Természetes szennyéanyag-cstkkenés kovetésére alkalmas molekularis
biologiai technikak
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Bevezetés

A molekularis biologia és a mikrobialis 6kologiayegitése olyan Uj, nukleinsav vizsgalatan
alapulo technikak kifejlesztéséhez vezetett, ank&lylespecialis génszekvenciak jelenlétét
lehet meghatarozni, illetve az adott gének exprégsgz lehet kovetni természetes
mikrobapopulaciokban. Ezen moddszerek kilondsen o$akt pl. bioremediacio
monitoralasaban.

DNS és RNS vizsgalatokkal jellemezéieegy szennyezett terilet mikroorganizmus-
k6zossége, strukturgja, katabolikus aktivithsagmahit meghatarozhaté a biodegradacidéba
bevont mikrobak degradativ enzimkapacitasa.

Jellemezhétek a szennyémnyag hatasara a mikrobapopulaciéban bekdvétkaitozasok,
mint pl. fajeloszlas, egyetidiség megvaltozasa. A mért adatok a szennyezetlariroko
terileteken mért eredményekkel egyitt feltétlenllzikségesek egy terillet
ontisztuloképességének becsléseéhez és az opterdlesliacios technologia tervezéséhez.

A molekularis biolédgiai vizsgalatokhoz olyan hatakeeljarasokra van szikség, amelyekkel a
nukleinsav a kornyezeti mintakbdl nagy tisztasagimlyerhet, é€s a keresett gének
szekvenciainak megfelepréoba eballithato.

Mikroorganizmusok jelenlétének néigégi €s mennyiségi meghatarozasara, mikrobialis
aktivitas méréseére, valamint mikroorganizmus pogaldiverzitasanak vizsgalatara alkalmas
modszereket foglalja 6ssze az 1. Tablazat.



1. Tablazat Molekularis biologiai technikak mikroorganizmus-populaciok vizsgalatara

MODSZER

| ALKALMAZAS

[EL ONYOK, HATRANYOK

SPECIALIS DNS SZEKVENCIA VAGY MIKROORGANIZMUS JELEN LETENEK

VIZSGALATA

PCR specifikus
primerekkel

4-kloro-benzoat lebontasért feisl
cha gének detektalasa (Wyndam et ¢
1994).

Viszonylag gyors médszer a specifik
aDNS fragment jelenlétének
meghatarozasara. Specialis

nahAc gének detektalasa ledékekbg
(Herrick et al., 1993).

pmikroorganizmusok jelenléte
kimutathaté. Hatranya, hogy a csupa

nahAa gének perzisztenciaja talajba
(Romanowski et al., 1993).

nDNS-eket és az élettelen sejteket is
méri (Power, 1998).

BphC gén meghatarozasa folyami
Uledékidl (Erb and Wagner-Dobler,
1993).

Teljes sejtin situ
hibridizacioja

16S rRNS-se végzett hibridizacié
alapelvei és alkalmazasai (Amman €
al.).

nahAa gént tartalmazé sejtek
detektalasa epi-fluoreszcens
mikroszképpal (Hodson et al., 1995

A mikroorganizmusok direkt lathatév
tételére alkalmas modszer. Altalabar
16S rRNS probakkal végzik a
hibridizaciét. Taxondémiailag rokon
mikrobacsoportok meghatarozaséara
.alkalmas eljaras. A rendszebtebtes
ismerete nélkil kivitelezhét A prébak
hibas koddését tdbbféle préba és
festék alkalmazéséval kell kontrollaln

DNS:DNS hibridizacio

Altalanos elvek és alkalmazasok
(Holben et al., 1988).

Bakterialis nehézfém-rezisztenciaert
felelés gének detektalasa talajban
(Diels and Mergeay, 1990).

4-kloro-benzoat lebontasért feisl
cha gének detektalasa (Fulthorpe an
Wyndam, 1989).

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

4-kloro-bifenil degradaciéjaért feles
gének kimutatasa (Pettigrew and
Sayler, 1986).

Hatranya, hogy kereszthibridizacié
fordulhat eb. Gén szakaszok
eléfodulasa vizsgalhatd. Specialis
mikroorganizmusok jelenléte
kimutathaté. Viszonylag gyorsan és
kénnyen kivitelezhét modszer. A
dletektalas als6 hatara viszont magas
Izolalt DNS vagy baktériumtelep
vizsgéalhat6 ezzel a technikaval.

PCR nem specifikus
primerekkel

et al., 1996).

Sokgazdas plazmidok vizsgalata (Gpkozel azonos DNS target szekvenciat

tartalmazo rokon mikroorganizmusok
csoportjat lehet meghatarozni. A
maédszerrel kimutathatdak a taxondn
elhelyezkedésiikben vagy
enzimkészletiikben hasonlitd

iai

mikroorganizmusok.




MIKROORGANIZMUSOK MENNYISEGI MEGHATAROZASA

MPN-PCR és kompetitiv
PCR modszere specifikug

primerekkel

A kompetitiv PCR altalanos alapelve
(Diviacco et al., 1992; Siebert and
Larrick, 1992).

Kompetitiv PCR alkalmazasa nem
tenyészthét talajbaktériumok esetén
(Lee et al., 1996).

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

iA mintdban leg target DNS-ek
szamanak meghatarozasa. A target
DNS-ek mennyiségél kovetkeztetni
lehet a mikroorganizmus populacié
méretére. Az eltéramplifikacios
hatékonysag és a kilonlibtargetek
miatt szemi-kvantitativ eljaras. A

mennyiségi meghatarozashoz ismerni

kell a targetszekvenciak képiaszama
sejten belll (Farrelly et al., 1995).

In situ hibridizacio

Mennyiségi meghatarozas flow-
citometriaval (Wallner et al., 1996).

Felszin alatti anoxikus toluol
degradalé mikroorganizmusok
meghatarozasa (Hess et al., 1997).

A mikroszkopos detektalashoz
megfeleb méreti populaciéra van
sziikség. Munkaigényes médszer, de
automatizalassal (képanalizissel)
megkdnnyithet az értékelés.

Detektalas antitestekkel

Altalanos alapelvek és alkalmazasol
(Schmidt, 1973; McDermott, 1997).

Nitrobacter populacié detektalasa és
mennyiségi meghatarozasa (Degran
and Bardin, 1995).

Specidlis, é mikroorganizmusokat
detektal mikroszkoppal. A médszer
s sikerét nagyban befolyasolja az
gentitestek mifisége. Az értékelés
munkaigényes és nehézkes, de flow;
citometrias eljarassal megkdnnyithet

DNS:DNS hibridizacio

A bakterialis higany-rezisztenciaért
felelés gének mennyiségi

A DNS targetszekvenciak mennyiség

meghatarozasa (Holben et al., 1988).

meghatarozasa (Brakay et al., 1989).

DIVERZITAS VIZSGALATA

Direkt eljarassal
extrahalt DNS-bél vagy
izolalt mikrobakbol
specifikus primerekkel
véqgzett PCR-t kbved
RFELP, DGGE, klénozas
és szekvenciaanalizis

Altalanos attekintés (Hugenholtz ang
Pace, 1996; Stahl, 1997).

| Egy adott mikroorganizmus-csoporto
belll a rokon DNS szekvenciak

Ammoénia-oxidalok vizsgalata
(Stephen et al., 1996).

jelenlétét és diverzitasat lehet vizsga
a modszerrel. Nem mennyiségi

PAH-degradalé mikroorganizmusok
vizsgalata (Mueller et al., 1997).

meghatarozas.

Szulfat-redukalék vizsgalata 16S
rDNS fragmentek amplifikaciéja és
DGGE analizise (Wawer and Muyze
1995).

r’

In situ hibridizacio

Természetes mikrobakdzdsségek
genetikai diverzitasanak vizsgalata
(Amman et al., 1996).

