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Novel methods for diagnosis of tubercalosis

Abstract: Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by bacterial species belonging to Mycobac-
terium tuberculosis complex: M. tuberculosis, M. africanum, M_ bovis and M. microti. M. tuberculosis 1s
the most important member of the genus in terms of dinical importance. Data of World Health
Organisation (WHOQ) show that one-third of world population is latently infected with M. tuberculosis.
Early detection of infection with M. tuberculosis 1s of major importance mm the control of tuberculosis.
An absolute bacteriological diagnosis of TB continues to rely on the microscopic examination of
acid-fast bacilli in patient’s specimens, isolation of M. tuberculosic and its subsequent identification by
phenotypic and biochemical testing. Serological techniques may be useful m some clinical situations,
but both the sensitivity and specifiaty of these tests arc unsatisfying. Great progress has been made
in reducing the time required to detect growth of Myeobacterium by measuring the radioactivity of
carbon dioxide, produced as a result of utilisation of C labelled growth substrate by Mycobacterium
in a highly selective growth medium (BACTEC system). The polymerase chain reaction (PCR} is an in
vitro method for the specific amplification of target nucleic acd sequences through repeated cycles of
thermal denaturation, oligonucieotide primer annealing and pnimer extension by a thermostabile DNA
polymerase. Reports of studies based on the amplification of many sequences for the successful
identification of M. tuberculosis complex (e.g. 65 kDa, mip4D, SOD genes, and 186110 insertion
sequence) have been published. PCR and similar amplification strategies (iransaiption-mediated
amplification, ligase chain reaction, QOB replicase and strand displacement amplification) are expected to
have a sipnificant impact on infectious disease diagnosis especially for infections involving agents that
are difficult, slow-growing or impossible to culture in vitro.

1. Introduction. 2. Microbiological methods for diagnosis of tuberculosis. 3. New methods of culti-
vation of Mycobacterium tuberculosis complex. 4. Immunodiagnosis of tuberculosis. 5. Chromato-
grafic techniques for identification of M. fuberculosis complex. 6. PCR in diagnosis of tuberculosis.
7. Commercial tast in diagnosis of tuberculosis. 8. LCR-, SDA-, (ff replicase- based diagnosis of
tuberculosis. 9. Summary

1. Wstep

Rodzaj Mycobacterium podzielony jest na dwie grupy pratkow: wolno-
i szybko rosnacych. Wirdd nich znajdujg si¢ pratki chorobotworcze dla cztowie-
ka i zwierzat, a takze gatunki saprofityczne. Wiele pratkéw znanych do niedawna
jako saprofityczne ma zdolnos¢ do wywolywania zakazenia u oséb z obnizona
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odpornoscia lub uposiedzonym  uktadem immunologicznym Gnlckaa HIV)
_ takie drobnoustroje okrec$la si¢ mianem oportunistycznych [26]. Obeenie wy-
roznia si¢ pratki odpowiedaalne za klasyczna postac gruzlicy - Mycobacterium
tuberculosis complex oraz prytki atypowe bgdace przyczyna zakazen o roznej
lokalizacji okreslanych mianem mykobakterioz [49]. Pratkami atypowymi
(MOTT - Mycobacterium Other Than Tuberculosis) sa patunki, ktore rzadko
i w szczegdinych sytuacjach bywaja chorobotworcze, oraz saprofily wystgpujace
powszechnie w otoczeniu czlowieka. Ich naturalnym rezerwuarem jest gleba
i woda, skad mogg zakazac ludzi, zwlaszcza o ostabionym ukladzie odpornos-
ciowym. Do najczesciej izolowanych pratkow mie gruzliczych, chorobotworczych
dia czlowieka naleza: Mycobacterium avium-intracellularae complex, M. xenopi,
M. kansasii [26].

