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GRUZLICA - ZAPOMNIANA CHOROBA, O KTOREJ WARTO PAMIETAC

RYS HISTORYCZNY

Gruzlica, znana w przeszlosci jako ,su-
choty” lub ,biala plaga”, sposrod wszystkich
choréb zakaznych dotykajacych czlowieka
stanowila i nadal stanowi powazny problem
epidemiologiczny na calym S$wiecie (COLLINS
2001, MEHROTRA i BIsHAI 2001, SMITH 2003,
DucATl i wspotaut. 2006, SHARMA i MOHAN
2013).

Zrozumienie etiologii gruzlicy bierze swoj
poczatek od badan francuskiego lekarza
Théophile Laenneca. W swojej ksiazce pt.
D’Ausculation Mediate wydanej w 1819 r.
objasnil patogeneze gruzlicy, opisal kliniczne
objawy i wprowadzil wiele terminow opisuja-
cych te jednostke chorobowa, ktore uzywane
sa do dzis (DANIEL 2006). Okoto 45 lat poz-
niej, francuski chirurg Jean-Antoine Villemin
wytlumaczyt infekcyjna nature gruzlicy, za-
kazajac kroéliki ropna wydzieling z jamy ptuc
pacjenta zmartego na gruzlice. Trzy miesia-
ce pozniej, podczas autopsji zaobserwowal
on charakterystyczne dla gruzlicy zmiany w
ptucach zwierzat (DANIEL 2006).

Nowa karte w historii gruzlicy otwo-
rzyt 24 marca 1882 r. niemiecki uczony
Hermann Heinrich Robert Koch (Ryc. 1),
ktory podczas spotkania Towarzystawa Fi-
zjologow w Berlinie zaprezentowal wyktad
pt. Die Aetiologie der Tuberculose, w kto-
rym udokumentowatl, iz odkryte przez niego
bakterie sa czynnikiem etiologicznym gruz-
licy. Wyglosit on réwniez cztery postula-
ty, ktore po6zniej na jego czeSC zostaly na-
zwane postulatami Kocha i po dzis dzien
sa podstawg identyfikowania czynnikéw

etiologicznych choréb zakaznych (AUGUSTY-
NOWICZ-KOPEC i wspotaut. 2010, SHARMA i

MOHAN 2013). Dalsza praca naukowa Kocha
skupiata sie na préobie znalezienia substan-
cji, ktéra pozwolitaby uodporni¢ makroorga-
nizm na zakazenie pratkami gruzlicy, badz
shuzy¢ leczeniu choroby wywolywanej przez
(ZwoLska 2010).

te bakterie Zaobserwowat

Ryc. 1. Robert Koch (1843-1910) (http://www.ro-
bertkochwolsztyn.pl/).

on, iz zageszczony przesacz zabitej hodowli
pratkéw (pdzniejsza tuberkulina) moglby byé
uzywany jako wazne narzedzie w diagnozo-
waniu gruzlicy. Po podaniu uzyskanego pre-
paratu Koch zauwazy! intensyfikacje reakcji
zapalnej u zwierzat poddanych wczesniej za-
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kazeniu pratkami gruzlicy (DUCATI i wspol-
aut. 2006). To odkrycie pozwolito pozniej na
opracowanie przez Clemensa von Piquet tu-
berkulinowego testu skoérnego, ktory stat sie
waznym narzedziem w diagnozowaniu gruzli-
cy (DANIEL 2006). W tym samym czasie Koch
opracowal metode barwienia pratkow, ktora
udoskonalona zostala nastepnie przez Pau-
la Ehrlicha i do dzi§ wykorzystywana jest
w bakterioskopii jako barwienie Ziehl-Neel-
sena (DUCATI i wspoétaut. 2006). W 1905 r.
Kapituta Nagrody Nobla przyznala Robertowi
Kochowi nagrode w dziedzinie medycyny lub
fizjologii za caloksztalt prac badawczych nad
gruzlicg (ZWOLSKA 2010).

Odkrycia Kocha zachecily naukowcow z
calego swiata do wzmozonej pracy nad opra-
cowaniem skutecznych metod walki z gruzli-
ca. W 1896 r. amerykanski bakteriolog The-
obald Smith wykazal, iz gruzlica bydla nie
jest wywolywana przez Mycobacterium tuber-
culosis, lecz przez inny gatunek pratkéow tj.
M. bouvis, zas 12 lat pozniej Albert Calmet-
te i Camille-Guérin poddali bydlece pratki
wielokrotnemu pasazowaniu, uzyskujac awi-
rulentny szczep, ktory umozliwit uodpornie-
nie przeciwko wirulentnym M. tuberculosis.
To odkrycie doprowadzilo do opracowania
preparatu szczepionkowego znanego dzisiaj
jako szczepionka BCG (Bacille Calmette-Gu-
érin) (DANIEL 2006, DUCATI i wspotaut. 2006,
KLEINNIJENHUIS i wspoélaut. 2011, KRYSZTOPA-
-GRZYBOWSKA i LUTYNSKA 2014).

Ludzkos¢ musiata czeka¢ ponad 60 lat
od odkrycia Roberta Kocha na pojawie-
nie sie pierwszego leku na gruzlice (DUCATI
i wspotaut. 2006, WLODARCZYK i wspoblaut.
2012, SAVOLAINEN i wspoélaut. 2013). Po raz
pierwszy streptomycyna zostala wyizolowana
z promieniowcow Streptomyces griseus przez
Alberta Schatza, Elizabeth Bugie i Selma-
na Waksmana (DANIEL 2006). Chemiotera-
pia chorych na gruzlice obejmowata réwno-
czesne podawanie streptomycyny i kwasu
para-aminosalicylowego. Taka kombinacja
lekow zapobiegala pojawianiu sie szczepow
M. tuberculosis opornych na streptomycyne.
W 1951 r. dopuszczono do prob klinicznych
kolejny chemioterapeutyk, tj. izoniazyd. Obo-
wiazujace w tamtym czasie schematy lecze-
nia okreslaly podawanie, w dowolnych kom-
binacjach, dwoch z trzech dostepnych lekow
przeciwgruzliczych przez okres 18-24 miesie-
cy (SESTER i wspoétaut. 2011). Nieco podzniej
na liste chemioterapeutykow stosowanych w
leczeniu gruzlicy wpisano kolejno etambu-
tol (1962 r.), rifampicyne (1962 r.) i pira-
zynamid (1964 r.), a efektywny czas lecze-
nia chorych ulegl skréceniu do 6 miesiecy
(DANIEL 2006, VILLEMAGNE i wspoétaut. 2012,
SHARMA i MOHAN 2013). Obecnie w réznych
fazach badan klinicznych znajduje sie kil-

