DIAGNOSTYKA

Diagnostyka gruzlicy

The analysis of selected trees pollen count in 2008,

SUMMARY

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 wybra-
nych 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 pyftku.

Kwiatkowska S.: Diagnostyka gruzlicy. Alergia, 2008, 3: 9-12

0 wystapienia gruzlicy, jako choroby zakaznej nie-
D zbedne jest, z jednej strony, narazenie na czynnik

etiologiczny - pratki gruzlicy, a z drugiej sprzyjaja-
ca sytuacja immunologiczna osoby poddanej ekspozycii.
Biorgc pod uwage mozliwe do wystgpienia konfiguracje
kliniczne mozna za Amerykanskim Towarzystwem Chorob
Klatki Piersiowej (American Thoracic Society - ATS) wyrdzni¢
nastepujace sytuacje (1):

Drogi szerzenia sig infekcji

* Brak narazenia, brak cech zakazenia — ujemny odczyn

tuberkulinowy (OT)

1. Narazenie, brak cech zakazenia - ujemny OT

2. Zakazenie, brak choroby - brak klinicznych, bakteriolo-
gicznych i radiologicznych cech choroby, dodatni OT
(Latent TB Infection - LTBI)

3. Choroba - czynna gruZlica

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

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

Zainhalowanie pratkow przez organizm, ktdry dotych-
czas nie stykat sie z tym drobnoustrojem, po wstepnej fago-
cytozie przez makrofagi pecherzykowe, prowadzi do replika-
cji wewnatrzkomaorkowej mykobakterii. W tym samym cza-
sie drogg limfokrwiopochodng moze nastepowac rozsiew
do roznych narzgddw: weztow chtonnych, nerek, watroby,
$ledziony, ko$ci oraz innych obszardw ptuc. W okresie 8-10
tygodni, gdy populacja pratkéw osiagnie liczbe 10%-10%,
dochodzi do wytworzenia swoistej odpowiedzi komdrkowej
oraz formowania ziarniniakdw, majacych ograniczy¢ szerze-
nie sie zakazenia. Przy sprawnym ukfadzie immunologicznym
rozwoj pratkdw zostaje zahamowany i ograniczony do ich
obecno$ci w centrum ziarniniakéw (martwica serowata) (2).
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Tworzacy sie zespét pierwotny (biegun ptucny+ bie-
gun weztowy) rzadko jest widoczny na radiogramach i cze-
sto jedynym objawem zakazenia jest dodatni wynik OT (3).
Wsrdd osob zakazonych u 5 do 10% moze doj$¢ do roz-
woju choroby w ciggu cafego zycia, przy czym najwieksze
ryzyko istnieje w okresie 2 lat od zakazenia. W odrdznieniu
od gruzlicy pierwotnej, gruzlica popierwotna rozwija sie
u 0s6b z wyksztatcong swoistg w stosunku do antyge-
now pratka odporno$cig komorkows i jest konsekwencjg
zachwianej rownowagi pomigdzy iloscig i zjadliwoscig
pratkéw, a stanem uktadu immunologicznego ustroju.

Wystapieniu jej sprzyja wspatistniejaca cukrzyca, choro-
by nerek, zakazenie HIV, stosowanie glikokortykosteroidow,
infliximabu. Przyczyna choroby mogg by¢ pratki z uczynnio-
nych ognisk gruzlicy pierwotnej (reactivatio endogenes) lub
pochodzace z zewnatrz zupetnie nowe szczepy (reinfectio
egzogenes).

Gtéwna pule, z ktérej wywodzg sig przypadki czyn-
nej choroby w wieku dorostym sg osoby z LTBI.

Podziat pratkéw atypowych
TABELA wedlug Runyona
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W odroznieniu od gruzlicy wieku dzieciecego zwykle
skgpopratkujgcej, u 0sob dorostych rozwoj choroby wigze
sie, ze wzgledu na obfite pratkowanie ze znacznie wigkszym
zagrozeniem dla zdrowej populaciji (ryc. nr 1)

Wynika stad , iz w opanowaniu gruzlicy na $wiecie, gtow-
ng role dogrywac beda osoby z LTBI, bedace rezerwuarem
pratka. W dalszym ciggu nie wiemy jednak czym doktadnie
charakteryzujg sie obecne w ich organizmie pratki, beda-
ce w pewnej formie uspienia 0 obnizonym metabolizmie
(dormant).

Diagnostyka

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

Wsrod klinicznych manifestaciji choroby, niezaleznie od
jej lokalizaciji, dominujg objawy toksemii.

