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DIAGNOSTYKA

The analysis of selected trees pollen count in 2008.

S UMMARY

In this paper the pathogenesis of primary and secondary tuberculosis was
established. The clinical course as well as radiographic changes on X-ray
were presented. Bacteriological criteria of active tuberculosis and new genetic
methods were discussed in details. The significance of tuberculin skin test
in TB infection and active disease was studied, focused at the end

of the review on some new immunological perspectives.

Praca przedstawia przebieg sezonu pylenia leszczyny, olszy, brzozy, debu,
jesionu i grabu wybranych punktach pomiarowych w Polsce w 2008 roku.
Badania prowadzono metodg objetosciowg przy wykorzystaniu aparatow
firmy Burkard i Lanzoni. Sezon pytkowy wyznaczono jako okres, w ktorym

w powietrzu wystepuje 95% rocznej sumy ziaren pytku.
Kwiatkowska S.: Diagnostyka gruzlicy. Alergia, 2008, 3: 9-12

Do wystgpienia gruzlicy, jako choroby zakaznej niezbedne jest, z jednej strony, narazenie
na czynnik etiologiczny - pratki gruzlicy, a z drugiej sprzyjajgca sytuacja immunologiczna
osoby poddanej ekspozyciji. Biorgc pod uwage mozliwe do wystgpienia konfiguracje
kliniczne mozna za Amerykanskim Towarzystwem Chorob Klatki Piersiowej (American
Thoracic Society - ATS) wyrdzni¢ nastepujgce sytuacje (1):

Drogi szerzenia sie infekcji

* Brak narazenia, brak cech zakazenia — ujemny odczyn tuberkulinowy (OT)
1. Narazenie, brak cech zakazenia - ujemny OT

2. Zakazenie, brak choroby - brak klinicznych, bakteriologicznych

i radiologicznych cech choroby, dodatni OT (Latent TB Infection - LTBI)

3. Choroba - czynna gruzlica

4. Gruzlica nieczynna (przebyta) - leczona lub nie w przesziosci, obecnie brak
klinicznych i bakteriologicznych cech aktywnosci choroby, przy stabilizacji
zmian radiologicznych

5. Podejrzenie gruzlicy — czas na postawienie wiasciwego rozpoznania — 3
miesigce

Zainhalowanie pratkow przez organizm, ktéry dotychczas nie stykat sie z tym
drobnoustrojem, po wstepnej fagocytozie przez makrofagi pecherzykowe, prowadzi
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do replikacji wewngtrzkomorkowej mykobakterii. W tym samym czasie drogg
limfokrwiopochodng moze nastepowac rozsiew do réoznych narzgdow: weztow chtonnych,
nerek, watroby, sledziony, kosci oraz innych obszaréw ptuc. W okresie 8-10 tygodni, gdy
populacja pragtkow osiggnie liczbe 103-104, dochodzi do wytworzenia swoistej odpowiedzi
komorkowej oraz formowania ziarniniakdw, majgcych ograniczy¢ szerzenie sie zakazenia.
Przy sprawnym uktadzie immunologicznym rozwaj pratkdw zostaje zahamowany

i ograniczony do ich obecnosci w centrum ziarniniakdw (martwica serowata) (2).
Tworzgcy sie zespot pierwotny (biegun ptucny+ biegun weztowy) rzadko jest widoczny

na radiogramach i czesto jedynym objawem zakazenia jest dodatni wynik OT (3). Wér6d
0s6b zakazonych u 5 do 10% moze dojs¢ do rozwoju choroby w ciggu catego zycia, przy
czym najwieksze ryzyko istnieje w okresie 2 lat od zakazenia. W odroznieniu od gruzlicy
pierwotnej, gruzlica popierwotna rozwija sie u oséb z wyksztatcong swoistg w stosunku
do antygenow pratka odpornoscig komérkowg i jest konsekwencjg zachwianej rwnowagi
pomiedzy iloscig i zjadliwoscig pratkow, a stanem uktadu immunologicznego ustroju.
Wystgpieniu jej sprzyja wspdétistniejgca cukrzyca, choroby nerek, zakazenie HIV,
stosowanie glikokortykosteroidow, infliximabu. Przyczyng choroby mogg by¢ pratki

z uczynnionych ognisk gruzlicy pierwotnej (reactivatio endogenes) lub pochodzace

z zewnatrz zupetnie nowe szczepy (reinfectio egzogenes).

Gtéwng pule, z ktérej wywodzg sie przypadki czynnej choroby w wieku dorostym sg osoby
z LTBI.

W odroznieniu od gruzlicy wieku dzieciecego zwykle skgpopratkujgcej, u osdb dorostych
rozwoj choroby wigze sie, ze wzgledu na obfite prgtkowanie ze znacznie wiekszym
zagrozeniem dla zdrowej populaciji (ryc. nr 1)

Wynika stad , iz w opanowaniu gruzlicy na swiecie, gtdbwng role dogrywac¢ bedg osoby

z LTBI, bedgce rezerwuarem pratka. W dalszym ciggu nie wiemy jednak czym doktadnie
charakteryzujg sie obecne w ich organizmie pratki, bedgce w pewnej formie uspienia

o obnizonym metabolizmie (dormant).