ka lekéw o aktywnosci przeciwgruzliczej, w
tym: delamanid, badequilina, nitorimidiazol-
-oksazyny czy linezolid skuteczny w leczeniu
gruzlicy wielolekoopornej (WHO 2014, OLA-
RU i wspoétaut. 2015). Chemioterapeutyki te
zyskuja na znaczeniu ze wzgledu na swoje
bakteriobojcze wilasciwosci w stosunku do
szczepow pratkow gruzlicy opornych na sto-
sowane obecnie leki, (PALOMINO 2006, KouL
i wspoétaut. 2011, SWINDELLS 2012, ZUMLA i
wspotaut. 2012, SHARMA i MOHAN 2013).

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
KOMPENDIUM

Czynnikiem etiologicznym gruzlicy sa
pratki z grupy Mycobacterium tuberculosis
complex, do ktoérej, poza M. tuberculosis, na-
leza réwniez: M. africanum, M. bovis, M. mi-
croti, a takze M. bovis BCG oraz M. caprae
i M. canetti (DANIEL 2006, DONG i MARTI-
NEZ 2011, GENGENBACHER i KAUFMANN 2012,
FORRELLAD i wspétaut. 2013). Pod wzgledem
taksonomicznym rodzaj Mycobacterium na-
lezy do rodziny Mycobacteriaceae, zaliczanej
do rzedu Actinomycetales.

Jedna 2z hipotez zaklada powstanie ro-
dzaju Mycobacterium w jurze, czyli ok. 150
min lat temu (DANIEL 2006). Wedlug GUTIER-
REZ i wspoétaut. (2005), przodek M. tubercu-
losis moégl zakazac¢ czlowieka juz 3 mln lat
temu, jednak dopiero udomowienie bydla
(ok. 10 000 lat temu) pozwolito pratkom M.
bovis na przeltamanie bariery zwierze-czlto-
wiek, co przyczynilo sie do powstania nowe-
go gatunku pratkow M. tuberculosis (NEILL
i wspotaut. 2005, DANIEL 2006, GENGENBA-
CHER i KAUFMANN 2012, FORRELLAD i wspol-
aut. 2013).

Genom M. tuberculosis zawiera 4,4 milio-
néw par zasad i jest jednym z najwiekszych
genomo6w wsrod bakterii, obejmujacym okoto
4000 gendéw, z czego ponad 250 uczestni-
czy w biosyntezie komponentow lipidowych
Sciany komorkowej (COLE i wspolaut. 1998,
FORRELLAD i wspodlaut. 2013). Funkcja ok.
40% genéw nie zostala jak dotad poznana
i moze stanowi¢ klucz w rozwiazaniu zagad-
kowej interakcji pomiedzy patogenem a go-
spodarzem (SMITH 2003, KAUFMANN i wspol-
aut. 2005).

Pratki gruzlicy sa Gram-dodatnimi, lekko
wygietymi pateczkami tlenowymi lub mikro-
aerofilnymi, ktérych czas generacji wynosi
od 18 do 24 godz. Sciana komérkowa prat-
kow ma budowe dos¢ unikatowa w Swiecie
bakterii. Poza peptydoglikanem i polisacha-
rydami, zawiera nietypowe glikolipidy i lipi-
dy, w tym dhlugotancuchowe kwasy myko-
lowe (COLE i wspoélaut. 1998, EMPADINHAS i
wspotaut. 2008, GENGENBACHER i KAUFMANN
2012, FORRELLAD i wspétaut. 2013). Taka
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Ryc. 2. Pratki M. tuberculosis w preparacie bar-
wionym metoda Ziehl-Neelsena (MUDDAIAH i
wspotaut. 2013).

budowa S$ciany komorkowej pratkow wa-
runkuje ich kwasoopornosé¢, utrudniajac ich
barwienie standardowa metoda Grama. We-
dhug protokotu barwienia metoda Ziehl-Neel-
sena, 3% roztwér HCl w alkoholu etylowym
(tzw. kwasny etanol), uzyty po barwieniu na
goraco fuksyna karbolowa, odbarwia wszyst-
kie bakterie poza pratkami, pozwalajac na
uwidocznienie w preparacie réZOwo-CzZerwo-
nych Mycobacterium sp. (Ryc. 2).

Pratki M. tuberculosis nie wytwarzaja
przetrwalnikéw, ale maja zdolnos¢ wchodze-
nia w stan spoczynkowy, charakteryzuja-
cy sie obnizona aktywnoscia metaboliczng i

Ryc. 3. Zapadalnos¢ na gruzlice na swiecie w 2014 r.

WHO 2015).

opornoscia na niekorzystne warunki Srodo-
wiskowe (RUDNICKA 2004, GENGENBACHER i
KAUFMANN 2012).

Naturalna opornos¢ pratkéw na wiele
antybiotykéw sprawia, iz leczenie gruzlicy
jest trudne, a niekiedy nawet niemozliwe.
Ta opornos¢ zwiazana jest nie tylko z hy-
drofobowa S$ciang komoérkowa, ktora tworzy
bariere nieprzepuszczalna dla lekéw, lecz
réowniez determinowana jest przez obecnos$c
licznych genéw lekoopornosci. Koduja one
hydrolityczne enzymy, takie jak (-laktamazy
czy transferazy acetylo-aminoglikozydowe, a
takze zlozone systemy transporterowe, kto-
re efektywnie usuwaja lek z komoérki pratka
(COoLE i wspétaut. 1998, FLORES i wspoétaut.
2005). Poza tym, tak duza lekoopornosé
pratkéw potegowana jest przez liczne muta-
cje w obrebie genomu, bedace konsekwencja
nieodpowiedniego leczenia, trwajacego zbyt
krotko lub przerwanego (COLE i wspoétaut.
1998, GENGENBACHER i KAUFMANN 2012).

