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1. Wstêp

Bie¿¹cy numer Postêpów Mikrobiologii jest reda-
gowany w 100-lecie �mierci Roberta K o c h a  � od-
krywcy pr¹tków gru�licy, czynnika etiologicznego tej
gro�nej, zaka�nej chorobie. Przy tej okazji nale¿y
wspomnieæ jak rozwija³y siê laboratoryjne metody od
�czasów Kocha� do dzisiaj.

Robert Koch jako pierwszy bakteriolog odkry³ pr¹t-
ki gru�licy w barwionych wycinkach tkanek pobranych
od chorego cz³owieka a nastêpnie je wyhodowa³ na
po¿ywce przygotowanej ze �ciêtej surowicy. Od 1882 r.
(128 lat temu), tj. od pierwszego raportu R. K o c h a
o czynniku przyczynowym gru�licy mamy mo¿liwo�æ
potwierdzaæ gru�licê metodami mikrobiologicznymi
� barwiæ rozmazy wykonane z pobranych próbek od
chorego i hodowaæ pr¹tki na po¿ywkach. Te dwie me-
tody by³y stosowane w laboratoriach na �wiecie a¿ do
koñca lat 1960-tych. Prócz tego zaka¿ano �winkê mor-
sk¹, materia³em od chorego podejrzanego o gru�licê.
Diagnostyka trwa³a wiele tygodni, na ostateczny wynik
trzeba by³o oczekiwaæ oko³o 3 m-cy. Próbê biologiczn¹
stosowano przez wiele lat a¿ do chwili, gdy nie rozwi-
nê³y siê systemy hodowlane rejestruj¹ce automatycz-

nie metabolizm pr¹tków gru�licy. By³o to w latach
1980-tych i zbieg³o siê z pojawieniem wirusa HIV co
spowodowa³o nag³y wzrost zapadalno�ci na gru�licê
w wielu czê�ciach �wiata. W Polsce próba biologiczna
by³a stosowana do 1990 r.

Poniewa¿ pocz¹tkowo zaka¿enie wirusem HIV dot-
knê³o najbogatszy kraj �wiata USA, w³a�nie tam roz-
poczêto intensywne badania nad metodami przyspie-
szaj¹cymi wzrostu pr¹tków i badaniami nad budow¹
genetyczn¹ Mycobacterium. Doprowadzi³o to w latach
1990-tych do poznania genomu pr¹tków i stworzenia
nowoczesnej diagnostyki mikrobiologicznej gru�licy.
Ka¿dego roku opisywane s¹ nowe metody, bardziej
specyficzne, dziêki którym mo¿na wiele sk¹popr¹tko-
wych przypadków potwierdziæ. W ostatnich latach do-
kona³ siê te¿ postêp w rozwoju metod serologicznych,
w których stosowane specyficzne antygeny dla pr¹tków
gru�licy s¹ pomocne w diagnostyce latentnego zaka-
¿enia i aktywnej choroby.

W niniejszym przegl¹dzie postaramy siê omówiæ
przydatno�æ i celowo�æ stosowania klasycznych i nowo-
czesnych metod w diagnozowaniu chorych podejrzanych
o gru�licê. Problem chorób wywo³anych przez pr¹tki
gru�licy u ludzi jest stale aktualny. Wynika to z nadal
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ogromnego rozprzestrzeniania siê gru�licy jako cho-
roby spo³eczeñstw, a nawet narastania czêsto�ci jej
wystêpowania w wielu regionach �wiata. Definicja
przypadku gru�licy wg WHO zak³ada konieczno�æ mi-
krobiologicznego potwierdzenia choroby to jest: wy-
izolowania czynnika sprawczego � bakterii nale¿¹cych
do Mycobacterium tuberculosis complex, okre�lenia
gatunku i wykonania testu lekowra¿liwo�ci [11, 13].

Z powodu zagro¿enia, jakie powoduje cz³owiek
pr¹tkuj¹cy, wa¿nym zadaniem s³u¿b medycznych jest
szybkie jego zidentyfikowanie. Wykrycie przyczyny
choroby i zastosowanie w³a�ciwego leczenia nale¿y
do najwa¿niejszych elementów prowadzonych szeroko
na �wiecie programów walki z gru�lic¹. Ponadto mi-
krobiologiczne metody s³u¿¹ do ustalenia optymalnej
terapii zgodnej z antybiogramem i monitorowania pro-
cesu leczenia chorego.

