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СОП № ЛММБ 2-6-2017-09
Идентификация таксономической принадлежности изолята грибов по нуклеотидным последовательностям межгенных спейсеров ITS и NS 
1. Введение, цель
Настоящая методика устанавливает порядок идентификации изолята гриба по нуклеотидным последовательностям межгенных спейсеров ITS и NS. 
2. Назначение
Данная методика позволяет идентифицировать микроорганизм до вида/рода по нуклеотидным последовательностям межгенных спейсеров ITS и NS. Исследованию подлежат чистые культуры грибов перед депонированием в коллекцию ЭМТК и штаммы, депонированные в КЭМТК при необходимости в повторной ре-идентификации.
3. Термины и определения
СОП – стандартная операционная процедура;
ПЦР – полимеразная цепная реакция;

Секвенирование – определение последовательности ДНК;
ТАЕ – трис-ацетатный буфер

4. Материалы и оборудование
4.1 Материалы и реактивы

	Наименование основных реактивов и материалов
	ГОСТ, ОСТ, страна

	
	

	Пробирки типа Eppendorf, 1,5 мл, DNase-free, RNase-free
	Axigen, США

	Пробирки типа Eppendorf, 0,2 мл DNase-free, RNase-free
	Axigen, США

	Наконечники для автоматических дозаторов до 200 мкл и до 1000 мкл с фильтром, DNase-free, RNase-free
	«Eppendorf», США

	Смесь дезоксирибонуклеозидтрифосфатов для ПЦР (25 мМ)
	БиоСан, Новосибирск

	Taq ДНК-полимераза
	Thermo Fisher Scientific, CША

	ДНК-буфер
	Thermo Fisher Scientific, CША

	Праймер NS1, 
5`-GTAGTCATATGCTTGTCTC -3` 
	БиоСан, Новосибирск

	Праймер NS2, 
5`-GGCTGCTGGCACCAGACTTGC -3`
	БиоСан, Новосибирск

	Праймер NS8, 

5`-TCCGCAGGTTCACCTACGGA -3`
	БиоСан, Новосибирск

	Праймер ITS 1F, 

5`-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA -3`
	БиоСан, Новосибирск

	Праймер ITS 4

5`-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3`
	БиоСан, Новосибирск

	Праймер ITS 3

5`-GCATCGATGAAGAACGCAGC -3`
	БиоСан, Новосибирск

	Вода для инъекций
	ЛП-002529

	Реагент-растворитель Hi-Di Formamide
	Appied Biosystems, CША

	Планшет для нанесения продуктов реакции Сэнгера 
	Appied Biosystems, CША

	Септа для планшетов
	Appied Biosystems, CША

	Септа для анодного буфера
	Appied Biosystems, CША

	Полимер POP-7
	Appied Biosystems, CША

	Катодный буфер
	Appied Biosystems, CША

	Анодный буфер
	Appied Biosystems, CША

	Реактив для очистки помпы автоматического секвенатора
	Appied Biosystems, CША

	Капиллярный блок для автоматического секвенатора 3500 Genetic Analyzer
	Appied Biosystems, CША

	Пленка Parafilm
	Pechiney Plastic Packaging Company, США

	Спирт этиловый
	ЛРС 000279/10

	Агароза для электофореза
	Sigma,  США

	Маркер молекулярных масс ДНК 1 kb
	СибЭнзим, Россия

	GTG-агароза
	Lonza, Израиль

	Трисгидроксиметиламинометан (Tris-base)
	Sigma,  США

	ЭДТА
	Sigma, США

	Ацетат натрия, осч
	Sigma, США

	Кристаллический фиолетовый
	Sigma, США

	Глицерин
	Sigma, США

	Комплект реагентов для постановки реакции секвенирования BigDye® Terminator v3.1 Sequencing Kit
	Applied Biosystems, США

