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1. Wstep

Biezacy numer Postepow Mikrobiologii jest reda-
gowany w 100-lecie $§mierci Roberta Kocha — od-
krywcy pratkow gruzlicy, czynnika etiologicznego tej
groznej, zakaznej chorobie. Przy tej okazji nalezy
wspomnie¢ jak rozwijaty si¢ laboratoryjne metody od
,,czasow Kocha” do dzisiaj.

Robert Koch jako pierwszy bakteriolog odkryt prat-
ki gruzlicy w barwionych wycinkach tkanek pobranych
od chorego cztowicka a nastgpnie je wyhodowat na
pozywce przygotowanej ze $cigtej surowicy. Od 1882 r.
(128 lat temu), tj. od pierwszego raportu R. Kocha
o czynniku przyczynowym gruzlicy mamy mozliwo$é
potwierdzaé gruzlice metodami mikrobiologicznymi
— barwi¢ rozmazy wykonane z pobranych probek od
chorego 1 hodowac¢ pratki na pozywkach. Te dwie me-
tody byty stosowane w laboratoriach na $wiecie az do
konca lat 1960-tych. Procz tego zakazano §winkg mor-
ska, materialem od chorego podejrzanego o gruzliceg.
Diagnostyka trwala wiele tygodni, na ostateczny wynik
trzeba byto oczekiwaé okoto 3 m-cy. Probe biologiczna
stosowano przez wiele lat az do chwili, gdy nie rozwi-
nety si¢ systemy hodowlane rejestrujace automatycz-

nie metabolizm pratkow gruzlicy. Bylo to w latach
1980-tych i zbieglo si¢ z pojawieniem wirusa HIV co
spowodowato nagly wzrost zapadalnosci na gruzlice
w wielu czeéciach §wiata. W Polsce proba biologiczna
byla stosowana do 1990 r.

Poniewaz poczatkowo zakazenie wirusem HIV dot-
kneto najbogatszy kraj Swiata USA, wlasnie tam roz-
poczeto intensywne badania nad metodami przyspie-
szajacymi wzrostu pratkéw i badaniami nad budowa
genetyczna Mycobacterium. Doprowadzito to w latach
1990-tych do poznania genomu pratkow i stworzenia
nowoczesne]j diagnostyki mikrobiologicznej gruzlicy.
Kazdego roku opisywane sg nowe metody, bardziej
specyficzne, dzigki ktorym mozna wiele skapopratko-
wych przypadkow potwierdzi¢. W ostatnich latach do-
konat sig¢ tez postgp w rozwoju metod serologicznych,
w ktorych stosowane specyficzne antygeny dla pratkow
gruzlicy sa pomocne w diagnostyce latentnego zaka-
zenia i aktywnej choroby.

W niniejszym przegladzie postaramy si¢ omowic
przydatno$¢ i celowo$¢ stosowania klasycznych i nowo-
czesnych metod w diagnozowaniu chorych podejrzanych
o gruzlicg. Problem choréb wywotanych przez pratki
gruzlicy u ludzi jest stale aktualny. Wynika to z nadal

* Autor korespondencyjny: Zaktad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc, Warszawa ul. Ptocka 26;

e-mail: e.kopec@igichp.edu.pl



152

ogromnego rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy jako cho-
roby spoleczenstw, a nawet narastania czgstosci jej
wystegpowania w wielu regionach $wiata. Definicja
przypadku gruzlicy wg WHO zaktada konieczno$¢ mi-
krobiologicznego potwierdzenia choroby to jest: wy-
izolowania czynnika sprawczego — bakterii nalezacych
do Mycobacterium tuberculosis complex, okre$lenia
gatunku 1 wykonania testu lekowrazliwosci [11, 13].

