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Bevezetés

A molekularis biologiai vizsgald modszerek idestova masfél évtizede allnak a mikrobiologiai alap- és
alkalmazott kutatds homlokterében. Noha e moddszerek javarészt mar polgarjogot nyertek a klinikai
mikrobiologiai rutin gyakorlataban is, a kdzegészségiigyi ill. kdrnyezeti mikrobiologiai teriiletén a molekularis
alapti modszerek bevezetésének csak csirai lelhetdek fel. Ennek hatterében a szabvanyositott modszerek hianya
mellett a szakma jelenlegi idegenkedése huzodik meg. A leggyakrabban felmeriild kritikai észrevételek a
szabvanyositas hianyan kiviil a draga infrastrukturat, eszkozoket, a vizsgalati koltségeket, illetve az eziranya
szakképzettséggel rendelkezé szakemberek hianyat jelolik meg. Itt kell megjegyezni, hogy a fent felsorolt,
részben jogos kifogasok mellett szamos érv szol a molekularis gyorsdiagnosztikai eszkdzok bevezetése mellett.
Amellett, hogy a kdrnyezeti mikrobioldgiai teriiletén szamos 1], tobbek kozott EU szabvany latott napvilagot,
véve a kornyezetkémiaban ugyanezen id6 alatt bekovetkezett robbanasszerii metodikai fejlédést, ez a lemaradas
mara mar nem tarthato. A jelenleg alkalmazott, foképp jogszabalyban meghatarozott modszerek viszonylagos
lasstisaga kritikus helyzetben (arviz, vizjarvanyok, vizellatd rendszert érint6 balesetek stb.) gyakran okoz
komoly problémakat, melyeknek nem egyszer komoly koltségvonzata is lelet. A klasszikus, tenyésztésen
alapul6 meghatarozasoknak az iddigényességen kiviil szdmos mas buktatdja is van. A szelektiv taptalajokon
torténd tenyésztés és ezt kovetd azonositas sikere jelent6sen fiigg a mikroba aktualis fiziologiai allapotatol,
amelyet pl. az ivoviz klorozasa is torzithat. Ezért mindenképpen indokoltnak tiinik a molekularis alapu vizsgalod
modszerek legalabb részbeni bevezetése.

A vizikozmiivek altal szolgaltatott ivoviz mindségi kovetelményeit a nemzetkdzi gyakorlattal egyezden
hazankban is jogszabaly rogziti. E kormanyrendelet irja elé tobbek kozott az alkalmazhatd mikrobioldgiai
vizsgalati modszerek pontos korét is. A rendelet azonban lehetdséget nyajt — az egyenértékiiség meghatarozott
modon torténd igazolasa mellett — alternativ vizsgalati modszerek hasznalatéra is.

Jelen dolgozat az alkalmazhaté molekularis vizsgalati modszerek korét, a teljesség igénye nélkiil, elényeiket
és hatranyaikat kiemelve mutatja be.

Molekularis modszerek az ivoviviz minositésben

Molekularis és PCR-alapu vizsqélati modszerek

Mara tagadhatatlan, hogy a molekularis biologiai torténetében a legnagyobb attdrést, a PCR (polimeraz
lancreakcid) felfedezése okozta. Alkalmazasaval lehetové valt, hogy a vizsgalt genetikai allomany tetszbleges
szakaszat tobb millidszorosara szaporithassuk. A modszer bevezetésének hozadéka a mikrobidlis taxonomia és
identifikacid teriiletén messze meghaladja a jelen dolgozat kereteit, ezért itt csak az ivoviz-mikrobioldgiai
mindsitése szempontjabol relevans modszerek bemutatasara szoritkozunk (1 tablazat).

