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Streszczenie

Wstep. Wtasciwosci przeciwpratkowe pirazynamidu poznano juz ponad 50 lat temu i od tego czasu lek ten stosowany
jest w leczeniu gruzlicy jako jeden z najwazniejszych obok RMP, INH, EMB i SM. Pomimo ze PZA zajmuje tak wazne miej-
sce w leczeniu gruzlicy, WHO do tej pory nie zalecato zbierania danych o czestosci wystepowania opornosci na PZA wsrod
szczepodw Mycobacterium tuberculosis oraz nie rekomendowato oznaczenia lekoopornosci na ten lek. Wynika to gtéwnie
z trudnosci w wykonaniu testu lekoopornosci na PZA. Nie wiadomo wiec, jak szeroko rozpowszechniona jest na Swiecie
opornosé na PZA.

Cel pracy. Celem naszej pracy byta analiza opornosci na PZA szczepow Mycobacterium tuberculosis wyizolowanych od
chorych z wojew6dztwa mazowieckiego w latach 2008-2010.

Materiat i metody. Analizie poddano szczepy M. tuberculosis o roznym fenotypie opornosci na 4 podstawowe leki wyizo-
lowane od 462 chorych. Fenotyp opornosci na PZA okre$lono metoda radiometryczng Bactec 460-TB. Szczepom opornym
na PZA okreslono MIC dla stezen PZA: 100, 300, 600, 900 ug/ml.

Wyniki. W grupie chorych nowo wykrytych 5,9% chorych wydalato szczepy oporne na PZA. W grupie chorych wcze$niej
leczonych szczepy oporne na PZA wydalato 14% chorych. W obu grupach chorych oporno$¢ na PZA byta potaczona z
opornoscia na 4 leki INH+RMP+SM+EMB (14% u chorych nowo wykrytych i u 25% chorych wcze$niej leczonych). Szczepy
oporne wytgcznie na PZA wystepowaty u 50% chorych nowo wykrytych. Dla 23,5% szczepdw wartos¢ MIC PZA wynosita
> 100 pg/ml, dla 17,6% > 300 ug/ml, dla 14,7% > 600 ug/ml i az dla 44,1% > 900 ug/ml.

Whnioski. W$rod szczepow M. tuberculosis stwierdzono wysokie odsetki opornosci na PZA (5,9% u chorych nowo wykry-
tych, 14% u chorych wczesniej leczonych).

Wiekszo$¢ szczepow opornych na PZA (44,1%) posiadata wysokie miana opornosci — MIC PZA > 900 ug/ml.

Stowa kluczowe: pirazynamid, lekoopornos$é, M. tuberculosis, gruzlica

Summary

Introduction. The anti-tuberculous properties of pyrazinamide (PZA) were identified over 50 years ago, and since that time
it has been one of the most important drugs used for the treatment of tuberculosis, in addition RMP, INH, EMB i SM. Although
PZA plays such an important role in the treatment of tuberculosis, the World Health Organisation (WHO) has not issued a re-
commendation to collect data on the prevalence of PZA resistance among Mycobacterium tuberculosis strains or to perform
susceptibility testing for this drug. This mainly results from the difficulty of the PZA susceptibility test. It is therefore unknown
how prevalent PZA resistance is worldwide.

The aim of study. The aim of our study was to estimate the resistibility for PZA among M. tuberculosis isolates from pa-
tients from the Mazovian Voivodeship in 2008-2010 years.

Material and methods. We analysed M. tuberculosis strains with different resistibility to first-line antituberculous drugs.
The strains were isolated from 462 patients with tuberculosis. The strains were examined for PZA resistibility by the radiome-
tric Bactec 460-TB method. The PZA-resistant strains were examined for the following MIC PZA for drug concentration: 100,
300, 600, 900 ug/ml.

" Praca finansowana ze $rodkéw przeznaczonych na dziatalno$¢ statutowsg Instytutu Gruzlicy i Choréb Ptuc w ramach planu naukowego —
temat nr 1 zadania badawczego nr 22.
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Results. PZA resistance among M. tuberculosis strains was found in 5,9% untreated patients and in 14% previously treated
patients. In both groups resistance to PZA was correlated with drug resistance for INH+RMP+SM+EMB in 14% untreated pa-
tients and in 25% previously treated ones. The PZA-monoresistant strains were observed in 50% untreated patients groups.

Among resistant strains for 23,5% strains MIC for PZA was > 100 ug/ml, for 17,6% MIC for PZA > 300 ug/ml 14,7% > 600 ug/ml

and 44,1% > 900 ug /ml.