Od czasu odkrycia pr¹tków gru�licy wiele wysi³ków
w³o¿ono w udoskonalanie laboratoryjnych metod po-
twierdzania gru�licy. Metody znane 100 lat temu prze-
chodzi³y ci¹g³e modyfikacje. Ostatnio wprowadzono
szereg nowoczesnych technologii opartych na zdoby-
czach genetyki lub poznaniu sk³adu chemicznego ko-
mórki bakteryjnej pr¹tków. Obecnie w laboratoriach
stosuje siê metody mikrobiologiczne, które s¹ coraz
bardziej czu³e i pozwalaj¹ wykrywaæ pojedyncze ko-
mórki oraz wystêpowanie ró¿nych struktur chemicz-
nych pr¹tków, takich jak DNA lub RNA, elementów
insercyjnych genomu, pojedynczych genów (metody
genetyczne) lub kwasów mykolowych (metody chro-
matograficzne) to jednak zawsze metody konwencjo-
nalne stanowi¹ pierwszy etap diagnostyki.

Wynik badania mikrobiologicznego jest pochodn¹
wielu czynników na ka¿dym etapie pracy, pocz¹wszy od
decyzji, jaki rodzaj materia³u od chorego nale¿y pobraæ,
poprzez wszystkie etapy diagnostyczne, a¿ do ostatecz-
nego wydania wyniku i jego interpretacji. Ten ostatni
element pracy laboratoryjnej nale¿y do sta³ych obo-
wi¹zków kierownika laboratorium i powinien byæ wy-
razem �cis³ej wspó³pracy klinicystów i mikrobiologów.

Badanie bakteriologiczne odgrywa bardzo wa¿n¹
rolê w diagnozowaniu gru�licy. Mikrobiologiczne diag-
nozowanie jest procesem trudnym, a trudno�ci wyni-
kaj¹ z cech charakterystycznych Mycobacterium. Wiele
b³êdów w diagnostyce mikrobiologicznej gru�licy jest
spowodowanych tzw. czynnikiem ludzkim, do których
zalicza siê brak podstawowych wiadomo�ci o wymaga-
niach, jakie nale¿y spe³niæ, aby prawid³owo zdiagnozo-
waæ chorego. Poniewa¿ gru�lica dotyczy wielu narz¹-
dów cz³owieka, lekarze wszystkich specjalno�ci powinni
znaæ podstawowe techniki diagnostyczne, ich czu³o�æ
i specyficzno�æ. Powinni wiedzieæ, jaki rodzaj mate-
ria³u od chorego bêdzie odpowiedni do diagnozowa-
nia konkretnego przypadku i w jakich warunkach na-
le¿y go transportowaæ do laboratorium.

2. Metody bezpo�redniego wykrywania
Mycobacterium tuberculosis

2.1. Bakterioskopia

Badania mikroskopowe s¹ pierwszym etapem mi-
krobiologicznej diagnostyki gru�licy i s¹ prowadzone
we wszystkich laboratoriach na �wiecie. Badanie to jest
proste w wykonaniu, tanie i specyficzne dla Mycobac-
terium, a wynik jest mo¿liwy do uzyskania po kilku
godzinach. Stwierdzenie obecno�ci pr¹tków w plwo-
cinie od chorego, przy równoczesnych symptomach
klinicznych lub zmianach radiologicznych upewnia
szybko lekarza o procesie gru�liczym i masywno�ci
pr¹tkowania. Bakterioskopia ma du¿e znaczenie z epi-
demiologicznego punktu widzenia, poniewa¿ szybko
informuje lekarza o pr¹tkowaniu badanego, a chorego,
¿e mo¿e byæ zaka�ny dla otoczenia [18, 21].

