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Sutrumpinim y sarasas

AFLP (amplified fragment length polymorphism) — amplifdty fragment; ilgio polimorfizmas
ARDRA (angl. amplified rDNA restriction analysis) — anfiduotos rDNR restrikcijos analéz

C —citozinas

G —guaninas

kb — kilobaz (1000 bazi pony)

ODsg5 —optinis tankis matuojamas prie 595 nm bangos

PFGE (angl. pulsed field gel electrophor@sispulsuojario lauko eletroforez

RAPD PGR (angl. random amplification of polymorphic DNA polymerasbain reaction) —
atsitiktinai amplifikuotos polimorfiass DNR polimerazia grandinir¢ reakcija

rDNR - ribosomir RNR koduojantis genas

rRNR — ribosomig RNR

NDS (angl. sodium dodecyl sulphate) — natriodedodidgas

NDS-PAGE (angl. Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gdecteophoresis) -—
natriodedocilsulfato poliakrilamidinio gelio elekforez

TEMED - N,N,N,N-tetrametiletilendiaminas

Tris — (hidroksimetil)-amino metanas

WCPP (angl. whole cell protein profile) — widasteks baltym; analiz



Jvadas

RuSies samprata ifigies apindinimas yra dvi tarpusavyje glaudziai susijusiosiemos.
Prokariot; lygmenyje fiSies apibéZzimas yra susgs su filo-fenetinetSies koncepcija. Ja remiantis
rasSies identifikavimui Siuo metu plmusiai naudojama polifazintaksonomija. Ji apjungia
genotipires ir fenotipires analizs duomenig viening sistem. Si sistema apima tyrimus, kuri
rezultatais remiantis identifikuojamos baktenifiSys. Norint nustatyti prokarietrasis kitini trys
pagrindiniai genotipiés analizs metodai — 16S rRNR geno sekvenavimas, DNR-DNR
hibridizacija ir G-C gstato tyrimai. Gauti rezultatai papildomi fenotiggnanalizs duomenimis,
lyginamas y suderinamumas ir uztikrinamas tiriankamieny identitetas. Pastaruoju metu

literatiroje daug raSoma apie fenotipgnanalizs tyrimo - vig lasteks baltymy analizs WCPP

(angl. whole-cell protein profiling) reik&mprokariot; taksonomijoje. Siuo atveju vislasteks
baltymy elektroforetinis profilis lyginamas su kitkamien profiliais ir sudaromas panasumo
medis. PanaSumas iSreiSkiamas procentat$.Sid metodo paprastumo ir pakankamai digel
skiriamosios gebos liter@bje vysta diskusija apie jo patikimuanprokariot; raSiy identifikacijai.
Galima manyti, kad pilnam bakterinikamieny priskyrimui Zinomai #@Siai Sis metodas éna
pakankamas, t&au kamiem tarpusavio panasumo anabzlygmenyje bei pirminiam panasSumui
su ZzinomomisaSimis nustatymui skiriamoji Sio metodo geba yragrddama.

Sio darbo tikslas — patikrinti vis; lasteks baltymy analizs metodo patikimum
charakterizuojantGeobacillus genties bakterimi kamieny raSing priklausomyle ir nustatyti

panasura tarp Sios genties kamigipagal vig lasteks baltymy analizs metod.

Sio darbo uzdaviniai :
e Standartizuoti vig lasteks baltymy analizs metod, pritaikant | Geobacillus
genties bakterini kamien identifikavimui.
¢ Nustatyti Geobacillusgenties baktenj kamieny gimininguny pagal vis lasteks

baltymy analizs metod.



1. Literataros apzvalga

1.1. Polifazire prokariot y taksonomija

Praeitame deSimtmetyje tapo galutinai priimtinad Kaakterijy klasifikacija turi kiek
imanoma atspiridi natiralius rySius tarp baktetj tai yra filogenetinius rysius, kurie koduojami
16S ar 23S rRNR genuose.i3& — tai pagrindinis bakteyij taksonomijos vienetas, kuris
apibrziamas kaip kamien grupe, iskaitant ir tipin kamier, kuriuos sieja didesnis kaip 70%
DNR-DNR hibridizacijos panaSumas. Fenotipiniai lemotaksonominiai poZymiai &g sutapti
su Siuo apibzimu. Ta&iau egzistuoja praktés problemos, nes DNR-DNR hibridizacijai
naudojami skirtingi metodai, étl to gaunami skirtingi rezultatai. Taigi 70% ribardty bati
vertinama ne kaip absoliuti, o tik orientaginodt! gautus rezultatus retky lyginti su kity
polifazinés taksonomijos metadrezultatais.

Bakterijy polifazireje taksonomijoje naudojamos skirtingos informacijadys. Cia gali
buti panaudota praktiSkai visa genotiginfenotipire ir filogenetire informacija. Genotipié
informacija gaunama iS nukle@<iy (DNR ir RNR) esatiy lastekje, tuo tarpu fenotipi— iS
baltymy ir ju funkciju, skirtingr chemotaksonomini Zymeny ir daugelio kit ekspresuat
pozZymiy.

Taksonominiuose tyrimuose naudojamolekuliy skatius yra didziulis, oy, kaip Zzymen
pritaikymas —ivairus. Keli metodai yra tapklasikiniais ir taikomi visoms bakterijoms, Kiti
pritaikomi tik tam tikroms grugms. Skirtingi metodai skiriasi savo stithgumu ir patikimumu,

pagrindiniai metodai ing pritaikymas trumpai iSgbtyti toliau.

1.1.1. Genotipiniai metodai

Genotipiniai metodai susijsu DNR ar RNR molekginis. Neabejotinai Sie metodai dabar
dominuoja kaip Siuolaikimi technologiy pasekn.

DNR baziy kiekio nustatymas (G-C moliy procentais).

Guanozino su citozinu maliprocento nustatymas yra vienas iS klasikigenotipiniy
metod;. RaSies viduje kiekis nesvyruoja daugiau kaip 3%, gsnwiduje - 10%. Baktenj
pasaulyje G+C kiekis svyruoja nuo 24% iki 76%.



DNR-DNR hibridizacija.

DNR-DNR hibridizacijos procentas ir hibridipi molekuly temperairinio stabilumo
mazjimas yra naudojami bakteyijraSims apibézti. DNR-DNR hibridizacijos lygis netiesiogiai
atspindi dviej genony panasSura. Buvo nustatyta, kad tempeiahis stabilumas mafa nuo 1 iki
2,2 % kiekvienam 1% nesutamgan pon. Si informacija @ra visiskai patikima, kadangi
bandymai atlikti su trumpais oligonukleotidais, ¢bdiuo metu ngnanoma susieti hibridizacijos
lygio su genomo sekos panasumu.

rRNR homologijos tyrimai.

rRNR — yra geriausias taikinys studijuojantiemsamigm filogenetinius rysius, nes ji yra
visose bakterijose, yra funkcionaliai konstytuvia¥lvi 16S rRNR geno sekvenavimo strategijos:
tiesioginis geno sekvenavimas, pries idlpnavus; PGR metodo naudojimas parenkant tinkamus
pradmenis ir atvirkStig transkriptaz. Siuo metu Sias technikas palkeitiesioginis geno
sekvenavimas naudojant PGR su tinkamais pradmenReisultatai gaunami Siais metodais yra
panasis, ta&iau kiekvienas turi savo specifikos. Akivaizdu, k&do didesni konservatyg
fragmentai, tuo daugiau informacijos jie teikiguo patikimesnes iSvadas galima daryti remiantis
tokiy gen; sekomis.

DNR paremtos tipavimo metodikos.

DNR paremtos metodikos — taindes suskirstyti aSis i tam tikrus tipus. Klasikinis
subtipavimo ladas yra atliekamas remiantis fenotipiminaliziy rezultatais, tokj kaip biochemini
ar serologini test;, atsparumo antibiotikams tyrimo ir kt. PraeitanSidegmetyje atsirado su DNR
susijusi; tipavimo metod. Sios technidkos yra universalios, pritaikomosgisai bakterij, ju
atkartojamumas didelis, o skiriamoji geba aukSw@ipTpat Sie metodai yra paprastai atliekami.
Patys pirmieji iS genotipavimo metptuvo viso genomo ir plazmidgrestrikcires analizs. DNR
iSskiriama ir sukarpoma tam tikromis restrikams, gauti fragmentai iSskirstomi agatszgelyje.
Lyginami gauti rezultatai. Sio metodaikumas yra tas, kad daznai gaunami komplikuoti DNR
fragmentai, kuriuos sunku lyginti. Plazmidzanali2s atveju iSkyla sunkum dél plazmidziy
pametimo ary nebuvimo. \liau Sios metodikos buvo tobulinamos. Parenkama$rikéazs,

atpazstartios 6-8 nt sekas ir kerpaias retai. Tokiu bdu gaunama maziau fragment &iau cia



iSkyla nauja problema - didelius fragmentus sunkikia atskirti agaro&s gelyje, todl
pasitelkiamas pulsuojaio lauko elektrofore#s metodas. Sis metodas nipoastos elektrofores
skiriasi tuo, kactia yra kaitaliojama elektros sréviprastai DNR fragmentai didesni uz 30-50 kb
juda vienodu greiu ir dél to neiSsiskiria, 0 PFGE metu fragmentai yra pstekeisti judjimo
krypti ir dél to iSsiskirsto pagal dyd

Kitas bndas — perkelti DNR fragmentus ant membranos indiiaroti su Zynétais zondais.
TipiSka Sio metodo atmaina — ribotipavimas. Taip gakurta tipavimo metad PGR pagrindu,
parenkami konservatyg arba, atvirk3ai, atsitiktiniai pradmenys ir lyginama produkivairove.
Aplifikuotos rDNR restrikcig analiz - tai metodas jungiantis restrikginanaliz ir PGR.

Naudojama tRNR ir kit molekuliy geneti informacija.

1.1.2. Fenotipiniai metodai

Fenotipiniai metodai susij su viskuo iSskyrus DNR ir RNR, tai paia priklauso
chemotaksonomis technikos. Chomotaksonomija — tai analitimetod; pritaikymas surenkant
ivairiy chemini lasteks element informacip ir taip klasifikuojant bakterijas. Kaip ir genoitijpy
ar fenotipinip metod; atveju kai kurie chemotaksonominiai metodai pkibani universaliai, Kiti
tinka tik tam tikroms baktenj raSims. Tam tikroms bakterijoms identifikuoti nepakanvien

genotipires informacijos —4 bitina papildyti chemotaksonominmetod; rezultatais.

