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Klju~ne besede
tuberkuloza – diagnostika
polimerazna veri`na reakcija
RNA bakterijska
molekularna sonda tehnike

Izvle~ek. Tuberkuloza ponovno postaja velik
zdravstveni problem, saj {tevilo obolelih v svetu
v zadnjih letih nara{~a, pove~uje pa se tudi {te-
vilo sevov Mycobacterium tuberculosis, odpornih
proti ve~ antituberkulotikom. Metode molekular-
ne mikrobiologije vzbujajo najve~ upanja za izbolj-
{anje in odpravo nekaterih pomanjkljivosti klasi~-
ne laboratorijske diagnostike tuberkuloze. Med
molekularnimi metodami so najbolj razvite in ra-
ziskane razli~ne tehnike pomno`evanja majhnih
(za dolo~en mikroorganizem) zna~ilnih delcev nu-
kleinskih kislin in vitro. Te tehnike v primerjavi s kla-
si~nimi mikrobiolo{kimi metodami skraj{ajo ~as
do postavitve diagnoze z nekaj tednov na le ne-
kaj ur. @al njihova ob~utljivost zaenkrat {e zao-
staja za klasi~nimi metodami. Uporaba moleku-
larnih metod ni omejena le na izbolj{anje labo-
ratorijske diagnostike tuberkuloze, temve~ obe-
ta tudi hitrej{o in zanesljivej{o identifikacijo miko-
bakterij in hitrej{e odkrivanje sevov M. tubercu-
losis, odpornih proti antituberkulotikom. Uporab-
na vrednost molekularnih metod na podro~ju
epidemiologije tuberkuloze je ̀ e sedaj neprecen-
ljiva. Namen na{ega prispevka je kratka predsta-
vitev razli~nih metod pomno`evanja nukleinskih
kislin, ki jih uporabljamo za odkrivanje bacilov tu-
berkuloze, prikaz najpogostej{ih te`av pri upora-
bi ter predstavitev treh komercialno dostopnih
diagnosti~nih kompletov, ki temeljijo na veri`ni
reakciji s polimerazo ali na pomno`evanju, posre-
dovanem s prepisovanjem RNA.
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Abstract. Tuberculosis represents a great world
public health problem due to its increased inci-
dence and the advent of multi-drug-resistant
strains. Recent developments in molecular mi-
crobiology have raised hopes about the possi-
bilities of new strategies for tuberculosis diag-
nosis. Nucleic acid amplification of target mo-
lecules to a detectable level is the best develo-
ped and the best analyzed system for detecting
mycobacteria. A variety of different amplification
techniques has been described recently. Alt-
hough these techniques promise to reduce the
time for diagnosis from weeks to hours, their
main drawback is lower sensitivity in compari-
son to the culture. Besides their potential value
in diagnosis, amplification techniques offer the
possibility of a rapid identification and drug sus-
ceptibility determination. Their application in ot-
her fields such as epidemiology, could benefit
the control of tuberculosis indirectly. This artic-
le presents a brief overview of the principles of
molecular diagnosis of tuberculosis, summari-
zes some of the application problems, and des-
cribes three recently developed commercial
amplification tests based on polymerase chain
reaction or transcription-mediated RNA ampli-
fication.
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Uvod

Nara{~anje {tevila obolelih za tuberkulozo v nekaterih dr`avah sveta kakor tudi zaskrb-

ljujo~e pove~evanje {tevila sevov bacilov tuberkuloze, odpornih proti ve~ antituberkulotikom,

je opozorilo na pomanjkljivosti sedanje laboratorijske diagnostike tuberkuloze (1–3). Kla-

si~ne mikrobiolo{ke diagnosti~ne metode so namre~ dolgotrajne (osamitev bacilov tu-

berkuloze), premalo ob~utljive (mikroskopski pregled ku`nine, osamitev bacilov) ali

premalo specifi~ne (mikroskopski pregled) (4, 5). Zato je razumljivo, da je vsaka nova

metoda, ki bi izbolj{ala mikrobiolo{ko diagnostiko tuberkuloze, za`elena.