Z powodu zagrozenia, jakie powoduje cztowiek
pratkujacy, waznym zadaniem stuzb medycznych jest
szybkie jego zidentyfikowanie. Wykrycie przyczyny
choroby i zastosowanie wlasciwego leczenia nalezy
do najwazniejszych elementéw prowadzonych szeroko
na §wiecie programoéw walki z gruzlica. Ponadto mi-
krobiologiczne metody shuza do ustalenia optymalne;j
terapii zgodnej z antybiogramem i monitorowania pro-
cesu leczenia chorego.

Od czasu odkrycia pratkow gruzlicy wiele wysitkow
wtozono w udoskonalanie laboratoryjnych metod po-
twierdzania gruzlicy. Metody znane 100 lat temu prze-
chodzity ciagte modyfikacje. Ostatnio wprowadzono
szereg nowoczesnych technologii opartych na zdoby-
czach genetyki lub poznaniu sktadu chemicznego ko-
morki bakteryjnej pratkow. Obecnie w laboratoriach
stosuje si¢ metody mikrobiologiczne, ktére sa coraz
bardziej czute i pozwalaja wykrywac pojedyncze ko-
morki oraz wystgpowanie roznych struktur chemicz-
nych pratkow, takich jak DNA lub RNA, elementow
insercyjnych genomu, pojedynczych gendéw (metody
genetyczne) lub kwaséw mykolowych (metody chro-
matograficzne) to jednak zawsze metody konwencjo-
nalne stanowia pierwszy etap diagnostyki.

Wynik badania mikrobiologicznego jest pochodna
wielu czynnikow na kazdym etapie pracy, poczawszy od
decyzji, jaki rodzaj materiatu od chorego nalezy pobrac,
poprzez wszystkie etapy diagnostyczne, az do ostatecz-
nego wydania wyniku i jego interpretacji. Ten ostatni
element pracy laboratoryjnej nalezy do statych obo-
wiazkow kierownika laboratorium i powinien by¢ wy-
razem Scistej wspotpracy klinicystéw i mikrobiologow.

Badanie bakteriologiczne odgrywa bardzo wazna
rolg w diagnozowaniu gruzlicy. Mikrobiologiczne diag-
nozowanie jest procesem trudnym, a trudnosci wyni-
kaja z cech charakterystycznych Mycobacterium. Wiele
btedow w diagnostyce mikrobiologicznej gruzlicy jest
spowodowanych tzw. czynnikiem ludzkim, do ktérych
zalicza si¢ brak podstawowych wiadomos$ci o wymaga-
niach, jakie nalezy speti¢, aby prawidlowo zdiagnozo-
waé chorego. Poniewaz gruzlica dotyczy wielu narza-
dow cztowieka, lekarze wszystkich specjalnosci powinni
znaé podstawowe techniki diagnostyczne, ich czutos¢
1 specyficznos¢. Powinni wiedzie¢, jaki rodzaj mate-
rialu od chorego bedzie odpowiedni do diagnozowa-
nia konkretnego przypadku i w jakich warunkach na-
lezy go transportowa¢ do laboratorium.

EWA AUGUSTYNOWICZ-KOPEC, ZOFIA ZWOLSKA

2. Metody bezpoSredniego wykrywania
Mpycobacterium tuberculosis

2.1. Bakterioskopia

Badania mikroskopowe sa pierwszym etapem mi-
krobiologicznej diagnostyki gruzlicy i sa prowadzone
we wszystkich laboratoriach na §wiecie. Badanie to jest
proste w wykonaniu, tanie i specyficzne dla Mycobac-
terium, a wynik jest mozliwy do uzyskania po kilku
godzinach. Stwierdzenie obecnos$ci pratkow w plwo-
cinie od chorego, przy rownoczesnych symptomach
klinicznych lub zmianach radiologicznych upewnia
szybko lekarza o procesie gruzliczym i masywnosci
pratkowania. Bakterioskopia ma duze znaczenie z epi-
demiologicznego punktu widzenia, poniewaz szybko
informuje lekarza o pratkowaniu badanego, a chorego,
ze moze by¢ zakazny dla otoczenia [18, 21].

