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Valutazione del sistema BDProbeTec ET
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Riassunto.Negli ultimi anni sono stati allestiti, e resi commmercialmente disponibilitesimole-

colari per la diagnosi rapida di infezione tubercolare. In questo lavoro sono state valutate le presta-
zioni del sistema BDProbeTec ET (Becton Dickinson), un sistema semiautomatico basato sulla tecno-
logia SDA (Strand Displacement Amplification), utilizzata per I'amplificazione di sequenze specifi-
che di DNA diMycobacterium tuberculosié tale scopo, sono stati saggiati 469 campioni clinici ed i

dati ottenuti sono stati confrontati con quelli derivati dalle corrispondenti colture in terreno liquido.
Sensibilita e specificita del sistema BDProbeTec ET sono risultate, rispetto all'esame colturale, rispet-
tivamente del 93,1% e 95,7%, che, dopo la risoluzione delle discrepanze, sono salite a 93,9% e
98,4%. Piu in particolare, sensibilita e specificita sono risultate del 100% per i campioni positivi all'e-
same microscopico, e del 83,3% e 95,7% per i campioni negativi al’esame microscopico. Il sistema
BDProbeTec ET ha inoltre mostrato valori di sensibilita e di specificita di 93,5% e 95,9% per i cam-
pioni respiratori, e di 90.0% e 95,4% per i campioni di origine non respiratoria.

| risultati ottenuti suggeriscono che il sistema BDProbeTec ET puo rappresentare un metodo attendi-
bile e complementare all’esame colturale convenzionale per la diagnosi di tubercolosi.

Abstract. In the last years a number of molecular assays for the rapid diagnosis of tuberculosis have
been set up and made commercially available. In this study we have evaluated the performance of the
BDProbetec ET (Becton Dickinson), a semiautomated system based on the SDA (Strand Displace-
ment Amplification) technology for the amplification of specific DNA sequenceMygtobacterium
tuberculosis Results obtained using the BDProbetec ET system on a total of 469 clinical specimens
were compared with those of liquid cultures. Sensitivity and specificity were 93.1% and 95.7%, re-
spectively; after resolution of discrepancies, these values rose to 93.9% and 98.4%. In particular, sen-
sitivity and specificity for microscopy-positive specimens were 100%, while for microscopy-negative
were 83.3% and 95.7%, respectively. Sensitivity and specificity values obtained with respiratory spe-
cimens were 93.5% and 95.9%, and those obtained with nonrespiratory specimens were 90.0% and
95.4%. Our results indicate that the BDProbetec ET system may represent a reliable and complemen-
tary tool in support to the conventional cultures for the diagnosis of tuberculosis.

Introduzione teriore calo, rimanendo relativamente stabile, mentre
l'incidenza di TB extrapolmonare € aumentata rapi-
La tubercolosi (TB) rappresenta ancora oggi undamente. Inoltre, I'insorgenza di casi di TB con far-
malattia infettiva con un elevato tasso di mortalitd enacoresistenza multipla rappresenta un serio proble-
si prevede che la sua incidenza incrementera sostana di salute pubblica a livello mondiale.
zialmente nei prossimi anni, in particolare nei paedina rapida diagnosi e l'inizio della chemioterapia
in via di sviluppo (8; 16). Analogamente ad altrispecifica sono le basi per un efficace controllo della
paesi industrializzati, anche in Italia, la progressivdB. Oggigiorno, l'isolamento colturale rappresenta
diminuzione dell'incidenza di TB, che é stata osser solo metodo che permette di porre diagnosi di in-
vata dagli anni '50 in poi, é stata seguita da una iffezione tubercolare, ma l'isolamento e l'identifica-
versione di tendenza; a partire dai primi anni '‘8@ione diMycobacterium tuberculosigchiedono
l'incidenza della TB polmonare non ha subito un ultempi necessariamente lunghi. Per questo motivo,
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negli ultimi anni, si sono intensificati gli sforzi per Tabella I. Origine dei campioni clinici
svilupparetestmolecolari rapidi, basati sull’amplifi-

