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Streszczenie

Wstep. Molekularne metody diagnostyczne umozliwiajg wykrywanie materiatu gene-
tycznego M. tuberculosis complex bezposrednio w materiatach klinicznych. Metody te
zastosowano réwniez w diagnostyce materiatdw pooperacyjnych, utrwalonych w parafi-
nie. Potwierdzenie badZ wykluczenie obecnosci materiatu genetycznego Mycobacterium
tuberculosis complex w preparatach histopatologicznych jest szczegélnie istotne w przy-
padku pacjentéw, ktérych diagnostyka gruZlicy opiera sie wytacznie na materiatach tkan-
kowych, niepoddanych badaniom mikrobiologicznym.

Cel pracy. Celem przeprowadzonych badan byfa ocena przydatno$ci metod gene-
tycznych do wykrywania Mycobacterium tuberculosis complex, w materiatach klinicznych
utrwalonych w parafinie.

Materiat i metody. Analizowano 63 materiaty tkankowe, utrwalone w parafinie, uzyska-
ne od chorych z podejrzeniem gruzlicy. Diagnostyke wykonywano wedtug nastepujacego
algorytmu: 1. Odparafinowanie preparatow z uzyciem ksylenu, odwodnienie przy uzyciu
etanolu. 2. I1zolowanie DNA za pomoca odpowiedniego zestawu przeznaczonego do ma-
teriatow tkankowych utrwalonych w parafinie. 3. BD ProbeTec. Amplifikacja DNA Myco-
bacterium, hybrydyzacja z odpowiednig dla gatunku sondg. Wykrywana jest sekwencja
1IS6110 charakterystyczna dla M. tuberculosis complex. 4. GeneXpert Dx Xpert MTB/RIF
oparty na reakcji nested Real-time PCR. Test Xpert MTB/RIF jest stosowany do wykrywa-
nia Mycobacterium tuberculosis i opornoséci na RMP.

Wyniki. Analiza molekularna wykazata obecnos¢ DNA M. tuberculosis w 21 materia-
tach, przy czym za pomoca barwienia Ziehl-Neelsen potwierdzono jg jedynie w 13 ma-
teriatach. Wynik barwienia Z-N byt ujemny u 41 pacjentdw, u 33 z nich wynik byt zgodny
z ujemnym wynikiem testu genetycznego.

Whioski. Metody molekularne pozwalajg uzupetnié¢ i zweryfikowaé wyniki mikrobiolo-
giczne i histopatologiczne.

Summary

Introduction. Molecular methods of diagnosis enabled the detection of M. tuberculosis
complex directly in clinical materials, now make it possible also in the tissue embedded
in paraffin blocks. Use of molecular methods to confirm the presence of Mycobacterium
tuberculosis complex in paraffin-fixed material is particularly important for patients whose
diagnosis based solely on the tissue and were not microbiologically tested.

Aim. The aim of the research was to evaluate the usefulness of genetic methods to
confirm the presence of Mycobacterium tuberculosis complex in clinical specimens on
paraffin.

Material and methods. 63 clinical specimens embedded in paraffin from patients with sus-
pected tuberculosis. 1. Deparaffinization of specimens in xylene and dehydration in 96% etha-
nol by succeesive centrifugation. 2. Isolation DNA with the appropriate set to tissues embedded
in paraffin blocks. 3. BD ProbeTec: The amplification (in microwell) of Mycobacterium DNA,
detection of the copied deoxyribonucleic acid in the process of the hybridization with species
probe. Detected is insertion sequence IS6110 characteristic for the group M. tuberculosis com-
plex. 4. GeneXpert Dx Test Xpert MTB/RIF is based on the reaction of nested real-time PCR.
Test Xpert MTB/RIF is used to detect Mycobacterium tuberculosis and resistance to RMP.
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Results. The molecular analysis revealed the presence of M. tuberculosis complex
DNA in 21 samples, whereas acid fast bacilli could be detected by Ziehl-Neelsen staining
in only 13 samples. Z-N was negative in 41 of the patients, for 33 of them the result was
compatible with the negative genetic test.

