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Streszczenie

Wstep. W ostatnich latach obserwowany jest wzrost zachorowan wywotywanych przez pratki nalezace do grupy NTM, w
tym Mycobacterium kansasii. Z tego wzgledu wazne jest znalezienie odpowiedniej metody, ktéra pozwoli na analize epide-
miologiczna zakazen.

Materiat i metody. W badaniach wykorzystano kolekcje 48 szczepdw M. kansasii, ktora wstepnie zanalizowano pod
katem réznorodnosci profili PRA-hsp65, a nastepnie wygenerowano profile prgzkowe za pomoca testu TRS-PCR oraz wyko-
nano analize jego powtarzalnosci.

Wyniki i wnioski. 39 z 48 szczepow na podstawie profilu PRA-hsp65 zostato zaklasyfikowanych jako M. kansasii typ |,
najczesciej izolowanego od ludzi. Testy CGG-PCR i CCG-PCR dla kolekcji szczepdw M. kansasii okazaty sie najlepsze, gdyz
zréznicowaty je w najwiekszym stopniu, co potwierdzaja wysokie warto$ci wspotczynnika réznicowania, za$ ich powtarzal-
nos¢ byta na zblizonym poziomie. Test TRS-PCR pozwolit na potwierdzenie wyniku analizy PRA-hsp65 w przypadku trzech
szczepow, ktore wedtug profilu PRA-hsp65 zostaty zaklasyfikowane jako M. fortuitum typu |. Szczepy te grupowaly sie od-
dzielnie od szczepow M. kansasii we wszystkich analizach TRS-PCR. Otrzymane przez nas wyniki moga $wiadczy¢ o mozli-
wosci zastosowania metody TRS-PCR w dochodzeniach epidemiologicznych dla M. kansasii, w przypadku gdy zostanie ona
uzupetniona dodatkowag metoda réznicowania.

Stowa kluczowe: Mycobacterium kansasii, TRS-PCR, epidemiologia, genotypowanie

Summary

Introduction. In recent years increasing number of infections caused by NTM, including Mycobacterium kansasii, has been
observed. For this reason it is important to find a reliable method, which would allow to lead epidemiological investigations.

Material and methods. In our research 48 M. kasnasii strains were used, its PRA-hsp65 profiles were initially analyzed.
Then we generated fingerprints using TRS-PCR method and analysed the repeatability of research results.

Results and conclusions. 39 of 48 strains were classified according to PRA-hsp65 profiles as M. kansasii type |, which
is the most commonly isolated type from humans. CGG-PCR and CCG-PCR tests proved to be the best method for our
collection of M. kansasii, as they allowed for the greatest distinction between the strains. It was confirmed by high va-
lues of discriminatory indices, with repeatability at very similar levels. The TRS-PCR test has allowed us to confirm the
PRA-hsp65 results for three strains, which according to PRA-hsp65 database were classified as M. fortuitum type |. These
strains clustered separately from M. kansasii in all TRS-PCR analyses. Achieved results may suggest that TRS-PCR method
has a potential to be used in epidemiological investigations of M. kansasii but only when is supported by other method.

Key words: Mycobacterium kansasii, TRS-PCR, epidemiology, genotyping

WSTEP wodnych, systeméw dystrybuciji wody pitnej, a takze

Bakterie nalezace do gatunku Mycobacterium kana- Z gleby oraz od niektorych zwierzat rzeznych (3, 4, 5,
sasii to wolnorosnace pratki nalezace do grupy Non- 6, 23). Badania oparte na analizie polimorfizmu genu
Tuberculous Mycobacteria (NTM). Ich naturalnym re- hsp65 pozwalajg na wyodrebnienie od 5 do 7 typow
zerwuarem jest gtéwnie woda wodociagowa (1, 3, 4). M. kansasii (1, 3, 4, 5, 6). M. kansasii jest jednym z naj-
Pratki te byly izolowane z naturalnych zbiornikéw czesciejizolowanych NTM w USA (1, 5). Choroby ptuc
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wywotywane przez M. kansasii obserwowane sg takze
w innych regionach $wiata, w Europie, w tym w Polsce
znacznie czesciej na terenach zurbanizowanych niz
rolnych (1, 3, 4,6, 7, 9).

Do czynnikéw ryzyka zakazen wywotywanych przez
M. kansasii zalicza sie choroby powodujace zaburze-
nia czynnosci uktadu immunologicznego, powodujac
obnizong odporno$¢ organizmu. Zaobserwowano
zwiekszone ryzyko zachorowania u oséb cierpigcych
na pylice ptuc, przewlektg obturacyjng chorobe ptuc
(POChP), mukowiscydoze, choroby nowotworowe o
charakterze ztosliwym, AIDS oraz w$réd nosicieli wiru-
saHIV(1,5,7,8,6,9).

