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Az élelmiszerek minõsítése mind alapkutatás, mind ipari
szempontból jelentõs terület. A mindinkább szigorodó
követelmények az élelmiszerek minõségével kapcsolatban
megkívánják egyes komponensek egyre kisebb mennyiségének
detektálását. Az elmúlt évtizedben a molekuláris genetika
alkalmazása számos területen merõben új távlatokat nyitott, ezek
közül is kiemelkedõ a DNS hibridizáció (Southern-féle blottolás) és
a polimeráz láncreakció (PCR) alkalmazhatóságának igen széles
lehetõsége (Rolfs et al., 1993). Az élelmiszerek minõségi
vizsgálatában és minõségbiztosításában is egyre fontosabb
szerephez jutnak e módszerek. Tágabb értelemben ide tartoznak a
növénynemesítési és az állattenyésztési programokban használatos
DNS technikák is, melyek során bizonyos genotípusra szelektálnak
(Szalai et al., 1992). Erre példa a sertések esetén tapasztalható PSE
(pale, soft and exudative) húsminõséget okozó allél kiszûrése a
populációból. (Otsu et al., 1991). Az élelmiszerek eredetének
vizsgálatában is a DNS alapú technikák egyre inkább felváltják a
nehézkes immunológiai teszteket, illetve új lehetõségeket nyitnak
(Meyer et al., 1995). Ma már néhány csepp borból is
meghatározható és azonosítható a felhasznált élesztõpopuláció
(Querol et al., 1996). A fentiek mellett az élelmiszerek
mikrobiológiai állapotának DNS meghatározással történõ vizsgálata
jelenti a legjelentõsebb változást. Az elemzések nagy specifitása és
érzékenysége valamint rövid idõigénye (4-8 óra) teszi lehetõvé a
mikrobiológiai szennyezések eredetének gyors visszakeresését,
azonosítását. Fermentált élelmiszerek esetén pedig információt
kaphatunk a starterkultúrák tisztaságáról, jelenlétérõl.
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A Southern-féle hibridizáció (Southern, 1975) eredménye-
képpen a vizsgált DNS-re jellemzõ sávrendszert kapunk. Ehhez
elõször a mintában található DNS-t restrikciós enzimmel hasítják,
majd az így kapott különbözõ méretû DNS darabokat
gélelektroforézissel elválasztják. A gélbõl a DNS-t egy membránra
átszívják, így a membránon az elektroforézis lenyomatát kapják. E
mûvelet során lúg hatására a DNS denaturálódik, így az képes
hibridizálni egy jelölt DNS próbával, mely a membránon egy
sávrendszert hoz létre. Az eljárás specifitását a kiválasztott DNS
próba szekvenciája és a hibridizáció körülménye ("stringency")
határozza meg. Magasabbrendû élõlények esetén a fenti folyamat
igen hosszú és idõigényes. Mikrobák esetén azonban a DNS
kinyerése egy egyszerû lízissel is megoldható, a folyamat
automatizálható és kevésbé idõigényes (8 óra). A digitális
elektroforetikus képek tárolhatóak és egy újabb minta elemzésekor
összehasonlításhoz visszakereshetõek. (Qualicon, RiboPrinter
System).

A polimeráz láncreakció egy olyan in vitro  DNS szaporítási
módszer, ahol az általunk kiválasztott két oligonukleotid
szekvenciája határozza meg az eljárás specifitását, azaz hogy milyen
DNS darabot sokszorosítunk (Saiki et al., 1985). RNS-ek
detektálására is mód van abban az esetben, ha az RNS-rõl reverz
transzkriptáz segítségével készítünk DNS templátot a PCR-hez.
Mivel tulajdonképpen exponenciális jelerõsítést végzünk, a PCR
érzékenysége igen nagy. A PCR ma már teljesen automatizált
folyamat, általában 2-4 óra szükséges elvégzéséhez. A reakció
végezetével gélelektroforézissel azonosíthatjuk a megfelelõ
hosszúságú DNS darabokat (kb. 3 óra). A legmodernebb készülékek
(Perkin Elmer, PCR 7700) azt is lehetõvé teszik, hogy a
sokszorosított DNS mennyiségét a reakció során is nyomon
követhessük, így az elektroforézis szükségtelenné válik. Egy-egy
analízis nem igényel hosszas mintaelõkészítést, pl. tejbõl vagy
borból direkt is elvégezhetõ a PCR ("drop-in PCR"). Amennyiben a
sokszorosított DNS darabon belül található nukleotid-sorrend
különbség az allélek között, a PCR utáni restrikciós enzimmel
történõ vágás ("restriction fragment length polymorphism", RFLP)
általában megoldást jelenthet ezek megkülönböztetésére ("PCR-
RFLP").
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Mint a fentiekbõl kitûnik, ezek az eljárások csak akkor
alkalmazhatóak, ha a detektálni kívánt DNS egy jellemzõ
szakaszának végein elhelyezkedõ 18-25 nukleotid sorrendje ismert.
Egy újabb PCR technika esetén még erre sincs szükség, mert olyan
rövid oligonukleotidokat használnak, amelyek a DNS több helyére is
kapcsolódnak, így a PCR és elektoforézis után több sávot is kapunk,
ez az ún. RAPD ("randomly amplified polymorphic DNA") eljárás
(Williams et al., 1990). Az egy-egy mintában található sávok
eloszlása jellemzõ a mintában található DNS-re, így standarddal
való összehasonlítás után a DNS eredete azonosítható.