Najczestszym jest

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

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

* w badaniach dodatkowych zaznaczy¢ sie moze niedo-
krwistos$¢, nieznacznie podwyzszona leukocytoza, przy-
spieszony odczyn opadania krwinek czerwonych, zabu-
rzenia gospodarki wapniowej (hiperkalcemia) i sodowe;j
(hiponatremia).

a Szerzenie si¢ choroby w populacji

zainhalowanie pratkéw

l

zakazenie pierwotne

N

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

l

gruzlica popierwotna (dorosli) (5%)

Podobnie jak objawy ogdine, rowniez dolegliwosci
narzadowe nie sg patognomoniczne dla gruzlicy.

W przypadku najczestszej postaci — gruzlicy uktadu
oddechowego

* najbardziej charakterystyczny jest kaszel, poczatkowo
suchy, a nastepnie z odkrztuszaniem

* duszno$¢ pojawia sie w postaciach zajmujacych znacz-
ne obszary migzszu ptucnego (serowate zapalenie piuc),
przebiegajacych z niewydolnoscig oddechowg (prosow-
ka ptuc) lub zwigzana jest z gromadzeniem sig ptynu
w jamie optucnej (gruzlicze zapalenie optucne))

* bol w klatce piersiowej towarzyszy zwykle gruzliczemu
zapaleniu optucnej, krwioplucie, cho¢ nie jest charaktery-
styczne, moze wystepowac zaréwno w postaciach ostrych,
jak i przewlektych (gruzlica ptuc wioknisto-jamista).

Obraz radiologiczny

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

Gruzlicy ptuc zwykle towarzysza objawy radiologiczne.
Wyjatkiem moga by¢ zmiany wewnatrzoskrzelowe, ktore
we wczesnych stadiach nie prowadzg jeszcze do zaburzen
wentylacyjnych.

Gruzlica pierwotna charakteryzuie sig obecno$cia zmian
naciekowych w polach $rodkowych i dolnych, ze wspotist-
niejaca weztowo powigkszong jednostronnie wneka (poli-
cykliczny 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.

Gruzlica popierwotna w odréznieniu od pierwotnej,
najczesciej lokalizuje sie w polach gérnych i czg$ciowo
$rodkowych, natomiast u 0s6b starszych obserwuje sie
nietypowg lokalizacje w polach dolnych.

Zmiany najczesciej majg charakter owalnych badz niere-
gulamych naciekow, wsrdd ktorych tatwo dochodzi do rozpa-
du z wytworzeniem jam, widocznych na radiogramach jako
ogniska przejasnienia w otoczce cieniowej. Moga mie¢ ksztaft
okragly lub owalny we wczesnych stadiach choroby, badz tez
nieregularny, zatokowaty w postaciach przewleklych. W gruzlicy
popierwotnej nie obserwuje sie odczyndw weztowych. Wraz
z postepem choroby dochodzi do rozsiewdw drogg odoskrze-
lowg do pozostatych obszaréw migzszu ptucnego (srednio
i gruboplamiste cienie dajace obraz odoskrzelowego serowa-
tego zapalenia ptuc) oraz drogg naczyniowg (krwio- lub limfo-
pochodng), dajac rozsiewy drobno i srednioplamiste typowe
dla postaci rozsianych (np. ostrej prosdwki ptuc).

W gruzlicy popierwotnej moga wystepowac tez zmia-
ny o charakterze cieni okragtych: naciek podobojczykowy
Assmanna (cien o $rednicy okoto 1cm zlokalizowany w polu
gémym, pod obojczykiem o stabym stopniu wysycenia) oraz
guzy gruzlicze: gruzliczak i serzak — cienie okragte o $redni-
cy do kilku cm, dobrze wysycone i odgraniczone od otocze-
nia. Natomiast cienie smuzaste oraz dobrze wysycone cienie
guzkowe (o $rednicy kilku mm) $wiadczg najczesciej o prze-
bytym, nieczynnym juz procesie swoistym. Nalezy podkre-
$li¢, iz, cho¢ wiekszos¢ obrazow 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 diagno-
stycznej jest rozpoznanie choroby u osoby ze zmiana-
mi nieczynnymi (leczonymi, badz nie w przesztosci).
Znacznie dramatyczniejsze jest wtgczanie leczenia
przeciwpratkowego u chorych na raka pfuca.

Przeprowadzone w naszym kraju przez Instytut
Gruzlicy i Choréb Ptuc w latach 90- tych badania wyka-
zaty, 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 diagno-
styce gruzlicy jest - od czasu wykrycia przez Roberta Kocha
w 1882 roku pratkdw gruzlicy - uzyskanie potwierdzenia bakte-



riologicznego. Cho¢ wydaje sie to oczywiste, w naszym kraju,
na poczatku XXI wieku jest to mozliwe jedynie w okoto 50 pro-
centach. Od wielu lat nie udaje sie zwiekszy¢ tego odsetka
do akceptowalnej liczby 80%. Z publikowanych co roku przez
Instytut Gruzlicy i Chordb Pluc danych wynika, iz w 2007 roku
udafo sie w skali kraju potwierdzi¢ etiologie swoistg jedynie
U 64% ogotu chorych leczonych z powodu gruzlicy.