Napredek molekularne biologije in genetike je prinesel pomembne novosti tudi v labo-

ratorijski diagnostiki nekaterih mikroorganizmov. Najbolj obetavne so metode pomno-

`evanja nukleinskih kislin in vitro, s katerimi lahko v nekaj urah pomno`imo zna~ilni manj-

{i odsek DNA ali RNA v velikem {tevilu kopij. Metode so zelo ob~utljive, saj dajejo po-

zitiven rezultat `e, ~e je v ku`nini le nekaj molekul DNA ali RNA (6). Sedanje izku{nje

in predvidevanja ka`ejo, da bodo te metode pomembno prispevale k hitrej{i diagnosti-

ki nekaterih virusnih, bakterijskih in parazitarnih bolezni, predvsem tistih, ki jih s seda-

njimi metodami te`ko doka`emo ali je njihovo dokazovanje dolgotrajno (6, 7). Med ome-

njene bolezni prav gotovo sodi tudi tuberkuloza.

Namen na{ega prispevka je kratka predstavitev razli~nih metod pomno`evanja nuklein-

skih kislin, ki jih uporabljamo za odkrivanje bacilov tuberkuloze, prikaz najpogostej{ih

te`av pri uporabi teh metod ter predstavitev treh komercialno dostopnih diagnosti~nih

kompletov, ki temeljijo na veri`ni reakciji s polimerazo ali na pomno`evanju, posredo-

vanem s prepisovanjem RNA.

Klasi~na laboratorijska diagnostika tuberkuloze

Mikroskopski pregled ku`nine

Mikroskopski pregled ku`nine (razmaz) je osnovna in najmanj zahtevna bakteriolo{ka

metoda za odkrivanje mikobakterij v ku`nini, saj z njo hitro in poceni odkrijemo osebe,

ki izlo~ajo velike koli~ine bacilov tuberkuloze in so najpomembnej{i vir oku`be. Razmaz

lahko pripravimo iz ku`nine neposredno ali po predhodnem homogeniziranju in centri-

fugiranju. Razmaze najpogosteje barvamo s karbolnim fuksinom po Ziehl-Neelsenu ali

po Kinyounu (8). Bolj ob~utljiva je razli~ica barvanja razmazov z avramin ali rodamin flou-

rokromi (8). Glavna pomanjkljivost navedenih metod je slaba ob~utljivost, saj je rezul-

tat preiskave pozitiven le, ~e je v 1 ml ku`nine prisotnih ve~ kot 5.000–10.000 bacilov

(9). Toliko mikobakterij ima v ku`nini le pribli`no polovica novoodkritih tuberkuloznih bol-

nikov v Sloveniji (10). Naslednja pomanjkljivost mikroskopskega pregleda razmaza

ku`nine je, da je njegova specifi~nost odvisna predvsem od epidemiolo{kih razmer na

dolo~enem geografskem podro~ju (2). Z mikroskopskim pregledom namre~ dokazuje-

mo le prisotnost acido- in alkoholorezistentnih bacilov v ku`nini oz. bacilov, ki se s ki-

slinami in alkoholi ne razbarvajo. Na ta na~in seveda ne moremo dolo~iti mikobakterij-

ske vrste.
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Osamitev bacilov tuberkuloze

Poskus osamitve (izolacija, kultivacija) je osnovna metoda laboratorijske diagnostike tuber-

kuloze, ki je trenutno med vsemi preiskavami najbolj ob~utljiva in specifi~na (2, 4, 5, 11).

[e vedno velja kot »zlati standard«, po katerem opredeljujemo zanesljivost drugih la-

boratorijskih metod. Njena edina, a zelo pomembna pomanjkljivost je dolgotrajnost. Za

tvorbo makroskopsko vidne bakterijske kolonije namre~ potrebujejo bacili tuberkuloze

v povpre~ju 3–8 tednov. Osnovni vzrok za po~asno rast bacilov tuberkuloze na goji{~ih

je posebna zgradba celi~ne stene, ki je zaradi velike vsebnosti ma{~ob slabo prehod-

na za {tevilne hranljive snovi (5).

Za osamitev mikobakterij uporabljamo v laboratoriju razli~na trdna (jaj~na ali agarska)

in teko~a goji{~a (goji{~e po Bani~u, goji{~e Middlebrook 7H9®) ali goji{~a, ki so se-

stavljena iz obeh faz (Septi-Chek AFB System®, Becton Dickinson, Sparks, ZDA). Trd-

na in teko~a goji{~a, v katera smo zasadili ku`nino, inkubiramo pri temperaturi 37 °C

do tri mesece, s tem da enkrat tedensko izlo~amo vsa goji{~a z vidno rastjo. ̂ e po 6-te-

denskem inkubiranju na goji{~ih ni vidnih kolonij, izdamo negativen rezultat. Kljub te-

mu vsa negativna goji{~a inkubiramo {e nadaljnih 6 tednov, saj nekateri bacili mikobakterij

zrastejo {ele v 12 tednih.

