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Streszczenie

Wykrycie Mycobacterium tuberculosis w materiale chorego stanowi
najbardziej obiektywny dowdd procesu chorobowego. Metody mikro-
biologiczne stosuje sie do wyznaczenia optymalnej terapii i moni-
torowania leczenia chorego. Mikrobiologiczna diagnostyka gruzlicy
charakteryzuje sie duza specyficznoscia i znacznie odbiega od typo-
wej, powszechnie znanej diagnostyki klinicznej. Otrzymanie prawi-
dtowego wyniku zalezy od wielu czynnikéw, w tym wyeliminowania
btedéw przedlaboratoryjnych oraz niezamierzonych btedéw labora-
toryjnych. Niestety, niektére z nich mozna jedynie ograniczy¢, wia-
73 sie one bowiem z obiektywnymi trudnosciami wynikajacymi z czu-
tosci i specyficznosci metod, specyficznosci materiatow klinicznych
przysytanych do diagnostyki oraz sprawnosci urzadzen technicznych,
jakimi dysponuje laboratorium. Obecnie obserwuje sie statg popra-
we w wyposazeniu i wprowadzaniu nowych, bardziej przydatnych
metod w diagnostyce. Bliska wspdtpraca klinicystow i personelu labo-
ratorium jest niezbednym elementem gwarantujacym wysoka
jakos¢ ustug medycznych w opiece nad chorym.

Wstep

Pratki gruzlicy naleza do grupy bakterii najstarszych na
Ziemi i wszechobecnych w otoczeniu cztowieka. Wspdt-
czesnie prowadzone badania wykrywania materiatu gene-
tycznego bakterii zdeponowanych tysiace lat temu w réz-
nych niszach ekologicznych przyniosty wiele informacji
obrazujgcych zmiany ewolucyjne licznych patogendw na
przestrzeni wiekéw, w tym réwniez Mycobacterium. Pro-
wadzone obecnie badania paleobiologdw potwierdzity ist-
nienie w szczatkach archeologicznych ludzi i zwierzat mate-
riatu genetycznego Mycobacterium. W antycznym DNA

Summary

Detection of Mycobacterium tuberculosis in the materials collected
from the patients is the most objective evidence of an existing dis-
ease process. Microbiological methods are used to determine the opti-
mal therapy and monitoring of the patient’s treatment. Microbiological
diagnosis of tuberculosis is very specific in its character, and varies
from typical microbiological diagnosis. Obtaining a correct result
depends on a number of factors including pre-laboratory errors as
well as unwitting laboratory errors. This is due to objective problems
coming from sensitivity and specificity of the methods, specificity of
clinical specimens which are diagnose and efficiency of technical equip-
ment of a particular laboratory. Some of the errors we are able to lim-
it, some are not. Constant changes connected with equipment and
new methodology which is modern and more adaptable to actual
necessities can be observed. Close cooperation the clinicians and lab-
oratory is essential for high quality management of tuberculosis
patients.

(ancien DNA — aDNA) wykryto dwie struktury chemiczne
typowe dla pratkéw gruzlicy: sekwencje inercyjng 156110
i specyficzne dla sciany komérkowej pratka kwasy myko-
lowe [1]. Dzieki badaniom aDNA potwierdzono rozpozna-
nia gruzlicy ustalone przez lekarzy w starozytnym Egipcie
i Rzymie.

Problem choréb wywotanych przez pratki gruzlicy
u ludzi jest stale aktualny. Wynika to z nadal ogromnego
rozprzestrzeniania sie gruzlicy jako choroby spoteczenstw
i zwiekszania sie czestosci jej wystepowania w wielu regio-
nach $wiata. Definicja rozpoznania gruzlicy wg Swiatowej
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zaktada koniecznos¢ mikrobiologicznego potwierdzenia cho-
roby, tj. wyizolowania czynnika sprawczego — bakterii nale-
zacych do Mycobacterium tuberculosis complex, okresle-
nia gatunku i wykonania testu lekowrazliwosci.

Niektore dane epidemiologiczne
i wspotczesne zagrozenia

Obecna sytuacje epidemiologiczna gruzlicy na Swiecie
charakteryzuja nastepujace wskazniki: w 2011 r. na gruzli-
ce zachorowato 8,7 mln 0séb, w tym 3,9 mln (ponad 60%)
obficie pratkowato, a w 2010 r. 1,4 mln chorych zmarto. Sy-
tuacja epidemiologiczna gruzlicy na Swiecie jest zréznico-
wana, jednak wiekszos¢ nowych zachorowan i zgonéw przy-
pada na kraje Trzeciego Swiata, a wéréd nich najwiecej
przypadkéw notuje sie u mieszkancéw potudniowo-
-wschodniej Azji (2,9 mln), panstw zachodniego Pacyfiku
(2 mln) i Afryki (1,5 mln). W Ameryce Pétnocnej i Europie rocz-
nie choruje ok. 400 tys. ludzi. W Europie obserwuje sie znacz-
ne zréznicowanie w zakresie wskaznikow zapadalnosci
w zaleznosci od regionu. Najnizsza zapadalnos¢ odnotowano
w krajach Europy Zachodniej, najwyzsza w regionie wschod-
nim, przy czym najwiecej zachorowarn stale odnotowuje sie
w Rosji [2-4].