. . .- e . . Campioni clinici Totale
cazione degli acidi nucleici, per la ricerca del bacillg
tubercolare direttamente nei campioni clinici. Trg Espettorato 245
guesti, recentemente & stato messo a punto un sig Bronco-aspirato 1
ma semiautomatico, noto con il nome commercial Lavaggio bronco-alveolare 47
di BDProbeTec ET (Becton Dickinson, USA), che |iquido pleurico 19
adotta la tecnologia SDA (Strand Displacement Am Liquor 15
plification) quale metodo di amplificazione genica Bioosi 16
(17; 19) ed il trasferimento di energia fluorescent{ — ">
come metodo di rilevazione dell’amplificato. Urina %9
Nel presente lavoro viene valutato il sistema BDPrq Aspirati 9
beTec ET, confrontando i dati derivati dall’analisi| Altri materiali® 48

molecolare SDA di campioni C|InICI, Sl_a _dl Ong_me 2*Comprendono pus, liquido gastrico, liquido cistico, materiale
polmonare che extra-polmonare, con i risultati delduodenale, tamponi.

lisolamento colturale. La sospensione ottenuta € stata utilizzata per I'alle-
stimento dell’esame microscopico, eseguito median-
te colorazione di Ziehl-Neelsen, per I'inoculo nei
terreni di coltura, e per I'esecuzione tkstmoleco-

I lare SDA.
Campioni

Sono stati processati 469 campioni clinici, di CUlcolamento colturale

322 di origine respiratoria e 147 di origine extrapoly ‘isolamento colturale e stato effettuato mediante il
monare, pervenuti al laboratorio di micobatteriolo-

gia del servizio di Microbiologia e Virologia dell’A- sistema fluorimetrico BACTEC MGIT 960 (Becton

zienda Ospedaliera Universitaria Pisana per la riceP—'k'.nso.n)' Alle provette di colturz_;l MGIT. sono statl
ca di bacilli alcool-acido resistenti (Tabella 1). aggiunti 0.8 ml di supplemento di crescita contenen-
te OADC (acido oleico, albumina, poliossietilene

stearato, destrosio e catalasi) e la miscela antibiotica

Trattamento dei campioni clinici o ) : S
| campioni clinici, ad eccezione del liquor che & staPANTA (polimixina B, anfotericina B, acido nalidi-
ico, trimethoprim, azlocillina) e 0.5 ml di sospen-

to utilizzato senza subire alcun trattamento, son® del . L I
stati decontaminati, fluidificati e concentrati seconSION€ concentrata del campione. Le colture sono sta-

do procedurstandard(7). Nel caso di prelievi biop- te mcubate a 37°C per un perlo.do ininterrotto .dl sei
tici, prima del trattamento decontaminante, & statétimane e monitorate automaticamente per rilevare
effettuata una digestione meccanica del tessuto meggventuale crescita microbica. Le colture positive
diante un omogeneizzatore Stomacher (PBI Intern0n0 State esaminate microscopicamente per la pre-
tional), sospendendo il materiale in 5 ml di soluzioS€nza di bacilli acido-resistenti, i quali sono stai
ne fisiologica sterile. quindi identificati con sonde molecola_rl specifiche
Per la decontaminazione e fluidificazione dei cam(AccuProbe, Gen-Probe) oppure mediante sequen-
pioni & stata utilizzata una soluzione di N-acetil-LZiamento nucleotidico dell'rDNA 16S (15).

cisteina e idrossido di sodio (NALC-NaOH) (Myco- o

Prep, BBL), costituita da NALC allo 0.03%, NaOH Analisi BDProbetec ET

al 2% e citrato e trisodico all'1.4%. Tale soluzione d-'analisi dei campioni digeriti e decontaminati e stata
stata aggiunta nelle provette da centrifuga in un véseguita, quando possibile, il giorno stesso dell'arrivo
lume uguale a quello del campione in esse contenud laboratorio, oppure in sessioni di lavoro con fre-
ed & stata lasciata agire a temperatura ambiente [sigienza settimanale, previa conservazione dei campio-
15 minuti, previa agitazione swrtexper liquefare ni a 4°C. In taluni casi sono stati utilizzati campioni

il materiale clinico. Le sospensioni sono poi stat€onservati a -20°C, per non pit di 50 giorni.
neutralizzate mediante aggiunta di tampone fosfatoa procedura dekstsi articola in tre fasi:

(Tampone fosfato BBL MycoPrep), costituito da fo-1. Estrazione

sfato disodico allo 0.47% e fosfato monopotassicéllo scopo di rimuovere gli inibitori, 50Ql del se-

allo 0.45%, pH 6.8, e centrifugate a 4200 x g per 2dimento di ciascun campione, ottenuto mediante de-
minuti. Il supernatante € quindi stato decantato ed dontaminazione con NALC-NaOH, sono stati trasfe-
sedimento sospeso in 1.5 ml del suddetto tampomii in provette, dove era stato posto 1 ml di tampone
fosfato. di lavaggio DTB1 (contenente urea, dimetilsolfossi-

Materiali e metodi
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do, glicerolo e idrossido di sodio), quindi agitati alche ai rispettivi IAC. Lindice MOTA, usato per va-
vortexper 5 secondi e centrifugati a 12.200 x g per 8utare I'entita del segnale generato in seguito all’am-
minuti. Dopo decantazione del sovranatanfeeliet plificazione, non ha un valore quantitativo e non é
sono stati incubati in apposito forno per 30 minuti anterpretabile come indice della quantita di acido nu-
105°C per inattivare eventuali micobatteri presenticleico presente nel campione. Esso corrisponde al-
e quindi centrifugati per 10 secondi. Per I'estrazionéarea sotto la curva dei segnali fluorescenti, corretta
del DNA dalle cellule micobatteriche, i campioni, rispetto albackground Valori superiori a 3.400 ven-
dopo l'aggiunta di 10Qul di tampone lisante DTB2 gono considerati positivi a prescindere dal valore
(contenente idrossido di potassio), sono stati sonicéello IAC. Valori inferiori a 3.400 vengono conside-
ti per 45 minuti a 65°C; quindi nuovamente sottopofati negativi se il valore dello IAC & maggiore di
sti a breve centrifugazione. | campioni, in seguito al5.000 e indeterminati se tale valore & inferiore a
I’aggiunta di 600ul di tampone neutralizzante 5.000. In quest'ultimo caso il campione deve essere
DTB3 (contenente idrossido di potassio, dimetilsol¥itestato e il risultato riportato in base al valore otte-
fossido e glicerolo), sono stati agitativalrtexper 5  nuto dalla ripetizione deést

secondi, e nuovamente centrifugati per altri 10 se-

condi. Risoluzione delle discrepanze

In ogni sessione di lavoro sono stati utilizzati dud dati discrepanti sono stati interpretati, ove possibi-
controlli, uno positivo ed uno negativo, forniti nelle, sulla base dei risultati di precedenti colture e di
kit. | controlli sono stati ricostituiti, subito prima informazioni cliniche.

dell’uso, con 10Qul di tampone lisante e 604 di

tampone neutralizzante, agitati\artexper 5 se- Analisi statistica . _
condi e centrifugati per altri 10. L'analisi statistica dei risultati comprende la deter-

2. Ibridizzazione minazione di sensibilitad, specificitd e dei valori pre-

150 pl di ciascun campione e dei controlli sono statdittivi positivo (VPP) e negativo (VPN) del saggio.
trasferiti nei rispettivi pozzetti di “priming” collocati

nell’apposita micropiastra di metallo, determinando in_. o ]