Liczba infekcji wywotywanych przez pratki nalezace
do grupy NTM ma tendencje wzrostowg (1, 2, 6, 7, 8),
wskutek czego schorzenia przez nie wywotywane sg
istotnym problemem klinicznym. Typowanie szczepow
pratkéw metodami biologii molekularnej jest waznym
elementem kontroli epidemiologiczne;j.

Konwencjonalne metody identyfikacji i diagno-
styki mykobakterii sa czasochtonne i wymagajace
duzego naktadu pracy (8, 10, 11). W identyfikacji prat-
koéw z grupy NTM powszechnie stosowana jest anali-
za PRA-hsp65 (8, 6, 11, 12). Wykorzystuje sie réwniez
inne metody w oparciu 0 sekwencjonowanie wybra-
nych fragmentéw DNA, real-time PCR, a takze testy
hybrydyzacyjne, takie jak The AccuProbe (Gen-Pro-
be, San Diego, CA, USA), Inno LiPA Mycobacteria v2
(Innogenetics, Ghent, Belgia), GenoType Mycobacte-
rium (Hain Lifescience, Nehren, Germany) (8, 12, 10,
9). W celach epidemiologicznych stosuje sie techniki
MIRU-VNTR, rep-PCR, PFGE, RFLP, a takze analizy
wykorzystujace specyficzne dla danego gatunku ro-
dzaje sekwenciji insercyjnych (8, 4, 1, 15).

M. kansasii uwazany jest za bardzo zréznicowany ga-
tunek NTM (4, 6), dlatego istnieje potrzeba skutecznej
metody identyfikacji tych pratkéw, uzytecznej réwniez
w dochodzeniach epidemiologicznych. Dotychczas
nie udato sie opracowacé tatwego i skutecznego testu
epidemiologicznego dla M. kansasii. Metody oparte o
analize sekwencji 16S rDNA, amplifikacje regionu po-
miedzy genami kodujacymi 16S i 23S rRNA, badanie
polimorfizmu genu kodujgcego biatko szoku cieplne-
go, a takze obecnosci sekwencji insercyjnej 1S7652
nie pozwalajg na dostateczne réznicowanie szczepow
M. kansasii (4, 23).

W tej pracy proponujemy zastosowanie testu
TRS-PCR w analizach réznicowania kolekcji szcze-
péw M. kansasii. Tréjnukleotydowe sekwencje po-
wtérzone (TRS - trinucleotide repeat sequences) to
powszechne motywy mikrosatelitarne obecne w geno-
mach wielu gatunkéw drobnoustrojéw (21). W przypad-
ku szczepow M. tuberculosis CDC1551, M. tuberculo-
sis H37Rv i M. bovis stwierdzono, ze motywy (CGG),
sg nadreprezentowane (22), za$ obecno$¢ réznych
motywoéw TRS wykazano takze w genomach innych
gatunkéw baterii, np. E. coli, L. momocytogenes,
M. tuberculosis, S. enterica (22). W naszych poprzed-
nich badaniach wykorzystali§my test TRS-PCR do

skutecznego réznicowania szczepdw Mycobacterium
gordonae (14) oraz uropatogennych szczepéw Esche-
richia coli (13).

W pierwszym etapie okreslilismy przydatnos¢ te-
stu do réznicowania kolekcji 48 szczepdéw M. kansa-
sii. Sposrod zastosowanych dziesieciu starteréw PCR
(tab. 2) wybraliSmy dwa najlepiej réznicujgce — za-
wierajgce motyw CGG lub CCG. Startery te pozwala-
ja réznicowaé szczepy M. kansasii, jednakze dla ce-
6w epidemiologicznych analizy takie musiatyby byé¢
uzupetnione przez dodatkowe metody réznicowania.
Ponadto wykazaliSmy skuteczno$¢ réznicowania za
pomocg metody CGG-PCR takich gatunkoéw pratkéw
jak M. avium, M. gordonae, M. kansasii, M. xenopi, M.
tuberculosis i M. intracellulare.

