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Bevezetés 
A molekuláris biológia és a mikrobiális ökológia egyesítése olyan új, nukleinsav vizsgálatán 
alapuló technikák kifejlesztéséhez vezetett, amelyekkel speciális génszekvenciák jelenlétét 
lehet meghatározni, illetve az adott gének expresszióját lehet követni természetes 
mikrobapopulációkban. Ezen módszerek különösen fontosak, pl. bioremediáció 
monitorálásában. 
DNS és RNS vizsgálatokkal jellemezhetı egy szennyezett terület mikroorganizmus-
közössége, struktúrája, katabolikus aktivitása, valamint meghatározható a biodegradációba 
bevont mikrobák degradatív enzimkapacitása.  
Jellemezhetıek a szennyezıanyag hatására a mikrobapopulációban bekövetkezı változások, 
mint pl. fajeloszlás, egyedsőrőség megváltozása. A mért adatok a szennyezetlen, kontroll 
területeken mért eredményekkel együtt feltétlenül szükségesek egy terület 
öntisztulóképességének becsléséhez és az optimális remediációs technológia tervezéséhez. 
 
A molekuláris biológiai vizsgálatokhoz olyan hatékony eljárásokra van szükség, amelyekkel a 
nukleinsav a környezeti mintákból nagy tisztasággal kinyerhetı, és a keresett gének 
szekvenciáinak megfelelı próba elıállítható. 
Mikroorganizmusok jelenlétének minıségi és mennyiségi meghatározására, mikrobiális 
aktivitás mérésére, valamint mikroorganizmus populáció diverzitásának vizsgálatára alkalmas 
módszereket foglalja össze az 1. Táblázat. 
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1. Táblázat Molekuláris biológiai technikák mikroorganizmus-populációk vizsgálatára  
 

MÓDSZER ALKALMAZÁS EL İNYÖK, HÁTRÁNYOK 
 

SPECIÁLIS DNS SZEKVENCIA VAGY MIKROORGANIZMUS JELEN LÉTÉNEK 
VIZSGÁLATA 

 
4-kloro-benzoát lebontásért felelıs 
cba gének detektálása (Wyndam et al., 
1994). 
nahAc gének detektálása üledékekben 
(Herrick et al., 1993). 
nahAa gének perzisztenciája talajban 
(Romanowski et al., 1993). 

PCR specifikus 
primerekkel  

BphC gén meghatározása folyami 
üledékbıl (Erb and Wagner-Dobler, 
1993). 

Viszonylag gyors módszer a specifikus 
DNS fragment jelenlétének 
meghatározására.  Speciális 
mikroorganizmusok jelenléte 
kimutatható. Hátránya, hogy a csupasz 
DNS-eket és az élettelen sejteket is 
méri (Power, 1998).  

16S rRNS-se végzett hibridizáció 
alapelvei és alkalmazásai (Amman et 
al.). 

Teljes sejt in situ 
hibridizációja  

nahAa gént tartalmazó sejtek 
detektálása epi-fluoreszcens 
mikroszkóppal (Hodson et al., 1995). 

A mikroorganizmusok direkt láthatóvá 
tételére alkalmas módszer. Általában 
16S rRNS próbákkal végzik a 
hibridizációt. Taxonómiailag rokon 
mikrobacsoportok meghatározására 
alkalmas eljárás. A rendszer elızetes 
ismerete nélkül kivitelezhetı. A próbák 
hibás kötıdését többféle próba és 
festék alkalmazásával kell kontrollálni. 

Általános elvek és alkalmazások 
(Holben et al., 1988). 
Bakteriális nehézfém-rezisztenciáert 
felelıs gének detektálása talajban 
(Diels and Mergeay, 1990). 
4-kloro-benzoát lebontásért felelıs 
cba gének detektálása (Fulthorpe and 
Wyndam, 1989). 

DNS:DNS hibridizáció 

2,4-D katabolikus gének vizsgálata 
(Holben et al., 1992). 

 4-kloro-bifenil degradációjáért felelıs 
gének kimutatása (Pettigrew and 
Sayler, 1986). 

Hátránya, hogy kereszthibridizáció 
fordulhat elı. Gén szakaszok 
elıfodulása vizsgálható. Speciális 
mikroorganizmusok jelenléte 
kimutatható. Viszonylag gyorsan és 
könnyen kivitelezhetı módszer. A 
detektálás alsó határa viszont magas. 
Izolált DNS  vagy baktériumtelep 
vizsgálható ezzel a technikával.   

PCR nem specifikus 
primerekkel  

Sokgazdás plazmidok vizsgálata (Gotz 
et al., 1996). 

Közel azonos DNS target szekvenciát 
tartalmazó rokon mikroorganizmusok 
csoportját lehet meghatározni. A 
módszerrel kimutathatóak a taxonómiai 
elhelyezkedésükben vagy 
enzimkészletükben hasonlító 
mikroorganizmusok. 
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MIKROORGANIZMUSOK MENNYISÉGI MEGHATÁROZÁSA 

 
A kompetitív PCR általános alapelvei 
(Diviacco et al., 1992; Siebert and 
Larrick, 1992). 
Kompetitív PCR alkalmazása nem 
tenyészthetı talajbaktériumok esetén 
(Lee et al., 1996). 

MPN-PCR és kompetitív 
PCR módszere specifikus 
primerekkel  

MPN-PCR módszere (Sykes et al., 
1992). 

A mintában levı target DNS-ek 
számának meghatározása. A target 
DNS-ek mennyiségébıl következtetni 
lehet a mikroorganizmus populáció 
méretére. Az eltérı amplifikációs 
hatékonyság és a különbözı targetek 
miatt szemi-kvantitatív eljárás. A 
mennyiségi meghatározáshoz ismerni 
kell a targetszekvenciák kópiaszámát a 
sejten belül (Farrelly et al., 1995). 

Mennyiségi meghatározás flow-
citometriával (Wallner et al., 1996). 

In situ hibridizáció 

Felszín alatti anoxikus toluol 
degradáló mikroorganizmusok 
meghatározása (Hess et al., 1997). 

A mikroszkópos detektáláshoz 
megfelelı mérető populációra van 
szükség. Munkaigényes módszer, de 
automatizálással (képanalízissel) 
megkönnyíthetı az értékelés. 

Általános alapelvek és alkalmazások 
(Schmidt, 1973; McDermott, 1997). 

Detektálás antitestekkel 

Nitrobacter populáció detektálása és 
mennyiségi meghatározása (Degrange 
and Bardin, 1995). 

Speciális, élı mikroorganizmusokat 
detektál mikroszkóppal. A módszer 
sikerét nagyban befolyásolja az 
antitestek minısége. Az értékelés 
munkaigényes és nehézkes, de flow- 
citometriás eljárással megkönnyíthetı. 

DNS:DNS hibridizáció A bakteriális higany-rezisztenciáért 
felelıs gének mennyiségi 
meghatározása (Brakay et al., 1989). 

A DNS targetszekvenciák mennyiségi 
meghatározása (Holben et al., 1988). 

 
DIVERZITÁS VIZSGÁLATA 

 
Általános áttekintés (Hugenholtz and 
Pace, 1996; Stahl, 1997). 
Ammónia-oxidálók vizsgálata 
(Stephen et al., 1996). 
PAH-degradáló mikroorganizmusok 
vizsgálata (Mueller et al., 1997). 

Direkt eljárással 
extrahált DNS-bıl vagy 
izolált mikrobákból 
specifikus primerekkel 
végzett PCR-t követı 
RFLP, DGGE, klónozás 
és szekvenciaanalízis 

Szulfát-redukálók vizsgálata 16S 
rDNS fragmentek amplifikációja és 
DGGE analízise (Wawer and Muyzer, 
1995). 

Egy adott mikroorganizmus-csoporton 
belül a rokon DNS szekvenciák 
jelenlétét és diverzitását lehet vizsgálni 
a módszerrel. Nem mennyiségi 
meghatározás. 

