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Streszczenie

Wstep. Odkrycie i wprowadzenie do terapii w drugiej potowie XX wieku lekdéw przeciwpratkowych stato sie punktem
przetomowym w tysiacletniej historii gruzlicy. Nastepstwem zastosowania antybiotykdw do leczenia gruZzlicy stato sie niestety
zjawisko narastania lekoopornosci pratkow.

Brak wystandaryzowanych metod okreslania wrazliwosci pratkdw gruzlicy powoduje trudno$ci w prawidtowym okresleniu
fenotypu opornosci. Testy lekowrazliwosci wykonywane bez zachowania nalezytej kontroli i interpretacji wynikéw moga bted-
nie klasyfikowa¢ szczepy M. tuberculosis jako wrazliwe lub oporne. Wzrost liczby zachorowan na gruzlice wywotang przez
pratki oporne na leki spowodowat konieczno$¢ wprowadzenia i rozwoju szybkich metod diagnostycznych.

Cel pracy. Celem pracy byta ocena przydatnosci automatycznego systemu Bactec MGIT 960 do okreslania opornosci
pratkdéw gruzlicy na cztery podstawowe leki (RMP, INH, SM, EMB).

Materiat i metody. Analizie poddano szczepy M. tuberculosis wyizolowane od 63 chorych z IGiCHP oraz z innych placé-
wek diagnozujacych gruzlice w Polsce. Lekooporno$¢ na cztery podstawowe leki wykonano na pozywce L-J oraz na pozyw-
ce ptynnej w automatycznym systemie Bactec MGIT 960.

Wyniki. Wsréd 252 wykonanych oznaczenh lekoopornosci zgodno$¢ wynikéw dla wszystkich lekéw (SM, INH, RMP i EMB)
wyniosta 94,8%. Najwyzszg zgodno$¢ wynikéw testédw wrazliwosci na pozywce jajowej L-J oraz w aparacie Bactec MGIT
960 uzyskano dla izoniazydu i rifampicyny — 62/63 oznaczenia (98,4%). Czas oczekiwania na wynik lekowrazliwosci na po-
zywkach ptynnych wynosit od 4,6 do 12,8 dni ($rednio 8,95 dni), co przy 28-42 dniach ($rednio 36,67 dni) potrzebnych do
uzyskania wyniku opornosci oznaczonego na pozywce L-J jest ro6znicg znamienng statystycznie (p < 0,001).

Whioski. System Bactec 960 MGIT pozwala na szybkie i wiarygodne uzyskanie wyniku lekowrazliwosci Mycobacterium
tuberculosis, co umozliwia skrécenie czasu oczekiwania na wynik oraz szybsze wtaczenie prawidtowego leczenia.

Stowa kluczowe: gruzlica, testy lekoopornosci, Bactec MGIT 960

Summary

Introduction. The discovery and introduction antituberculous drugs to the therapy in the second half of XX century, beca-
me a turning point in the history of tuberculosis. Unfortunately, this has resulted in closely associated with the use of drugs,
the phenomenon of rising drug resistance among M. tuberculosis strains. Lack of standardized methods for susceptibility
testing causes difficulties in correctly identifying resistance phenotype. These tests are performed without laboratory quality
control may show erroneous results. The phenomenon of drug-resistant TB strains has necessitated the introduction and
development of rapid diagnostic methods.

The aim of this study was to evaluate the usefulness of automated Bactec MGIT 960 system for determining the phenotype
of resistance to the four basic drugs (RMP, INH, SM, EMB) among Mycobacterium tuberculosis strains.

Material and methods. The present analysis is based on the results of susceptibility testing of 63 M. tuberculosis strains
isolated from patients at IGiChP or other polish centers where tuberculosis is diagnosed. Drug susceptibility testing was per-
formed on solid medium (L-J) by proportion method and liquid medium using the Bactec MGIT 960 system.

Results. Compatibility of drug resistance results for all drugs in both methods was 94.8%. The highest compatibility
of the results on solid medium (L-J) and Bactec MGIT 960 system obtained for isoniazid and rifampicin — 62/63 marks
(98.4%).

The time waiting for the results of susceptibility testing of liquid medium ranged from 4.6 to 12.8 days (average 8.95 days),
and of solid medium from 28-42 days (average 36.67 days) (p < 0.001).
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Conclusions. The Bactec MGIT 960 system allows to get rapid and reliable results of drug susceptibility testing of M. tu-
berculosis strains. This system reduces the waiting time for results, and allows faster including the correct treatment of the

patient.