Najwazniejszym przedstawicielem rodzaju Mycobacterium jest, odkryty
w 1882 roku przez Roberta Kocha, pratek gruzlicy — Mycobacterium ruberculosis.
Nalezy on do grupy M. fuberculosis complex obejmujacei ponadto: M. africanum,
M. bovis, M. bovis BCG 1 M. microti [88]. Poszczepolne gatunkt nalezace do
M. tuberculosis complex, za wyjatkiem M. bovis BCG, wykazuja rozna chorobo-
tworczosc w stosunku do czlowieka t zwierzat [26].

Szczegolna grupe stanowia zakazenia mykobakteryjne wystgpujace u nosicieli
wirusa HIV [9, 29, 35, 55]. Mykobakteriozy zwigzane z pratkami atypowymi,
glownie z grupy M. avium-intracellularae complex 1 gruzlica poza plucna stano-
wig kryteria diagnostyczne w czwarte) fazie kliniczne; AIDS [49]. Przypadki
gruzlicy wywolywanej przez pratki atypowe welno- i szybko rosnace (M. for-
tuitum, M. flavescens, M. gordonae) stanowiy obecnie takze powaziny problem
kiiniczny spowodowany przede wszystkim naturalna opernoscig tych drobno-
ustrojow na leki przeciwgruzlicze [26].

2. Mikrobiologiczne metody diagnozowania gruilicy

Zakazenie pratkiem gruzlicy jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
zakazen na swiecie. Ocena si¢, ze w latach dziewiecdziesiatych sposrod 5,2 mid
ludnosci zamieszkujacej kule ziemska ok. 1,7 mld, to jest co najmniegj 30% ogatu
ludnosci, sa osoby zakazone pratkami [13]. Wedhlug definicji Swiatowe] Organi-
zacjl Zdrowia (WHO) kazdy rejestrowany przypadek gruzlicy musi by¢ potwier-
dzony bakteriologicznie.

Wykazanie obecnosci pratkow kwasoopornvch w rozmazach mikreskopo-
wych oraz wyhodowanie pratkow na pozywkach to dwa najwainiejsze elementy
diagnostyki gruzlicy. Wczesne wykrycie i1 skuteczne leczenie chorych na gruzlice,
pozostaje ze wzgleddw epidenuologicznych 1 spolecznych, najbardzie) istotnym
warunkiem powodzenia realizowanego w Polsce programu zwalczama tej cho-
roby. Najwazniejszym etapem programu walki z gruzlica jest jak najwczesniejsze
objecie leczeniem chorych zakaznych tj. grupy chorych. u ktorych rozpoznanie
potwicrdzono wynikiem badania bakterioclopicznego [13]
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Picrwszy cltap badun stanows badanic mikroskopowe. Metoda polega nu wi-
zualnym stwierdzeniu abecnosci pratkow w rommazach wykonanych » materialty
klinicznego barwionych i ogladanych w mukroskopie swietlnym fub fluorescen-
cyjnym [13]. Najczesciej stosowana technika barwienia preparatow jest metoda
Zichla-Neelsena Z-N (alkoholowy roztwor fuksyny zasadowej), stosuje sie row-
niez barwniki fluorochromowe (auramina, rodamina, oranz akrydyny) {13}. Pra-
widlowe badanie mikroskopowe powinno by¢ wykonane najpierw w Swictle
fluorescencyjnym, jako badanic przesiewowe, a nastepnie potwierdzone w mikro-
skopie swietlnym w preparacie barwionym metoda Z-N [13].

Otrzymanie hodowli pratkow na podlozach bakteriologicznych z pobranego
materialu jest najbardziej pewnym 1 obiektywnym dowodem potwierdzajacym
proces chorobowy.

Podlozam| najczgscie) stosowanymi do hodowl pratkéw gruzlicy sg pozywki
jajowe, podloze Lowensteina-Jensena (L-J) oraz Middlebrooka, Ogawy i Sto-
nenbrinka [26]. Z kolonii wyrostych na pozywkach przygotowuje si¢ preparaty
barwione metoda Z-N i potwierdza obecnosé pratkow kwasoopornych.

