LT IP1511 A

(19)

1o LTIP1511 A

12 PARAISKOS APRASYMAS

(21)  Parai$kos numeris: 1P1511 (51) Int. Cl. (2006): C12Q 1/68
(22) Paraiskos padavimo data: 1993 12 02
(41)  Paraidkos paskelbimo data: 1995 06 26
(62) Paraigkos, i§ kurios dokumentas i$skirtas, numeris: —
(86)  Tarptautinés paraidkos numeris: —
(86)  Tarptautinés paraiskos padavimo data: —
(85) Nacionalinio PCT lygio procedilros pradZios data: —
(30)  Prioritetas: 803302, 1991 12 04, US
5011068, 1992 01 31, SU
(71)  Pareidkejas:
E.l. Du Pont de Nemours and Company, 1007 Market Street, Wilmington,
Delaware 19898, US
(72) I8radéjas:
Mark Anton JENSEN, US
Neil Alexander STRAUS, CA
(74) Patentinis patiketinis/atstovas:
Liudmila GERASIMOVIC, I} ,Liudmila Gerasimovi¢, Patentinis patikétinis®,
Vingriy g. 13-42, LT-01141 Vilnius, LT
(54) Pavadinimas:
Mikroorganizmy identifikacijos badas
(57) Referatas:



e
i:l‘a-"i""\\
—

TIK®
MIKROORGANIZMY IDENTIPIKACIJOS BODAS

Sis isradimas akirtas mikroorganizmy idsnairikacijos sriciai,
panaudojant DNR amplifikacija. Konkrediau, &is igradimas gkirtas
prokariotiniy organizmy rosiy identirikaoijai, kuri pagrista
produktuy, gauty ampnnkua;tant gpeciriniua genomo rajonus, -
bodingus tam organizmui, oharakterigtika. Be to, atsitiktiniy
genomo srisiw amplifikasijos ir speairiniu genomo srisiy ampli-
rikacijos bodu yra ldentiffiusjama rogis, serotipas ir mikroor-
ganizmu kamienas.

Pastaruoju metu spaudoje pasirodé daug itartinos literatiiros
ir nuorodn, priklausanéiu mikroorganizmu, tokiw kaip bakterijos,
identifikaoijos sriéiai. Sioje medziagoje daug démesio skiriama
mikroorganizmy identifikacijos ir klasi;ikaoi;jos metody, tobuli-
nimui atsitiktinumo pagrindu. Tai yra, tyrinétojas naudoja teoh-
nologija tam tikro dominanéioc mikroorganizmo arba ligoes sukéléjo
isskyrimui. Kitose nuorodose nagrinéjamas sudétingas isskyrimas,
panaudojant ivairius specifinius pradmenis arba sujungus juos
ir atidziai kontroliuojant eksperimento apribvojimus. Kaip
paaiskés i apradymo, &iu trikumy galima isvengti.

PCT publikaocijoje WO 89/10414 (Wallace ir kt.) atskleidzia-
mas naujuy genetiniy markeriu sukiirimo bfidas ir sudétingu geneti-
niy, markeriuy nustatymas. Genominés DNR pavyzdys yra amplifikuo-
Jamas, ir nustatoma amplifikuoto fragmento pasikeitimm, seka.

e

T ™
VAT O : ~ 5
v [N IS A
e o



Pada amplifikuoti fragmentai yra nistatomi. 8ioje publikaoijoje
yra isdestyta bendra konoepoija, kurioje nurodoma, kad
polinukleotidineé tiksliné seka, iskaitant daugybe polimorfiniu,
lokusu, yra amplifikuojama, o susidargs produktas analizuojamas,
siekiant nustatyti, yra ar néera tiksline seka, turinti speocifine
lokuso oharakteristika. Tadiau Wallace ir kt., identifikuodami
mikroorganizmus, nesusikonoentmoja ties amplifrikaoija tarpiniu
rajonu, issisklaidZziusiuy tarp labiausiai konservatyviu rDNR seku.
Nuorodoje &is priartéjimas netaikomas tiek vienam, tiek viso
genomo atsitiktiniams rajonams.

EP O 332 435 nurodomas bidas, kaip nustatyti viena ar
daugiau nukleotidinés sekos variantu. Nukleotido rigsties pavyz-
dys kontaktuoja su diagnostiniu pradmeniu, kuris, is esmés, yra
komplementarinis tikslinés bazinés sekos daliai. Pailgéjimas
bina ten, kur galinis pradmeny nukleotidas yra komplimentarus
skirtingam arba normaliam tikslinés bazinés éekos nukleotidui.
Nustatomas pailgéjimo produktas, jeigu jis yra. Sis traktavimas
netaikomas tarpiniu rajomu, issideséiusiy tarp konservatyviy
rDNR seku, amplifikacijai bei sekos analizei, kaip &iuo metu
manoma.

Williams ir kt. straipsniuose "DNR polimorfizmai, amplifi-
kuojami atsitiktiniais pradmenimis, yra naudojami kaip genetiniai
markeriai® ("DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers
are useful as genetic markers", Nuocleio Acid Research, Vol. 18,
No. 22, p. 6531-6535) ir "Pirstuy atspaudy genomai, naudojami PCR
su atsitiktiniais pradmenimis" ("Pingerprinting genomes using
PCR with arbitrary primers*, Nucleic Acid Research, Vol. 18, No.
24, p. 7213-7218) nurodomas atsitiktiniu pradmenu panaudojimas



amplifikaoijos reakoijoje, siekiant gauti genominés DNR, paimtos
i3 skirtingu saltiniu, iskaitant ir bakterijas, amplifikacijos
produktu, charakteringus pavyzdzius. Pagal Williams ir kt. pri-
artéjimui, panaudojami nedideli pradmenys santykinai grieztomis
salygomis. Polimorfizmais vadinami Reti Amplifikuoti Polimorfiniai
DNR - markeriail (arba RAPD markeriai), Jjie yra naudingi, nusta-
tant jvairiy rtsiy genetinius Zemélapius. Welsh ir kt. aprase
metodika, kurioje nurodyta, kaip panaudoti prailgintus pradmenis
amplifikaoijos procese, kuriame ne tokios griestos salygos
pirminése stadijose ir grieztos salygos vélesniuose oikluoee.
Ablem atvejais bakteriniai kamienai yra identifikuojami, lygi-
nant atsitiktiniu pradmenu genominius atspaudus su isankstiniais
pavyzdziais.

Pagal Williams ir kt. ir Welsh ir kt. aprasytus bddus
panaudojami atsitiktiniai pradmenys, kuriu amplifikacijos ciklas
yra, santykinai, aukstas. Siomis salygomis v*ykstant amplifikaci-
Jai, susidaro didelis kiekis antriniu amplifikaocijos produkty ir
vyksta nespecifineé DNR sintezé. Sie amplifikaocijos produktai
atskiriami elektroforezés biidu, ir susidares pavyzdys analizuo-
Jamas ir lyginamas su pavyzd#io atpazinimo duomenimis.

Amplifikacijos metu. panaudojant viens atsitiktini pradmeni,
kaip apraso Williams ir kt. ir Welsh ir kt., galima gauti atsi-
tiktinio produkto pavyzdi, turinti bendrus rdsies elementus ir
isskirtinius elementus, bodingus tos risies kamienui. Padiau,
vieno arba dvieju atsitiktiniy pradmeny, panaudojimas yra netin-
kamas pla¢iam mikroorganizmi spektrui. Taigi, skirtingoms mikro-
organizmu, rasims gali bati reikalingas kitas atsitiktiniy,
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pradmeny, rinkinys, norint gauti bendrus ristes-elementus ir
isskirtinius elementus, bOdingus kamienui. Siame isradime apra-
Byta Williams ir kt. ir Welsh ir kt. metodika patobulinta tuo,
kad nezinomo mikroorganizmo atrankai nereikia panaudoti visa
.serija galimu pradmenu arba preliminarine tariama identifikaoi-
ja- |

Pranzizijos Patente Nr. 2 636 075 nurodoma, kaip aptikti
bakterijas, mieles, parazitus ir kitus eukariotinius mikroorga-
nizmus, pavyzdziui, maisto produktuose. Ribosominé RNR, Jjeigu ji
yra, ekstrahuojama is produkto ir perduodama i DNR griztamosios
transkriptazés pagalba. DNR grandiné yra perduodama komplementa-
rinei grandinei pradmens pagalba ir tada amplifikuojama, daly-
vaujant vienam arba daugiau pradmenu, kurie apibrézia nustatoms
seka. Amplifikuota seka nustatoma elektroforezés akrilamido
gelyje bddu arba hibridizacijos bidu, panaudojant Zymeklius,
kurie dalinai padengia amplifikuojama rajona.

Vilgalys ir ki., straipsnyje "Greita genetine identifikacija
ir fermentiskail amplifikuotos ribosominés DNR, isskirtos is
keliu Cryptooocous speoies risiuy, Zemélapio sudarymas® ("Rapid
genetic identification and mapping of enzymatically amplified
ribosomal DNA from several Cryptocooous species", Journal of
Bacteriology, Aug. 1990, p. 4238-4246) apraso supaprastints
metodika, pagal kuria atliekamas restrikeijos nurasymas ir zeme-
lapio sudarymas, bitinas identifikuojant giminingas patogeninivy,
grybu, ragis. Po priartéjimo,kuriame panaudojama polimerazines
grandinés reakclja (Zr. zemiau), amplifikuojant Zinoma ribosomi-
nés DNR rajona, vyksta restrikoija ir elektroforetinis atskyrimas.