OBECNA SYTUACJA |
EPIDEMIOLOGICZNA GRUZLICY
W POLSCE I NA SWIECIE

W skali swiatowej gruzlica wciaz pozo-
staje ogromnym problemem epidemiologicz-
nym. Wedlug szacunkowych danych WHO
w 2014 r. odnotowano 9,6 mln przypadkéw
gruzlicy, w tym 1 mln zachorowan u dzie-
ci i 1,5 mln zgonéw na tg chorobe, z czego
37,5% stanowili chorzy ze wspoélistniejacym
zakazeniem wirusem HIV (ang. human im-
munodeficiency virus). Rozklad zapadalno-
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Sci na gruzlice na swiecie przedstawiono na
Ryc. 3. Najnizszy wspotczynnik zachorowania
odnotowuje sie w krajach wysoko rozwinie-
tych, w tym w wiekszosci panstw zachodniej
Europy, Kanadzie, Stanach Zjednoczonych
Ameryki, Australii i Nowej Zelandii. W pan-
stwach tych wspolczynnik zachorowania na
100.000 ludnosci jest mniejszy niz 10 przy-
padkow rocznie. Najwiecej nowych przypad-
koéw gruzlicy odnotowuje sie w krajach po-
tudniowej Afryki: Mozambiku, Zimbabwe i w
Korei Pélnocnej, gdzie wspoélczynnik zacho-
rowalnosci osigga wartos¢ nawet 500 przy-
padkow na 100.000 mieszkancow. Dane epi-
demiologiczne podaja, iz w 2014 r. odnoto-
wano 480.000 nowych przypadkow gruzlicy
wielolekoopornej (ang. multi-drug resistant
tuberculosis, MDR-TB), z czego wiecej niz
polowe stanowily zachorowania w Indiach,
Chinach i Rosji. Przewazajaca wiekszosc
krajow na Swiecie odnotowala przynajmniej
jeden przypadek rocznie gruzlicy ekstremal-
nie wielolekoopornej (ang. extensively drug-
-resistant tuberculosis, XDR-TB). Srednio
9,7% zachorowan na gruzlice MDR-TB sta-
nowity przypadki XDR-TB. Najwiecej takich
przypadkow odnotowano w Azerbejdzanie
(12,8%), w Tadzykistanie (21,0%) i na Litwie
(24,8%). W krajach tych kazdego roku odno-
towuje sie az 10 nowych przypadkow gruzli-
cy XDR-TB (WHO 2015).

Pomimo iz shuzby epidemiologiczne w
2015 r. odnotowaly w Polsce 6430 zachoro-
wan na gruzlice (w tym 81 przypadkéw u
dzieci), co stanowilo o 268 mniej przypad-
kéw niz w roku poprzednim, to zapadalnosé
na gruzlice w Polsce jest wciaz wyzsza niz
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Ryc. 4. Zapadalnos¢ na gruzlice w Polsce w
2015 r. wedlug wojewodztw (wspotczynnik na 100
000 ludnosci) (Biuletyn IGiChP 2016).

w wiekszosci krajow europejskich i wynosi
16,7 przypadkow na 100.000 mieszkancow.
Najwyzsza zapadalnos¢ na gruzlice odnoto-
wano w wojewodztwach: §laskim (26,5), lu-
belskim (22,7) i 16dzkim (22,2). Najmniej
przypadkow gruzlicy w kraju obserwowano
w wojewodztwach: wielkopolskim (8,3), war-
minsko-mazurskim (9,2), podlaskim (10,5),
lubuskim (11,3) i zachodnio-pomorskim
(13,7). Rozklad zapadalnosci na gruzlice
w Polsce przedstawiono na Ryc. 4 (IGICHP
20106).

Nowe zachorowania na gruzlice stanowity
89,5% ogotu przypadkéw tej choroby, kto-
rej dominujgca postacia byla gruzlica ptuc.
W 2014 r. chorzy z gruzlicg pluc stanowi-
li 94,5% wszystkich przypadkéw aktywne;j
gruzlicy. W tym czasie od chorych wyizolo-
wano 110 szczepow opornych na jeden lek
podstawowej terapii gruzlicy i 21 szczepow
wielolekoopornych (IGICHP 2016).

DIAGNOSTYKA ZAKAZEN
M. TUBERCULOSIS

Gruzlica byla jedna z pierwszych chorob
zakaznych, w ktorej zidentyfikowano czyn-
nik etiologiczny, czyli pratki M. tuberculo-
sis. Pomimo wieloletnich, prowadzonych na
szeroka skale szczepien przeciwgruzliczych
szczepionka BCG i wyznaczenia schematu
leczenia obejmujacego 4 leki przeciwprat-
kowe, gruzlica, powodujaca ponad 1 milion
zgonOw rocznie, pozostaje powaznym Swia-
towym zagrozeniem (ANDERSEN i wspoétaut.
2000, KAUFMAN i VAN HELDEN 2008, CRUZ i
wspoélaut. 2010, DRUSZCZYNSKA i wspotaut.
2012). Zagrozenie to ulega nasileniu wraz
z dramatycznym wzrostem czestosci izolo-
wania pratkow gruzlicy wielolekoopornych
(DRUSZCZYNSKA i wspotaut. 2009). Powaznym
problemem jest masowe wystepowanie utajo-
nych zakazen M. tuberculosis u okolo 2 mi-
liardow ludzi. Osoby takie stanowia glowny
rezerwuar pratkow gruzlicy, gdyz w sytuacji
ostabienia odpornosci nastepuje u nich re-
aktywacja pierwotnie wygaszonych ognisk
gruzliczych, prowadzaca do aktywnej gruzlicy
i transmisji zakazenia. Jedynym sposobem
zapobiegania rozsiewowi pratkéw przez prat-
kujacych chorych jest szybkie wykrywanie
zakazenia i wlasciwe, kontrolowane leczenie.
Wypeklienie tego nakazu, w sytuacji rosna-
cego zagrozenia gruzlica w Swiecie, stwarza
konieczno§¢ pokonania licznych trudnosci
w diagnozowaniu tej choroby (KAUFMAN i
VAN HELDEN 2008, DRUSZCZYNSKA i wspol-
aut. 2009, KUNNATH-VELAYUDHAN i GENNARO
2011). Nadal najczesciej, poza ocena klinicz-
na i radiologiczna, chorych na gruzlice dia-
gnozuje sie na podstawie obecnosci pratkow
kwasoopornych w preparatach mikroskopo-
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wych, hodowli na podtozach bakteriologicz-
nych i wyniku testu tuberkulinowego. Nale-
zy podkreslié, ze ta standardowa procedura
diagnozowania gruzlicy jest czesto zawodna,
a wysoki odsetek chorych z aktywna gruzli-
ca jest poddawany przeciwpratkowej terapii
tylko na podstawie wystepujacych objawow
chorobowych i obrazu radiologicznego ptuc.