Klasikiniai fenotipiniai metodai.

Klasikiniai fenotipiniai metodai naudojami daugumojmikrobiologiniy laboratorij
sudarant identifikacijos schemas. ¢t yra bakteriy grupi, kurioms iSskirti fenotipiés
informacijos nepakanka, taip patuySimetod; neamanoma pritaikyti nekultivuojamoms ir
endosimbiontibBms bakterijoms. Fenotipinanaliz apima morfology — lasteks ar kolonijos
forma, spalva, Ziuzeliai, sporos, dazymas Grantmub jterptiniai lineliai, fiziologija ir
biocheminius parametrus — augimas skirtingose teatipese, pH, drusk koncentracijose,
atmosferos g@ygose. Taip pat augimas esamairiems antimikrobiniams faktoriamgyairiy
ferment, aktyvumai ir kt. Si metod; trikumas — labai grieZztaslggy standartizavimas, norint

atkartoti rezultatus skirtingose laboratorijose.



Skaitmeniné analizeé.
Fenotipiniai pozymiai lyginami tarp daugelio kamieaiskin pon ir sudaromas panasumo
medis. Nustatyta, kad lyginant digldtieki fenotipinih poZzymiy gauti panasumo medziai yra

taksonomiskai patikimi.

Tipavimo metodai.

Daugelisjvairiy lasteks komponent yra naudojami tipavimo sistemose. Vienas iSuyoki
metod; — serotipavimas. Nustatomastekse esafiy antigem jvairove ir lyginama su kitomis
rasimis. T&lau Sis metodas tinka tik tam tikroms bakterijomgra atliekamos tik tam tikrose
laboratorijose. Labiau papi metodas — daugialokusidferment; elektroforez. Sis metodas

taikomas populiaajj genetikoje, leidzia nustatyti bakterikamien; genetinius rysius.

L gsteles sieneds sandara.

Sis metodas svarbus Gram-teigigarp bakterij. Gram-neigiam bakterij; sienet yra
daugiau pastovi ir neteikia daug informacijos¢ida Gram-teigiamos bakteyijturi jvairius
peptidogliukano tipus, kurie galiab specifiSki gentims ar netag§ims. Taip pat dujiés

chromatografijos fidu nustatoma teich@g&iy ivairowe.

L gsteles riebaly rugstys.
membran lipidinio dvisluoksnio sudedamoji dalis. Jie daiztisami bakteriy identifikavimui ir
klasifikacijai. Kitokie lipidai, tokie kaip sfinggbidai, randami tik tam tikrose bakterigrupese ir
parodyta, kad Siose grége jie teikia daug informacijos. Gram-neigiarbakteriy iSorincje
membranoje eséius lipopolisacharidus galima analizuoti elektreizs bidu ir lyginti jvairow
pagal O-specifig Soniry grandig. Riebiosios @igstys yra pagrindin lipopolisacharid ir lipidu
sudedamoji dalis ir yra tiriama taksonominiais lks Nustatyta daugiau kaip 30@airiy
cheminiy struktiry. Varijuoja riebiyjy rag&iu grandini ilgiai, dviguby junggiuy kiekis ir padtys.
Dazniausiai analizuojamos visossteks riebiosios ®igstys, taiau galima tirti tik tam tikg ju

grups.



Izopreniniai chinonai.

Izopreniniai chinonai randami daugumos prokariatitoplazmirgje membranoje. W
paskirtis — elektrom pernasa, oksidacinis fosforilinimas ir, manomatyakpernasa. Chinonai
skirstomij dvi dideles strukirines grupes: naftochinonai ir benzochinonai. Rejndar skirstomi
filochinonus ir metachinonus. Pagal gonines grandines bakterijas galima charaktefizuot

jvairiuose taksonominiuose lygmenyse.

Visy Iastekes baltymy analizé.

Buvo parodyta, kad lyginant widasteks baltymy profilius, gautus grieztai standartizuota
NDS-poliakrilamidinio gelio elektroforeze, galimeaablai patikimai sugrupuoti daug artim
kamien;. Yra duomen rodargiy Sio metodo rezultat koreliacip su DNR-DNR hibridizacijos
rezultatais. Vig lasteks baltymy analiZzs metodo naudojimas glajai identifikacijai yra
apribotas, nes Sio metodo teikiama informacijatyrigama fiSies ar Zemesniame lygiuose.

Mikroorganizmai ekspresuoja keliskstartius skirtingy baltymy, kurie gali suteikti daug
informacijos j; charakterizavimui. 4steks baltymy poliakrilamidinio gelio elektroforez(PAGE)
duoda baltym profilius, kurie gali Inti vertinami kaip tiriang kamieny pirdty atspaudai. Sio
metodo naudojimo priezastis yra ta, kad kamierrantys bent 70% DNR panaSuaturi panasius

ir baltymy profilius. Yra naudojamos kelios skirtingos baltyralektroforetiny profiliy tyrimuy

metodikos:
a) tirpiy citoplazmini; baltymy, ar baltyny paveikt, denatiruojartiu agentu (pvz.
NDS) miSinys leidZziamas NDS-PAGE ir dazoma daZamikattiais baltymams
dazyti. Nera nustatomi baltymai esantys kiekvienoje elekttojoamos zonoje.
b) Natyviy baltymy miSinys leidziamas gelyje (poliakrilamidiniamekaakmolo) ir

dazoma dazais specifiniais tam tikriems fermentdwendamme ir kt., 1996]

Kompiuterire baltyminiy elektroforegram analiz.

Atlikus visy lasteks baltymy NDS-PAGE, gelis dazomas, o gauta elektroforegrama
fotografuojama arba skanuojama. Baltyrprofiliai vertinami kompiuteridmis programomis.
Ivertinama kiekvienos baltymis zonos vieta gelyje ir jos intensyvumas. Naudojpamasumo
koeficientai gali lati jvairts, ta&iau populiariausi yrar (Pearson product moment correlation
coefficient) irDice koeficientas. Pirmasis lygina baltyminzony vieta ir ju intensyvum, antrasis

tik vieta. Taip pat vertinant atskirkamieny baltyminius profilius galima atmesti klaidin&as ar
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sunkiai vertinamas baltymines zonas ar lyginti ttknas profiliy atkarpas. Zinoma, visi Sie
kriterijai vieno tyrimo metu turi @ti standartizuoti.

Ivertinus profily panaSurmm sudaromas panasumo medis. PanaSumas iSreiSkiamas
panasumo ar nepanasumo procentais. Lyginamaogineamy kamien tarpusavio poros.

Néra absolidios panaSumo ribos, kuri rodykamiemn priklausomylk vienai iSiai, ta&iau
net to paties kamieno elektroforetiniai wisasteks baltymy profiliai gali varijuoti iki 10%.
Lyginant daug kamianreikéty atsizvelgtii ju susigrupavimn, tatiau orientacia riba tugéty bati 70
— 80% panaSumas. Lyginti atskiruose geliuose @ssaviqy lasteks baltymy profilius galima tik
esant visiSkam molekulinio zymens atitikimui targelig. Atrinkus vizualiai panaSiausius

kamienus,y baltymy ekstraktus reiity leisti viename gelyje. [Pot ir kt., 1994]

1.2. Bakterijy kamieny identifikavimas WCPP ir kitais metodais

1.2.1.Shewanella putrefaciensir Shewanella alga raSiy atskyrimas remiantis visy
lastelkés baltymy analize, ribotipavimu, fenotipine charakteristika ir 16S rRNR geno

sekvenavimu.

Buvo analizuojami 76 numanon8hewanella putrefacienkamienai. Jie buvo lyginami
tarpusavyje ir su trimis tipiniais kamienaShewanella putrefaciendTCC 8071),Shewanella
alga(IAM 14159) ir Shewanella haneddATCC 33224).

WCPP sugrupavo 78hewanell&kamienusi dvi grupes A ir B. Tarp grupiA ir B buvo
tik 56% panasumag. A grup i¢jo ir tipinis kamienasS. alga(IAM 14159), oi B grup; pateko
tipinis kamienasS. putrefacienATCC 8071). Tuo tarp®. haneda{ATCC 33224) nepatekopné
viem IS ju, nes Sio kamieno panasumas su kitais tirtais ksansesiek tik 50%. A grug dar gali
buti padalintaj keturis pogrupius: Al pagal 76% panagui? — 80%, A3 — 85% ir A4 pagal 80%
panasura. B grupg atitinkamai dalijamg penkis pogrupius: Bl ir B2 pogrupiai sudaryti daga
80% panaSum B3 pagal 76%, B4 - 82% ir B5 pagal 79% panasufanasSiai kamienai
pasiskirst ir po 16S rRNR sekvenavimo. Tipinis kamierfas hanedai(ATCC 33224) ryskiai
skyrési nuo kity genotipiskai.

Nors WCPP iSskyr dvi skirtingas grupes, &&au i A grupe i¢jo penki kamienai pagal
augimo glygas (neaugo 4°C tempeitetje) daug panaSespimezofih S. alga,0 nej psichrofih S.
putrefaciens,kaip kiti tos grugs kamienai. Tolesni tyrimai paréd kad pagal G+C kigk

tolerancip druskoms ir temperatai S. putrefacienslalijasii dvi grupes. Pirmai grupei priklauso
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kamienai, iSskirti iS Zmogaus ir labai retai iSiakds, o kitai grupei priklausantys kamienai isgkir
IS pieno produkt, zuvies produkt, o taip pat iS aplinkos. Iki Sioléra vieningos nuomais ar kai
kurie S. putrefacienkamienai netuity bati priskiriami S. algaraSiai. Tai bandomarodyti
remiantis WCPP ir 16S rRNR koduojam geno sekvenavimu. €@au pagal DNR panaSumo
tyrimus vis elto atrodo, kadmanomas ir mezofilimi S. putrefacienkamien, egzistavimas. Taigi
reikalingi tolimesni tyrimai, norinirodyti, kad yra galimas Siog3ies skirstymag grupes. [Vogel
ir kt.,1997]

Siame tyrime WCPP ir 16S rDNR sekvenavimo rezuiltatdapo. Téiau DNR-DNR
hibridizacijos rezultatai nuoyjSiek tiek skyési. Taigi neaisku, kuriais tyrimais galima labiau
pasitiketi ar WCPP ir 16S rDNR sekvenavimu.