	Полипропиленовые пробирки, 50 мл
	Falcon, США

	Колонки Centrisep Spin Columns
	Princeton Separations Inc., США

	Сорбент Sephadex G-50 Superfine
	GE Healthcare, Щвеция

	Концентрированная (ледяная) уксусная кислота
	Реахим, Россия

	Перекись водорода, медицинская
	ГОСТ 177-88

	Дистиллированная вода
	ГОСТ 6709-72

	Центрифужные фильтры Амикон Ультра-4. 100 кДа
	Millipore, Ирландия

	Тампон-зонды, целлюлоза, 15 см
	Ningbo Greetmed Medical Insruments, Китай

	Чашки Петри, пластиковые диаметр 90 мм
	Greiner, Австрия

	Пластиковая стерильная бактериологическая петля
	Citotest, Китай

	Хирургический скальпель
	Тумботино, Россия

	Мерные цилиндры вместимость 50 мл, 500 мл, 1000 мл
	ГОСТ 1770-74

	Колба 250 мл из термостойкого стекла
	ГОСТ 1770-74, Россия

	Спиртовка лабораторная
	ГОСТ 23932-90Е

	Пипетки вместимостью 100÷1000 мкл

                вместимостью 100÷1000 мкл

                вместимостью 20÷200 мкл

                вместимостью 200 мкл

                вместимостью 20 мкл
	«Ленпипет», Россия

«Ленпипет», Россия

«Ленпипет», Россия

«Ленпипет», Россия

«Ленпипет», Россия


4.2 Оборудование

	Оборудование
	ГОСТ, ОСТ, страна

	Бокс абактериальной воздушной среды (класс биологической безопасности II тип А или В)
	LabSystems, Россия

	Твердотельный термостат для пробирок типа Eppendorf
	BioSan, Латвия

	Aвтоматический секвенатор 3500 Genetic Analyzer
	Appied Biosystems, CША

	Микроцентрифуга «Minispin»
	Eppendorf, Германия

	Центрифуга Eppendorf
	Eppendorf, Германия

	Вортекс
	BioSan, Латвия

	Холодильник
	Indesit, Италия

	Программируемый амплификатор PCR System 9700 
	Appied Biosystems, CША

	Камера для горизонтального электрофореза SE-2
	Хеликон, Россия

	Источник питания «Эльф»
	ДНК-технология, Россия

	Ультрафиолетовый трансиллюминатор Molecular Imager GelDocTM XR System
	BioRad, США

	Вакуумный концентратор Concentrator plus
	Eppendorf, Германия

	Трансиллюминатор TFP-M/WL
	Vilber Lourmat, Франция

	Весы электронные
	Ohaus, Швейцария

	Термостат суховоздушный
	ТУ-9452-006-07505566-2006


4.3 Комплект спецодежды

	Одежда
	ГОСТ, ТУ, НТД

	Колпак медицинский
	ГОСТ 2313478

	Перчатки резиновые
	ГОСТ 3-88

	Маска медицинская 
	ГОСТ EN 13795-1-2011

	Халат медицинский
	ГОСТ 24760-81


5. Помещения

Проведение работ осуществляется в боксовых помещениях, в которых находятся боксы биологической (микробиологической) безопасности II класса, а также в помещениях, предназначенных для общих молекулярно-биологических работ.
6. Процедура
6.1 Подготовительный этап

6.1.2. Подготовка персонала к проведению основных работ

– надеть хирургический халат, перчатки перед началом работ.

6.1.2. Приготовление 70% раствора этилового спирта
– налить в стеклянный цилиндр (70±1) мл 96% этилового спирта и довести объем до 100 мл дистиллированной водой;
6.1.3. Приготовление 1%-ного агарозного геля
– взвесить (1,5±0,1) г агарозы и пересыпать в стеклянную колбу из термостойкого стекла;

– добавить 100 мл рабочего электрофорезного буфера, перемешать и расплавить в СВЧ-печи до полного растворения агарозы;

– остудить до температуры 65 – 70 °С.

– поместить плашку для заливки геля на заливочный столик, установленный горизонтально, и переместить стенку столика вплотную до плашки для заливки геля. Зафиксировать стенку поворотом винта. Выровнять столик для заливки геля. Вставить гребенку в плашку и залить расплавленный охлажденный до температуры 65 – 70 ºС гель в плашку толщиной 0,6 см. Если образовались пузыри, их необходимо удалить;

– вынуть гребенку из геля после полного застывания, не повредив карманы, отвернуть винт и отодвинуть стенку столика;

– поместить плашку с готовым гелем в камеру для горизонтального электрофореза;

– залить в камеру рабочий раствор буфера в таком количестве, чтобы он покрывал гель на 5 мм сверху;

– промыть карманы пипетированием, не касаясь дна, аккуратно. Убедиться в отсутствии пузырьков воздуха в них.
6.1.4. Приготовление концентрированного буфера ТАЕ (20×)
– взвесить 108,8 г ацетата натрия трехводного, 193,6 г Tris-base, 14,88 г ЭДТА;

- растворить в 1,5 л дистиллированной воды, довести pH до 8.0 ледяной уксусной кислотой и довести объем раствора в мерном цилинде до 2 л.