.



Pagal identifikacijos blda, aprasyta Pranzizijos Patente Nr.
2 636 075 ir vilgalys ir kt., panaudo;janﬁ daug fermentinio
veikimo stadiju, reikalaujanéiy tarpiniu produkiu valymo.

Siuose metoduose yra daugybé fermentinio veikimo stadiju, be to,
bitina pasalinti tarpinius produktus, todel jie brangiai kainuo-
ja ir reikalauja daug darbo.

Mullis ir kt., JAV Patente Nr. 4 683 195 ir Mullis JAV
Patente Nr. 4 683 202 atskleidzia polimerazineés grandinés reak-
oijas (vadinama PCR metodu), kurios gali blti panaudojamos,
amplifikuojant bet kuri speocifini nukleinineés rigsties segmenta.
Pagal siuos analitinius bldus, polimorfizmai buvo nustatomi,
amplifikuojant tiriamo genomo basirinktus tikslinius DNR
segmeﬁtus.

Siu metody, trikumas yra toks, kad pakankamas baziuy, esandiy
ablejuose specifinio segmento galuose, skaidius turi bati gana
tiksliai Zinomas, norint sukonstruoti du oligonukieotidny pradme-
nis, kuriuos galima hibridinti su skirtingomls tikslinio segmento
grandinémis. Reikia daug pastangu, siekiant gauti tiksliniuy
genomy, reikalingos sekos informacija, kuri biitina, konstruojant
reikalingus pradmenis.

Sio isradimo tikslas - mikrobuy genties ir rdsies identifi-
kaocijos genu lygyje bldas, kuris pasiekiamas, nustatant fragmen-
tu, issidésdiusiy tarp labiausiai konservatyviy rDNR seku, ilgio
ir skaidiaus pasikeitimus. ‘Sie fragmentai vadinami ribosomines
sekos (RS),Iragpentais. Kitas isradimo tikslas yra mikroby,
identifikacijos blidas, panaudojant tinkamas polimerazinés gran-
dinés reakoijas. Dar kitas sio isradimo tikslas yra tas, kad



amplifikaoija, esanti mikroby identifikaocijos pagrindu, vyksta
panaudojant tiktal vienintele nukleinineés rigsties sekos pora.
Norint pasiekti &1 tiksla, ankéiau minetu RS fragmentu pasikei-
timai yra charakterizuojami, amplifikuojant kintamas sekas
(tokias, kaip tarpiniu rajonu), issideséiusias tarp rajonu,
kxuriuose yra labiausiai konservatyvios sekos (tokios, kaip rDNR
sekos). Sios DNR sekos gali bati issidesdiusios kintamuy sekuy,
krastuose arba gali susisiekti su kintamomis sekomis. Dar vienas
8io isradimo tikslas - mikrobu identifikacija pagal serotipa ir
kamiens yra pasiekiama modifikacijos déka, kurios metu papildo-
mai amplitikuojamos papildomos atsitiktinés mikrobinio genomo
sritys, derinant su kintamy sriéiu, issidesdiusiu tarp labiausiai
konservatyviu rDNR seku, amplifikaocija.

Sio isradimo ypatumai tokie, kad galima suderinti ir su
kitomis ivairiomis metodikomis, kurios pladéiai naudojamos mikro-
biologinés ir molekulines biologljos tyrimuose, tadiau vien
Jjomis neapsiribojant, be to, galima panaudoti elektroforeze,
dazyma (kai naudojamas etidijaus bromidas) arba spektrofoto-
metrinius metodus.

Sio iAsradimo privalumas yra tas, kad siekiant gautl visy,
mikroorganizmy, risiu amplifikaoijos produktus‘, panaudojama viena
ir ta pati pradmenuy pora. Kadangi &iy pradmém:, geka prokarioti-
niuose organizmuose yra labai konservatyvi, tai sie pradmenys
paprastai ir yra naudojami. Amplifikuojant 5ia viena pradmenu
pora, gaunami produktai, kuriuos gamina zinomo genetinio lokuso,
oharakteringo tai risiai, konservatyvios sekos. Vykstant atsi-
tiktinei amplifikacijai, gaminasi papildomi produktai, kurie
panaudo jami mikroby, identifikaocijai rusies viduje.



Taip sutaupomos lésos ir laikas, nes nereikalinga atranka ir
isankstineé identifikaocija.
Dar vienas &io isradimo privalumas, kad pagal &i bida, ele};é

troforezés metu atskiriant reakoijos produktus, gaunamas pavyz%i
dys, kuriame yra minimalus antriniuy ir nespecifininy amplifikaci-
Jos produkty skaidius. Sie pavyzdziai panaudojami, analizuojai.fit
ir sulyginant bendrg seléa. su baziniais etaloniniais duomenimis
pagal JAV Patenta Nr. 4 885 697.

Dar vienas sio iBradimo privalumas tas, kad panaudojama tik
vienintelé fermentinio veikimo stadija, nevalant produkto prieé
atskyrima elektroforezés bldu. Sis blidas nereikalauja daug darbo
ir sutaupomas laikas. ”

Sie ir kiti isradimo tikslai, ypatumai ir privalumai taps

suprantamesni, susipazinus su 8iuo isradimo aprasymu.

Siame isradime aprasytas mikroorganizmy riosies identiflkao1-
Jos biidas. Si, blda sudaro:

a) mikroorganizmy genomo DNR isskyrimas, kai minétos DNR
sudétyje yra ivairios sekos, issidesaiusios tarp labai konserva;—
tyviu seku; -

b) minétu kintamy seku amplifikacija, tuo badu gaunant
Iragmentus, ypatingai besiskiriandius dydziu ir skaisiumi; irﬁ,fé;;

o) minety fragmentyu pagal dydi, atskyrimas ir minety rragmentu.
pasiskirstymo analizavimas, tuo biidu nustatant mikroorganizmu,
rasis.

Véliau aprasomas mikroorganizmo rusies, serotipo ir kamieno
identifikacijos metodas, susidedantis i&:

o




a) mikroorganizmu genomo DNR isskyrimo, kai mineta genoxﬁo
DNR susideda i3 kintamu seku, issidéséiusiuy tarp labai konser—
vatyviy seku ir papildomai i8 viso genomo pasirinktu rajonu;

b) minétu kintamy seku amplifikaocijos, tuo bidu,gaunant
fragmentus, ypad besiskirianéius dydziu ir skaidiumi;

o) minéty pasirinktuy rajonu amplifikacijos, tuo bidu gaunant

Atsitiktinius genomo (AG) (Arbitrary Genomioc -AG) fragmentus,
ypadé besiskirianédius dydziu ir skaiéiumi;

d) minétu fragmenty ir minétuy AG fragmenty atskyrimo pagal :
dydi, ir minétu fragmenty bei AG fragmentuy pasiskirstymo anallza—
vimo, tuo bidu nustatant mikroorganizmy risi, serotipa ir
kamiens,.

Sie metodai naudingi, ypad nustatant riosis, serotips ir
kamiens bakteriju, gyvenanéiy maisto produktuose.

Labiau priimtinas variantas, kai labai konservatyviomis
sekomis yra labai konservatyvios rDNR sekos. Taigi, sie fragmen—
tai yra RS fragmentai. 4

Pagal tinkamesni dia nurodyty metodu variants, isskyrimo

stadija (a) sudaro lastelés lizis ir deproteinizacija. Veliau
amplifikaoijos stadijaq (b) sudaro, maziausiai, vienos poros .
oligonukleotidiniu pradmeny prijungimas prie labai konservatyviﬁ
rDNR seku. Nukleino rigsties polimeraze ir nﬁkleotido trifosfa-
tai yra ivedami i pradmenis, tinkamus kintamu seku, iésideséiu—
siu tarp labai konservatyviu, TDNR seku, amplifikacijai. ‘
Arba oligonukleotidiniai pradmenys yra prijungiami prie anksélau

minety seku ir prie daugelio atsitiktiniu rajom, uztikrinant

atsitiktiniu rajonu tinkams amplifikacija.
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1 Pav. sohematiskai pavaizduotas bakteriju rRNR genetinis

lokusas. Siame lokuse yra konservatyviis sekos rajonai, kuriuose"?
atsiranda pradmenys amplifikacijai, ir tarpiniai rajonai tarp

iy pradmeny saitu.

e g i

2 Pav. pavaizduotas amplifikacijos produktu, gauty is rRNR

genetinio lokuso tarpiniy rajomy keturioms Ltsteria gentims,
lskaitant Listeria monocytogenea, schema.
3 Pav. pavaizduotas amplifikaoijos produktu, gauty is rRNR
genetinio lokuso tarpiniy rajonu keturioms Salmonella genties
serotipams, igkaitant Salmonella typhymurim, schema.

4 Pav. pavaizduotas amplifikacijos produkty, gauty i3 rRNR
genetinio lokuso tarpiniy rajony, penkioms Staphylococcus gentles
rigims, iskaitant Staphylococcus aureus, schema.