1.2.2. Kamieny, panasi i Pseudomonas aeruginosa tyrimas.

IS mineralinio vandens buvo iSskirti 97 numandRseudomonas aeruginogamienai.
Buvo atlikta WCPP ir kamienai pagal 80% panassuosiskirst | keturias grupes:

o Grupe A — susidariusi pagal 81% panasSum Ji papildomai suskirstyta du
pogrupius Al — pagal 83% panasumA2 — pagal 85% panasSumVizualiai elektroforegje Sy
pogrupi baltymai atrod vienodai.

o Grupg B — susidariugi pagal 80% panaswmnLyginant WCPP duomenis su zinom
raSiy duomenimis nustatyta, kad B gégpgkamienai priklaus®. putidarasiai.

o Grupe C — susidariugipagal 87% panaSumn

o Grupg D — susidariugi pagal 82% panasSwmnLyginant su zinomomistagimis

nustatyta, kad tai P. aeruginosausis.

o Taip pat du atskirus tipinius kamienu®. resinovoransATCC2274 ir P.
alcaligened. MG 1224.

WCPP rezultat nepakako tiriam kamien; identifikavimui. Toal reikéjo papildomy
tyrimy. Atlikus C grupei priklausatiy 84 kamiem 16S rDNR sekvenavimnustatytasy 99.3%
panasumas sB. alcaligenestaiau tipinis Sios #Sies kamienas pagal WCPPige i Sia grupe.
Fiziologiniai tyrimai taip pat rodo, ka#. alcaligenesir C grup nepriklauso vienai pozymi
grupei. Visi C grups kamienai genotipiSkai labai panast&iau pagal biocheminanaliz jie

iISskiriamii dvi grupes: pirm, kuri atitinka pogrupA2 ir ants, atskig pogrup.
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16S rRNR koduojatio geno sekvenavimas Siuo atveju papiWWCPP rezultatus, &&au

visy 97 tirty kamieny identifikuoti nepavyko. [Morais ir kt., 1997]

1.2.3.Vagococcus fluviatilisrasies tyrimai.

Buvo istirti septyniVagococcus fluviatilikamienai: keturi iS Zmogaus organizmo, du — iS
kiauliy ir vienas i$ aplinkos. WCPP metodu kamienai buaigginti su dviej Zinom; Vagococcus
genties @Siy tipiniais kamienais, ir sEnterococcusei Lactococcusgentimis. SuV. fluviatilis
kamienus siejo 86% panaSumas, o\susalmoninarumir Enterococcussp. 66% ir mazesnis
panasumas. Rezultatams patikslinti buvo atlikta EDIR hibridizacija. Nustatytas artimas rysys
(apie 85%) sw. fluviatilis raSimi. Taigi kamienai priskirtV. fluviatilis raSiai. [Teixeira ir kt.,
1997]

WCPP rezultatai buvo patikimi, jie buvo patvirtiltNR-DNR hibridizacija.

1.2.4.Gemella bergeriae sp. novGemella sanguinis sp. nov. 1Sy identifikavimas.

Buvo istirti SeSi iki tol neapilidinti kamienai iSskirti iS Zmogaus organizmo. Nigta,
kad tai yra gram-neigiami kokai, fakultatyviniaiserobai. Identifikavimui naudoti fenotipavimo ir
molekuliniai taksonomijos metodai. WCPP rezultagarod, kad visi Sesi tirti kamienai sudaro
pakankamai homogenigkgrupg, kuri labai skiriasi nuo kit Gemella genties @Siy. Tirtus
kamienus siejo 78% panasSumas, 0 su kitomis té®opaenties aSimis — tik 45% panasSumas.
Buvo atliktas kamiem 16S rDNR dalies (per 1400 bayisekvenavimas. Paai§k, kad kamien
16S rDNR seka nesiskiriaérviena baze, taigi nustatytas 100% panasSumas. dNablkejoni, kad
visi kamienai priklauso tai @&i rasSiai, ir kadangi duomenys neatitiko jokios jau aiintos
raSies, kamienai priskirsti naujaigiai Gemella bergeriasp. nov. Tirg kamieny 16S rDNR seka
nuo dviej; Zinomy Gemellagenties @#Siy G. haemolysans G. morbillorumskyrési atitinkamai tik
5.6% ir 5.4%. Tai irdmé kamieny priskyrimg Siai gertiai. [Collins ir kt., 1998]

Po pugs met; buvo iSskirti dar SeSi ankisu neapildinti kamienai ir nustatyta, kad tai
Gemelluggertiai priklausawios bakterijos. Vig Sesi kamienp 16S rRNR sekvenavimo rezultatai
buvo identiSki. Jie neatitikoénvienos jau Zinomosasies ir buvo artimiaustGemellusgertiai.
WCPP patvirtino tai, kad jie priklauso vienai, atiksi dar neidentifikuotaitSiai. Grugs viduje
panasumas siék’8%. Tuo tarpu su kitom gentiagsmmis juos siejo mazesnis nei 60% panasumas.

Taigi vl buvo rasta naujaisis pavadint@&emella sanguinigCollins ir kt., 1998]
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Siuose tyrimuose WCPP ir 16S rDNR sekvenavimas gawnasius rezultatus. 16S rDNR

sekvenavimo rezultatai papdWCPP duomenis ir pap nustatyti naujosiSies gerit

1.2.5.Corynebacterium genties naujos fiSies atradimas.

IS Suns organizmo buvo iSskirti SeSi atiga neapiladinti bakteriy kamienai. Jie buvo
identifikuojami  remiantis fenotipavimo ir molekuéi® genetikos metodais. Pagal
chemotaksonominius pozymius visi tirti kamienai oyriskirti Corynebacteriungertiai. Atlikta
analiz parod, kad kamienai yra panas tarpusavyje, téau skiriasi nuo Kkii, jau zinomy tos
genties @Siy. Sesi kamieny WCPP rezultatai parédy tarpusavio 83% panaSamruo tarpu su
artimiausiy raSiy C. urealyticumir C. jeikeiumkamienais juos siejo tik 65% panaSumas. Taigi
remiantis Siais rezultatais kamienai buvo priskiréiujai GSiai Corynebacterium auriscanisp.
nov., o jos tipinis kamienas CCUG 3993&io kamieno beveik pilnas 16S rRNR koduojantis
genas (1452 bagi buvo sekvenuotas ir rezultatai palyginti su kiteréios genties atstqvl6S
rDNR sekomis. Paaigsjo, kad kamienas artimiausias trimasims: C. falcenii pagal 97%
panasum, C. jeikeiumpagal 96.5% panasSunr C. urealyticumpagal 96.2% panasumRemiantis
duomenimis galima teigti, kad tiriamas kamienaklpuso nezinomaiuSiai, nes 16S rRNR
homologijos divergencija siék3%. Taigi Si analiZ tik patvirtino ankstesnes prielaidasélMu
buvo sekvenuotos ir likusi kamiemp dalis 16S rDNR (apie 800 baiir nustatyta, kaduy
panasumas su tipiniu kamienu CCUG 3998igl¢ net 99.9 — 100%.

WCPP ir 16S rDNR sekos palyginimas Siame tyrimecdmalogiskus rezultatus. [Collins
ir kt., 1999]

1.2.6.Faklamia ignava sp. nov. ir Faklamia languida sp. nov. riSiy identifikavimas.

IS Zmogaus organizmo buvo iSskirti du iki tol ndmplinti kamienai. Tai buvo gram-
teigiami, spoy neformuojantys kokai. Po beveik visos 16S rDNRvealavimo pasirog] kad abu
kamienai yra geneologiSkai homogeniski, nes aagliarod 100% panaSum T&iau nuo jau
Zzinomy raSiy Sie kamienai skiriasi. hominis— 3%, Globicatella sanguinis- 6% ir Abiotrophia
defectiva— 8%.

Remiantis WCPP duomenimis buvo iSkelta prielaidad kiriamieji kamienai priklauso
naujai Faklamiagenties @Siai. Su Sios gentiesi$imis tirtus kamienus siejo 55% panasSumas, 0 su

kitomis gentimis 50% ir mazesnis panasumas. Tagysakamienus siejo 75% panasumas.
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Atsizvelgusj rezultatus kamienai buvo priskirti naujasrai, kuri buvo pavadintBaklamia ignava
sp. nov. [Collins ir kt., 1998]

Po met, IS Zmogaus organizmo buvo isSskirti dar trys kamieifai buvo gram-teigiami,
koko formos fakultatyviniai anaerobai. Pagal WCRIflenai tarpusavyje buvo pana&apie 80%
ir skyrési nuo kit, zinomy raSiy kamieny: su Faklamia hominisnustatytas 56% panaSumés,
ingava -52%, F. sourekii, Gemella sanguinis Abiotropha elegans 40% panaSumas. Remiantis
duomenimis nusgsta, kad kamienai priklauso naukaklamiagenties @Siai.

Rezultatams patikslinti buvo atliktas 16S rDNR sakavimas. Tarp kamiennustatytas
99-100% panasumas. Sekos buvo palygintos su zimagn sekomis, kamiaen 16S rDNR seka
skyrési nuo F. hominis44 bazmis iS 1440 sekvenuat Tai atitinka 3%. Su kitomisasimis
nustatytas dar mazesnis kamjepanasumas. Tai rodo, kad buvo rasta dar vienaanasis,
priklausantiFaklamiagertiai — Faklamia languidasp. nov. [Lawson ir kt., 1999]

16S rDNR sekvenavimo rezultatai gpdkad tirti kamienai buvo skysi nuo tam tikg raSiu
3%. Remiantis rezultataira visiSkai aiSku ar kamienai priklauso toraSims. Todl buvo atlikta

WCPP ir palyginti rezultatai. Tai iein¢, kad kamienai buvo priskirti naujomssims.