Key words: tuberculosis, drug susceptibility testing, Bactec MGIT 960

WSTEP

Odkrycie i wprowadzenie do terapii w drugiej potowie
XX wieku lekéw przeciwpratkowych stato sie punktem
przetomowym w tysigcletniej historii gruzlicy. Niestety
to wielkie osiggniecie wyzwolito bardzo niekorzystne,
$cisle zwigzane ze stosowaniem lekéw, zjawisko nara-
stania lekoopornosci pratkéw gruzlicy (1). Lekooporne
szczepy M. tuberculosis pojawity sie juz w pierwszych
latach stosowania lekéw przeciwpratkowych (2, 3, 4, 5).
Jednak przez kilka dziesigtkow lat problem nie wyda-
wat sie szczegodlnie niebezpieczny dla skutecznej walki
z gruZlica.

Pierwsze powazne doniesienia medyczne obrazujg-
ce zagrozenie rozprzestrzeniania sie pratkéw lekoopor-
nych pochodzg z lat 80. XX wieku i dotyczg gruzlicy
u chorych zakazonych wirusem HIV w USA i Europie
(6, 7, 8, 9). Dane te wkrétce zwrécity uwage catego
$wiata na duze odsetki gruzlicy wywotanej pratkami
opornymi na leki wystepujace w wielu krajach, réwniez
u ludzi HIV (-), oraz na bardzo niebezpieczny problem
tatwej transmisji pratkdw lekoopornych w niektérych
$rodowiskach (10, 11, 12, 13, 14, 15).

Nalezy dodaé, ze prace nad czestoscig wystepowa-
nia gruzlicy lekoopornej w wielu regionach $wiata nie
byly prowadzone systematycznie. Tak wiec nadzé6r nad
zapobieganiem powstawania lekoopornosci w gruz-
licy zostat zlekcewazony, co doprowadzito w latach
1985-1990 do ujawnienia dramatycznej sytuacji poja-
wienia sie wielu krajach szczepéw o opornosci typu
MDR i XDR (16, 17).

Obecne pogorszenie sie sytuacji epidemiologicznej
gruzlicy na $wiecie stato sie faktem, a gruZlica jest naj-
czestszym i najwiekszym pojedynczym zabdjca ludzi
wsrdd innych chordb zakaznych.

Przedstawionej sytuacji epidemiologicznej towarzy-
szy réwniez znaczny wzrost zachorowan spowodowa-
nych szczepami pratkdéw gruzlicy opornymi na leki.
Szacunkowa ilo$¢ chorych z gruzlica wywotang prat-
kami o opornosci typu MDR (szczepami opornymi na
izoniazyd i rifampicyne) wyniosta w 2009 roku 250 000
przypadkéw, a odnotowano i zarejestrowano tylko nie-
wiele ponad 30 000 zgtoszen, co stanowi 12% wszyst-
kich przypadkéw gruzlicy ptucnej (18).

Do najwazniejszych przyczyn stale pogarszajacej
sie sytuacji epidemiologicznej gruzlicy na $wiecie na-
leza: zte programy zwalczania choroby lub ich niedo-
stateczna realizacja, lekcewazenie problemu gruzlicy
w krajach rozwinietych, brak srodkéw na leczenie cho-
roby w Kkrajach rozwijajagcych sie, rozprzestrzenienie
sie wirusa HIV oraz zjawisko lekoopornosci pratkow,
uznane przez ekspertéw WHO za jedng z wazniejszych
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przyczyn nasilenia gruzlicy we wspotczesnym $wiecie
(19, 20, 21).

Istnieje zgodny poglad, ze lekoopornos$¢ na leki
przeciwpratkowe jest wynikiem niedostatecznej kon-
troli nad leczeniem gruzlicy (22, 23). Moze ona przy-
biera¢ rézne formy: opoéznionej diagnostyki, braku
kontroli nad przyjmowaniem lekéw przez chorych, jak
réwniez ordynowania niewtasciwych zestawow lekéw
w nieodpowiednich dawkach, nieodpowiedniego cza-
su trwania terapii, okresowego braku lekéw, co powo-
duje ich nieregularne przyjmowanie. A zatem wine za
niestosowanie sie do zalecen terapeutycznych ponosi
zardwno chory (24), jak i personel medyczny (25, 26).
Nie mozna réwniez lekcewazyé, jako przyczyny po-
wstawania lekoopornoséci, niewtasciwej jakosci lekdéw
dostarczanych na rynek farmaceutyczny. Obszerny
artykut publikowany w 2001 roku omawia to zjawisko
(27). A zatem, nabyta w trakcie leczenia lekoopornosé
pratkéw jest wyktadnikiem pracy wszystkich stuzb me-
dycznych.

