., 2006; Wang et al., 2007). Déarfor behdvs det snabbare
analysmetoder for att minska risken for sjukdom hos konsumenterna och 1 den hér
litteraturstudien undersoks hur microarrays kan anvindas for att kontrollera livsmedel. Bland
annat Volokhov et al (2002), Kim et al (2007), Wang et al (2007) och Suo et al (2009) har
undersokt hur microarrays kan anvidndas for att detektera bakteriella patogener 1 livsmedel,
sasom farskt kott, dgg och mjolk. Studierna har fokuserat pa provsvarens sdkerhet och
snabbhet och har jamforts med odling péd selektiva substrat av malbakterien. Syftet med
uppsatsen dr att f& en Oversikt over hur bra microarrays dr for att detektera bakteriella
patogener 1 livsmedel och om tidsatgdngen kan minskas. Som modellpatogen har bakterien
Listeria monocytogenes valts dd den kan orsaka allvarliga sjukdomssymptom med hog
mortalitet hos ménniska dven vid lag forekomst och &r en viktig patogen 1 livsmedel (Jantzen
et al., 2006). L. monocytogenes kan foroka sig vid laga temperaturer och under syrefria
betingelser och dr darfor svar att eliminera frén vissa livsmedel (Liu et al., 2008).

MATERIAL OCH METODER

En litteraturstudie ar gjord dir vetenskapliga originalartiklar anvints. ISI Web of Knowlede
och PubMed har varit de huvudsakliga sokmotorerna och sdkorden har varit frimst
“microarray”, “Listeria monocytogenes”, ’food-borne” och “pathogen”.

Listeria monocytogenes valdes som modellpatogen dd@ den kan orsaka allvarliga
sjukdomssymptom hos ménniskor och gjorde att arbetets omfattning kunde begrénsas.

LITTERATUROVERSIKT

Listeria spp. och listerios

Familjen Listeria spp. bestir av sex arter — L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri och L. grayi. Listeria monocytogenes ar den frimsta humanpotogena
arten som kan ge upphov till listerios. Listeria monocytogenes och Listeria ivanovii &r
patogena for bade vilda och tama idisslare (Volokhov et al., 2002). Listeria monocytogenes ér
en gram-positiv jordbakterie men den forekommer dven 1 tarmfloran hos vissa djur. Bakterien
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dor vid upphettning, vilket gor korrekt upphettade livsmedel sékra. Ddremot kan den 6verleva
och vixa till vid laga temperaturer, och da den dr fakultativt anaerob kan den véxa till d&ven
under syrefria betingelser. Mortaliteten vid listerios dr hog och risklivsmedel for L.
monocytogenes dr bland annat kallrokt lax, fardiggjorda sallader och ostar av ospastoriserad
mjolk (Volokhov et al., 2002; Liu et al., 2008).

For de flesta friska dr risken 1ag att insjukna 1 listerios, men for riskgrupperna ér kénsligheten
hogre for bakterien. Nyfodda barn, gravida kvinnor, dldre personer och immunosupprimerade
individer tillhor riskgrupperna (Volokhov et al., 2002; Liu et al., 2008). Gravida kvinnor som
insjuknar 1 listerios utvecklar milda influensaliknande symptom, men sjukdomen kan leda till
att deras ofodda barn aborteras. Neonatala barn som insjuknar kan fa livshotande infektioner
och meningiter (CDC, 2012). Mortaliteten vid listerios dr vildigt hog och berdknas vara upp
till 36% (Volokhov et al., 2002) vilket 4r mycket hogre dn vid infektion med exempelvis
Campylobacter spp. eller Escherichia coli 0157:H7 (Suo et al., 2009).

Inkubationstiden for listerios dr cirka en vecka, men kan vara s& lang som 90 dagar, vilket
medfor att det kan vara svart att spara det smittade livsmedlet. Av de 13 serotyper som
beskrivits hos L. monocytogenes bidrar tre serotyper (1/2a, 1/2b och 4b) till 6ver 90% av de
humana sjukdomsfallen (Borucki et al., 2005; Jantzen et al,. 2006).