Conclusions. Molecular methods are very important to complement and verify the mi-
crobiological and pathological results.

WSTEP

Mikrobiologiczna diagnostyka Mpycobacterium
w znacznym stopniu odbiega od typowej diagnostyki
bakteriologicznej. Réznice te wynikajg przede wszyst-
kim ze specyficznych cech Mycobacterium, takich jak:
dtugi czas wzrostu (komorka pratka dzieli sie raz na
24 h), budowa $ciany komérkowej, skfad, ktérego na-
wet w 60% moga stanowi¢ lipidy. Hydrofobowy cha-
rakter Sciany komérkowej pratkdw zapewnia im ochro-
ne przed wysuszeniem, niekorzystnymi warto$ciami
pH oraz podwyzszong temperaturg (1).

Pratki posiadajg specyficzne wymagania wzrostowe,
w zwigzku z tym pozywki hodowlane muszg zawierac
optymalne zestawy wszystkich koniecznych substancii
wzrostowych, by¢é wzbogacone biatkiem zwierzecym
i pirogronianem lub glicerolem jako zrodtem wegla (2).

Czynniki te powoduja, ze w zaleznosci od zastoso-
wanej metody diagnostycznej czas oczekiwania na wy-
niki badan trwa od jednego dnia (metody molekularne
i rozmaz) do nawet 10 tygodni (uzyskanie hodowli na
jajowej pozywce statej L-J).

Rozwdj biologii molekularnej i opracowanie testow
opartych na amplifikacji kwaséw nukleinowych pozwo-
lity na skrocenie czasu oczekiwania na wyniki badan
diagnostycznych. Wykorzystanie unikalnych sekwenciji
nukleotydowych Mycobacterium umozliwito wykrywa-
nie obecnosci pratkow w materiale klinicznym z wiek-
sza czutoscig niz przy zastosowaniu bakterioskopii
i w znacznie krétszym czasie niz w metodach hodow-
lanych. Badania molekularne znalazly zastosowanie
w wykrywaniu materiatu genetycznego pratkow od
chorych z podejrzeniem gruzlicy ptuc, a takze z po-
dejrzeniem postaci pozaptucnych, u ktorych ze wzgle-
du na skgpopragtkowy charakter materiatow diagno-
stycznych trudno jest uzyskac¢ potwierdzenie procesu
chorobowego standardowymi metodami mikrobiolo-
gicznymi. Testy genetyczne stosowane w rutynowej
diagnostyce gruzlicy charakteryzujg sie wysokg czuto-
$cig, poniewaz do stwierdzenia obecnosci pratkow wy-
starczy 5 x 10-102 komorek bakteryjnych w 1 ml mate-
riatu, natomiast do uzyskania hodowli na pozywce L-J
potrzeba az 103-10* komorek pratkéw w 1 ml materiatu.

Czesto materiaty skapopratkowe (np. fragmenty
tkanek lub materiaty biopsyjne) od chorego kierowa-
ne sg tylko do badan patomorfologicznych. Wynik tych
badan uzyskuje sie w krotszym czasie niz wynik po-
siewu, co u chorego z podejrzeniem gruzlicy pozwala
na szybka weryfikacje diagnozy klinicznej, nie gwa-
rantujgc jednak pewnego rozpoznania choroby (3).
W materiale tkankowym, z ktérego wykonywane sag
preparaty histopatologiczne, rozpoznanie opiera sie na
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obecnosci réznie uformowanych ziarniniakéw, zbudo-
wanych z komorek nabtonkowatych i olbrzymich, cze-
sto z kwasochtonng martwicg w czesci centralnej (4).
Obraz morfologiczny gruzlicy moze by¢ jednak rézny,
zaleznie od stopnia uposledzenia uktadu odpornoscio-
wego. W ciezkich zaburzeniach odpornosci trudno jest
znalez¢ typowe ziarniniaki (5). Pojawiajg sie natomiast
rozlane obszary martwicy kwasochtonnej, niespecy-
ficzne nacieki zapalne, zawierajgce histiocyty, czesto
0 jasnej cytoplazmie, granulocyty obojetnochtonne,
pojedyncze komorki olbrzymie i nabtonkowate (4). Jed-
nak tworzenie sie ziarniniakow nie jest specyficzne dla
okreslonej jednostki chorobowej i moze wystepowaé
w stanach patologicznych, takich jak: gruzlica, sarko-
idoza, mykobakterioza, bruceloza, choroba kociego
pazura, ziarniniakowato$¢ Wegenera czy grzybica (6).