Oporno$¢ Mycobacterium tuberculosis na leki prze-
ciwpratkowe, podobnie jak innych gatunkéw bakte-
rii, powstaje w wyniku selekcji mutantéw naturalnie
opornych, stale obecnych w kazdej populacji bakterii.
Niepodobnie do innych bakterii u pratkbw cecha le-
koopornoéci nie jest przenoszona przez plazmidy lub
transpozony (28). W czasie ich rozmnazania sie opor-
nos¢ na leki rozwija sie spontanicznie z czestoscig do-
brze znang dla poszczegdinych lekéw: dla ryfampicy-
ny (RMP) z czestoscig 10'° podziatéw komérkowych i
prowadzi do lekoopornosci rzedu 1/108 w $rodowisku
wolnym od leku, dla izoniazydu (INH) czesto$¢ mutaciji
wynosi 107-10° podziatéw komérkowych. W jamach
gruzliczych populacja bakteryjna jest znaczna i zawsze
wigksza niz 107 pratkdw (28), a wiec i proporcja ko-
mérek wrazliwych do opornych jest niekorzystna dla
leczenia.

Innym mechanizmem jest zmiana przepuszczalnosci
$ciany komoérkowej, powodujaca utrudniona penetra-
cje leku do wnetrza komorki lub zjawisko efflux pump,
aktywnego usuwania leku z komoérki. Moze réwniez
nastgpi¢ zmiana szlakéw metabolicznych omijajacych
,wrazliwe na leki” miejsca w komérce (29). Niezaleznie
od gtéwnych mechanizméw powstawania, lekoopor-
nos$¢ pratkdéw zawsze jest wynikiem dziatania procesu
selekcji, tj. zmiany proporcji komérek wrazliwych do
opornych na leki. A zatem lekooporno$¢ Mycobacte-
rium jest wynikiem niedostatecznej inhibicji wzrostu
pratkéw przez leki. Jezeli wystapi mutacja, lekooporne
komérki szybko zastepuja i eliminuja wrazliwe, powo-
dujgc lekooporno$¢ nabytag w trakcie leczenia.
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Do gtéwnych czynnikéw selekcyjnych naleza: poda-
wanie lekéw w niewtasciwych dawkach i nieodpowied-
nim czasie, podawanie pojedynczego leku zamiast
skojarzonych, przerwanie leczenia przez samego
chorego np. z powodu wystgpienia objawdw niepoza-
danych, zta biodostepno$¢ leku zwigzana ze stanem
zdrowia chorego lub zig jakoscig lekéw (30, 31).

Wystapienie lekoopornosci zmusza do stosowania
lekéow dodatkowych, mniej skutecznych niz leki pod-
stawowe, powodujacych czesciej objawy uboczne, a
jednoczesénie znacznie drozszych. Leczenie chorych
z gruzlicg lekooporng jest okoto 100 razy drozsze niz
leczenie lekami podstawowymi (32).

Powaznym mankamentem testéw lekoopornosci
pratkéw gruZlicy, poza dtugim czasem oczekiwania
na wynik (4-5 tygodni), jest brak dobrze wystandary-
zowanych metod, co powoduje trudnosci w klinicz-
nej interpretacji zjawiska lekoopornosci. Trudnosci
ze standardyzacjg antybiogramu pratkéw gruzlicy sg
czescig probleméw metodycznych dotyczacych, poza
lekoopornoscia, rowniez innych procedur diagnostycz-
nych, takich jak: wyhodowanie szczepu, bakteriosko-
pia i typowanie Mycobacterium do gatunku (33).

Wiarygodnos¢ testéw lekowrazliwosci pratkéw zale-
zy od wielu czynnikéw, z ktérych do najwazniejszych
nalezg: wybér metody, wybdér systemu hodowlanego
(pozywki jajowe, agarowe, izotopowe itp.), stosowanie
standardowych szczepéw o znanym wzorze lekoopor-
nosci, jako$¢ czystych substanciji lekéw, rodzaj i tem-
peratura koagulacji pozywek jajowych i prawidtowos$¢
stosowania kryteriéw lekoopornosci (34, 35).

Test lekoopornosci u pratkdw gruzlicy jest badaniem
wysokospecjalistycznym i wg zalecen WHO powinien
by¢ wykonywany w laboratoriach Il stopnia referencyj-
nosci (36).

Pojawienie sie na $wiecie szczepéw o wzorach opor-
nosci MDR i XDR spowodowato konieczno$¢ wprowa-
dzenia i rozwoju szybkich metod. Obecnie w literaturze
mozna spotka¢ szereg metod, ktére dzielg sie na dwie
grupy: fenotypowe i genotypowe. Metody fenotypowe
polegaja na wykrywaniu efektu dziatania leku na meta-
bolizm lub rozmnazanie sie pratkéw w poréwnaniu do
kontroli, tj. populacji pratkéw nieeksponowanych na
dziatanie leku. Testy mierzace ten efekt wykonuje sie w
hodowli pratkéw na pozywkach statych lub ptynnych —w
systemach automatycznych lub manualnych. W zalezno-
$ci od uzytego systemu czas wykonanego badania trwa
od 5 dni do 4 tygodni. Metody na pozywkach statych i
ptynnych sa rekomendowane przez WHO, réwniez do
prowadzenia programoéw epidemiologicznych rozprze-
strzeniania sie gruzlicy lekoopornej na $wiecie. Systemy
automatyczne pozwalajg na szybkie wykonanie testu, ale
wymagajg duzego nakfadu pracy, odpowiedniego zabez-
pieczenia technicznego, tj. statego doptywu pradu i sys-
temow zabezpieczajacych przed utratg danych.

CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie czy nowy, automa-
tyczny system hodowli Bactec MGIT 960 wprowadzo-

ny do diagnostyki gruzlicy w Polsce jest przydatny do
wykonywania testow lekoopornosci na cztery gtowne
leki — izoniazyd (INH), rifampicyne (RMP), streptomycy-
ne (SM) i etambutol (EMB). Cel realizowano poréwnujac
wyniki do otrzymanych w metodzie konwencjonalnej na
pozywce Loewensteina — Jensena (L-J).

MATERIAL | METODY

Badania wykonano na 63 szczepach izolowanych
od chorych w IGIiCHP i innych placéwkach diagno-
styki gruzlicy w Polsce. Dla wszystkich szczepéw wy-
konano test wrazliwosci na pozywce jajowej L-J wia-
snej produkcji (wg metodyki obowigzujacej w Polsce)
(87) oraz na pozywce ptynnej w automatycznym apa-
racie Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson) (wg zalecen
producenta).

Przygotowanie hodowli pratkéw na pozywkach
ptynnych

Zhodowli pratkdw uzyskanej na pozywkach jajowych
przygotowywano zawiesine o gestosci 0,5 McFarlanda,
rozcienczano jg 100-krotnie i posiewano na probéwke
z ptynng pozywka MGIT wzbogacong odpowiednim
suplementem. Inkubowano do czasu uznania jej przez
system za hodowle dodatnig. Kazda hodowla na po-
zywce ptynnej, dla ktérej wykonano test wrazliwosci,
byta wykorzystana do tego badania w ciggu 1-5 dni od
momentu uznania przez aparat za dodatnia. Jesli uzyto
jej w 1 badz 2 dniu po uzyskaniu wzrostu, traktowana
byta jako inoculum do dalszych badan, jesli byta uzyta
w 3-5 dniu po uzyskaniu wzrostu byta rozcienczana w
stosunku 1:5 jatowa solg fizjologiczng i dopiero wtedy
stosowana jako inoculum.

Przygotowanie kontroli wzrostu szczepow
badanych w aparacie Bactec MGIT 960

wymagato rozcienczenia inoculum w stosunku
1:100. Tak rozciehczona hodowla pratkéw byta posie-
wana na jedng probdowke MGIT bez lekéw (kontrola
testu lekowrazliwosci).

Przygotowanie i posiew pozywek z lekami
w aparacie Bactec MGIT 960

Leki dodawano do pozywek w ilosci 0,1 ml. Steze-
nia lekéw w pozywkach wynosity: 1,0 ug/ml dla (SM),
0,1 ug/ml dla (INH), 1,0 ug/ml dla (RMP) oraz 5,0 ug/ml
dla (EMB). Do przygotowanych probéwek z lekami do-
dawano po 0,5 ml odpowiedniej zawiesiny badanych
szczepow (zgodnie z procedurg producenta).

Kontrole czystosci hodowli sprawdzano na agarze
krwawym.

Kontrole poprawnosci przygotowanych pozywek
jajowych prowadzono w sposob typowy ze szczepem
standardowym Mycobcterium tuberculosis H,,Rv.

WYNIKI

Wsréod 252 wykonanych oznaczen
zgodnos$¢ wynikow dla wszystkich le-
kow (SM, INH, RMP i EMB) wyniosta 94,8%
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(tab. 1). Wyniki rozbiezne dotyczyty 13 oznaczen
(5,2%). Najwyzszg zgodno$é wynikéw testéw wraz-
liwosci na pozywce jajowej L-J oraz w aparacie Bac-
tec MGIT 960 uzyskano dla izoniazydu i rifampicyny
- 62/63 oznaczenia (94,8%). Dla lekéw tych uzyskano
po jednym wyniku niezgodnym: szczep oporny na
RMP na pozywce jajowej oznaczony zostat jako wraz-
liwy w aparacie Bactec MGIT 960, szczep wrazliwy na
INH na pozywce jajowej oznaczony zostat jako oporny
w aparacie Bactec MGIT 960.

Zgodno$¢ wynikow dla streptomycyny wyniosta
58/63 oznaczenia (92,1%), otrzymano tu pie¢ wynikéw
niezgodnych; w jednym przypadku stwierdzono opor-
no$¢ na pozywce L-J i wrazliwo$¢ w aparacie Bactec
MGIT 960, w pozostatych czterech przypadkach sy-
tuacja byta odwrotna — szczepy wykazaty wrazliwo$é
na pozywce jajowej i opornos¢ w aparacie Bactec
MGIT 960.