MATERIAL | METODY

Szczepy bakteryjne

W badaniach wykorzystano 48 szczepdéw izolowa-
nych od chorych pochodzacych z kolekcji Zaktadu Mi-
krobiologii IGICHP. Kolekcja ta zostata wstepnie zde-
finiowana jako Mycobacterium kansasii na podstawie
wynikéw testu HPLC i GenoType Mycobacterium (Hain
Lifescience, Nehren, Germany). W badaniach wyko-
rzystano réwniez szczepy: M. avium, M. gordonae,
M. kansasii, M. xenopi, M. tuberculosis i M. intracellula-
re (IGIChP, Warszawa).

Izolacja DNA

Izolacje genomowego DNA wykonano metoda z
uzyciem DNAzolu oraz peretek szklanych wedtug
wczesniej opublikowanych procedur (19, 14). Wysu-
szony osad DNA, zawieszano w 50 ul wody destylowa-
nej (MiliQ Plus, Milipore), a nastepnie doprowadzano
do stezenia okoto 50 ng/ul.

Analiza PRA-hsp65

W pierwszym etapie dokonano amplifikacji fragmen-
tu genu hsp65 (441 pz) wedtug opisanej wczesniej me-
tody (20). Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze
T-3000 (Biometra). Analize wielkosci i liczby fragmen-
téw powstatych po trawieniu enzymami BstEll i Haelll
(Fermentas), wykonywano na podstawie rozdziatéw
elektroforetycznych wobec standardu wielkosci frag-
mentéw DNA — GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Fer-
mantas). Typy profili PRA-hsp65 okreslano poprzez
porébwnanie danych dostepnych w bazie PRASITE
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

Analizy TRS-PCR

Reakcje PCR prowadzono wedtug opisanej wcze-
$niej procedury (13, 14) w termocyklerze T-3000
(Biometra). Uzyskane produkty rozdzielano elektrofo-
retycznie w zelach agarozowych (1,6%, TAE), wobec
standardu wielko$ci DNA GeneRuler™ 100 bp DNA Lad-
der Plus (Fermentas). Zele barwiono roztworem bromku
etydyny, a nastepnie fotografowano w $wietle UV z wy-
korzystaniem systemu Fc8800 (Alphainnotech).
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Analiza komputerowa profili prazkowych TRS-PCR

Analize komputerowg podobienstwa profili prgzko-
wych wykonano za pomocg oprogramowania BioNu-
merics (Applied Maths) przy zastosowaniu korelacji
Pearsona oraz metody UPGMA (13, 14). Wzory praz-
kowe normalizowano wobec standardu wielkosci DNA
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas),
zawierajgcego 14 fragmentow o wielkosci od 3000 pz
do 100 pz. Site roznicowania poszczegolnych analiz
okreslano poprzez wyliczenie wspotczynnika rézni-
cowania (DI — discriminatory index) wedtug Hunter’a
i Gastona (16). Wykonano analize powtarzalnosci (R)
wedtug uprzednio opisanej procedury(13, 14).

WYNIKI | DYSKUSJA

W pierwszym etapie pracy wstepnie scharaktery-
zowano szczepy M. kansasii metoda PRA-hsp65 (tab.
1). Wedtug bazy danych PRASITE 39 szczepo6w zostato
zaklasyfikowanych jako M. kansasii typu I, ktéry uznany
jest przez wielu autoréw jako najczesciej izolowany od
ludzi, rzadziej ze zrédet Srodowiskowych (3, 6, 18). Je-
den szczep (K20) zaklasyfikowany zostat jako M. avium
typ |, natomiast 3 szczepy (K7, K27, K45), okreslone
we wczesnych etapach identyfikacji gatunkowej jako
M. kansasii, wedtug profilu PRA-hsp65 okreslone zosta-
ty jako M. fortuitum typu |. Taki wynik moze sugerowac,
ze sa to nieopisane wczesniej nowe typy M. kansasii,
poniewaz juz wczesniej wykazano identyczne lub bar-
dzo podobne profile PRA-hsp65 dla réznych gatunkéw
(12). Pie¢ szczepdw (K12, K32, K33, K39, K40) zostato
okreslonych jako niemozliwe do zidentyfikowania we-
dtug PRA-hsp65. Podobne problemy byty, opisywane w
badaniach innych o$rodkéw. Swiadczyé to moze o ma-
tej elastycznosci metody PRA-hsp65. Ponadto, czesto
opisywane sg nowe warianty PRA-hsp65 dla réznych
gatunkéw z rodzaju Mycobacterium (11, 12), dlatego
tez konieczne wydaje sie sukcesywne uaktualnianie
bazy danych profili PRA-hsp65 lub tez prowadzenie we-
wnetrznej bazy danych takich profili przez kazde labora-
torium zajmujace sie oznaczeniami tego typu.

