GFP tesztorganizmusok élelmiszer-
mikrobiologiai alkalmazasi lehetdségei és
korlatai’

Farkas Jozsef' és Mohdcsiné Farkas Csilla’

Szent Istvan Egyetem Elelmiszer-tudomdnyi Kara
'Hit6- és Allatitermék-technolégiai Tanszék és
? Mikrobiol6giai és Biotechnoldgiai Tanszék, Budapest
Erkezett: 2003. jdnius 10.

Egy kordbbi Hungalimentaria rendezvényen mar beszdmoltunk a
bakteridlis luciferdz szintézisét kdédold lux gént tartalmazd baktériumok
haszndlatanak lehetdségeirdl biolumineszcencidjuk érzékeny, specifikus és
egyszerd detektaldsa alapjan. A IuxAB biolumineszcens marker gén
haszndlatakor a luciferdz 4ltal katalizadlt fénykibocsatédsi reakcié specifikus
szubsztrat adagolédsat igényli és a fénykibocsdtds intenzitdsa fiiggvénye a
sejtek  anyagcsere aktivitdsdnak. Ismeretessé valt azonban egy
fluoreszcenciara képes fehérje (green fluorescent protein, GFP), amelyet
els§ izben az Aequorea victoria csendes-6cedni medizabdl izoldltak az
1960-as években. A biotechnikai és molekular-biolégiai moddszerek
fejlédésének koszonhetéen ezt a fehérjét szintetizdlo képességet kodolo
gént 1is sikeriilt plazmid vektorok segitségével Aatvinni szdmos mas
szervezetbe, igy kiilonféle rekombindns mikroorganizmusokba is. A GFP a
gén-expresszdlédds nem-invaziv markereként ily moddon ugyancsak uj
utakat nyitott szdmos sejtbioldgiai jelenség és folyamat in situ
tanulméinyozdsdra. A GFP rekombindnsok biokémiai és immunoldgiai
sajatsdgaikban nem kiilonboznek az anyatorzsektdl és a vizsgdlatok
tobbsége szerint - ha nem tuilzott a GFP-képzés - a szaporoddsi kinetikajuk
sem kiilonbozik szamottevéen (OSCAR, 2003).

A GFP szerkezete és a GFP-transzformans
mikroorganizmusok

Megallapitdst nyert, hogy e zdlden fluoreszkdld, kisméretd, 27 kDa
molekulatomeg( fehérje 238 aminosavbol épiil fel. Fluorofor (kromofor)
része a lampion-, ill. hordd-alaku, hengeres térszerkezetd fehérjemolekula
belsejében van. A fluorofor kialakuldsa levegd (oxigén)-igényes folyamat.

* ,,Hungalimentaria 2003" konferencian, Budapesten 2003. &prilis 23-dn tartott elGadds
alapjan.
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A GFP szerkezete (1. dbra) olyan, hogy a szétgombolyoddsat eldidézd,
denaturdlé dgenseknek meglehetdsen ellendllé (WU et al., 1997). Ugy
latszik, hogy a fluoroforjanak a képzGdését a hdmérséklet befolyasolja €s
30-37 °C-nédl nagyobb hdémérséklet nem kedvez a kialakuldsdnak, ha
azonban kialakult, mar magasabb hémérsékleten is stabilis (TAKEUCHI &
FRANK, 2001). Denaturdlédaskor a GFP elveszti a jellegzetes zo6ld
fluoreszcenciajit. Bizonyos koriilmények kozott azonban a denaturdldodas
reverzibilis és a fluoreszcencia dudjra megjelenik. A fluoreszcencia
gerjesztési spektrumdnak a maximuma 390-396 nm-nél van, de 475 nm-nél
i1s van egy kisebb gerjesztési sdv. Az emittalt fény spektrumdnak
maximuma 395 nm-es gerjesztéskor 508-511 nm-nél van. A fluoreszcencia
eldidézése nem igényel semmilyen kofaktort. A luciferdzzal ellentétben a
GFP ugyanis nem enzim, a fluoreszcencia megnyilvdnuldsdhoz a GFP-
rekombindns mikroorganizmusokban a luciferdzt képezd biolumineszcens
transzformdnsokkal ellentétben nincs sziikség (exogén) szubsztritra, vagy
kémiai energidra, csak ultraibolya vagy kék fény haszndlatidra. Ultraibolya
lampdaval és CCD (charge-coupled device)-kamerds képanalizdtorral
felszerelt ,,sotét-kamréat” haszndlva megoldottdk a GFP baktériumtelepek
automatikus szamlaldsat egyéb, nem fluoreszkalo baktériumtelepek kozott.