Najnizszg zgodno$¢ wynoszacg 57/63 oznaczenia
(90,5%) uzyskano dla etambutolu. W czterech przypad-
kach szczepy wrazliwe na pozywce jajowej uznane zo-
staty za oporne w aparacie Bactec MGIT 960, natomiast
dwa szczepy oporne na pozywce jajowej 0znaczone zo-
staty jako wrazliwe w aparacie Bactec MGIT 960.

Czuto$¢ metody Bactec MGIT 960 (zdolno$¢ do wy-
krycia opornosci) wyniosta 100% dla INH, 94,1% dla
RMP, 93,3% dla SM oraz 66,7% dla EMB.

Specyficzno$¢ metody Bactec MGIT 960 (zdolnos¢
do wykrycia wrazliwosci) wyniosta 100% dla RMP,
97,7% dla INH, 93,0% dla EMB oraz 91,7% dla SM.

Wsréd 63 badanych szczepow pratkdw gruzlicy
41 (65,1%) wykazywato petng wrazliwo$¢ na wszystkie
cztery leki. Testy wrazliwosci dla tych szczepdw wy-

konane obiema metodami byty zgodne; czuto$¢ i spe-
cyficzno$¢ metody dla szczepdw wrazliwych wyniosty
100% (tab. 2).

Sredni czas oczekiwania na wyniki testéw wrazli-
wosci na pozywce jajowej L-J wynosit dla wszystkich
badanych szczepéw 36,67 dnia (w zakresie od 28 do
42 dni), dla szczepdéw wrazliwych 36,19 dnia (w za-
kresie 28-42 dni), dla szczepéw opornych 37,55 dnia
(w zakresie 28-42 dni) (tab. 3). Rdznice w czasie wzro-
stu szczepdw wrazliwych i opornych na pozywkach
jajowych w testach wrazliwosci nie réznity sie znamien-
nie statystycznie (p < 0,05).

Sredni czas oczekiwania na wyniki testow wrazliwo-
$ci w systemie Bactec MGIT 960 wynosit dla wszyst-
kich badanych szczepéw 8,95 dnia (w zakresie od
4,6 do 12,8 dnia), dla szczepéw wrazliwych 8,32 dnia
(w zakresie 4,6-12,8 dni), dla szczepdw opornych
10,13 dnia (w zakresie 8,1-12,6 dnia) (tab. 3). Rdznice
w czasie wzrostu szczepdw wrazliwych i opornych na
pozywkach ptynnych w testach wrazliwosci w aparacie
Bactec MGIT 960 nie rdznity sie znamiennie statystycz-
nie (p < 0,05).

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Wg zalecen WHO testy lekowrazliwosci dla pratkéw
gruzlicy powinny by¢ wykonywane dla: 1) wszystkich
chorych nowowykrytych, 2) chorych pratkujacych na-
dal po 3 miesigcach leczenia, 3) chorych leczonych na
gruzlice w przeszto$ci.

Czas uzyskania wyniku lekowrazliwosci jest nie-
zmiernie wazny, bowiem cafa diagnostyka gruzlicy w
90% przypadkéw (a wiec hodowla, identyfikacja oraz le-
kowrazliwo$¢) powinna sie zakonczy¢ po 15-30 dniach

Tabela 1. Zgodnos$¢ wynikow lekowrazliwosci w obu systemach hodowlanych.

Wyniki zgodne w obu Wyniki rozbiezne
. - Liczba metodach o iy L
Lek i jego stezenie . Zgodnos$¢ % | Czuto$¢ % | Specyficznosé
$zCzepow | Szczepy Szczepy LJ-W LJ-0O

wrazliwe oporne MGIT-0 | MGIT-W
INH 0,1 ug/ml 63 42 20 1 0 98,4 100 97,7
RMP 1,0 ug/ml 63 46 16 0 1 98,4 94,1 100
SM 1,0 ug/ml 63 44 14 4 1 92,1 93,3 91,7
EMB 5,0 ug/ml 63 53 4 4 2 90,5 66,7 93,0

Tabela 2. Zgodnos$¢ wynikow lekowrazliwosci dla szczepdw wrazliwych w obu systemach hodowlanych.

Lek i jego stezenie | Liczba szczepéw | Wyniki zgodne |Wyniki niezgodne| Zgodnos$¢ % Czutosé % Specyficznosé %
INH 0,1 ug/ml 41 41 0 100 100 100
RMP 1,0 ug/ml 41 41 0 100 100 100
SM 1,0 ug/ml 41 41 0 100 100 100
EMB 5,0 ug/ml 41 41 0 100 100 100
Tabela 3. Czas oczekiwania na wynik testu opornosci wykonanego na pozywce L-J oraz w aparacie Bactec MGIT 960.
Pozywka L-J (w dniach) Bactec MGIT 960 (w dniach)
Liczba szczepow $rednio zakres $rednio zakres
Szczepy wrazliwe 41 36,19 28-42 8,32 4,6-12,8
Szczepy oporne 22 37,55 28-42 10,13 8,1-12,6
Wszystkie badane szczepy 63 36,67 28-42 8,95 4,6-12,8
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od dostarczenia materiatu do laboratorium. Wigze sie
to z koniecznoscig stosowania pozywek ptynnych oraz
nowoczesnych metod molekularnych (38, 39). System
Bactec MGIT 960 jest w wielu krajach podstawowym
narzedziem pracy w laboratoriach pratka, stosowa-
nym do hodowli pratkéw z materiatéw klinicznych oraz
okreslania opornosci szczepéw Mycobacterium tuber-
culosis. W Polsce w system ten wyposazonych jest
dziewie¢ laboratoriéw.