DNS alapján akkor azonosítható valamely élelmiszer-
komponens, ha a vizsgált DNS szakasz egyértelmûen utal egy ismert
törzsre, növény- vagy állatfajra. Az élõlények DNS-ei
fejlettségüktõl függõen tartalmaznak olyan szakaszokat amely
jellemzõ lehet egy törzsre, nemzetségre, családra, fajra vagy akár
magára az egyedre is. Ezeket polimorf DNS részeknek nevezik.
Növények és állatok esetén a legnagyobb polimorfizmust rövid
nukleotid-mintázatok egymás utáni ismétlõdésének számában
(mikroszatelit DNS) találták. (Rafalski és Tingey, 1993; Haberfeld
et al., 1991). Borélesztõk esetén a mitokondriális DNS (mtDNS)
változatosságát használták azonosításra a DNS restrikciós enzimmel
történõ hasításával és elektroforézissel (Querol et al., 1996). Bor és
sör készítésénél használt Saccharomyces  cerevisiae törzsek RAPD
eljárással is megkülönböztethetõek (Couto et al., 1996). DNS
hibridizációval fonalas gombák törzseit azonosították (CT)8,
(GTG)5, (GACA)4 oligonukleotid próbák segítségével (Meyer et al.,
1991). Mikrobák esetén a 16S rRNS génjében találtak nagy
változatosságot, mely PCR után történõ denaturáló gradiens
gélelektroforézissel detektálható (Muyzer et al., 1993). Tejipari
termékekben a flagellin génekre, flaA és flaB-re specifikus
oligonukleotidokkal azonosítottak Campylobacter jejuni és
Campylobacter coli törzseket (Wegmüller et al., 1993).

A DNS analízis egyik elõnye a hagyományos immunológiai és
tenyésztéses vizsgálatokkal szemben, hogy a DNS viszonylag stabil
molekula. Ez tette lehetõvé, hogy fõtt kolbászból is sikerült
Listeria  monocytogenes szennyezõdést kimutatni az alfa és béta
haemolysin génre specifikus PCR oligonukleotidokkal (Furrer et al.,
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1991). Az élelmiszerek igen komplex mátrixot alkotnak, melynek
olyan eleme is lehet, amely gátolja a PCR-ben a DNS polimeráz
mûködését. Listeria monocytogenes PCR-rel történõ detektálása
során ezt a problémát a DNS alkoholos kicsapásával (Makino et al.,
1995), illetve a PCR-t megelõzõ immunomágneses elválasztással
(Fluitt et al., 1993) oldották meg.