5 Pav. pavaizduotas amplifikacijos produktu, gauty i& rRNR
genetinio lokuso tarpiniy rajonu penkiems Escherichia genties
rusims, iskaitant Eacherichia coli, sochema. '

é Pav. pavaizduotas amplifikaoijos produktu, gauty is rRNR
genetinio lokuso tarpiniuy réjonu, astuonioms papildomoms I'dsims,
parinktoms is keturiy genéiu, dominanéiu del patogeniskumo,
schema.Tai sios rsys: Cf{trobacter Jreundti, Citrobacter
diveraus, Enterobacter aerogenes, E‘nterobacter agglomerans,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Proteua vulgaris ir
Yersinia enterocolitica.

7 Pav. pavaizduotas amplifikacijos produktu, gautuy tiek is
rRNR genetinio lokuso tarpiniu rajonu, tiek per visa genomg
pasirinktu rajony trims Listerig genties risims, iskaitant
Listerta monocytogenes, sohema.
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8 Pav. pavaizduotas amplifikacijos produktu, gautuy tiek is
PRNR genetinio lokuso tarpiniu rajonu, tiek per visa genoma
pasirinktu rajony trims Salmonella genties serotlpams, iskaltantb
Salmonella typhymurin, sohema.

9 Pav. pavaizduotas amplifikaoijos produktu, gautu tiek is

rRNR genetinio lokuso tarpiniu rajonu, tiek per visa genoma
pasirinkty rajonu trims Staphylococcus gentiee risims, Lskaltantf
Staphylococcus aureus, schema.

10 Pav. pavaizduotas amplifikaoijos produktu, gauty tiek 13
rRNR genetinio lokuso tarpiniuy rajonu, tiek per visa genoma
pasirinktu rajonuy keturiems Escherichia col{ ir dviems
Citrobacter freundi{ kamienams, schema.

Aprasytas igradime biidas naudingas, identifikuojant ivairiuéjsﬁ
mikroorganizmus. Nurodomas tipiskas, bet nebaigtas mikroorganiz—;;

my, saragas, itraukiant tiek genti, tiek rusi ir serotipa,
kurivos galima nustatyti pagal nurodytus badus. Tai Listerf.a‘
monocytogenesa, Listeria welshimeri, Listeria innocua, Listeria
fvanovit, Salmonella typhimurium, Salmonella enieritidis,
Salmonella newport, Salmomella infantts, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus scuirt, Staphylococcus warnert, Staphylococcua
saprophyticua, Staphylococcus epidermidus, Escherichia coltl,
Eacherichia fergusonii, Escherichia blattae, Egcherichia
hermani{i, Eacherichia vulneris, Cltrobacter freundit,
Cltrobacter diversua, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Proteus
vulgarts ir Yerainia enterocolitica. Sis sarasas gali biiti

anksdiau vizualiai nustatytu produkty duomenu, pagrindu pagal

S
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kuriuos, juos palyginue su elektroforeszés blidu pagal &i .
isradima nustatytais fragmentu produktais, galima identlfikuoti
mikroorganizmy, rasis (ir serotipa bei kamiena, jeigu yra). véi
Specialistui aisku, kad 8i metoda galima pritaikyti mikroo;4
ganizmu identifikaocijai bet kokiomis aplinkybemis. Taigi, tlks—
lingiausia &iame isradime aprasyia bida panaudoti mikroorganlzmu
identifikaoijai maisto produktuose. Be to, pagal isradima gali@a
identifikuoti mikroorganizmus, sukelianéius infekoija Zmonems{i
gyvuliams ir augalams. éi
Pagal 5i, isradims prokariotinin organizmu, identifikaoija o
pagrista produktu, gauty amplifikuojant tarpinius rajonus,

esandius tarp rRNR genetinio lokuso 16§ ir 23S rajonu, charakte-

ristika. rRNR genetinis lokusas yra genetinis vienetas, kuris

randamas prokariotinése lastelése. Zymi nukleininés rﬁgstieszg
sekos dalis, sudaranti &i genetini lokusa, jyra bendra vi81ems
prokariotiniams organizmams. (1 Pav. pavaizduota sitokio lokuso
bendra schema). Sio genetinio lokuso 16S, 23S ir 5S rajony,

visiskas panasumas panaudojamas kaip rakias skirtinguy prokarlotu
rusiy klasifikaoijai. Buvo parodyta, kad genus, koduojandius rRNR
165 rajons, sudaro labai konservatyviu seku rajonai, issldeste
tarp mazai konservatyviu seku rajonu. Taip pat buvo parodyta,:
kad 23S ribosominés RNR rajonas, nors ir maziau oharakterizuoéés,
bet yra tokios pat struktiros, kaip ir 16S rajonas. i

16S, 238 ir 5S genu sekos yra atskirtos tarpiniais vienetais.
Sie tarpiniai vienetai (taip pat vadinami tarpiniais PadonaiSSf
atskleidzia prokariotiniu organizmu genties ir rnsies lygyjeiﬁ
symius sekos ir jos ilgio pasikeitimus. Duotos risies vieno
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genomo ribose daznai pasireiskia daugybé rRNR genetiniu lokusu.
Tarpiniai rajonai &io lokuso ribose taip pat gymiai skiriasi x
ilgiu ir seka. Buvo parodyta, kad 16S rajono konservaiyvios

sekos gali biiti panaudojamos kaip saitai nekonservatyviu seku,

esandiy 16S rajono ribose, amplifikaoijai, nustatant ju nukleo-‘? :
tidine sudéti. Panasiai galima tikeétis, kad 16S ir 23S rDNR 3'
ir 5' galuy konservatyvis rajonai, atitinkamai gali bati panaudo?
ti kaip pradmenuy saitai a.mpliflkaoijai tarpiniy vienetu, esanélu,'
tarp siu dvieju konservatyviuy rajonu. . Galima tiketis, kad del
tokiu tarpiniu rajonu amplifikaocijos bus gaunami fragmentai,
kuriy dydis ir skaidius oharakterizuos prokariotuy duotas rﬁ.éis

Buvo nustatyta rRNR genetinio lokuso 16S rajono seka plaéia{ij;
bakteriju spektrui. Sios sekos duomenys kartu surinkti, yra
pateikiami Dams ir kt. straipsnyje "Ribosominés RNR sekos maZu,‘f
subvienety duomenu rinkinys" ("Compilation of small ribosomal
subunit RNR sequences", Nuocleioc Aoids Reseafoh, Vol. 16,
supplement, p. r87). Sios sekos duomenys buvo nagrinéjami, id.en:
tifikuojant labai konservatyvia 16S rajono seks, kuri tiesiogia'}i'
liediasi su tarpiniu rajonu. Pasirinkta seka buvo GAAGTCG’J.‘AACAAGG,
kuri bus zZymima P1. $i seka yra labai konservatyviame rajone,
apie 30-40 baziy foliau nuo tarpinio rajono.

Zymiai maziau duomeny turima sekai, kuri yra 238 rajone.
Gutell ir kt. straipsnyje “RNR seku dideliuy subvienety struktt’i;
rinés formos pavidalu duomeny rinkinys" ("A compilation of large
subunit RNA sequences presented in a structural format", Nucleic
.Aoids Research, Vol. 16, supplement, p. r175) pateikia nedideli‘
235 seku rinkini, susidedanti i& 5 bakteriju ir 4 augaly, ohloro-—
plasto seku. Kitas pasirinktas pradmuo atitinka tarp

R
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pateikty bakterijos seku labiausiai konservatyvia seka, kurif;
yra tuojau pat uz tarpinio rajono. Pasirinkta seka buvo -

CAAGGCATCCACCGT , kuri bus symima P2. Si konservatyvi seka, b
remiantis penkiais bakteriniais pavyzdziais, buvo iésideséiué@
apie 20 baziuy toliau nuo tarpinio rajono. Tas faktas, kad Bizi
seka taip pat atitinka augalo chloroplasto sekos tame padiame 5
rajone 13 baziuy i8& 15 (87 % panasumas) rodo, kad bitent &i seka
yra stabili evoliucijos eigo;e ir, matomai, liks konservatyvi'
plaédiam bakteriju spektrui. i

Abiejuose 16S ir 23S rajonuose pradmenuy ilgis buvo limituof
tas iki 17 baziu (tikslingiau panaudoti 15-17 baziy), nes ilgééni
pradmenys gali patekti i maziau konservatyvios sekos rajonus.f;
Pradmenys, kurie perdengia nekonservatyvius v1s$se bakterlgose
rajonus, labiau skiriasi amplifikacijos efektyvumu. Todel sunku
nustatyti vieninteli pradmenu rinkini ir amplifikacijos salyga§
visiems bakterinio genomo DNR pavyzdZziams. imanoma, kad kai iy

o
Ant

kurios sekos, nesandios ribosominiuose tarpiniuose rajonuose,

gali bOti amplifikuojamos pradmenuy rinkiniais P1 ir P2.
Atsirasti sitam tipui tikimybe yra reta, bet netarpiniy rajony
amplifikacija netgi sugrieztintomis salygomis negali bati regﬁ;
livojama. Sitokia amplifikacija nesumazina metodo verteés ir,i?
matomai, suteiks papildoms informaoija mikroorganizmy, diferen%?
ciacijai ne tiktai riisies lygyje. Bet kokie amplifikaoijos :3
fragmentai, gauti grieztomis salygomis, amplifikuojant pradmenls
P1 ir P2, bus vadinami RS fragmentais. Siuo pavadinimu norima

pabrézti, kad sekos sitiems pradmenims yra paimtos is labai konr
servatyviu rRNR seku, i8 krasto susiliedianéiy su ribosominiai;

tarpiniais rajonais.

