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Purpose: The goal of this study is to determine the usefulness of the PCR method in the diagnosis of endophthalmitis.

Materials and methods: 30 clinical specimens 18 AH and 12 VF were obtained from 20 eyes with the clinical diagnosis of en-
dophthalmitis. These included: 14 cases after cataract surgery, 1 case post trabeculectomy, 2 cases after penetrating traumas,
and 3 cases after endogenous endophthalmitis. The same samples were analysed using 2 different methods: 1. conventional
microbiological techniques (microscopy and diagnostic culture) and 2. PCR directed at 16S rDNA using universal primers.
Results: In the aqueous humor the causative pathogen was identified in one case (5,2%) by using diagnostic culture compared
with seven cases (39%) by using PCR methods. In the vitreous samples the pathogen was identified in one case (9%) by us-
ing conventional method compared with five cases (50%) by using PCR. Microscopic preparation was difficult to evaluate in all
samples.

Conclusions: PCR performed on aqueous humor and vitreous fluid is a reliable tool for diagnosis of causative organism particu-
larly in smear and culture negative specimens. By using universal primers we are able to detect the presence of pathogen in
case of endophthalmitis and than potentially by using DNA probe hybridization to determine the species of the bacteria. The
discrimination between infection or non-infection endophthalmitis plays the main role in a succesful therapy.
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Zapalenia wnetrza gatki ocznej, pomimo ze wystepuja sto-
sunkowo rzadko (0,07-0,4% po operacji zaémy), moga powodo-
wac destrukcje gatki ocznej i prowadzi¢ do znacznego pogorsze-
nia widzenia (1). Ze wzgledu na istniejgce ryzyko niezbedna jest
szybka i skuteczna diagnostyka, a nastepnie wigczenie terapii
celowanej. Materiat do badan mikrobiologicznych stanowi ciecz
wodnista lub/ i ciato szkliste — pobierane w warunkach sali
operacyjnej. Wyniki pozytywne otrzymywane z uzyciem metod
konwencjonalnych uzyskiwane sg w 0-72%. (1, 2, 3). Diugi czas
oczekiwania na wynik tego badania, od 2 do 30 dni, nie pozwala
na zastosowanie celowanego antybiotyku. Mnogo$¢ wynikéw
ujemnych otrzymywanych z uzyciem konwencjonalnych metod
mikrobiologicznych, brak standardéw metod hodowli oraz zbyt
dtugi czas oczekiwania na wynik badania skfonity nas do zasto-
sowania nowej metody diagnostycznej — fancuchowej reakc;ji
polimerazy (PCR). Udowodnienie infekcyjnego tfa choroby sta-
je sie konieczno$cig w dobie narastajacej oporno$ci bakterii na
wiele antybiotykéw i chemioterapeutykéw.

Jezeli chodzi o konwencjonalng diagnostyke zapalnych
schorzen okulistycznych, najwigkszy problem stanowi niewiel-
ka ilo§¢ materiatu dostarczana do badan — $rednio 50 ul ptynu

z komory przedniej i 100-200 ul ciata szklistego. Russel i wsp.
zauwazyli, ze w przypadku podostrych zapalen wnetrza gatki
ocznej drobnoustroje sg obecne zazwyczaj w matej ilosci, co
dodatkowo utrudnia identyfikacje drobnoustrojéw (4).