W Polsce w ciggu ostatnich 50 lat zapadalnos¢ na gruz-
lice zmniejszyta sie 10-krotnie. W 1957 r. zarejestrowano
82 tys. zachorowan, a w 2010 r. byto ich juz tylko 7509.

Obecnie Polska ze wskaznikiem zapadalnosci na gruz-
lice wynoszacym w 2011 r.22,2/100 tys. nalezy do krajow
o $redniej zapadalnosci. Sytuacja epidemiologiczna jest
regionalnie zréznicowana — od 37/100 tys. w wojewo6dz-
twie lubelskim do 12,8/100 tys. w wojewddztwie wielko-
polskim. Zapadalnos¢ na gruZlice w Polsce wzrasta z wie-
kiem i blisko potowa chorych ma obecnie 45-64 lata [4].
Przewaga zachorowan wsréd mezczyzn z poréwnaniu
z zachorowaniami wsrdd kobiet w grupie wiekowej 50-59
lat jest prawie 4-krotna, a w catej populacji ponad 2-krot-
na (31,0 vs 14,0/100 tys. w 2011 r.) [2]. GruZlica u dzieci sta-
nowi niewielki odsetek ogdétu zachorowan [5].

Gruzlice pozaptucna wykrywa sie u ok. 10% chorych,
zmiany najczesciej dotycza optucnej i kolejno: weztow
chtonnych, uktadu moczowo-ptciowego, kosci i stawdw.
W ostatnich latach z powodu gruzlicy umarto w Polsce od
575 do 739 0s6b, co daje wskaznik umieralnosci 1,5/100
tys. (w2011 ) [5, 6].

Diagnozowanie gruzlicy na podstawie bakteryjnego
czynnika etiologicznego odkrytego przez Roberta Kocha
w 1882 r. ma juz ponad 100-letnig historie [7, 8]. Nowoczesna
terapia rozpoczeta sie jednak dopiero po Il wojnie Swiatowej
wraz z odkryciem i wprowadzeniem do leczenia lekéw prze-
ciwpratkowych. Niestety, stosowanie lekéw (gtdwnie nie-
prawidtowo) wyzwolito niekorzystne zjawisko, znane réw-
niez z historii leczenia innych choréb zakaznych,
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tj. pojawienie sie lekoopornych pratkéw gruzlicy. Wptyneto
to negatywnie na sytuacje epidemiologiczng gruzlicy na
Swiecie i przekreslito szanse na jej szybkie zwalczenie. Nagty
wzrost zachorowan spowodowanych pratkami gruzlicy typu
MDR (multidrug resistant) dostrzezono w wielu zamknie-
tych srodowiskach, tj. w szpitalach, wiezieniach, wsrod bez-
domnych [9].

Poznanie genomu pratkéw gruzlicy umozliwito roz-
réznianie ,,rodzin molekularnych” poszczeg6lnych szczepdw
i Sledzenie drog ich transmisji. Wsréd nich jednym z naj-
wazniejszych i najbardziej niebezpiecznych dla ludzi jest
M. tuberculosis Beijing. Po raz pierwszy szczepy nalezace
do tej rodziny zidentyfikowano w prowincji Beijing w Chi-
nach i poczatkowo wigzano je scisle ze zjawiskiem leko-
opornosci, w tym przede wszystkim z opornoscia typu MDR
[10]. Obecnie wiadomo, ze pratki o tym wzorze molekularnym
moga reprezentowac zaréwno szczepy lekooporne, jak
i szczepy wrazliwe. Zasieg wystepowania pratkow naleza-
cych do rodziny Beijing obejmuje wszystkie kontynenty i kra-
je na Swiecie, w tym réwniez Polske. Szczepy te charakte-
ryzuje wysoka patogennos¢, szybka zdolnos¢ do nabywania
lekoopornosci, zdolnos¢ do transmisji oraz nieprzewidywalna
odpowiedz na leczenie.

GruZlica oporna na leki, a szczegdlnie jej odmiany MDR-
-Th i XDR-Tb (extensive drug resistant), stanowi powazny
problem zagrazajacy zdrowiu ludzi i realizacji programéw
walki z gruzlica (tab. I). GruZlica o opornosci MDR i XDR jest
chorobg w wysokim stopniu $miertelng, ze wskaznikiem
umieralnosci 90% [11-13]. Ponadto od 50 lat nie odkryto
zadnego nowego leku przydatnego w gruzlicy. Informacje
0 wzorach opornosci szczepéw Mycobacterium tuberculosis
izolowanych od chorych stanowig istotny element nadzoru
nad gruzlica. Badanie i analiza czestosci gruzlicy lekoopor-
nej sa pomocne w wykrywaniu i monitorowaniu rozprze-
strzeniania sie szczepéw MDR i XDR i obrazujg skutecznosé
nadzoru nad gruzlicg w danym kraju (tab. I).

