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ISradimas apibrézia naujo Salmonella bakterijy nustatymo bido sukirima, pasizymintj tuo, kad

testuojamos bakterijos panaudojamos PCR, taikant zondus
5'- GTAAATCCGGTTCACTTTAACAC-3' ir
5'-GAGTAAATCACTTCACCTACGTG-3',

komplementarius_S.typhimurium 23S rRNR genui, amplifikacijos produktai analizuojami elektroforeti$kai, o apie
nustatymo specifiSkumg sprendziama i§ amplifikacijos produkty restrikcinés analizés, panaudojant restrikcine
endonukleaze Eco 130 |. Empiriskai nustatyta, kad oligonukleotidiniai zondai yra universalis ir specifiSki tik

Salmonella genties bakterijoms. Detekcijos jautrumo riba - 50 bakterijy 10 pl meéginio.
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Isradimas apibrézia naujo Salmonella bakterijy

nustatymo buda bel oligonukleotidinius zondus ir gali
bati pritaikytas medicinoje, maisto pramoneje,

veterinarijoje.

Seniausias mikrobiologinése laboratorijose naudojamas
salmonella Dbakterijy testavimo metodas, iskaitant
bakterijy auginimg selektyviose terpese, O véliau -
gauty kolonijy morfologiniy ir biocheminiy

charakteristiky apiblidinimg, vidutini&kai trunka 4

dienas. Sis metodas naudojamas ir Lietuvos
mikrobiologinése laboratorijose (MeronuuecKHe YyKa3aHusi MO
MHKPOGHONIOTHYECKOH JMHArHOCTHKE 3a00JIcBaHuH, BbI3BAHHbIX

sHTepobakTepusivi, Mocksa, 1984 r.).

Nukleino ragsciy hibridizacijos technologijos
panaudojimas - kokybinis suolis patogeniniy
mikroorganizmy diagnostikos srityje. §i metodologija
remiasi savybe, Jjog unikali testuojamo mikroorganizmo
polinukleotidine seka hibridinasi su specifiskai
pazymétu nukleino rigSties zondu. §iy testy neigiama
savybé - nepakankamas jautrumas (WO 89/05359, C1l20Q
1/68, 1989; EP 0383509, C12Q 1/68, 1990; WO 90/11370,
c12Q 1/68, 1990).

Artimiausias sitilomam techniniam sprendimui yra
patentas (WO 90/11370, C12Q 1/68, 1990), kuriame
salmonella bakterijy nustatymui panaudoti 32p-zymeti
DNR =zondai, komplementaris Salmonella typhimurium

igorinés membranos Omp A genui. Testuojamos bakterijos
auginamos iki optinio tankio OD=0,7, 100 pl bakterijy
suspensijos filtruojama per nitroceliuliozini filtrg,
DNR imobilizuojama $Svitinant filtrus 4 minutes UV
lempa. Filtrai prehibridinami 45 minutes, o, pridejus
32p-zyméto zondo, hibridinami dar 1,5 valandos. Filtrai

atplaunami ir 3 dienas atliekama radioautografija.
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Metodo trikumas - nepakankamas jautrumas, ilga trukme.

Pastaruoju metu molekulinéje biologijoje pradetas
taikyti polimerazés ciklinés reakcijos metodas (saiki
R.K. et al., Science 239, 487-491 (1988). Tai budas
gauti mikrograminius kiekius norimos DNR nuo labai maZzo
kiekio DNR matricos, tadiau dar nebuvo tiesiogiai

panaudotas salmonella bakterijuy detekcijai.