Tabela 1 Podziat pratkow atypowych wedtug Runyona
Grupa pratkéw atypowych ||Przedstawiciele

I. — pratki fotochomogenne — wytwarzajgce barwnik
pod wptywem Swiatta

M. kansasii

Il. — pratki skotochromogenne — wytwarzajgce M. aquae M. scrophulaceum M.
barwnik w kazdych warunkach marinum M. gordonae

[ll. — pratki niefotochromogenne — nie

) . M. avium M. intracellulare
wytwarzajgce barwnika

M. fortuitum M. phlei M. smegmatis

VI. — pratki szybko rosngce M. vaccae

Diagnostyka

Diagnostyka gruzlicy opiera sie na kryteriach klinicznych, radiologicznych oraz najbardziej
obiektywnych- kryteriach bakteriologicznych.

Wsrdd klinicznych manifestacji choroby, niezaleznie od jej lokalizacji, dominujg objawy
toksemii.

Najczestszym jest

* podwyzszona temperatura, zwykle w godzinach wieczornych. W postaciach ostrych
(ostra prosowka, serowate zapalenie ptuc) moze dochodzi¢ do 39-40°C, towarzyszg jej
zlewne nocne poty.

« chorzy skarzg sie na postepujgce ostabienie, spadek masy ciata.

« w badaniach dodatkowych zaznaczy¢ sie moze niedokrwistos¢, nieznacznie
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podwyzszona leukocytoza, przyspieszony odczyn opadania krwinek czerwonych,
zaburzenia gospodarki wapniowej (hiperkalcemia) i sodowej (hiponatremia).

Tabela 2 Odsetek dodatnich wynikéw w réznych
metodach hodowli

| [MB/BacT|Bactec 460||L-J |
|M. tuberculosis complexH84,5 H91 ,2 H70,9|

Podobnie jak objawy ogolne, rowniez dolegliwosci narzgdowe nie sg patognomoniczne
dla gruzlicy.

W przypadku najczestszej postaci — gruzlicy uktadu oddechowego

* najbardziej charakterystyczny jest kaszel, poczatkowo suchy, a nastepnie

z odkrztuszaniem

« dusznos¢ pojawia sie w postaciach zajmujgcych znaczne obszary migzszu ptucnego
(serowate zapalenie ptuc), przebiegajacych z niewydolnoscig oddechowg (proséwka ptuc)
lub zwigzana jest z gromadzeniem sie ptynu w jamie optucnej (gruzlicze zapalenie
optucnej)

* bdl w klatce piersiowej towarzyszy zwykle gruzliczemu zapaleniu optucnej,
krwioplucie, choc nie jest charakterystyczne, moze wystepowac zarowno w postaciach
ostrych, jak i przewlektych (gruzlica ptuc widknisto-jamista).

Obraz radiologiczny

Jednak klinika dopiero z obrazem radiologicznym zmian ptucnych, nasuwa¢ moze
podejrzenie gruzlicy.

Gruzlicy ptuc zwykle towarzyszg objawy radiologiczne. Wyjgtkiem mogg by¢ zmiany
wewnagtrzoskrzelowe, ktére we wczesnych stadiach nie prowadzg jeszcze do zaburzen
wentylacyjnych.

Gruzlica pierwotna charakteryzuje sie obecnoscig zmian naciekowych w polach
Srodkowych i dolnych, ze wspdfistniejgcg weztowo powiekszong jednostronnie wnekag
(policykliczny zarys wneki), co tworzy charakterystyczny obraz zespotu pierwotnego
(complexus primarius). Postepujacy proces swoisty moze prowadzi¢ do niedodmy,

na skutek ucisku duzego oskrzela przez powiekszony wezet chtonny.

zainhalowanie pratkow

l

zakazenie pierwotne

N

LTBI  (95%) gruZlica pierwotna (dzieci) (5%)

gruzlica popierwotna (doroéli) (5%)

Gruzlica popierwotna w odréznieniu od pierwotnej, najczesciej lokalizuje sie w polach
goérnych i czesciowo $rodkowych, natomiast u oséb starszych obserwuje sie nietypowag
lokalizacje w polach dolnych.

Zmiany najczesciej majg charakter owalnych bgdz nieregularnych naciekow, wsréd
ktérych tatwo dochodzi do rozpadu z wytworzeniem jam, widocznych na radiogramach
jako ogniska przejasnienia w otoczce cieniowej. Mogg mie¢ ksztatt okragty lub owalny we
wczesnych stadiach choroby, badz tez nieregularny, zatokowaty w postaciach
przewlektych. W gruzlicy popierwotnej nie obserwuje sie odczynéw weztowych. Wraz

z postepem choroby dochodzi do rozsiewéw drogg odoskrzelowg do pozostatych
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obszaréw migzszu ptucnego (srednio i gruboplamiste cienie dajgce obraz
odoskrzelowego serowatego zapalenia ptuc) oraz drogg naczyniowg (krwio- lub
limfopochodng), dajgc rozsiewy drobno i srednioplamiste typowe dla postaci rozsianych
(np. ostrej proséwki ptuc).