Dlatego u chorego z podejrzeniem gruZzlicy stwier-
dzenie ziarniniakéw, nawet z martwica, nie jest réw-
noznaczne z rozpozhaniem choroby i wymaga dia-
gnostyki mikrobiologicznej, umozliwiajacej wykrycie
pratkéw kwasoopornych w obrebie obserwowanych
zmian morfologicznych.

W tym celu konieczne jest wykonanie barwienia pre-
paratu metodg Ziehla-Neelsena (Z-N). Zalecane jest bar-
wienie dwdch skrawkéw mikroskopowych, pobranych
z réznych fragmentéw materiatu, w ktérych obserwuje
sie ziarniniaki z martwica i rozmiekaniem (4). Metoda Z-N
charakteryzuije sie jednak niskg czuto$cig, oceniana, w za-
leznosci od autoréw, na 30-70% (2). Ponadto w badaniu
tym nie mozna odroznié pratkdw gruzlicy od pratkow aty-
powych MOTT (ang. Mycobacterium Other Than Tuber-
culosis). W przypadku potwierdzenia, w wyniku barwienia
Z-N, obecnosci pratkbw w preparatach histopatologicz-
nych, nalezy wykona¢ posiew $wiezego materiatu klinicz-
nego. Dla uzyskanej hodowli niezbedne jest wykonanie
testu identyfikacji gatunkowej i lekowrazliwosci. Z uwagi
na fakt, ze nie kazdy materiat pooperacyjny jest skiero-
wany do badania mikrobiologicznego, najczesciej jedyna
metoda wykrycia pratkdw M. tuberculosis w preparatach
histopatologicznych pozostaje badanie genetyczne.

Techniki molekularne umozliwiajg szybka (w cia-
gu kilku godzin) amplifikacje wybranych odcinkéw
genomu bakteryjnego w ilosci, jaka jest wymagana
do hybrydyzacji ze specyficzng sondg genetyczna.
W diagnostyce gruzlicy metody te umozliwiajg wykry-
cie M. tuberculosis complex bezposrednio w materia-
fach klinicznych, a przy wprowadzeniu odpowiednich
modyfikacji metodologicznych réwniez w materiatach
tkankowych zatopionych w bloczkach parafinowych.
Zatem w przypadku chorego z podejrzeniem gruZli-
cy, dla ktérego wykonano jedynie badanie histopato-
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logiczne, test genetyczny jest kluczowym badaniem
umozliwiajacym potwierdzenie procesu chorobowego.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena przydatnosci metod moleku-
larnych w wykrywaniu materiatu genetycznego pratkow
w preparatach histopatologicznych, pochodzacych od
chorych z podejrzeniem gruzlicy oraz okreslenie korela-
cji miedzy wynikiem badania genetycznego, histopato-
logicznego oraz badaniem bakterioskopowym.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano materiaty tkankowe utrwalone
w parafinie, uzyskane od 63 chorych z klinicznym
podejrzeniem gruzlicy. W opisach wszystkich prepa-
ratow histopatologicznych stwierdzono zmiany zapal-
ne, organizujace sie ziarniniaki, zwtdknienia badz inne
zmiany charakterystyczne dla procesu zapalnego.