6.1.5. Приготовление концентрированного буфера TAE-GTG (20×) для очистки фрагментов ДНК через GTG-агарозу
– взвесить 48,4 г Tris-base, 0,37 г ЭДТА;

- растворить в 100мл дистиллированной воды, добавить 14,4 мл ледяной уксусной кислоты и довести объем раствора в мерном цилиндре до 200 мл.

6.1.6. Приготовление рабочего буфера ТАЕ

– влить в мерный цилиндр 50 мл концентрированного ТАЕ и довести дистиллированной водой до 1000 мл, закрыть пленкой Parafilm и перемешать.
6.1.7. Приготовление рабочего буфера ТАЕ-GTG
– влить в мерный цилиндр 20 мл концентрированного ТАЕ-GTG и довести дистиллированной водой до 1000 мл, закрыть пленкой Parafilm и перемешать.

6.1.8. Приготовление раствора кристаллического фиолетового

– взвесить (2,0±0,1) мг красителя и растворить в бидистиллированной воде.

6.1.9. Приготовление буфера для нанесения проб на гель

– взвесить (1,0±0,1) мг кристаллического фиолетового, добавить 3 мл стерильного глицерина и довести объем рабочим ТАЕ буфером до 10 мл.
6.1.10. Приготовление 0,6% геля GTG-агарозы
– взвесить (0,3±0,1) г GTG-агарозы и пересыпать в стеклянную колбу из термостойкого стекла на 250 мл;
– добавить 50 мл рабочего буфера ТАЕ-GTG, перемешать и расплавить в СВЧ-печи до полного растворения агарозы;

– остудить до температуры 65 – 70 °С, добавить 20мкл красителя кристаллического фиолетового из стокового раствора с концентрацией 2мг/мл.
– поместить плашку для заливки геля на заливочный столик, установленный горизонтально, и переместить стенку столика вплотную до плашки для заливки геля. Зафиксировать стенку поворотом винта. Выровнять столик для заливки геля. Вставить гребенку в плашку и залить расплавленный охлажденный до температуры 65 – 70 ºС гель в плашку толщиной 0,6 см. Если образовались пузыри, их необходимо удалить;

– вынуть гребенку из геля после полного застывания, не повредив карманы, отвернуть винт и отодвинуть стенку столика;

– поместить плашку с готовым гелем в камеру для горизонтального электрофореза;

– залить в камеру рабочий раствор буфера в таком количестве, чтобы он покрывал гель на 5 мм сверху;

– промыть карманы пипетированием, не касаясь дна, аккуратно. Убедиться в отсутствии пузырьков воздуха в них.

6.1.11. Подготовка колонок для гель-фильтрации

– взвесить в полипропиленовой пробирке типа Falcon объемом 50 мл сорбент Sephadex G-50 Superfine из расчета 50 мг сорбента на одну реакцию. Добавить 1 мл бидистиллированной воды. Оставить набухать в воде в течение 30 мин, периодически перемешивая;
– выставить приемники с вложенными в них чистыми колонками Centrisep Spin Colomns в штатив;
– внести в чистый корпус колонки набухший сорбент в количестве 1 мл и центрифугировать в течение 5 мин при угловом ускорении 900g. При этом необходимо строго соблюдать однообразную ориентацию колонок при центрифугировании;
– удалить воду из приемника;

– добавить 200 мкл бидистиллированной воды для промывки сорбента и центрифугировать в течение 5 мин при угловом ускорении 900g;
– удалить воду из приемника. Хранить приготовленные колонки можно не более 1 часа.

