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Luhendid

BAC - bacterial artificial chromosome — bakteriaalne kunstkromosoom

BOX  — 154 aluspaariline korduselement bakterigenoomis

bp — base pair — aluspaar

CFU  — colony forming unit — kolooniat moodustav {iksus

CGA  —community genome array — koosluse genoomikiip

ERIC - enterobacterial repetitive intergenic consensus — enterobakteriaalsed
korduvad geenidevahelised konsensusjérjestused

FGA  —functional gene array — funktsionaalne geenikiip

FISH - fluorescent in situ hybridisation

kb — kilobase — tuhat aluspaari

MPN  —most probable number — kdige tdendosem arv

ORF  —open reading frame — avatud lugemisraam

PCR  —polymerase chain reaction — poliimeraasi ahelreaktsioon

POA  —phylogenetic oligonucleotide array — fiilogeneetiline oligonukleotiidikiip

RDP  — Ribosomal Database Project

REP  —repetitive extragenomic palindromic sequences — 35-40 aluspaarilised
kromosoomivilised palindroomsed kordusjirjestused

RFLP —restriction fragment length polymorphism — restriktsioonifragmendi pikkuse
poliimorfism

RSGP —reverse sample genome probing

SSU  — small subunit (SSU rRNA = 16S rRNA)



Sissejuhatus

Teadmised meid timbritsevatest mikroobikooslustest on kaua aega olnud
tagasihoidlikud, sest mikrobioloogide peamine t66pold — kultiveerimine — on
voimaldanud uurida vdhem kui 1% biosfddri eeldatavast mitmekesisusest.
Sekveneerimise leiutamine pani aluse mikroobide identifitseerimisele ning
fiillogeneetilise kuuluvuse madramisele nukleiinhapete jérjestuste pohjal ilma
kultiveerimiseta. PCR (poliimeraasi ahelreaktsioon) kiirendas oluliselt DNA jirjestuste
eraldamise protsessi, mis eelnevalt sOltus aegandudvatest kloonimise ja
sOelanaliiisimise etappidest, kuid uurida suudeti véheseid jérjestusi korraga. Niiiid,
mikrokiipide viljaarendamisega, on tekkinud enneolematu vdimalus massiivselt
paralleelseks nukleiinhapete tuvastamiseks ning mikroobsete koosluste uurimiseks
looduslikes keskkondades. Mikrokiipidega on vdimalik {ihes ainsas Kkatses
identifitseerida kiimneid geene v4i muid jérjestusi.

Keskkonnaproovide analiilis mikrokiipidega on kiill alles lapsekingades, kuid
tehnoloogia on pilvinud suurt tdhelepanu ning jarjest rohkem teadlasi tootab vilja uusi
kiibiformaate ning tdiendab vanu. Todtatakse vélja kiipe, uurimaks mikroobikoosluste
struktuuri ja funktsiooni ning nende ajalist ja ruumilist diinaamikat, et paremini mdista
mikroorganismide rolli ning kasutamisvdimalusi ldmmastiku- ja siisinikuringes, fosfori
utiliseerimises, orgaaniliste saasteainete lagundamises, metallide timberjaotamises
keskkonnas, fiitoremediatsioonis, elavhobeda eemaldamisel veest ja pinnasest ning

paljudes teistes protsessides.



1. Nukleiinhapete hiibridiseerimine vs klassikaline kultiveerimine

Mikrobioloogia siinnist alates on mikroobide identifitseerimine ning arvukuse
madramine nii looduslikest keskkondadest kui ka kliinilistest proovidest pohinenud
oskusel neid kultiveerida. Isoleeritud puhaskultuuride voi defineeritud segakultuuride
iseloomustamiseks kasutati ja kasutatakse siiani erinevaid biokeemilisi, fiisioloogilisi
ning morfoloogilisi omadusi. Levinud meetodid elus bakterite arvukuse méaéramiseks on
erineva lahjendustega proovidest moodustunud CFU-de (kolooniat moodustavate
iksuste) loendamine Petri tassilt ja MPN (kdige tdendosem arv) arvutamine, kuid nende
kasutus ei laiene koikidele mikrorganismidele (Amann jt., 1995).

Kultiveerimisel on aga tliks suur puudujidk — enamikke mikroorganisme ei
suudeta sobiva metoodika puudumise tottu tdnapdevani kultiveerida. Oleks vale 6elda,
et neid on vdimatu kultiveerida, sest looduses nad ju eksisteerivad. Lisaks, CFU-sid
loendades vOib bakterite arvukust alahinnata kuni mitmeid suurusjirke, sest
mikroobidel on omadus langeda mittekultiveeritavasse olekusse (Amann jt., 1995).
Kultuuride identifitseerimine klassikalistel meetodil on ka aegandudev, paljalt
mikroobide kasvatamine vajaliku rakutiheduseni vdib aega votta paevi.

Kuigi bakterite morfoloogiat on vdimalik mikroskoobi all jélgida ka ilma
kultiveermata, siis erinevalt loomadest ja taimedest on mikroorganismide morfoloogia
enamasti liiga lihtne, et olla heaks klassifitseerimise ning identifitseerimise aluseks.
Geneetiliselt darmiselt erinevad bakterid voivad morfoloogiliselt olla eristamatud.
Evolutsiooniliselt iiks varem hargnevaid baktereid, hiipertermofiil Aquifex pyrophilus,
ndeb vilja nagu tiilipiline batsill. On ka vastupidiseid nditeid morfoloogiliselt hésti
eristatavatest kultiveeritamatutest mikroobidest
(Amann jt., 1995).

Sellest tulenevalt on igasugune identifitseerimine ja usaldusvéddrne arvukuse
midramine ilma kultivatsioonita revolutsiooniline (Amann jt., 1995). Uheks selliseks
paljulubavaks ja ennast mitmetes katsetes tdestanud alternatiiviks on nukleiinhapete
hiibridiseerimisel pdhinevad tehnikad (Amann jt., 1995; Zhou, 2003). Erinevalt

klassikalistest meetoditest vdivad nad olla kiired, suure l4bilaskevdimega (Zhou, 2003)



ning vOimaldada vdga  erinevate  mikroobikoosluste  analiilisimist  otse
keskkonnaproovidest (Amann jt., 1995; Smallt., 2001; Keramas, 2004; Zhou, 2003).
Nukleiinhapete hiibridiseerimine abil on pohimdtteliselt vdimalik tuvastada
absoluutselt koiki erinevaid mikroorganisme, sest iilimuslikult soltub koikide
organismide fenotlilip nende genotiiiibist. Senised katsed on néidanud, et
hiibridisatsioonitehnikad on potentsiaalselt spetsiifilised — suudetakse eristada
tihenukleotiidilise erinevusega DNA fragmente (Zhou ja Thompson, 2002; El
Fantroussi jt., 2003); tundlikud — nukleiinhappeid on vdimalik detekteerida otse
keskkonnaproovidest, ilma eelkasvatuseta voi isegi amplifikatsioonita (Small jt., 2001;
El Fantroussi jt., 2003); kvantitatiivsed (Zhou ja Thompson, 2002); suure
labilaskevoimega — kiired (Kempf jt., 2000; Zhou, 2003) ning paralleelanaliitisi
voimalusega (Zhou, 2003); paindliku lahutusvdoimega — erinevaid sihtmérkjarjestusi
ning hiibridisatsioonitingimusi valides on voimalik mikroobe identifitseerida nii tiive,

liigi, perekonna kui ka kdrgematel tasanditel (Zhou, 2003; Amann, 1995).



2. Erinevaid meetodeid mikroobide identifitseerimiseks hubridiseerimise
abil

Hiibridiseerimisel pdhinevaks identifitseerimise meetodiks voib pdhimdtteliselt
nimetada mistahes meetodit, kus leiab aset DNA-DNA voi DNA-RNA molekulide
hiibridiseerimine.

Laias laastus voib kasutatavad meetodid jagada kaheks: otseselt PCR-ga seotud,
kus PCR on keskse tihtsusega ning valikuliselt PCR-ga seotud meetodid, kus PCR ei
kasutata voi kasutatakse vastavalt vajadusele, nditeks mikrokiibid.

PCR ehk poliimeraasi ahelreaktsioon on meetod, mida kasutatakse DNA
molekulide spetsiifiliseks paljundamiseks. PCR koosneb kolmest pdhilisest etapist:
DNA molekulide denatureerimine iiheahelalisteks, DNA praimerite seondumine
paljundatavale DNA-le, uute ahelate siintees termoresistentse poliimeraasiga. Neid
kolme etappi korratakse, tavaliselt 30-40 tsiiklit, kuni saavutatakse piisavn DNA
kontsentratsioon edasiseks uurimistooks.

Mikrokiipide all moistetakse antud t60s klaasplaati, kuhu on robotite abil
kovalentsete sidemetega korrapéraselt kinnitatud erinevad lineaarsed iiheahelalised
DNA molekulid. Klaasplaat vdib olla vooderdatud poliiakriitilamiidgeeliga, mispuhul
DNA kinnitatakse kovalentselt geelipatjade kiilge (Guschin DY, 1997).

2.1 PCR kasutamise eelised

PCR amplifikatsioon on pakkunud vodimsat ja kultiveerimisest soltumatut
vahendit mikroobikoosluste analiiiisiks, mis on tdiendanud teadmisi mikroobide
mitmekesisusest ja evolutsioonist. Viljatootatud PCR  protokollide lihtsus,
usaldusvdirsus, moistlik kiirus ning tulemuste reprodutseeritavus voimaldab tema
kasutamist rutiinsetes analiilisides ning mass-sdelanaliilisimise siisteemides (Keramas
jt., 2004). PCR paljundab iiles ka surnud rakke ning tundmatuid mikroobe, mis v3ib
segada arvukuse midramist, kuid toiduanaliilisides on see eeliseks, sest ka inaktiivsed ja
tundmatud bakterid voivad tervisele ohtlikud olla (Keramas jt., 2004).

