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Miljgstyrelsen vil, nar lejlighed gives, offentlig-
gpre rapporter og indlzg vedrgrende forsknings- og
udviklingsprojekter inden for miljgsektoren, finan-
sieret af Miljgstyrelsens undersggelsesbevilling.

Det skal bemzrkes, at en sadan offentligggrelse ikke
ngdvendigvis betyder, at det pagzldende indlzg giver
udtryk for Miljéstyrelsens synspunkter.

Offentligggrelsen betyder imidlertid, at Miljgstyrel-
sen finder, at indholdet udggr et vasentligt indlag i
debatten omkring den danske miljgpolitik.
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INDLEDNING

Pavisning og kvantitering af mikroorganismer har gennem
mange ar varet baseret pd opformering i laboratoriet
gennem et eller flere dyrkningstrin. En egentliig iden-
tifikation har som regel kravet en rakke yderligere
biokemiske test udfert med renkulturer.

Udover at disse procedurer er tidskravende, forudsztter
de, at de relevante organismer befinder sig i en kKulturabel
tilstand. Det er imidlertid blevet pavist, at en stor
del af den miljolevende bakteriepopulation findes i en
tilstandsform, der ikke umiddelbart lader sig opdyrke.
Disse organismer kan vare fysiologisk aktive, og er
derved pkologisk relevante, hvorfor det bliver af betydning
at kunne pdvise dem i miljeet.

Man ra&der i dag over to typer af detektionsmetoder, som
er uafhangige af madlorganismens vakst i laboratoriet.
Immunkemiske teknikker, som er baseret pd antigen-antistof
binding, kan anvendes til at pdvise specifikke fznotyper.
Genprobe-teknikker baseret p& DNA hybridisering kan
tilsvarende anvendes til at pavise specifikke genotyper.
Disse detektionsmetoder er hurtige at udfore, og deres
anvendelse pad miljoprever er blevet stimuleret af behovet
for at kunne fplge specifikke gensplejsede mikroorganismers
overlevelse og spredning i miljeet.

Formdlet med det n:rvarende arbejde har varet at belyse
immunkemiske detektionsmetoders anvendelighed pd milje-
preover. I projektet er der anvendt forskellige strategier
for at opnd antistoffer, der specifikt kan anvendes til
at péviée stammer af Bacillus licheniformis, Bacillus

subtilis og Pseudomonas fluorescens. De mest lovende

antistoffer er benyttet til at etablere immunkemiske
detektionsmetoder, og der er gennemfeort en indledende
afprovning af disse teknikker pd miljgproever.




BAGGRUND
Antistoffer og mikrocorganismer

En immunkemisk metodes anvendelighed til at pévise en
bestemt mikroorganisme afhanger af det anvendte antistofs
specificitet. Antistoffer der, udover at reagere med
m&lorganismen, udviser krydsreaktioner med andre organismer
er ikke anvendelige i et specifikt detektionsassay. Kravene
til antistoffets specificitet kan variere. I visse tilfalde

‘onskes f.eks. reaktion med alle medlemmer af en sygdoms-

fremkaldende art - i andre tilfelde g¢nskes et antistof,
der specifikt reagerer med en snazver undergruppe indenfor

en art.

For mange arter af mikroorganismer har det varet muligt
at fremstille antistoffer, der er specifikke for under-
grupper af en art. Disse grupper benavnes serotyper. Inden
for mange gram-negative bakterier bygger den serologiske
klassifikation pa antistoffer mod de sdkaldte O-antigener,
som er lipopolysakkarider (LPS) lokaliseret til organis-
mernes ydermembran (Chester and Meadow, 1973; Fricker,
1987; Clausen, 1988). LPS er det immunodominante antigen
i gram-negative bakterier. Derfor kan antistoffer mod
LPS opnds bide ved immunisering med oprensede LPS og
med varmebehandlede hele celler, hvor proteiner er segt
denatureret. (Nakajima et al., 1980; Clausen, 1988). Da
oprensede LPS ofte er toxiske for de immuniserede dyr, (se
Moon et al., 1988), kan immunisering med varmebehandlede
celler vare at foretrakke.

Immunkemiske teknikker til pdvisning af mikroorganismer
har primzrt varet anvendt til at foretage en hurtig
identifikation af en organisme isoleret fra f.eks. en
patientpreve. Nar immunkemiske metoder skal anvendes pa
miljoprover er det nodvendigt ferst at foretage en oprens-
ningstrin, hvor mikroorganismen separeres fra storre
jord- og sedimentpartikler. Som vist i et arbejde af
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Hedegaard og Rasmussen {1989) er det ngdvendigt at optimere
dette oprensningstrin for hvert enkelt forsegssystem,
da bade modelorganismens og miljeprovens egenskaber i
hej grad pavirker oprensningsprocedurens effektivitet.
Desuden kan interferens fra mindre ler og humuspartikler
pavirke detektionsmetodens f¢lsomhed.

I de folgende 3 afsnit gennemgds kort den eksisterende
baggrundsviden om antistof-baseret detektion og arts-
typning af de valgte modelorganismer. Desuden er princippet
bag de anvendte immunkemiske metoder opridset.

Pseudomonas serologi

Der findens ingen unders¢gelser af serclogien indenfor
arten Pseudomonas fluorescens. Denne art tilherer familien

Pseudomonaceae, som imidlertid er en sa&rdeles heterogen
gruppe. Inden for familien kan der afgrznses en gruppe
af fluorescerende Pseudomonader. Gruppen defineres ud
fra en positiv reaktion med, dels en DNA-probe mod ribo-
sonalt DNA, se (Hedegaard og Rasmussen, 1989), dels et
monoklonalt antistof mod et ydermembranprotein (Mutharia
and Hancock, 1985; Festl et al., 1986). Udover Pgseudomonas
fluorescens omfatter gruppen bl. a. Pseudomonas anguil-

liseptica og Pseudomonas aeruginosa, og for de to sidst-

nezvnte arter har man erfaringer med antistof-baserede
detektions og typningsmetoder.

Pseudomonas aeruginosa er serologisk velkarakteriseret,

da den kan optrazde som et humant patogen. Arten kan
opdeles i 17 serotyper baseret pd antistoffer mod LPS
{Chester and Meadow, 1973), som sdledes ogsd her Kkan
danne basis for et typningssystem.

Antistoffer mod hele ydermembraner har en bredere speci-
ficitet, da de foruden LPS indehclder Kkrydsreagerende
proteinkomponenter (Mutharia et al., 1982; Moon et al.,
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1988). Antistoffer mod ydermembraner er derfor mindre
velegnede til specifik detektion end LPS-antistoffer i

denne art.

Derimod kan bade antistoffer mod ydermembraner og mod
varmedenaturerede celler benyttes til at inddele Pseudo-
monas anguilliseptica i to serotyper (Nakajima et al.,
1983). Antistofferne Kkrydsreagerer med andre fluores-
cerende Pseudomonader, men deres titer er 10-40 gange
lavere end mod Pseudomonas anguilliseptica.

Da sdvel LPS som ydermembran proteiner er makromolekyler,
som eksponeres pa ydersiden af organismen, exr det logisk
at basere en immunkemisk detektionsmetode pa antistoffer
mod disse komponenter. For at indhegste erfaringer ved
Pseudomonas fluoresceng serologli er der fremstillet

antistoffer mod sdvel varmedenaturerede celler som mod
oprensede ydermembraner.

Bacillus serologi

I et klassisk arbejde unders¢gte Norris and Wolf (1964)
de serologiske forhold inden for slagten Bacillus. De
sammenlignede specificiteten af tre typer antistoffer:

1. Antistoffer mod spore-antigener

2. Antistoffer mod O-antigener £fra vegetative
celler. Disse antistoffer er rettet mod kul-
hydratepitoper og blev fremstillet ved immuni-
sering med varmebehandlede celler.

3. Antistoffer mod H-antigener fra wvegetative
celler. Disse antistoffer er prim=rt rettet
mod protein-~epitoper og blev fremstillet ved
immunisering med formalin-fikserede celler.

Ved anvendelse af agglutineringsmetoder og immunprecipi-
tation blev det pavist, at de tre klasser af antigener
4
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ikke krydsreagerer. Antistoffer mod O- og H-antigener
viste sig at vere mere artsspecifikke end antistoffer mod
sporeantigener. Siledes kunne der ikke pavises kryds-
reaktioner mellem 12 undersogte Bacillus arter med an-
vendelse af antistoffer med O-antigener (Norris and
Wolf, 1964; Hill and Gray, 1967).

Antistoffer mod O- og H-antligener har varierende anven-
delighed til at pavise serotyper inden for forskellige
Bacillus arter. For Bacillus subtilis viste det sig, at
et O-antistof reagerede med 26 ud af 26 testede stammer,
mens et H-antistof kun genkendte de 10. Omvendt forholdt
det sig for Bacillus licheniformis, hvor et O-antistof

reagerede med 5 ud af 18 stammer, mens et H-antistof
reagerede med 14 ud af 18.

Selv om Bacillus megaterium ikke er tazt beslagtet med
Bacillus subtilis ellexr Bacillus licheniformis er arbejdet
med denne organisme alligevel af interesse. Baumann-Grace
and Tomecsik fandt i 1957, at antistoffer mod hele celler
gav den mest pdlidelige genkendelse. Antistoffet reagerede
med sé&vel cellevaggen som en eventuel kapsel. P& basis
af antistoffer mod hele celler kunne B. megaterium opdeles
i 38 serotyper, mens antistoffer mod et detergentekstrakt

af cellevagge havde en bredere specificitet (Baumann-
Grace and Tomcsik, 1957).

Mitze and Hellmann (1980) og Hartung and Hellmann {(1987)
har anvendt antistoffer mod cytoplasmatiske komponenter
til at unders¢gé slagtskabet mellem blandt andet Bacillus
subtilis og Bacillus licheniformis. Deres antistoffer

viser en hoj grad af krydsreaktivitet mellem de to arter,
hvilket gor dem mindre velegnede til en specifik detektion.

Bacillus udviser forskelle i sammensatningen af protein
antigener i forhold til vakstfasen (Mitze and Hellman,
1980), hvilket man gkal vere opmarksom pd ved immunologiske
undersegelser. Slutningen af den logaritmiske vakstfase
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kan anvendes som et wvelkarakteriseret réferencepunkt
(Mitze and Hellmann, 1980). Ogsa for antistoffer mod O-
antigener har det vist sig, at detektionen afhanger af
organismens vekstbetingelser (Hill and Gray, 1967). Disse
forfattere foreslog derefter, at immuniserings organismer
opdyrkes under realistiske forhold, f.eks. i jordekstrakt.