tal modo la reidratazione dei reagenti essiccati presefRisultati e discussione

ti sul loro fondo primer di amplificazione bumper ) o ] ] o

sonde di rivelazione, dNTP e controllo interno di amPei 469 campioni, 45 sono risultati positivi all'esa-
plificazione (IAC)). La micropiastra, con i pozzetti di M& microscopico, 80 positivi allesame colturale e
priming, & stata coperta ed incubata per almeno 289 positivi altestdi amplificazione. Degli 80 isolati
minuti (massimo 6 ore) a temperatura ambiente. PEFESCiUti in coltura, 72 appartenevano al complesso
assicurare la specificita dellibridizzazione la suddettibercolare . tuberculosizomplex, MTBC), 3 so-
micropiastra & stata quindi incubata a 72,5°C per 1P Stati identificati coméycobacterium chelonae
minuti, nellapposito termoblocco griming. Succes- 2 comeMycobacterium fortuitum2 come Myco-
sivamente 10Qu di ciascun campione e dei controlli Pacterium xenoped 1 come membro dblycobac-
sono stati trasferiti dai pozzetti piiming a quelli di ~ (€rium aviumcomplex (Tabella 2). — L
amplificazione, preriscaldati per 10 minuti nel termoD€1 469 campioni processati, 22, di cui 6 positivi al-

blocco a 54°C. | pozzetti di amplificazione contengo! @nalisi BDProbeTec e 1 positivo all'esame micro-

no. essiccati sul fondo. oltre ai NTP. la DNA polime_scopico, sono stati eliminati dallo studio a causa di

rasi e lendonucleasi di restrizioBsdl; questi sono contaminazioni della coltura; infatti, anche se la pre-
stati reidratati dall'aggiunta del campione. | pozzettP€nZz2a di contaminanti non € influente per quanto ri-
di amplificazione nella micropiastra, sono stati imme- o o o
diatamente sigillati per impedire le contaminazioni. Tabe."at"-.SPec'e m'°.°btatt.e"°he isolate da campioni

. pe . . . respiratori € non respiratori
3. Amplificazione e rivelazione P P

La micropiastra con i pozzetti di amplificazione § Specie Coltura

stata posta, entro un tempo massimo di 3 minut Campioni Campioni
nello strumento BDProbeTec ET per l'incubaziong respiratori _ non respiratori
di 1 ora a 52,5°C. La generazione dei prodotti ¢ M- tuberculosis complex 62 10
amplificazione, rivelata dall'incremento di fluore-| M. chelonae 3 -
scenza, € monitorata dal lettore ogni 60 secondi. | M. avium complex 1 -
Interpretazione dei risultati M. fortuitum 2 -

| risultati vengono riportati in valori numerici, | p. xenopi 5 .
espressi in unita “MOTA”rpetric other than accel- | 1 e 70 10
leration), relativi sia a ciascun campione o controlld
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Tabella lll. Sensibilita, specificita, VPP e VPN del sistema BDProbeTec ET rispetto all’isolamento colturale

o _ RisultatiBDProbeTec ET | Sensibilita | Specificita | VPP VPN

Campioni Positivi Negativi Positivi Negativi (%) (%) (%) (%)
Coltura MTBC positiva | Coltura MTBC negativa

Totali 67 5 16 3592 93,1 95,7 80,7 98,6
Microscopici pos. 42 - - 2° 100 100 100 100
Microscopici neg. 25 5 16 357¢° 83,3 95,7 61,0 98,6
Respiratori 58 4 10 234 93,5 95,9 85,3 98,3
Microscopici pos. 41 - - 2° 100 100 100 100
Microscopici neg. 17 4 10 232° 80,9 95,9 63,0 98,3
Non respiratori 9 1 6 125 90,0 95,4 60,0 99,2
Microscopici pos. 1 - - - 100 - 100 -
Microscopici neg. 8 1 6 125 88,8 95,4 57,1 99,2

“inclusi 8 MOTT; "2 MOTT; “inclusi 6 MOTT

guarda I'amplificazione, la mancanza del confrontovamente pari al 83,3 e al 95,7 %, rispetto al'esame
con la coltura, avrebbe reso tali dati non valutabilicolturale.