TaxonOmiailag kapcsolt csoportok
jelenléte vizsgalhaté. Nem sziiksége)
vizsgalt rendszer étetes ismerete.

Nitrifikald baktériumok
meghatarozasa szennyvizkézel
telepen (Wagner et al., 1993).

DNS:DNS hibridizacio

Olajmez mikrobak6zdsség
Osszetétele (Voordouw et al., 1991)

Mikrobialis k6zbtsség dsszetétele,
legnagyobb gyakorisaggalébrduld
fajok vizsgéalata. Viszonylag egys#er
és gyorsan kivitelezh&technika. A
prébéakat a rendszer ismerete, izolalt
tiszta mikrobatenyészetek alapjan ke

tervezni.

]

Ini



Koérnyezeti mintak
alapjan, DNS
szekvenalast koveten
genomkonyvtar készitése

Oligotréf oceanviél Crenarchaea
meghatarozasa (De Long, 1997).

A mikroorganimus kézdsségen beldl
eléforduld mikrobafajok jelenlétének
és diverzitasanak vizsgalata.
Detektélhatéak korabban nem
tenyésztett organizmusok.

Microchip, microarray

Nitrifikalok vizsgalata 16SrDNS
oilgonukleotid prébak alapjan
microchipes technikaval (Guschin et
al., 1997).

Mikroorganizmus k6zdsség
Osszetételének és a fajok
eléfordulasanak meghatarozasara
gyors, automatizalt eljaras.

MIKROBIALIS AKTIVITAS VIZSGALATA

RT-PCR moédszer

Fenol degradacioért feteddmpN gén
vizsgéalata SBR reaktorban
(Selvaratnam et al., 1995).

Specialis mMRNS-ek detektalasa.

RNS:RNS hibridizacio

mer-A mRNS mennyiségi
meghatarozasa vizi 6koszisztémabag
(Nazaret et al., 1994).

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

Mennyiségi meghatarozas nehézkes|

rSpecialis mMRNS-ek detektalasa.
Kdnnyi mennyiségivé tenni a
mddszert, bar a detektalasi hatar
viszonylag magas.

In situ hibridizacié

P. stutzeri nir génjének és Frankia

fajok nifH génjének vizsgalata (Prin evizsgalata. Csak nagy mennyiségbe

al., 1993).

Specialis mMRNS-ek mikroszképos

expresszald génekre alkalmazhatd.

Western blott és
immunoldgiai detektalas

Nitrat-reduktaz expresszidjanak
vizsgalataParacocus denitrificans-ban
(Baumann et al., 1996).

Denitrifikalé baktériumok vizsgalata
talajban (Coyne et al., 1989).

Fehérjeextraktumokban specialis
fehérjék detektalasara alkalmas eljar
Kizardlag nagy mennyiségben
eléforduld fehérjék vizsgalatara
hasznalhat6. Az eljaras sikere az
antitestek miiségébl fiigg. Az
esetleges kereszt-reakcidkat vizsgal
kell.

as.

h

Korabban DNS:DNSelephibridizacié médszerét hasznaltak a kdrnyezetmérnokok, viszont
ennek hatranya, hogy csak azon sejtek vizsgalhatralelyek laboratériumi korilmények

Ve

(0,01-10%), melyet okozhat részben az, hogy e@jek metabolikus éhylk miatt képesek
talnéni a tébbi lassabban szaporoddé fajt, igy azok nesanlek detektalhatoak, valamint az
altalanos taptalaj is szelektalja a mikroorganizokas. A kornyezeti mintakbdl izolalt
tenyészthét baktériumok szamardl ad oOsszefoglalast a 2. Tablabgyanakkor az
actinomycetadk és a gombakiétiraszamat a lemezontéses maodszerrel Kotipecsulni,
mert a talajban sporaként jelentevmikroorganizmusok a kortilmények megvaltozasara
valaszul telepet képeznek. A mintavétel tehat nepnezentativ.

A Foldon az & szervezetekben felhalmozott szén mennyiségét X000 g-ra becsiilik.
Ennek mintegy felét, 350-550 x f0g szenet a prokariétak (baktériumok és archeéak)
tartalmazzak. Amint az a tablazatbolikitk, a teljes biomassza kézel felét teszik ki aaok
prokariotak, melyeket ma kizardlag a “molekulari®l@gia” modszereivel lehet vizsgalni. A
talajban talalhaté prokaridtak atlagos generaai@get 900 napra becsulik, melynaek dka
valOszirileg a megszerezltetapanyag korlatozott mennyisége. Az ilyen korllyekmez
adaptalédott mikroorganizmusok tulnyomo tébbségetekén a laboratoriumi kérulmények
kozott nagy Bségben “elé dobott” tApanyag hasznositasara, azaaraottetien gyorsabb
novekedésre. Az ilyen prokariotak hagyomanyos nmémskel tortéd vizsgalata eleve

lehetetlen.



2. Tablazat Tenyeészthdt baktériumok aranya a kilénboz kérnyezeti elemekben

Eléhely Prokariota Becsiilt atlagos Laborban tenyésztheé
biomassza generacios id prokariotak %
Tengerviz 300x I0gC 1.5 nap (autotréfok) 0.001-0.1

16 nap (heterotréfok)
300 nap (200 m

alatt)

Edesvi 22x1*gcCc - 0.2¢
Mezotrof t¢ - - 0.1-1
Folyétorkolat - - 0.1-3
Aktivalt iszay - - 1-15
Uledékel - - 0.2¢

Tala) 26 x1*°gC 900 nay 0.2

Mély rétege 22-215x 1(°g  To6bb szaz é ?? (<<0.1

A telephibridizacio kifejlesztését kovette NS direkt vizsgalata kdrnyezeti mintakbdl,
amellyel megkerulhévé valt a mikroorganizmusok tenyésztése, és reptatieva valt a
mintavétel. Ezt a technikat fejlesztették tovadPBR mddszer beépitésével, majchRNS,
rRNS extrakcios eljarasokkifejlesztésével. Ezaltal leliaté valt abiologiai aktivitas in situ
vizsgalata és a teljes kdzo6sségi szerkezet pontosabb jellamze mikrobialis populacidk
minéségi €s mennyiségi vizsgalatara a fent emlitett apékk mellett lehéséget nydjt a
mikroszképosin situ direkt detektalas. Ezeket a technikakat szemlélteti az 1. abra.
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1. &bra Mikroorganizmusok minéségi meghatédrozasdnak modszerei kérnyezeti
mintakbol



A 16S rRNS technikak soran a legtébb esetbétwdold DNS szakaszréokészitenek PCR
terméket, és ennek a terméknek a szekvenciajatoratk meg. A masik lehgtég reverz
PCR segitségével kozvetlenil a 16S rRREISkésziteni PCR terméketAz elébbi,
altalanosan alkalmazott esetben prokariéta genomi BNS-t (gDNS-t) kell izolaln, mig az
utobbi esetben teljes prokariota RNS izolalasam szikség (amit a mindendtt jelerdev
rendkivil stabil RNaz enzimek megnehezitenek).

A 16S rRNS technikak alkalmazasi teriletei
- Molekularis rendszertan.

- Uj izolatumok gyors meghatarozasa, rendszertesoiwlasa.
- Nem tenyészthétbaktériumok azonositasa, rendszertani helyénekatégzasa.

- Molekularis 6koldgia: Ismert baktériumcsoportaknlkitatasa a kérnyezeti mintakbdn.situ
PCR ésin situ hibridizacios technikakkal jol tanulmanyozhato @rkyezeti mintakban az
egyes (koztik a laborban nem tenyés#hdtaktériumcsoportok aranya, elhelyezkedése,
kornyezeti stresszekre adott valaszreakcioja, alpojpk aranyanak valtozasa, stb.