ERNSTREe S e - e [ e ]
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Daznal reikia identifikuoti patogenines risis ne tik rosies
lyeyje, bet nustatyti serotipa ir kamiena. Si informaoija ver-
tinga, pavyzdziud, jdentifikuojant maisto produktu, uzterstumo
galtini ir sekant epidemijos plitima. Nors pavyzdziuose,
gautuose amplifikuojant rRNR genetinio lokuso farpinius ra.jonns,

yra pakankamai informaoijoé nustatyti rosis, taéiau ne visada
juose yra pakankamai informaoijos serotipo ir kamieno nustatymui.ﬁ
Ribosomines RNR genai sudaro tiktai 1 % bendro prokariotinio
genomo. Norint identifikuoti rusis pagal serotipa ir kamiena,
mums reikia surinkiti papildoms informaoija aple sridiu, issides—t"’
oiusiy uz rRNR genu ribos, genomo sudéti.
Williams ir kt. pademonstravo atsitiktines amplifikacijos
fragmenty gavimo metodika. Pagal &i, blida aprasomas mazu, oligo-
nukleotidy, panaudojimas, t.y. apytikriai, 10 baziy atsitiktinesi
sudéties DNR amplifikaocijos reakeijoje. Trumpi pradmenys panau—-;fj{j
dojami, siekiant nustatyti komplementarines ir griztamas komple—%y
mentarines sekas pradmens atzvilgiu atstumu per visa genomé.,
kuris yra pakankamai maZas, kad ivyktuy DNR amplifikaoija. Gautiff-%
amplifikaoijos metu fragmentai vadinami atsitiktiniais amplifi-
kaciniais polimorfiniais DNR (AAPD) (Random Amplified Polymorphig
DNA - RAPD) markeriais. Sitie AAPD markeriai parodo pasiskirsty?
mo dydi, kuris yra jautrus amplifikaoijos metu panaudo jamos

genominés DNR sudéties ribotiems skirtumams.

Siame isradime pateikiamas tiriamo mikroorganizmo genomo 4
atsitiktines amplifikaoijos fragmentu gavimo bGdas, derinant ji
su TRNR genetinio lokuso tarpiniu rajonu amplifikaoijos produktuj:‘
gavimu. TPariamy rDNR tarpiniuy rajonu amplifikacija pasiekiama,




!__J
W

panaudojant 15-17 baziu pradmenis ir kylant prisijungimo tempe?{.
ratorai iki 72°C (tinkamesns iki 55°C temperattra) ir trukme
1-20 min. (tinkamesnis laikas 2-10 min), amplifikacijos reakoijss.
Mikroby, diferenciacija pagal serotipa ir kamiena pasiekiama, ;;
sumazinant pradmemu, naudojamy amplifikacijai, dydi, islaikant
konservatyvius sekos elementus. Sumazinant pradmenu ilgi, iki 1{;
baziy (tikslingiau panaudoti 10-12 baziu), esant prijungimo éz
temperatorai 43-46°C, per 1-10 min (tikslingiau, kad saveika ;i
testusi 5-10 min), panaudojus viena pora pradmeny, 1is genomo;;

DNR galima gauti tiek RS fragmentus, tiek AAPD markerius.
Kadangi AAPD markeriai gaunami, amplifikuojant atsitiktines i
genomo sekas, jie bus vadinami AG fragmentais. Jungtiné RS ir éé
fragmenty amplifikacija bus vadinama RS/AG amplifikacija. Ampli}
fikacijos reakoijoje gauti RS fragmentai pakankamai individualﬁs,
todel mikroorganizmus galima identifikuoti pagal rusi. Papilds;
mai gaunami AG fragmentai suteikia pakankamai papildoms inIorm%f
oija, todel galima mikroorggnizmus identifikuoti pagal sérotiﬁ%
ir kamiens,. fi
Labai svarbus &io isradimo bruozas, kad kiekviename RS/AGif

L

amplifikacijos pavyzdyje yra RS fragmentai, kuriuos galima pa-.

5

naudoti, amplifikuojant riisis. Tai reiskia, kad skirtingu tamﬁ‘
tikros rtsies kamienu pavyzdziuose bus bendri elementai, kurié;
rodo, kad kamienai gauti i8 bendros rtsies. Jeigu pasitaiko é;
kamienas, kurio néra baziniuose duomenyse, kamieno rusis darﬁ 

gali biti nustatyta, nes pateiktuose baziniuose duomenyse yra
5ios rusies RS fragmentai. Norint islaikyti pradmeni, Panaudoéi
Jamu RS/AG pavyzdziu gavimui, konservatyvia prigimti, 11 baziu
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pradmenys, panaudojami amplifikacijos reakoijoje, yra pradmeny
sekos i& 15 baziu priesrinkiniu. Seka, parinkta 16S rajonui, -
susilieéiansiam su tarpiniu rajonu, buvo GAAGTCGTAAC, Ji bus
#ymima P3. Seka, parinkta 23S rajonui, kuri yra uz tarpinio
rajono, buvo AAGGCATCCAC, ji bus Zymima P4. |
Zinoma, kad vidumolekuline hibridizaoija pagrindinai tenka
genetiniam rDNR lokusui. Susidariusi antriné struktGra dagnai
apsunkina pradmeny amplifikacija hibridizacijos saituose. Norinti
sustiprinti fragmentu, esanéiu rDNR rajono ribose, amplifikaci;ié:,
reikia modifikuoti temperatirini, paprastai naudojams, profili.
Principiné modifikacija - tai pakankamai prailgintas prijungimo |
laikas. Reikia 7 minusiu, norint gauti RS fragmentus is P1 ir P2.
Norint gauti tiek RS, tiek AG fragmentus per viens reakoija is
P3 irP4, reikia 8 minudiy. Abiem atvejais amplifikacija vyksta
grieztomis salygomis, sumazéjus amplifikacijos eiklu skaidiui. |
Amplifikaocijos grieztomis salygomis reakeija vyksta aukstesnéje
prijungimo temperatiroje, kai formuojasi atgaminami produktai.
Pradmenuy rinkinio P1 ir P2 maksimali temperatiira, prie kurios :
prasideda atgaminamo produkto formavimas, buvo 55°C. Pradmeny
rinkinio P3 ir P4 maksimali femperatira, prie kurios prasideda -
atgaminimo produkto formavimas, buvo 43%c. Panaudojant maksima—“;
1ia prijungimo temperattra, susiformuoja tiktai labiausiai stabi-
lios hibridizacijos struktiros, ir srityje, supandioje pradmenu.’
saitus, susidaro minimalus antriniy struktiru kiekis.
Ilgas prijungimo laikas ampliﬁkaoijos reakoijai reikalingas’
dél dvieju priezasdiu. Pirmiausia, polimerazei pakanka laiko
surasti eile hibridinty pradmenu saitu, del ko padideja kisk-




Ly

17

vieno amplifikaoijos oiklo bendras efektyvumas. Antra, amplifif-
kacijos iniciacijos saital priklauso nuo prijungimo saitu, kurig
formuoja labiausiai stabiluy dviguba pradméni, o ne nuo ty saitti;
kurie yra labiausiai prieinami. Del sios priezasties pagereja'ij}
pavyzdzio atgaminimas, nes amplifikacijos saitai pagristi
konkurencijos pagrindu pradmens hibridinime metu, tik labiau

pusiausvyros, negu kinetinémis salygomis.
Kadangi santykiné pusiausvyra yra zymiai magiau jautresne
nedideliems temperatiros ir jonineés jegos pasikeitimams, negu
santykiné priéjimo prie specifinio DNR saito kinetika, galutinib
rezultato pavyzdys yra maziau jautrus maziems joninés jégos 1r
temperatiiros pasikeitimams. Padidinant amplifikaoijos prooceso
efektyvuma, pasidaro imanomas RS amplifikacijos atgaminimas, 0
o pavyzdys lengvai prijungiamas per 25 amplifikacijos ciklus, o
RS/AG amplifikacijai - per 28 amplifikaoijos ciklus.
Kaip nurodo Williams ir kt. ir Welsh ir kt. pagal atsitik.ti"—
niu pradmenu, panaudojimo metodika reikalingas didelis amplifika-
ocijos oikluy skaidius, atitinkamai, 45 ir 32-42. Panaudojant tiek
daug amplifikaoijos oikly, daznai susidaro antriniai‘..amplirikao‘i—
Jjos produktai, ir vyksta nespecifiné DNR sintezé¢. Produktas,
sudarantis pagrinda, kuriame yra didelis skaidius tokiuy antriniu
amplifikaoijos produkty bei nespecifinés DNR, gali grieztai
apriboti pavyzdzio sugebeéjima atpazinti duomenis, palyginus su
produktu, kurio pagrindas - Zinomi baziniai duomenys. Panaudo-
jant maziau amplifikacijos oiklu, kai prijungimo laikas 7-8
minutés, susidaro daug maziau sudétinio produkto, kuriame yra
zymiai sumazintas nespecifinés DNR fonas. Kai amplifikacijos RS
arba RS/AG produktai atskiriami elektroforezés biidu, gautas :;
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pavyzdys gali buti lengvai isanalizuotas ir paveikiamas, panau-
dojant tuos pavyzdzio atpazinimo tipu duomenis, kurie lyginami
su baziﬁiais duomenimis.