Transmisja pratkéw gruzlicy i szerzenie
sie choroby

Gruzlica jest choroba przenoszong gtéwnie droga kro-
pelkowa, co determinuje tatwos¢ jej rozprzestrzeniania sie.
Wieloletnie badania nad transmisja gruzlicy w otoczeniu
chorego wykazuja, ze ryzyko zakazenia osoby pozostaja-
cej w bliskim kontakcie jest bardzo wysokie. Ryzyko trans-
misji gruzlicy pomiedzy ludzmi zalezy od stopnia zakaznosci
zrédta infekgji, czasu trwania ekspozycji, bliskosci kontaktu
i czynnikéw Srodowiskowych. Autorzy wielu prac donosza
o transmisji gruzlicy w szpitalach, wiezieniach, duzych sku-
piskach ludzi, wéréd bezdomnych [9]. Badania populacyj-
ne opisuja przypadki chorych zakazonych tymi samymi
szczepami Mycobacterium tuberculosis, co przemawia za
ich biezaca transmisja.
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Tabela 1. Definicje gruzlicy lekoopornej
Table I. Definitions of drug resistant tuberculosis

Opornos¢ Mycobacterium tuberculosis na leki

Typ opornosci

INH + RMP

INH + RMP + SM

INH + RMP + EMB

INH + RMP + SM + EMB

MDR

MDR + fluorochinolon + jeden z lekéw podawanych iniekcyjnie (amikacyna lub kanamycyna,

lub kapreomycyna)

XDR

MDR + fluorochinolon lub MDR + jeden z lekow podawanych iniekcyjnie (amikacyna lub kanamycyna,

lub kapreomycyna)

pre-XDR

INH + RMP + SM + EMB + fluorochinolon + aminoglikozyd + polipeptyd + tioamid + cykloseryna +

+ kwas paraaminosalicylowy

TDR

INH — izoniazyd, RMP — rifampicyna, SM — streptomycyna, EMB — etambutol

Zastosowanie metod molekularnych w badaniach
nad gruZlica pozwolito lepiej rozumieé dynamike transmisji
gruzlicy. Molekularne metody wspélnie z klasyczng epi-
demiologia staty sie niezwykle uzyteczne w nadzorze nad
gruzlica. Tak wiec prawie wszystkie przypadki zachorowan
s3 wynikiem powietrznej transmisji pratkéw gruzlicy,
ktére z tatwoscig przenosza sie z osoby chorej na inne,
podatne na zachorowanie [14, 15].

Zrodtem i materiatem zakaznym jest najczesciej plwo-
cina chorego. Niezdiagnozowani chorzy przebywajacy
w szpitalu, u ktérych nawet nie podejrzewa sie gruzlicy, sta-
nowig szczegblne niebezpieczefstwo dla innych pacjen-
téw oraz dla personelu. Dane amerykanskie podaja, ze kon-
wersja skornego testu tuberkulinowego u pracownikéw
medycznych, na skutek przebywania na oddziatach cho-
rych z nierozpoznana gruzlica, waha sie od 14% do 36%
[16]. Badania prowadzone w 1992 r. przez Centrum Zwal-
czania i Zapobiegania Chorobom (Centers for Disease Con-
trol and Prevention — CDC) wykazaty, ze roczne ryzyko zaka-
zenia u pracownikéw, mierzone konwersja odczynu
tuberkulinowego, byto 2-krotnie wyzsze w szpitalach, do
ktérych przyjmowano 6 lub wiecej chorych na gruzlice (1,2%
vs 0,6%) [17].

Nalezy ponadto pamietac, ze zakazne moga by¢ réw-
niez wydzieliny ran i przetok powstajace niekiedy w prze-
biegu gruzlicy kostno-stawowej, zmiany w przebiegu
gruzlicy skéry, mocz chorych na gruzlice uktadu moczowo-
-ptciowego itp. Zdrowy personel moze sie zakazac od cho-
rych z réznymi formami gruzlicy pozaptucnej [18-21].

Chory, ktory pratkuje, moze zakazac znajdujace sie
w otoczeniu zwierzeta i odwrotnie — chore zwierzeta (bydto
domowe, trzoda chlewna, zwierzeta domowe oraz zyjace
dziko i w ogrodach zoologicznych liczne gatunki dzikich zwie-
rzat) moga stanowic zrédto zakazenia dla cztowieka.

Mleko i jego przetwory pochodzace od kréw chorych
na gruzlice moga by¢ dla wielu 0séb, szczegélnie dzieci, Zr6-
dtem infekcji [22—24]. Wedtug danych epidemiologicznych
jeden pratkujacy chory zakaza rocznie 10-15 0s6b. W szcze-
golnych sytuacjach jeden pratkujacy cztowiek moze zaka-
zi¢ nawet kilkaset 0s6b z otoczenia. Przerwanie tancucha
transmisji musi sie odbywac¢ dwukierunkowo — nalezy szyb-
ko diagnozowac chorych pratkujacych i poprzez rozpoczecie
u nich leczenia zapobiegaé powstawaniu nowych infekcji.
Wykrywanie chorych zakaznych dla otoczenia jest proce-
sem trudnym i odbywa sie gtéwnie w sposéb pasywny,
tj. u ludzi, ktérzy z objawami chorobowymi zgtaszaja sie
do lekarza. Wedtug Centralnego Rejestru Gruzlicy w Pol-
sce w 2010 r. wykryto gruZzlice na podstawie objawéw
u 88,7% chorych, na podstawie badania kontaktéw u 1,5%,
w badaniach profilaktycznych u 3,5% i w innych badaniach
u6,5% osob [6].