Som det kan ses af ovenstdende, varierer det fra art
til art om kulhydrat-antistoffer eller protein~antistoffer
er mest velegnede til en specifik detektion. I dette
projekt er der derfor fremstillet antistoffer mod bade
varmebehandlede celler og mod@ et detergentekstrakt af
cellevagge. For at opna et reproducerbart antigenmateriale
er kulturerne dyrket i naringsmedie til slutningen af
den logaritmiske vakstfase. Dette afspejler ikke naturlige
vakstbetingelser, men til gengald er kulturbetingelserne
veldefinerede o©og reproducerbare. Det wvil n®ppe vare
muligt at fremstille et veldefineret jord- eller sedi-
mentekstrakt, som Kan afspejle "generelle vakstbetingelser”

i naturen.

Anvendte immunoassays

De immuncassays, som er anvendt som screeningsmetoder i
denne rapport indebazrer alle, at det antigen som unders¢ges
bindes til en fast fase, Figur 2.1. Det immchiliserede
antigen kan binde tilsatte antistoffer {primazrt antistof),
sdledes at mzngden af bundet antistof afspejler m=zngden
af antigen. Bundet antistof pavises ved hjzlp af et andet
antistof, som genkender det fgorste. Det sdkaldte sekundere
antistof er kovalent koblet til en marker, hvis tilstede-
varelse let kan pavises. Metoder som anvender savel
primzrt som sekundert antistof bensgvnes indirekte metoder.

I det sdkaldte DOT-immunobinding assay (DOT-blot) im-
mobiliseres antigenet pd en nitrocellulosemembran., Efter
blokering af membranens frie bindingssteder inkuberes
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med primert- og sekundart antistof. Det sekundare antistof
er koblet til et enzym. Assayet Kan derfor fremkaldes
ved en enzymreaktion, hvor ufarvet substrat omdannes
til et farvet, uople¢seligt produkt, der fazlder ud pa
membranen. Der dannes derved en farvet plet, hvis inten-
sitet er afhangig af mangden af immobiliseret antigen.
DOT immunobinding er som navnt primart et screenings-
vaerktoj, der kan anvendes til at karakterisere renkulturer-
af mikroorganismer. Det er dog ogsa anvendt til at kvanti-
tere mikroorganismer i vandprover (Arredondo and Jerez,
1989).

Figur 2.1

<y -
aasaa) lakaal

{a}

~ bl f
AI‘H‘ y A A A A A

fel
A Antigen: \1/ Antigen-specific antibody: \( Enzyme-conjugated antibody :

Diagram af et indirekte immunoassay. a) Antigen
adsorberes til den faste fase, der derefter inkuberes
med primazrt antistof. b) Antistoffet bindexr specifikt
til antigenet. ¢) Assayet inkuberes nu med sekundart
antistof, som er koblet til et enzym. d) Bundne
sekundere antistoffer pavises ved at foretage en
enzymreaktion, hvor den dannes et farvet produkt.
Farveudviklingen er proportional med mangden af
antigen. (Modificeret fra Stanier et al., 1988).




En opbygning, der svarer til DOT-blot assayet findes i
en indirekte Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA,
Dog fungerer brondene i en plast mikrotiterbakke som
fast fase, og ved enzymfarvningen dannes et oplegseligt
produkt, som kan kvantiteres fotometrisk. ELISA er derfor
et fuldt kvantitativt assay, mens DOT-blot kun er semi-
kvantitativt. Den indirekte ELISA er primart en hurtig

screeningsmetode, og er som siddan anvendt til en serologisk

Figur 2.2

Moditied double antibody sondwich ELISA
tor measuring antigen

1 Plote cocted woth
specitic antibody A
te.g Fabbit }

Pigte washed

2 Test sample containing
antigen reacted

Plate washed

3 Specitic antihody B
(of ditferent species
e.g. goat } added

Prate washey

4 Enzyme lobeiled anty
B globulin added
teg anti goot I1g)

Piate woshed

. GO %@; % ‘

T
" &
m
L]

2\

5 Enzyrme substrote
added

Dobbelt antistof sandwich ELISA anvendt til at
pavise antigen (fra Clausen, 1988).




Pseudomonas anguilliseptica
1983; Olsen and

karakterisering af f.eks.
og Rhizobium meliloti (Nakajima et al.,
1984}.

Rice,

De ovennavnte teknikker er velegnede til en hurtig karak-
terisering af renkulturer. Derimod kan det antages, at
deres anvendelse pd mikroorganismer oprenset fra jord-
eller sedimentprgver er problematisk. Begge metoderne

Figur 2.3

Modification of the indirect ELISA for assay of antigen

1 Plate coated with antigen

7

©2
7

Antigenin test somple
reacts with antinody in

SoIuLIn

7

Plate washed

2 Test sampie thought 1o
conton antigen mixed

- together with reference

antivody

\b

No antigén in 13t sample
FPlate woshed

<

<

3 Enzyme antiglobulin
conugme des

E
E{:}g
Conpugate becomes fixed
to immobinzed antibody

Plgte washed

4 £nzyme substrote added

No substrote gegrodation
ingieates test sample 2
<containg gntigen

Substrate degrodotion
ingicates test sample 2
containd no ontigen

Kompetitiv ELISA
Clausen, 1988).

til pavisning af antigen (fra




krazver, at antigen adsorberes til den faste fase, men
denne proces kan formodentlig forstyres af ler- og humus-
partikler, som uvazgerligt vil vare til stede i prapara-

tionen af oprensede mikroorganismer.

Ud fra disse overvejelser vil enten en "Dobbelt Sandwich
ELISA", se Figur 2.2 eller en kompetitiv ELISA, se Figur
2.3, vare mere velegnede til detektion af mikroorganismer
i miljoprover. I begge disse assays er maleresultatet
uafhangigt af en interaktion mellem den faste fase og
test-antigenet, og afhaznger af den specifikke antigen-
antistofbinding. ELISA assays er endnu ikke szrlig udbredt
inden for den mikrobielle o¢kologi, men bade sandwich
ELISA og kompetitiv ELISA er med held anvendt til pavisning
af methanbakterier i anaerobt slam (Kemp et z2l., 1988).

En 1idt mere udbredt metode til pavisning af mikroorga-
nismer i miljepreover er immunfluorescens mikroskopi
(Bohlool and Schmidt, 1980). Assayets opbygning minder
meget om de ovenfor omtalte indirekte enzymkoblede assays,
men visualiseringen foregdr ved et antistof koblet til
en fluorescerende marker. Assayet aflases i et fluorescens-
mikroskop ved direkte optzlling og er derfor meget tids-
kravende i forhold til enzymteknikkerne.
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RESULTATER

Resultater, Pseudomonas fluorescens

Sammenligning af kvantiteringsmader for Pseudomonas

For at kunne foretage en hurtig vurdering af, hvilke
mangder af bakterier, der blev arbejdet med, blev der
foretéget en sammenligning mellem celleantal bestemt
ved "Acridin Orange Direct Counts”, total protein kon-
centration bestemt ved Lowrys metode, se (Darbre, 1986),
og kulturens absorbans ved 600 nm (AGOO)'

Resultaterne er vist i Tabel 3.1.1 og 3.1.2. Det ses,
at 1 ml kultur med A60
108 celler og 28 ug total protein (TP). Dette betyder,
at 1 ng cellulart TP svarer til ca. 8.500 celler, eller
at 1 celle indeholder ca. 0,1 pg TP, og denne omregnings-
faktor er benyttet ved arbejdet i denne rapport. For
methanbakterier antager man, at en celle indeholder ca.
0,5 pg TP (Kemp et al., 1988), hvilket antyder, at wvort
skon er i den rette steorrelsesorden. Dog skal man natur-
ligvis vare opmarksom pd, at en bakteriecelles protein-~
indhold varierer med dens fysiologiske tilstand.

o P& 0,1 indeholder ca. 2,4 x ~°

TABEL 3.1.1 Sammenhang mellem antal bakterier af Pseudomonas

fluorescens bestemt ved Acridin orange metoden og

ABOO af kulturen.

Total celletal AGOO Celler/ml kultur

celler/ml med A =0,1

600

7 x 10° 0,14 5,0 x 10°
9,5 x 107 0,07 1,3 x 108
7,6 x 107 0,05 1,5 x 10°
3,1 x 108 0,17 1,8 x 108
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TABEL 3.1.2 Sammenhang mellem 3600 af en kultur af Pseudomonas

fluorescens og koncentration af total protein

AGOO Total protein pg total protein
pg/ml pr ml kultur med
Bgop = O/1
2,24 600 27
1,52 450 30
2,76 775 28

Fremstilling af antigen

Modelorganismen for Pseudomonas fluorescens, som er

benzvnt G65.5, er isoleret fra ferskvandssediment wved
Qaanaaqg i Grognland. G5.5 er en oxidase positiv, fluores-
cerende stav, som vokser pa medier, som er selektive for
Pseudomonader. Ved typning med API 20NE-systemet, blev
G5.5 bestemt til arten Pseudomonas fluorescens, biotype
1.

For at kunne anvende kulturer pd et veldefineret vakst-
stadie til immunisering blev der fremstillet en vakstkurve
for Pseudomonas flucorescens G5.5, se figur 3.1.1. Kulturer

der skulle anvendes til antigenfremstililing blev dyrket
i LB-medie ved stuetemperatur under omrystning til
slutningen af den logaritmiske vakstfase i ca. 20 timer.

Ved fremstilling af antigen bestdende af hele mikro-
organismer, blev celler hgstet wved centrifugering og
vasket Z_Qange i fosfatbufret isotont saltvand (PBS)
for at fjerne rester af naringsmediet inklusiv antigener,
som matte vare secerneret til dette under kulturens
vakst. Cellerne blev dernzst resuspenderet i deminerali-
seret vand og varmebehandlet ved 95°C i 2 timer. Celler
blev nu frysetorret og den frysetorrede bakteriepellet

12




10, Turbiditet

L
30
=
o
20 g £
10
g
0
0 10 20 30 40 50 60
Timer
Figur 3.1.1 Vakstkurve for Pseudomonas fluorescens G5.5. Bak-

terierne blev dyrket i LB-medium under omrystning
ved. stuetemperatur. Efter de angivne tidsforleb
blev kulturens turbiditet aflast.

blev resuspenderet i demineraliseret vand til en koncen-~
tration pd 2 mg/100 ul. Udbyttet var pa ca. 40 mg pr.
100 ml kultur. Immuniseringsportioner pd 2 mg, som an-
befalet af Harboe and Ingild (1983), blev fremsendt til
DAKOPATTS A/S, som tilsatte Freunds inkomplette adjuvans
og forestod immunisering i overensstemmelse med firmaets
immuniseringsprotokol.
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Ydermembraner fra G5.5 blev fremstillet efter Sarkosyl-
metoden (Filip et al., 1973) (bilag 6.10). Kort beskrevet
blev vaskede celler lyseret ved sonikering og ekstraheret
med Sarkosyl. Sarkosyl er en ionisk detergent, der solu-
biliserer de cytoplasmatiske membraner, men ikke kan
solubilisere ydermembranen. Efter solubilisering blev
ydermembraner he¢stet ved centrifugering, vasket 2 gange
i demineraliseret vand og resuspenderet ved en koncentra-
tion pd ca. 500 pg/100 pl. Udbyttet var ca. 3 mg fra
100 ml kultur. Immuniseringsdosis var 500 pg pr. injektion
milt som total protein.

