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(57) Referatas:

Sis i§radimas yra susijes su PNR (peptidinés nukleoriigsties, PNR) zondo, skirto Shigella Castellani
skirtingy tipy meginiams identifikuoti, modeliavimu. PNR zondo DNR seka yra 5, -GATAATCTACGGCATATGGC-
3'. Shigella Castellani aptikimui, zondai yra naudojami derinyje su FISH (fluorescencinés in situ hibridizacijos,
FISH) bddu. Sio iSradimo PNR pasizymi dideliu stabilumu ir specifiniu prisijungimu prie DNR ir RNR, greita
hibridizacija bei geru jsiskverbimu | Igsteles. Derinant PNR ir FISH bidus, Siuo iSradimu sukurtas aptikimo budas
yra greitas, tikslus ir jautrus, todél pageréja identifikavimo tikslumas.
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ISRADIMO SRITIS

Sis idradimas yra susijes su mikroorganizmy, susijusiy su maisto sauga,
aptikimo bddu, ypaé& su peptidinés nukleortgsties (PNR) fluorescencinés in situ
hibridizacijos identifikavimo bidu, rinkiniu ir PNR zondu, skirtu aptikti Shigella

Castellani.
PAGRINDINIAI FAKTAI

Su maistu plintantys patogenai yra viena i$ pagrindiniy prieZas¢iy per maista
plintanCiy ligy, sukeélusiy didelj démesj maisto saugos srityje pasaulyje. Remiantis
PSO ataskaita, kasmet pasaulyje nustatoma nuo 4 iki 6 milijardy ligos atvejy,
susijusiy su maistu, ir apie 70 proc. jy sukelia biologiskai uztersti maisto produktai.
Kasmet besivystanciose Salyse nuo per maistg plintanciy ligy mirsta apie 1,8 min.
Zzmoniy, net iSsivysciusiose Salyse kasmet daugiau nei 10 % gyventojy uzsikrelia per
maistg plintandiomis ligomis. Siuo metu svarbios patogeninés bakterijos, galingios
sukelti per maista plintancias ligas, tokios kaip, Salmonella, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157, Shigella Castellani ir kt., yra pladiai
aptinkamos pieno produktuose, darZzovése, akvaproduktuose, mésos produktuose ir
kitur, jos yra svarbis veiksniai, sukeliantys maisto uzter§ima. Tuo badu, norint stebéti

maisto sauga, labai svarbu veiksmingai nustatyti per maistg plintancius patogenus.

TradiciSkai Shigella Castellani aptinkama auginimo mitybos terpese budais.
Tacgiau Sie bddai reikalauja daug laiko ir darbo sanaudy. Todél, buvo sukurta
daugybé molekulinio lygmens aptikimo bddy, jskaitant polimerazés grandininés
reakcijos (PGR), geny lusto technologijos ir imunologiniy tyrimy budus ir kt. Buvo
paskelbta daug su Shigella Castellani susijusiy aptikimo budy, tacCiau Sie vieSai
paskelbti aptikimo bidai yra susije su laiko sgnaudomis, problemomis, susijusiomis
su sudétingu pradmeny sukonstravimu ir klaidingais teigiamais rezultatais, ir t.t.
Derinant PNR zondg kartu su fluorescencinés in sifu hibridizacijos (FISH) budu
(PNR-FISH), galima sutaupyti daug laiko, palyginti su tradiciniais biocheminiais
identifikavimo bidais. PNR-FISH rezultaty nustatymo budu, pagrjstu fluorescencijos
aptikimu ir morfologiniu aptikimu, pagerinamas aptikimo tikslumas ir iSvengiama

klaidingy teigiamy ir klaidingai neigiamy rezultaty.
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SANTRAUKA

Sio i$radimo tikslas yra sumodeliuoti PNR zondg, skirtg PNR fluorescencijos
in situ identifikavimui, kuris yra naudojamas pagrindiniam per maistg plintaniam

patogenui Shigella Castellani aptikti. Zondas yra specifiSkas Shigella Castellani.

Kitas Sio iSradimo tikslas yra apripinti rinkiniu, kuriame bty naudojamas
PNR zondas, kuris greitai ir paprastai galéty aptikti Shigella Castellani maisto saugos
testavimo procese.

Dar vienas S$io iSradimo tikslas yra pateikti Shigella Castellani PNR
fluorescencijos in situ identifikavimo bldg. Bidas kartu su FISH aptikimo technika

leidzia greitai aptikti Shigella Castellani.

