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KOPSAVILKUMS

Sporu-veidojosa C. perfringens ir nozimigs organisms udens vidé, ko izmanto ka
indikatororganismu dzerama tidens kvalitates noteikSanai. Turklat §1 bakterija un tas sporas ir
noderigas, lai bridinatu par citu stresa rezistento patogénu iesp&jamo klatbuitni dzeramaja
fident. Atbilstosi Ministru kabineta noteikumiem Nr. 235, Clostridium perfringens
noteikSanai un uzskaitei jaizmanto membranfiltracija un talaka mikroorganismu
kultivéSana. Tomer izpétits, ka kultivéSanas metodes nesp&j identificét tideni esoSus
nekultivéjamus bet dzivotspejigus mikroorganismus (VBNC). Fluorescenta in situ
hibridizacija (FISH), nodroSina bakteriju identificéSanu to dabiska vide, un var bt
izmantojama, ka alternativa metode. Tacu standarta FISH protokols nav piemérots
bakteriju sporu identificéSanai. Tas ir skaidrojams ar to, ka C. perfringens sporas ir loti
izturigas pret dazadiem nelabvéligiem apstakliem, to starp dezinfekciju, UV apstaroSanu,
kimisko vielu apstradi, ka ar1 pret dazadam caurlaidibu pastiprino$am procediram. Lidz ar
to C. perfringens sporas var ilgstosi saglabaties idens apgades sist€éma neidentificétas.

Saja petijuma izstradatais permeabilizacijas protokols, kur sporas jainkubé 30
miniites (70°C) 5% natrija dodecilsulfata un 50 mM detiotreitola maisijuma, ar talako 15
miniites (37°C) 10 mg/ ml vai 20 mg/ ml lizocima apstradi, palielinaja C. perfringens sporu
fluorescences intensitati devinas reizes, kur sporu fluorescence sasniedza 1800 RLU.
Apvienojot izstradato permeabilizacijas protokolu ar Fluorescento in situ hibridizaciju, ar1
dabiskajos paraugos bija iesp&jams identificét Clostridium perfringens vegetativas Siinas

un sporas ar fluorescences intensitati virs 1000 RLU.

Atslégvardi: Fluorescenta in situ hibridizacija, Clostridium perfringens, sporas,

dzeramais udens.



SUMMARY

Spore-forming Clostridium perfringens has an important ecological role in aquatic
environments and is used as an indicator of drinking water quality. According to ISO
14189:2013, the enumeration of vegetative cells and spores of C. perfringens is performed
by the membrane filtration method, which is based on cultivation. This method is time
consuming and can not enumerate nonculturable cells. An alternative method is
fluorescence in situ hybridization (FISH) which allows in situ detection of target cells in
their native environments without cultivation. Nevertheless, typical FISH protocol needs to
be improved and modified if bacterial spores are to be detected. All Clostridia spores are
extremely resistant to harsh conditions, including disinfection, chemicals and UV light,
which means they can persist through the disinfection process and last for long periods in
water supplies. At the same time fluorescent probe binging is limited due to reduced
accessibility.

Since no universal or standard spore permeabilization procedure was available in the
literature, the aim of this study was to develop an effective protocol to permeabilize C.
perfringens spores in order to apply the FISH method. The most effective combination, 5%
Sodium dodecyl sulfate and 50 mM Ditiotheitol mixture, with combination of 10 mg/ ml
Lysozyme treatment, allowed to obtain increased spore fluorescence signals and
demonstrated a technology for the detection of Clostridium cells and spores in less than 6
hours. However, in comparison with alternative method (qPCR), FISH method
demonstrated insufficient sensitivity, that prevented exact quantities determination of C.

perfringens in biofilm.

Keywords: Fluorescent in situ hybridization, Clostridium perfringens, spores,

drinking water.



IEVADS

Krana tdens ta sagatavoSanas procesa tiek attirits no mikroorganismiem, tai skaita
patogéniem, toméer taja joprojam paliek noteikts bakteriju daudzums, kas ilgstosi uzturoties
sadales sistéma, var vairoties un izraisit draudus patérétaju veselibai. Viens no biologiska
piesarnojuma avotiem var bt atseviSskas Clostridium gints sugas, pieméram, Clostridium
perfringens §inas un sporas. ST bakterija un tas sporas ir svarigs, iidens piesarnojuma
raditajs, kas ir noderigs, lai bridinatu par citu stresa rezistento patogénu iesp&jamo
klatbiitni dzeramaja tideni. Atbilstosi Ministru kabineta noteikumiem Nr. 235 Clostridium
perfringens noteikSanai un uzskaitei jaizmanto uz baktériju kultivéSanu balstia
membranfiltracijas metode, kas var bt loti laikietilpiga.

Lai efektivi aizsargatu patérétajus un uzlabotu izpratni par attiriSanas un sadales
sist€émam, ir nepiecieSama atra un preciza metode, kura varétu nodroSinat plasu dzerama
tidens parametru monitoringu, taja skaita mikroorganismu koncentraciju. Fluorescenta in
situ hibridizacija (FISH) lauj izcelt un ve@lak arT identificét tikai interes€joSos
mikroorganismus, ka arT sniedz informaciju par to morfologiju un skaitu. Lidz ar to §1
krasoSanas tehnika lauj identificét baktérijas bez iepriek$¢jas kultivéSanas un tadgjadi,
samazina noteikSanas laiku [idz dazam stundam. Tomér FISH metode nav piemérota
bakteriju sporu identificéSanai. Galvenokart tas ir saistits ar IpaSu sporu izturibu pret
parastajam permeabilizacijas metodém. Tapéc ir nepiecieSama jauna metodika, kas lautu
C. perfringens gan Siinu, gan tas sporu efektivu identificéSanu dzerama tidens un biopléves

paraugos.

Magistra darba mérkis:
Clostridium perfringens sporu un vegetativo Stnu identificéSana tident un biopléve ar

FISH metodi.

Darba uzdevumi:

1. Pielagot fluorescento in situ hibridizacijas metodi Clostridium perfringens
vegetativo $tinu un sporu identificéSanai.

2. Izstradat permeabilizacijas protokolu Clostridium perfringens sporu

3. Identificet Clostridium perfringens sporas dzeramaja tudeni un biopléve ar

1zstradato metodi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Clostridium spp. dzeramaja iden1

No cilvéka veselibai bistamiem mikroorganismiem dzeramaja tideni var biit
sastopami Legionella, Salmonella, Yersinia gints parstavji (Kahlish et al. 2010), ka ari
Cryptosporidium, Campylobacter (Girones et al. 2010), vai Variovorax, Staphylococcus,
Bosea, Ralstonia gintis (Lee et al. 2010). Starp tiem saméra biezi ir noverojamas arl
Clostridium gints baktérijas ([Ionronocos 2006).

Viens no Clostridium gints parstavjiem, kas var bat sastopams dzeramaja adeni, ir
Clostridium perfringens. Ta ir sulfitreducgjosa, sporu veidojosa, anaeroba, Gram-pozitiva
bakterija (Rozwadowska et al. 2013). C. perfringens un tas sporas ir sastopamas
notekiidenos, bet pasi organismi tidens vidé nevairojas. So pazimi var izmantot ka fekala
piesarnojuma raditaju (Yang et al. 2009), gan pirms, gan péc dezinfekcijas (Maheux et al.
2013). Neapstradata tdeni, So baktériju limenis parasti tiek noteikts, lai izvertetu
mikrobiologiska piesarnojuma pieauguma risku (Kay et al. 2012, Ryzinska-Paier et al.
2011). Sporu klatbiitne dzeramaja tdeni var noradit uz attalinatu vai neregularu
piesarnojuma avotu. Ta ka klostridiju sporas ir loti izturigas pret dazadiem nelabveligiem
apstakliem, tostarp dezinfekciju, kimisko vielu apstradi un UV gaismas apstaroSanu, tas
var saglabaties ilgu laiku tidens apgades sistéma (Smeets et al. 2006, Figueras et al. 2010).
Tadgjadi tas ir svarigs tdens piesarnojuma raditajs, kas ir noderigs, lai bridinatu par citu
stresa rezistento patogé€nu iesp&jamo klatbiitni (Savichtcheva et al. 2006). Atskiriba no
mazak izturigajam koliformam (E. coli, enterokoki), kuras izmanto ka fekala piesarnojuma
raditajus (Deshmukh et al. 2016), C. perfringens piemit cita prieksrociba- spgja izdzivot
ilgak péc termiskas un kimiskas apstrades (Ryzinska-Paier et al. 2011). C. perfringens
sporas ir piemérots raditajs cilvéka zarnu virusu, Giardia oocistu un Cryptosporidium
oocistu, izsekoSanai tidens apgades sist€émas (Muller-Spitz et al. 2010). Klostridiju sporam
un oocistam ir l1dzigi izméri, ka art tam ir lidziga izturiba pret hloru (Adcock et al. 2001),
tapec klostridijas var biit noderigs indikators dezinfekcijas efektivitates novertésanai. Ja tas
atklaj talit pec dzerama tdens apstrades, ir jaizverte filtréSanas efektivitate. Pati C.
perfringens tdens vid€ cilvékam nav bistama, tomér, ja bakteriju saturosais tidens nonaks
saskarsmé ar partiku, ir iesp&ja saindéties (Enan et al. 2006). Sporulacijas laika, cilvéka
zarnu trakta, bakt€rija veido olbaltumvielu enterotoksinu, ka rezultata var rasties zarnu
trakta iekaisums, stipras védersapes, caureja un citi simptomi (Rhodehamel et al. 2001).

Tomer, C. perfringens izmantoSanai par indikatororganismu, ir savi trikumi, nemot véra to



ilgtermina dzivotsp&ju, un plasu izplatibu tdeni, ir iesp€jami viltus trauksmes signali
(Figueras et al. 2010). C. perfringens sporas var atklat pat liela attaluma no piesarnojuma
vietam, kas norada, uz attalinatu vai veco fekalo piesarnojumu. Turklat to koncentracija
atSkiras starp dazadam dzivnieku sugam, pieméram, liellopu, zirgu un aitu ekskrementos §1
baktérijas daudzums ir mazaks, salidzinot ar cilvéka ekskrementiem (Savichtcheva et al.
2006).

Latvija dzerama iidens obligatas nekaitiguma un kvalitates prasibas tiek noteiktas
atbilsto§1i Ministru kabineta noteikumiem Nr. 235. Dzeramais tdens nedrikst satur€t
mikroorganismus, parazitus un vielas tada daudzuma (skaita vai koncentracija), kas rada
draudus paterétaju veselibai. Sekojot tiem, maksimali pielaujama Clostridium perfringens
norma dzerama tdeni (ieskaitot sporas) ir 0/ 100 ml. Kopuma, C. perfringens izmanto$ana
par piesarnojuma raditaju, galvenokart, balstas uz augsto $1 mikroorganisma sporu izturibu
pret dezinfekciju, salidzinot ar koliformam vai citiem tideni esoSiem, cilvékiem bistamiem
mikroorganismiem. Tadejadi, klostridiju sporas lauj konstatét ne tikai attalo vai punktveida
fekalo piesarnojumu, bet arT noveértét dezinfekcijas procesa kvalitati, ka ari noradit uz

virusu un/ vai cistu inaktivaciju gatava dzerama tdens.

1.2. Biopléve

Lai ilgstoSi saglabatos nestabila vide, C. perfringens, un dazam citam bakt&rijam,
jabiit kadam mehanismam, lai parvarétu vides stresa apstaklus, tadus ka: skabeklis,
izzuSana vai baktericidie savienojumi. Ilgtermina rezistence pret nelabvéligiem apstakliem
parasti noved pie endosporu veidoSanas. Kaut endosporas ir loti izturigas pret dazadam
stresa apstakliem, pieméram, skabekli, bada, UV apstaroSanu, un izzavéSanu, sporulacijas
process patéré diezgan daudz energijas (Obana et al. 2014). Endosporas pastav neaktiva
stavokli, un bakterijas nevar atri pielagoties vides izmainam. Mikroorganismu biopléve ir
domingjosais brivu bakteriju stavoklis daba (Varga et al. 2008). Biopléve ir baktériju
populacija, kas ir iekapsuléta arpus Stunu matriksa (EPS), kas savukart sastav no
polisaharidiem, nukleinskabém un protetniem (Flemming et al. 2010). Mikroorganismu
biopléves nodrosina lielaku bakteriju noturibu pret oksidativo stresu, pret antibiotikam vai
citiem baktericidiem agentiem (Momba et al. 2000).

Petijumi paradijusi, ka Clostridium perfringens ir attistijusies sp&ja veidot bioplévi,
kas sniedz lidzigu aizsardzibu pret stresu, ka endosporas, bet papildus tam, bakterijas var
atrak pielagoties vides izmainam (Varga et al. 2008, Charlebois et al. 2014). Tika

konstatéts, ka C. perfringens ir sp&jiga izveidot 30 [idz 40 mikrometriem biezu bioplévi uz



stikla un plastmasas virsmam, vai ar1 uz galas gabalina, pateicoties IV tipa piliem (TFP) un
CcpA proteinam, kas pirms tam bija noverots Gramnegativam bakterijam, bet agrak netika
konstatéts Grampozitiviem parstavjiem. Savukart cits pétijums liecina, ka C. perfringens
biopléves veidoSana, ir galvenokart iesaistiti IV tipa pili un glikozes koncentracija
(Charlebois et al. 2014). Tikpat veiksmigi, ST bakterija sp€j piesaistities jau esoSam
bioplévém, apvienojoties kopa ar citiem oportiinistiskiem patogé€niem un fekaliem
indikatororganismiem, sastopamiem dzerama tidens bioplévé (Farkas et al. 2012). Obana
et.al petijuma tika noverots, ka C. perfringens sp€j veidot dazadu struktiru biopléves,
atkariba no temperatiiras. Proti, pie 37° C, Siinas piesaistas blivi uz substrata virsmas, kas
veido plakanu, planu bioplévi. Tacu 25° C temperatiira, adh€zija nav noveérojama, un tiek
veidota viskoza, bieza plévite, kas tikai nedaudz atgadina bioplévi. Turklat sporulacijas
transkripcijas faktori SpoOA un AbrB, lidz ar tokstnu regulatoru CtrAB ir nepiecieSami, [V
tipa pili reguléSanai un arpus Siinu matriksa veidoSanai. Tie savukart veicina atSkirigo
biopléves morfologijas veidosanu, atkariba no temperatiiras. Tadejadi, C. perfringens
biopléves strukturalas izmainas ir iesaistitas gan sporulacijas procesa, gan ari toksinu

razo$ana, un, visticamak, ir ari saistitas ar §1 organisma patogenézi (Obana et al. 2014).

1.3. C. perfringens sporulésana un enterotoksina veidoSana

Nelabvéligos apstaklos, piem@ram, baribas vielu trikuma gadijuma, daudzie
Bacillales un Clostridiales klases parstavji sak sporul€t, radot neaktivas un izturigas
sporas, kas var gadiem pastavét bez baribas vielam (Mohapatraet al. 2012). ST ekstréma
stabilitate ir izskaidrojama ar zemo widens saturu kodola (ko nodrosSina augsts kalcija jonu
un dipikolinskabes (DPA) saturs kodola), ipaSo DNS komplekciju, loti izturiga, saspiesta
veida (Abdelmassih et al. 2011), ka ar1 vairakiem, sporu aizsargajoSiem slaniem. Sporu
struktiira ievérojami atSkiras no vegetativas Stinas (1. attéls). Visdzilaka slani atrodas
kodols, kas satur DNS, RNS un vairumu fermentu. Kodola zemais tidens daudzums, proti
ap 25-50% mitruma, nosaka sporu pretestibas ipasSibas (Parades-Sabja et al. 2011, Abel-
Santos 2012). Apkart kodolam ir loti bliva iek§&ja membrana, kura lipidi liela mera atrodas
nekustiga stavokli. Sai membranai ir zema caurlaidiba, kas nelaiz iek$a molekulas, pat
tideni, tadejadi sporu kodola esosa DNS tiek pasargata no iesp&jamas kaitigo kimikaliju
iedarbibas (Laflamme et al. 2009). Digla Siinas sienas pamata ir peptidoglikana slanis — 81
sienas struktiira kltst par vegetativas $iinas sienu, sporai atsakot dzivibas procesu. Argja
membrana aptver sporas garozu, un, lai gan argai membranai nav Ipasas nozimes

caurlaidibas barjeras veidoSana, tai ir svariga nozime sporas veidoSanas procesa (Setlow
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et.al 2006). Savukart ar€jo membranu aptver olbaltumvielu apvalks, kas satur >50 sporu
specifiskam olbaltumvielam, kas aizsarga sporu no kimiski aktivam vielam un litiskiem
fermentiem (Setlow et al. 2006, Parades-Sabja et al. 2011). Dazam sugam, olbaltumvielu
apvalks ir argjais slanis un pédgjais aizsardzibas slanis, tomér ir sugas, kuram ir raksturigs
papildus — eksosporijs, kas ir virskarta, kurai ir loma sporu patogenézé (Abel-Santos 2012),
starp Stm bakterijam ir Clostridium sporogenes, Clostridium difficile, Clostridium
botulinum 78A, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, (Filion et al.