Kolejny etap diagnosiyla stanowia badania biochemiczne. Najwaznieisze ze
stosowanych obecnie testdw to; redukcja tellurynu, wytwarzanie termostabilne;
katalazy, niacyny, redukcja azotandw, hydroliza Tweenu 80 (po 71 14 dniach),
wylwarzanie ureazy, a ponadto okreslanie wrazliwosci na hydrochlorek hydro-
ksyloaminy (500 ug/ml), etambutol (5 ug/ml), kwas p-nitrosalicylowy (2 mg/ml)
| p-nitro-x-acetylamino-f#-hydroksypropiofenon (NAP) [26].

(Czas oczekiwania na hodowle na podlozu L-J czy agarze Middlebooka trwa
zazwyczaj od 2 do 6 tygodni, identyfikacja biochemiczna i okreslanie wzoru
lekowrazliwosct wymaga podobnego czasu inkubaciji ¢co oznacza, ze pelna diag-
nostyka trwa ok. 10-12 tygodm [65, 80]. Konsekwencja tego moze byc opoz-
niony poczatek leczenia lub wrecz niewlasciwa terapia skierowana przeciwko
M. tuberculosis prowadzona u pacjentow zakazonych atypowymi mykobakteria-
mi, na ktore nie dzialaja klasyczne leki przeciwgruzlicze.

3. Nowe metody hodowli Mycobacterium

Obecnte dostepne s3 systemy do hodowli Mycebacterium tuberculosis complex
znacznie skracajace czas oczekiwania na wzrost tych drobnoustrojow w pordéw-
nanfu z metodami konwencjonalnymit.

Jednym z pierwszym takich systemow jest BACTEC 460Tb [16, 23, 48, 63, 81]
w ktorym hodowle pratkow z materialéw klinicznych zaklada sie w plynnej
pozywce Middlebrooka 12B lub 13A zawierajacej jako substrat wzrostowy kwas
palmitynowy znakowany *C. W czasie wzrostu pratki zuzywaja radioaktywny
substrat 1 wydalaja CO, zawierajacy *C. Radioaktywno$c mierzona jest w apa-
racte BACTEC w skali od 000 do 999. Przyrost ilosci wydalanego, znakowanego
(O, w czasie trwania wzrostu §wiadczy o namnazaniu sie pratkow i jest to tzw.
indeks wzrostu [13]. Szczelnie zamknigte butelki hodowlane inkubowane sa
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w temp. 37°C i wstawiane do aparatu BACTEC dwa razy w tygodniu przcz
pierwsze 14 dni, a nast¢gpnie raz w tygodniu [8I].

Modyfikacja izotopowego systemu BACTEC 460Tb jest fluorescencyjny system
BACTEC 9000MB (85, 93]. Butelki hodowlane stosowane w tym systemie posiadaja
zatopiony na dnie fluorescencyyny czujnik wrazliwy na stezenie tlenu. Ubytek tlenu
podczas hodowli powoduje uruchomienie czujnikéw flucrescencyjnych, a pomiar
dokonywany jest automatycznie i zapisywany w komputerze. Hodowla prowadzona
jest w pltynnej pozywee Middlebrooka 7HY dwoch rodzajow:

1 - MYCO/SPUTA - przeznaczonej do hodowli pratkéw pochodzacych

z drog oddechowych, zawierajacej zestaw chemioterapeutykdéw hamuijgcych
wzrost towarzyszace) flory bakteryjne;

2 - MYCO/F LYTIC - przeznaczony do hodowli pratkdéw z krwi oraz in-

nych materialow nie wymagajacych procesu dekontaminacii [85, 93).

Sredni czas wzrostu pratkéw w obu systemach wynosi ok. 10-12 dni, 2 pierw-
sze¢ sygnaly o namnazaniu si¢ pratkéw moina otrzymaé juz po 5 dniach. System
BACTEC shuzy takZe do wykonywania testéw wrazliwosci pratkéw na leki oraz
ich réznicowania na grupy: M. tuberculosis complex i MOTT [13, 81, 85].

