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Наведені результати оптимізації протоколу ідентифікації бак-
терій Staphylococcus spp. методом полімеразної ланцюгової реакції 
з детекцією в агарозному гелі та апробації протоколу з польовими 
штамами відібраними від собак. Визначення параметрів специфіч-
ності та чутливості методу проводили на музейних штамах коків 
S.  epidermidis АТСС 14990, S.  aureus АТСС 25923, S. aureus subsp. 
aureus УКМ В-918, S. pneumoniae ATCC 49619 та E.  faecalis ATCC 
194433.

Екстракцію ДНК проводили за допомогою набору IndiSpin 
Pathogen Kit. Для виготовлення реакційної суміші використали гото-
вий ПЛР мікс NEB OneTaq® 2X Master Mix with Standard Buffer. Для 
дослідження використовували праймери націлені на ділянку гена 
tuf, що дають продукт ампліфікації 370 bp. Облік  результатів реак-
ції проводили в 2 % агаровому гелі з додаванням етидіум броміду у 
концентрації 0,5 %. 

Оптимальну температуру відпалу визначали методом градієнта 
температур.

За дослідження специфічності методики три музейні штами ста-
філококів були ідентифіковані як позитивні, тимчасом штами інших 
коків не дали продуктів реакції. 

Дослідження чутливості методу полягало у виявленні продукту 
ампліфікації в семи розведеннях бактеріальної суспензії, що відпові-
дають стандартам каламутності McFarland, найменша концентрації 
була додатково розведена у 10, 100 та 1000 разів. Останнє розведення, 
що показало наявність продукту ампліфікації  відповідає 2×106 КУО  
в 200 мкл фізіологічного розчину, що використовували для виділення 
ДНК. 

Апробацію протоколу ПЛР  проведено на польових штамах ста-
філококів. Для дослідження були відібрані вушні і назальні мазки у 
собак, а також змиви з клітки-переноски. Первинний посів матеріалу 
був проведений на маніт-сольовий агар, на цьому середовищі мож-
ливий ріст лише галофільних мікроорганізмів. Було виявлено ріст 
на 17 чашках Петрі. Дослідження змивів з цих чашок методом ПЛР 
вказало на наявність стафілококів у досліджуваних матеріалах.  

Результати внутрішньолабораторної апробації ПЛР вказують на 
те, що використаний нами праймер дає високі показники параметрів 
специфічності та чутливості. Апробована нами методика може бути 
використана для підтвердження наявності бактерій Staphylococcus spp.  
в первинному посіві мазків відібраних від собак. 

Ключові слова: ПЛР, tuf ген, апробація праймерів, оптимізація 
праймерів, мікрофлора собак, Staphylococcus spp.
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Постановка проблеми  та аналіз  остан-
ніх досліджень. Staphylococcus spp. поширений 
в природі рід мікроорганізмів, що в нормі ко-
лонізує організм тварин та людей. Різні родини 
стафілококів відрізняються за ступенем своєї 
патогенності і природними носіями [1]. Знач-
ною проблемою пов’язаною зі стафілококами 
є набуття ними стійкості до антибактеріальних 
засобів [2]. На сьогодні багато зусиль спрямо-
вано на виявлення стійкості окремих штамів до 
β-лактамних антибіотиків, так званих метици-
лінрезистентних стафілококів [3, 4]. Такі шта-
ми можуть набувати стійкості до інших груп 
антибіотиків, ставати мультирезистентними 
та колонізувати простір лікарень, пацієнтів та 
персонал. Для ефективного лікування інфекцій 
спричинених такими штамами потрібно прово-
дити додаткові лабораторні дослідження [5, 6].

Мікробіологічні методи дослідження ста-
філококів потребують 2–3 доби для виділен-
ня чистої культури та постановки біохімічних 
тестів. Цей процес може спростити викори-
стання тест-систем, наприклад API-Staph [7]. 
Проте різні родини стафілококів можуть мати 
мінливі або однакові біохімічні ознаки, що 
унеможливлює повну їх ідентифікацію мікро-
біологічними методами [8]. MALDI-ToF MS 
сучасний метод, який пропонують використо-
вувати як новий золотий стандарт, однак його 
застосування також потребує виділення чистої 
культури [9, 10]. Водночас прилад дороговар-
тісний і його обслуговування  можуть собі доз-
волити лише великі лабораторії. 