Tsradimo tikslas - sukurti metoda, leidzianti greitai

ijr specifigkai nustatyti Salmonella bakterijas. Sis

tikslas pasiekiamas, pritaikant salmonella bakterijy

detekcijai polimerazés cikline reakcija (PCR), ¢t.v.
panaudojus oligonukleotidinius DNR zondus, komplementa-
rius Salmonella typhimurium 238 TrRNR genui beil
termostabilia DNR polimeraze, kaitaliojant ivairiy
temperatiiry ciklus nuo denatiiracijos iki polimerizaci-
jos temperatiry, nuo panaudotos DNR matricos enzimatis-
kai reprodukuojamas - amplifikuojamas nustatyto dydzio

Salmonella-specifinis DNR fragmentas, identifikuojamas

restrikcijos  bidu, o, reakcijoje panaudojus jvairiy
ne-Salmonella bakteriju DNR, amplifikacijos neéra.

Isradime pateikty oligonukleotidiniy zondy
charakteristika:
1. Seka:

5+ - GTAAATCCGGTTCACTTTAACAC- 3
5+ - GAGTAAATCACTTCACCTACGTG- 3

zondai susintetinti Biotechnologijos Instituto
"Fermentas" Nukleino ragéc¢iy chemijos sektoriuje

cianoetilfosforamiditiniu metodu.

2. Empirigkai buvo nustatyta, jog Sie zondai

universalis salmonella genties bakterijoms, t.Y. zondy
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panaudojimas polimerazes ciklinéje reakcijoje 1leidzia
méginyje detektuoti 13 salmonella ragiy (1 lentele):

s .prandenburg, S.choleraesuis, S.enteritidis, S.haifa,

S.infantis, S.isandi, S.java, S.newport, S.ngor,

S.stanley, S.thompson, S.typhimurium, S.tshiongwe.

3. Empiriskai nustatyta, kad zondai specifiski tik

salmonella genties bakterijoms, t.y.., panaudojus zondus

méginiuose, turincdiuose Acinetobacter, Citrobacter,

citrobacter freundii, Escherichia coli, Enterobacter,

Entercobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Hafnia,

Yersinia enterocolitica, Klebsiella, Proteus, Proteus

vulgaris, Providencia rettgeri, Pseudomonas , Pseudomonas

aeruginosa, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Serratia bakterijas, polimerazes cikline reakcija

nevyksta (2 lentele).

Fig.l. Elektroforetine PCR produktuy, gauty su jvairiais
S.typhimurium bakteriju kiekiais, analize. PCR
panaudoti bakterijy kiekiai: 1-5x106, 2-5x105, 3-5x104,
1-5x103, 5-5x102, 6-5x10, 7-5 bakterijos meginyje,
8-pBR-Alu I fragmenty dydziai baziy poromis.

Fig.2. Elektroforetine PCR produktuy analize po
inkubavimo su restriktaze Ecol30 I. 9-S.typhimurium PCR
produktas, 10-S. typhimurium PCR produktas-Ecol130 I, 11-
S.enteritidis PCR produktas-Ecol30 I, 12-S.typhimurium
PCR produktas-Eco64 I, 13-pBR-Alu I fragmenty dydziai

baziy poromis.

Fig.3. Elektroforetine PCR produkty, gauty su
jvairiomis bakterijomis, analizé. 14,28-pBR-Alu I
fragmenty dydziai baziuy poromis. PCR panaudotos

bakterijos: 15, 16, 17-S.enteritidis; 18-S.tshiongwe;

19,20,21-S.infantis; 22,23-S.brandenburg; 24,25,27-

S.typhimurium; 26-Y.enterocolitica.
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Tdradimas iliustruojamas pavyzdziais.

1 Pavyzdys. Polimerazés ciklines reakcijos,

naudojamos Salmonella genties bakterijuy nustatymui

jautrumo jvertinimas.

Bakterijy kamienai.
Visi bakterijy kamienai (1,2 lentelés), panaudoti &iame
darbe, gauti Vilniaus Higienos centro mikrobiologineje

laboratorijoje.

Polimerazés cikliné reakcija (PCR) .