Za osamitev bacilov tuberkuloze je na voljo tudi komercialni avtomatiziran radiometri~-

ni sistem BACTEC® (Becton Dickinson, Sparks, ZDA), s katerim je osamitev mikobak-

terij nekoliko hitrej{a kot na klasi~nih bakteriolo{kih goji{~ih, vendar kljub temu traja naj-

manj 7–20 dni (2). Glavne pomanjkljivosti tega sistema so radioaktivni reagenti in viso-

ka cena.

Vsak sev mikobakterij moramo po osamitvi identificirati. Identifikacija najve~krat teme-

lji na mikroskopskih in makroskopskih zna~ilnostih kolonij ter biokemi~nih lastnostih po-

sameznih vrst mikobakterij (8). V zadnjem ~asu se v identifikaciji mikobakterij vse bolj

uveljavljajo tudi metode, ki temeljijo na hibridizaciji nukleinskih kislin (12). Ponekod v sve-

tu si pri identifikaciji mikobakterij pomagajo s plinsko-teko~insko kromatografijo (angl.

gas-liquid chromatography) ali teko~insko kromatografijo z visoko lo~ljivostjo (angl.

high-performance liquid chromatography) (13, 14).

Dodatne metode za odkrivanje bacilov tuberkuloze

Poleg mikroskopskopskega pregleda ku`nine in poskusa osamitve bacilov tuberkuloze

so v {tevilnih laboratorijih za diagnosti~no uporabo preizkusili {e vrsto drugih metod. Do-

lo~anje zna~ilne tuberkulostearinske kisline v ku`ninah s plinsko-teko~insko kromato-

grafijo ali s teko~insko kromatografijo z visoko lo~ljivostjo je primerno predvsem za od-

krivanje bacilov tuberkuloze v primarno sterilnih ku`ninah, kot je na primer likvor (15).

Kljub visoki specifi~nosti metodi nista dovolj ob~utljivi za rutinsko neposredno dokazo-

vanje mikobakterij v ku`ninah iz dihal. Poleg tega sta tehni~no zahtevni in precej dra-

gi. Zato se uporabljata le za identifikacijo mikobakterij v nekaterih vrhunskih specializi-

ranih laboratorijih (2, 9).
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Metode, ki temeljijo na hibridizaciji nukleinskih kislin, so se izkazale kot premalo ob~ut-

ljive za neposredno dokazovanje mikobakterij v ku`ninah. Zato tudi te uporabljamo iz-

klju~no za hitrej{o identifikacijo predhodno osamljenih mikobakterij (4, 12).

Tudi aglutinacijske in encimsko-imunske metode, s katerimi odkrivamo prisotnost miko-

bakterijskih antigenov oz. zna~ilnih antimikobakterijskih protiteles, niso uporabne za ru-

tinsko diagnostiko, saj so se v {tevilnih raziskavah izkazale kot premalo ob~utljive in spe-

cifi~ne (9).

Metode pomno`evanja delcev nukleinskih kislin

Silovit razvoj molekularne mikrobiologije v preteklem desetletju, predvsem odkritje me-

tod za pomno`evanje delcev nukleinskih kislin, je vneslo pomembne spremembe tudi

v laboratorijsko diagnostiko tuberkuloze (5). Dokazovanje bacilov tuberkuloze s temi me-

todami temelji na treh osnovnih postopkih: osamitvi nukleinskih kislin iz ku`nine, in vi-

tro pomno`evanju specifi~nega majhnega odseka osamljenega dednega materiala in

dokazovanju specifi~nosti pomno`enega genomskega odseka (6).

Po odkritju veri`ne reakcije s polimerazo leta 1983 so do danes razvili pribli`no 20 raz-

li~nih metod za pomno`evanje delcev nukleinskih kislin in vitro ter skoraj dvakrat ve~

njihovih razli~ic. Zaradi obsega zdravstvenega problema tuberkuloze so skoraj vse naj-

prej preizku{ali na tem modelu.