Madala biomassi korral keskkonnaproovides vodivad ka hea tundlikkusega

hiibridiseerimismeetodid, nagu mikrokiibil pdhinevad, anda ndrki ning raskelt



analtitisitavaid signaale. Tundlikkuse parandamiseks on tdenéoliselt lihtsam kasutada
PCR; kui optimiseerida hiibridisatsioonitingimusi ning detektsiooniriistvara. Samas

kaasneb PCR-ga terve rida unikaalseid ohte.

2. 2 PCR kasutamise puudused

Koikide eeliste korval on PCR meetodil mitmeid puudusi, millest osad
poOhjustavad lihtsalt ebamugavusi, teised aga voivad viia katsete tulemuste vale
tdlgendamiseni.

Esiteks, PCR nouab lisakulutusi. Nii aparatuur kui kasutatavad lahused ning
ensiilimid on suhteliselt kallid vorreldes kultiveerimisega. Kulutusi on voimalik kokku
hoida, tehes mitu reaktsiooni iihes segus, kuid see nouab hoolikat praimerite disainimist
ning hiibridisatsioonitingimuste valimist, et véiltida mittespetsiifilisi produkte.

PCR votab aega. PCR kasutamine koos mikrokiibi tehnoloogiaga, kus saab
analiilisida tuhandeid nukleiinhappe fragmente korraga, voib muuta lébilaskevdime
hoopis piiravaks faktoriks, mis on muidu mikrokiipide suureks eeliseks (Vora jt., 2004).
Lisaks voib keskkonnas esineda PCR inhibiitoreid, mis tuleb enne reaktsiooni
korvaldada (Rasmussen jt., 1996).

PCR-1 on keeruline seostada vélitingimustes labiviidavate
hiibridiseerimiskatsetega (Small, 2001).

Selektiivse praimeerimise, kdrgemat jarku struktuuride voi sihtmérk jarjestuse
suhteliselt vdikese hulga tottu voib PCR paljundada erinevaid sihtmérke ebaiihtlaselt,
anda ebaspetsiifilisi produkte (Amann jt., 1995;). PCR amplifitseerib selektiivselt
nditeks madala G + C sisaldusega matriitse, kuna neid on lahuses iiheahelalisena
rohkem (Suzuki ja Giovannoni, 1996).

Olenemata matriitside alghulgast lahuses, vdivad erinevate amplikonide
kontsentratsioonid pidrast amplifikatsiooni ldheneda suhtele 1:1 nn inhibitoorse efekti
tottu, mis segab efektiivselt kvantitatiivset analiilisi. Seda seletatakse produktide
paljunemise kéigus amplikonide aina suuremast tOendosusest praimeri asemel
teineteisega seonduda. (Suzuki ja Giovannoni, 1996). Arvukuse madramisel tuleb

arvesse votta ka, et IDNA operonide koopiaarv on mikroobiti erinev ning andmebaaside



andmetel universaalsed praimerid voivad looduses osutuda selektiivseteks (Cottrell ja
Kirchman, 2000).

Homoloogiliste geenide koamplifikatsioon viib kiméidride moodustumiseni
(Wang G ja Wang Y, 1996; Amann jt., 1995). Kimiirid on hiibriidse jarjestusega DNA
molekulid, mis tekivad PCR-i kdigus kui liks uuritav DNA fragment toimib teise,
homoloogse, fragmendi praimerina. Kimdarid segavad proovide analiilisi ning voivad
viia olematute liikide ,,avastamiseni” (Wang G ja Wang Y, 1996). Peaaegu identsete
SSU rDNA jérjestuste koamplifikatsioonil on tdheldatud 30% kimiérsete jarjestuste
moodustumist, 82% ja 86% sarnasuse puhul tekkis vastavalt 12,9% ning 14,7% kiméére
(Wang G ja Wang Y, 1996). Moodustunud kiméére paljundatakse PCR-s edasi vordselt
teiste produktidega (Amann jt., 1995).

Kokkuvotteks voib siiski Oelda, et oOigete hiibridisatsioonitingimuste ja
praimerite valikul ei ole spetsiifilisuse saavutamine iiletamatuks probleemiks.
Probleemiks on pigem optimaalsete protokollide viljatodtamine, mis vdib votta palju
aega ning ressursse. Esialgsetesse PCR tulemustesse on soovitatav suhtuda kriitiliselt, et

voimalikke valeinterpretatsioonie dra hoida.

2. 3. Otseselt PCR-ga seotud meetodid

2. 3. 1 PCR-geelelektroforees

PCR-geelektroforeesi abil saab kontrollida teatud DNA voi RNA jérjestuste
esinemist uuritavas nukleiinhapete segus. PCR etapil on kaks eesmirki: esiteks,
kopeerida segust nukleiinhappest ainult uuritav fragment ja teiseks, paljundada seda
kuni detekteeritava kontsentratsioonini. Moodustunud amplikonid lahutatakse
geelelektroforeesiga ning biandide mustrist saab tuletada informatsiooni nukleiinhapete
jarjestuse ning mikroobse péritolu kohta.

PCR-geelelktroforeesi iiheks rakenduseks on nn ribotiiiipimine. Ribotiilipimisel
paljundatakse PCR-ga iiles erinevaid rDNA piirkondi, lahutatakse geelelektroforeesil
ning saadud mustreid kasutatakse mikroobide identifitseerimiseks.

PCR-geelektroforeesi puuduseks see, et mittespetsiifilised PCR-produktid

segavad otseselt tulemusi (Volokhov, 2002). Intensiivse taustavirvumise ning



saastavate PCR produktide juuresolekul muutub bandide eristamine kergesti voimatuks
(Fredricks ja Relman, 1999). Kompleksete proovide v3i mitmete praimerite kasutamise
korral ~ voib  geelelektroforeesi asemel voi  talle lisaks PCR  siduda
hiibridisatsioonietapiga, et tosta nii detekteerimise tundlikkust kui tdpsust (Keramas,
2003). PCR-geelelektroforeesi eelisteks on lihtsus ja reprodutseerutavus.
Amplifitseeritavate piirkondade ning lisareaktsioonide spetsiifika pdhjal voib

PCR-geelelektroforeesil pohinevaid meetodeid jaotada alamklassideks.

2. 3. 2 RFLP analiits

RFLP analiiiis ehk restriktsioonifragmentide pikkuste poliimorfismi analiiiis
pohineb erinevate pikkustega nukleiinhapete fragmentide tekkimisel erinevate
mikroobide DNA 16ikamisel samade restriktsiooniensiilimidega. Erinevatel bakteritel
paljundatakse samu praimereid kasutades PCR-ga iiles uuritavad DNA piirkonnad, mis
16igatakse restriktaasidega katki ning lahutatakse seejérel geelil. Saadud biandide mustrit

saab kasutada mikroobide identifitseerimiseks.

2. 3. 3 Korduvatel elementidel baseeruv PCR

Korduvatel elementidel baseeruv PCR kasutab praimeri seondumiskohtadena korgelt
konserveerunud DNA kordusjirjestusi, mis esinevad enamikel Gram-positiivsetel ja
Gram-negatiivsetel bakteritel (Lupski ja Weinstock, 1992). On leitud kolm
kordusjdrjestuste perekonda: 35-40 aluspaari pikkused korduvad ekstrageensed
palindroomsed jdrjestused (REP); 124-127 aluspaarilised enterobakteriaalsed korduvad
geenidevahelised konsensusjirjestused (ERIC); 154 aluspaarilised BOX elemendid
(kordusjérjestused bakterigenoomis). Praimerid on suunatud korduselementidest
véljapoole, nii et PCR-ga amplifitseeritakse kordusjérjestuste vahelisi genoomi
regioone. Amplikonid lahutatakse geelelektroforeesil ning saadakse profiilid ehk
sormejiljed, millega saab baktereid identifitseerida liigi kuni tiive tasemel (Versalovic
jt., 1994). Vastavalt amplifitseeritud kordusjdrjestustele nimetatakse meetodit REP-
PCR, ERIC-PCR v6i BOX-PCR (http://www.msu.edu/user/debruijn/dnal-4.htm).
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2. 4. Valikuliselt PCR-ga seotud meetodid

2. 4.1 Koloonia hiuibridisatsioon

Koloonia hiibridisatsioonil kantakse eelnevalt so6tmeplaadil kasvatatud
bakterikolooniad nailonfiltrile, kus rakud liiiisitakse kuumusega ning hiibridiseeritakse
mérgistatud proovidega (Kaufmann jt., 1997). Koloonia hiibridisatsioon on aegandudev

ning sobib vaid kultiveeritavate bakterite identifitseerimiseks. PCR ei kasutata.

2. 4. 2 In situ hibridisatsioon

In situ hiibridisatsioonil kinnitatakse rakuliisaat voi fikseeritud terved rakud
mikroskoobiklaasile ning hiibridiseeritakse rRNA vastu konstrueeritud maérgitud
proovidega (Amann jt., 1989). Levinum on fluorestseeruvate mairgetega in Situ
hiibridisatsioon ehk FISH, sest see annab hea lahutusvdimega signaali ja seda saab kohe
parast katset detekteerida (Amann jt., 1995). Tervete rakkude fikseerimisel jddb raku
morfoloogia intaktseks, kuid mérgetega proovid pddsevad rakku sisse ning
hiibridiseeruvad sealsete sihtmirkidega. See vdimaldab jdlgida uuritavate mikroobide
morfoloogiat ning ruumilist paigutust proovis (Amann jt., 1989). Erinevalt
mikrokiipidest ei sobi in situ hiibridisatsioon massianaliilisiks ning tema limiteerivateks
faktoriteks on ribosoomide arv bakteris, RNA kittesaadavus, raku seina
permeabiliseeritavus (Cottrell ja Kirchman, 2000) ning korraga kasutatavate erinevate

proovide arv. PCR ei kasutata.