Pratki jako przyczyna zakazen szpitalnych

GruZlica jako zakazenie szpitalne dotyczy zaréwno cho-
rych, jak i personelu szpitalnego, i moze by¢ transmitowana
pomiedzy tymi grupami. Nierozpoznani chorzy pratkuja-
cy stanowig zagrozenie dla innych chorych oraz przeby-
wajgcego z nimi w tych samych pomieszczeniach perso-
nelu medycznego. Ryzyko zakazenia gruzlica zalezy prawie
wytacznie od stezenia czagstek infekcyjnych w powietrzu.
Wczesdnie rozpoznany i poddany leczeniu pacjent przestaje
by¢ zrodtem zakazenia. Ryzyko zakazenia pratkiem gruz-
licy jest takze zwigzane z zakazonymi M. tuberculosis narze-
dziami i aparaturg medyczna.

W przypadku gruzlicy i mykobakterioz (wywotywanych
przez pratki inne niz gruzlicze; Mycobacteria other than
tuberculosis — MOTT) dochodzenie epidemiologiczne jest
procesem bardzo trudnym i dtugotrwatym. Wykrycie zr6-
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dta zakazenia wymaga sprawdzenia wszystkich etapow dia-
gnostyki, stosowanych odczynnikdw, wody wodociggowe;]
oraz narzedzi diagnostycznych. Stosowanie wtasciwych
Srodkow dezynfekcyjnych o odpowiednim zakresie dzia-
tania oraz wtasciwie prowadzona dezynfekcja moga zapo-
biec zakazeniom szpitalnym wywotanym przez pratki.

Do dekontaminacji narzedzi coraz powszechniej sto-
suje sie automatyczne myjnie-dezynfektory, lecz ich uzyt-
kowanie nie eliminuje ryzyka zakazenia szpitalnego
pacjenta, gdyz konieczna jest stata kontrola pracy urza-
dzenia, jakosci wody uzywanej do ptukania endoskopu,
a takze regularna dezynfekcja myjni [25, 26].

Mikrobiologiczne metody diagnozowania
gruzlicy

Stwierdzenie pratkéw gruzlicy w materiale pobranym
od chorego jest najbardziej obiektywnym dowodem ist-
niejagcego procesu chorobowego. Ponadto mikrobiolo-
giczne metody stuza do ustalenia optymalnej terapii
zgodnej z antybiogramem, monitoruja leczenie i potwier-
dzaja wyleczenie chorego. Metody mikrobiologiczne od-
grywaja bardzo wazna role w nadzorze nad rozprzestrze-
nianiem sie choroby. Wykazanie obecnosci pratkéw w bar-
wionych rozmazach plwociny identyfikuje chorych obficie
pratkujacych, odpowiedzialnych za transmisje zakazenia,
u ktérych nalezy jak najszybciej rozpoczac leczenie prze-
ciwgruzlicze, aby zmniejszy¢ ich zakaznos¢ [3, 17].

Mikrobiologiczne laboratoria pratka gruzlicy. Wedtug
zaleceh WHO wszystkie laboratoria pratka na $wiecie posia-
daja strukture 3-stopniowa, najnizsza stanowia laborato-
ria | rzedu, ktorych gtéwnym zadaniem jest przygotowy-
wanie rozmazéw, ich barwienie na obecnosé pratkéw
kwasoopornych (acid-fast bacilli — AFB) oraz przesytanie
materiatéw wraz z dokumentacja do laboratoriow wyzszego
rzedu.

Do zadan laboratoriéw Il rzedu nalezy wykonywanie
badan bakterioskopowych, izolowanie i identyfikowanie
szczepdw nalezacych do M. tuberculosis complex, wyko-
nywanie testéw lekowrazliwosci dla czterech gtéwnych
lekoéw przeciwpratkowych: INH —izoniazyd, RMP — rifam-
picyna, SM — streptomycyna, EMB — etambutol. Najwyzszy
poziom reprezentuja laboratoria Il rzedu, do ktérych
zadan nalezy wykonywanie badan zaréwno podstawowych,
jak i molekularnych. Nadrzedna funkcje nad siecig labo-
ratoriéw petni Krajowe Referencyjne Laboratorium Pratka,
ktére wspotpracuje z WHO. Istnienie krajowego laborato-
rium referencyjnego i jego praca w strukturach stuzb labo-
ratoryjnych jest uwazane przez ekspertéw WHO za bardzo
wazny element narodowych programoéw walki z gruzlica
(3, 10].