Reakcija atliekama 100 pl misinio, savo sudétyje
turincéio 67 mM Tris-HCl1 (pH 8,4). 2 mM MgCly, 16,6 mM
(NHq) 2804, 10 mM merkaptoetanolio, 1,25 mM dATP, 1,25
wM 4rrp, 1,25 mM deTp, 1,25 mM dcTp, 0,001 mM
praimerius, 20 WHg jau¢io serumo albumino, 2 vienetus
Tag polimerazeés. Testuojamos bakterijos auginamos per
nakti 4 ml LB terpes 370C temperatiroje. 100 ul
lasteliy suspensijos centrifuguojama mikrocentrifugoje
11000 aps./min. 5 minutes, nuosedos suspenduojamos
100 pl sterilaus HpO ir virinama 10 min. 100°C. 10 pl
tokios suspensijos naudojama polimerazeés ciklinéje
reakcijoje. Empirigkai parinktos polimerazeés ciklines
reakcijos saglygos, t.y. optimalu, kai PCR atliekama 25
ciklus, kuriy kiekvienas trunka: 950C¢ - 1 min., 58°C -
1 min., 70°C - 1 min. Pasibaigus PCR reakcijos misini 2
kartus ekstrahuojame chloroformu, © 10 pl vandeninés
fazés analizuojame elektroforetigkai 1,5% agarozés
gelyje. PCR rezultate matomas 250 baziy pory dydzio
fragmentas (Fig.1l).
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PCR Jjautrumoc jvertinimui S.typhimurium kultira buvo

auginama per nakti 4 ml LB terpes, istitruojama
fiziologiniame tirpale ir meginiai po 100 ul isséjami
ant agarizuotos LB terpés gyvybingy lgsteliy titrui
paskai¢iuoti. Su ivairiais bakteriju kiekiais atliekama
PCR. I8 Fig.1 pateikty rezultaty matome, Jjog testo
jautrumo riba - 50 salmonella bakterijy 10 pl méginio.

2 Pavyzdys. Oligonukleotidiniy zonduy, panaudojamy
PCR, tyrimas.

Amplifikuoto produkto identifikacija.

Aamplifikacijos produktai identifikuojami restrikcijos
badu empirigkai 18 daugelio panaudoty restriktaziy
pasirinkus Ecol30 I. Salmonella-PCR produktas - 10 pl
buvo inkubuojamas 1 val. 370C 20 pl reakcijos misinio,
turinéio 50 mM Tris-HC1 (pH 7,5), 10 mM MgClpy, 100 mM
NaCl ir restrikcine endonukleaze Ecol30 I. Restrikcijos

produktai analizuojami elektroforetigkai 2% agarozes
gelyje. Fig.2 iliustruoja S.typhimurium- ir
S.enteritidis-PCR produkty, restriktuoty Ecol30 I,

elektroforetini vaizda. Absoliu¢iai identiski vaizdai,
pateiktiems Fig.2, gaunami po PCR produkty, PCR
reakcijai panaudojus S.brandenburd, S.choleraesuis,
S.haifa, S.infantis, S.isangi, S.iava, S.newport,
S.ngor, S.stanley, S.thompson, g.tshiongwe bakterijas,

inkubacijos su Ecol30 I.

salmonella bakterijy nustatymui buvo naudojami zondai
5'-GTAAATCCGGTTCACTTTAACAC-3' ir
5'-GAGTAAATCACTTCACCTACGTG-3',

komplementaris salmonella typhimurium 23S rRNR genui.