2. 4. 3 Slot blot ja dot blot hiibridisatsioon

Slot blot ja dot blot hiibridisatsioonil kinnitatakse kogu puhastatud DNA voi
RNA otse ilihte kohta membraanile ning hiibridiseeritakse méargitud proovidega. Kuna
sihtmérgid on kdik iiheskoos, saab uurida vaid nii palju erinevaid sihtmérke kui palju on
erinevaid signaale andvate mirgetega proove. Varieeruva pikkusega proove kasutades
on vdimalik sama tiilipi signaalid geelelektroforeesiga ruumiliselt lahutada ning

tuvastada mitmeid sihtmérke korraga (Wang G ja Wang Y, 1995). Antud t66s kasutati
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DNA sihtmirkide amplifitseerimiseks PCR-1, kuid RNA-d saab detekteerida ka ilma
(Amann jt., 1989).

2. 4. 4 Southern ja northern blot

Southern ja northern blot puhul analiilisitakse vastavalt kas rakkudest eraldatud
kogu DNA-d vdi RNA-d. Nukleiinhapped fragmenteeritakse, lahutatakse
geelelektroforeesiga ning kantakse nailonmembraanile. Membraanile kinnitatud
nukleiinhapped hiibridiseeritakse margitud proovidega. Southern ja northern blot on
aegnoudvad ja ei kdlba massiliseks paralleelanaliilisiks. Nukleiinhapete iilekandeks

geelilt filtrile voib kuluda 66piev.

2. 4. 5 Hiubridisatsioon mikrokiibil

Mikrokiibid on tahked klaasist kandjad, mille pinnale on kinnitatud sadu kuni
kiimneid tuhandeid DNA proove alates iiheksanukleotiidilistest oligotest kuni genoomse
DNA-ni (Zhou, 2003). Proove voib kinnitada ka poliiakriitilamiidgeeli patjadele, mis on
eelnevalt klaasalusele kantud. Geelivoodriga kiipidele saab siduda iile 100 korra rohkem
materjali kui tavalisele klaaskiibile ning iiksikuid proovid on paremini eraldatud, mis
aitab tosta tundlikkust ja vihendada nn ,,tahke pinna” efekte (Guschin DG, 1997).

Kiibile kinnitatud proovid hiibridiseeritakse puhastatud fluorestseeruvalt
margitud DNA vdi RNA sihtmérkjdrjestustega. Olenevalt kasutamisviisist ning
biomassi hulgast keskkonnaproovides vd&ib olla vajalik eelnev nukleiinhapete
amplifitseerimine voi rakkude kultiveerimine. Mikrokiibitehnoloogia eelisteks on hea
kiirus, massiliselt paralleelse analiilisi voime (Zhou, 2003) ning kdrge tundlikkus, mis
voimaldab analiiiisida vidikseid proovihulki ilma eelneva PCR-ta (El Fantroussi jt.,
2003). Vorreldes kapillaarelektrofreesiga on mikrokiibid védhemalt 100 korda
tundlikumad (Keramas jt., 2003).

Mikrokiibi tehnoloogia lahutamatuks osaks on fluorestsentsmikroskoopia, mis
voimaldab tdnu heale lahutusvéimele tihedat proovide paigutust ning kiiret
hiibridiseerimisjargset detektsiooni. Kuna hiibridisatsioonisignaalid on ruumiliselt

eraldatud, vdivad kdik proovid olla mérgitud samade margistega.
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3. Hubridisatsioonil kasutatavad méarklaudjarjestused

3. 1 DNA klassi marklauad

3.1. 1 rDNA

rDNA ehk ribosomaalne DNA on kromosomaalse DNA osa, mis kodeerib
erinevate ribosomaalsete RNA-de silinteesi — prokariiootidel 5S, 16S ja 23S rRNA.
rRNA-de kasutamisest mdrklauana on juttu allpool. rDNA, eriti just SSU rRNA-Ie
vastavate geenid, on fiillogeneetilistes uuringutes ning mikroobide identifitseerimisel
enimkasutatavad nukleiinhapped (Zhou, 2003). Nad on iildiselt hésti konserveerunud,
kuid voivad sisaldada ka varieeruvaid piirkondi, andes laia spektriga lahutusvoimega
taksonite identifitseerimiseks erinevatel tasanditel. Proovide konstrueerimine
hiipervarieeruvate alade vastu voimaldab perekondade voi isegi liikide tasandil
eristamist (Zhou, 2003).

rDNA  operone on  bakterites 1iks  kuni  neliteist  koopiat

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi) tDNA koopiaarvu varieeruvus voib

raskendada mikroobirakkude arvukuse méédramist (Amann jt., 1995). Viikese
koopiaarvu tottu, vorreldes nditeks rRNA-ga, vdib olla vajalik hiibridisatsioonieelne
rDNA amplifitseerimine PCR-ga — eriti just madala biomassiga proovide puhul (Zhou,
2003).

Tanu korgele konserveeruvusastmele on rRNA geenide tarbeks olemas
universaalsed praimerid (Zhou, 2003), mis voimaldavad vdga erinevate mikroobide
rRNA geenide amplifitseerimist tihes reaktsioonisegus minimaalse
risthiibridisatsiooniohuga.

rRNA geenide universaalsus on samas negatiivse mdjuga hiibridisatsiooni
spetsiifilisusele (Zhou, 2003), kuid digete hiibridisatsioonitingimuste ning proovide
valikul on spetsiifilisne sidumine voimalik (Small jt., 2001; Rudi jt., 2000; Guschin DY
jt., 1997; Guschin DG jt., 1997; Bavykin jt., 2001; Koizumy jt., 2002).

Pikkade {iheahelaliste rDNA v0i rRNA fragmentide hiibridisatsioonil on
oluliseks probleemiks sekundaarstruktuuride teke, mis mdjutab eeskatt tundlikkust, kuid

moju voib olla ka spetsiifilisusele (Smallt., 2001; Zhou ja Thompson, 2002; Peplies jt.,
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2003; Chandler jt., 2003). Steeriliste takistuste leevendamiseks kasutatakse ,,stacking”
e. tSaperon-proovi, mis seondub sihtmirgile ning hoiab hiibridisatsioonipiirkonna

korvalt molekuli sirgena (Small jt., 2001).

3. 1. 2 16S-23S rDNA vaheline regioon

rRNA operoni 16S-23S intergeensed regioonid on suhteliselt lithikesed laialt
bakterite identifitseerimiseks kasutatud alad. Antud piirkond sisaldab tRNA geene,
rDNA protsessingu signaale ning mittefunktsionaalset DNA-d. See piirkond on liikide
vahel tihti varieeruv ning sobilik mikroobide identifitseerimiseks (Hurtle jt., 2003).

3. 1. 3 Muud geenid

Pohimotteliselt saab mikroobide identifitseerimiseks kasutada koiki geene voi
DNA piirkondi, mis on piisavalt varieeruvad, et eristada erinevaid taksoneid uuritava
grupi piires, ning piisavalt konserveerunud, et é&ra hoida mittespetsiifilist
hiibridisatsiooni fiilogeneetiliselt kaugemate taksonitega ning senini tundmatute
jérjestustega.

Niiteks monede denitrifikatsioonis, ldmmastiku fikseerimises, metaani
okstideerimises ja sulfaadi redutseerimises osalevate puhaskultuuride funktsionaalsete
geenide keskmine sarnasus liigi tasemel on 74-84% (Tiquia jt., 2004) ning neil on
potentsiaali mikroobide identifitseerimiseks liigi tasandil (Zhou, 2003).

Laialtkasutatavad on gyrA ja gyrB geenid. Nad on prokariiootset DNA giiraasi
kodeeruvad jirjestused, kus esinevad vaheldumisi konserveerunud ning varieeruvad
piitkonnad (Wang JC, 1996). Varieeruvaid piirkondi kasutatakse bakterite
identifitseerimiseks (Hurtle jt., 2003; Zhou, 2003).

Naéiteks campylobacteri erinevate liikide ning tiivede eristamiseks on kasutatud
flagelliini, mapA, guanosiin trifosfataasi (Keramas jt., 2004) ning fur, glyA, cdtABC,
cauB-C ja fliY geene (Volokhov jt., 2003). Osad neist on perekonna, teised liigi ja tiive
spetsiifilised.
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3. 2 RNA klassi marklauad

3.2. 1 5S rRNA

5S rRNA on ligikaudu 120 nukleotiidi pikkune rRNA (Amann jt., 1995), mis
asub suures ribosomaalses subiihikus nii prokartiootidel kui eukartiiootidel. 5S rRNA oli
esimene rRNA, mida kasutati keskkonna kirjeldamiseks (Amann jt., 1995). 5S rRNA-st
aga loobuti suuremate ribosomaalsete RNA-de kasuks, sest ta sisaldab suhteliselt vihe
informatsiooni ning geelelektroforeesil on raske eristada suure mitmekesisusega 5S

rRNA populatsioone (Olsen jt., 1986).

3.2.216S rRNA ehk SSU rRNA

16S rRNA on keskmiselt 1500 nukleotiidi pikkune ribosomaalne rRNA (Amann
jt., 1995), mis asub prokartiootide viikeses ribosomaalses subiihikus. 16S rRNA on
viga hea molekul fiilogeneetilisteks uuringuteks liigist kdrgematel tasanditel, kuid neid
on rakendatud ka liikide identifitseerimiseks (Mitterer, 2004; Small jt., 2001). Liikide
piires eristamine on problemaatiline viikese varieeruvuse tottu. 16S rRNA jirjestused
voivad tiivede, alamliikide voi isegi liikide piires olla identsed. (Amann jt., 1997).

rDNA asemel rRNA hiibridiseerimise eelisteks on korgem matriitsi
kontsentratsioon ning viiksem molekuli suurus. rRNA molekule on bakterirakus 10°
kuni 10° korda rohkem kui rDNA operone (Amann jt., 1995). Seetdttu on rRNA-d
lihtsam detekteerida kui rDNA-d ning nukleiihapete amplifitseerimine PCR-ga on
vihem oluline (Small jt., 2001). Viiksem matriitsi suurus voimaldab kasutada ka
karmimaid nukleiinhapete eraldusviise (Amann jt., 1995).

