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Streszczenie: Wedtug opinii WHO, gruzlica pozostaje wcigz istotnym problemem zdrowotnym w skali globalnej. Zgodnie z da-
nymi opracowanymi przez Instytut Gruzlicy i Chorédb Ptuc w Warszawie w roku 2011 zarejestrowano 8479 zachorowan na
gruzlice w Polsce. Wspétczynnik zapadalnosci na 100 tysiecy ludnosci wyniést 22.0, co sprawia, ze Polska wedtug klasyfikacji
WHO zostaje zaliczona do krajéw o $srednim zagrozeniu gruzlicg a w poréwnaniu do krajéw Unii Europejskiej jest to wskaznik
bardzo wysoki. Istotng role przypisuje sie miedzy innymi dziataniom na rzecz doskonalenia metod diagnostyki mikrobiologicz-
nej, dlatego dokonano przegladu metod od najprostszych, ktére stosowano juz w latach 50-tych XX wieku, kiedy zagrozenie
w Polsce byto wielokrotnie wyzsze, do metod wysoce specyficznych w tym molekularnych stosowanych w chwili obecnej.
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Wstep

Wedtug opinii WHO, gruZzlica pozostaje wciaz istotnym problemem zdrowotnym w skali globalnej, co sktonito
Organizacje do wystosowania apelu do instytucji zajmujacych sie zdrowiem ludzkos$ci aby skierowa¢ wszystkie
mozliwe Srodki do dziatan strategicznych w zakresie profilaktyki, diagnostyki i leczenia gruzlicy. W 2010 roku
na catym $wiecie na gruzlice zachorowato 8,8 mln os6b, a 1,4 mln zmarto na te chorobe. Zgodnie z danymi opra-
cowanymi przez Instytut Gruzlicy i Choréb Ptuc w Warszawie w roku 2011 zarejestrowano 8479 zachorowan na
gruzlice w Polsce. Wspétczynnik zapadalnosci na 100 tysiecy ludnos$ci wynidst 22.0, co sprawia, ze Polska wedtug
klasyfikacji WHO zostaje zaliczona do krajow o Srednim zagrozeniu gruzlicg a w poréwnaniu do krajéow Unii Eu-
ropejskiej jest to wskaznik bardzo wysoki. Wedtug Raportu Gtéwnego Inspektoratu Sanitarnego utrzymuja sie
réznice w zapadalnosci na gruZzlice miedzy poszczeg6lnymi wojewo6dztwami, w 2011 roku najwyzsza zapadalno$¢
stwierdzono w wojewodztwach: lubelskim, t6dzkim i Sswietokrzyskim. Do najwazniejszych czynnikéw, ktére ne-
gatywnie wplywaja na sytuacje epidemiologiczng gruzlicy w Polsce jak i na catym $wiecie naleza: niski poziom
wykrywalnosci przypadkéw choroby, wystepowanie lekoopornych szczepéw Mycobacterium tuberculosis, wspo6t-
wystepowanie zakazenia Mycobacterium tuberculosis oraz HIV szczeg6lnie istotny w krajach Afryki, wzmozony na-
ptyw imigrantéw z krajow o wysokiej prewalencji gruzlicy, zte warunki socjoekonomiczne, a takze niewydolno$¢
programéw zwalczania gruzlicy. [stotng role przypisuje sie dziataniom na rzecz doskonalenia metod diagnostyki
mikrobiologicznej i obrazowej - badanie radiologiczne oraz profilaktyki gruzlicy w zakresie poradni przeciwgruz-
liczych, zasady opieki nad chorymi w tym schematy terapeutyczne oraz edukacja spoteczenstwa.

Przeglad metod diagnostycznych

Majac na wzgledzie istotne znaczenie diagnostyki mikrobiologicznej we wczesnym wykryciu gruzlicy, dokona-
no przegladu metod od najprostszych ktére stosowano juz w latach 50-tych XX wieku, kiedy zagrozenie w Polsce
byto wielokrotnie wyzsze, do metod wysoce specyficznych w tym molekularnych stosowanych w chwili obecne;.

Metoda bakterioskopii

Badanie mikroskopowe byto i jest obecnie pierwszym etapem mikrobiologicznej diagnostyki gruzlicy. Bada-
nie to jest proste w wykonaniu, tanie i szybkie, a wynik jest mozliwy do uzyskania juz nawet po kilku godzinach
(Augustynowicz-Kope¢ 2010). Jednakze juz w latach sze$¢dziesiatych ubiegtego wieku zwracano uwage na fakt
matej czutosci metody (w materiale musi znajdowac sie kilkadziesiat tysiecy pratkéw, aby mogty zosta¢ wykry-
te). Zauwazono réwniez, ze metoda bakterioskopii mozna byto wykry¢ nie tylko pratki odpowiedzialne za proces
gruzliczy, ale réwniez te, ktére pozostaly w starym, nieczynnym ognisku, a uwolnit je inny nieswoisty proces cho-
robowy. Poza tym pod mikroskopem mozna byto stwierdzi¢ pratki kwasooporne saprofityczne, ktére sg wszech-
obecne (Buraczewska 1964). Preparaty mikrobiologiczne wykonuje sie metoda bezposrednia lub posrednia. Cze-
Sciej stosowang metodg jest metoda bezposrednia, ktéra polega na wybraniu odpowiednich fragmentéw materiatu
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i roztarciu ich pomiedzy dwoma szkietkami lub wykonaniu rozmazu za pomoca ezy. Preparaty mikroskopowe po
wyschnieciu i utrwaleniu barwi sie metoda Ziehl-Neelsena (Andrzejczuk 1974).