BAKTERIOSKOPIA

Rozmaz plwociny jest podstawowym i
najczesciej wykonywanym badaniem dia-
gnostycznym w kierunku gruzlicy. Opiera
sie on na wykryciu kwasoopornych bakterii
uwidocznionych w preparatach barwionych
metoda Ziehl-Neelsena (Ryc. 2) (KAUFMAN i
VAN HELDEN 2008, SwAI i wspoétaut. 2011,
MUDDAIAH i wspétaut. 2013). Dodatni wynik
bakterioskopii jest przyjmowany jako dowod
na obecnos¢ aktywnej gruzlicy. Pomimo iz
test ten jest latwy, szybki i tani, ma wie-
le ograniczen. W metodzie tej barwia sie nie
tylko pratki M. tuberculosis, lecz rowniez
inne pratki z grupy M. tuberculosis complex,
do ktoérej zalicza sie M. africanum, M. bouis,
M. bovis BCG, M. caprae, M. canetti i M. mi-
croti oraz liczne inne gatunki mykobakterii,
w tym M. kansassi, M. marinum, M. ulcerans
i M. smegmatis (NEILL i wspodlaut. 2005,
DANIEL 2006, GENGENBACHER i KAUFMANN
2012, FORRELLAD i wspotaut. 2013). Kolejng
nieudogodnosc¢ stanowi fakt, iz dla wykrycia
pratkow ta metoda wymagana jest obecnosc¢
co najmniej 5x10° komoérek bakteryjnych w
1 ml plwociny (KAUFMAN i VAN HELDEN 2008,
AUGUSTYNOWICZ-KOPEC i wspoétaut. 2010,
SwAI i wspotaut. 2011). Metaanaliza przepro-
wadzona przez STEINGART i wspoétaut. (20006)
okreslita czulos¢ i swoistos¢ bakterioskopii
na poziomie, odpowiednio 74% oraz ponad
90%. Podkreslenia wymaga rowniez fakt sto-
sowania coraz czeSciej metod mikroskopii
fluorescencyjnej w wykrywaniu pratkow w
preparatach mikroskopowych. W zaleznosci
od wykorzystywanego zrodia sSwiata, diody
elektroluminescencyjnej czy wysokocisnie-
niowej lampa rteciowa, czulos¢ wykrywania
ta metoda wzrasta odpowiednio do 83,1% i
82,4% (SINGHAL i MYNEEDU 2015)

HODOWLA - METODA REFERENCYJNA
W DIAGNOSTYCE GRUZLICY

Hodowla pratkéw na podlozach bakterio-
logicznych jest kolejnym narzedziem wyko-
rzystywanym powszechnie w diagnhozowaniu
gruzlicy (AUGUSTYNOWICZ-KOPEC i wspotaut.
2013). Metoda ta wymaga wczesSniejszego
opracowania materialu klinicznego (plwo-
ciny) w celu eliminacji bakterii saprofitycz-
nych, w tym naturalnej mikroflory gérnych
drog oddechowych i zwiekszenia gestosci
pratkow w badanym materiale. Poza wymo-

Ryc. 5. Zdjecie rentgenowskie klatki piersiowej
osoby chorej na gruzlice. Widoczne wyrazne prze-
jasnienie w lewym plucu (BURRILL i wspoélaut.
2007).

giem posiadania specjalistycznego zaplecza
laboratoryjnego, metoda ta jest dos¢ czaso-
chtonna. Wynika to z faktu, iz czas niezbed-
ny do pojawienia sie pojedynczych kolonii,
na bogatym w substancje odzywcze podlozu
wzrostowym: Lowensteina-Jensena lub Mid-
dlebrook’a 7H10, wynosi nawet do 8 tygodni
(Ryc. 5) (KAUFMAN i VAN HELDEN 2008, MUD-
DAIAH i wspoétaut. 2013). Wprowadzenie sys-
temu BACTEC do konwencjonalnej hodowli
pratkow skrocilo czas oczekiwania na wynik
badania, z jednoczesna analiza wzorcow le-
koopornosci. Zastosowane przez firme Bec-
ton Dickinson systemy te, w zaleznosci od
zastosowanego detektora, monitoruja fluore-
scencje hodowli (BACTEC™ MGIT™ 960) lub
wykrywaja CO, z radioaktywnym izotopem
wegla (,,C) (BACTEC 460TB), ktory uwalnia-
ny jest przez pratki podczas rozkladu obec-
nego w podtozu hodowlanym (Middlebrook a
7H12) znakowanego kwasu palmitynowego.