Suur ribosoomide arvu vareeruvus aga raskendab mikroobirakkude arvukuse
midramist. Isegi sama tiive piires voib ribosoomide arv erineda vihemalt kiimme korda,
sest see on otseselt seotud rakkude fiisioloogilise aktiivsusega (Amann jt., 1995).

Nagu tiiheahelaline rDNA, moodustab rRNA sekundaarstruktuure, mis voib

oluliselt parssida hiibridisatsiooni efektiivsust (vt. peatiikk 3.1.1).
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3.2.3 23S rRNA

23S rRNA on keskmiselt 3000 nukleotiidi pikkune (Amann jt., 1995)
ribosomaalne RNA, mis asub prokariiootide suures ribosomaalses subiihikus. Nagu SSU
rRNA, sisaldab ka 23S rRNA piisvalt informatsiooni usaldusviirseks fiillogeneetiliseks
analiitisiks (Amann jt., 1995). Mikroobide identifitseerimisel on rohkem teadlasi
otsustanud SSU rRNA kasuks, kuid mitmetes toddes, eriti just siis kui SSU rRNA-s ei
leita sobiva varieeruvusega piirkonda, rakendatakse hiibridisatsiooniks 23S rRNA
vastaseid proove (Mitterer jt., 2004). Toenéoliselt on SSU rRNA eelistatum valik ka

edaspidi, sest vastavaid metoodikaid on rohkem arendatud.

3.2. 4tmRNA

tmRNA on suhteliselt lithike, E. Colil 363 aluseline, stabiilne valkude
lagundamises osalev RNA, millel on nii tRNA kui mRNA omadused (Komine jt., 1994;
Ushida jt., 1994). Teda kodeerib ka fiilogeneetiliselt kaugetes bakterites leiduv ssrA
geen, mille molemad otsad on konserveerunud, voimalades geeni amplifikatsiooni
universaalsete praimeritega (Schonhuber jt., 2001). E. Colis esineb ta ligikaudu 1000
koopiana (Chauhan ja Apirion, 1989; Lee jt., 1978), mis vdib anda piisavat
hiibridisatsioonisignaali ka ilma eelneva amplifikatsioonita.

tmRNA jérjestuste analiiiis on ndidanud, et seda v0ib kasutada mikroobide
fiilogeneetiliseks uurimiseks. Valides proovide sihtmérgiks erineva varieeruvusastmega
piirkondi on vdimalik saavutada lahutusvoimet riigist kuni liigi tasandini. Vorreldes 16S
rRNA-ga on monede bakterite, niditeks Listeria, tmRNA liikidevaheline varieeruvus
kiillaltki suur ning sekundaarstruktuuride moodustumine ei ole nii tdendoline.
(Schénhuber jt., 2001).

tmRNA-d on kasutatud E. Coli spetsiifiliseks detekteerimiseks fluorestseeruva in

situ hiibridisatsiooniga (Schonhuber jt., 2001).
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4. Keskkonnaproovide eeltdotlemine hibridisatsiooniks

Peamisteks keskkonnaproovideks on vee-, setete-, mulla-, muda- (Amann jt.,
1995), toiduproovid (Chen jt., 1998) ning loomade viljaheited. Keskkonnaproovideks
nimetatakse ka mittekliinilistel eesmarkidel elusorganismidest voetud proove — néiteks
inimese suu (Loy jt., 2002) ja méletsejate vatsa (Stahl jt., 1988) mikrofloora ning kalade
ja protistide stimbiondid (Amann jt., 1995).

Eeltdotlemise eesmérkideks on: dra hoida mikroobikoosluste muutumine ning
nukleiinhappe lagunemine keskkonnaproovides enne analiiiisimist kui ka analiilisimise
ajal; eemaldada suuremad pinnaseosakesed ning vdimalikud PCR inhibiitorid
(Rasmussen jt., 1996) voi hiibridiseerimist segavad faktorid; kindlustada {ihtlane
nukleiinhapete eraldumine koigist rakkudest (Weinbauer jt.,, 2002). RNaasidega
saastumise valtimiseks on dsjavdetud proovid soovitatav kiilmutada allapoole RNaaside

tootemperatuuri (Hurt jt., 2001).

4. 1 Proovide esialgne tootlemine ja sailitamine

Veeproovide peenemale puhastamisele ja sdilitamisele v3ib eelneda suurema
koguse materjali kohapealne filtreerimine 14bi mitmete baktereid ldbilaskvate
(diameetrid ca 10um ja 3um) ja baktereid pidavate filtrite (diameeter ca 0,2pm),
misjdrel bakteritega kaetud filtrid volditakse anumatesse ning kiilmutatakse ca -70°C
edasise analiiiisini (Weinbauer jt., 2002).

Setete ja mullaproovid homogeniseeritakse kohapeal kasitsi (Hurt jt., 2001) vo1
laboris spetsiaalse aparatuuriga (El Fantroussi jt., 2003; Small jt., 2001). Proovid
transporditakse laborisse kas kiilmutatult vedellimmastikus ja kuival jaal (Hurt jt.,
2001), kuivalt pimedas kiilmutamata in situ vee temperatuuril (El Fantroussi jt., 2003)
voi in situ veekeskkonnas (Pernthaler ja Amann, 2004). Laboris analiiiisitakse proove
kohe voi siilitatakse -40°C (Hurt jt., 2001) voi -80°C juures (El Fantroussi jt., 2003;
Pernthaler ja Amann, 2004).

Toiduanaliiiisiks  kogutakse materjal jahutatult (Panicker jt., 2004),

homogeniseeritakse  ning  vajadusel  inkubeeritakse toitepuljongis  biomassi
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suurendamiseks (Chen jt., 1998). Homogeniseeritud proove voib hoiustada -80°C kraadi

juures (Panicker jt., 2004).

4. 2 Rakkude I6hkumine ja nukleiinhapete eraldamine

Hea meetod rakkude IShkumiseks ning nukleiinhapete vabastamiseks on
klaaskuulidega jahvatamine ehk ,,bead beating” (Stahl jt., 1988; El Fantroussi jt., 2003;
Small jt., 2001). Proovilahusesse lisatakse vidikese 0,2 kuni 3 mm diameetriga
klaaskuulikesi ning seejdrel asetatakse lahus spetsiaalsesse raputisse (,,cell distrupter”,
»shaker”, , dismembrator”), kus rakud mehhaaniliselt 16hutakse. See on lihtne ning
efektiivne meetod juhuks, kui keskkonnaproovi mitmekesisus pole etteaimatav ning
kitsamale mikroobigrupile madratud liiiisiprotokolle kasutada ei saa (Stahl jt., 1988).
Klaaskuulid ning muu soga eraldatakse nukleiinhapetest tsentrifuugimise teel (Small jt.,
2001). Hurt ja kolleegid (2001) purustasid rakud kisitsi uhmri ja steriilse liiva abil.

Erinevalt puhaskultuuridest, vOib nukleiinhapete eraldamisele
keskkonnproovidest eelneda  tdendavad tsentrifuugimis-, sadestamis- ning
lahustamisetapid (Hurt jt., 2001), et vabaneda koikvdimalikust sodist. Seejérel
nukleiinhapped eraldatakse {ildiste meetoditega (El Fantroussi jt., 2003), nende
modifikatsioonidega (Hurt jt., 2001) vai spetsiaalsete toostuslike kittidega (Chen jt.,
1998).

El Fantroussi kolleegidega (2003) filtreerisid puhvri koos RNA-ga 14dbi 0,22 um
diameetriste pooridega filtri, et eemaldada osakesi, mis voiksid vigastada mikrokiibi
geelivoodrit.

Small ja kolleegid (2001) niitasid, et vorreldes puhaskultuuridega, oli
puhastatud mullaekstrakti hiibridisatsiooni tundlikkus oluliselt madalam. Spetsiifiluse

langust aga ei tdheldatud (Small jt., 2001).
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5. Olemasolevad mikrokiipidel pohinevad rakendused

5. 1 Sissejuhatus

Mikrokiibid on hiljuti viljaarendatud perspektiivikad tehnoloogiad, mis on
leidnud kasutust erinevates tingimustes kasvavate rakkude geeniekspressiooni
uurimisel, DNA molekulis spetsiifiliste mutatsioonide kindlakstegemisel ning
keskkonnaproovides leiduvate mikroorganismide identifitseerimisel (Zhou, 2003).
Geeniekspressiooni analiilisis on mikrokiipe saatnud edu (Zhou, 2003), kuid selle
tehnoloogia esialgsel rakendamisel keskkonnaproovide uurimiseks on kerkinud esile
probleemid piisava spetsiifilisuse, tundlikkuse ja kvantitatiivse potentsiaali osas (Zhou
ja Thompson, 2002).

Niitidseks on vilja arendatud ja testitud juba mitmeid mikrokiipidel baseeruvaid
protokolle bakterite tuvastamiseks ja mikroobikoosluste analiiiisiks keerukates
keskkondades. Kuigi kdiki probleeme pole veel lahendatud, jareldub tulemustest, et
antud tehnoloogial on potentsiaali olla spetsiifiliseks, tundlikuks, kvantitatiivseks,
paralleelseks korge ldbilaskevdoimega tooriistaks, millega detekteerida, identifitseerida
ja kirjeldada mikroobe nende looduslikes keskkondades (Zhou, 2003).