Detektionsmetoder for bakteriella patogener

Det finns flera metoder for att detektera L. monocytogenes i livsmedel. Den konventionella
metoden &r fortfarande odling pd selektivt substrat med pafoljande typning med hjdlp av
kolonimorfologi, biokemiska och hemolytiska egenskaper (Volokhov et al., 2002; Borucki et
al., 2005; Jantzen et al., 2006; Suo et al., 2009). Denna metod é&r tids- och arbetskrdvande och
mikroorganismen méste anrikas innan den kan detekteras. For att bekrifta ett negativt
provsvar krivs ofta 3-4 dagar, och for att bekrifta ett positivt svar krévs ytterligare 1-3 dagar
(Jantzen et al,. 2006). Ett stort antal olika biokemiska, immunologiska och molekylédra
metoder dr under utveckling med maélet att uppna snabbare analyssvar (Kim et al., 2008; Jin et
al., 2009). Bland dessa finns realtids-polymeraskedjereaktion, ELISA, DNA-hybridisering
och microarrays (Volokhov et al., 2002; Jin et al., 2009). Ett flertal studier har gjorts med
microarrays och forhoppningen fran bland annat livsmedelsproducenterna dr microarrays kan
utgdra en ny snabb, enkel och billig analysmetod for detektion av eventuella patogener i
livsmedel. Det dr dock viktigt att detektionsmetoderna har en hog sensitivitet och specificitet
for att utesluta positivt eller negativt falska resultat (Borucki et al., 2005; Suo et al., 2009)



Microarrays

Microarrays dr en molekylarbiologisk metod 1 mikroformat som gor det mojligt att analysera
och detektera tusentals olika gensekvenser 1 ett prov eller i minga prover pa kort tid. Ett stort
antal nukleidsyror, templat, appliceras pa ett fast substrat som bendmns mikromatris. Sonder,
som dr infargade oligonukleotidsekvenser eller enkelstringat DNA komplementira till en
patogenspecifik gensekvens, appliceras via hybridisering. Via en scanner analyseras de
relativa nivderna av hybridiserade sonder i provet (Bryant et al., 2004; Jantzen et al., 2006).
Se fig 1. Metoden kan anvindas till genotypning och till studier av genuttryck. Genotypning
anvinds bland annat for att detektera, identifiera och karaktirisera mikroorganismer och kan
da anvindas for att detektera bakteriella patogener 1 livsmedel (Wang et al., 2007). Vid analys
av genuttryck kan exempelvis uttrycket av vissa gener jamforas mellan olika vdvnader, frisk
kontra sjuk védvnad, detta utnyttjas bland annat i cancerforskning (Welinder Olsson et al.,
2010).
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Figur 1. En gensekvens fran en bakteriepatogen, templat, mdrks in med flourescenter efter att ha

anrikats och amplifierats via realtids-PCR. Templatet inkuberas pa mikromatrisen och de templat som
hybridiserar till en sond ger upphov till en fargmarkering som en speciell scanner kan omvandla till
en bild. Efter Cano0001, Wikimedia Commons (2012-09-12)

Microarrays analyserar forekomst av bakteriella patogener via genotypning pa DNA- eller
RNA-nivd. Med hjdlp av komplementira gensekvenser detekteras sjdlva bakterien via
hybridisering. Hybridisering innebdr att nukleotidstrdngarna binder specifikt till varandra
genom basparning. Nukleotidsyror som ingédr 1 bAde DNA och RNA bestar av fyra baser som
binder till varandra genom vitebindningar, cytosin binder till guanin och adenin binder til
tymin hos DNA och uracil hos RNA (Lorkowski & Cullen, 2003). Basernas ordning i DNA-
stringarna kodar for den information som generna bér pd och denna ordning ar kartlagd for
manga bakteriers genom, ddribland for L. monocytogenes. Genom att utnyttja basparningens
sensitivitet och specificitet kan man tillverka enkelstrdngade oligonukleotidsekvenser till vilka
specifika bakteriesekvenser kan hybridiseras. Dessa specifikt designade oligonukleotider
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kallas sonder och kan féstas i mikrostorlek pd en fast yta tillsammans med upp till tusentals
andra sonder. Templatet som hybridiseras till sonden mérks in med flourescensmérkning eller
biotin varefter resultatet kan analyseras. Templatet 4r ofta en PCR-produkt eller
komplementidrt DNA, cDNA. (Call et al., 2003).