Med vsemi razvitimi metodami pomno`evanja nukleinskih kislin sta se zaradi dolo~e-

nih prednosti, ugotovljenih s primerjalnimi {tudijami ve~ razli~nih metod, ter zaradi raz-

voja komercialno dostopnih in standardiziranih diagnosti~nih kompletov pri odkrivanju

bacilov tuberkuloze najbolj uveljavili dve: veri`na reakcija s polimerazo in pomno`eva-

nje, posredovano s prepisovanjem RNA, ki ju bomo tudi podrobneje predstavili.

Veri`na reakcija s polimerazo

Veri`na reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) je najstarej{a in

najve~krat uporabljena metoda pomno`evanja nukleinskih kislin in vitro. Glavni predpo-

goj za uspe{no pomno`evanje je poznavanje nukleotidnega zaporedja vsaj dela tar~-

nega genoma, ki ga ̀ elimo pomno`iti. To nam omogo~a pravilno izbiro dveh kratkih zna-

~ilnih odsekov nukleinskih kislin, t. i. za~etnih oligonukleotidov (angl. primers), komple-

mentarnih z mejnima deloma specifi~nega odseka tar~nega genoma. Za~etna oligonu-

kleotida se spajata z nasproti le`e~ima vija~nicama tar~nega odseka genoma in sta us-

merjena tako, da tvorba nove DNA poteka v prostoru med njima. Zato je velikost novo

nastalih delcev DNA odvisna od njune medsebojne razdalje. S PCR je mogo~e v nekaj

urah dobiti ve~ kot milijon kopij dolo~enega odseka tar~nega genoma (6, 7).

Za razliko od kasneje razvitih metod za pomno`evanje uporabljamo en sam encim – tem-

peraturno obstojno DNA-polimerazo. Metodo izvajamo tako, da osamljeni DNA doda-

mo reakcijsko me{anico, ki poleg omenjenega encima vsebuje deoksinukleotidtrifosfa-

te, par za~etnih oligonukleotidov, soli in detergent v dolo~enih koncentracijah. Me{ani-

co za kratek ~as inkubiramo pri treh to~no dolo~enih temperaturah, kar pomeni en ci-
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klus PCR. Pri temperaturi 95 °C dvovija~na molekula vzorca preide v dve enovija~ni mo-

lekuli DNA. Druga temperatura, ki je najve~krat izbrana med 45 in 75 °C, pogojuje spa-

janje za~etnih oligonukleotidov s komplementarnima deloma vzor~ne DNA. Podalj{e-

vanje za~etnih oligonukleotidov oz. tvorba nove komplementarne molekule DNA v sme-

ri od 5'-konca proti 3'-koncu se odvija med tretjo inkubacijo pri temperaturi 72 °C. Novi

molekuli DNA sta med seboj komplementarni in sposobni v novem ciklusu s tremi in-

kubacijami vezati enake za~etne oligonukleotide. Vsak naslednji temperaturni ciklus pod-

vojuje koli~ino tar~nega dela DNA. Navadno je PCR sestavljen iz 25- do 40-kratnega

zaporednega ponavljanja dolo~enega ciklusa. Kon~ni rezultat dogajanja je eksponent-

no kopi~enje zna~ilnih tar~nih delov DNA (6, 7).

V preteklih petih letih so razvili ve~ kot 20 raziskovalnih razli~ic PCR za dokazovanje

bacilov tuberkuloze in jih preizkusili v razli~nih ku`ninah (sputum, plevralna teko~ina,

likvor, urin, kri) (2, 16, 17). Podobno kot pri klasi~nih laboratorijskih metodah se je za

najprimernej{o ku`nino izkazal sputum. Pomno`evanje so izvajali na razli~nih odsekih

DNA bacilov tuberkuloze. V za~etku devetdesetih let so najve~krat pomno`evali odse-

ke genov, ki vsebujejo zapise za mikobakterijske beljakovine: beljakovino 65 kDa

(18–20), beljakovino b (21), beljakovino MPB 64 (22) ter beljakovino 32 kDa (23).
V zadnjem ~asu pa najpogosteje pomno`ujejo odseke DNA mikobakterij, ki so v geno-

mu prisotni v ve~ kopijah, oz. odseke t. i. insercijskih zaporedij (angl. insertion sequen-
ce), najve~krat IS 6110 (24–26) ali IS 986 (27).