W gruzlicy popierwotnej mogg wystepowac tez zmiany o charakterze cieni okrggtych:
naciek podobojczykowy Assmanna (cien o $rednicy okoto 1 cm zlokalizowany w polu
goérnym, pod obojczykiem o stabym stopniu wysycenia) oraz guzy gruzlicze: gruzliczak

i serzak — cienie okrggte o $rednicy do kilku cm, dobrze wysycone i odgraniczone od
otoczenia. Natomiast cienie smuzaste oraz dobrze wysycone cienie guzkowe (o $rednicy
kilku mm) swiadczg najczesciej o przebytym, nieczynnym juz procesie swoistym. Nalezy
podkresli¢, iz, cho¢ wiekszos¢ obrazéw radiologicznych gruzlicy ptuc jest dos¢
charakterystyczna, to jednak wnioskowanie tylko na tej podstawie o chorobie moze
okazac sie btedne.

Mniej istotne z punktu widzenia pomytki diagnostycznej jest rozpoznanie choroby u osoby
ze zmianami nieczynnymi (leczonymi, bgdz nie w przesztosci). Znacznie
dramatyczniejsze jest wigczanie leczenia przeciwprgtkowego u chorych na raka ptuca.

Przeprowadzone w naszym kraju przez Instytut Gruzlicy i Choréb Ptuc w latach 90- tych
badania wykazaty, ze u okoto 11% chorych z rozpoznang gruzlicg ptuc, bez potwierdzenia
bakteriologicznego, diagnoza co do etiologii byta btedna.

Potwierdzenie bakteriologiczne

Najbardziej obiektywnym i pewnym elementem w diagnostyce gruzlicy jest - od czasu
wykrycia przez Roberta Kocha w 1882 roku pratkdw gruzlicy - uzyskanie potwierdzenia
bakteriologicznego. Cho¢ wydaje sie to oczywiste, w naszym kraju, na poczatku XXI
wieku jest to mozliwe jedynie w okoto 50 procentach. Od wielu lat nie udaje sie zwiekszyc¢
tego odsetka do akceptowalnej liczby 80%. Z publikowanych co roku przez Instytut
Gruzlicy i Choréb Ptuc danych wynika, iz w 2007 roku udato sie w skali kraju potwierdzic
etiologie swoistg jedynie u 64% ogotu chorych leczonych z powodu gruZlicy.

Gruzlice wywotujg pratki nalezgce do Mycobacterium tuberculosis complex:

M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. canetti oraz forma atenuowana

M. bovis BCG.

Pozostatg grupe stanowig pratki atypowe, okreslane rowniez jako pratki niegruzlicze
(MOTT — Mycobacterium other than tuberculosis), ktore dzieli sie, przyjmujgc klasyfikacje
podana przez Runyona na 4 grupy (Tabela nr 1).

O ile wykrycie pratkow nalezgcych do M. tuberculosis complex zawsze swiadczy

0 czynnej gruzlicy, o tyle stwierdzenie w materiale biologicznym pratkéw atypowych nie
przesgdza jeszcze o chorobie. Duza bowiem czes¢ pragtkow atypowych, ktére
powszechnie wystepujg w wodzie oraz glebie ma wiasciwosci saprofityczne.

Zwazywszy na fakt, iz gruzlica najczesciej, bo w 90% dotyczy uktadu oddechowego,
pratkdw poszukujemy w takich materiatach, jak: plwocina, odkrztuszona w sposob
spontaniczny lub indukowana poprzez nebulizacje hypertonicznego (3-15%) roztworu soli,
poptuczyny krtaniowe czy zotgdkowe. Gdy zawodzg te metody siegamy po specimeny
uzyskane w trakcie bronchoskopii: bronchoaspirat, materiat z cewnikowania,
szczoteczkowania lub oligobiopsji btony sluzowej oskrzeli oraz poptuczyny oskrzelowo-
pecherzykowe (BALF - bronchoalveolar lavage fluid ). Natomiast w przypadku gruzlicy
optucnej, zaliczanej obecnie do gruzlicy pozaptucnej, badaniu bakteriologicznemu
poddaje sie ptyn uzyskany z jamy optucnej lub wycinek optucnej sciennej, pobrany

w trakcie pleurobiopsji. Badany materiat powinien by¢ jak najszybciej dostarczony

do laboratorium pratka. Gdy jest to niemozliwe, specimeny przechowuje sie w lodéwce,
bez dodawania jakichkolwiek srodkéw konserwujgcych..

Wszystkie procedury zwigzane z diagnostykg gruzlicy przeprowadzane sg w specjalnie
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do tego przygotowanych laboratoriach diagnostyki pratka. .

Metody wykrywania pratkéw gruzlicy
Bakterioskopia.

Podstawowg metoda, stosowang najczesciej w diagnostyce gruzlicy, najprostszg

i zarazem najtanszg oraz szybkg jest metoda bakterioskopii, czyli bezposredniego
badania plwociny metodg rozmazu. Wynik uzyskuje sie juz po kilku godzinach. Plwocine
od danego pacjenta badamy co najmniej 3-krotnie.