Wykrywanie materiatu genetycznego M. tuber-
culosis complex przeprowadzono w systemie Pro-
beTec i w systemie GeneXpert, dodatkowo okre-
$lajacym oporno$¢ pratkéw na RMP.

Metodyka wykonywania preparatéw
histopatologicznych

1. Pobieranie materiatu tkankowego i jego utrwalenie.
Uniwersalnym i najczesciej stosowanym utrwa-
laczem jest 10% wodny roztwér formaldehydu,
zobojetnionego weglanem wapnia. Czas utrwala-
nia jest uzalezniony od rodzaju utrwalacza, tkanki
i techniki barwienia i zwykle wynosi ok. 12 h.

2. Odwadnianie i zatapianie preparatu w parafinie.
Dzieki procesowi zatapiania fragmentéw tkanek
w twardym i fatwo skrawalnym materiale, mozliwe
jest uzyskanie z nich bardzo cienkich skrawkow.
Proces odwadniania przeprowadzany jest poprzez
umieszczanie tkanki w roztworach etanolu o wzra-
stajgcym stezeniu, poczawszy od alkoholu 50%
poprzez 70%, 80%, 90%, 96% do alkoholu absolut-
nego (99,8%), a nastepnie w mieszaninie alkohol-
-ksylen i czystym ksylenie. Jest to tzw. szereg od-
wadniajgcy. Kolejny etap polega na umieszczeniu
tkanki w mieszaninie parafiny z ksylenem i ciektej pa-
rafinie (w temp. 52°C przez kilkkanascie godzin). Tak
przygotowany materiat umieszcza sie we wnetrzu
bloczka parafinowego, a nastepnie kroi za pomoca
mikrotomu na skrawki o grubosci kilku um i naktada
na szkietko podstawowe (silanizowane lub nabiatko-
wane), utrwalajagc w temperaturze 50°C.

3. Barwienie preparatu.

Po uprzednim odparafinowaniu preparatéw
w dwéch zmianach ksylenu poddaje sie je pro-
cesowi nawodnienia. Nawodnienie przeprowadza
sie w szeregu alkoholowym, ztozonym z roztwo-
réw etanolu, poczawszy od alkoholu absolutnego
do alkoholu 70%. Nastepnie skrawki poddawane
sg ptukaniu w wodzie i umieszczane w roztwo-
rach barwnikéw. Najczesciej uzywanymi barwni-
kami sg hematoksylina i eozyna.

W badaniu histopatologicznym, majacym na celu
wykrywanie Mycobacterium, zazwyczaj obser-
wuje sie obecnos$¢ zmian o charakterze ziarni-
ny. W przypadku obecnosci w preparacie takich
zmian, w celu potwierdzenia obecnosci pratkow,
wykonywane jest dodatkowe barwienie (Z-N), wy-
korzystujace kwasoopornosé Mycobacterium.

Metodyka opracowania preparatu
histopatologicznego do badania genetycznego

Izolacja materiatu genetycznego pratkéw z prepara-
toéw histopatologicznych zostata przeprowadzona me-
toda automatyczng, z zastosowaniem aparatu Maxwell
MDx (Promega) oraz metodg manualna.

Izolacja DNA w systemie Maxwell MDx

| Deparafinizacje materiatu utrwalonego w parafinie
oraz izolacje DNA pratkéw wykonano z uzyciem ko-
mercyjnego zestawu Maxwell 16 FFPE Plus LEV DNA
Purification Kit, zgodnie z instrukcjg producenta.

Izolacja DNA metoda manualna

1. Odparafinowanie preparatéw za pomocg ksylenu,
a nastepnie odwodnienie w 99,8% etanolu.

2. Izolacja DNA pratkéw za pomocg odpowiednie-
go zestawu komercyjnego, przeznaczonego do
tkanek utrwalonych w parafinie: trawienie komé-
rek w wysokiej temperaturze (56°C) za pomoca
Proteinase K (ok. 12 h), ptukanie na minikolumnie
przy uzyciu szeregu odpowiednich buforéw i elu-
cja DNA w 150 ul buforu elucyjnego.