Conclusisons. Among M. tuberculosis strains PZA resistance was found in 5,9% untreated patients and in 14% previously

treated patients.

Among the PZA-resistant strains very high MIC value for PZA (= 900 ug/ml) was revealed for 44% M. tuberculosis strains.

Key words: pyrazinamide, drug resistance, M. tuberculosis, tuberculosis

WSTEP

Pirazynamid (PZA) nalezy do grupy lekéw przeciw-
pratkowych tzw. pierwszej linii, razem z izoniazydem
(INH), rifampicyng (RMP), streptomycyng (SM) i etam-
butolem (EMB) stosowany jest w rekomendowanym
przez WHO schemacie leczenia przeciwpratkowego.
Lek ten odgrywa kluczowa role w pierwszej fazie anty-
biotykoterapii, dziata silnie wewnatrzkomérkowo, gdzie
przezywajg pratki gruZlicy (1).

Pomimo ze PZA zajmuje tak wazne miejsce w leczeniu
gruzlicy, WHO jak do tej pory nie zalecato zbierania da-
nych o czestosci wystepowania opornosci na PZA wsréd
szczepdw Mycobacterium tuberculosis oraz nie rekomen-
dowato oznaczenia lekoopornosci na ten lek. Nie wiado-
mo wiec, jak szeroko rozpowszechniona jest na $wiecie
oporno$¢ Mycobacterium tuberculosis na PZA (2).

Pirazynamid jest lekiem, ktory swojg aktywno$¢ prze-
ciwpratkowg wykazuje jedynie w srodowisku kwasnym
(pH 5,0-5,5), dlatego dziata silnie wewnatrz makrofa-
goéw oraz w masach martwiczych. Strukturalnie PZA
jest analogiem nikotynamidu i jest aktywowany przez
enzym pirazynamidaze, wytwarzang przez komorki
pratkow, ktéry deaminuje lek do kwasu pirazynowego
(POA). Szczepy oporne M. tuberculosis i naturalnie
oporne M. bovis i M. bovis BCG nie posiadajg enzymu

Mechanizm dziatania pirazynamidu jest najmniej po-
znany ze wszystkich stosowanych lekéw przeciwprat-
kowych. Pirazynamid do komérki bakteryjnej przenika
gtéwnie na drodze pasywnej dyfuzji, cho¢ podejrzewa
sie, ze pewng role odgrywa tu réwniez aktywny trans-
port leku przez pompe sodowo-potasowa.

We wnetrzu komérki pirazynamid, pod wptywem en-
zymu ulega przeksztatceniu do anionu kwasu pirazy-
nowego (POA"). Na drodze pasywnej dyfuzji POA- zo-
staje usuniety z komorki M. tuberculosis, a nastepnie
w kwasnym $rodowisku jam gruzliczych zostaje zobo-
jetniony przez jony wodorowe (H*). Jako elektrycznie
obojetna czgsteczka - kwas pirazynowy (HPOA)
wnika z powrotem do komorki bakteryjnej, gdzie
odtgczaja sie od niego jony wodorowe i obnizajg pH
cytoplazmy, co inaktywuje wiele kluczowych enzy-
moéw dla proceséw metabolicznych pratkéw gruzlicy
oraz najprawdopodobniej hamuje wbudowywanie
metioniny w procesie syntezy biatek oraz uracylu do
RNA. Wzrost stezenia jonéw wodorowych wewnatrz
komorki wptywa réwniez negatywnie na potencjat
btony komoérkowej oraz uszkadza kanaty jonowe, a
tym samym zaktdca jej normalne funkcjonowanie.
Nie stwierdzono, aby pirazynamid wigzat sie z ja-
kimkolwiek sktadnikiem $ciany komérkowej pratkow
(badania in vitro) (3, 4, 5, 6) (ryc. 1).
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Ryc. 1. Mechanizm dziatania pirazynamidu (Zhang Y. i wsp., J Med Microbiol 2002).
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Pierwsza teoria dotyczgca mechanizmu dziatania pi-
razynamidu zaktadata, ze zwigzek ten jest inhibitorem
syntazy kwaséw ttuszczowych | (Fas-l, fatty acid syn-
thase-l). Badania laboratoryjne podajg te teorie w wat-
pliwo$¢, ze wzgledu na fakt, ze nie wyizolowano, jak
dotad, szczepdw bakterii opornych na pirazynamid,
ktére posiadatyby mutacje w Fas-I (3).

CEL PRACY

Celem pracy byta analiza czestosci wystepowania
opornosci na pirazynamid wsrdd szczepéw M. tuber-
culosis wyizolowanych od chorych z wojew6dztwa ma-
zowieckiego.