Proteinindholdet af ydermembranerne blev yderligere
analyseret ved natrium~dodecylsulfat polyakrylamid gel-
elektroforese (SDS-PAGE), Figur 3.1.2, bane A. Protein-
indholdet i ydermembranpraparationen ligner cellevagge
fra samme organisme, Figur 3.1.2, bane B, men indeholder
fzrre proteinkomponenter, som tegn pd at praparationen
er beriget for ydermembraner.

Specificitetstests af antistoffer

For man kan anvende antistoffer som molekylare prober
i immunocassays er det vasentligt at sikre sig, at anti-
stofferne er specifikke for den mikroorganisme, man
¢nskexr at detektere.

For at vurdere omfanget af krydsreaktioner er anti Pseudo-
monas fluorescens G5.5 antistofferne testet mod et panel

af taettere og fjernere beslagtede organismer, se bilag
6.1. Alle forsggene er foretaget med anti-Pseudomonas

fluorescens G5.5 total tap 1 og anti-Pseudomonas fluores-
cens G5.5 ydermembran, tap 1. For nemheds skyld kaldes

disse herefter anti-total G5.5 og anti-ydermembran G5.5.

I figur 3.1.3 er vist de to antistoffers reaktionsmen-
ster i DOT-blot. Det kan ses af figuren, at antistoffet
14




har kraftigst reaktion med immuniseringsorganismen G5.5,
men at det krydsreagerer med alle de testede Pseudomonader.
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Figur 3.1.2 Analyse af Pseudomonas flubrescens G5.5 yder-
nembraner (bane A) og cellevazgge (bane B) ved SDS-PAGE. Migra-

tionen af standardproteiner er vist i1 margen. Disse er phosphory-
lase B (92,500), Bovint serum albumin (60,000), Ovalbumin
(46,000), Carbonic anhydrase (30,000), Soyabgnne trypsin in-
hibitor (21,500).

Imidlertid er DOT-blot metoden kun semikvantitativ og
derfor blev krydsreaktivitetstests ogsd gennemfort i et
indirekte ELISA-assay (se bilag 6.6), der tillader, at
krydsreaktivitet udtrykkes 1 pr_c.cent af reaktionen med
immuniseringsorganismen.

Ved brug af denne metode bekrzftes det, at bade anti-
stofferne mod hele celler og mod ydermembraner kryds-
reagerer med medlemmer af Pseudomonas gruppen, Tabel
3.1.3. NAr antistoffet testes overfor smd mangdexr

antigener er det dog i praksis monospecifikt. Reak-~
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tionsmgnsteret for anti-total G5.5 og anti-ydermembran
G5.5 er ret ens men antistoffet mod ydermembraner
krydsreagerer mest. Dette resultat er i god overenstem-
melse med erfaringerne med antistoffer mod andre
fluorescerende Pseudomonader, se afsnit 2.2.
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Figur 3.1.3 Unders¢gelse af anti Pseudomonas fluorescens G5.5

total (A) og anti Pseudomonas fluorescens G65.5 ydermembrans (B)
krydsreaktion til andre arter af mikroorganismer. Der er péasat
100, 50, og 10 ug af hver organisme og antiserum er benyttet i en
fortynding pa 1:100. Ved specificitetstesten er benyttet felgende
organismef: 1) P. aeruginosa, 2) P. fluorescens, bilotype 1, 3) P.
fluorescens, biotype 2, 4) P. putida, 5) P. chlororaphis, 6) P.
cepacia, 7) A. eutrophus, 8) E. coli, 9) B. subtilis, 10) B.
cereus, 11) B. lichiniformis, 12) B. pumilus, 13) B. brevis, 14)
G.5.5. Nermere oplysninger om disse referenceorganismer findes i

bilag 6.1.

Nad W
fjernes fra antistofferne ved absorbtion med de
relevante organismer. Absorbtion blev foretaget ved at

era 1

blande antistof med hele wvaskede celler og inkub
time ved stuetemperatur og derefter natten over wved
8°C. Herefter blev antistoffet centrifugeret og
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sterilfiltreret for at fjerne mikroorganismerne, se
bilag 6.3.

Tabel 3.1.3 Undersggelse af anti-G5.5 antistoffers krydsreak-

tion med andre arter af mikroorganismer. Der er
pdsat 100 og 10 ng TP af hver organisme og anti~-
stoffet er anvendt i en fortynding pa 1:400
(anti-total) eller 1:100 (anti-ydermembran).
Reaktionen med G5.5 er sat til 100% og de ¢vrige
udtrykt relativt til denne.

Organisme Anti-total G5.5 Anti-ydermembran G5.5
100 ng 10 ng 100 ng 10 ng
P. aeruginosa 10 % 1% 1% 0
P. fluorescens 1 16 % 1% 27 % 5 %
P. fluorescens 2 14 % 1% 17 % 12 %
P. putida 3 % 1% 5 % 0
P. chlororaphis 10 % 1l % 62 % 41 %
P. cepacia 3 % 0 1% 0
A. eutrophus 3% 0 0 0
E. coli 0 0 o 0
B. subtilis 0 0 o) 0
B. cereus 0 0 0 0
B. lichiniformis 0 0 0 0
B. pumilus 0 o) o 0
P. fluorescens
G.5.5 100 % 100 % 100 % 100 %
I Tabel 3.1.4 or opfert krydsreaktioner for anti~totai

antistoffet efter 2 absorbtioner med henholdvis P.
aeruginosa og P. chlororaphis. Vardierne i tabellen er
direkte sammenlignelige med vardierne for det uab
berede antistof wvist i Tabel 3.1.3, Det kan ses, at
gentagne absorbtioner ¢ger antistoffets specificitet,
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men at man kan forvente, at absorbtioner skal gentages
flere gange for antistoffet bliver monospecifikt. Det
er ikke muligt at angive en n¢jagtig vejledning for
udabsorbtioner af antistoffer, da der i hvert tilfzlde
skal tages hensyn til antistoffets reaktionsmgnster og
titer (Chantler and McIllmurray, 1987).

Tabel 3.1.4 Krydsreaktion af anti-total G5.5 antistof efter
absorbtion med P. aeruginosa og P. chlororaphis. Der er pasat 100
henholdsvis 10 ng af hver testorganisme. Antistof anvendt
fortyndet 1:400. Reaktionen med immuniseringsorganismen er sat
til 100 % og de ¢vrige udtrykt i forhold til denne.

Organisme }00 ng pasat 10 ng pasat

P.

aeruginosa 5 0

P.

fiucorescens 1

P.

fluorescens 2

P. putida

PI

chlororaphis

P.

cepacia

A.

N W W Ww U
g0 9 O Op O o op

eutrophus

E.

coli

B.

subtilis

B.

cereug

B.

lichiniformis

B. pumilus

O 0000 O0OO0O0QC O OO0

0 0 C O

P,

fluorescens

G.5.5 100 % 100 %

Ved de ovenfor beskrevne specificitetstests ses det, at
total antistoffet har en vis krydsreaktion med andre
isolater tilhgrende arten Pseudomonas fluorescens, se
tabel 3.1.3 og 3.1.4, men at reaktionen er betydeligt
svagere end mod G5.5., Dette antyder, at antistoffet er

serotype-specifikt og for at undersege dette narmere
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blev reaktionen mod et panel af Pseudomonas fluorescens

stammer isoleret fra milje¢preover undersegt.

Resultatet er vist i tabel 3.1.5, og det ses, at anti-
total G5.5 kun reagerer ved 2 ud af de 11 stammer. De
govrige mindre krydsreaktioner wvil kunne £f£jernes ved
absorbtion ifg. ovenstdende afsnit. Antistoffet mod
vdermembraner viser en hojere grad af Krydsreaktivitet.
Det er dog ikke si& bredspektret, at det kan anvendes
som et artsspecifikt antistof.

Tabel 3.1.

Organisme
G 5.5
BI 9.8
BI 10.1
G 1.2

G 1.3
H 1.5
Ag 1

R 8

R 12

R 13

E. coli

5 Anti G5.5 antistoffers reaktion med andre stammer
af Pseudomonas fluorescens isoleret fra miljo-

prover. Der er pasat 100 henholdsvis 10 ng af hver.
organisme. Antistof benyttet i fortynding 1:100.
Reaktion med G5.5 sat til 100 % og ¢vrige reak-
tioner er udtrykt relativt til denne wverdi.

Anti total aAnti ydermembran
100 ng 10 ng 100 ng 10 ng
100 % 100 % 100 % 100 %
2 % 0 3 % 0
12 & 1% 59 % 17 &
91 % 75 % g5 % 68 %
g % 1% 20 % 3 3%
2% 0 o o
5% 0 14 % 2 %
1% c 5 % 0
0 0 0 0
1 3% 0 10 % 0
1% 0 0 0

Antistoffer fremstillet wved immunisering med wvarme-
denaturerede celler er sidledes specifikke mod under-
ig




3.1.4

grupper inden for P. flucorescens. De md derfor fore-
trzkkes fremfor ydermembran-antistoffer, nar det galder
at opnd en specifik detektion.

Unders¢gelse af antistoffets robusthed

Mikroorganismer 4 miljpet kan forventes at findes 1
mange forskellige fysiologiske tilstandsformer og wvil
derfor variere med hensyn til hvilke enzymsystemer og
cellevagskomponenter de udtrykker. NAar man ¢nsker at
detektere en miljglevende organisme med antistof-
baserede metoder, er det derfor wvasentliigt, at anti-
stoffet genkender mere end et antigen i/p& cellerne.
Dermed bliver antistoffet robust overfor andringer i
mikroorganismens sammensztning.

Anti-total G5.5 antistoffets reaktion med G5.5 er
derfor blevet analyseret narmere ved Western blotting
{bilag 6.9) og figur 3.1.4. Antistoffet reagerer med
flere komponenter, hvis migration minder meget om det
der ses for LPS isoleret fra £f.eks. Salmonella og
Eschericia coli (Tsai and Frasch, 1982; Hitchcock and
Brown, 1983).

Samtidig ses en ugnsket baggrundsfarvning, som antyder,
at antistoffet har en tendens til at binde uspecifikt,
hviilket er en s®rdeles uheldig egenskab for et anti-
stof, der e¢nskes anvendt til f.eks. ELISA. Samtidig har
specificitetstesterne af antistoffet omtait {1 afsnit
3.1.3 dog wvist, at antistoffet er specifikt meod G5.5
og ikke bindes uspecifikt til en hvilken som heist
mikroorganisme eller overflade.