1. abra: GFP dimer szalag-abraja (WU et al., 1996)

A GFP olyan mutédnsai is elddllithatok, 1ll. 1zoldlhatok voltak, amelyek
fokozottabb  fluoreszcencidt mutatnak megfeleléen megvalasztandé
gerjesztési hullamhossz esetén (enhanced, EGFP varidnsok) (HELM et al.,
1995; CORMACK et al., 1997). Ezek a rekombindnsok még szélesebb kord
és innovativabb alkalmazasokat tesznek lehet6vé, mint az eredeti GFP
szervezetek.
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Példak GFP-tesztorganizmusok alkalmazasaira

Nyilvanvalé, hogy a GFP ¢és a GFP-t ko6doléo gént tartalmazé
tesztorganizmusok a fluoreszcencidjuk eldidézése révén a kornyezetiikbdl
specifikusan kimutathatévd véalnak, ami élelmiszervizsgélati, ill. élelmi-
szer-mikrobioldgiai szempontbdl is figyelmet érdemel. Ezért el8szor a
témakor irodalmabol néhany alkalmazési példat irunk le roviden, majd
beszdmolunk sajat kezdeti kisérletes tapasztalatainkrol, amelyek a
lehet&ségeket és a korldtokat is illusztrdljak.

Folyadék-tenyészetben aramlasi citometriat, talaj-szuszpenzidk
vizsgalatakor pedig a CCD-erGsitésti mikroszkopot, illetve gyoOkérzet
feliiletét vizsgalva konfokalis 1ézer mikroszkopot hasznaltak ,,GFP jelzett”
baktériumok kimutatdsdra (UNGE et al., 1997). Az epifluoreszcens és/vagy
a konfokdlis 1ézer mikroszkép uj lehetGséget nyudjt a "fluoreszcensen
jelzett" tesztorganizmus és az esetleges gén-transzfer érzékeny, szelektiv
észlelésére €s a tesztorganizmus elhelyezkedésének tanulményozésara egy
biofilmet alkoté mikrobakdzdsségben (STERNBERG et al., 1997). Ily
moddon €16 4allapotd biofilmben, festés nélkiil vizsgdlhatdé a tisztitds, a
biofilm-eltdvolitds hatékonysdga is (ARRAGE & WHITE, 1997).
SKILLMAN ¢és munkatarsai (I1998) Enterobacter agglomerans ¢és
Escherichia coli GFP-rekombindnsok biofilm képzését és mads biofilm
képz6  baktériumokkal  kolcsOonhatdsait  tanulmanyoztdk. Hasonlo
modszerekkel vizsgdltak GFP transzformansok megkotddését gyliimdlesok,
z6ldségek (BURNETT et al., 2000; TAKEUCHI & FRANK, 2001) és allati
eredetdi élelmiszer-nyersanyagok (LING et al., 2000; PRACHAIYO &
McLANDSBOROUGH, 2000) feliiletein, 1ill. kolcsonhatdsukat ezek
szoveteivel.

GFP-rekombinans torzsével vizsgdltdk az E. coli 0157:H7 tulélési
képességét almaborban és narancslében (FRATAMICO et al., 1997) a
szélesztéses leoltdsokbdl fejl6dd koldnidkat ultraibolya megvildgitas
mellett szamlalva. Elvileg a GFP rekombinansok fluoreszcencian alapulo
szelektiv kimutatdsa megbizhatobb lehet tulélési vizsgalatokban, mint a
vizsgdlandoé mikroorganizmusnak szelektiv tdpagdrokkal valo
kitenyésztése, mert a GFP mikroorganizmus kimutatisdéhoz nem kell
szelektiv taptalajt haszndlni, ilyen moddon Ilehetséges azoknak a
szubletdlisan kdrosodott baktériumoknak az észlelése is, amelyek szelektiv
tdptalajon koloniaképzésre képtelenek volndnak. Ugyanakkor azt is
mérlegelni kell, hogy a GFP hosszabb-rovidebb ideig fluoreszcens
maradhat életképességét mar elveszitett sejtben is, igy a fluoreszcencia
észlelése és a sejt életképessége kozotti kapcsolat nem biztos, hogy minden
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esetben fenndll (TAKEUCHI & FRANK, 2001). Ilyen eredményre vezetett
BURNETT & BEUCHAT (2002) kozlése szerint olyan vizsgélat is, ami mar
arra 1s kiterjedt, hogy dezinficialé szerek hatdsait tanulmédnyoztak
EGFPjelzett E. coli 0157:H7 sejtjein. Megéllapitottdk, hogy vizes
szuszpenzioban vagy alma feliiletére oltva az EGFP E. coli sejtek
€¢l6csiraszamédnak csokkenését hipoklorit oldattal végzett dezinficidlas
esetén kovette a relativ fluoreszcencia intenzitds csdkkenése és az életben
maradt sejtek a fluoreszcencidjukat megtartottdk. Ecetsav oldattal végzett
»dezinficidladskor” azonban a tulélé sejtek is elvesztették a
fluoreszcencidjukat, hidrogén-peroxid oldattal végzett kezelés utdn viszont
fluoreszcens EGFP maradt az elpusztult sejtekben is. Ezek a tapasztalatok
azt mutatjdk, hogy a dezinficidlészerek hatdsdnak kitett GFP
transzformédnsok populdciéi fluoreszcencidjdnak a vizsgdlata nem
megfeleld sem az é16-, sem az Osszes sejtszdm meghatdarozdsdnak a
helyettesitésére.