Молекулярно-генетичні методи поєднують 
високу специфічність і чутливість, проте не 
дають інформації про фенотипові особливос-
ті штамів. Розроблені праймери направлені на 
ділянку tuf, nuc та 16S rRNA генів для родової 
і родинної ідентифікації стафілококів методом 
класичної ПЛР [11–13]. Праймери направле-
ні на ділянку gap та groEl генів для видової і 
родинної ідентифікації стафілококів методом 
ПЛР з поліморфізмом довжини рестрикційних 
фрагментів [14, 15]. Праймери направлені на 

ділянку гена nuc та tuf для постановки кіль-
кісної ПЛР в реальному часі [16, 17]. Впрова-
дження методів повногеномного секвенування 
відкриває можливість детального генотипу-
вання штамів, дослідження їх розповсюджено-
сті і пов’язати генетичні особливості з їх фено-
типовими проявами [18].

Дослідження, спрямовані на вивчення ста-
філококів, потребують комбінування різних 
методів для збільшення їх ефективності і спе-
цифічності.

Мета дослідження – оптимізувати та апро-
бувати протокол ідентифікації бактерій роду 
Staphylococcus spp. методом ПЛР.

Матеріал і методи дослідження. Для 
контролю використали музейні штами: пози-
тивний контроль – Staphylococcus epidermidis 
АТСС 14990, Staphylococcus aureus АТСС 25923, 
Staphylococcus aureus subsp. aureus УКМ В-918, 
негативний контроль – Streptococcus pneumoniae 
ATCC 49619, Enterococcus faecalis ATCC 194433.

Музейні шатами зберігаються в напіврід-
кому середовищі за температури 4 °C. Для до-
слідження їх пересівали з напіврідкого агару 
на чашку Петрі з Plate Count Agar далі PCA 
(HiMedia Laboratories, Індія) та культивували 
протягом доби за температури 37 °С. 

Виділення ДНК. 4–5 типових колоній з по-
верхні агару бактеріологічною петлею перено-
сили в 1 мл стерильного фосфатного буферу 
та розводили до 0,5 по стандарту McFarland, 
потім 200 мкл бактеріальної суспензії перено-
сили в окрему пробірку. Виділення ДНК про-
водили за допомогою набору IndiSpin Pathogen 
Kit (Indical Bioscience, Германія), дотримую-
чись стандартної інструкції. 

Полімеразна ланцюгова реакція. Для дослі-
дження в літературних джерелах була підібра-
на пара праймерів, націлених на ділянку гена 
tuf, що кодує фактор елонгації Tu, який бере 
участь у формуванні пептидного ланцюга і є 
важливою частиною бактеріального геному. 
Олігонуклеотиди були синтезовані Metabion 
(Германія). Інформація про використані оліго-
нуклеотиди подана в таблиці 1. 

Таблиця 1 – Олігонуклеотиди використані в дослідженні

Назва 
олігонуклео-

тиду
Послідовність 
нуклеотидів

Температура 
плавлення 

(Tm)

Віднайдена 
оптимальна 
температура 
відпалу (Ta) 

Розмір 
продукту 

ампліфікації
Літературне 

джерело

TStaG422
5’-GGC CGT GTT 

GAA CGT GGT 
CAA ATC A-3’

67

55 370 bp [7]

TStag765
5’-TI(Inosine)A 
CCA TTT CAG 
TAC CTT CTG 

GTA A-3’
60
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Дослідження проводили за допомогою ПЛР 
з детекцією в агаровому гелі. Реакцію ампліфі-
кації проводили в реакційній суміші об’ємом 
25 мкл, яка включала: 12,5 мкл готового ПЛР 
міксу OneTaq® 2X Master Mix with Standard 
Buffer (New England Biolabs, США), 7,5 мкл 
деіонізованої води, по 1 мкл F та R праймерів 
і 3 мкл ДНК. Ампліфікацію проводили в тер-
моциклері GeneAmp PCR System 2400 (Applied 
Biosystems, США), за температурних режимів 
вказаних в таблиці 2.