Természetes mikrobaközösségek 
genetikai diverzitásának vizsgálata 
(Amman et al., 1996). 

In situ hibridizáció 

Nitrifikáló baktériumok 
meghatározása szennyvízkezelı 
telepen (Wagner et al., 1993). 

Taxonómiailag kapcsolt csoportok 
jelenléte vizsgálható. Nem szükséges a 
vizsgált rendszer elızetes ismerete.  

DNS:DNS hibridizáció Olajmezı mikrobaközösség 
összetétele (Voordouw et al., 1991). 

Mikrobiális közösség összetétele, 
legnagyobb gyakorisággal elıforduló 
fajok vizsgálata. Viszonylag egyszerő 
és gyorsan kivitelezhetı technika. A 
próbákat a rendszer ismerete, izolált, 
tiszta mikrobatenyészetek alapján kell 
tervezni. 
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Környezeti minták 
alapján, DNS 
szekvenálást követıen  
genomkönyvtár készítése 

Oligotróf oceánvízıl Crenarchaea 
meghatározása (De Long, 1997). 

A mikroorganimus közösségen belül 
elıforduló mikrobafajok jelenlétének 
és diverzitásának vizsgálata. 
Detektálhatóak korábban nem 
tenyésztett organizmusok.  

Microchip, microarray  Nitrifikálók vizsgálata 16SrDNS 
oilgonukleotid próbák alapján 
microchipes technikával (Guschin et 
al., 1997). 

Mikroorganizmus közösség 
összetételének és a fajok 
elıfordulásának meghatározására 
gyors, automatizált eljárás. 

 
MIKROBIÁLIS AKTIVITÁS VIZSGÁLATA 

 
RT-PCR módszer  
 

Fenol degradációért felelıs dmpN  gén 
vizsgálata SBR reaktorban 
(Selvaratnam et al., 1995). 

Speciális mRNS-ek detektálása. 

mer-A mRNS mennyiségi 
meghatározása vízi ökoszisztémában 
(Nazaret et al., 1994). 

RNS:RNS hibridizáció 

nahA gén transzkripciója talajban 
(Sayler et al., 1989). 

Mennyiségi meghatározás nehézkes. 
Speciális mRNS-ek detektálása. 
Könnyő mennyiségivé tenni a 
módszert, bár a detektálási határ 
viszonylag magas. 

In situ hibridizáció P. stutzeri nir génjének és Frankia 
fajok nifH génjének vizsgálata (Prin et 
al., 1993). 

Speciális mRNS-ek mikroszkópos 
vizsgálata. Csak nagy mennyiségben 
expresszáló génekre alkalmazható. 

Nitrát-reduktáz expressziójának 
vizsgálata Paracocus denitrificans-ban 
(Baumann et al., 1996). 

Western blott és 
immunológiai detektálás 

Denitrifikáló baktériumok vizsgálata 
talajban (Coyne et al., 1989). 

Fehérjeextraktumokban speciális 
fehérjék detektálására alkalmas eljárás. 
Kizárólag nagy mennyiségben 
elıforduló fehérjék vizsgálatára 
használható. Az eljárás sikere az 
antitestek minıségétıl függ. Az 
esetleges kereszt-reakciókat vizsgálni 
kell. 

 
Korábban DNS:DNS telephibridizáció módszerét használták a környezetmérnökök, viszont 
ennek hátránya, hogy csak azon sejtek vizsgálhatóak, amelyek laboratóriumi körülmények 
között, táptalajon tenyészthetıek. Ez a talaj mikrobapopulációjának nagyon kis hányada 
(0,01–10%), melyet okozhat részben az, hogy egyes fajok metabolikus elınyük miatt képesek 
túlnıni a többi lassabban szaporodó fajt, így azok nem lesznek detektálhatóak, valamint az 
általános táptalaj is szelektálja a mikroorganizmusokat. A környezeti mintákból izolált 
tenyészthetı baktériumok számáról ad összefoglalást a 2. Táblázat. Ugyanakkor az 
actinomyceták és a gombák élıcsíraszámát a lemezöntéses módszerrel könnyő túlbecsülni, 
mert a talajban spóraként jelenlevı mikroorganizmusok a körülmények megváltozására 
válaszul telepet képeznek. A mintavétel tehát nem reprezentatív.  
A Földön az élı szervezetekben felhalmozott szén mennyiségét 1000 x 1015 g-ra becsülik. 
Ennek mintegy felét, 350-550 x 1015 g szenet a prokarióták (baktériumok és archeák) 
tartalmazzák. Amint az a táblázatból kitőnik, a teljes biomassza közel felét teszik ki azok a 
prokarióták, melyeket ma kizárólag a “molekuláris ökológia” módszereivel lehet vizsgálni. A 
talajban található prokarióták átlagos generációs idejét 900 napra becsülik, melynek fı oka 
valószínőleg a megszerezhetı tápanyag korlátozott mennyisége. Az ilyen körülményekhez 
adaptálódott mikroorganizmusok túlnyomó többsége képtelen a laboratóriumi körülmények 
között nagy bıségben “elé dobott” tápanyag hasznosítására, azaz a számottevıen gyorsabb 
növekedésre. Az ilyen prokarióták hagyományos módszerekkel történı vizsgálata eleve 
lehetetlen. 
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2. Táblázat  Tenyészthetı baktériumok aránya a különbözı környezeti elemekben 
Élıhely Prokarióta 

 biomassza  
Becsült átlagos 
generációs idı 

Laborban tenyészthetı 
prokarióták %  

Tengervíz 300 x 1015 g C 1.5 nap (autotrófok) 
16 nap (heterotrófok) 
300 nap (200 m 
alatt) 

0.001-0.1 

Édesvíz 2.2 x 1015 g C - 0.25 
Mezotróf tó - - 0.1-1 
Folyótorkolat - - 0.1-3 
Aktivált iszap - - 1-15 
Üledékek - - 0.25 
Talaj 26 x 1015 g C 900 nap 0.3 
Mély rétegek 22-215 x 1015 g Több száz év ?? (<<0.1) 

 
A telephibridizáció kifejlesztését követte a DNS direkt vizsgálata környezeti  mintákból, 
amellyel megkerülhetıvé vált a mikroorganizmusok tenyésztése, és reprezentatívvá vált a 
mintavétel. Ezt a technikát fejlesztették tovább PCR módszer beépítésével, majd mRNS, 
rRNS extrakciós eljárások kifejlesztésével. Ezáltal lehetıvé vált a biológiai aktivitás in situ 
vizsgálata és a teljes közösségi szerkezet pontosabb jellemzése. A mikrobiális populációk 
minıségi és mennyiségi vizsgálatára a fent említett módszerek mellett lehetıséget nyújt a 
mikroszkópos in situ direkt detektálás. Ezeket a technikákat szemlélteti az 1. ábra. 

 

 
1. ábra Mikroorganizmusok minıségi meghatározásának módszerei környezeti 
mintákból 
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A 16S rRNS technikák során a legtöbb esetben a kódoló DNS szakaszról készítenek PCR 
terméket, és ennek a terméknek a szekvenciáját határozzák meg. A másik lehetıség reverz 
PCR segítségével közvetlenül a 16S rRNS-rıl készíteni PCR terméket. Az elıbbi, 
általánosan alkalmazott esetben prokarióta genomi DNS-t (gDNS-t) kell izolálni, míg az 
utóbbi esetben teljes prokarióta RNS izolálására van szükség (amit a mindenütt jelenlévı, 
rendkívül stabil RNáz enzimek megnehezítenek). 
 

A 16S rRNS technikák alkalmazási területei 
- Molekuláris rendszertan. 

- Új izolátumok gyors meghatározása, rendszertani besorolása. 

- Nem tenyészthetı baktériumok azonosítása, rendszertani helyének meghatározása. 