Uzycie metod biologii molekularnej pozwala na szybka i sku-
teczng diagnostyke trudnych przypadkéw zapalen wnetrza gatki
ocznej. Ze wzgledu na duze dylematy diagnostyczne w przypadku
zakazen gatki ocznej rozréznienie na podstawie objawdw klinicz-
nych zapalenia infekcyjnego od reakcji nadwrazliwosci czesto bywa
bardzo trudne, zwtaszcza w przypadkach stabo reagujacych na leki
steroidowe podawane miejscowo czy ogdinie, a préby wprowa-
dzania nowych $rodkéw farmakologicznych czesto przynosza pa-
cjentowi wiecej szkody niz korzy$ci. Sama diagnoza kliniczna moze
by¢ opézniona, poniewaz pacjent czasami nie odczuwa pogorsze-
nia widzenia, bélu, powieki nie sg obrzekniete, a pierwsze subtel-
ne objawy, takie jak: wzmozona tyndalizacja w komorze przedniej,
obecnos¢ niewielkiej ilosci widknika, sladowy wysiek w ciele szkli-
stym, moga by¢ zauwazone jedynie podczas wnikliwego badania.
Oczywisty jest fakt, ze profilaktyka, diagnostyka i terapia zakazen
wnetrza gatki ocznej przezywajg w obecnym czasie renesans wias-
nie dzieki rozwojowi metod amplifikacji.
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Przydatno$¢ fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w diag-
nostyce zakazen wnetrza gatki ocznej potwierdzona jest licznymi
badaniami na catym $wiecie (4, 5). Metoda opiera sie na zwie-
lokrotnieniu charakterystycznej dla wielu bakterii sekwencji przy
udziale termostabilnej polimerazy. Proces przebiega cyklicznie
w réznych zakresach temperatur optymalnych dla cyklu dena-
turacji, anielingu, elongacji. Elongacje kazdorazowo poprzedza
dobudowywanie primera specyficznego dla namnazanej sek-
wencji. Zastosowanie uniwersalnego startera, skutecznego
w przypadku bakterii Gram(+), jak i Gram(-), wykrywajgcego
wysoce konserwatywny i powtarzalny odcinek 16s rybosomal-
nego DNA, jest jednym ze sposobdéw identyfikacji bakterii z pro-
bek klinicznych. Otrzymanie zamplifikowanego fragmentu 16s
rybosomalnego DNA jest wtasciwie wstepem do dalszej diag-
nostyki. Zamplifikowany fragment wymaga sekwencjonowania
w celu ustalenia gatunku bakterii, ktéry spowodowat infekcje.
Jest to proces do$¢ trudny do wykonania, wymagajacy do-
datkowych nakiaddw, sprzetu i wykwalifikowanego personelu.
Mozna réwniez stosowaé techniki hybrydyzacyjne w celu iden-
tyfikacji czynnika patogennego jako tanszej alternatywy w diag-
nostyce zakazen oka.

Celem naszej pracy bylo poréwnanie wynikéw uzyskiwa-
nych z uzyciem konwencjonalnych metod mikrobiologicznych
z wynikami uzyskiwanymi za pomocg techniki PCR z uzyciem
uniwersalnego primera bakteryjnego.

Materiat i metody

Badaniami objeto 30 prébek otrzymanych od 20 pacjentéw
leczonych w Il Klinice Okulistyki AM w Lublinie, u ktérych po-
dejrzewano infekcyjne zapalenie wnetrza gatki ocznej. 14 cho-
rych byto po operacji zaémy, 1 po operacji przeciwjaskrowej
(trabekulektomii), u 2 chorych podejrzewano endogenne zapale-
nie wnetrza gatki ocznej, u 3 za$ — zapalenie wnetrza gatki ocz-
nej po urazie. U 10 chorych wykonano operacje zaémy metoda
zewnatrztorebkowego usunigcia zmetniatej soczewki (ECCE),
a u 4 chorych — metodg fakoemulsyfikacji. W przypadku 2 ura-
z6w oka usunigto zaéme pourazowa metodg zewnatrztorebko-
wa. W 7 przypadkach zaémy byty powikfane wspéfistniejgca
cukrzyca, wysokg krétkowzrocznoscia badz tez byty wynikiem
urazu. Jezeli chodzi o pochodzenie prébek w 18 przypadkach byt
to materiat z komory przedniej, natomiast 12 prébek stanowit
materiat otrzymany z ciata szklistego. Réznica ta wynika z tego,
ze nie u wszystkich pacjentéw istniata mozliwo$¢ pobrania obu
materiatéw. 13 przypadkéw pooperacyjnego zapalenia gatki ocz-
nej zaklasyfikowanych zostafo jako ostre, wystepowaty one od
2. do 14. doby po operacji, $rednio w 8. dobie. 2 przypadki za-
klasyfikowane zostaly jako zapalenia przewlekte i wystepowaty
w 15. i 23. dniu po operacji.

U wszystkich chorych wykonano w warunkach sali opera-
cyjnej diagnostyczna biopsje komory przedniej. Ptyn z przedniej
komory pobierano igtg insulindwkag w ilosci 50-100 ul, ciato
szkliste w ilosci 100-200 ul, na poczatku witrektomii przez pars
plana, strzykawka podtgczong do linii aspiracyjnej.

Wsréd pacjentéw z zapaleniem wnetrza gatki ocznej byto 16
mezczyzn i 4 kobiety. Wiek chorych wahat sie¢ w granicach od
24 do 80 lat, $rednio 54,5 roku.