Nastepnie wykonano testy TRS-PCR dla catej
kolekcji szczepow M. kansasii z uzyciem starte-

row posiadajgcych bogate w pary G/C motywy TRS:
(N)(CGG),,  (N),(CCG),, (N),(CAC),, (N),(CAG),,
(N(GTO),,  (N),(GTG),,  (N)(CTG),, (N),(GAC),,
(N),(TCC),, (N),(AGG),. Dla kazdej z analiz okreslono
powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw. Stwierdzo-
no, ze najwiekszg powtarzalnos$¢ uzyskano dla analiz
TRS-PCR z wykorzystaniem startera zawierajacego
motyw CAG (R = 93,61%) (tab. 2). Jednak biorac pod
uwage site réznicowania (16) najbardziej przydatne
okazaty sie startery (N) (CGG), (DI = 0,943) i (N),(CCG),
(DI = 0,939) (ryc. 1A i B), a powtarzalno$¢ uzyski-
wania wzoréw prazkowych byta na zblizonym pozio-
mie i wynosita odpowiednio 92,61 i 90,82% (tab. 2).
Takie wyniki sg zgodne z faktem wysokiej zawartosci
par G/C i nadreprezentacji motywéw CGG w genomach
pratkéw (22), prawdopodobnie rowniez w przypadku
M. kansasii, ktérego sekwencja genomowa nie zostata
jeszcze opisana. W przypadku pozostatych starteréw
otrzymano wzory prazkowe dla kazdego szczepu, jed-
nakze obliczone warto$ci indeksu Hunter'a — Gaston’a
(16) wskazywaty na wysokie podobienstwo szczepdw
M. kansasii miedzy sobg i wynosity ponizej 0,9.

Warto zwréci¢ uwage na to, ze wzory prazkowe uzy-
skane za pomocg testu CCG-PCR grupujg sie w trzy
jednorodne klastry, podczas gdy analiza podobienstwa
profili uzyskanych poprzez test CGG-PCR wykazuje
duze zréznicowanie genetyczne szczepdw 0znaczo-
nych jako K002, K013, K019, K043, K048. Szczepy te,
okreslone wedtug PRA-hsp65 jako M. kansasii typu |,
réznig sie nie tylko od wiekszosci szczepdw z kolekciji,
jak i miedzy sobg (ryc. 1A). Mozna wiec wnioskowag,
ze metoda wykorzystujgca starter zawierajgcy motyw
CGG w poréwnaniu do metody CCG-PCR pozwala na
wieksze zréznicowanie w obrebie kolekcji szczepdw
M. kansasii. Ponadto, szczepy okreslone jako nietypo-
walne wedtug PRA-hsp65 oraz szczep okreslony jako
M. avium typu |, grupowaty sie razem ze szczepami
okreslonymi jako M. kansasii typu | zaréwno w testach
CGG-PCR i CCG-PCR, jak i w pozostatych analizach
TRS-PCR. Sugeruje to przynalezno$¢ tych szczepdw
do gatunku M. kansasii. Dodatkowo, szczepy ozna-
czone jako K007, K027, K045, ktore wedtug profilu
PRA-hsp65 zostaty okreslone jako M. fortuitum typu |

Tabela 1. Zestawienie wynikdéw analizy PRA-hsp65 badanych izolatéw M. kansasii.

Szczepy Szczepy
Typ Typ | Szczepy zaklasyfikowane zaklasyfikowane
PRA - hsp65 M. kansasii nietypowalne jako jako
M. fortuitum typ | M. avium typ |
Liczba szczepow 39 5 3 1

Tabela 2. Analiza stopnia réznicowania oraz powtarzalnoéci testu TRS-PCR dla badanych izolatéw M. kansasii.

Starter CGG CCG CAG GTC GTG CAC CTG GAC TCC AGG
Wspotczynnik
réznicowania 0,943 0,939 0,845 0,769 0,583 0,574 | 0,540 0,452
(DI) Brak produktéw | Brak produktow
Powtarzalnosé amplifikacji amplifikacii
analizy (R) 92,61 90,82 | 93,61 93,14 90,89 81,21 89,01 92,92
(%)

848



Genotypowanie M. kansasii metodg TRS-PCR

Szczep PRA-hsp65
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| 1 1 K028  type |
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| DS o0 el
— | [[ K001  typel
{ ] " K014  type
. 1 K036  type |
t i * K020 M. avium typel
i = ' l K005 typel
! K034 typel
— . | — K026  type |
— I o3 e
[ | l K024  typel
] K035 type |
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| K039 NT
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T ] ! K012 NT
- K015  typel
— K038  typel
K016  typel
| K017 type |
K018  typel
K004  typel
| K022  type |
K019  typel
[® K033 NT
K009  typel
K044  typel
K047  typel
K046  typel
K043  typel
—g— K041  type |
K042  typel
{ K048  typel
= K032 NT
i K021  typel
!{E K025 type |
K008  typel
— | K007 M. fortuitum type |
[— =2 K045 M. fortuitum type |