1.2.7. Pienafig&iy bakterij y identifikavimas
Malaizijoje i§ maisto produlgtbuvo iSskirti 92 pienaig&iy bakterip kamienai. Po WCPP
jie buvo suskirstytogdevynias grupes:

o | grupé susidaé pagal 86% panaSumir buvo nustatyta, kad tdiactobacillus
plantarum
o I grupé sudaryta pagal 88% panasunbuvo panaSiausia L. brevis tatiau

nepakankamai, kadity priskirta Siai tiSiai.

o [l grupé — pagal 90% panaSunr tai buvoEnterecoccus faecalis

o IV grupés narius siejo 87% panasumas ir ji buvo identifiteukaip Weissella
confusa

o V ir VI grupés — neidentifikuotos, o kamignarpusavio panasumas siekia 90%.

o VIl grupé, Lactobacillus fermentunsudaryta pagal 85% panasum

o VIII grupé, Pediococcus acidilactichagal 74%

o IX grupé pagal 85% panasunir nustatyta, kad tai Lactobacillus farciminis.

o Vienas neatpazintas kamienas nepapujakia grupe.
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Norint identifikuoti likusias @Sis, buvo atlikta 16S rRNR 24 — 1492 hgaanaliz. Buvo
sekvenuota penki kamien; 16S rDNR ir seka lyginta su zinamiSiy sekomis. Gauti tokie
rezultatai:

o du kamienai i | grugs suda¥ naup grupe, susijusa su L. casei/Pediococcus,
Weissellair Carnobacteriungrupgemis.

o du kamienai iS V grugs buvo panass | Weisella paramesenteroid88 — 95%, q
W. viridescens 91%.

o vienas kamienas iS Il grugs buvo panasSu$ Lactobacillus agilis, L. aviarius,

L.salivarius, L. ruminisr L. animalis 89.3 — 91,2%.

Grupiy viduje panaSumas virsijo 99%. [Leisner ir kt. 1p99

16S rDNR sekvenavimas Siuo atveju papiM/CPP rezultatus. Teau visy kamieny
identifikuoti nepavyko toél reikalingi tolesni tyrimai norinfrodyti, kad kamienai priklauso naujai

rasiai ar asims.

1.2.8. Pienafig&tiy bakterij y greitas identifikavimas.

Lactobacillus delbrueckisubsp.lactis ir L. helveticusnaudojamos kaip startia kultiros
daugelio pieno produiltfermentavimui. Norint gauti aukstos kokgb produktus labai svarbu
tiksliai identifikuoti naudojamas bakterijas. Pagiea tai atliekama klasikiniais fenotipiniais tasta
taciau yra kamien, kuriy nepavyksta priskirti konkégoms GSims. Taigi ieSkoma patogaus,
tikslaus ir greito metodo Sioms bakterijoms idektibti.

IS argentinietiSko ir italiSko kigju siriy buvo iSskirti SeSi pienag&iy bakterip kamienai:
CRL 1177, CRL 1178, CRL 1179, CRL 654, CRL 702 RIC581. pagal fenotipinius testus CRL
1177, CRL 1178 ir CRL 1179 buvo identifikuoti kdiphelveticusCRL 654 ir CRL 702 — kaip.
delbrueckiisubsplaktis, 0 CRL 581 kamienas tik iS dalies panagushelveticus.

Atlikus 16S rRNR geno sekvenawimustatytas CRL 1062, CRL 1177, CRL 1178 ir CRL
1179 kamien 99% panaSumas d4u helveticusNCDO 2712, o CRL 581, CRL 654 ir CRL 702
kamien; 99% panasSumas $u delbrueckiisubsplactis DSM 20072.

Atlikus lasteks sieneds ir viqy lasteks baltymy elektroforezes, rezultatai sutapo su 16S
rRNR geno sekvenavimo rezultatais. Taigi, nors Smetu naudojama PFGE ar RAPD
identifikuoti pienafigStes bakterijas, ¢&@u baltymy analiZ palyginus su miétais tyrimais yra

patikima, nebrangi ir tyrimgalima pakankamai greitai atlikti. [Hébert ir KQOOQ]
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1.2.9. Neidentifikuojamos HelicobacterijosHelicobacter cinaedi pavyzdys.

Buvo identifikuojami 14 sggami Helicobacter genties atstovai remiantis WCPP,
biochemine analize, 16S rDNR sekvenavimu ir DNR-DINBidizacija.

14 kamiem WCPP duomenys buvo palyginti su daugiau kaip 1080 Zinomy
Campylobacter, Arcobacter, HelicobacterWolinella raSiuy WCPP duomenimis. Tirti kamienai
kartu su jau iki tol zinomais aStuonidis cinaediriiSies kamienais sudahomogenisk gruge. Jos
narius siejo 80% panaSumas. Taigi padaryta iSvkdd, buvo tirti litent H. cinaedi rusies
kamienai.

Rezultatams patikslinti buvo sekvenuotas 16S rRMBuUkjantis genas. Rezultatai pa¥pd
kad kai kurie iS tii kamien; nepriklauso migtai riSiai, nesy 16S rDNR seka skiriasi nud.
cinaediraSies sekos daugiau kaip 4%. Buvo pbsa tuos kamienus priskirti naujaiigiai “H.
westmeadii”.

Dél rezultat; nesutapimo buvo atlikta DNR-DNR hibridizacija. R&atai parod, kad visi
tirti kamienai neabejotinai priklauso taidia rasiai, taigiH. cinaedi

Siuo atveju WCPP rezultatai buvo patikimesni uZ I8BIR sekvenavimo rezultatus.
Teigiama, kad negalima visiSkai pasitikl6S rDNR sekvenavimo rezultatais, nes net sigase
raSyse gali bti identiSka 16S rDNR, o tuo tarpu tojecpge rasyje ji gali diverguoti net daugiau
kaip 4%. Taigi sekvenavus 16S rDNR, tyrimo rezulateiléty palyginti su WCPP ar/ir DNR-

DNR hibridizacijos rezultatais. [Vandamme ir ktQ0D]

1.2.10. NaujoHelicobacter genties maSies identifikavimas.

IS mazjuy bezdziony (Callithrix jacchug fekalijy buvo iSskirta dtai augasios
mikroaerofilines helikobakterijos. Tolimesniems tyrimams pasiiiqgeénki kamienai. Atlikus 16S
rDNR sekvenavimm, nustatyta, kad tiriamkamien; Sis genas buvo identiSkas, o su k&iinomy
Helicobacter genties @Siy kamienais siejo didesnis nei 99% panaSumasialigpalyginus $i
kamieny fiziologines, morfologines bei biochemines savylgsaiti prieStaraujantys rezultatai:
tiriami kamienai sky&si nuo vig iki Siol identifikuoty Helicobactergenties @#iSiy kamieny. Atlikus
visy lasteks baltymy analiz paaiskjo, kad tiriami kamienai panasi kitus Sios genties kamienus
tik 63%, tuo tarpu, kai vienosi$ies kamienai pagalaSanaliz susiskirst | grupes, kurias siejo
didesnis nei 80% panasumasil®&ma Siuos kamienus priskirti naujalelicobactergenties @Sial,

sialomas pavadinimal. callitrichis sp. nov. [Won ir kt., 2007]
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1.2.11.Actinomyces radicidentis sp. nov.

IS paciento infekuoto danties kanalo buvo iSskdti bakteriyp kamienai, panas$ i
Actinomycessp. Biocheminiai tyrimai patvirtino kamierpriklausym Siai gertiai. Tfiau fiSies
lygmenyje Siais metodaig jdentifikuoti nepavyko. Atlikus WCPP nustatytag/8%anasumas tarp
tirtu kamieny ir tik 50% ju panaSumas su artimiausiomis jau Zinomora&nis: Actinomyces
howellii ir Arcanobacterium phoca&ezultatams patvirtinti buvo sekvenuota 16S rDiNRs (per
1400 nukleotid). Analiz¢ parod, kad kamien 16S rDNR sekos yra beveik identiSkos —
tarpusavyje skiriasi tik 0.2%. Su kitomigSrmis juos siejo toks panaSumasbovis— 95.6%,A.
bowdenii —95%, A.naeslundii -95%, A. viscosus 95.2%, A. slackii —96.8%. Teigiama, kad jei
mikroorganizny 16S rDNR seka skiriasi daugiau kaip 3% jie laikaskirtingomis fiSimis, tai
reiSkia, kad abu tirti kamienai priklauso vienaiujz ruSiai. Tai patvirtino ir WCPP. Taigi
kamienai priskirti naujaiaSiai, pavadintafctinomyces radicidentisp.nov. [Collins ir kt., 2000]

WCPP ir 16S rDNR sekvenavimas dganasius rezultatus.

1.2.12.Enterococcus gilvus sp. nov. ir Enterococcus pallens sp. nov. iSskirti iS Zzmogaus

meéginiy.

Enterococcusgenties atstovai pagal morfologines ir biochemimbsrakteristikas yra
suskirstytii penkias grupes. IS paciarttuvo iSskirti du kamienai Sviesiai geltonos spalfRQ)1 ir
geltonos spalvos PQ2. Abu jie yra gram-teigiamformauojantys spay, nejudiis. FenotipisSkai
abu organizmai buvo priskirEnterecoccuggenties pirmajai grupei. Remiantis WCPP ir 16S
rDNR sekvenavimo duomenimis buvo nustatyta, kashaaijos @Sys. Pagal WCCP rezultatus abu
kamienai panas i zinomasEnterecoccugenties @Sis tik 70%. Atskirai PQ1 kamienas panasus
60% i E. raffinosus,E. casseliflavusr E. mundtiiriaSis, o PQ2 kamienas pagal 649%naSura
atitiko E. faecalisri§j. Po 16S rDNR sekvenavimo paaifk kad PQ1 kamienas 99.8% panaSumu
atitinka dvi Sis: E. raffinosusir E. malodoratusp PQ2 kamienas 98.7% panasumu atitieka
malodoratusir 98,6% panaSumu -E. raffinosus, E. aviumr E. pseudoaviumrasSis Tirtieji
kamienai buvo vieninteliai produkuojantys geliopigmeng iS Enterecoccusgenties pirmos
grupes. Remiantis Siuo faktu ir WCPP bei 16S rDNR sekwv@&no rezultatais buvo nustatyta, kad
tai naujos #SysE.gilvussp. nov. (PQ1) iE. pallenssp. nov. (PQ2).

