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Posouzeni ucinnosti metabolické kultiva¢ni
rychlometody MGIT (manualni systém) pro zachyt
mykobakterii ve srovnani s klasickou kultiva¢ni
metodou

Kozakova B.

Technicka spoluprace: Fric¢ova J., Kockova I.
Zdravotni tstav se sidlem v Praze

Souhrn

Pro stanoveni diagnézy tuberkulozy je vedle klinickych piiznaku, rentgenového vysetieni plic
a kozniho tuberkulinového testu rozhodujicim voditkem prukaz pavodce onemocnéni - Mycobac-
terium tuberculosis piimou mikroskopii z biologického materialu a kultivaci na pevnych vajec-
nych padach a padach tekutych (Ogawova, Lowensteinova-Jensenova, Sulova piida). Pomaly rast
vétsiny mykobakterialnich druhu je limitujicim faktorem jak pii potvrzeni etiologie onemocnéni,
tak p¥i naslednych laboratornich testech 1ékové citlivosti a druhové identifikace, na kterych zavi-
si véasné zahajeni 1é€by, stanoveni lééebného reZimu a protiepidemickych opatieni. Jednou
z metod navrZenych k urychleni prukazu mykobakterii a vhodnou k zavedeni do praxe v dia-
gnostickych laboratofich je kultivaéni metoda BD BBL (Becton Dickinson): BD-1 Becton Drive
Franclin Lakes, NJ USA 07417, MGIT (MGIT-Mycobacteria Growth Indikator Tube suplement), kte-
ry pro detekeci inicialni faze pomnoZovani mykobakterii v tekuté pudé, tj. v dobé, kdy jesté nelze
rust makrokolonii vizualné prokazat, vyuzZiva fluorescenéni technologii. Fluorescené¢ni latka
(Tris, -diphenyl-1, 10-phenaltroline ruthenium chloride pentahydrate) je v tomto systému vazana
silikonem na dné zkumavek s tekutym kultivaénim médiem a ubytek kysliku provazejici rust
mykobakterii vyvolava fluorescenci, jejiZ intenzita je registrovana UV transiluminatorem.

Kliéova slova: MGIT - Mycobacterium tubercilosis - NTM.

Summary

Kozakova B.: Comparison of Efficacy of the Rapid Mycobacteria Growth Indi-
cator Tube (MGIT) Culture Method (Manual System) and Conventional Cultu-
re Method in Mycobacterial Detection

Diagnosis of tuberculosis is based on clinical symptoms, lung X-ray, skin tuberculin test and pri-
marily on the detection of the causative agent Mycobacterium tuberculosis by direct microscopy
of biological specimens and culture on solid egg media and in liquid media (Ogawa, Lowenstein-
Jensen, Sula). Slow growth of most mycobacterial species is a limiting factor in both the confir-
mation of etiology and subsequent drug susceptibility tests and species identification that are of
crucial relevance to early institution of treatment, selection of treatment regimen and implemen-
tation of antiepidemic measures. One of the methods proposed for more rapid detection of myco-
bacteria and suitable for use in routine diagnostic laboratories is the BD BBL MGIT culture sys-
tem (Becton Dickinson, 1 Becton Drive, Franklin Lakes, NJ 07417, USA) based on fluorescence
detection of the initial phase of mycobacterial multiplication at which macrocolony growth is still
not visible. The fluorescent compound Tris, 4,7-diphenyl-1,10-phenalthroline ruthenium chloride
pentahydrate is embedded in silicone on the bottom of tubes with liquid culture medium in which
growing, actively respiring mycobacteria consume the oxygen and allow the fluorescence to be
detected and visualized using a UV transluminator.

Key words: MGIT - Mycobacterium tubercilosis — NTM.

Material a metodika

Cilem této prace je posoudit uc¢innost metody MGIT (v
nasem piipadé se jedna o manualni systém) v porovnani s kla-
sickou a kultiva¢ni metodou na pevnych pudach (Léwenstei-

nova-Jensenova-LdJ, Ogawova) a tekutych (Sulova) p#i vySet-
fovani biologického materialu v podminkach diagnostického
provozu. Hodnocena je predevsim citlivost a délka ¢asového
tuseku mezi inokulaci a detekci pozitivnich vzorka (TTD-Time
To Detection). Za dobu od 1. 1. 2004 do 31. 5. 2005 bylo vyset-
feno celkem 572 klinickych materialia — 432 sput, 96 broncho-
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alveolarni lavaze (BAL), 15 laryngealnich vytéra(LV), 8 punk-
tatt, 9krat moé, 3krat uzlina, 4krat hnis, 2krat pitevni mate-
rial, 3krat klinicky material (gynekologicky material, vytér
usi, stér z kuze). Metoda MGIT byla pro jeji ekonomickou
naroénost pouzita jen na vyzadani oSetiujiciho lékaie a vyset-
fovany material byl tyZ den paralelné vySetfen standardni
klasickou kultivaéni technikou na tekutych a pevnych vajec-