Otrzymany materiat podzielono: z cze$ci sporzadzano prepa-
rat bezposredni, barwiony metodg Grama; cze$¢ posiano na bu-

lion cukrowy, tioglikolan sodowy, Agar Columbia w warunkach
tlenowych i beztlenowych, podtoze Sabourauda, Mc Conkeya,
Chapmana; z pozostatej czesci za$ wyizolowano DNA i pozosta-
wiono do dalszej diagnostyki metoda PCR za pomoca primera
uniwersalnego.

Izolacje DNA, ktéra jest krytycznym momentem, jezeli cho-
dzi o diagnostyke metodg amplifikacji, przeprowadzono dwoma
metodami wediug protokoféw izolacji podanych przez firme
DNA-Gdansk. Pierwsza metoda izolacji, przeprowadzona z uzy-
ciem zestawu Genomic Mini, opierafa sie na zdolno$ci wiazania
soli chaotropowych w wysokich stezeniach do zt6z krzemionko-
wych. Druga, przeprowadzona z uzyciem zestawu Sherlock do
izolacji DNA ze $ladéw biologicznych, opierata sie na wykorzy-
staniu unikalnych membran jonowowymiennych, wigzacych
DNA niezwykle efektywnie. Otrzymane DNA zawieszano w 50 ul
jatowej wody redestylowanej i pozostawiano w lodéwce do dal-
szej diagnostyki.

Diagnostyke metoda PCR przeprowadzili$my z uzyciem star-
teréw uniwersalnych dla bakteryjnego, rybosomalnego DNA
bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Sekwencja pierw-
szego startera: 5'-ggcggcgcctaaacatgcaagt-3', byta komple-
mentarna dla konserwatywnego odcinka 46-66 par zasad 16s
rybosomalnego DNA E. coli, sekwencja drugiego za$: 5'gaca-
accatgcacacctgt-3' — dla fragmentu 1044-1067 par zasad 16s
rybosomalnego DNA E. coli. Koncowy produkt amplifikacji miat
wielko$¢ 1024 pz.

Wyniki

We wszystkich przypadkach obraz mikroskopowy byt nie-
mozliwy do jednoznacznej oceny, poniewaz z pobranego ma-
terialu otrzymano mata ilo§¢ bakterii. Po wybarwieniu obraz
w mikroskopie nie dawat charakterystycznych ukfadéw, ktére
jednoznacznie okreslityby dany rodzaj drobnoustroju. W przy-
padku posiewoéw otrzymano 2 (6,6%) wyniki pozytywne. W tych
dwdch przypadkach zostat zidentyfikowany Staphylococcus epi-
dermidis.

Hodowle PCR-primer
Rodzaj materiatu bakteryjne (+) uniwersalny(+)
Type of the sample | Diagnostic culture PCR-universal
(+) primer (+)
Ciecz wodnista
Aqueous humor 1(5,2%) 7(38%)
Ciato szkliste
Vitreous fluid U £ leitis]

Tab.l. Poréwnanie wynikéw badan uzyskanych z hodowli bakteryj-
nych z wynikami uzyskanymi z uzyciem techniki PCR.
Tab.l. The bacteriological results compared with the PCR results.

Metodg PCR za pomoca primerdw uniwersalnych stwier-
dzono obecno$¢ bakterii w 13 przypadkach, co stanowi og6-
tem 43,3%. Poréwnanie wynikéw badan uzyskanych z uzyciem
konwencjonalnych metod diagnostyki mikrobiologicznej w po-
réwnaniu z wynikami uzyskanymi z uzyciem techniki PCR przed-
stawia tabela |. Tabela Il przedstawia wyniki w zaleznosci od
techniki izolacji DNA.

ISSN 0023-2157 Index 362646



Marek Gerkowicz, Matcorzata PiETRAS-TrzpieL, MIARIA Koziot-MlonTewka, Ewa Kosior-JaRecka, MatGorzata LATALSKA, JOLANTA PALucH-OLES

Metoda izolacii . . Liczba pozytyw-
DNA Liczha prébek | o omikéw
. poddanych izolacji
Techniques of PCR
. . Number of the o
isolation samoles PCR positive
of DNA P results
lzolacja zestawem
Genomic Mini 18 (60%) 3(16%)
Isolation using
Genomic Mini
lzolacja zestawem
= el 12 (40%) 10 (83%)
Isolation using
Sherlock
Tab. Il. Poréwnanie wynikéw uzyskanych z uzyciem techniki PCR
w zalezno$ci od metody izolacji DNA.
Tab. Il. The results of the PCR according to the techniques of isolation
of DNA.
Dyskusja