Vizsgalataink GFP rekombinians baktériumokkal

Miutén brit kollégdktol, ill. az MTA Novényvédelmi Kutatd Intézetébdl
néhdny GFP rekombindns baktériumtorzset kaptunk, el6szor azt kivantuk
megdllapitani, hogy spektrofluoriméterrel milyen élG6csiraszamu GFP
baktériumszuszpenzidk fluoreszcencidjat tudjuk értékelni, és azt, hogy a
hékezelés, a gamma sugdrkezelés vagy a nagy hidrosztatikus nyomés-
kezelés hatdsara bekovetkez6 élGcsiraszam-csokkenés kovethetd-e a
fluoreszcenciajuk mérésével.

A Nagy-Britannidbol szdrmazd GFP rekombindns Listeria
monocytogenes torzsiink ,,voros eltolasi” GFP varidns, amely 488 nm-s kék
fénnyel gerjesztve fluoreszkal. A plazmidja meglrzéséhez 7 mg/l
kléramfenikolt tartalmazé tdptalajon tartandd fenn. Az egyrészt Nagy-
Britannidbo6l, madasrészt az MTA Novényvédelmi Kutaté Intézetébdl
szarmazd, tobbféle E. coli GFP transzformdnsok ml-enként 100 pg
ampicillin-t igényelnek a plazmidok fenntartdsdhoz. A 2. dbra az utdbbi
torzsek koziil az Ec-1 jelzésd torzs ampicillin mentesen, ill. ampicillin-t
tartalmaz6 BHI téptalajon, 37 °C-on, 48 6ra alatt kifejl6dott vonalkultirdit
mutatja ultraibolya ldmpdval (sulyponti hulldmhossz kb. 366 nm) tortént
megvilagitas esetén. A 3. 4dbrdn ugyanennek a torzsnek ampicillint is
tartalmaz6 BHI tdptalajjal képzett lemezontéses (bal oldal), ill. szélesztéses

(jobb oldal) kolénidi vetheték Ossze.
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2. abra: Escherichia coli GFP transzformans ampicillin-mentes
(baloldali lemez) és ampicillin-tartalmua (jobboldali lemez)taptalajon
kifejlodott vonalkultarai ultraibolya megvilagitasban

3. abra: Escherichia coli GFP transzformans lemezontéses (baloldali
lemez) és szélesztéses modszerrel (jobboldali lemez) képzett koloniai
ultraibolya megvilagitasban

Kezeletlen foszfat pufferes szuszpenzidk élGcsiraszdmdnak logaritmusa
€s a fluoreszcencia intenzitds logaritmusa kozotti kapcsolatot Perkin-Elmer
gyartményd és Jobin-Yvon ,,Fluoromax” spektrofluoriméterekkel vizsgédlva
megdllapithattuk, hogy a GFP baktériumok 7,0 pH-ju foszfat pufferes
szuszpenzidinak fluoreszcencia intenzitisa a hattér (a sejtmentes puffer)
fluoreszcencia-szintjét csupdn 10°-107/ml sejtszamt6l kezdve haladja meg,
az ennél nagyobb sejtslrliségek tartomdnydban azonban lényegében linedaris
Osszefliggés van az él8csiraszdmmal (4. dbra). Ez hozzdvetSlegesen azonos
mérési érzékenység, mint a fotometrids abszorbancia (turbiditds) méréseké.
Problémat jelent azonban az is, hogy a fluoreszcens tesztorganizmus
tapkozege, ill. az az élelmiszer, amelyen vizsgdlni akarndnk,