2009, Stevenson et al. 1972).

Membrane

Outer membrane //\ Germ cell wall Cell Wall
Plasma

Chromosome
Cytoplasm

Ribosome

Coat
a) TRENDS in Microbiology b)

1. att€ls. a) Baktériju sporu (Adaptets no Trends in Microbiology, -19(2):85-94.) un
b) Stinu uzbuve.

Figure 1. Structure of a bacterial a) spore and b) cell.

Turklat sporu pretestibas Iimenis var atskirties atkariba no celma. Neskatoties uz to,
ka sporu veidoSanas process ir lidzigs Bacilalles un Clostridialles klas€m, nesen veiktie
petijumi apstiprindjusi, ka pastav bitiskas atSkiribas, gan starp sporulaciju izraisoS8am
olbaltumvielam, gan starp signalu transdukcijas celiem (Paredes-Sabja 2011). Tomér,
skabe skistosa sporu olbaltumviela (SASPs), kas var aizsargat Bacillus subtilis sporas no
karstuma bojajumiem un citiem vides faktoriem, spéle lidzigu lomu ar1 C. perfringens
Stinas (Raju et al. 2006). Ar1 C. perfringens toksiskums ir saistits ar entorotoksina (CPE)
veidoSanu tiesi sporulacijas laika. Vegetativo $tinu sporulaciju, cilvéka organisma, veicina
kunga skaba vide, ka ari zults sali. Attiecigi nonakot lidz tievajai zarnai, vegetativas $tinas
sak sporulét un izdalit enterotoksinu (CPE) (Juneja et al. 2010, Li et al. 2010). CPEgens,
kas sekm€ saind€Sanos ar partiku, parasti lokalizéjas hromosoma (C-cpe), bet zarnu trakta
slimibu (GI disease) neizraisos§s CPEgens, parasti atrodas plazmida (P-cpe). C. perfringens
celmi, kuri nes So CPEgénu uz hromosomam, ir aptuveni 60 reizes vairak siltumaizturigi,

neka plazmidas géni (Xiao et al. 2012, Byrne et al. 2006). Lidz ar to ir arT konstatétas
10



atSkiribas starp sporu digSanas procesiem. Taja laika, kad KCl un, mazaka meéra, L-
asparagins aktivizé C-cpe digtsp&ju, L-alanins un L-valins, ir P-cpe sporu aktivatori.
Neskatoties uz dazadiem digtsp&jas aktivatoriem, optimala digSanas temperatira, gan C-
cpe, gan P-cpe sporam ir ~40° C, kas ir nedaudz augstaka par optimalo augSanas

temperatiiru (37° C) (Paredes-Sabja et al. 2008).

1.4. Sporu germinacija

lestajoties labvéligiem apstakliem, sporas digSanas (germinacijas) rezultata atgriezas
vegetativas Stinas stadija. Endosporu germinacijas laika, tas tiek paklautas vairakam
biofizikalam wun strukturalajam izmainam, kas noved pie kodola rehidratacijas,
metabolisma atjaunoSanas (Mongkolthanaruk et al. 2009). Sporu digSana ir butisks
process, lai neaktivas sporas spétu ienemt atpakal vegetativo §iinu stavokli. ST procesa
mehanisms tiek stingri reguléts ar specifiskam olbaltumvielam, kas sintez&jas sporu
veidosanas laika. Sporu digtsp&ju var stimulét vairakas baribas vielas, enzimi un energijas
avoti, visbiezak tie ir aminoskabes, cukuri un purina nukleozidi (Hornstra et al. 2005,
Laflame et al. 2007). Tomegr, katrai bakt€riju sugai ir at$kirigas prasibas péc germinantiem,
dazreiz atSkiribas ir noverotas pat starp vienas sugas dazadiem celmiem (Abee et al. 2011).

Germinantus spgj uztvert specifiski receptori (GR). Germinacijas process sakas tilit
péc germinanta saistiSanas ar GR, kur tiek palaista neatgriezeniska biofizisko un
biokimisko reakciju virkne, kas noved pie sporas peptidoglikana garozas degradacijas,
tadejadi tiek panakta kodola rehidratacija un metabolisma sakums (Olguin-Araneda et al.
2015). Germinantu molekulas piesaistas pie sporas iek§€jas membranas receptoriem, kas
savukart atbrivo kodola esoSo dipikolinskabi un katjonus, kuri tiek aizvietoti ar tdens
molekulam (Setlow 2003). Talakais digSanas posms ir crack-opening, kas lauj sasniegt
attalakajos sporu slanus. Neskatoties uz to, ka Clostridium sporas digSana parasti notiek
aerobos apstaklos, skabekla klatbiitne kavé toposo vegetativu Stinu attistibu.

Kaut ar1 sporu rRNS daudzums ir tada pasadaudzuma, ka log fazes stinam (Filion et
al. 2009), tomér, lai tas biitu identific§jamas, sporas vispirms ir jasagatavo. Viens no
variantiem ir sporu permeabilizacija, kur sporu caurlaidiba tiek panakta izmantojot TpaSu
permeabilizacijas buferi, vai arT ir jaierosina digSana (t.i. atjaunot vegetativu fazi, kad
sporas ir caurlaidigas) (Laflamme et al. 2007, Filion et al. 2009). Germinacijas laika,
sporas zaudé tam raksturigas pretestibas Ipasibas, un var biit tikpat viegli nogalinamas

stresa apstaklos, ka vegetativas Stinas (Olguin-Araneda et al. 2015, Laflame et al. 2007).
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1.5. Metodes Clostridium identificeSanai

1.5.1. Pavairo$ana mikrobiologiskaja barotne

AtbilstoSi Ministru kabineta noteikumiem Nr. 235, C. perfringens Siinu un sporu
noteikSanai un uzskaitei jaizmanto membranfiltracijas metode, atbilstosi ISO 14189:2013
standart metodei. ST metode sevi ietver tris galvenos posmus: noteiktu @idens daudzuma
filtréSanu (Saja gadijuma 100 ml tdens paraugs), baktériju koncentréSanu uz filtra un
baktériju talaku audzésanu uz agara plates.

Specialais TSC (tryptose-sulfite-cycloserine) agars var biit sagatavots kombingjot
atseviskus reagentus, vai to arl var iegadaties gatava veida. Plates inkub& anaerobos
apstaklos, pie 44 + 1° C, 21 +3 stundas. TSC agars papildus satur diferencialus un
selektivus agentus, starp tiem ir antibiotikas D-cikloserins, kanamicina sulfats un
polimiksina B sulfats, kas kavé citu organismu augSanu, bromkrezolsarkanais un
fenolftaleina difosfats, kas palidz identificét klostridiju kolonijas. Izaugusas kolonijas
uzskaita, pienemamais koloniju daudzums skaitisanai ir 30 lidz 300 kolonijas uz standarta
90 mm diametra agara plates (Maier et al. 2008). Neskatoties uz to, ka membranu
filtracijas metode joprojam ir visplasak pielietota metode, dzerama tidens mikrobiologiskas
kvalitates novertesanai, tai ir daudzi trukumi, kuri trauc€ objektivai tdens kvalitates
novertésanai. Viens no pamatotiem iemesliem ir tas, ka tikai neliela dala, no kopgja, tident
sastopamo, mikroorganismu skaita ir kultivéjamas (Kay et al. 2012, Deshmukh et al 2016).
Turklat mikroorganismiem ir atSkirigi, tiem optimalie, augSanas apstakli, attieciba uz
baribas vielam, temperatiiru, inkubacijas laiku un citiem specifiskiem apstakliem (Allen et
al. 2004), kas bitiski ietekmeé to efektivu uzskaitiSanu.

ISO 14189:2013 metode ir paredzeta vegetativo §tnu uzskaitisanai, tomér ISO 6461-
2:1986 standarta otra dala, ir piemérota tiesi klostridiju sporu noteik3anai un uzskaitei. So
metodi ir iesp€ams izmantot visu veidu Udenu test€Sana, iznemot gadijumus, kad
membrana var aizturét lielu daudzumu dalinu, ko satur test€jamais materials. AtSkiriba no
minétas metodes, §1s metodes ietvaros pirmkart ir javeic sporu atlasi, izmantojot karstumu
tadu laika periodu, ar kadu pietiek, lai iznicinatu vegetativas $tinas. Udens parauga
filtracijai jaizmanto filtrs ar piemé&rotu poru izmeéru, proti 0,2 um, lai aizturétu sporas uz ta.
Pec filtracijas, filtrs jaievieto Petri trauka talakai kultivéSanai. Sporu audzeSanai tiek
izmantota speciala vide (sulfits-dzelzs-agars), turklat tiek mainiti arT inkubé&Sanas
temperatiira un laiks, sporas jakultivé anaerobi 44 + 4 stundas, pie 37 £ 1° C, kam seko

visu melno koloniju saskaitiSana. Lai uzlabotu rezultatu atveidojamibu, ir ieteicams
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Skidinataju un kultiiras vides sagatavosana izmantot dehidratétas sastavdalas, vai pilniba
dehidrétu vidi (ISO 2013).

Klasiski sporu identificéSanai tiek izmantota kultivéSanas metode, bet koloniju
veidojoSo vienibu uzskaitijums uz agara plates, ir piemérots tikai viegli kultivéjamiem
mikroorganismiem. KultivéSanas metode nesp€) pienacigi novertét dzivotspejigo
endosporu dalu, ka arT dzivotspgjigas, bet nekultivéjamas Stinas un/ vai sporas (Mohapatra

etal. 2012).

1.5.2. Molekularas biologiskas metodes

Ir zinamas daudzas dzerama tdens sagatavoSanas metodes, bet neviena no tam
negaranté pilnigu wdens atbrivoSanu no mikroorganismiem. Tradicionalas tidens
dezinfekcijas metodes, tadas ka hloréSana, var neitraliz€t dazadus patogé€nus, un
nepatogénus mikroorganismus dzerama tident, ieskaitot koliformas, ka art dzelzs, mangana
un s€ra bakterijas (Skipton et al.2007). Tomér, ir zinams, ka atseviski hlora rezistenti
mikroorganismi, piem&ram, Giardia spp. un Cryptosporydium spp., ka arl klostridiju
sporas, var saglabat savu dzivotsp&ju (Kahlisch et.al 2010). Lidz ar to, tdeni, stresa
apstaklos, dala no patogéniem vai fakultativi patogéniem mikroorganismiem, pieméram,
Pseudomonas spp., Mycobacter spp., Campylobacter spp., Legionella spp., Helicobacter
vai Salmonella spp. var nonakt nekultivéjama, bet dzivotspejiga stavokli (viable but non-
culturable state, VBNC) (Ramirez-Castillo et al. 2015, Deshmukh et al 2016). Atrodoties
VBNC stavokli, mikroorganismi navkultivéjami mikrobiologiskajas barotngs, tomer
saglaba savu metabolisko aktivitati (Mezule L. 2011). Tiesi tap€c ir diezgan svarigi atri un

precizi identific€t Gident esoSos organismus, lai kontrol&tu ta kvalitati.

1.5.2.1. Polimerazes k&des reakcija (PCR)

Lielaka dala pasreiz izmantojamo testu, Gidens patogenu identific€Sanai, balstas uz
nukleinskabes noteikSanu, viena no Stm metodém ir PCR (Ramirez-Castillo et al. 2015), ko
var izmantot gan vides, gan klinisko, gan arT partikas paraugu analiz€Sanai (Baeumner et
al. 2004). Tas galvena prieksrociba ir specifiskums un augsta jutiba (Lemmon et al. 2008).
Chankhamhaengdecha et al. pétijuma, ar PCR parbaudi izdevas konstatét gan atskirigus
Clostridium difficile ribotipus, gan ari citus Clostridium spp. parstavjus (ieskaitot C.
septicum, C. glycolicum, C. perfringens, C. tetani, C. sordellii, C. sporogenes, un C.

botulinum,), ar 100% specifiskumu, ar sp€ju atklat ~ 22 genomu kopiju skaitu, uz vienu
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PCR reakciju (Chankhamhaengdecha et al. 2013). Turklat kvantitativa PCR (qPCR)
metode, ko raksturo augsts jutigums, specifiskums, efektivitate un salidzinosi atra rezultatu
iegiiSana (Ramirez-Castillo et al. 2015, Ahmed et al. 2008), var biit izmantojama tadu
tidens patogénu identific€Sanai, ka Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, kuru starpa ir ar1 Clostridium perfringens (Rozwadowska et al. 2013, Ahmed et al.
2008). Reala laika PCR metode lauj noteikt mikroorganismu genétisko materialu tiesi no
vides parauga, tom&r nespgj izSkirt starp dzivam vai mirusam $iinam (Deshmukh et al.
2016, Rozwadowska et al. 2013). Citi PCR panémieni pamatojas uz CPA génu
sekvenéSanas analizi, kas kodeé C. perfringens- alfa-toksinu (cpa rtPCR- Reversas
transkripcijas polimerazes ke&des reakcija). Kombingjot CPA rtPCR un CRENAME
(mikroorganismu koncentréSana un atgiiSana, izmantojot nukleinskabes ekstrah&Sanu un
molekularo bagatinaSanu) metodes, ir iesp&jams identificeét C. perfringens sporas
dzeramaja iideni. CRENAME+ CPA rtPCR metozu kombinacija ir sp&jiga konstatét vienu
C. perfringens $inu, 100 ml dzerama tidens parauga, mazak neka 5 stundu laika, kamér m-
CP agara metodei, rezultatu sasniegSanai, bija nepiecieSamas ~ 25 stundas (Maheux et al.
2013). Tacu galvenais $1s metodes trilkums ir tira sakotn&ja parauga nepiecieSamiba, lidz ar
to parasti tiek izmantotas sarezgitas un dargas iekartas (Morel et al. 2012). Multipleksa
PCR (mPCR) lauj vienlaikus atklat vairakus mérka organismus parauga vienas reakcijas
laika, kodgjot dazadu patogénu specifiskus génus. Tome@r tas prasa precizu praimeru
izmantoSanu, ka ar1 optimalu reakcijas maisijumu, lai izvairitos no riska iegiit viltus

pozitivu un/ vai negativu rezultatu (Ramirez-Castillo et al. 2015).