Tra i rimanenti 447 campioni, 67 sono risultati posi-<Considerando quindi i risultati ottenuti relativamen-
tivi sia in coltura che con il BDProbeTec ET e 350te ai campioni respiratori € non respiratori, la con-
negativi con entrambi test Sedici campioni sono cordanza per i campioni respiratori tra i dati et
risultati negativi in coltura e positivi con il BDPro- ProbeTec ET ed i risultati dell'isolamento colturale
beTec ET e 13 positivi soltanto in coltura. Di que-sale a 95,4%. Per tali campioni, sensibilita e specifi-
st'ultimi, 5 isolati appartenevano al MTBC, gli altri cita sono risultate pertanto pari al 93,5 e al 95,9% ri-
erano micobatteri non tubercolari (MOTT). Un solospettivamente; come atteso, la sensibilita per quelli
campione é risultato negativo in coltura ed indeterpositivi all’'esame microscopico € risultata chiara-
minato con il BD ProbeTec ET, in quanto lo IACmente piu alta (100%) rispetto a quelli negativi
non era stato amplificato; la ripetizione destmo-  (80,9%). Per quanto riguarda i 141 campioni non re-
lecolare ha dato risultato negativo per MTBC, in acspiratori, la concordanza tra amplificazione e coltu-
cordo con la coltura; i campioni negativi sia alla col+a € risultata essere del 95%, con una le sensibilita
tura che con il BDProbeTec ET sono quindi risultatidel testmolecolare del 90.0 %.

351. Come illustrato in Tabella 4, la valutazione del sag-
Dei 72 campioni dai quali & stato isolato MTBC, 67gio molecolare & stata condotta anche considerando
sono risultati BDProbeTec ET-positivi e 5 negativi,separatamente i diversi campioni clinici. Sebbene, in
mentre dei 375 campioni coltura-negativi, 16 sonwirtt dell’esiguo numero di campioni MTBC positi-
risultati BDProbeTec ET-positivi, 359 negativi. Lavi, i risultati ottenuti costituiscano soltanto dei dati
sensibilita, la specificita, il VPP e il VPN del siste-preliminari, questi sembrano comunque incoraggiare
ma BDProbeTec ET, sono quindi risultati, in con-un piu ampio studio delle prestazioni del sistema
fronto all’esame colturale, pari rispettivamente @robeTec ET relativamente ai campioni di origine
93,1, 95,7, 80,7 e 98,6% (Tabella 3). extra respiratoria, al fine di valutarne I'applicabilita
Dei 44 campioni positivi allesame microscopico,diagnostica proprio in quest’ambito. Ancora 0ggi,
42 sono risultati positivi sia allesame colturale chenfatti, i campioni di origine extrapolmonare rappre-
al testBDProbeTec ET. Fra i campioni microscopi-sentano uno dei principali problemi della diagnosti-
camente positivi, sensibilita e specificita sono risulea della tubercolosi, poiche spesso contengono uno
tate pertanto del 100%. Dei 403 campioni con miscarso numero di bacilli (4; 10; 11) e, non di rado,
croscopia negativa, 41 (di cui 25 positivi per MTBCanche inibitori (13), fattori che ne inficiano pesante-
in coltura) sono risultati BDProbeTec ET-positivi, emente la sensibilita diagnostica.

362 (di cui 5 coltura-positivi) -negativi. Tra i cam- | casi in cui si & avuta discordanza fra i risultati di
pioni negativi al’esame microscopico, quindi, i va-BDProbeTec ET e coltura (Tabella 3) sono stati 16.
lori di sensibilita e specificita sono risultati rispetti-Di questi, 8 campioni apparentemente falsi positivi
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Tabella IV. Sensibilita e specificita del sistema BDProbeTec ET rispetto all’isolamento colturale in campioni non
respiratori

Tipo Risultato BDProbeTec ET
di Campione Positivo Negativo Positivo  Negativo Sen(:;}ob)ilité Spe(((:’}:;cité
Coltura MTBC Coltura MTBC
positiva negativa

Urine - - 1 53 n.d. 98,1
Biopsie 2 - 1 13 100 92,8
Liquor - 1 - 14 n.d. 100
Aspirati 3 - 1 3 100 75,0
Tamponi - - 2 7 n.d. 77,7
Altro* 4 - 1 35 100 97,2

: Pus, liquido gastrico, liquido cistico, materiale duodenale. n.d., non determinata.