Materiaty do diagnozowania gruzlicy uktadu odde-
chowego. W przypadku podejrzenia gruzlicy uktadu odde-
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chowego do diagnostyki mikrobiologicznej pobiera sie plwo-
cine, wydzieline lub poptuczyny oskrzelowe, poptuczyny
oskrzelowo-pecherzykowe (bronchoalveolar lavage — BAL),
wymazy krtaniowe —w przypadku chorych bez kontaktu
(nigdy wymazy z gardta), ptyn z optucnej, wycinki tkanek,
poptuczyny zotadkowe pobrane od chorych majacych ten-
dencje do potykania plwociny, przewaznie dzieci i kobiet
[27, 28].

Chory powinien odkrztusi¢ plwocine w ilosci 3-5 ml pod
nadzorem personelu medycznego, a jezeli jest to nie-
mozliwe, powinien by¢ doktadnie poinstruowany, w jaki
sposob wykona¢ to w domu. Slina jest w diagnostyce gruz-
licy materiatem nieprzydatnym. Badanie cytologiczne
plwociny pozwala oceni¢, czy pochodzi ona z dolnych drég
oddechowych i moze sugerowac istniejagcy tam stan
zapalny. W przypadku bakteryjnego stanu zapalnego
plwocina wykrztuszona z dolnych drég oddechowych wy-
kazuje w swoim sktadzie komérkowym przewage neu-
trofiléw. Taki materiat jest odpowiedni jakosciowo do badan
bakteriologicznych. Przewaga komérek nabtonkowych
w plwocinie Swiadczy o duzej domieszce sliny, w ktorej
zawsze znajduja sie bakterie z gérnych drég oddechowych,
co moze powodowac kontaminacje zatozonej hodowli.

W badaniach wtasnych cytologicznych, z materiatow
przystanych do diagnostyki gruzlicy do Zaktadu Mikrobiolo-
gii IGICHP i opisanych na skierowaniu jako ,,plwocina”,
stwierdzono, ze 75% plwocin, ktére ulegty kontaminacji,
zawierato duza liczbe komérek nabtonkowych, natomiast
80% plwocin, z ktorych otrzymano hodowle M. tubercu-
losis, i 77% o dodatnich wynikach bakterioskopii pochodzita
z prébek zawierajacych duza liczbe neutrofildw [29, 30].

Ptyn z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (broncho-
alveolar lavage fluid — BALF) i wydzieline oskrzelowa
pobiera sie w szpitalu podczas bronchoskopii. Zwykle mate-
riat uzyskuje sie w stosunkowo matych objetosciach.
Ptyn z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego stanowi
bardzo dobry materiat diagnostyczny, wymaga jednak szyb-
kiego przekazania do laboratorium i w jak najwiekszej obje-
tosci. W laboratorium BALF jest poddawany zageszczeniu,
a uzyskany osad jest posiewany na pozywki hodowlane.
Zabieg bronchoskopii na ogét utatwia chorym odkrztu-
szanie, dlatego zaleca sie po bronchoskopii pobra¢ plwo-
cine i wystac ja do laboratorium na badanie. Ptyn z optuc-
nej pobrany od chorego powinien by¢ odestany do
laboratorium w maksymalnie duzej objetosci i zawsze
zageszczany przez wirowanie. Posiewanie na pozywki osa-
du znacznie zwieksza szanse wykrycia pratkéw.

W ostatnim 10-leciu wprowadzono wiele nowoczesnych
technologii opartych na lepszej znajomosci genetyki lub bio-
chemii komaérki bakteryjnej. Wprowadzono do laboratoriow
czute mikrobiologiczne metody, dzieki ktérym mozna
wykry¢ pojedyncze komarki Mycobacterium lub specyficzne
dla pratkéw substancje chemiczne, a tym samym skroci¢
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czas badania do kilku godzin. W diagnostyce mikrobiolo-
gicznej wykorzystuje sie metody, ktére charakteryzuja sie
rézna czutoscia i swoistoscia w wykrywaniu pratkow
gruzlicy oraz czasem niezbednym do uzyskania wyniku.

Badanie bakterioskopowe. Badanie mikroskopowe
jest proste w wykonaniu, tanie i wysoce specyficzne (95—
97%), a wynik jest mozliwy do uzyskania po kilku godzi-
nach. Pratkéw nie nalezy barwi¢ metodg Grama. Nieste-
ty, czutos¢ badania mikroskopowego jest bardzo mata,
szczegblnie w przypadkach diagnostyki mikrobiologicznej
gruzlicy pozaptucnej, gruzlicy u dzieci i w wiekszosci
przypadkéw mykobakteriozy, gdy przyczyna choroby sg
pratki niegruzlicze MOTT. U dzieci obfite pratkowanie, kt6-
re mozna wykry¢ w badaniu mikroskopowym, jest bardzo
rzadkie i na ogét wykrywa sie u nich pratki gruzlicy dopie-
ro w hodowli.