W obecnych czasach mikroskopowe badanie plwociny nie rézni sie od badania przeprowadzanego ponad 50
lat temu. Barwienie metoda Ziehl-Neelsena jest wcigz stosowane w laboratoriach pratka, czesto jest poprzedzane
przez barwienie metodg fluorescencyjna. Wykorzystywane sg barwniki takie jak: rodamina, auramina czy oranz
akrydyny. Nastepnie oglada sie preparat pod mikroskopem fluorescencyjnym, co pozwala na szybkie przejrzenie
wielu pél widzenia preparatu, poniewaz oglada sie go pod obiektywem powiekszajacym 40 razy (Thibert 1993).

Hodowla pratkéw gruzlicy

Metoda hodowli pozwala na czestsze wykrywanie pratkow gruzlicy w materiale od chorego (zwiekszyta liczbe
dodatnich wynikéw). Zaleca sie posiewac¢ kazdy materiat podejrzany o obecnos¢ pratkéw. W ten sposob uzyskuje
sie potwierdzenie wyniku ujemnego bakterioskopii, badz tez uzyskuje sie wyizolowanie szczepu, ktory poza do-
wodem pratkowania stuzy do dalszych badan.

Podlozem najczesciej stosowanym do izolacji pratkéw gruzlicy od lat jest pozywka stata Lowensteina-Jensena.
Sktad pozywki przedstawia sie nastepujaco: sole mineralne, asparagina, skrobia, gliceryna, jaja, zielenn malachito-
wa. Dzieki zawarto$ci asparaginy uzyskuje sie wzrost nawet przy matej liczbie pratkéw. Natomiast dodatek zieleni
malachitowej pozwala zmniejszy¢ odsetek kontaminacji hodowli florg nieswoista (Andrzejczuk 1974).

Kolonie obserwuje sie przez okres od 2 do 6 tygodni a czasami znacznie dtuzej biorac pod uwage szybkos¢
wzrostu i zdolno$¢ do tworzenia pigmentu. Wiekszo$¢ szczepéw pratka gruzlicy wyrasta w okresie od 4 do 6
tygodni (Pendzich 2011) Pratki gruzlicy rosng na podtozach w postaci wypuktych grudek, czasami okragtych, po-
marszczonych, z zagtebieniem w $rodku. Wzorcowa barwa kolonii to z6tto-kremowa, a konsystencja twarda i wo-
skowata. Wzrost typowy dla M. tuberculosis to obfity nalot sktadajacy sie z dobrze rozwinietych, szorstkich kolonii.
Natomiast wzrost charakterystyczny dla M. bovis jest staby z matymi, ptaskimi i gtadkimi koloniami (Andrzejczuk
1974). W latach sze$¢dziesigtych do wykrywania pratkéw w materiatach od pacjentéw stosowana byta réwniez
metoda hodowli szkietkowej. Zostata ona wprowadzona po raz pierwszy przez Pryce’a. Korzyscia tej metody byta
mozliwos$¢ uzyskania wyniku juz po kilku dniach. Jednakze z powodu niebezpieczenstwa zakazenia pracownikow
laboratorium, czestych kontaminacji, pracochtonnosci i niecatkowitej zgodnosci wynikéw z makrohodowlg - me-
toda ta nie byta czesto stosowana (Buraczewska 1964).

Préba biologiczna

Przed wprowadzeniem do leczenia izoniazydu, niekt6rzy badacze uznawali probe biologiczng za najlepsza metode wy-
krywania pratkéw gruzlicy. NajczeSciej stosowano do niej $winki morskie, ktére choruja na gruzlice i padaja po zakazeniu
nawet malg liczbg pratkéw. Pojawienie sie w materiatach od chorych pratkéw opornych na izoniazyd, obnizyto wartos¢
diagnostyczng préby biologicznej. Byto to spowodowane tym, ze pratki oporne na izoniazyd miaty zmniejszong zjadli-
wos¢ w stosunku do $winek morskich. W latach sze$édziesiatych zalecano stosowanie préby biologicznej w przypadku
materiatéw skapopratkowych, przy minimalnych zmianach gruZliczych, dla potwierdzenia wyleczenia oraz dla ustalenia
chorobotwdrczosci szczepu. Proba biologiczna polegata na zakazeniu dwéch tuberkulinowo-ujemnych §winek morskich
prébka materiatu diagnostycznego. Po okresie 5-6 tygodni od wstrzykniecia wykonywano $rédskérnie prébe tuberkuli-
nowa. Po 6 tygodniach usypiano jedna swinke, druga natomiast po okresie 3 miesiecy, gdyz niektdre szczepy wywoltywaty
zmiany gruzlicze stosunkowo péZno. Potwierdzeniem obecnosci pratkéw gruZlicy w badanym materiale byto wykrycie
ognisk gruzliczych w narzadach oraz znalezienie pratkéw kwasoodpornych w preparatach z tych narzadéw. W przypadku
wynikéw watpliwych wykonywano posiewy z wyizolowanych pratkdw. W latach szes¢dziesiatych do badan nad chorobo-
tworczoscig pratkéw zaczeto uzywac myszy. Zwiazane to byto ze spostrzezeniem, Ze pratki atypowe (NTM), ktére bywaja
przyczyna gruzlicy u cztowieka, moga by¢ niechorobotwércze dla §winek morskich, a sa chorobotwoércze dla myszy.