MATERIAL | METODY

Analizie poddano szczepy pratkow gruzlicy wy-
izolowane w latach 2008-2010 od 462 chorych z wo-
jewodztwa mazowieckiego.

W badanej grupie chorych byto 360 (77,9%) mez-
czyzn w wieku od 10 do 97 lat oraz 102 (22,1%) kobiety
w wieku od 14 do 88 lat. Chorych nowo wykrytych byto
376 (81,4%), a wczesniej leczonych — 86 (18,6%).

Wszystkie szczepy byty wyhodowane wedtug stan-
dardowych metod, miaty wykonang identyfikacje ga-
tunkowag z zastosowaniem testu niacynowego oraz
metoda spoligotyping (7). Wszystkie analizowane
szczepy nalezaty do gatunku Mycobacterium tubercu-
losis, nie stwierdzono ani jednego szczepu nalezgcego
do gatunku M. bovis lub M. bovis BCG.

Lekooporno$¢ szczepdw na cztery podstawowe leki
oznaczano metodg klasyczng na pozywce Léwenste-
ina-Jensena.

Fenotyp opornosci na PZA okreslano metoda radio-
metryczng Bactec 460-Tb. W systemie Bactec 460-Tb
oporno$¢ na PZA wykonuje sie z zastosowaniem
ptynnej pozywki Middlebrooka 7H12 o pH w zakresie
5,9-6,0 zawierajgcej kwas palmitynowy znakowany “C.
Rosnace pratki metabolizujg zawarty w pozywce sub-
strat do “CO,, llos¢ produkowanego “CO, jest wprost
proporcjonalna do intensywnosci wzrostu pratkow w
pozywce. Dodanie PZA w stezeniu 100 ug/ml do po-
zywki powoduje zahamowanie wzrostu M. tuberculo-
sis. Znajduje to odzwierciedlenie w spadku ilosci "*CO,
w stosunku do kontroli, w ktérej ilo§¢ “CO, oraz indeks
wzrostu systematycznie rosnie. W przypadku szcze-
poéw opornych obserwuje sie nieznaczng réznice lub
catkowity jej brak w indeksie wzrostu pomiedzy kontro-
la, a badanym szczepem.

Wartosci MIC PZA wyznaczano réwniez w systemie
Bactec 460TB dla nastepujgcych stezen leku 100, 300,
600 i 900 ug/ml.

WYNIKI

W grupie 462 chorych z wojewddztwa mazo-
wieckiego, od ktérych wyizolowano pratki gruzlicy
u 34 (7,4%) stwierdzono szczepy oporne na PZA.
W grupie chorych nowo wykrytych szczepy oporne na
PZA wyizolowano od 22 chorych (5,8%), a w grupie
wczesniej leczonych od 12 (14%) (ryc. 2) Dalsza anali-

za badan dotyczyta opornosci szczepéw M. tuberculo-
sis na inne leki podstawowe, z ktérymi skojarzona byta
oporno$¢ na PZA.

(%)

20 T
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Chorzy nowo wykryci Chorzy wczesniej leczeni

Ryc. 2. Opornosé na PZA wsréd szczepow Mycobacterium
tuberculosis izolowanych od chorych na gruZlice pochodza-
cych z wojewoddztwa mazowieckiego.

Analiza opornos$ci na PZA w grupie
chorych nowo wykrytych

W grupie 22 chorych nowo wykrytych wydalaja-
cych pratkioporne naPZAu 11 (50%) nie stwierdzono
opornosci na4 inne leki przeciwpratkowe. U pozosta-
tych chorych oporno$¢ na PZA towarzyszyta opornosci
na SM+INH+RMP+EMB, SM+INH+RMP, INH+RMP
-3 chorych (13,6%) oraz opornosci na SM — 2 chorych
(5,9%). W analizowanej grupie byto 3 chorych z opor-
noscig typu pre-XDR (pre-extensively drug-resistant) na
SM+INH+RMP oraz ofloksacyne (OFL) (tab. 1).

Tabela 1. Czesto$¢ wystepowania opornosci na PZA wsrod
szczepdw Mycobacterium tuberculosis w zalezno$ci od wzo-
ru opornosci na leki przeciwpratkowe. S — streptomycyna,
| —izoniazyd, R - ryfampincyna, E — etambutol, O — ofloksacy-
na, A — amikacyna, C — kapreomycyna.

