Typowanie genetyczne szczepow klinicznych Mycobacterium kansasii metoda

PCR-RFLP dla genow hsp65 i rpof8
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Kliniczny

Wprowadzenie. Bakterie z gatunku Mycobacterium kansasii to wolnorosngce pratki niegruzlicze,
ktére moga by¢ czynnikiem etiologicznym przewleklej choroby pluc o obrazie klinicznym
przypominajagcym gruzlice. Pratki M. kansasii sa wsrod najczestszych pratkow niegruzliczych
izolowanych z probek klinicznych od chorych z mykobakteriozg zar6wno w Polsce jak i na $wiecie.
W obrebie gatunku M. kansasii wyrdznia si¢ 7 typow genetycznych. Ich identyfikacja jest mozliwa
dzigki zastosowaniu metody Asp65/rpoff PCR-RFLP (ang. PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism), w ktoérej produkt amplifikacji fragmentu genu hsp65 lub rpof, kodujacych,
odpowiednio, biatko szoku cieplnego i podjednostke P polimerazy RNA poddaje si¢ analizie
restrykcyjnej przy uzyciu odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych.

Celem pracy bylo porownanie wynikéw typowania genetycznego M. kansasii otrzymanych metoda
PCR-RFLP dla genéw hsp65 i rpop.

Materialy i metody. Badanie obj¢to 40 szczepow M. kansasii wyizolowanych w szpitalu klinicznym
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, w latach 2000-2010, od pacjentow pierwotnie
z podejrzeniem gruzlicy (28 kobiet i 12 mezczyzn; przekroj wiekowy: 27-89 lat; $rednia wieku: 62+18
lat). Mykobakteriozg ptuc potwierdzono u 19 (47.5%) sposrdd tych chorych. W metodzie PCR-RFLP
amplifikowano fragment (441 pz) genu hsp65 oraz fragment (342 pz) genu rpof, a otrzymane
produkty poddawano analizie restrykcyjnej przy uzyciu nastgpujacych enzymoéw: Haelll 1 BstEIl
(hsp65) oraz Mval, Haelll i Accll (rpof). Liczbe 1 wielko$¢ fragmentdw restrykcyjnych okreslano na
podstawie rozdziatow elektroforetycznych w zelach agarozowych.

Wyniki. Amplifikacje genow Asp635 i rpoff uzyskano dla, odpowiednio, 37 i 39 szczepow M. kansasii.
Na podstawie przeprowadzonej analizy RFLP, wszystkie szczepy sklasyfikowano jako reprezentujace
I typ genetyczny M. kansasii.

Whioski. Wyniki analizy isp65 i rpoff PCR-RFLP byty catkowicie zbiezne. Wydaje sie, ze analiza
wykorzystujgca fragment genu rpof jest skuteczniejsza gdyz tatwiej generuje produkt PCR. Jednak,

w odroznieniu od analizy genu Asp65 wymaga uzycia nie dwoch lecz trzech enzymow restrykcyjnych.
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