Nors PQ1 kamieno 16S rDNR seka ridoraffinosusir E. malodoratusl6S rDNR sek
skiriasi vos keliomis bamis, Sis kamienas nebuvo priskirtas aams 6Sims. Taip pat PQ2
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kamienas nebuvo priskirtds. malodoratus, E. raffinosus, E. aviumE. pseudoaviuniSis Tai
lémé Zemas vig lasteks baltymy panasumo lygis ir tomsi$ims neladinga pigmentacija.
Siame tyrime kamienai priskirti naujomasims E.gilvusir E. pallensremiantis WCPP

rezultatais ir kamiappigmentacija. [Tyrrell ir kt., 2002]

1.2.13. Nauj enterokoky identifikavimas.

Enterokokai — tai oportunistiniai Zmogaus patogetwadl jy tikslus identifikavimas yra
svarbi problema. Sios genties atstovai ne visatialkat visus charakterizavimo kriterijusg¢lcto
sunku juos identifikuoti. Buvo iSskirti du sunkidentifikuojami kamienai (SS-1728 ir SS-1729) iS
Zmogaus kraujo ir vienas (SS-1730) iS smegaudinio. Fiziologini test; nepakako juos priskirti
kuriai nors i$ zinom enterokok riSiy. Buvo atlikta vis lasteks baltymy analiz, kurios rezultatai
parod, kad tirti kamienai negalitti priskirti Zinomiems enterokokams:

e SS-1728 kamienas buvo panasiausBssulfureusATCC 49903, tatiau tik 66%
e SS-1729 siE. duransATCC 19432 siejo 70% panaSumas
e SS-1730 st. raffinosusATCC 49427T — 68% panaSumas.

Atlikus 16S rRNR geno dalés sekos sekvenavignbuvo nustatyta, kad tiriami kamienai
priklauso Enterococcusgertiai, tatiau rera pakankamai artimi zinomoms&isims. DNR-DNR
hibridizacija tarp ting kamieny ir Zinomy Sios genties kamigrbuvo mazeshnei 70%.

Taigi remiantis gautais rezultatais, tirti kamiemaiskirti naujomsEnterococcusggenties
raSims. [Carvalho ir kt., 2004]

1.2.14 Varibaculum cambriensisgen. nov., sp. nov.

IS Zmogaus organizmo buvo iSskirta penkiolika gtemgiam; anaerobini bakterij
kamienp. Buvo atliktas beveik visos 16S rDNR sekvenavimEs. parod, kad kamienai buvo
beveik identiski (99.1 — 100% panaSumas). Lygirkarhienus su kitais, Zzinomais organizmais
paaiskjo, kad tai gali lati nauja GSis, nes 16S rRNR seka nuo artimigugertiy Mobiluncus,
Actinomyces Arcanobacteriunskyrési net 10 — 12%. Tai reiSkia, kad rasta ne tik aatigis, bet
ir nauja gentis. Atlikus WCPP gauti panadezultatai. Tarp kamigmustatytas 82% panasSumas,
tuo tarpu su gentitMobiluncusjuos siejo tik 28% panasumas. Taigi rezultataptkvirtino naujos
rasSies iSskyrim. Bakterijos pavadinto¥aribaculum cambriensigen. nov., sp. nov. [Hall ir kt.,
2003]
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WCPP buvo atlikta 16S rDNR sekvenavimo rezultatgmasikslinti. WCPP rezultatai

sutapo su 16S rDNR sekvenavimo rezultatais.

1.2.15. Bifidobakterijy, iSskirty iS kiauliy aklosios Zarnos, genetiajvairové ir

giminingumas.

Buvo panaudotavairiy metod, genetiniam giminingumui nustatyti ir Bifidobakteri
raSims atskirti. RAPD PCR buvo panaudota sugrupuafitdrijas iSskirtas IS Ziunki Zarnyno,
zmogaus fekalij ir zmogaus virSkinamojo trakto. BifidobakteyrijaSiy identifikavimui buvo
panaudoti vig lasteks baltymy analiz, 16S rDNR sekvenavimas ir DNR-DNR hibridizacija

Pagal PFGE kamienai susiskirst septynis tipus: A, B, C, D, E, F ir G. Tolesniam
Bifidobakterijy identifikavimui buvo atliktas WCPP. Sis metodas Jauvo Zinomas ir patikimas

Bifidobakterij rasSiy identifikavimui. Po analigs tipai susiskirsgtj keturias grupes:

o | grupe susidaé i$ tipy C,D ir G pagal 78% panaSgm
o [l grupée — i8S B ir E tipy, kuriy panasumo rodiklis siéknet 92%.
o O tipai A ir F buvo visiSkai nepanas i kitus ir tarpusavyje ir tad sudag

atitinkamai Il ir IV grupes.

o Véliau palyginus | grugs kamienus su zinomomis 33 BifidobaktenifiSimis sggta,
kad jie priklauso arba. pseudolongunsubsp.pseudolongumarba B. pseudolongunsubsp.
globosumKity Bifidobakteriy grupiy nariai nebuvo identifikuoti.

Po 16S rDNR koduojaiin geno sekvenavimo buvo gauti tokie rezultatai:

o G tipas 100% sutapo &1 pseudolongursubsppseudolongum.

o C ir D tipai buvo atitinkamai 99.93 ir 100% pana$ B. pseudolongunsubsp.
globosum.

o Tipas A buvo identifikuotas kaiB. minimumpagal 99.57% panasum

o Tipas F buvo panaSugipa A ir B. minimumatitinkamai tik 95.08 ir 94.85%. Taigi

manoma, kad tai nauja BifidobakterijiSis B. psychroaerophilurap. nov.

o Tipai B ir E tarpusavyje buvo labai pana$ bet jiems taip pat nebuvo rasta
atitikmens, taigi jie priskirti naujaiiSiai B. aerophilumsp. nov.

WCPP Bifidobakterij identifikavimui buvo naudinga, nes atlikus tyrimbavo galima
sugrupuoti bakterijas, ¢@mu mSis pavyko nustatyti tik sekvenavus 16S rRNR koadnijgers.
[Simpson ir kt., 2003]
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1.2.16.Campylobacter lari genetiniy grupiy identifikavimas pagal amplifikuoty

fragmenty ilgio polimorfizm g ir visy lastelés baltymy analizg.

Campylobacter lariyra viena iS Zmogaus patogenitiakterij raSiy, plintanti per vandgn
ir jaros grybes. ISskiriami SieC. lari variantai: NARTC — pirmiés nalidikso fgiai atspaiis
kamienai, NASC — nalidiksoig&iai jautris kamienai, UPTC — ureasintetinantys kamienai ir
ureaz sintetinantys nalidiksoug&iai jautris kamienai. Kol kas éna nustatyq virulentiSkumo
skirtumy tarp Sip biocheming grupiy. Norint nustatyti taksonominius ir epidemiologisitySius
tarp skirting; grupiy su 55C. lari kamienais, iSskirtais ifairiy Saltiny, buvo atlikti Sie tyrimai:
amplifikuoty fragment, ilgio polimorfizmo (AFLP) ir vig, lasteks baltymy analiz. Pagal AFLP
gautos keturios genetis grugs (I, I, 1ll, 1V) ir vienas kamienas nepriskirtagi vienai is y.
NARTC variantui priklausantys kamienai pagal AFLS3iskirs¢ i | ir IV genetines grupes, Il
grupei priklaugs UPTC ir NASC variant kamienai, o Il grupei — tik NASC varianto kamiéna

Palyginus Zzemos molekuia mass (21 — 36 kDa) regionus vwislasteks baltymy
profiliuose, buvo gautos tos fas keturios grugs atitinkamai pagal 91%, 93%, 89% ir 95%
panasumus. Analizei buvo pasirinkti penki atsitilai kamienai iS kiekvienos genetggrugs.

Taip pat buvo atlikta DNR-DNR hibridizacija tarp rgginiu grupipu kamienp. Gaulti
rezultatai rodo, kad | ir lll grugs tuty priklausyti tai paiai raSiai, IV grug atskirai, o Il grups
DNR-DNR hibridizacijos rezultatai prieStaringi, tddnorint tiksliai identifikuoti pastarajai grupei
priklausartias bakterijas reikia kartoti DNR-DNR hibridizacij

AFLP ir baltymy profiliai neparod esminiy skirtumy tarp kamien iSskirty iS skirtingy
Saltiniy. Epidemiologiniams skirtumams tarp kamiereikalingi tolimesni tyrimai. [Duim ir kt.,
2004]

1.2.17.Stenotrophomonas africana ir Stenotrophomonas maltophilia priskirimas vienai
rasSiai.

Stenotrophomonas maltophiliayra svarbus patogenas pagdit pl&iai  aplinkoje.
Ankstesniuose tyrimuose nustatytas gergtmirove Sios fiSies viduje, o &#iau iSskirtos ir kelios
naujos t@iSys. Viena iS4y Stenotrophomonas africanbuvo atskirta remiantis vienu kamienu
iSskirtu iS cerebrospinalinio skyis. FenotipiSkai Sis kamienas buvo beveik idensska

maltophilia, tatiau DNR-DNR hibridizacija paradtik 35% panaSum Véliau kitai mokslininky
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grupei atlikus DNR-DNR hibridizacijbuvo gautas 65,9% panasumég apzvelgiami tyrimai
buvo atlikti patikslintiS. africanaidentitet,.

Buvo atlikta WCPP ir nustatytaS. africana84% panaSumas su trim§. maltophilia
kamienais ir didegnnegu 70% su kitais Siostdies kamienais. Tuo tarpu su kitomis
Stenotrophomonagenties #@Simis S. africana buvo panasus apie 60%. Atlikus DNR-DNR
hibridizacij tarp St dvieju raSiy tipiniy kamiem buvo gautas 70% panasSumas, o tai rodo, kad Sie
du kamienai priklauso tai pei rasSiai. Tokius rezultatus pavirtino ir RFLP, righi rig<iy ir
kitos analizs. [Coenye ir kt., 2004]

1.2.18.Streptococcus marimammalium sp. nov. iSskirtas iS ruomy organizmo.

Du neidentifikuoti gram-teigiami, kokai sudarantgsandiréles buvo charakterizuojami
fenotipiniais ir molekuligs taksonomijos metodais. Bakteriniai kamienai bide&irti iS skirtingy
ruoniy raSiy: Halichoerus grypusir Phoca vitulina Remiantis morfologija ir biocheminiais
pozymiais tiriami kamienai preliminariai buvo prigk streptokokams, taau pagal rezultatus
nepavyko y priskirti jokiai zinomaiStreptococcugenties #@iSiai. 16S rRNR geno sekvenavimas
patvirtino kamien priklausomyla Siai gegiai ir parod, jog tiriami kamienai yra labai artimi. Su
artimiausia zinomaiSim S. entericukamienus siejo tik 94% panasSumas. WCPP rezultataict,
kad tiriami kamienai yra tarpusavyje labai parsa®et skiriasi nuo kit Streptococcugenties
rasSiy. Taigi Sie kamienai buvo priskirti naujaiSiai — Streptococcus marimammaliugp. nov.
[Lawson ir kt., 2005]

1.2.19.Arcobacter cibarius sp. nov. iSskirta i$ broileriy skerdienos.

