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Bezposrednia diagnostyka gruzlicy metoda real-time PCR

e Bardzo czuta detekcja wszystkich gatunkéw pratkéw z grupy M. tuberculosis complex (MTBC) z plwociny,
poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) i wydzieliny oskrzelowej

* Obejmuje wiele wariantow genetycznych MTBC dzieki wykrywaniu 3 genow

¢ Mozliwos$¢ uruchomienia na popularnych termocyklerach

e Automatyczna ocena i dokumentacja za pomoca programu EURORealTime Analysis

e Szybkie uzyskanie wyniku: czas reakcji PCR ok. 80 min
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Procedura wykonania badania metodag RT-PCR

EURORealTime MTB (nr kat. MP 2145-####)

1. Izolacja DNA

materiat: plwocina, poptuczyny oskrzelowe (BAL) i wydzielina oskrzelowa

kontrola wew. (IC)

- —_—

prébka U DNA

2. Real-time PCR

reagenty gotowe do uzycia: PCR mix A i B, kontrole czas reakcji: ok. 80 min

3. Analiza i raport

Petna automatyzacja Kompatybilny z urzagdzeniami:
dzieki programowi LightCycler 480 (Roche), 7500 (Fast) Real-Time
EURORealTime Analysis PCR Instrument (Applied Biosystems),

CFX 96 Touch (Bio-Rad)
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EURORealTime MTB - czutos¢ i swoistos¢

Wykrywa wszystkie gatunki pratkow z grupy Mycobacterium tuberculosis complex:

M. tuberculosis e M. bovis o M. caprae o M. microti

M. africanum e M. bovis BCG e M. canetti o M. pinnipedii

@ Wysoka czuto$é i swoisto$é:

czutosé: 95,8%; limit detekcji (LOD; limit of detection) = 0,5 cp/ul DNA szczepu referencyjnego

swoistosé: 100%

Poréwnanie metod 122 prébki Wyniki innego testu
L L . MTB RT-PCR dopuszczonego
Czutosc i swoistos¢ EURORealTime MTB zostata (24 poptuczyny oskrzelowe, do obrotu w Europie

62 wydzieliny oskrzelowe,

okreslona w oparciu o poréwnanie z innym testem 36 | .
) plwocin) wykryto nie wykryto
PCR (CE). Badanie 24 poptuczyn oskrzelowych,
o . , . Wyniki wykryto 69 0
62 wydzielin oskrzelowych i 36 probek plwociny EURORealTime
dato zgodnos$¢ 95,8% dla pozytywnych probek MTB nie wykryto SH 50
i 100% dla negatywnyCh wynikéw. *Te 3 probki wykazaty CP > 38 cyklu w te$cie RT-PCR innego producenta i negatywny wynik

w badaniu mikroskopowym. Zgodnie ze wstepna charakteryzacja sa bardzo stabo pozytywne
lub watpliwie pozytywne

tatwe wdrozenie w laboratoriach genetycznych, ktére wykonuja RT-PCR:

walidacja na urzadzeniach réznych producentéw (Roche LightCycler 480Il, ABI 7500 Fast)
wszystkie wymagane odczynniki (w tym kontrola wewnetrzna i pozytywna kontrola zewnetrzna) zawarte w zestawie testowym

automatyczna ocena dzieki programowi EURORealTime Analysis (nr kat. YG 0661-0101)

Program EURORealTime Analysis:

wsparcie procesu dzieki automatycznemu generowaniu
rozktadu pipetowania

zautomatyzowana analiza danych surowych,
raportowanie oraz dokumentacja wynikéw i kontroli
wsparcie uzytkownika podczas catego procesu
kompatybilny z roznymi cyklerami do RT-PCR

i oprogramowaniem laboratoryjnym
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PCR vs. badanie mikroskopowe vs. hodowla

Metoda

Badanie mikroskopowe
rozmazu plwociny

Zalety

e Szybkie i tanie

Wady

e Czutos¢ tylko 20-80%

o (Czesto fatszywie negatywny wynik,
szczegolnie w przypadku probek
niepochodzacych z uktadu
oddechowego

e Bez rdznicowania pomiedzy pratkami

gruzlicy a pratkami niegruzliczymi

Hodowla

e Ztoty standard w potwierdzaniu
zakazenia TB
» Konieczna do badania lekowrazliwosci

i genotypowania

e 2-3 tygodnie do uzyskania
pozytywnego wyniku i 8-12 tygodni
do potwierdzenia negatywnego wyniku

PCR

+ Szybka i czuta metoda

» Specyficzna dla bakterii
Mycobacterium tuberculosis

* Rekomendowana u pacjentow
z podejrzeniem gruzlicy ptuc, gdy

szybko uzyskany wynik jest kluczowy

» Nie nadaje sie do monitorowania
skutecznosci leczenia

* Wynik negatywny nie wyklucza infekcji
pratkami niegruzliczymi

* Wynik negatywny nie wyklucza gruZlicy

ptuc

Badanie PCR jest zalecane rownolegle do hodowli/mikroskopii, poniewaz jest szybsze i bardziej czute.