Keskkonnauuringutes rakendatavaid mikrokiipe saab nendele kinnitatud
proovide podhjal jagada kolme suurde klassi: fiilogeneetilised oligonukleotiidi kiibid
(POA), funktsionaalsed geenikiibid (FGA) ning koosluse genoomikiibid (CGA) (Zhou
ja Thompson D, 2002). Neile lisanduvad kogu genoomi avatud lugemisraami kiibid

ning juhuslike proovidega kiibid.
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M@éningate keskkonnauuringutes kasutatavate kiipide suuremad erinevused

CGA PCR-FGA Oligo-FGA POA
Proovi suurus Genoomne DNA | Funktsionaalsed Funktsionaalsed rRNA geenid
geenid (~200-1000bp) geenid (~50-70bp) (~18-25bp)
Informatsioon Fiilogeneetiline | Funktsionaalne Funktsionaalne Fiilogeneetiline
Kiibikonstruktsioon | Keerulisem Keerulisem Kergem Keskmine
Sihtmérkorganismid | Kultiveeritavad | Kultiveeritavad ja Kultiveeritavad ja Kultiveeritavad
mittekultiveeritavad mittekult. ja mittekult.
Spetsiifilisus Liigid < 80-85% jérjestuse < 86-90% 1bp lahutus
homoloogia homoloogia
Tundlikkus ~0,2 ~1 ~8 Miééramata
(ng puhast DNA-d)
Kvantiseerimine Jah Jah Jah Teadmata
Lahutusvdime Perekond-liik Perekond-liik Liigid-tiived Liigid-tiived

(Zhou, 2003, Table 1, muudatustega; bp — aluspaar)

5. 2 Fulogeneetilised oligonukleotiidikiibid (POA)

Fiilogeneetilised oligonukleotiidi kiibid on mikrokiibid, kus proovidena
kasutatakse ribosomaalse ribonukleiinhappe (rRNA) geenide jdrjestusi, eesmdrgiga
analiilisida mikroobikoosluste struktuuri (Zhou, 2002). Sihtmérgiks vdib olla nii rDNA
kui ka rRNA.

rRNA geenid, millest enimkasutatavad on SSU rRNA geenid, on tohusad
molekulid organismidevahelise foliiogeneetilise suguluse ja mikroobikoosluste
taksonoomilise koosseisu uurimiseks ning seega head sihtmérgid mikrokiipidel.
Mikroobitaksonite tuvastamise resolutsiooni on voimalik vastvalt vajadusele muuta.
Konstrueerides proovid viiksema varieeruvusega rRNA alade vastu saab detekteerida
fiillogeneetiliselt kaugeid organisme. Hiipervarieeruvad piirkonnad vodivad anda
perekonna ja liigi tasemel lahutuse. (Zhou, 2003).

Kuna rRNA geenide amplifitseerimiseks on olemas universaalsed praimerid, on

tehnikat kerge siduda PCR-ga ning saavutada korget tundlikkust, mis voib olla vajalik

viaga viikese biomassiga keskkonnaproovide analiilisiks (Zhou ja Thompson, 2002).
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Kuid PCR kasutamine enne hiibridisatsiooni mikrokiibil toob kaasa ka mitmeid
probleeme (vt. peatiikk 2.2).

Asjaolu, et rRNA geenid on kdrgelt konserveerunud ja esinevad koikidel
mikrorganismidel teeb keeruliseks POA-l baseeruva hiibridisatsiooni spetsiifilisuse
tagamise (Zhou ja Thompson, 2002). Kuigi nii klaaskiipidel (Small jt., 2001; Rudi jt.,
2000) kui ka geelivoodriga kiipidel (Guschin DY jt., 1997; Guschin DG jt., 1997;
Bavykin jt., 2001; Koizumy jt., 2002) on suudetud néidata spetsiifilist sidumist on antud
parameeter kriitiliseks probleemiks. Uurides {iihenukleotiidiliste terminaalsete ja
peaaegu-terminaalsete valepaardumiste mdju geelivoodriga mikrokiipidel, leiti, et
valepaardumise asukohal ning tiiiibil on mérkimisvdirne mdju hiibridisatsioonisignaali
intensiivsusele ja sulamistemperatuurile (Urakawa jt., 2003). Uhenukleotiidiline
valepaardumine vdahendab klaasil baseeruvate POA-de signaali intensiivsust 3-10 korda.
Maksimaalne spetsiifilisus ja signaali intensiivsus saavutati 19 aluseliste proovidega
(Zhou ja Thompson, 2002; Zhou X ja Zhou J avaldamata andmed). On nididatud, et
tihenukleotiidiline eristamine on voimalik, kuid SSU rRNA geenide tiielik
diskrimineerimine on problemaatiline (Bavykin jt., 2001; Small jt., 2001; Urakawa jt.,
2003; Loy jt., 2002).

POA-d on alles varajases arengujirgus ning neid ei ole veel laialdaselt
kasutatud.

Fotolitograafial baseeruva Affimetrix-i tehnoloogia abil disainiti 31179 erineva
20 aluspaarise prooviga POA (Wilson jt., 2002). Koik proovid siinteesiti lithikese E.Coli
SSU rRNA geeniregiooni podhjal, mille mdlemat otsa &dristasid universaalsed
konserveerunud jirjestused, mida saab kasutada PCR praimeerimiseks. Antud piirkonna
alusel on voimalik eristada 1945 prokariiootset ning 431 eukariiootset RDP (Ribosomal
Database Project ver. 5.0, sisaldab umbes 3300 SSU jarjestust) andmebaasis olevat SSU
jarjestust. Iga proovi kohta oli kiibil ka kontrolljdrjestus, mis erines vastavast proovist
11. positsiooni nukleotiidi poolest. Kontrolljarjestused olid seega valepaardumiste
kindlakstegemiseks (Wilson jt., 2002). Koos kontrollidega oli kiibil 62358 proovi,
koopiaarvuga suurusjirgus 10’. Iga RDP andmebaasis oleva jirjestuse vastu tehti 0-70
proovi. Seitsmeteistkiimnest puhtast bakterikultuurist identifitseeriti digesti viisteist.
Positiivsed tulemused saadi ka kahe erineva genoomi segu analiiiisimisel. Uksikuid

jarjestusi kompleksetest segaproovidest aga ei suudetud identifitseerida. Meetodil on
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aga arenguruumi ning potentiaalset tulevikku  kliinilistes  diagnoosides,
bioremediatsiooni uurimises ning mikroobikoosluste muutmumise jéalgmimises (Wilson
jt., 2002).

Loy ja kolleegiid (2002) tootasid vélja 132 (18 aluspaarise) oligoga klaasil
baseeruva mikrokiibi SSU rRNA sihtmérkide vastu, mis esindasid tuntud
sulfaatiredutseerivate bakterite gruppe. Hiibridisatsioonil 41 referentstiivega suudeti
selgelt eristada enamikke tdielikult paardunud proove osaliste valepaardumistega
proovidest. Uksikuid mitte. Antud mikrokiipi kasutati sulfaatiredutseerivate bakterite
mitmekesisuse kindlakstegemiseks hambasompudes ning hiipersaliinsete
tstianobakterite mattides. Hiibridisatsiooni tulemused olid kooskodlas iildkasutatavate
molekulaarsete meetoditega (Loy jt., 2002).

Kokkuvotteks, fiilogeneetilised oligonukleotiidi kiibid on head tooriistad
koosluste struktuuri ning diinaamika uurimiseks, kuid voimalike risthiibridisatsioonide
tottu peab andmete tdlgendamisse suhtuma suure ettevaatusega (Zhou, 2003). Paremate
ja usaldusvédrsemate tulemuste saamiseks on vaja teha edasisi katseid, et optimeerida

hiibridisatsioonitingimusi ning proovide ja sihtmirkide valikut.

5. 3 Koosluse genoomikiibid (CGA)

Looduskeskkondadest on isoleeritud palju mikroorganisme, kuid nende
genoomsetest jarjestustest on teada vdhe. Olemasolevat puhaskultuuride kollektsiooni
saaks edukalt dra kasutada mikroobikoosluste struktuuri ja diinaamika jilgmiseks
looduslikes keskkondades, kui arendada vélja mikrokiibid, mis ei vaja eelnevat infot
mikroobigenoomide jérjestuste kohta (Zhou, 2003). Tulemuseks on koosluse
genoomikiibid ehk mikrokiibid, kus proovideks on puhaskultuuridest eraldatud
genoomne DNA. CGA abil saab uurida mikroobikoosluste kultiveeritavat komponenti,
ilma eelnevate teadmisteta genoomsetest jérjestustest. (Zhou ja Thompson, 2002).

Spetsiifilisuse uurimiseks ning genoomse variatsiooni taseme ldvivédrtuse
madramiseks tehti CGA prototiiiip, mis sisaldas genoomset DNA-d 67 referentsbakterist
a-, -, y-proteobakterite ning Gram positiivsete bakterite hulgast. Mitmed valitud
bakteritest on ldhedased sugulased SSU rRNA ning gyrB geeni alusel ning kuuluvad
kolme suurde bakteriperekonda: Pseudomonas, Shewanella ja Azoarcus (Zhou, 2003).
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55°C ja 50% formamiidi juures saavutati liigi tasemel lahutusvdime, 65°C ning
75°C juures tiive tasemel lahutusvdoime. Tundlikkuse piir puhta mérgistatud genoomse
DNA korral oli 0,2 ng kolmes mikroliitris. Hiibridisatsioonisignaali intensiivsuse ning
sihtmirk DNA kontsentratsiooni vahel oli tugev lineaarne korrelatsioon (r* = 0,95 —
0,98). Seda nii puhaskultuuride, DNA matriitside segu kui ka erinevate rakkude segu
korral (Wu jt., avaldamata andmed)., viidates CGA kvantitatiivsele potentsiaalile.
Mitmekesiste mikroobikoosluste kvanitatiivseks analiiiisiks on soovitatav kasutada
spetsiifilisi hiibridisatsioonitingimusi (nditeks 55-65°C ja 50% formamiidi), et
vihendada voimalikke risthiibridisatsioone ldhedaste liikide ja tiivede vahel (Zhou jt.,
2003).