Badanie rozmazu mikroskopowego nie jest wolne
od wad. Podstawowa wada jest jego mata czutos¢, oce-
niana w zaleznosci od autorow na 30-70%. Aby zoba-
czy¢ pojedyncze pratki w rozmazie barwionym metoda
Ziehl-Neelsena probka materiatu klinicznego musi za-
wiera¢ 5000—10000 komorek pratkéw w 1 ml. Ponadto
w badaniu nie mozna odrézni¢ pratkdéw patogennych
od saprofitycznych, wystepujacych czgsto, jako natu-
ralna flora bakteryjna organizmu, pochodzacych ze
srodowiska cztowieka lub od chorych na mykobak-
teriozy [26]. Dlatego w nowoczesnym algorytmie po-
stepowania proponuje si¢ przy dodatniej bakterioskopii
wykona¢ badanie genetyczne, ktore przyspieszy roz-
poznanie pratkow gruzlicy [12, 28].

3.2. Metody genetyczne

Mozliwo$¢ wykrycia M. tuberculosis w klinicz-
nych probkach przy pomocy metod molekularnych
zmienito catkowicie klasyczne metody diagnostyki
mikrobiologicznej. Techniki te umozliwiaja szybka
(w ciagu zaledwie kilku godzin) amplifikacje wybra-
nych odcinkéw genomu bakteryjnego, az do takiej
ilosci, jaka jest wymagana do hybrydyzacji ze specy-
ficzna sonda genetyczna.

Jak wspomniano wyzej w nowoczesnym algorytmie
proponuje si¢, aby z bakterioskopowo dodatniego ma-
teriatu, wykona¢ badanie molekularne z typowa dla
M. tuberculosis complex sonda. Badanie to trwa 1 dzien
1 pozwala odrozni¢ pratkowanie chorego od kontami-
nacji materiatu pratkami srodowiskowymi. Tak, wigc
w ciagu 2 dni mozna przeprowadzi¢ i zakonczy¢ dwa
najwazniejsze badania w diagnostyce mikrobiologicz-
nej gruzlicy: wykrycie i identyfikacje pratkoéw bezpo-
srednio w materiale chorego [25]. NajczgSciej amplifi-
kowanymi sekwencjami sa wstawki insercyjne 1S61710,
IS986, gen kodujacy biatko 65kDa i antygeny HPB70
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i HPB64 [19]. Wedtug rekomendacji WHO badanie
nalezy wykonywa¢ wylacznie w zamknigtych, komer-
cyjnie dostgpnych systemach genetycznych wyposa-
zonych w kontrole procesow amplifikacji [11].

Testy genetyczne nie powinny nigdy zastgpowac
innych metod, powinny natomiast stanowic ich uzu-
petnienie. Poniewaz charakteryzuja si¢ najwyzsza
czulo$cia czgsto wyniku dodatniego nie mozna od-
nie$¢ do innych metod np. hodowli. Nalezy wtedy wy-
nik testu genetycznego konfrontowa¢ z obrazem kli-
nicznym chorego. Poza tym nie nalezy zleca¢ badania
genetycznego do laboratorium, ktére nie ma zaplecza
klinicznego, jak réwniez nie dysponuje innymi meto-
dami diagnostycznymi.

Metody genetyczne moga znacznie przyspieszyc
diagnostyke gruzlicy ptuc i postaci pozaptucnych.
Zgodnie z rekomendacjami CDC diagnostyka Myco-
bacterium tuberculosis powinna by¢ zakonczona w cia-
gu 21 dni od przystania do laboratorium materiatu od
chorego. Trudno dzisiaj sobie wyobrazi¢, aby to kryte-
rium czasu bylo spetnione przez laboratorium bez stoso-
wania metod amplifikacji kwaséw nukleinowych [27].

