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ROLA LABORATORIOW MIKROBIOLOGICZNYCH W
DIAGNOZOWANIU CHORYCH NA GRUZLICE
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Metody mikrobiologiczne na wszystkich etapach diagnostyki chorego sg
ztotym standardem

O pratkowanie chorego — czas i intensywnosc pratkowania

O jak leczyé wskazujg jakie leki nalezy zastosowac do leczenia (test lekowrazliwosci)

O potwierdzajg odpratkowanie chorego — testy mikrobiologiczne

O testy molekularne umozliwiajg przeprowadzenie dochodzenh do zrodta zakazenia i okreslajg

czestosc¢ transmisji zakazenia w skali kraju




L ABORATORIA PRATKA W POLSCE | ICH STRUKTURA

Zakres badan oSrodkow laboratoryjnych

I rzedu (AFB) 0 0%
II rzedu (AFB, hodowla) 37 52%
I1I rzedu (AFB, hodowla, DST) 34 48%

L.acznie w 2016 roku — 71 laboratoriow TB
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WYMAGANIA STAWIANE LABORATORIOM PRATKA ?

1. potwierdzenia metodami mikrobiologicznymi podejrzenia klinicznego
2. wykonania badania w najkrotszym czasie

wstepna diagnostyke

nalezy zakonczy¢ po 2 dniach (bakterioskopia i badanie genetyczne)

¢ §

petng diagnostyke

do 21 dni identyfikacja gatunkowa a do 30 dni test lekoopornosci
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REKOMENDACJE

Mikrobiologiczna diagnostyka gruZlicy
oraz zasady ochrony pacjentéw i pracownikow
przed zakazeniami wywotanymi
pratkami gruZlicy

Rekomendacje
Polskiego Towarzystwa Choréb Pluc'
i Krajowej Izby Diagnostéw Laboratoryjnych *

Prof. dr hab. Ewa Augustynowicz-Kope¢, Instytut Gr Chor6b Pluc, Warszawa
Prof. dr hab. Zofia Zwolska, Instytut Gruzlicy i Choréb zawa

2015 rok
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Szybka identyfikacja chorego z TB
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Diagnostyka TB e

Materialy plucné Materialy pozaplucne

Plyn mozgowo-rdzeniowy
Plyn z oplucnej
Plyn z otrzewnej
Plyn z osierdzia

Plwocina
Wydzielina oskrzelowa
Popluczyny oskrzelowe

BAI._ Wezly chlonne
Popluczyny zoladkowe Tkanki
Biopsje
Mocz

Bakterioskopia

Hodowla

Badania genetyczne

Materiaty histopatologiczne




* Metoda specyficzna , mato czuta ,50-70% w
przypadku gruzlicy ptucnej

Chory AFB (+) jest 4-20 razy bardziej zakazny

przy dodatnim rozmazie nalezy
wykonac¢ badanie genetyczne

AFB (-) Sart,
nie $wiadczy o braku pratkowania mata ilosé¢ SRAE W 7.\3".; \
. : NS S
bakterii potwierdzona hodowlg RS B, !
- ~ s ’\ \‘\" 3
b \ N73 ::‘\
\",‘.5
Chorzy HIV + postacie gruzlicy skgpopratkowe i

wg World Health Organization (2012) Fact
Sheet No. 104: Tuberculosis. Geneva: WHO




Zalecenia Polskiego Towarzystwa Chordb Pluc

dotyczace rorpornawania, leczenia i zapobiegania grulicy

u dorastychi drieci

Guidelines o Falsh Resparatony Societyconcerning agosi, Ueatnest

and pravestion of twberculesis in adults and w chid

zgtoszeniu

Mycobacterium
fuberculosis

complex

—wykrycic pratkow nalezacych do kompleksu Mycobacterium
tubercylosis w plwocinie lub innym materiale klinicznym
pobranym 7z drog oddechowvch choregp - preparat
bezposredni (gruzlica w okresie pratkowania)

—preparat bezposredni 1 wykrveie w materiale Klinicznym

kwasu nukleinowego pratkdw nalezgeyeh do kompleksu
Mycobacterium tuberculosis

—izolacja z materialu klinicznego pratkow nalezacych do
kompleksu Mycobacterium tuberculosis

- wykrycie wiclolckoopomosci typu MDR pratkow nalezacych

do kompleksu Mycobacterium fiherculosis

ROZPORZADZENIE
MINISTRA ZDROWIA D
z dnia 25 marca 2014 r.