Bendri metodai

DNR paruosimas

Bakterinés lastelés yra nusodinamos centrifuguojant ir tada
vél suspenduojamos lizuojandiame buferyje (10 mM tris-HC1,
10 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 8.0). Lastelés suskaldomos fermentais
1izuojanéiamé buferyje, susidedandiame i% 25 vienety lizostafino,
30 mg N-acetilmuramidazés, 400 mg achromopeptidazés ir 600 mg
lizocimo; bendras lizuojandio buferio tiris 306 ml. Skilimas
vyksta 30-45min. 37% temperatiroje. Lizatas yra ekstrahuojamas
chloroformu/fenolu, tada nusodinamos etanolu. DNR vél istirpinama
tris/EDTA buferyje, ir galutine koncentraoija nustatoma

spektrofometru.

DNR amplifikaoija

Amplifikacijos reakoija bendrais bruoZais aprasoma Mullis
ir kt. JAV Patente 4 683 195 ir Mullis JAV Patente 4 965 188,
kuriy duomenimis remiamasi. JAV Patentas 4 683 195 yra svarbus
tuo, kad nagrinejamas pagrindinis‘POR priartéjimas, o JAV
Patentas 4 965 188 svarbus del termofiliniy polimeraziu.
Nukleininés rigsties amplifikaoijai specifinés matriocos Balygos
aprasomos M.A.Innis ir D.H.Gelfand "PCR technika,Mstodiku ir
pritaikymo vadovas" ("PCR Protocols, A Guide to Methods and
Applications", H.A.Inhis, D.H.Gelfand, J.-J.Sninsky and T.J.White,
eds. pp. 3-12, Academioc Press, 1989), kuriu duomenimis remiamasi.
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Mullis nurodo bet kokios norimos specifines nukleinines
rigsties sekos, esandios nukleino riigityje arba miginyje,
amplifikaocijos biida. Mullis metods sudaro nukleinines rogsties
atskiry, komplementariniy grandiniu veikimas dvieju oligonukleo-
tidiniu pradmenu moliniu pertekliumi, prailginant pradmenis, kad
susidarytu komplementariniu pradmeny, prailginime produktai,
kurie veiktu kaip matriocos, sintetinant norima nukleinines
rogsties seka. Mullis pradmenys yra parenkami, kad bitu pakanka-
mai komplementaris kiekvienos speoifinés amplifikuojamos sekos
skirtingoms grandinéms. Reakoijos stadijos gali vykti palaips-
niui arba lygiagrediai ir pakartota, kiek norima kartu (&iame
isradime amplifikacija pakartota, maziausiai, du kartus).

Pagal si, isradima genomo DNR yra isskiriama, lizuojant
lasteles arba jas deproteinizuojant. RS fragmentuy amplifikacija
(ir atsitiktiniu genominiy rajonu, jeigu tokie yra) sudaro bent
vienos poros oligonukleotidy prijungimas prie labai konservaty-
vios rDNR sekos (ir prie daugelio atsitiktiniuy rajonu, jeigu jie
yra). Pagal 8i blida i pradmenis yra ivedama nukleininés rtgsties
polimerazé ir nukleotide trifosfatas. RS fragmentu amplifikaoijai
turi buti tinkamos salygos (ir atsitiktiniams rajonams, jeigu jie
yra).

Tinkamesnés nukleininiu rigséiu polimerazeés yra DNR
polimerazés, ypad termostabilios. Tinkami nukleoziduy, trifosfatai
yra dezoksiribonukleinineés rigsties trifosfatai.

Kad bity galima identifikuoti mikroorganizmus pagal amplifi-
kacijos pmduktu, pavyzdi, gauta is 8io organizmo genomo,
pavyzdyje turety bati visy 8io organizmo ridsiu bendri elementai,

PR RE R T S S i



derinant juos su elementais, biudingais skirtingiems &ios rusies
kamienams. Sitokiu bfidu galima identifikuoti naujo kamieno riasi,
kurio néra baziniuose duomenyse, bet tik tuo atveju, kai bazi-
niuose duomenyse yra itraukti bendri rdsies elementai. Jeigu tos
pasios risies skirtingi kamienai gamina visigkai skirtingus
pavyzdzius, neturinéius bendru elementu, tada neZzinomo kamieno
rasi, nebus galima identifikuoti, remiantis tokiais pavyzdziais.

RS'Iragmentu amplifikacija

Priesd amplifikacijs DNR pavyzdziai yra praskiedziami iki
20 ng/ml konocentracijos. .Bakterinio genomo DNR 1,25 ml alikvuo-
tos sumaisoma su 2,5 ml 10X reakcinio buferio, 1 ml dezoksiribo-
nukleotidinio trifosfato migsinio (po 5 mM kiekvieno), po 1,25 ml
kiekvieno i dvieju 15-baziu oligonukleotido pradmeny (P1 ir P2
50 ng/ml koncentraocijos) ir 42 ml dejonizuoto vandens (Pradmenys
gaunami is Research Genetics ir toliau naudojami ju nevalant.
Galima naudoti ir kitus pradmenis, gautus is kity saltiniy ir
atliekanéius ta padia funkoija). Sis misinys yra kaitinamas
5 min. 94°C temperatiiroje, ir i migini pridedama 1,3 vienetai
termofilinés DNR polimerazés. Tinkamos polimerazés yra
Tag polimerazé, isskirta is Thermus Aquatious YT1 pagal

Cetus Corporation valymo metodiksa, ir taip pat tinkama metodika
pagal Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT. Galima atlikti 25 ampli-
fikacijos ciklus, panaudojant automatini oiklini, temperatiiros
pasikeitimo prietaisa. Ciklo charakteristika yra 8i: 1 min 94%¢
temperatiroje (denatGraocijos stadija); 2 min. pasiekti 55°¢:

7 min pasiekti 55°C (prisijungimo stadija);

S —
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2 min. pasiekti 72°¢ ir 2 min. - 72° (sintezes stadija). Ciklo
pabaigoje papildomai iaslaikoma 7 min. 72° temperatiiroje, kad
ivykty daline polimerizacija. Tada, uzbaigiant oiklo programa,
pridedama 1 ml EDTA (0,5M) nutraukti reakoija, ir produktai
saugo jami 4%¢ temperatiroje.

RS fragmentuy ir atsitiktiniu genomo

rajony amplifikacija (RS/AG) ‘.

Pries amplifikaoija DNR pavyzdzai praskiedZiami iki 20 ng/ml
konecentracijos. Bakterinio genomo DNR 2,5 mi alikvuotos sumai-
goma su 5 ml 10X reakoinio buferioc, 2 ml dezoksiribonukleotido
trifosfato (dNTP) misinio (po 5 mM kiekvieno), po 2,5 ml kiek-
vieno is dvieju 11-baziy oligonukleotido pradmenu (P3 ir P4
50 ng/ml koncentracijos) ir 34 ml dejonizuoto vandens (Pradmenys
gaunami i% Research Genetics ir toliau naudojami ju nevalant).
Sis miginys yra kaitinamas 94°C temperatiiroje, ir islaikomas
5 minutes, i misini pridedama 2,0 vienetai termofilinés DNR
polimerazés. Tinkamos polimerazes yra Tag polimerazé, o termo-
stabili DNR polimerazé isskirta is Thel;;;; Aquatious YT1 pagal

Cetus Corporation valymo metodika, ir taip pat tinkama metodika
pagal Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT. Galima atlikti 28 ampli-
fikaoijos ciklus, panaudojant automatini oiklini temperatiiros
pasikeitimo prietaisa. Ciklo charakteristika yra si: 0,5 min
94°¢ temperatiroje (denatiracijos stadija); 2,75 min. tempera-
ratirai nukristi iki 43°C; 8 min - 43°% temperatiroje
(prisijungimo stadija); 3,5 min. pasiekti 72°C ir 2 min. - 729
(sintezeés stadija). Ciklo pabaigoje papildomayi islaikoma 7 min.
72% temperatﬁroje, kad ivyktuy daline polimerizaoi ja.

.o _&\;imisim"
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Pada, uzbaigiant temperatfrinio ciklo programa, pridedama 1 ml

EDTA (0,5M) nutraukti reakeija, ir produktai saugojami 4°%c
temperatiroje.

Amplifikaoijos produktu elektroforezé

Paimama 5 ml alikvuotos reakoinio misinio ir sumaisoma su

2 ml prisotinto buferio (15 % fikolio ir 0,25 % k511°1‘°i3n°1°):3

Misiniu yra pakraunamas 4 % akrilamido/bis gelis (29/1) ir

atskiriama elektroforeze. Gelis yra nudagomas etidijaus bromldn |

ir fotografuojami ultravioletiniu transiliuminatoriumi, AG
fragmentyu stebéjimams gali blti pasirenkami ir kiti budai.