TUBERKULINOWY TEST SKORNY

Tuberkulinowy test skoérny (ang. tuber-
culin skin test, TST) jest jedna z najstar-
szych i wciaz powszechnie uzywanych me-
tod w diagnostyce gruzlicy, w tym utajone-
go zakazenia pratkami (AUGUSTYNOWICZ-KO-
PEC i wspotaut. 2013). Test ten opiera sie
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na Srodskornym wstrzyknieciu w srodkowa
czeS¢ przedramienia zazwyczaj 2 jednostek
(ang. international unit, IU) tuberkuliny PPD
RT23 (ang. purified protein derivative, PPD;
Statens Serum Institute). Po 48-72 godzi-
nach mierzy sie Srednice stwardnienia (aler-
gii skornej) powstalego na skutek rozwoju
nadwrazliwosci poznej na tuberkuline (ang.
delayed-type hypersensitivity, DTH). Immu-
nologiczne podloze tej reakcji zwiazane jest
z naplywem limfocytéw T i monocytéw/ma-
krofagow do miejsca iniekcji oraz produkcja
przez ,uczulone” komorki mediatorow reak-
cji zapalnej w tym IL-8 (ang. interleukin-8),
IFN-y (ang. interferon-y) i TNF-a (ang. tumor
necrosis factor-a) (DRUSZCZYNSKA i wspétaut.
2012). W populacji szczepionej BCG, w tym
w Polsce, za wynik dodatni przyjmuje sie
naciek nie mniejszy niz 10 mm. Test ten
nie znajduje zastosowania w grupie osob z
immunosupresja, w tym u oséb zakazonych
wirusem HIV, a takze u oso6b z kontaktu,
ktore w przeszlosci przebyly gruzlice lub
mialy dodatnia prébe tuberkulinowsa (ANDER-
SEN i wspélaut. 2000, AUGUSTYNOWICZ-KOPEC
i wspotaut. 2013). Ponadto, duza nieudo-
godnoscig jest koniecznosS¢ powrotu pacjenta
na odczyt testu po 2-3 dniach. Zaskakujaca
jest rowniez rozbieznoS¢é w pomiarze Sredni-
cy stwardnienia, ktora zalezy od doswiad-
czenia osoby odczytujacej wynik (KAUFMAN
i VAN HELDEN 2008). Najwazniejszym ogra-
niczeniem tego testu jest fakt, iz od 10 do
25% oso6b z aktywna gruzlica nie odpowia-
da na S$roédskornie podanag tuberkuline, co
utrudnia diagnozowanie tej choroby (KAUF-
MAN i VAN HELDEN 2008, PARIDA i KAUFMANN
2010, DAl i wspoétaut. 2012, WLODARCZYK
i wspoélaut. 2014). Powaznym problemem
diagnostycznym jest réwniez wystepowa-
nie dodatnich wynikéw préby tuberkulino-
wej, bedacych nastepstwem wczesniejszego
szczepienia BCG.

TESTY INTERFERONOWE W DIAGNOZOWANIU
GRUZLICY

Liczne ograniczenia standardowej diagno-
styki gruzlicy staly sie impulsem do poszu-
kiwania alternatywnych testéw diagnostycz-
nych. W ciagu ostatniej dekady pojawily sie
dwa komercyjne zestawy tzw. testéw interfe-
ronowych IGRA (ang. interferon-gamma re-
lease assay): QuantiFERON®-TB Gold Plus
(QFT, Qiagen) i T-SPOT.TB (Oxford Immu-
notec,) (PARIDA i KAUFMANN 2010, VASSILOPO-
ULOS i1 wspétaut. 2011, DAI i wspotaut. 2012,
RaMOS i wspoétaut. 2012, RANGAKA i wspol-
aut. 2012, PoLLOCK i wspolaut. 2013). Testy
te opieraja sie na detekcji IFN-y produko-
wanego przez uczulone limfocyty T, CD4(+)
i CD8(+) w odpowiedzi na stymulacje specy-
ficznymi antygenami mykobakterii: ESAT-6

(ang. early secreted antigenic target-6), CFP-
10 (ang. culture filtrate protein-10) i TB 7.7
(p4) (VASSILOPOULOS i wspotaut. 2011, RaAMOS
i wspotaut. 2012, DRUSZCZYNSKA i wspoélaut.
2013, PoLLOoCK i wspoélaut. 2013). Antygeny
ESAT-6 i CFP-10 kodowane sa przez region
roznicowania RD1 (ang. region of difference),
ktory wystepuje w genomie pratkow M. tu-
berculosis (MICHALOWSKA-MITCZUK 2000, Ko-
CIK i wspoétaut. 2012, WLODARCZYK i wspol-
aut. 2014). Utrata podczas atenuacji regio-
nu RD1 w szczepionkowym szczepie BCG i
brak u wiekszosci niegruzliczych mykobakte-
rii sprawia, iz testy te sa bardziej specyficz-
ne niz TST (MICHALOWSKA-MITCZUK 2000, DAI
i wspotaut. 2012, ONUR i wspoétaut. 2012,
RANGAKA i wspétaut. 2012). Jakkolwiek przy-
najmniej 3 gatunki pratkéw Srodowiskowych
posiadaja RD1, sa to miedzy innymi: M.
kansasii, M. marinum i M. szlugai (Tabela 1)
(MICHALOWSKA-MITCZUK 2000, KOCIK i wspot-
aut. 2012). W tescie QFT mierzony jest im-
munoenzymatycznie poziom stezenia IFN-y
produkowanego przez limfocyty w pelnej
krwi, natomiast test T-SPOT.TB, wykorzystu-
jacy jedynie dwa antygeny: ESAT-6 i CFP-
10, opiera sie na technice ELISpot i ocenia
sie w nim liczbe limfocytow wytwarzajacych
IFN-y. Czulos¢ i swoistos¢ testow IGRA zale-
zy od grupy badanych osob: wieku, statusu
immunologicznego, chorob towarzyszacych i
waha sie, odpowiednio od 76 do 84 % oraz
od 42 do 79 % (CHEN i wspoélaut. 2011,
LING i wspéotaut. 2011, SESTER i wspol-
aut. 2011, DAI i wspétaut. 2012, POLLOCK i

Tabela 1. Wystepowanie specyficznych antygenow
stosowanych w tescie QuantiFERON-TB Gold
Plus wsrod bakterii z rodzaju Mycobacterium (Ko-
CIK i wspoétaut. 2012)

