Spoligotypizace Mycobacterium tuberculosis komplex

(vyukovy material)

Tento materiadl je uréeny k demonstraci detekéniho systému na bazi tzv. ,spoligotypizace,
kterym je mozno odlisit zastupce bakteridlniho komplexu Mycobacterium tuberculosis.

Popis metody

Metoda oznacovana jako spoligotypizace (angl. spoligotyping = spacer oligotyping) je zaloZena
na DNA polymorfismu v chromozomalnim lokusu, ktery je charakteristicky pritomnosti
konzervativnich pfimych repetici a oznacuje se jako DR (direct repeat) oblast. Pfimé repetice maji
délku 36bp a jsou prerusovany DNA mezerniky (spacers) o variabilni délce 35-41bp.

mezerniky (35-41 bp)

Pri srovnavani DR oblasti nékolika kmen(, bylo pozorovano, Ze pofadi mezernikll je témér stejné
u vSech kmend, ale mGze dojit k jejich deleci anebo inzerci. Metodou spoligotypizace pak muizZe byt
detekovana pritomnost nebo nepfitomnost jednotlivych 43 mezernikd.

Pro ucely spoligotypizace je na nylonovou membrdanu kovalentné navazano vsech 43
oligonukleotidd v paralelnich fadach. Kazdy z takto imobilizovanych oligonukleotidd predstavuje
jedineCnou sekvenci mezerniku, ktery je soucasti DR oblasti u M. tuberculosis. Celkem 37
oligonukleotidll je odvozeno od sekvenci mezernikl pritomnych v typizacnim kmenu M. tuberculosis
H37Rv a zbylych Sest sekvenci oligonukleotidl je odvozeno od mezernik(i vakcinaéniho kmene
M. bovis BCG.

Oblast DR je amplifikovana pomoci PCR. Pouzité primery jsou odvozeny od sekvence DR a
umozniuji amplifikaci mezerniku mezi dvéma cilovymi DR. Reverz primer je znaceny biotinem, takze
vSechny vysledné syntetizované reverzni fetézce jsou pak rovnéz znaceny biotinem. Tepelné
denaturované PCR produkty jsou hybridizovany k oligonukleotiddm na membrané a vysledné
produkty detekovdny chemiluminiscenci. Pfitomnost specifické cilové sekvence (mezerniku) se na
vysledném autoradiografickém filmu projevi jako signal ve tvaru cerného ctverce. Jednotlivé kmeny
se pak vyznacuji charakteristickym seskupenim ¢tvercQ, které predstavuji DNA sekvence mezerniku.



Ty pak mohou byt vyhodnoceny pomoci softwaru, napt. Gel Compare (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium).

ProtoZe se jedna o techniku zaloZzenou na PCR, jsou k analyze zapottebi pouze mald mnozstvi

DNA. Z tohoto dlivodu je vhodnd zvlasté pro analyzu pomalu rostoucich druhl mykobakterii.
Umozniuje také srovnani kmen(, které po uskladnéni uz nejsou schopny dalsi kultivace. To mlze mit
nenahraditelny vyznam napft. v pfipadé relapsq, kdy je tfeba porovnat nové kmeny od pacienta, jehoz
drivéjsi izolaty jsou jiz nekultivovatelné.

Charakteristika profilQ

Vzorové profily jsou uloZzeny v doprovodném souboru EXCEL

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Typizaéni kmen M. tuberculosis H37Rv nema mezerniky €. 19,20 a 33, 34, 35, 36

Pro kmeny M. tuberculosis je charakteristické, Zze nemaji mezerniky ¢. 33, 34, 35 a 36

Pro kmeny M. africanum je charakteristické, Ze nemaji mezernik ¢. 39

Pro kmeny M. bovis je charakteristické, Ze nemaji mezerniky ¢. 39, 40, 41,42 a 43

Pro kmeny M. bovis subsp. caprae je charakteristické, kromé chybéjicich mezernika €. 39,40,
41, 42 a 43 (to je fadi mezi M. bovis) nemaji vétsinu mezernik( v oblasti ¢. 1 az 16

Pozor na radu atypickych profilé u nékolika dalSich poddruh
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Na nize uvedenych zaznamech vyhodnotte, o jaky druh mykobakterie se jedna

Zaznam¢. 1

Pozor, vtomto zdznamu jsou pouze spoty €. 1 aZ 38! Spoty €. 39 az 43 jsou prazdné.
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Zaznam . 2
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Zaznam¢. 4

Pozor, v tomto zaznamu jsou pouze spoty €. 1 az 38! Spoty €. 39 az 43 jsou prazdné.
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Zaznam ¢. 5

Zaznam €. 6
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Zaznam ¢. 7
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Zaznam ¢. 8

Tady jsou k dispozici jen schémata

Druh/mezernik €.

M. tuberculosis H37Rv