Proby biologiczne celem réznicowania typu pratkéow

Ze wzgledu na to, Ze za pomoca morfologii hodowli mozna byto tylko z pewna doza prawdopodobienstwa odrézni¢
pratki gruzlicy ludzkiego typu od pratkéw ptasich i bydlecych, stosowano takze proby biologiczne dla okreslenia typu prat-
ka. Pratki typu ludzkiego wrazliwe na izoniazyd i pratki bydlece w organizmie swinki morskiej wywotywaty gruzlice i po-
wodowaty $mier¢ zwierzecia. Aby odrézni¢ pratki bydlece od ludzkich wstrzykiwano je krélikowi. W przypadku pratkéw
bydlecych wystepowat szereg zmian w wielu narzadach i krélik padat w ciggu kilku miesiecy. Kiedy natomiast miano do
czynienia z pratkami ludzkimi, dochodzito do zmian regresywnych (podczas sekgji, po uplywie trzech miesiecy, zmian
mozna byto nie stwierdzic¢). Z kolei gdy podejrzewano, ze pratki mogty by¢ typu ptasiego, wstrzykiwano pratki do organi-
zmu kury. Obserwowano wéwczas uogoélniong gruzlice i Smier¢ zwierzecia (Krakéwka 1988, Buraczewska 1964).
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Powyzsze metody diagnostyczne byly mato specyficzne, dtugotrwaty okres badania oraz niosgce istotne nie-
bezpieczenstwo rozsiewu pratkéw w srodowisku i mozliwo$ci zakazania personelu diagnostycznego, szczeg6lnie
podczas proby biologicznej obejmujacej zakazanie zwierzat laboratoryjnych.

Wspotczesne metody diagnostyki zakazenia pratkiem gruzlicy

Szybkie i automatyczne systemy hodowli pratkéow

Znaczacy postep w hodowli pojawit sie wraz z dostepnos$cia ptynnych podtozy. Metody te na Swiecie miaty za-
stosowanie juz pod koniec lat siedemdziesigtych, jednakze do Polski ze wzgledu na sytuacje gospodarcza, dotarty
znacznie pdzniej (Mitchison 2005). Do nowych zautomatyzowanych systeméw hodowli zalicza sie Bactec 460,
MB/BacT i MGIT. W systemach tych do detekcji pratkdw wykorzystuje sie metody kolorymetryczne, fluoryme-
tryczne lub radiometryczne. Niezaleznie od systemu, materiat od chorego uptynnia sie, dekontaminuje poprzez
inkubacje z 0.5% N-acetylocysteing w 2% NaOH i zageszcza. Nastepnie okreslong objeto$¢ materiatu wprowadza
sie strzykawka przez korek do szczelnie zamknietego naczynia hodowlanego z pozywka. W wyniku tlenowego
metabolizmu pratkéw, podczas ich wzrostu wydziela si¢ CO, Pomiar jego stezenia badz ubytek tlenu sg wykorzy-
stywane do oceny sity wzrostu. Duza zaleta w powyzszych metodach jest fakt, ze wzrost pratkdw wystepuje juz
w 1-3 tygodniu. (Grubek-Jaworska 2000, Kwiatkowska 2008).

Najczesciej w naszym kraju stosowana jest radiometryczna metoda Bactec 460. W systemie tym uzywa sie pod-
toza ptynnego Middlebrooka 7H12. Podtoze to w swoim sktadzie zawiera kwas palmitynowy, ktory jest znakowany
weglem radioaktywnym *C. W podtozu znajduje sie rowniez zestaw antybiotykow oraz chemioterapeutykéw PAN-
TA (polimksyna, amfoterycyna, kwas nalidyksowy i trimetoprim), aby zahamowaé rozwéj innych drobnoustrojéw.
Pratki zuzywajg do wzrostu znajdujacy sie¢ w podtozu kwas palmitynowy, co powoduje uwalnianie si¢ CO, znako-
wanego radioaktywnym weglem. CO, gromadzi si¢ na goérze butelki hodowlanej. Pierwszy wzrost pratkéw moze
pojawic¢ sie juz po 6 dniach od zatozenia hodowli. Kolejne 5 dni konieczne jest dla oceny lekowrazliwosci pratkéw
i testy typowania. Metoda ta jest wyjatkowo uzyteczna, gdy do laboratorium trafiaja materiaty skapopratkowe czy
plwocina od chorych z niewielkimi zmianami w ptucach. W systemie tym istnieje takze mozliwos$¢ oceniania wzro-
stu pratkéw we krwi (Kwiatkowska 2008, Zwolska 2010).