PCR je v svoji osnovi precej enostavna metoda. Vsaj teoreti~no je za uspe{no pomno-

`evanje zadostna prisotnost ene same kopije genoma bacila tuberkuloze v ku`nini, ka-

tere zna~ilni odsek lahko v nekaj urah pomno`imo ve~ kot milijonkrat. Toda v praksi na-

letimo na {tevilne te`ave (7). Najve~ja so la`nopozitivni rezultati, ki so najve~krat po-

sledica kontaminacije s PCR-pridelki, nastalimi v predhodnih pomno`evanjih. Ni~ manj-

{a te`ava niso la`nonegativni rezultati, ki so ve~inoma pogojeni z nekakovostno osa-

mitvijo nukleinskih kislin, prisotnostjo zaviralcev pomno`evanja v ku`ninah ter z nepra-

vilno izbiro pogojev pomno`evanja (6, 7, 16, 28–30). Na sre~o so za odpravljanje ome-

njenih problemov razviti {tevilni specifi~ni in nespecifi~ni ukrepi (6, 7). Kljub temu pre-

vladuje splo{no mnenje, da je navedene te`ave mogo~e odpraviti {ele z uvedbo stan-

dardiziranih diagnosti~nih kompletov (4, 7, 16, 30).

V za~etku leta 1994 se je na tr`i{~u kon~no pojavil tudi prvi komercialno dostopni test

za diagnostiko tuberkuloze, ki temelji na uporabi metode PCR – Amplicor M. tubercu-
losis Complex Test®. Diagnosti~ni komplet je razvila dru`ba Roche Molecular Systems

(Branchburg, ZDA). Namenjen je za odkrivanje mikobakterij iz sklopa M. tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum) izklju~no v ku`ninah iz dihal (sputum, aspirat

iz bronha, bronhoalveolarni izpirek). Test je sestavljen iz ve~ procesov: osamitve DNA

iz ku`nine, pomno`evanja specifi~nega odseka mikobakterijske DNA s pomo~jo z bio-

tinom ozna~enih za~etnih oligonukleotidov, hibridizacije PCR-pridelkov s specifi~no

DNA-lovko, vezano na dno mikrotitracijske plo{~ice, in biotin-avidin-peroksidaznega te-

sta za dokazovanje nastalega hibridizacijskega kompleksa. Tar~ni odsek bakterijske DNA

je 584 baznih parov dolg odsek gena, ki vsebuje zapis za 16S rRNA. Za~etni oligonu-

kleotidi so izbrani tako, da lahko pomno`ijo omenjeni genomski odsek vseh mikobak-
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terij, medtem ko je hibridizacijska lovka specifi~na le za mikobakterije iz sklopa M. tuber-

culosis. Test vklju~uje tudi poseben postopek za zmanj{evanje mo`nosti nastanka la`no-

pozitivnih rezultatov zaradi kontaminacije s pridelki predhodnih reakcij PCR (t. i. N-ura-

cil-glikozilazni postopek) (31).

Pomno`evanje, posredovano s prepisovanjem RNA

Pomno`evanje, posredovano s prepisovanjem RNA (angl. transcription-mediated am-

plification, TMA) je druga najbolj uporabljana metoda v molekularni diagnostiki tuber-

kuloze (4, 16). Za razliko od PCR ni raziskovalnih razli~ic TMA, ampak obstajata samo

standardizirana diagnosti~na kompleta, ki temeljita na tej metodi. Prvi diagnosti~ni

komplet – MTD® (Amplified M. tuberculosis Direct Test) je konec leta 1993 razvila dru`-

ba Gen-Probe (San Diego, ZDA). Podobno kot test Amplicor® je tudi test MTD® name-

njen za dokazovanje mikobakterij iz sklopa M. tuberculosis izklju~no v ku`ninah iz di-

hal (32). Podoben komercialni test kot test MTD® je konec leta 1995 po hudih bojih na

evropskih in ameri{kih sodi{~ih tr`i{~u ponudila tudi dru`ba Organon Teknika (Boxtel,

Nizozemska) pod imenom NASBA® (angl. nucleic acid sequence based amplification)

(33, 34). Ker oba diagnosti~na kompleta temeljita na metodi TMA, si dru`bi namre~ o~i-

tata krajo licen~nih pravic. Ker ima test MTD® v ZDA `e dovoljenje Food and Drug Ad-

ministration (FDA) za uporabo v diagnosti~ne namene, je prodaja in uporaba testa NASBA®

v diagnostiki tuberkuloze tam prepovedana. Za razliko od ZDA, v Evropi ni tako strogih

licen~nih zakonov in se zaenkrat oba testa uporabljata v diagnosti~ne namene.