= K027 M. fortuitum type |

Ryc. 1A. Analiza CGG-PCR dla M. kansasii. Przerywana linia oznacza warto$¢ powtarzalnosci testu.
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Ryc. 1B. Analiza CCG-PCR dla M. kansasii. Przerywana linia oznacza warto$¢ powtarzalnosci testu.
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stanowig odrebng grupe, z podobienstwem do szcze-
péw M. kansasii ponizej 50%, w przypadku wiekszosci
analiz TRS-PCR (z wyjatkiem GAC-PCR, podobienstwo
63% oraz TCC- i AGG-PCR, gdzie nie uzyskano produk-
tow amplifikacji). Zjawisko to jest szczegolnie widocz-
ne w przypadku analiz podobienstwa wykonanych na
podstawie testow CGG-PCR i CCG-PCR (ryc. 1A i B).
Ponadto szczepy K007, K027, K045 wykazywaty inny
charakter wzrostu na podfozu Lowensteina — Jensena
od pozostatych szczepow z analizowanej kolekgji. Z po-
wyzszych wzgleddéw mozna byto wysnu¢ przypuszczenie,
Ze nie nalezg one do gatunku M. kansasii i zostaty btednie
okreslone gatunkowo we wczesnych etapach identyfikacii
lub tez ulegty one zakazeniu podczas kolejnych pasazo-
wan. Powtérne analizy z wykorzystaniem testu GenoTy-
pe Mycobacterium (Hain Lifescience, Nehren, Germany)
wykazaly przynaleznos$¢ tych szczepdw do M. fortuitum.
Zastosowanie testow CGG-PCR i CCG-PCR pozwolito po-
twierdzi¢ odrebnos¢ szczepdw M. fortuitum, a co za tym
idzie pozwolito na wykrycie takich btednie sklasyfikowa-
nych szczepdw, co moze stanowi¢ duza zalete metody
TRS-PCR.

Dodatkowo, to zjawisko sugeruje, ze test TRS-PCR
moze by¢ testem dobrze grupujacym szczepy gatun-
kowo. W zwigzku z tym w dalszej czesci pracy wy-
konali$my analizy przydatnosci testu CGG-PCR, naj-
efektywniejszego w réznicowaniu kolekcji szczepow

M. kansasii, do réznicowania wybranych gatunkéw z ro-
dzaju Mycobacterium, takich jak M. avium, M. gordonae,
M. kansasii, M. xenopi, M. tuberculosis i M. intracellulare.
Poziom podobienstwa wzoréw prazkowych uzyskanych
dla analizowanych gatunkéw nie przekraczat 50% (ryc. 2).
Zatem test ten moze znalez¢ zastosowanie w analizach
identyfikacji gatunkowej pratkdw, szczegdlnie w przypad-
ku odrézniania mykobakteriozy od gruZlicy.

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze test TRS-PCR
umozliwia réznicowanie M. kansasii. Pomimo ze
analizy z wykorzystaniem starteréw zawierajgcych mo-
tywy CGG i CCG wykazaty wysoka site réznicowania i
profile prgzkowe réznity sie miedzy sobag, to réznice te
nie sg na tyle wyrazne, zeby test stosowany samodziel-
nie byt definitywnie rozstrzygajacy w dochodzeniach
epidemiologicznych, ktére wymagatyby uzupetnienia
dodatkowymi metodami.

WNIOSKI

1. Test molekularny TRS-PCR jest przydatny do réz-
nicowania podtypdéw Mycobacterium kansasii i
umozliwia identyfikacje wybranych gatunkéw prat-
kéw atypowych.

. Ze wzgledu na powszechnos$¢ wystepowania prat-
kéw atypowych w Polsce istnieje koniecznos$¢ po-
szukiwania testéw odrdzniajacych M. tuberculosis
complex od pratkdw niegruzliczych NTB.

F 60
70
)
F 00

L 100

I ) avium
. gordonae
. kansasii
xenopi

. tuberculosis

X £ £ £ £ K

. intracellulare

Ryc. 2. R6znicowanie gatunkéw z rodzaju Mycobacterium z wykorzystaniem metody CGG-PCR.
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