1. tablazat. A vizikiizmuvek HACCP rendszerében alkalmazhato molekularis modszerek attekintése (Simpson és
msai., 2002 , valamint Scott és mtsai., 2002 nyoman)
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Az E. coli és Enterococcusok mint tradicionalis higiénias indikatorok kimutatasa elengedhetetlen feltétele
az ivoviz mindsitésnek. Az Eurdpai Ivoviz Iranyelv (European Drinking Water Directive) e két mikrobat
kiemelten kezeli. A jelenlegi szabvanyok szelektiv taptalajon torténd tenyésztést kovetden kevés, un. ,kulcs”
biokémiai bélyeg azonositasan alapulnak, amely a részletesebb taxonomiai vizsgalatok tantsaga szerint
gyakran okozhatnak téves identifikaciot. A molekularis modszerek elénye abban rejlik, hogy a kimutatds nem
fligg sem az alkalmazott szelektiv taptalajok mindségétél, sem a mikroba adott fiziologiai allapotatol. A
kimutatas alapjaul szolgald célmolekula altalaban un. ,,szematofor” (taxondémiai relevanciaval rendelkezd)
molekula lehet, ugymint 16S és 23S rRNS ompA, gltA, stb. A vizsgalat alapelveit példaként Frahm és Obst
(2003) nyoman mutatjuk be

A vizminta 100 ml-ét ¢jszakan at nem-szelektiv pepton-levesben kell inkubdlni. A sejttdmeg
lecentrifugalasat kdveten proteinaz K kezeléssel a sejtek feltarhatoak, majd a feliiliszo6 hasznalhato a PCR
reakcidhoz. A célmolekula 23S rRNS, amely nagyobb méreténél és variabilitasanal fogva jobban alkalmas fajra
szelektiv primerek és probak tervezéséhez. A kimutatas specifitisa és érzékenysége Real-Time PCR
alkalmazasaval novelhetd. Az adott modszer a konvencionalis vizsgalati modszerrel egybevetve 96%
(Enterococcus) ill. 98% (E. coli) egyezést mutatott.

A mobdszer kétségtelen elénye a gyors — az éjszakai inkubaciot kovetd S oran beliili — eredmény. Hatranya
viszont hogy az eredmények nem kvantifikalhatéak. Figyelembe véve, hogy az emlitett mikrobak jelenléte
esetén —szamuktdl fliggetleniil — az adott viz ivovizként nem fogadhatd el, a mddszer alkalmazhatd az
ivovizellatast érinté kozegészségiligyi veszélyhelyzet gyors feltdrasara és monitorozasara. Real-time PCR
hianyaban dioxigenin-jeldlt probakat alkalmazva a modszer ELISA-leolvasohoz is adaptalhat6 (Frahm és msai.
2001).

Sajatos a helyezet a coliform baktériumok kimutatasa esetén. El6szor is tekintetbe kell venniink, hogy a
,,coliform” kifejezés nem taxonomiai kategoria! A tradicionalis definicid szerint coliform csoportba tartozonak



kell tekinteni minden olyan mikrobat: amely aerob vagy fakultativ anaerob, gram-negativ, nem spdoraképzo,
pélca alaku baktérium, 48 oOran beliill 37 C°-on a laktdzt sav és gazképzés mellett fermentalja. Jelenleg a
definiciot kiterjesztették a P-D-galaktozidaz pozitivitasra ill. a citokrom-oxidaz negativitdsra is. Ezek a
bélyegek adtak meg a molekularis azonositas célpontjait is. A PCR-alapt kimutatasok a lacZ gén (B-galak-
tozidaz) kimutatasan alapultak. Ezt alkalmazva azonban néhany mas faj nem volt kizarhat6. A késobbiekben a
16S rRNS Enterobacteriaceae specifikus szakaszanak alkalmazdsa szerencsésebb valasztasnak bizonyult.
Kétségtelen tény azonban hogy a szabvany szerint coliformként meghatarozott baktériumok jelentékeny része
taxonomiailag igen tavol all az Enterobacteriaceae csaladtol ezért e kategoriat — noha a viz higiéniai mindsitése
szempontjabol egy kényelmesen alkalmazhat6 indikator paraméter — a jovoben indokoltnak tlinne atértékelni.