1.5.2.2. Imunologiskas metodes

Imunologiskas metodes, pieméram, enzimu iminsorbcijas tests (ELISA),
imunofluorescences analize (IFA), ka arT seruma neitralizacijas tests (SNTs) var but
izmantojams tidenT eso$o patogénu atklasanai (Deshmukh et al. 2016). Imunologiskais tests
ir diezgan atra un viegli pielietojama metode, sporu identific€Sanai, kas izmanto antivielas,
kas ir verstas pret sporu virsmas antigéniem, bet tam biezi trikst specifiskuma, attieciba uz
radniecigam sugu sporam (Morel et al. 2012). Uzlabotie imiinhromatografijas testi,
piem&ram, sanu plismas imiinanalize (LFIA), ar1 tiek izmantoti sporu identific€Sanai

(Wang et al. 2015).
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1.5.2.3. Fluorescenta in situ hibridizacija

Fluorescenta in situ hibridizacija (FISH), ir krasoSanas tehnika, kas lauj atri un
precizi identificét bakterijas to dabiska videé. FISH ne tikai lauj konstatét kultivéjamos
mikroorganismus, bet arl nekultivéjamos (Girones et al. 2010), un tadgjadi var palidzet
izprast sarezgitas mikroorganismu populacijas veido$anos (Ramirez-Castillo et al. 2015).
Atskiriba no citam metodém, FISH lauj izcelt un vélak ari atrast tikai interes€josas
kulttras, ka ar sniedz informacijupar baktériju morfologiju, skaitu, un to sadalfjumu telpa
(Domanska et al. 2014, Nistico et al. 2009). FISH sniedz detaliz€tu prieksstatu par
mikrovidi un neprasa selektivas attiriSanas vai amplifikacijas solus. To plasi izmanto vides
daudzveidibas izp&tes joma, pieméram, biopléves (Almeida et al. 2011), aktivo diinu vai
notektidenu paraugu analizei (Deshmukh et al. 2016, Mcllroy et al. 2015). Hibridizacijas
tehnika, par mérka molekulu, biezi izmanto 16S RNS molekulu (Ichijo et al. 2010). Tai
piemit augsta genétiska stabilitate, ka arT 16S RNS ir atrodama visos prokariotiskajos
organismos, tai ir raksturigs liels kopiju skaits. ST ribonukleinskabe nodroina loti vieglu
un precizu identifikaciju vairumam mikroorganismu, kas ir 1paSi svarigi stradajot ar
jauktam bakt€riju populacijam, vai ar vél neaprakstitiem organismiem (Moter et al. 2000).
FISH procedira notiek sekojosi (2. attéls): vispirms mikroorganismus apstrada ar
piemérotu kimisko fiksacijas Iidzekli, Gramnegativam bakterijam visbiezak tiek izmantots
3-4% paraformaldehida vai formaldehida Skidums, un 50% etanols Grampozitivam
bakterijam (Domanska et al. 2014). Hibridizacija notiek saskana ar stingriem
nosacijumiem $kiduma, kur ir pievienotas oligonukleotidu zondes. Stingriba tiek panakta
ar hibridizacijas temperatiras un bufera sastava izmainam, it IpaSi sals koncentracijas
izmainam (Nistico et al. 2009). Formamidu biezi lieto, lai palielinatu bufera stingribu
(Remacle 2004). Oligonukleotidu zondes parasti ir 15-25 nukleotidu garas, un tiek
kovalenti mark&tas ar fluoresc€josu krasu, 5’ vai 3° gala. Péc mazgasanas, iekrasotas Siinas
tiek vizualizétas ar epifluorescences mikroskopu (Wagner et al. 2003). Fluorescenta
mikroskopa darbibas princips pamatojas uz fotoluminiscences paradibu. Izmekl€Sanas
objekts tiek apstarots ar monohromatisku gaismu no lazera, kas iet caur objekta virsmu,
atstarota gaisma iet atpakal caur objektivu okulara. Mikroskopa var redzet tikai tas parauga
dalas, kas rada fotoluminiscenci izvéléta vilpa garuma diapazona (Drummen et al. 2012).
Ja objektam nepiemit dabiska luminiscence, tad laboratorijas pétijumos jaizmanto specialas
fluorescgjosas krasvielas. Klasiski tiek izmantots fluoresceina izotiocianats (FITC), 4°6-
diamidino-2fenilindol-dihidrohlorids (DAPI), cianini Cy3 un Cy5 (Moter et.al 2000). Ja

mikroskops ir aprikots ar daudzkrasainu filtru komplektu, CCD kameru un piemérotu
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programmatiiru, var veikt manipulacijas ar att€lu un ta detaliz€tu analizi. Tacu paraugu
analiz&$ana ar fluorescento mikroskopu ir diezgan darbietilpiga. So trikumu var novérst
kombingjot FISH ar plismas citometriju, kas lautu panakt atru, automatiz€tu un

kvantitativu analizes veikSanu, jauktas bakteriju populacijas (Berney et al. 2008).
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2. attels. FISH metodes solu seciba. (Adaptets no Nature Reviews Microbiology — 6:
339-348)
Figure 2. Stepsequence of FISHmethod.

FISH metodei var biit dazi ierobeZojumi, pieméram, paaugstinata fona fluorescence,
mérka Stnu nepieejamiba un zema signala intensitate (Rastogi et al. 2012, Kubota 2013).
Fluorescenti iezim€to Stnu intensitate biezi vien atrodas zem noteikSanas robezas vai
zaudé to, augstas fona fluorescences limena dél (Pernthaler et al. 2001, Almeida et al.
2011). Lidz ar to ir veikti uzlabojumi min&to problému risinasanai, tie ietver, spilgtako
fluorohromu izmantoS$anu, hloramfenikola apstradi, kas palielina rRNS saturu bakteriju
Stunas, hibridizaciju ar zondém, kas parvada vairakus fluorhromus, un signala
pastiprinasanu ar reportieru enzimu (Rastogi et al. 2012). P&dgjos gados veiktie p&tijumi
ieviesus$i jaunas mark€Sanas un noteikSanas metodes, ka ar1 paradijusies tendence
apvienojot FISH ar citam metodém, kas butiski uzlabo tas jutigumu un paplasina FISH
potencialu detektét mikroorganismus (1. tabula) (Domanska et al. 2014). Dazos rakstos
tika atzits, ka kliniskaja diagnostika, partikas drosibas un mikrobialas ekologijas nisas,
FISH ierobezojumus iesp€jams parvarét izmantojot peptidu nukleinskabes (PNA) zondes,
kas ir 1sakas, parasti sastav no 15 bp., ka ar1 uzrada augstaku specifiskumu un jutibu neka

parastds zondes (Almeida et al. 2011). Alexa fluoresc€josas krasvielas, kuras izmanto
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signala amplifikacijai, vai CARD-FISH kur marrutku peroksidazes izmantoSana atvieglo
bakteriju §linu identificgsanu (Pavlekovic et al. 2009). ST metode tika veiksmigi piemérota
juras bakteriju, ka ari uz algem veidotas bakt&riju biopléves izp&tei. Turklat §T metode tiek
izmantota ka alternativa, rRNS bagatinasanai, izmantojot 1slaicigu kultivéSanu (Ferrari et

al. 2006).

1. tabula

FISH metodes apvienoSana ar citam metodém, konkrétas problémas risinasanai. (Adaptets
no —Environment Protection Engineering, 40(3): 151-161).

Table 1

Specific FISH problem solvingby combining it with other methods.

Task Problem Solution
n . heck 1 beBas
limited accessibility L pe e
of probe target site helpes probes
Probe design P g PNA probes
and evaluation no pure culture available clone-FISH

determination of optimal

G & digital image analysis
hybridization conditions ° £ y

enrichment by filtration,

flow cytometry, substrate addition
target cells not detectable CARD-FISH

(low ribosome content) polyribonucleotide probes

. PNA probes
Detection target cells not detectable =

low abundance

in complex samples (o posn el enzymatic pretreatment
modification of fixation
self-ligation probes
bad signal/noise ratio polyribonucleotide probes
CARD-FISH
Quantification biofilms/cell aggregates Spike-FISH
in complex samples | hamper manual counting digital image analysis
. : FISHMAR
Analysis of general | ribosome content ;
Sl ot ' ... | FISH/BrdU
metabolic activity does not always correlate with activity
tRNA open spacer probes
Sl A hylogeny rarely reflects physiology =
function PSRy PIYSIO8Y | FISH/BrdU + hibitors of substrates
Phylogenetic
assignment/sorting of Clone-FISH + flow cytometry
tDNA clones

Izmantojot FISH kombinacija ar islaicigu filtru kultivésanu (FISHFC), metode ir
pielietojama dzivotsp€jigo mikroorganismu uzskaitiSanai. Ta lauj atri un precizi uzskaitit
tikai interes€josas dzivotspé&jigas bakterijas no partikas un vides paraugiem (Shimizu et al.
2009). Petjuma, kas tika veikts izmantojot FISHFC metodi, tika parbaudita
oligonukleotidu zondes CLP-180 (50-AAT GAT GAT GCC ATC TTT CAA CA-30)
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piesaistiSanas sp&ja pie 16S rRNS meérka molekulas, tieSai C. perfringens noteikSanai.
Petijuma rezultati apstiprindja zondes specifiskuma atbilstibu, pozitivais rezultats tika
iegiits tikai C. perfringens gadijuma, pargjiem Clostridium spp. parstavjiem, pat tadiem, ka
Clostridium sardiniense un Clostridium baratii, kas fenotipiski cieSi saistiti ar C.
perfringens un veido lidzigas kolonijas, fluoresc€josa krasviela netika atrasta (Shimizu et
al. 2009).

Chis 150 un Clostl&II zondes, nav tik specifiskas, un var biit izmantojamas plasa
spektra Clostridium gints parstavju identificéSanai. Chisl150 ir piemérota Clostridium
histolyticum grupas sugu noteiksSanai (Franks et al. 1998), bet Clostl&II tiek izmantota
Clostridium 1 un II grupu identificéSanai (Kusel et al. 1999) (sk. 2. pielikums).

Kaut ribosomalas RNS daudzums gan sporas, gan vegetativas Stnas ir lidzigs
(Laflamme et al. 2009, Filion et al. 2009), tomér FISH metode, tas originalaja veida, nav
piemérota bakteriju sporu identificeSanai (Weerasekara et al. 2013). Galvenokart tas ir
saistits ar Ipasu sporu izturibu pret parastajam permeabilizacijas metodém. Ja sporas
apvalks butu caurlaidigs zondeém, biitu arT iesp&jams veiksmigi veikt in sifu mark&Sanu ar
fluorecentam zondém (Filion et al. 2009). Viens no sporu necaurlaidibas iemesliem ir
saistits ar vairakiem sporu apvalku slaniem, kuri ietver eksosporiju, olbaltumvielu apvalku,
garozu, un iek$&jo membranu (Paredes-Sabjaet al. 2011).

Joprojam nav pieejama atbilstosa literatiira, ka ar1 nav zinatnisko publikaciju
klostridiju sporu identificéSanai, izmantojot FISH metodi. Tomér, ir aprakstiti vairaki
darbi, Bacillus sporu permeabilizacijas panakSanai. Starp tiem ir dubulta (double-color)
FISH specifiskai B. anthracis sporu identificéSanai, kas pamatojas uz to, ka B. cereus un B.
thuringiensis, kas pieder tai pasai sugu grupai, saistisies ar abam zondém, taja laika, kad B.
anthracis saistisies tikai ar FITC zondi (Fluoresceinisothiocyanate) un bis redzama tikai
zem zalas gaismas (Weerasekara et al. 2013); Filion ef al. petijuma tiek piedavati tris
atSkirigi sporu permeabilizacijas protokoli priek§ dazadiem Bacillus celmiem (B.
megaterium, B. atrophaeus, B. cereus) (Filion et al. 2009); PMA-FISH, kur
propidiumamonoazids (PMA) ir nukleinskabes specifiska krasviela, ar ko var diskriminét
dzivotsp€jigas un dzivotnesp€jigas bakteriju Stinas, pamatojoties uz membranas integritati
(Mohapatra et al. 2012); Vai arT Alexa-FISH — fluorescenta in sifu hibridizacija izmantojot
AlexaFluor®488 oligonukleotidu zondes (Mohapatra et al. 2012). Paenibacillus polymyxa
sporu identificéSanai tika izmantota pliismas citometrija. Ta ir alternativa metode, kas
sniedz atru un precizu endosporu identific€Sanu, papildus tam lauj atSkirt sporas no
vegetativam $tinam, bez mikroskopé&sanas, ka arT novertét dzivo un miruso $tnu proporciju

taja pasa parauga (Comas-Riu et al. 2002).

18



Kaut autori piedava dazadus sporu permeabilizacijas risindjumus, joprojam nav
izveidots standarta protokols. Tadgjadi ir nepiecieSama jauna FISH metodika, kas lautu C.
perfringens gan Sunu, gan tas sporu efektivu identific€Sanu dzerama tidens un biopléves

paraugos.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Iekartas

1. Autoklavs (Table Top Pressure Steam Sterelizer HS9041; Hanshin Medical Co.

Ltd, Kina)

Centrifuga (Mini Spin plus; Eppendorf, Vacija)

Svari (Kern AES 220-4; Kern & Sohn GmbH, Vacija)
Inkubators (Binder, Vacija)

A I S

Focus; Thermo Electron Corporation, Vacija)

Ledusskapis (Samsung, Dienvid Koreja)

Saldétava (Eletrolux; Zviedrija)

A S

Vortex (Bio Vortex V1; Biosan, Latvija)

10. Filtrésanas iekarta (Millipore)

11. Fluorescentais mikroskops DM 6000B (Leica, Vacija)

12. Peristaltiskais suknis DBT600 — 2J (LSM Pumps, Danija)

13. Zondes tipa ultraskanas sonifikators (Cole-Parmer, ASV)

14. PKR iekarta (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystem, ASV)

2.2. Materiali un trauki

1. Pipesu uzgali 0,1-1, 10-100, 100-1000 pul (Thermo Scientific Finntip; Thermo
Electron Corporation, Vacija)

2. Pudeles 11 (Simax, Cehija)

3. Udens filtrs,poru izmérs 0.22 pm, diametrs 47mm (Whatman,Lielbritanija)

4. Petri trauki, diametrs 90mm (Nuova aptaca SRL,Italija)

5. Mikrobiologiskas cilpas1 pl (COPAN, Italija)

6. Plastmasas trauki 50, 150 ml (Deltalab,Spanija)

7. Mikromégenes 1.5ml (Sarstedt, Vacija)

9. Segstiklini 24x24mm (LLG Labware, Vacija)

10. PriekSmetstiklini 25x75mm, (Santaks, Kina)

11. Pincete

12. Membranas — poru izmers 0.2 pm, diameters 25mm (Whatman, ASV)

Automatiskas pipetes 0,1-1, 10-100, 100-1000 pl (Thermo Scientific Finnpipette

Iekarta ultratira destiléta H,O iegiiSanai (Adrona Crystal CR- E; Adrona, Latvija)
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2.3. Reagenti

Sterils, destiléts tidens (ddH,O)

Natrija hloridsNaCl, analitiski tirs, Sigma-aldrich, Vacija

Tris/ HC1 H,NC(CH,OH);, mol.biol.tiriba, AppliChem, Vacija
Formamids (FA), analitiski tirs, AppliChem, Vacija

Natrija dodecilsulfats (SDS), analitiski tirs, Enola SIA, Riga
Etilendiamintetraacetats(EDTA), mol.biol.tiriba, AppliChem, Vacija
Salsskabe HCI, analitiski tira, Chempur, Polija

96% etanols, tehniskais

Natrija dihidrogénfosfats NaH,PO, analitiski tirs, AppliChem, Vacija

. Natrija-2 dihidrogénfosfats Na,HPOg,analitiski tirs, NORMAPUR PROLAB,

Belgija
Natrija hidroksids NaOH, analitiski tirs, Enola SIA, Riga
4’6-diamidino-2fenilindol-dihidrohlorids (DAPI) C;¢H;7C2Ns, Merck KGaA,

Vacija

. Triton X-100, analitiski tirs, Enola SIA, Riga
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Kalija dihidrogénfosfatsKH,PO4 AppliChem, Vacija
Kalija fosfatsK,HPO,4 Anala R | Lielbritanija
Magnija sulfats MgSO4*H,0, AppliChem, Vacija
Dzelzs sulfatsFeSO4*7H,0, AppliChem, Vacija
Biotins, Sigma-aldrich, Vacija

P-aminobenzoskabe, Sigma-aldrich, Vacija

Glikoze, Biolife, Italija

Rauga ekstrakts, Oxoid, Lielbritanija

Lab — Lemco pulveris, Oxoid, Lielbritanija

Peptons, Oxoid, Lielbritanija

Clostridium Reinforced barotne, Oxoid, Lielbritanija
Tioglikolata barotne, Oxoid, Lielbritanija

SYBR Green Thermo Scientific, Lietuva

PCR tdens Thermo Scientific, Lietuva

DNS izdalisanai izmanto GeneJET Genomic Purification Kit, Thermo Scientific,

Lietuva
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2.4. Reaktivi

—

4% paraformaldehids (PFA)

3x Fosfata bufera sals (PBS)

1x Fosfata bufera sals (PBS)

0% hibridizacijas buferis

0% mazgasanas buferis

0.5 Metiléndiamintetraacetats(EDTA)
IM Tris/ HCI

5M Natrija hlorids

10% Natrija dodecilsulfats (SDS)

A S AT L e S

(sk.1. pielikumu)

2.5. Mikroorganismu kultiiras

1. Clostridium beijernickiiDSM 6422
2. Clostridium acetobutylicumATCC 824
3. Clostridium tetanomorphum ATCC 49273
4. Clostridium perfringens ATCC 13124
5. Bacillus subtilis ATCC 11774
2.6. Zondes
2. tabula
Darba izmantotas zondes.
Table 2
Probes used.
Sekvence Fluorescentais
Nosaukums Tips Atsauce
5 -3 markeris
Kusel K. et al.
ClostI&II TTCTTCCTAATCTCTACGCA Cy3 Oligonukleotids e
1999
) Franks A. H.
Chis 150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT Cy3 Oligonukleotids L 1998
et al.
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2.7. §l§idrﬁs klostridiju barotnes pagatavoSana

Barotnes sastavs g/l :
Glikoze 30g/1
Biotins 0,0001g/1
p-aminobenzoskabe 0,01g/1
Peptons S5¢g/1
Lab-Lemco pulveris 5g/l
Rauga ekstrakts 10g/1
Salu Skidums:

KH,PO, 25g/1
K,;HPO4 25g/1
MgSO4*H,0 40g/1
FeSO4*7H,0O 2¢g/1
NaCl 2¢g/1

100ml Clostridium $kidrai barotnes pagatavoSanai:

Nosvert attiecigo komponentu daudzumu, pievienojot 2ml gatava salu Skiduma.
100ml barotnes japievieno 10ul biottna un 100ul p-aminobenzoskabes.
Mikroorganismus kultivé anaerobos apstaklos, 37° C, 24 stundas. P&c barotnes

atdzeseSanas, japievieno glikoze.