20 gram-neigiam lazdeés formos, spar neformuojatiy bakteriniy kamien; buvo iSskirta
IS 13 tarpusavyje nesusijusbroileriy. Atlikus Arcobactergertiai specifie PGR gauti teigiami
rezultatai, taiau tiriamy kamieny nepavyko priskirti & vienai Zinomai Sios gentiegdiai. Atlikus
WCPP nustatyta, kad visi tirti kamienai tarpusavigje/o panasus duagiau nei 70% ir aiSkiai
atsiskyg nuo kit Arcobactergenties #iSiy. Pagal 16S rRNR geno sekvenayitimiami kamienai
buvo panaSiausi A. cryaerophiluspagal 97,5% panaSumPagal DNR-DNR hibridizacij tirti
kamienai tarpusavyje buvo panasus 91%, o su kitAmtisbactergenties #iSimis maziau nei 50%.
Apibendrinus gautus rezultatus tirti kamienai byviskirti naujai tiSiai —Arcobacter cibariussp.
nov. [Houf ir kt., 2005]
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1.2.20.Staphylococcus equorum ir Staphylococcus succinus izoliuoti iS Zmoniy

organizmo.

11-kai novobiocinui atspari stafilokoky kamieny, izoliuoty i5 Zmogaus organizmo,
identifikuoti buvo pritaikyta polifazié taksonomija. Remiantis fenotigis analizs rezultatais
kamienai buvo suskirstyii dvi grupes. 8 iSy buvo priskirti Staphylococcus xylosus like 3
kamienai dviprasmiSkab. xylosus/S. equorunTuo tarpu atlikus ribotipavimsu EcoRI and
Hindlll restrikcijos endonukleamis ir visy lasteks baltymy analiz 6 kamienai priskirtiS.
equorum o 5S. succinusldentifikacijai patvirtinti buvo nusekvenuotadide 16S rRNA genas, o
numanomiS. equorunkamienai dar patikrinti PGR metodu, amplifikuojaadA gen. 1S gaui
rezultat; galima spgsti, kad ribotipavimas ir vig lasteks baltymy analiz tinka biocheminiais
metodais neatskiriagraSiy S. xylosus, S. equorum and S. succidastifikavimui. [Novakova ir
kt., 2006]

1.3. Geobacillus genties bakterimg kamieny identifikacija.

Geobacillusgenties baktenj vegetatyviiés lasteks - lazdets formos. lasteks paviegs
arba sudaro trumpas grandies. Gali judti peritrichiniais Ziuzeliais, arbaadteks gali Hhuti
nejudrios. Sienék struktira Gram-teigiama, t&au dazant gramodolu gali dazytis ir kaip Gram-
neigiamos. IS vienosasteks gali susidaryti viena endospora. Endosporos psialis arba
cilindrinés. Jos — terminalgs arba subterminakss. Kolonijy morfologija ir dydis varijuoja.
Bakterijos aerobigs arba fakultatyviai anaerolés Obligatiniai termofilai, optimali tempefat
55-65° C. DaugelioaSiy augimui augimo faktoriai, vitaminai, NaCl ir KClereikalingi. 16S
rRNR geno sekos panaSumas genties viduje yra 9tl¥dasnis. Daugumaisiy placiai paplitusios
gamtoje. [Nazina ir kt. 2001]

Geobacillus genties baktenj kamieny panaudojimas labai platuséldtermostabilumo
vertinami i$ Sios genties bakteyrigskirti jvairiis fermentai: lipaZ iS Geobacillusgenties kamieno
T1 [Leow ir kt., 2004], ksilanaziS Geobacillusgenties kamieno MT-1 [Wu ir kt., 2006], D-amino
rag<iy aminotransferazis G. toebii [Lee ir kt., 2006] aminopeptidazs G. thermoleovorans
[Deegjing ir kt., 2005],0-gliukozidaz iS Geobacillusgenties kamieno HTA-462 [Hung ir kt.,
2005], atvirksti transkriptaz iS G. stearothermophilugVellore ir kt., 2004] ir daugelis kit
Dauguma §i ferment; savo savybes iSlaiko giame pH diapazone ir lieka staisl iki 90° C

temperairoje.
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Geobacillus stearothermophilusporos naudojamos kaip indikatoriai sterilinifrangai
tikrinti, o Sios fiSies DNR polimerazbuvo viena is pirngy iSskirty termofiliniy polimeraziy.

Toliau aptariama naujausiiSiy Sioje gentyje identifikavimo eksperimentiniai duemys.

G. tharmoleovaran: ATCC 435137, M77488
. kaustophiluz NCIMB 85477 X60613

. sacchars ' DEM 14?9‘1T:A YOT4ETD

“ir. Iiteamicus " B-3 T: AYA4055

B. caldotemax " DEM 204, 262180

B. caldovelox " TEM 411, M77485

B, caldofyricus " DEM 405 MTT424

B vulcani 35-17, AT293805

. thermocarenulans DSM 7307 Z 26926
(& pargensiz DM 153?ET: AY1S388E

‘r. wralicus * DEM 145?.‘-T: AYQTI151

46 VEM B-2330, AYGE2096

. sigarothermaphiius MICDO 1 763", 60640
49 VEM B-2331, AY682007

gs [ & usemansis DIEM 135517, AF276304
— —I__EDSI DSM 15727, AY312405
D51 DSM 157267 A Y312404

i anareiicus T 58, AF411064
‘G- Frwe " HU, AF41104635

100

. sebrerranens DA IBSEET: AFIT6304

(. tharmodenitrificans DSM 4657, 226028

= B. thermoaniarcticus "’ M1, AT493665
o ——— . toabii DSM 145907, AF326278

 — . thermagivcosidasins ATCC 43742 T X60641

. caldmoyiosiiyiicns ATCOC TO03567, AFOSTS51
Saccharococcus tharmophiluz ATCC 431257, L0927

Pav. 1.Geobacillusgenties filogenetinis medis [Nazina ir kt., 2005].

1.3.1.Geobacillus jurassicus sp. nov., naujos termofiliniy bakterij y, iSskirty iS aukstos
temperatiiros naftos grziniy, rasies identifikavimas.

I8 Dagang’o naftos gFinio (Kinija) buvo isskirti keturi bakteriniai kaienai DST, DS2,
46 ir 49. Tai aerobiss, termofilints, sporas formuoj&vos bakterijos. Kamienai buvo
identifikuojami naudojantis polifazine taksonomiabuvo atlikti Sie tyrimai: 16S rDNR sek
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sekvenavimas, rietjiu rig&iy analiZz, DNR-DNR hibridizacija, taip pat buvo tirta bakjer
morfologija ir fiziologija. Pagal augimaoalygas kamienai buvo atskirtidvi grupes: 46 ir 49 bei
DS1' ir DS2. \eliau buvo jvertintas kamiem DNR panasumas pagal DNR-DNR hibridizacij
Kamienai DS1ir DS2 tarpusavyje buvo panas82%, o tuo tarpu siigiesG. uzenensikamienais
atitinkamai 44% ir 45%. Palyginus kamierDS1' su kitais ZinomaisGeobacillus genties
kamienais buvo nustatytas panasumas svyravo t&pi833%. Tai rodo, kad tiriamieji kamienai
nepriklauso & vienai zinomaiGeobacillusgenties #Siai, ta&iau gali priklausyti migtai gertiai.
Taip pat buvo atlikta kami@n46 ir 49 DNR hibridizacija su vienu i&. stearothermophilus
kamieno DNR. Buvo nustatytas atitinkamai 76% ir 7@4hasumas.
Pagal riehijy rig&iy analiz nustatyta, kad DSlkamienas yra artimiausi@eobacillusgertiai,
taciau negali ati priskirtas @ vienai Sios gentiedi$iai ir taip patvirtina DNR-DNR hibridizacijos
tyrimy rezultatus. Nustatyta, kad 46 kamienas yra artigigsG. stearothermophilus.

Sekvenavus beveik pilnas 16S rDNR sekas buvo ys$a®9.2% panasumas tarp kamien
DS1' ir DS2. Taip pat nustatytas aukstas (~99%) panasuarp i kamieny ir G. uzenensisTuo
tarpu tarp kamien46 ir 49 beiG. stearothermophilusuvo nustatytas atitinkamai 99.3% ir 99.6%
panasumas.

Taigi remiantis tyrinm rezultatais 46 ir 49 kamienai buvo priski@i stearothermophilug
kamienai DS1ir DS2 — naujaitSiai, G. jurassicussp. nov. [Nazina ir kt., 2005]

1.3.2.Geobacillus lituanicus sp. nov.

15 Girkailiy (Lietuva) naftos gzinio buvo i$skirtas naujas bakterinis kamienas'NB&ivo
sekvenuotas 16S rRNR koduojantis genas ir nustaBfa®s panaSumas s@. thermoleovorans
DSM 5366. Geno seka buvo artima ir 6. thermoleovorankamien; sekoms. MaZiau panasus
naujasis kamienas buvokitas Geobacillusgenties @Sis. Atlikus DNR-DNR hibridizacij N-3"
kamieno nepavyko priskirtiénvienai zinomaiGeobacillusgenties #Siai, nes jas su nhaujuoju
kamienu siejo iki 5% panaSumas. Tétbuvo atlikta amplifikuotos rDNR restrikcijos amal —
ARDRA (angl. amplified rDNA restriction analysis) ir remiantis gautais rezultatais tiriarsasi
kamienas buvo priskirtas naujagiai —G. lituanicusN-3'". [Kuisierg ir kt., 2004]

Siuo metu yra identifikuotos Si@deobacillusgenties @ys :
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G. caldoxylosilyticus, G. debilis, G. gargensis, fBrassicus, G. kaustophilus, G.
lituanicus, G. pallidus, G. stearothermophilus, Gubterraneus, G. tepidamans, G.
thermocatenulatus, G. thermodenitrificans, G. thagiacosidasius, G. thermoleovorans, G.

toebii, G. uzenensis, G. vulcaBaugelis iSy buvo identifikuotos per pastaruosius penkis metus.