Wigkszos¢ badan publikowanych obecnie, poréw-
nujacych czutos¢ i swoisto$¢ nowych systemow w diag-
nozowaniu gruzlicy opiera si¢ na ich poréwnaniach
z hodowla pratkow. Wnioskowanie z takich porownan
jest bardzo trudne, poniewaz czulo$¢ metod genetycz-
nych jest duzo wyzsza niz wszystkich innych metod,
w tym réwniez hodowli pratkow. Tylko nieliczne pra-
ce prezentuja przydatnos$¢ metod genetycznych odno-
szac otrzymane wyniki do ostatecznej diagnozy kli-
nicznej chorego wraz z decyzja wiaczenia leczenia
przeciwpratkowego.

Dlatego wyniki testow genetycznych nalezy konfron-
towac z aktualnym stanem klinicznym pacjenta. Decy-
dujace stowo zawsze nalezy do klinicysty, a badania
genetyczne sa tylko pomoca w postawieniu diagnozy.

4. Hodowla klasyczna

Hodowla pratkow z materiatu klinicznego stanowi
niezbe¢dny etap w diagnostyce gruzlicy i powinno by¢
zakonczone w czasie od 1 do 8 tygodni. Czas jest zalez-
ny od rodzaju uzytych pozywek, zastosowanych metod
homogenizacji, wybidrczych zapotrzebowan pokarmo-
wych pratkow izolowanych z tkanki gospodarza oraz
zastosowanych metod. Pozywki do hodowania pratkow
zawieraja optymalne zestawy wszystkich substancji
wzrostowych koniecznych do rozmnazania. Mimo to,
szczepy izolowane od chorych rosna lepiej na jednych
pozywkach, gorzej na innych. Czas ich wzrostu zalezy
przede wszystkim od ilosci i zywotnosci komorek,
jakie sa zawarte w pobranym materiale i od tkanki,
z jakiej zostal on pobrany. Jest to szczegdlnie wazne
w przypadku materialow skapopratkowych, ktore po-
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winny by¢ posiewane kilkakrotnie, aby zwigkszy¢
szans¢ wyhodowania szczepu [24, 26].

Najwigksze walory hodowlane maja ptynne pozyw-
ki wzbogacone biatkiem zwierzecym. Naleza do nich
migdzy innymi pozywki Kirchnera, Dubosa, Youman-
sa. Ich wada jest podatno$¢ na zanieczyszczenia bakte-
riami Gram-dodatnimi, Gram-ujemnymi oraz grzybami.

W laboratoriach §wiatowych stosuje si¢ powszech-
nie pozywki konwencjonalne wzbogacane jajami ku-
rzymi: pozywke Lowensteina-Jensena lub Ogawy lub
z kompleksem albuminowym — pozywki agarowe Mid-
dlebrooka 7H9, 7H10, 7H11 i 7H12. Wszystkie posia-
daja dodatki substancji hamujacych wzrost bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybow (zielen
malachitowa, PANTA, penicylina), ktore na ogot zaw-
sze sa obecne w materiatach klinicznych.

Wyhodowanie szczepu Mycobacterium ciagle jest
uznawane za ,,ztoty standard” w diagnostyce. Jest to
metoda o wysokiej czulosci (blisko 90%) i specyficz-
nosci >98%. Wyniki wszystkich innych stosowanych
metod sa odnoszone do hodowli jako metody referen-
cyjnej. Metoda hodowli jest bardziej czuta niz bak-
terioskopia i umozliwia wykrycie pratkéw obecnych
nawet w malych ilo§ciach w materiatach klinicznych
(okoto 1000 komorek/ml). Czas uzyskania hodowli na
powszechnie stosowanych w laboratoriach pozywkach
L-J wynosi okoto 10 tygodni. Jest on znacznie krotszy
w nowych systemach hodowlanych [29].