2.7.1. Agarizgtas barotnes pagatavosana un kultliras iegiSana
Agariz€tas barotnes pagatavoSanai tika izmantota gatava (Clostridium reinforced
medium, Oxoid, Lielbritanija) barotne. Nosvert burcina noradito barotnes daudzumu
(5,26g. uz 100ml tdens), autoklavét 15 min, 121° C. Mikroorganismi jakultivé
anaerobos apstaklos, 37° C, 24 stundas.

2.8. Sporulacijas barotnu pagatavo§ana

Sporu iegiiSanai tika sagatavotas specialas sporulacijas barotnes: TM 1423 (Titan

Biotech LTD, Indija), M1868 (HiMedia, Indija), Ellnera barotne (Ellner 1956), Duncan un
Strong (Duncan et.al 1964), Tortora (Tortora 1984).
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TM 1423 barotnes sastavs g/l
Triptons 15¢
(aizvietots ar Proteose Petone)
Natrija-2 dihidrogénfosfats l1g
Rauga ekstrakts 3g
Skistoga ciete 3g
Natrija tioglikolats lg
Magnija sulfats 0,1g
pH~7,8+0,2

M 1868 barotnes sastavs g/l
Biopeptons 10g
(aizvietots ar Proteose Petone)

Rauga ekstrakts 10g
Natrija-2 dihidrogénfosfats 4,36g
Kalijja dihidrogénfosfats 0,25g
Amonija acetats 1,50g
Magnija sulfats 0,20g
pH=7,5+0,1

Tortora barotnes sastavs g/l
Tioton peptons 5S¢
(aizvietots ar Proteose Peptone)
Skistoga ciete 3g
Magnija sulfats 0,2g
Natrija-2 dihidrogénfosfats 9¢g
pH~ 8,2

Ellnera barotnes sastavs g/1
Proteozes peptons 10g
Rauga ekstrakts 3g
Skistosa ciete 3g
Magnija sulfats 0,1g
Kalijja dihidrogénfosfats 1,5¢
Natrija-2 dihidrogénfosfats 50g

pH= 7,8 +0,2
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Duncan un Strong barotnes satavs g/l

Proteozes peptons 15¢
Rauga ekstrakts 4g
Natrija tioglikolats lg
Natrija-2 dihidrogénfosfats 10g
Rafinoze (aizvietota ar cieti) 4g
pH= 7,8+ 0,2

Sagatavojot nepiecieSamo barotnes daudzumu, ta jasterilizé (autoklavet 15min, 121°
C). Atdzesetaja barotné pievienot inokulatu (ap 10% no kopga tilpuma), inkubét

anaerobos apstaklos, 35-37° C, 24 stundas.

2.9. Sporu krasoSana ar malahita zalo

Sagatavot sporas suspensijas uztriepi. Safiks€t bakt€rijas virs liesmas. Uztriepei
uzpilinat 0,5% malahita zalas krasvielas un karsét virs liesmas, 1idz krasa iztvaiko. Péc 5
miniitém paraugs janoskalo. Talak, uzpilina 0,25% safranina, kraso 30 sekundes. Noskalo
un nozave, tad skata gaismas mikroskopa. Sporas biis redzamas zala, bet vegetativas Stinas

sarkana krasa.

2.10. Fluorescenta in situ hibridizacija

2.10.1. Kulttiru iegtisana

Inokulét nepiecieSamo kultiru no agara plates, ievietot Skidraja barotne. lelikt
inkubatora uz 16-24 stundam, 30-37° C temperatiira. lepildit mikromégené 1ml kultiiras.
Mikroorganismus no barotnes attira centrifiigéjot 2 miniites, 6000 apgr/min. Ar pipeti
nosilic supernatantu, saglabajot nogulsnes. P&c tam pievieno sterilu 1xPBS (pH 7,2 — 7,4).
Savorteksgjot PBS ar baktériju siinam, suspensiju centrifugé (2 minttes, 6000 apgr/ min).
Tapat ka ieprieks, noliet $kidro dalu un uzpildit sterilu PBS. Sis darbibas jaatkarto tris

reizes, aizvietojot supernatantu ar PBS.
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2.10.2. Fiksacija

Stinu suspensijai pievieno PBS un 4% PFA (1:3 attiecigi), vorteksét. Inkubét
suspensiju ledusskapt 4° C, 2-3 stundas. Péc fiks€Sanas centrifugét paraugu (2 miniites,
6000 apgr/ min). Maksimali nostikt Skidro dalu, un uzpildit stobrinu ar PBS, kas nonems
paraformaldehidu no parauga, vorteksét. Darbibas atkartot vismaz divas reizes, vienmer
precizi nolejot un pielejot vienadu PBS tilpumu. P&c tre$as centrifug€Sanas, jau
atmazgatam paraugam, pievienot 96% etanola un PBS ta, lai etanola daudzums sastaditu
pusi no kopgja Skidruma daudzuma stobrina. Tadejadi paraugu var uzglabat saldétava — 18

°C.

2.10.3. Permeabilizacija

Pirms permeabilizacijas Siinas tiek imobiliz€tas uz membranas. Tad to uzliek uz
priekSmetstiklina un izzave. Pagatavot 0,5mM DTT (svaigi pagatavots), un 5% SDS
Skidumus. Tie$i pirms permeabilizacijas procediiras veikSanas tos sajaukt, un uzlikt uz
membranas, inkub&t 30 miniites pie 70° C. Pirms lizocima apstrades, membrana jaskalo un
jaizzave. Tad uzlikt 10 mg/ ml lizocima $kidumu, inkub&t 15 minttes, 37° C. Beigas

lizocimu jaizskalo, un jaizzavé membrana.

2.10.4. Hibridizacija

maistjumu (0.5ul Clostl&Il; 0.5pl Chist 150 un 200ul 0% hibridizacijas buferi) (1.
pielikums). Uz membranas uzliek ~26ul maisijuma. PriekSmetstiklinu ar membranu ievieto
Petri trauka (papildus jaievieto ar hibridizacijas buferi samitrinatu salveti). Membranu
parklaj ar segstiklinu un ievieto inkubatora uz 3 stundam, 46° C temperatiira (vienlaikus

ievietot 0% mazgasSanas buferi) (1. pielikums).
2.10.5. MazgaSana
P&c inkubéSanas nonemt segstiklinu un salvetes. Uz membranas uzlej nedaudz

mazgaSanas bufera. Turpinat inkub&t v€l 20 minttes, 48° C temperatira. P& tam

membranu skalo ar aukstu (4° C) destiléto tideni. Nozave.
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2.10.6. KrasoSana ar DAPI

Uz filtréSanas iekartas ievietot membranu. Uzpilinat paris pilienus Triton X-100 un
DAPI — krasot 5 miniites. Atkartot skaloSanu ar sterilu destiléto tdeni 2-3 reizes.
Membrana jaizzaveé. Tad paraugam virsii uzliek segstiklinu un imersijas ellas pilienu un

apluko ar epifluorescento mikroskopu.

2.11. Clostridium perfringens Sinu/ sporu skaita noteikSana un mikroskopéesana

Caur filtru, ar poru diametru 0,2um, nofiltrét 3ul sporu/ §tinu suspensijas. Talak, veic
fluorescento in situ hibridizaciju, atbilstos$i 2.10 sadalai. Membranu, ar koncentrétam
sporam/ §unam, papildus jakraso ar DAPI, lai salidzinatu fluoresc€joSo $iinu/ sporu skaitu,
ar realo Stunu/ sporu koncentraciju. Kupona virsmas analizei (3. att€ls), procediira tiek
veikta atbilstosi 2.10.3, 2.10.4 un 2.10.5 punktiem. KrasoSana ar DAPI notiek tiesi uz
kupona, iepilinot krasvielu virst; péc 5 miniitém ta janoskalo ar tideni.

Paraugu vizualiz€Sanai tika izmantota A2 filtru sist€éma (Leica, Vacija) ar 340/ 380
nm ierosmes vilnu garumu un >425nm emisijas vilpu garumu (DAPI), un 535 + 25nm

ierosmes vilnu garumu un 610 £+ 37nm emisijas vilnu garumu (CY3).

3. att€ls. Mikroorganismu analizé€$ana uz kupona virsmas

Figure 3.Microbial analysis of the coupon surface
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2.12. Clostridium kopéja skaita noteikSana

No fikséta parauga (punkts 2.10.2) panemt konkr&to suspensijas daudzumu. Zinot
ieprieks, ka sagatavota parauga ir augsta Stinu koncentracija, tika nofiltréts un nokrasots
(2.11. nodala) 1pl suspensijas. Lai ieglitu Stinu skaitu uz membranas virsmas laukuma, tika
noteikts kop@jais Siinu skaits 20 brivi izvélétiem mikroskopa redzes laukiem. Aprekini tika
veikti izmantojot formulu:

Siinas uz membrinas = (S1 / S2 * N), kur S1 — membranas laukums, S2 — redzes

lauka (rezga) laukums, N — vid&jais $tnu skaits 20 redzes laukos.

2.13. Clostridium fluorescences intensitates noteikSana

Sakuma, no iepriek§ sagatavotiem fiks€tiem paraugiem (punkts 2.10.2), no katras
Clostridium kultiiras, janem attiecigo daudzumu, atkariba no koncentracijas. Clostridium
un negativas kontroles — B. subtilis fluorescences intensitati nosaka ar Image Pro Plus
programmatiiru ka relativas gaismas vienibas (RLU). Vidgjas RLU vertibas, iegiitas
analiz€jot ne mazak ka 300 atseviskas Siinas, vismaz 20 mikroskopa redzes laukos. legiitas
RLU vertibas ir specifiskas izvéletajai mikroskopa sisteémai, tadejadi augstaka RLU vértiba
nenorada, ka sistéma ir jutigaka. Ta ka katrs razotajs izmanto atSkirigu skalu, jabut
uzmanigiem, izmantojot vai salidzinot RLU vértibas, jeb fluorescences intensitates, iegiitas

no dazadam nove€roSanas sisttmam (Mulvey et al. 2011).

2.14. Biopléves audzéesana

Biopléves audzesSanai tika izmantoti divi cilindri, siiknis un neriis§josa terauda
plaksnes ar seSiem iznemamiem kuponiem ieksa (4., 5. attels). 4. attela var redzet, ka viena
caurule ir pieslégta pie tdens apgades sist€mas, kurai, no apaksas, tiek sitiknéts krana
tidens, kas nonak ara caur otru cauruli. Biopléves audzesana notika istabas temperatiira,

viena ménesa garuma.
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4. attels. Biopléves audzeSanas iekarta. Sarkanas bultinas norada tdens pliismas
ieeju, dzeltenas - izeju.

Figure 4. Biofilm growing facility. The red arrows show water input, yellow - output.

P&c &1 laika, krana tdens pliisma, viena no cilindriem, tika partraukta, bet otraja
turpindja plist. Tam cilindram tika pieslégta, ar C. perfringens sporam piesarnota, tidens
tvertne, ar kopgjo tilpumu — 10 litri (5. attels). Maksligais piesarnojums sastadija 1,6%10°
Stinas, kas atbilst vid€ji smagam piesarnojuma limenim. Piesl€gtais siiknis nodrosina, tident
esoSo sporu cirkulaciju, ar pliismas atrumu 50 ml/ min. Katru nakamo dienu (piecu dienu
laika), tvertne tika pildita ar svaigu krana tideni, ka ar1 atkartoti papildinata ar to pasu sporu

koncentraciju.

29



I- _______ .I
i
— A A :
—] ——1 Ma‘lksligi

kontaminé&ta
tdens tvertne

—

Kriina iidens

Atkritumi

5. att€ls. Biopléves audzeéSanas sist€ma, ar talako maksligo kontaminaciju ar C.
perfringens.

Figure 5. Biofilm growth system and subsequent contamination with C. perfringens.

2.15. Clostridium perfringens Siinu/ sporu skaita noteik§ana un mikroskopésana

biopleve

lepriek§ aprakstita mikroskopéSanas metode (2.11. nodala), nav piemérota zemas
koncentracijas mikroorganismu noteikSanai. Ja, piem&ram, brivi izvéletos 20 redzes laukos
konstate vienu potencialu $tinu, tad uz kupona, teorétiski, jabit vairak par 1500 Stnu (2.12.
punkta minéta formula). Sis skaitlis neatbilst realitatei. Lidz ar to paradijas nepiecieSamiba
samazinat metodes noteikSanas robeZas. Tika veikti aprékini, izmantojot mikroskopa un
kupona parametrus, kas lauj samazinat noteikSanas robezu lidz 5 $iinam viena parauga.
Darba izmantota kupona diametrs (f) ir 3 cm, mikroskopa kopégjais redzes lauka diametrs
(d) ir vienads ar 200 pm, jeb 0.2 mm. Mikroskops ir aprikots ar linealu, ar kura palidzibu
iesp&jams parvietot sistemu par Imm. Tadejadi katra nakama atstarpe starp redzes laukiem
(a) sastada 1 mm, jeb 0.1 cm. Lidz ar to :

N=f/a=3cm/ 0.1 cm= 30

N- ir membranas sektori, kuri tiks apskatiti parbidot objektivu pa Imm. 6. attéla tie ir

apziméti ar melnam Iinijam.
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6. attels. Aprékiniem izmantotie parametri: Filtra diametrs 2 cm, sektora diametrs
200 pum, atstarpe starp sektoriem 1mm.
Figure 6. The parameters used in the calculations: Filter diameter 2 cm, sector

width200um, the gap between sectors of lmm.

Tadgjadi, membrana ir sadalita 30 sektoros ar platumu (p) 0.2 mm, no ta izriet:

K=N *p=30* 0.2= 6 mm

K- ir kop€jais kupona platums, kas tiek apskatits.

Pamatojoties uz to, var secinat, ka ar So metodi tiek izanaliz&ta kupona 1/ 5 dala, un
noteikSanas robeza tiks samazinata lidz piecam §tinam parauga. Tomer, pirms §is tehnikas

izmantoSanas ir ieteicams veikt kritisko parauga novertgjumu.

2.16. Kupona virsmas apstrade ar ultraskanu

Kuponu ievieto glazé un piepilda ar 16 ml sterila destiléta tidens un sonific€ 2

miniites (20 A un 822 kHz) no abam pusém.
2.17. DNS izdaliSana un PKR veikSana
DNS izdaliSanai izmanto GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific, Lietuva), kas sastdv no gataviem buferiem (mazgasSanas I un II, atgtiSanas,

SkelSanas, ka ari Rnazes un proteinazes K Skidumiem. IzdaliSanu 1ml sonificétai

suspensijai (2.16 nodala), veic atbilstoSi razotaja noradijjumiem. IzdaliSanas laika tiek
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veikta parauga liz€Sana ar proteinazi K, RNS un inhibitoru aizvakSana, mazgaSana un DNS
atgiiSana.