- Molekuláris ökológia: Ismert baktériumcsoportok kimutatása a környezeti mintákban. In situ 
PCR és in situ hibridizációs technikákkal jól tanulmányozható a környezeti mintákban az 
egyes (köztük a laborban nem tenyészthetı) baktériumcsoportok aránya, elhelyezkedése, 
környezeti stresszekre adott válaszreakciója, a populációk arányának változása, stb.  
 
A 16S rRNS technikákkal megszerzett információt gyakran kiegészítik egyéb génekre 
specifikus PCR-el. A legtöbb esetben valamely baktériumcsoportra jellemzı, erısen 
konzervált kulcsenzim génjét használják. Ez a technika a rendszertani információ mellett arra 
is választ ad, hogy egy “adott életmódot folytató” baktériumcsoport jelen van-e a vizsgált 
mintában, s ha igen, milyen mennyiségben. A PCR termékek szekvenciaanalízise sokszor a 
16S rRNS szekvenciákhoz hasonlóan alkalmazható fejlıdéstani kapcsolatok meghatározására 
is. 
 
A PCR módszer 
Szelektív módszer, elınye a hagyományos technikákkal szemben, hogy speciális DNS 
fragment, ezáltal egy adott organizmuscsoport illetve organizmus vizsgálatát teszi lehetıvé. A 
speciális, kiválasztott DNS szekvencia amplifikációja enzimes reakciók ismétlıdésével in 
vitro körülmények között megy végbe. Minden egyes PCR ciklusban a DNS mennyisége a 
reakcióelegyben duplázódik, azaz 25-30 ciklus után 106-szorosa a kezdeti DNS 
mennyiségnek. A reakció végterméke gélelektroforézissel vizsgálható. 
 
Érzékeny módszer, néhány DNS kópia jelenléte esetén is kimutatható a keresett szekvencia. A 
módszer egyben univerzális is, a mikroorganizmusok bármely mintában detektálhatóak. A 
PCR speciális alkalmazásával meghatározható a target DNS mennyisége környezeti 
mintákban. Mérhetı a mikroorganizmusok száma, feltéve, hogy a target DNS kópiaszáma a 
sejten belül ismert. Detektálhatóak a kapcsolt gének csoportjai is, ezáltal a funkcionális vagy 
taxonómiai szempontból rokon mikroorganizmusok. Ez utóbbi esetben a primerek a DNS 
konzervált régiójához kapcsolódnak a 16S rDNS ill. 23S rDNS-en belül. PCR alkalmazásával 
a szennyezıanyagok degradációs útvonalai is vizsgálhatóak, pl. aromás győrős vegyületek 
dioxigenáz enzimeit kódoló gének detektálhatóak. A PCR összekapcsolható reverz 
transzkriptáz reakcióval, ezáltal lehetıvé téve mRNS-ek ezen keresztül mikroorganizmusok 
aktivitásának mérését. 
PCR módszerrel létrehozhatóak egyszálú v. kétszálú hibridizációs DNS próbák, amelyeket 
környezeti minták vizsgálatára lehet használni. Radionukleotidokkal elıállított próbák 
hibridizációját szcintillátorral kvantitatívan lehet analizálni. Egyszálú DNS próbát egy primer 
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hozzáadásával lehet létrehozni, ez esetben aszimmetrikus amplifikáció játszódik le, ahol nincs 
szükség felfőtési szakaszra. 
 
A PCR alkalmazása környezeti mintákban nehézségekbe ütközik, mert a DNS polimerázt 
kémiailag és fizikailag egyaránt gátolják a talaj komponensei, mint pl. talajkolloid szemcsék, 
amelyek egyrészt fizikailag gátolják a DNS és primer kapcsolódását, valamint stabilizálják a 
primer-dimer kapcsolatot. Szervetlen és szerves anyagok egyaránt kifejthetnek kémiai gátló 
hatáts, pl. vastartalmú vegyületek, huminsavak. Ezért a reakció kivitelezéséhez nagyon tiszta 
DNS-re van szükség, és a mérés kvantitatívvá tételéhez speciális módszer szükséges. Kevés 
minta esetén nem jól reprodukálható az eredmény. A módszer hátránya ezen felül még, hogy 
mivel a DNS target keverékben van jelen, ezért eltérı lehet az amplifikációs hatékonysága 
(Pepper and Dowd, 2002).  
 
PCR módszerek 
Normál PCR 
A primer pár specifikusan köt a target DNS-hez és az általuk közrefogott szekvencia 
amplifikálódik. A legfontosabb lépések a következık: 
1. Denaturáció: 91-95 °C 
2. Primerek kapcsolódása a specifikus target szekvenciához: a primerek szekvenciájától 
függı hımérsékleten 
3. Szintézis, illetve láncnövekedés 
4. A láncnövekedést hımérséklet-emelkedés állítja meg 
5. A hımérséklet-ciklust 20-40-szer ismétli 
 
Nested PCR 
A nested PCR reakcióban a normál PCR reakciót egy újabb PCR reakció követi, új 
oligonukleotid primerekkel, amelyek specifikus target szekvenciái az elsı reakcióterméken 
belül helyezkednek el. Az elsı reakcióterméket tisztítás után vagy közvetlenül viszik a 
következı PCR reakcióba. A nested PCR egyik változata, amikor a két primerpárt különbözı 
olvadáspontúra tervezik, a külsı primerpár hosszabb, és magasabb olvadáspontú, míg a belsı 
alacsonyabb hıfokon már elválik a target szekvenciától. Így az elsı 20 ciklusban, a kisebb 
mennyiségben adagolt külsı primerpár által közrefogott szekvencia amplifikálódik, majd 
alacsonyabb hıfokon a belsı primerek is képesek a target szekvenciához kötıdni, és a belsı 
kisebb termék képzıdését lehetıvé tenni. 
 
Touchdown PCR 
Ezzel az eljárással a reakció specifitása és érzékenysége növelhetı. A primerkapcsolódási 
hımérséklet folyamatos növelésével a legspecifikusabb termék szelektálódik 
 
Hot-Start PCR 
A nem specifikus termék és a primer-dimerek keletkezésének elkerülésére alkalmas módszer. 
Lényege, hogy egy alapvetı összetevı kivételével minden egyszerre kerül a reakcióelegybe. A 
hiányzó összetevı, pl. a primerek, Mg2+ vagy a DNS polimeráz egy 5-10 percig tartó 95 °C-os 
elıfőtés és 80 °C-ra történı visszahőtés után kerülnek az elegybe. Kedveltebb megoldás a 
magasabb hımérsékleten olvadó, a hiányzó komponenst tartalmazó viaszadalék alkalmazása, 
vagy anti-Taq antitestek használata, amelyek Taq-polimerázt gátló hatása a hımérséklet 
emelkedésével irreverzibilis denaturációja révén megszőnik. Kifejlesztettek olyan Taq-
polimerázt is, amely nem aktiválódik 80°C-ra történı felfőtés elıtt. 
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Booster PCR 
A primer-dimerek keletkezése úgy is kiküszöbölhetı, hogy az elsı ciklusokban kis 
mennyiségő primert adnak a reakcióelegybe. 15 ciklus után 0,1 µM-ra egészítik ki a primer 
koncentrációt és további 30-40 ciklust futtatnak le. 
Ez az eljárás különösen fontos abban az esetben, ha kevesebb, mint 1000 targetszekvencia van 
az amplifikálandó mintában. 
 
Two-Step PCR 
Magasabb olvadáspontú (min. 65°C) primerek tervezésével a primer kapcsolódása és a 
láncnövekedés lépése összekapcsolható, ezáltal maximális lesz a reakció specifitása, 
miközben idıigénye csökken.  
 
Multiplex PCR 
Különösen fontos szerepe van a multiplex PCR-nek a detektálható, de nem tenyészthetı 
patogén mikroorganizmusok kimutatásában. Ekkor egyszerre több specifikus primerpár van a 
reakcióelegyben, és minden amplifikált szekvencia ugyanazon mikrobafaj genomjának 
részlete. Multiplex PCR-rel egyszerre több faj is detektálható, a fajokra jellemzı target 
szekvenciákhoz tervezett különbözı primerpárokkal. 
 