Детекцію результатів проводили в 2 % ага-
ровому гелі з додаванням 0,5 % етидіум бромі-
ду. Аналіз реакції проводили за наявністю спе-
цифічної смуги відповідного розміру напроти 
лунки з позитивним контролем та відсутністю 
відповідної смуги напроти лунки з негативни-
ми контролями.

Оптимізація протоколу. Для визначення 
оптимальної температури відпалу була прове-
дена оптимізація протоколу, методом градієн-
та температур з кроком в 2 °С  в діапазоні від 
47 до 65 °С. Температура, за якої реакція була 
найбільш специфічною, використана в наступ-
них етапах дослідження. 

Дослідження специфічності. Досліджен-
ня специфічності реакції проводили на трьох 
посівах кожного музейного штаму. Виділення 
ДНК та постановку ПЛР проводили за вказа-
ним вище протоколом.

Дослідження чутливості. Дослідження 
чутливості проводили на трьох музейних шта-
мах стафілококів. Бактеріологічною петлею 
4–5 типові колонії вносили в 1 мл фосфатного 
буфера. Отриману суспензію додатково розво-
дили фосфатним буфером та порівнювали зі 
стандартом каламутності. Було виготовлено 
4 суспензії (4; 2; 1; 0,5 по McFarland standart). 
Суспензію 0,5 по McFarland було додатково 
розведено методом серійних розведень в 10, 
100 та 1000 разів.

Апробація протоколу реакції на польових 
штамах. Дослідження проходило в два етапи: 
первинний посів відібраного матеріалу на се-
лективне середовище і родової ідентифікації 
збудника методом полімеразної ланцюгової 
реакції. Мікробіологічну частину дослідження 
виконували на базі кафедри епізоотології та ін-
фекційних хвороб та в лабораторії «Біолайтс». 
Молекулярно-генетичну частину досліджень 
виконували на базі Міжфакультецької лабора-

торії новітніх методів (ІФА та ПЛР) Білоцер-
ківського НАУ.

Відбір польових штамів. Польові штами 
мікроорганізмів відбирали від клінічно здо-
рових собак, що знаходяться на карантині в 
Управлінні ветеринарної медицини м. Біла 
Церква. Матеріал відбирали за допомогою 
аплікатора з пробіркою без транспортного 
середовища, змоченим декількома краплями 
фосфатного буфера. Тварину фіксували, там-
пон аплікатора вводили в ніздрю на 2–3 см і 
декілька разів прокатували його по слизовій 
оболонці. Після цього тампон вводили в іншу 
ніздрю, повторювали відбір, і поміщали назад 
в пробірку. Мазок з вуха відбирали іншим аплі-
катором: піднімали вушну раковину і тампон 
вводили в слуховий прохід на глибину 2–3 см. 
Тампон аплікатора декілька разів прокатували 
по слизовій оболонці, відбір повторювали в ін-
шій вушній раковині тим самим аплікатором. 
Було відібрано 20 парних мазків з носа та вуха 
собаки, та мазок з клітки-переноски.

Посів матеріалу. Первинний посів робили 
на диференційне середовище маніт-сольовий 
агар (CONDA, Іспанія). Тампон аплікатора 
діставали з пробірки і зигзагоподібними руха-
ми проводили ним на поверхню агару, чашку 
ставили до термостату на 24 години за 37 °C. 
Через добу чашки Петрі діставали з термоста-
ту, визначали прояв росту колоній та робили 
мазок з декількох типових колоній і фарбували 
за Грамом. За посіву на селективне середовище 
було виявлено ріст на 17 чашках Петрі (дані не 
надані).

ПЛР проводили за згаданим вище прото-
колом.

