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Wprowadzenie:

Molekularny test GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience, Germany) pozwala na oznaczanie
opornosci pratkéw gruzlicy (Mycobacterium tuberculosis) na izoniazyd (INH) i ryfampicyne (RMP), dwa
kluczowe leki stosowane w terapii gruzlicy. Identyfikacja opornosci na INH opiera sie na detekcji
mutacji w genie katG, kodujgcym biatko katalazy/peroksydazy, niezbednej do otrzymania aktywnej
farmakologicznie formy leku oraz w regionie promotorowym genu inhA, kodujgcego reduktaze enoilo-
ACP, enzym zaangazowany w synteze kwasoéw mykolowych. Z kolei, opornos¢ na RMP wynika
z obecnosci mutacji w tzw. regionie RRDR (ang. rifampicin resistance determining region) genu rpoB,
kodujgcego podjednostke B polimerazy RNA stanowigcej molekularny cel dziatania RMP.

Celem pracy byta ocena uzytecznosci testu GenoType MTBDRplus do wykrywania opornosci na INH
i RMP ws$rdéd szczepow M. tuberculosis o wielolekoopornosci typu MDR (ang. multidrug resistance),
wykazanej przy uzyciu metod fenotypowych.

Material i metody:

Do badania witgczono 100 szczepdw M. tuberculosis wyizolowanych od chorych na gruzlice typu MDR
w Pakistanie w 2014 roku. Wrazliwo$¢ na INH i RMP badana byla metodg proporcji na pozywce
Léwenstein’a-Jensen’a (L-J), przy stezeniach krytycznych INH i RMP wynoszgcych, odpowiednio: 0,2
mg/L i 40 mg/L. Chromosomowy DNA izolowano z kolonii prgtkdbw na pozywce L-J, wg metody
wykorzystujgcej bromek heksadecylotrimetyloamoniowy (CTAB). Test GenoType MTBDRplus (Hain
Lifescience, Germany) wykonywano $cisle wg instrukcji zatgczonej przez producenta.

Wyniki:

Przy uzyciu testu GenoType MTBDRplus mutacje w genie katG (G944C, Ser315Thr) wykryto w 66
badanych szczepach. Pozostate 34 szczepy zakwalifikowane zostaty jako posiadajgce ,dzikg” kopie
genu. Mutacje w regionie promotorowym genu inhA stwierdzono w 10 szczepach (mutacje C-15T
zidentyfikowano w 10 szczepach, a mutacje T-8C — dodatkowo w 2 szczepach). 77 szczepéw
posiadato zmutowang wersje genu rpoB. Wykryte mutacje nalezalty do 4 rodzajow: C1349T
(Serd450Leu), A1304T (Asp435Val), C1333G (His445Asp) i TC1324CA (Ser441GIn) i wystepowaty
odpowiednio w 63, 11, 8 i jednym szczepie. Sposrod 100 szczepdw oznaczonych jako MDR metodg
fenotypowg tylko, jedynie dla 62 potwierdzono ten fenotyp stosujgc test GenoType MTBDRplus.
Wyniki oznaczen obiema metodami byly zgodne w 70% (70/100) dla INH i 77% (77/100) dla RMP.

Dyskusja:

Test GenoType MTBDRplus charakteryzuje sie stosunkowo wysokg czestoscig wynikéw fatszywie
ujemnych. W poréwnaniu z metodg konwencjonalng oznaczania lekowrazliwosci, test GenoType
MTBDRplus nie byt w stanie wykry¢ 30 (30/100; 30%) szczepdw opornych na INH i 23 (23/100; 23%)
szczepdw opornych na RMP. tacznie, dla 38 (38/100; 38%) szczepdw o opornosci typu MDR (wg
metody proporcji), fenotyp ten nie zostat potwierdzony testem GenoType MTBDRplus. Oporno$¢ na
INH lub RMP w tych szczepach jest najprawdopodobniej wynikiem mutacji w innych genach lub
regionach genow niz te uwzglednione w tescie komercyjnym. Do wykrywania opornosci pratkow
M. tuberculosis na INH i RMP, szczegdlnie w krajach o wysokiej prewalencji gruZlicy, takich jak
Pakistan, metody molekularne powinny stanowi¢ jedynie uzupetnienie a nie zastepnik metod
konwencjonalnych.
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