Inng w petni zautomatyzowang metodg jest metoda MB/BacT. Jest to metoda kolorymetryczna wykorzystujaca
podtozu Middlebrooka 7H9. Pratki podczas wzrostu wytwarzaja dwutlenek wegla. Powoduje to zmiane senso-
ra znajdujacego sie na dnie butelki z koloru zielonego na zo6tty. Nastepnie sygnat detekcyjny przykazywany jest
w sposoéb ciggly do komputera, za pomocg ktérego rejestrowana jest intensywno$¢ wzrostu pratkéw. Pratki moga
wyrosnac¢ juz po uptywnie 1 tygodnia (Kwiatkowska 2008).

System MGIT 960 oparty jest na metodzie fluorymetrii. W probéwkach znajduje sie wskaznik wrazliwy na
zmiany stezenia tlenu w pozywece, co zwigzane jest z tlenowym metabolizmem bakterii. Pomiar przeprowadzany
jest w sposob ciagty, a cze$¢ pomiarowa jest integralng czescig komory inkubacyjnej (Williams-Bouyer 2000).

Systemy MB/BacT i MGIT 960 staja sie powazng konkurencjg dla systemu Bactec 460. Spowodowane jest to
tym, Ze sg one tansze w eksploatacji i mniej szkodliwe dla Srodowiska. Dodatkowo system MGIT 960 posiada opcje
odczytu bez stosowania drogiego, specjalistycznego automatu (Grubek-Jaworska 2000).

Metoda chromatograficzna

Technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej pozwala na okreslenie gatunku pratka. Jest to mozliwe
dzieki analizie sktadu kwaséw mykolowych, bedacych sktadnikiem ich $cian komérkowych. Na graficznie przed-
stawionym wyniku chromatografii poszczegoélne piki odpowiadaja pojedynczym kwasom mykolowym lub tez ich
grupom. Okreslenie gatunku polega na poréwnaniu wynikéw z wynikami analizy kwaséw mykolowych szczepow
wzorcowych. Analizy s3 na tyle precyzyjne i powtarzalne, ze w diagnostyce rutynowej postugiwac sie mozna pro-
gramami automatycznie identyfikujacymi gatunki pratkéw. Analiza wymaga niewielkiej masy pratkéw - zazwyczaj
kolonii o Srednicy okoto 3 mm (Grubek-Jaworska 2000).

Metoda HPLC jest prosta, ale potrzebny jest do niej wysoko specjalistyczny sprzet, dobrze wyszkolony personel
i uprzednio wyhodowane bakterie. Gtéwnie konieczno$¢ posiadania wysoko specjalistycznego sprzetu powodu-
je, Ze metoda ta stosowana jest jedynie w nielicznych laboratoriach na $wiecie. Jak wykazano czuto$¢ tej metody
wynosi 98%, a swoisto$¢ 100%. Metody chromatograficzne w potaczeniu z metodami molekularnymi znajduja
réwniez zastosowanie w ocenie opornosci pratkdw na leki (Pendzich 2011, Thibert 1993).

Metody biologii molekularne;j.

Mozliwo$¢ wykrycia pratkow gruzlicy przy pomocy metod molekularnych, zmienito diametralnie mozliwosci
mikrobiologicznej diagnostyki gruzlicy. Techniki te umozliwiajg szybkie zwielokrotnienie wybranych odcinkow
genomu bakteryjnego, az do ilo$ci, jaka jest potrzebna do hybrydyzacji ze specyficzna sonda genetyczng. W nowo-
czesnym algorytmie diagnostyki gruzlicy proponuje sie, zeby wykonywaé badanie molekularne z typowa dla M.
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tuberculosis complex sonda w przypadku bakterioskopowo dodatniego materiatu. Badanie trwa 1 dzien i pozwala
odroézni¢ pratkowanie chorego od kontaminacji ze Srodowiska (Augustynowicz-Kope¢ 2010).

W ostatnich latach wiele firm zaczeto oferowac zamkniete systemy do diagnostyki zakazen gruzlica. Najczesciej
stosowanymi testami komercyjnymi sa testy Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) firmy Gen-Probe i Probe-
Tec firmy Becton Dickinson.