Nieizetopowym systemem wykorzystywanym do przyspieszonej hodowli prat-
kow gruzlicy jest system Septi-Check AFB, w ktorym pratki hodowane sa
na dwoch pozywkach: plynnym zmodyfikowanym podioiu Middlebrooka 7H9
1 statym podioiu Middlebrooka 7H11 zawierajacym dodatek jaj [13, 37]. System
ten jest szczegOlnie przydatny do hodowli M. fuberculosis z materialow skapo-
pratkowych [13, 37].

Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) zawiera podobnie jak
BACTEC plynne podloze do hodowli pratkéw z materialéw klinicznych oraz
specjalnie przygotowany i dodany odczynnik fluorescencyjny, ktéry reaguje na
stgzenie tlenu w pozywee, W czasic namnazania pratkoOw maleje stezenie tlenu
wyzwalajgc reakcje fluorescencyjng, widocama w Swietle UV, Reakcja $wietlna,
fwiadczgca o wzrofcie pratkéw w pedloiu moze byé widoczna juz po 5-6 dniach
od zalozenia hodowli [16, 37]. System MGIT moie byé takze wykorzystywany
do hodowli pratkow z krwi oraz okredlania lekowrazliwosci pratkdw [186].
W handlu dostgpna jest takze odmiana systemu MGIT, ktéra przystosowana jest
do hodowli pratkéw nalezacych do M. avium-intracellularae complex [16}.

Wtasciwoiéci redukcyine pratkow kwasoopornych sa wykorzystywane w SYSs-
temie MB Redox zlozonym ze zmodyfikowanej, wzbopaconej surowicg i witami-
nami pozywki Kirchnera z dodatkiem czterech antybiotykow (PACT), ktére
eliminuja wzrost towarzyszacej flory bakteryjnej. Zasada testu jest redukcja soli
tetrazolowych, obecnych w podlozu, a zmiana jego barwy jest podstawg ozna-
czen jakoiciowych i iloSciowych [92].

Do hodowli M. tubercidosis complex dostepne s3 ponadto dwa w pelni zautoma-
tyzowane uklady hodowlane: ESP Culture System 11 i MB/BacT [63, 75, 81, 90, 94].

Technologia ESP Culture System II oparta jest na cigglej obserwacji zmian
cisnienia spowodowanych wykorzystywaniem lub produkcjg gazu co jest przeja-
wem aktywnosci metabolicznej drobnoustrojéw. Metabolizm pratkéw z rodzaju
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Myeobacterium charakteryzuje si¢ wykorzystaniem tleau (metabolizm tlenowy), co
umozliwia wykrycie tych drobnoustrojow dzigki redukeji cismema w szczelnie
zamknictych butelkach hodowlanych. Butelki hodowlane w systemie m.mm. Zawiera-
ja ptynne podloze Middiebrooka 7H9 wzbogacone QADC (kwas oleinowy, albu-
mina, dekstroza, katalaza), dodatkiem czynnikéw wzrostowych Ewnn..mmu oraz
antybiotykow (Myco PYNA — polimyksyna B, wankomycyna, Wﬂmﬁﬂmm_&_wmaﬁﬁ
amfoterycyna B), ktore hamuja wzrost towarzyszacej flory bakteryjnej [81, B3]
System MB/BacT [63, 94] jest systememn kolorymetryczaym, w ktorym bu-
telki hodowlane zawieraja zmodyfikowane plynne podloze Middlebrooka 7HI
z dodatkiem antybiotykdw {amfoterycyna B, azocylina, kwas nalidyksowy, ﬁn:..
myksyna B, trimetoprim), WskaZnik kolorymetryczny zmienia rﬁﬂm.ﬁcwwﬁm_
2z zielone] na zola w miare wzrostu drobaoustrojéw w podlozu | uﬁﬂ__.nmthm
stezenia CO,. Pomiar wskaZnika wzrostu dokonywany .mnmm mn_..jEmE,ﬁEn przy
pomocy sprzgzonego z ukladem komputera. System ten moze Ewﬁ byc wykorzy-
stywany do okreflania wzoru lekoopornoici pratkéw, a sredni czas wzrostu

