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Prinos molekuldarnej genetiky pre rychlu diagnostiku tuberkulozy

Maria svejnochové, Beata Gottwaldova, Peter Slezak

Contribution of molecular genetic to rapid diagnosis of tuberculosis

Suhrn

Na Oddeleni diagnostiky a typizacie mykobaktérii
v NUTaRCH, bolo v rokoch 1994-1996 vySetrenych 287
mimoplucnych vzoriek od 261 pacientov s podozrenim na
tbc infekciu paralelne s Gene Probe MTD-testom a kon-
ven¢nou kultivaciou. Ziskané vysledky zabezpecuju vysoku
senzitivitu a $pecificitu vySetreni. Sest pozitivnych vysled-
kov z MTD-testu z gynekologickych vzoriek bolo hodnote-
nych vo vztahu ku klinickym zaverom. Autori konStatuju
spolahlivost a rychlost diagnostiky tbc pomocou MTD-tes-
tu (zab. 2).

Klucové slova: Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD)
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Uvod

Udaje WHO dokumentuju niekolko zavaznych faktov:

— tretina populacie sveta je v sicasnosti infikovana tu-

berkulézou,

— v roku 1990 bolo zaznamenanych 8 miliénov novych

tuberkuléznych ochorenti,

— ro¢ne zomiera na tuberkuldzu 2,9 milidéna os6b,

— v celosvetovom meradle je tuberkuldza hlavnou prici-

nou umrti v désledku infekénych choréb.

Stale plati, Ze niet tuberkul6zy bez dékazu etiologického
agens, preto sa musi klinik snazit potvrdit diagndzu aj bakte-
riologicky.

Ulohou diagnostického laboratéria je uplatiiovanie novych
modernych diagnostickych pristupov na potvrdenie, respek-
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Summary

In 1994-1996 years in the department for diagnosis of
mycobacteria in National Institute of TBC and Respiratory
Diseases, 287 nonrespiratory specimens obtained from 261
patients at the risk of TBC infection were examinated in
parallel by the Gene Probe MTD test and by conventional
culture. The dates obtained ensure high sensitivity and
specificity of examination. Six positive results from gynae-
cological specimens of this test were evaluated in relation to
clinical conclusions. The present results warrent the au-
thors statement, that Gene Probe MTD test is very reliable
and rapid means of examination (7ab. 2).
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tive vylucenie klinickej diagndzy. Charakteristické vlastnosti
pdvodcov tuberkuldzy — acidorezistencia a pomala reproduk-
cia limitovali donedavna véasnu bakteriologicku diagnosti-
ku, najmé pri mimoplucnych formach tuberkulézneho ocho-
renia.

Mikroskopicky dékaz ostava najrychlejSou a najjedno-
duchsou diagnostickou metdodou, ktord je znama viac ako
100 rokov. Treba vsak uviest, Ze ma nizku analyticku citli-
vost. Mikroskopicky dokaz je vhodny najmé pre diagnosti-
ku respiracnej tuberkuldzy zo vzoriek sput pri rozsiahlych
rozpadovych plucnych formach. Pre pozitivny vysledok
z mikroskopického vySetrenia je nevyhnutnd pritomnost
najmenej 100 000 mykobaktérii v 1 ml biologického mate-
rialu. Kultivacia je sice radovo 100-nasobne citlivejsia, ale
v désledku dlhej generacnej doby mykobaktérii casovo na-
ro¢na (3-9 tyzdnov). Pre biologické vzorky je pri mimo-
plucnej tuberkuldze charakteristicky nizky poc¢et mykobak-
térii, ktoré najma pri osteoartikularnej a urogenitalnej tu-
berkuldze dokazujeme kultivaciou len velmi zriedkavo. Po-
ziadavka novych, najmé vsak rychlych diagnostickych
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postupov, sa stala mimoriadne naliehava aj v oblasti tuber-
kuldéznych infekcii. Rychle amplifikacné metddy zalozené
na principoch molekularnej genetiky, ¢i uz typu polymera-
zovej retazovej reakcie alebo génovych sond, nasli zaciat-
kom 90. rokov vysoko aktudlne uplatnenie aj pri diagnosti-
ke tuberkulézy — formou Standardnych komercne dostup-
nych setov. Metédy umozinuju stanovit geneticku informa-
ciu pévodcov tuberkuldzy (Mycobacterium tuberculosis
a Mycobacterium bovis) uzZ o niekolko hodin.

Mycobacterium tuberculosis direct test (MTD) je zaloze-
ny na principe génovych sond. Ide v iom o izotermalnu en-
zymaticku amplifikaciu ribozomalnej RNA (rRNA) a hybri-
dizéciu amplikénov s akridinom znacenou Specifickou DNA-
sondou s chemiluminiscencnym dékazom vysledného pro-
duktu DNA-rRNA.