W te$cie MTD firmy Gen-Probe primer zawiera sekwencje dla polimerazy RNA. Laczy sie on ze swoistg sekwen-
cja rRNA (z podjednostki 16S rRNA) i tworzy ni¢ cDNA dzieki dziataniu odwrotnej transkryptazy. Pierwotna ni¢
rRNA ulega zniszczeniu, a po przytaczeniu drugiego primera do cDNA nastepuje syntetyzowanie drugiej nici DNA.
W nastepnym etapie polimeraza RNA przepisuje sekwencje DNA na wiele kopii rRNA, z ktoérych kazda ponow-
nie przechodzi caty opisany cykl. Produkt wykrywany jest za pomoca reakcji chemiluminescencji po hybrydyzacji
z odpowiednio wyznakowana sonda. Dzieki testowi MTD mozna wykry¢ zakazenie M. tuberculosis complex, M.
avium comlex, M. avium sp., M. gordonae, M. kansasii i M. intracellulare sp. (Grubek-Jaworska 2000).

System genetyczny ProbeTec firmy Becton Dickinson wykrywa w prébach klinicznych sekwencje insercyjnag IS
6110. Sekwencja ta wystepuje jedynie u M. tuberculosis complex, w liczbie od 1 do 20 w genomie. Przebieg reakc;ji
opiera sie na amplifikacji z réwnoczesnym wykrywaniem amplifikowanego produktu za pomoca fluorescencji.
ProbeTec pozwala takze na identyfikacje 3 najbardziej rozpowszechnionych gatunkéw pratkéw wywotujacych
zmiany chorobowe, a wiec M. tuberculosis complex, MAIC i M. kansasi (Augustynowicz-Kope¢ 2004).

Podstawowa wadg testéw komercyjnych jest w chwili obecnej wysoka cena i konieczno$¢ posiadania firmo-
wych aparatéw do prowadzenia analiz. Problemem jest takze ryzyko kontaminacji materiatu klinicznego. Z tego
powodu poszczegdlne etapy procedury powinny odbywac sie w oddzielonych od siebie pomieszczeniach.

Obecnie zyskuja na znaczeniu systemy wykorzystujace technologie real-time PCR. Jednym z najnowszych produktéow
z zastosowaniem tej technologii jest system Xpert MTB/RIF. Pozwala on na réwnoczesne zastosowanie 5 sond w reakgcji
amplifikacji fragmentu genu rpoB. Umozliwia to identyfikacje M .tuberculosis i rownoczesne wykrycie wiekszosci szcze-
péw opornych na rifampicyne. Gen rpoB nalezy do gen6w wysoce konserwatywnych i koduje podjednostke 8 polimera-
zy RNA. U szczep6ow wrazliwych enzym ten ulega dezaktywacji przez rifampicyne. Z kolei mutacja w regionie rpoB nie
powoduje utraty aktywno$ci polimerazy, lecz czyni ten enzym niewrazliwym na rifampicyne. System Xpert MTB/RIF
jest w pelni zautomatyzowany. Wszystkie procesy sktadajgce sie na reakcje PCR sa zintegrowane w jednym elemencie,
ktéry zawiera kilka komdr reakcyjnych. W systemie tym rozwigzania technologiczne ograniczaja do minimum mozli-
wo$¢ kontaminacji, wykluczajac wyniki falszywie dodatnie. Z kolei zabezpieczenie przez wynikami fatszywie ujemnymi
sprowadza sie do kontroli aktywno$ci polimerazy i kontroli stopnia dezintegracji pratkéw (Safinowska 2012).

Metody stosowane w latach sze$c¢dziesigtych ubiegtego wieku pozwalaty na wykrycie pratka gruzlicy i ozna-
czenie lekowrazliwo$ci w przeciggu okoto 3 miesiecy. W chwili obecnej przy uzyciu metod nowoczesnych czas ten
skraca sie do okoto 3 tygodni lub jednego dnia w przypadku metod molekularnych (Zwolska 2010). Jednakze ciagle
brakuje na rynku prostego, szybkiego a zarazem niedrogiego testu diagnostycznego (Wallis 2010). Specjalistyczne
pracownie diagnostyczne najczesciej sa wyposazone w szeroki zakres wystandaryzowanych metod hodowlanych
i molekularnych co pozwala na diagnostyke podporzadkowang okre$lonym schematom diagnostycznym dostoso-
wanym do aktualnej sytuacji klinicznej.
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: According to the WHO, tuberculosis continues to constitute a serious health issue on a global scale. In view of the data
produced by the National Institute of Tuberculosis and Pulmonary Diseases in Warsaw, in 2011 there were 8,479 incident cases
of TB in Poland. The incidence rate in a group of 100 thousand people was 22.0, which, in line with the classification put forward
by the WHO, ranks Poland among medium-burden countries, but compared to other EU Member States, this is a very high result.
Assignificantrole is attributed, i.a., to actions targetted at the enhancement of microbiological diagnostics methods, which is why
the survey focusses on the analysis of methodology ranging from the simplest methods, as used already in the 1950s, when the
prevalence of TB in Poland was at a much higher level, to highly-specialised such as the molecular procedures applied nowadays.
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Introduction