Pagal 1 ir 2 pavyzdZziy metodika buvo testuota visa eile

Salmonella genties bakterijy bei kity genciy, ijeinanc¢iy

i Enterobacteriaceae eimg, bakterijos.
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1 lentelé

PCR rezultatai su salmonella genties bakterijomis

pvz. Pavadinimas Tirty Fragmentas ampli-
Nr. kamieny fikuojasi (+)
skaic¢ius arba ne (-)
3. S.brandenburg 7 +
4. S.choleraesuis 1 +
5. S.enteretidis 42 +
6. S.haifa 1 +
7. S.infantis 6 +
8. S.isangi 2 +
9. S.java 1 +
10. S.newport 1 +
11. S.ngor 1 +
12. S.stanley 1 +
13. S.thompson 1 +
14. S.typhimurium 9 +
15. S.tshiongwe 1 +
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2 lentelé

PCR rezultatai su ijvairiomis ne Salmonella

bakterijomis

Pvz. Pavadinimas Tirty Fragmentas ampli-

Nr. kamieny fikuojasi (+)
skaic¢ius arba ne (-)

16. Acinetobacter 1 -

17. Citrobacter 1 -

18. Citrobacter freundii 2 -

19. Escherichia coli 6 -

20. Enterobacter 4 -

21. Enterobacter aerogenes 1 -

22. Enterobacter cloacae 1 -

23. Hafnia 5 -

24. Yersinia enterocolitica 1 -

25. Klebsiella 4 -

26, Proteus 1 -

27. Proteus vulgaris 1 -

28. Providencia rettgeri 1 -

29. Pseudomonas 2 -

30. Pseudomonas aerudginosa 3 -

31. Shigella flexneri 2 -

32. Shigella sonnei 11 -

33. Serratia 1 -
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Fig.3, 1,2 1lenteleése pateikti rezultatai patvirtina,
jog, panaudojus oligonukleotidinius praimerius,

komplementarius Salmonella typhimurium 23S rRNR genui,

vyksta labai specifiné polimerazés cikline reakcija,
t.y. amplifikacija vyksta tik nuo Salmonella bakterijy
DNR, tuo tarpu nuo ivairiy kity bakterijy DNR
amplifikacijos néra. Akivaizdu, kad panaudoti zondai -
pakankamai universalis Salmonella genties bakterijoms,
nes Jjuy panaudojimas igalina nustatyti 13 skirtingy

Salmonella ruasiy.

§io isradimo privalumai:

1. Padidintas Salmonella bakterijy nustatymo jautrumas,
t.y. tam, kad vykty polimerazés cikliné reakcija,
uztenka 50 bakterijy méginyje.

9. sSalmonella bakterijy detekcijos laikas sutrumpeja

iki vienos dienos.

3. Amplifikuoto produkto identifikavimui naudojama
restrikcija. Empiriskai pasirinkta restriktazeé Ecol30 I
(Fig.2).
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TSRADIMO APIBREZTIS

1. Oligonukleotidiniai zondai - praimeriai, komplemen-

taris Salmonella typhimurium 23S rRNR genui, turintys

seky:
5'-GAG-TAA-ATC-ACT-TCA-CCT-ACG-TG-3' ir
5 -GTA-AAT-CCG-GTT-CAC-TTT-AAC-AC-3' ’
skirti Salmonella bakterijy nustatymui.

2. salmonella bakterijy nustatymo budas, kuriame
bakterijos testuojamos zondy pagalba, b e s i s k1 -
r i a n t 1 s tuo, kad Dbakterijas panaudoja
polimerazés ciklinéje reakcijoje, taikant zondus pagal
1 punkta, amplifikacijos produktus analizuoja
elektroforetisgkail ir apie nustatymo specifiskumg
sprendZia is amplifikacijos produkty restrikcines

analizes.

3. Bidas pagal 2 punkta, b e s iskiriantis
tuo, kad atlieka ne maziau, nei 25 polimerazés ciklines
reakcijos cikly, kuriy kiekvienas trunka 1 min. - 950 +
10¢, 1 min. - 580 % 1°C, 1 min. - 70© £+ 10C.

4. Bidas pagal 2 punkta, b e s i sk iriantis
tuo, kad amplifikacijos produktus identifikuoja,
panaudojant restrikcine endonukleaze Ecol30 I.
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