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PCR-analys for pavisning av
Mycobacterium
tuberculosis-komplexet

Malin Johansson har i sitt examensarbete utarbetat en molekylarbiologisk metod for att
pavisa tuberkelbakterier i paraffinerad vavnad. Arbetet har skett vid Capio Diagnostiks
mikrobiologiska laboratorium i Skovde i samarbete med Pavel Burian, verlakare vid
Capio Diagnostiks laboratorium fér patologi och cytologi i Skévde. Handledare har varit
Helena Enroth, Med Dr. Klinisk mikrobiologi, Capio Diagnostik.

de ljusbl& cellerna och de morkbla cellkarnorna.

Tuberkulos, TB, ar den infektionsgukdom
som orsakar flest dodsfall hos vuxnai hela
vérlden och cirka 30 miljoner ménniskor in-
fekterasvarjear.| Sverigeér det arligen cirka
500-600 nyafall. Drabbadeindivider i Sverige
utgor still storstadelen av utrikesféddaindi-
vider och infodda svenskar 6ver 65 ar. Tuber-
kulosar valdigt smittsamt da bakteriernalatt
Overforsviaaerosoler som kan finnasi upp-
hostningar fréan en patient med 6ppen lungtu-
berkulos.

Oftast & det lungorna som blir angripna vid
infektion men aven lymfkortlar, njurar, skelett,
hud, binjurar, tarm etc kan invaderas. Sjukdoms-
forloppet ar oftast 1&ngdraget och &ven utan
behandling kan patienternalevalange. SAsmé&
ningom sker dock en progressiv nedbrytning
av angripna organ, kaverner (haligheter) ut-
vecklasochi endel fall avlider patientenav sin
tuberkulosi detta stadium.

Risken att utveckla tuberkulos &r storst
under de tva forsta aren efter smittotillfallet,
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>> fortsattning fran sid 1

men risken kvarstar dock helalivet.

Vid behandling av tuberkulos an-
vands bl a Isoniazid, Rifampicin,
Pyrazinamid, Etambutol och Streptomy-
cin. L&kemedlen kombineras alltid for
att vara effektiva p g a att M. tuber-
culosisér resistent mot fleraantibiotika.
Hos enimmunkompetent individ pagar
behandlingen under 1ang tid, oftamel-
lan 6-12 manader.

Mykobakterier

Genus Mycobacterium inkluderar
obligata parasiter, saprofyter och opp-
ortunistiska patogener. Mykobakterier
ar aeroba, € motila, g sporbildande
bakterier. | syntetiskt mediumelleri en
infekterad vérd & generationstiden for
M. Tuberculosis24 timmar.

I och med vérdens aktiverade,
cellmedierade immunférsvar sténger
bakterien av sitt metaboliska system
och forblir vilande i den infekterade
vavnaden. Om véardens immunsystem
forsvagas senare i livet kan bakterien
reaktiveras och orsakaett utbrott av tu-
berkulos.

Genetiska studier har visat att fem
arter av mykobakterier & narbesldk-
tade. Dessa arter brukar tillsammans
bendmnas Mycobacterium tubercu-
losis-komplexet och inkluderar
M. tuberculosis, M. tuberculosis
subsp. canetti, M. bovis, M. africanum
och M. microti. Samtliga arter kan or-
saka tuberkul os. Pa kliniska laborato-
rium & chansen dock mycket liten att
pétraffa ndgon annan bakterie an M.
tuberculosisi ett patientprov.

Biokemiska egenskaper
Mykobakterier karakteriseras bland
annat av sin komplexacellvagg, vilken
bestér av ett extrahdlje utver peptido-
glykanskiktet. Detta holje &r rikt pa
ovanliga lipider, glykolipider och
polysackarider.
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M. tuberculosis kan producera
samtligaessentiellaaminosyror, vitami-
ner och enzymatiska co-faktorer samt
metabolisera ett spektra av kolhydra-
ter, akoholer, ketoner och karboxyl-
syror. Bakteriensgenom bestér av 4411
529 baspar och har ett G/C-innehdll pa
65.5%. Genomet &r rikt paduplicerade
"housekeeping” gener och repetitiva
DNA-sekvenser. Mykobakterier réknas
som grampositiva, trots att den " feta’
cellvéaggen gor det omgjligt att gram-
fargabakterierna

Den vanligaste fargmetoden for
identifiering i vévnadssnitt kallas
Ziehl-Neelsen, vilket ar en karbol-
fuchsin-baserad farg. Mykobakterier
brukar bendmnas syrafasta stavar ef-
tersom karbolfuchsinfargen gar att
tvétta bort med surgjord alkohol frén
andra bakterier som saknar detta
lipidrikacellhdlje.

Analysprincip
Enmolekylarbiologisk kvalitativ DNA-
baserad analys, real-tids PCR, anvénds
for detektion av M. tuberculosis arvs-
massa i formalinfixerad, paraffin-
inbaddad vavnad. DNA-extraktion fran
paraffininbéddad vévnad utfors med
hjalp av MagAttract DNA Mini M48
Kit i kombination med preparations-
roboten Biorobot M48 (Qiagen).