autofluoreszcencidval rendelkezhet olyan hulldmhossz-viszonyok kozott,
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ami a GFP kimutatdsdhoz sziikséges, ami tovdbb csokkenti a
spektrofluorometrids GFP-detektdlas érzékenységét (5. abra). Ilyen
tekintetben kedvezdbbek voltak a tapasztalataink a [uxAB (luciferaz-
tartalmu) biolumineszcens tesztorganizmussal végzett korabbi
vizsgdlatainkndl (FARKAS et al., 2002), ahol az él6csiraszdam és a
luminométerrel mérhetd biolumineszcencia intenzitds kozotti kapcsolat mar

ol

kb. 10°/ml sejtstrségtdl linedris korreldciét mutatott az él6csiraszammal.
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4. abra: GFP transzformans baktériumok foszfat pufferes
szuszpenzidinak relativ logaritmikus fluoreszcencia intenzitasa az
élocsiraszamok logaritmusai fiiggvényében
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5. dbra: Listeria monocytogenes GFP transzformans vizes
szuszpenzidinak relativ fluoreszcencia intenzitiasa a gerjesztési
hullamhossz (390 nm vagy 488 nm) és a sejtsiiriiség fiiggvényében, a
BHI tapoldat, ill. foszfat puffer autofluoreszcenciajanak mértékével
(szaggatott vonalak) Osszevetve
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Fizikai mikroba-pusztit6 hatdsoknak a GFP tesztorganizmusok
segitségével vald kovethet6sége vizsgdlatira az  antibiotikummal
kiegészitett BHI tapoldatban, 30 °C-on végzett rdzatas kozben eldallitott
biomasszdjat ismételt lecentrifugdlds és pH 7.0 foszfat pufferes mosds utdn
a foszfat pufferrel felszuszpendaltuk és a szuszpenzid alikvot részeit 0,5,
1,0 és 2,0 kGy gamma sugdradagokkal kezeltiik, valamint 60 °C-on 5, 10,
15 és 20 perces hokezelésnek vetettiik ald, kontrollként a kezeletlen
szuszpenzidt haszndlva. A foszfat pufferes baktérium-szuszpenzidk
fluoreszkaldsat Perkin-Elmer gyartmanyu spektrofluoriméterrel mértiik. Az
E.coli SURE torzs GFP transzforménsa egy tipikus, 400 és 600 nm
hulldmhossz-tartomédnyban felvett emisszids spektrumdt mutatja a 6. dbra.
A 7. és 8. dbrdk pedig azt illusztrdljdk, hogy sem a hdékezelés, sem a
besugdrzds nem csOkkentette sem a Listeria monocytogenes, sem az
Escherichia coli fluoreszcens varidnsainak a fluoreszcencidjat, noha
példdaul a 2 kGy-s sugdradag mindkét torzs esetén az élGcsiraszdmot
mintegy 8 nagysdgrenddel csdkkentette és a 60 °C-on 20 perces hékezelés

hatdsdra is 4-5 nagysdgrenddel csdkkent az él6csiraszdmuk.
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6. abra: Az Escherichia coli SURE GFP transzformans vizes
szuszpenzidojanak emisszios spektruma.

A nagy hidrosztatikus nyomds hatdsat vizsgidlandé hasonld kisérletet
végeztiink, de a fluoreszcencia méréséhez Jobin-Yvon gyartmanyu
Fluoromax tipusd, foton-szdmldlé spektrofluorimétert haszndltunk. Az
eredmények ez esetben is azt mutattdk, hogy a nagy hidrosztatikus nyomas
altal el6idézett élGcsiraszam  csOkkenéssel sem  jart egylitt a
baktériumszuszpenzidk fluoreszcencidjdnak csokkenése, a GFP tehat a
nyomdskezelés hatdsdra sem denaturdldédott (9. dbra). E tapasztalataink
tehat a GFP-nek az élelmiszereket paszt6rozd hatdsu fizikai dgensekkel
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szembeni meglepden nagy rezisztencidjat mutatjdk, igy az antimikrobds,
¢lelmiszertartdsitdo kezelések mikrobioldgiai hatdsdnak nyomonkdvetésére
ilyen tesztorganizmusok fluorimetrids vizsgalata nem hasznalhatd.