Wykrywanie DNA pratkéw w systemie
BD ProbeTec ET

1. Inaktywacja bakterii w temperaturze 106°C.

2. Rozbijanie komoérek w buforze lizujgcym za po-
moca ultradzwiekéw (sonikator).

W przypadku materiatéw utrwalonych w parafinie
punkt a i b protokotu wykonania metody pomi-
nieto ze wzgledu na izolacije DNA przeprowa-
dzong we wstepnym etapie (pkt. 2).

3. Amplifikacja, czyli powielanie materiatu gene-
tycznego pratkéw, przebiegajgca w specjal-
nych studzienkach.

4. Wykrywanie powielonego fragmentu genomu
w procesie hybrydyzacji ze specyficzng sonda.
Wykrywanym fragmentem DNA jest sekwencja
insercyjna 1S6110, charakterystyczna wytacznie
dla grupy M. tuberculosis complex. W kazde;
studzience, w ktorej zachodzi proces powielania
DNA, znajduje sie wewnetrzna kontrola amplifika-
cji IAC, pozwalajgca na wykrycie inhibitorow znaj-
dujacych sie w badanym materiale. Enzymem wy-
korzystywanym w tej reakciji jest polimeraza DNA.

Wykrywanie DNA pratkéw w systemie GeneXpert
MTB/RIF

Test oparty jest na reakcji nested Real-time PCR
i sktada sie z amplifikacji i detekcji sekwenciji docelowe;,

257



Sylwia Brzezifiska i wsp.

obecnej w genomie pratkéw gruzlicy. Test GeneXpert
MTB/RIF stuzy do wykrywania pratkéw gruZzlicy i ich
opornosci na RMP, posiada on kontrole przetwarzania
prébek (SPC) monitorujgca obecnos$¢ w materiale inhi-
bitorow reakcji PCR.

WYNIKI

Analizie poddano 63 preparaty histopatologicz-
ne, pochodzace od chorych z podejrzeniem gruzlicy,
u ktérych w badaniu patomorfologicznym stwierdzo-
no ziarnine zapalng. Wykonano dodatkowe barwienie
metodg Z-N oraz badanie molekularne, majace na
celu potwierdzenie obecnosci DNA Mycobacterium
tuberculosis complex. Dodatni wynik barwienia Z-N
uzyskano dla 22 chorych (35%), natomiast badanie
genetyczne potwierdzito obecno$¢ DNA pratkow gruz-
licy w materiatach od 21 (33%) chorych (ryc. 1). Dla
42 (67%) materiatéw pooperacyjnych uzyskano ujem-
ny wynik badania genetycznego.

Materiaty tkankowe utrwalone
w parafinie ze stwierdzong ziarning
zapalng
63 (100%)

Dodatni wynik badania
genetycznego
21 (33%)

Dodatni wynik
barwienia Z-N
22 (35%)

Ryc. 1. Korelacja pomiedzy wynikami barwienia metoda Z-N a wy-
nikami badania genetycznego uzyskanymi dla preparatéw utrwalo-
nych w parafinie.

Przeprowadzono ocene korelacji miedzy wynikami
barwienia preparatéw metodg Z-N a wynikami badan
genetycznych.

Dodatni wynik barwienia metoda Z-N uzyskano dla
22 (35%) preparatéw histopatologicznych, w13 (21%) przy-
padkach potwierdzono badaniem genetycznym. Ujemny
wynik barwienia Z-N otrzymano dla 41 (65%) preparatow
histopatologicznych, dla 33 (52%) byt on zgodny z ujem-
nym wynikiem badania genetycznego (tab. 1).

Tabela 1. Poréwnanie wynikéw uzyskanych metoda barwienia
Z-N i metoda genetyczng dla 63 preparatéw histopatologicznych.