The WHO states that tuberculosis remains an urgent health issue globally. This has prompted the Organisation to
appeal to human-health-oriented institutions to direct all possible resources towards strategic projects aimed at TB
prophylaxis, diagnostics, and treatment. Globally,in 2010, 8.8 mIn people contracted tuberculosis, and 1.4 mln patients
died. In view of the data produced by the National Institute of Tuberculosis and Pulmonary Diseases in Warsaw,
in 2011 there were 8,479 incident cases of TB in Poland. The incidence rate per 100 thousand people was 22.0,
which, in line with the classification put forward by the WHO, ranks Poland among medium-burden countries. This,
compared to other EU Member States, is a very high score. According to the Report of the Chief Sanitary Inspectorate,
discrepancies in terms of TB incidence have continued to exist between individual regions, with the top rate for 2011
being recorded in the Lubelskie, Lodzkie, and Swietokrzyskie voivodeships. The essential factors to adversely impact
on the epidemiological situation of TB in Poland and around the world include the low level of the disease-detection
ratio, drug-resistant Mycobacterium tuberculosis strains, the co-occurrence of Mycobacterium tuberculosis and HIV -
particularly relevant for African countries, the increased influx of immigrants from countries burdened with a high
prevalence of TB, poor socio-economic conditions, and the inadequacy of TB-control programmes.

The survey of diagnostic methods

An essential role is credited to measures oriented towards the enhancement of microbiological and image
diagnostics - X-ray examinations - and TB prophylaxis in the form of clinics, guidelines for patient care -
including therapeutic patterns - and the education of the public. Bearing in mind the considerable importance of
microbiological diagnostics in the early detection of tuberculosis, this survey examines methods ranging from the
simplest methods, as used already in the 1950s, when the prevalence of TB in Poland was at a much higher level,
to the highly specialised, such as the molecular procedures applied nowadays.

Bacterioscopy

Microscopic examination has been and continues to be the first stage in the microbiological diagnostics of
TB. This examination is not only simple to perform but also inexpensive and gives instant results - available in
several hours or so (Augustynowicz-Kope¢ 2010). However, already in the 1960s, inadequate sensitivity of this
method was pointed out (samples have to contain several thousand mycobacteria to give positive results). It was
also observed that bacterioscopy allowed the detection of not only causative agents in tuberculosis development,
but also those that had been remaining in old, inactive foci and were released by a nonspecific disease process.
With the aid of a microscope it is also possible to confirm the infection with omnipresent, acid-fast saprophytes
(Buraczewska 1964). Microscopic slides can be produced using direct or indirect methods. The former procedure
is more frequent and consists of selecting suitable material samples and smearing them between two pieces of
glass or a smear loop. Having been dried and fixed, microscope slides are stained using the Ziehl-Neelsen staining
method (Andrzejczuk 1974).
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The present-day microscopic examination of sputum is no different from the one commonly employed over 50
years ago. The Ziehl-Neelsen stain continues to be applied in laboratories investigating mycobacteria, frequently
following fluorescent staining. Popular stains and dyes include rhodamine, auramine and acridine orange. Next,
the slide is examined under a fluorescence microscope, thus facilitating a quick overview of multiple high-power
fields, since it is examined under a magnification of 40x (Thibert 1993).

Mycobacterium tuberculosis cultures

Growing bacterial cultures allows a higher detection rate in respect of M. tuberculosis in samples obtained from
the patient (it is credited with a higher number of positive results). Any material that can be reasonably suspected
of having been infected with the mycobacteria should be tested by growing cultures. This method either confirms
negative bacterioscopy or isolates the strain, which, apart from being sputum-positive, serves the purpose of
further examination.

The most common growth medium used for isolating TB mycobacteria, has for many years been the
Lowenstein-Jensen medium. The usual composition of the medium is: mineral salt solution, asparagine, potato
starch, glycerol, eggs, and malachite green. Due to the presence of asparagine, growth is ensured even with a small
volume of mycobacteria. Malachite green, on the other hand, helps to reduce the nonspecific flora contamination
ratio (Andrzejczuk 1974).

Cultures are kept under observation for 2 to 6 weeks, or much longer, depending on their growth ratio and
pigment production capacity. The majority of TB strains grow within 4 to 6 weeks (Pendzich 2011). The strains of
tuberculosis grow on the base in the form of irregular clumps, sometimes rounded, creased and with a depression
in the centre. The standard colour of the culture is yellow-cream and its consistency is hard, with a waxy coating.
Cultures typical of M. tuberculosis form copious colonies, consisting of a well-developed, rough mass. The growth
typical of M. bovis is modest, with small, flat and smooth colonies (Andrzejczuk 1974). Another method, commonly
used in the 1960s to test samples against mycobacteria, was petri-dishes culture. It was first introduced by Pryce.
The advantage of this method lies in its ability to produce results in a matter of days. However, due to the risk of
infecting lab technicians, frequent contaminations, significant work load, and only partial correspondence with
the results obtained on the basis of a macro-culture, this method was only used infrequently (Buraczewska 1964).