Badanie rozmazu mikroskopowego nie jest wolne
od wad. Podstawow¹ wad¹ jest jego ma³a czu³o�æ, oce-
niana w zale¿no�ci od autorów na 30�70%. Aby zoba-
czyæ pojedyncze pr¹tki w rozmazie barwionym metod¹
Ziehl-Neelsena próbka materia³u klinicznego musi za-
wieraæ 5000�10000 komórek pr¹tków w 1 ml. Ponadto
w badaniu nie mo¿na odró¿niæ pr¹tków patogennych
od saprofitycznych, wystêpuj¹cych czêsto, jako natu-
ralna flora bakteryjna organizmu, pochodz¹cych ze
�rodowiska cz³owieka lub od chorych na mykobak-
teriozy [26]. Dlatego w nowoczesnym algorytmie po-
stêpowania proponuje siê przy dodatniej bakterioskopii
wykonaæ badanie genetyczne, które przyspieszy roz-
poznanie pr¹tków gru�licy [12, 28].

3.2. Metody genetyczne

Mo¿liwo�æ wykrycia M. tuberculosis w klinicz-
nych próbkach przy pomocy metod molekularnych
zmieni³o ca³kowicie klasyczne metody diagnostyki
mikrobiologicznej. Techniki te umo¿liwiaj¹ szybk¹
(w ci¹gu zaledwie kilku godzin) amplifikacjê wybra-
nych odcinków genomu bakteryjnego, a¿ do takiej
ilo�ci, jaka jest wymagana do hybrydyzacji ze specy-
ficzn¹ sond¹ genetyczn¹.

Jak wspomniano wy¿ej w nowoczesnym algorytmie
proponuje siê, aby z bakterioskopowo dodatniego ma-
teria³u, wykonaæ badanie molekularne z typow¹ dla
M. tuberculosis complex sond¹. Badanie to trwa 1 dzieñ
i pozwala odró¿niæ pr¹tkowanie chorego od kontami-
nacji materia³u pr¹tkami �rodowiskowymi. Tak, wiêc
w ci¹gu 2 dni mo¿na przeprowadziæ i zakoñczyæ dwa
najwa¿niejsze badania w diagnostyce mikrobiologicz-
nej gru�licy: wykrycie i identyfikacjê pr¹tków bezpo-
�rednio w materiale chorego [25]. Najczê�ciej amplifi-
kowanymi sekwencjami s¹ wstawki insercyjne IS6110,
IS986, gen koduj¹cy bia³ko 65kDa i antygeny HPB70
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i HPB64 [19]. Wed³ug rekomendacji WHO badanie
nale¿y wykonywaæ wy³¹cznie w zamkniêtych, komer-
cyjnie dostêpnych systemach genetycznych wyposa-
¿onych w kontrole procesów amplifikacji [11].

Testy genetyczne nie powinny nigdy zastêpowaæ
innych metod, powinny natomiast stanowiæ ich uzu-
pe³nienie. Poniewa¿ charakteryzuj¹ siê najwy¿sz¹
czu³o�ci¹ czêsto wyniku dodatniego nie mo¿na od-
nie�æ do innych metod np. hodowli. Nale¿y wtedy wy-
nik testu genetycznego konfrontowaæ z obrazem kli-
nicznym chorego. Poza tym nie nale¿y zlecaæ badania
genetycznego do laboratorium, które nie ma zaplecza
klinicznego, jak równie¿ nie dysponuje innymi meto-
dami diagnostycznymi.

Metody genetyczne mog¹ znacznie przyspieszyæ
diagnostykê gru�licy p³uc i postaci pozap³ucnych.
Zgodnie z rekomendacjami CDC diagnostyka Myco-
bacterium tuberculosis powinna byæ zakoñczona w ci¹-
gu 21 dni od przys³ania do laboratorium materia³u od
chorego. Trudno dzisiaj sobie wyobraziæ, aby to kryte-
rium czasu by³o spe³nione przez laboratorium bez stoso-
wania metod amplifikacji kwasów nukleinowych [27].

Wiêkszo�æ badañ publikowanych obecnie, porów-
nuj¹cych czu³o�æ i swoisto�æ nowych systemów w diag-
nozowaniu gru�licy opiera siê na ich porównaniach
z hodowl¹ pr¹tków. Wnioskowanie z takich porównañ
jest bardzo trudne, poniewa¿ czu³o�æ metod genetycz-
nych jest du¿o wy¿sza ni¿ wszystkich innych metod,
w tym równie¿ hodowli pr¹tków. Tylko nieliczne pra-
ce prezentuj¹ przydatno�æ metod genetycznych odno-
sz¹c otrzymane wyniki do ostatecznej diagnozy kli-
nicznej chorego wraz z decyzj¹ w³¹czenia leczenia
przeciwpr¹tkowego.