5. Nowoczesne, szybkie, automatyczne systemy
hodowli pratkéw

We wszystkich automatycznych systemach hodowli
wzrost pratkow jest rejestrowany jako reakcja bioche-
miczna np. oddychanie bakterii, pobieranie tlenu lub
wydalanie dwutlenku wegla. Proces jest rejestrowany
automatycznie i przeliczany na indeks wzrostu. Wszyst-
kie pracujace w polskich laboratoriach systemy hodow-
lane zawieraja ptynna pozywke Middlebrook’a w roz-
nych modyfikacjach i wymagaja zakupienia aparatow
oraz firmowych zestawow do hodowania, wzbogacania
wzrostu, zapobiegajacych kontaminacji i innych do-
datkowych testow [1, 6]. Zaleta tych metod jest moz-
liwos¢ wcezesnego wykrycia wzrostu pratkow juz po
4-6 dniach od zatozenia hodowli. Testy lekooporno-
$ci oraz identyfikacji wymagaja réwniez tylko kilku
dni obserwacji (5-7 dni).

6. Identyfikacja gatunkowa
w laboratoriach mikrobiologicznych

Do podstawowych zadan laboratorium pratka na-
lezy odroznienie kompleksow M. tuberculosis complex
i MOTT. Laboratorium powinno w jak najkrotszym
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czasie da¢ odpowiedz, do jakiego kompleksu nalezy
wyhodowany szczep. Powszechnie stosowane testy r6z-
nicujace opieraja si¢ na obserwacji cech morfologicz-
nych i wynikach wielu testow biochemicznych i dosy¢
precyzyjnie identyfikuja gatunki. Sa jednak praco-
chlonne i wymagaja wielu odczynnikéw, a czas ocze-
kiwania na wynik wynosi okolo 5-8 tygodni [17, 25].

6.1. Metody chromatograficzne
w identyfikacji pratkéw

Roéznice w sktadzie iloSciowym i jako$ciowym
kwaséw mykolowych stanowia podstawe identyfikacji
gatunkow 1 podgatunkéw pratkow. Techniki chromato-
graficzne wymagaja specjalnego wyposazenia, $ciste-
go przestrzegania warunkow reakcji i dos§wiadczenia
w pracy laboratoryjnej. Specyficzno$¢ metody, uzycie
ktorej pozwala zidentyfikowaé prawie wszystkie znane
gatunki pratkéw kwasoopornych (oprocz odrdznienia
M. tuberculosis od M. bovis) ocenia si¢ na 100% [9].

6.2. Metody genetyczne w identyfikacji pratkéow

Sekwencje sluzace do okreslenia przynaleznosci
gatunkowej pratkow pochodza z regionow kodujacych
16SRNA. Sa one silnie konserwatywne w obrebie ga-
tunkow Mycobacterium, a przez to wysoce specyficz-
ne. Opracowano sondy do rozpoznawania zaréwno
DNA, jak i RNA pratkow [20].

Identyfikacja przy zastosowaniu specyficznej dla
M. tuberculosis complex sondy genetycznej jako jedy-
na metoda pozwala przeprowadzi¢ identyfikacje¢ prat-
koéw wchodzacych w sktad kompleksu tuberculosis
bezposrednio w materiale od chorego [5]. Ten test
jest bardzo wazny w procedurze laboratoryjnej, ale
w Polsce dostepny jest tylko w nielicznych labo-
ratoriach. Wszystkie pozostate metody biochemiczne
i chromatograficzne wymagaja wyhodowania szczepu
Mycobacterium.

7. Badania molekularne w epidemiologii gruZzlicy

Typowanie genetyczne prowadzi do ustalenia wzo-
réow molekularnych (fingerprints) badanych szczepow
Mycobacterium tuberculosis 1 umozliwia ich zréz-
nicowanie. Ma to kluczowe znaczenie w ustaleniach
dochodzen epidemiologicznych, a przede wszystkim
w zdefiniowaniu zrodta i drog transmisji gruzlicy [22].
Pierwszym warunkiem i podstawa programu zapobie-
gania rozprzestrzeniania si¢ gruzlicy i kontroli nad nia
jest rozpoznanie i leczenie wszystkich osob z aktywna
postacia choroby, kolejnym przes§ledzenie kontaktow
chorego w celu znalezienia wszystkich 0sob, ktore po-
przez kontakt moga by¢ narazone na zachorowanie.