APIBENDRINIMAS

IS literatiroje skelbiam rezultay matome, kad WCPP yra naudingas metodas
identifikuojant medicinoje svarbias bakterijiasSis, o taip pat maisto pramige naudojamus
mikroorganizmus. Nors pagal Sio metodo gautus tetud ne visada galima nustatyti tiri@m
kamieny identitet, tatiau tai leidzia suskirstyti kamienus pagal panasuim palengvinti
tolimesnius tyrimus. Taip pat galima sukurti savidentifikavimo sistera, kai kamienai
identifikuojami lyginant juos su tipiniais kamiesaiam tikroje baltym profiliy srityje [Perez ir
kt., 2000].

WCPP naudojamas norint sugrupuoti bakierikamienus, nustatyti yj pirming
priklausomyly tam tikroms @#sims. Sios analiz rezultatai neretai sutampa su DNR-DNR
hibridizacijos rezultatais, yggei kamienus sieja didesnis nei 70% DNR panaSumas.

Platiai paplics WCPP panaudojimas identifikuojant a¥isi mirgtas bakteriy grupes,
leidZzia manyti, kad Si anabizuréty bati tinkama ir kitoms baktenij raSims identifikuoti.

Mano darbo tikslas yra pritaikyti $netody identifikuojant Geobacillusgenties baktenj

kamienus.
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2. Medziagos ir metodai
2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

AB “Vilniaus degtire”, Lietuva Etanolis

BARTA A CIHLAR, Cekija HCI

BIOKAR, Prandizija Maitinamasis agaras, Maitinamasis buljonas

BIO-RAD, JAV Kumasi nélynasis R-250

LACHEMA, Cekija Glicerolis, NaCl, gliukoz

MERCK, Vokietija Acto figStis, Amonio persulfatas, Formaldehidas, L-praina
L-tirozinas

REANAL, Vengrija Bromofenolio rynasis, NaCO; Tris, glicinas, L-argininas,
L-asparginas, L-aspartagstis, L-gliutamatas, L-serinas, L-
valinas

REAXHM, Rusija Biotinas, inozitolis, niacinas, piridoksinas, rikfinas,

tiaminas, L-triptofanagnalachito Zaliasis, safraninas,
KH2POy, NH4CI, CaCh, MgsSOy

ROTH, Vokietija AgNQ Akrilamidas, Bisakrilamidas, Glicinas, Metanolis,
NaS,03x 5H,0, SDS, TEMED;
SERVA, Vokietija B-merkaptoetanolis, L-alaninas, L-cisteinas, L-falaihinas,

L-izoleucinas, L-leucinas, L-lizinas, L-metionindstreoninas

2.1.2. Darbe naudotiGeobacillus genties kamienai

Tipiniai kamienai G. caldoxylosilyticusDSM 12041, G. debilis DSM 16016, G.
gargensisDSM 15378, G. jurassicusDSM 15728, G. kaustophilus
DSM 7263, G. lituanicus 15325, G. pallidus DSM 3670, G.
stearothermophilusDSM 22", G. subterraneusDSM 13552, G.
tepidamans DSM 163253, G. thermocatenulatusDSM 730, G.
thermodenitrificandDSM 465, G. thermoglucosidasiudSM 2542, G.
thermoleovoran®SM 5366, G. toebiiDSM 14590, G. uzenensiBSM
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135571, G. vulcaniDSM 13174.

G. stearothermophilusG. stearothermophilu8, G. stearothermophilu8, G. stearothermophilus

kamienai 17, G.

stearothermophilus 18, G. stearothermophilus 19, G.

stearothermophilug8, G. stearothermophilu80, G. stearothermophilus

31, G.

stearothermophilus32A, G. stearothermophilus35C, G.

stearothermophilu86A, G. stearothermophilu$0 DSM 13240

G. vulcanikamienai 22

neidentifikuoti 15

kamienai

Maitinamasis agaras (MA)

Maitinamasis buljonas (MB)

mM9 terg

10x amino Gg&iy tirpalas
(Leejeerajumnean ir kt., 2000)

2.1.3. Terps

20g triptono

5g mesos ekstrakto

5 NaCl

15 g bakteriologinio agaro

dist. HO iki 1000 ml

Terpe autoklavuojama 1 atm 30 min.
iSpilstomai Petri EkSteles.

20g triptono

5g mesos ekstrakto

5g NacCl

dist. HO iki 1000 ml

Terp: autoklavuojama 1 atm 30 min.
200 ml 5% mM9 drusk; tirpalo

100 ml 1& Amino rag&iy tirpalo

2 ml 1M MgSQ

0,1 ml 1M CaC{

1 ml 100 Vitaminy tirpalo

2,5 g Gliukozs

Tris-HCI (pH 7,8/ 60C) iki 1000 ml

Terp: autoklavuojama 0.5 atm 15 min.

1M MgSQyir 1M CacCl tirpalai autoklavuojami
atskirai 1 atm 30 min. ir pilstomai
iSautoklavuat terpg.

126 mg L-alanino

522 mg L-arginino

300 mg L-asparagino
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5x mM9 drusk tirpalas

1000<Vitaminy tirpalas

120 mg L-cisteino
294 mg L-gliutamato
294 mg L-gliutamino
150 mg glicino

155 mg L-histidino
263 mg L-izoleucino
262 mg L-leucino
363 mg L-lizino

76 mg L-metionino
165 mg L-fenilalanino
230 mg L-prolino
210 mg L-serino
238 mg L-treonino
180 mg L-triptofano
234 mg L-valino
266mg L-asparto r.
dist. HO iki 1000 ml
15g KH,POy

2,59 NaCl

5g NH,CI

10 mg biotino

100 mg inozitolio
100 mg niacino

100 mg piridoksino
100 mg riboflavino
100 mg tiamino

dist. HO iki 1000 ml

2.1.4. Tirpalai ir buferiai

10x Tris-glicino elektrofores buferis (pH 250mM Tris-HCI

8.3)

12% darbinis elektrofores gelis (30 ml)

30% akrilamido misSinys

5% koncentruojantis elektroforégz gelis

(8ml)

1,92M Gilicino

1% NDS

iStirpinta dist. HO

9,9 ml dist. HO

12,0 ml 304 akrilamido miSinio
7,5ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
0,3 ml 106 SDS

0,3 ml amonio persulfato
0,012 ml TEMED

1% bisakrilamido

29% akrilamido

iStirpinta dist. HO

5,5 ml dist. HO

1,3 ml 30% akrilamido miSinio
1,0 ml 1,0 M Tris (pH 6,8)
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Bradfordo reagentas

Buferis hsteliy suardymui (pH 6,8)

Fiksazas

Lasteliy plovimo buferis (pH 7,3)

Malachito zaliojo vandeninis tirpalas
RySkalas

Safranino tirpalas

Sidabro tirpalas

0,08 ml 106 SDS

0,08 ml amonio persulfato
0,008 ml TEMED

0,01 % Kumasi briliantinio glio G-250
5 % etanolio

10 % fosforo @igsSties (80 %)
85 % dist. HO

10% glicerolio

5% B-merkaptoetanolio

0,062 mM Tris-HCI

50% metanolio

12% acto ngsties

38% dist. HO

0,01M Natrio fosfatinis buferis
0,8% NaCl

0,5% malachito zaliojo istirpinta dist..8
60g/l NaCOs

0,5 ml/l 374 formaldehido

4 mg/l NaS$;03x 5H,0

iStirpinta dist. HO

10 ml 2,5% spiritinio safranino tirpalo
90 ml dist. HO

29/l AgNG;

0,75ml/l 3% formaldehido

iStirpinta dist. HO

30



2.2. Metodai

2.2.1. Bakterijy auginimas

2.2.1.1. Bakterij auginimas ant MA tegs

Ji naudojama mikroorganizirauginimui agarizuotoje tege. Bakterijos auginamos 60
temperairoje dviem valandom trumpiau, nei nustatytas Siejpsje sporuliacijos pradzios laikas.
Taip uzauginamos gyvybingos, besidal§@as ir nesporuliuojatios lasteks.

2.2.1.2. Bakterij auginimas skystoje tetje

Bakterijos uzauginamos agarizuotoje MA tgep ir daromas inokuliatas. Bakterijos
nuplaunamos distiliuotu vandeniu, maiSant Spatdliartinamas inokuliato optinis tankis (OD),
bangos ilgis 595 nm. Qg turi bati 1,2. 2,5 ml inokuliato uZgama i 50 ml skystos tegs.
Bakterijos auginamos 24 val. Kas dvi valangestinamas OBys.

Braizoma bakterij augimo krei.

2.2.2. Sporuliacijos pradzios laiko nustatymas

Bakterij y endospon dazymas Seferio-Fultono metodu

Laboratorine kilpele baktetjkultira uzneSama ant objektinio stiklelio, iSdziovinaona ir
fiksuojama kar§iu. Uzdedamas galiis filtrinio popieriaus. UzlaSinama 0,5 % vandeain
malachito Zaliojo tirpalo ir 5 minutes laikoma viv&rdagio vandens vonios. Stikliukas gerai
nuplaunamas vandentiekio vandeniu ir 30 sekund¥zoma safranino tirpalu. Po tcelv
praplaunama tek&mnu vandentiekio vandeniu ir nusausinama filtriniopgeriumi. Endosporos

nusidazo ryskiai Zalia spalva, o vegetatysifysteks — raudonai-ruda. [Gerardt ir kt., red., 1983]

2.2.3. Bakterijy biomasts auginimas

a) Bakterijos auginamos skystoje té&m iki eksponentias stadijos pabaigos, kuris
nustatomas iS augimo kreés. Matuojamas baktetijsuspensijos Ofgs. Suspensija
centrifuguojama 30 min 5000 aps./min. Po to sugantas nupilamas ir nusodintos

lasteks suspenduojamosgsieliy plovimo buferyje. Suspensija centrifuguojama 5.min
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15000 aps./min. Procarh kartojama kelis kartus. Po paskutinio centrifuge
supernatantas nupilamasasteks laikomos — 70C temperatroje.

b) Kultaros auginamos ant agarizuotos tsrgviem valandom maziau nei $poruliacijos
laikas. lastebs nuplaunamos astely plovimo buferiu, suspenduojamos ir
centrifuguojamos 10 miriy 15000 aps./min, procerh kartojama kelis kartus. Po
paskutinio centrifugavimo supernatantas nupilamaslasteks laikomos — 70 C
temperairoje. [Pot ir kt., 1994]

2.2.4. Bejstelinio ekstrakto paruosSimas

Lasteks atSildomos. 20 mgadteliy suspenduojama 36Ql buferio lastebms ardyti,
pripilama 40 ul 20% NDS tirpalo. Suspensija verdama vandens ¥@elO0 min. Po to
centrifuguojama 10 min. 15000 aps./min. Supernatatdikomas — 20C temperatroje. [Pot ir
kt., 1994]

2.2.5. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu
I viema fotoelektrokolorimetro kiuvet ipilama 0,5ml tiriamo tirpalo, @ kita kontrolinio
tirpalo, i abi kiuvetesjpilama 1 ml Bradfordo reagento. Po 1-3min. matuagroptinis tankis
590nm bangos srityje. 1S kalibraés kreives, kuri sudaroma naudojant skirtingzinomy

koncentraciy albumino tirpalus nustatoma baltymo koncentracija.