Dlatego wyniki testów genetycznych nale¿y konfron-
towaæ z aktualnym stanem klinicznym pacjenta. Decy-
duj¹ce s³owo zawsze nale¿y do klinicysty, a badania
genetyczne s¹ tylko pomoc¹ w postawieniu diagnozy.

4. Hodowla klasyczna

Hodowla pr¹tków z materia³u klinicznego stanowi
niezbêdny etap w diagnostyce gru�licy i powinno byæ
zakoñczone w czasie od 1 do 8 tygodni. Czas jest zale¿-
ny od rodzaju u¿ytych po¿ywek, zastosowanych metod
homogenizacji, wybiórczych zapotrzebowañ pokarmo-
wych pr¹tków izolowanych z tkanki gospodarza oraz
zastosowanych metod. Po¿ywki do hodowania pr¹tków
zawieraj¹ optymalne zestawy wszystkich substancji
wzrostowych koniecznych do rozmna¿ania. Mimo to,
szczepy izolowane od chorych rosn¹ lepiej na jednych
po¿ywkach, gorzej na innych. Czas ich wzrostu zale¿y
przede wszystkim od ilo�ci i ¿ywotno�ci komórek,
jakie s¹ zawarte w pobranym materiale i od tkanki,
z jakiej zosta³ on pobrany. Jest to szczególnie wa¿ne
w przypadku materia³ów sk¹popr¹tkowych, które po-

winny byæ posiewane kilkakrotnie, aby zwiêkszyæ
szansê wyhodowania szczepu [24, 26].

Najwiêksze walory hodowlane maj¹ p³ynne po¿yw-
ki wzbogacone bia³kiem zwierzêcym. Nale¿¹ do nich
miêdzy innymi po¿ywki Kirchnera, Dubosa, Youman-
sa. Ich wad¹ jest podatno�æ na zanieczyszczenia bakte-
riami Gram-dodatnimi, Gram-ujemnymi oraz grzybami.

W laboratoriach �wiatowych stosuje siê powszech-
nie po¿ywki konwencjonalne wzbogacane jajami ku-
rzymi: po¿ywkê Lowensteina-Jensena  lub Ogawy lub
z kompleksem albuminowym � po¿ywki agarowe Mid-
dlebrooka 7H9, 7H10, 7H11 i 7H12. Wszystkie posia-
daj¹ dodatki substancji hamuj¹cych wzrost bakterii
Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybów (zieleñ
malachitowa, PANTA, penicylina), które na ogó³ zaw-
sze s¹ obecne w materia³ach klinicznych.

Wyhodowanie szczepu Mycobacterium ci¹gle jest
uznawane za �z³oty standard� w diagnostyce. Jest to
metoda o wysokiej czu³o�ci (blisko 90%) i specyficz-
no�ci >98%. Wyniki wszystkich innych stosowanych
metod s¹ odnoszone do hodowli jako metody referen-
cyjnej. Metoda hodowli jest bardziej czu³a ni¿ bak-
terioskopia i umo¿liwia wykrycie pr¹tków obecnych
nawet w ma³ych ilo�ciach w materia³ach klinicznych
(oko³o 1000 komórek/ml). Czas uzyskania hodowli na
powszechnie stosowanych w laboratoriach po¿ywkach
L-J wynosi oko³o 10 tygodni. Jest on znacznie krótszy
w nowych systemach hodowlanych [29].