Microarrays har utvecklats ur Southern blot-tekniken och kan genom sin mikrostorlek
anvédndas for att pd en liten yta fi ut stora mangder data. Southern blot utvecklades som en
metod déir fragmenterade DNA-sekvenser fdstes pa ett membran och dit kdnna infargade
templat hybridiserades (Lorkowski & Cullen, 2003). Microarrays utnyttjar samma teknik men
gor det pa mikronivd och 1 mycket storre skala. Pa en yta 1 storlek av ett objektsglas finns i
mikrostorlek upp till tiotusentals indelade celler som var och en kan ge specifik information
om bakterieforekomst eller inte. Varje cell ar cirka 100-200 um stor och de ligger bredvid
varandra med ett mellanrum pd 200-500 pm (Kim et al., 2008). Ett stort antal provmaterial
kan analyseras och gentypas samtidigt vid bruk av mikrostorleken. Microarrayen tillverkas av
ett fast substrat, ofta glas, som kan tillverkas till en 14g kostnad (Lorkowski & Cullen, 2003).

Design av oligonukleotidsond

En forutsittning for att sonder ska kunna designas &dr att hela eller delar av genomet,
exempelvis virulensfaktorer, hos malbakterien ar kartlagda. Tidigare har en stor begrdnsning
av microarraytekniken varit att f4 gensekvenser for bakteriella patogener funnits tillgéngliga,
men Okad forskning inom omrédet har medfort att minga bakteriers genom idag finns
kartlagda (Gianno et al., 2009). GenBank vid National Center for Biotechnology Information
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) dr en amerikansk databas som idag innehaller
over 400 mikroorganismers genom, déribland de mest kidnda livsmedelspatogenerna. Vid
tillverkning av microarrayer for L. monocytogenes har olika virulensfaktorer, sdsom iap, plc
och hly, eller gensekvenserna for 16S och 23S-rRNA ofta anvéants for tillverkning av sonder
(Volokhov et al., 2002; Suo et al., 2009). De designade oligonukleotidsonderna jaimfors sedan
med andra bakteriesekvenser for att undvika att korshybridisering sker (Jin et al., 2006).

Odling och extraktion av DNA

Forekomst av eventuell kontamination av L. monocytogenes 1 ett livsmedel ar oftast 1ag. Det
innebdr att en anrikning av provet néstan alltid krdvs (Jantzen et al., 2006; Suo et al., 2009). I
exempelvis en fardiglagad vakuumforpackad kottréitt kan det finnas <0,3 bakterier per gram
prov och bakgrundsfloran av andra bakterier kan vara hog (Jantzen et al., 2006; Suo et al.,
2009). Vid anrikning av provet tillsdtts selektiv buljong, ofta anvdnds Buffered Listeria
Enrichment Broth med tillsats av selektiv antibiotika, varefter provet homogeniseras och
inkuberas 1 cirka 24 timmar (Suo et al., 2009). Efter inkuberingen extraheras DNA fran
livsmedelsprovet. Vid extraktion av DNA anvinds vanligtvis kommersiella produkter,
exempelvis fran foretaget Qiagen (Hilden, Tyskland) (Borucki et al., 2005; Wang et al., 2007;
Kim et al., 2008; Suo et al., 2009).



PCR och inmérkning

DNA som extraherats fran livsmedelsprovet amplifieras med hjdlp av kvantitativ realtids-
polymeraskedjereaktion, PCR. Genom att anvdnda enzymet DNA-polymeras och cykler av
temperaturfordndringar erhalls en stor mingd av den sokta DNA-sekvensen. PCR-produkten
anviands som templat vid hybridisering till sonderna pd mikromatrisen. Vanligen gors mellan
30 och 40 cykler for att fa ett tillrackligt stort antal templater (Volokhov et al., 2002; Jin et al.,
2006; Suo et al., 2009)

Inmirkning av templatet sker med hjédlp av olika flourokromer eller andra molekyler som
biotin. Cyanin &r en flourescerande fargmarkering som ofta anvénds da den ger ifran sig en
ljussignal vid olika viglingder. Genom inmirkning av templaten kan avldsning av vilka
templat som hybridiserats till vilka sonder goras (Volokhov et al., 2002; Lorkowski & Cullen,
2003; Kim et al., 2007). Vid genotypning krévs ett kontrolltemplat f6r varje templat som ska
kontrolleras for att kunna jamfora de relativa nivaerna. Detta leder till storre mangder data att
anlyser men dven till mer specifika anlysresultat (Welinder Olsson et al., 2010).