Lai veiktu PKR, sagatavo maisijums, kas sastav no 12,5ul SYBR Green, 6,5ul PCR
tidens un 0,5ul praimeriem: S- -Chis-0150-a-S-23
(AAAGGRAGATTAATACCGCATAA), un S- -Cbot-0983-a-A-21
(CARGRGATGTCAAGYCYAGGT). PCR plati, kur katra bedrite ir 20ul sagatavota
maisijuma un Sul izdalitas DNS (negativai kontrolei DNS vieta izmanto sterilu destileétu
tideni). Izveletie amplifikacijas parametri ietvér denaturacijas soli pie 90° C, 10 miniiSu
laika, kam seko 40 denaturacijas cikli pie 95° C, pa 15 sekundém. AtlaidinaSanas
temperatira un ciklu ilgums ir atkarigi no izvélétiem praimeru pariem. Kad rudiSana ir
notikusi, sakas pagarinasana pie 72° C, 30 sekundes. P&dgja cikla laika, reakcija tika
uzturéta 72° C, 10 minttes. Amplifikacijas efektivitate (E) tika noveértéta, izmantojot

standarta Iiknes slipumu (slope) un formulu £ = (10~ "*1°P%) — 1.
2.18. Datu statistiska analize

Datu statistiskai apstradei tika izmantota MS Excel dispersijas analize un ANOVA

(Analysis of Variance) statistiska metode.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Sporu iegiiSana

Lai uzsaktu darbu, vispirms bija nepiecieSams iegiit sporu suspensiju. Izanalizgjot
literatliras avotos pieejamus C. perfringens sporulacijas protokolus, tika izv€létas un
izméginatas piecas dazadas sporulacijas barotnes, proti, TM1423 (Titan Biotech LTD,
Indija), M1868 (HiMedia, Indija), Ellnera barotne (Ellner 1956), Duncan un Strong
(Duncan et al. 1964), Tortora (Tortora 1984). Barotnu pamata ir Iidzigi komponenti, tacu
atSkiriga jonu un baribas vielu koncentracija. Peptons, rauga ekstrakts, triptons ir
aminoskabju un augSanas faktoru avoti, kas ir nepiecieSami mikroorganismu augSanai,
savukart ciete ir oglhidratu un energijas avots. Katras barotnes sastava ir ieklauts natrija-2
dihidrogénfosfats, kas kontrole pH Ilimeni. Magnija sulfats, amonija acetats, natrija
karbonats— ir sporulacijai nepiecieSamo jonu avots (Abel-Santos 2012), turklat Ellner ef a./
petijuma tika atziméts, ka MgSO,4 pievienoSana sporulacijas barotnei, gandriz divreiz
palielinaja sporu skaitu atseviskiem C. perfringens celmiem (Ellner 1956). Dabiski, kunga
skaba vide un zults sali izraisa C. perfringens sporulaciju, kas parasti notiek cilvéka tievaja
zarna (Byrne et al. 2006, Juneja et al. 2010). Tapéc, sporulacijas stimulésanai, atseviskas
barotnés tiek izmantots lielaks dazadu jonu daudzums. Sporulacijas procesam janotiek
anaerobos apstaklos, temperatiiras robezas starp 35-37° C, kultivgjot 24-72 stundas. Tomer
sakotngjie petijumi, kuru laika sporu veidoSanas netika noveérota, lika mainit ieteikto
temperatiiru un laiku, ka ar1 parbaudit dazadus sporul&sanas apstaklus.

Sakuma tika parbauditas piecas dazadas sporulacijas vides, proti, M1868, TM 1423,
Ellner, Tortora un PBS (phosphate-buffered saline) (sk. 5. Pielikums), kas ir salu skidums,
kura jonu koncentracija lidzinas cilvéka kermena eso$am (izotoniska). Pétijums ilga piecas
nedglas, kuru laika neizdevas iegiit sporas. Sajas barotnés tika novérota §iinu vairo$anas,
kur $tinu skaita samazinaSanas sakas tikai ceturtaja nedela. Tika novérots, ka M1868 un
TM1423 barotn&s, esosas $inas nedaudz izmainija morfologiju. Iegareno niijinu vieta, tika
noverotas ovalas $iinas. Jau otraja nedg€la, ar1 Tortora barotné tika novérotas dazada izmera
Stnas. Elnera barotné tika konstatétas $iinas, kas lidzinas kontroles parauga eso$am. Stinu
inkub&sana PBS nedeva rezultatu.

Pec tam tika veikta inkub&Sana ar1 aerobos apstaklos. Noveérojumiem tika izvéleta
Ellnera barotne. Aeroba kultivésana notika divos temperatiiras rezZimos, 37° C un istabas
temperatiira, noverojumi ilgst tris ned€las, pozitivs rezultats netika iegiits (sk. 5.

pielikums). Lielakais izaicinajums darba laika bija tiras Clostridium sporu suspensijas
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iegiiSanas, jo tipiski klostridiju augSana nav sinhrona. Vairums Clostridium kultiiru ieklauj
visus iesp&jamos Stnu veidus: jaunas vegetativas Sinas, Stinas dazados sporulacijas
posmos, brivas sporas un izdigusas sporas (Yang et al. 2009).

Talak, tika izm&ginata Duncan Strong barotne, aerobaja un anaerobaja vide, pie
dazadam temperatiiram — 37, 30, 25° C. Ar1 $aja gadijuma, sporas netika konstatetas.

Analiz€jot iesp&jamas pielautas kliudas, tika konstatéts, ka barotnu autori, pirms
sporulacijas  vides teste€Sanas, kultivéja C. perfringens kulturu tioglikolata
barotné (Tortora 1984, Duncan etal. 1968, Sacks et al. 1977, Kim et al. 1967). Turklat licla
nozime ir ne tikai kultiras daudzumam, kur inokulatam jasastada 10% no kopgja tilpuma
(Yang etal. 2008, Duncan etal. 1968), bet arT kultiiras augSanas fazei. Lielako sporu
procentu ir iesp&jams iegiit, ja Stinas atrodas log faz€. Tap&c nepiecieSams izmantot svaigu
kultiiru, kuras maksimalais inkub&sanas laiks neparsniedz 24 stundas.

Nakamaja méginajuma tika parbaudits, vai tie paSi sporulacijas nosacijumi veicina
ari citu Clostridium gints parstavju sporulaciju. Clostridium perfringens, Clostridium
tetanomorphum, Clostridium acetobutylicum un Clostridium beijernickii kultiras inokulati,
no agarizétas Clostridium reinforced barotnes, tika ievietoti divas sporulacijas barotnés —
Duncan un Strong, un Ellnera, inkubacijas laiks — 24 stundas (3. tabula). Papildus tam,
tioglikolata barotnes vieta, tika izm&ginata skidra klostridiju barotne (sk. punktu 2.7.), kur
tika audzéta C. perfringens kultira. Nemot véra inokuléSanas specifiku, no Skidras
Clostridium barotnes tika nemts 1ml inokulata, kuru suspend€ja 10ml attiecigaja
sporulacijas barotn€. Savukart, agarizétas barotnes gadijuma, tika pagatavota suspensija
10ml H,O, no kuras sporulacijas barotnei tika pievienots Iml. Atseviskos gadijumos
energijas avota koncentracijas palielinasana sekmgja labaku sporulacijas procesu (Duncan
et al. 1968, Yang et al. 2009), tapéc papildus regularai Duncan un Strong barotnei, bija
sagatavota barotne ar divreiz palielinatu cietes daudzumu. Tapat, ka ieprieks, tika noverota
atskiriga $unu morfologija, atkariba no temperatiras un izmantotds barotnes (sk 4.

pielikums).
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legutais

Clostridium  perfringens,

Clostridium

tetanomorphum,

3. tabula

Clostridium

acetobutylicum un Clostridium beijernickii sporu daudzums, 5 dienas kultivéjot Duncan

Strong un Ellner sporulacijas barotnés.

Obtained

spore

percentage,

from Clostridium  perfringens,

Table 3

Clostridium

tetanomorphum Clostridium acetobutylicum and Clostridium beijernickii strains, after 5

days cultivating in Duncan Strong and Ellner sporulation broth.

-legiitie rezultati kultivéjot Ellner barotné

_ .. Nobriedus
— Inkubacyj | «- "
Inkubg&Sanas | Barotnes _ Stnu | Sporu o Stnu Sporu
. Kultura as . :
laiks nosaukums _ 1. | skaits | skaits | (endospor %
apstakli 3
as) skaits

C. acetobutylicum 5 0 0 0
C. beijernickii 21 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 12 0 0 0

C. perfringens no ,37°C
Skidras barotnes 25 0 0 0
C. ] 68 0 0 0

2 dienas Ellner perfrmﬁgeniv

C. acetobutylicum 9 0 0 0
C. beijernickii 19 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 27 0 0 0

C. perfringens no ,25°C
Skidras barotnes 37 0 0 0
C. perfringens 68 0 0 0
C. acetobutylicum 8 0 0 0
C. beijernickii 15 0 0 0
C. tetanomorphum | Apnaerobi 10 0 0 0

C. perfringens no 37°C
Skidras barotnes ? 0 0 0

: } 4

5 dienas Ellner C. perfringens 0 0 0
C. acetobutylicum 2 0 0 0
C. beijernickii 6 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 17 0 0 0

C. perfringens no ,25°C
Skidras barotnes 13 0 0 0
C. perfringens 6 0 0 0
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-Iegttie rezultati kultiv§jot Duncan un Strong barotné

Nobriedus
Inkub&Sanas | Barotnes _ Inkubacij Stinu | Sporu | ,_ © Sporu
. Kulttra as . . Stinu(endo
laiks nosaukums _ 1. | skaits | skaits %
apstakli sporas)ska
its
C. acetobutylicum 51 0 2 0
C. beijernickii 112 0 1 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 144 9 10 6
ff. ‘peffrmgens no ,37°C 168 1 0 0.6
Skidras barotnes
. Duncan un | C. perfringens 159 0 0 0
2 dienas e —
Strong C. acetobutylicum 26 0 0 0
C. beijernickii 19 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 88 0 0 0
g?. .perfrmgens no ,25°C =950 0 0 0
Skidras barotnes
C. perfringens 200 0 0 0
C. acetobutylicum 49 15 1 30
C. beijernickii 174 73 0 42
C. tetanomorphum | Anaerobi 250 14 0 6
C. perfringens no ,37°C
Skidras barotnes ? 0 0 0
. Duncan un | C. perfringens 154 0 0 0
5 dienas —————
Strong C. acetobutylicum 208 0 116 0
C. beijernickii >250 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 96 0 0 0
ff. ‘peffrmgens no ,25°C =950 0 0 0
Skidras barotnes
C. perfringens 194 0 0 0
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-Iegttie rezultati kultivéjot Duncan un Strong barotné ar divreiz paaugstinato cietes

daudzumu
Nobriedus
Inkub&Sanas | Barotnes _ Inkubacij Stinu | Sporu | . ° Sporu
. Kultiira as . . Stnu(endo
laiks nosaukums _. 1. | skaits | skaits %
apstakli sporas)ska
its
C. acetobutylicum 22 4 2 14
C. beijernickii 43 7 15 11
C. tetanomorphum | Anaerobi 32 9 10 18
ff. ‘peffrmgens no ,37°C 11 0 0 0
Skidras barotnes
) Duncanun "~ perfringens >250 0 0 0
2 dienas Strong, — |e————
ciete 6 C. acetobutylicum 14 0 0 0
g S
C. beijernickii 23 0 0 0
C. tetanomorphum | Anaerobi 34 0 0 0
C. perfringens no ,25°C
Skidras barotnes 128 0 0 0
C. perfringens 106 0 0 0
C. acetobutylicum 8 51 0 86
C. beijernickii 14 36 16 55
C. tetanomorphum | Anaerobi 20 22 3 49
C. perfringens no ,37°C
Skidras barotnes 37 0 0 0
‘ Duncanun | C perfringens >250 0 0 0
5 b St , N
fenas ci ;(;ng o C. acetobutylicum 108 0 74 0
C. beijernickii . 86 0 13 0
C. tetanomorphum Anaefobl 94 0 26 0
C. perfringens no ,25°C
Skidras barotnes 80 0 0 0
C. perfringens 84 0 0 0

Neviena no parbauditam kultiram nesporul€ja Ellnera barotng€, neatkarigi no

temperattras. Atskiritba no Ellnera barotnes, Duncan un Strong barotn€ sporulacijas

process, sakas jau péc 48 stundam. legtitais sporu procents palielinajas piektaja diena. V&l

augstaka sporu koncentracija tika novérota Duncan un Strong barotné ar divreiz

paaugstinatu cietes daudzumu.

Turklat tika noskaidrots,

ka optimala klostridiju

sporulacijas temperatira (Duncan un Strong barotn€) ir 37° C, jo sporulacija tika novérota

trim no Cetram parbauditajam kultiram. Divreiz paaugstinatais cietes daudzums, tapat ka

Skidras/ cietas barotnes variacijas neietekméja C. perfringens sporu veidosanos. Pie tam,

novertejot iegiitus rezultatus, var secinat, ka C. perfringens ir prasigaka kultiira, salidzinot

ar citam analiz€tajam sugam. Tapéec talak darba tika izmantota tikai C. perfringens.
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Ka jau minéts, barotnu autori, pirms sporulacijas vides test€Sanas, kultivéja C.
perfringens kultiiru tioglikolata barotng, kura izméginata ari §1 p&tijuma ietvaros. Rezultati

ir apkopoti 4. tabula (4. tabula).

4. tabula

legiitais C. perfringens sporu daudzums, pec kultivéSanas tioglikolata barotné.
Table 4

Obtained C. perfringens spore percentage, after cultivating in thioglycolate medium.

Kultivésanas | Sporulacijas | Izmantojamais | KultivéSanas V;(li_;zsls Vsld(e)ﬁ 1S Sporu
laiks barotne mikroorganisms apstakli . POl %
skaits skaits
TM1423 78 205 72
5 dienas ]1;/{11 niii Clostridium Aerobi, 45 162 81
' Strong perfringens 37°C 82 87 51
Tortora 59 - -

Neskatoties uz to, ka C. perfringens ir vieni no visgrutak sporulgjoSiem
mikroorganismiem in vitro (Yang et al. 2009, Meyer et al. 1999, Duncan et al. 1968, Sacks
et al. 1977), tika konstatéti dazi nosacijumi, kuri veicina sporuléSanu (7. attéls): 1) Sinam
jaatrodas eksponencialaja augSanas faz€, kur maksimalais inkub&Sanas laiks neparsniedz
24 stundas 2) inokulatam jasastada 10% no kopgja tilpuma 3) pirms ievietoSanas
sporulacijas barotng€, mikroorganismus kultivé tioglikolata barotn€; Sporulacijas barotné
ievietoti mikroorganismi jakultivé anaerobi pie 37° C. Sporulacijas laiks ir aptuveni 5

dienas, jo péc 24 un 48 stundam brivas sporas netika konstatetas.

a)
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7. attels. Clostridium perfringens sporulacija atkariba no izmantotas sporulacijas
barotnés. a) sporulacijas barotne M1868 b) sporulacijas barotne TM1423 c¢) sporulacijas
barotne Duncan un Strong d) sporulacijas barotne Tortora. Pa kreisi, divu dienu C.
perfringens inkub@Sana sporulacijas barotné. Pa labi, piecu dienu C. perfringens
inkub@sana sporulacijas barotné.