A 16S rRNS technikakkal megszerzett informaciot kgga kiegészitik egyéb génekre
specifikus PCR-el. A legtobb esetben valamely bakig&csoportra jellemg ersen
konzervalt kulcsenzim génjét hasznaljak. Ez a téeha rendszertani informacié mellett arra
is valaszt ad, hogy egy “adott életmédot folytabi@ktériumcsoport jelen van-e a vizsgalt
mintaban, s ha igen, milyen mennyiségben. A PCRiékek szekvenciaanalizise sokszor a
16S rRNS szekvenciakhoz hasonléan alkalmazhatédésgtani kapcsolatok meghatarozasara
is.

A PCR modszer

Szelektiv médszer, @ye a hagyomanyos technikdkkal szemben, hogy digeddNS
fragment, ezaltal egy adott organizmuscsoportvidleirganizmus vizsgalatat teszi lehat. A
specidlis, kivalasztott DNS szekvencia amplifikgi@nzimes reakciok ismétésével in
vitro korilmeények kozott megy végbe. Minden egy&€RPciklusban a DNS mennyisége a
reakcidelegyben duplazédik, azaz 25-30 ciklus uth@P-szorosa a kezdeti DNS
mennyiségnek. A reakcio végtermeéke gélelektrofesstivizsgalhato.

Erzékeny modszer, néhany DNS kopia jelenléte esetémutathatd a keresett szekvencia. A
modszer egyben univerzalis is, a mikroorganizmulsaéknely mintaban detektalhatdéak. A
PCR specialis alkalmazasaval meghatarozhaté a ttabgdéS mennyisége kornyezeti
mintakban. Mérhét a mikroorganizmusok szama, feltéve, hogy a tabjé¢s kopiaszama a
sejten belll ismert. Detektalhatdéak a kapcsolt g@seportjai is, ezaltal a funkcionalis vagy
taxonOmiai szempontbol rokon mikroorganizmusok. Ukabbi esetben a primerek a DNS
konzervalt régiojahoz kapcsoldédnak a 16S rDN28BIS rDNS-en belil. PCR alkalmazasaval
a szennyefanyagok degradacids utvonalai is vizsgalhatéakammas giris vegyiletek
dioxigendz enzimeit kodolo gének detektalhatbak. PER 0sszekapcsolhatd reverz
transzkriptaz reakcioval, ezaltal lebet téve mMRNS-ek ezen keresztil mikroorganizmusok
aktivitasanak méreset.

PCR modszerrel létrehozhatdéak egyszalu v. kétdzibidizacios DNS probak, amelyeket
kornyezeti mintak vizsgalatara lehet hasznalni. i®adkleotidokkal edallitott probak
hibridizacigjat szcintillatorral kvantitativan lehanalizalni. Egyszali DNS probat egy primer



hozzaadasaval lehet létrehozni, ez esetben aszitkuseamplifikacio jatszodik le, ahol nincs
szlUkseég felftési szakaszra.

A PCR alkalmazasa kornyezeti mintdkban nehézségattizik, mert a DNS polimerazt
kémiailag és fizikailag egyarant gatoljak a talajponensei, mint pl. talajkolloid szemcsék,
amelyek egyrészt fizikailag gatoljak a DNS és pritk@pcsolddasat, valamint stabilizaljak a
primer-dimer kapcsolatot. Szervetlen és szerveaguky egyarant kifejthetnek kémiai gatlo
hatats, pl. vastartalmu vegyuletek, huminsavakritzéeakcio kivitelezéséhez nagyon tiszta
DNS-re van sziukség, és a mérés kvantitativva téelépecialis modszer sziikséges. Keveés
minta esetén nem jol reprodukalhato az eredményodszer hatranya ezen fellil még, hogy
mivel a DNS target keverékben van jelen, ezérr&lighet az amplifikaciés hatékonysaga
(Pepper and Dowd, 2002).

PCR modszerek

Normal PCR

A primer par specifikusan kot a target DNS-hez eésaHaluk kdzrefogott szekvencia
amplifikalédik. A legfontosabb Iépések a kovetilez

1. Denaturacio: 91-95 °C

fuggd homeérsékleten

3. Szintézis, illetve lancndvekedés

4. A lancndvekedéstdmerseklet-emelkedés allitjia meg

5. A hémerséklet-ciklust 20-40-szer ismétli

Nested PCR

A nested PCR reakciéban a normal PCR reakciot ggpbuPCR reakcio koveti, Uj
oligonukleotid primerekkel, amelyek specifikus ®rgzekvenciai az déisreakcioterméken
bellil helyezkednek el. Az élsreakcioterméket tisztitas utan vagy kozvetlendziki a
kovetked PCR reakcioba. A nested PCR egyik valtozata, anakkét primerpart kilonbdz
olvadaspontura tervezik, a kélprimerpar hosszabb, és magasabb olvadaspont(a betg
alacsonyabb dfokon mar elvalik a target szekvenciatdl. igy agse?0 ciklusban, a kisebb
mennyiségben adagolt kdlsprimerpar altal kézrefogott szekvencia amplifilgild majd
alacsonyabb dfokon a bel§ primerek is képesek a target szekvenciaho#dkit és a bels
kisebb termék kegirlését lehéive tenni.

Touchdown PCR
Ezzel az eljardssal a reakcidé specifithsa és enyskge novelhét A primerkapcsolddasi
hémérséklet folyamatos novelésével a legspecifikusabrhek szelektalodik

Hot-Start PCR

A nem specifikus termék és a primer-dimerek kelstkének elkerulésére alkalmas modszer.
Lényege, hogy egy alapvebdsszetel kivételevel minden egyszerre keril a reakcidelegyb
hianyzé dsszetéy pl. a primerek, Mg vagy a DNS polimeraz egy 5-10 percig tarté 95 8C-0
elofiités és 80 °C-ra torténvisszalités utan keriilnek az elegybe. Kedveltebb megoldas a
magasabb dmérsékleten olvado, a hianyzé komponenst tartalmweaszadalék alkalmazasa,
vagy anti-Taq antitestek hasznéalata, amelyek Tdignpoazt gatlo hatasa adimérséklet
emelkedésével irreverzibilis denaturacidja révéngsdmik. Kifejlesztettek olyan Tag-
polimerazt is, amely nem aktivalodik 80°C-ra totidelfités ebtt.



Booster PCR

A primer-dimerek keletkezése ugy is kikliszobdhehogy az el$ ciklusokban kis
mennyisé primert adnak a reakciéelegybe. 15 ciklus utanuMtra egészitik ki a primer
koncentraciot és tovabbi 30-40 ciklust futtatnak le

Ez az eljaras kuloénosen fontos abban az esetbdmveaebb, mint 1000 targetszekvencia van
az amplifikdland6é mintaban.

Two-Step PCR

Magasabb olvadaspontd (min. 65°C) primerek tendmisa primer kapcsolédasa és a
lancndvekedés |épése Osszekapcsolhatd, ezaltal malsi lesz a reakcid specifitasa,
mikdzben idigénye csokken.

Multiplex PCR

Kllénbsen fontos szerepe van a multiplex PCR-nedetektalhatdo, de nem tenyészthet
patogén mikroorganizmusok kimutatasaban. Ekkorzgys tobb specifikus primerpar van a
reakcioelegyben, és minden amplifikalt szekvenc@gyanazon mikrobafaj genomjanak
részlete. Multiplex PCR-rel egyszerre tobb faj mtedttalhatd, a fajokra jellerztarget
szekvenciakhoz tervezett kulonkédarimerparokkal.