For nazrmere at kunne bedgmme antistoffets ewvne til at
detektere G5.5 under forskellige vazkstbetingelser blev
bakterien dyrket i 3 uger i henholdsvis naringsmedie og
PBS. Til1 forskellige tidspunkter blev der udtaget
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prover af kulturerne. Disse pr¢gver blev sluttelig
analyseret ved DCT-blot, se figur 3.1.5.

Figur 3.1.4 Impunoblot med antitotal G5.5. G5.5 (100 ng
TP pr. bane) blev separeret 1 SDS-PAGE, og
overfgrt +til nitrocellulose. Blottet blev
inkuberet med oprenset anti-total G5.5, 1:200.

Det ses, at antistoffet genkender G5.5 lige godt under
de forskellige vzkstomstandigheder. Derfor kan anti-
stoffet forventes at wvere velegnet +til pdvisning af
mikroorganismen i miljoprover. Serologiske markerers
stabilitet er undersgpgt i Rhizobium. I buffer og
jordekstrakt var de stabile i mindst 2 maneder (Postma
et al,, 1988) og i miljeet kan serologiske marke¢rer
vare stabile op til 12 ar (se Van Elsas, et al., 1986).
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Indkoring af kompetitiv ELISA

Som udgangspunkt for at etablere en kompetitiv ELISA er
det npdvendigt at afbalancere assayet. Det vil sige, at
finde den optimale balance mellem antistofmangde og
mengden af antigen immobiliseret til den faste fase.

Ved en sdkaldt skakbrazts titrering varieres disse to
parametre. Den ¢nskelige kombination giver en absorbans
p&d ca. 1,0 - 1,5 efter ca. 5 minutters farvning.
Samtidig ¢nsker man at anvende en sa stor antistoffor-
tynding som muligt, dels for at spare p& antistoffet,
dels for at minimere eventuelle tilbageverende kryds-
reaktioner. Resultatet af en skaksbratstitrering er
vist i Tabel 3.1.6.

! 3 8 11 14 1BDG

A 90909 100
g H S @ .10
0005080

B _
200000 -

Figur 3.1.5 Robusthedsundersggelse af anti total G5.5.

Pseudomonas fluorescens G5.5 blev dyrket op 1
LB medie natten over. Kulturen blev herefter
delt, siledes at halvdelen blev dyrket videre
i LB-medie (Panel A), mens den anden halvdel
blev overfgrt til PBS (Panel B). P& de angilvne
tidspunkter (dages inkubation) blev der
udtaget prover og 100 henholdsvis 10 ng TP af
hver prove blev analyseret wved DOT-blot.
Antiserum blev anvendt fortyndet 1:100.
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Tabel 3.1.6 Skakbratstitrering af pdsat m=ngde antigen

AEnti-
stof

fort.
1:100
1:200
1:400

1:800

{G5.5 hele celler) i forste lag og antistof-
koncentration (anti-total 65.5) i 2. lag. De
viste data er mdlte absorbanser ved 490 nm.

Antigenmengde i 1. lag, ng
1250 625 312 156 78 39 20 - ag

1,455 1,463 1,512 1,485 1,434 1,328 1,043 0,188
1,403 1,368 1,498 1,472 1,379 1,337 0,979 0,124
1,520 1,513 1,478 1,378 1,406 1,164 0,876 0,088
1,453 1,610 1,483 1,449 1,418 1,240 0,819 0,069
0,059 0,049 0,489 0,058 0,057 0,054 0,049 0,047

Det kan ses, at mikrotiterplades maximale bindings-
kapacitet ndes ved en pasztning af ca. 80 ng TP. En
ELISA-br¢gnd kan binde ca. 500 ng protein (Levborg,
1984), men da mikroorganismers overflader indeholder
store mezngder kulhydrat, er den fundne bindingskapaci-
tet ikke overraskende.

Derimod ses der kun en ganske svag tendens til, at
fortynding af det anvendte antiserum giver nedsat
reaktion. Dette ses ogsd, hvis der anvendes oprenset
antistof, Tabel 3.1.7, og kan méske skyldes den
tendens til baggrundsfarvning, som ogsd sis i im-
munoblottet, afsnit 3.1.4.
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Tabel 3.1.7 Skakbratstitrering af antigen {(G5.5, hele celler)

Anti-
stof
fort.
1:400
1:800
1:1600
1:3200

1:6400

1:12800

- ab

i 1. lag og antistof (anti-total G5.5, oprenset)
i 2. lag.

Antigenmzngde i 1. lag, ng

40 20 10 - ag

1,905 1,448 0,962 -

1,737 1,276 0,859 C,096
1,675 1,226 0,779 0,066
1,619 1,131 0,685 0,082
1,575 1,081 0,692 0,048
1.460 0.995 0.609 0.044
0.334 0.229 0.162 0.040

Det blev undersegt, om tendensen til baggrund kunne
fjernes ved at indfore buffere ved hej salt ( 500 mM
NaCl) og hoj pH (pH 10,2), men dette var ikke tilfald-
et. Der blev ogsd foretaget et enkelt forseg med at
#ndre den faste fase fra NUNC Maxisorb til NUNC Poly-~
sorb. Skakbratstitreringer pa de to faste faser var
imidlertid ens i dette forseg.

Det blev nu forsegt at etablere en kompetitiv ELISA pi&
basis af anti-total G5.5 anti-serum. I denne type ELISA
konkurrerer antigen 1 proven med antigen pd den faste
fase om binding til antistoffef, se afsnit 2.4, ELISA-
brgnde blev coatet med G5.5, 80 ng TP/brend. Dernzst
blev det inkuberet med antistof og provemateriale.
Provematerialet var her en renkultur af organismen. I
figur 3.1.6 er der vist en standardkurve for denne
ELISA.
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ng
Figur 3.1.6 Standardkurve for Pseudomonas fluorescens G5.5

ELISA. Der blev coatet med hele celler, 80 ng
TP/br¢nd og antiserum anvendt i fortynding
1:400.

Standardkurven udviser det forventede forleb, men det
kan samtidig ses, at folsomheden er utilfredsstillende,
ca. 75 ng svarende til ca. 5 x 105 celler.

Den ELISA, der blev udviklet p& basis af anti-total
G5.5 kunne imidlertid ikke udferes reproducerbart.
Ofte s&s det, at antigenet i pre¢ven ikke kunne konkur-
rere med det coatede antigen, og der dermed ikke
fremkom en standardkurve. Problemet blev sogt lest ved
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at variere pi balancen mellem antigen- og antistofkon-
centration samt ved at manipulere ved blokering af den
non-specifikke binding. Da denne ELISA ikke Kkunne
optimeres inden for projektets rammer, vises i folg-
ende afsnit anvendelse af en kompetitiv ELISA til at
pévise en anden stamme af Pseudomonas fluorescens.
Antistoffet mod denne organisme er fremstillet ved
immunigering med hele formalinfikserede celler.

3.1.6 Anvendelse af kompetitiv ELISA til pdvisning af
Pseudomonas fluorescens i miljoprover.
A490
1
0,8
0,6
0,4
0,2
4]
1 3 10 30 100 300 1000 3000
ng
Figur 3.1.7 Standardkurve for Pseudomonas fluorescens Ag-1

ELISA. Den faste fase coatet med ca. 300 ng
hele celler og antistof anvendt i en fortynding
pa 1:1000.
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Standardkurven for den Kompetitive ELISA er wvist 1
figur 3.1.7, hvoraf det ses, at detektionsgransen
ligger pd ca. 2 ng svarende til ca. 104 celler.

Den kompetitive ELISA kunne tankes at vares ufgplsom for
interferens fra jordpartikler m.v. som uvargerligt vil
vere til stede i et ekstrakt af bakterier fra Jjord
eller sediment. Denne antagelses validitet blev efter-
provet wved at sammenligne en standardkurve for en
renkultur med standardkurven for renkultur opstemmet i
jordekstrakt. Forsoget wviste (Figur 3.1.8), at jord-
ekstraktet ikke pavirkede detektionssystemet signi-
fikant, sdledes at metoden vil wvare anvendelig +til
pavisning af bakterier isoleret fra miljoprover.

1, Aago
0,8
0,6
0,4
0.2
01 3 10 30 100 300 1000
ng
Figur 3.1.8 Sammenligning af standardkurve for renkultur af

Pseudomonas fluorescens Agl (0) og det til-
svarende antal celler resuspenderet i et
ekstrakt af steril jord (2).
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3.2 Resultater, Bacillus licheniformis

3.2.1 Fremstilling af antigen

Modelorganisme for dette delprojekt er typestammen for
Bacillus licheniformis fra Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen kaldet DSM 13. Ligesom Pseudomonas fluores-
cens er Bacillus licheniformis kulturer, der skulle
anvendes til antigenfremstilling, dyrket op i LB medie
til slutningen af den logaritmiske vakstfase. En vakst-
kurve for denne organisme er wvist i figur 3.2.1.

40 Turbiditet

30
20 o
10 o)
0
0 10 20 30 40 50 60
Timer
Figur 3.2.1 Vvakstkurve for Bacillus licheniformis DSM 13. Orga-

nismen blev opdyrket i LB under omrystning wved

stuetemperatur. Efter de angivne tider blewv kulturens
turbiditet aflest.
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Kulturerne blev dyrket op til sent i vazkstfasen, ca. 48
timer. For disse kulturer blev anvendt, blev det undersggt,
om der fandtes sporer i kulturerne wved malakit-grent/-
safranin farvning. I kulturer med en alder mellem 2 og
51 timer fandtes generelt meget f£4 sporer, mens en uge-
gammel kultur indeholdt talrige sporer. De antigenprapa-
rationer, der er anvendt her, reprasenterer sdledes
helt overvejende det vegetative stadie af Bacillus licheni-
formis DSM 13.

For at kunne sammenligne forskellige typer antistoffers
anvendelighed til specifikt at pavise DSM 13, blev der
immuniseret bade med varmedenaturerede hele celler, for
at frembringe kulhydrat-specifikke antistoffer, og med
et SDS-ekstrakt af cellevagge for at fremstille antistoffer
mod cellevagsproteiner.

Hele, varmedenaturerede celler blev fremstillet som
beskrevet i afsnit 3.1.2. Immmuniseringsdosis var 2 mg
torvegt/injektion, som anbefalet i Harboe og Ingild
(1983).

Et SDS-ekstrakt af cellevagge (Imagawa et al., 1985;
bilag 6.11) blev fremstillet ud fra kulturer dyrket som
beskrevet. Vaskede celler blev forst lyseret og cellevegge
hostet ved centrifugering. Cellevaggene blev vasket 2 x
i demineraliseret wvand for at fjerne cytoplasmatiske
komponenter og dernazst ekstraheret i SDS. Udbyttet af
ekstraktionen blev wvurderet wved bestemmelse af total
protein med Bradfords metode, se {Darbre, 1986) og var
for 1 1 kultur ca. 10 mg.