5. Nowoczesne, szybkie, automatyczne systemy
hodowli pr¹tków

We wszystkich automatycznych systemach hodowli
wzrost pr¹tków jest rejestrowany jako reakcja bioche-
miczna np. oddychanie bakterii, pobieranie tlenu lub
wydalanie dwutlenku wêgla. Proces jest rejestrowany
automatycznie i przeliczany na indeks wzrostu. Wszyst-
kie pracuj¹ce w polskich laboratoriach systemy hodow-
lane zawieraj¹ p³ynn¹ po¿ywkê Middlebrook�a w ró¿-
nych modyfikacjach i wymagaj¹ zakupienia aparatów
oraz firmowych zestawów do hodowania, wzbogacania
wzrostu, zapobiegaj¹cych kontaminacji i innych do-
datkowych testów [1, 6]. Zalet¹ tych metod jest mo¿-
liwo�æ wczesnego wykrycia wzrostu pr¹tków ju¿ po
4�6 dniach od za³o¿enia hodowli. Testy lekooporno-
�ci oraz identyfikacji wymagaj¹ równie¿ tylko kilku
dni obserwacji (5�7 dni).

6. Identyfikacja gatunkowa
w laboratoriach mikrobiologicznych

Do podstawowych zadañ laboratorium pr¹tka na-
le¿y odró¿nienie kompleksów M. tuberculosis complex
i MOTT. Laboratorium powinno w jak najkrótszym
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czasie daæ odpowied�, do jakiego kompleksu nale¿y
wyhodowany szczep. Powszechnie stosowane testy ró¿-
nicuj¹ce opieraj¹ siê na obserwacji cech morfologicz-
nych i wynikach wielu testów biochemicznych i dosyæ
precyzyjnie identyfikuj¹ gatunki. S¹ jednak praco-
ch³onne i wymagaj¹ wielu odczynników, a czas ocze-
kiwania na wynik wynosi oko³o 5�8 tygodni [17, 25].

6.1. Metody chromatograficzne
w identyfikacji pr¹tków

Ró¿nice w sk³adzie ilo�ciowym i jako�ciowym
kwasów mykolowych stanowi¹ podstawê identyfikacji
gatunków i podgatunków pr¹tków. Techniki chromato-
graficzne wymagaj¹ specjalnego wyposa¿enia, �cis³e-
go przestrzegania warunków reakcji i do�wiadczenia
w pracy laboratoryjnej. Specyficzno�æ metody, u¿ycie
której pozwala zidentyfikowaæ prawie wszystkie znane
gatunki pr¹tków kwasoopornych (oprócz odró¿nienia
M. tuberculosis od M. bovis) ocenia siê na 100% [9].

6.2. Metody genetyczne w identyfikacji pr¹tków

Sekwencje s³u¿¹ce do okre�lenia przynale¿no�ci
gatunkowej pr¹tków pochodz¹ z regionów koduj¹cych
16SRNA. S¹ one silnie konserwatywne w obrêbie ga-
tunków Mycobacterium, a przez to wysoce specyficz-
ne. Opracowano sondy do rozpoznawania zarówno
DNA, jak i RNA pr¹tków [20].

Identyfikacja przy zastosowaniu specyficznej dla
M. tuberculosis complex sondy genetycznej jako jedy-
na metoda pozwala przeprowadziæ identyfikacjê pr¹t-
ków wchodz¹cych w sk³ad kompleksu tuberculosis
bezpo�rednio w materiale od chorego [5]. Ten test
jest bardzo wa¿ny w procedurze laboratoryjnej, ale
w Polsce dostêpny jest tylko w nielicznych labo-
ratoriach. Wszystkie pozosta³e metody biochemiczne
i chromatograficzne wymagaj¹ wyhodowania szczepu
Mycobacterium.

7. Badania molekularne w epidemiologii gru�licy

Typowanie genetyczne prowadzi do ustalenia wzo-
rów molekularnych (fingerprints) badanych szczepów
Mycobacterium tuberculosis i umo¿liwia ich zró¿-
nicowanie. Ma to kluczowe znaczenie w ustaleniach
dochodzeñ epidemiologicznych, a przede wszystkim
w zdefiniowaniu �ród³a i dróg transmisji gru�licy [22].
Pierwszym warunkiem i podstaw¹ programu zapobie-
gania rozprzestrzeniania siê gru�licy i kontroli nad ni¹
jest rozpoznanie i leczenie wszystkich osób z aktywn¹
postaci¹ choroby, kolejnym prze�ledzenie kontaktów
chorego w celu znalezienia wszystkich osób, które po-
przez kontakt mog¹ byæ nara¿one na zachorowanie.