Metoda TMA se v svoji osnovi popolnoma razlikuje od PCR. Osnovne razlike med obe-

ma metodama so v tem, da pri TMA pomno`ujemo RNA, da pomno`evanje poteka pri

eni sami temperaturi (izotermalno) in, da za pomno`evanje uporabljamo ve~ encimov

(32–34). Tako so v test NASBA® vklju~eni trije encimi in sicer T7 RNA-polimeraza (bak-

teriofagna DNA-odvisna RNA-polimeraza, ki na dvojnovija~ni DNA-matrici, ki vsebuje

zna~ilni bakteriofagni promotor, naredi ve~ kopij enovija~ne RNA), reverzna transkrip-

taza (RNA- ali DNA-odvisna DNA-polimeraza) in RN-aza H (encim, ki razgrajuje vija~-

nico RNA v dvojnovija~nem RNA-DNA-kompleksu) (34). Reverzno transkriptazo in

RN-azo H v testu MTD® nadome{~a posebna reverzna transkriptaza, ki ima poleg os-

novne prepisovalne aktivnosti tudi aktivnost RN-aze H. Za pomno`evanje uporabljamo

pri obeh testih podobno kot pri PCR dva za~etna oligonukleotida: P1 in P2. Medtem ko

je P1 povsem navaden za~etni oligonukleotid, je P2 prirejen tako, da ima na 5'-koncu

zaporedje promotorja T7 RNA-polimeraze. Oba diagnosti~na kompleta vsebujeta za~et-

na oligonukleotida, komplementarna zna~ilnim odsekom 16S rRNA vseh mikobakterij.

Postopek pomno`evanja se za~ne s prileganjem za~etnega oligonukleotida P2 na kom-

plementarno zaporedje vzor~ne RNA. Sledi podalj{evanje za~etnega oligonukleotida z re-

verzno transkriptazo ter nastanek komplementarne kopije DNA (cDNA) vzor~ne RNA.

Nato RN-aza H (ali v testu MTD® posebna reverzna transkriptaza) v nastalem dvojnovi-

ja~nem cDNA-RNA-kompleksu razgradi verigo RNA. Na enovija~no cDNA nato prile`e

za~etni oligonukleotid P1, ki ga podalj{a reverzna transkriptaza. Na ta na~in nastane

dvojnovija~nica DNA-DNA, katere sestavni del je tudi aktivni promotor T7 RNA-polime-

raze. T7 RNA-polimeraza nato naredi nekaj sto enovija~nih RNA-kopij tar~ne nuklein-
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ske kisline. Novi ciklus pomno`evanja se spet za~ne s prileganjem za~etnega oligonu-

kleotida P2 na vse kopije vzor~ne RNA, nastale v predhodnem ciklusu. Na ta na~in v vsa-

kem naslednjem ciklusu pomno`evanja nastaja vse ve~ in ve~ kopij vzor~ne RNA oz.

v slabih dveh urah nastane nekaj milijard kopij. Po kon~anem pomno`evanju specifi~-

nost nastalih produktov pomno`evanja dokazujemo s hibridizacijo z DNA-lovkami, zna-

~ilnimi za 16S rRNA mikobakterij iz kompleksa M. tuberculosis. Hibridizacijske komplek-

se v testu NASBA® dokazujemo z elektrokemiluminiscentno metodo in v testu MTD® s ke-

miluminiscentno metodo (32–34).

