Identyfikacja gatunkowa pratkow z rodzaju Mycobacterium
na podstawie analizy polimorfizmu genu hsp-65
z uzyciem techniki PCR-RFLP.
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Summary: The polymorphism of the short fragment of the heat shock protein 65 encoding gene was evaluated by
the PCR — RFLP technique described by Telenti and further developed by Devallois for identification of mycobac-
terial species in routine laboratory work. We analysed 58 strains representing 25 different mycobacterial species (24
reference strains and 34 clinical isolates). The results obtained by PCR-RFLP and HPLC identification techniques
were highly concordant The results were compatible for 87,5% (21 / 24) reference strains and for 97,1% (33/34)
clinical isolates. The PCR — RFLP method allowed for accurate identification mycobacterial species, especially
pathogenic strains. Restriction patterns obtained for 25 species of Mycobacteriaceae genus could help in construct-
ing the data base and algorithms used in routine laboratory practice.
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Wstep

Wigkszo§¢ pratkdbw z rodzaju Mycobacterium,
z wyjatkiem M. tuberculosis tj. pratka gruzlicy,
obecnych w glebie i w wodzie zaliczano do niedaw-
na do drobnoustrojéw saprofitycznych, niechorobo-
tworczych dla czlowieka. Przez wiele lat izolowane
z materiatéw klinicznych pratki niegruzlicze trakto-
wane byly jako zanieczyszczenia srodowiskowe. To
stanowisko ulegto zmianie wraz z udoskonaleniem
metod wykrywania, hodowli i identyfikacji gatun-
koéw oraz coraz czestsza izolacja pratkow niegruz-
liczych od chorych z klinicznymi objawami choréb
phuc. Dzisiaj wiadomo, ze wiele gatunkoéw pratkow
nalezacych do grupy szybko lub wolnorosnacych
jest typowymi patogenami oportunistycznymi, kto-
re sa przyczyna zakazen w momencie wystapienia
zaburzen mechanizméw odpornosciowych gospo-
darza. Na zwigkszona czgsto$¢ zakazen pratkami
atypowymi niewatpliwie ma wptyw epidemia zaka-
zen wirusem HIV oraz rosnaca grupa pacjentow le-
czonych preparatami immunosupresyjnymi. Warto
pamigtaé, ze pratki niegruzlicze réznig si¢ znacznie
wrazliwo$cig na antybiotyki od pratkow z grupy
M. tuberculosis complex, dlatego duze znaczenie
ma opracowanie i wprowadzenie szybkich i pre-
cyzyjnych metod diagnostycznych. Naleza do nich
migdzy innymi metody molekularne oraz techniki

analizy chromatograficznej kwasow mikolowych.
Z technik biologii molekularnej szczegolnie przy-
datne sa metody pozwalajace na jednoczesna iden-
tyfikacj¢ kilkunastu do kilkudziesigciu gatunkow
pratka (21).

W pracy analizowano fragment genu kodujace-
go biatko szoku termicznego (heat shock protein
—hsp65) technika PCR-RFLP (polymerase chain re-
action — restriction fragment length polymorphism)
wg Telenti (16, 26, 29,) i Devallois (6) w celu za-
adaptowania tej metody w identyfikacji gatunkowe;j
pratkow z rodzaju Mycobacterium w rutynowej
diagnostyce. Konserwatywny gen kodujacy hsp65
jest obecny we wszystkich mikobakteriach i wyka-
zuje duze zréznicowanie migdzygatunkowe, co ma
znaczenie przy identyfikacji niektorych gatunkow
pratkow szybko rosnacych (16). Uzyskane wyni-
ki typowania gatunkow odniesiono do wynikow
otrzymanych przy pomocy wysokociSnieniowej
chromatografii cieczowej (high performance liquid
chromatography — HPLC), ktéra traktowano jako
metodg referencyjna.