Material a metédy

Vyrobcom MTD-testu je americka firma Gen Probe, do-
davatelom firma Epignost a distributorom v SR Ados s.r.0.,
t.¢. Nomia. Test predstavuje rychlu a metodicky jednoduchu
amplifikacnt genetickil metodu, ktord umoziuje detegovat
pritomnost uz 1 mykobakterialnej bunky v 1 ml vzorky, ek-
vivalentnu koncentracii 25 fg rRNA. Vysledky testu st rep-
rodukovatelné za 4 hodiny a definitivna diagndéza méze byt
ur¢end za 1 den. Metodologia MTD-testu ma 4 Casti:

a/ priprava vzorky

b/ izolacia ribozomovej RNA

¢/ amplifikécia

d/ hybridizacia a detekcia hybridnych molekil DNA-

rRNA

Vzorky klinickych materidlov sa dekontaminuju s N-
acetyl-L-cysteinom a po opakovanej centrifugacii sa zo
ziskaného sedimentu odoberie alikvotna cast pre MTD-test.
Zaroven sa zalozi kultivacia na 4 kultivacné média (2 tuhé
a 2 tekuté), pri respiraénych vzorkach sa zhotovi aj nater
pre mikroskopické vysetrenie.

Proces izolacie rRNA zacina ultrasonickou lyzou myko-
bakterialnych buniek vo vzorke. P6sobenim ultrazvuku docha-
dzak disrupcii bunkovej steny mykobaktérii. Kazda mykobak-
terialna bunka obsahuje priblizne 2000 képii rRNA, ktor¢ ini-
ciuju reakciu a sluzia ako templat pre replikaciu in vitro.

Zahriatim na 95 °C dochadza k inaktivacii bunkového
materidlu a k denaturacii rRNA. Na definovanych miestach
sa na rRNA naviaZu primery a ohranicia ter¢ové sekvencie,
$pecifické pre komplex M. tuberculosis. P6sobenim rever-
znej transkriptdzy nastava prepis poradia baz v tercovej
rRNA a syntéza komplementarnej kopie DNA. Tento medzi-
produkt je reverznou transkriptdzou konvertovany na dvoj-
vldknovu formu, podla ktorej sa rRNA amplifikuje za prisne
ohrani¢enych ¢asovych a teplotnych podmienok. Za 2 hodi-
ny sa namnozi az 10 biliénov kopii rRNA.

Detekcia rRNA amplikénov sa vykonava s pouzitim ak-
ridin-esterom znacenej DNA-sondy prostrednictvom hybri-
dizacie nukleovych kyselin. Chemiluminiscencne znacena
jednovlaknova DNA-sonda hybridizuje s amplifikovanymi
terCovymi rRNA do stabilného rRNA-DNA hybridu. Ku §pe-
cifickej detekcii vysledného poctu tychto hybridov sa vyuzi-
va hydrolyza akridin-esteru za vzniku luminiscencie. Inten-
zita chemiluminiscencie sa meria v luminometri v RLU (re-
lativna svetelna jednotka). Vzorky so signdlom vy$$im ako
30 000 RLU sa povazuju za pozitivne. Na odporucenie vy-
robcu sa vzacne materidly (mimoplucne vzorky) hodnotia ako
pozitivne od RLU 70 000, pretoze respiracné vzorky dosahu-
ju pozitivitu az 2 500 000 RLU.

V obdobi od aprila 1994 do maja 1996 bolo paralelne
mikroskopicky, kultivacne a s MTD-testom vySetrenych 653
respiracnych biologickych vzoriek. Hoci producenti testu
odporucaju pouZzivat test prevazne pre diagnostiku tuberku-
16zy zo sput a z bronchialnych sekrétov, v stlade s mno-
hymi eurdpskymi a svetovymi pracoviskami dokazujeme
vyznamné praktické vyuzitie testu aj pre diagnostiku extra-
pulmonalnej tuberkuldzy.

Na naliehavé poziadavky klinikov z inych ako pneumo-
logickych oddeleni NUTaRCH sme kultivaéne a MTD-tes-
tom vySetrili aj 287 mimoplucnych biologickych materidlov

OF
Vysledky

Z 287 (261 0s6b) extrapulmonalnych vzoriek sme poziti-
vitu MTD-testom zistili u 32 vzoriek (26 0s6b), z toho kulti-
vacne bolo overenych 9 vzoriek. Hodnotu RLU vykazovali
nad 1 200 000, zatial ¢o kultiva¢ne neoverené vzorky, medzi
ktorymi sa nachadzali aj vzorky gynekologického materialu,
mali RLU hodnotu medzi 300 000 az 800 000. Senzitivita
testu z vySetreného suboru bola 85,7 % a Specificita 98,2 %
(tab. 1).