Tab. 1. Podil jednotlivych druhu klinickych materialia na
celkovém poctu 572 vySetfenych soucasné klasickou
kultiva¢ni metodou a systémem MGIT

Table 1. Distribution of 572 specimens, examined by both
the conventional culture method and MGIT system, by type

Druh klin. materialu: Pocet vzorku:
Sputum 432

BAL 96
LV 15
Punktaty

Moc

Uzlina

Hnis

Pitevni material
Jiny klin. material
Celkem 572

WIN [ [ [©| 0

Druh klin. materialu Podil v procentech
Material z dychacich cest 94,9
Punktaty 1,3
Ostatni klinicky material 3,67

o

nych padach (viz tab. 1).

Vzorek dodany s pozadavkem vySetieni metodou MGIT byl
rozdélen na dvé ¢asti. Pro metodu MGIT byl dekontaminovan
metodou s N-acetyl-L cysteinem [1, 2, 7] a otkovan do zku-
mavky s obohacenou Middelbrookovou ptidou s indikatorem
fluorescence, suplementem OADC pro urychleni rastu myko-
bakterialni primokultury a suplementem PANTA pro potlace-
ni rastu neacidorezistentni mikroflory. Naotkované puady byly
inkubovany p¥i 37 °C a ptipadny rast mykobakterii byl sledo-
van detekénim ptistrojem MICRO MGIT (BACTEC Micro-
MGIT Fluorescence Reader) denné po dobu 42 dni. Pro ovéie-
ni piitomnosti acidorezistentnich ty¢inek byl zhotoven ze
sedimentu natér a v ptipadé pozitivity byl sediment vyocko-
van na tekuté a pevné pudy pro identifika¢ni testy a stanove-
ni citlivosti na antituberkulotika, dale vyotkovan na krevni
agar (KA) (kultivace 24 hod.), z dtvodu vylouéeni kontamina-
ce. Pro rychlou druhovou identifikaci byla pouzita metoda
GEN Probe (pro nasi laboratot provadi SZU), jedna se o Myco-
bacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, Mycobacteri-
um kansasii.

Druha ¢ast vzorku byla dekontaminovana standardni
metodou s laurylsulfatem sodnym [2], ze sedimentu po centri-
fugaci byl zhotoven piimy natér pro fluorescenéni mikrosko-
pii, pfimé mikroskopie je metodou nejjednodussi, nejrychlejsi,
ale malo citliva [3]. Dekontaminovany material byl ockovan
na dvé Lowensteinovy-Jensenovy a dvé pudy podle Ogawy
a pudy byly inkubovany pii 37 °C a hodnoceny po 3, 6, a 9 tyd-
nech. Kultivace je metodou s vyssi citlivosti [4], av§ak jak uve-
deno, jsou k dispozici za 3,6, éasto za 9 tydnu (hodnoceni kul-
tivace do 21 dnt, 42 a 63 dnt).

Tab. 2. Piehled zachycenych mykobakterialnich druht a pocty pozitivnich izolata ziskanych jednak celkem, jednak

jednotlivymi metodami

Table 2. Distribution of detected mycobacterial species and numbers of positive isolates detected by each method

Druh mykobakteria Pocet izolata
. Pouze
Celkem MGIT Klas. kultivace Pouze MGIT .
klas. kultivace
M. tuberculosis 51 49 45 6 2
M. avium 3 3 1 2 -
M. fortuitum 2 1 2 -
M. kansasii 2 2 2 - -
M. xenopi 1 1 1 - -
M. chelonae 1 - 1 - 1
M. flavescens 1 1 1 -
Celkem 61 57 53 8 4
Celkem 51 M. TBC
10 NTM

Metoda zpracovani MGIT

57 (93,4 %) M. tuberculosis + NTM

49 (96,0 %) M. tuberculosis

8 (80,0 %) NTM
Klas. kultivace

53 (86,9 %) M. tuberculosis + NTM

45 (88,2 %) M. tuberculosis

8 (80,0 %) NTM
Pouze MGIT

8 (13,1 %) M. tuberculosis + NTM

6 (11,8 %) M. tuberculosis

2 (20,0 %) NTM
Pouze klas. kultivace

4(6,7 %) M. tuberculosis + NTM

2(3,9 %) M. tuberculosis

2(20,0 %) NTM

Pramérny ¢as detekce pozitivnich vzorka systému MGIT 14,4 dne
U klas. kultivace 31,2 dne
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Graf 1. Srovnani klasické kultivace a kultivace systémem MGIT prostfednictvim t¥itydenni pozitivity vyjadiené v % z celkové-

ho poctu 61 izolatu zachycenych obéma metodami

MGIT metoda — do 21 dne zachyceno 73 % pozitiva (45 pozitiva)

do 42 dne 93,4 % pozitiva (61 pozitiva)