Preparat po utrwaleniu barwi sie na gorgco roztworem fuksyny karbolowej w metodzie
Ziehl-Neelsena i oglagda w mikroskopie swietinym. Barwienia mozna takze dokonac
barwnikami fluorochromowymi, takimi jak: auramina, rodamina czy oranz akrydyny

i oglagda¢ w mikroskopie fluorescencyjnym. Wynik podaje sie w zaleznosci od ilosci
pratkow w danym preparacie:

+ - pojedyncze pratki w preparacie

++ - pojedyncze pratki w poszczegolnych polach widzenia

+++ - liczne pratki w poszczegdlnych polach widzenia

Metoda bakterioskopii charakteryzuje sie matg czutoscig i swoistoscig. Dzieki niej pratki
wykrywa sie tylko wtedy, gdy jest ich co najmniej 104 w 1 ml plwociny (4). Czutos¢
metody bakterioskopowej zawiera sie w szerokich granicach od 22 do 78% (5,6).
Stosujgc metode bakterioskopii, mozna jedynie wykazac obecnosc¢ pratkéw
kwasoopornych, bez okreslenia czy sg to pratki nalezgce do M. tuberculosis complex,
czy pratki atypowe (MOTT). Na doktadniejsze zréznicowanie pozwoli metoda posiewu.
Hodowla

Metoda hodowli pragtkdw na odpowiednich podtozach uwazana jest za ztoty standard

w diagnostyce bakteriologicznej gruzlicy. Z nig porownuje sie wszystkie inne metody
wykrywania pratkow, nawet te najbardziej nowoczesne (genetyczne). Czutos¢ hodowli
wynosi 80-85%, a swoistos¢ siega 98-100%.

Cechy hodowli pratkow:

« metoda hodowli jest bardziej czuta niz metoda bakterioskopii, pozwala na wykrycie
okoto 10 pratkéw w 1 ml

» uzyskany metodg hodowli wzrost pratkéw umozliwia ich doktadng identyfikacje

* wyhodowanie prgtkdw umozliwia przeprowadzenie testow lekowrazliwosci

* uzyskanie hodowli pragtkow umozliwia za pomocg metod genetycznych przesledzenie
tancucha epidemiologicznego

Badany materiat diagnostyczny po uprzednim opracowaniu (homogenizacja,
dekontaminacja, zageszczenie) wysiewa sie na podioza state: Lowensteina-Jensena (L-
J), Ogawy lub Stonebrinka. Pragtki rosng wolno, w temp 370C i w odpowiedniej
wilgotnosci. W przypadku materiatéw bogatopratkowych wzrost mozna uzyskac juz w 3
tygodniu, zas na ujemny wynik posiewu czekamy 8-10 tygodni. Tak wiec, o wydalaniu
przez pacjenta pratkow (,pratkowaniu”) mozna niekiedy przekonac sie dopiero po 2
miesigcach.

Podobnie jak w metodzie bakterioskopowej rowniez wynik posiewu podawany jest

w zalezno$ci od intensywnosci wzrostu pratkéw.

Ocena nasilenia prgtkowania

(+) do 20 kolonii — wynik podawany jest liczbg

+ liczba kolonii 20-100

++ 100-200 kolonii — wzrost policzalny

+++ masywny wzrost >200 kolonii, zlewny, niepoliczalny

Do niedawna uwazano, ze znaczenie epidemiologiczne majg tylko chorzy wydalajgcy
pratki, ujawniane w badaniu bakterioskopowym, czyli obficie pratkujgcy. Obecnie wiemy,
ze réwniez pacjenci wydalajgcy mniejsze ilosci pratkdw, ktére stwierdzane sg jedynie
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metodg posiewu stanowig wazne ogniwo w tancuchu epidemiologicznym, a wiec sg
chorymi zakaznymi (ryc. nr 2). Przeprowadzone w latach 90-tych w San Francisco
badania materiatu genetycznego pratka wykazaty 71 grup o identycznych szczepach
pratka (7). W kazdej z tych grup jeden pacjent okreslony zostat jako zrodto zakazenia,
natomiast kolejne 183 osoby scharakteryzowano jako zakazenia wtérne w tancuchu
epidemiologicznym. Chorych bedacych zrédtem zakazenia podzielono na dwie grupy: 1)
potwierdzenie bakteriologiczne uzyskano metodg bakterioskopii, 2) potwierdzenie
bakteriologiczne wykazano jedynie metodg hodowli. W grupie 2 byto 28 (39%) chorych
i 50 (27%) wtérnych zachorowan, z ktorych liczba rzeczywistych zakazen od pacjentow
skagpo pratkujgcych wynosita 17%.
Choc¢ obecne w formie szczgtkowej wczesniej, od lat 60-tych, tj od czasu wprowadzenia
do leczenia gruzlicy rifampicyny, nasilito sie zjawisko obecnosci prgtkbw widocznych
nierosngcych — bacillus visibles non viables. Polega ono na stwierdzeniu pratkow
w badaniu mikroskopowym, przy ujemnych wynikach hodowli. Ostabione w wyniku
stosowania silnie béjczych lekéw pratki nie sg zdolne do wzrostu na odpowiednich
podtozach. Tak wiec obecnos¢ pratkdw visibles non viables tgczy sie zwykle ze skuteczng
chemioterapig i poprzedza odpratkowanie.
Nalezy podkreslic, iz istniejg pewne, dos¢ znaczne odrebnosci pomiedzy stwierdzeniem
metodg hodowli pratkdéw nalezgcych do M. tuberculosis complex a MOTT.
Obecnos¢ w materiale biologicznym pratkéw atypowych swiadczy¢ moze
o asymptomatycznym zakazeniu, czyli kolonizacji, co nie wymaga chemioterapii, a jest
szczegolnie czeste u pacjentow z chorobami ptuc (przebyta gruzlica, POChP).
Rozpoznanie mykobakteriozy, czyli choroby wywotanej przez pratki atypowe wymaga
spetnienia scisle okreslonych kryteriéw (8)
1. klinicznych — obecne dolegliwosci najczesciej ze strony uktadu oddechowego
2. radiologicznych — obecnos¢ zmian przypominajgcych gruzlice np. naciek z rozpadem
w goérnych polach ptucnych czesto z rozsiewem w najblizszej okolicy bgdz bez rozpadu
oraz zmiany guzkowe rozsiane w polach dolnych i Srodkowych z towarzyszgcymi w 90%
rozstrzeniami oskrzeli (potwierdzonymi w HRCT).
3. mikrobiologicznych