Результати дослідження. Оптимізацію та 
апробацію протоколу ПЛР з використанням об-
раного праймера провели на музейних штамах. 
Три музейні культури стафілококів, культура 
стрептококу і ентерококу були посіяні з сере-
довища зберігання на чашку Петрі з PCA та ви-
тримані в термостаті протягом доби за 37 °С.  
Було засіяно 3 чашки для кожної музейної 
культури. Через добу 4–5 типових колоній від-
бирали бакпетлею з поверхні агару, вносили в 
пробірку з 1 мл фосфатного буфера та розводи-
ли до 4 по стандарту каламутності McFarland. 
Після цього з 200 мкл бактеріальної суспензії 
було виділено ДНК та поставлена полімеразна 
ланцюгова реакція.

Таблиця 2 – Температурні режими апмліфікації 

Активація 
полімерази

Ампліфікація – 30 циклів Фінальна 
елонгаціяденатурація відпал елонгація

94 °С – 1 хв 94 °С – 30 с 55 °С – 30 с 68 °С – 60 с 68 °С – 5 хв
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Температура відпалу підібрана методом гра-
дієнта температур. Температурний режим всіх 
етапів реакції окрім відпалу відповідає паспор-
ту полімерази (мастер-міксу). Реакційну суміш 
готували безпосередньо перед ампліфікацією. 
Для оптимізації протоколу був використаний 
метод градієнта температур з кроком в 2 °С в ді-

апазоні від 47 до 65 °С. Критеріями оцінки були 
наявність відповідного продукту реакції напро-
ти лунок зі стафілококами та відсутність напро-
ти лунок з іншими коками, відсутність неспе-
цифічних фрагментів, чіткість смужки (бенда) 
відповідного розміру. Результати дослідження 
наведені в таблиці 3, рисунок 1.

Таблиця 3 – Умови оптимізації протоколу ПЛР-ідентифікації бактерій роду Staphylococcus spp.

Температура Позитивний контроль Негативний контроль Результат оптимізації

47 °С 3/3 0/2 наявні неспецифічні 
фрагменти Низька температура

49 °С 3/3 наявні неспецифічні 
фрагменти >100

0/2 наявні неспецифічні 
фрагменти >100 Низька температура

51 °С 3/3 наявні неспецифічні 
фрагменти >100

0/2 наявні неспецифічні 
фрагменти >100 Низька температура

53 °С 3/3 чіткі бенди 0/2 Оптимальна 
температура

55 °С 3/3 чіткі бенди 0/2 Оптимальна 
температура

57 °С 3/3 чіткі бенди 0/2 Оптимальна 
температура

59 °С 3/3 чіткі бенди 0/2 Оптимальна 
температура

61 °С 3/3 наявні неспецифічні 
фрагменти >100

0/2 наявні неспецифічні 
фрагменти >100 Висока температура

63 °С
3/3 нечіткі бенди, 

наявні неспецифічні 
фрагменти

0/2 Висока температура

65 °С 1/3 0/2 Висока температура

Рис. 1. Електрофореграма продуктів ампліфікації ділянки гена tuf за різних температур відпалу:

1. Staphylococcus epidermidis АТСС (14990). 2. Staphylococcus aureus (АТСС 25923). 3. Staphylococcus 
aureus subsp. aureus (УКМ В-918). 4. Streptococcus pneumoniae (ATCC 49619). 5. Enterococcus faecalis 
(ATCC 194433). 6. Негативний контроль виділення ДНК. 7. Негативний контроль виготовлення реак-

ційної суміші.
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Після оптимізації протоколу була обрана 
температура відпалу 55 °С та  проведена апро-
бація протоколу. Зроблені свіжі посіви кожно-
го з музейних штамів із середовища зберігання 
на 3 чашки Петрі з PCA. Через добу з кожної 
чашки проводили відбір типових колоній і ви-
ділення з них ДНК за згаданою вище схемою 
та поставлена полімеразна ланцюгова реакція. 
Результати дослідження вказані в таблиці 4.

Для визначення чутливості ПЛР викори-
стали різний ступінь розведення трьох музей-
них штамів у фосфатному буфері. Для контро-
лю ступеня розведення використали стандарт 
каламутності. Бактеріальну суспензію, що від-
повідає 0,5 по стандарту каламутності, також 
було додатково розведено методом серійних 
розведень. Для виділення ДНК відбирали по 
200 мкл кожного розведення бактеріальної су-

спензії, що відповідає концентрації бактеріаль-
них клітин (табл. 5). 