Rozwdj metod amplifikacji DNA wytycza nowe kierunki stu-
zace rozwigzaniu wielu probleméw, réwniez obecnych w diag-
nostyce okulistycznej. Dzigki prébkom DNA mamy mozliwo$é
nie tyko uzyskania okres$lonych sekwenciji, ale réwniez powie-
lenia ich. W wielu przypadkach otrzymane geny moga méwié
nam o patogennos$ci czy wirulencji szukanych organizmdw.
Mozemy okresli¢ nie tylko geny oporno$ci na antybiotyki, ale
réwniez funkcjonalny produkt genu odpowiedzialnego za opor-
no$¢ na dany antybiotyk (6). Metoda PCR jest réwniez z powo-
dzeniem stosowana w mikrobiologii, szczegélnie w przypad-
kach, w ktdrych klasyczne metody wykrywania i identyfikacji
drobnoustrojéw narzucajg pewne ograniczenia, takie jak: staba
czuto$¢, wyniki fatszywie pozytywne, niska zywotno$¢ organi-
zmu, trudnos$ci w hodowli, czas wzrostu drobnoustrojéw. Naj-
powszechniej metode PCR stosuje sie do identyfikacji mikroor-
ganizméw w materiale klinicznym. Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku drobnoustrojéw wolno rosnacych, trudnych w ho-
dowli in vitro lub nierosngcych na pozywkach sztucznych badz
w przypadku wystepowania mikroorganizméw w prébce klinicz-
nej w bardzo matej ilo$ci, wewnatrzkomérkowo lub w przypadku
adhezji bakterii do statych powierzchni, takich jak np. sztuczna
soczewka, torebka tylna (5).

Wsréd wszystkich posiewdw, pomimo postepowania zgod-
nego ze standardami diagnostyki mikrobiologicznej, uzyskali§my
tylko dwa wyniki dodatnie, jeden pochodzacy z komory przed-
niej, drugi z ciafa szklistego, co stanowito tylko 6,6% (7). Do-
datkowo nalezy zauwazy¢, ze w przypadku drugiego posiewu,
gdzie materiat pochodzit z ptynu z komory przedniej, wynik nie
korelowat z wynikiem PCR, ktéry w przypadku tej prébki pozo-
stat ujemny. Moze to $wiadczy¢ o kontaminacji albo o zgubieniu
materiatu genetycznego podczas izolacji DNA. Jak podaje pis-
miennictwo, dodatnie wyniki posiewdw w zalezno$ci od bada-
nego materiatu otrzymywano w 0-40% (1) w przypadku piynu
z komory przedniej, a do 79% w przypadku prébek pochodza-
cych z ciata szklistego (4). Materiat byt pobierany i dostarczany
do badan w ciggu dwéch godzin. Czas trwania hodowli wynosit
48-72 godzin dla bakterii beztlenowych i 5-10 dni dla grzybdw.
Pozytywny wynik posiewu byt uznawany za obiektywny, jezeli

ta sama bakteria rosta przynajmniej na dwdch pozywkach. Wie-
lu autoréw uwaza, ze czas oczekiwania na wynik posiewu po-
winien wynosi¢ 5-30 dni (8). Jest to jedna z prawdopodobnych
przyczyn, w wyniku ktérej inni autorzy otrzymywali duzo wigecej
wynikéw dodatnich. Norweskie studia badan nad zakazeniami
gatki ocznej zwracaja uwage na fakt, ze otrzymane wyniki po-
siewdw moga byé wynikiem kontaminacji, z drugiej strony jed-
nak brak wzrostu moze by¢ wynikiem nieprawidtowej ,,obrébki”
materiafu lub nieodpowiednich metod hodowli. Sandvig i wsp.
uwazajg, ze w przypadku przedtuzenia czasu hodowli mozemy
uzyskac szczepy o mniejszej wirulencji (2). Dyskusyjng sprawa
jest jednak warto$¢ diagnostyczna posiewu, na ktory czeka sie
14-30 dni. Zwykle po tak diugim czasie proces diagnostyczny
i terapeutyczny jest w wiekszosci przypadkéw zakonczony lep-
szym badZ gorszym wynikiem.