EAST-6 CFP-10 TB 7.7 (p4)
RD1 RD1 RD11

Region réznicowania

. tuberculosis Complex
. tuberculosis

. africanum

bovis

. bovis BCG
Gothenberg - - -

SR REREEER

Moreau - - -
Pasteur - - -

Szczepy srodowiskowe pratkow

M. avium - — _
M. fortuitum - - _
. intracellulare - - _
. kansasii + + _
. smegmatis - - —

. marinum + + -

RREEE

. szlugai + + -




Gruzlica — zapomniana choroba, o ktérej warto pamietad

319

wspoélaut. 2013). Czulosé testow interferono-
wych probuje sie zwieckszy¢ przez oznaczenie
dodatkowych cytokin, produkowanych przez
efektorowe limfocyty T rozpoznajace antyge-
ny pratkéw gruzlicy. Amerykanska organi-
zacja Food and Drug Administration (FDA)
w 2005 r. zaaprobowala testy interferonowe
jako istotne narzedzie wspomagajace podsta-
wowag diagnostyke gruzlicy, chociaz glownym
przeznaczeniem tych testéw jest wykrywanie
utajonego zakazenia M. tuberculosis (AUGU-
STYNOWICZ-KOPEC i ZWOLSKA 2010, WELODAR-
CZYK i wspoélaut. 2012) (Tabela 1).

INNE TESTY DIAGNOSTYCZNE GRUZLICY

Badanie radiologiczne

W poréwnaniu do klasycznych metod
diagnozowania gruzlicy, badanie radiologicz-
ne ma na celu detekcje zmian wywotanych
przez Dbakterie w zakazonym organizmie
(KAUFMAN i VAN HELDEN 2008). W obrazie ra-
diologicznym gruzlicy naciekowej, najczest-
szej postaci gruzlicy pluc, obserwuje sie nie-
ostro odgraniczone zacienienie z przejasnie-
niem (Ryc. 5) (MICHALOWSKA-MITCZUK 2000,
BURRILL i wspotaut. 2007). Podobny obraz
towarzyszy nowotworom pluc i zmianom za-
palnym o etiologii innej niz gruzlica, tj. in-
fekcjom gronkowcowym czy mykoplazmowym
(MICHALOWSKA-MITCZUK  2000). W krajach
wysoko rozwinietych badanie radiologiczne
uzupelniane jest, rzadko zastepowane, to-
mografia komputerowa (ang. high resolution
computer tomography, HRCT), shluzaca wy-
biérczemu obrazowaniu tkanki plucnej. Ba-
danie to wykonywane jest w przypadkach
klinicznych, gdzie zawodza standardowe me-
tody radiologiczne (KAUFMAN i VAN HELDEN
2008).

Testy molekularne

Do diagnostyki gruzlicy pod koniec lat
90. XX w. wprowadzono wysoce czuly test
molekularny, wykrywajacy pratki gruzlicy
obecne w badanym materiale (KAUFMAN i
VAN HELDEN 2008). Test AMPLICOR Myco-
bacterium tuberculosis (Roche Diagnostics,
Szwajcaria) oparty jest na amplifikacji kwa-
sow nukleinowych (ang. nucleic acid ampli-
fication, NAA). Pod koniec 2009 r. test ten
zostal jednak wyparty przez nowopowsta-
ly system Xpert MTB/RIF (Cepheid, Stany
Zjednoczone), w ktéorym wykorzystano reak-
cje lancuchowa polimerazy (ang. polymera-
se chain reaction, PCR), z analiza przyro-
stu produktu w czasie rzeczywistym (ang.
real time PCR, RT-PCR). W tescie tym za-
stosowano sondy o powinowactwie do genu
rpoB, umozliwiajace tym samym nie tylko
identyfikacje M. tuberculosis, ale rowniez
wykrycie szczepow opornych na rifampicy-

ne (SAFIANOWSKA i wspétaut. 2012). Muta-
cja w wysoce konserwatywnym genie rpoB,
kodujacym podjednostke [ polimerazy RNA,
warunkuje oporno$¢ pratkéow na rifapicyne
(SUN i wspotaut. 2009, SAFIANOWSKA i wspot-
aut. 2012, STEINGART i wspoétaut. 2013). Po
S latach od dopuszczenia testu do rutyno-
wej diagnostyki gruzlicy przez ECDC (ang.
European Centre for Disease Prevention and
Control) oceniono jego swoistos¢ i czulosé
na poziomie, odpowiednio 99,5% i 81,8%
(SAFIANOWSKA i wspélaut. 2012).

Bakteriofagi w diagnostyce gruzlicy

Test FastPlaque (Biotec Laboratories
Ltd., UK) jest szybkim testem komercyj-
nym, stuzacym do wykrywania pratkéow M.
tuberculosis bezposrednio w plwocinie (Ryc.
6A) (BARMAN GADRE 2007, KAUFMAN i VAN
HELDEN 2008). Wykorzystuje sie w nim zdol-
nos¢ mykobakteriofagow do wnikania i repli-
kowania sie w wolnorosnacych wirulentnych
szczepach M. tuberculosis i M. ulcerans oraz
szybkorosnaycych pratkach M. smegmatis
(BARMAN i GADRE 2007). Bakteriofag D29
stosowany w tym tescie nalezy do dsDNA
(ang. double-stranded DNA) fagow (JAFARI i
LANGE 2008). Opracowana standardowymi
metodami plwocine inkubuje sie z bakterio-
fagami, ktore atakuja zywe komoérki prat-
kow. Dodanie w kolejnym etapie substancji
o aktywnosci przeciwwirusowej powoduje eli-
minacje wirioné6w znajdujacych sie poza do-
celowa komorka bakteryjna. Nastepnie, taka
probe miesza ze Srodowiskowymi szczepami
M. smegmatis, po czym wysiewa na sztucz-
ne podloza hodowlane. Zainfekowane przez
bakteriofagi pratki gruzlicy obecne w plwo-
cinie, ulegaja lizie, uwalniajac nowe czastki
wirusowe zdolne do wnikania do szybkoro-
snacych M. smegmatis. Pojawienie sie przy-
najmniej 20 lysinek na podilozu Swiadczy o
pozytywnym wyniku testu (PALOMINO 2006,
BARMAN i GADRE 2007, JAFARI i LANGE
2008, KAUFMAN i VAN HELDEN 2008). Zaleta
tego testu jest fakt, iz wynik uzyskuje sie
po 48 godz. Dodatkowo, test ten wykrywa
juz 100-300 komorek mykobakteryjnych w
1 ml plwociny, co czyni go znacznie czul-
szym niz standardowa metoda bakterioskopii
(JAFARI i LANGE 2008).