Uporabnost metod pomno`evanja delcev nukleinskih kislin

Vse do sedaj opravljene primerjalne raziskave ve~ razli~nih nestandardiziranih metod

pomno`evanja delcev nukleinskih kislin so nedvomno pokazale, da le-te zaradi velike-

ga {tevila la`nopozitivnih in la`nonegativnih rezultatov niso primerne za rutinsko odkri-

vanje bacilov tuberkuloze (4, 16, 28). Podobne raziskave so pokazale, da so v te na-

mene uporabni le standardizirani komercialno dostopni diagnosti~ni kompleti. V prete-

klih nekaj letih je bilo objavljenih ve~ kot 30 raziskav uporabnosti standardiziranih diag-

nosti~nih kompletov. Pregled rezultatov najpomembnej{ih tovrstnih raziskav je prikazan

v tabeli 1 (17, 26, 27, 30, 35–43). Iz tabele je razvidno, da sta trenutni razli~ici obeh diag-

nosti~nih kompletov MTD® in Amplicor® manj ob~utljivi kot poskus osamitve bacilov tu-

berkuloze iz ku`nine ter da je njuna ob~utljivost sorazmerna odstotku mikroskopsko po-

zitivnih vzorcev, vklju~enih v dolo~eno raziskavo. Manj{o ob~utljivost molekularnih te-

stov iz mikroskopsko negativnih ku`nin v primerjavi z mikroskopsko pozitivnimi ku`ni-

nami pojasnjujejo z relativno majhnim {tevilom bacilov tuberkuloze prisotnih v mikro-

skopsko negativnih ku`ninah in z njihovo nehomogeno porazdelitvijo v klini~nem vzor-

cu. Zato je ve~ina raziskav, ki so trenutno v teku, usmerjena predvsem v izbolj{anje me-

tod za osamitev nukleinskih kislin iz klini~nih vzorcev z majhnim {tevilom bacilov tuber-

kuloze. Specifi~nost obeh diagnosti~nih kompletov je zelo visoka in zadovoljiva. Iz na-

vedenega sledi, da lahko v primeru bolnika s klini~nim sumom na tuberkulozo, pri ka-

terem z molekularnimi metodami doka`emo prisotnost bacilov tuberkuloze, z zelo ve-

liko verjetnostjo potrdimo klini~ni sum. Nasprotno je v primeru negativnega rezultata mo-

lekularnega testa pri tak{nem bolniku treba po~akati {e na rezultate klasi~nih mikrobio-

lo{kih metod.

Kljub na{tetim pomanjkljivostim trenutnih razli~ic diagnosti~nih kompletov imajo stan-

dardizirani molekularni testi tri pomembne prednosti pred poskusom osamitve bacilov

tuberkuloze:

– so hitri, saj dajejo rezultate v nekaj urah, medtem ko za osamitev potrebujemo vsaj

tri do {est tednov;

– z njimi neposredno v ku`nini lo~imo bacile tuberkuloze od netuberkuloznih mikobak-

terij, kar je pomembno pri bolnikih z veliko mo`nostjo oku`be z netuberkuloznimi mi-

kobakterijami (npr. imunosuprimirani bolniki, bolniki z aidsom);

– z njimi lahko nesporno doka`emo prisotnost bacilov tuberkuloze pri nekaterih bolni-

kih, pri katerih tuberkuloze iz ve~ razlogov ne moremo dokazati z nobeno klasi~no

laboratorijsko metodo (17, 30).
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Glede na sedanje epidemiolo{ko stanje oku`b z mikobakterijami v Sloveniji in na na{e

izku{nje menimo, da mora ostati mikroskopski pregled ku`nine zaradi enostavnosti in

nizke cene {e vedno prva preiskava, ki jo je treba narediti v primeru klini~nega suma

na plju~no tuberkulozo. Tudi poskus osamitve mora doktrinarno ostati osnovna mikro-

biolo{ka metoda v diagnostiki tuberkuloze (44). Teste pomno`evanja delcev nukleinskih

kislin kot dodatne metode ob klasi~ni mikrobiolo{ki diagnostiki priporo~amo v nasled-

njih primerih:

– za potrjevanje plju~ne tuberkuloze pri bolnikih z mo~nim klini~nim sumom na plju~-

no tuberkulozo, pri katerih je mikroskopski pregled ku`nine negativen, rezultatov po-

skusa osamitve bacilov pa {e nimamo;

– za potrjevanje plju~ne tuberkuloze pri bolnikih s pozitivnim rezultatom mikroskopske-

ga pregleda ku`nine in sumom na oku`bo z netuberkuloznimi mikobakterijami (imu-

nosuprimirani bolniki, bolniki z aidsom, bolniki, pri katerih smo v preteklosti `e osa-

mili netuberkulozne mikobakterije);

– pri bolnikih, pri katerih zaradi kontaminantov, prisotnih v ku`nini, poskus osamitve ba-

cilov tuberkuloze ni mogo~.