Na wynik posiewu réwniez moze mie¢ wptyw rodzaj ma-
terialu uzytego do diagnostyki. W naszej pracy pochodzit on
w 40% z ciata szklistego, natomiast w 60% z ptynu z komory
przedniej. Kresloff i wsp. uwazaja, ze aspiracja ptynu z komory
przedniej jest niewystarczajaca, poniewaz w 57% daje wyniki
posiewdw ujemne (9). Barza i wsp. nie zauwazyli takiej zalez-
nosci (10).

Skutecznos$¢ metody PCR do identyfikacji bakterii przy po-
dejrzeniu zapalenia wnetrza gatki ocznej jest okreslana na 94-
98% w przypadku probek pochodzacych z ciata szklistego, na-
tomiast na 78% w przypadku ptynu z komory przedniej (1, 3).
W naszej pracy zastosowali$my primery uniwersalne, stuzace
do amplifikacji fragmentu DNA charakterystycznego dla wszyst-
kich bakterii. Dodatni wynik PCR otrzymano w 43,3% prdébek
w poréwnaniu z metodami z hodowli 6,6% wynikéw dodatnich.
Réznica pomiedzy skutecznoscig tradycyjnych metod mikro-
biologicznych a metodg PCR wynosi 34%. Biorac pod uwage
procentowg liczbe wynikéw dodatnich otrzymanych w pismien-
nictwie, uzyskaliSmy mniejszg liczbe wynikéw pozytywnych,
jednakze zostaty zachowane proporcje pomiedzy wynikami uzy-
skanymi z hodowli a wynikami otrzymanymi z uzyciem metod
amplifikacji. W cytowanych pracach skuteczno$¢ metody PCR
podnosita czuto$¢ od 30 do 76% (1, 3). Rozhiezno$ci pomiedzy
naszymi wynikami a cytowanymi w publikacjach mogg mieé¢
kilka przyczyn: rézne techniki izolacji DNA, zanieczyszczenie
prébek klinicznych oraz obecno$é inhibitoréw PCR w prébkach
klinicznych, bedacych przyczyng otrzymywania wynikéw fat-
szywie dodatnich badz fatszywie ujemnych, rodzaj materiatu
uzytego do badan mikrobiologicznych oraz fakt, ze nie wykony-
wali$my badania PCR z uzyciem primeréw uniwersalnych, cha-
rakterystycznych dla grzybéw.

W medycynie praktycznej metoda PCR jest bardzo obie-
cujaca, jezeli chodzi o detekcje patogendw. Czuto$¢ i spe-
cyficzno$¢é metody PCR sg bardzo wysokie, praktycznie nie
do osiggniecia przez metody konwencjonalne. Obecnos$é
w prébkach klinicznych 10-100 kopii komérek bakteryjnych,
niekoniecznie zywych, jest wystarczajgca do wykrycia pa-
togenu. Nie mozna jednak bezkrytycznie ufa¢ tej metodzie.
Mimo ze PCR wydaje sie prawie idealnym testem diagno-
stycznym, posiada pewne wady. Wysoka czuto$¢, ktéra
z jednej strony jest rozpatrywana w aspekcie pozytywnym,
moze dawaé wyniki fatszywie pozytywne. Minimalne zanie-
czyszczenia w badanym materiale moga dawaé powazne za-
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grozenia w przypadku wysokiej czuto$ci metody, ponadto moga
zosta¢ powielone, co mogtoby $wiadczyé, ze sg obecne w mate-
riale w znacznej ilosci. Duzym problemem jest réwniez brak pro-
cedur standaryzujgcych, zwtaszcza technik izolacji DNA, co moze
dawa¢ duze rozbieznosci w czuto$ci stosowanych metod. Stosu-
jac dwie rézne metody izolacji w niniejszej pracy, w przypadku
pierwszej metody uzyskalismy jedynie 15% wynikéw dodatnich,
w przypadku drugiej za$ 83,3%, co potwierdza, ze izolacja DNA
jest momentem strategicznym w diagnostyce metoda PCR.

Whioski

. Otrzymane wyniki pozwalajg nam stwierdzi¢, ze skuteczno$¢

metody PCR uzasadnia celowo$¢ jej zastosowania w przy-
padku zakazen wnetrza gatki oczne;.

Wszystkie wyniki reakcji PCR muszg by¢ rozpatrywane
w aspekcie klinicznym. Nie mozna zapominaé, ze zawsze
warto$¢ réznicujgcg ma obraz kliniczny choroby, ktéry jest
podstawg rozpoznania lekarskiego, a badania dodatkowe
majg jedynie utatwiaé potwierdzenie diagnozy lekarskie;.
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