Biological trials

Before isoniazid was applied to treating practice, some researchers considered biological trials to constitute
the best method for TB diagnosis. Most often it was used on guinea pigs, which are prone to TB and die after even
a limited exposure. The appearance of strains resistant to isoniazid in specimens obtained from patients reduced
the diagnostic value of biological trials. It resulted from the fact that strains resistant to isoniazid exhibited reduced
virulence in guinea pigs. In the 1960s, biological trials were recommended for oligobacilleous material with
minimum lesions to confirm treatment or determine the pathogenicity of the strain. Biological trails involved the
infection of two TB-negative guinea pigs with a diagnostic material sample. Five to six weeks after the injection, the
intradermal Mantoux test was used. One pig was put down after six weeks, while the other after three months, as
some strains induced tubercular lesions relatively late. The presence of TB mycobacteria in the tested specimen was
further confirmed by the detection of tuberculosis foci in body organs and finding acid-fast mycobacteria in slides
prepared on the basis of those organs. In the case of indeterminate results, the isolated acid-fast mycobacteria were
subjected to inoculation. The 1960s mark the beginning of using mice in studies investigating the pathogenicity of
acid-fast mycobacteria. It was connected with the discovery that nontuberculous mycobacteria (NTM), which can
cause TB in humans, may not be pathogenic for guinea pigs but are pathogenic for mice.

Biological trials aimed at differentiating mycobacteria type

Since morphological examination of the culture was not decisive in differentiating between human, avian, and
bovine strains of tuberculosis, biological trails have also been used to determine the type of mycobacteria. Human
strains responding to isoniazid and bovine strains in guinea pigs caused tuberculosis and were fatal for the animals.
In order to distinguish between human and bovine strains, sample material was injected into a rabbit. Bovine
strains resulted in a number of lesions in multiple organs and the rabbit was dead within a few months. With
human strains, however, the symptoms would subside (lesions could be absent during post-mortem examinations
three months afterwards). When the strains were suspected to have an avian origin, the infected material was
injected into a chicken. The produced outcome was generalised tuberculosis with a fatal course (Krakéwka 1988,
Buraczewska 1964).
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The above diagnostic methods were too non-specific and time-consuming. They also carried the risk of
spreading mycobacteria in the immediate environment, possibly infecting the diagnostic personnel, particularly
during biological trials which involved the infection of lab animals.

Modern TB-diagnostics methods

Fast and automatic strain culture systems

Considerable progress in culture growing came with the appearance of liquid media. Although these methods
were used globally as far back as in the late 1970s, they reached Poland much later, due to its economic situation
(Mitchison 2005). New, automated culture-growing systems include Bactec 460, MB/BacT and MGIT. For the
detection of mycobacteria, these systems employ colourimetry-, fluorometry- or radiometry-based techniques.
Regardless of the system employed, the specimen from the patient is liquefied, decontaminated via incubation
with a 0.5% solution of N-acetylcysteine in 2% NaOH and condensed. Then, a certain volume of the material is
injected through a cork to a hermetic vessel with a suitable medium. Oxygen metabolism in mycobacteria produces
CO, during their growth. The concentration of CO, or the reduction in oxygen volume are used to determine the
growth ratio. The major advantage of the above-mentioned methods is the fact that the growth of the bacteria can
be observed as early as in weeks 1-3. (Grubek-Jaworska 2000, Kwiatkowska 2008).

The method that has found most widespread application in Poland is the radiometry-based method employed
in the Bactec 460 system. It uses the Middlebrook 7H12 liquid medium. This medium contains palmitic acid, which
is labelled with radiocarbon (**C). Additionally, the medium comprises a set of antibiotics and an antimicrobial
supplement, PANTA, (polymyxin, amphotericin, nalidixic acid, and trimethoprim) to inhibit the development
of other microbes. Mycobacteria use palmitic acid in the medium, which causes the release of CO,labelled with
radioactive coal. CO, accumulates in the upper area of the culture bottle. The first growth of the mycobacteria can
appear as early as after 6 days from the culture establishment. The following 5 days are necessary to establish
their drug-sensitiveness and conduct type testing. This method is particularly useful when the examined sample
comprises oligobacilleous material or the sputum of patients with minor pulmonary lesions. This system is also
capable of assessing mycobacteria growth in blood (Kwiatkowska 2008, Zwolska 2010).

Another fully-automated method is MB/BacT. It is a colourimetric technique employing the Middlebrook
7H9 medium. Mycobacteria produce carbon dioxide during their growth, which causes the sensor located at the
bottom of the bottle to change from green to yellow. This, in turn, sets off a detection signal, transmitted in a
continuous manner to the computer, which records the growth intensity. Mycobacteria can grow already after a
week (Kwiatkowska 2008).

The MGIT 960 System is based on fluorometry. The test tubes contain a marker that is sensitive to oxygen
concentration in the medium, which corresponds to the aerobic metabolism in the bacteria. Oxygen levels are
measured continuously and the measurement part forms an integral component of the incubation chamber
(Williams-Bouyer 2000).

MB/BacT and MGIT 960 systems come out as serious challengers to the Bactec 460 instrument. This is due to
the fact that their operation is cheaper and less harmful to the environment. Also, MGIT 960 has a reading feature
that dispenses with the need to use an expensive specialist device (Grubek-Jaworska 2000).