Продукт ампліфікації у всіх досліджуваних 
штамів перестав утворюватися на розведенні 
0,5:100, що відповідає 2×105 КУО в 200 мкл су-
спензії (рис. 2). 

Для апробації оптимізованого протоколу 
були відібрані мазки від собак, що знаходяться 
на карантині в Управлінні ветеринарної меди-
цини м. Біла Церква. Від кожної собаки було 
отримано по мазку з вуха та носа. Додатково 
проведено змиви з кліток-переносок відразу 
після прибуття собак. Отримані мазки були 
засіяні на агарову пластину. Відсутність росту 
на агаровій пластині трактували як відсутність 
стафілококів у досліджуваному мазку. Пози-
тивними на негативними контролями слугува-
ли музейні штами.

Таблиця 4 – Результат апробації протоколу ПЛР з використанням праймера направленого на ділянку
                     гена tuf 

№ Назва штаму Номер посіву Продукт реакції

1 Staphylococcus epidermidis АТСС 14990
1 Наявний 370 bp
2 Наявний 370 bp
3 Наявний 370 bp

2 Staphylococcus aureus АТСС 25923
1 Наявний 370 bp
2 Наявний 370 bp
3 Наявний 370 bp

3 Staphylococcus aureus subsp. aureus 
УКМ В-918

1 Наявний 370 bp
2 Наявний 370 bp
3 Наявний 370 bp

4 Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
1 Відсутній
2 Відсутній
3 Відсутній

5 Enterococcus faecalis ATCC 194433
1 Відсутній
2 Відсутній
3 Відсутній

Таблиця 5 – Ступінь розведення бактеріальної суспензії

№ Ступінь розведення по 
McFarland стандарту Кількість КУО в 1 мл Кількість КУО в 200 

мкл
Наявність продукту 

реакції

1 4 1,2 × 109 2,4 × 108 Наявний 
370 bp

2 2 6,0 × 108 1,2 × 108 Наявний 
370 bp

3 1 3,0 × 108 6 × 107 Наявний 
370 bp

4 0,5 1,0 × 108 2 × 107 Наявний 
370 bp

5 0,5:10 1,0 × 107 2 × 106 Наявний 
370 bp

6 0,5:100 1,0 × 106 2 × 105 Відсутній

7 0,5:1000 1,0 × 105 2 × 104 Відсутній
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ампліфікації ділянки гена tuf різних ступенів 
розведення музейних культур:

A. Staphylococcus epidermidis АТСС 14990 1–7 ступінь розведення згідно з таблицею;  
B. Staphylococcus aureus АТСС 25923 1–7 ступінь розведення згідно з таблицею;  

C. Staphylococcus aureus subsp. aureus УКМ В-918 1–7 ступінь розведення згідно з таблицею;  
K1. Enterococcus faecalis ATCC 194433 (4 по McFarland); K2. Негативний контроль виділення ДНК;  

K3. Негативний контроль приготування реакційної суміші.

Отримали ріст на 17 агарових пластинах.  
В усіх чашках Петрі колір середовища, част-
ково чи повністю, був змінений на жовтий (всі 
отримані культури ферментували маніт), рису-
нок 3. 

Із поверхні агару були проведені змиви ма-
ніт-ферментуючих колоній за допомогою фос-
фатного буфера, та розведені до 0,5 за стан-
дартом каламутності. З отриманих суспензій 
виділили ДНК та поставили ПЛР за раніше 
оптимізованим протоколом (рис. 4).

Отримали відповідний ПЛР-продукт роз-
міром 370 bp напроти лунок з усіма штамами, 
що дали ріст на диференційному середовищі. 
Наявність відповідних продуктів реакції трьох 
музейних штамів стафілококів і відсутність в 
інших родин коків вказує на специфічність ре-
акції. Відсутність продуктів реакції негатив-
них контролів свідчить про те, що в процесі 
постановки реакції контамінації не відбулось.