Pirmajam tikslui pasiekti Siame iSradime yra naudojami tokie techniniai

sprendimai:

PNR zondas, naudojamas kiekybiniam Shigella Castellani aptikimui, kur PNR
zondo DNR seka yra 5 -GATAATCTACGGCATATGGC -3'. Zondas gali aptikti rRNR,
rDNR taikinio sekg arba sekg, komplementarig Shigella Castellani RNR. PNR zondo
N-galas yra sujungtas su bent vieno tipo Zymens medzZiaga. N-galo Zymens

medZiaga yra pasirinkta i$ 8iy medziagy: fluoresceino, biotino ir digoksino.

Norint pasiekti antragjj tikslg, Siame iSradime yra naudojami tokie techniniai

sprendimai:

PNR fluorescencinés in situ hibridizacijos identifikavimo rinkinys, skirtas
Shigella Castellani aptikti, apima fiksatoriy, hibridizacijos tirpalg ir praplovimo tirpalg.
Fiksatoriaus sudétyje yra paraformaldehido ir natrio hidroksido, tai yra, 4-6 % (wt/vol)
paraformaldehido ir 8-10 % (wt/vol) natrio hidroksido. Hibridizacijos tirpalo sudétyje
yra 20-30 % (vol/vol) formamido, 5-10 % (wt/vol) gliukozés sulfato, 10 mM natrio
chlorido, 0,1-0,2 % (wt/vol) polisacharozés, 5 mM etilendiamino tetraacto rigsties.

Praplovimo tirpalo sudétyje yra 10 mM maleino riigsties ir 0,3-0,5 % (vol/vol)

Tween 20.

TreCiajam tikslui pasiekti Siame iSradime yra naudojami tokie techniniai
sprendimai:
(1) paimami 1-5 gramai tiriamo meginio, meginys jdedamas | mégintuveélj, kuriame

yra 5-8 ml sterilizuoto LB kultlros tirpalo, ir 1 valandg yra auginama purtant 37 °C
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temperatiroje.

(2) bakterijy lastelées yra surenkamos jas centrifuguojant, vieng kartg Svelniai
praplaunamos steriliu vandeniu, po to suspenduojamos steriliame vandenyije,

bakterijy suspensijos gavimui.

(3) paimama 8-10 pl (2) etapo bakterijy suspensijos patepimui ant sterilaus objektinio

stiklelio, pridedama 5-10 pl fiksatoriaus ir gerai sumaiSoma.

(4) (3) etapo objektinis stiklelis jdedamas j 80 °C temperatiros orkaite 20-30 minuciy
pakaitinimui.
(5) paimama 15-20 ul hibridizacijos tirpalo, kurio sudétyje yra 25 ng/ml koncentracijos

PNR zondas, ir uZlasinama ant objektinio stiklelio, atliekama hibridizacija 55 °C

temperataroje 20-30 minuciy.

(6) po hibridizacijos, 2-3 kartus praplaunama praplovimo tirpalu, kiekvienas

praplovimas trunka 5 minutes.

(7) po i§dziovinimo ore, mikroskopu yra stebimas jo fluorescencijos rySkumas ir

bakterijy forma.

Siuo i$radimu galima gauti tokius teigiamus efektus: kadangi PNR pasizymi
dideliu specifinio susiri§imo su DNR ir RNR stabilumu, greita hibridizacija ir geru
jsiskverbimu | lasteles, $iuo iSradimu sukurtas aptikimo bldas yra greitas, tikslus ir
jautrus. Be to, derinant su FISH bidu, Siuo iSradimu yra pagerinamas identifikavimo

tikslumas.
ISSAMUS |GYVENDINIMO VARIANTY APRASYMAS
1 pavyzdys. PNR zondo modeliavimas

NCBI svetainéje (http://www.ncbi.him.nih.gov/BLAST) buvo atrinkta daugybe
16s Shigella Castellani rRNR seky, kurios buvo surasiuotos naudojant MegAlign
programinés jrangos Clusta IV algoritma. Atlikus rasiavimag, kintamame regione buvo
sumodeliuotas Shigella-Castellani specifinis zondas SC-16S-F. Zondo seka buvo
tokia: 5-GATAATCTACGGCATATGGC-3.