a. co najmniej 2x dodatni wynik hodowli

b. co najmniej 1x dodatni wynik hodowli z bronchoaspiratu lub BALF

c. hist-pat zmiany ziarniniakowe + co najmniej 1 dodatni posiew (bronchoaspirat,
plwocina)
4. wykluczenie innych chorob

O ile w przypadku gruzlicy dodatnie kryterium bakteriologiczne stanowi wystarczajgca
podstawe do wigczenia leczenia przeciwprgtkowego, to w przypadku diagnozy
mykobakteriozy nie jest to tak jednoznaczne. Zwazywszy na trudnosci chemioterapii:
dtugi okres leczenia, lekowrazliwos$¢ in vitro nie rowna sie wrazliwosci in vivo,
skutecznos¢ okoto 40-50%, nalezy w kazdym przypadku rozwazy¢ indywidualne korzysci
i ryzyko odpowiedniego leczenia.
Znaczny postep w hodowli pratkdw pojawit sie wraz z dostepnoscig ptynnych podtozy,
umozliwiajgcych szybszy wzrost mykobakterii. Do takich nowych zautomatyzowanych
systemoéw nalezy Bactec 460, MB/BacT, MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube),
wykorzystujgce do detekcji prgtkow metody radiometryczne bgdz kolorymetryczne.
Wzrost pratkdw w powyzszych metodach wystepuje juz w 1-3 tygodniu, podczas gdy
na podtozach statych wydtuza sie do 3-8 tygodni. Jedng z najczesciej wykorzystywanych
w naszym kraju metod, a jednoczesnie charakteryzujgcyg sie wysokg czutoscig jest
radiometryczna metoda Bactec 460.
Jest to system zautomatyzowany, w ktorym pratki hoduje sie na podtozu ptynnym
Middlebrooka 7H12, zawierajgcym kwas palmitynowy znakowany przy pomocy wegla
radioaktywnego 14C. Aby zahamowac rozwdéj innych drobnoustrojéw do podtoza dodaje
sie zestaw antybiotykow i chemioterapeutykdéw PANTA, na ktory sktada sie polimyksyna,
amfoterycyna, kwas nalidyksowy oraz trimetoprim. Jes$li w badanym materiale obecne
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sq pratki, to zuzywajg one do wzrostu znajdujgcy sie w podtozu kwas palmitynowy,

a uwalniany przez nie CO2 ze znakowanym weglem gromadzi sie w gornej czesci butelki
hodowlanej. Catosc¢ inkubuje sie w cieplarce w temperaturze 370C i kilka razy w tygodniu
odczytuje sie wzrost prgtkow poprzez pomiar radioaktywnosci w aparacie Bactec . Indeks
wzrostu ocenia sie w skali od 000 do 999 (ryc. nr 3). Pierwszy wzrost prgtkbw moze
wystgpi¢ juz przed korncem pierwszego tygodnia. Kolejny tydzieh potrzebny jest do oceny
lekowrazliwosci pratkdw na leki przeciwpratkowe, takie jak INH, RMP, PZA, SM i EMB.
Metoda Bactec 460 jest szczegdlnie uzyteczna w wykrywaniu pratkédw w materiatach
skgpopratkowych np. w ptynie z jamy optucnej, plwocinie od chorych z niewielkimi
zmianami w ptucach, ptynie mézgowo-rdzeniowym. W systemie Bactec mozna rowniez
stosujgc podtoze Middlebrooka 7H13 oceni¢ wzrost pratkdéw z krwi.