Vienas toks populiarus bidas - tai fluoresocuojandio deoksinukle:

otido panaudojimas amplifikacijoje. Dar galimas kitas bldas -

spektroskopija.

Pavyzdziai

Pav. 2-6 Vgauti pagal metodika, aprasyta skyriuje "Tarpiniy :

TDNR rajonuy amplifikaoija", vykstant nurodytu genomc DNR

pavyzdziu, isskirtu is bakteriju, amplifikacijos reakoijai. Pav

7-10 gauti pagal metodika, aprasyta skyriuje "Tarpiniu rDNR
rajony, ir atsitiktiniu genomo rajony amplifikacija", vykstant

genomo DNR pavyzdZiu, iaskirty i8 nurodytu bakteriju, ampiifika-
cijos reakeijai. Amplifikacijos produktai buvo atskirti akrila-

mido gelyje ir nudazyti etidijaus bromidu.

RS fragmentuy amplifikacijai buvo parinktos bakterijos, pri-

<
o

klausanéios astuonioms skirtingoms gentims. Buvo parinktos ivai- %fé,

rios‘Lister‘ia ir Staphylococcus genties risys, ivairls genties w

s R
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Salmonella serotipai, tai yra, priklausandios patogeniniams
mikroorganizmams ir kuriy identifikaocija bei charakteristika
ypad svarbiis. Penkios Egcherichia genties rasys buvo nagr-inejé;'
mos ir dar papildomai paimtos astuonios risys is keturiy genoiu.f,f
dominandiu savo patogeniskumu. Pragmentu pavyzdziai pagal dydi,
susidare siy bakteriju amplifikacijos reakoijose ir elektrofore-
zés bidu isskirti, parodyti pav. 2-6.
Bakterijos is penkiu skirtingu genéiu buvo parinktos sudeti;
nei RS ir AG fragmentu (RS/AG) amplifikaocijai. Ivairis serotipai
ir kamienai buvo parinkti is Listeria ir Staphylococcus gendiu.-
Ivairis serotipai buvo parinkti is Salmonella genties. Buvo
nagrinéjami keturi kamienai iz Escherichia genties ir du kamienai
is Ctirobacter freundi!{. Pragmentu pavyzdziai pagal dydi, susi-
dare 8iy bakteriju amplifikacijos reakoijose ir elektmtoreze;
bldu isskirti, parodyti pav. 7-10. Pragmentai, kurie yra bendfi
kiekvieno kamieno tiek RS, tiek RS/AG amplifikaoijai, parodyti
rodyklémis pav. 7-10. |
Kiekviename piesinyje juostos, kuriose yra bakterinés DNR
amplifikacija, yra sunumeruotos, o kamieno numeris, atitinkantié
Juosta, pateiktas paaiskinime prie piesinio. Nesumeruotose juos;-
tose yra laiko Zymekliai, kurie naudojami amplifikaoijos produk-
tu ivertinimui. ILaiko Zymekliy dydziai yra sie: 228, 412, 693,
1331 1ir 2306 baziu poros (bp). Fragmentu, gautu vykstant ampli—-
Tikacijai, dydziai skaisiuojami pagal siu fragmentu padeti, lailéo
zymekliu atzvilgiu. Siu amplifikacijos produktu dydziy skaisia-
vimo paklaida sudaro mazdaug 2 %. :
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1 PAVYZDYS

Pav. 2 parodytas RS fragmentu amplifikaoijos pavyzdys ketu-
rioms genties Ligteria rtsims. Juostose 1-4 parodyti keturiy,
IListeria monocytogenes genties pavyzdziai. Ltaterta‘monocytogeneé
visi keturi kamienai rodo ta padia fragmenty pora prie 355 ir
625 bp. Likusiy Listeria rgaiy klasifikaoija yra gitokia: juostoé
5 ir 6, Liateria welshimeri{, kurios fragmentai yra prie 355 iI‘
640 bp; Juostos 7 ir 8, Listeria tnnocua, kuriuy fragmentai yra
prie 355 ir 655 bp; Jjuostos 9 ir 10, Ltaterta lvanovit, kuriy
fragmentai yra prie 380 ir 605 bp. Néra fragmentu, kuriy d;rd:z-ia:i= |
bty bendri visoms Listeria risims. ;

2 PAVYZDYS

Pav. 3 pavaizduotas Salmonella genties keturiu serotipuy RS
fragmenty amplifikaoijos pavyzdys. Juostose 1-4 parodyti keturiu;‘f
Salmonella typhimurim kamieny pavyzdziai. Visi keturi Salmonella
typhtmurim kamienai rodo fragmentu prisitvirtinims prie 480,
650 ir 675 bp. Likusiuy Salmonella serotipy, charakteristika yra
gitokia: juostos 5 ir 6, abu Salmonella enteritidis rodo bendrus
fragmentus prie 480, 600 ir 650 bp; Jjuostos 7 ir 8, Salmonella
newport kamienai rodo bendrus fragmentus prie 480 570 ir 610 bp
ir Salmonella newport 707 taip pat rodo papildoma fragmenta prié;.::
510 bp; Juostos 9 ir 10, abu Salmonella infantis kamienai roo.of"
bendra fragmenta prie 495, 560, 630 ir 655 bp. Tadiau visi tirtl
serotipal turi specifinius pagal dydi, produktus.

W et a . [ v e AL e T ]
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3 PAVYZDYS

Pav. 4 pavaizduoti Staphylococcus genties penkiy risiy RS
fragmenty, amplifikaocijos pavyzdziai. dJuostose 1-8 pavaizduoti{';
Staphylococcus aureus astuoniy kamienu pavyzdziai. Juostose 1;3
pavaizduoti visu kamienu bendri pavyzdziai, kuriuy fragmentai
turi 425, 465, 565 ir 705 bp. ILikusiose penkiuose kamienuose,
pavaizduotuose juostose 4-8, yra serija skirtingu pavyzdziu,
turinsiu tiktai kelets bendry elementu, t.y., fragmentai 485,‘:*
570 ir 620 bp gali biti randami tik trijuose is penkiuy kamienu,.‘
Tadiau kitokio dydZzio fragmentu, bendry daugiau dviems is penkiuy,
kamienu, nepastebéta. Likusios Staphylococcus risys pavaizduotos
Jjuostose 9-16. Siy rasiuy oharakteristika yra 8i: juostos 9 ir 10,
abu Staphylococcus scuiri kamienai rodo bendrus fragmentus prié
445, 445 ir 535 bp ir Staphylococcus scutri 868 taip pat rodo
papildoma banga ties 530 bp; juostos 11 ir 12, Staphylococcua“
warnert, kuriu fragmentai yra ties 455, 505, 525 ir 545 bp:
Juostos 13 ir 14, Staphylococcus saprophyttcus, kuriy, rragmenté;i
yra ties 470, 550 ir 640 bp; juostos 15 ir 16, abu Staphylococcus
epiderm{dus kamienai rodo bendrus fragmentus prie 390 ir 590 bp,
kartu su Staphylococcus epldermidus 796, rodandéiu papildoms,
fragmenia ties 520 bp, ir Staphylococcus eptdermidus 788, rodan—
siu du papildomus fragmentus ties 440 ir 490 bp. Svyravimai
rusies viduje RS fragmentu amplifikacijos pavyzdziuose yra Zy—
miai didesni Staphylococcus aureus negu kitose tiriamose
StamylocOccua risyse.
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Nurodytas atvejas yra kaip tik tas, kai pavyzdzio, gauto RS
fragmenty amplifikacijos metu, informacija padeda identirilmotii;'
mikroorganizmus riusies viduje. Visos kitos Staphylococcus rﬁsys‘,“
skirtingai negu Staphylococcus aureus, buvo charakterizuotos
pagal viens budinga fragmenta, kuris gaunamas zymiai didesniu
kiekiu, negu kiti amplifikaoijos preoduktai. Sie oharakteringi
fragmentai yra tokie: S.scuiri 345 bp, S.warneri 505 bp,
S.aaprophyticus 470 bp ir S.epidermidus 390 bp. Staphylococcus
genties pavyzdziuose pasikeitimai geno viduje yra zymiai didesri;i

negu gentyse Salmonella ir Listeria.

4 PAVYZDYS

Pav. 5 pavaizduotas Escherichia genties penkiuy rtsiu RS
fragmenty, amplifikacijos pavyzdys. dJuostose 1-4 parodyti

keturiy Escherichia col{ kamienu pavyzdziai. Visi keturi
Eacherichia coll kamienai rodo ta padia 480 ir 530 bp Iragmentt;
pora. Keturiu papildomy Escherichia risiu pavieniai pavyzdziaij
parodyti juostose 5-8. Nei vienoje &iu rasiu néra bendry su
Escherichia coli fragmentu, nors Eacherichia fergusontt ;juostoje
& matosi panasaus dydzio fragmentas, nesutampantis su 495 ir
550 bp fragmentais. Nerasta tokiu fragmentu, kuriy dydziai bﬁtﬁ
bendri visoms Escherichia rasims.