Figure 7. Sporulation of Clostridium perfringens, depending upon the sporulation
medium. a) M1868 sporulation medium b) TM 1423 sporulation medium c¢) Duncan Strong
sporulation medium d) Tortora sporulation medium. On the left, a two-day incubation of C.
perfringens in sporulation medium. On the right, five-day incubation of C. perfringens in

sporulation medium.
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3.2. Fluorescenta in situ hibridizacija

Lai parliecinatos, ka metode var biit pielietojama Clostridium perfringens
noteikSanai dzeramaja udeni, vispirms, tika noteikta Clostridium gints parstavjiem
raksturiga fluorescences intensitate. Darba tika izveléti Cetri Sis grupas parstavji:
Clostridium beijernickii, Clostridium acetobutylicum, Clostridium tetanomorphum un
Clostridium perfringens. Vienlaikus tika analiz€tas arm So mikroorganismu sporas. Ka
negativa kontrole tika izmantota, sporu veidojosa, Bacillus subtilis. Fluorescentai in situ
koncentraciju un divas zondes ClostI&II un Chis 150. Chis 150 ir piemé&rota Clostridium
histolyticum grupas sugu noteikSanai (Franks et al. 1998), bet Clostl&II tiek izmantota
Clostridium 1 un II grupas identificéSanai (Kusel et.al 1999) (2. pielikums). Sporu
klatbiitne paraugos tika kontroléta izmantojot krasoSanu ar DAPI, kas saistas ar DNS A-T
regioniem. Fluorescences intensitate tika noteikta ka RLU, jeb relativas gaismas vienibas,
kas nav standartizeta mérvieniba, bet specifiska katrai izmantotajai vizualizacijas iekartai,
pieméram, fluorescences mikroskopam. Attiecigi izmantojot vai salidzinot RLU vértibas,
jeb fluorescences intensitates, kas iegiitas no dazadam noveroSanas sisttmam janem véra
tehniskas patnibas (Mulvey et al. 2011).

Viens no FISH metodes ierobezojumiem ir augsta fona intensitate. Ta fluorescenti
ieziméeta Stna, augstas fona fluorescences limena dé| var to zaudét (Pernthaler et al. 2001).
Tapéc, lai objektivi noverteétu gan Stnu, gan sporu fluorescenci tas tika sajauktas viena
parauga, kas nodroSina vienadu fona intensitates [tmeni. Katram paraugam tika izvélétas
300 nejausi atlasitas Stinas un noteikts to RLU, m&rijumi tika atkartoti tris reizes.

Kopuma, visas analizétas Clostridium sugu Siinas bija labi saskatamas, un uzradija
augstu fluorescences intensitati, kas liecindja par labu zondes saistiSanos ar bakt€riju
rRNS. Savukart sporu un negativas kontroles fluorescences intensitate ieveérojami atskiras
no Clostridium gints parstavju fluorescenci (8a, 8b. attéls). Vienlaikus, tika novérots, ka

fona fluorescences intensitate pozitivam un negativam kontrolém atrodas viena Iiment.
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a)

b)

8. attels. Pa kreisi, Fluorescenta in situ hibridizacija. Pa labi, paraugi krasoti ar DAPI.
a) Bacillus subtilis $tinas b) Clostridium perfringens Stinas un sporas (atzimétas ar bultinu).
Figure 8. On the left, Fluorescent in situ hybridization. On the right, samples stained
by DAPI. a) Bacillus subtilis cells b) Clostridium perfringens cells and spres (indicated by

arrow).

Analizgjot kop&jus rezultatus, no veiktajiem mérijjumiem, tika noverota Iidziba starp
C. beijernickii, C. acetobutylicum, C. tetanomorphum un C. perfringens $inu fluorescences
intensitatétm, no kuram krasi atSkiras So sugu sporu un B. subtilis fluorescence.
Visintensivaka spidéSanas sp&ja, tika konstatéta C. perfringens, kur videéja RLU vertiba, no
trim atkartojumiem, sastadija 1704 RLU, salidzinot ar 208 vienibam, ko uzradija So sugu
sporas. C. beijernickii, C. tetanomorphum un C. acetobutylicum spid€Sanas intensitate
sastadija 1245 RLU, 1586 RLU un 1241 RLU attiecigi. Visvajaka intensitate tika noverota
B. subtilis gadijuma, ta vid&ji sastadija 194 vienibas (9. att€ls). Ka liecina standartnovirze
lielaka fluorescences intensitates izkliede tika konstatéta Clostridium $tinam, kas varétu but
skaidrojama ar to, ka izmekl&jamais paraugs tika kontamin&ts ne tikai ar svaigi safiksétam
Stiinam, bet arT ar sporu suspensiju, kura joprojam paliek nenoteikts novajinatu vai/ un

sporul&joso Stnu skaits.
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9. attels. Fluorescences intensitates salidzinajums starp Clostridium sugam un to
sporam un Bacillus subtilis celmu; vid€jas vertibas no trim mérjjumiem.
Figure 9. The comparison of fluorescence intensity between Clostridium species,

their spores and Bacillus subtilis strain; average value of three measurements.

It seviski rezultatos (10. att€ls) ir krasi redzama rezultatu atskiriba, kur 96% no C.
perfringens, 98% no C. tetanomorphum, 96% no C. beijernickii, un 99% no C.
acetobutylicum izmeritam Stinam fluorescences intensitate parsniedza 1000 RLU, taja
laika, kad tikai 46% C. perfringens sporu parsniedza 200 RLU robezu. Turklat visi tris
sporu mérjjumu grafiki (3. pielikums) liecina, ka sporu un negativas kontroles, proti, B.
subtilis fluorescences intensitate atrodas viena limeni. Tas savukart norada uz to, ka
saistiSanas nenotika, un zonde nesasniedza savu meérki, proti, sporas esoSo rRNS. Kas

liecina par paraugu priekSapstrades nepiecieSamibu, pirms FISH procediras.
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10. attels. Fluorescences intensitates salidzinajums starp Clostridium sugam, tas

sporam un Bacillus subtilis celmu. a) Clostridium sugu Siinu fluorescences intensitates

salidzinajums ar B. subtilis. b) Clostridium sugu sporu fluorescences intensitates

salidzinajums ar B. subtilis.

Figure 10. The comparison of fluorescence intensity between Clostridium species,

their spores and Bacillus subtilis strain. a) The comparison of fluorescence intensity

between Clostridium species cells vs. B. subtilis. b) The comparison of fluorescence

intensity between Clostridium species spores vs. B. subtilis.
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3.3. Permeabilizacijas protokola izstrade Clostridium perfringens sporu

identificeSanai ar FISH

Galvenais sporu permeabilizacijas ierobeZojums ir dazadi sporu aizsargslani — sporu
apvalki, proti, eksosporijs, olbaltumvielu apvalks, ar€ja membrana, peptidoglikana slanis,
un iek$ja membrana (Paredes-Sabja et al. 2008). Sada ekstréma stabilitate ir
izskaidrojama ar zemu udens saturu kodola un ipaSu DNS olbaltumvielu sastavu, loti
izturiga, saspiesta veida (Abdelmassih et al. 2011). Eksosporijs jeb argjais slanis, nav
raksturigs C. perfringens sugai, tacu ir atrodams citu bakteriju sugu sporam, tadam ka
Clostridium sporogenes, Clostridium difficile, Clostridium botulinum 78A, Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium (Filion et al. 2009, Stevenson et al. 1972).
Argja membrana nav viendabiga, tds sastava ir ieklauti gan glikoproteini, gan
olbaltumvielas, gan ari lipidi. Aréjo membranu aptver olbaltumvielu apvalks, kuram ir
iz8kiro$a nozime, sporu pretestiba (Driks et al. 2007, Parades-Sabja et al. 2011). So slani
galvenokart veido proteini. Tas sastava ir ieklautas, vairak neka 50, sporam specifiskas
olbaltumvielas (Setlow et al. 2006). Nakamais slanis, kas atrodas dzilak, ir peptidoglikana
slanis. Tas ir galvenais komponents garoza (Mohapatra et al. 2012). Ieks€jai membranai,
kas aptver kodolu, ir arkartigi zema caurlaidiba, kas pasarga kodola esoSo DNS un citu
genétisko materialu (Parades-Sabja 2011). Lai novajinatu, katru no min&tiem slaniem
nepietiek ar vienu vielu. Tapéc ir nepiecieSama seciga, katram slanim attieciga viela, kas
pamatojas uz sporu apvalka uzbiives Ipatnibam.

Sakotngji, tika izve€letas un izméginatas sekojosas vielas: proteinaze K, DTT, SDS,

Urinviela, lizoctms, etanols un Tritons X-100 (5. tabula).

5. tabula
Sporu permeabilizacijai izmantojamas vielas un to iedarbiba
Table 5

Spore permeabilization agents and their activity

N.p.k. nI;::EISEEs Vispariga iedarbiba Iedarbiba uz sporas slani
Iedarbojas uz
Parrauj proteinu disulfidu O_Ib_a'lturriw‘elu ap Valk_u
. _ _ (argjo slani), denaturé
1 N DTT. sal.tes,'dena‘ture proteinus, proteinus parraujot
(Ditiothreitols) fﬁé;ﬁ;‘;fags‘s’kas disulfidu saites (Filion et
’ al. 2009, Weerasekara et
al. 2013)
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Detergents, denaturé Degradé olbaltumvielu
SDS (natrija proteim_ls, sagrauj Stinas aPYglka esioéfos pr'o‘teinus
2. dodecilsulfits) memlzraneis, un i (ar¢jais slanis) (Filion et
nukleinskabes/proteinu al. 2009, Weerasekara et
kompleksus. al. 2013)
Ta saucamas ,,germ cell
wall”, pamata ir
Enzims, $kel bakteriju Stinu | peptidoglikana slanis — §1
sienu, iedarbojas uz sienas struktira kliist par
peptidoglikana slani (ir pasi | vegetativas Stinas sienu,
3. Lizocims efektivs pret Grampozitivam | sporai atsakot dzivibas
bakterijam), uzlabo procesu. Lizoctms
proteinu/ nukleinskabes iedarbojas uz glikozidu
izdaliSanas efektivitati. saitém peptidoglikanu
slant. (Weerasekara et al.
2013)
Olbaltumvielu apvalks
Stabila serina proteaze, kas | (argjais slanis). Izmanto
specifiska plasam substratu | ar1 eksosporija
o spektram. Noderiga ermeabilizacijai (Filion
4| Prowinaze K | B0 obalumvicls | of al. 2000). Nav
destrukcijai biologiskajos efektivs, jo C.
paraugos. perfringens eksosporijs
nav raksturigs.
Izmanto olbaltumvielu Olbaltumvielu apvalks
denaturéSanai, ar1 ka (argjais
6. Urinviela iz8kidinasanas agentu slanis)(Weerasekara et
neskistoSiem vai jau al. 2013, Filion et al.
denaturétiem proteiniem. 2009)
Triton X-100 ir viens no
visplasak izmantojamajam
virsmas aktivajam vielam .
Tika pieradita tas sp&ja
7. Tritons X-100 | permeabiliz&t prokariotiskas
un eikariotiskas Stinu
membranas (Mohapatra et
al. 2012, Cimino et al. 2006,
Koley et al. 2010).

So vielu kombinacijas un koncentracijas tika veidotas pamatojoties uz Filion et al.,

Weerasekara et al., Mohapatra et al., Deere et al. un NASA sporu preabilizacijas

protokoliem (Filion et al. 2009, Weerasekara et al. 2013, Mohapatra et al. 2012, Deere et

al. 1998, NASA 2014), jo joprojam nav izveidots standarta protokols. Katrs autors sniedz

savu sporu permeabilizacijas risindjumu. Filion ef al. pétijuma tiek piedavati tris atskirigi

permeabilizacijas protokoli dazadiem Bacillus celmiem (B. megaterium, B. atrophaeus,

B.cereus) (Filion et al. 2009). Tadgjadi, C. perfringens sporu permeabiliz€Sanai tika

izveidotas 6. tabula redzamas kombinacijas.
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6. tabula

Pirma meginajuma izveidotas vielu kombinacijas. Eksperiments tika taisits divos

temperatiiras reZimos a) 65°C, b) 37°C.

Table 6

The table represents the course of first experiment. The experiment was carried out in

two temperature conditions a) 65°C, b) 37°C.

Inkub . Uztur . Uztur . | Efek
N.p. . . t°, . — t°, . — t°, . .
K 1.solis €Sanas C 2.solis €Sanas C 3.solis | eSanas C tivit
) laiks laiks laiks ate
0,5% SDS + 7 me/ml
la | 0,5MTT 15min |65 | "¢ 15min | 37 +—+
lizocims
0,5% SDS + 7 me/ml
Ib | 0,5M DTT 15min | 37 ) g_ 15min | 37 -
lizocims
5% SDS + 7 me/ml
2a | 0,SMDTT | 15min |65 | "¥™ | 15min |37 ++
lizocims
5% SDS + . 7 mg/ml .
2b 0.5M DTT 15min | 37 lizocims 15min | 37 -
0,5% SDS + . 7 mg/ml .
3a 25mM DTT 15min | 65 lizocTms 15min | 37 -
0,5% SDS + ) 7 mg/ml )
3b 25mM DTT 15min | 37 lizocims 15min | 37 -
5% SDS + 7 me/ml
4a | 25mM DTT 15min | 65 i ochms 15min | 37 -
+4M UREA z
S% SDS + 7 mg/ml
4b | 25SmM DTT | 15min |37 | . ng 15min | 37 -
+ 4M UREA zoctms
5M UREA + ) 7 mg/ml )
S5a 25mM DTT 15min | 65 lizocims 15min | 37 -
5M UREA + . 7 mg/ml .
5b 25mM DTT 15min | 37 lizocTms 15min | 37 -
5% SDS + . 7 mg/ml .
6a sM UREA 15min | 65 lizocims 15min | 37 n
5% SDS + . 7 mg/ml .
6b SM UREA 15min | 37 lizocTms 15min | 37 -
20 mg/ml
lizocims +
5% SDS + ) 50mM .
Ta 25mM DTT 15min | 65 Tris-HCI 15min | 37 +
+0,5M
EDTA
20 mg/ml
0
7b S% SDS + 15min | 37 | lizocims + | 15min | 37 -
25mM DTT
50mM
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Tris-HCl
+05M
EDTA
5% SDS + > mo/ml
8a | 0,5M DTT 15min | 65 | %M€ 15min | 37 +
lizoctms
5% SDS + . .
8b 0.5M DTT 15min | 37 15min | 37 -
5% SDS +
9a 20 mg/r_nl 15min | 37 7 mg_/ml 15min | 37 n
proteinaze-K lizocTms
5% SDS + 20 7 me/ml
9 | mg/ml 15min |65 | "¢ 15min | 37 -
. lizoctms
proteinaze-K
5% SDS + fizocums +
10a | 25mM DTT | 15min | 37 15min | 37 +
50mM
Tris-HCI
2 mg/ml
5% SDS + . lizocims + .
10b 25mM DTT 15min | 65 50mM 15min | 37 -
Tris-HCI
5% SDS + Tme/ml
11a | 70mM DTT | 15min |37 |/ "&] 15min | 37 ++
lizocims
5% SDS + . 7 mg/ml .
11b 70mM DTT 15min | 65 lizocims 15min | 37 -
12 |20mgml 30min | 65 n
proteinaze K
5% SDS + 5M Urea + 7 me/ml
13a | 10 mg/ml I5min | 65 | 50mM 15min | 65 lizochma I5min | 37 |n
proteinaze K Tris HCI
5% SDS + 5M Urea + 7 me/ml
13b | 10 mg/ml 15min | 37 | 50mM 15min | 65 1izo§1ma 15min | 37 |-
proteinaze K Tris HCI1
5M UREA +
70mM DTT .
14 + 1% SDS + I5min | 65 -
Triton X-100
4M UREA + ) 1% Triton .
15 50, SDS I15min | 65 X-100 15min | 37 n

Katra kombinacija, paraléli, tika testeta divos temperatiras rezimos, proti, 37° C un

65° C. Pétijumu rezultata tika noveérots, ka 37° C nav pietickama temperatiira sporu

olbaltumvielu apvalku noardiSanai, pozitiva tendence tika novérota tikai atseviSkam

kombinacijam 65° C. Talakai izp@tei, attiecigi, tiks izmantota 65° C temperatira. Lai

denaturétu olbaltumvielu apvalku, tika izmantotas urinviela, DTT un SDS. Kombingjot

SDS un DTT var uzlabot efektivitati- So vielu maisijums denaturé olbaltumvielas,
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parraujot proteinu iekSmolekularas disulfidu saites (Weerasekara et al. 2013). AtSkiriba no
SDS un DTT, urinvielas klatbiitne paraugos ievérojami apgriitindja rezultatu novertésanu.
Uz filtra virsmas veidojas gruti noskalojami kristali. Izv€loties So vielu, netika nemts véra,
ka citi autori permeabilizaciju veica mikrom&genés, bet $aja pétijuma tika izmantoti uz
filtra sakoncentréti mikroorganismi. Tapéc, talakos pétijumos urinviela netika izmantota.
Vislielaka efektivitate tika panakta izmantojot kombinacijas ar DTT, jo 6a, 9a, 12, 13a un
15 (6. tabula) kombinacijas varianti bija vienigie, kur pozitiva ietekme nebija novérojama.
Pretgji, 1a, 2a, 7a, 8a, 10a, 11a tika uzskatiti par visveiksmigakiem, no tiem var atzimét la
2a un 1la kombinacijas, kur sporu fluorescence tuvinajas 600 RLU, tomér, ta bija loti
nevienmeriga, tikai ~60% sporam.