Wzor Liczba szczepéw opornych na PZA
Opornosci | Chorzy nowo wykryci | Chorzy wczesniej leczeni
SIRE 3 (14%) 3 (25%)***

SIR 3 (14%)* 3 (25%)**
IRE 0 2 (16,7%)
IR 3 (14%) 2 (16,7%)
Wrazliwy 11 (50%) 2 (16,7%)
Inne 2 (9%) 0

Razem 22 (100%) 11 (100%)

*w tym 1 chory z opornoscia typu pre XDR SIR+0
**3 chorych z opornoscig typu pre-XDR SIR+0
***w tym 1 chory z opornoécia typu pre-XDR SIR+0,
1 chory z opornosci atypu XDR SIRE+CAO

Analiza opornos$ci na PZA w grupie
chorych wczes$niej leczonych

W grupie 11 chorych wczesniej leczonych opornosé
na PZA towarzyszyta opornosci na SM+INH+RMP
+EMB, SM+INH+RMP - 3 chorych (27,3%). Opor-
nos¢ na PZA wystepowata réwniez z opornoscig na
INH+RMP+EMB i INH+RMP — 2 chorych (18,2%).
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W grupie chorych wczesniej leczonych opornosé tylko
na PZA dotyczyta 2 chorych (18,2%).

W analizowanej grupie byto 4 chorych z opornoscig
typu pre-XDR (3 z opornoscig na SM+INH-+RMP+OFL
i 1 z opornoscig na SM+INH+RMP+EMB+OFL) oraz
1 chory z opornoscig typu XDR (extensively drug-
resistant) na SM+INH+RMP+EMB+OFL+AN+CAP
(tab. 1).

Analiza wartosci MIC PZA dla
szczepoéw M. tuberculosis:

Wsrdd 34 szczepow M. tuberculosis opornych na PZA
stwierdzono, ze wartos¢ MIC wynosita w przypadku:
8 szczepow (23,5%) = 100 ug/ml, 6 szczepow (17,6%)
> 300 ug/ml, 5 szczepdw (14,7%) MIC > 600 ug/ml.
Wartos¢ MIC powyzej 900 ug/ml stwierdzono u
14 szczepdw (44,1%) (ryc. 3).

8 (24%)
15 (44%)
® > 100 pg/ml
0O > 300 pg/ml
| > 600 pg/ml
@ > 900 pg/ml
6 (18%)
5 (15%)

Ryc. 3. Wartosci MIC PZA w ug/ml dla 34 szczepéw M. tuber-
culosis badanych metodg BACTEC 460 Tb.

DYSKUSJA

Okreslenie lekoopornosci pratkdw gruzlicy na PZA
nalezy do najtrudniejszych testéw mikrobiologicznych
(8). Dla wiekszosci lekéw testy te sg wystandaryzowa-
ne, a wyniki powtarzalne (9). W przypadku pirazynami-
du poprawnos$¢ wykonania testu w duzej mierze zalezy
od pH pozywki. W $rodowisku obojetnym, optymal-
nym dla wzrostu pratkéw, PZA nie wykazuje aktywno-
$ci pratkobodjczej, natomiast silne zakwaszenie pozyw-
ki nie sprzyja rozwojowi pratkdéw, a nawet zupetnie go
hamuije (10).

Dziesigtki artykutdbw opisujg problemy zwigzane z
utrzymaniem w pozywkach hodowlanych warunkéw
wymaganych do zachowania przeciwpratkowej aktyw-
nosci leku (pH 5,5 < 6,0) réwnolegle z zachowanymi
warunkami optymalnymi do wzrostu pratkdéw. Ocenia
sie, ze dla co najmniej 10% szczepdw wyizolowanych
z materiatdéw klinicznych, nie mozna wykona¢ testu
opornosci, poniewaz nie wyrastajg one z powodu ni-
skiego pH pozywek (10). Problemy z prawidtowym wy-
konaniem testu opornosci na PZA mogg by¢ rowniez
spowodowane uzyciem zbyt duzego inoculum sprzy-
jajacego agregacji komorek pratkéw, co prowadzi do
podwyzszenia pH pozywek, na ktérych wykonuje sie
test. Podobny efekt moze by¢ widoczny w pozywkach
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ptynnych zawierajacych surowice lub kompleks albu-
minowy, w ktérych POA moze by¢ wigzany z biatkami
i tym samym inaktywowany. Ponadto wrazliwo$é na
PZA zalezy od fazy wzrostu pratkéw. Starzejgce sie,
3-miesigczne hodowle szczepu H, Ra, byty bardziej
wrazliwe na PZA niz mtode 4-dniowe hodowle bedace
w logarytmicznej fazie wzrostu. Wszystkie te trudnosci
skutkuja brakiem lub fatszywymi wynikami oporno$ci
na PZA (11,12, 13, 15).