Materialy i Metody

Przeanalizowano 58 izolatow bakteryjnych obejmujacych
25 gatunkéw pratkéw. W pracy wykorzystano 23 szczepy re-
ferencyjne rodzaju Mycobacterium z kolekcji American Type
Culture Collection (ATCC), jeden szczep wzorcowy M. tuber-
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culosis H37Rv oraz 34 izolaty kliniczne. Referencyjne szczepy
ATCC otrzymano z Zaktadu Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy
i Chorob Pluc w Warszawie. Sposrod 34 izolatéw klinicznych
22 uzyskano od pacjentéw leczonych w Centralnym Szpitalu
Klinicznym AM w Warszawie. Szczepy wyodrgbniono z na-
stepujacych materiatow klinicznych: BAL — 5, popluczyny
oskrzelowe — 3, plwocina — 10, ptyn z optucnej — 2, plyn z
torbieli ptuca — 2. Ponadto 2 izolaty uzyskano z przestanych do
diagnostyki materialow klinicznych (BAL) z lecznicy Dantex.
Pozostatych 10 izolatow pochodzito z innych laboratoriow kli-
nicznych, przysytajacych wyizolowane szczepy do precyzyjnej
identyfikacji do gatunku. Material uzyskany od chorych opra-
cowano standardowa technika dekontaminacji z N-acetylo-L-
cysteing z lugiem sodowym Hodowle kazdego szczepu prowa-
dzono na podlozach statych Loewensteina-Jensena (L-J).

Do izolacji DNA z komoérek bakteryjnych wykorzystano
odczynniki firmy Roche, z zestawu Amplicor MTB zgodnie
z zaleceniami producenta. Wyizolowany DNA zostat oczysz-
czony metoda fenolowo-chloroformowa (11). W reakcji ampli-
fikacji DNA wykorzystano primery klasy (5OD) zamoéwione
w firmie DNA-Gdansk o nastgpujacej sekwencji nukleotydow
opublikowanych przez Telenti i wsp. (26): TB11 — 5> ACCA-
ACGATGGTGTGTCCAT oraz TB12 — 5 CTTGTCGAAC-
CGCATACCCT.

Amplifikacj¢ DNA przeprowadzono zgodnie z opubli-
kowanymi wczesniej protokotami (6,29), wykorzystujac do
amplifikacji DNA Platinum Taq DNA Polimerase (Gibco
BRL). Produkt reakcji PCR poddawano elektroforezie w 2%
zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny. Wyrazny
pojedynczy prazek o dlugosci ok. 453 par zasad wg markera
interpretowano jako wynik dodatni. Otrzymany produkt am-
plifikacji trawiono enzymami restrykcyjnymi: BstEIl (Sigma
— Aldrich), 60 min., 60°C oraz Haelll (Sigma — Aldrich) 60
min., 37°C.Rozdziat produktéw trawienia wykonano na 3,5%
zelu Agarose 1000 (Sigma) wybarwionym bromkiem etydyny.
Analize HPLC przeprowadzono zgodnie metodyka przedsta-
wiona przez Butler’a (4) i wedlug wczesniej szczegdtowo
opisanej procedury (17).

Wyniki

Analizujac polimorfizm fragmentéow restrykcyj-
nych, prawidtowo okreslono gatunek 21 szczepow,
sposrdd zbadanych 24 szczepow referencyjnych.
Nie uzyskano wzoru restrykcyjnego dla szczepu
referencyjnego M. kansasii ATCC 12478, szczepu
M. tokaiense ATCC 27282 oraz M. chelonae ATCC
14472. Wzgledna zgodnos$¢ wynikow dla szczepow
referencyjnych wynosita 87,5% (21/24).