Gruzlice wywotujg pratki nalezagce do Mycobacte-
rium tuberculosis complex: M. tuberculosis, M. bovis, M.
microti, M. africanum, M. canetti oraz forma atenuowana
M. bovis BCG.

Pozostalg grupe stanowig pratki atypowe, okreslane row-
niez jako pratki niegruzlicze (MOTT — Mycobacterium other
than tuberculosis), ktore dzieli sie, przyjmujac klasyfikacje
podana przez Runyona na 4 grupy (Tabela nr 1).

O ile wykrycie pratkow nalezacych do M. tuberculosis
complex zawsze $wiadczy o czynnej gruzlicy, o tyle stwier-
dzenie w materiale biologicznym pratkow atypowych nie
przesadza jeszcze o chorobie. Duza bowiem cze$¢ pratkow
atypowych, ktére powszechnie wystepujga w wodzie oraz gle-
bie ma wtasciwosci saprofityczne.

Zwazywszy na fakt, iz gruzlica najczesciej, bo w 90%
dotyczy ukiadu oddechowego, pratkdéw poszukujemy
w takich materiafach, jak: plwocina, odkrztuszona w sposob
spontaniczny lub indukowana poprzez nebulizacje hyperto-
nicznego (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 bfony
Sluzowej oskrzeli oraz poptuczyny oskrzelowo-pecherzyko-
we (BALF - bronchoalveolar lavage fluid ). Natomiast w przy-
padku gruzlicy optucnej, zaliczanej obecnie do gruzlicy
pozaptucnej, badaniu bakteriologicznemu poddaje sie ptyn
uzyskany z jamy opfucnej lub wycinek optucnej $ciennej,
pobrany w trakcie pleurobiopsji. Badany materiat powinien
by¢ jak najszybciej dostarczony do laboratorium pratka. Gdy
jest to niemozliwe, specimeny przechowuje sie w lodowce,
bez dodawania jakichkolwiek srodkéw konserwujacych..

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

Metody wykrywania pratkow gruzlicy
Bakterioskopia.

Podstawowg metoda, stosowang najczesciej w diagnosty-
ce gruzlicy, najprostszg | 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 oglada
w mikroskopie $wietlnym. Barwienia mozna takze dokona¢
barwnikami fluorochromowymi, takimi jak: auramina, roda-
mina czy oranz akrydyny i oglada¢ w mikroskopie fluore-
scencyjnym. Wynik podaje sie w zaleznosci od ilosci prat-
kow w danym preparacie:

+ - pojedyncze pratki w preparacie
++ - pojedyncze pratki w poszczegdlnych polach widzenia
+++ - liczne pratki w poszczegdlnych polach widzenia

DIAGNOSTYKA

Metoda bakterioskopii charakteryzuje sie matg czutoscig
i swoistoscig. Dzieki niej pratki wykrywa sie tylko wiedy, gdy jest
ich co najmniej 10* w 1 ml plwociny (4). Czuto$¢ metody bakterio-
skopowej zawiera sie w szerokich granicach od 22 do 78% (5,6).

Stosujac metode bakterioskopii, mozna jedynie wyka-
za¢ obecnosc¢ pratkow kwasoopornych, bez okreslenia czy
sq to pratki nalezace do M. tuberculosis complex, czy pratki
atypowe (MOTT). Na doktadniejsze zréznicowanie pozwoli
metoda posiewu.
Hodowla

Szerzenie SIQ gruzllcy wsrod chorych obficie

I San Francisco

1992-1998 |

i 71 grup z identycznym szczepem pratka |

l o Zredie |
61% Q"‘_‘_"'/
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2%
bezp, bad. + bezp. bad
posiew  + posiew =

1

™,

1l

| 183 wtome zakazenia I—U

I 20 (27%)

Metoda hodowli pratkéw na odpowiednich podtozach
uwazana jest za zloty standard w diagnostyce bakteriologicz-
nej gruzlicy. Z nig pordwnuije sie wszystkie inne metody wykry-
wania pratkdw, nawet te najbardziej nowoczesne (genetyczne).
Czutos¢ hodowli wynosi 80-85%, a swoistos¢ siega 98-100%.
Cechy hodowli pratkéw:

o metoda hodowli jest bardziej czuta niz metoda bakterio-
skopii, pozwala na wykrycie okoto 10 pratkow w 1 ml

o uzyskany metoda hodowli wzrost pratkdw umozliwia ich
doktadng identyfikacje

¢ wyhodowanie pratkéw umozliwia przeprowadzenie
testow lekowrazliwosci

o uzyskanie hodowli pratkdw umozliwia za pomocg metod
genetycznych przesledzenie fancucha epidemiologicznego

