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Wyniki uzyskane w badaniach i przedstawione w pracy potwierdzajg specy-
ficznos$¢ i czutos¢ techniki PCR jako szybkiego i wiarygodniego testu, bardzo
uzytecznego w diagnostyce gruzlicy u osob zakazonych H1V

WSTEP

Rozprzestrzenienie sie infekcji HIV zmienito radykalnie sytuacje epidemiologicz-
ng gruzlicy w $wiecie. Kraje rozwiniete, ktdre jak sie wydawato, miaty juz opanowany
problem gruzlicy, obserwujg znowu wzmozong dynamike nowych zakazen. W naj-
bardziej dotknietych epidemig HIV krajach afrykanskich gruzlica jest najczestsza
przyczyna zgonow sposrod chorob zakaznych (1, 2, 3, 8). Rozpowszechnienie gruz-
licy sprawia, ze w tych krajach zgony os6b zakazonych HIV nastepujg czesto zanim
rozwinie sie petnobjawowy AIDS.

Obnizenie odpornosci komorkowej stanowi najistotniejszy z czynnikéw zwieksza-
jacych prawdopodobieristwo uaktywnienia sie gruzlicy utajonej oraz przyspieszajacych
rozwoj tej choroby zaréwno w obrebie ptuc jak tez innych narzadéw i uktadéw (8).

Rowniez czesciej niz w populacji ogdlnej wystepuje u 0s6b z HIV kolonizacja
uktadu oddechowego pratkami atypowymi. Najczesciej nie sa one patogenami ptuc-
nymi, cho¢ w przebiegu AIDS mogg dawac ciezkie uogdlnione infekcje. W zwigzku
z tym, ze czas oczekiwania na identyfikacje gatunku pratka w wyniku hodowli
wynosi kilka tygodni, konieczne jest wprowadzenie szybkich, ale podobnie czutych
i specyficznych metod diagnostycznych, z ktérych reakcja faficuchowa polimerazy
jest w chwili obecnej rozwigzaniem najbardziej obiecujgcym, mimo ze bywa niekiedy
krytykowana z powodu swej nadczutosci (7).
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Nizej przedstawiona zostata wstepna analiza wynikéw zastosowania metody PCR
w diagnostyce gruzlicy w Centrum Diagnostyki i Terapii AIDS w zestawieniu ze
stuzacymi jako punkt odniesienia metodami poszukiwania pragtkow w preparatach
bezposrednich i w hodowli.

MATERIAL | METODY

Badania poptuczyn oskrzelowych lub indukowanej plwociny w kierunku obecno-
Sci materiatu genetycznego pratkéw gruzlicy przeprowadzono metoda reakcji tan-
cuchowej polimerazy (PCR) testami Amplicor Mycobacterium Tuberculosis Test
firmy Roche u 180 os6b HIY + pozostajacych pod opiekg Poradni Profilaktyczno-
-Leczniczej Centrum badz hospitalizowanych w oddziatach szpitalnych Centrum.
Badania te sg rutynowo wykonywane u wszystkich osob hospitalizowanych w Cen-
trum, a takze u tych pacjentow ambulatoryjnych Poradni, ktdrzy z racji trybu zycia
(bezdomno$¢, uzaleznienie od $rodkdw odurzajacych) sg szczegdlnie zagrozeni zaka-
zeniem gruzlicg lub u ktérych wystepujg objawy budzace u lekarza prowadzgcego
podejrzenie infekcji gruzliczej. Ograniczone $rodki finansowe nie pozwalajg jak dotad
na objecie tymi badaniami wszystkich oséb bedacych pod opiekg Centrum.

Niezaleznie od standardowego sprawdzania stosowanej techniki PCR na hodow-
lach wzorcowych wykonano cztery badania na materiale pochodzacym od czterech
pacjentow z Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc. Trzech z potwierdzonym tam roz-
poznaniem gruZlicy ptuc oraz jednego z rozpoznaniem MAC (Mycobacterium avium
complex). We wszystkich trzech przypadkach gruzlicy uzyskano wynik dodatni,
a w przypadku MAC wynik ujemny.

Material, badany technikg PCR w kierunku obecnosci materiatu genetycznego
Mycobacterium tuberculosis byt réwniez badany w Pracowni Mikrobiologii Instytutu
Gruzlicy i Choréb Pluc technika preparatéw bezposrednich oraz hodowli na pod-
fozach Bactec lub Septi-Chek.

WYNIKI BADAN

Wyniki badari plwociny w kierunku obecnosci materiatu genetycznego pratkow
gruzlicy technikg PCR wykonano u 180 pacjentéw HIV (-f) pozostajgcych pod opieka
Centrum. Srednia wieku zbadanych pacjentow wynosi 32,1 lat i nie rozni sie istotnie od
Sredniej wieku podgrupy osob u ktorych wykryto zakazenie pratkiem gruzlicy (34,5 1).