Znaczenie wykonania testu opornosci pratkow
gruzlicy w leczeniu chorych na gruzlice byto przez
szereg lat dyskutowane i czesto deprecjonowane.
Historycznie, zjawisko to wynikato z przekonania,
ze pierwotna lekoopornos$é Mycobacterium tuber-
culosis jest zjawiskiem rzadkim. W Hong Kongu
prowadzono badania zasadnos$ci wykonywania te-
stéw lekoopornosci przed leczeniem (40). Mitchison
(41) i Fox (42) wykazali, ze brak testéw opornosci
na INH, SM i PAS nie ma zwigzku z btednym wy-
borem lekéw. Analizujac dalej wykazali, ze w popu-
lacji, w ktérej opornoé¢ jest rzedu 10%, brak anty-
biogramu moze spowodowaé wzrost opornosci do
10,6%, a jego wykonanie spadek do wartosci 8,9%.
Analize te skrytykowato Amerykanskie Towarzystwo
Choréb Ptuc (ATS) na konferenciji w 1974 roku (43).
Powtdrna analiza badan prowadzonych w Hong Kon-
gu opublikowana w dokumencie ATS 11 lat pdzZniej
wykazata, ze jesli respektowano test lekoopornosci,
tylko u 10% chorych z pragtkami opornymi wystapi-
to niepowodzenie w leczeniu versus 27%, gdy wy-
nik antybiogramu zostat zignorowany i leczenie nie
ulegto zmianie (44). W dokumencie podkreslono, ze
czestos¢ niepowodzen koreluje z liczbg lekdéw, na
ktére wyizolowany szczep wykazuje opornos¢: 18,
28 i 60%, gdy opornos¢ wystepuje na jeden, dwa lub
trzy leki odpowiednio.

Przydatno$¢ znajomosci wzoru opornosci pratkow u
chorych przed wigczeniem leczenia dla jego powodze-
nia zostata ponownie poddana ocenie wraz z wprowa-
dzeniem do terapii RMP i PZA (45, 46). Wydawato sie,
ze dotgczenie do poprzednio stosowanych INH i SM,
nowych, silnych lekéw — ryfampicyny i pyrazynamidu,
pozwoli wyleczy¢ wszystkich chorych, niezaleznie od
opornosci pratkéw na INH. Do takiego podej$cia upo-
wazniata wiara w skuteczno$¢ RMP. W tamtych latach
nie przewidywano wystgpienia opornosci na ryfampi-
cyne.

W 15 lat pézniej okazato sie, ze pierwotna opor-
no$¢ na RMP nie jest zjawiskiem rzadkim, a po-
nadto wzrasta jednolekowa oporno$¢ pratkow
na RMP (23). Obecnie wiadomo, ze opornos$¢ na
RMP i odsetek chorych, ktérzy nadal pratkuja po
2-miesiecznym intensywnym leczeniu czteroleko-
wym RMP, INH, EMB i PZA, stale wzrasta (47).

Analizujac role jakg odgrywaja dwa gtéwne leki INH
i RMP w krotkotrwatej terapii gruzlicy Ellard i Mitchison
stwierdzajg, ze ,niepowodzenie leczenia wystepuje
czesciej u chorych z pierwotng INH-opornoscia, ale
wznowy po zakonhczeniu leczenia nie sg zwigzane z

pierwotng INH wrazliwoscia” (48).

Znaczenie wykrywania jednolekowej INH-opornosci
pratkdbw u chorych nowo zdiagnozowanych jest przez
niektérych autoréw pomniejszane, przez innych uwa-
zane jest za najwazniejszy element walki z gruzlicg
(49). Natomiast zasadno$¢ wykrywania pierwotnej
opornosci na dwa lub wiecej lekdéw, szczegdlnie na
RMP dla powodzenia terapii jest bezsporna (46, 47,
50, 51). Wczesne wykrycie opornosci typu MDR i wia-
czenie lekéw wg antybiogramu zmniejsza w sposéb
znamienny $miertelno$é¢ zaréwno u HIV negatywnych,
jak i HIV pozytywnych chorych (52, 53).