6.2. Основной этап
6.2.1. Отбор образцов

– разлить по 20 мкл стерильной воды для инъекций в пробирки типа Eppendorf объемом 0,2 мл;
– отобрать среди однотипных колоний две, четко изолированные колонии культуры, выросшей на плотной питательной среде Сабуро;

– перенести бактериологической петлей незначительное количество материала с двух выбранных колоний в пробирки с 10 мкл бидистиллированной воды, каждую колонию в отдельную пробирку;
– выделить ДНК из полученных супензий набором НК-технология по инструкции производителя.

6.2.2. Полимеразная цепная реакция
– для получения ПЦР-фрагментов ITS и NS провести гнездовой ПЦР, при этом 

для 1 раунда амплификации NS-фрагмента использовать праймеры NS1 и NS8, для второго раунда праймеры NS1 и NS2;

 для 1 раунда амплификации ITS-фрагмента использовать праймеры ITS1F и ITS4, для второго раунда праймеры ITS4 и ITS3;

–приготовить ПЦР-смесь, исходя из того, что на один образец потребуется 29,0 мкл смеси следующего состава:

ДНК-буфер 3,0 мкл;

смесь четырех дезоксирибонуклеозидтрифосфатов 0,3 мкл;
Taq-полимераза 0,2 мкл в концентрации 5 ед/мкл;

прямой праймер 1,0 мкл в концентрации 10 пмоль;
обратный праймер 1,0 мкл в концентрации 10 пмоль;

добавить воду для инъекций до 30 мкл;

– внести в пробирки по 29,0 мкл ПЦР-смеси и 1,0 мкл ДНК-матрицы из раздела 6.2.1. в случае 1 раунда ПЦР, или 1 мкл амплификата в случае 2 раунда ПЦР;
– внести в отдельную пробирку 29,0 мкл ПЦР-смеси и 1,0 мкл ДНК-буфера (отрицательный контроль);
– осадить капли со стенок пробирок кратким центрифугированием на микроцентрифуге (10 – 20 сек);

– поместить пробирки в ячейки амплификатора, после того, как температура в ячейке амплификатора достигнет 95 ºС. Закрыть крышку прибора и запустить программу на амплификаторе (табл. 1, 2, 3). Пробы после амплификации можно хранить 16 ч при комнатной температуре или в течение недели при температуре 2 – 8 ºС.

Таблица 1.

Условия 1 раунда амплификации для межгенных спейсеров ITS и NS
	
	Стадии амплификации
	Температура, ºС
	Время
	Количество циклов

	1
	Предварительный прогрев  матрицы
	95 ºС
	5 мин
	1

	2

	Денатурация матрицы
	95
	10 сек
	35 циклов

	
	Отжиг праймеров
	50
	15 сек
	

	
	Элонгация
	72
	2 мин
	

	
	Финальная элонгация
	72
	10 мин
	1

	3
	Хранение
	4 
	-
	-


Таблица 2.

Условия 2 раунда амплификации для межгенного спейсера ITS 
	
	Стадии амплификации
	Температура, ºС
	Время
	Количество циклов

	1
	Предварительный прогрев  матрицы
	95 ºС
	5 мин
	1

	2

	Денатурация матрицы
	95
	10 сек
	35 циклов

	
	Отжиг праймеров
	56
	15 сек
	

	
	Элонгация
	72
	30 сек
	

	
	Финальная элонгация
	72
	10 мин
	1

	3
	Хранение
	4 
	-
	-


Таблица 3.

Условия 2 раунда амплификации для межгенного спейсера NS 
	
	Стадии амплификации
	Температура, ºС
	Время
	Количество циклов

	1
	Предварительный прогрев  матрицы
	95 ºС
	5 мин
	1

	2

	Денатурация матрицы
	95
	10 сек
	35 циклов

	
	Отжиг праймеров
	54
	15 сек
	

	
	Элонгация
	72
	1 мин
	

	
	Финальная элонгация
	72
	10 мин
	1

	3
	Хранение
	4 
	-
	-


6.2.3. Электрофорез в агарозном геле в буфере ТAЕ
– залить агарозный гель согласно п. 6.1.3;
– внести в каждую лунку 1%-ного агарозного геля по 5 мкл образца ПЦР-продуктов после 2-го раунда ПЦР, включая отрицательный контроль. В отдельные карманы внести маркер молекулярных масс в каждом ряду дорожек;