W zbadanej grupie wyniki dodatnie PCR wskazujace na obecno$¢ materiatu
genetycznego pratkdw gruzlicy w indukowanej plwocinie lub w poptuczynach oskrze-
lowych stwierdzono u 6 o0séb, co stanowi 3,33%. Sposrdd tych osob trzy miaty
potwierdzong gruzlice w hodowli pratkéw, u jednej osoby hodowla jest w toku,
a w dwu przypadkach posiew dat wynik ujemny. W jednym z tych szesciu przypad-
kéw gruzlica miata charakter uog6lniony: potwierdzone badaniem PCR ropnie gruz-
licze w watrobie i zmniejszajace sie po leczeniu przeciwpragtkowym zmiany w moézgu.
W pieciu przypadkach u pacjentéw z dodatnim wynikiem PCR stwierdzono obecno$¢
pratkdbw w plwocinie w preparacie bezposrednim. W jednym przypadku dodatni



Nr 4 Zastosowanie PCR w diagnostyce gruzlicy 403

wynik PCR nie znalazt potwierdzenia ani w preparacie bezposrednim anjw hodowli
jednak ze wzgledu na obecno$¢ objawow ogdinych jak poty nocne i stany eM”czkowe
lekarz prowadzacy zdecydowat sie na podjecie leczenia przeciwpytowego, po
ktorym wyzej wymienione objawy ustgpity, a powtérzone po dwdoch iniesigcach
badanie PCR dato wynik ujemny. Z pozostatych pieciu oséb jedna wypadaz obser-
wacji Centrum przechodzac pod opieke rejonowej przychodni przeciwgruzliczej, na-
tomiast u pozostatych czterech zostato podjete leczenie przeciwgruzljcze po ktorym
obserwowano poprawe kliniczng i w przypadkach zmian ptucnych popraw? radiolo-
giczng. Ponadto u wszystkich pacjentéw pozostajagcych pod opieka Centruj) u ktorych
stwierdzono dodatni wynik PCR i podjeto leczenie przeciwpratkowe, pa(we wyko-
nane po kilku tygodniach leczenia badanie PCR dawato wyniki ujemne

Sposréd jedenastu pacjentéw Centrum, u ktérych stwierdzono ujemny “ynik PCR,
a u ktérych w preparacie bezposrednim indukowanej plwociny ILb wykryto
obecnos¢ pratkdw kwasoopornych, u czterech wyhodowano pratki atypowe (w dwoch
przypadkach M. xenopii, w jednym M. gordonae, a w jednym Mycobacwiwi avium
complex), natomiast u pozostatych siedmiu hodowle pratkow byty ujemne fjie stwier-
dzono ani jednego przypadku, w ktérym dodatni wynik PCR wspo6”tepowatby
z potwierdzonym zakazeniem pratkami atypowymi. A takze nie stwier(jzo,0 zadnego
przypadku, w ktorym znalezienie pratkow kwasoopornych w preparacie bezposrednim
i potwierdzenie MTB w hodowli wsp6twystepowatoby z ujemnym wnikieffIlPCR.

W trzech przypadkach gruzlicy rozpoznanej i leczonej przez ponad dna miesigce
przed wprowadzeniem badan PCR wyniki tego badania byty ujemne. UeiPne wtedy
rowniez byly preparaty bezposrednie i hodowle pratkéw. Nie zaobserwowano tez
objawow nawrotu choroby.

Badania PCR w kierunku materiatu genetycznego Mycobacterjum tuberculosis
w proébkach innych niz plwocina lub BAL wykonano w 12 przypadty z powodu
podejrzenia gruzlicy rozsianej. W jednym wzmiankowanym wyzej przypatu materiat
pochodzacy z ropnia watroby dat wynik dodatni. W pozostatych jedenastu wyniki
byty ujemne. W pieciu przypadkach byt to ptyn mézgowo-rdzeniowy)w caerech ptyn
z optucnej, a w dwdch mocz. W zadnym z tych jedenastu przypadki  zostato
potwierdzone w czasie pozniejszej obserwacji rozpoznanie gruzlicy pozaphjcnej.

Tabela |. Zestawienie wynikéw badan PCR plwociny indukowanej lub pophi®yj, crzelowych
u pacjentdw H 1V (+) leczonych w centrum D i T AIDS



OMOWIENIE

Czeste wystepowanie gruzlicy, a takze jej ciezki i czesto nietypowy przebieg
u 0séb HIV(+) wymaga podjecia wysitku w kierunku wprowadzenia czutych i specy-
ficznych metod diagnostycznych, ktore pozwalatyby na stosunkowo szybkie podjecie
wiasciwego leczenia lub profilaktyki (6).

Istotnym celem prezentowanych tu badan byfa ocena techniki reakcji tarficuchowej
polimerazy w diagnostyce gruzlicy. Jest to nowa technika, ktéra wcigz wymaga
weryfikacji klinicznej oraz laboratoryjnej przy zastosowaniu hodowli. W naszym
materiale jej wysoka czuto$¢ i specyficznos¢ zostata potwierdzona w petni. Nie mie-
liSmy ani jednego przypadku wyniku fatszywie dodatniego w stosunku do pratkdw
atypowych, a wyniki dodatnie w przypadkach pozostajgcych w obserwacji Centrum
D i T AIDS potwierdzane byly badz w hodowli w Instytucie Gruzlicy i Chorob Ptuc
badz tez posrednio poprzez nastepujacg po leczeniu przeciwpratkowym poprawe
kliniczng i konwersje dodatnich wynikéw PCR na ujemne.