We wspdlnie wydanym w 1990 roku dokumencie
ATS i CDC (54) stwierdzono, ze w wiekszo$ci ame-
rykanskich regionéw, w ktérych pierwotna lekoopor-
no$¢ Mycobacterium tuberculosis wystepuje rzadko,
wykonywanie rutynowych antybiograméw dla wszyst-
kich szczepow izolowanych od chorych nowo wykry-
tych jest nieuzasadnione. Inng opinie przedstawia w
swoich pracach Heifetz, ktéry wykazat, ze catkowity
koszt testow lekoopornosci dla 20 000 nowo wykry-
tych chorych na gruzlice wynosi rocznie tylko okoto
1 min USD (44) i jest rbwny kosztom zwigzanym z wy-
krywaniem i leczeniem zaledwie 10 chorych z pratkami
MDR.

Obecnie w USA standardowym, obowigzujgcym
postepowaniem jest wykonywanie testéw lekowrazli-
wosci dla szczepow M. tuberculosis wyizolowanych od
wszystkich chorych nowo zdiagnozowanych (55).

W diagnostyce mikrobiologicznej gruzlicy bardzo
istotna jest wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw oraz
czas oczekiwania na ostateczny wynik (39). W prze-
prowadzonych badaniach wyniki testéw opornosci
szczepow pratkdow gruzlicy w systemie Bactec MGIT
960 poréwnano z wynikami oznaczania opornosci me-
toda rutynowo stosowang w polskich Laboratoriach
Pratka, tj. metoda okreslania opornosci pratkow gruzli-
cy na pozywce jajowej Léewensteina — Jensena.

Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze wy-
niki lekoopornosci w systemie Bactec MGIT 960 sg
dostepne dla lekarzy klinicystéw duzo wczesniej niz
Oznaczane na pozywce jajowej niezaleznie od tego,
czy badane szczepy sg wrazliwe, czy oporne na leki.
Czas oczekiwania na wynik lekowrazliwosci na pozyw-
kach ptynnych wynosit od 4,6 do 12,8 dnia ($rednio
8,95 dnia), co przy 28-42 dniach ($rednio 36,67 dnia)
potrzebnych do uzyskania wyniku opornosci ozna-
czonego na pozywce L-J jest réznicg znamienng sta-
tystycznie (p < 0,001). Podobne wyniki czasu trwania
testu wrazliwosci w aparacie Bactec MGIT 960 podajg
inni autorzy (56, 57, 58), a wg niektorych czas ten jest
jeszcze krotszy (59, 60, 61, 62, 63, 64).

Czas oczekiwania na wynik testu wrazliwosci w do-
bie coraz powszechniejszego wystepowania i rozprze-
strzeniania sie szczepow opornych, w tym réwniez o
opornoéci typu MDR, na $wiecie (65, 66, 67, 68, 69,
70, 71, 72) ma niebagatelne znaczenie. | cho¢ w Pol-
sce wystepowanie szczepéw o opornosci typu MDR
od ponad 10 lat utrzymuje sie na podobnym pozio-
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mie (73, 74), nalezy sie liczy¢ ze wzrostem ich liczby
chocéby ze wzgledu na migracje ludnosci oraz bliskie
sasiedztwo z krajami o jednym z najwyzszych wskaz-
nikéw wystepowania szczepoéw tego rodzaju (Rosja,
kraje bytego Zwigzku Radzieckiego) (75, 76, 77, 78).

Szczepy wrazliwe wykazaty 100% zgodno$¢ testéw
lekoopornosci dla wszystkich czterech podstawowych
lekdw przeciwpragtkowych. Wséréd wszystkich bada-
nych szczepow zgodnos$é wynikéw wyniosta 98,4% dla
INH i RMP, 92,1% dla SM oraz 90,5% dla EMB.

Brak petnej korelacji wynikéw uzyskiwanych przy
okreslaniu opornosci pratkdw réznymimetodamiobser-
wujg takze inni autorzy (56, 59, 60). Zwracajg oni uwa-
ge na fakt, ze oporno$¢ na EMB w stezeniu 5,0 ug/ml
w systemie Bactec MGIT 960 nie znajduje potwierdze-
nia w wynikach molekularnych testéw opornosci (56).

Wyniki uzyskane w tej pracy sa zgodne z wynika-
mi przedstawianymi w pracach innych autoréw, ktérzy
stwierdzaja, ze okres$lanie opornosci na SM i EMB stwa-
rza wiele problemoéw i wymaga szczegdlnej ostrozno-
éci (57, 59, 63). Niezgodnosci uzyskiwanych wynikéw
przypisywane sa przede wszystkim heterogennosci
szczepow pratkdw gruzlicy, ktéra najmocniej zaznacza
sie w odniesieniu do EMB (59, 79, 80).