5 PAVYZDYS

Pav. 6 pavaizduotas keturiu genéiu aztuoniu papildomm, rﬁslu,,
susijusiy su patogeniskumi, RS fragmentu amplifikacijos pavyzdys.
Juostose 1-4 parodyti dvieju Citrobacter rdsiu pavyzdziai.
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Dvieju C. freundi{ kamienu, pavaizduotuy juostoje 1 ir 2 pavyz-
dziai, identiski su 315, 490 ir 615 bp. dJuostose 3 ir 4 pavaiz—:.
duoty, C. dfversus pavyzdziai taip pat idenfiski 460 ir 615 bp ;
fragmentams. Juostose 5-10 parodyti triju Enterobacter risiu

pavyzdziai. Dviejuy E. aerogenes kamienu pavyzdziai, parodyti
Juostose 5 ir 6, yra panasits su bendru 465 bp fragmentu. Kiti dn
280 ir 590 bp fragmental yra E. aerogenes 62 kamieno. Panasus
fragmentuy, pavyzdys yra ir E. aerogenes 167, tiktai kiekvienas 15:;
Ju 10 baziy ilgesnis. Juostose 7 ir 8 pavaizduotuy dvieju
E. agglomerans kamieny pavyzdziai yra identiski 450, 475 ir 580
bp fragmental. Juostose 11-14 parodyti dvieju Proteus riasiu z
pavyzdziai. dJuostose 11 ir 12 pavaizduotu dvieju P. mirabilis
kamieny, pavyzdziai yra identiski 505, 665 ir 850 bp f.ragmentams.?;
Juostose 15 ir 16 parodyti dvieju Yerainia enterocolitica |

pavyzdgiai. Abu kamienai turi 745 ir 815 bp fragmentuy pora.

6 PAVYZDYS

Pav. 7 pavaizduotas Listeria genties triju rGsiu RS ir AG
fragmentu amplifikaoijos pavyzdziai. Juostose 1-4 parodyti ketu—?:
riu Listeria monocytogenes kamienu, pavyzdziai. Visei keturi
L. monocytogenes kamienai turi tg padig 355 ir 625 bp fragmenty,
pora, kuri yra tokia pati, kaip ir RS fragmentu, nustatyty |
2 pav. tokiems pat Listeria monocytogenes kamienams. Like pavyz—'i
dyJje komponentai - tai atsitiktiniu genomo amplifikaciju rezul-
tatas. Siu komponentu pagalba galima isskirti tris is keturiu g
L. monocytogenes kamienu. L. monocytogenes 891 ir 899 kamienai
igdskiria tuos padius amplifikaoijos produktus. Likusiy Liater'taf:v
risiy klasifikacija yra 8i: juostose 5ir 6 L. welshimer{ rodo ta‘i:

e
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padia bendra 355 ir 640 bp fragmentu pora, kuri yra tokia patl, '
kaip ir RS fragmentu, parodyty 2 pav. tokiems pat L. welshtmer't
kamienams. Like pavyzdyje komponentai - tai atsitiktiniy genomo’;l
amplifikaoiju rezultatas ir gali buti panaudojami, norint paro-
dyti dvieju L. welshimeri{ kamienu skirtﬁma. Juostose 7 ir 8
L. f._rmocua rodo bendra 355 ir 655 bp fragmenty pora, kuri yra
tokia pati, kaip ir RS fragmentu, parodytu 2 pav. tokiems pat
L.{nnocua kamienams. Like pavyzdyje komponentai - tai atsitikti-
nis genomo amplifikaoiju rezultatas ir gali biti panaudojamas
dvieju L. {nnocua kamienu skirtumo nustatymui.

T PAVYZDYS

Pav. 8 pavaizduotas Salmonella genties triju serotipu RS ir
AG fragmenty amplifikaoijos pavyzdziai. Juostose 1-4 parodyti
keturiu Salmonella typhimurim kamienu pavyzdziai. Visi keturi
S. typhimurim kamienai rodo panasy 480, 650 ir 675 bp Iragmentu;?;
rinkini, kuris yra toks pat, kaip ir RS Iragmeni_;u., parodytuy
3 pav. tokiems pat S. typhimurim kamienams. Like pavyzdyje %
komponentai - tai atsitiktiniu genomo amplifikaoiju rezultatas.
Siu komponentu pagalba galima isskirti S. typhimurim 590 is kity
triju kamienu. Likusiu Salmonella serotipuy klasifikacija yra 8i: :
Juostose 5 ir 6 abu S. infanti{s kamienai rodo bendrus 490, 560 i
630 ir 655 bp fragmentus, kurie yra tokie paf, kaip ir RS
fragmentai, parodyti 3 pav. tokiu pat kamienu amplifikacijai.
Papildomi fragmentai, kurie gaunami, vykstant atsitiktinems
genomo amplifikacijoms, rodo panasius abiems S. infantt{s kamie-
nams pavyzdzius. Juostose 7 ir 8 abu S. enteritidis kamienai
rodo bendrus 480, 600 ir 650 bp fragmentus, kurie yra tokie
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pat, kailp 1r RS fragmentai, parodyti 3 pav. ty padéiu kamienuy
amplifikacijoms. Papildomi fragmentai, kurie gauti, vyk.stant_
atsitiktinems genomo amplifikaoijoms, gali biiti panaudoti siy
kamienu skirtumo nustatymui. Visi RS/AG pavyzdziai, gauti |
Salmonella gendéiai, buvo labai panasfis. Tadiau individualis
Saimonella serotipail gali bati isskirti, remiantis nevienodu
produkto dydziu, vykstant RS/AG amplifikaoijoms.

8 PAVYZDYS

Pav. 9 pavaizduotas Staphylococcus genties triju risiu RS ip
AG fragmenty amplifikacijos pavyzdys. dJuostose 1-4 parodyti |
keturiy, Staphylococcus aureus kamienu pavyzdziai. dJuostoje 1
parodyti kamieno 807 fragmentai 425,465, 565 ir 705 bp, kurie
yra tokie pat, kaip ir RS fragmentai, parodyti 4 pav. tam
padiam kamienui. Like pavyzdyje komponentai yra atsitiktiniu
genomo amplifikaciju rezultatas. dJuostose 2 'ir 3 abu
Staphylococcus aureus 1098 ir 1097 kamienai rodo bendrus 565 ir
605 bp fragmentus, be to, kamienas 1098 rodo papildoms 505 bp
fragments ir kamienas 1097 rodo papildoma 525 bp fragmenta. Visi
sie fragmentai yra tie patys, kaip ir RS fragmentai, pavaizduoti
4 pav. tam padiam kamienui. Like pavyzdyje komponentai yra atsi-
tiktiniu genomo amplifikaciju rezultatas ir gali bati panaudojaé
mi, norint lengviau atskirti du Staphylococcus aqureus k,:«).mienu.es.t1
Juostoje 4 pavaizduoti kamieno 795 fragmentai 470, 515, 656 ir
€10 bp yra tokie pat, kaip ir RS fragmentai, kuriuocs stebimev: f
4 pav. tame padiame kamiene. Like pavyzdyje komponentai yra atsi-
tiktiniu genomo amplifikaciju regultatas. Likusios Staphylococcus
risys yra pavaizduotos juostose 5-8. Abu S. warnert 793 ir 79“7‘
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kamienai, pavaizduoti juostose 5 ir 6, rodo esant rragnentus;»
kurie savo dydziu atitinka RS fragmentus, parodytus 4 pav.
S. warnert kamienui. Papildomi Iragmentai, kurie yra atsitiktiniy
genomo amplifikaoiju rezultatas, gali bhti panaudojami éiu. kamie-
nu skirtumo nustatymui. Abu S. epidermidus 788 ir 796 kamienai,
pavaizduoti juostose 7 ir 8, rodo esant fragmentus, pagal dydi,
atitinkandius RS Iragmentup, parodytus 4 pav. Papildomi fragmen-
tai, kurie yra yra atsitiktiniy genomo amplifikaciju, rezultataé,
gali bati panaudojami siu, kamienn skiritumo nustatymui.

9 PAVYZDYS

Pav. 10 pavaizduotas Eacherichia genties keturiu, kamienu RS
ir AG fragmentu amplifikaoijos pavyzdys. Juostose 1-4 parodyti
keturiu Escherichia colf kamienu pavyzdziai. Visei keturi :
Eacherichia coll kamienai rodofsant 480 ir 530 bp fragmenty,
pora, kurie yra tokie pat, kaip ir RS Iragméntai 5 pav., gauti
tu, pasiu kamienu amplifikaocijos metu. Like pavyzdyje komponenféi
yra atsitiktiniu genomo amplifikaociju rezultatas. Siais komponen-
tais galima nustatyti skirtuma tarp keturiu Escherichia colt ;
kamienu. Du Citrobacter freundi! kamienai, parodyti juostose 5
6, rodo esant pavyzdzius, kuriuose yra 315, 490 ir 615 bp "
fragmentai. Sie fragmentai pagal dydi, atitinka fragmentus,
gautus C. freundtl kamieno RS amplifikacijos metu, parocdytus
6 pav. Papildomi fragmentai, kurie yra atsitiktiniuy genomo
amplifikaoiju rezultatas, gali bGti panaudojami siu kamienu
skirtumu nustatymui.