Yderligere blev ekstraktets sammensatning analyseret
ved SDS~-PAGE, Figur 3.2.2. Det kan her ses at ekstrak-
ter fra Bacillus licheniformis og Bacillus subtilis har

hvert sit artskarakteristisk béndmgnster. Immuniser-
ingsdosis var pa 500 pg TP/injektion. Immunisering blev
foretaget af DAKOPATTS A/S.
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Figur 3.2.2 20, 40 og 80 pg TP af SDS-ekstrakter af Bacillus

licheniformis cellevzgge, Bane 1-3 eller Bacillus

subtiius cellevagge, Bane 4-6 blev analyseret ved
SDS-PAGE. Migration af standardproteiner er angivet

i margen.

Indirekte ELISA for Bacillus licheniformis

For at etablere en hurtig kvantitativ screeningsmetode
11 at vurdere antistoffers specificitet, blev der etab-
leret en indirekte ELISA for DSM 13. Anti-total DSM 13
antistoffets reaktion med DSM 13 blev afprovet ved skak-
brazt-titrering som vist i Tabel 3.2.1.

Det ses, at antistofreaktionen titreres nydeligt ud med
stigende fortynding og viser saledes ikke den tendens
il "stickiness", som blev observeret for anti G5.5
antistoffet. Antistofreaktionen titreres tilsvarende ud
med stigende fortynding af antigen, men det ser ud til
at NUNC-maxisorb pladen har meget stor bindingskapaci-

tet for DSM 13, idet bindingen ikke mattes ved tilsat-
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Tabel 3.2.1 Skakbrat-titrering af pdsat mazngde antigen (DSM 13

Anti-
stof
fort.
- ab

s 20
1: 40
1+ 80
1:160

-1:320

hele celler) i f¢rste lag og antistoffortynding
(anti-total DSM-13) i andet lag. De viste data er

absorbanser ved 490 npm.

Antigenmzngde i 1. lag, ng
1250 625 312 156 78 39 20 - ag

-0,011 -0,011 -0.015 -0,016 ~C,017 -0,012 -0,001 0
0,973 0,727 0,495 0,346 0,236 0,178 0,164 0,155
0,913 0.634 0,394 0,277 0,188 0,154 0,142 0,142
0,787 0,531 0,345 0,248 0,156 0,129 0,125 0,118

0,660 0,433 0,273 0,197 0,138 0,100 0,110 0,105

0,594 0,362 0,246 0,154 0,110 0,086 0,092 0,084

af 1 pg/brond. Alternativt bindes kun en mindre del af
det tilsatte mzngde bakterier ved den anvendte coat-
ningstid paA 1 time. '

P4 baggrund af skakbrat-titreringen er der etableret en
indirekte ELISA for DSM 13, se Figur 3.2.3. Feplsomheden
af den indirekte ELISA er ikke helt tilfredsstillende,
> 10 ng. Formodentlig kan feolsomheden forbedres ved at
manipulere med coatningsbetingelserne. Dersom adsorbtionen
til den faste fase er utilfredsstillende, kan man f.eks.
spge at krydsbinde mikroorganismen til plastic overfladen
med glutaraldehyd (Chantler and Mclllmurray, 1987). En
anden mulighed er at forspge at coate mikrotiterpladen
med nitrocellulose for antigenet pasattes (Nybroe et
al,, 1989).

Som vist 1 figur 3.2.3 er en indirekte ELISA ikke umiddel-
bart anvendelig pa milje¢pre¢ver, da feolsomheden er betrag-
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telig nedsat. Der blev i dette forseg fremstillet to
standardkurver. I den ene blev mikrotiterpladen coatet
med DSM 13 resuspenderet i PBS. I den anden blev der
coatet med DSM 13 resuspenderet i et ekstrakt af s¢sedi-
ment. Dette ekstrakt blev fremstillet ved at gennemfore
proceduren for "ekstraktion af bakterier fra sediment”
(bilag 6.2) pd en steril sedimentpreve, sdledes at eks-
traktet reprasenterer det materiale, der isoleres sammen

med mikroorganismer fra en prove.

Da det i1 afsnit 3.1.6 er vist, at selve antigen-antistof-
bindingen ikke pavirkes af en sedimentekstrakt, mad den
nedsatte folsomhed skyldes, at humuspartikler m.v. fra
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Figur 3.2.3 Sedimentprevens pavirkning af indirekte ELISA for

DSM 13. Ens mengder af DSM 13 suspenderet i enten
PBS (0 eller i en ekstrakt af sesediment (8) blev
coatet pd en mikrotiterplade. Indirekte ELISA blev
ipvrigt gennemfort som beskrevet i bilag 6.6.
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preven konkurrerer med mikroorganismen om binding til
plast-overfladen. Dette resultat understreger behovet
for detektionsmetoder, hvor proven ikke direkte skal
immobiliseres p& en fast fase.

3.2.3 Unders¢gelse af antistoffernes specificitet

De forste to taps af antistofferne mod Bacillus licheni-
formis DSM 13 udviste meget lav titer, se figur 3.2.3,
hvor antistoffet er anvendt i fortyndingen 1:40. Alle
de beskrevne forseg er derfor udfert med tap 3. Anti-
stofferne kaldes for nemheds skyld anti total-DSM 13 og
anti-SDS DSM 13.

100
50
iG

Figur 3.2.4 Specificitetstests af anti-Bacillus licheniformis
tap 1 antistoffers krydsreaktion med andre mikroorganismer. A:
anti-total DSM 13, B: anti-SDS DSM 13, Der er pasat 100, 50, og
10 ng af hver organisme og antistoffet er brugt fortyndet 1:40.
Ved spécificitetstesten er benyttet fe¢lgende organismer: 1) P.
aeruginosga, 2) P. fluorescens, biotype 1, 3) P. fluorescens, biotype
2, 4) P. putida, 5) P. chlororaphis, 6) P. cepacia, 7} A. eutrophus,
8) E. coli, 9) B. subtilis, 10) B. cereus, 1l1) B. licheniformis,
12) B. pumilus, 13) B. brevis, 14) G.5.5. Narmere oplysninger om
disse referenceorganismer findes i bilag 6.1.
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Den tilsvarende specificitetstest blev udfert for anti-
total DSM 13 og anti-SDS DSM 13 med anvendelse af indirekte
ELISA som testmetode og resultaterne er opfert i Tabel
3.2.2,

Tabel 3.2.

Testorgani

P. aerugincsa

2 Krydsreaktion af anti-total DSM 13 og anti-SDS DSM
13 med et panel af mikroorganismer. Antistofferne
er testet mod 100 ng af de opforte organismer og
er anvendt i en fortynding p& 1:100. Reaktionen
med DSM 13 er sat til 100 % og de ¢vrige reaktioner
angivet i forhold til denne.

P. fluores

P. fluores

P. putida
P. chloror

P. cepacia

A. eutroph

E. coli
B. subtili

B. cereusg
B. pumilus

DSM 13

Anti-total DSM 13 Anti~-sSDS DSM 13

sme
5 % 15 %
cens 1 2 % 14 %
cens 2 2 % i0 %
3 % 9 %
aphis 2 % 13 %
11 % 6 %
us 5 % 13 %
3 % 8 %
= 9 % 7 %
2 % 10 &
20 % 69 %
100 % 100 %

Anti-total DSM 13 krydsreagerer med B. pumilus og 1
mindre grad med B. subtilis og P. cepacia. Det udviser

dermed flere krydsreaktioner end forventet fra littera-
turen, se afsnit 2.3, hvilket kan skyldes at de anvendte
detektionsmetoder er meget folsomme. Den brede specificitet
af anti-SDS DSM 13 er i overensstemmelse med Baumann-
Grace og Tomesiks (1957) erfaringer med antistoffer mod
et detergent ekstrakt af B. Megaterium.
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Det blev undersggt, om krydsreaktion med B. pumilus
kunne nedszttes ved at absorbere antistoffet 0g resultatet
af en enkelt absorbtion er vist i Tabel 3.2.3.

Tabel 3.2.3 Krydsreaktion af anti-total DSM 13 f¢r og efter

absorbtion med B. pumilus. Antistoffet er testet
mod 100 ng af hver organisme ved en fortynding péa

1:160.

Testorganisme Krydsreaktion

for efter
P, aeruginosa 3% 6 %
P. fluorescens 1 4 % 6 %
P. fluorescens 2 4 % 6 %
P, putida 4 % 8 %
P. chlororaphis 9 % 7 %
P. cepacia 14 % 12 %
A. eutrophus 5 % 3 %
E. coli 4 % 4 %
B. subtilis 21 % 18 %
B. cereus 7 % 7%
B. pumilus 33 % 16 %
DSEM 13 100 % 100 %

Den ugpnskede reaktion med B. pumilus kan formindskes
ved absorbtion, mens antistoffets krydsreaktion med de
andre testorganismer ikke pavirkes. Derfor vil frem-~

skaffelsen af et monospecifikt antistof forudsaztte et
omfattende arbejde med udabsorbtion.

Under arbejdet med det absorberede anti-total DSM 13
blev det konstateret, at antiserummets baggrundsreak-
tion blev drastisk ¢get. Det md derfor anbefales, at
udabsorbtion foretages med det ré& antiserum, og at IgG
fraktionen derefter oprenses ved udsaltning (bilag 6.4)
eller ved kromatografi pad Protein A-agarose.
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Anti-total DSM 13s reaktion med et panel af Bacillus
licheniformis isolater blev 1ligeledes undersogt, og
disse resultater er afbildet i Tabel 3.2.4. Det ses, at
der er en vis grad af krydsreaktion, men at antistoffet
ma vurderes at kunne blive monospecifikt ved gentagne
udabsorbtioner. Dette er i overenstemmelse med tidligere
erfaringer med antistoffer mod O-antigener fra Bacillus
licheniformis (Norris and Wolf, 1964). Antistoffet mod
en SDS ekstrakt reagerede med alle de underse¢gte Bacillus
licheniformis isolater med krydsreaktionsprocenter mellem
65 og 115, og har derfor muligvis egenskaber, der ger
det egnet som et artsspecifikt antistof.

Tabel 3.2.4 anti-total DSM 13s reaktion med et panel af Bacillus

licheniformis isolater. Antistoffet er testet mod

100 henholdsvis 50 ng af hver organisme oOg anvendt
fortyndet 1:160.