provenivano da pazienti con diagnosi recente di TBonclusioni
in corso di terapia antitubercolare specifica; gli altri
2 provenivano da pazienti con TB pregressa. Talh generale, il sistema BDProbeTec ET ha dimostra-
campioni sono stati quindi considerati veri positivi.to una eccellente sensibilita per i campioni positivi
Relativamente ai rimanenti 6 falsi positivi, non éall’esame microscopico, seppur la sensibilita sia da
stato possibile ottenere informazioni cliniche sui pamigliorare per i campioni negativi allesame micro-
zienti da cui i campioni provenivano. Una volta ri-scopico. E’ utilizzabile anche con campioni di origi-
solte le discrepanze, sensibilita, specificita e VPRe extra-polmonare e consente il monitoraggio della
del sistema BDProbeTec ET sono saliti a 93,9, 98,4resenza di inibitori. Tali considerazioni ci inducono
92,8% rispettivamente, in linea con gli altri valoria considerare di indubbio vantaggio I'introduzione
gia riportati in letteratura (3). Per i 10 campioni ri-nella pratica di laboratorio del sistema BDProbeTec
sultati inizialmente falsi positivi, € considerati quin-ET come complemento dell’esame microscopico e
di veri positivi dopo la risoluzione delle discrepan-colturale. In particolare, tenendo presente che l'in-
ze, l'ipotesi piu verosimile pare la presenza di bacilliroduzione dei metodi molecolari nei laboratori di
morti o di tracce di acidi nucleici che permangonaliagnostica nasce dall’esigenza di una rapida dia-
anche per mesi dopo la guarigione clinica. gnosi, il sistema BDProbeTec ET pud esser messo a
Per quanto riguarda i 5 campioni risultati positivi all'i- confronto con 'unico altro sistema rapido non mo-
solamento colturale ma nontaktProbeTec ET, si ri- lecolare esistente, I'esame microscopico, rispetto al
tiene che le false negativita siano, in gran parte, attrjuale ha dimostrato di possedere piu elevate sensibi-
buibili alla minor sensibilita dekstdi amplificazione lita e specificita, caratteristiche che rappresentano,
rispetto all'esame colturale; tali campioni erano, infatinvece, il limite della microscopia. | valori di sensi-
ti, pauci-bacillari, come indicato dalla negativita del-bilita e di specificita ottenuti con il BDProbetec ET
'esame microscopico. Esclusa, grazie alla presenzadono entro irangedi quelli ottenuti con altri si-
dello IAC, Tinterferenza degli inibitori, i risultati falsi stemi di amplificazione disponibili commercialmen-
negativi sembrano imputabili ad errori di campionate, quali Amplicor, AMTD e LCx (1; 2; 5; 12; 14;
mento, possibili nei campioni con bassa carica batterd-8; 20), come pure di quelli conseguiti in altri studi
ca che presentano spesso una distribuzione non unifsul sistema BDProbetec ET (3; 6, 9).
me dei bacilli. Tre campioni provenivano, infatti, daDa un punto di vista piu prettamente pratico, ad ecce-
altrettanti pazienti risultati, precedentemente o succesione di una prima fase di preparazione del campione,
sivamente, positivi al BDProbeTec ET,; tale evenienzié sistema € quasi completamente automatico e l'inter-
conferma, quindi, l'utilita della pratica tistare pit  vento dell’operatore € ridotto al minimo; reagenti e
di un campione (fino ad un massimo di 3) per ogni pazontrolli, forniti nelkit, non necessitano di alcuna
ziente. | risultati falsamente negativi destBDPro-  preparazione; infine, poiché l'uccisione dei batteri av-
beTec ET confermano quindi il ruolo delle tecniche dviene all'inizio della procedura, nelle restanti fasi del-
amplificazione quali sistemi complementari, ma nora seduta di lavoro non vi & necessita di cappe biolo-
sostitutivi, del’'esame colturale, che resta, quindi, il sigiche. Queste particolaritd rendono, dunque, il siste-
stema di riferimento per la diagnosi di TB. ma BDProbeTec ET facilmente inseribile nel flusso
di lavoro del laboratorio diagnostico.
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