CGA kontseptsioon on analoogne membraanil baseeruva RSGP-ga (reverse
sample genome probing; Voordouw jt., 1991), kuid erineb kandematerjali ning
hiibridisatsioonistrateegia poolest (Zhou, 2003). CGA kasutab mittepoorset pinda ning
fluorestsentsil pdhinevat detektsiooni. Mittepoorne pind vdimaldab kandja tdpsemat
tootlemist robotitega (Zhou, 2003). Sarnaselt RSGP-ga saab CGA abil uurida vaid
mikroobikoosluste kultiveeritavat komponenti, sest kiibi konstruktsiooniks on vaja
individuaalseid isolaate. Samas hiibridisatsioonietapiks endaks, erinevalt RSGP-st, ei
ole vaja keskkonnaproovi eelnevat kultiveerimist (Zhou, 2003). Kultiveeritamatu
komponendi analiiiisiks CGA-l vdib pdhimdtteliselt rakendada BAC (bakteri
kunstkromosoom) kloone (Zhou, 2003).

CGA-sid saab toendoliselt kasutada bakteri liikide ja tiivede eristamiseks. CGA
hiibridisatsiooni suhete ja jdrjestuste sarnasuse véirtuste vahel oli tugev lineaarne
korrelatsioon (* = 0,80 — 0,95). Sarnasuse viirtused saadi SSU rRNA ja gyrB
geenidest, DNA-DNA reassotsiatsioonist vdi REP- ja BOX-PCR sormejélgede profiilist
(Wu jt., avaldamata andmed; Zhou, 2003). Tanu mikrokiibi suurele mahule on vdimalik
ehitada CGA-sid, mis sisaldavad nii bakterite tiiliptiivesid kui ka parajalt ldhedasi
tiivesid. Eeldades, et kiibil esineb parajalt sarnaseid proove, peaks hiibridiseerimisega
olema  vOimalik usaldusvidérselt tuvastada tundmatuid tiivesid.  Tiivede
identifitseerimisel on esialgu soovitatav kasutada vihem spetsiifilisi tingimusi (nt. 45°C
ja 50% formamiidi), et ndha kas kaugemad sihtmérk-liigid annavad héid
hiibridisatsiooni signaale. Kui mitmed proovid hiibridiseeruvad tundmatute sihtmérk

tiivedega, tuleb tingimusi spetsiifilisemaks muuta (Zhou, 2003).
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Vorreldes traditsioonilise DNA-DNA reassotsiatsioonianaliiisiga on CGA-1
litkkide suguluse taseme madramiseks mitmeid eeliseid. Esiteks, mikrokiibi tehnoloogia
vOimaldab  aegandudva  paarikaupa  analiilisimise  asemel  suuremahulist
paralleelanaliiiisi. Teiseks, DNA-DNA reassiotsiatsioonil vajamineva 100 ug genoomse
DNA asemel kulub CGA-l 2 pg. See on tdhtis bakterite analiiiisiks, mida on raske
kultiveerida voi kasvavad aeglaselt (Zhou, 2003).
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5. 4 Funktsionaalsed geenikiibid (FGA)

Funktsionaalsed geenikiibid on mikrokiibid, kus proovideks kasutatakse
ensliime kodeerivate geenide jdrjestusi. Neid nimetatakse funktsionaalseteks
geenikiipideks, sest nende abil analiiiisitakse mikroobikoosluse funktsionaalset
mitmekesisust (Wu jt., 2001).

Tdhtsates biogeokeemilistes protsessidest osalevate ensiiiimide geenid on
olulised markerid, mikroobipopulatsioonide ja —koosluste fiisioloogilise oleku ning
funktsionaalse  aktiivsuse  jélgimiseks looduslikes keskkondades.  Sarnaselt
geeniekspressiooni  mikrokiipidele saab FGA  konstrueerimiseks kasutada nii
oligonukleotiide kui ka funktsionaalsetest geenidest PCR-ga genereeritud DNA
fragmente (Zhou, 2003).

5. 4. 1 PCR-ga genereeritud proovidega FGA

PCR produktidel pdhineva FGA efektiivsust mikroobide identifitseerimisel
keskkonnaproovides on siisteemselt hinnatud nii spetsiifilisuse, tundlikkuse kui ka
arvukuse médramise suhtes (Wu jt., 2001). Puhaskultuuridest ja meresetetest eraldatud
lammastiku ringluses osalevatest geenidest konstrueeriti FGA prototiiiip. Kiip sisaldas
umbes 120 geeni, millest igaiiks oli 400-800 aluspaari. Hiibridisatsiooni tulemused
nditasid, et korgelt spetsiifilistest tingimustes (65°C) on vdimalik eristada geene
jarjestuse identsusega vdhem kui 80-85%. Nitraadireduktaasi geeni nirS tuvastamise
piiriks oli 1 ng puhast genoomset DNA-d vdi 25 ng mullakoosluse DNA-d, kasutades
optimiseeritud  protokolli (Wu jt, 2001) — piisav tundlikkus paljudeks
mikroobidkoloogia uuringuteks (Zhou, 2003). Antud kiibil on ka kvantitatiivset
potentsiaali. DNA hulga vahemikus 1 — 100 ng oli hiibridisatsioonisignaali ja sihtmark
DNA kontsentratsiooni vahel tugev suhe (r* = 0,89-0,94). Seda nii puhaskultuuridest kui
segakooslustest eraldatud genoomse DNA puhul (Wu jt., 2001).

Mikrokiipide vOime mdota sihtmirkgeenide suhtelist rohkust suure

mitmekesisusega keskkonnaproovidest on kiisitav, sest jérjestuste varieeruvus avaldab
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tugevat moju hiibridisatsioonisignaali intensiivsusele. Tundmatu mitmekesisusega
koosluste hiibridisatsioonitulemuste objektiivne tdlgendamine on tdsiseimaid
probleeme. Teiseks, nagu ka antud meetodi puhul, suurte DNA fragmentidega
mikrokiipide proovid paljundatakse iildiselt PCR-ga keskkonna DNA kloonidest voi
puhaskultuuridest eraldatud genoomsest DNA-st. Sellisel viisil on vajaliku
mitmekesisusega proovide konstrueerimine keeruline (Zhou, 2003). Lahendusena

tootati viélja alternatiivne FGA tiilip.

5. 4. 2 Suinteetiliste oligonukleotiidiproovidega FGA

Oligo-FGA koosneb siinteetiliselt valmistatud 50 aluspaarilistest proovidest.
Siinteetiliste proovidega FGA pohiline eelis PCR produktidel baseeruva FGA ees on
tema lihtsus. Proove on vdimalik disainida ja siinteesida avalike andmebaaside
informatsiooni alusel (Zhou, 2003).

Mikrokiibi katsetamiseks siinteesiti oligod 1033 lammastikuringes (nirS, nirk,
nifH, amoA, pmoA) ja sulfaadi redutseerimises (dsrA, dsrB) osaleva geeni vastu (Zhou,
2003). Viiksema kui 86-90% jdrjestuse identsusega geenid olid selgelt eristatavad 50°C
ja 50% formamiidi juures — spetsiifilisus korgem kui PCR produktidel baseeruval FGA-
l. Denitrifikatsioonis, ldmmastiku fikseerimises, metaani oksiideerimises ja sulfaadi
redutseerimises osalevate puhaskultuuride funktsionaalsete geenide keskmine sarnasus
liigi tasemel oli 74-84% (Tiquia jt., 2004). Seega, 50 aluspaarisel FGA-I on potentsiaali
nendes biogeokeemilistes protsessides osavotvate mikroobide identifitseerimiseks liigi
tasandil. Tundlikkuse piir on 8 ng puhast genoomset DNA-d — peaaegu suurusjirk
madalam PCR produktidel pdhinevast FGA-st ning 100 korda madalam CGA-st (Zhou
ja Thompson, 2002; Wu jt., 2001). Sarnaselt alternatiivsele FGA tiilibile esineb ka siin
korrelatsioon hiibridisatsioonisignaali tugevuse ning sihtmdrk DNA kontsentratsiooni
vahel (vahemikus 8 - 1000 ng) kdigi kuue funktsionaalse geeni grupi puhul (r* = 0,96 -
0,98) (Tiquia jt., 2004).

Oluliseks limiteerivaks faktoriks 50 aluspaarise FGA tundlikkus tdenioliselt ei
kujune, sest DNA saagikus paljudest pinnase, mulla ja setete proovidest jadb 20 — 400
ng vahele kuivmassi grammi kohta (Hurt jt., 2001). Meresetetest eraldatud 2 pg totaalse
DNA hiibridiseerimisel 50 aluspaarisel FGA-1 saadi tugevad signaalid (Zhou, 2003).
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Kokkuvdtteks, 50 aluspaarisest FGA-st voib kujuneda spetsiifiline, piisavalt
tundlik ning potentsiaalselt kvantitatiivne tooriist, mikroobikoosluste funktsiooni ja
struktuuri analiilisimiseks looduslikes keskkondades. Kisil on laiahaardelise tile 6000
prooviga 50 aluspaarise FGA konstrueerimine, mis sisaldab ldmmastiku- ja
stisinikuringes, fosfori utiliseerimises, orgaaniliste saasteainete lagundamises ja metalli

resistentsuse tagamises osalevate geenide proove (Zhou, 2003).

5. 5 Kogu genoomi avatud lugemisraami kiibid

Paljud SSU rRNA jidrjestuste pohjal ldhedased liigid on véga erineva
fenotiiiibiga. Selle ndhtuse geneetilise pohjuse uurimise iiheks voimaluseks on koguda
informatsiooni huviorbiidis olevate liikide ja kdigi ldhedaste sugulaste kogu-genoomi
jarjestuse kohta. Jdrjestuste sarnasuse ja erinevuse mustrid voOimaldavad uurida
geenifunktsioonide konserveeruvust, fiisioloogilist plastilisust ja evolutsioonilisi
protsesse (Zhou, 2003).