Sposrod 34 szczepow klinicznych poprawnie
okreslono gatunek 33 szczepoéw. Zestawienie wy-
nikéw uzyskanych metodami PCR-RFLP i HPLC
przedstawiono w Tabeli 1. Poprawnie zidentyfiko-
wano wszystkie szczepy M tuberculosis complex —
7, wszystkie szczepy M. gordonae (3 typu 1, 5 typu
III, wg odnos$nik), wszystkie szczepy M. kansasii
(7 typu I, wg Smole — 19), wszystkie szczepy M.
avium (3 typu Il wg Smole — 19), wszystkie szczepy
M. xenopi — 4, oraz jedyny szczep M. intracellula-
re. Sposrdd trzech szczepow klinicznych okreslo-
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nych metoda HPLC jako M. fortuitum complex,
w analizie PCR-RFLP jeden wytypowano jako M.
fortuitum, za$ dwa jako M. peregrinum, co jest wy-
nikiem bardziej precyzyjnym, ale nie jest sprzeczne
z referencyjna metoda HPLC (por. Omowienie
wynikow). Przy pomocy PCR — RFLP nie udato si¢
okresli¢ gatunku jednego szczepu zidentyfikowane-
go przy pomocy HPLC jako M. scrofulaceum.

Podsumowujac, wzgledna zgodno$¢ wynikow
uzyskanych obydwoma metodami dla izolatow kli-
nicznych wynosita 97,1% (33/34).

Omowienie wynikow i wnioski

Techniki biologii molekularnej oparte na reakcji
PCR zyskuja zdecydowana przewage nad innymi
metodami typowania pratkow, poniewaz jak wyka-
zali Taylor i wsp. (25) — identyfikacja jest mozliwa
juz w momencie stwierdzenia wzrostu bakterii na
podtozu, bez czekania, czasem nawet kilku tygodni,
na uzyskanie odpowiedniej ilo§ci masy bakteryjnej
koniecznej do oznaczenia HPLC. Przy podejmowa-
niu decyzji o wyborze sekwencji DNA i techniki
molekularnej wykorzystywanej do identyfikacji
gatunkow pratkoéw brano pod uwage przede wszyst-
kim mozliwos$¢ identyfikacji jak najwickszej liczby
gatunkéw pratkow podczas przeprowadzenia po-
jedynczej analizy. W badaniach taksonomicznych
autorzy postugiwali si¢ sekwencjagenu kodujacego

Ryc 1 Fragmenty restrykcyj-
ne dla gatunkow

M. avium i M. fortu-
itum

Restriction fragment
length polymorphism
for M. avium and

M. fortuitum

Fig 1

Sciezka 1: M. avium, trawienie enzymem BstE 11
Sciezka 2: M. avium, trawienie enzymem Hae III
Sciezka 3: M. fortuitum, trawienie enzymem BstE II
Sciezka 4: M. fortuitum, trawienie enzymem Hae I1I
Sciezka 5: Wzorzec masy molekularnej 25 bp.

Line 1: M. avium, digestion by BstEII
Line 2: M. avium, digestion by Hae III
Line 3: M. fortuitum, digestion by BstE II
Line 4: M. fortuitum, digestion by Hae 111
Line 5: 25 bp molecular weight standard
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Tabela 1 Poréwnanie zgodnosci wynikéw identyfikacji izolatéw klinicznych do gatunku przy zastosowaniu metody HPLC