EWA AUGUSTYNOWICZ-KOPEC, ZOFIA ZWOLSKA

Przez szereg lat, z powodu braku odpowiednich
metod badawczych, wiedza o epidemiologii gruzlicy
byta bardzo ograniczona, a $ledzenia drog transmisji
pratkow gruzlicy w srodowisku cztowieka prawie nie-
mozliwe. Przed wprowadzeniem metod molekular-
nych dochodzenia epidemiologiczne opieraty si¢ na
skrupulatnie prowadzonym wywiadzie lekarskim i po-
roéwnywaniu wzor6w opornosci izolowanych szczepow
Mycobacterium tuberculosis. Staby poziom diagnos-
tyki laboratoryjnej, nieznajomos$¢ genomu pratkow
gruzlicy, brak metod molekularnych, powodowaty, ze
w przesztosci, w dochodzeniach epidemiologicznych
stawialo si¢ zaledwie hipotezy.

Badania nad transmisja gruzlicy w srodowisku czto-
wieka oraz rozpoznanie przypadkéow aktywnej postaci
TB w otoczeniu chorych potwierdzaja wysokie ryzyko
zakazenia wsrod osob pozostajacych w bliskim kontak-
cie oraz bedacych cztonkami rodzin. Ze wzgledu na
niebezpieczenstwo zakazenia wynikajace z kontaktow
z chorymi, dochodzenie epidemiologiczne powinno
obja¢ wszystkie osoby, u ktérych podejrzewa si¢ gruz-
lice lub uzyskano potwierdzenie jej aktywnej postaci
[3]. Przesledzenie tancucha transmisji ma na celu iden-
tyfikacj¢ wszystkich 0sob, ktdre powinny zostaé objete
leczeniem. Takie dochodzenie wymaga wieloetapowej
pracy angazujacej wyspecjalizowana grupe¢ lekarzy,
klinicystow, mikrobiologéw i genetykdw.

Badania takie sa niezwykle trudne, wymagaja sys-
tematycznego $ledzenia kontaktow rodzinnych i w blis-
kim otoczeniu pozarodzinnym, okreslenia czasu trwa-
nia ekspozycji, oszacowania stopnia ryzyka i innych
parametrow.