M. tuberculosis complex wynos: ok.11 dni [13].

4. Immunodiagnostyka gruilicy

Metody serologiczne takie jak: aglutynacya fateksu oplaszczonego m:ﬁmﬁﬂu
specyficznym dla Mycobacterium, metoda radiommunologiczna ﬁﬂwﬁ_ cZy im-
munoenzymatyczna (ELISA) s3 rzadko stosowane w laboratoriach diagnostycz-
nych ze wzgledu na zbyt mala czulosC i specyficznose [13]. Obecnie dostgpne s3
dwa komercyjne testy oparte na metodzie immunoenzymatycznej: m.ﬁwn&_ﬂw TB
complex [13] stuigcy do wykrywania przeciwcial IgG skierowanych przeciwko
antygenowi 38 kDa {charakterystyczny dla grupy M. tuberculosiz complex) oraz
Immunozym X Mycobacterium wykrywajacy przeciwciala przeciwko antygenowi
A60 {charakterystyczny dla calego rodzaju Mycobacterium} [13). .

Cnosé tych testébw wynosi 31-69% w zaleznosci od fazy choroby. Zm._mnﬁmun
wyniki uzyskiwano w obu testach w przypadku przewlekle, ﬁaﬁimn_.nucuﬂ ._um,_n-
teriologicznie gruzlicy. Niska czulosé testow mozna wytlumaczy¢ faktem, i2 n.n..
powiedZ immunologiczna w pruzlicy jest klasycznym ﬁﬁwﬁﬂﬂﬁ unﬁcﬁﬂﬂ
komodrkowej, w ktorej udzial i znaczenie odpowiedzi humoralnej {produkcja
przeciwcial) nie jest do kohica poznany [13].

5. Techniki chromatograficzne w identyfikacji M. tuberculosis complex

Rozny sklad ilosciowy i jakosciowy kwaséw mykolinowych stanowl ﬁanﬂmim
do rozrozniania gatunkdw a nawet podgatunkéw pratkéw w roZnych techmkach
chromatograficznych: cienkowarstwowej [26, 65] oraz ﬁqmcwﬁ__&w&nﬂmc@& chro-
matografli cieczowej (HPLC) [26, 76]. Dla wigkszodci gatunkow z rodzaju Myco-
bacteritm, zwlaszcza o istotnym znaczeniu w patogenezie gruilicy scharakteryzo-
wano i opisano wzory chromatograficzne kwasow mykolinowych co pozwala na
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Rys. 1. Lokalizacja fragmentéw sekwendji 156110 wykorzystywanych
w diagnostyce M. tuberculosis complex w oparciu o reakce PCR [wg 68]

W celu detekcji pratkdéw gruilicy bezposrednio w materiatach klinicznych
z wykorzystaniem reakcji PCR, zaproponowano szereg sekwencji starterowych
Mﬂuﬂﬁ__nc.wﬂnwnr fragmenty 186110 o réznej diugosci (Rys. 1) [1, 22, 38, 40,

0, 58, 71j.

Element insercyjny 15610 wykorzystano takie jako matryce w tzw.  WEWDIELIZ-
nym” PCR (nested PCR) [14, 52]. W pierwszych cyklach takiej reakcji zachodzi
amplifikacja dlugiego fragmentu DNA 2 udzialem starteréw zewnetrzoych. Na-
stepny etap to amplifikacja z udzialem starterdw wewnetrzaych, ktéra prowadz
do powstania produktu o mniejszej dlugoéci [14, 52). Metody , nested” PCR
wykrywano okolo 20 komérek pratkéw w materialach klinicznych [14].