A Pseudomonas aeruginosa kimutatasa a vizikozmiivek esetében szintén kitiintetett fontossagu. A felszini
vizre alapozott viztermelés €s a vezetett vizek esetében a HACCP monitorozas soran az egyike a leggyakrabban
kimutathaté mikrobaknak. Ez féképp annak koszonhetd, hogy a vizelosztdé rendszer szamos pontjan a
Pseudomonasok biofilm formajaban kitapadva masodlagosan is szaporodnak. Emtiasi és mtsai. (2004) parti
szlrést kutak és a vizeloszté rendszer biofilmjeit molekularis alapt DGGE modszerrel vizsgalva tobb Pseudo-
monas fajt mutattak ki. Figyelemre szamot tartd megallapitas tovabba, hogy a molekularis azonositds az
¢lébevonatban tobb Dechloromonas nemzetségbe tartozé baktérium jelenlétét is igazolta. Ezek a szervezetek
klorvegytiletekkel respiralnak, igy a biofilm mas klorézasra érzékeny baktériumainak védelmet nytjthatnak. A
Pseudomonas aeruginosa kimutatasa a vizikozmiivek HACCP pontjain igy kitlintetett fontossagu lehet. Sajatos
tény emellett hogy a Ps. aeruginosa kimutatasara hivatott szabvany altal leirtakat kovetve tobb, a Pseudomonas
fluorescens — putida csoportba tart6z6 baktérium is aeruginosaként hatarozhaté6 meg, ugyanis a szabvanyban
leirt elkiilonitd bélyegek nem diszkriminalnak kelloképpen. A Pseudomonas aeruginosa fajspecifikus
kimutatasat 23S RNS-re célzott probakkal Real-time PCR segitségével detektalhatjuk. Megfelelden tervezett és
jelolt probakkal az E. coli Enterococcus és Pseudomonas aeruginosa egy mintabol szimultan kimutathato.

In-situ hibridizacio

A baktériumok kimutatasara szolgald un. fluoreszcens in-situ hibridizacié (FISH) elsésorban Rudolf Amman
munkassaganak koszonhetéen egy évtizede keriilt igazan az érdeklédés homlokterébe. Az eljaras kezdeti
nehézségei miatt (jelentds szakértelem és munkaigényesség, szamos metodikai buktatd.) ugy tlint, hogy a
modszer megmarad az alap és alkalmazott kutatds szintjén. Az utdbbi 2-3 évben azonban a modszer
tokéletesitése és egyszeriisitése utan talan a rutin vizmikrobioldgiai vizsgalatok egyik legperspektivikusabb
eszkoze lehet. Az eljaras 1ényege hogy a fluoreszcensen jelolt, fajspecifikus oligonulkeotid probat targylemezre
fixalt (vagy akar a szlirdmembranon kifejlodott) baktériumokkal reagaltatjuk. Hibridizacios termosztatba
helyezve a proba csak az adott faj nukleinsavahoz fog specifikusan kotddni, igy a felesleges proba elmosasa
utan a sejtek a megkotott proba kdvetkeztében adott szinii fluoreszcenciat mutatnak. Armisen és Sevalis (2004)
16S rRNS ,,Colinsitu” prébaval megbizhatdéan mutattak ki E. coli-t felszini vizb6l (1. abra).
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1 abra. I. Escherichia coli kimutatdas FISH eljarassal (a) 1. eubaktérium specifikus probaval az E. coli (a)
mellett mds nem E. coli baktériumok is lathatoak (b) Armisen és Sevalis (2004) nyoman

Jelenleg mar tobb, kereskedelmi forgalomban is hozzaférhetd, szamos baktérium kimutatdsara alkalmas
FISH kit all rendelkezésre. A mddszer jelenlegi fejlettsége mellett egy adott baktérium pontos azonositasa csak



néhany ora, a kivitelezés egyszert, és egy fluoreszcens mikroszkdpon €s termosztaton kiviil egyéb specialis
eszkozt, miszert nem igényel.

Baktériumok tenyésztés nélkiili kimutatasa

Az eredendéen Norman Pace altal kidolgozott modszer a minta nukleinsav kivonasan alapul. Ez kdvetden a
baktérium eredetli nukleinsav taxonomiai relevanciaval rendelkezd szakaszait pl. 16S rRNS PCR-rel
szelektiven felszaporitjdk és azonositjak. Igy keresett mikroba tenyésztés nélkiil is kimutathaté. A modszer
kétségkiviil elegans és lehetdséget nyujt a tenyésztésbe nem vonhato ill. €16, de aktualisan nem tenyészthetd tin.
»dormans” allapotban 1évé baktériumok kimutatdsara. Kovacs és Zenke (2005) a modszer segitségével az
egerszaloki hévforras mikrobakdzosségét térképezte fel (2. abra).
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2. abra. Az egerszaloki hévforras vizébdl szarmazo DNS izolalasbol nyert 16S rDNS szekvenciak filogenetikai

crer

Jelentds hatrany azonban, hogy alacsony abundancia mellett — marpedig az ivovizet zomében ez jellemzi — a
moddszer nem megbizhato illetve a keresett mikroba csak nagyobb mennyiségii (1020 1) viz lesziirésével
»foghaté meg”. Ezen feliil pl. a DNS jelenléte nem egyértelmi{i bizonyiték, hogy az egy ¢él6 baktériumbol
szarmazott.