Siekiant patikrinti zondo jautrumg ir specifiSkuma, zondas buvo patikrintas
BLAST (http://www.ncbi.him.nih.gov/BLAST). Atlikus paiedka BLAST, nustatyta, kad

sumodeliuotas zondas pasizymi dideliu specifiSkumu. PNR zondas buvo testuojamas




LT 6767 B

atliekant palyginima su didZiojo subvieneto (23S/28S) duomeny baze, ir sekos
atitikties nebuvo rasta, todel jokio suklaidinimo dél to neturéty jvykti. Atlikus BLAST
analize ir jvertinus programa ProbeCheck, sumodeliuotas zondas SC-16S-F
teoriniame lygmenyje pasizyméjo dideliu jautrumu ir specifiskumu. Tolesniame
aptikimo etape jis buvo naudojamas kartu su teigiamos kontrolés zondu BacUin.
Teigiamos kontrolés zondo BacUin seka buvo tokia: 5-CTGCCTCCCGTAGGA-3".

Véliau parinkta seka buvo susintetinta, o FAM fluoresceinas jjungtas | jos N-
gala.
2 pavyzdys. PNR-FISH jautrumo patikrinimas

Jautrumui patikrinti buvo atrinkta vienuolika Shigella Castellani tipiniy ir
i$skirty kamieny. Testavimo bldas buvo toks, kaip apraSyta auksc¢iau. Kiekviename
teste teigiamos ir neigiamos kontrolés testai buvo atlikami vienu metu. Teigiamos
kontrolés testo metu zondas BacUin buvo naudojamas kitiems zondams pakeisti, o
neigiamos kontrolés teste tusliasis zondas“ buvo naudojamas kitiems zondams
pakeisti. Rezultatai parode, kad visi istirti Shigella Castellani kamienai pasizymejo
Jeigiama“ hibridizacija su teigiamos kontrolés zondu ir zondu SC-16S-F (kaip
parodyta 1 lenteléje). Auk$Ciau pateikti rezultatai atitiko i$ anksto numatomus
rezultatus. Zondas SC-16S-F gebejo aptikti kamiena-taikinj ir pasizyméjo dideliu

jautrumu.

1 lentelé. PNR zondo jautrumo patikrinimas

Hibridizacijos rezultatai
Organizmas Kamienas
BacUin SC-16S-F

Shigella flexneri ATCC12022 + +
Shigella flexneri ATCC29903 + +
Shigella sonnei ATCC25931 + +
Shigella bogdii ATCC9207 + +
Shigella bogdii ATCC1247 + +
Shigella sonnei ATCC9290 + +
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Shigella dysenteriae | ATCC 11835 + +
Shigella dysenteriae | ATCC9361 + +
Shigella dysenteriae | ATCC29027 + +
Shigella dysenteriae | CMCC 51252 + +
Shigella Castellani ATCC 12038 + +
Shigella flexneri CMCC51574 + +

3 pavyzdys. PNR-FISH specifiSkumo patikrinimas

PNR-FISH specifiSkumui patikrinti buvo parinkta deSimt reprezentatyviy
gramneigiamy ir gramteigiamy bakterijy kamieny. Atrinkti kamienai apéme:
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Enterobacter sakazakii, Escherichia
coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis, Vibrio
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter
jejuni. Testavimo bldas buvo toks, kaip aprasyta auksc¢iau. Rezultatai parode, kad tik
teigiamos kontrolés zondas BacUin galéjo jungtis su visomis i$ bakterijy, o zondas
SC-16S-F negaléjo jungtis su $iais ne-taikinio kamienais (2 lentelé), tai rodo, kad SC-
16S-F zondas pasizymeéjo geru specifiSkumu, kurio déka galima bity efektyviai

iSvengti klaidingy teigiamy rezultaty.

2 lentelé. PNR zondo specifiSkumo patikrinimas

Hibridizacijos rezultatai
Organizmas Kamienas

BacUin SC-16S-F
Salmonella enteritidis CMCC(B)50041 + -
Staphylococcus aureus ATCC25923 + -
Enterobacter sakazakii ATCC51329 + -
Escherichia coli O157: H7 | NCTC 12900 + -
Listeria monocytogenes NCTC 11994 + -
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Enterococcus faecalis ATCC29212 + -
Vibrio parahaemolyticus ATCC17802 + -
Yersinia enterocolitica NCTC12982 + -
Pseudomonas aeruginosa | ATCC9027 + -
Campylobacter jejuni ATCC 33291 + -

4 pavyzdys. PNR-FISH bido ir APl bldo, skirty iSskirtiems Shigella
Castellani kamienams, gautiems i§ maisto produkty, identifikuoti, palyginimas