RT-PCR

RT-PCR modszer alslépéseként az egyszali RN$-egy RNS-fligg DNS polimeraz, egy
reverz transzkriptaz enzim cDNS-t készit, majd ezD&IS templat amplifikalodik normal
PCR reakcioban. A normal PCR reakcidban é&mérséklet emelkedésével a reverz
transzkriptdz denaturalddik és a Tag polimerazvakddik. Ma mar olyan DNS polimerazok
is kaphatéak, melyek DNS-polimeraz aktivitasa ntetleverz transzkriptaz aktivitasuk is, van
(pl. rTth polimeraz), és hatékonyabban megy végleakcio, mint a kétenzimes esetben. Az
RT-PCR modszer egyik 6f alkalmazasi terilete RNS virusok kimutatasa kdreie
mintakbdl.

PCR alkalmazasi teriletei

Enzimaktivitas mérése

Kdrnyezeti mintdk enzimaktivitasa becsithea genomi DNS adott enzimet kddolo
konzervalt régiojara, vagy plazmidok szekvenciaj@mezett primerekkel. Példaul pJP4-es
plazmidbdl nyert primerekkel végzett PCR-rel t6libdkbo faj 2,4-dikloro-fenoxi-ecetsav
degradativ potencialja egyuttesen becsidlhet

Az éppen expresszalodo fehérjék vizsgalatara akalennéhany perc élettartami mRNS-ek
RT-PCR-rel tortét amplifikalasa.

Mikrobidlis diverzitas vizsgalata

16S rDNS amplifikaciojaval, majd restrikcios fragmigossz-polimorfizmus mddszerével és a
specifikus savok szekvenalasaval kornyezeti mimtdkrobialis diverzitasa vizsgalhato. A
16S rDNS szekvenciakat a konzervalt régidkra textteziniverzalis primerekkel lehet
amplifikalni.

A PCR termékek tovabb vizsgalhatéak denaturalo ignddgél elektroforézissel (DGGE)
illetve homérséklet gradiens gél elektroforézissel (TGGE)lynek soran a kilénb&ézA+T
illetve G+C tartalomnak megfelti@n valnak el a kétszali DNS-ek egyszalava.

Nested-PCR és multiplex-PCR eljarasokkal vizsgalheqy kornyezeti minta mikrobialis
k6zossége.



DNS fingerprint készitése PCR-rel

Szamos eljaras létezik mikroorganizmus DNS fingatprkészitésére baktériumok
identifikadlasara, alfajok meghatarozasara izolakrabakbdl. llyen modszer, pl. az AP-PCR,
amelynél egy 10 bazis hosszusagu random primemgkeobialis genom tobb szekvenciaja
amplifikalodik, és standard korulmények esetén aotta mikroorganizmusra jelleniz
komplex DNS savminta jelenik meg a gélen.

Gyakrabban alkalmazott eljaras a repetitiv szekadne tervezett (altalaban 20 bazis
hosszusagu) primerekkel végzett amplifikacio, mekysoran szintén fajra jelle@®zDNS
ujjlenyomat lathatd az elektroforetikus képen. dilymédszerek, pl. a REP, a repetitiv
intergénes palindrom szekvenciakra tervezett PCR.)

DNS mennyiségi meghatarozasa PCR maddszerrel

Ismert mennyiségben a koérnyezeti mintahoz adotttrkbintemplattal és kalén primerrel
végzett PCR-rel a vizsgalni kivant target szekwenes a bets standard templat egyutt
amplifikalhatdé, majd a termékek gél elektroforéelsslvalaszthatéak. A savok intenzitasa
denzitométerrel 6sszehasonlithatd, kalibraciés gy@lapjan pedig a templat mennyiségére
lehet kovetkeztetni.

Masik lehetség DNS kvantifikalasara a HPLC-vel todémeghatarozas, a meghatarozando
minta addiciojat koveéen.

A Perkin-Elmer Corp. altal kidolgozott TagMan mobesel még pontosabban
meghatarozhaté a minta DNS tartalma. Lényege, bggya két végén festékkel ellatott préba
kapcsolddik a PCR termékhez a szekvencian belllkéma két jelzés kdzel van egymashoz,
azaz ép prébakban, az egyik festék (signal) ahattélt fluoreszcens fényt a préba masik
végehez kapcsolt festek (quencher) képes elnyAl3’ végen maodositott probat a Tag-
polimeraz nem képes meghosszabbitani. A templatifdcapidja soran a proba 5 végével
talalkoz6 Tag-polimeraz bazisrél bazisra lebontfa@bat, a proba két végén tefesték tavol
kerll egymastdl, és a szignal jelzés emissziojaki@hatova valik. Az emisszio linearis
novekedéseét a kezdeti ciklusokban standard gorbéhet viszonyitani, és a kiindulasi DNS
mennyiséget lehet szamolni.

Hasonlé megoldas a DNS mennyiségi meghatarozasaBABER Green fluoreszcens festék
emisszidjanak vizsgalata. Ez a festék a kétszalshbz képes kapcsolodni, €és minden
ciklus végén meérve, a keletkezett termék aktuaBamyiségével aranyos jelet adémfe még
ennek a Real-Time PCR moddszernek, hogy az amplibk&égén olvadasi gorbék
felvételével pontosan ellérizhet a specifikus termék jelenléte, igy kénnyen opthméd az
eljaras.

PCR mobdszertan

Primerek tervezése

Abban az esetben, ha specifikus gént szeretnénk lifé&sdpi, vagy egy adott
mikroorganizmus faj detektalasa a cél, olyan szekngl primereket kell tervezni, amely
specifikus a keresett DNS-re nézve és kizarolagradett target szekvenciahoz kapcsolodik.
kell a primert tervezni.

Altalanos primertervezési szempont, hogy a néh&dy1D00 bazisparnyi target szekvenciat
kozrefogd primerek 17-30 bazis hosszusaguak, nemairteaznak komplementer régiot, azaz
nem képeznek egymassal primer-dimereket. A leggilvhber G+C tartalma tobb mint 50% a
magasabb olvadaspont érdekében. A nem specifikmekek elkertlése és a primerek azonos
amplifikaciojanak érdekében Iényeges, hogy olvadidgpk megegyezzen. Az olvadaspont és



a target szekvenciahoz val6 kapcsolédasnérséklet sokféle, az irodalombdl j6l ismert
eljarassal és egyenlettel szamolhaté (pl. DNAstar, Madison, Wis. altal leirt modszer).

Az amplifikacio specifitasa

Alapveten a kivalasztott primerek specifitdsa biztositidvant termék amplifikaciojat. Ezen
kival a reakcio paramétereinek valtoztatasavalpecifitas meértéke befolyasolhato. Ilyen
optimalizalhatd paraméterek, pl. a primerkapcsadodémeérséklet, melynek novelésével
(50-55 °C-ra) a hibas kapcsoldodasok szama elkatillhA maximalis kapcsolédasi
héomérséklet 10 °C-kal kevesebb a primer olvadaspedéltjaMindazonaltal a specifitas
novelésével az érzékenyseg csokken.

A detektalas érzékenysége

Klléntsen fontos a detektalas érzékenysegenek rasgdds kopiaszamban jelenteNS
vizsgalatanal. A modszer érzékenyebbé telagt amplifikacio optimalizalasaval, a ciklusok
szamanak novelésével, illetve a target DNS menggisek dusitasaval.

Altalanos PCR protokoll

A standard 100l-es PCR reakciOelegyet (0sszetételét a 3. tablamstja) jégen tartott 0,5
vagy 0,2 ml-es polipropiléen csévekbe kell dsszemésrcsovek midsége rendkivil fontos a
megfeleb héatadas szempontjabdl. A 3. tablazat tartalmazzearadard PCR reakcioelegy
0sszetedit.