Przez szereg lat, z powodu braku odpowiednich
metod badawczych, wiedza o epidemiologii gru�licy
by³a bardzo ograniczona, a �ledzenia dróg transmisji
pr¹tków gru�licy w �rodowisku cz³owieka prawie nie-
mo¿liwe. Przed wprowadzeniem metod molekular-
nych dochodzenia epidemiologiczne opiera³y siê na
skrupulatnie prowadzonym wywiadzie lekarskim i po-
równywaniu wzorów oporno�ci izolowanych szczepów
Mycobacterium tuberculosis. S³aby poziom diagnos-
tyki laboratoryjnej, nieznajomo�æ genomu pr¹tków
gru�licy, brak metod molekularnych, powodowa³y, ¿e
w przesz³o�ci, w dochodzeniach epidemiologicznych
stawia³o siê zaledwie hipotezy.

Badania nad transmisj¹ gru�licy w �rodowisku cz³o-
wieka oraz rozpoznanie przypadków aktywnej postaci
TB w otoczeniu chorych potwierdzaj¹ wysokie ryzyko
zaka¿enia w�ród osób pozostaj¹cych w bliskim kontak-
cie oraz bêd¹cych cz³onkami rodzin. Ze wzglêdu na
niebezpieczeñstwo zaka¿enia wynikaj¹ce z kontaktów
z chorymi, dochodzenie epidemiologiczne powinno
obj¹æ wszystkie osoby, u których podejrzewa siê gru�-
licê lub uzyskano potwierdzenie jej aktywnej postaci
[3]. Prze�ledzenie ³añcucha transmisji ma na celu iden-
tyfikacjê wszystkich osób, które powinny zostaæ objête
leczeniem. Takie dochodzenie wymaga wieloetapowej
pracy anga¿uj¹cej wyspecjalizowan¹ grupê lekarzy,
klinicystów, mikrobiologów i genetyków.

Badania takie s¹ niezwykle trudne, wymagaj¹ sys-
tematycznego �ledzenia kontaktów rodzinnych i w blis-
kim otoczeniu pozarodzinnym, okre�lenia czasu trwa-
nia ekspozycji, oszacowania stopnia ryzyka i innych
parametrów.

Prze³omem w badaniach epidemiologicznych gru�-
licy by³o wprowadzenie nowoczesnych metod typowa-
nia molekularnego, opartych o polimorfizm wykrywa-
ny w genomie pr¹tków [7, 22]. �ród³em polimorfizmu
s¹ w znacznej mierze powtórzone sekwencje DNA,
w obrêbie, których dochodzi do rekombinacji genetycz-
nej, rearan¿acji, mutacji insercyjnych i delecyjnych.
Ich liczba oraz zmienno�æ sekwencyjna pozwalaj¹ na
zdefiniowanie markerów epidemiologicznych [8]. Do
najczê�ciej stosowanych nale¿¹ sekwencja insercyjna
IS6110, polimorficzna sekwencja powtórzona, bogata
w pary GC (PGRS polymorphic GC-rich repetitive
sequence), czy te¿ zmienna liczba powtórzeñ tande-
mowych (VNTR variable number of tandem repeats).
Ka¿da z metod, wykorzystuj¹cych w³a�ciwo�ci specy-
ficznych markerów genetycznych, prowadzi do uzys-
kania charakterystycznego dla danego szczepu wzoru
genetycznego, który porównuje siê ze wzorami otrzy-
manymi dla innych szczepów i na takiej podstawie for-
mu³uje siê tezy dochodzenia epidemiologicznego [10,
19]. Jednym z kluczowych elementów tej analizy jest
grupowanie (clustering) szczepów na podstawie podo-
bieñstwa ich wzorów genetycznych. Przypadki gru�li-
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cy, w których wzory typowania genetycznego s¹ iden-
tyczne lub bardzo do siebie podobne, uznaje siê jako
transmitowane pomiêdzy lud�mi [4, 2]. Gdy przedmio-
tem analizy s¹ szczepy izolowane od tego samego pa-
cjenta, w ró¿nych okresach choroby, wówczas identycz-
ne wyniki genotypowania stanowi¹ dowód endogennej
reaktywacji definiuj¹cej wznowê choroby tym samym
szczepem pr¹tków [15]. Z kolei ró¿ne wzory genetycz-
ne szczepów przemawiaj¹ za zewn¹trzpochodn¹ infek-
cj¹ nowym szczepem, co mo¿e mieæ istotne znaczenie
dla programowania leczenia [23]. Niezwykle wa¿ny
z klinicznego punktu widzenia jest te¿ problem zaka-
¿eñ wewn¹trzszpitalnych, których szybkie wykrywanie
sta³o siê mo¿liwe w³a�nie dziêki technikom typowania
genetycznego. Przyczyn¹ zaka¿eñ krzy¿owych mo¿e
byæ sprzêt medyczny na przyk³ad endoskopy, pomiesz-
czenia do pobierania plwociny, w laboratoriach to zja-
wisko mo¿e wyst¹piæ podczas opracowywania materia-
³ów, posiewu na po¿ywki sta³e i p³ynne, nieprawid³owej
pracy w komorze laminarnej, kiedy powstaj¹ niekon-
trolowane aerozole pr¹tków. Zaka¿enie krzy¿owe mo¿e
zdarzyæ siê nawet w najlepszych laboratoriach. Ocenia,
¿e od 0,4% do 3,5% wszystkich hodowli w laborato-
riach pr¹tka mo¿e byæ wynikiem krzy¿owej kontami-
nacji. Badanie tego zjawiska jest w chwili obecnej
mo¿liwe tylko w wysokospecjalistycznych laborato-
riach, dysponuj¹cych odpowiednimi metodami mole-
kularnymi. Tylko laboratoria stosuj¹ce odpowiednie
metody genetyczne mog¹ �ledziæ to zjawisko i posia-
daæ wiedzê o krzy¿owych kontaminacjach.