Table 1 ll“igfc{orlil;)I;rIi’.son of results obtained by mycobacterial species identification techniques HPLC and PCR-RFLP
for clinical strains.
Numer Wzér restrykcyjny | Wzor restrykcyjny
Ip. SzozepU Gatunek okreslony metoda | Gatunek okreslony metoda uz_ysl;any po tra- u;yskany po tra-
Klinicznego HPLC PCR-RFLP wieniu enzymem | wieniu enzymem
BstEII Hae III
1 9272 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 232/113/83 153/128/70
2 9354 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 231/118/83 154/128/70
3 9456 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 235/116/ 84 150/ 128/ 68
4 9692 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 236/116/85 153/129/69
5 9512 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 234/116/85 153/129/69
6 9550 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 233/116/ 84 151/129/69
7 9802 M. tuberculosis complex M. tuberculosis complex 237/117/85 151/128/70
8 9168 M. gordonae M. gordonae typ I 235/119/86 165/105/ 61
9 9139 M. gordonae M. gordonae typ I 234/118/ 84 163 /110/ 61
10 1450/01 | M. gordonae M. gordonae typ III 240/123 /106 126 /108
11 1389/01 | M. gordonae M. gordonae typ III 248 /125 /108 128 /112
12 1388/01 | M. gordonae M. gordonae typ III 252/125/107 131/115
13 1150/01 | M. gordonae M. gordonae typ III 248 /122/103 131/113
14 1131/01 | M. gordonae M. gordonae typ III 244 /120/ 105 130/112
15 961/01 M. gordonae M. gordonae typ I 239/123/86 160/ 114 /61
16 9610 M. kansasii M. kansasii typ [ 240/214 132/105
17 9801 M. kansasii M. kansasii typ [ 225/200 125/100/ 77
18 9931 M. kansasii M. kansasii typ | 247 /217 129/103/78
19 10103 M. kansasii M. kansasii typ [ 247 /217 129/104 /78
20 10235 M. kansasii M. kansasii typ [ 247/219 130/103/78
21 10379 M. kansasii M. kansasii typ | 248 /218 126/101/76
22 2049/02 | M. kansasii M. kansasii typ I 244 /215 126 /98 /73
23 9054 M. avium M. avium 235/208 127/105/ 62
24 9352 M. avium M. avium 233/210 128 /103 /61
25 74 M. avium M. avium 241/215 130/103 /61
26 9376 M. xenopi M. xenopi 234 /115/88 157/102/63
27 9390 M. xenopi M. xenopi 236/116/87 160/104 /61
28 9704 M. xenopi M. xenopi 240/ 117/ 88 161/106/ 60
29 9966 M. xenopi M. xenopi 240/ 114 /88 162 /101
30 9047 M. fortuitum complex M. peregrinum 235/210 143 /137/97
31 10262 M. fortuitum complex M. peregrinum 232/206 139/128 /98
32 3342 M. fortuitum complex M. fortuitum 245 /120 149/ 126
33 9987 M. scrofulaceum Nie zidentyfikowany 234/116/98 128 /111 /60
34 10364 M. intracellulare M. intrecellulare 238/119/101 146/ 130/ 60
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16S rRNA. Analiza polimorfizmu tego genu znala-
zta zastosowanie przy identyfikacji drobnoustrojow
wolnorosnacych (9, 10, 13, 27). Jednak stosunkowo
mata zmienno$¢ w obrebie tego genu obserwowana
wsrod pratkow szybkorosnacych nie pozwala na
wykorzystanie sekwencji 16S rRNA dla rdéznico-
wania zblizonych genetycznie gatunkéw takich
jak M. chelonae i M. abscessus. (9,12), nawet przy
wykorzystaniu techniki sekwencjonowania DNA.
Z tego wzgledu zdecydowalismy si¢ na wybor innej
sekwencji, wystepujacej we wszystkich gatunkach
pratkow tj. gen hsp-65 kodujacy biatko szoku ter-
micznego o masie 65kDa, ktory charakteryzuje
si¢ wigksza zmienno$cia sekwencji niz 16S rRNA
1 dlatego tez jest przydatny do analizy blisko spo-
krewnionych szczepdéw. Ta zmienno$¢ genu hsp65
zostata wykorzystana do opracowania metod iden-
tyfikacji gatunkow zaréwno szybko, jak i wolno
rosnacych pratkow (15, 22, 25,28).

Analizujac polimorfizm hsp65 dla szczepow
referencyjnych w trzech przypadkach uzyskalismy
rozbieznosci pomig¢dzy spodziewana, a otrzymana
dlugoscia fragmentéw restrykcyjnych. Dotyczyly
one szczepu M. tokaiense ATCC 27282, opubli-
kowane dotychczas sekwencje dwoch izolatow
dzikich roznity si¢ dtugoscia spodziewanych frag-
mentoéw restrykcyjnych zaréwno dla enzymu BstEIL
jak 1 Haelll.