Przetomem w badaniach epidemiologicznych gruz-
licy byto wprowadzenie nowoczesnych metod typowa-
nia molekularnego, opartych o polimorfizm wykrywa-
ny w genomie pratkoéw [7, 22]. Zrédtem polimorfizmu
sa w znacznej mierze powtorzone sekwencje DNA,
w obrebie, ktorych dochodzi do rekombinacji genetycz-
nej, rearanzacji, mutacji insercyjnych i delecyjnych.
Ich liczba oraz zmienno$¢ sekwencyjna pozwalaja na
zdefiniowanie markeréw epidemiologicznych [8]. Do
najczesciej stosowanych naleza sekwencja insercyjna
IS6110, polimorficzna sekwencja powtorzona, bogata
w pary GC (PGRS polymorphic GC-rich repetitive
sequence), czy tez zmienna liczba powtorzen tande-
mowych (VNTR variable number of tandem repeats).
Kazda z metod, wykorzystujacych wtasciwosci specy-
ficznych markerow genetycznych, prowadzi do uzys-
kania charakterystycznego dla danego szczepu wzoru
genetycznego, ktory pordwnuje si¢ ze wzorami otrzy-
manymi dla innych szczepow i na takiej podstawie for-
mutuje si¢ tezy dochodzenia epidemiologicznego [10,
19]. Jednym z kluczowych elementoéw tej analizy jest
grupowanie (clustering) szczepoéw na podstawie podo-
bienstwa ich wzorow genetycznych. Przypadki gruzli-
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cy, w ktorych wzory typowania genetycznego sa iden-
tyczne lub bardzo do siebie podobne, uznaje si¢ jako
transmitowane pomigdzy ludzmi [4, 2]. Gdy przedmio-
tem analizy sa szczepy izolowane od tego samego pa-
cjenta, w roznych okresach choroby, wowczas identycz-
ne wyniki genotypowania stanowia dowod endogennej
reaktywacji definiujacej wznowg choroby tym samym
szczepem pratkow [15]. Z kolei r6zne wzory genetycz-
ne szczepOw przemawiaja za zewnatrzpochodna infek-
cja nowym szczepem, co moze mie¢ istotne znaczenie
dla programowania leczenia [23]. Niezwykle wazny
z klinicznego punktu widzenia jest tez problem zaka-
zen wewnatrzszpitalnych, ktorych szybkie wykrywanie
stato si¢ mozliwe wilasnie dzigki technikom typowania
genetycznego. Przyczyna zakazen krzyzowych moze
by¢ sprzet medyczny na przyktad endoskopy, pomiesz-
czenia do pobierania plwociny, w laboratoriach to zja-
wisko moze wystapi¢ podczas opracowywania materia-
tow, posiewu na pozywki stale i ptynne, nieprawidlowe;j
pracy w komorze laminarnej, kiedy powstaja niekon-
trolowane aerozole pratkow. Zakazenie krzyzowe moze
zdarzy¢ si¢ nawet w najlepszych laboratoriach. Ocenia,
ze od 0,4% do 3,5% wszystkich hodowli w laborato-
riach pratka moze by¢ wynikiem krzyzowej kontami-
nacji. Badanie tego zjawiska jest w chwili obecnej
mozliwe tylko w wysokospecjalistycznych laborato-
riach, dysponujacych odpowiednimi metodami mole-
kularnymi. Tylko laboratoria stosujace odpowiednie
metody genetyczne moga $ledzi¢ to zjawisko 1 posia-
da¢ wiedzg o krzyzowych kontaminacjach.

8. Utajone (latentne) zakazenie pratkami gruzlicy

Przez dziesigciolecia jedynym testem stuzacym do
rozpoznawania latentnego zakazenia pratkami byt od-
czyn tuberkulinowy. Tuberkulina, ktéra jest wyciagiem
biatkowym z zabitej hodowli pratkow zostata wykryta
przez Roberta Kocha juz po odkryciu pratkéw gruzlicy
1 miata stanowi¢ lek przeciwko gruzlicy. W roku 1890
Koch po raz pierwszy zreferowat wyniki prac nad tu-
berkuling na kongresie medycznym w Berlinie [5].
Dosy¢ szybko okazato si¢, ze tuberkulina nie leczy
gruzlicy, ale moze stanowic test diagnostyczny wykry-
wajacy zakazenie organizmu pratkami. Przez diugie
lata, gdy gruzlica byta choroba powszechnie wystepu-
jaca, test tuberkulinowy byt dobrym narz¢dziem diag-
nostycznym o czulosci zblizonej prawie do 100% [6].
Pozniej, po wprowadzeniu szczepien BCG zaczgto
dostrzega¢ wady zwiazane z brakiem specyficznosci
testu. Tuberkulina sklada si¢ z wielu antygenéw wy-
stepujacych krzyzowo u pratkow wchodzacych w sktad
Mycobacterium tuberculosis complex w tym réwniez
M. bovis BCG — szczepu szczepionkowego i u prat-
koéw srodowiskowych MOTT. Z tego powodu test ten
ma obnizong czuto$¢ i jego wynik dodatni nie moze
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stanowi¢ testu na wykrywanie zakazenia pratkami
gruzlicy, szczegdlnie u osob szczepionych BCG.

Wyniki falszywie dodatnie, znacznie obnizajace
swoistos¢ testu byty od wielu lat powodem poszuki-
wania typowych wylacznie dla Mycobacterium tuber-
culosis antygenow. W ostatnich latach pojawily sig
nowe mozliwos$ci rozpoznania utajonego zakazenia.
Sa to testy IGRA (interferon gamma realased assays)
QuantiFERON-Tb Gold (Cellestis, Carnegie, Austra-
lia) oraz T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Wielka Brytania), ktore sa specyficzne i czule w wy-
krywaniu zakazenia pratkami [14].