Wedtug réznych autoréw metoda bakterioskopii
pozwala na stwierdzenie obecnosci pratkéw, gdy w 1 ml
plwociny znajduje sie od 5000 do 10 000 komérek Myco-
bacterium [31]. Nie ma jednoznacznego pogladu na
temat, ktéry materiat jest lepszy do diagnostyki gruzlicy:
plwocina oddana przez chorego w czasie jego wizyty w pla-
cowce stuzby zdrowia (spot specimen) czy pobierana z rana,
po nocy (early morning specimen). Poniewaz pacjent musi
odda¢ do badania 2-3 prébki plwocin, dla komfortu cho-
rego dopuszcza sie oba rodzaje pobran stosowane naprze-
miennie. Na podstawie wyniku bakterioskopii nie mozna
jednoznacznie potwierdzi¢ rozpoznania gruzlicy. Ponad-
to w badaniu bakterioskopowym nie mozna odréznic prat-
kéw patogennych od pratkéw saprofitycznych, wyste-
pujacych czesto jako naturalna flora bakteryjna organizmu
lub pochodzacych ze srodowiska cztowieka. Przy dodat-
nim rozmazie nalezy zawsze wykona¢ badanie genetyczne
[30, 32].

Wykrywanie materiatu genetycznego pratkéw gruzli-
cy. Jedna z najnowoczesniejszych technik diagnostycznych
we wspotczesnej biologii jest technika reakcji tancuchowe;j
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR), ktéra zmie-
nita catkowicie klasyczne metody diagnostyki mikrobio-
logicznej, w tym pratkéw gruzlicy. Technika PCR umozli-
wia szybka (w czasie zaledwie kilku godzin) enzymatyczng
amplifikacje in vitro wybranych odcinkéw genomu bak-
teryjnego, az do takiej ilosci, jaka jest wymagana do hybry-
dyzacji ze specyficzna sonda genetyczna [33]. W nowo-
czesnym algorytmie pracy proponuje sie, aby z materiatu
od chorego, w ktérym stwierdza sie pratki metoda bak-
terioskopowa, wykona¢ badanie molekularne z typowa dla
M. tuberculosis complex sonda genetyczna. Badanie gene-
tyczne wymaga jednego roboczego dnia pracy i pozwala
odréznic pratkowanie chorego od kontaminacji materiatu
pratkami srodowiskowymi, pochodzacymi gtéwnie z wody
wodociggowej. Mozna wiec w czasie dwdch dni przepro-
wadzi¢ i zakonczy¢ dwa najwazniejsze badania w mikro-

biologicznej diagnostyce gruzlicy, a mianowicie wykrycie
i identyfikacje pratkoéw patogennych w materiale pobra-
nym od chorego [28, 32].

Coraz szerzej stosowana technika polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych DNA (restriction fragments
length polymorphism — RFLP) polega na identyfikowaniu
z okreslonymi sondami genetycznymi odcinkéw DNA,
wczesniej pocietymi enzymami restrykcyjnymi. Ponie-
waz uktad fragmentow restrykcyjnych jest charakterystycz-
ny dla danego gatunku, mozna go uzy¢ do identyfikacji
gatunku lub nawet szczepu bakterii [34, 35]. Dzieki bada-
niom molekularnym mozna wykaza¢, ze w obrebie jednej
rodziny wystapito zakazenie tym samym szczepem prat-
kow lub przesledzi¢ tafncuch epidemiologiczny zakazenia,
np. ze Srodowiska do cztowieka, lub rozprzestrzenianie sie
pratkéw droga zakazen szpitalnych.

Nowoczesne automatyczne systemy hodowli pratkéw.
Wyhodowanie pratkdw z materiatu klinicznego stanowi nie-
zbedny etap w diagnostyce gruzlicy. Wyhodowanie szcze-
pu Mycobacterium ciagle jest uznawane za ,ztoty standard”
w diagnostyce. Jest to metoda o wysokiej czutosci (blisko
90%) i specyficznosci (> 98%). Wyniki wszystkich innych sto-
sowanych metod s3 odnoszone do hodowli jako metody refe-
rencyjnej. Metoda hodowli jest bardziej czuta niz bakte-
rioskopia i umozliwia wykrycie pratkéw obecnych nawet
w matych ilosciach w materiatach klinicznych (ok. 1000
komérek/ml). Czas uzyskania hodowli na powszechnie sto-
sowanych w laboratoriach pozywkach jajowych L-J (Lowen-
steina-Jensena) lub Ogawy wynosi ok. 10 tygodni. Czas uzy-
skania hodowli pratkéw z materiatu pobranego od chorego
z podejrzeniem gruZlicy jest znacznie krétszy w nowych sys-
temach hodowlanych [36].

Podsumowanie

W diagnostyce mikrobiologicznej gruZlicy klasyczne
metody zostaty uzupetnione o diagnostyke oparta na
nowych systemach hodowlanych. W systemach tych
materiaty diagnostyczne od chorego s3 posiewane na
pozywkach zawierajacych ptynna pozywke Middlebro-
oka, na ktérych pratki rosna znacznie szybciej niz na pozyw-
kach statych agarowych lub jajowych. Nowoczesne systemy
hodowlane umozliwiajag wyhodowanie w ciggu kilku dni
szczepu pratkéw z materiatu klinicznego pobranego od
chorego . Czas wzrostu pratkow zalezy przede wszystkim
od liczby komérek bakterii, jakie sg zawarte w pobranym
materiale. Wynik ujemny wydawany jest po 6 tygodniach
inkubacji. We wszystkich automatycznych systemach
hodowli wzrost pratkéw jest rejestrowany jako reakcja bio-
chemiczna, np. oddychanie bakterii, pobieranie tlenu lub
wydalanie CO,. Proces jest rejestrowany automatycznie i
przeliczany na indeks wzrostu. Aparat informuje, ze butel-
ka hodowlana wykazuje wzrost pratkéw. Zaletg tych
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Tabela Il. Kryteria rozpoznania gruzlicy wg WHO
Table Il. Criteria for the diagnosis of tuberculosis by WHO