Eapr:‘\;i::::é:;l‘ Badanie I..iczba prep:aratéw
histopatologicznych genetyczne histopatologicznych
Dodatni Dodatni 13 (21%)
Dodatni Ujemny 9 (14%)
Ujemny Ujemny 33 (52%)
Ujemny Dodatni 8 (13%)

W kolejnym etapie przeprowadzonej analizy zesta-
wiono wyniki uzyskane w obu systemach genetycz-
nych ProbeTec i GeneXpert.

Dla 42 (67%) chorych, w obu systemach genetycz-
nych otrzymano wynik ujemny. W 9 (14%) przypad-
kach dodatni wynik uzyskano tylko w systemie Probe-
Tec. Natomiast dla 12 (19%) chorych obecnos¢ DNA
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pratkbw gruzlicy potwierdzono obiema metodami.
Nie otrzymano dodatniego wyniku metodg GeneXpert
przy ujemnym wyniku ProbeTec (tab. 2). Dokonano po-
rownania skutecznosci wykrywania DNA pratkow w obu
systemach genetycznych. Dla 86% analizowanych ma-
teriatdbw otrzymano zgodne wyniki w obu badaniach
genetycznych. W pozostatych 14% metoda ProbeTec
charakteryzowata sie wyzszg wykrywalnoscia.

Tabela 2. Poréwnanie wynikdéw uzyskanych metodami gene-

tycznymi ProbeTec i GeneXpert dla 63 preparatow histopato-
logicznych.

Wyniki badan genetycznych Liczba preparatéw
ProbeTec GeneXpert histopatologicznych
Dodatni Dodatni 12 (19%)
Dodatni Ujemny 9 (14%)
Ujemny Ujemny 42 (67%)
Ujemny Dodatni 0
DYSKUSJA

Zastosowanie metod molekularnych w mikrobiolo-
gicznej diagnostyce gruzlicy nie tylko znacznie skraca
czas oczekiwania na wynik, ale rowniez pozwala na
wykonywanie rutynowych badahn w kierunku gruzlicy
z materiatéw utrwalonych w parafinie. W badaniach
przeprowadzonych przez Johansena i wsp. (7) do-
konano analizy preparatéw histopatologicznych, ze
stwierdzong obecnoscig ziarniniakdw, czesto ze zmia-
nami martwiczymi. Analizie poddano 47 materiatéw
histopatologicznych, z tkanek pobranych od chorych
w trakcie diagnostyki klinicznej, i 19 preparatéw od
chorych diagnozowanych wczes$niej, ktérych mate-
riat zostat zarchiwizowany w postaci bloczkéw. Ma-
teriat genetyczny pratkow gruzlicy wykrywano w sys-
temie ProbeTec. Badajgc prospektywnie 47 chorych,
u 20 (42%) zdiagnozowano gruzlice na podstawie ob-
razu klinicznego, u 18 (38%) w badaniu genetycznym.
Swoistos¢ uzyskanych wynikow oceniono na 100%.
Ci sami autorzy w badaniach retrospektywnych wy-
konanych z preparatéw nalezacych do 19 chorych,
u 15 rozpoznali klinicznie i zgtosili do rejestru gruzlice.
Dla 6 (40%) z nich uzyskano potwierdzenie obecnosci
DNA pratkéw w preparatach histopatologicznych. Czu-
tos$¢ i specyficzno$¢ metody genetycznej dla tej gru-
py chorych oceniono odpowiednio na 40 i 100% (7).
W przeprowadzonej przez nas analizie dla preparatéw
histopatologicznych, uzyskanych od 63 chorych z po-
dejrzeniem gruzlicy, réwniez oceniono korelacje mie-
dzy wynikami barwienia metoda Z-N a wynikami badan
genetycznych. Dodatni wynik barwienia metoda Z-N
uzyskano dla 22 (35%) preparatow histopatologicz-
nych, w 13 (21%) przypadkach potwierdzony on zostat
wynikiem badania genetycznego (tab. 1). Ujemny wy-
nik barwienia Z-N uzyskano dla 41 (65%) preparatow
histopatologicznych, w 33 (52%) przypadkach byt on
zgodny z ujemnym wynikiem badania genetycznego.