– подключить камеру к источнику постоянного электрического тока. Выставить параметры источника: напряжение 250 В, сила тока 100 мА, 10 Вт, время 20 мин. Оптимальная напряженность электрического поля при этом составляет 10 В/см;
– выключить источник тока после завершения электорофореза, отсоединить провода от источника тока, перенести гель на трансиллюминатор;

– задокументировать полученную картину распределения ПЦР-фрагментов в агарозном геле после проведения электрофореза при помощи трансиллюминатора;
– определить образцы с достаточным количеством ПЦР-фрагментов для секвенирования. Образцы можно использовать для дальнейшего секвенирования только в том случае, если в отрицательном контроле отсутствуют ПЦР-фрагменты.
6.2.4. Очистка продуктов ПЦР с помощью GTG-агарозы
– залить агарозный гель согласно п. 6.1.10;
– внести в каждую лунку до 15 мкл образца;

– подключить камеру к источнику постоянного электрического тока. Выставить параметры источника: напряжение 250 В, сила тока 100 мА, 10 Вт, время 7 мин. Оптимальная напряженность электрического поля при этом составляет 10 В/см;

– выключить источник тока после завершения электорофореза, отсоединить провода от источника тока, перенести гель на трансиллюминатор с подсветкой белым светом;

– взять хирургический скальпель и предварительно обработать 70% раствором этилового спирта;

– вырезать аккуратно фрагмент агарозного геля, содержащий продукт ПЦР необходимого размера, стараясь захватить как можно меньше самого геля, и поместить его в обрезанный наконечник для автоматических дозаторов объемом 200 мкл с фильтром; 
– перенести наконечник с фрагментом геля в пронумерованную пробирку типа Eppendorf объемом 1,5мл. Перед вырезанием каждого следующего фрагмента хирургический скальпель необходимо обрабатывать 70% раствором этилового спирта во избежание контаминации образцов;

– поместить пробирки с фильтрами, содержащими вырезанные фрагменты агарозного геля в центрифугу, и центрифугировать пробирки в течение 5 мин на максимальной скорости;
– вынуть наконечники из пробирок, пробирки закрыть и перенести в холодильник. 
6.2.5. Реакция Сенгера
– подготовить микропробирки объемом 0,2 мл, закрыть их и подписать в соответствии с номерами образцов и праймеров;
–используя наконечники с фильтрами, приготовить реакционную смесь следующего состава из расчета 30 мкл на образец: 

буфер для секвенирования BigDye® Terminator v3.1 Sequencing Buffer (5×) – 6 мкл,

реагент BigDye® Terminator v3. – 1 мкл,

ДНК-матрица состоящая из NS-ПЦР-продукта либо ITS-ПЦР-продукта после 2-го раунда амплификации, очищенная с использованием GTG-агарозы, в количестве около 100 нг и объемом не более 1/3 от объема реакционной смеси,
для секвенирования межгенного спейсера NS добавить 1мкл прямого праймера NS1 в концентрации 3,3 пмоль; 
для секвенирования межгенного спейсера ITS добавить 1мкл  прямого праймера ITS4 в концентрации 3,3 пмоль;
довести объем реакционной смеси до 30 мкл бидистиллированной водой.
– перемешать смесь на вортексе и осадить капли со стенок пробирок кратким центрифугированием на микроцентрифуге (10 – 20 сек);
– поместить пробирки в ячейки амплификатора, закрыть крышку прибора и запустить программу амплификатора (табл. 4)
Таблица 4
Условия реакции секвенирования по Сенгеру для ПЦР-фрагментов межгенных спейсеров ITS и NS
	