RT-PCR 
RT-PCR módszer elsı lépéseként az egyszálú RNS-rıl egy RNS-függı DNS polimeráz, egy 
reverz transzkriptáz enzim cDNS-t készít, majd ez a cDNS templát amplifikálódik normál 
PCR reakcióban. A normál PCR reakcióban a hımérséklet emelkedésével a reverz 
transzkriptáz denaturálódik és a Taq polimeráz aktiválódik. Ma már olyan DNS polimerázok 
is kaphatóak, melyek DNS-polimeráz aktivitása mellett reverz transzkriptáz aktivitásuk is, van 
(pl. rTth polimeráz), és hatékonyabban megy végbe a reakció, mint a kétenzimes esetben. Az 
RT-PCR módszer egyik fı alkalmazási területe RNS vírusok kimutatása környezeti 
mintákból. 
 
PCR alkalmazási területei 
Enzimaktivitás mérése 
Környezeti minták enzimaktivitása becsülhetı a genomi DNS adott enzimet kódoló 
konzervált régiójára, vagy plazmidok szekvenciájára tervezett primerekkel. Például pJP4-es 
plazmidból nyert primerekkel végzett PCR-rel több különbözı faj 2,4-dikloro-fenoxi-ecetsav 
degradatív potenciálja együttesen becsülhetı.  
Az éppen expresszálódó fehérjék vizsgálatára alkalmas a néhány perc élettartamú mRNS-ek 
RT-PCR-rel történı amplifikálása.  
 
Mikrobiális diverzitás vizsgálata 
16S rDNS amplifikációjával, majd restrikciós fragmenthossz-polimorfizmus módszerével és a 
specifikus sávok szekvenálásával környezeti minták mikrobiális diverzitása vizsgálható. A 
16S rDNS szekvenciákat a konzervált régiókra tervezett univerzális primerekkel lehet 
amplifikálni.  
A PCR termékek tovább vizsgálhatóak denaturáló grádiens gél elektroforézissel (DGGE) 
illetve hımérséklet grádiens gél elektroforézissel (TGGE), melynek során a különbözı A+T 
illetve G+C tartalomnak megfelelıen válnak el a kétszálú DNS-ek egyszálúvá.  
Nested-PCR és multiplex-PCR eljárásokkal vizsgálható egy környezeti minta mikrobiális 
közössége.  
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DNS fingerprint készítése PCR-rel 
Számos eljárás létezik mikroorganizmus DNS fingerprint készítésére baktériumok 
identifikálására, alfajok meghatározására izolált mikrobákból. Ilyen módszer, pl. az AP-PCR, 
amelynél egy 10 bázis hosszúságú random primerrel a mikrobiális genom több szekvenciája 
amplifikálódik, és standard körülmények esetén az adott mikroorganizmusra jellemzı 
komplex DNS sávminta jelenik meg a gélen.  
Gyakrabban alkalmazott eljárás a repetitív szekvenciákra tervezett (általában 20 bázis 
hosszúságú) primerekkel végzett amplifikáció, melynek során szintén fajra jellemzı DNS 
ujjlenyomat látható az elektroforetikus képen. (Ilyen módszerek, pl. a REP, a repetitív 
intergénes palindrom szekvenciákra tervezett PCR.) 
 
DNS mennyiségi meghatározása PCR módszerrel 
Ismert mennyiségben a környezeti mintához adott kontroll templáttal és külön primerrel 
végzett PCR-rel a vizsgálni kívánt target szekvencia és a belsı standard templát együtt 
amplifikálható, majd a termékek gél elektroforézissel elválaszthatóak. A sávok intenzitása 
denzitométerrel összehasonlítható, kalibrációs görbe alapján pedig a templát mennyiségére 
lehet következtetni.  
Másik lehetıség DNS kvantifikálására a HPLC-vel történı meghatározás, a meghatározandó 
minta addicióját követıen. 
A Perkin-Elmer Corp. által kidolgozott TaqMan módszerrel még pontosabban 
meghatározható a minta DNS tartalma. Lényege, hogy egy, a két végén festékkel ellátott próba 
kapcsolódik a PCR termékhez a szekvencián belül. Amikor a két jelzés közel van egymáshoz, 
azaz ép próbákban, az egyik festék (signal) által emittált fluoreszcens fényt a próba másik 
végéhez kapcsolt festék (quencher) képes elnyelni. A 3’ végen módosított próbát a Taq-
polimeráz nem képes meghosszabbítani. A templát amplifikációja során a próba 5’ végével 
találkozó Taq-polimeráz bázisról bázisra lebontja a próbát, a próba két végén levı festék távol 
kerül egymástól, és a szignál jelzés emissziója detektálhatóvá válik. Az emisszió lineáris 
növekedését a kezdeti ciklusokban standard görbéhez lehet viszonyítani, és a kiindulási DNS 
mennyiséget lehet számolni. 
Hasonló megoldás a DNS mennyiségi meghatározásában a SYBER Green fluoreszcens festék 
emissziójának vizsgálata. Ez a festék a kétszálú DNS-hez képes kapcsolódni, és minden 
ciklus végén mérve, a keletkezett termék aktuális mennyiségével arányos jelet ad. Elınye még 
ennek a Real-Time PCR módszernek, hogy az amplifikáció végén olvadási görbék 
felvételével pontosan ellenırizhetı a specifikus termék jelenléte, így könnyen optimálható az 
eljárás. 
 
PCR módszertan 
 
Primerek tervezése 
Abban az esetben, ha specifikus gént szeretnénk amplifikálni, vagy egy adott 
mikroorganizmus faj detektálása a cél, olyan szekvenciájú primereket kell tervezni, amely  
specifikus a keresett DNS-re nézve és kizárólag a keresett target szekvenciához kapcsolódik. 
Ha egy mikroorganizmus csoport jelenlétének kimutatása a cél a DNS konzervált régiójára 
kell a primert tervezni.  
Általános primertervezési szempont, hogy a néhány 100-1000 bázispárnyi target szekvenciát 
közrefogó primerek 17-30 bázis hosszúságúak, nem tartalmaznak komplementer régiót, azaz 
nem képeznek egymással primer-dimereket. A legtöbb primer G+C tartalma több mint 50% a 
magasabb olvadáspont érdekében. A nem specifikus termékek elkerülése és a primerek azonos 
amplifikációjának érdekében lényeges, hogy olvadáspontjuk megegyezzen. Az olvadáspont és 
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a target szekvenciához való kapcsolódási hımérséklet sokféle, az irodalomból jól ismert 
eljárással és egyenlettel számolható (pl. DNAstar Inc., Madison, Wis. által leírt módszer). 
 
Az amplifikáció specifitása 
Alapvetıen a kiválasztott primerek specifitása biztosítja a kívánt termék amplifikációját. Ezen 
kívül a reakció paramétereinek változtatásával, a specifitás mértéke befolyásolható. Ilyen 
optimalizálható paraméterek, pl. a primerkapcsolódási hımérséklet, melynek növelésével  
(50-55 °C-ra) a hibás kapcsolódások száma elkerülhetı. A maximális kapcsolódási 
hımérséklet 10 °C-kal kevesebb a primer olvadáspontjánál. Mindazonáltal a specifitás 
növelésével az érzékenység csökken. 
 
A detektálás érzékenysége 
Különösen fontos a detektálás érzékenységének megadása kis kópiaszámban jelenlevı DNS 
vizsgálatánál. A módszer érzékenyebbé tehetı az amplifikáció optimalizálásával, a ciklusok 
számának növelésével, illetve a target DNS mennyiségének dúsításával. 
 