Bacillus licheniformis 100 ng 50 ng
65 25 % 20 %
67 11 % 8 %
69 13 % 8 %
71 35 % 26 %
117 37 % 17 %
118 28 % 18 %
220 15 % 7 %
DSM 13 100 % 100 %

som for antistoffet mod Pseudomonas fluorescens er ogsa

Bacillus licheniformis antistoffets reaktion blevet

undersogt ved immunoblotting, se figur 3.2.5. Antistof-
fet reagerer mod adskillige band, der m& formodes at
vaere kulhydratkomponenter i cellevaggen. Det har ikke
varet muligt at finde eksempler 1 1litteraturen, hvor
tilsvarende antistoffer er benyttet til Western blotting.
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Dexrfor er det ikke her muligt at vurdere prazcis hvilke

antigener antistoffet genkender.

Figur 3.2.5 Immunoblot med anti-total DSM 13. DSM 13 (100 pg

TP/pane) blev separeret ved SDS-PAGE. Gelen blev
herefter blottet over pa& nitrocellulose. Blottet
blev inkuberet wved oprenset anti-total DsSM 13,
1:100.

Unders¢gelse af antistoffets robusthed

En unders¢gelse af anti-DSM 13 antistoffernes evne til
at genkende DSM 13 dyrket under forskellige wvakstbe-
tingelser i op til 3 uger viste forskelle mellem anti-
stoffernes reaktionsmegnstre, se figur 3.2.6. Anti-total
DSM 13 reagerede kraftigere med organismer inkuberet i
PBS end med organismer dyrket i LB-medie, mens dyrknings-
tidens lzngde ikke pavirkede genkendelsen. Derimod syntes
sammensa&tningen af de antigener, som genkendes af anti-
SDS DSM 13 at variere med sdvel dyrkningsbetingelser
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som dyrkningstid. Dette forhold ge¢r, i sammenhang med
antistoffets hpje krydsreaktivitet, at antistoffer mod
ekstraherede cellevaegsproteiner synes uegnede til pavisning
af Bacillus 1licheniformis i miljegprover. Antistoffet
mod varmedenaturerede organismer er mere velegnet. Dog
kan ELISA eller DOT-~-blot baseret pad dette antistof give
unpjagtige kvantiteringer pd grund af variationerne i
antigen-mzngden i organismerne under forskellige vakst-
betingelser. Den mest velegnede immunkemisk detektions-
metode i denne situation er derfor immunfiuorescens
mikroskopi, hvor enkelte cellers reaktion med antistof-

fet kan iagttages.

A B
1 6 10 140G 1 6 10 140G

o “2

@B o op & o

LB
10
PBS 8309 : a 100
P 10

Figur 3.2.6. Robusthedsunders¢ogelse af anti-total DSM 13, Panel
A og anti-SDS DSM 13, Panel B. DSM 13 blev dyrket
i LB-medie i ca. 1 de¢gn. Derefter blev kulturen
delt, s&ledes at halvdelen blev dyrket wvidere i
LB-medie, mens resten blev inkuberet i PBS. Til de
angivne tider blev der udtaget prover, hvoraf 100
henholdsvis 10 ng blev analyseret ved DOT-blot.
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Figur 3.2.7 B. licheniformis visualiseret ved fluorescens. A.
Renkultur af DSM 13 pavist med immunfluorescens mikroskopi. Anti-
total DSM 13 blev anvendt fortyndet 1:200. B. DSM 13 ekstraheret

fra segsediment o©og derefter pivist ved immunofluorescens mikro-
skopi. Antistof som i A.
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3-2.5

Pivisning ved immunfluorescens mikroskopi

Den klassiske immunkemiske metode inden for mikrobiel
okologi er, som navnt i indledningen, immunfluorescens
mikroskopi. I figur 3.2.7 A ses en renkultur af DSM
farvet med en indirekte immunfluorescensteknik, se bilag
6.10. I figur 3.2.7 B er DSM 13 ekstraheret fra en sedi-
mentprove og derefter pdvist med fluorescerende antistof.
Det ses af figuren, at der er en ¢get baggrundsfluorescens
i forhold i renkulturen, men at DSM 13 ikke desto mindre
let kan detekteres i miljopr¢ver ved denne teknik.

Det blev endeligt undersegt, om DSM 13-lignende Bacillus
licheniformis var til stede 1 sediment fra Bradebazk So,

men organismen kunne ikke pavises.
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Resultater, Bacillus subtilis

Fremstilling af antigen

Proceduren for fremstilling af antigenprezparationer af
varmedenaturerede Bacillus subtilis 168, Deutsche Sammling
wvon Mikroorganismen no. 402, er helt identisk med proce-
duren anvendt for Bacillus licheniformis DSM 13.

Ligesom Bacillus licheniformis blev kulturerne hgstet i
sen wvazkstfase, d.v.s. efter ca. 20 timers vakst, se
vazkstkurven i figur 3.3.1. Kulturen blev undersegt for
tilstedeverelse af sporer for brug.

-

40 Turbiditet
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10

0
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Timer

Figur 3.3.1 Vakstkurve for Bacillus subtilis DSM 402. Organis-
men blev opdyrket i LB under omrystning ved stuetemperatur. Efter
de angivne tider blev kulturernes turbiditet aflaste.
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Udbyttet af SDS-ekstraktionsproceduren var ca. 10 mg
TP/1 kultur, og proteinsammensatningen af ekstraktet er
vist i figur 3.2.2.

o -

3.3.2 Undersggelse af antistoffermes sgpecificitet

SAvel antistoffet mod hele celler som mod SDS-ekstrak-
3 mo

get dirlig reaktion med

SR g

o

at af cellsvmoges udvyui

ugqv te en

e
immuniseringsorganismen. Som det kan ses af DOT-blottene
i Figur 3.3.2, var reaktionen med DSM 402 ikke storre
end med flertallet af testorganismerne. Pa denne baggrund
blev der ikke arbejdet videre med antistofferne mod

Bacillus subtilis.
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Figur 3.3.2 Specificitets test af anti-total DSM-402 og anti-
SDS DSM 402. Til nitrocellulosefiltret blev pésat
100, 50 og 10 ng af hver organisme fra testpanelet.
Antistoffet blev benyttet i fortyndingen 1:40.
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SAMMENFATNING

Formalet med dette projekt har veret at indhgste erfaringer
med anvendelse af immunkemiske metoder til at pavise
mikroorganismer direkte i miljeprover. Der er benyttet
tre modelorganismer i projektet. En stamme af Pseudomonas

fluorescens reprasenterer en gram-negativ mikroorganisme,
mens stammer af Bacillus licheniformis og Bacillus subtilis

er gram-positive modelorganismer. Projektet medvirker
til at etablere et metodegrundlag, der kan gore det muligt
at folge gensplejsede mikroorganismers overlevelse og
spredning i miljeet. Derfor har det varet milet at frem-
stille antistoffer, der specifikt genkender modelorga-
nismen, og ikke krydsreagerer med andre arter eller andre
stammer inden for en art. For hver modelorganisme er
der anvendt to strategier for at frembringe antistoffer -
med de ¢onskede egenskaber. Antistofferne er blevet anvendt
til at etablerer immunkemiske detektionsmetoder. Det er
tilstrabt at udvikle metoder, der muligger en hurtig
behandling af et stort antal prever, f.eks. DOT-immuno-
binding og Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

For Pseudomonas fluorescens er der fremstillet antistoffer,

dels mod hele varmebehandlede celler, dels mod oprensede
ydermembraner. Det feorstnavnte antistof gav den mest
specifikﬁe detektion. Ydermere var antistoffet robust
overfor andringer i modelorganismens antigensammensatning,
idet denne blev genkendt lige godt, selv om den var
dyrkét under forskellige forhold.

En indirekte ELISA var velegnet til at karakterisere
renkulturer, men Kunne ikke benyttes pa3d milje¢prover.
Der blev derfor udviklet en kompetitiv ELISA, som imid-
lertid ikke kunne optimeres inden for projektets rammer.
Med anvendelse af et optimeret assay baseret pd et andet

antistof med Pseudomonas fluorescens er det wvist, at en
4

kompetitiv ELISA kan anvendes til péavisning af ca. 10
celler direkte i en miljoprove. Det md derfor forventes,
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at kompetitiv ELISA baseret pad "robuste" antistoffer
generelt vil vaere velegnet til pavisning af mikroorganismer

i miljpet.

Antistoffer mod stammer af Bacillus licheniformis og
Bacillus subtilis blev fremstillet dels ved immunisering
med hele varmebehandlede celler, dels med detergenteks-

trakter indeholdende cellevagsproteiner. For Bacillus
licheniformis gav antistof mod varmebehandlede celler

den mest specifikke detektion, mens de to immuniseringer
med Bacillus subtilis ikke resulterede i brugbare anti-

stoffer.

Den antistofbaserede detektion af Bacillus licheniformis
var pavirket af hvilke vakstbetingelser, organismen
havde haft. Dette betyder, at antigenmangden i miljglevende
bakterier er anderledes end i den standardkultur, der
benyttes til at etablere en standardkurve for et ELISA-
assay. En mangdebestemmelse af bakterier med ELISA wvil

fplgelig blive unpjagtig. Derfor blev der anvendt immun-
fluorescens mikroskopi, hvor enkelte cellers reaktion
med antistoffet kan vurderes, til detektion af Bacillus
licheniformis. Det er wvist, at metoden problemfrit kan

anvendes til pavisning af organismen ekstraheret fra
sedimentprover.

Perspektiverne for den fremtidige anvendelse af immun-
kemiske teknikker til pavisning af gensplejsede mikro-
organismer ligger i deres kombinering med genprobe-tek-
nikker. En pracis lckalisation af et rekombinant gen
til en bestemt fanotype kan f.eks. ske ved at immunkemiske
oprensningsmetoder benyttes til at isolere en relevant
gruppe mikroorganismer. En genprobe kan dernast bruges
til at undersgpge om et bestemt gen forekommer i den
isolerede organisme, men ogsd til at underse¢ge, om genet
har spredt sig til andre mikroorganismer.

44




REFERENCER

Arredondo, R. and C.A. Jerez (1989)

Specific DOT-immunobinding assay for detection and enu-
meration of Thiobacillus ferroxidans.

Appl. Environ. Microbiol., 55, 2025-2026.

Baumann~-Grace, J.B. and J. Tomecsik (1957)
The surface structure and serclogical typing of Bacillus

megaterium.
J. Gen. Microbiol. 17, 227-237.

Bohlool, B.B. and E.L. Schmidt (1980)
The immunofluorescence approach in microbial ecology.
I: Advances in microbial ecology. Alexander, M., ed.

Chantler, S.M. and M.B. McIllmurray (1987)
Labelled-antibody methods for detection and identification
of microorganisms.

I: Methods in microbiology, wvol. 19, Collwell, R.R.
and R. Gregorova, eds., Academic Press, New York.

Chester, I.R. and P.M. Meadow (1973)

The relationship between the O-antigenic 1lipopolysac-
charides and serological specificity in strains of Pseudo-
monas aeruginosa of different O-serotypes.

J. Gen. Microbiol. 78, 305-318.

Clausen, J. {(1988)

Immunochemical techniques for the identification and
estimation of macromolecules.