Potwierdzenie gruzlicy Wyniki badan
u chorego
przypadek pewny 1) wyhodowanie szczepu pratkow gruzlicy lub

2) dodatni wynik badania bakterioskopowego i wykrycie DNA/RNA pratkéw lub

3) stwierdzenie ziarniniakdéw w badaniu histologicznym i wykrycie DNA/RNA pratkow

przypadek prawdopodobny 1) dodatni wynik badania bakterioskopowego lub
2) wykrycie DNA/RNA w materiale klinicznym lub
3) stwierdzenie ziarniniakéw w badaniu histologicznym i obecnos¢ pratkdw

w barwionych wycinkach tkanek

przypadek mozliwy 1) objawy kliniczne odpowiadajace gruzlicy i badania obrazowe sugerujace gruzlice;

brak potwierdzen laboratoryjnych

metod jest mozliwoéc¢ wczesnego \/\/ykrycia wzrostu prat- 2. WHO. Global Tuberculosis Report 2012. World Health Organization,
kow juz po 4-6 dniach od zatozenia hodowli. Geneva 2012.
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czy chory jest diagnozowany po raz pierwszy, czy jestto 6. Gruzlica i choroby uktadu oddechowego w Polsce w 2010 roku.
wznowa gruzlicy. W przypadku chorych nowo wykrytych Korzeniewska-Koseta M. (red.). Instytut Gruzlicy i Chorob Ptuc,
przy pierwszym badaniu mikrobiologicznym, oprécz bak- Warszawa 2011.

terioskopii i posiewow na pozywkach statych i ptynnych, 7. Zwolska Z. Robert Koch tworca bakteriologii choréb zakaznych.
nalezy zleci¢ badanie genetyczne na obecnos¢ DNA lub RNA Via Medica, Gdansk 2006.

pratk()w gruZ[icy. Tes‘ty genetyczne nie moga by(’: Wka’ 8. Daniel TM. Robert Koch and the pathogenesis of tuberculosis.
nywane jako jedyna metoda diagnostyczna, poniewaz nie IntJ Tuberc Lung Dis 2005; 11: 1181-1182.

zastepuja innych metod bakteriologicznych, a s3 jedynie 9. Janicka-Sobierajska G. Gruzlica wsréd wieznidw w latach 1999-
ich uzupetnieniem. W grupie chorych wczesnie] leczonych 2003. Pneumonol Alergol Pol 2004; 72: 258.

- P 10. Zwolska Z, Augustynowicz-Kopec¢ E. GruZlica lekooporna. Pol Merk
z uwagi na ryzyko lekoopornosci zwigzane ze wznowa cho-

. , .. .. . Lek 2011; 30: 179: 5-9.

roby, oprécz badan wyzej wymienionych nalezy dodatko- ) ) . )

., . . 11. Augustynowicz-Kope¢ E. Gruzlica lekooporna w Polsce. Analiza
wo zleci¢ wykonanie molekularnego testu wykrywajace-

i . , . ¢ epidemiologiczna, mikrobiologiczna i genetyczna. Rozprawa habi-
go lekoopornos¢ pratkéw bezposrednio w materiale litacyjna. Akademia Medyczna w Warszawie, 2007.

Klinicznym pobranym od chorego. Laboratoryjne kryteria 15 Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010

rozpoznania gruzlicy zalezg od wynikow wielu badan global report on surveillance and response. WHO/HTM/TB/2010.3.
bakteriologicznych i histopatologicznych. Kryteria te przed- Dziennik Urzedowy Unii Europejskie]. L159 z 18.06.2008.
stawiono w tabeli Il. 13. Kozihska M, Brzostek A, Krawiecka D i wsp. Gruzlica lekoopor-

na typu MDR, pre-XDR | XDR w Polsce w latach 2000-2009. Pneu-
monol Alergol Pol 2011; 79: 278-287.

. Riley RL Transmission and environmental control. In: Tubercu-
losis. A comprehensive international approach, Reichman LB, Her-
shfield ES, (eds.) Marcel Dekker, New York 2000; 123-136.

1. Spigelman M, Lemma E. The use of polymerase chain reaction ~ 15. Zwolska Z. Znaczenie dezynfekcji powietrza w zapobieganiu trans-

(PCR) to detect Mycobacterium tuberculosis in ancient skele- misji gruzlicy w placéwkach medycznych. Zakazenia 2006; 5:
ton. Int ) Osteoarcheol 1993; 3: 137-147. 92-97.