Mozliwos¢ retrospektywnej weryfikacji skrawkdéw
tkanek z bloczkéw parafinowych opisat Zink, poddajac
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analizie wyniki badan 49 preparatéw histopatologicz-
nych. W puli tej w materiatach od 20 (41%) chorych
stwierdzono obecno$¢ DNA pratkéw, a dla 8 (16%) cho-
rych jednoczesnie uzyskano dodatni wynik barwienia
Z-N (8). DNA wyizolowane z 49 materiatbw podda-
no réwniez genotypowaniu metoda spoligotyping.
W ostatnich latach metoda spoligotyping stata sie
jedna z powszechnie stosowanych metod gene-
tycznych, z udowodniona przydatnosciag zaréwno
w wykrywaniu pratkéw, jak i identyfikacji gatunkowej
Mycobacterium tuberculosis complex oraz analizie
epidemiologicznej (9).

Michatowska-Mitczuk i wsp. w 2011 roku opisali
przypadek kliniczny 72-letniego mezczyzny leczo-
nego w 2007 roku z powodu raka pecherza moczo-
wego. Z fragmentu najadrza nie wykonano badania
mikrobiologicznego w kierunku gruzlicy, a opis hi-
stopatologiczny sugerowat zmiany ziarniniakowe
z kwasochtonng martwicag. Wyizolowane z prepa-
ratu DNA poddano analizie metodg spoligotyping,
potwierdzajac obecnos¢ materiatu genetycznego
M. tuberculosis (rodzina molekularna T1 53) w tkan-
ce utrwalonej w parafinie. Na podstawie uzyskanych
wynikéw u chorego zdiagnozowano gruzlice prawe-
go najadrza, a w wywiadzie zanotowano przebytg
w przesztosci gruzlice ptuc (10).

Badania molekularne pozwalaja nie tylko na prze-
prowadzenie retrospektywnej analizy utrwalonych i ar-
chiwizowanych fragmentéw tkanek, pochodzacych od
chorych z podejrzeniem gruzlicy. Wyniki majg istotne
znaczenie dla wiasciwego rozpoznania procesu cho-
robowego bez koniecznosci ponownego pobierania
materiatu operacyjnego. Ponadto odgrywajg decydu-
jaca role w réznicowaniu pomiedzy gruzlica wywotang
przez M. tuberculosis a mykobakterioza, spowodowa-
ng przez pratki atypowe (MOTT). W przeprowadzo-
nych badaniach zastosowano metode wykrywajgca
sekwencje genomu charakterystyczng wytacznie dla
kompleksu Mycobacterium tuberculosis, co oznacza,
ze ujemny wynik badania genetycznego nie wyklu-
czat obecnosci w bloczku parafinowym pratkéw aty-
powych. Fakt ten moze uzasadnia¢ wyniki uzyskane
przez nas dla 9 (14%) materiatow, w ktorych w barwie-
niu Z-N stwierdzono obecnosé pratkdw, natomiast wy-
nik badania genetycznego byt ujemny.

W badaniach przeprowadzonych w Hanyang Univer-
sity Hospital w latach 2001-2011 przebadano 25 cho-
rych z rozpoznaniem mykobakteryjnej infekcji sko-
ry (11). Sekwencjonowanie materialu genetycznego
pratkdw wyizolowanego z tkanek utrwalonych w pa-
rafinie pozwolito na rozréznienie miedzy gruzlica i my-
kobakteriozg. W obrazie histopatologicznym gruzlicy
skéry czesciej widoczna byta martwica, ziarniniaki i ko-
moérki olbrzymie, z kolei w mykobakteriozach obserwo-
wano zwiekszone ilosci laseczek, neutrofili i maty sto-
pien proliferacji komorek. Obraz ten czesto korelowat ze
stopniem uposledzenia odpornosci chorego (11). Opu-
blikowane wyniki badan genetycznych wraz z opisem
preparatu histopatologicznego i w korelacji ze stanem

klinicznym chorego umozliwity postawienie wtasciwej
diagnozy przy zmianach skérnych i szczegétowe roz-
r6znienie miedzy gruzlica a mykobakteriozg (11).