Klas. metoda — do 21 dne zachyceno 22,9 % pozitiva (14 pozitivi)

do 42 dne zachyceno 73,7 % pozitiva (45 pozitivl)

do 63 dne zachyceno 86,9 %

MGIT kontaminace celkem: 66 z 572 vzorku tj. 11,48 %
Klas. kult.kontaminace celkem: 91 z 572 vzorka tj. 16,0 %

Pozitivni mikroskopie: 18 % z celkového mnozstvi vzorka (572).

Fig. 1. Comparison of efficacy of the rapid MGIT culture system and conventional culture method in mycobacterial detection
based on 3-week positivity expressed in percentages of the total of 61 isolates detected by both methods

Vysledky

Cilem prace, jak jiz vySe uvedeno, bylo posoudit
Géinnost metody BD BBL MGIT, ktery pouziva
centrifugaéni dekontaminaéni metodu s N-ace-
tyl-L cysteinem, ke kultivaci modifikovanou
Middlebrookovu tekutou ptdu se suplementy
OADC a PANTA s klasickou kultivaci na pevnych
puadach (Lowensteinova-Jensenova a Ogawova).

Celkem bylo vySetieno obéma metodami 572
vzorku klinickych materiali, z nichz bylo izolova-
no celkem 61 (10,7 %) mykobakteridlnich kment
(tab. 2) (51 Mycobacterium tuberculosis, 10 NTM
— Non Tuberculosis Mycobacteria), z nichz 18
(34,6 %) mélo pozitivni piimou mikroskopii fluo-
rescenéni metodou. Systémem MGIT bylo zachy-
ceno 57 pozitivnich nalezu (93,4 %) — 49 Myco-
bacterium tuberculosis (96 %) a 8 NTM (80 %).
Klasickou kultivaci 53 izolatt (85 %) — 45 Myco-
bacterium tuberculosis (88,2 %), a 8 NTM (80 %).

V piipadé NTM byly vysledky shodné. Prameér-
ny ¢as detekce pozitivnich vzorka byl u systému
MGIT 14,4 dne, u klasické kultivace 31,2 dne. Vel-
mi podstatné je také zjisténi, ze po 21 dnech kul-
tivace bylo systémem MGIT zachyceno 73 % z cel-

kového poétu 61 izolovanych bakterii, zatimco
klasickou kultivaci bylo po stejné dlouhé inkuba-
ci zachyceno pouze 22,9 % mykobakterii z tohoto
poctu (viz graf 1).

Procento kontaminovanych vySetfeni bylo
béhem sledovaného obdobi u systému MGIT (11,5
%) a u klasické kultivace asi (16 %).

Diskuse

Pfi porovnani kultivaéniho systému pro zachyt
mykobakterii MGIT s klasickou kultivaci na pev-
nych a tekutych pudach byla hodnocena piede-
v§im citlivost obou metod a rychlost detekce pozi-
tivnich vzorkd. Kromé toho vsak byla sledovana
u obou metod téz droven kontaminace vzorka
nespecifickou flérou. Ve vSech téchto sledovanych
kritériich byly vysledky dosazené systémem
MGIT lepsi.

Z celkového poctu 61 izolovanych kment myko-
bakterii (tab. 2) systém MGIT zachytil 57 (93,4
%), zatimco klasickou kultivaci 53 (86,9 %). Jesté
terium tuberculosis, kdy z celkového poc¢tu 51 izo-
lata zachytil 49 (96 %), oproti 45 (88,2 %) zachy-
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cenych klasickou kultivaci. P¥i zachytu NTM byly
vysledky u obou metod stejné, ziejmé vzhledem
k relativné malému mnozstvi vzorku. Zajimavé je
1 porovnani poc¢tu izolatu, které byly zachyceny
pouze jednou z obou metod (tab. 2). U M. tubercu-
losis bylo pouze systémem MGIT zachyceno 6
kment zatimco klasickou kultivaci 2. U NTM
byly pouze systémem MGIT zachyceny 2 kmeny,
pouze klasickou kultivaci také 2 kmeny, vysledek
rovnéz stejny, duvod stejny jak vyse uvedeno.

