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Tuberculosis is still one of the most wide-spread and serious infectious diseases worldwide.
Because of the slow growth rate of Mycobacterium tuberculosis, the causative agent, cul-
tivation, identification, and drug susceptibility testing can take several weeks. During the
past twenty years, molecular methods have been developed for detection and drug suscep-
tibility testing of mycobacteria. These highly specific and sensitive methods can potential-
ly reduce the diagnostic time from weeks to days. Commonly used molecular methods are
PCR, real-time PCR, and DNA microarrays.

UvoD

Tuberkulozu izazivaju bakterije iz roda Mycobacterium.
Za Coveka su patogeni sojevi koji pripadaju Mycobacterium
tuberculosis kompleksu (M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum i M. microti) 1 izazivaju tuberkulozu, M. leprae 1
izazivaju lepru, dok je M. avium Cest uzro¢nik oportunistickih
infekcija kod imunokompromitovanih osoba. Iako je tuberku-
loza oboljenje koje je poznato jos iz davnih vremena, ona i
dalje predstavlja veliki zdravstveni problem u celom svetu.
Preko dva miliona ljudi umire od tuberkuloze svake godine.
Primenom antibiotske terapije doSlo je do smanjenja inci-
dence 1 smrtnosti od tuberkuloze, §to je narocito bilo izrazeno
nakon Drugog svetskog rata i to u razvijenim zemljama.
Krajem osamdesetih godina dvadesetog veka incidenca
tuberkuloze je ponovo u porastu najvise u zemljama u razvo-
ju, dok u industrijski razvijenim zemljama uglavnom stagnira
ili se blago smanjuje. Jedan od razloga su migracije
stanovniStva i povecani broj imigranata i izbeglica. U zemlja-
ma u razvoju prisutno je siromastvo, prenaseljenost, slaba
ishrana, pusenje, koji su ujedno faktori rizika za infekciju.
Porastu tuberkuloze doprinosi i pandemija HIV. Zbog sman-
jene imunoloSke odbrane organizma, tuberkuloza je najcesci
uzrok smrti kod HIV pozitivnih osoba u zemljama u razvoju.
Poseban problem predstavlja i pojava multirezistentnih soje-
va M. tuberculosis, koji se javljaju najéesée usled neadek-
vatnog uzimanja lekova (1).

Svetska zdravstvena organizacija je 1993. godine pro-
glasila globalnu opasnost od tuberkuloze i predlozila interna-
cionalnu strategiju za kontrolu ovog oboljenja. Za ciljeve je
postavila da se uspeSno tretira 85% detektovanih ARB+
(acido-rezistentni bacili) slucajeva tuberkuloze i da se detek-
tuje barem 70% svih ARB+ slucajeva. Da bi se to postiglo,
potrebno je primeniti tehnicke elemente strategije koji obuh-
vataju direktno nadgledanje hemoterapije kod svih novih
ARB-+ slucajeva i kod retretmana, zatim uspostavljanje sis-
tema za kontinuirano snabdevanje antituberkuloticima,
uspostavljanje sistema za izvestavanje i dostupnost rezultata
tretmana kao i unapredenje detekcije ARB+ uzoraka.

LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Laboratorijska dijagnostika mikobakterija se i dalje oslan-
ja na konvencionalne mikrobioloske metode. To je pre svega
mikroskopiranje, kojim se detektuju acido-rezistentni bacili
(ARB) nakon bojenja po Ziehl-Neelsen-u. Na ovaj nacdin se
mikobakterije najbrze detektuju, ali samo ako ih ima najman-
je 104 u mililitru uzorka. Kultivacija je osetljivija metoda i
predstavlja “zlatni standard” u detekciji M. tuberculosis.
Granica osetljivosti je 10-100 bacila u mililitru uzorka.
Medutim, M. tuberculosis raste vrlo sporo, pa na Lowenstein-
Jensen podlozi kultivacija traje 4-6 nedelja, a na te¢nim pod-
logama u sistemima BACTEC, MB/BacT, MGIT i dr., oko 14
dana. Mikroskopiranje i kultivacija imaju i taj nedostatak Sto
su nedovoljno specificne metode i ne mogu diferencirati M.
tuberculosis od atipiénih mikobakterija, koje mogu izazvati
oboljenje kod imunokompromitovanih osoba. Zbog toga ove
metode ne zadovoljavaju potrebe za brzom, osetljivom i
specificnom detekcijom M. tuberculosis.