2.2.6. NDS - poliakrilamidinio gelio elektrofore2 (PAGE)

RuoSiami 5% koncentruojantysis ir darbinis geliagal Sambrook ir kt., 1989 .Sulirélius
ineSama skirtingi bestelinio ekstrakto kiekiai priklausomai nuo baltynmkoncentracijos.
Kiekvieno meginio galutinis ineSimo kiekis privedamas iki 1pl su lsteliy ardymo buferiu
turin¢iu 0,001% bromfenolio glynojo. Naudojamas baltyminis molekus mags Zzymuo 15 —
200 kDa (15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 1@, 150, 200). Gelio matmenys — storis: 1 mm,
plotis: 16 cm, ilgis: 13 cm.
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2.2.7. Gelio dazymas sidabru

Gelisidedamasg plastmasinindel, uzpilama fiksazo tirpalo ir fiksuojama 1 val. Kaanio
temperailroje Svelniai purtant. Fiksazas nupilamas. UzZpild&s@%b etanolio tirpalo ir purtoma 20
min. Tai kartojama 2 kartus. 50% etanolio tirpatagpilamas. Uzpilama 30% etanolio tirpalo ir
purtoma 20 min. 30% etanolio tirpalas nupilamaspildima NasS;0; x 5H,O 0,2 g/l tirpalo ir
purtoma 1 min. Gelis 3 kartus po 20 s skalaujanstgidotu vandeniu. Uzpilama sidabro tirpalo ir
purtoma 20 min. Gelis 2 kartus po 20 s skalaujadmstdiuotu vandeniu. Uzpilama ryskalo. Gelis
laikomas tamsioje vietoje. Kas minute Svelniai poras. RySkalas iSpilamas kai iSrgskrudai
nusidaziusios baltymés zonos juostés. Gelis 2 kartus po 2 min. skalaujamas distiliuotu
vandeniu. Gelis purtomas fiksaze 10 min. Fiksazgslamas. Uzpilama 50% metanolio tirpalo ir
purtoma 20 min. Gelis laikomas distiliuotame vangen

Visi tirpalai naudojami viemkarta. [Rosenberg, 2002]

2.2.8. Vig Iastekes baltymy elektroforetiniy profili y palyginimas

Nudazytas poliakrilamidinis gelis nufotografuojamé&iotrauka analizuojama programa
Gel Pro Analyzer 3.1.Si programa nustato baltyminizony vieta gelyje, apskaiuoja ju
molekulines mases, pagal molekébn mass Zzymemn Nustatomas bendras zpnkiekis
kiekviename takelyje. Duomenys perkeliaimprograma STATISTICA Sudaromas nepanasSumo
medis nurodantis procentinneatitikimp tarp kamien. Medis sudaromas UPGMA (angl.
Unweighted Pair-Group Average) metodu — lyginamasagumas tarp uisimanony kamieny
pony. Dél patogumo nepanaSumo procentai p&aeni panasumo procentais,.
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ISvados

. Standartizuotosatygos (kultivavimo terp, NDS-PAGE parametraiseobacillusgenties

kamieny ir raSiy panasumo nustatymui visasteks baltymy anali2s metodu.

. TarpG. stearothermophilukamien; visy lasteks baltymy analizs metodu nustatytas 79%
panasumas, Sis panasumo lygmuo leidzia teigti, kedodas patikimasseobacillus

gertiai.

. Nust&ius 15 kamieno vis lasteks baltymy elektroforeting profiliy 95% panaSum17 ir
30 G. stearothermophilugiSies kamienams, 15 kamienas priskiasstearothermophilus

rasiai.

. Naudojant vig lasteks baltymy analiZzs metod 22 kamienas priskirta§. vulcanirasiali

pagal 84% panaSumtipiniam G. vulcanikamienui.

. Naudojant vig lasteks baltymy analizs metod nustatytass. stearothermophilu$0 DSM
13240 97% panasumas tipinia@. vulcani kamienui. Sie rezultatai rodo, kaG.
stearothermophilud0 DSM 13240 tuity priklausyti G. vulcaniraSiai ir leidZia abejoti
ankgiau nustatyta Sio kamienoudine priklausomybe. Galutiniam Sio kamieno
identifikavimui reikia atlikti DNR-DNR hibridizacy.

. Naudojant vig lasteks baltymy analizs metod nustatytas 90% panasumas tdBp
uzenensi®SM 13551 ir G. subterraneu®SM 13553. Sie rezultatai rodo, kad tai &ty
buti ta pati GSis ir leidzia abejoti ankgu nustatyta Sio kamienaidine priklausomybe.

Galutiniam Sio kamieno identifikavimui reikia atlilpakartotiek DNR-DNR hibridizaci.

. Naudojant vig lasteks baltymy analizs metod nustatytasl00% panaSumas tar@.
gargensisDSM 15378 ir G. thermocatenulatu®SM 730. Sie rezultatai rodo, kad tai
turéty biti ta pati GSis ir leidzia abejoti ankg|u nustatyta Sio kamienoaSine
priklausomybe. Galutiniam Sio kamieno identifikavinreikia atlikti pakartotia DNR-
DNR hibridizacip.
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Santrauka

Visy lasteks baltymy analiz — tai metodas teikiantis fenotig informacijos. Jis ptaai
naudojamas grupuoti bakterikamienus, nustatytiyj pirminj identitet. Rezultafy patikimumas
daugeliu atvej prilygsta DNR-DNR hibridizacijai — pagrindiniam m&ipinés informacijos
metodui. Tuo pé&u visy lasteks baltymy analiZzs metodas yra greitai atliekamas ir pigusl 8y
priezagiy metodas pkdai naudojamas medicinis diagnostikos, o taip pat su maisto pramone
susijusiose laboratorijose.

Siuolaikiniame pasaulyje pramga labai svarbs yra termostabis fermentai, o
Geobacillusgenties baktenj kamienai ladami termofilai, yra tokj ferment; producentai. B Sios
priezastiesGeobacillusgentis yra aktualus tyrimobjektas. Labai svarbu tiksliai identifikuoti
kamienus produkuoj&ius tiriamus fermentus. Vienu i$ pirminio identdmo hidy gakty bati
visy lasteks baltymy analizs metodas.

Siame darbe buvo parodyta, k&eobacillusgenties kamien tarpusavio panasumas gali
buti nustatytas vig lasteks baltymy analiZs metodu. Tarfi. stearothermophilugiSies kamien
visy lasteks baltymy elektroforeting profiliy panasumas buvo apie 80% ir atitiko DNR-DNR
hibridizacijos rezultatus. Taip pat sutapo ir 22nkeno panasumas su tipintt vulcanikamienu:
WCPP parodl 84% panaSum DNR-DNR hibridizacija — 93,9%. Pagal widasteks baltymy
analiZs metod gauti rezultatai panetg G. stearothermophilusl0 DSM 13240 kamieno
priklausomylg Siai iSiai. Pagal panaSumo mekhmienas tuity bati priskirtasG. vulcaniraSiai
pagal 97% panasSumlLiterafiros duomenims prieStaravo ir skirtingiSiy palyginimo pagal vis
lastebs baltymy analizs metod rezultatai: tarpG. uzenensi©SM 13551 ir G. subterraneus
DSM 13552 pagal WCPP nustatytas 90% panasumas, tuo tarpu piM@ESumas — 49 %o.
gargensisDSM 15378 ir G. thermocatenulatu®SM 730 pagal WCPP galimaiti priskirti
vienai msiai pagal 100% panasuo nustatytas DNR panaSumas tik — 43%. r8§iy identitet
reikéty tikslinti pakartotinais polifazits taksonomijos tyrimais.

Taigi, nustatyta, kad WCPP metodas - tinkar@&®bacillusgenties #Siy, o ypa& tos

pacios 1hSies kamien giminingumo nustatymui.
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DZiuginta Jasinskyt
Relationship determination of the strains of the geus Geobacillus by electrophoretic whole-
cell protein profile analysis

Summary

Electrophoretic whole-cell protein profile analysf¢/CPP) — is a method providing
phenotypic information. It is widely used to grobpcterial strains and estimate their primal
identity. In most cases reliability of this methisdequal to DNA-DNA hybridization — that is the
main method of genotypic information. WCPP is perfed quickly and it is cheap. Therefore this
method is widely used in laboratories of medicagdiostic and laboratories related to food
industry.

In modern world termostable enzymes are very ingmbiin industry, whereas thermophilic
bacterial strains of the gen@eobacillusare producers of these enzymes. Consequently genus
Geobacillusis an actual object of research. It is very imaotto strictly identify bacterial strains
producing needed enzymes. One of the primal wayddentification of this genus could be
WCPP.

During this work it was shown that similarity ofrans of the genu&eobacilluscan be
determined by WCPP. There was an 80% similarity ragnstrains ofG. stearothermophilus
These results matched with DNA-DNA hybridization tbese strains. Also there were similar
results of WCPP and DNA-DNA hybridization betwedrais 22 and typical strain @. vulcani
84% and 93,9% respectively. Results of WCCP dedégendence of stra(@. stearothermophilus
10 DSM 13240 to this species. According to simifadendrogram this strain should be assigned
to G. vulcanibecause of its 97% similarity to this species. €hsere also WCPP results which
disagreed with previous publication&. uzenensiDSM 13551 and G. subterraneusDSM
13557 showed 90% similarity by WCPP, but only 49% by D®AIA hybridization. G.
gargensisDSM 15378 andG. thermocatenulatuBSM 730 showed 100% similarity by WCPP,
but only 43% by DNA-DNA hybridization. Identity dhese strains should be revised by repeated
analysis of polyphasic taxonomy.

Thus, it was settled that WCPP is an appropriatéhoteto determine relationships of

species and strains of the get@msobacillus
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