Neskatoties uz to, ka proteinaze K parasti tiek izmantota vispargjai olbaltumvielu
noardiSanai biologiskajos paraugos, §1 pétijuma novérojumi liecina, ka tas ietekme uz C.
perfringens sporam ir zema. Filion et al. publikacija, proteinaze K tika izmantota
eksosporija permeabilizacijai B. subtilis sugai. Var pienemt, ka proteinazes K zema
efektivitate ir saistita ar eksosporija trikumu C. perfringens sugai. Triton X-100 ir viens no
visplasak izmantojamajam virsmas aktivajam vielam, kas Skel vai permeabilizé
prokariotiskas un eikariotiskas Sinu membranas (Mohapatra et al. 2012, Koley et al. 2010).
Tas tika izmantots gan sinergiska iedarbiba ar olbaltumvielas apvalka denatur€josam
vielam, gan patstavigi, péc minéta apvalka noardiSanas. Tomér, ta darbiba netika kartigi
novérteta, jau minétas kristalu veidoSanas de]. Biitiba, permeabilizacijas vielu seciba ir
izvEleta ta, lai sakuma sagrautu olbaltumvielu apvalku, un tikai tad iedarboties uz atlikuso
garozas slani. Garoza esosa peptidoglikana slana noardiSanai tiek izmantots lizocims.

Viena no griittbam, ar kuru nacas saskarties, bija saistita ar to, ka permeabilizacijas
procediiras laika ir jalauj zondei sasniegt rRNS, bet taja pasa laika saglabat sporu
strukturalo integritati, lai noverstu to intracelulara satura zudumu. Kaut la un 2a
kombinacijas tiek uzskatitas par veiksmigam, tomér, ir jaatzimé, ka 0,5M DTT
koncentracijas ietekmé, sporas pilnigi zaudé savu formu, turklat ir novérojama parauga
eso8o Stinu noardiSanas.

Lidz ar to, otrais m&ginajums tika veikts saskana ar $adiem nosacijumiem: 1)
Temperatiirai jabut 65° C 2) Jaizveido SDS + DTT kombinacijas 3) Jaizmanto DTT ar

samazinatu (zemaku par 0,5M) koncentraciju (7. Tabula).
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7. tabula
Otra meginajuma izveidotas vielu kombinacijas
Table 7

The table represents the course of second experiment

1. 2E)Sr(1)f)MS[I))"l§T+ 15min | 65 i;‘;fﬁl 15min |37 |-
2. g,ssr?Ms];)Ts; 15min | 65 i;‘;fﬁl 15min |37 |-
3. ;;/;HE/IDS;T 15min | 65 121;251/;?; 15min |37 |-
4. 2 ’OSIZ’MSI?TS; 15min | 65 ]
5. eSS 15Smin | 65 i
6. |00 S5 T 15Smin | 65 i
7. 2E)Sr(1)f)MS[I))"l§T+ 15min | 65 lengfl/gl 15min |37 |-
8. ;Z;&DSJT 15min | 65 lengfl/gl 15min |37 |+
9, ;;/;H&DS;T 15min | 65 Zl;gfl/nrﬂ 15min |37 |+

Otraja méginajuma savstarpéji tika salidzinatas divas SDS un DTT koncentracijas;
Kur kluva skaidrs, ka pat paaugstinata DTT koncentracija, nav iesp&jams panakt sporu
permeabilizaciju, bez natrija dodecilsulfata klatbiitnes. Turklat tika noskaidrots, ka 0,5%
SDS nav efektivs, atSkiriba no 5% SDS, kas ar abam DTT koncentracijam uzradija
pozitivu permeabilizacijas tendenci. Daudzie atkartojumi liecina, ka SDS un DTT
kombinacija ir bezspeciga, un nesp&j sagraut visas barjeras, bez lizocima klatbiitnes.

Lizocims ir efektivs grampozitivo baktériju Stinas sienas noardoSs ferments, kas
palielina Siinas sienas caurlaidibu (Weerasekara et al. 2013). Ka jau bija minéts, aiz
olbaltumvielas apvalka, seko garoza, kuras sastava galvenais komponents ir
peptidoglikans, uz kuru ari iedarbojas lizocims. Saja gadijuma 7 mg/ ml lizocima tika
uzskatita par piemérotako. Tomer, novérojumi liecina, ka labaka rezultata sasniegSanai ir
nepiecieSams, vél, papildus korigét vielu koncentracijas. DTT koncentracijai jabat zemakai
par 70mM, bet augstakai par 25mM, bez tam ir jaizmégina augstakas lizocima

koncentracijas.
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Deere et al. tika zinots, ka termiska apstrade ar 50% etanolu var palielinat cietu
Cryptosporidium sienas caurlaidibu (Deere et al. 2008), kas savukart atvieglo fluorescentas
zondes nokliSanu Iidz rRNS. Turklat Weerasekara et al. pétjjuma karsta etonola
zmantoSana biitiski ietekmé&ja B. anthracis sporu permeabilizaciju. Tacu Saja pétijuma,
sporu apstradei ar karstu etanolu nebija manamas ietekmes uz C. perfringens sporam.
Pamatojoties uz Weerasekara et al. publikacija izmantoto metodi, tika izmantota gan
seciga apstrade ar etanolu, proti 50%, 80% un 96% etanola koncentracijas, pa 1 miniites
katra koncentracija, gan sporu uzturéSana 50% etanola pirms permeabilizacijas procediiras
(Weerasekara et al. 2013) (6. pielikums). Permeabilizéto sporu skaits palika nemainigs,
salidzinot ar paraléli novérojamam, ar etanolu neapstradatam sporam.

Tresaja méginajuma izdevas identificét vielu koncentraciju, kas uzradija uzlabotu

FISH signala intensitati (8. tabula, Nr. 3).

8. tabula
Tresaja meginajuma izveidotas vielu kombinacijas
Table 8

The table represents the course of third experiment

1. ;lg/on‘;llms 10 30min |37 ;
2. gOO/OmE/IDS;T 15min | 65 ]
3. gOO/OmE/IDS;T 30min | 65 111(2);2?11/1 r;ﬂ 15Smin |37 | ++
4. gOO/OmE/IDS;T 15min | 65 111(2);2?11/1 r;ﬂ 15min |37 |+
5. gOO/OmE/IDS;T 15Smin | 65 flzrgfl/nrﬂ ISmin |37 |+
6. gOO/OmE/IDS;T 15Smin | 65 lzlzrgfl/nrﬂ I5Smin |37 |+
7. gOO/OmE/IDS;T 15Smin | 65 lzz(f)grgn/ ;m I5Smin |37 |++
3. ;8:{;’1\453% 15Smin | 65 ﬁ;‘;fl/gl ISmin |37 |-
9. ;8:{;’1\453% 15Smin | 65 1112;21%; Tl ISmin |37 |-
10. ;(O)Z;)MS I];"?“; 15min 65 lzlzrggi/rrgl 15min 37 -
1. ;8?@3@; 15min | 65 izzooc?rfg ml 15min |37 |-
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Pirmo reizi tika izméginata 50mM DTT koncentracija, kombinacija ar 5% SDS (30
min.), kam sekoja 10 mg/ ml lizocima apstrade. Sads maisfjums sniedza efektivu
permeabilizaciju, kur vairak par 90% parauga esoSo sporu uzradija pietiekoSi augstu
fluorescenci, vienlaikus saglabajot Stinu integritati. Tomér jaatzimé, ka 7 mg/ ml un 20 mg/
ml lizocima koncentracijas uzradija tikpat veiksmigo rezultatu. Art ar 2 mg/ ml lizocima
apstradatas sporas uzradija pietiekoSu fluorescenci, tacu permeabiliz€to sporu skaits bija
krietni zemaks (9. tabula). Divreiz paaugstinata SDS koncentracija bojaja gan $iinu, gan

sporu struktiiru.

9. tabula
Kopégjais permeabiliz&to sporu skaits salidzinot ar FISH iezimé&tajam sporam.
Table 9

Total spore count comparison with FISH labelled spores.

Ar FISH metodi identific@tais sporas, %
Lizocima . . - Vidgjais identificéto
_ .. l. mérjjums | 2. mérjums | 3. merfjums
koncentracija sporu procents
2 mg/ ml 81% 49% 37% 63%
7 mg/ ml 85% 79% 83% 88%
10 mg/ ml 99% 98% 99% 99%
20 mg/ ml 99% 98% 99% 99%

Divpakapju sporu apstrade, ar natrija dodecilsulfatu un ditiotreitolu, un talako
apstradi ar dazadam lizocima koncentracijam (2, 7, 10 un 20 mg/ ml), ir efektivaka neka
bez lizocima (tikai SDS + DTT), un viena pasa lizocima apstrade (8. tabula, Nr 1, 2). Péc
sakotngjas DTT un SDS apstrades (50mM DTT, 5% SDS- 30 min, 65° C), tika
izméginatas 2, 7, 10 un 20 mg/ ml lizocima koncentracijas, kur visaugstako fluorescences
intensitati, proti 2001 RLU, uzradija ar 20 mg/ ml apstradatas sporas, 1881 RLU intensitati
sporas sasniedza 10 mg/ ml lizocima ietekmé, 1800 RLU un 1628 RLU fluorescenci sporas
sasniedza péc apstrades ar 7 un 2 mg/ ml lizocima attiecigi. Kaut vidgjas sporu
fluorescences intensitates vertibas bija lidzigas, uzskaititais permeabiliz€to sporu
daudzums krietni atSkiras (12. attéls). Turklat veikta ANOVA testa rezultati liecina, ka
sporu fluorescences intensitate, pec divpakapju apstrades (SDS + DTT, kam seko lizoima
apstrade), butiski atSkiras no vienpakapju apstradato sporu fluorescences (Tikai DTT +
SDS, vai lizocima apstrade), kur (p < 0.05). Apstradajot sporas ar SDS un DTT 30 mintites

pie 65° C, maksimali ieguta fluorescences vértiba sasniedza 343 RLU. V&l zemako
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rezultatu uzradija vienigi apstrade ar lizocimu, kur vid€ja vertiba no trim meérjjumiem

sastadija 284 RLU (11. attels).

3000
2001
2500 1800 1881
1628
2000
2 1500
1000
500 M sporu RLU
0
S & 2 8 8 0
& B &3 & &3 &3
Q & & & &
§ & & & & &
5 S O O © O
Q NI ? ® 2 2
%
oo N & & & &
4 & a9 a9 Y a9
o D N R\ N
AP
¥ & AS o 0
A&
O
N

11. attels. AtSkirigu C. perfringens sporu permeabilizacijas panémienu izmantoSana
pirms FISH procediiras. Standartnovirze atspogulo vid&jo vertibu no tris atkartojumiem.
Figure 11. Effect of different permeabilization treatments on C. perfringens spore

FISH. Error bars indicate the standard deviation of triplicate determinations.

Darba gaita, veicot metodes talakus uzlabojumus, tika noverots, ka, atskiriba no SDS
ditiotreitola Skidums ir jasagatavo tiesi pirms permeabilizacijas procediiras veikSanas. DTT
ir stiprs reducétajs, bet viegli oksid€joSs un gaisa vai SDS klatbiitné diezgan atri zaude
savas Ipasibas. Turklat tika pagarinats inkub&sanas laiks no 15 min., lidz 30 min., kas ar1
ieverojami paaugstindja permeabiliz€to sporu daudzumu. Stingri ir jaievero ne tikai buferu
koncentracijas, bet arT temperatiira. Tai jabiit virs 65° C. Vairaki atkartojumi liecina, ka 65°
C nav iesp€jams panakt kartigu sporu permeabilizaciju. Turklat apstrade 65° C neiedeva
stabilu permeabiliz€to sporu koncentraciju— to procents vari€é katra no veiktajiem

atkartojumiem. Tacu apstradajot sporas 70° C, tika panakts apmierinoss rezultats.
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Izveidota permeabilizacijas stratégija balstas uz secigu sporu apvalku noardisanu. Ta
5% SDS un 50mM DTT, paaugstinata temperatira, noarda olbaltumvielu apvalku (argjo
slani), denaturgjot taja esoSos proteinus, parraujot disulfidu saites. Uz atlikuSo
peptidoglikana slani iedarbojas lizocims, kur optimalai rezultata iegiiSanai var izmantot 10
vai 20 mg/ ml lizocima koncentracijas.

Talaka pétijuma gaita, lai noteiktu permeabiliz€to sporu daudzumu, tika nemti 20
brivi izveletie redzes lauki, kuros tika saskaitits un salidzinats, fluoresc&joso un kopgjo (ar
DAPI krasotu) sporu skaits. Tris atkartojumu rezultati liecina, ka 7 mg/ ml lizocima
klatbiitné permeabilizeto sporu skaits sasniedza 88%, bet 2 mg/ ml lizocima iedarbibas
rezultata, tika permeabiliz&tas vairak par pusi, no visam parauga esosam sporam. Savukart,
lielakas lizoctma koncentracijas, proti 10 mg/ ml un 20 mg/ ml, tika sasniegta 99% sporu

permeabilizacija (12. attls).

99% 99%
100%

%

-

50%

Sporas

0%

2mg/ml lizocima 7mg/ml lizocima  10mg/ml lizocima ~ 20mg/ml lizocima

12. attels. Permeabilizéto sporu procents, atkariba no izmantotas lizocima

koncentracijas.

Figure 12. Treated spores percentage, depending on the lysozime concentration used.

Sporu permeabilizacija, pirms hibridizacijas, butiski ietekmé&ja C. perfringens sporu
fluorescences intensitati (p< 0.05), ja nepearmeabilizéto sporu fluorescence sasniedza ~200
RLU (208 RLU, vidgja vértiba no trim atkartojumiem), tad ar 5% SDS + 50mM DTT un
talako 10 mg/ ml lizoctma apstradato sporu fluorescence, paaugstinajas devinas reizes,

sasniedzot 1800 RLU verttbu (13. att€ls). Tacu japiemin, ka, izmantojot Sadu
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permeabilizacijas, pieeju, sporas neizbégami samazinas diametra. Vienigi izmantojot 2 mg/
ml lizocima koncentraciju, tas vairak vai mazak saglaba sakotngjo izmeru, tacu §1

koncentracijas izmanto$ana nenodrosSina augsto permeabiliz€to sporu procentu.

b)

13. attels. C. perfringens sporu (atzimetas ar bultinu) un Siinu FISH procediiras
salidzinajums a) bez ieprieks€jas permeabilizacijas b) ar veikto permeabilizaciju, pirms
hibridizacijas procediras. Pa labi FISH, pa kreisi krasots ar DAPI.

Figure 13. The comparison of C. perfringens spores (indicated by arrow) and cells
FISH a) without prior permeabilization b) carried out permeabilization, before

hybridization procedures. FISH on the right, stained by DAPI on the left side.

3.4. Clostridium perfringens sporu un §iinu identificéSana biopleve

Izstradata metode nodroSina gan veiksmigu sporu permeabilizaciju, vienlaikus
saglabajot vegetativas Slinas integritati, gan ari augstu $tnu un sporu fluorescenci. Tomer
nepiecieSams parbaudit, vai dabiskos apstaklos sasniedzams tikpat veiksmigs rezultats.
Sim noliikam, tika audzéta dzerama iidens biopléve (1.14. nodala), kura péc tam tika
kontaminéta ar Clostridium perfringens sporu un §tinu suspensiju. Vienlaikus tika uzturéta

otra sistéma, kurai netika veikta kontaminacija. Pec tam kuponi tika paklauti FISH
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procedurai (ar iepriekS€jo permeabilizacijas procediiru), mikroskopéSanai tika izmantota
2.15. nodala aprakstita metode, kur tika izanalizéta 1/5 kupona dala, un noteikSanas robeza
tika samazinata lidz piecam §inam uz kupona virsmas, jeb 1 §inai uz cm’.