3. tablazat Standard PCR reakci6elegy

Komponens Mennyiségu)

H20 61,5-66,5

10x reakci6 puffer * 10

dNTP (1,25 mM) 16

Primer 1 (0,lug/ul) 1,0

Primer 2 (0,lug/ul) 1,0

Templat DNS 5-10

Taq (5 Ufl) 0,5

> 100yl

* A reakcio puffer 6sszetétele:100 mM Tris-HCI (j8:8), 500 mM KCI, 15 mM MgGl0,01
% zselatin.

Altalanos PCR émérsékletprogram

1. Denaturacio: 94 °C, 1,5 min

2. Primertapadas: 55-60 °C, 1min

3. Lanchosszabbitas: 72 °C, 1 min

25 ciklust koveten 7-10 percig tartja 72 °C-on majd az enzimesaiéakd °C-ra litve allitja
le.

PCR adalékok

Az irodalomban sokféle adalékot leirtak, amelyekZ&garulnak a termék mennyiségének
noveléséhez. A megfetel primer-target kapcsolat kialakitasanaksselgitésére dimetil-
szulfoxid (1,1-5%), formamid (1,25-10%) és glicerjh5-20%) alkalmazasa ajanlott. A
glicerin noveli, a formamid pedig csokkenti a Tagjimeraz termostabilitAsat. Nem ionos
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detergensek, mint pl., Nonidet P-40, Tween 20 é®iX-100 (0,01-0,1%) ékegithetik a
megfeleb primertapadast és stabilizaljak a Taq polimefatine serum albumin (BSA) (10-
100 ug/ml) stabilizalja a polimerazt, nagy sékoncentbaesetén viszont kicsapodik a PCR
pufferben. 0,01%-ban adalékolt zselatin szintébilstalja a polimerazt. Ammaodnium-szulfat
hozzaadasaval (10-25 mMYskgithed a primer-target kapcsolédas.

A PCR termékek ellerérzése

A megfeleb szekvencia amplifikacidjanak bizonyitasara lelggsé modszer a gél
elektroforézis, melynek soran a mintaval egyutitottl DNS |étra alapjan meghatarozhat6 a
PCR termék mérete. A kivant szekvencia élieése lehetséges Southern hibridizacioval.
Meggyzédhetiink a helyes termék keletkezésépgy Ujabb, nested PCR elvégzésével is.

A PCR hétranya és korlatai

Az eqgyik % problémat az okozza mikroorganizmusok kimutatdsduadyy nem csupan azéél
mikrobakat detektalja, hanem az extracellularis B8t is. A modszer harom |édyb

korlatia a kovetkez kis mintamennyiség, PCR inhibealé anyagok jekenlkornyezeti
mintakban, laboratériumi szennyezés, amely tévasciét eredmeényez.

A szennyezés elkeriilése a PCR soran

A legfontosabb szempont a mintak, a PCR és a texkniéikben és térben tortén

elvalasztasa.

1. A minta ebkészitését és az amplifikalt termékek tovabbi figldpasat (gélelektroforézis,
hibridizacid) a PCR reakcioelegy 0Osszeallitasat®l ndagatdél a reakcidtdl szeparalt
helységben kell végezni. A reakcioelegyet laminadsamlasu filkében, steril
koralmények kozott kell 6sszeallitani.

2. A reakcioelegy 6sszeallitasahoz, kulén, kizarokag a célra kijeldlt PCR pipetta-sort kell
hasznalni.

3. Csak molekularis bioldgiai célokra felhasznalhatéettiszta vizet, valamint autoklavban
sterilizalt PCR puffert ajanlott hasznalni.

4. Az Osszetebket kis részekre bontva érdemes tarolni. Szétosdbismindig dssze kell

keverni az elegyeket.

A munka soran eldobhat6 kesifityviselete nagyon fontos.

Az enzimet, dNTP-t, templatot, primereket tartalma&sodveket nyitas &t centrifugalni

kell.

7. Avak, DNS-t nem tartalmazé kontrollt mindig legljdoa kell bemérni.

8. A DNS elegyhez pipettazasa maradjon utoljara, éasdem minta hozzaadasa utan
kozvetlendl le kell zarni a cséveket.

9. Hot start PCR sokat javithat a reakcio specifitasan

10.Két negativ kontroll hasznalata javasolt. Azéets mintak bemérése éil, az oldészer
DNS-mentességének eltaaésére, a masik a bemérés veégeén, a keresztszédéagek
vizsgalatéara.

oo

Talajmintak el 6készitése PCR modszerhez

Sejtek extrakcioja talajbol

A talgjpartikulumoktdl homogenizaldas utan centrélggsal vélasztia el a
mikroorganizmusokat.

Fellletaktiv anyagok adagolasavabselgithed a talajkolloidokhoz és humuszanyagokhoz
kotodott sejtek deszorbealasa, majd oldoszeres extrnaMca sejtek kinyerése. (Oldészerként
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alkalmazhatéak Na-oldatok, foszfat-pufferek, kéaiciuoldatok.) A sejtek kinyerési
hatékonysaga fugg a talaj misegébl és a mikroorganizmusok fajtajatél egyarant. Durva
szemcses talajbol kénnyebben kinyetket sejtek. A fiatal, gyorsan névekeanikrébak
esetén nagyobb kinyerés éihetl, mint a régota talajpban l@évegyedeknél. Egyes fajok,
amelyek képesek poliszacharid szekréciora még sabban kdidnek a talajszemcsékhez.
Differencialt centrifugalassal javithato a talajgarumoktdl valé elvalasztas. Mindezen
problémak ellenére az extrakcios moédszer sokkakrgmtativabb mintavételt jelent, mint a
higitasos, lemezontéses eljaras. Az extrakciot Baminsavaktol valo tisztitast koveh a
totdl biomassza lizalhato 98 °C-on a termocyclerbenjd a polimeraz lancreakcid
beindithato.

Talajbaktériumok direkt lizise

Az eljaras kihagyja a sejtek és talajszemcséek abedhsanak lépését, a mikrobasejteket
kozvetlendl a talajban lizaljak, majd a DNS-t id@k tobbszori tisztitasi lépésben teszik
szennye&gdésmentesse.

Leggyakrabban lizozimot illetve Na-dodecil-szulta(8DS) alkalmaznak lizalé agensként. A
modszer hatranya, hogy nagy kolloidtartalmu talagdka DNS megkédik a kolloidok
feltletén. Probléméat okoz, hogy a lizis nem eléghkany és a kinyert DNS egyben eukariéta
eredet is lehet. A visszanyerési hatékonysag altalabaB®%.

Talajmintak direkt lizise

Ogram és munkatéarsai altal kidolgozott protokoltidositva a kdvetkézeljaras alkalmas a

talajmintak direkt lizisére:

1. 10 g nedves talajminta inkubalasa 1mM Na-foszfdtepioen (pH 7,0) 0,25 g SDS-sel
70 °C-on 30 percig.

2. A mintak homogenizalasa 5 percenként vortexszel.

3. 5 ¢, 200-30Qum atmeééji, valamint 5 g 100@um atmeéji tveggyongy hozzaadasa és a
szuszpenzid 30 perces razatasa.