Badany materiat diagnostyczny po uprzednim opra-
cowaniu (homogenizacja, dekontaminacja, zageszczenie)
wysiewa sie na podtoza state: Lowensteina-Jensena (L-J),
Ogawy lub Stonebrinka. Pratki rosng wolno, w temp 37°C
i w odpowiedniej wilgotnosci. W przypadku materiatéw boga-
topratkowych wzrost mozna uzyskac juz w 3 tygodniu, za$
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 réwniez
wynik posiewu podawany jest w zaleznosci od intensywno-
§ci wzrostu pratkow.
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Ocena nasilenia pratkowania

(+)  do 20 kolonii — wynik podawany jest liczbag

+  liczba kolonii 20-100

++ 100-200 kolonii —wzrost policzalny

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

Do niedawna uwazano, ze znaczenie epidemiologiczne

majg tylko chorzy wydalajacy pratki, ujawniane w badaniu
bakterioskopowym, czyli obficie pratkujacy. Obecnie wiemy,
ze rowniez pacjenci wydalajacy mniejsze ilosci pratkdw, ktdre
stwierdzane sg jedynie metodg posiewu stanowig wazne
ogniwo w tancuchu epidemiologicznym, a wigc sg chorymi
zakaznymi (ryc. nr 2). Przeprowadzone w latach 90-tych w San
Francisco badania materiatu genetycznego pratka wykaza-
ty 71 grup o identycznych szczepach pratka (7). W kazdej
ztych grup jeden pacjent okreslony zostat jako zrédio zaka-
zenia, natomiast kolejne 183 osoby scharakteryzowano jako
zakazenia wtérne w tancuchu epidemiologicznym. Chorych
bedacych zrédtem zakazenia podzielono na dwie grupy: 1)
potwierdzenie bakteriologiczne uzyskano metodg bakterio-
skopii, 2) potwierdzenie bakteriologiczne wykazano jedynie
metodg hodowli. W grupie 2 byto 28 (39%) chorych i 50 (27%)
wtornych zachorowan, z ktérych liczba rzeczywistych zakazen
od pacjentow skapo pratkujacych wynosita 17%.

ﬂ Radiometryczna metoda Bactec 460

F' Bactec 460
| N
14CO Indeks
2 wzrostu
| _f , 7H12
Butelka z podiozem
—+— Kwas palmitynowy 14¢

Cho¢ obecne w formie szczatkowej wezesniej, od lat 60-
-tych, tj od czasu wprowadzenia do leczenia gruzlicy rifam-
picyny, nasilito sie zjawisko obecnoéci pratkow widocznych
nierosngcych — bacillus visibles non viables. Polega ono
na stwierdzeniu pratkdw w badaniu mikroskopowym, przy
ujemnych wynikach hodowli. Osfabione w wyniku stosowa-
nia silnie bdjczych lekdw pratki nie sg zdolne do wzrostu
na odpowiednich podfozach. Tak wiec obecno$¢ pratkow
visibles non viables tgczy sie zwykle ze skuteczng chemiote-
rapig i poprzedza odpratkowanie.

Nalezy podkresli¢, iz istniejg pewne, dos¢ znaczne
odrebnosci pomiedzy stwierdzeniem metoda hodowli prat-
kow nalezacych do M. tuberculosis complex a MOTT.

Obecnos$¢ w materiale biologicznym pratkéw atypo-
wych $wiadczy¢ moze o asymptomatycznym zakazeniu,
czyli kolonizaciji, co nie wymaga chemioterapii, a jest szcze-
gdlnie czeste u pacjentow z chorobami ptuc (przebyta gruz-
lica, POChP). Rozpoznanie mykobakteriozy, czyli choroby
wywolanej przez pratki atypowe wymaga spefnienia $cisle
okreslonych kryteriow (8)

1. klinicznych — obecne dolegliwosci najczesciej ze strony
uktadu oddechowego

2. radiologicznych — obecno$¢ zmian przypominajgcych
gruzlice np. naciek z rozpadem w gdrnych polach ptuc-
nych czesto z rozsiewem w najblizszej okolicy badz bez
rozpadu oraz zmiany guzkowe rozsiane w polach dol-
nych i srodkowych z towarzyszacymi w 90% rozstrzenia-
mi oskrzeli (potwierdzonymi w HRCT).