Általános PCR protokoll 
A standard 100µl-es PCR reakcióelegyet (összetételét a 3. táblázat mutatja) jégen tartott 0,5 
vagy 0,2 ml-es polipropilén csövekbe kell összemérni. A csövek minısége rendkívül fontos a 
megfelelı hıátadás szempontjából. A 3. táblázat tartalmazza a standard PCR reakcióelegy 
összetevıit. 
 
 
3. táblázat Standard PCR reakcióelegy 
 

Komponens Mennyiség (µl) 
H2O 61,5-66,5 
10x reakció puffer * 10 
dNTP (1,25 mM) 16 
Primer 1 (0,1 µg/µl) 1,0 
Primer 2 (0,1 µg/µl) 1,0 
Templát DNS 5-10 
Taq (5 U/µl) 0,5 
 Σ 100 µl 
* A reakció puffer összetétele:100 mM Tris-HCl (pH 8,3), 500 mM KCl, 15 mM MgCl2 0,01 
% zselatin. 
 
Általános PCR hımérsékletprogram 
1. Denaturáció: 94 °C, 1,5 min 
2. Primertapadás: 55-60 °C, 1min 
3. Lánchosszabbítás: 72 °C, 1 min 
25 ciklust követıen 7-10 percig tartja 72 °C-on majd az enzimes reakciót 4 °C-ra hőtve állítja 
le. 
 
PCR adalékok 
Az irodalomban sokféle adalékot leírtak, amelyek hozzájárulnak a termék mennyiségének 
növeléséhez. A megfelelı primer-target kapcsolat kialakításának elısegítésére dimetil-
szulfoxid (1,1-5%), formamid (1,25-10%) és glicerin (15-20%) alkalmazása ajánlott. A 
glicerin növeli, a formamid pedig csökkenti a Taq polimeráz termostabilitását. Nem ionos 
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detergensek, mint pl., Nonidet P-40, Tween 20 és Triton X-100 (0,01-0,1%) elısegíthetik a 
megfelelı primertapadást és stabilizálják a Taq polimerázt. Bovine serum albumin (BSA) (10-
100 µg/ml) stabilizálja a polimerázt, nagy sókoncentráció esetén viszont kicsapódik a PCR 
pufferben. 0,01%-ban adalékolt zselatin szintén stabilizálja a polimerázt. Ammónium-szulfát 
hozzáadásával (10-25 mM) elısegíthetı a primer-target kapcsolódás.  
 
A PCR termékek ellenırzése 
A megfelelı szekvencia amplifikációjának bizonyítására lehetséges módszer a gél 
elektroforézis, melynek során a mintával együtt indított DNS létra alapján meghatározható a 
PCR termék mérete. A kívánt szekvencia ellenırzése lehetséges Southern hibridizációval. 
Meggyızıdhetünk a helyes termék keletkezésérıl egy újabb, nested PCR elvégzésével is. 
 
A PCR hátránya és korlátai 
Az egyik fı problémát az okozza mikroorganizmusok kimutatásánál, hogy nem csupán az élı 
mikrobákat detektálja, hanem az extracelluláris DNS-eket is. A módszer három legfıbb 
korlátja a következı: kis mintamennyiség, PCR inhibeáló anyagok jelenléte környezeti 
mintákban, laboratóriumi szennyezés, amely téves reakciót eredményez. 
 
A szennyezés elkerülése a PCR során 
A legfontosabb szempont a minták, a PCR és a termékek idıben és térben történı 
elválasztása. 
1. A minta elıkészítését és az amplifikált termékek további feldolgozását (gélelektroforézis, 

hibridizáció) a PCR reakcióelegy összeállításától és magától a reakciótól szeparált 
helységben kell végezni. A reakcióelegyet lamináris áramlású fülkében, steril 
körülmények között kell összeállítani. 

2. A reakcióelegy összeállításához, külön, kizárólag erre a célra kijelölt PCR pipetta-sort kell 
használni. 

3. Csak molekuláris biológiai célokra felhasználható ultra-tiszta vizet, valamint autoklávban 
sterilizált PCR puffert ajánlott használni. 

4. Az összetevıket kis részekre bontva érdemes tárolni. Szétosztás elıtt mindig össze kell 
keverni az elegyeket. 

5. A munka során eldobható kesztyők viselete nagyon fontos. 
6. Az enzimet, dNTP-t, templátot, primereket tartalmazó csöveket nyitás elıtt centrifugálni 

kell. 
7. A vak, DNS-t nem tartalmazó kontrollt mindig legutoljára kell bemérni. 
8. A DNS elegyhez pipettázása maradjon utoljára, és minden minta hozzáadása után 

közvetlenül le kell zárni a csöveket. 
9. Hot start PCR sokat javíthat a reakció specifitásán. 
10. Két negatív kontroll használata javasolt. Az elsı a minták bemérése elıtt, az oldószer 

DNS-mentességének ellenırzésére, a másik a bemérés végén, a keresztszennyezıdések 
vizsgálatára. 

 
Talajminták elıkészítése PCR módszerhez 
 

Sejtek extrakciója talajból 
A talajpartikulumoktól homogenizálás után centrifugálással választja el a 
mikroorganizmusokat.  
Felületaktív anyagok adagolásával elısegíthetı a talajkolloidokhoz és humuszanyagokhoz 
kötıdött sejtek deszorbeálása, majd oldószeres extrakcióval a sejtek kinyerése. (Oldószerként 
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alkalmazhatóak Na-oldatok, foszfát-pufferek, kálcium oldatok.) A sejtek kinyerési 
hatékonysága függ a talaj minıségétıl és a mikroorganizmusok fajtájától egyaránt. Durva 
szemcsés talajból könnyebben kinyerhetık a sejtek. A fiatal, gyorsan növekedı mikróbák 
esetén nagyobb kinyerés érhetı el, mint a régóta talajban lévı egyedeknél. Egyes fajok, 
amelyek képesek poliszacharid szekrécióra még szorosabban kötıdnek a talajszemcsékhez. 
Differenciált centrifugálással javítható a talajpartikulumoktól való elválasztás. Mindezen 
problémák ellenére az extrakciós módszer sokkal reprezentatívabb mintavételt jelent, mint a 
higításos, lemezöntéses eljárás. Az extrakciót és a huminsavaktól való tisztítást követıen a 
totál biomassza lizálható 98 °C-on a termocyclerben majd a polimeráz láncreakció 
beindítható. 
 
Talajbaktériumok direkt lízise 
Az eljárás kihagyja a sejtek és talajszemcsék elválasztásának lépését, a mikrobasejteket 
közvetlenül a talajban lizálják, majd a DNS-t izolálják  többszöri tisztítási lépésben teszik 
szennyezıdésmentessé. 
Leggyakrabban lizozimot illetve Na-dodecil-szulfátot (SDS) alkalmaznak lizáló ágensként. A 
módszer hátránya, hogy nagy kolloidtartalmú talajoknál a DNS megkötıdik a kolloidok 
felületén. Problémát okoz, hogy a lízis nem elég hatékony és a kinyert DNS egyben eukarióta 
eredető is lehet. A visszanyerési hatékonyság általában 20-30 %. 
 
Talajminták direkt lízise 
Ogram és munkatársai által kidolgozott protokollt módosítva a következı eljárás alkalmas a 
talajminták direkt lízisére: 
1. 10 g nedves talajminta inkubálása 1mM Na-foszfát pufferben (pH 7,0) 0,25 g SDS-sel  

70 °C-on 30 percig. 
2. A minták homogenizálása 5 percenként vortexszel. 
3. 5 g, 200-300 µm átmérıjő, valamint 5 g 1000 µm átmérıjő üveggyöngy hozzáadása és a 

szuszpenzió 30 perces rázatása. 
4. A talaj és törmelék elválasztása a DNS-tıl. 
5. A felülúszó jégen tartása újabb csıben 15-30 percig, az SDS kicsapására 
6. Az SDS csapadék eltávolítása 10 °C-on 10 perces, 10000 rpm-en történı centrifugálással 

megoldható. 
7. A felülúszó tartalmazza a tisztítandó DNS-t. 
 