Szerey autorow wykorzystujacych sekwencie 156270 w polaczeniu z reakcia PCR
do detekcp pratkow gruzlicy zwracato uwage na mozliwosé wystepowania fakszywie
dodatnich i falszywie ujemnych wynikow [27, 38, 50]. Ostatnio stwierdzono obec-
nos¢ sckwencji homologiczaych do 186110 w genomach mykobakterii mnych niz
M. tuberculosis complex. Obecno$é takich sekwencji stwierdzono w genomach:
M. avium-intracellularae, M. fortuitum, M. kansasii, M. malmoense i M. xenopi
(38, 30] co moze byt przyczyna falszywie dodatnich wynikéw. Ponadto uzycie
sekwencji 186110 do celow diagnostycznych M. tuberculosis complex ograniczone
Jest wystepowaniem szczepow M., tuberculosis, w genomie ktorych nie wystepuie ta
sekwencja [66]. Mimo tych ograniczen sekwencja ta jest najczescie] stosowang
docelows sckwencja matrycows uzywana w testach shazgoych do szybkiego wykrycia
pratkow gruzlicy. Modyfikacje testéw diagnostycznych opartych na amplifikacji
elementu IS61 /0 zmierzajy do zwickszenia czutofci i specyficznoici reakc, tak aby
wyeliminowac mozliwo$t uzyskania falszywie dodatnich lub falszywie ujemnych
wynikdw np. opisana w dalszej czefci pracy reakcja w~Capture PCR™.
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W wigkszosci badan wykorzystujgeych amphfikacje DNA & vifro, reakcja
PCR. opierala si¢ na amplifikacji fragmentu pojedynczego genu (Asp60, mipd0,
SOD) lub fragmentu sekwengji insercyjnej (156110, IS1081) [1, 20, 26, 38, 73, 85,
89]. Takie pojedyncze fragmenty gendw, powiclone w reakcyi PCR, moga dawad
falszywie ujemne wyniki spowodowane brakiem tego fragmentu DNA w npie-
ktorych izolatach M. tuberculosis (186110, mipd0) [47, 89]. Dlatego tez bardzie
wiarygodne wyniki otrzymuje sie wykorzystujac jako matrycg wigcej niz jeden
gen lub fragment DNA. Taki rodzaj reakcji PCR, w ktorym amplifikacii vlega
wiccej niz jeden odcinek DNA nazwano ,multipleksowy” (multiplex PCR) [19,
41, 54]. Podstawa powodzenia tej odmiany techniki PCR jest wybdr odpowied-
nich fragmentow DNA, ktore maja ulec amplifikacii tak, aby powstale produkty
byly réinej dlugosci, co pozwala na ich latwy analiz¢ w Zelach agarozowych.
Istotne jest rowniez, aby optymalna temperatura wydhizapia (aonaeling) byla
taka sama dla wszystkich wykorzystywanych par starteréw. Multipleksowy PCR
[54] zastosowano do wykrywania pratkow gruilicy bezposrednio w materiatach
kliniczoych wykorzystujac trzy pary sckwencji starterowych. W reakciji tej ampli-
fikowano trzy fragmenty DNA:

- o dlugosa 383 pz bedacy fragmentem genu hspb0 obecnego w calym ro-

dzaju Mycobacterium,

- o dhugosci 240 pz bedacy fragmentem genu kodujgesgo biatko MPB64
wystepujacego w genomic M. ruberculosis complex 1 M. foriuitum,

— o dlugosa 131 pz bedacy fragmentem genu kodujgcego bialko 19kDa,
ktore jest bialkiem aptygenowym charakterystycznym dla M. tuberculosis
i M. scrofulaceum.

Amplifikacja opisanych wyiej sekwencji docelowych i powstanie trzech pro-
duktow reakcji Ewiadczy o obecnoici w badanej probie drobnoustrojéw naleza-
cych do M. tuberculosis complex [54].