Autorki deklarujg brak konfliktu intereséow. 14

Pismiennictwo

Reumatologia 2013; 51/6



Wybrane zagadnienia z epidemiologii i diagnostyki mikrobiologicznej gruzlicy

451

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

Ehrenkranz NJ, Kicklighter JL. Tuberculosis outbreak in a general
hospital: evidence for air-bone spread of infection. Ann Intern
Med 1972; 77: 377-382.

Raitio M, Tala E. Tuberculosis among health care workers dur-
ing three recent decades. Eur Respir J 2000; 15: 304-307.
Counsell SR, Tan JS, Dittus RS. Unsuspected pulmonary tuber-
culosis in a community teaching hospital. Arch Intern Med 1989;
149: 1274-1278.

Pecak W. Rola badah mikrobiologicznych w kierunku badania
pratkéw gruzlicy na poziomie lecznictwa podstawowego oraz
oddziatéow szpitala spoza pionu przeciwgruzliczego. Pneumonol
Alergol Pol 1997; 65: 403-412.

D’Agata E, Wise S, et al. Nosocomial transmission of Mycobac-
terium tuberculosis from an Extrapulmonary site. Infect Control
Hosp Epidemiol 2001; 22: 10-12.

Lundin AP, Adler AJ, Berlyne GM, et al. Tuberculosis in patients
undergoing maintenance hemodialysis unit. Am J Med 1979; 67:
597-602.

Zwolska Z. Mycobacterium bovis stary i nowy problem w gru-
Zlicy zwierzat i ludzi. Nowa Klinika. Medycyna Zakazen 2010; 17:
340-346.

Augustynowicz-Kope¢ E, Krajewska M, Zabost A i wsp. Charac-
terisation of Mycobacdterium bovis strains isolated from farm
and wild animals in Poland. Bull Vet Pulawy 2011; 55: 385-389.
Hlavsa MC, Moonan PK, Cowam LS, et al. Human tuberculosis
due to Mycobacterium bovis in the United States, 1995-2005.
Clin Infect Dis 2008; 47: 168-175.

Wréblewska M, Augustynowicz-Kope¢ E, Jezierska-Anczukéw A
i wsp. Endoskopy jako potencjalne zrodto zakazen szpitalnych.
Magazyn Medyczny 2002; 8: 17-23.

Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E, Domagata-Krzewniak A i wsp.
Ryzyko narazenia na gruzlice jako chorobe zawodowa u personelu
medycznego. Zakazenia 2001; 2: 17-22.

Zwolska Z, Augustynowicz-Kopeé Z. Diagnostyka gruzlicy i my-
kobakterioz. W: Choroby wewnetrzne. Stan wiedzy na 2010.
Szczeklik A (red.). Medycyna Praktyczna, Krakow 2011.
Drobniewski FA, Hoffner S, Rusch-Gerdes S, et al. Recommended
standards for modern tuberculosis laboratory services in
Europe. Eur Respir J 2006; 28: 903-909.

Zwolska Z. Struktura i organizacja sieci laboratoriéw pratka gruz-
licy w Polsce. W: Higiena w placéwkach opieki medycznej. Dul-
ny G, Leibrant E (red.). Verlag Dashofer 2002; 7: 6.

Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E, Kostrzewa E i wsp. Czutos¢
metody bakterioskopowej w wykrywaniu pratkéw gruzlicy i MOTT
na podstawie analizy 22 218 badanh diagnostycznych przeprowa-
dzonych w Zaktadzie Mikrobiologii IGICHP w okresie 1998-2001.
Pneumonol Alergol Pol 2002; 70: 368-377.

Rieder HL, Chonde TM, Myking H, et al. The public Health Serv-
ice National Tuberculosis Reference Laboratory and the Nation-
al Laboratory network. Minimum requirements, role and oper-
ation in a low-income country. Edition | Paris: International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease, 1998.

Zwolska Z, Augustynowicz-Kope¢ E. Wybrane zagadnienia
mikrobiologicznej diagnostyki gruzlicy. W: Gruzlica dziecieca.
Ziotkowski J (red.). Borgis, Warszawa 2010; 43-97.

Supply P, Allix C, Lejean S, et al. Proposal for standardization of
optimized mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-
number tandem repeat typing of M. tuberculosis. ) Clin Micro-
biol 2006; 44: 4498-4510.

34.

35.

36.

Augustynowicz-Kope¢ E, Jagielski T, Zwolska Z. Genetic diversity
of isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis isolates col-
lected in Poland and assessed by spoligotyping. J Clin Micro-
biol 2008; 46: 4041-4044.

Kozifiska M. Badanie zrédet transmisji gruzlicy w srodowisku
rodzinnym. W: Walka z gruzlicg u ludzi i zwierzat w Polsce. Stule-
cie pierwszego polskiego laboratorium pratka. Rudka 1912-2012.
Dusifiska H, Zwolska Z (red.). Wyd. Kawdruk, Warszawa 2012;
221-231.

Hepple P, Novoa-Cain J, Cheruiyot C, et al. Implementation of lig-
uid culture for tuberculosis diagnosis in a remote setting: les-
sons learned. Int ) Tuberc Lung Dis 2011; 15: 405-407.

Reumatologia 2013; 51/6