Test Reporter Phage wykorzystuje re-
kombinowane bakteriofagi TM4, D29, LS i
Chel2, dzieki ktorym, metodami inzynierii
genetycznej, wprowadzono geny reporterowe,
w tym gen kodujacy lucyferaze (fflux), badz
biatka fluorescencyjne: =zielone GFP (ang.
green fluorescent protein) lub zoélte ZsYellow
(Ryc. 6B) (HAzZBON i wspoétaut. 2003, JAFA-
RI i LANGE 2008). Po wniknieciu faga zawie-
rajacego reporter lucyferazy (ang. luciferase
reporter phage, LPR) do docelowej komorki
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Ryc. 6. Schemat wykrywania pratkéow z wykorzystaniem bakteriofagow w teScie FastPlaque (A) oraz

ReporterPhage (B).

bakteryjnej, ekspresji ulega material gene-
tyczny faga wraz z bialkiem reporterowym.
Nagromadzona lucyferaza katalizuje w obec-
nosci ATP rozklad obecnej w podlozu lucyfe-
ryny, czego konsekwencja jest emisja Swiatla
(HAZBON i1 wspotaut. 2003). Zjawisko to za-
chodzi wylacznie w aktywnych metabolicznie
pratkach i wykorzystywane jest nie tylko do
wykrywania ich w materiale biologicznym,
ale rowniez do oceny wrazliwosci pratkow
na tuberkulostatyki (HAZBON i wspoétaut.
2003, JAFARI i LANGE 2008). Ograniczeniem
testu jest zdolnosé bakteriofagéw do zaka-
zania nie tylko pratkow M. tuberculosis, lecz
rowniez M. bovis, w tym M. bovis BCG, a
takze M. marinum, M. chelonae, M. aurum,
M. smegmatis, M. phlei, M. terrae, M. xeno-
pi i M. intracellulare, co znacznie obniza jego
specyficznos¢ (JAFARI i LANGE 2008).

Nowe, alternatywne metody wykrywania
zakazenia pratkami gruzlicy

Wspotczesne trendy badawcze skupia-
ja sie na poszukiwaniu nowych metod dia-
gnozowania gruzlicy, co pozwoli na opraco-
wywanie skutecznych schematéw terapeu-
tycznych i monitorowanie postepow leczenia

oraz wyznaczanie nowych sposobow swoistej
profilaktyki. Wsrod kandydatow na biomar-
kery zakazenia pratkami gruzlicy typuje sie
wiele komponentow Sciany komorkowej tych
bakterii (WALLIS i wspotaut. 2013).

Jednym z nich jest glikolipid - lipoara-
bino-o-mannan (LAM). Wykrywanie LAM,
jako bakteryjnego produktu aktywnych me-
tabolicznie pratkéw, moze mie¢ potencjalny
udzial w rozroznianiu aktywnej postaci gruz-
licy od wusSpionego zakazenia M. tuberculo-
sis, niezaleznie od statusu odpornosciowego
chorych, co wydaje sie by¢ istotne w wykry-
waniu gruzlicy u oséb zakazonych wirusem
HIV (BRENNAN 2003, NAKIYINGI i wspoétaut.
2014). Czulosc¢ i swoistos¢ komercyjnego te-
stu wykrywajacego LAM w moczu (Clearview
TB® ELISA, Inverness Medical Innovations,
U.S.A.), wsrod pacjentow z aktywna gruzlica
ptuc, waha sie odpowiednio od 13% do 93%
i od 87% do 99%, podczas gdy u pacjentow
HIV-dodatnich parametry te osiagaja odpo-
wiednio wartosci 67-85% i 94-100% (LAWN
2012, SAVOLAINEN i wspoétaut. 2013).

Rdzen Sciany komorkowej pratkéw sta-
nowi peptydyoglikan (PG), z przylaczonym
do niego kowalencyjnie arabinogalaktanem
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Ryc. 7. Schemat budowy $ciany komorkowej M.
tuberculosis.

estryfikowanym kwasami mykolowymi. Sa
to a-alkilowe-pB-hydroksy kwasy thuszczowe,
o liczbie atomow wegla wahajacej sie od
70. do 90., charakterystycznej dla rodza-
ju Mycobacterium. Ponadto, kwasy mykolo-
we maja wysoki stopien zréznicowania pod
wzgledem struktury chemicznej, co znajduje
przelozenie w taksonomii, pozwalajac na od-
roznienie pratkow M. tuberculosis od MOTT
(ang. mycobacteria other than tuberculosis)
(PLUDDEMANN i wspoétaut. 2006, GUENIN-MA-
CE i wspoélaut. 2009, KOWALSKI i wspoélaut.
2012, LawN 2012, SzZEWCZYK i wspotaut.
2013). Wykrywanie kwasow mykolowych me-
toda chromatografii cieczowej (ang. liquid
chromatography, LC) czy elektorforezy ka-
pilarnej (ang. capillary electrophoresis, CE),
w polaczeniu z tandemowa spektrometrig
mas (ang. tandem mass spectrometry, MS/
MS), w materiale badanym, uzyskanym od
pacjentow z aktywna gruzlica, pozwala osia-
gnac czulos¢ i specyficznos¢ odpowiednio na

poziomie 94% i 95% (KOWALSKI i wspotaut.
2012).

Sposrod wielu pratkowych bialek wydziel-
niczych na uwage zastluguje biatko Ag85.
Nalezy ono do rodziny bialek wiazacych fi-
bronektyne i zbudowane jest z trzech skla-
dowych: Ag85A (32 kDa), Ag85B (30 kDa)
i Ag85C (32,5 kDa). Biatko Ag85 wykrywa
sie immunoenzymatycznie w plwocinie pa-
cjentow z aktywng gruzlica pluc, a takze
w plynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow
z gruzlica centralnego ukladu nerwowego
(DRUSZCZYNSKA i wspoétaut. 2011, KASHYAP i
wspotaut. 2013, PHUNPAE i wspoélaut. 2014).
Badania KASHYPA i wspoétaut. (2013) wykaza-
ly czulos¢ i swoistos¢ diagnostyczna testow
wykrywajacych kompleks biatek Ag85 odpo-
wiednio na ponad 85% i 84%.