Czulos¢ reakep amplifikacyt DNA in vitro wykorzystywanej do wykrywania
pratkdw gruzdicy bezpoirednio w matenialdw klinicznych izolowanych od pacjen-
tow jest lmitowana popriez:

— obecnodé zbyt duzej iosa calkowitego komérkowego DNA w badane
probie. Niektore materialy kliniczne (krew, popluczyny oskrzelowe, bio-
psic) zawierajg liczne komérki ukiadu immunologicznego, ktore sg Zrodlem
duzej ilosc DNA [47];

— obecnosé w materialach klinicznych mhibitorow reakeji amplifikacji (np.
hemoglobina) wplywajacych na wymk reakcji [47]. Otrzymanie optymalnie
czystego DNA z pratkéw kwasoopornych jest procesem trudnym | skom-
plikowanym [7, 14, 33], szczegolnie dia rutynowych laboratoriow klinicz-
nych analizujacych duze ilosci materiatéw klinicmych.

W celu rozwigzania fych problemdéw opracowano metode pozwalajaez na
specyficzne ,,wychwycenie” DNA pratkow pruilicy — reakcja pulapkowania
DNA {,,capture” PCR). W metodzie tej zastosowano dodatkowo biotynylowang
sond¢ komplementarng do fragmentu chromosomalnego DNA M. fuberculosis
oraz peretki oplaszczone streptawidyna. Pozwala to na otrzymanie i powielanie
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Drugim dostgpnym komercyjnie testem opartym na reakcji ampiifikac kwa-
sow nukletnowych jest Roche Mycobacterium Tuberculosis AMPLICOR PCR
Test (AMPLICOR TB) [6, 11, 21, 28, 36, 61, 62]. Zasada testu jest amplifikacja
fragmentu genu kodujgcego 165 rRNA, a detekcja produktu nastgpuje w wyniku
reakcji immunoenzymatycznej. Wadg testu jest duze ryzyko kontaminacji oraz
mozliwost detekcji TRNA martwych pratkéw [10]. Ostatnio na rynku pojawila
si¢ nowg, W pelni zautomatyzowana wersja testu TB AMPLICOR nazwana
COBAS AMPLICOR MTB [21, 61, 62].

Uzytecznosc testéw komercyjnych do szybkiej diagnostyki gruzlicy jest uzale-
zniona od obrazu klinicznego choroby. W przypadku pacjenta nie zakazonepo
HIV, z historia choroby wskazujaca na kontakt z pratkami gruslicy, zmianami
widocznymi na zdjeciu Rig eraz dodatnim wynikiem mikroskopii, nie ma konie-
cznosci przeprowadzania szybkich testow diagnostycznych [8). Inaczej jest jesli
pacjent zakazony HIV nie wykazuje charakterystycznych dla gruflicy zmian kki-
nicznych, wynik badania mikroskopowego jest ujemny bads watpliwy ale istnjeje
podejrzenie zakazenia pratkami gruzlicy. W takim przypadku, w oczekiwaniu na
wynik hodowli, wskazane jest przeprowadzenie szybkich testaw diagnostycznych,
kiore moga byC pomocae dla lekarza w pedjgcin decyzji o rozpoczeciu terapii
oraz izolacji pacjenta {8).

7. Diagnostyka gruilicy w oparciu 0 LCR (Ligase Chain Reaction),
SDA (Strand Displacement Amplification) i Qf replikaze

Wszystkie wezesniej przedstawione techniki amplifikacji wykorzystywaly zdol-
nosC polimeraz do kopiowania (powielania) docclowych sckwencji DNA lub
RNA. Alternatywna techniky amplifikacji sondy jest metoda opasta na zalcinej
od matrycy ligacji sond oligonukleotydowych. W metodzie LCR zastosowano
termostabilng ligaze DNA, kiéra hczy dwie pary komplementaroych oligo-
nukleotydowych sond po ich hybrydyzacji do sckwencji matrycowej. Produkt
ligacji, bedacy kopig jednej nici sekwengi docelowej, staje si¢ matrycq do ligacji
kolejnych komplementarnych oligonukleotydéw. Powtarzanie tego procesu pro-
wadzi do powielania liczby produktéw ligacji w postepie geometrycznym (Rys, 2)
[25, 43, 44, 53, 79, 80].