W kolejnych badaniach, Munkhdelger i wsp. ana-
lizowali materiaty utrwalone w parafinie pobrane od
119 chorych z podejrzeniem gruzliczego zapalenia
weztéw chionnych. Dla wszystkich chorych wspol-
nym objawem klinicznym byto powiekszenie weztow,
a w obrazie histopatologicznym obecno$¢ ziarni-
ny (12). Celem badan byto okreslenie czynnika przy-
czynowego zmian chorobowych. Obecno$¢ DNA prat-
kow potwierdzano za pomoca molekularnego testu
REBA Myco-ID, umozliwiajgcego wykrywanie i iden-
tyfikacje M. tuberculosis oraz 19 gatunkéw pratkéw
MOTT, z jednoczesnym okresleniem opornosci na
RMP i INH. Dla 113 (95%) preparatow uzyskano po-
zytywny wynik w tescie REBA Myco-ID, $wiadczacy
0 obecnosci materiatu genetycznego Mycobacterium.
Dla 110 (92%) materiatéw potwierdzono obecnos¢
DNA pratkow gruzlicy, a w dwoch (1,7%) przypadkach
pratkéw MOTT. W jednym (0,8%) materiale stwierdzo-
no koinfekcje wywotana M. tuberculosis/M. chelonae.
Na podstawie przeprowadzonych badan autorzy wy-
kazali duzg specyficzno$¢ oraz czutosé testu moleku-
larnego REBA Myco-ID w identyfikacji M. tuberculosis
oraz wykrywaniu zakazenia mieszanego MTBC i prat-
kéow MOTT, stwierdzajgc ponadto, ze gtéwna przyczy-
ng ziarniniakowego zapalenia weztéw chtonnych byty
pratki gruzlicy (12). Na efektywno$¢ procesu izolacji
i amplifikacji materiatu genetycznego M. tuberculosis
z preparatow parafinowych ma wptyw wiele czynni-
kow. Waznym elementem w tej diagnostyce jest etap
przygotowania preparatu histopatologicznego, gtow-
nie rodzaj utrwalacza i czas jego dziatania na materiat.

Barcelos i wsp. w swoich badaniach poréwnali r6zny
czas utrwalania tkanek (4-48 h) oraz wptyw 10% buforo-
wanej i niebuforowanej formaliny na amplifikacje okreslo-
nej sekwencji genomu 1S6110 — charakterystycznej dla
M. tuberculosis complex (13). Badaniom zostaty podda-
ne fragmenty tkanek zatopione w parafinie, pochodzace
od chorego zmartego na posta¢ prosdéwkowa gruZlicy.
Autorzy w swoich badaniach ocenili réwniez dziatanie
czystej parafiny i mieszaniny parafiny z woskiem pszcze-
lim, stwierdzajgc brak produktu reakcji amplifikacji przy
zastosowaniu do utrwalania tkanek 10% niebuforowanej
formaliny i parafiny zawierajgcej wosk pszczeli (13). Do-
wiedli, jak dla wiarygodnosci wyniku badania genetyczne-
go istotne sg procedury, jakimi poddawany jest materiat
w trakcie badan patomorfologicznych.

WNIOSKI

Badanie mikrobiologiczne z zastosowaniem me-
tod genetycznych umozliwia, zarébwno na biezaco,
jak i w odlegtym czasie, zweryfikowanie opisu hi-
stopatologicznego i moze stanowi¢ dodatkowg
metode w diagnostyce mikrobiologicznej gruZlicy.
Autorzy sugerujg wiaczenie badan do algorytmu
metod diagnozowania chorego z podejrzeniem
gruzlicy.
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