Vislielakais C. perfringens sporu un Siinu skaits, ko izdevas identificét ar FISH
metodi, bija 16 Stnas uz vienu kupona kvadratcentimetru (10. tabula). Kaut potencialo C.
perfringens Stinu skaits bija pietiekoss, tomeér kuponiem Nr. 2 un Nr. 3, tika konstatéts
ievérojami zemaks Stnu skaits, jamin, ka sporas Sajos paraugos netika konstattas.
Parsteidzosi ar1 nekontamin€tos paraugos tika konstat€tas C. perfringens Stnas ar
fluorescenci virs 1000 RLU. Tas var biit izskaidrojams ar dabisko Clostridium parstavju
esamibu krana tdeni, un to identificESanu ar izmantoto metodi. Analiz€jot kuponus,
potencialas (fluorescjosas) Stinas un/ vai sporas ar fluorescences intensitati zem 1000
RLU netika nemtas veéra.

Ka tika noverots, dabiskos paraugos var bt sastopami dazada veida piesarnojumi,
kuri var ietekmét mikroskopa att€la kvalitati. Paraugu analizi un identific€Sanu apgritinaja
ar liels citu bakteriju blivums. Vietam nebija iesp&ams iegiit viendabigi asu attelu.
Tadgjadi, var secinat, ka izstradata permeabilizacijas metode nav destruktiva bakteriju

Stnam.

10. tabula

Identificetais C. perfringens sporu un/ vai $iinu skaits ar FISH metodi
Table 10

Identified C. perfringens spores and/ or cells by FISH method

C. perfringens sporu un/
Kuponi vai §inu skaits uz 1 cm?
kupona virsmas
1. Kontamin&ts kupons 16
2. Kontaminéts kupons 4
3. Kontamingéts kupons 7
1. Nekontaminéts kupons 1
2. Nekontamingts kupons 1
3. Nekontamingts kupons 2
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Paraleli FISH, C. perfringens klatbutne tika apstiprinata ar alternativu metodi —
polimerazes kédes reakciju. Pozitivs signals tika konstatéts visiem atSkaidijjumiem,
iznemot negativo kontroli, kura DNS vieta tika pievienots tidens. qPCR reakcija tika veikta
ar 105% efektivitati, kas tika izrékinata atbilstoS$i 2.17. nodala minétai formulai, un
korelacijas koeficientu (R2) vienadu ar 0,965.

Salidzinot C. perfringens skaitu, abas metodes demostréja zemas Clostridium
koncentracijas, uz kupona kvadratcentimetru (14. att€ls). Pozitivas kontroles gadijuma tika
konstatéts 1idzigs $tnu skaits, kur ar qPCR metodi tika konstatéts 1*10° §@inu, taja laika
kad ar FISH tika identificéts 1*10' $inu. K& vienu no iemesliem kapéc FISH uzradija
zemaku skaitu neka qPCR var minét bakteriju zudumu, kas ir neizbegama, jo gan
permeabilizacijas, gan hibridizacijas procediiras ieklauj paraugu mazgasanu. qPCR
rezultati paradija ka, gan kontamin&tos, gan nekontamin&tos paraugos klostridiju skaits bija
vienads. Pret€ji, ar FISH metodi kontamin€tos paraugos noteiktais Stinu skaits, parsniedz
nekontamingtos paraugos atklato baktériju skaitu. Sadas atskiribas skaidrojamas ar to, ka
dabiski bioplévé sastopamam klostridijam ir zemaka fluorescences intensitate, kas
analiz€jot netika nemtas veéra. Savukart, to identific€Sana ir iesp&jama, jo izmantotas
zondes (un praimeri) ir paredzeti plasai Clostridium grupas parstavju identificéSanai.

UdenT eso$0 baktériju vairakums ir novajinats un cie§ badu, tade] tam biezi
noveérojams samazinats fluorescences signals, kur§ identificjams vel gritak dabiski
augstas fona fluorescences dél (Pernthaler et al. 2001). Vairakkart zinatniskaja literatiira
tika minéts, ka FISH ir limitéts it seviski analiz€jot dabiskus paraugus, galvenokart tas var
biit saistits ar nepietickamu jutibu, nepietickoSu mérka molekulu skaitu $iinas, zemo
zondes caurlaidibu, vai ar zemo signala intensitati (Kubota 2013, Deshmukh et al. 2016,
Rastogi et al. 2012, Ferrari et al. 2006, Filion et al. 2009, Almeida et al. 2011). Turklat
ribosomu skaits ir cieSi saistits ar Sinu metabolisko aktivitati (Nettmann et al. 2013).
Attiecigi jo zemaka ir bakteriju metaboliska aktivitate, jo zemaks ir zondes mérku skaits, jo

zemaka ir sagaidama fluorescence.
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14. attels. C. perfringens sporu un/ vai $iinu skaita noteikSana ar divam metodeém.
Identificéto $tinu skaits uz kupona lem? vidgjais no trim atkartojumiem
Figure 14. C. perfringens spores and/ or cells determination using two methods. The

identified cells count per 1cm? of coupon, the average of the three measurements.

Pedgjos gados veiktie uzlabojumi, kas veérsti min€to problému risinasanai ietver:
spilgtaku fluorohromu izmanto$anu, pieméram, PNA zondes, kas ir 1sakas, parasti sastav
no 15 bp., uzrada augstaku specifiskumu un jutibu neka parastas zondes (Almeida et al.
2011). Alexa fluoresc€joSas krasvielas ir fotostabilakas, labi Skist tdeni, tadgjadi
saistiSanas notiks bez papildus skidinatajiem. Vienlaikus Alexa zondes nav jutigas pret pH
izmainam. Tapat, novajinato bakteriju efektivai identific€Sanai, var biit izmantojams
CARD FISH, kur marrutku peroksidaze sekmé fluorescenta signala amplifikaciju (Kubota
2013, Ferrari et al. 2006). Fona fluorescences Iimena reduc€sanai ir jasamazina izmantotas
zondes koncentracija, kas samazina nepecifiskas saistisanas riskus (Kubota 2013).

Analiz€jot darba rezultatus var redzet, ka, izmantojot izstradato metodi, pat bez
papildus uzlabojumiem biopléves paraugos tika konstatétas gan C. perfringens Stnas, gan
sporas, ar fluorescences intensitati virs 1000 RLU. Ka ari Siinu koncentracija bija
salidzinama ar qPCR rezultatiem. Kaut arT bija skaitliskas atskiribas, Clostridium klatbiitne
tika konstat€ta visos parbauditajos paraugos ar abam metodém. Talakos pétijumos,
specifiskai C. perfringens identific€Sanai biitu verts izmantot atbilstosas zondes.

Saja petijuma izstradatais permeabilizacijas protokols, mijiedarbiba ar Fluorescentas
in situ hibridizacijas metodi lauj panakt augstu C. perfringens sporu fluorescenci mazak
neka 6 stundu laika, ieskaitot permeabilizacijas un hibridizacijas posmus. Tomer, ta var

nebiit pietiekosi jutiga, lai identific€tu Gideni esoSas novajinatas baktérijas ar zemu rRNS
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daudzumu. Dabisko paraugu analiz€Sanai ir nepiecieSams optimiz€t protokolu fluorescenta
signala pastiprinasanai un fona limena samazinasanai, ka arT veikt uzlabojumus, lai

noverstu lielus $tinu zudumus veicot paraugu apstradi.
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4. SECINAJUMI

Izmantotais 5% SDS un 50 mM DTT maisijums, ar talako 10 mg/ ml vai 20 mg/ ml
lizocima apstradi, palielinaja C. perfringes sporu fluorescences intensitati devinas reizes,
sasniedzot 1800 RLU.

Izstradatais permeabilizacijas protokols lauj panakt ne tikai C. perfringens sporu
permeabilizaciju, bet vienlaikus saglabat vegetativo Stinu integritati.

Apvienojot izstradato permeabilizacijas protokolu ar Fluorescento in situ hibridizaciju,
dabiskajos paraugos ir iesp&jams identificet Clostridium perfringens vegetativas $tinas un
sporas, ar fluorescences intensitati virs 1000 RLU.

Preciza C. perfringens skaita noteikSanai dzeramas tdens paraugos, ir nepiecieSams
optimizét protokolu fluorescenta signala pastiprinasanai un fona Iimena samazinasanai,
jaizmanto tikai tai specifiskas fluorescentas zondes, ka ar1 janovers lielus Stinu zudumus

veicot mazgasanas etapus.
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1. pielikums

Skidumu pagatavo3anas receptes

- _ NepiecieSamais
N.p.k Skiduma nosaukums Sastavdalas daudzums uz 100ml
1. Fosfata buferis 200mM NaH,PO4*2H,0 3,12¢g
200mM NagHPO4* 12H20 7, 1 6g
Sajaukt attieciba 20:80
pH=7,2-7,4
2. 3x Fosfata bufera sals (PBS) 390 mM NacCl 2,27¢g
15% Fosfata buferis 15ml
pH=7,2-7,4
3. 1% Fosfata bufera sals (PBS) 130 mM NacCl 0.76g
5% Fosfata buferis Sml
pH=7,2-7,4
4. 4% paraformaldehids (PFA) Uzsildit H,O Iidz 65°C 66ml
Pievienot PFA 4g
NaOH Lidz PFA izskiSanai
3xPBS 33,20ml
Noturét istabas temperattra
Filtrét ar 0.22um filtru
pH=7,2-7,4
5. 5M NaCl NaCl 29.22¢
6. IM Tris/ HCI Tris/HCI 15.8¢
7. 0.5M etiléndiamintetraacetats EDTA 14,60¢g
(EDTA) pH=8
8. 10% Natrija dodecilsulfats SDS 10g
(SDS)

Hibridizacijas bufera pagatavosana:

Reagenti 0% h@bridizécijas
buferis

SM NaCl 180 pl

IM Tris/HCI 20 pul

ddH,O 799 ul

Formamids 0 ul

10% SDS 1 ul

MazgasSanas bufera pagatavosSana:

Reagenti 0% mazgasanas
buferis

5M NaCl 900 ul

IM Tris/HCI 1000 pnl

ddH,O 48100 pul

0.5M EDTA 0 ul
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2. pielikums

Clostridium 1 un II grupa. (Adaptéts no International Journal of Systematic
Bacteriology 44, 812-826 lIpp).
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2-2. pielikums

Clostridium histolyticum grupa (ieklaujot Clostridium 1 un 11 grupas parstavjus), kas
mijiedarbojas ar Chis150 zondi. (Adaptéts no Applied Environmental Microbiology 64
3336-3345 Ipp).

Chis150
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Slnu skaits

Siinu skaits

Siinu skaits

3. pielikums

Clostridium un B.subtilis Sinu mérjjumu atkartojumu rezultatu grafiki.

350
300
250
200
150
100
50
0 . M
PSS S QQQ <

S SIS
'\9'909@%0@'@%0%& K

v
%

2

£2

NS

RLU

300
250
200
150
100

50

SR S R R N N I I
PP, LENF S S
SR SIS RN Y 0,00 K

RLU

300
250
200
150
100

50

0 | | ~ | L

SRS
F
7

® .S S
AN, 0%0 S
S S S R S s

)
00

RLU

WCT

ECB

HECA

WCP
B.subtilis

WCT

HmCB

:._:' CA

WCP
B.subtilis

WCT

HCB

Z._!' CA

ECP
B.subtilis

73



Sanu skaits

kaits

Siinu's

kaits

Siunus

3-2. pielikums

Clostridium sporu un B.subtilis Sinu mérijumu atkartojumu rezultatu grafiki.
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4. pielikums

Duncan un Strong barotne, ciete 6g, CP, Anaerobi, 37°C, inokulats no plates

Duncan un Strong barotne, ciete 6g, CP, Anaerobi,37°C,inokulats no skidras barotnes

Duncan un Strong barotne, ciete 6g, CP, Anaerobi, 25°C,inokulats no $kidras barotnes
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4-2. pielikums

Duncan Strong barotne, Anaerobi, 25°C, CA, inokulats no plates

Duncan Strong barotne, Anaerobi, CT, 37°C, inokulats no plates

Duncan Strong barotne, Anaerobi, CB, 37°C, inokulats no plates
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4-3. pielikums

Ellnera barotne, Anaerobi, CP, 37°C, inokulats no $kidras barotnes

Ellnera barotne, Anaerobi, CB, 25°C, inokulats no plates

Ellnera barotne, Anaerobi, CP, 37°C, inokulats no plates
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5. pielikums

M1868, TM1423, Ellner, Tortora un PBS sporulacijas vides parbaudes rezultati.

Inkub&Sanas | Barotne Sporas/Siinas | Inkub&3anas
laiks apstakli
l.nedéela M1868 0/123 Anaerobi,
PBS 0/12 37°C
Ellners 0/141
Torrtora 0/192
TM1423 0/156
2.nedela M1868 >200/0 Anaerobi,
PBS 0/0 37°C
Ellners >150/0
Torrtora 0/76
>200/0
TM 1423
3.nedéla M1868 >200/0 Anaerobi,
PBS - 37°C
Ellners 0/110
Torrtora 0/46
>200/0
TM 1423
1.nedela Ellners O2 0/136 Aerobi, 37°C
4.nedela M1868 0/174 Anaerobi,
PBS - 37°C
Ellners 0/186
Torrtora 0/74
~200/0
TM1423
2.nedela Ellners O2 0/87 Aerobi, 37°C
l.nedéela Ellners O2 0/94 Aerobi,
Istabas temp.
5.nedéla M1868 0/192 Anaerobi,
PBS - 37°C
Ellners 0/173
Torrtora 0/74
~200/0
TM 1423
3.nedéla Ellners O2 0/112 Aerobi, 37°C
2.nedela Ellners O2 0/94 Aerobi,

Istabas temp.
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6. pielikums

Tresa méginajuma izveidotas vielu kombinacijas ar etanolu

1.solis 2solis 3solis 4solis
0,5% SDS + 70mM | etanola gradients

DTT, 15 min pirms hibridizacijas

5% SDS + 25mM etanola gradients

DTT, 15 min pirms hibridizacijas

0.5% SDS + 70mM et'anola graflients

DTT, 15 min PITMS un pec

hibridizacijas

5% SDS + 25mM
DTT, 15 min

etanola gradients
pirms un péc
hibridizacijas

0,5% SDS + 70mM
DTT, 15 min

etanola gradients
pirms

permeabilizacijas
5% SDS+25mM etanola gradients
O .
DTT, 15 min prms
permeabilizacijas

Uzturésana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 15
min, 65C

0,5% SDS+70mM
DTT

7 mg/ml lizoctms

Uzturésana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 15
min, 65C

5% SDS + 25mM
DTT

7 mg/ml lizoctms

Uzturésana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 15
min, 65C

0,5% SDS + 70mM
DTT

2 mg/ml lizoctms

etanola gradients

UzturéSana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 15
min, 65C

5% SDS +25mM
DTT

2 mg/ml lizoctms

etanola gradients

Uzturésana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas
15min, 65C

0,5% SDS + 70mM
DTT

Uzturésana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas
15min, 65C

5% SDS + 25mM
DTT

Etanola gradients
pirms un péc
hibridizacijas

5% SDS+ 50 mM
DTT, 65°C, 15 min

10 mg/ml lizocims,
37°C, 15min.

Uzturésana 50%
etanola pirms

permeabilizacijas, 30

5% SDS+50 mM
DTT, 65°C, 15 min

10 mg/ml lizocims,
37°C, 15 min

etanola gradients, pa
1 min. 50/ 80/ 96 %
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min, 65°C

UzturéSana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 30
min, 65C

5% SDS + 50 mM
DTT, 65°C, 15 min

10 mg/ml lizocims,
37°C, 15 min.

UzturéSana 50%
etanola pirms
permeabilizacijas 15
min, 65°C

5% SDS + 50 mM
DTT, 65°C, 15 min

10 mg/ml lizocims,
37°C, 15 min.

etanola gradients, pa
1 min. 50/ 80/ 96 %
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Magistra darbs ,,Costridium perfringens identificésana un uzskaitiSana dzeramaja
tideni ar fluorescentas in situ hibridizacijas metodi” izstradats RTU, biivniecibas

inzenierzinatnu fakultate, Udens pétniecibas laboratorija.

Ar savu parakstu apliecinu, ka pétijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja

noraditie informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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