Uks voimalus oleks kdikide uuritavate genoomide sekveneerimine, kuid see on
kallis ning aegandudev. Piisab {ihe wuuritavat gruppi esindava mikroobi
sekveneerimisest, sest ldhedaste sugulaste genoomid on suures osas sarnased (Zhou,
2003).

Kogu genoomi avatud lugemisraami kiibid on DNA mikrokiibid, mis sisaldavad
teatud sekveneeritud organismi individuaalseid ORF-e (avatud lugemisraame), mille
abil saab uurida ldhedaste mikroobide sugulust ning genoomide varieeruvust (Zhou,
2003).

Murray ja kolleegid (2001) koostasid Shewanella oneidensis-e osasid ORF-e
esindava mikrokiibi, mille abil uurida Shewanella perekonna metalliredutseerijate
bakterite sugulust ja genoomide varieeruvust. Uheksas katsealuses liigis identifitseeriti
nii ndrgalt kui ka tugevalt konserveerunud geenid. Tulemused olid koige
informatiivsemad organismidel SSU rRNA sarnasusega iile 93% ning gyrB jirjestuse
sarnasusega lle 80%. Suurema homoloogia puhul korrelleerusid mikrokiibi
hiibridisatsiooni profiilid tugevalt gyrB jérjestuse divergentsiga (Zhou, 2003). Kuna

enamikud geenid operonides olid piisavalt sarnased, saab antud meetodit potentsiaalselt
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kasutada horisontaalselt iilekandunud operonide voOi geenide identifitseerimiseks
(Murray jt., 2001).

Dong ja kolleegid (2001) uurisid E. Coli K-12 kogu genoomi ORF kiibiga
tuntud maisi endofiitidi Klebsiella pneumoniae tiive 342, mis on fiilogeneetiliselt
lahedane E. Coli-le. 70% E. Coli geenidest oli Klebsiellal vihemalt 55% identsusega.
24% E. Coli geenidest antud Klebsiella tiivel puudus. Mikrokiibiga avastatud genoomi
erinevused on kooskdlas kummagi tiive fiisioloogiliste omadustega (Zhou, 2003).

Kogu genoomi ORF kiipidega on veel uuritud genoomi varieeruvust erineva
virulentsusega Helicobacter pyroli tivedel (Salama jt., 2000) ning deletsioonide
otsimiseks Mycobacteriumi tiivedes (Behr jt., 1999).

Senised tulemused on ndidanud, et kogu genoomi avatud lugemisraami
mikrokiibid on vairtuslikud tooriistad ldhedaste mikroorganismide genoomide
varieeruvuse ning fiilogeneetilise kauguse véljaselgitamiseks. ORF kiipe on koostatud
paljude mikroobide jaoks, sealhulgas mitmed keskkonna uurimise poolest tdhtsad
bakterid:  Shewanella  oneidensis MR-1, Deinococcus radiodurans R1,
Rhodopseudomonas palustris, Nitrosomonas europaea, Desulfovibrio vulgaris ja

Geobacter metallireducens (Zhou, 2003).

5. 6 Kiibid juhuslike genoomifragmentidega

Juhuslike genoomifragmentidega kiipe on kasutatud liikide suguluse
madramiseks ning mikroobide identifitseerimiseks juhul, kui genoomsed jarjestused on

teadmata (Zhou, 2003).

5. 6. 1 Tuhandealuseliste proovidega kiip

Mikrokiibi  tootmisel valiti referentsgenoomideks neli fluorestseeruva
Pseudomonase liiki. Viimastest genereeriti juhuslikult 60-96 ~1 kb (1000 aluspaari)
pikkusega genoomifragmenti, kinnitati klaaskiibile, hiibridiseeriti test-genoomidega
ning saadud hiibridisatsiooni profiilide statistilise analiiiisi abil tuvastati test-tiived (Cho

ja Tiedje, 2001).
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Kaheteist héstiuuritud fluorestseeruva Pseudomonase liigi hiibridisatsiooni
profiilide klasteranaliiiis nditas, et antud mikrokiibid vdivad anda liigi ja tlive tasemel
lahutuse. Profiilidest on vdimalik koostada andmebaas, millega edasisi katseid vorrelda
(Cho ja Tiedje, 2001). Tdendoliselt on lahutusvdoime suurem kui CGA-l, sest
informatsiooni saadakse liksikute genoomikomponentide mitte genoomi keskmise kohta
(Zhou, 2003). Antud meetodi arendamine on CGA-st aga kallim ning aegndudvam, sest
kuuljahvatusega genereeritud fragmendid lahutatakse geelil, sisestatakse PCR-
vektorisse ning amplifitseeritaks PCR-ga. See on ka kasutamisvOimaluste poolest
piiratum, sest iiks referentsmikroorganism okupeerib kiibil palju (iile mitmesaja)

positsioone (Zhou, 2003). Antud meetodit ei ole katsetatud keskkonnaproovidega.

5. 6. 2 Nonameersete proovidega Kiip

Kingsley ja teised tootasid vilja juhuslike nonameersete oligonukleotiididega
mikrokiibi 1dhedaste Xanthomonase tiivede sdrmejilgede profiili saamiseks (Kingsley
jt., 2002). Kiibi prototiiilip sisaldas 47 juhuslikult valitud nonameerset oligonukleotiidi,
et eristada 14 1dhedast Xanthomonase tiive. Sihtméark DNA paljundati iiles REP-PCR-ga
ning seejirel hiibridiseeriti kiibile. Hiibridisatsioonisignaalide jdrgi koostati
sormejdlgede profiilid. Koik uuritud tiived eristusid selgelt, kaasaarvatud kaks tiive,
mida REP-PCR amplikonide geelelektroforeesiga eristada ei suudetud. Jarelikult voib
viéita, et mikrokiibid on tiivede eristamisel potentsiaalselt suurema lahutusvdoimega kui
traditsiooniline geelelektroforees. Antud ldhenemine on atraktiivne, kuna universaalse
nonameerse kiibi v3ib valmistada mistahes mikroorganismide sdrmejdlgede saamiseks

(Zhou, 2003).
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6. Tuleviku arengusuunad

Mitmetes uuringutes on demonstreeritud, et mikrokiibid vdivad olla
vaartuslikeks tooriistadeks keskkonnaproovide analiitisil, kuid nende
hiibridisatsiooniparameetrid, nagu spetsiifilisus, tundlikkus ja kvantitatiivsus, on alles
varajases arengujirgus. Seniseid uuringuid on saatnud ka sisemine eksperimentaalne
variatsioon, mistottu katsed ei ole alati reprodutseeritavad ning erinevate
uurimisriihmade tulemusi on raske moistlikult vorrelda (Zhou ja Thompson, 2002).
Taieliku potentsiaali realiseerimiseks on vaja teha edasisi ldbitootatud ning
slistemaatilisi katseid.

Mikrokiipide tundlikkus ei ole veel piisavalt suur vdga madala biomassiga
proovide uurimiseks ilma PCR-ta (Zhou ja Thompson, 2002). PCR rakendamine
kompleksete proovide analiilisiks vOib olla keeruline ja mittesoovitatav (vt. peatiikk
2.2), kuid see suurendab tundlikkust 100 — 10000 korda (Zhou ja Thompson, 2002).
Tundlikkust vdhendavad orgaanilised ja anorgaanilised saasteained (Zhou ja Thompson,
2002) ning sekundaarstruktuurid sihtmirkides (vt. peatikk 3. 1. 1), mille mdju
mehhanismid pole veel 16puni selged (Peplies, 2003); lahenduste leidmiseks on vaja
1dbi viia edasisi siisteemseid uuringuid. Esialgsed andmed siiski nditavad, et nii RNA
kui DNA detekteerimine otse keskkonnaproovidest on voimalik: Wu ja kolleegid (2001)
vajasid FGA eksperimendiks 25 ng mullakoosluse DNA-d (10 ng rDNA puhul), Small
ja kolleegid (2001) 0,5 ng RNA-d POA katseks; mulla ja setete proovidest on eraldatud
1,4 — 56 pg RNA-d ning 23 — 435 pg DNA-d kuivmassi grammi kohta (Hurt, 2001).
Tundlikkuse parandamiseks on vidlja todtatud poorse poliiakriiilamiidgeeliga
vooderdatud klaaskiibid, kuhu saab siduda iile 100 korra rohkem materjali kui siledale
klaaskiibile (Guschin DG, 1997). Geeliga kaetud pind aitab arvatavasti vihendada ka
tahke pinna ldhedusest tulenevaid efekte hiibridisatsiooni spetsiifilisusele (Guschin DG,
1997). Hiibridisatsioon poorsetel pindadel voib olla 10 — 1000 korda tundlikum, kui
siledal klaasplaadil (Wu jt., 2001; Zhou ja Thompson, 2002). Samas, poorsete pindade
tootlemine robotitega on keerulisem (Zhou, 2003).