Shigella Castellani aptikimo procedira buvo atlikta daugeliui maisto méginiuy,
naudojant Sio iSradimo PNR-FISH blda ir APl badg (API LISTERIA strep, French
Biomerieux, 10300). Po surinkimo, praturtinimo bakterijomis ir méginiy atskyrimo,
buvo atliktas identifikavimas Sio iSradimo PNR-FISH bidu, o APl bidas buvo
naudojamas kaip etalonas su nuoroda j rinkinio instrukcijas. Rezultatai parode, kad (3
lentelé) tarp visy aptikimo procese naudojamy méginiy, i§ viso buvo nustatyta 16
teigiamy meéginiy naudojant Sio iSradimo zondg SC-16S-F, tuo tarpu 17 teigiamy
meéginiy buvo identifikuoti APl bddu (3 lentelé). Rezultatai parodeé, kad PNR-FISH
budas, kuriame naudojama SC-16S-F zondo hibridizacija, pasiZzyméjo geru Shigella
Castellani aptikimo greiciu palyginus su tradiciniu klasikiniu bGdu, aptikimo proceso
rezultatai i§ esmés buvo pastovis, todel jis gali bati naudojamas pagrindinio su

maistu plintanc¢io patogeno — Shigella Castellani, aptikimui.

3 lentele. PNR-FISH bido ir APl bido aptikimo proceso rezultaty

palyginimas faktiniuose méginiuose

Teigiamy meginiy, Teigiamy meginiy,
Méginys Kiekis  aptikty PNR-FISH aptikty API badu,
badu, skai€ius skaicius
Zalikiauginiai 8 4 4
Pieno milteliai 80 2 3

Zallasplenas 80 . 2 : G2
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Peptidininés nukleortigsties (PNR) zondas, skirtas Shigella Castellani
aptikimui, besiskiriantis tuo, kad PNR zondo DNR seka yra & -
GATAATCTACGGCATATGGC-3".

2. PNR zondas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad zondas gali
aptikti Shigella Castellani rRNR, rDNR taikinio sekg arba seka, komplementarig
Shigella Castellani rRNR.

3. PNR zondas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad jo N-

galas yra sujungtas su bent vieno tipo Zymens medZiaga.

4. PNR zondas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad N-galo

Zymens medziaga yra parinkta i§ vieno i$ Siy: fluoresceino, biotino ir digoksino.

5. Rinkinys, skirtas Shigella Castellani aptikimui, apimantis zondg pagal bet
kurj i$ 1-4 punkty.

6. Rinkinys pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad rinkinys
papildomai apima bent vieng i§ Siy tirpaly: fiksatoriy, hibridizacijos tirpalg ir

praplovimo tirpala.

7. Rinkinys pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad fiksatoriaus
sudétyje yra paraformaldehido ir natrio hidroksido, tai yra, 4-6 % (wt/vol)
paraformaldehido ir 8-10 % (wt/vol) natrio hidroksido.

8. Rinkinys pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad hibridizacijos
tirpalo sudétyje yra 20-30% (vol/vol) formamido, 5-10 % (wt/vol) gliukozés sulfato, 10
mM natrio chlorido, 0,1-0,2 % (wt/vol) polisacharozés, 5 mM etilendiamino tetraacto
rlgsties.

9. Rinkinys pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad praplovimo tirpalo

sudétyje yra 10 mM maleino ragsties, 0,3-0,5 % (vol/vol) Tween 20.

10. Shigella Castellani aptikimo bddas, kuriame yra naudojamas PNR

zondas pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad apima Siuos etapus:

(1) paimami 1-5 gramai méginio, méginys dedamas j mégintuveélj, kuriame yra 5-8 ml
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sterilizuoto LB kultdros tirpalo, ir auginama purtant 37 °C temperattroje 1 valandag;

(2) bakterijy lastelés yra surenkamos jas centrifuguojant, Svelniai praplaunamos
steriliu vandeniu vieng karta, po to suspenduojamos steriliame vandenyje, bakterijy

suspensijos gavimui;

(3) paimama 8-10 pl (2) etapo bakterijy suspensijos patepimui ant sterilaus objektinio
stiklelio, pridedama 5-10 pl fiksatoriaus ir gerai sumaiSoma.

(4) (3) etapo objektinis stiklelis jdedamas j 80° C temperatiiros orkaite pakaitinimui
20-30 minuciy.

(5) paimama 15-20 pl hibridizacijos tirpalo, kurio sudétyje yra 25 ng/ml koncentracijos
PNR zondas, ir uzlaS§inama ant objektinio stiklelio, atlieckama hibridizacija 55° C

temperatiroje 20-30 minuéiy.

(6) po hibridizacijos, 2-3 kartus praplaunama praplovimo tirpalu, kiekvienas

praplovimas trunka 5 minutes.

(7) po isdziovinimo ore, mikroskopu yra stebimas fluorescencijos rySkumas ir

bakterijy forma.
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