The chromatographic technique

The high-performance liquid chromatography technique allows the determination of mycobacteria strain. It
takes place by way of analysing mycolic acids, the constituting building materials for the mycobacterial cell wall. In
the graphic representation produced via chromatography, individual peaks correspond to particular mycolic acids
or their groups. The identification of the strain requires the comparison of the test results with the analysis of the
mycolic acids in model strains. These assessments offer such precision and repeatability that regular diagnostics
can take advantage of programmes which allow automatic identification of mycobacteria strains. This analysis
does not require large volumes of mycobacteria - usually a colony only 3mm in diameter is enough (Grubek-
Jaworska 2000).

The HPLC technique is simple, but it depends upon highly-specialist equipment, well-trained personnel and
previously-cultured bacteria. It is principally the indispensability of highly-specialised equipment that makes this
method rarely applied in laboratories around the world. Its sensitivity has been confirmed to be 98% and specificity
100%. Chromatography-based techniques combined with molecular methods are also deployed in evaluating the
drug resistance of mycobacteria (Pendzich 2011, Thibert 1993).

Molecular biology techniques

The successful detection of mycobacterium tuberculosis with molecular methods has completely overturned
the perception of microbiological potential in TB diagnostics. These techniques facilitate the rapid multiplication
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of selected sequences in bacterial genome to achieve the amount requisite for hybridisation with a specific genetic
probe. Modern procedures for diagnosing tuberculosis advise that in the case of bacterioscopically-positive
material, molecular examination be performed with a probe conventionally used for M. tuberculosis complex. The
test is completed within a day and makes it possible to distinguish between mycobacteria infection in the patient
and environmental contamination (Augustynowicz-Kope¢ 2010).

In recent years, many companies have started marketing closed systems for TB diagnostics. Most popular
commercial tests include Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) by Gen-Probe and ProbeTec by Becton Dickinson.

The primer for the MTD test by Gen-Prome comprises an RNA polymerase gene sequence. It merges with a
specific rRNA sequence (from the 16S rRNA subunit) and forms a cDNA strand as a result of reverse transcriptase.
The original rRNA strand is destroyed and, following the merging of the second primer with cDNA, the second DNA
strand undergoes synthesis. In the next stage, RNA polymerase transcribes the DNA sequence onto multiple copies
of rRNA, and each of these goes through the entire cycle again. The product is detected by chemiluminescence,
following hybridisation with a properly-labelled probe. The MTD test can detect M. tuberculosis complex, M. avium
complex, M. avium sp., M. gordonae, M. kansasii and M. intracellulare sp. infections (Grubek-Jaworska 2000).

The Becton Dickinson ProbeTec system can detect IS 6110 insertion sequence in clinical trials. This sequence
is M. tuberculosis complex-specific, with 1 to 20 per genome. The reaction course is based on amplification with
concurrent detection of the amplified product via fluorescence. Moreover, the ProbeTec test is able to identify the
three most widespread mycobacteria strains leading to lesions, i.e. M. tuberculosis complex, MAIC and M. kansasi
(Augustynowicz-Kopec¢ 2004).

The major drawbacks of commercial tests are their high prices, coupled with the brand-name instruments
requisite for material analysis. Another issue is the risk of clinical material contamination. Consequently, the
individual stages in the procedure should take place in separate rooms.

Currently, systems based on real-time PCR technology are taking the lead. One of the most advanced products
to employ this technology is the Xpert MTB/RIF system. It allows five probes to be used simultaneously in the
amplification of the rpoB gene segment. This facilitates the identification of M. tuberculosis, while also detecting
the majority of rifampicin-resistant strains. The rpoB gene is ranked among the highly-conservative genes and
encodes the 3 subunit of bacterial RNA polymerase. In sensitive strains this enzyme is deactivated through
rifampicin. Mutation in the rpoB region, in turn, does not trigger the loss of polymerase activity, but makes this
enzyme insusceptible to rifampicin. The Xpert MTB/RIF system is fully automated. All processes forming the PCR
are integrated under one element, which contains several reaction chambers. Technological solutions employed in
this system reduce the possibility of contamination to the minimum while also eliminating false-positive results.
Protection against false-negative results, on the other hand, comes down to monitoring the activity of polymerase
and controlling the mycobacteria disintegration levels (Safinowska 2012).

Methodologies employed in the 1960s could detect Mycobacterium tuberculosis and determine its drug-sensitiveness
within c.a. three months. The state-of-the-art techniques applied nowadays have reduced the waiting time to approx.
three weeks, or even one day in the case of molecular methods (Zwolska 2010). Nevertheless, the market has yet failed to
provide a straightforward and quick, but inexpensive diagnostic test (Wallis 2010). Specialist laboratories are frequently
equipped with a wide range of standardised culture and molecular methods, which allows them to tailor the diagnostic
process to suit the specific diagnostic patterns relevant to the current clinical conditions.
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