Gtownie z tego powodu, przez wiele lat stosowania
pirazynamidu w leczeniu gruzlicy testy lekoopornosci
na PZA byty mozliwe tylko w nielicznych laboratoriach.
Poniewaz nie wykonywano testéw lekoopornosci, nie
prowadzono badan wieloosrodkowych, réwniez z tych
samych powodéw WHO nie zbierato i nie zbiera da-
nych o prewalencji opornosci na pirazynamid wsréd
szczepow Mycobacterium tuberculosis.

Obecnie pirazynamid stosowany jest przewaznie w
leczeniu empirycznym, a jak pokazaty nasze badania
odsetek chorych z opornoscig na PZA jest stosunkowo
wysoki (lekooporno$¢ pierwotna 5,9%, nabyta 14%),
poza tym wsrdd szczepdw opornych na ten lek domi-
nuja szczepy z najwyzszym mianem opornosci, tj. MIC
PZA > 900 ug/m (44,1%)l. Istnieje wiec koniecznosé
wprowadzenia testu PZA jako obowigzkowego do an-
tybiogramu pierwszego rzutu i ocene zjawiska w skali
Polski.

Niepokojacym zjawiskiem jest rowniez pojawie-
nie sie szczepoéw M. tuberculosis posiadajacych
opornos¢ na PZA przy jednoczesnej wrazliwosci na
pozostate 4 leki przeciwpratkowe. Analiza wtasnego
materiatu wskazata, ze szczepy oporne na PZA wyizo-
lowane od 13 chorych byty wrazliwe na cztery podsta-
wowe leki. W grupie nowo wykrytych takich chorych
bytlo 11 (50%), a w grupie chorych wczesniej leczo-
nych tylko 2 (16,7%). Wysoki odsetek chorych nowo
wykrytych wydalajgcych pratki oporne jedynie na PZA
$wiadczy o tym, ze zachorowania te sg wynikiem trans-
misji szczepdéw pomiedzy chorymi, a nie sg wynikiem
niewlasciwego leczenia oraz zitej dystrybucji leku w
tkankach (15).

Oporno$¢ jednolekowg na PZA opisano w kohor-
towych badaniach szczepéw M. tuberculosis izolowa-
nych od chorych w Kanadzie. Stwierdzono, ze szczepy
wyizolowane od 21 0s6b (20 z jednolekowg opornosciag
na PZA i 1 MDR) nie tylko, posiadaty te samag mutacje
w genie pncA, ale réwniez ten sam wzo6r RFLP, co byto
dowodem na transmisje tego samego szczepu wéréd
badanych chorych. Kolejnym etapem analizy szcze-
péw opornych na PZA wyizolowanych od chorych z
wojewodztwa mazowieckiego bedzie zbadanie pokre-
wienstw genetycznych pomiedzy tymi szczepami (16).

Jest rzecza zastanawiajgcg, ze oporno$¢ na PZA
wséréd szczepdw izolowanych w Polsce od chorych
pochodzacych z wojewddztwa mazowieckiego jest
relatywnie wysoka (5,9% u chorych nowo wykrytych i
14% wczesniej leczonych) w stosunku do opornosci
nainne leki | rzedu. Analizujgc procentowy udziat opor-
nosci na PZA wsréd szczepéw MDR w obu grupach
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chorych stwierdzono, ze jest on bardzo wysoki i wy-
nosi w grupie chorych nowo wykrytych 41% a wséréd
chorych wczesniej leczonych ponad 80%. Jak mozna
wyttumaczy¢ tak wysoki odsetek opornosci na PZA w
Polsce, w ktérej oporno$¢ pratkdéw gruzlicy na inne leki
nie wystepuje tak czesto jak w innych krajach Europy
Wschodniej?

Nalezy pamietaé, ze czesto$¢ naturalnych mu-
tacji pratkdbw opornych na PZA jest wyzsza niz dla
pozostatych lekdéw i wynosi 1/10% Przy rozlegtych
zmianach gruzliczych, w ktérych wystepuje duza
populacja pratkéw (np. 10'°-10'%) selekcja natural-
nie opornych mutantéw nastepuje bardzo tatwo i
szybko (17,18).

W badaniach gruzlicy eksperymentalnej prowa-
dzonych na zwierzetach udowodniono, ze ten war-
tosciowy lek przeciwpratkowy moze by¢ stosowany
tylko 2-3 miesiace z powodu tatwego i szybkiego
nabywania lekoopornosci. Wydtuzanie czasu terapii
poteguje zjawisko lekoopornosci (18, 19).

Kolejnym powodem opornoséci na PZA moze byé
podawanie go jako jedynego leku w leczeniu gruzlicy.
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