Hybridisering och tviéttning

Templaten behandlas med hybridiseringsvitska och temperaturfordndringar innan de placeras
pa mikromatrisen och inkuberas i 1-8 timmar (Volokhov et al., 2002; Wang et al., 2007; Kim
et al., 2008; Suo et al., 2009). Efter hybridiseringen tvéttas mikromatrisen med olika 16sningar
och destillerat vatten for att bli av med templat som inte hybridiserat. Dessa skulle annars ge
upphov till hogt bakgrundsbrus varvid resultaten skulle bli otydligare (Lorkowski & Cullen,
2003).

Scanning och analys

Proven scannas med laser for att l4sas av och mita de flourescerande signalerna fran varje
sond och jimfor dessa med bakgrundsbruset. Scannern ldser av lasersignalerna och tolkar de
sonder déir hybridisering skett i form av en fargmarkering pd den digitala bilden av
mikromatrisen. De signaler som berédknas skilja sig statistiskt signifikant fran den negativa
kontrollen och bakgrundsbruset rdknas som positiva (Volokhov et al., 2002; Jin et al., 2006;
Suo et al., 2009). Stora médngder data fis fran en mitning med microarrays och innan
resultaten kan analyseras maste data normaliseras via speciella datorprogram (Bryant et al.,
2004; Jantzen et al., 2006).



Fig 3. Ett exempel pa en mikromatris med 40.000 sonder infirgade med flourescenter. Sondernas
signaler kan tolkas efter scanning av bilden som fdargmarkeringar. Frdan Pahrag, Wikimedia Commons
(2012-09-12)

Diskussion

Bakteriell livsmedelssdkerhet har traditionellt baserats pa isolation av bakterier pa en selektiv
agar med tillhérande serologisk typning. Att serologiskt typa bakterier tar ofta ett flertal dagar
och inom omrdden som livsmedelssidkerhet och livsmedelsproduktion pégar darfor
omfattande forskning for att uppnd snabbare analysmetoder. Microarrays dr en ganska ny
detektionsmetod vars stora fordelar vid detektion av bakteriella patogener dr att snabbt kunna
analysera ett stort provantal simultant och med ett littavldst resultat. Livsmedelsburna
patogener dr den vanligaste orsaken till sjukdom, och enligt Statens Livsmedelsverk (2010)
drabbas varje ar uppskattningsvis 750.000 personer i1 Sverige av matforgiftning. De
rapporterade fallen anses utgéra toppen pa ett isberg med ett stort morkertal. Ur ett
samhéllsperspektiv leder detta till stora kostnader och ur ett folkhédlsoperspektiv dr det viktigt
att minska dessa sjukdomsfall.

De forsok som gjorts att anvdnda microarrys for att detektera patogener i livsmedel har visat
pa tillfredsstédllande resultat, nér ett referensprov med hjélp av konventionella metoder gjorts
samtidigt. Wang et al. (2007) visar ett 97,4-procentigt samstdmmigt resultat 1 sina forsok och
Bourucki et al (2005) 98 % samstimmighet. Enligt Call et al. (2009) &r microarrays ett
kraftfullt verktyg for att pavisa och karaktirisera bakteriella patogener med en kénslighet
jamnvardig med de konventionella metoderna. Att visa att metoden ger sékra resultat &r en
forutséttning for att den ska kunna anvidndas. Den viktigaste aspekten for att uppnd sédkra
resultat av microarrays &r att designen av sonderna har tillricklig specificitet for
mélorganismen. An s linge har oligonukleotider med gensekvenser frén 16S rRNA varit det
vanligaste valet 1 forsok med microarrays och 1 forsok med L. monocytogenes har sonderna
varit tillrdckligt specifika (Volohkov et al, 2002; Wang et al., 2007). For mer nirbesléktade
bakteriearter, till exempel Salmonella spp. och Shigella spp., kan korshybridisering ske dér
man inte kan skilja dessa arter at. Detta varnar Kim et al. (2009) och Wang et al (2007) for
och foreslér en design av langre oligonukleotider pa upp till 75 baser, eller att anvédnda sig av