Ujabb kihivasok: a virusok és az ivovizek

A viz kozvetitette virusbetegségek kore a virologiai diagnosztika fejlodésével parhuzamosan boviil. Ezzel
parhuzamosan egyre né az igény, hogy a vizikézmiivek HACCP rendszerében a virusokat is figyelme vevd
veszélyelemzés kidolgozasra keriiljon. Ivovizek esetében az Enterovirusok, Rotavirusok, és ujabban a
Calicivirusok (Norovirus) jelentésége a kiemelendd. Figyelembe véve hogy a régebben tisztdzatlan hatterlinek
tartott enteritiszek 45-50%-a e két utobbi virus szamldjara irhato a fent emlitett igény nem meglepd. A hazai
szabalyozas csak a természetes fiirdok esetében ir el6 — opcionalisan — virusra hatarértéket (enterovirusok), ezt
azonban legjobb tudomasunk szerint senki nem vizsgalja. Figyelembe véve, hogy a vizsgalat kivitelezése még
mindig elég koriilményes, ez nem is til meglepd. Ehlers, Garbov és Pavlov (2005) iiveggyapoton torténd
adszorpcion alapuldé modszer szovettenyészet kozbeiktatdsaval RT-PCR segitségével mutattak ki kezelt és
kezeletlen ivovizbol Enterovirusokat. Figyelembe véve, hogy a felszini vizek 23-25%-ban tartalmazhatnak
Enterovirusokat, ill. akar a felsébb szakaszokon bevezetett kommunalis szennyviz esetében nagy
valdszintiséggel Rotavirusokat is, a virusokra irdnyuld vizsgélatokat HACCP rendszer vizkivételi teriiletre
iranyulé pontjain volna célszerti alkalmazni. Ennek sajnalatos moédon még mindig gatat szab a kimutatdsra
iranyul6 modszerek viszonylagos kiforratlansdga, bar az utobbi években szamos kereskedelmi forgalomban
elérhetd kit jelent meg.



Osszefoglalas

A molekularis diagnosztikai modszerek bevezetése a ivoviz mindsités és higiéne, valamit a vizikozmiivek
HACCP rendszereibe integralasa terén a kozeljovOben nagy attérés varhat6. Ennek alapjat az alkalmazhato
moddszerek kiforrottsaga, a jelenlegi modszerek viszonylagos avultsaga, a felgyorsult szabvanyositasi
folyamatok, és végiil de nem utolsdsorban az ezek mogott meghtizodo piaci torekvések képzik. A teljesség
igénye nélkiil felvonultatott molekularis diagnosztikai modszerek koziil egyesek, mint pl. a Real-Time PCR-en
alapuldé moédszerek és in-situ hibridizacié mas most bevezethetdek, mig masok, példanak okaért a DGGE mint
mindennapi rutin vizsgalatok jelenleg nehezen képzelhetéek el. Mindazonaltal ez utobbi jol alkalmazhato a
vizikdzmiivek kitermelési pontjainak, valamint vizelosztoé halozatanak esetenkénti allapotfelmérésére, kiilonds
tekintettel a biofilmekre.

Kétségtelen tény hogy a klasszikus mikrobiologian alapuld vizsgalatokhoz képest a molekularis kimutatasi
moddszerek jelentdsebb koltséghanyaddal jarnak, és az eredmények nem, vagy csak nehezen kvantifikalhatok
Ennek ellenére az eredmények megbizhatoésaga és gyorsasaga mindenképpen mellettiik szol. Ez az el6ny
elsGsorban a gyors reagalast igényl6 veszélyhelyzetek feltarasaban és nyomon kovetésében kamatoztathato, igy
jol kiegészitheti a jelenlegi bevett modszereket.
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