Rozbieznos$ci dotyczyty rowniez szczepu M. che-
lonae ATCC 14472, dla ktorego uktad fragmentow
restrykcyjnych odpowiadal gatunkowi M. absces-
sus typ II, wg Devallois (6). W przypadku szczepu
ATCC 14472 opublikowano dwie sekwencje dla
fragmentu genu hsp65, ktory ulegat amplifikacji po
zastosowaniu primerow TB11 i TB12. Sekwencja
opublikowana w 1996 roku przez Bascuana (2) za-
wiera dodatkowe miejsce restrykcyjne dla enzymu
Haelll w pozycji 144 (liczac od 1 zasady sekwen-
cji amplifikowanej przez primer TBI11). Dlatego
w wyniku trawienia enzymem Haelll uzyskuje si¢
fragmenty o dtugosciach 144, 69, 58, 52, 48, 42, 23,
6 par zasad, a w wyniku trawienia enzymem BstE
11230/ 211 par zasad. Opublikowana pozniej przez
Ringuet’a sekwencja dla tego samego szczepu ATCC
14472, (opisanego juz jako M. abscesuss) nie posia-
da dodatkowego miejsca restrykcyjnego w pozycji
144, w zwiazku z czym w wyniku uzycia enzymu
BstEIl i Haelll uzyskuje si¢ fragmenty restrykcyjne
o dlugosciach odpowiednio 230/ 211 par zasad oraz
196, 69, 58 par zasad (po odrzuceniu fragmentow
krétszych niz 50 par zasad). Tej dlugosci fragmenty
restrykcyjne uzyskaino po trawieniu posiadanego w
naszej kolekcji szczepu ATCC 14472 M. chelonae.
Takie same fragmenty restrykcyjne uzyskuje sig
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analizujac sekwencj¢ dzikiego szczepu M. absces-
sus, ktora zostala opublikowana przez Brunnello
w 2001 (3). Nalezy doda¢, ze w bazie danych ATCC
szczep o numerze 14472 nadal figuruje jako M.
chelonae. Przytoczone powyzej dane wskazuja na
duze trudnos$ci jakie mozna napotkac przy identy-
fikacji bliskich filogenetycznie gatunkow jakimi sa
M. abscessus 1 M. chelonae. Wydaje sig, ze osta-
teczne przyporzadkowanie do gatunku moze by¢
wykonane na podstawie analizy poroéwnawczej
sekwencji nie jednego, ale kilku genow.

Z kolei w przypadku referencyjnego szczepu
M. kansasii ATCC 12478, uzyskano produkt ampli-
fikacji o dlugosci ok. 2000 par zasad, a wiec znacz-
nie dtuzszy od oczekiwanego. Pomimo ponownej
izolacji DNA, modyfikacji warunkéw reakeji PCR
nie udato si¢ uzyska¢ amplifikatu o przewidywanej
dhugosci. Z powodu nieswoistej amplifikacji odsta-
piono od dalszej analizy PCR-RFLP. Bez analizy
sekwencji tego szczepu trudno okresli¢ przyczyne,
z powodu ktorej nie uzyskano produktu reakcji. Jesli
chodzi o szczepy zaliczane do gatunku M. kansasii,
to na podstawie wielu wczesniej opublikowanych
prac wyodrebniono kilka podgatunkow, rozniacych
si¢ fenotypowo, genotypowo, a takze zjadliwoscia
(1, 14, 24). Przedstawione przez Devallois i Brunel-
lo (3, 6) wyniki badania polimorfizmu genu hsp-65
rowniez wykazaty obecnos¢ pigciu typdw szcze-
pow, co wskazuje na ich duza wewnatrzgatunkowa
zmienno$¢. Powyzsze obserwacje wprawdzie nie
tlhumacza przyczyny nieswoistej amplifikacji, jed-
nak pozwalaja przypuszczac, ze trudnos$ci zwigzane
ze szczepem M. kansasii wynika¢ moga z duzego
zréznicowania tego gatunku.