mer specifika virulensfaktorer. I alla de artiklar som utgjort underlag till detta arbete betonas
att designen av sonden dr det viktigaste for framgang vid anvindning av microarrays. D4 det
dven inom samma bakterieart kan férekomma olika genotyper ar det viktigt att ha tillrackligt
manga vildesignade sonder for att undvika ett falskt negativt resultat (Wang et al., 2007; Kim
et al., 2008; Suo et al., 2009). Astadkommer man specifika sonder i tillriicklig kvantitet dr
microarrays en utmérkt metod att detektera bakteriella patogener i livsmedel, inklusive L.
monocytogenes, (Volokhov et al., 2002, Call et al., 2009). Gianno et al. (2009) ser potentialen
att badde komplettera och pa sikt ersitta de konventionella odlingsmetoderna for att detektera
bakteriella patogener som mycket hog.

En viktig aspekt ndr det géller att borja anvdnda microarrays dr ekonomi. Kostnaden for att
kunna anvdnda microarrays dr dels utvecklingskostnaden for mikromatrisen med specifika
sonder som anvénds i forsta delen av analysprocessen och dels kostnaden for den speciella
scanner som anvands for att tyda provsvaren. Borucki et al. (2005) har gjort berdkningar pa
vad ett test med microarrays pa livsmedel skulle kunna kosta. De har beriknat med fyra
sonder per isolat och inkluderat DNA-isolation. Denna analys skulle ha en kostnad péa $5,50,
som med dagens vixelkurs (2012-09-12) hamnar strax under 40 SEK. Négra andra
ekonomiska berdkningar har inte framkommit 1 artiklarna, men om kostnaden hélls pé en lag
niva skulle det kunna leda till att fler rutinméssiga prov gors hos livsmedelsproducenter. Suo
et al. (2009) menar att for att kunna sidnka kostnaden och for att kunna gora stora miangder av
prover maste varje mikromatris vara designad for att kunna detektera flera prov simultant, och
att de ska kunna testa for flera patogener samtidigt.

Trots omfattande kontroller och regelverk kan kontamination av livsmedel ske och i minga
fall av kontamination av bakteriella patogener kan en liten infektionsdos ge
sjukdomssymptom, som exempelvis hos L. monocytogenes. Fler rutinméssiga prov skulle leda
till att farre kontaminerade livsmedel kommer ut pd marknaden till konsumenterna. For att
detta ska ske maste proverna kunna goras till en 1ag kostnad och sa tidseffektivt som mojligt.
En mikromatris skulle kunna designas for att prova exempelvis opastoriserade ostar mot ett
flertal vanliga patogener. Ett livsmedelsprov skulle da kunna skickas in till ett laboratorium
med en klar mikromatris med sonder speciellt for detta livsmedel och analyssvar skulle da
kunna fas nésta dag. Hade istéllet livsmedelsprovet skickats till ett laboratorium som anvént
sig av isolering med hjdlp av odling pa selektivt substrat skulle provsvaret kunnat dréja upp
till en vecka (Jantzen el al., 2006).

Nackdelar med metoden som framkommit dr framfor allt att analyserna ar begrénsad till de
gensekvenser som mikromatrisen innehéller (Welinder et al., 2010). For varje livsmedelsprov
som ska testas mdste ddrmed en sannolikhet for vilka bakteriella patogener som kan ténkas
ingd goras. Avarre et al (2006) varnar for PCR-bias, d& templaten amplifieras via PCR.

De artiklar som har givit underlaget for denna uppsats anser samstdmmigt att microarrays har
stor potential men ocksé att metoden behover utvecklas for att kunna bli ett fullgott alternativ
till den konventionella odlingen vad gillande bakteriella patogener. Dess snabbhet, sikerhet
och kostnad gor att framtiden ser ljus ut. Tekniken har inte funnits i s& manga ar &n, och



utvecklingen och forskningen géar hela tiden framat. Om nagra &r ar forhoppningsvis metoden
redo att anvéindas storskaligt inom livsmedelsprovtagning och manga andra omraden.
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