Na osnovi izku{enj {tevilnih avtorjev in na{ih lastnih zaenkrat ne priporo~amo uporabe

molekularnih testov za spremljanje uspe{nosti zdravljenja tuberkuloze. Z molekularni-

mi testi namre~ lahko pomno`imo nukleinske kisline mrtvih mikroorganizmov, ki so lah-

ko {e prisotni v ku`ninah tudi po uspe{nem zdravljenju. Za spremljanje zdravljenja tu-

berkuloze je zato {e vedno nepogre{ljiv poskus osamitve.

Zaradi slabe ob~utljivosti in velike mo`nosti la`nonegativnih rezultatov zaenkrat pose-

bej odsvetujemo uporabo molekularnih testov za dokazovanje mikobakterij v ku`ninah,

ki ne izvirajo iz dihal, kot so likvor, plevralni, abdominalni in perikardialni izlivi.

Z razvojem molekularnih metod je pri{lo do velikega napredka tudi na podro~ju identi-

fikacije netuberkuloznih mikobakterij (9) in epidemiolo{kih raziskav tuberkuloze. Inser-

cijsko zaporedje IS 6110 se je izkazalo kot najprimernej{e podro~je genoma za tipiza-

cijo bacilov tuberkuloze. Tako je metoda dolo~anja polimorfizma dol`ine restrikcijskih od-

sekov (angl. restriction fragment length polymorphism, RFLP) zaporedja IS 6110 ̀ e priz-

nana kot standardna epidemiolo{ka metoda za ugotavljanje sorodnosti posameznih se-

vov bacilov tuberkuloze (45). Metodo uporabljamo predvsem za razjasnitev epidemij tu-

berkuloze ter za lo~evanje relapsa in ponovne oku`be pri ozdravljenih tuberkuloznih bol-

nikih (11).

Metode pomno`evanja delcev nukleinskih kislin se postopoma uveljavljajo tudi kot na-

~in dolo~anja ob~utljivosti sevov bacilov tuberkuloze na razli~ne antituberkulotike. Glav-

na pomanjkljivost uveljavljenih metod za dolo~anje ob~utljivosti osamljenih sevov na an-

tituberkulotike je namre~ dolgotrajnost (4–6 tednov), kar mo~no ote`uje zdravljenje zla-

sti v primeru sevov, odpornih proti ve~ antituberkulotikom. Zato so napori {tevilnih razi-

skovalcev usmerjeni v razvoj u~inkovitih in hitrih postopkov za odkrivanje sevov bacilov

tuberkuloze, odpornih proti antituberkulotikom, ki temeljijo na pomno`evanju delcev nu-

kleinskih kislin (46–48). Rezultati so zaenkrat najbolj{i pri odkrivanju odpornosti proti

rifampicinu (11).
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Sklep

Na In{titutu za plju~ne bolezni in tuberkulozo Golnik Klini~nega centra v Ljubljani smo

v sodelovanju z Laboratorijem za molekularno mikrobiologijo in diagnostiko aidsa In{ti-

tuta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani v letu 1994 preiz-

kusili ve~ razli~ic klasi~ne PCR-metode za neposredno odkrivanje mikobakterij v raz-

li~nih ku`ninah, kakor tudi dva komercialno dostopna diagnosti~na kompleta: MTD® in

Amplicor®. Zaradi vzpodbudnih rezultatov, dobljenih v primerjalnih raziskavah ve~ mo-

lekularnih metod (30), smo se v decembru 1994 odlo~ili, da oba standardizirana testa

vpeljemo v diagnostiko tuberkuloze kot dopolnilna testa ob dosedanjih klasi~nih labo-

ratorijskih metodah. V letu in pol smo testirali `e ve~ kot 3000 razli~nih klini~nih vzor-

cev. ̂ eprav imata trenutni razli~ici obeh testov {e nekaj pomanjkljivosti, ju na osnovi na-

{ih izku{enj priporo~amo kot pomembna dodatna testa za razre{evanje nejasnih klini~-

nih primerov.

Razvoj novih in izbolj{anje obstoje~ih molekularnih metod in standardiziranih diagno-

sti~nih kompletov hitro napreduje. Prepri~ani smo, da lahko `e kmalu pri~akujemo ta-

ko izpopolnjene molekularne metode, ki bodo {e bolj korenito posegle v vse nere{ene

probleme v diagnostiki tuberkuloze.
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