Osamdesetih godina proslog veka za detekciju i tipizaciju
mikroorganizama pocinju da se primenjuju metode moleku-
larne biologije, koje se baziraju na detekciji specificnih
redosleda nukleotida genoma (2). Jedna od tih metoda je PCR
ili lan¢ana reakcija polimeraze, a M. tuberculosis je jedan od
prvih organizama za ¢iju detekciju je ova metoda primenjena.
Kod PCR se odredeni fragment genoma umnozava uz pomoé
enzima DNK polimeraze i specifi¢nih oligonukleotida koji su
komplementarni nukleotidima na krajevima fragmenta koji se
umnozava. Nakon umnoZavanja fragment se detektuje elek-
troforezom ili pomocu obelezivaca koji su vezani za oligo-
nukleotide.

Osetljivost PCR bazira se na umnozavanju dela genoma,
$to omogucava da se detektuju bacili kojih je bilo nekoliko
desetina u uzorku. Specificnost zavisi od redosleda nukleoti-
da koji se koriste za umnozavanje. Razvijene su brojne “'in-
house” PCR metode za dijagnostiku tuberkuloze, kod kojih
izvoda¢ sam pravi reakcionu sme$u za umnozavanje od poje-
dinaénih komponenti, kao i razli¢iti komercijalni testovi sa
veé formiranim reakcionim smesama. Prednost komercijalnih
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testova je Sto su standardizovani pa se rezultati mogu
uporedivati izmedu laboratorija i §to je broj manipulacija sve-
den na minimum, a time i opasnost od unakrsne kontaminaci-
je uzoraka i1 dobijanja lazno pozitivnog rezultata. Za
umnozavanje se primenjuju razli¢iti parovi oligonukleotida, a
najceSce oni specifini za insercioni element IS6110 koji je
prisutan samo u genomu M. tuberculosis kompleksa ili za
povrsinski protein.

Umnozavanje uzorka primenom PCR traje 3-4 sata, tako
da je za detekciju M. tuberculosis, uklju¢ujuéi obradu uzorka
i pripremu za PCR, potrebno najvise 2 dana. Kombinovanjem
PCR hemije i detekcije umnozenog produkta pomodu fluores-
centne probe, razvijena je “real-time” PCR metoda kod koje
se rezultat umnozavanja dobija za jo§ krade vreme. Osim
brzine, prednost u odnosu na konvencionalni PCR je i u tome
Sto se umnozavanje i detekcija odvijaju u istoj epruveti, ¢ime
se smanjuje broj manipulacija, a time i moguénosti unakrsne
kontaminacije uzoraka. Pored toga, dinamika umnoZzavanja se
moze kontinuirano pratiti pa ova metoda moze da bude i
kvantitativna.

Osim pulmonarna, tuberkuloza mozZe biti i ekstrapul-
monarna i pogoditi skoro svaki organ. Zbog toga klinicke
manifestacije mogu biti vrlo raznovrsne, $to uzrokuje dodatne
teskode u postavljanju dijagnoze i njeno odlaganje. Samo
dobijanje materijala za kultivaciju i detekcija mikobakterija je
teza kod ekstrapulmonarne nego kod pulmonarne tuberku-
loze. Molekularne metode su u ovim slucajevima od velike
koristi jer omogucavaju izolaciju DNK iz bilo kojeg klinickog
uzorka, pa se PCR uspesno primenjuje za detekciju M. tuber-
culosis 1 kod ekstrapulmonarne tuberkuloze. Osetljivost PCR
je nesto niza kada se primenjuje na nerespiratorne uzorke jer
u njima ¢esée ostaju inhibitori DNK polimeraze nakon obrade
(3). Zbog toga se intenzivno radi na prilagodavanju protoko-
la za pripremu ovih uzoraka za umnoZavanje, a komercijalni
testovi se za sada preporucuju samo za respiratorne uzorke.