Metoda MB/BacT

Jest to rowniez metoda w petni zautomatyzowana, ktéra w odréznieniu od metody
radiometrycznej nie wymaga specjalnych pracowni izotopowych. Pratki rosng na podtozu
Middlebrooka 7H9, a wytwarzany przez nie dwutlenek wegla powoduje zmiane
zabarwienia sensora umieszczonego na dnie butelki z barwy zielonej na z6ttg. Sygnat
detekcyjny przekazywany jest w sposob ciggty do komputera, ktory rejestruje
intensywnosc¢ wzrostu pragtkow. Podobnie jak w systemie radiometrycznym, pratki

z materiatéw bogato pratkowych mogg wyrosngc¢ juz po uptywie 1 tygodnia.

W badaniach wieloo$rodkowych poréwnujgcych systemy Bactec 460 i MB/BacT

z hodowlg na podtozu Lowensteina-Jensena stwierdzono, ze odsetek dodatnich wynikdw
w kierunku M. tuberculosis complex, uzyskanych ze specimendéw pochodzgcych z uktadu
oddechowego byt rézny (tabela nr 2) (9). Jednak, nalezy podkresli¢, ze odsetek
kontaminacji jest wiekszy w systemie MB/BacT niz Bactec 460. Natomiast czas wzrostu
pratkédw w obu systemach jest podobny.

Metody serologiczne

W immunopatologii gruzlicy gtéwna role odgrywa odpowiedz komérkowa i nadwrazliwos¢
typu opdznionego, jednak pojawia sie w niej takze odpowiedz humoralna. Rola jej jest
jednak drugorzedna i nie ma charakteru protekcyjnego.

Metody serologiczne w wykrywaniu gruzlicy odgrywajg role pomocniczg i to zwtaszcza

w gruzlicy pozaptucnej i wieku dzieciecego. Wykazano bowiem, ze czesto$¢ wynikow
dodatnich ro$nie wraz ze stopniem zaawansowania zmian. Gtéwng metodg stosowang

w badaniach serologicznych w gruzlicy jest metoda immunoenzymatyczna (ELISA —
Enzyme-linked Immunosorbent Assay). W ostatnim dziesiecioleciu poszukiwano
rekombinowanych antygendw pratka, ktére bytyby najbardziej swoiste w diagnostyce
gruzlicy. Zatozenie to spetniajg antygeny 38kDa i A60. W badaniach prowadzonych

w Instytucie Gruzlicy i Chorob Ptuc w Warszawie przy uzyciu zestawow komercyjnych,
dostepnych w naszym kraju: Pathozyme TB complex (wykrywa IgG przeciwko antygenowi
38kDa) i Immunozym (wykrywa przeciwciata przeciwko antygenowi A60) swoistos¢
badania wynosita ponad 95% (10). Jednak czuto$¢ wedtug roznych autoréw wahata sie
od 30% do 70% i wzrastata w zmianach przewlektych, zaawansowanych, potwierdzonych
bakteriologicznie. A w takich sytuacjach klinicznych postawienie wtasciwego rozpoznania
nie stwarza probleméw. W gruzlicy optucnej zarébwno w ptynie optucnowym, jak

i w surowicy czutos¢ metody ELISA w stosunku do antygenu A60 wynosi do 50%, co jest
wynikiem zadawalajgcym, zwazywszy, ze pratki metodami tradycyjnymi wykrywa sie

w okoto 30% przypadkdéw. Podobnie w materiale z BAL u chorych z zaawansowang,
potwierdzong bakteriologicznie gruzlicg ptuc czestos¢ wynikéw dodatnich wynosita od
60% do 80%. Jednak w takich przypadkach nie ma wiekszych trudno$ci diagnostycznych.

Metody genetyczne
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Sonda genetyczna W 1998 roku poznano dokfadnie budowe catego genomu pratka.
Wprowadzone do diagnostyki gruzlicy nowe metody genetyczne opierajg sie na naturalne;j
zdolnosci kwaséw nukleinowych (DNA i RNA), a witasciwie ich pojedynczej nici

do hybrydyzacji z komplementarnym tancuchem polinukleotydowym. Pozwolito

to na opracowanie sond genetycznych, obejmujgcych okreslonej dtugosci, scisle
zdefiniowany odcinek genomu pratka. Sondy sg oligonukleotydowe (od kilkunastu do 50
nukleotyddéw) oraz polinukleotydowe (do 500 nukleotyddow). W roku 1987 po raz pierwszy
uzyskano sondy genetyczne dla M. tuberculosis oraz M. avium-intracellulare. Poczatkowo
znakowano je izotopami fosforu i jodu (32P, 125J), a obecny w badanym materiale
zhybrydyzowany odcinek kwasu nukleinowego identyfikowano przy pomocy licznika
scyntylacyjnego. Pozniej, ze wzgledu na ucigzliwos¢ pracy z izotopami, sondy
identyfikowano w reakcjach barwnych z uzyciem fosfatazy alkalicznej lub biotyny, bgdz za
pomocg fluorescenciji stosujgc oranz akrydyny. Stosujgc sondy genetyczne mozna
poszukiwac pratkow w materiatach pobranych od chorego. Wadg jednak tej metody jest
jej mata czuto$¢. Wykrywa ona pratki, gdy jest ich co najmniej 104 w badanych
materiatach.