W pracy analizowano 34 dzikie izolaty, ktoérych
identyfikacja do gatunku zostala najpierw przepro-
wadzona przy uzyciu techniki HPLC. Oceniajac
metody identyfikacji gatunku pratkoéw przede
wszystkim nalezy oceni¢ mozliwo$¢ odrdznienia
pratkéw gruzlicy od pratkéw atypowych. Siedem
przeanalizowanych w naszej pracowni szczepOw
klinicznych M. tuberculosis complex charaktery-
zowato si¢ bardzo stabilnym ukladem fragmentow
restrykcyjnych. Po trawieniu enzymami BstEII
i Haelll réznice diugosci poszczegoélnych frag-
mentéw restrykcyjnych pomigdzy poszczegdlnymi
szczepami wynosily nie wigcej niz 6 par zasad
dla BstEIl oraz nie wigcej niz 4 pary zasad dla
enzymu Haelll. Tej wielko$ci odchylenia moga
wynika¢ z jako$ci zelu i1 btedow pomiaru wielko-
Sci fragmentow restrykcyjnych, zwlaszcza tych
o dhugosci wigkszej niz 200 par zasad. Uzyskany
uktad fragmentow restrykcyjnych pozwala na tatwe
odroznienie gatunku M. tuberculosis complex od

Pneumonologia i Alergologia



innych gatunkow, co jest niezwykle cenne. Podobne
obserwacje dotyczace stabilno$ci sekwencji hsp65
dla M. tuberculosis complex poczynili inni autorzy
(3, 5, 6, 26). Analiza polimorfizmu sekwencji hsp-
65 amplifikowanej przy pomocy primeréw TBI11
i TB12 nie pozwala na rozrdznienie gatunkow
w obrebie grupy M. tuberculosis complex, poniewaz
poszczegdlne gatunki wykazuja praktycznie 100%
homologi¢ tego regionu (poréwnanie sekwencji
w bazie danych BLAST).

Do grupy M. fortuitum complex zaliczane sa
m.in. nastgpujace gatunki pratkow: M. fortuitum
s. acetamidolyticum, M. fortutium s. fortuitum,
M. peregrinum. Sposrod trzech dzikich szczepow,
ktorych gatunek technika HPLC zostal okreslony
jako M. fortuitum complex, dwa szczepy zidenty-
fikowano metoda PCR-RFLP jako M. peregrinum o
dlugosciach fragmentow restrykcyjnych 233 / 206
par zasad dla enzymu BstEII oraz 141/133/98 par
zasad dla enzymu Haelll. Analizujac dziki szczep
3342/02 uzyskano fragmenty o dtugosciach 245/120
1149/126 par zasad odpowiednio dla enzymu BstEII
i Hae III, ktoére odpowiadaja gatunkowi M. fortu-
itum s. fortuitum. Podobne wyniki uzyskali inni
autorzy (3, 6, 26). Metody molekularne umozliwity
w tym przypadku bardziej precyzyjna identyfikacje
badanych gatunkéw pratkéw, niz technika HPLC