4. Atalaj és tbrmelék elvalasztasa a DNiG-t

5. Afellluszé jégen tartasa Ujablkbben 15-30 percig, az SDS kicsapasara

6. Az SDS csapadeék eltavolitasa 10 °C-on 10 percé¥)LBom-en tortéh centrifugalassal
megoldhaté.

7. A feluldszo tartalmazza a tisztitandd DNS-t.

A baktériumok lizalasara az irodalomban sok egyéidsmer talalhatdé. Példaulosokk
alkalmazasa, fagyasztaté ciklusokkal, vagy az ultrahangos feltaras modszere

A talajbdl kinyert DNS tisztitasa

A tisztitasi eljarasra feltétlentl szikség van &RRGnhibeald szennyéanyagok, mint pl.,
huminsavak, fém ionok eltavolitasahoz. Az irodalamimagyon sokféle modszerre talalhatd
pontos leirds. Gyakrabban alkalmazott tisztitasidsmérek a CsCl gradiens egyensulyi
centrifugalas, a Sephadex-Chelex, vagy a hidroatiapszlopon tortéh tisztitas, illetve a
specidlisan talajbdl kinyert DNS tovabbi szenrigksmentesitésére alkalmas Elutip d
oszlopok (Schleicher & Schuell, Keene, N.H.) alkab&sa. Kbzkedvelt megoldas a sejiek
situ lizisét és a DNS extrakciojat is magaba foglativid id6 (kevesebb, mint 1 6ra) alatt
kivitelezhet mikrobialis koz6sség DNS-ének vizsgalatdhoz a b standardizalt kitek
hasznalata. llyen a kereskedelemben kaphato kitels ,,Fast DNA soil kit” (Bio 101 Inc.,
Carlsbad, Calif.) valamint a ,Soil DNA extractiont’k(Mo Bio Laboratories Inc., Solana
Beach, Calif.)
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MRNS extrakcidja talaj mikroorganizmusokbal

MRNS vizsgalataval a bioremediacio soran szertiayemg lebontasaban résztiev
indukalhaté enzimek jelenléte kimutathato.

MRNS kinyerése hasonlé a DNS extrakciohoz, a mods#eezségét az mRNS-ek kis szama
és gyors bomlasa okozza.

A DNS extrakcios eljarasbol eliminalmi kell a lagbgirolizist és az enzimes emeésztést.
Helyette fenol-kloroformot és SDS-t tartalmazd glen melegitik a sejteket. Keverést,
razatast és centrifugalast koden kloroformos extrakciot kell végezni.

Az RNS-t ezutan alkoholban kicsapjak és dietil-fiembonatban (DEPC) visszaoldva DN-
azzal kezelik. Ismételt alkoholos kicsapas utarf€80n DEPC-ben taroljak.

rRNS extrakcioja talaj mikroorganizmusokbol

A rRNS lebomlasanak elkeriilése érdekében a kinysoé&n nagyon gondos munkat kell
végezni. Golydos malomban végzett mechanikus lizdi@solos extrakcié kovet, majd a
kinyert nukleinsavat hexa-decil-trimetil-ammoniumeinid (CTAB) és NaCl elegyében
veszik fel, hogy az egyutt extrahalodott szenfigézseket eltavolitsak. A CTAB-ot fenol-
kloroform elegyével extrahaljak, majd az RNS-t kigigk.

Megoldhaté a rRNS-ek @&llithsa DNS izolalasaval, majd a megféldléS v. 23S rRNS

gének amplifikalasa révén.

A kinyert RNS szintén szolgalhat targetil DNS piolsaamara, illetve lehet templat reverz
transzkripciéban.

In situ hibridicacios modszerek

Ezeknél az eljarasoknal a jelzett proba specifikusdt az egyszalu target szekvencidhoz a
sejten belll. Fluoreszcensn situ hibridizacionadl a fluoreszcens festékkel jelzett
oligonukleotid kot a rRNS target szekvenciajahoz.aktiv sejtekben a rRNS nagy szamban
van jelen, igy a mikroszképbandsrjelet kapunk. TaxonOmiai vizsgalatokra is alkadnaa
mobdszer, mert a rRNS konzervalt és variabilis rfjéhidz is tervezhét altalanos ill.
fajspecifikus proba. Kulonbézfluoreszcens festékkel jel6lt oligonukleotidokledyszerre
vizsgalhato egy mikrobakozosség. Jol értekélhaformacio nyerhét a lathatd, de nem
tenyészthét sejtektl. Ezzel a molekularis biologiai modszern@l situ mérhed a sejtek
aktivitasa, specifikus mMRNS darabok detektalasadhltt enzimek termétlése. Ez utobbi
eljaras korlatja, hogy kevés mRNS és csak rovigjidan jelen a sejtben.

Biomarkerek vizsgalata

A szennyeéanyagok biologiailag hatasos dozisa méHeomarkerekkel, fehérjéken, DNS-
en, lipideken bekdvetkézvaltozas vizsgalataval. Mérléeteaktiv szennydanyag, pl. aromas
amin expozicioja. Vizsgalhatdé specialis enzimek, pletallothionein, &sokk fehérje,
antioxidans enzim kifejézlése valamint megzavart funkciok ill. megvaltozstitukturak,
mint pl. populacié 6sszetételbeli valtozasa, DNSawioja, DNS repair enzimek termelése,
enziminhibicio. A biomarkerek hasznalatat geneldigamodositott organizmusokkab\atik,
amelyekben azon géneket, amelyekre a szefapgag hatassal van jol mérbigermeéket
expresszald marker génekkel kapcsoljak ossze. ligarkerek, pl. luciferaz enzim, GFP
(green fluorescence proteifflygalaktozidaz.
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Biokémiai és genetikai modszerekkel jellemeéhet szennyefanyag bontasara képes
mikrobapopulacio diverzitdsa, aktivitasa és a nokganizmusok kdlcsénhatasa.
Mikroorganizmusok fajeloszlasa és enzimtermeléssgélhatd antitestekkel.

A szennyeganyagok degradacidjat tobbek kozott befolyasolja l@ontoképes
mikroorganizmusok szama, a katabolikus enzimek esgzioja, a jelenlévszennye&anyag
minésége és hozzaférldstge, valamint az alternativ szénforrasok hozzéfesége.
Biodegradativ potencial becslésére adott tertlspatifikus antitestekkel, gyors és érzékeny

modszerrel detektalhatoak a mikroorganizmusok édtaluk expresszalt fehérjék.

Molekularis biologiai modszerek alkalmazasanak kortai

A kutatOk altal kozzétett adatok adott szenkygms, talaj, geografiai viszonyok esetén
ervenyesek.

A genetikai adatbazisok hianya.

Ha a keresett gén dbrdulasi ardnya alacsony, gyenge jelet kapunk. oEkkagyobb
talajmennyiséglil kell kiindulni.

El6fordulhat, hogy nem a detektalt gén altal exprdséziderje tolti be a katabolikus funkciot.
Ez adddhat ismeretlen biokémiai Utvonalak szerejadt,niletve nem eléggé specifikus proba
kereszthibridizaciéjabol. Erre a problémara megel@det specifikusabb, dsebben kdtdo
gén-proba alkalmazasa, valamint a hibridizaciédregmyek megésitése PCR maddszerrel.
Korabban hibat okozott, hogy a kulonbotalajtipusokbdl kulénbdképpen extrahalhatd a
nukleinsav. Ezt a problémat megoldotta a Univet&8 rDNS proba kifejlesztése, amelynek
révén lehdivé valt, hogy specifikus genotipusoknak a teljepubéciohoz viszonyitott
szazalékos aranyat meghatarozzuk. Ehhez termésaetiedni kell, hogy egy keresett gén
milyen kopiaszamban van jelen egy sejtben, és a dABSS-nek mi az éfordulasi
gyakorisaga.

Talajmikroorganizmusok min 6s€gi és mennyiségi vizsgalata direkt megjelenitégse
mikroszképosin situ detektalassal

A mikroorganizmusok mifségi és mennyiségi meghatarozasat természetesek@tiikben
az Okoszisztéma minimalis zavarasaval a leghatéidyan mikroszkdpos vizsgalattal lehet
végezni.