A baktériumok lizálására az irodalomban sok egyéb módszer található. Például hısokk 
alkalmazása, fagyasztó-főtı ciklusokkal, vagy az ultrahangos feltárás módszere. 
 
A talajból kinyert DNS tisztítása 
A tisztítási eljárásra feltétlenül szükség van a PCR-t inhibeáló szennyezıanyagok, mint pl., 
huminsavak, fém ionok eltávolításához. Az irodalomban nagyon sokféle módszerre található 
pontos leírás. Gyakrabban alkalmazott tisztítási módszerek a CsCl gradiens egyensúlyi 
centrifugálás, a Sephadex-Chelex, vagy a hidroxi-apatit oszlopon történı tisztítás, illetve a 
speciálisan talajból kinyert DNS további szennyezıdésmentesítésére alkalmas Elutip d 
oszlopok (Schleicher & Schuell, Keene, N.H.) alkalmazása. Közkedvelt megoldás a sejtek in 
situ lízisét és a DNS extrakcióját is magába foglaló, rövid idı (kevesebb, mint 1 óra) alatt 
kivitelezhetı mikrobiális közösség DNS-ének vizsgálatához a különbözı standardizált kitek 
használata. Ilyen a kereskedelemben kapható kitek, pl. a „Fast DNA soil kit” (Bio 101 Inc., 
Carlsbad, Calif.) valamint a „Soil DNA extraction kit” (Mo Bio Laboratories Inc., Solana 
Beach, Calif.) 
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mRNS extrakciója talaj mikroorganizmusokból 
mRNS vizsgálatával a bioremediáció során szennyezıanyag lebontásában résztvevı, 
indukálható enzimek jelenléte kimutatható. 
mRNS kinyerése hasonló a DNS extrakcióhoz, a módszer nehézségét az mRNS-ek kis száma 
és gyors bomlása okozza. 
A DNS extrakciós eljárásból eliminálmi kell a lúgos hidrolízist és az enzimes emésztést. 
Helyette fenol-kloroformot és SDS-t tartalmazó elegyben melegítik a sejteket. Keverést, 
rázatást és centrifugálást követıen kloroformos extrakciót kell végezni. 
Az RNS-t ezután alkoholban kicsapják és dietil-piro-karbonátban (DEPC) visszaoldva DN-
ázzal kezelik. Ismételt alkoholos kicsapás után –80°C–on DEPC-ben tárolják. 
  
rRNS extrakciója talaj mikroorganizmusokból 
A rRNS lebomlásának elkerülése érdekében a kinyerés során nagyon gondos munkát kell 
végezni. Golyós malomban végzett mechanikus lizálást fenolos extrakció követ, majd a 
kinyert nukleinsavat hexa-decil-trimetil-ammónium-bromid (CTAB) és NaCl elegyében 
veszik fel, hogy az együtt extrahálódott szennyezıdéseket eltávolítsák. A CTAB-ot fenol-
kloroform elegyével extrahálják, majd az RNS-t kicsapják.  
Megoldható a rRNS-ek elıállítása DNS izolálásával, majd a megfelelı 16S v. 23S rRNS 
gének amplifikálása révén. 
  
A kinyert RNS szintén szolgálhat targetül DNS próbák számára, illetve lehet templát reverz 
transzkripcióban.  
 
In situ hibridicációs módszerek 
Ezeknél az eljárásoknál a jelzett próba specifikusan köt az egyszálú target szekvenciához a 
sejten belül. Fluoreszcens in situ hibridizaciónál a fluoreszcens festékkel jelzett 
oligonukleotid köt a rRNS target szekvenciájához. Az aktív sejtekben a rRNS nagy számban 
van jelen, így a mikroszkópban erıs jelet kapunk. Taxonómiai vizsgálatokra is alkalmas a 
módszer, mert a rRNS konzervált és variábilis régiójához is tervezhetı általános ill. 
fajspecifikus próba. Különbözı fluoreszcens festékkel jelölt oligonukleotidokkal egyszerre 
vizsgálható egy mikróbaközösség. Jól értékelhetı információ nyerhetı a látható, de nem 
tenyészthetı sejtekrıl. Ezzel a molekuláris biológiai módszerrel in situ mérhetı a sejtek 
aktivitása, specifikus mRNS darabok detektálásával adott enzimek termelıdése. Ez utóbbi 
eljárás korlátja, hogy kevés mRNS és csak rövid ideig van jelen a sejtben. 
 
 
Biomarkerek vizsgálata 
A szennyezıanyagok biológiailag hatásos dózisa mérhetı biomarkerekkel, fehérjéken, DNS-
en, lipideken bekövetkezı változás vizsgálatával. Mérhetı reaktív szennyezıanyag, pl. aromás 
amin expozíciója. Vizsgálható speciális enzimek, pl. metallothionein, hısokk fehérje, 
antioxidáns enzim kifejezıdése valamint megzavart funkciók ill. megváltozott struktúrák, 
mint pl. populáció összetételbeli változása, DNS mutációja, DNS repair enzimek termelése, 
enziminhibíció. A biomarkerek használatát genetikailag módosított organizmusokkal bıvítik, 
amelyekben azon géneket, amelyekre a szennyezıanyag hatással van jól mérhetı terméket 
expresszáló marker génekkel kapcsolják össze. Ilyen markerek, pl. luciferáz enzim, GFP 
(green fluorescence protein), β-galaktozidáz. 
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Biokémiai és genetikai módszerekkel jellemezhetı a szennyezıanyag bontására képes 
mikrobapopuláció diverzitása, aktivitása és a mikroorganizmusok kölcsönhatása. 
Mikroorganizmusok fajeloszlása és enzimtermelése vizsgálható antitestekkel. 
A szennyezıanyagok degradációját többek között befolyásolja a bontóképes 
mikroorganizmusok száma, a katabolikus enzimek expressziója, a jelenlevı szennyezıanyag 
minısége és hozzáférhetısége, valamint az alternatív szénforrások hozzáférhetısége. 
Biodegradatív potenciál becslésére adott területen specifikus antitestekkel, gyors és érzékeny 
módszerrel detektálhatóak a mikroorganizmusok és az általuk expresszált fehérjék. 
 
Molekuláris biológiai módszerek alkalmazásának korlátai  
A kutatók által közzétett adatok adott szennyezıtípus, talaj, geográfiai viszonyok esetén 
érvényesek. 
A genetikai adatbázisok hiánya. 
Ha a keresett gén elıfordulási aránya alacsony, gyenge jelet kapunk. Ekkor nagyobb 
talajmennyiségbıl kell kiindulni. 
Elıfordulhat, hogy nem a detektált gén által expresszált fehérje tölti be a katabolikus funkciót. 
Ez adódhat ismeretlen biokémiai útvonalak szerepe miatt, illetve nem eléggé specifikus próba 
kereszthibridizációjából. Erre a problémára megoldás lehet specifikusabb, erısebben kötıdı 
gén-próba alkalmazása, valamint a hibridizációs eredmények megerısítése PCR módszerrel. 
Korábban hibát okozott, hogy a különbözı talajtípusokból különbözıképpen extrahálható a 
nukleinsav. Ezt a problémát megoldotta a Universal 16S rDNS próba kifejlesztése, amelynek 
révén lehetıvé vált, hogy specifikus genotípusoknak a teljes populációhoz viszonyított 
százalékos arányát meghatározzuk. Ehhez természetesen tudni kell, hogy egy keresett gén 
milyen kópiaszámban van jelen egy sejtben, és a 16S rDNS-nek mi az elıfordulási 
gyakorisága. 
 