Jednak konieczne sg dalsze badania dla wypracowania zasad postepowania przy
dodatnich wynikach PCR w warunkach braku potwierdzenia w hodowli i przy
niespecyficznych objawach klinicznych. Ma to znaczenie miedzy innymi dlatego, ze
badanie materiatu genetycznego nie rozroznia pratkéw zywych od martwych. Rozrdznie-
nia tego mozna dokonac¢ tylko w hodowli pratka, ktdra nadal pozostaje wzorcem do
ktérego musimy odnosi¢ oceny nowych, szybciej dziatajagcych metod (5, 6). Zwlaszcza, ze
niezwykle wysoka czuto$¢ metody PCR stwarza niebezpieczenstwo wystepowania
wynikoéw fatszywie dodatnich z powodu zanieczyszczenia znajdujagcym sie w powietrzu
materiatem genetycznym pratkow (7).

Mimo, ze w naszych badaniach nie spotkaliSmy wyniku falszywie dodatniego,
Centrum D i T AIDS nie zaleca podjecia leczenia lekami przeciwpratkowymi w wypad-
kach, gdy wynik PCR MTB jest dodatni, a nie wystepujg objawy kliniczne lub
radiologiczne stwarzajgce podejrzenie gruzlicy przy braku potwierdzenia w hodowli
pratkow. Pacjenci tacy powinni by¢ jednak bardzo dokiadnie obserwowani pod
wzgledem klinicznym i radiologicznym, a petne badania plwociny (preparat bezposredni,
hodowla i PCR) nalezy powtérzy¢ u nich co najmniej dwukrotnie w odstepach
kilkutygodniowych.

Jednak w tych wypadkach, w ktorych istnieje uzasadnione kliniczne lub radio-
logiczne podejrzenie gruzlicy rozpoczecie leczenia nawet przy braku potwierdzenia
w preparacie bezposrednim jest w petni usprawiedliwione tym, ze u pacjenta z ob-
nizong odpornoscig opo6znienie w podjeciu leczenia spowodowane oczekiwaniem na
wynik hodowli moze mie¢ powazne konsekwencje.

Innym niezwykle waznym zastosowaniem metody PCR w diagnostyce mycobac-
terioz w klinice AIDS sg sytuacje w ktérych ujemny wynik PCR wspotwystepuje
z obecnoscig w tym samym materiale pratkdw kwasoopornych stwierdzanych w pre-
paracie bezposrednim. Zazwyczaj, szczegdlnie w przypadku Mycobacterium avium,
jest to kolonizacja drég oddechowych bez istotnych konsekwencji klinicznych i jesli
nie wspotwystepuje z tym infekcja uogdlniona w postaci bakteremii, nie wymaga ona
leczenia, a przynajmniej pozwala na odlozenie decyzji o leczeniu do czasu uzyskania
wynikoéw hodowli (9). Pozwala to na unikniecie przewlektego podawania nie obojet-
nych przeciez lekdw i na racjonalizacje kosztow opieki medycznej.
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WNIOSKI

1. Technika PCR ze wzgledu na swa czuto$¢ i specyficznos¢ i szybkos¢ uzyskania
wynikéw moze stanowi¢ wazne uzupenienie klasycznych metod diagnostycznych
gruzlicy.

2.U os6b z AIDS moze ona by¢ pomocna dla rozrdznienia pomiedzy zakazeniem
pratkami gruzlicy, a kolonizacjg ptuc pratkami atypowymi.

3. Hodowla pratkobw pozostaje nadal podstawowa, standardowg metodg ich
identyfikacji, a dalsza ocena przydatnosci PCR w diagnostyce powinna by¢ weryfiko-
wana poprzez poréwnywanie z wynikami hodowli.
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INITIAL ASSESSMENT OF THE USE OF POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
IN DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS AMONG PATIENTS
OF AIDS DIAGNOSIS AND THERAPY CENTER IN WARSAW

SUMMARY

This initial report on the use of PCR in diagnosis of TB was based on a group of 180 patients
observed in the AIDS Diagnosis and Therapy Center in Warsaw. Out of 6 patients with positive
results of PCR assay for MTB, five had positive AFB smears in induced sputum or BAL, two had
positive MTB cultures. Five of them were treated with tuberculostatic drugs with clinical improve-
ment and had negative sputum PCR MTB results after several weeks. Additional 11 patients with
AFB positive sputum or BAL smears and negative PCR MTB were observed. None of them
developed pulmonary tuberculosis, and none of them was confirmed by culture as MTB infection.

The results presented in this paper confirm high specificity and sensitivity of polimerase chain
reaction (PCR) as an fast diagnostic test very useful in the clinical setings of AIDS. With the increase
of collected material further evaluation will be continued.
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