Elsevier, Amsterdam.

Darbre, A. (1986)

Analytical methods.

I: Practical Protein Chemistry, A Handbook, A. Darbre,
ed., John Wiley, Chichester.

45




Festl, H., et al. (1986)
DNA Hybridization probe for the Pseudomonas fluorescens

group.
Appl. Environ. Microbiol. 52, 1190-11%4.

Filip, C. et al, (1973)
Solubilization of the cytoplasmic membrane of Escherichia

coli by the ionic detergent sodium lauroyl sarcosinate.
J. Bacteriol. 115, 717-722.

Fricker, C.R. (1987)

Serotyping of mesophilic Aeromonas spp. on the basis of
lipopolysaccharide antigens.

Lett. Appl. Microbiol. 4, 113-116.

Harboe, N.M.G. and A. Ingild (1983)

Immunization, isolation of immunoglobulins and antibody
titre determination.

Scand. J. Immunol. 10: 345-351.

Hartung, M. and E. Hellmann (1987)

Examination of 20 Bacillus species by crossed immuncelec-
trophoresis under taxonomic aspects.

Zbl., Bakt. Hyg., A 263, 509-524.

Hedegaard, A. og O.F, Rasmussen (1989)
Detektion af mikroorganismer i miljpprover.
.Levnedsmiddelstyrelsens publikation nr. 175.

Hili, I.R. and T.R.G. Gray (1967)

Application of the fluorescent-antibody technique to an
aecological study of bacteria in soil.

J. Bacteriol. 93: 1888-1896,

46




EX N

Hitchcock, P.J. and T.M. Brown (1983)

Morphological heterogeneity among Salmonella lipcopolysac-
charide chemotypes in silver-stained polyacrylamide
gels.

J. Bacteriol. 154, 269-277.

Imagawa, M., Y. COku, H.I. El-Belbasi, M. Teraoka, T.
Nishihara, and M. Kondo (1985)

Synthesis and deposition of spore coat proteins during
sporulation of Bacillus megaterium.

Microbiol. Immunol., 29, 1151-1162.

Kemp, H.A., D.B. Archer and M.R.A. Morgan (1988)
Enzyme-linked immunosorbent assays for the specific and
sensitive quantification of Methanosarcina mazei and

Methanobacterium bryantii.
Appl. Environ. Microbiol. 54, 1003-1008.

Lovborg, U. (1984)
Guide to solid phase immuno assays.
NUNC A/S, Roskilde.

Mitze, H. and E. Hellmann (1980)

Serologische untersuchungen an bazillenstdmmen mittels
zweildimensionaler immunelektrophorese: Diagnostische
und taxonomische mdglichkeiten,

zZbl. Bakt. Hyg., A 248, 401-413.

Moon, M.M., L.D. Hazlett, R.E.W. Hancock, R.S. Berk, and
R. Barrett (1988)

Monoclonal antibodies provide protection against ocular
Pseudomonas aeruginosa infection.

Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 29: 1277-1284.

47

-




Mutharia, L.M, and R.E. W. Hancock (1985)
Monoclonal antibody for an ocutermembrane lipoprotein of
the Pseudomonas fluorescens group of the family Pseudo-

monadaceae.
Int. J. Syst. Bacteriol., 35, 530-532.

Mutharia, L.M,, T.I. Nicas, and R.E.W. Hancock (19582)
Outer membrane proteins of Pseudomonas aeruginosa serotype

strains.
J. Infect. Dis. 146, 770-779.

Nakajima, K., K. Muroga, and R.E.W. Hancock (1983)

Comparison of fatty acid, protein, and serological pro-
perties distinguishing outer membranes of Pseudomonas
anguilliseptica strains from those of fish patogens and

other Pseudomonads.
Int. J. Syst. Bacteriol. 33, 1-8.

Norrig, J.R. and J. Wolf (1969)
A study of antigens of the aerobic sporeforming bacteria.
J. Appl. Bact. 24, 42-26.

Nybroe, 0., A.M. Dalseg, and E. Bock (1989)
A developmental study of soluble Ll.
Int. J. Develop. Neurosci. (I trykken).

Olsen, P.E. and W.A. Rice (1984)

Minimal antigenic characterization of eight Rhizobium
meliloti strains by indirect enzyme-linked immunosorbent
assay.

Can. J. Microbiol. 30, 1093-1099.

bPostma, J., J.E. van Elsas, J.M. Govaert, and J.A. van
Veen (1988)

The dynamics of Rhizobium leguminosarum biovar trifolii

introduced into soil as determined by immunofluorescence
and selective plating technigues.
FEMS Microbiol. Ecol., 53, 251-260.

-

48




Mutharia, L.M. and R.E. W. Hancock (1985)
Monoclonal antibody for an outermembrane lipoprotein of
the Pseudomonas fluorescens group of the family Pseudo-

monadaceag.
Int. J. Syst. Bacteriol., 35, 530-~532.

Mutharia, L.M., T.I. Nicas, and R.E.W. Hancock {(1982)
Cuter membrane proteins of Pseudomonas aeruginosa serotype

strains.
J. Infect. Dis. 146, 770-779.

Nakajima, K., K. Murcga, and R.E.W. Hancock (1983)
Comparison of fatty acid, protein, and serological pro-
perties distinguishing outer membranes of Pseudomonas

anguilliseptica strains from those of fish patogens and

other Pseudomonads.
Int. J. Syst. Bacteriol. 33, 1-8.

Norris, J.R. and J. Wolf (1969)
A study of antigens of the aerobic sporeforming bacteria.
J. Appl. Bact. 24, 42-26.

Nybroe, 0., A.M. Dalseg, and E. Bock (1989)
A developmental study of soluble L1,
Iint. J. Develop. Neurosci. (I trykken).

Olsen, P.E. and W.A. Rice (1984)

Minimal antigenic characterization of eight Rhizobium
meliloti strains by indirect enzyme-linked immunosorbent
assay.

Can. J. Microbiol. 30, 1093-1099.

Postma, J., J.E. van Elsas, J.M. Govaert, and J.A. van
Veen (1988)

The dynamics of Rhizobium leguminosarum biovar trifolii

introduced into soil as determined by immunofluorescence
and selective plating techniques.
FEMS Microbiol. Ecol., 53, 251-260.

48




Stanier, R.Y., B.L. Ingraham, M.L. Wheelis, and P.R.
Painter (1988)

General Microbiology.

MacMillan, London.

Tsai, C.M. and C.E. Frasch (1982)

A sensitive silver stain for detecting lipopolysaccharides
in polyacrylamide gels.

Anal. Biochem. 119, 115-119.

Van Elsas, J.D., A.F. Dijkstra, J.M. Govaert, and J. A.
Van Veen (1986).

Survival of Pseudomonas fluorescens and Bacillus subtilis
introduced into two soils of different texture in field
nmicroplots.

FEMS Microbicl. Ecol., 38, 151-160.

49




6. BILAG

Bilag 6.1

Testpanel af mikroorganismer

Pseudomonas aeruginosa

P. fluorescens, biotype 1

P. fluorescens, biotype 2

P. putida
P. chiororaphis
P. cepacia

Alcaligenes eutrophus

E. coli Ki2

Bacillus subtilis

B. cereus

B. licheniformig
B. pumilis

B. brevis

De anvendte nmikroorganismer

Typestamme PAO 303 fra University
of Massachusetts

Fra

VKI

Institut for Populationsbiologi

isolat IS 6.3, fra Island

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen,

DSM

Fra

VKI

DsM

Fra

DsSM

DSM

DSM

DsSM

DSM

4011

Institut for Populationsbioclogi
iscolat BIIZ2.4, £fra Bagsverd So
4058

Gensplejsningsgruppén, ATV

402

31

13

27

30

VKIs isolater er oxidase positive stave, som vokser pd selektivt

medie for fluorescerende Pseudomondader. Isolaterne er yderligere

typet efter API 20NE systemet.

e
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Bilag 6.2 - Ekstraktion fra sediment

1.

Ca. 10g celler tilsattes 1 g stralesteriliseret sediment.

Blandingen inkuberes 20 min. ved B8° C.

Der tilsattes 9 ml 25 mM NaPO4-buffer, pH 7,4,
125 mM NaCl
0,1 % Tween-20

Prgven rystes pd et JKA-rystebord ved 300 rpm i 3 minutter
pa is. Derefter centrifugeres proven ved 200 xg ved 4°C i
10 minutter.

Supernatanten gemmes mens pellet reekstraheres som ovenfor,

-

Gentages indtil der opna&s 3 supernatanter.

De 3 supernatanter puljes og celler sedimenteres ved centri-
fugering ved 6000 xg i 10 minutter ved 4°C.

Pellet vaskes 1 x i PBS og resuspenderes i ELISA-fortyndings-
buffer,
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Bilag 6.3 Abscorbtion af antistoffer

10 ml kultur dyrkes pa rystebord til stationzr fase.
Host ved centrifugering 6.000 xg i 10 minutter.

2x vask med PBS, 15 mM NaN3.

Afvej 250 mg bakteriepellet.

Resuspender pellet i1 sia 1idt PBS som muligt.

Inkuber antiserum med bakterier under omrystning 1 time ved stue-

temperatur. Inkuber natten over ved 4°C.
Centrifuger 6.000 xg i 10 minutter.
Supernatanten sterilfiltreres, mzrkes og opbevares ved 4°C.

Antiserum checkes i DOT-blot f¢r og efter absorbtion.
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Bilag 6.4 " Oprensning af antistoffer

1.

10.

ll.

12.

OBS!

A ml serum tilsazttes (2/100 x Aml) 3 M acetat-buffer pR 5,0.

Tilset 25% Ammoniumsulfat og lad proven std natten over ved
stuetemperatur.

Spin 15 minutter ved 10.000 rpm.
Til balance benyttes 1,75 M (NH4)ZSO4.

Pellet vaskes 1 1,75 M (NH4)ZSO4 (0,5 x A ml).
Gentag vask.

Spin 15 minutter ved 10.000 =zg.

Resuspender pellet i milliporevand.

Dialyser 1 dialysesak med plads til dobbelt volumen ved 4°C.
2 x 12 timer over for milliporevand.

1-2 degn over for 0,05 M acetat-buffer pH 5,0.

Spin 15 minutter ved 5.000 xg for at fjerne lipoprotein.

Tilsat 0,27 g (NH4)ZSO4 per ml.
1 degn ved stuetemperatur.

Spin 15 minutter ved 10.000 xg.
Pellet resuspenderes i milliporevand.
Dialyser 2 x 1 degn 1 0,1 M NaCl + 15 mM NaNS.

Gem alle supernatanter fra proceduren indtil den fardig-
oprensede antistof er testet.

53




Bilag 6.5 DOT-immunobinding
UDFQRELSE:

Et passende stykke nitrocellulosepapir klippes ud (eks. 5 x 5 om
til 15 "dots")

Nitrocellulosepapiret md IKKE BERQRES med fingrene. Brug handsker
eller pincet.