Reikety suprasti, kad isradime pateikti metodai gali bﬂti{

modifikuoti, pateikus dirbandiy toje srityje specialisty,
pasitdlymus, tadiau neisloreipiant &io isradimo esmés.
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Isradimo apibreztis

1. Mikroorganizmu risiu identifikaoijos bidas b e 8 i 8 k i-
riantis tuo, kad ji sudaro:

i

a) mikroorganizmo genomo DNR iaskyrimas, kai genomof‘

DNR sudarandios kintamos sekos i&sideéséiusios tarp labiausiai

konservatyviu seku;
b) kintamy seku amplifikaoija, susidarant fragmen-
tams, besiskiriantiems dydziu ir skaidéiumi; ir
o) fragmenty atskyrimas pagal dydi, ir fragmentu
pasiskirstymo analizavimas, tuo bGdu nustatant mikroorganizmy
risis.

2. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo,
kad minetos labai konservatyvios sekos yra labai konservatyvios

TrDNR sekos, ir minéti fragmentai yra RS fragmentai.

3. Bidas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo,
kad kintamos sekos yra tarpiniai rajonai.

4. Bhdas pagal 1 punkta, bes iskirianti s tuo,
kad isskyrimo stadija (a) sudaro lasteles lizavimas ir
deproteinizacija.

5. Bldas pagal 2 punkta, besiskiriant i s tuo,
kad stadija (b) sudaro, maziausiai, vienos oligonukleotido
pradmenu, poros prijungimas prie labai konservatyviy rDNR selkuy, e
ir nukleino‘rﬁgeties polimerazés ir nukleotido trifosfato ivedi—ff
mas i minetus pradmenis, tinkamus mineétu seku amplifikaoijai. -
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6. Bodas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo,
kad amplifikacija atliekama, maziausiai, du kartus.

7. Biidas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo,
kad prisijungimas vyksta, temperatiirai pasiekus 72%, ir tesiasi?
1-20 minudiu. ' .

8. Bldas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo,
kad prisijungimas vyksta, temperatirai pasiekus 5500, ir tesiasiv
apie 1-20 minuéiu.

9. Bidas pagal 8 punkta, besiskiriantis tuo,
kad prisijungimas tesiasi 2-10 minudiu. |

10. Budas pagal 5 punkta, besiskiriantis tu,
oligonukleotido pradmenys yra 15,1'7 baziy ilgio.

11. Bldas pagal 5 punkta, bes iskiriantis tuo,
kad nukleino rtgsties polimeraze yra DNR polimerazé ir nukleotido
trifosfatas yra dezoksiribonukleotido trifosfatas.

12. Bidas pagal 11 punkta, besiskiriantis tuo,;‘f:
kad DNR polimerazé yra termostabili.

13. BUdas pagal 2 punkta, besiskiriantis tu,
kad stadija (o) sudaro RS fragmentu atskyrimas elektroforezes
badu, po to, minéty RS fragmentu atvaizdavimas.

4

14. Budas pagal 13 punkta, bes iskiriantis tuo,
kad stadija (c) sudarc elekiroforezés bidu atskirty ir atvaiz-
duoty RS fragmenty tolimesnis palyginimas su baziniais mikroor-

ganizmy, duomenimis.
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15. Budas pagal 5 punkta, bes iskiriantis tu,
kad baziniuose duomenyse yra fragmenty pasiskirstymas, oharakte-
ringas Listeria monocytogenes, Liateria i{nnocua, Listeria :«;;
tvanovit, Listeria welshimeri, Salmonella typhimurium, Sazmoneuw
enteritidia, Salmomella newport, Salmomella {nfantts,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aciuri, Staphylococcus @
saprophyticua, Staphylococous warnert, Staphylococcus eptdermtdua,"
Eacherichia coli, Eacherichia blattae, Eacherichic ferguaonii,
Eacherichia hermant{, Escherichia vulnerls, Citrobacter j'reundii,:j
Citrobacter diversus, Enterobacter aerogenes, Enterobacter

agst s, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Proteus
vulgari, ir Yerainia enterocolitica.

16. Bidas pagal 13 punkta, bes iskiriantis tu
kad atvaizdavimo stadija (o) atliekama, nudazant RS fragmentus
etidijaus bromidu arba nustatant minety RS fragmentu padeti
spektrofotometriniu badu.

17. BOdas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuw,
kad atvaizdavimo stadija (o) atliekama, panaudojant amplifikaoi-
joje fluorescuojanti, dezoksinukleotida pagal (b).

18. Budas pagal 13 punkta, b e s iskiriantis tuw
kad panaudojamas, nustatant bakteriju ridsis.

19. Mikroorganizmy risiu, serotipo ir kamieno idsntif.ikaujos

bldas, besiskiriantis tuo, kad ji sudaro:
a) mikroorganizmo genomo DNR i&skyrimas, kai genomo ‘j

DNR sudarandioe kintamos sekos issidéséiusios tarp labiausiai
konservatyviy seky ir, papildomai, per viso genomo atsitiktinius

rajonus;
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b) kintami sely amplifikaoija, susidarant fragmen-
tams, besiskiriantiems dydziu ir skaidiumi; ir

o) atsitiktiniu rajonu amplifikaocija, gaunant AG‘?
fragmentus, turinéius ypatinga pasiskirstyma pagal dydi ir |
skaidiy, kartu vykdant (b); ir

d) fragmenty ir AG fragmentuy atskyrimas pagal
dydi, ir fragmenty ir minétu AG fragmentu analizavimas, nustat;nt
mikroorganizmy, ri&is, serotipa ir kamiena. '

20. Bldas pagal 19 punkta, besiskiriantis tuo,
kad minétos labai konservatyvios sekos yra labai konservatyvios

TDNR sekos, ir minéti fragmental yra RS fragmentai.

21. Bidas pagal 20 punkta, besiskiriantie tﬁb,
kad kintamos sekos yra tarpinial rajonai. l

22. Bidas pagal 19 punkta, besiskiriantis tub,
kad isskyrimo stadija (a) sudaro lestelés lizavimas ir

deproteinizacija.

23. Bﬁdas pagal 20 punkta, bes iskiriantis tubl
kad stadija (b} ir stadija (¢) sudaro, maziausiai, vienos oligb;
nukleotido pradmenu poros prijungimas prie labai konservatyviy ‘
rDNR seky ir prie daugelio minétu atsitiktiniu rajonu, ir :ﬁ
nukleino rdgéties polimerazés ir nukleotido trifosfato ivedimasf
i minétus pradmenis, tinkamus minétu seky ir minety atsitiktiniq
rajonu amplifikacijai. .

24, Budas pagal 23 punkta, bes iskiriantis tuo:?
kad amplifikaoija atliekama, maziausiai, du kartus. 1

sprmrni- ueplidon



25. Budas pagal 23 punkta, besiskiriantis tu,
kad prisijungimas vyksta, temperatirai pasiekus 43-46%C, ir J
tesiasi 1-10 minuéiu.

26. Bidas pagal 25 punkta, bes i skiriantis tuo;i
kad prisijungimas vyksta mazdaug 5-10 minudiu.

27. BUdas pagal 23 punkta, besiskiriantis tu,
oligonukleotido pradmenys yra 10-12 baziuy ilgio. =

28. Bidas pagal 23 punkta, bes iskiriantis tuo;g
kad nukleino ritigsties polimerazé yra DNR polimerazé ir nukleotidé
trifosfatas yra dezoksiribonukleotido trifosfatas. j

29. Budas pagal 28 punkta, bes iskiriantis tuof?
kad DNR polimerazé yra termostabili. B

30. BOdas pagal 20 punkta, besiskiriantis tuo;?
kad stadija (d) sudaro minetuy RS fragmentu ir mineétu AG fragmenff
tu isskyrimas elektroforezés bidu, po to, minétuy RS fragmenty i

ir minety AG fragmentuy atvaizdavimas.

31. Badas pagal 30 punkta, bes iskiriantis tuo;f
kad stadija (d) sudaro elektroforezés budu atskirty ir atvaiz- @

duoty RS ir AG fragmenty tolimesnis palyginimés su baziniais

mikroorganizmy, duomenimis.

32. Budas pagal 31 punkta, besiskiriantis tu,
kad baziniuose duomenyse yra fragmentu pasiskirstymas, charakte-
ringas rasims, serotipams ir kamienams &iu mikroorganizmu: e

Listeria monocytogenes, Listeria {nnocua, Listeria {vanovii,
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Listeria welshimeri{, Salmonella typhimurium, Salmonella
enterftidis, Salmonella newport, Salmonella {nfantis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
saprophyt tcus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus epidermidua,
Escherichta coli, Escherichia blattae, Eacherichia fergusonit,
Escherichia hermani{, Escherichia vulnertis, Citrobacter freundtt,
Citrobacter diversus, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Proteus mirabllis, Proteus

vulgart, ir Yersinia enterocolitica.

33. Bldas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo,
kad atvaizdavimo stadija (d) atliekama, nudazant minetus RS
fragmentus ir minétus AG fragmentus etidijaus bromidu arba
nustatant minétu RS fragmentu padéti spektrofotometriniu bidu.

34. BUdas pagal 30 punkta, besiskiriantis tuo,
kad atvaizdavimo stadija (d) atliekama, panaudojant amplifikaci-
Jjoje pagal (b) ir (o)fluorescuojanti, dezoksinukleotids.

35. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo,

kad panaudojamas, nustatant bakteriju risis, serotipa ir kamiena.
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