A PCR modszerhez hasonléan a mikroszképos vizegalegy ebnye a lathatd, de nem
tenyészthét mikroorganizmusok meghatarozasanak l&ege. Hatranya lehet viszont a
jelenlevb mikrobak szamanak tulbecslése, ugyanis specegiesi eljaras nélkil azééks holt
sejtek nem kilonithéek el. Altalanossagban elmondhato, hogy nehézségitkivzik a talaj
mikroorganizmusok direkt mennyiségi meghatarozasaikrobak kis mérete, valamint a
hattér zavard hatasa (homalyossag, illetve eprélserens detektalasnal a talajszemcsék altal
okozott autofluoreszcencia) miatt. Kis munkatavgiadés nagy nagyitasra van szilkség
ahhoz, hogy a mikrobak tarsulasat vizsgalni lehresSealajszemcsékkel aggregalddott
mikroorganizmusok vizsgalatahoz nem eledgendiazis-kontraszt vagy interferencia
mikroszkop hasznalata a zavar6 hattér miatt.

A mikroszkopos detektalasi technikakat foglaljazésa 4. tablazat.
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4. tablazat Talaj mikroorganizmusok mikroszképos vesgalati modszerei

Modszer Cél, déinyok, hatranyok Festés vagy technika

Fénymikroszkdpia Altalanos technikak Sokféle szinezeési eljaras

Sotét hattdr mikroszképia | Baktériumok szamlalasa,
bakterialis mozgas, ndvekedeés

vizsgalata
Fazis-kontraszt Mikrobacsoportok morfologiai
mikroszkopia identifikalasa, mikrobak

novekedésének vizsgalata,
mikroorganizmusok mennyiségi

meghatarozasa
Interferencia kontraszt Biofilm szerkezetének vizsgalata
mikroszkopia
Fluoreszcens- Aktiv mikroorganizmusok Fluoreszcens festékek
mikroszkopia — meghatarozasa Acridine orange
mikroorganizmusok 4’,6’-Diamidino-2-
genomjanak vizsgalata fenilindol

Tetrazolium festék
Fluoreszcens diacetat
Baktériumok identifikalasa, Fluoreszcens festékkel
spacialis gének expresszidjanak | jelolt oligonukleotid
kimutatasa. A modszer hatranya| prébak hibridizacioja
hogy a lassu anyagcsdre]
talajbaktériumokban kevesebb
RNS van, és a fluoreszcens fény
intenzitasa kisebb
A kornyezetbe mesterségesen | GFP gének
juttatott inokulum detektalasa és
monitoringja

Mikrobidalis 6kologiai vizsgalatok | Immunofluoresz s

Elektronmikroszkopia A mikroorganizmusok térbeli
elrendeddésének vizsgalata

Talajmikroorganizmusok min 6ségi és mennyiségi meghatarozasa fluoreszcensitu
hibridizacioval

A fluorszecensn situ hibridizacio lehetve teszi a baktériumok gyors és pontosdséyi €s
mennyiségi meghatarozasat természetes kornyezetikide mikroszkopos analizis
legfontosabb éhye a tdbbi molekularis biologiai technikaval szemphogy informaciot ad a
mikroorganizmusok  morfolégiai  jellemdz6l, szerkezetél, szamardl, térbeli
elhelyezkedésél. A modszer elve, hogy a fluoreszcens festékléltjeligonukleotid préba a
sejt morfologidjanak valtoztatasa nélkil bejut gbge ahol specifikusan kot a komplementer
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target szekvencidhoz. Egyszerre tobb, kulofbdestekkel jeldlt oligonukleotid préba
hibridizacidja vizsgalhatd, ha az emittalt fényegthullamhosszusagu.
A modszer lépései a kdvetkiz

1. A minta fixalasa

2 Specialis mintaékészités

3. Hibridiz&cio

4. A nem hibridizalt probak eltavolitasa mosassal

5 A mintak értékelése mikroszkdppal, dokumentacio

Hibridizacios probak és festésuk

A hibridizacios proba tervezésénél a legfonosabbmgontok a megfelél specifitas,
érzékenység és a proba sejtbe jutdasa. A probak01bazis hosszusaguak, a révidebb
oligonukleotidok kénnyebben bejutnak a sejtekbezamt kevesebb festéket lehet hozzajuk
kapcsolni (Moter and Gébel, 2000).

Tobb kulonbo6a jelolési eljaras létezik.

A legegyszdibb modszer a fluoreszcens festékek direkt kotésdiganukleotidhoz.

Kémiai aton aminolinkerrel a proba 5 végéhez déatid a festékmolekula vagy enzimes
reakcioban terminalis transzferazzal kapcsolhat® &éghez fluoreszcens festékkel jeldlt
nukleotid.

A FISH modszer érzékenysége novebhedirekt detektalassal, amikor fluoreszcens jeddlé
antitest koddését vizsgaljak az oligonukleotid prébahoz kagcatigoxigenin (DIG)
molekulahoz (Zarda et al., 1991).

A modszer érzékenysége tovabb novélletetektalasba beépitett enzimes reakciéval. Ekkor
nem kozvetlentl az oligonukleotid prébahoz kapcddlG molekula antitestjét jel6lik
fluoreszcens festékkel, hanem az antitesthez t&aitpim, az alkali-foszfataz defoszforilalja a
2-hidroxi-3-naftoesav—2-fenilanilid-foszfatot (HNJPpiros fénnyel fluoreszkalé formava.
Schonhuber és munkatarsai (1997) kifejlesztett§kne@g hatékonyabb technikat, amelyben
fluoreszcein-tiramid szubsztratot atalakitd tormaropidaz enzimet kapcsoltak az
oligonukleotidhoz.

Fluoreszcens festékek

Kllénb6a hullamhosszusagua fénnyel gerjeszihetlletve fényt emittalo fluorkrémok
detektalasa lehé&té teszi tbbb mikroorganizmus szimultan vizsgalaithez kombinalt
sziréblokkal felszerelt mikroszképra van szikség. A dkeknek hatarozott emisszios
csucsokat kell adni, hogy jol elvalaszthatdéak |egye egymastdl. A kis gyakorisaggal
elsfordulé targeteket kell a legfényesebb festékk#@lfe Altalanosan elterjedt festékek a
kovetkedk: fluoreszcein-szarmazékok (pl. fluoreszcein-iao@nat (FITC)), rhodamin-
szarmazékok (pl. tetrametil-rhodamin-izotiocian&R[TC)), cianin-szarmazékok (mint pl.
Cy3, Cy5). Ez utébbiak adjak a legfényesebb je&lstkevésbé fakulnak besugéarzas hatasara.
A DNS-hez nagy affinitassal kidé 4’,6-diamidin-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI), a
mikroorganizmusok mennyiségi meghatarozasara alilkeék fluoreszcens festék (Moter
and Gobel, 2000).

Riboszomalis rRNS, a FISH target molekulaja

A mikroorganizmusok vizsgalatara genetikai stadosiet, szerkezete —konzervalt és variabilis
régioi és nagy kopiaszama miatt legaltalanosablaszrialt target molekula a 16S rRNS
(Woese, 1987; Amann et al., 1995). A prébak terséaéz megfelél szoftverek allnak
rendelkezésre, pl. a Miunchenitbkaki Egyetem Mikrobiologia Tanszéke altal kifeptest
ARB programcsomag (http://www.mikro.biologie.tu-nmgben.de). Az irodalomban mas
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target molekulak tervezésére is vannak adatokl3sh rRNS molekula (Amann et al. 1995),
18S rRNS molekula (Li et al., 1997) valamint mRN®agner et al., 1998) detektalasara.