Wysoce konserwatywne biatko szoku
cieplnego (ang. heat shock protein, Hsp) jest
wytwarzane przez pratki w odpowiedzi na
reakcje odpornosciowe gospodarza i nale-
zy do grupy tzw. bialek stresowych. Biatko
Hsp65 z jednej strony pelni funkcje bial-
ka opiekunczego (ang. chaperone), z drugiej
strony nasila proces przetwarzania i prezen-
tacji antygenu komorkom odpornosciowym
(RAJAN i wspotaut. 2007). Obecnosc¢ tego
biatka wykrywano w surowicy pacjentéw z
klinicznymi objawami gruzlicy pluc, jak i w
plynie moézgowo-rdzeniowym u chorych na
gruzlice centralnego ukladu nerwowego (DU-
BANIEWICZ i wspotaut. 2006, RAJAN i wspol-
aut. 2007, SINGH i KumAR 2012). Na pod-
kreslenie zastuguje rowniez fakt, iz biatko
Hsp65 jest nieobecne w populacji oséb zdro-
wych poddanych szczepieniu M. bovis BCG,
co dodatkowo podnosi jego wartos¢ diagno-
styczna na terenach, gdzie gruzlica wyste-
puje endemicznie (RAJAN i wspoétaut. 2007).
Czulos¢ i swoisto§¢ immunoenzymatycznych
testow wykrywajacych bialtko Hsp6S szacuje
sie odpowiednio na 82% i 89% (DUBANIEWICZ
i wspoélaut. 2006, RAJAN i wspotaut. 2007).

PODSUMOWANIE

Gruzlica nadal stanowi globalne zagro-
zenie zdrowia i zycia ludzi. Fakt, iz coraz
czesciej izolowane sa szczepy M. tuberculosis
oporne na wszystkie leki przeciwpratkowe,
spowodowatl, iz gruzlica powrocita na liste
nieuleczalnych chorob zakaznych. Pomimo
wieloletnich badan nad chorobotwoérczoscia
pratkéw M. tuberculosis, patologia gruzli-
cy, towarzyszace jej reakcje odpornosciowe
pozostaja wciaz niezrozumiale. Skutkuje to
ograniczonymi mozliwosciami diagnozowania
choroby, utrudnia opracowywanie skutecz-
nych schematéw terapeutycznych i monito-
rowania postepoéw leczenia oraz wyznaczania
nowych sposobéw swoistej profilaktyki.
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Streszczenie

Gruzlica wciaz stanowi powazny problem epide-
miologiczny na catlym sSwiecie. Ponad 130 lat—wytezonej
pracy naukowcow na calym $§wiecie nie przyniosto za-
pewniajacej protekcje szczepionki przeciwgruzliczej, szyb-
kich i pewnych metod diagnozowania tej choroby oraz
skutecznych sposob6éw leczenia gruzlicy wywolywanej
przez izolowane ze wzrastajaca czestoscia wielolekoopor-
ne pratki gruzlicy. Wywolujace gruzlice pratki Mycobac-
terium tuberculosis sa Gram-dodatnimi paleczkami tle-
nowymi o unikatowej w Swiecie bakterii Scianie komor-
kowej, ktéra zbudowana jest, poza peptydoglikanem i
polisacharydami, z nietypowych glikolipidéw i lipidow, w
tym dlugotancuchowych kwaséw mykolowych, bedacych
silnymi modulatorami ukladu odpornosciowego cztowie-
ka. Diagnozowanie gruzlicy oparte jest na hodowli prat-
kow na podtozach bakteriologicznych, obok ktérej wyko-
nywane jest badanie bakterioskopowe plwociny, radiolo-
giczna ocena zmian w klatce piersiowej, tuberkulinowy
test skorny, czy tez testy molekularne (AMPLICOR Myco-
bacterium tuberculosisis Xpert MTB/RIF) lub metody wy-
korzystujace mykobakteriofagi (FastPlaque oraz Reporter-
Phage). Istotnym problem epidemiologicznym sa uspione
(latente) zakazenia pratkami gruzlicy, ktére wykrywa sie
testami interferonowymi (QuantiFERON®-TB Gold Plus
oraz T-SPOT.TB). Mimo znacznego postepu wciaz braku-
je szybkich, wiarygodnych i tanich testow diagnostycz-
nych gruzlicy.
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TUBERCULOSIS - THE FORGOTTEN DISEASE WORTH TO REMEMBER

Summary

Tuberculosis (TB) remains a serious epidemiological problem throughout the world. More than 130 years of
hard work of scientists around the world has not delivered fully protective vaccine for TB, fast and reliable meth-
ods for diagnosing and effective treatment of tuberculosis caused by multi-drug resistant Mycobacterium tubercu-
losis (MDR-TB), isolated recently with an increasing incidence. MDR- TB are Gram-positive, aerobic bacilli with
the unique bacterial cell wall, which is built not only of peptidoglycan and polysaccharides, but also of unusual
glycolipids and lipids, including long-chain mycolic acids, which are potential modulators of the human immune
system. Diagnosis of tuberculosis is based on the culture of mycobacteria on bacteriological media, alongside which
are carried out: bacterioscopy of sputum, radiographic assessment of changes in the chest, tuberculin skin test, or
molecular test (AMPLICOR Mycobacterium tuberculosisis Xpert MTB/RIF), and tests with mycobacteriohages (Fast-
Plaque and ReporterPhage). The important epidemiological issue are dormant (latent) mycobacterial infections, which
can be detected by interferon-y release assays (QuantiFERON®-TB Gold Plus and T-SPOT.TB). Despite considerable
progress we are still lacking high-speed, reliable and low-cost diagnostic tests for tuberculosis.
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