Pored navedenih prednosti u dijagnostici tuberkuloze,
PCR metoda ima i odredene nedostatke. Najveci problem
predstavlja dobijanje lazno-pozitivnih rezultata zbog
unakrsne kontaminacije uzoraka i lazno-negativnih usled
prisustva inhibitora DNK polimeraze ili neodgovarajuéeg
tretmana klinickog uzorka. Da bi se proverila pouzdanost
PCR metode za detekciju M. tuberculosis, povremeno se rade

multicentri¢ne studije kontrole kvaliteta (4, 5). Ustanovljeno
je da se dobijanje lazno pozitivnih rezultata iz godine u god-
inu smanjuje, ali da osetljivost kod uzoraka koji su ARB- jos
nije dovoljno visoka i u poslednjoj studiji je iznosila 61%.
PCR detekcija je pouzdanija u laboratorijama koje na adek-
vatan nacin rade primarnu obradu klinickog uzorka i koje
imaju duze iskustvo u primeni molekularnih metoda.
Preporuka je da se molekularne metode primenjuju paralelno
sa mikroskopiranjem i kultivacijom i doprinose povecavanju
osetljivosti, specifi¢nosti i brzini dijagnostike tuberkuloze.

Nukleinske kiseline koje se detektuju PCR metodom u
klinickom uzorku mogu poticati i iz mikobakterija koje su
degradirane usled primene lekova i nevijabilne su. Pokazano
je da PCR rezultat moze biti pozitivan 6 meseci nakon terapi-
je, iako se kultivacijom vise ne mogu detektovati Zive
mikobakterije. Zbog toga PCR nije metoda izbora za pracenje
efekata terapije.

Kod svakog novootkrivenog slucaja tuberkuloze, nakon
kultivacije mikobakterija ispituje se njihova rezistencija na
antituberkulotike. Konvencionalnim metodama za to je
potrebno jo$ nekoliko nedelja. PCR ima potencijal da detek-
tuje mutacije u rpoB 1 katG genima koje koreliraju sa rezis-
tencijom na rifampin i izonijazid (6). Nekoliko grupa autora
su, primenom “real-time” PCR i setova proba za poznate
mutacije u ovim genima, u odvojenim reakcijama za svaki
gen ili u jednoj reakciji za oba, detektovali rezistentne sojeve.
Dalji napredak u dijagnostici tuberkuloze omogucila je nova
molekularna tehnologija, DNK “microarray”. Njenom pri-
menom se istovremeno mogu identifikovati mikobakterije i
detektovati mutacije u genima za rezistenciju (7). To je
mogude zbog velikog broja razli¢itih DNK proba smestenih
na jednoj staklenoj plocici.

ZAKLJUCAK

Molekularne metode imaju brojne prednosti nad konven-
cionalnim u identifikaciji mikobakterija i znatno su
unapredile dijagnostiku tuberkuloze. Kako za sada nisu poz-
nate sve mutacije koje dovode do rezistencije na antitu-
berkulotike i dalje je neophodno da se pored molekularnih,
primenjuju i konvencionalne metode kako bi se detektovali
svi rezistentni sojevi.

Apstrakt

Tuberkuloza je i dalje jedno od najrasirenijih i najozbiljnijih infektivnih oboljenja u
svetu. Zbog sporog rasta Mycobacterium tuberculosis, uzroénika ovog oboljenja, kulti-
vacija, identifikacija i ispitivanje osetljivosti moze da traje nekoliko nedelja. Poslednjih
dvadeset godina razvijene su molekularne metode za detekciju i ispitivanje osetljivosti
mikobakterija. Ove metode imaju visoku specifi¢nost i osetljivost i mogu skratiti dijagnos-
tiku na nekoliko dana. Molekularne metode koje se najéesée koriste su PCR, “real-time”
PCR i DNK “microarrays”.
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