Innym zastosowaniem sondy genetycznej jest identyfikacja poszczegolnych gatunkow
pratkow, wczesniej wyhodowanych. Obecnie dostepne sg sondy dla M. tuberculosis
complex, M. avium, M. intracellulare, M. kansasi, M. gordonae. Metoda ta jest prosta,

a wynik otrzymuje sie w ciggu 4 godzin.

Reakcja tancuchowa polimerazy ( PCR — Polymerase Chain Reaction)

W ostatnim dziesiecioleciu najwiekszym postepem w diagnostyce gruZzlicy byto
wprowadzenie metody PCR. Polega ona na wielokrotnej amplifikacji wybranych odcinkéw
genomu pratka. Warunkiem jej przeprowadzenia jest znajomos$¢ sekwencji otaczajgcej
powielany fragment, tak aby mozna byto dokona¢ syntezy jego kompementarnego
odcinka. Sg to tzw. startery (primery) wielkosci okoto 20 nukleotydéw. Caty proces
przebiega w nastepujgcych etapach

* denaturacja w temp 950C 1-3 min z uzyskaniem pojedynczej nici DNA

» dotgczenie w temp 50-720C starteréw (0,5 — 3 min)

» synteza DNA przy pomocy termostabilnej polimerazy Taq w temp 720C (0,5-3 min)
Liczba zsyntetyzowanych fragmentéw w cyklu wzrasta w sposob wyktadniczy — 2n,

a liczba cykli zawiera sie pomiedzy 30 i 40. Powielenie okreslonego fragmentu DNA kilka
miliondw razy jest istotne zwtaszcza w przypadku niewielkiej liczby pratkéw w badanym
materiale. Otrzymany w ten sposob materiat genetyczny identyfikuje sie odpowiednimi
sondami. Najczesciej powielanym fragmentem genomu pratka jest sekwencja insercyjna
IS 6110 (Insertion sequence), wystepujgca zwykle w kilkunastu kopiach w genomie

M. tuberculosis complex. Obok IS 6110, w metodzie PCR wykorzystuje sie IS 986,

gen kodujacy biatko szoku termicznego HSP 65kDa.

W metodach polegajgcych na amplifikacji materiatu genetycznego pratka, wykrywa sie
zarowno pratki martwe, jak i zywe. Byt to jeden z gtownych zarzutéw jaki stawiano tej
metodzie w chwili jej wprowadzania. Obawiano sie, ze metoda, ktéra teoretycznie pozwoli
na wykrycie materiatu genetycznego jednego pratka w badanym materiale, moze dawac
wyniki fatszywie dodatnie w przypadku zmian nieczynnych. Obawy te jednak nie
potwierdzity sie. W ciggu kilkunastu lat stosowania tej metody, wykazano, ze czutosc jej
w roznych materiatach z uktadu oddechowego, takich jak plwocina, BAL, ptyn optucnowy
wynosi od 70% do 100% (11,12). Jednak w materiatach skgpopratkowych, to jest takich,
w ktdérych pratkdw nie wykrywa sie metodg bakterioskopii czutos¢ waha sie pomiedzy
46% a 70% (13,14). Zarowno w metodzie PCR jak i LCx dolna granica wykrywalnosci
wynosi 10 pragtkdw w badanym materiale.

Wprowadzenie zautomatyzowanych metod PCR i LCx wymaga kosztownej aparatury.

W Polsce jest ona dostepna jedynie w kilku osrodkach, m.in. w Instytucie Gruzlicy
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i Chorob Pluc w Warszawie, a w todzi — w Zaktadzie Wirusologii i Mikrobiologii PAN.

Metoda chromatograficzna.

W badaniach stuzgcych identyfikacji pratkow najwieksze znaczenie odgrywa
chromatografia ptynna wysokocisnieniowa (HPLC — High Preassure Liquid
Chromatography). Wykorzystuje ona fakt, iz liczba i rodzaj kwasow mykolowych jest
charakterystyczny dla danego gatunku pratka. Warunkiem przeprowadzenia badania jest
uprzednie wyhodowanie danego szczepu pratka. Po ekstrakcji kwaséw mykolowych
przeprowadza sie ich rozdziat na specjalnych kolumnach, a uzyskane wzory elucyjne sg
swoiste dla danego gatunku pratka. W ten spos6b w ciggu kilku minut mozna
zidentyfikowa¢ badany szczep. O ile sama metoda jest w miare prosta, to potrzebny
wysoko specjalistyczny sprzet sprawia, ze stosowana jest jedynie w nielicznych
laboratoriach na swiecie. Jak wykazano czuto$¢ tej metody wynosi 98%, a swoistos¢
100% (15).