Talajmikroorganizmusok minıségi és mennyiségi vizsgálata direkt megjelenítéssel, 
mikroszkópos in situ detektálással 
A mikroorganizmusok minıségi és mennyiségi meghatározását természetes környezetükben 
az ökoszisztéma minimális zavarásával a leghatékonyabban mikroszkópos vizsgálattal lehet 
végezni. 
A PCR módszerhez hasonlóan a mikroszkópos vizsgálatok nagy elınye a látható, de nem 
tenyészthetı mikroorganizmusok meghatározásának lehetısége. Hátránya lehet viszont a 
jelenlevı mikrobák számának túlbecslése, ugyanis speciális festési eljárás nélkül az élı és holt 
sejtek nem különíthetıek el. Általánosságban elmondható, hogy nehézségekbe ütközik a talaj 
mikroorganizmusok direkt mennyiségi meghatározása a mikrobák kis mérete, valamint a 
háttér zavaró hatása (homályosság, illetve epi-fluoreszcens detektálásnál a talajszemcsék által 
okozott autofluoreszcencia) miatt. Kis munkatávolságra és nagy nagyításra van szükség 
ahhoz, hogy a mikrobák társulását vizsgálni lehessen. Talajszemcsékkel aggregálódott 
mikroorganizmusok vizsgálatához nem elegendı fázis-kontraszt vagy interferencia 
mikroszkóp használata a zavaró háttér miatt. 
 
A mikroszkópos detektálási technikákat foglalja össze a 4. táblázat. 
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4. táblázat Talaj mikroorganizmusok mikroszkópos vizsgálati módszerei 
 

Módszer Cél, elınyök, hátrányok Festés vagy technika 
 

Fénymikroszkópia 
 

Általános technikák 
 

Sokféle színezési eljárás 

Sötét hátterő mikroszkópia Baktériumok számlálása, 
bakteriális mozgás, növekedés 
vizsgálata 

 

Fázis-kontraszt 
mikroszkópia 

Mikrobacsoportok morfológiai 
identifikálása, mikróbák 
növekedésének vizsgálata, 
mikroorganizmusok mennyiségi 
meghatározása 

 

Interferencia kontraszt 
mikroszkópia 

Biofilm szerkezetének vizsgálata  

   
Aktív mikroorganizmusok 
meghatározása 

Fluoreszcens festékek 
Acridine orange 
4’,6’-Diamidino-2-
fenilindol  
Tetrazolium festék 
Fluoreszcens diacetát 

Baktériumok identifikálása, 
spaciális gének expressziójának 
kimutatása. A módszer hátránya, 
hogy a lassú anyagcseréjő 
talajbaktériumokban kevesebb 
RNS van, és a fluoreszcens fény 
intenzitása kisebb 

Fluoreszcens festékkel 
jelölt oligonukleotid 
próbák hibridizációja 

A környezetbe mesterségesen 
juttatott inokulum detektálása és 
monitoringja 

GFP gének  

Fluoreszcens-
mikroszkópia –
mikroorganizmusok 
genomjának vizsgálata 

Mikrobiális ökológiai vizsgálatok Immunofluoreszcencia 
Elektronmikroszkópia A mikroorganizmusok térbeli 

elrendezıdésének vizsgálata 
 

 
 
Talajmikroorganizmusok minıségi és mennyiségi meghatározása fluoreszcens in situ 
hibridizációval 
 
A fluorszecens in situ hibridizáció lehetıvé teszi a baktériumok gyors és pontos minıségi és 
mennyiségi meghatározását természetes környezetükben. A mikroszkópos analízis 
legfontosabb elınye a többi molekuláris biológiai technikával szemben, hogy információt ad a 
mikroorganizmusok morfológiai jellemzıirıl, szerkezetérıl, számáról, térbeli 
elhelyezkedésérıl. A módszer elve, hogy a fluoreszcens festékkel jelölt oligonukleotid próba a 
sejt morfológiájának változtatása nélkül bejut a sejtbe, ahol specifikusan köt a komplementer 



 

 16 

target szekvenciához. Egyszerre több, különbözı festékkel jelölt oligonukleotid próba 
hibridizációja vizsgálható, ha az emittált fény eltérı hullámhosszúságú. 
A módszer lépései a következık: 
1. A minta fixálása 
2. Speciális mintaelıkészítés 
3. Hibridizáció 
4. A nem hibridizált próbák eltávolítása mosással 
5. A minták értékelése mikroszkóppal, dokumentáció 
 
Hibridizációs próbák és festésük 
A hibridizációs próba tervezésénél a legfonosabb szempontok a megfelelı specifitás, 
érzékenység és a próba sejtbe jutása. A próbák 15-30 bázis hosszúságúak, a rövidebb 
oligonukleotidok könnyebben bejutnak a sejtekbe, viszont kevesebb festéket lehet hozzájuk 
kapcsolni (Moter and Göbel, 2000). 
Több különbözı jelölési eljárás létezik.  
A legegyszerőbb módszer a fluoreszcens festékek direkt kötése az oligonukleotidhoz. 
Kémiai úton aminolinkerrel a próba 5’ végéhez csatolható a festékmolekula vagy enzimes 
reakcióban terminális transzferázzal kapcsolható a 3’ véghez fluoreszcens festékkel jelölt 
nukleotid. 
A FISH módszer érzékenysége növelhetı indirekt detektálással, amikor fluoreszcens jelöléső 
antitest kötıdését vizsgálják az oligonukleotid próbához kapcsolt digoxigenin (DIG) 
molekulához (Zarda et al., 1991). 
A módszer érzékenysége tovább növelhetı a detektálásba beépített enzimes reakcióval. Ekkor 
nem közvetlenül az oligonukleotid próbához kapcsolt DIG molekula antitestjét jelölik 
fluoreszcens festékkel, hanem az antitesthez csatolt enzim, az alkáli-foszfatáz defoszforilálja a 
2-hidroxi-3-naftoesav–2-fenilanilid-foszfátot (HNPP) piros fénnyel fluoreszkáló formává. 
Schönhuber és munkatársai (1997) kifejlesztették egy még hatékonyabb technikát, amelyben 
fluoreszcein-tiramid szubsztrátot átalakító torma peroxidáz enzimet kapcsoltak az 
oligonukleotidhoz. 
 
Fluoreszcens festékek 
Különbözı hullámhosszúságú fénnyel gerjeszthetı, illetve fényt emittáló fluorkrómok 
detektálása lehetıvé teszi több mikroorganizmus szimultán vizsgálatát. Ehhez kombinált 
szőrıblokkal felszerelt mikroszkópra van szükség. A festékeknek határozott emissziós 
csúcsokat kell adni, hogy jól elválaszthatóak legyenek egymástól. A kis gyakorisággal 
elıforduló targeteket kell a legfényesebb festékkel jelölni. Általánosan elterjedt festékek a 
következık: fluoreszcein-származékok (pl. fluoreszcein-izotiocianát (FITC)), rhodamin-
származékok (pl. tetrametil-rhodamin-izotiocianát (TRITC)), cianin-származékok (mint pl. 
Cy3, Cy5). Ez utóbbiak adják a legfényesebb jelet, és kevésbé fakulnak besugárzás hatására. 
A DNS-hez nagy affinitással kötıdı 4’,6-diamidin-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI), a 
mikroorganizmusok mennyiségi meghatározására alkalmas kék fluoreszcens festék (Moter 
and Göbel, 2000). 
 
Riboszómális rRNS, a FISH target molekulája 
A mikroorganizmusok vizsgálatára genetikai stabilitása, szerkezete –konzervált és variábilis 
régiói és nagy kópiaszáma miatt legáltalánosabban használt target molekula a 16S rRNS 
(Woese, 1987; Amann et al., 1995). A próbák tervezéséhez megfelelı szoftverek állnak 
rendelkezésre, pl. a Müncheni Mőszaki Egyetem Mikrobiológia Tanszéke által kifejlesztett 
ARB programcsomag (http://www.mikro.biologie.tu-muenchen.de).  Az irodalomban más 
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target molekulák tervezésére is vannak adatok, pl. 23S rRNS molekula (Amann et al. 1995), 
18S rRNS molekula (Li et al., 1997) valamint mRNS (Wagner et al., 1998) detektálására. 
 