Drobnoustroje zaliczane do grupy M. avium-in-
tracellulare complex stanowia ztozona grupe drob-
noustrojow, sprawiaja trudnosci przy precyzyjnej
identyfikacji do gatunku (23). Trzy przeanalizo-
wane szczepy kliniczne z gatunku Mycobacterium
avium, charakteryzowaty si¢ stabilnym ukladem
fragmentéw restrykcyjnych, ktéry odpowiadat
typowi II wedlug Smole (19), jednak z uwagi na
niewielka liczbg przebadanych szczepow, trudno
wyciagna¢ wnioski co do przydatnosci w ro6znico-
waniu gatunkoéw grupy MAC. Cze$é testow komer-
cyjnych opartych na technice hybrydyzacji pozwala
na rozroznienie do gatunku, jednak w praktyce
czesto izolowane sa szczepy, ktore reaguja z sonda
wspolna dla calej grupy i wowczas opisywane sa
jako MAC (18). Takie szczepy moga odpowiadaé
nowo zidentyfikowanym gatunkom jak, np. M.
lentiflavum (20). Jak wynika z przedstawionych
przez Smole wynikéw badan duzej grupy szczepow
o roznorodnym pochodzeniu z grupy MAC complex,
szczepy te charakteryzuja si¢ duza réznorodnoscia
sekwencji hsp-65. Dla M. avium opisano 3 warianty
fragmentéw restrykcyjnych, dla M. intracellulare
— 2 warianty, natomiast dla duzej grupy szczepow
zidentyfikowanych jako MAC opisano 10 warian-
tow (19), przy czym uzyskane wzorce nie byty swo-
iste dla poszczegodlnych gatunkow. Dlatego opiera-
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jac si¢ na opublikowanych danych, w przypadku
szczepdw dla ktorych w wyniku analizy PCR-RFLP
genu hsp-65 uzyska si¢ wzor odpowiadajacy MAC,
wowcezas w celu precyzyjnej identyfikacji gatunku
nalezaloby wykona¢ dodatkowe badania, np. oce-
niajace obecnos¢ swoistej sekwencji dla M. avium
—1S 1245 (7).

Sposrod 34 przeanalizowanych szczepow kli-
nicznych w przypadku jednego szczepu, ktorego
gatunek technika HPLC opisano jako M. scrofula-
ceum, uzyskano uktad fragmentow restrykcyjnych,
ktory nie odpowiadatl Zadnej z opublikowanych
sekwencji. Bez zsekwencjonowania, fragmentu
hsp-65 nie mozna okresli¢, czy uzyskany wzor od-
powiada kolejnemu wariantowi hsp-65, czy jest to
tylko mutacja punktowa dotyczaca tego szczepu.

Podstawowa zaleta rutynowego wykorzystania
techniki identyfikacji pratkéw metoda PCR-RFLP
jest stosunkowo niewielki koszt, pozwalajacy na
identyfikacje ponad 50 gatunkéw pratkow (3). Me-
toda moze by¢ wykorzystana w laboratoriach, ktére
wykorzystuja metode PCR w rutynowej diagnosty-
ce, poniewaz nie wymaga zakupu drogiego sprzetu
lub przeprowadzenia specjalistycznych szkolen.
Kazde laboratorium powinno stworzy¢ wlasny
algorytm identyfikacji pratkow. Algorytm powinien
opierac si¢ na szczepach, ktérych sekwencje zostaty
dobrze poznane. Poréwnujac wyniki uzyskane w ni-
niejszej pracy do wynikow opublikowanych wcze-
$niej wida¢ duze roznice w stosunku do pierwszych
opublikowanych algorytméw (6, 26). Wynika to
przede wszystkim z doktadnos$ci, z jaka okresla sig
dlugo$¢ uzyskanych fragmentéw restrykcyjnych.
Przy tworzeniu wlasnego algorytmu nalezy rowniez
okresli¢ minimalna dlugos$¢ fragmentow restrykeyj-
nych branych pod uwagg przy identyfikacji, tak aby
nie interpretowac jako fragmentu restrykcyjnego
prazka powstatego w wyniku laczenia primerow.
Wplyw na jako$¢ wynikdw ma rowniez rodzaj za-
stosowanej elektroforezy. Precyzyjnie mozna okre-
$li¢ dlugos¢ fragmentow restrykcyjnych wykonujac
elektroforeze w zelu poliakrylamidowym (3) lub
elektroforezg kapilarna (8).

Przedstawione badania sa pierwsza w Polsce
proba typowania gatunku Mycobacterium coraz
powszechniej stosowana na S$wiecie technika
z zakresu biologii molekularnej (PCR-RFLP)
w oparciu o fragment genu hsp65. Wyniki §wiadcza
o wysokiej zgodnosci (54/58) tej metody i uznane;j
za referencyjna techniki HPLC i moga by¢ podsta-
wa wprowadzenia jej do rutynowej diagnostyki.
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