Hiibridisatsiooni kriitiliseks parameetriks on spetsiifilisus. Spetsiifilisus nditab
eksperimendis Oigesti maddratud negatiivse signaalide ning oodatud (tegelike)

negatiivsete signaalide suhet. Spetsiifilisust saab tdsta hiibridisatsioonitingimusi, nagu
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ioonne joud, foramiidi kontsentratsioon ja temperatuur, reguleerides, kuid keeruline on
valida tingimusi, mis mdjuksid vordselt histi koigile kiibil olevatele proovidele (El
Fantroussi jt., 2002). Suurt hulka sarnaste termodiinaamiliste omadustega proove on
tihti eksperimentaalselt raske voi vdoimatu disainida. Spetsiifilisust tdstab ka liihemate
proovide valik — oligo kiipide eelis — kuid see on 16ivsuhtes tundlikkusega (Guschin
DY, 1997). Keskkonnaproovides on probleemiks on erinevate tundmatute mikroobide ja
nukleiinhapete jirjestuste rohkus, mis vdivad kiibil anda vale-positiivseid signaale ning
millega on véga keeruline arvestada. Siinkohal tulevad kasuks eelnevad teadmised
uuritava keskkonna mikroobikoosluse kohta — eelis nditeks kliinilises diagnostikas
kasutatavate mikrokiipide jaoks, sest inimese naturaalne mikrofloora ning voimalikud
patogeenid on suhteliselt histi kirjeldatud. Spetsiifilisust on raske tagada eeskatt kdrgelt
konserveerunud rDNA ja rRNA eristamisel, kuid esialgsed katsed niitavad, et isegi
ithenukleotiidiliste valepaardumiste detektsioon on vdimalik (Zhou ja Thompson,
2002). Kokkuvotteks, spetsiifilisus on hiibridisatsioonimeetodite tugev omadus ning
spetsiifiline sidumine on vdimalik, kuid see eeldab hoolikat proovide disainimist ja
vastavate sihtmérkide wvalikut ning odigeid hiibridisatsioonitingimusi, mille
viljaselgitamiseks on vaja teha siisteemseid katseid. Kaasa aitavad arengusammud
proovide puhastamises, sekundaarstruktuuride véltimine sihtmérkides (Zhou ja
Thompson, 2002) ning nn ,,tahke pinna” efektide uurimine ning vihendamine (Guschin
DG, 1997).

Ei ole veel selge, kui suur on mikrokiipide kvantitatiivne potentsiaal.
Keskkonnauuringutes on peale mikroorganismide identifitseerimise vaja teada ka nende
arvukust (Zhou ja Thompson, 2002). Mitmes t66s on ndidatud tugevat korrelatsiooni
hiibridisatsioonisignaali ning sihtmérgi kontsentratsiooni vahel — ka segakoosluste
puhul —, kuid seda vaid teatud kontsentratsioonide vahemikus, mis ei pruugi sobida
koikide proovide jaoks (Zhou, 2003; Wu jt., 2001). Arvukuse méédramist segab ka PCR-
1 kasutamine (vt. peatiikk 2.2) ja rDNA operonide ning ribosoomide arvu varieeruvus
(vt. peatiikid 3.1.1, 3.2.2). Kui analiiiisitava proovi mikroobne koostis on ligikaudu
teada, siis saab pohimotteliselt sisse tuua paranduskoefitsiente, mis votavad arvesse
eeldatavat rDNA operonide arvu bakteri kohta voi muid faktoreid, mis aitavad
signaaliintensiivsust rakkude arvukuseks tdlgendada. Téapsemat hinnangut ja voimalikke

lahendusi antud probleemile saavad tuua vaid edasised uuringud.

31



Mikrokiipide toeline eelis varasemate hiibridisatsioontehnoloogiate ees on
voimalus 1dbi viia sadu kuni kiimneid tuhandeid hiibridisatsiooni katseid {ihe korraga.
See omadus on ddrmiselt oluline keskkonnaproovide analiilisimisel, mille mikroobne
mitmekesisus, vorreldes niiteks kliiniliste proovidega, voib olla viga lai. Suur DNA
proovide hulk mikrokiipidel tuleb siin kasuks kahel pdhjusel: esiteks, uurimaks paljusid
organisme lihekorraga; teiseks, eristamaks olulisi signaale mitteolulistest — rakendades
tthe mikroorganismi identifitseerimiseks mitmeid proove (Cho ja Tiedje, 2001) on
voimalik dra tunda mittespetsiifilisi signaale. Viiksemate ja etteaimatava
mitmekesisusega proovide, nagu kindlate stimptomitega haige veri, analiilisiks voivad
aga siiski sobida rohkem traditsioonilised meetodid, sest vorreldes nditeks in situ
hiibridisatsiooniga on mikrokiibi konstruktsioon kallim ning keerulisem. Omaette
véljakutseks on siin andmekaevandus. Suuremahuliste mikrokiipide andmehulk kujuneb
tdendoliselt liiga suureks, et neid késitsi analiilisida — tuleb luua programmid, mis
suudavad eristada spetsiifilisi signaale taustamiirast ning ebaspetsiifilistest signaalidest.
Teatud ulatuses voib saada rakendada olemasolevaid geeniekspressioonis kasutatavaid
bioinformaatika to0riistu, kuid keerukamate koosluste uurimiseks tOendoliselt mitte
(Zhou ja Thompson, 2002). Viimaseks, terviklike mikroobikoosluste jdlgimiseks jdédvad
praegused kiibid arvatavasti mahtuvuselt ikka liiga vidikesteks — seega tuleb jitkuvalt
leida viise kuidas mikrokiipe miniaturiseerida ning proove tihedamalt paigutada.

Mikrokiibi eksperimendi pudelikaelaks v3ib osutuda nukleiinhapete puhastamise
etapp (Zhou ja Thompson, 2002), et seda véltida, tuleb vastavaid protseduure kiirendada
uusi protokolle voi metoodikaid viljatootades.

Seniste eksperimentaalsete andmete jérgi mikrokiibi tehnoloogial kdik eeldused
olla keerukate mikroobikoosluste laiahaardeliseks iseloomustamise vahendiks, kuid
mitmekesiste keskkonnaproovide analiiisimist mikrokiibil ei ole veel piisavalt
katsetatud, et toota usaldusvddrseid rutiinselt rakendatavaid mikrokiipe voi
rakendamisvdimaluste kohta pohjapanevaid jdreldusi teha. Kindel on see, et
mikrokiipidel on mitmeid eeliseid klassikalise kultiveerimise ja traditsiooniliste
hiibridiseerimismeetodite ees, kuid mis mééral mikrokiibid neid keskkonnauuringutes
tédpselt asendama hakkavad on veel raske oelda. Ja 10petuseks, mikrokiibid on tooriistad,
mille efektiivseks kasutamiseks ja suunatud arendamiseks on vaja tdpselt defineerida ka

nende 6koloogilised ja keskkonnaalased iilesanded.
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Kokkuvodte

Kéesoleva t60 eesmirk oli anda tlevaade keskkonnaproovide mikroobse
komponendi identifitseerimisvdimalustest nukleiinhapete hiibridiseerimise abil
mikrokiipidel — olemasolevatest rakendustest, pdhilistest probleemidest ning
voimalikest arengusuundadest.

Massilist paralleelanaliilisi vdimaldava mikrokiibi tehnoloogia iihendamine
korge lahutusvdimega fluorestsentsmikroskoopiaga on esimest korda ajaloos loonud
voimaluse uurida korraga, iihes katses, moistliku ajaga ning kultiveerimisest soltumatult
terveid mikroobikooslusi voi suurt osa sellest nii PCR abiga, kui ilma selleta.

Mikroobide identifitseerimiseks ja mikroobikoosluste analiiiisiks otse
keskkonnaproovidest on katsetatud mitmeid mikrokiibi formaate, mis kasutavad
taksonoomiliste ja funktsioonaalsete andmete hankimiseks nii spetsiifiliste RNA ja
DNA jérjestuste vastaseid kui juhuslike genoomsete fragmentide ja tervete genoomide
vastaseid proove.

Esialgsed tulemused néditavad, et antud tehnoloogial on potentsiaali olla
spetsiifiliseks,  tundlikuks,  kvantitatiivseks  ning  korge  ldbilaskevoimega
paralleelanaliiiisi  tooriistaks mikroobide detekteerimisel, identifitseerimisel ja
iseloomustamisel looduslikes keskkondades; on vOimalik eristada ithenukleotiidiliste
erinevustega nukleiinhappeid, tundlikkus on piisav detektsiooniks paljudest
keskkonnaproovidest ning teatud sihtmédrgi kontsentratsiooni vahemikus on tugev
korrelatsioon hiibridisatsioonisignaaliga. Selle potentsiaali realiseerimine nduab aga

edasisi korralikult ldbitd6tatud ning siistemaatilisi uuringuid.
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The identification of microorganisms in environmental samples by nucleic acid

hybridisation on microarrays

Taavi Vosumaa

Summary

The aim of this work is to give an overview of current applications, primary
issues and possible future perspectives regarding the identification of microorganisms in
environmental samples by the means of nucleic acid hybridisation on microarrays.

Our knowledge of the microbial diversity in surrounding environments has been
modest for a very long time. Traditional well-established cultivation methods are
expected to describe less than 1% of total microbial diversity. With the invention of
sequencing and polymerase chain reaction (PCR) it became possible to acquire new
nucleic acid sequences from environmental samples reasonably fast and to compare
them with hybridisation techniques. Traditional hybridisation methods were, however,
often tedious and time-consuming because few sequences could be analysed at a time. It
was all changed with the invention of microarrays, where thousands of DNA fragments
could be bound to a solid surface as probes and simultaneously hybridised with
fluorescently labelled DNA or RNA targets, extracted from environmental samples.

Incorporation of the large-scale parallel analysis capacity of microarrays and the
rapid and high-resolution detection of fluorescent microscopy has finally provided us
with a novel cultivation-independent opportunity to describe all or most of the diversity
in complex natural enivronments in a single hybridisation assay with and without prior
PCR amplification of hybridisation targets.

Several microarray formats such as phylogenetic oligonucleotide arrays,
functional gene arrays, community genome arrays, whole-genome open reading frame
arrays and arrays with random genomic fragments have been developed and tested in
order to evaluate the performance of microarrays in the study of microbial community
structure and function.

The results indicate that microarray technology has great potential as a specific,

sensitive, quantitative and high-troughput parallel analysis tool for the detection,
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identification and characterisation of microorganisms in their natural environments. To
realise that potential, however, further thorough and systematic evaluation and
assessment is required, because microarray hybridisation is still not senstitive enough to
provide detection in low biomass samples, not specific enough to eliminate non-specific
signals in complex environments and not quantitative enough to provide reliable and

reproducible data over a broad range of target concenctrations.
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