A mikroorganizmusok fixalasa

A hibridizacio ebtt sziikség van a mikroorganizmusok fixalasara a&gjrhatova tételére a
fluoreszcens probak szamara, a sejt épségénelafgsdra, valamint az RNS-ek védelmére,
lebomlasuk megakadalyozasara. Fixalni lehet a rbakat kicsaposzerekkel, mint pl.
etanollal, metanollal vagy keresztkdtéseket letzéhagensekkel, pl. aldehidekkel. Gram-
negativ baktériumok vizsgalata esetén altalaban $/#%-0s formaldehid vagy
paraformaldehid megfekel fixalast biztosit, mig Gram-pozitiv  baktériumok
meghatarozasahoz etanol (50%), etanol/formaliriv(9) vagy lbkezelés valamint tovabbi,
permeabilitast novéllépés szikséges (Roller et al., 1994).

Minta elékészitése

A mikroorganizmusok targylemezhez valo jobb rogat@rdekében ajanlott a targylemez
fellletét bevondanyaggal kezelni. Alkalmazhat@ errcélra pl. zselatin (Amann et al., 1990)
vagy poli-L-lizin (Lee et al., 1999). A fixalt baktumokat a targylemezen etanollal kell
dehidratalni. Gram-pozitiv baktériumok esetéberabdy enzimes (pl. lizozimes) kezelésre
van szukség (Wagner et al., 1998) a peptidoglikdmcdk felnyitdisahoz. A mikolsavat
tartalmazOMycobacterium, Nocardia vizsgalatdhoz 1M HCI-val végzett savas kezelés/ vag
mutanolizinnel tortéé permeabilizalas javasolt (Macnaughton et al., 1®ehuppler et al.,
1998; Erhart et al., 1997).

Hibridizacio

A vizsgalni kivant RNS-sel komplementer fluoreszc@idléssel ellatott probatsehelegitett
hibridizacios pufferben kell nagyon pontosan megittatott korilmeények kozott a mintdhoz
adni. A legfontosabb hibridizaciot befolyasolo Konények a formamid koncentracioja és a
hibridizacié meérseéklete. Formamid adagolasanak hatasara a @idiodak gyengitése
révén csotkken a nukleinsav olvadaspontja, alac&tnyémérsékleten nagy pontossaggal
megy végbe a hibridizacio.

A hibridizacié optimalis paraméterei: sotét kammdbanedves kozegben, 37-50°C
hémérséklettartomanyban minimum 30 percig, de a#db traig is tarthat. A hibridizaciot
koveti a targylemezek Ovatos mosasa desztillalzeliza nem kd@tdott probak eltavolitasa
erdekében. A mikroszkdpos vizsgalabtela mintahoz fluoreszcens festékek besugarzasabdl
adodo fakulas elleni szintarté anyagot kell adni.

Dokumentacio

A mintdk értékelhétek keskeny savu filterrel felszerelt hagyomanyogifiloreszcens
mikroszkoppal. CCD kameraval letiség van a képek digitalizadlasara és analizalasara.
Ezaltal meghatarozhatd a mikroorganizmusok szank@rayezeti mintdban és az rRNS
tartalom alapjan mérh&taz egyes sejtek aktivitasa (Li et al., 1997; Peulst al., 1993).
Nagyfelbontasu epifluoreszcens mikroszkoppal adsmkimok térbeli elrendédése tovabb
vizsgalhatd (Manz et al., 2000). Vastag mintak, fdbkkulum, biofilm vagy szovet
vizsgalatanal éles képet lehet kapni konfokaligiézkenning mikroszkoppal (CLSM). A
FISH altal szolgéltatott jelet flow citométerrel ishet detektalni. Mindazonaltal a flow
citometrias vizsgalat nem ad informaciét a mikrobakorfoldgiajarol sem térbeli
elrendeddésukél.
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A modszer korlatai

Hibas, pozitiv eredmények

Autofluoreszcenciabdl adédo hibas, pozitiv eredmémek

Kllénbésen nagy gondot okoz a mikroorganizmusokfludoeszcencigja, pl. penész és élészt
fajoknal, Pseudomonasoknal (Brown and Lowbury, }98@nobaktériumoknal (Schénhuber
et al., 1999) és methanogéneknél (Sorensen &oLA&I7).

Autofluoreszcenciat okozhat a mikroorganizmusok ngéeete, élettere pl. a talaj. Az
autofluoreszcencia nem csupan a jel/zaj aranytjaonke a specifikus fluoreszcens jelet
eltakarhatja. A jel/zaj arany javitasahoz hozzdigua jel intenzitasat befolyasolo fixalasi
eljarasok optimalizalasa, illetve megféleh fluoreszcens festék fényérzékenysegét csokkent
anyagok alkalmazéasa. A keskeny sauir&zkel az autofluoreszcencia hatasa csokketthet

A mikroorganizmusok szamanak tulbecslése a nem spbkus kotések kovetkeztében

Az oligonukleotid probak pontos tervezése rendkfoitos. Minden FISH kisérletben siikség
van pozitiv kontrollra és negativ kontrollra egydraEz utdbbi tdbb rokon faj target
szekvenciajat tartalmazza, amelyek néhany baziégatk el a meghatarozni kivant mintatol.
Gondot okozhat az is, ha az irodalomban szérepkekvenciak hibasak, ezért érdemes a
specifitas meghatarozasaval kezdeni a vizsgal&iohoz, hogy megbizonyosodjunk arrdl,
hogy valéban a meghatarozni kivant mikroorganizmdstektaltuk, két eltér target

“ s

valéban a kérdéses mikrobat detektaltuk (Moter@aldel, 2000).

Hibas, negativ eredmények

A prébak gatolt sejtbe jutasabol adodo hibas, negat eredmények

Mikolsav tartalmi Gram-pozitiv sejteknél jeléstproblémat okoz az oligonukleotid proba
korlatozott sejtbe jutasa, ezért specialis fixalas mintaékészitésre van szikség.

A target szekvenciahoz valo gatolt hozzaférésnek &Bonhet gyengebb jel

A rRNS haromdimenzids struktaraja miatt a probak@zonos eséllyel férnek hozza a target
szekvenciahoz. Az oligonukleotid prébak érzékengségfolyasolja a lassz6-, haglakzat

és a rRNS-fehérje kapcsolat egyarant (Fuchs €t398).

Kis rRNS tartalom révén mért hibas eredmeények

Lassan novelk¥ sejtek kis intenzitasu jelet adnak, ezért fényasrészcens festékek (Cy3)
alkalmazasa célszerA jel intenzitasa novelhétdbb kilonboé target szekvenciahoz tartozo
oligonukleotid préba hasznéalataval.

Fenyérzékeny festékek kifakulasabol kévetkdzalulbecslés
A festékek fényintenzitdsanak drasztikus csokkdnésskeny savu filterrel, fotostabil cianin
alapu festekekkel és a fény elhalvanyodasat gattagokkal lehet redukalni.

Univerzalis probakkal végzett hibridizacio

Univerzalis prébaval (pl. EUB338) végzett FISH-badonyithato, hogy a gyenge jelet nem a
fixalas, a proba gatolt bejutdsa a sejtbe vagyjtarB&S tartalma okozza (Amann et al.,
1990). Az univerzélis préba nem specifikus diiisét 16S rRNS-hez és a sejt egyéb
elemeihez egy komplementer, nem specifikus prob@@N338) lehet vizsgalni. Abban az
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esetben kielégit az eredmény, ha a NON338 probaval végzett hil&aiiz nem ad jelet
(Wallner et al., 1993).
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