3. mikrobiologicznych
a. co najmniej 2x dodatni wynik hodowli
b. co najmniej 1x dodatni wynik hodowli z bronchoaspira-
tu lub BALF
¢. hist-pat zmiany ziarniniakowe + co najmniej 1 dodatni
posiew (bronchoaspirat, plwocina)

4. wykluczenie innych choréb

O ile w przypadku gruzlicy dodatnie kryterium bakteriolo-
giczne stanowi wystarczajaca podstawe do wigczenia lecze-
nia przeciwpratkowego, to w przypadku diagnozy mykobak-
teriozy nie jest to tak jednoznaczne. Zwazywszy na trudnosci
chemioterapii: dfugi okres leczenia, lekowrazliwosc in vitro
nie rowna sie wrazliwosci in vivo, skutecznosc okoto 40-50%,
nalezy w kazdym przypadku rozwazy¢ indywidualne korzysci
i ryzyko odpowiedniego leczenia.

Znaczny postep w hodowli pratkow pojawit sie wraz
z dostepnoscig ptynnych podtozy, umozliwiajgcych szybszy
wzrost mykobakterii. Do takich nowych zautomatyzowanych
systemow nalezy Bactec 460, MB/BacT, MGIT (Mycobacterial
Growth Indicator Tube), wykorzystujgce do detekcji pratkow
metody radiometryczne badz kolorymetryczne. Wzrost prat-
kow w powyzszych metodach wystepuije juz w 1-3 tygodniu,
podczas gdy na podfozach statych wydtuza sie do 3-8 tygo-
dni. Jedng z najczesciej wykorzystywanych w naszym kraju
metod, a jednoczesnie charakteryzujgcg sie wysokg czuto-
$cig jest radiometryczna metoda Bactec 460.

Jest to system zautomatyzowany, w ktérym pratki hoduje
sie na podtozu ptynnym Middlebrooka 7H12, zawierajagcym
kwas palmitynowy znakowany przy pomocy wegla radioak-
tywnego "“C. Aby zahamowac rozwoj innych drobnoustrojéw
do podtoza dodaje sie zestaw antybiotykdw i chemiotera-
peutykow PANTA, na ktory sktada sie polimyksyna, amfote-
rycyna, kwas nalidyksowy oraz trimetoprim. Jesli w badanym
materiale obecne sg pratki, to zuzywajg one do wzrostu znaj-
dujacy sie w podiozu kwas palmitynowy, a uwalniany przez
nie CO, ze znakowanym weglem gromadzi sig w gome;
czescei butelki hodowlanej. Catos¢ inkubuje sie w cieplarce
w temperaturze 37°C i kilka razy w tygodniu odczytuje sie
wzrost pratkow poprzez pomiar radioaktywnos$ci w aparacie
Bactec . Indeks wzrostu ocenia sie w skali od 000 do 999
(ryc. nr 3). Pierwszy wzrost pratkdw moze wystapi¢ juz przed
koncem pierwszego tygodnia. Kolejny tydzien potrzebny jest
do oceny lekowrazliwosci pratkéw na leki przeciwpratkowe,
takie jak INH, RMP, PZA, SM i EMB.

Metoda Bactec 460 jest szczegdlnie uzyteczna w wykry-
waniu pratkdw w materiatach skgpopratkowych np. w ptynie
z jamy optucnej, plwocinie od chorych z niewielkimi zmia-
nami w ptucach, ptynie mézgowo-rdzeniowym. W systemie
Bactec mozna rowniez stosujgc podtoze Middlebrooka 7H13
oceni¢ wzrost pratkow z krwi.



Metoda MB/BacT

Jest to réwniez metoda w pefni zautomatyzowana, ktora
w odrdznieniu od metody radiometrycznej nie wymaga
specjalnych pracowni izotopowych. Pratki rosng na pod-
tozu Middlebrooka 7H9, a wytwarzany przez nie dwutlenek
wegla powoduje zmiang zabarwienia sensora umieszczo-
nego na dnie butelki z barwy zielonej na zoitg. Sygnat detek-
cyjny przekazywany jest w sposob ciggly do komputera,
ktory rejestruje intensywno$¢ wzrostu pratkow. Podobnie jak
w systemie radiometrycznym, pratki z materiatéw bogato
pratkowych moga wyrosnac juz po uptywie 1 tygodnia.

W badaniach wieloosrodkowych poréwnujgcych systemy
Bactec 460 i MB/BacT z hodowla na podiozu Lowensteina-
Jensena stwierdzono, ze odsetek dodatnich wynikow w kie-
runku M. tuberculosis complex, uzyskanych ze specimendw
pochodzacych z uktadu oddechowego byt rozny (tabela nr
2) (9). Jednak, nalezy podkreslic, ze odsetek kontaminacii
jest wiekszy w systemie MB/BacT niz Bactec 460. Natomiast
czas wzrostu pratkow w obu systemach jest podobny.