8. Utajone (latentne) zaka¿enie pr¹tkami gru�licy

Przez dziesiêciolecia jedynym testem s³u¿¹cym do
rozpoznawania latentnego zaka¿enia pr¹tkami by³ od-
czyn tuberkulinowy. Tuberkulina, która jest wyci¹giem
bia³kowym z zabitej hodowli pr¹tków zosta³a wykryta
przez Roberta Kocha ju¿ po odkryciu pr¹tków gru�licy
i mia³a stanowiæ lek przeciwko gru�licy. W roku 1890
Koch po raz pierwszy zreferowa³ wyniki prac nad tu-
berkulin¹ na kongresie medycznym w Berlinie [5].
Dosyæ szybko okaza³o siê, ¿e tuberkulina nie leczy
gru�licy, ale mo¿e stanowiæ test diagnostyczny wykry-
waj¹cy zaka¿enie organizmu pr¹tkami. Przez d³ugie
lata, gdy gru�lica by³a chorob¹ powszechnie wystêpu-
j¹c¹, test tuberkulinowy by³ dobrym narzêdziem diag-
nostycznym o czu³o�ci zbli¿onej prawie do 100% [6].
Pó�niej, po wprowadzeniu szczepieñ BCG zaczêto
dostrzegaæ wady zwi¹zane z brakiem specyficzno�ci
testu. Tuberkulina sk³ada siê z wielu antygenów wy-
stêpuj¹cych krzy¿owo u pr¹tków wchodz¹cych w sk³ad
Mycobacterium tuberculosis complex w tym równie¿
M. bovis BCG � szczepu szczepionkowego i u pr¹t-
ków �rodowiskowych MOTT. Z tego powodu test ten
ma obni¿on¹ czu³o�æ i jego wynik dodatni nie mo¿e

stanowiæ testu na wykrywanie zaka¿enia pr¹tkami
gru�licy, szczególnie u osób szczepionych BCG.

Wyniki fa³szywie dodatnie, znacznie obni¿aj¹ce
swoisto�æ testu by³y od wielu lat powodem poszuki-
wania typowych wy³¹cznie dla Mycobacterium tuber-
culosis antygenów. W ostatnich latach pojawi³y siê
nowe mo¿liwo�ci rozpoznania utajonego zaka¿enia.
S¹ to testy IGRA (interferon gamma realased assays)
QuantiFERON-Tb Gold (Cellestis, Carnegie, Austra-
lia) oraz T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Wielka Brytania), które s¹ specyficzne i czu³e w wy-
krywaniu zaka¿enia pr¹tkami [14].