Zasada dziatania testow opiera si¢ na pomiarze
IFN-gamma wydzielanego przez swoiste limfocyty T
stymulowane przez antygeny specyficzne dla M. tu-
berculosis, ktorych nie ma w szczepie szczepionkowym
M. bovis BCG. Sa to: ESAT6 (early secretory antygen
target 6) oraz CFP10 (culture filtrate protein 10),
w nowszych testach QuantiFERON-Tb Gold in tube
znajduje si¢ antygen Tb 7,7 rowniez swoisty dla prat-
kéw gruzlicy [16]. Wymienione antygeny kodowane sa
przez specjalny region w genomie Mycobacterium tu-
berculosis nazwany RD1 (tzw. Region of Diference 1),
obecny tylko u pratkow gruzlicy.

Stosowanie testow na wykrywajacych latentne za-
kazenia pratkami gruZlicy, jest przydatne u ludzi kwali-
fikowanych do leczenia antagonistami TNF z powodu
przewlektych chordb zapalnych o podtozu autoim-
munologicznym, gtéwnie reumatoidalnego zapalenia
stawow, spondyloartropatii seronegatywnych, mto-
dzienczego idiopatycznego zapalenia stawdw, choro-
by Lesniewskiego i Crohna oraz tuszczycy, u ktérych
wystepuje wigksze prawdopodobienstwo zachorowa-
nia na gruzlice.

9. Podsumowanie

Dostgpne w Polsce mikrobiologiczne metody diag-
nozowania gruzlicy maja swoje wady i zalety. Kazda
z nich charakteryzuje si¢ innymi wymaganiami apara-
turowymi i odmiennymi kosztami. Metody te moga by¢
ze soba taczone 1 moga si¢ uzupetniaé. Zawsze nalezy
przeprowadzi¢ badanie mikroskopowe na obecnosé
pratkow kwasoopornych i zalozy¢ hodowle w jednym
z automatycznych systemoéw hodowlanych oraz wyko-
nac¢ badanie genetyczne ze swoista dla M. tuberculosis
sonda genetyczna. Te dwa ostatnie badania naleza
do najbardziej czutych i sa szczegdlnie polecane do
diagnostyki chorych podejrzanych o gruzlice.

W naszym kraju istnieje zorganizowana sie¢ labo-
ratori6w pratka zajmujacych si¢ wylacznie diagno-
zowaniem chorych podejrzanych o gruzlicg. Obecnie
(w 2010 r.) w Polsce czynnych jest 90 laboratoriéw
pratka. Tylko kilka z nich dysponuje pelnym panelem
badan. Z powodu braku odpowiednich metod nie we
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wszystkich laboratoriach mozna przeprowadzi¢ diagno-
styke uznang za szczegoélnie trudna, tj z materialow
ktore sa zaliczane do skapopratkowych i pochodza od
chorych podejrzanych o gruzlicg pozaptucna, od dzie-
ci, z wycinkow po biopsjach, ptynu mézgowo-rdzenio-
wego 1 innych. Wszystkie laboratoria wykonuja dwa
podstawowe badania — badanie mikroskopowe i posiew
klasyczny, czg$¢ z nich identyfikuje gatunki pratkow
i okresla ich lekowrazliwos¢, nieliczne wykonuja bada-
nia genetyczne. Informacj¢ o mozliwo$ciach diagno-
stycznych polskich laboratoriow mozna uzyska¢ w Kra-
jowym Referencyjnym Laboratorium Pratka. Nalezy
pamictac, ze nie wszystkie przypadki gruzlicy moga
by¢ potwierdzone badaniem mikrobiologicznym, ale
nalezy dotozy¢ staran, aby takie potwierdzenie uzyskac.
Obecnie w Polsce potwierdza si¢ mikrobiologicznie
gruzliceg srednio u 65% (45-90%) chorych.
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