Listeria monocytogenes Escherichia coli SURE
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7. abra: Listeria monocytogenes és Escherichia coli GFP
transzformansok szuszpenzioi élocsiraszamanak (log N) és
fluoreszcencia intenzitasanak (log CPS) 6sszevetése a hokezelés
idotartamanak fiiggvényében
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8. abra: Listeria monocytogenes és Escherichia coli GFP transzformans
szuszpenzioi élocsiraszamanak (log N) és fluoreszcencia intenzitasanak (log
CPS) osszevetése a gamma sugarkezelés dozisanak fiiggvényében
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9. abra: Listeria monocytogenes és Escherichi coli GFP transzformans
szuszpenzioi élocsiraszamanak (log N) és fluoreszcencia intenzitasanak (log CPS)
Osszevetése a nagy hidrosztatikus nyomas mértékének fiiggvényében
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Biztatobb eredményeket kaptunk egy dédn-magyar egyiittmikodési
kisérletsorozat keretében, amely sordn egyikiink (M.-F. Cs.) a koppenhégai
Kirdlyi Allatorvos- és Agrartudomdnyi Egyetem Tejgazdasdgtani és
Elelmiszer-tudoményi Intézetében egy, a dan kollégdk torzsgydjteményébsl
valé GFP-transzforméns Escherichia coli torzsnek BHI tdpagar feliiletén
valé szaporoddsit vizsgalhatta levegd vagy szén-dioxid atmoszféra
jelenlétében, specidlis epifluorenscens mikroszkop segitségével 15 °C
hémérsékleten végzett tarolds folyamdn. A vizsgdlati rendszerben a sejtek
fluoreszcencidja (az emittdlt fény szine) a sejtek belsd pH-jatol fiiggott
(GULDTFELDT et al.,1998). A bels6 pH valtozdsa az un. fluoreszcencia-
ardny képanalizdtoros mikroszkopizdlds (fluorescence ratio-imaging
microscopy, FRIM) technikdval tortént. A latéterek elemzése hitott CCD
kamera és egy specidlis szoftver segitségével végzett képanalizis d&ltal
lehetévé tette nemcsak a mikrokoldnia-képz6dés, hanem a sejtek ¢és
kornyezetiik pH-valtozasdnak a kovetését is (SIEGUMFELDT et al., 1999).
Megéllapithaté volt, hogy a sejtek bels6 pH-ja nem csak a kiils6 pH-nak
volt a fiiggvénye, hanem a C0,-nak is. A tdpagdr feliileti rétegének a pH-jat
a szén-dioxid gaztér csupidn kismértékben csokkentette ugyanakkor
szamottevOen gatolta a baktérium-szaporodast (10. 4abra). Hasonlo
vizsgdlatokat végeztiink a GFP tesztorganizmusnak csirkebdrre valé
rdoltdsa utdn és leveg@ben vagy szén-dioxid gdztérben végzett tdroldsa
kodzben is, azonban ez esetben a csirkebdr hattér jellege miatt nehezebb volt
a mikrokolonidk képzGdésének kovetése.

CO; 1 nap O: 1 nap

CO; 4 nap

10. abra: Escherichia coli GFP transzformans BHI tapagar feliiletén,
15 0C-on valé szaporodasanak gatlasa CO, atmoszféraval, az aerob
koriilmények kozotti mikrokolonia képzéshez viszonyitva
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Osszefoglaléan megallapithat, hogy bar az emlitett korldtozé tényezdk
egy része innovativ megkozelitéssel a jovOben lekiizdhetévé vélhat, a
publikiaci6  targyat képez6  rekombinans  mikroorganizmusok a
vizsgdlatukhoz tobbnyire sziikséges specidlis és koltséges technikdk miatt
egyelére inkdbb a kutatédlaboratériumok potencidlis fegyvertdrat
szaporitjdk, mint a rutin vizsgalatokét.

A hazai kisérletekben valé technikai segitséget Andrdssy Evdnak és Szaboné Simon
Anndnak koszonjiik. A hidrosztatikus nyomds-kezelésekért Mészdros Ldszlo
egyetemi adjunktusnak tartozunk koszonettel. A GFP tesztorganizmusokat a Cardiff-
i Egyetemrdl, Dr. Julian Wimpenny professzor, ill. a Nottinghami Egyetemrdl Dr.
William Waites professzor, valamint az MTA Novényvédelmi Kutato Intézetébdl Dr.
Czelleng Arnold bocsdtotta rendelkezésiinkre. A Perkin-Elmer miiszerekkel végzett
mérésekre kapott lehetéséget Dr. Baldzs Ervin (Mezdgazdasdgi Biotechnolégiai
Kozpont, Godolls) és Dr. Toth Kldra (BME Altaldnos és Analitikai Kémiai Tanszék,
Budapest) akadémikusoknak koszonjiik. Sajdt Fluoromax miiszeriink beérkezése
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