Metody serologiczne

W immunopatologii gruzlicy gtéwna role odgrywa odpo-
wiedz komdrkowa i nadwrazliwo$c¢ typu opoznionego, jed-
nak pojawia sig w niej takze odpowiedz humoralna. Rola jej
jest jednak drugorzedna i nie ma charakteru protekcyjnego.

Metody serologiczne w wykrywaniu gruzlicy odgrywa-
ja role pomocniczg i to zwtaszcza w gruzlicy pozaptucne;
i wieku dzieciecego. Wykazano bowiem, ze czesto$¢ wyni-
kéw dodatnich rosnie wraz ze stopniem zaawansowania
zmian. Gléwng metoda stosowang w badaniach serologicz-
nych w gruzlicy jest metoda immunoenzymatyczna (ELISA
— Enzyme-linked Immunosorbent Assay). W ostatnim dzie-
siecioleciu poszukiwano rekombinowanych antygendw prat-
ka, ktore bytyby najbardziej swoiste w diagnostyce gruzlicy.
Zatozenie to spetniaja antygeny 38kDa i A60. W badaniach
prowadzonych w Instytucie Gruzlicy i Choréb Pluc w War-
szawie przy uzyciu zestawow komercyjnych, dostepnych
w naszym kraju: Pathozyme TB complex (wykrywa IgG prze-
ciwko antygenowi 38kDa) i Immunozym (wykrywa przeciw-
ciata przeciwko antygenowi AB0) swoisto$¢ badania wynosi-
fa ponad 95% (10). Jednak czuto$¢ wedfug roznych autorow
wahata sie od 30% do 70% i wzrastata w zmianach przewle-
klych, zaawansowanych, potwierdzonych bakteriologicznie.
A w takich sytuacjach klinicznych postawienie wtasciwego
rozpoznania nie stwarza problemoéw. W gruzlicy optucnej
zarowno w ptynie optucnowym, jak i w surowicy czutos¢
metody ELISA w stosunku do antygenu A60 wynosi do 50%,
co jest wynikiem zadawalajgcym, zwazywszy, ze pratki meto-
dami tradycyjnymi wykrywa sie w okofo 30% przypadkow.
Podobnie w materiale z BAL u chorych z zaawansowana,
potwierdzong bakteriologicznie gruzlicg ptuc czestos¢ wyni-
kéw dodatnich wynosita od 60% do 80%. Jednak w takich
przypadkach nie ma wiekszych trudno$ci diagnostycznych.

Metody genetyczne

Sonda genetyczna W 1998 roku poznano doktadnie
budowe catego genomu pratka.

Wprowadzone do diagnostyki gruzlicy nowe metody
genetyczne opierajg sie na naturalnej zdolnosci kwasow
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nukleinowych (DNA i RNA), a wiasciwie ich pojedynczej nici
do hybrydyzacji z komplementarnym tancuchem polinukle-
otydowym. Pozwolifo to na opracowanie sond genetycznych,
obejmujgcych okreslonej diugosci, $cisle zdefiniowany odci-
nek genomu pratka. Sondy sg oligonukleotydowe (od kilku-
nastu do 50 nukleotydow) oraz polinukleotydowe (do 500
nukleotydow). W roku 1987 po raz pierwszy uzyskano sondy
genetyczne dla M. tuberculosis oraz M. avium-intracellulare.
Poczatkowo znakowano je izotopami fosforu i jodu (2P, '28J),
a obecny w badanym materiale zhybrydyzowany odcinek
kwasu nukleinowego identyfikowano przy pomocy licznika
scyntylacyjnego. Pdzniej, ze wzgledu na ucigzliwo$¢ pracy
z izotopami, sondy identyfikowano w reakcjach barwnych
z uzyciem fosfatazy alkalicznej lub biotyny, badz za pomoca

TABELA

Odsetek dodatnich wynikéw
ch metodach hodowli

MB/BacT

Bactec 460

L-J

M. tuberculosis complex 84,5 91,2

70,9

fluorescenciji stosujac oranz akrydyny. Stosujac sondy gene-
tyczne mozna poszukiwac pratkdw w materiatach pobranych
od chorego. Wadg jednak tej metody jest jej mata czutosc.
Wykrywa ona pratki, gdy jest ich co najmniej 10* w badanych
materiafach.

Innym zastosowaniem sondy genetycznej jest identyfikacja
poszczegdlnych gatunkdw pratkdw, wezesniej wyhodowanych.
Obecnie dostepne sg sondy dla M. tuberculosis complex, M.
avium, M. intracellulare, M. kansasi, M. gordonae. Metoda ta jest
prosta, a wynik otrzymuije sie w ciagu 4 godzin.