Polecane jest réwniez do specjalnych rodzajéw prébek, np. tkanki lub ptyn moézgowo-rdzeniowy, u szczegdlnie narazonych

pacjentow (pacjenci z AIDS, niemowleta) oraz u oséb w ciezkim stanie klinicznym.
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Rekomendacje

Official American Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America/Centers for Disease Control
and Prevention Clinical Practice Guidelines: Diagnosis of Tuberculosis in Adults and Children, Clin Infect
Dis. 2017 Jan 15; 64 (2): 111-115:

L~Sugerujemy wykonanie testu NAAT (ang. nucleic acid amplification test, w tym PCR) z prébki pobranej z drog oddechowych od

pacjentdw z podejrzeniem gruzlicy ptuc”.

,CDC zaleca wykonanie testu NAAT z co najmniej jednej probki pobranej z drég oddechowych od pacjenta z objawami gruzlicy

ptuc, u ktérego rozwazane jest rozpoznanie gruzlicy, ale nie zostato ono jeszcze potwierdzone”.

,Hodowla pozostaje ztotym standardem laboratoryjnego potwierdzenia gruzlicy i jest wymagana do izolacji bakterii, do badania
lekowrazliwosci i genotypowania. Niemniej jednak testy NAAT powinny sta¢ sie standardowa praktyka w diagnostyce pacjen-

tow z podejrzeniem gruzlicy”.

Tuberculosis. NICE Guideline, data publikacji: 13.01.2016, ostatnia aktualizacja: 12.09.2019:

W przypadku aktywnej gruzlicy zalecana jest hodowla”.

W przypadku gruzlicy ptuc (w tym krtani):

e Dorosli: badanie mikroskopowe rozmazu plwociny i hodowla. Zalecane jest stosowanie testow NAAT (w tym PCR) dla
kompleksu M. tuberculosis na probkach pierwotnych, jezeli istnieje kliniczne podejrzenie gruzlicy lub jezeli osoba jest zaka-
zona wirusem HIV oraz w sytuacjach gdy informacja o gatunkach pratkow wptynie na sposob postepowania terapeutycz-
nego z pacjentem.

e Dzieci: testy NAAT (w tym PCR) dla kompleksu M. tuberculosis”.

Systematic screening for active tuberculosis: Principles and recommendations, Geneva, World Health

Organization, 2013:

,Badania przesiewowe w kierunku aktywnej gruzlicy: badanie mikroskopowe rozmazu plwociny albo test molekularny (w tym

PCR) o potwierdzonej wysokiej doktadnosci zarobwno w przypadku rozmazu pozytywnego, jak i negatywnego”.

,Hodowla to ztoty standard w diagnostyce gruZzlicy. Jednak w algorytmach przesiewowych nie jest brana pod uwage, poniewaz
wymaga wiekszych zasobdéw i czasu (2-6 tygodni). Metody NAAT (w tym PCR) i badanie mikroskopowe rozmazu plwociny

dostarczaja wyniki w mniej niz 1 dzieh”.
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Schaberg T. et al., Tuberculosis Guideline for Adults. Guideline for Diagnosis and Treatment of tuberculo-

sis including LTBI Testing and Treatment of the German Central Committee (DZK) and the German Respi-
ratory Society (DGP), Pneumologie 2017; 71: 325-397:

,Badanie mikroskopowe jest najszybsza i najtansza metoda diagnostyczna do wykrywania Mycobacterium, ale jej czuto$¢ wynosi
tylko 20-80%. W przypadku probek z drég oddechowych badanie mikroskopowe czesto daje wyniki fatszywie ujemne,

a ponadto nie rozroznia pratkow gruzlicy od pratkow niegruzliczych (NTM, Nontuberculosis mycobacteria)”.

,Hodowla to ztoty standard w badaniach przesiewowych MTB. Jednak czas do uzyskania wyniku wynosi od 3 do 8 tygodni,

a gdy probki nie zawieraja wystarczajacej ilosci materiatu, potwierdzenie negatywnego wyniku moze potrwac do 12 tygodni”

.Testy PCR sa szybsze i czulsze:

w przypadku probek z rozmazem dodatnim czuto$¢ i swoisto$¢ wynosi prawie 100% (w zaleznoéci od testu),

negatywny wynik PCR z prébki z rozmazem dodatnim prowadzi zatem do wniosku, ze pacjent jest zainfekowany NTM".

Tuberkulose. RKI-Ratgeber, Robert-Koch Institute:

.Testy NAAT (w tym PCR) sa zalecane w przypadku silnego podejrzenia gruZlicy i negatywnego rozmazu plwociny w szczegdélno-
$ci u pacjentow z grup ryzyka, a takze przy ciezkim przebiegu choroby, poniewaz pozwalaja na uzyskanie wyniku w krétkim
czasie. Ponadto testy NAAT (w tym PCR) sa zalecane dla probek plwociny rozmazowo-dodatnich w celu szybkiego réznicowania

miedzy zakazeniami pratkami niegruzliczymi (NTM) i gruzliczymi”.
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