Обговорення. У літературі описані різні 
цільові гени для видової ідентифікації ста-
філококів молекулярно-генетичними мето-
дами [14–16]. Проте в цих дослідженнях не 
було розроблено праймерів для постановки 

класичної ПЛР з ідентифікацією в агаровому 
гелі. Для розробки видоспецифічного прайме-
ра Staphylococcus spp. Martineau et all. (2001) 
секвенували ділянку tuf  гена для 11 клінічно 
значимих видів стафілококів, та визначили 
специфічну ділянку, що зустрічається у стафі-
лококів проте відсутня у інших видів мікроор-
ганізмів. На основі цієї послідовності автори 
розробили пару праймерів, що дає продукт 
реакції розміром 370 bp [12]. Цей праймер об-
рали для оптимізації і апробації внутрішньо- 
лабораторного протоколу дослідження. 

Впровадження в лабораторну практику 
нових аналітичних методів потребує  попере-
дньої апробації протоколів постановки реакції. 
Показниками ефективності ПЛР є специфіч-
ність і чутливість методу. Навіть за правильно-
го підбору праймерів наявна значна кількість 
чинників, які впливають на проведення реакції 
і відрізняються в різних лабораторій. Апроба-
ція та оптимізація протоколу ПЛР спрямована 
на підбір температурних режимів і концентра-
ції реагентів, що забезпечує високі показники 
специфічності і чутливості методу в подаль-
ших лабораторних дослідженнях [19].
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Рис. 3. Ріст мікроорганізмів на середовищі маніт-сольовий агар:

А. Ріст бактерій на МСА 1. Колонія мікроорганізмів, що ферментують маніт (жовтий колір).  
2. Колонія мікроорганізмів що не ферментують манніт (червоний колір).  

В. Результати посіву мазка відібраного з клітки-переноски.

Рис. 4. Електрофореграма продуктів ампліфікації ділянки гена tuf польових 
штамів та музейних культур:

1–17. Польові штами відібрані у собак. 18. Staphylococcus epidermidis АТСС 14990.  
19. Staphylococcus aureus АТСС 25923. 20. Staphylococcus aureus subsp. aureus УКМ В-918.  

21. Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. 22. Enterococcus faecalis ATCC 194433. 23. Негатив-
ний контроль виділення ДНК. 24. Негативний контроль приготування реакційної суміші.
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На першому етапі дослідження провели 
оптимізацію протоколу. Згідно з паспортни-
ми даними полімерази температура відпалу в 
досліді має бути в межах від 45 до 65 °С. По-
ставили 10 послідовних реакцій, з різною тем-
пературою відпалу від 47 до 65 °С з кроком в  
2 °С. Оптимальна температура становить в діа-
пазоні від 51 до 59 °С. 

Потім була проведена апробація на трьох 
посівах музейних штамів, щоб переконатись в 
правильності обраної температури та протоко-
лу реакції.

Результати дослідження свідчать про специ-
фічність обраної пари праймерів, ми отримали 
відповідний продукт ампліфікації для музейних 
штамів стафілококів, для штамів інших коків 
цей продукт був відсутній. Це узгоджуються з 
результатами досліджень інших авторів. ПЛР 
реакція була позитивною для всіх музейних 
штамів стафілококів різних родин і негативною 
для всіх інших мікроорганізмів [12, 20].

За дослідження на чутливість продукт амп-
ліфікації припинив утворюватися на розведен-
ні 0,5:100 за McFarland, що відповідає 1,0×106 

КУО. Стандарт каламутності зручний і про-
стий у використанні інструмент, розведення 
бактеріальної суспензії 0,5 McFarland готують 
для посіву чистої культури на антибіотикоре-
зистентність. Каламутність визначають візу-
ально, порівнюючи приготовану суспензію зі 
стандартом, це може призвести до відхилень. 
Однак як показує наше дослідження, діапа-
зон концентрацій бактеріальних суспензій, які 
утворюють продукт ампліфікації, досить ши-
рокий.  Автори оригінальної методики кори-
стувались розведенням однієї колонії до 0,5 по 
стандарту каламутності McFarland [20].