Zasada dzia³ania testów opiera siê na pomiarze
IFN-gamma wydzielanego przez swoiste limfocyty T
stymulowane przez antygeny specyficzne dla M. tu-
berculosis, których nie ma w szczepie szczepionkowym
M. bovis BCG. S¹ to: ESAT6 (early secretory antygen
target 6) oraz CFP10 (culture filtrate protein 10),
w nowszych testach QuantiFERON-Tb Gold in tube
znajduje siê antygen Tb 7,7 równie¿ swoisty dla pr¹t-
ków gru�licy [16]. Wymienione antygeny kodowane s¹
przez specjalny region w genomie Mycobacterium tu-
berculosis nazwany RD1 (tzw. Region of Diference 1),
obecny tylko u pr¹tków gru�licy.

Stosowanie testów na wykrywaj¹cych latentne za-
ka¿enia pr¹tkami gru�licy, jest przydatne u ludzi kwali-
fikowanych do leczenia antagonistami TNF z powodu
przewlek³ych chorób zapalnych o pod³o¿u autoim-
munologicznym, g³ównie reumatoidalnego zapalenia
stawów, spondyloartropatii seronegatywnych, m³o-
dzieñczego idiopatycznego zapalenia stawów, choro-
by Le�niewskiego i Crohna oraz ³uszczycy, u których
wystêpuje wiêksze prawdopodobieñstwo zachorowa-
nia na gru�licê.

9. Podsumowanie

Dostêpne w Polsce mikrobiologiczne metody diag-
nozowania gru�licy maj¹ swoje wady i zalety. Ka¿da
z nich charakteryzuje siê innymi wymaganiami apara-
turowymi i odmiennymi kosztami. Metody te mog¹ byæ
ze sob¹ ³¹czone i mog¹ siê uzupe³niaæ. Zawsze nale¿y
przeprowadziæ badanie mikroskopowe na obecno�æ
pr¹tków kwasoopornych i za³o¿yæ hodowlê w jednym
z automatycznych systemów hodowlanych oraz wyko-
naæ badanie genetyczne ze swoist¹ dla M. tuberculosis
sond¹ genetyczn¹. Te dwa ostatnie badania nale¿¹
do najbardziej czu³ych i s¹ szczególnie polecane do
diagnostyki chorych podejrzanych o gru�licê.

W naszym kraju istnieje zorganizowana sieæ labo-
ratoriów pr¹tka zajmuj¹cych siê wy³¹cznie diagno-
zowaniem chorych podejrzanych o gru�licê. Obecnie
(w 2010 r.) w Polsce czynnych jest 90 laboratoriów
pr¹tka. Tylko kilka z nich dysponuje pe³nym panelem
badañ. Z powodu braku odpowiednich metod nie we
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wszystkich laboratoriach mo¿na przeprowadziæ diagno-
stykê uznan¹ za szczególnie trudn¹, tj z materia³ów
które s¹ zaliczane do sk¹popr¹tkowych i pochodz¹ od
chorych podejrzanych o gru�licê pozap³ucn¹, od dzie-
ci, z wycinków po biopsjach, p³ynu mózgowo-rdzenio-
wego i innych. Wszystkie laboratoria wykonuj¹ dwa
podstawowe badania � badanie mikroskopowe i posiew
klasyczny, czê�æ z nich identyfikuje gatunki pr¹tków
i okre�la ich lekowra¿liwo�æ, nieliczne wykonuj¹ bada-
nia genetyczne. Informacjê o mo¿liwo�ciach diagno-
stycznych polskich laboratoriów mo¿na uzyskaæ w Kra-
jowym Referencyjnym Laboratorium Pr¹tka. Nale¿y
pamiêtaæ, ¿e nie wszystkie przypadki gru�licy mog¹
byæ potwierdzone badaniem mikrobiologicznym, ale
nale¿y do³o¿yæ starañ, aby takie potwierdzenie uzyskaæ.
Obecnie w Polsce potwierdza siê mikrobiologicznie
gru�licê �rednio u 65% (45�90%) chorych.
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