Der skrives pid papiret med blyant.

DOT-blot-apparatet samles. Et passende stykke nitrocellulosepapir
{Hybond C) Klippes ud. Der markeres pa papiret med blyant hvor de
forskellige prover pasattes (mdl efter hullerne pa apparatet).

Mindst 4 lag Whatman 1 filterpapir klippes til og placeres i ap-
paratet mellem o¢verste og mellemste del. Gennemvedes med dest.
vand. Apparatet spandes nu sammen, sd gummiringene laver merker i
filtrerpapiret. Dette hjelper +til at f& nitrocellulosepapiret
anbragt korrekt. Efter at nitrocellulosepapiret er bragt p& plads,
samles apparatet og det er klart til brug. '

For at gore det mere overskueligt, kan man satte tape over hullerne
ud over det omrade man skal benytte.

Proverne afpippetteres nu i hullerne. Nar alle prover er afpip-
petteret, tandes for vandsuget, sa provematerialet bliver filtre-
ret ned pad nitrocellulosen. Derefter &bnes apparatet, og nitro-
cellulosepapiret er efter torring klar til blokering.

Blokeres 2-4 minutter med blokeringsbuffer {pa vippebord).
M3 ikke blokere for lange!

Vask 2 x 10 minutter i 20 ml pr. gang vaskebuffer (pd vippebord).

I
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Primzrt antistof tilsattes et nyt hold vaskebuffer f.eks, i kone.
1:500 til 1:2000.

Inkuberes natten over pa vippebord.
Vask x 3 med vaskebuffer ca. 10 minutter per gang.

Inkuberes med sekundart antistof: svin anti-kanin konjugeret med
alkalisk fosfatase, f.eks. 1:1000 i 2 timer eller langere.

vask x 3.

Inkuberes med farvebuffer til farvereaktion (5-15 minutter eller
lzngere). Fglsomhedsforggelse op til 18 timers farvning. Se billag
6.12.

Farverecaktionen standses med vand (papiret vaskes)

Papiret to¢rres eller opbevares i wvand natten over i ke¢leskab-
giver Klarere farvning. Evt. farvning af selve nitrocellulose-
papiret forsvinder ofte ved torring.

HUSK POSITIV OG NEGATIV KONTROL!
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Bilag 6.6 Direkte ELISA til bestemmelse af

mikroorganismer

Fast fase
Der benyttes NUNC - maxisorb immunoplade

Feorste lag

Den relevante mikroorganisme suspenderes i PBS i kendt koncen-
tration. Suspensionen sonikeres 2 min, i ultralydsbad,
hvorefter der pasattes f.eks. 100, 50, og 10 ng malt som
TP,

Coatning foregar 1 time ved stuetemperatur, 100 pl/brond.

Der waskes 5x i wvaskebuffer. Dernzst blokeres 5 min. i
blokeringsbuffer, og der vaskes atter 5x.

Andet lag
Det relevante antistof fortyndes i fortyndingsbuffer, og
der inkuberes fra 2 - 18 timer ved stuetemperatur, 100
Hl/brend.

Vvask 5x i wvaskebuffer.

Tredje lag

Sekundaert antistof: Svin-anti-kanin HRP-konjugeret fortyndes
1:1000 i fortyndingsbuffer. Inkuberes 2 timer ved stuetem-
peratur, 100 pl/brond.

Vvask 5x i vaskebuffer.

Farvning

Fremstil farvesubstratople¢sning, se bilag 6.12. Pase, at
der ikke udvikles farve for udpipettering. Tilsat 100 pl
substratoplesning pr. bre¢nd. Farv i ca. 15 min, eller til
passende farveudvikling. Stop ved tilsatning af 100 pl 1M
HZSO4.
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Bilag 6.7 Kompetitiv ELISA

1.

En NUNC-maxisorb immunoplade coates med en mzttende mangde
antigen fortyndet i PBS. 100 ul/bre¢nd , 1 time ved stue-
temperatur,

Vask 5x med vaskebuffer.

Fremstil fortyndingsrazkke af standards {(med kendt mangde
antigen) og af diverse prover. Fortyndinger foretages i
fortyndingsbuffer.

Tilsat 50 pl standard/prove til hver brend og umiddelbart
efter 50 pl fortyndet antistof. Inkuber natten over ved 8°C.

vask 5x med wvaskebuffer.

Tilsat sekundzrt antistof: peroxidase konjugeret svin anti
kanin Ig, 1:1000 i fortyndingsbuffer. Inkuber 1 time ved
stuetemperatur.

Vask 5x med vaskebuffer.

vUdfer enzymfarvning, se bilag 6.12.
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Bilag 6.8 Immunfluorescens mikroshkopi

Filtrer proven gennem 0,2 um filter. Brug Nucleoporefilter SN 110656
med Whatman GF/C som underfilter.

Vask med 3 x 5§ ml steril-filtreret PR3, 0,056% Tween 20.

Tilset 350 ul 15% svine serum i PBS.
Inkuber 20 min.

Vask filteret med 3 x 5 mil PBS, 0,05 § Tween 20.

Tilsat 350 pl primert antistof, fortyndet passende, ofte ca. 1:200,
i PBS.

Inkuber i 1 time ved stue-temperatur.

Vask med 3 x 5 ml PBS, 0,05% Tween 20.

Tilgset 350 pl sekundart antistof: FITC-conjugeret svine anti-kanin
immunoglobulin i fortyndingen 1:20 i PBS.

Inkuber 1 time i merke.

Vask med 3 x 5 ml PBS, 0,05% Tween 20.

Ved mikroskopering bruges "immersion oil" fra OLYMPUS OPTICAL CO.

Brug folgende filter:

Barrier filter 0515
Supplementary exciting filter EY 455.
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Bilag 6.9 Western Blotting

1.

10.

Ca. 1 time for afslutningen af SDS-polyakrylamid gelelek-
troforesen tilsattes 10 pl samplebuffer/brond for tydeligt
at markere banerne.

Efter afslutning af elektroforesen samles blotteapparatet
{JKA dry-blotter) som felger: 0OBS! Ber handsker under
hele processen ! !

Grafitelektroderne vaskes i demineraliseret wvand.
12 stykker filterpapir (Whatman nr. 1) klippes til, sa

storrelsen passer til den gel, som ¢nskes blottet.

6 stykker filterpapir vades 1 transferbuffer og placeres

'p& den nederste grafitelektrode. Undga luftbobler.

Et stykke nitrocellulose membran (Amersham Hybond C) klippes
til og vedes i transferbuffer. Lagges ovenpad filterpapiret.

Gelen placeres pa nitrocellulosemembranen. Undgd luftbobler
og husk at have samhgrende orienteringsmzrker pd gel og
nitrocellulosemembran. Handtering af gelen lettes, hvis
den fugtes let med transferbuffer.

Ovenpd gelen placeres 6 stykker filterpapir vadet i trans-
ferbuffer og den gverste elektrode lagges pa.

Blotting foretages ved 0,8 maA/cm2 i 1,5 time. Husk kon-
tinuert at regulere mA, hvis stromkilden ikke kan holde
disse konstant.

Efter blotting adskilles apparatet. SDS-gelen kontrolfarves
i coomassie. Nitrocellulosemembranen blokeres 5 min. i1
blokeringsbuffer og vaskes i vaskebuffer 3x.

Blottet er herefter klar til inkubering med antistoffer.
Felg instruktioner for DOT-blot.
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Bilag 6.10 Prazparation af ydermembraner fra

Pseudomonas

1. Cellerne dyrkes p& rystebord natten over ved stuetempera-

tux.
Hostes ved 5.000 xg i 10 minutter ved 4°C.

2. Vask 2x 1 PBS ved 4°C og resuspender pellet i 20 ml milli-
porevand.
3. Cellerne sonijikeres 10 =z 1 minut med 30 sekunders inter-

valler pa isbad.

4. Tilsat Sarkosyl (N-lauroylsarcogine) éil en slutkoncentra-
tion pd 2%, og inkuber ved stuetemperatur i 30 minutter.

Herved solubiliceres cellemembraner mens de ydre membraner

bevares.

5. Spin hele celler ned ved 3.000 xg i 10 minutter. Super-
natanten centrifugeres wved 38.000 xg i 40 minutter ved
4°C.

6. Pellet indeholdende OM vaskes 1x og resuspenderes i 1 ml

milliporevand. -20°C.

Der males proteinkoncentration ved Lowry og k¢res SDS-PAGE.
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Bilag 6.11 Przparation af SDS-ekstrakt af Bacillus

cellevagge

Vegetative celler hgstes fra 1 1 kultur.
6.000 xg i 10 minutter.
2x vask med 5 ml PBS.

Pellet resuspenderes

i 2x 5 ml: 50 mM Tris HC1 pH 8,0
10 mM EDTA
Trasylol 100 U/ml
Lyzozym 100 ug/ml

Inkuberes ved 37°C i 60 minutter.
Centrifuger 15.000 xg i 30 minutter wved 4°C.
Vask precipitatet i Milliporevand wved 4°C.

Reguspender i 2.5 ml 1% SDS
50 mM DTT
100 mM NacCl
10 mM EDTA/NaOH pH 9,8

Inkuber 2 timer ved 37°C under omre¢ring.
Centrifuger 15.000 xg ved 20°C.
Supernatanten er ekstraheret cellevagsprotein.

Bestem proteinkoncentration ved hj=zlp af Bradford og
ved SDS-~PAGE.

analyser
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Bilag 6.12

ELISA-fortyndingsbuffer

BLOT-blokeringsbuffer

IMMUNO~-vaskebuffer

Buffere

50 mM Tris/HC1 pH 10,2
450 mM NaCil

0.5% BsSa

0,05% Tween 20

50 mM Tris/HCl pH 10,2
150 mM NaCl

2% Tween 20

0,5% BSA

50 mM Tris/HCl1 pH 10,2
150 mM NaCl

0,05% Tween 20

0,05% BSA

FARVEBUFFER TIXL ALKALISK PHOSPHATE

Skal vaere frisklavet. GIFTIG. Bazr handsker.

Nitrobliue tetrazolium stock solution

Substrat stock solution
1 M MgCl,
Ethanolamin buffer

Ethanolamin buffer:

5,0 mi
0,75 ml
0,10 ml
ad 50,0 ml

0,1 M ethanolamin buffer titreret med 4 M HC1 til pH 9,6

Nitroblue tetrazolium stock solution:

Opbevares ved 4°C.

Nitroblue tetrazolium
ethanclamin buffer ad

Substrat stock seolution:
66% (v/v) methanol

33% (v/v) acetone
5-bromo-4~chlorc-3-indolyl

50 mg
50 ml

Opbevares ved -20°C.
8 ml
4 ml
phosphat 48 mg
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