Reakcja tancuchowa polimerazy ( PCR - Polymerase
Chain Reaction)

W ostatnim dziesiecioleciu najwiekszym postepem
w diagnostyce gruzlicy byto wprowadzenie metody PCR.
Polega ona na wielokrotnej amplifikacji wybranych odcinkow
genomu pratka. Warunkiem jej przeprowadzenia jest zna-
jomos¢ sekwencji otaczajgcej powielany fragment, tak aby
mozna byto dokonac syntezy jego kompementarnego odcin-
ka. Sa to tzw. startery (primery) wielko$ci okofo 20 nukleoty-
déw. Caly proces przebiega w nastepujacych etapach
e denaturacjaw temp 95°C 1-3 min z uzyskaniem pojedyn-

czej nici DNA
¢ dofagczenie w temp 50-72°C starteréw (0,5 — 3 min)
o synteza DNA przy pomocy termostabilnej polimerazy Taq

w temp 72°C (0,5-3 min)

Liczba zsyntetyzowanych fragmentéw w cyklu wzrasta
w sposob wyktadniczy — 27, a liczba cykli zawiera sie pomie-
dzy 30 i 40. Powielenie okreslonego fragmentu DNA kilka
milionéw razy jest istotne zwtaszcza w przypadku niewiel-
kiej liczby pratkow w badanym materiale. Otrzymany w ten
Sposob materiat genetyczny identyfikuje sie odpowiednimi
sondami. Najczesciej powielanym fragmentem genomu
pratka jest sekwencja insercyjna IS 6110 (Insertion sequen-
ce), wystepujgca zwykle w kilkunastu kopiach w genomie
M. tuberculosis complex. Obok IS 6110, w metodzie PCR
wykorzystuje sie IS 986, gen kodujacy biatko szoku termicz-
nego HSP 65kDa.
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W metodach polegajacych na amplifikacji materiatu
genetycznego pratka, wykrywa sie zarowno pratki martwe,
jak i zywe. Byt to jeden z gtéwnych zarzutdw jaki stawiano
tej metodzie w chwili jej wprowadzania. Obawiano sig, ze
metoda, ktdra teoretycznie pozwoli na wykrycie materiatu
genetycznego jednego pratka w badanym materiale, moze
dawac wyniki fatszywie dodatnie w przypadku zmian nie-
czynnych. Obawy te jednak nie potwierdzity sie. W ciagu
kilkunastu lat stosowania tej metody, wykazano, ze czutos¢
jej w réznych materiatach z uktadu oddechowego, takich jak
plwocina, BAL, ptyn optucnowy wynosi od 70% do 100%
(11,12). Jednak w materiatach skapopratkowych, to jest
takich, w ktorych pratkow nie wykrywa sie metodg bakte-
rioskopii czuto$¢ waha sie pomiedzy 46% a 70% (13,14).
Zarowno w metodzie PCR jak i LCx dolna granica wykrywal-
nosci wynosi 10 pratkdw 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 i Cho-
rob Pluc w Warszawie, a w todzi — w Zakfadzie Wirusologii
i Mikrobiologii PAN.

Metoda chromatograficzna.

W badaniach stuzgcych identyfikacji pratkow najwigksze
znaczenie odgrywa chromatografia ptynna wysokocisnie-
niowa (HPLC - High Preassure Liquid Chromatography).
Wykorzystuje ona fakt, iz liczba i rodzaj kwaséw mykolo-
wych jest charakterystyczny dla danego gatunku pratka.
Warunkiem przeprowadzenia badania jest uprzednie wyho-
dowanie danego szczepu pratka. Po ekstrakcji kwasow
mykolowych przeprowadza sig ich rozdziat na specjalnych
kolumnach, a uzyskane wzory elucyjne sg swoiste dla dane-
go gatunku pratka. W ten sposdb w ciggu kilku minut mozna
zidentyfikowaé badany szczep. O ile sama metoda jest
w miare prosta, to potrzebny wysoko specijalistyczny sprzet
sprawia, ze stosowana jest jedynie w nielicznych laborato-
riach na swiecie. Jak wykazano czuto$c¢ tej metody wynosi
98%, a swoisto$¢ 100% (15).

Znaczenie diagnostyczne OT

Skorna reakcja na tuberkuling jest klasycznym przykia-
dem opoznionej reakcji nadwrazliwosci typu komadrkowego.
Do jej wykonania uzywa sie w wigkszo$ci krajow europej-
skich tuberkuliny RT23, bedgcej odmiang tuberkuliny PPD
(Purified Protein Derivative). Stosujac srodskornie 2j tuber-
kuliny RT23 w grzbietowg (najczesciej) lub dioniowg czes¢
przedramienia, wynik odczytuije sig po uptywie 48-72 godzin,
mierzgc $rednice utworzonego nacieku poprzecznie do dfu-
giej osi przedramienia. Warunkiem powstania nacieku jest
obecno$¢ w badanym organizmie swoiscie uczulonych
w stosunku do antygendw pratka limfocytow T, zwtaszcza
CD4+, zdolnych do wytwarzania odpowiednich limfokin,
powodujgcych obrzek, odktadanie fibryny oraz naptyw
innych komarek zapalnych.