A mikroorganizmusok fixálása 
A hibridizáció elıtt szükség van a mikroorganizmusok fixálására a sejt átjárhatóvá tételére a 
fluoreszcens próbák számára, a sejt épségének fenntartására, valamint az RNS-ek védelmére, 
lebomlásuk megakadályozására. Fixálni lehet a mikrobákat kicsapószerekkel, mint pl. 
etanollal, metanollal vagy keresztkötéseket létrehozó ágensekkel, pl. aldehidekkel. Gram-
negatív baktériumok vizsgálata esetén általában 3-4 v/v%-os formaldehid vagy 
paraformaldehid megfelelı fixálást biztosít, míg Gram-pozitív baktériumok 
meghatározásához etanol (50%), etanol/formalin, (9:1v/v) vagy hıkezelés valamint további, 
permeabilitást növelı lépés szükséges (Roller et al., 1994).  
 
Minta elıkészítése 
A mikroorganizmusok tárgylemezhez való jobb rögzítése érdekében ajánlott a tárgylemez 
felületét bevonóanyaggal kezelni.  Alkalmazható erre a célra pl. zselatin (Amann et al., 1990) 
vagy poli-L-lizin (Lee et al., 1999). A fixált baktériumokat a tárgylemezen etanollal kell 
dehidratálni. Gram-pozitív baktériumok esetében további enzimes (pl. lizozimes) kezelésre 
van szükség (Wagner et al., 1998) a peptidoglikán láncok felnyitásához. A mikolsavat 
tartalmazó Mycobacterium, Nocardia vizsgálatához 1M HCl-val végzett savas kezelés vagy 
mutanolizinnel történı permeabilizálás javasolt (Macnaughton et al., 1994; Schuppler et al., 
1998; Erhart et al., 1997).  
 
 
Hibridizáció 
A vizsgálni kívánt RNS-sel komplementer fluoreszcens jelöléssel ellátott próbát elımelegített 
hibridizációs pufferben kell nagyon pontosan meghatározott körülmények között a mintához 
adni. A legfontosabb hibridizációt befolyásoló körülmények a formamid koncentrációja és a 
hibridizáció hımérséklete. Formamid adagolásának hatására a hidrogén-hidak gyengítése 
révén csökken a nukleinsav olvadáspontja, alacsonyabb hımérsékleten nagy pontossággal 
megy végbe a hibridizáció.   
A hibridizáció optimális paraméterei: sötét kamrában, nedves közegben, 37-50°C 
hımérséklettartományban  minimum 30 percig, de akár több óráig is tarthat. A hibridizációt 
követi a tárgylemezek óvatos mosása desztillált vízzel a nem kötıdött próbák eltávolítása 
érdekében. A mikroszkópos vizsgálat elıtt a mintához fluoreszcens festékek besugárzásából 
adódó fakulás elleni színtartó anyagot kell adni. 
 
Dokumentáció 
A minták értékelhetıek keskeny sávú filterrel felszerelt hagyományos, epifluoreszcens 
mikroszkóppal. CCD kamerával lehetıség van a képek digitalizálására és analizálására. 
Ezáltal meghatározható a mikroorganizmusok száma a környezeti mintában és az rRNS 
tartalom alapján mérhetı az egyes sejtek aktivitása (Li et al., 1997; Poulsen et al., 1993). 
Nagyfelbontású epifluoreszcens mikroszkóppal a bakteériumok térbeli elrendezıdése tovább 
vizsgálható (Manz et al., 2000). Vastag minták, pl. flokkulum, biofilm vagy szövet 
vizsgálatánál éles képet lehet kapni konfokális lézer szkenning mikroszkóppal (CLSM). A 
FISH által szolgáltatott jelet flow citométerrel is lehet detektálni. Mindazonáltal a flow 
citometriás vizsgálat nem ad információt a mikrobák morfológiájáról sem térbeli 
elrendezıdésükrıl. 
 



 

 18 

 
A módszer korlátai 
 
Hibás, pozitív eredmények 
Autofluoreszcenciából adódó hibás, pozitív eredmények  
Különösen nagy gondot okoz a mikroorganizmusok autofluoreszcenciája, pl. penész és élesztı 
fajoknál, Pseudomonasoknál (Brown and Lowbury, 1996), cianobaktériumoknál (Schönhuber 
et al., 1999) és methanogéneknél (Sorensen et al., 1997). 
Autofluoreszcenciát okozhat a mikroorganizmusok környezete, élettere pl. a talaj. Az 
autofluoreszcencia nem csupán a jel/zaj arányt rontja, de a specifikus fluoreszcens jelet 
eltakarhatja. A jel/zaj arány javításához hozzájárulhat a jel intenzitását befolyásoló fixálási 
eljárások optimalizálása, illetve megfelelı, a fluoreszcens festék fényérzékenységét csökkentı 
anyagok alkalmazása. A keskeny sávú szőrıkkel az autofluoreszcencia hatása csökkenthetı. 
 
A mikroorganizmusok számának túlbecslése a nem specifikus kötések következtében  
Az oligonukleotid próbák pontos tervezése rendkívül fontos. Minden FISH kísérletben sükség 
van pozitív kontrollra és negatív kontrollra egyaránt. Ez utóbbi több rokon faj target 
szekvenciáját tartalmazza, amelyek néhány bázissal térnek el a meghatározni kívánt mintától. 
Gondot okozhat az is, ha az irodalomban szereplı szekvenciák hibásak, ezért érdemes a 
specifitás meghatározásával kezdeni a vizsgálatot. Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arról, 
hogy valóban a meghatározni kívánt mikroorganizmust detektáltuk, két eltérı target 
szekvenciájú és különbözı festékkel jelölt próbát érdemes használni. Ahol mindkét jel látható, 
valóban a kérdéses mikrobát detektáltuk (Moter and Göbel, 2000). 
 
Hibás, negatív eredmények 
A próbák gátolt sejtbe jutásából adódó hibás, negatív eredmények 
Mikolsav tartalmú Gram-pozitív sejteknél jelentıs problémát okoz az oligonukleotid próba 
korlátozott sejtbe jutása, ezért speciális fixálásra és mintaelıkészítésre van szükség. 
 
A target szekvenciához való gátolt hozzáférésnek köszönhetı gyengébb jel 
A rRNS háromdimenziós struktúrája miatt a próbák nem azonos eséllyel férnek hozzá a target 
szekvenciához. Az oligonukleotid próbák érzékenységét befolyásolja a lasszó-, hajtő-alakzat 
és a rRNS-fehérje kapcsolat egyaránt (Fuchs et al., 1998). 
 
Kis rRNS tartalom révén mért hibás eredmények 
Lassan növekvı sejtek kis intenzitású jelet adnak, ezért fényes fluoreszcens festékek (Cy3) 
alkalmazása célszerő. A jel intenzitása növelhetı több különbözı target szekvenciához tartozó 
oligonukleotid próba használatával. 
 
Fényérzékeny festékek kifakulásából következı alulbecslés 
A festékek fényintenzitásának drasztikus csökkenését keskeny sávú filterrel, fotostabil cianin 
alapú festékekkel és a fény elhalványodását gátló anyagokkal lehet redukálni. 
 
Univerzális próbákkal végzett hibridizáció 
Univerzális próbával (pl. EUB338) végzett FISH-sel bizonyítható, hogy a gyenge jelet nem a 
fixálás, a próba gátolt bejutása a sejtbe vagy a sejt rRNS tartalma okozza (Amann et al., 
1990). Az univerzális próba nem specifikus kötıdését 16S rRNS-hez és a sejt egyéb 
elemeihez egy komplementer, nem specifikus próbával (NON338) lehet vizsgálni. Abban az 
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esetben kielégítı az eredmény, ha a NON338 próbával végzett hibridizáció nem ad jelet 
(Wallner et al., 1993). 
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