P# porovnani rychlosti detekce pozitivnich
vzorkt bylo zjisténo, Ze pramérny céas detekce
pozitivnich vzorkt byl u systému MGIT kratsi —
14,4 dne, zatimco pri klasické kultivaci to bylo
31,2 dne. Velmi podstatna je téz skuteénost, Ze do
21 dnt kultivace bylo metodou MGIT zachyceno
73 % o z celkového poc¢tu 61 izolovanych myko-
bakterii, zatimco klasickou kultivaci to bylo pou-
ze 22,9 % (graf 1).

Také uroven kontaminace nespecifickou florou
byla u systému MGIT nizsi (11,5 %) nez u klasic-
ké asi (16 %). Je to patrné dasledek velmi vhod-
ného sloZzeni suplementu s obsahem antimikrob-
nich latek PANTA (Polymyxin B, Amphotericin B,
Nalidix acic, Trimethoprim, Azlocillin) [2, 7], kte-
ry je pridavan do MGIT zkumavek pied inokula-
ci vySetfovanym biologickym materialem. Vzhle-
dem k relativné vysokym hodnotdm kontaminace
jsme pristoupili k prodlouzeni doby dekontamina-
ce u laurylsulfatové metody z 20 na 30 minut
a u metody NALC-NaOH z 30 na 35 minut.

Vsechny tyto jmenované vyhody systému
MGIT oproti klasické kultivaci by nemély byt
davodem pro opusténi klasické kultivaéni meto-
dy. Optiméalnich vysledkta lze dosahnout pravé
kombinaci obou sledovanych metod, které se
navzijem vhodné doplnuji [5]. Systém MGIT
nabizi i dal$i moznost zrychleni diagnostiky
tuberkul6zy. Tou je test citlivosti izolovanych
kmenu Mycobacterium tuberculosis na antituber-
kulotika metodou SIRE. Tato metoda umoZiuje
stanoveni citlivosti na 4 zakladni antituberkuloti-
ka (STM, INH, RIF, EMB) pomoci systému MGIT
maximalné za 2 tydny (14 dni).

Jak vySe uvedeno, vzhledem k ekonomické
narocnosti v nasi laboratofi pouzivame k rychlé
kultivaci pouze manualni systém MGIT a vySet-
fujeme tak pouze vzorky na vyzadani oSettujiciho
lékate. Ve srovnani s laboratoifemi, kde vyuzivaji

o

automaticky systém BACTEC MGIT 960 a vyset-
fuji timto systémem podstatné vyssi poéty vzorku
se muze zdat, Ze manualni metodou je zachyt pre-
devsim NTM maly. Je to ziejmé tim, Ze touto
metodou nejsou vySetfovany vzorky, které jsou

pozitivni v klasické kultivaci.

Zavér

Systém MGIT vykazuje vyrazné vyssi citlivost
u nas jednoznacné pro M. tuberculosis, nez kon-
ven¢ni kultivace na pevnych a tekutych puadach
a také vyrazné krats$i cas detekce pozitivnich
vzorka. Je proto jasnym prinosem v bakterialni
diagnostice tuberkulézy, ale urcité i u ostatnich
mykobakteridlnich onemocnéni.

Optimalnich vysledku lze dosahnout kombina-
ci obou sledovanych metod, které se navzijem
vhodné doplnuji.

Literatura

1. Kolektiv autoria: Doporucené standardni metody v mikro-
biologii mykobakterialnich infekci. Narodni referenéni
laboratof pro mykobakterie, SZU, ve spolupraci s firmou
Trios s.r.o., Praha 1998.

2. BD BBL MGIT, pi#ibalovy letak k metodice, Becton, Dickin-
son and Company, Sparks, MD, USA.

3. http://www2.provlab.ab.ca/mycob/afbstain/afb tutorial.htm

4. American Thoracis Society Medical Section of American
Lung Association: Diagnostic Standards and Classification
of Tuberculosis (American Review of Respiratory Disease
Vol. 142, No. 3, Sept 1990, pp. 725-735).

5. Chien, H. P,, Yu M. C., Wu, M. H. et al. Comparison of the
BACTEC MGIT 960 system with Lowenstein-Jensen medi-
um for recovery of mycobacteria from clinical specimen. Int
J Tuberc Lung Dis 9, 2000, 4 (9), 866-870.

6. Becton Dickinson and Company: BACTEC MGIT 960 AST
instrukce (pro testovani citlivosti) — uzivatelsky manual
(August, 1999, Document number: MA-0126, Revision:
New, Catalog Number: 445969).

7. Becton Dickinson and Company: BACTEC MGIT 960 Sys-
tem — uzivatelsky manual (june, 1998, Document number:
MA - 0117, Revision: A, Catalog Number: 4405876).

RNDr. Bohumila Kozdkovd

Zdravot. ustav — odbor mikrobiologie
Rybalkova 39

100 01 Praha 10

e-mail: bohumila.kozakova@zupraha.cz