DNA frén bakterier i vavnaden fri-
gors och darefter mangfaldigas en del
av den repetitiva sekvensen 156110
(123 baspars fragment) i M. tubercu-
losisarvsmassamed PCR-teknik paett
realtids-PCR instrument, Rotorgene
3000. Den repetitiva sekvensen ter-
finnsi cirka 16 kopior i genomet hos
M. tuberculosis, vilket 6kar analysens
kandlighet.

En del av R-globingenen (268
baspars fragment) fran de humana
cellernas arvsmassa anvands som
internkontroll f&r amplifieringen. Meto-
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den kan beskrivas som sekvensspecifik
genforstérkning, dér ett stort antal spe-
cifikakopior tillverkasunder PCR-reak-
tionen utifrdn sekvensen hos mal-
DNALt.

Detektion av M. tuberculosis
De amplifierade, mangfaldigade, gen-
fragmenten fran genen 1S6110 detek-
teras med en fluorescerande probe,
d v s en fluorescein-inmérkt oligonu-
kleotid, direkt i PCR-instrumentet
under tiden som reaktionen sker. Denna
probe kanner igen och binder till mal-
DNAL. Fluorescensen i proverna okar
darfor i takt med att DNAt kopieras.

Ett positivt PCR-resultat for 1 S6110-
genen betyder att provet innehdller
nagon av de narbed ktade organisme-
rnainkluderadei M. tuberculosis kom-
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plexet, d v s M. tuberculosis, M.
canetti, M. bovis, M. africanum och M.
microti. Genfragmenten fran R-
globingenen detekteras med ett fluor-
escerande 8mne, SY BR green, som bin-
der ospecifikt till alt dubbelstrangat
DNA som finnsamplifierati provet.

Analysen avslutas med en smélt-
kurveanalys av den inméarkta produk-
ten, dar man kan kontrollera att den
specifika smatpunkten Gverensstém-
mer med den férvantade fran R-globin-
genen.

Detektion av internkontroll
Ett positivt PCR-resultat for 3-globin-
genen betyder att DNA-extraktionen
har lyckats for just detta provmaterial,
dv satt det finnstillréacklig méngd med
langafragment av humant DNA for att

kunna utféra PCR-reaktionen for [3-
globingenen pa ett tillfredsstallande
sétt. Eftersom 3-globingenen fungerar
sominternkontroll fér PCR-reaktionen
Sdantar man att ocksd DNA-extraktio-
nen av M. tuberculosisi samma prov-
material fungerat tillfredsstéllande.

Kéanslighet och specificitet
Den validering som utforts mot 23
patientprover med misstankt TB visar
att metoden &r kénslig och specifik.

| 12 av dessa 23 prover kunde
M. tuberculosis DNA pavisas, i 10 av
dessa 12 fall hade TB konfirmerats se-
dan tidigare. |1 20/23 prover (87%)
detekterades 3-globingenen, men i de
dvriga tre proverna var arvsmassan
fragmenterad och forstérd av bland
annat formalinfixeringen sdatt PCR-re-
aktionen g kunde ske optimalt. Dessa
tre prover & da g bedombara enligt
varakriterier.

Kénsligheten for M. tuberculosis
beréknadestill 1 genomkopia/reaktion
for | S6110-genen. Specificiteten for re-
aktionen testades mot andra bakterier
som kan férekommai luftvégarnaoch
mot andra arter av mykobakterier som
g ingdr i M. tuberculosis komplexet,
t ex M. avium, M. malmoense, M.
kansasii, M. abscessus, M. gordonae,
M. chelonae och M. fortuitum. Alla
dessaarter var, som fOrvantat, negativa
med denna PCR-metod.

Anvandning inom
klinisk patologi

Metoden ska ses som ett komplement
vid misstanke om TB orsakad av
M. tuberculosis, eller ndgon av de an-
dra arterna inkluderade i M. tubercu-
losis-komplexet, dar féargning av syra-
fastastavar i formalinfixerad, paraffin-
inbaddad vavnad & svéartolkad eller
negativ.

Klossar med formalinfixerat,

paraffininbaddat provmateria frén olika
dags vavnad, t ex lunga, lymfkortlar
och hud kan analyseras. Snitt frén auto-
lyserad vavnad rekommenderas € da
provmaterialet & degraderat vilket for-
svarar DNA-extraktionen.

Tre ror med tva stycken 10 pm
paraffinsnitt behdvs for en sker ana-
lys dabakteriernakan varaojamnt for-
delade i provmaterialet. Proverna be-
déms med avseende pa b&da generna
som analyserats, 156110 och [3-globin.
Proverna svaras ut som M. tubercu-
losisDNA pévisat eller M. tuberculosis
DNA ¢ pavisat. Om kontrollgenen for
[3-globin g amplifierats betraktas pro-
vet som g beddmbart.

Slutsats
Slutsatsen & att PCR-metoden fungerar
tillfredsstallande pa flera olika sorters
vavnad, med en kanslighet och speci-
ficitet som &r godtagbar for dennaapp-
likation pa formalinfixerad, paraffin-
inbaddad vavnad.mm
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