	Стадии реакции секвенирования
	Температура
	Время
	Количество циклов

	1
	Денатурация матрицы
	98 °С
	10 с
	34

	
	Отжиг праймера
	50 °С
	5 с
	

	
	Элонгация
	60 °С
	4 мин
	

	2
	Дополнительное прогревание
	98 °С
	3 мин
	1

	3
	Хранение
	20 °С
	–
	–


6.2.6. Очистка продуктов реакции Сенгера
– подготовить пробирки-приемники типа Эппендорф объемом 1,5 мл для очистки продуктов реакции Сенгера. Подписать их в соответствии с номерами анализируемых проб и названиями используемых праймеров. Поместить колонки, содержащие сефадекс G50 (раздел 6.1.11.) в подготовленные пробирки;
– аккуратно, не касаясь столбика сорбента, нанести всю реакционную смесь, содержащую продукты реакции секвенирования в центр столбика сорбента;
– центрифугировать в течение 5 мин при угловом ускорении 900g;
– извлечь колонки, содержащие столбики сорбента из пробирок-приемников. В пробирках приемниках объемом 1,5 мл должно находиться около 30 мкл жидкости, содержащей очищенные продукты реакции Сенгера; 

– колонки, содержащие столбики сорбента, очистить от сорбента (для этого достаточно просто вытряхнуть его).
– высушить очищенные продукты реакции в вакуумном концентраторе при 45 °С;

– передать высушенные продукты реакции на автоматический прибор-секвенатор 3500 Genetic Analyzer ABI, CША, для проведения капиллярного гель-электрофореза.

6.2.7. Капиллярный гель-электрофорез продуктов реакции Сэнгера

– разморозить реагент-растворитель Hi-Di Formamide из расчета 15 мкл на один образец;

– в пробирку с очищенными и высушенными продуктами реакции Сэнгера автоматическим дозатором добавить формамид в количестве 15 мкл;

– тщательно перемешать содержимое пробирки на вортексе;

– сбросить капли со стенок пробирки кратковременным центрифугированием;

– используя автоматический дозатор перенести весь объем жидкости из пробирки в планшет для загрузки образцов в автоматический секвенатор, запечатать планшет септой для планшетов;

– прогреть планшет в течении 2 минут при 96°С в термостате, затем перенести в емкость с водно-ледяной смесью для быстрого охлаждения;

– поместить планшет в адаптер для автоматического секвенатора и установить его в прибор;

– запустить программу параметров разделения образцов и выгрузки данных на компьютере управления автоматическим секвенатором;

– по окончанию разделения продуктов реакции Сэнгера обсчитать полученные данные с помощью ПО Sequencing Analysis Software 6.0, принимая во внимание наборы реактивов и расходных материалов, которые использовались для синтеза продуктов реакции Сэнгера.
6.2.8. Анализ данных
– провести предварительный анализ полученных нуклеотидных последовательностей с использованием программного продукта Sequencher v.4.1.; 
– сравнить полученные нуклеотидные последовательности с ранее опубликованными с использованием алгоритма Basic Local Alignment Search Tool (BLASTN) с использованием сервера Национального центра биотехнологической информации (NCBI, США), включающего базы данных GenBank (США), EMBL (Европа), DDBJ (Япония);
– выбрать наиболее близкий по нуклеотидной последовательности штамм грибов из базы данных NCBI GenBank и в соответствии с ним идентифицировать депонированный в КЭМТК коллекционный штамм.
6.3. Завершающий этап

– Полученные данные внести в электронную базу данных КЭМТК.
7. Охрана труда и техника безопасности

При проведении процедуры необходимо соблюдать следующие инструкции по технике безопасности и инструкции по биобезопасности:

При проведении процедуры необходимо соблюдать следующие инструкции по технике безопасности и инструкции по биобезопасности:

8. ИОТ – 02 Инструкция по ОТ для неэлектротехнического персонала по электробезопасности на I квалификационную группу;

9. ИОТ – 10 Инструкция по ОТ при работе с облучателем бактерицидным ОБНП 2(2х15-01) «Генерис»;

10. ИОТ – 34 Инструкция по ОТ при работе с ЛВЖ в лабораториях института;

11. ИОТ – 86 Инструкция о мерах ПБ в лабораториях;

12. ИОТ – 99 Правила работы с микроорганизмами III-IV группы патогенности и возбудителями паразитарных болезней.

13. Приложения
–  отсутствуют

14. Ссылки

1. Выявление и исследование нуклеиновых кислот гастровирусов. Практикум по молекулярной вирусологии: Методическое пособие/ Тикунова Н.В., Хлусевич Я.А. Вихрова М.А., Нетесов С.В.; Новосиб. гос. ун-т. Новосибирск, 2011. 74 с.
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