Первинний посів відібраних мазків на ди-
ференційне середовище маніт-сольовий агар, 
через наявність в своєму складі солі, пригнічу-
вав ріст більшості інших родів коменсальних 
мікроорганізмів. Також використання цього 
середовища вказує на ферментацію мікроор-
ганізмами маніту, що більш притаманне коагу-
лазопозитивним стафілококам. Це дало змогу 
поєднати швидкий ріст потрібних нам мікро-
організмів із можливістю попередити ріст ін-
ших родів бактерій, що не відповідали меті на-
шого дослідження.

Висновки і перспективи. Праймери піді-
брані в результаті аналізу літературних даних 
мають високу специфічність до представників 
роду Staphylococcus spp. та високу чутливість 
і можуть використовуватись для ідентифікації 
окремих колоній.

Використання диференційного середовища 
для первинного посіву спрощує процес підго-

товки проб для визначення Staphylococcus spp. 
методом ПЛР.

Потребує додаткових досліджень методи-
ка ідентифікації бактерій Staphylococcus spp. 
методом ПЛР у первинному мазку від тварини 
без попереднього посіву на живильні середо-
вища з метою накопичення. 

Потрібні додаткові дослідження щодо 
апробації протоколів родинної ідентифікації 
Staphylococcus spp. методом ПЛР.

Подяки. Дослідження проведене завдя-
ки гранту на закупівлю матеріалів і реакти-
вів від BioUkraine (Small research grant of the 
US-Ukraine foundation biotech initiative, № 21, 
2021 рік).
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Intralaboratory testing of the PCR protocol for 
molecular genetic identification of bacteria of the 
genus Staphylococcus spp.

Shevchenko M., Tyshkivska N., Andriychuk A., 
Martynenko O., Tsarenko T.

The results of optimization of the Staphylococ- 
cus spp. identification protocol by polymerase chain re-
action with agarose gel detection and approbation of the 
protocol with wild strains selected from dogs are pre-
sented. Determination of the parameters of specificity 
and sensitivity of the method was performed on muse-
um strains of cocci S. epidermidis ATCC 14990, S. au-
reus ATCC 25923, S. aureus subsp. aureus UKM B-918,  
S. pneumoniae ATCC 49619 and E. faecalis ATCC 194433.

DNA extraction was performed using the IndiSpin 
Pathogen Kit. The ready PCR mix NEB OneTaq® 2X 
Master Mix with Standard Buffer was used to prepare 
the reaction mixture. Primers targeted to the tuf gene 
region using an amplification product of 370 bp were 
used for the study. The reaction results were recorded 
in a 2% agronomic gel with the addition of ethidium 
bromide at a concentration of 0.5%.

The optimal annealing temperature was deter-
mined by the temperature gradient method.

In a study of the specificity of the method, three 
museum strains of staphylococci were identified as 
positive, while strains of other cocci did not give reac-
tion products.

The sensitivity study of the method was to detect 
the amplification product in seven dilutions of bacteri-
al suspension that meet McFarland turbidity standards, 
the lowest concentration was further diluted 10, 100 
and 1,000 times. The last dilution, which showed the 
presence of the amplification product corresponds to 
2×106 CFU in 200 μl of saline used for DNA isolation.
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PCR protocol was tested on wild staphylococcal 
strains. Ear and nasal swabs of dogs, as well as wash-
es from the transfer cage were selected for the study. 
The primary inoculation of the material was carried out 
on mannitol salt agar, on this medium only the growth 
of halophilic microorganisms is possible. Growth was 
found on 17 Petri dishes. The PCR washings of these 
cups indicated the presence of staphylococci in the test 
materials.

The results of in-laboratory PCR testing indicate 
that the primer we used gives high indicators of spec-
ificity and sensitivity. Our tested technique can be 
used to confirm the presence of Staphylococcus spp. 
bacteria in the primary culture of smears taken from 
dogs.

Key words: PCR, tuf gene, approbation of prim-
ers, optimization of primers, dog microflora, Staphylo-
coccus spp.
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