Dodatni wynik OT, ktéry w naszym kraju uznaje
sie od 10mm $rednicy, $wiadczy jedynie o uprzednim
kontakcie z pratkami, nie przesadzajac o tym, czy sag
to pratki gruzlicy czy atypowe.

O ile brak jest wynikdw fatszywie dodatnich, o tyle moga
wystepowac fatszywie ujemne. Z sytuacjg takg mozna mie¢
do czynienia w przypadku wyniszczenia i starzenia sie orga-
nizmu, ostrych chordb, nowotwordw, zakazenia HIV, stoso-
wania immunosupresji. Dodatkowo interpretacje wyniku OT
komplikuja, powszechnie stosowane w Polsce szczenienia
BCG (atenuowany szczep M. bovis). Nalezy podkreslic, iz
dodatni wynik OT nie przesadza o czynnym procesie swo-
istym, a nawet w gruzlicy o ostrym przebiegu (np. ostra
prosowka) czesto wypada ujemnie, ze wzgledu na znaczng
supresje odpowiedzi komorkowej pacjenta.

W krajach, gdzie stosuje sie szczepienia BCG najbar-
dziej istotnym dylematem jest stwierdzenie, czy dodatni
wynik OT jest zwigzany z przebyta wakcynacja, czy z zaka-
zeniem pratkami gruzlicy. W ostatnich latach diagnostyka
gruzlicy poszerzyta sie o testy oceniajgce in vitro produkcje
IFN- y przez limfocyty, uzyskane od osob badanych (IGRAs
— Interferon Gamma Release Assays). Jednak w odréznieniu
od tuberkuliny, w testach tych do stymulacji uzywa sie prote-
in, cho¢ nie w pefni swoistych dla M. tuberculosis (wystepuja
takze w M. kansasii, M. marinum i M. szulgai), to jednak nie
wystepujacych 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 oceniajacy wytwarza-
nie IFN- y z petnej krwi metoda ELISA oraz T SPOT-TB, w ktd-
rym wykorzystujac jednojgdrzaste komorki krwi obwodowej
(PBMCs) IFN- y ocenia sie metoda ELISpot (enzyme-linked
immunospot). Jednak ani reakcja skorna na tuberkuling ani
IGRASs nie zroznicujg pomiedzy populacjg osob zakazonych
pratkami gruzlicy (LTBI) a chorymi na gruzlice (17,18). Cho¢
testy oceniajgce produkcje IFN- y przy stymulacji ESAT-6
i CFP-10 pojawity sie przed kilku laty i brak jest jeszcze
wystarczajgcych danych, pojedyncze badania wskazujg, iz
czuto$¢ tych testodw zmniejsza sie wraz z wydtuzaniem okre-
su, ktory uptywa od zakazenia pratkami gruzlicy (19,20).

Jak wspomniano uprzednio, jednym z gtéwnych ele-
mentéw strategii w walce z gruzlicg jest identyfikacja osob
zakazonych (LTBI), bedgcych potencjalnym zrodtem cho-
roby w przysztosci. Dotychczas brak byto testu o charakte-
rze ztotego standardu w diagnostyce LTBI, ktéry pomdgtby
wyselekcjonowac tag grupe, liczaca sobie w skali globu 2
miliardy ludzi (1/3 ogdlnej populaciji).

Duze nadzieje wigze si¢ z nowym antygenem myko-
bakterii wigzgcym heparyne o ekspresji hemaglutyni-
nowej HBHA (heparin-binding hemagglutynin). Jest
to powierzchniowa proteina, biorgca udziat w wigzaniu
sie z komérkami nabtonka i prawdopodobnie majgca
wplyw na rozsiew pozaptucny. W tescie IGRA przy sty-
mulacji HBHA udato sig uzyska¢ az 92% czutos¢ i 94%
swoisto$¢ w wykrywaniu LTBI (21).

Natomiast u chorych na gruzlice produkcija IFN- y przy
zastosowaniu HBHA jest wyraznie obnizona. Jak wykazano
jest to zwigzane z dziataniem regulatorowych limfocytow T
reg (CD4+CD25+FOXP3+), ktore poprzez TGF-B i IL-10
wplywajg supresyjnie na odpowiedz komadrkowg pacjentow
chorych na gruzlice (22).
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