Zjawisko heterogennosci pratkéw polega na wyste-
powaniu w obrebie jednego szczepu osobnikéw opor-
nych i wrazliwych na okreslony lek. W zaleznoéci od
tego, jak duza pula komérek opornych zostanie uzyta
w badaniu opornoéci, lek zahamuje lub nie wzrost bak-
terii na pozywce z lekiem. Otrzymane wyniki moga by¢
rézne nawet wtedy, gdy badanie zostanie wykonane
dla tego samego szczepu kilkakrotnie w tym samym
lub jednoczasowo w réznych laboratoriach (80).

Pewne watpliwos$ci moga budzi¢ wyniki uzyskane
w niniejszej pracy dotyczace wiarygodnosci testéw
lekoopornosci na RMP w systemie Bactec MGIT 960.
Szczep okres$lony metodg konwencjonalng na pozyw-
ce L-J jako oporny w systemie Bactec MGIT 960 zo-
stat uznany za wrazliwy. Otrzymanie w tym przypadku
przez lekarza wyniku ,wrazliwy” powoduje stosowanie
w terapii leku nieaktywnego wobec badanego szczepu
pratkéw. Z podobnym problemem spotkali si¢ Adjers-
-Koskela i wsp. (59) oraz Giampaglia i wsp. (80). Auto-
rzy innych publikacji donosza o 100% czuto$ci apara-
tu Bactec MGIT 960 w wykrywaniu opornos$ci na RMP
(56, 58, 60, 63, 64).

Wyniki uzyskane dla INH sg poréwnywalne z wyni-
kami innych autoréw (56, 58, 59, 63, 64, 80).

Mimo nieznacznych rozbieznosci wynikéw uzyski-
wanych dla dwéch najwazniejszych lekow przeciwprat-
kowych (INH i RMP) wszyscy autorzy zgodnie stwier-
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dzajg, ze aparat Bactec MGIT 960 jest bardzo dobrym
narzedziem pracy mikrobiologa, pozwalajacym szybko
okresli¢, czy badany szczep prezentuje fenotyp MDR,
czy tez wykazuje petng wrazliwo$¢ na leki przeciwprat-
kowe.

Aparat Bactec MGIT 960 daje réwniez mozliwos$é
oznaczania opornosci na pyrazynamid (PZA), lek
stosowany w poczatkowej fazie leczenia gruzlicy, dla
ktérego w chwili obecnej nie ma opracowanej metody
oznaczania opornosci na pozywkach statych. Pierwsza
analize opornosci na PZA w Polsce przeprowadzita
Napiérkowska i wsp. (81). Stwierdzita ona, ze odsetek
szczepdw pierwotnie opornych na PZA u chorych no-
wowykrytych wydalajacych pratki wrazliwe na inne leki
jest bardzo wysoki i wynosi 20,8%.

Biorgc pod uwage wyniki tych badan celowym dzia-
taniem wydaje sie wiaczenie oznaczania opornosci na
PZA do rutynowej diagnostyki gruzlicy i obowiazkowe
jej wykonywanie wraz z oznaczaniem opornosci na po-
zostate podstawowe leki przeciwpratkowe.

Aparat Bactec MGIT 960 moze pracowac jako instru-
ment niezalezny lub wspdtpracowaé z komputerowym
oprogramowaniem EpiCenter z modutem TB-eXiST.
Oprogramowanie daje mozliwo$¢ analizowania tempa
wzrostu badanego szczepu na pozywkach zawierajg-
cych leki i wyznaczania wartosci MIC. Okreslenie MIC jest
niezmiernie istotne w przypadku szczepow o opornosci
typu XDR oraz TDR. Oporno$¢ na stezenia krytyczne sto-
sowane rutynowo przy oznaczaniu opornosci w aparacie
Bactec MGIT 960 nie zawsze daje kliniczng oporno$¢ na
lek i konieczno$¢ wykluczenia go z terapii. W przypadku
okreslenia MIC i stwierdzenia heterogennego typu opor-
nosci badanego szczepu istnieje szansa na kontynuacje
leczenia lekiem o najnizszym poziomie opornosci (79).

WNIOSKI

1. Automatyczny aparat Bactec MGIT 960 pozwala na
szybkie i wiarygodne uzyskanie wyniku lekowrazli-
wosci Mycobacterium tuberculosis.

2. Korelacja wynikéw lekowrazliwosci uzyskanych w
aparacie Bactec MGIT 960 i na pozywce L-J byta
zadowalajaca i wynosita 98,4% dla dwéch najwaz-
niejszych lekéw przeciwpratkowych — RMP i INH.

3. Nalezy dgzy¢ do szerszego wprowadzenia testow
lekoopornosci na pozywkach ptynnych do rutyno-
wej diagnostyki w Laboratoriach Pratka w Polsce.
Pozwoli to na skrécenie czasu oczekiwania na wy-
nik i szybsze wtaczenie prawidtowego leczenia,
szczegoblnie w przypadkach gruzlicy wywotanej
pratkami opornymi na leki.
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