Reakeje LCR zastosowano w dostepnym handlowo zestawie shizagcym do
diagnostyki gruzlicy — , LCx MTB Assay” [2, 64, 79]. Powielana sekwencje stanowi
fragment DNA powstaly w wyniku polaczenia pary sond komplementarnych do
biatkowego antygenu b (Pab) specyficznego dla M. tubereulosis complex. Czulosc
testu oceniana jest na 15-20 komérek pratkow w badanej probie, a czas potrzebny
do jepo przeprowadzenia lycznie z opracowaniemn materiahn wynosi ok. 5 godzin [79,
80]. Ponadto dzigki zdolnosci ligazy do laczenia sond w miejscu o swoists] sekwendi
LCR mozna wykorzystywac do badania pojedynczych mutacyt nukteotydowych.

Kolejna technika amplifikacji sekwencji matrycowej to metoda tzw. |, ,przesu-
wajgeej si¢ nici” (Strand Displacement Amplification — SDA). Zasada SDA
polega na wykorzystaniu zdolnosci polimeraz DNA do micjowania syntezy DNA
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Rys. 2 Schemat reakcli LCR. Objagnienia w tekdce

w miejscu peknigcia jednej nici w obrebie czasteczki docelowej i odsuwania tej
nica podczas syntezy DNA. Cdsunigte jednoniciowe czasteczki sa substratem
w kolemych reakcjach przecinania i przesuwania, co prowadz do akumualacji
dwu- | jednoniciowych kopii sekwencji matrycowej. Startery stosowane w reakcji
SDA skladajy si¢ z dwoch regiondw: homologicznego z sekwencjy matrycows
o dlugosci 15-20 oligonukleotydow oraz sekwencji rozpoznawanej przez odpo-
wicdmg endonukleaze restrykcyjna. Po inkubacji z DNA matrycy dodawana jest
polimeraza pozbawiona aktywnosci 3'-5° egzonukleazy oraz trdjfosforany deok-
synukleotydow (dGTP, dCTP, dTTP i dATP[«S]- 5’«-tio-tréjfosforan deoksyade-
nozyny). Prowadzone przez polimeraze wydluzanie 3 koficow startera i sekwen-
cji matrycowe) prowadzi do syntezy nici zawierajacej tiopochodne deoksynu-
kleotydoéw, ktéra jest chroniona przed dzialaniem endonukleazy restrykcyjnei.
Jednoczednie zachodzi reakcja wydluzania startera na matrycy sekwencji docelo-
wej. Fo przecigeu tej nici przez endonukleaze restrykeyjna polimeraza rozpoczy-
na syntezg IDNA na utworzenym koncu 3, co powoduje odsuniecie nowo utwo-
rzenej pojedyncze} mici. Odsunigte nici o przeciwstawnej orientaci biora udzia
w nowym cyklu przecinania i odsuwania co prowadzi do powiclania sekwencii
matrycowej {Rys. 3} [37].

W diagnostyce gruzlicy reakcje SDA zastosowano de amplifikacji fragmentu
sekwencyi insercyjnej 186110 (20, 30, 36, 86, 87). Pierwszym komercyinym testem
wprowadzonym do diagnostyki pratkéw gruzlicy w materialach z drég oddecho-
wych, wykorzystujacym reakcjg SDA jest BP ProbeTec MTB Test [4). Palauto-
matyczny system oparty jest na termofilnej wersji SDA enzymatycznie repliku-
Jacej sekwencje matrycowa do poziomu umozliwiajacego ich detekcje. Czulodé
testu oceniono na 100% a specyficznoié na 99,2% [4].

Qf replikaza jest polimerazg RNA zalezng od RNA i odpowiedzialna jest za
replikacje genomowego RNA bakteriofaga Qf. Charakterystyczna cecha tego
enzymu, skiadajacego sig z licznych podjednostek jest to, ze rozpoznaje on unikalna
strukturg przestrzenng RNA (strukturg drogorzedows), ktora powstaje wskutek
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