Tabulka 1. Porovnanie vysledkov MTD-testu (GP) s kultivaénou poziti-
vitou u paralelne vySetrenych extrapulmonalnych vzoriek (pocet vzo-
riek 287). Senzitivita testu 85,7 %, Specificita testu 98,0 %.

3 kultivaéne pozitivne vzorky boli MTD-testom falosne
negativne. I§lo o pleuralne vypotky. Su charakteristické vy-
sokym obsahom enzymového potencialu, ktory pésobi inhi-
bi¢ne na priebeh reakcie.

Rozbor jednotlivych druhov biologickych vzoriek z pa-
ralelne vySetrenych a MTD-testom pozitivnych vzoriek uva-
dzame v tabulke 2. 6 gynekologickych materialov tvorili vzor-
ky: pupocénikova krv, placenta, endometrium. Vsetky boli
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Tabulka 2. Vysledky MTD-testu (GP) - extrapulmonalne vzorky.

Vzorka Pocet vySetreni MTD+ Kult.overené
gynekol. material 32 6 0
ortoped. material 58 4 0
pleuralny punktat 65 3 1

moc¢ 20 3 1

hnis 15 3 1
liquor 15 1 0
opera¢ny material 20 4 2
uzlina 55 5 4

per. punktat 7 3 0
Spolu 287 32 (11,1 %) 9 (3,1 %)

kultivacne neoverené. V piatich pripadoch islo o tehotné ze-
ny s bakteriologicky overenou plicnou tuberkul6zou uz lie-
¢enou antituberkulotikami. U dalSej pacientky lieCenej po-
vodne hormonalne pre sterilitu, ale v minulosti uz s pozitiv-
nym dékazom BK (Kochov bacil) biologickym pokusom na
morcati z kyretu, sa MTD-pozitivita zistila vo vzorkach pu-
pocnikovej krvi. V ¢ase zistenej MTD-pozitivity sa gyneko-
logicka tuberkuléza uz klinicky nemanifestovala. Pacientka
porodila zdravé dieta bez pritomnosti klinickych prejavov
tuberkuldzy.

Diskusia a zavery

Medzi novymi diagnostickymi metédami v mykobakte-
riologii maju v sucasnosti amplifikacné genetické postupy
dominantné postavenie. Metodika na principe génovych sond
— MTD-test, bola prvym komeréne dostupnym testom urce-
nym pre rutinne pouzitie v klinickych laboratdriach. Sprav-
nost postupu testu je zabezpecena 6 kontrolami. Pri praci sa
vyZaduje prisne dodrziavanie vyrobcom stanovenych podmie-
nok (dekontaminaénych, ¢asovych, teplotnych a bezpecnos-
tnych). Svojou analytickou citlivostou sa test vyrovna vyset-
reniu biologickym pokusom na morcati. Je vysoko Specific-
ky pre dokaz spécies Mycobacterium tuberculosis komple-
xu. 124 inych, mykobaktériam rodove pribuznych spécies
baktérii a kvasiniek je MTD-testom negativnych. Napriek

*Prednesené na vedecko-pracovnej schodzi SGPS: Tuberkuldza
v gynekoldgii a porodnictve, 7.6.1996 v Bratislave.

tomu, Ze ,,zlatym Standardom® pre dokaz tuberkuldznych
bacilov ostava klasicka kultivacia, metddy dokazu genetickej
informacie pévodcov tuberkuldzy st schopné detegovat aj mi-
nimalny pocet mykobaktérii v biologickych vzorkach, ktoré
klasickou kultivaciou bezne neuréime. Preto je nesmierne
délezité posudzovat pozitivny vysledok z vySetreni genetic-
kymi testami s vyuzitim komplexnych diagnostickych krité-
rii, pricom negativny vysledok nevylucuje pritomnost tuber-
kulézneho procesu. Uspesny dokaz DNA/RNA M. tubercu-
losis priamo zavisi aj od druhu, kvantity, ale najma od kvality
biologickej vzorky.

Na zaklade naSich skusenosti konstatujeme vyznamny
pozitivny prinos zavedenia MTD-testu do praxe. Vyhody tes-
tu st

— rychla detekcia tuberkuldéznych pacientov — tym aj za-
Catie cielenej liecby,

— skratenie dlhodobej hospitalizacie, ¢im dochadza k vy-
raznej redukcii finanénych prostriedkov spojenych s ¢a-
kanim na vysledky z kultiva¢nych vysetreni,

— vcasné prijatie zasadnych efektivnych epidemiologic-
kych opatreni.”
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