Znaczenie diagnostyczne OT

Skorna reakcja na tuberkuline jest klasycznym przyktadem opdznionej reakcji
nadwrazliwosci typu komorkowego. Do jej wykonania uzywa sie w wiekszosci krajow
europejskich tuberkuliny RT23, bedgcej odmiang tuberkuliny PPD (Purified Protein
Derivative). Stosujgc srodskornie 2j tuberkuliny RT23 w grzbietowg (najczesciej) lub
dtoniowg czes¢ przedramienia, wynik odczytuje sie po uptywie 48-72 godzin, mierzgc
Srednice utworzonego nacieku poprzecznie do dtugiej osi przedramienia. Warunkiem
powstania nacieku jest obecnos¢ w badanym organizmie swoiscie uczulonych w stosunku
do antygenow pratka limfocytéw T, zwtaszcza CD4+, zdolnych do wytwarzania
odpowiednich limfokin, powodujgcych obrzek, odktadanie fibryny oraz naptyw innych
komorek zapalnych.

Dodatni wynik OT, ktory w naszym kraju uznaje sie od 10 mm Srednicy, Swiadczy jedynie
0 uprzednim kontakcie z pragtkami, nie przesgdzajgc o tym, czy sg to pratki gruzlicy czy
atypowe.
O ile brak jest wynikéw fatszywie dodatnich, o tyle mogg wystepowac fatszywie ujemne.
Z sytuacjg takg mozna mie¢ do czynienia w przypadku wyniszczenia i starzenia sie
organizmu, ostrych choréb, nowotworéw, zakazenia HIV, stosowania immunosupresiji.
Dodatkowo interpretacje wyniku OT komplikujg, powszechnie stosowane w Polsce
szczenienia BCG (atenuowany szczep M. bovis). Nalezy podkresli¢, iz dodatni wynik OT
nie przesgdza o czynnym procesie swoistym, a nawet w gruzlicy o ostrym przebiegu (np.
ostra proséwka) czesto wypada ujemnie, ze wzgledu na znaczng supresje odpowiedzi
komdrkowej pacjenta.
W krajach, gdzie stosuje sie szczepienia BCG najbardziej istotnym dylematem jest
stwierdzenie, czy dodatni wynik OT jest zwigzany z przebytg wakcynacja, czy
z zakazeniem pratkami gruzlicy. W ostatnich latach diagnostyka gruzlicy poszerzyta sie
o testy oceniajgce in vitro produkcje IFN- y przez limfocyty, uzyskane od os6b badanych
(IGRAs — Interferon Gamma Release Assays). Jednak w odroznieniu od tuberkuliny,
w testach tych do stymulacji uzywa sie protein, cho¢ nie w petni swoistych dla M.
tuberculosis (wystepujg takze w M. kansasii, M. marinum i M. szulgai), to jednak nie
wystepujgcych w szczepach M. bovis BCG. Sg to ESAT-6 (Early Secreted Antigenic
Target 6 kDa) i CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10 kDa) (16). Obecnie na rynku sg
dostepne dwa testy; QuantiFeron —TBGold, test oceniajgcy wytwarzanie IFN- y z petnej
krwi metodg ELISA oraz T SPOT-TB, w ktérym wykorzystujgc jednojgdrzaste komorki
krwi obwodowej (PBMCs) IFN- y ocenia sie metodg ELISpot (enzyme-linked
immunospot). Jednak ani reakcja skorna na tuberkuline ani IGRAs nie zrdznicujg
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pomiedzy populacjg osob zakazonych pratkami gruzlicy (LTBI) a chorymi na gruzlice
(17,18). Cho¢ testy oceniajgce produkcje IFN- vy przy stymulacji ESAT-6 i CFP-10 pojawity
sie przed kilku laty i brak jest jeszcze wystarczajgcych danych, pojedyncze badania
wskazujg, iz czutosc¢ tych testow zmniejsza sie wraz z wydtuzaniem okresu, ktory uptywa
od zakazenia pratkami gruzlicy (19,20).

Jak wspomniano uprzednio, jednym z gtéwnych elementdw strategii w walce z gruzlicg
jest identyfikacja oséb zakazonych (LTBI), bedgcych potencjalnym Zrodtem choroby

w przysztosci. Dotychczas brak byto testu o charakterze ztotego standardu w diagnostyce
LTBI, ktéry pomogtby wyselekcjonowac tg grupe, liczaca sobie w skali globu 2 miliardy
ludzi (1/3 ogdlnej populaciji).

Duze nadzieje wigze sie z nowym antygenem mykobakterii wigzgcym heparyne

o ekspresji hemaglutyninowej HBHA (heparin-binding hemagglutynin). Jest

to powierzchniowa proteina, biorgca udziat w wigzaniu sie z komérkami nabtonka

i prawdopodobnie majgca wptyw na rozsiew pozaptucny. W tescie IGRA przy stymulacji
HBHA udato sie uzyska¢ az 92% czutos¢ i 94% swoisto$¢ w wykrywaniu LTBI (21).
Natomiast u chorych na gruzlice produkcja IFN- y przy zastosowaniu HBHA jest wyraznie
obnizona. Jak wykazano jest to zwigzane z dziataniem regulatorowych limfocytéw T reg
(CD4+CD25+FOXP3+), ktére poprzez TGF-f3 i IL-10 wptywajg supresyjnie na odpowiedz
komérkowg pacjentdéw chorych na gruzlice (22).
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