A PCR eljárás érzékenységét jól tükrözi a botunilum neurotoxin
(BoNT) génjének 10 baktérium/g élelmiszer lehetséges kimutatási
határa (Fach et al., 1995). E közlemény az eljárás specifitását is jól
bemutatja, hiszen a BoNT A, B, E, F és G géneket a szerzõk egy
PCR segítségével egymás mellett is ki tudták mutatni mesterségesen
fertõzött élelmiszerekbõl. Az élelmiszeranalitika egyik igen fontos,
azonban nehézkes feladata volt a Salmonella törzsek kimutatása
hagyományos tenyésztéses eljárással. Multiplex PCR segítségével,
ahol egy reakcióban több oligonukleotidot is használnak, sikerült
specifikus PCR eljárást kidolgozni Salmonella törzsek
kimutatására, egyéb coliform baktériumok mellett olyan komplex
mintákból is, mint például a felszíni vizek és talajminták (Way et
al., 1993). Ma már Salmonella detektálására szolgáló PCR
rendszerek a kereskedelmi forgalomban kaphatóak (Perkin Elmer,
Qualicon). Southern-féle hibridizációval Escherichia coli rRNS
génrészei megfelelõ próbának bizonyultak egyes mikrobák rRNS
génjeinek detektálására (Bruce et al., 1995), és az így nyert sávok
képe jellemzõ egy-egy mikroba törzsre (pl. Listeria
monocytogenes).

Az élelmiszerek eredetének vizsgálata alapvetõ igény
napjainkban. Húskészítmények vizsgálatkor a citokróm b gén
fajokra jellemzõ szekvenciáját azonosították PCR-RFLP
segítségével (Meyer et al., 1995). Ma már a növények néhány
tulajdonságát a termesztõk géntechnológiai módszerekkel
változtatják. Burgonya esetén sikeresen azonosították a genetikailag
módosított növényeket DNS-ük alapján (Schreiber et al., 1995).

A fentiek alapján látható, hogy az elmúlt néhány évben a DNS
alapú vizsgálatok az élelmiszerek minõségének elemzésében is
egyre nagyobb szerepet kapnak. Ez a kezdeti lendület csak
fokozódni fog az egyre szigorodó élelmiszerbiztonsági törvények
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nyomására. Mivel azonban igen kevés ismeretünk van az
élelmiszerekben elõforduló DNS-ekrõl, a DNS alapú azonosítás
mellett a hagyományos vizsgálatokat is el kell végezni mindaddig,
amíg a két eljárás között a kívánatos korrelációt el nem érjük. Azaz,
ha egy vizsgálat megfelelõ kontrollok mellett nem detektálja a
vizsgált DNS részt, biztosak lehetünk a negatív eredményben, míg
pozitív eredmény esetén célszerû a hagyományos vizsgálatokat is
elvégezni.

A ma már rendelkezésre álló lehetséges DNS-alapú eljárások
közül egy-egy laboratórium még szabadon választhat, az eljárások
még nem szabványosítottak és nemzetközileg még nem elfogadottak.
Ezt a folyamatot a készülékeket és reagenseket gyártó cégek a széles
piac reményében igyekszenek meggyorsítani. Igy pl. a Perkin Elmer
cég Salmonella vizsgálati rendszere Európában már többé-kevésbé
elfogadott. A fentiekben említett DNS technikákat az orvosi
diagnosztikában ma már rutinszerûen használják, az egységesítés és
szabványosítás ottani tapasztalatai az élelmiszerlaboratóriumokban
dolgozó szakemberek segítségére lehetnek.
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DNS meghatározásán alapuló technikák az élelmiszer
minõségellenõrzésben

Szalai G., Tóth Á., Lásztity R. és Salgó A.

A DNS meghatározáson alapuló vizsgálati módszerek élelmiszer
minõségellenõrzésben történõ alkalmazási lehetõségeit mutatják be
a szerzõk állati és növényi eredetû nyersanyagokon és
élelmiszeripari szempontból jelentõs mikroorganizmusok azono-
sításában, továbbá eredetvizsgálatoknál.

Techniques Based on DNA Determination in Food
Quality Control

Szalay, G., Tóth, Á., Lásztity, R. and Salgó, A.

Applicability of methods based on DNA determination in food
quality control is presented. Examples shown are the investigation
of raw materials of plant or animal origin, the identification of
micro-organisms significant in food industry as well as study of
origin.

Untersuchungstechniken auf der Basis der DNS-
Bestimmung in der Lebensmittelqualitätskontrolle

Szalay, G., Tóth, Á., Lásztity, R. und Salgó A.

Verfasser stellen die Anwendungsmöglichkeiten der auf der
Basis der DNS-Bestimmung entwickelten Untersuchungsmethoden
in der Lebensmittelqualitätskontrolle vor. Diese Methoden werden
an den tierischen und pflanzlichen Rohstoffen sowie bei der
Identifierung von für die Lebensmittelindustrie wichtigen
Mikroorganismen und weiterhin bei den Ursprungsuntersuchungen
eingesetzt.
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