Zat. nr 1 Wykaz czynnikéw chorobotwdrczych podlegajacych

Piecze€ laboratorium

Resortowy kod identyfikacyjny laboratorium?
Czg$¢ |. Numer ksiegi rejestrowej

Czes¢ Il. TERYT siedziby

Czesc IIl. Podmiot tworzacy

[1]

Cz%éé VIl Specjalnos¢ komorki organizacyjnej

w sprawie biologicznych czynnikéw chorobotwdrczych podlegajacych zgtoszeniu,
wzorow formularzy zgtoszen dodatnich wynikéw badan w kierunku biologicznych
czynnikow chorobotworczych oraz okolicznosci dokonywania zgtoszen

ZLB-2 Adresaci:
Zgloszenie dodatniego wyniku Panstwowy Powiatowy Inspektor
badania w kierunku gruzlicy! Sanitarny

w

lub nazwa innego podmiotu2)

Objasnienia:
1) Zgtoszenia dodatniego wyniku badania w kierunku gruzlicy nalezy
dokona¢ w ciggu 24 godzin od momentu uzyskania tego wyniku, zgodnie z
art. 29 ust. 1 pkt 1 ustawy
z dnia 5 grudnia 2008 r. o zapobieganiu oraz zwalczaniu zakazen i choréb
zakaznych u ludzi (Dz. U. 2 2013r. poz. 947).
2) Nalezy wpisac wiasciwy podmiot, o ktérym mowa w § 4 rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 25 marca 2014 r. w sprawie biologicznych
czynnikow chorobotwdrczych podlegajacych zgtoszeniu, wzorow
formularzy zgtoszeri dodatnich wynikéw badan w kierunku biologicznych
czynnikéw chorobotwadrczych oraz okolicznosci dokonywania zgtoszen (Dz.
U. poz. 459).
2) Laboratoria wypelniajg zgodnie z rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia z
dnia 17 maja 2012 r. w sprawie systemu resortowych koddw
identyfikacyjnych oraz szczegdtowego sposobu ich nadawania (Dz. U. poz.
594).
meku\ame w kierunku pratkow gruzlicy jest wykonywa
chorego
z dodatnim wynikiem preparatu bezposredniego.

SS~———
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BEZPOSREDNIE WYKRYWANIE M.TBC W MATERIALACH
KLINICZNYCH

Pozwala skrocic czas do 48h vs tygodnie wymagane do
uzyskania hodowli

Pozytywny wynik wskazuje na obecnos¢ MTBC

Nie odrdznia zywych i martwych pratkow

wynikiem ujemnym, nie musi oznaczac¢ braku MTBC
-hamowanie amplifikacji

- ilos¢ kom. pratkéw ponizej granicy wykrywalnosc¢




Reaction zones of the GenoQuick™ MTB

TEST GENOQUICK® MTB ﬁ

o Umozliwia wykrycie kompleksu M. tuberculosis z materiatow klinicznych przy
podejrzeniu gruzlicy ptucnej jak i pozaptucnej

o Test GenoQuick® MTB jest oparty na technologii PCR i GenoQuick®

o Procedura testowa : Ekstrakcja DNA, amplifikacji DNA, hybrydyzacji
ampiitonéw ze specyficznymi sondami i wykrycie kompleksu sonda-
amplikon

o Czas trwania procedury badawczej zajmuje tylko ok. 3 godziny.

Test Principle and Duration of GenoQuick”™ MTB

Zalety GenoQuick® MTB:

o  Wysoka specyficznosc i czutosc
o  Szybka procedura 3 godziny.
o) Kontrole wewnetrzne




TESTY GENETYCZNE

O Najnowsze testy molekularne sg bardzo proste w wykonaniu

o nie wymagajg spetniania kryteriow laboratorium
molekularnego

o Czutosc¢ zalezna o wyniku AFB i Hodowli

o Dodatni wynik 95-100% w przypadku pozytywnych AFB i
hodowli

o 40-60% ww przypadku ujemnych wynikow AFB i hodowli

Khandekar P et al. (2014) Evaluation of PCR based test for the detection of Mycobacterium tuberculosis in
coded sputum specimens. Indian J Med Res 100 167-71




JAKIE SA KORZYSCI Z BADAN
MOLEKULARNYCH?

Szybkos¢ uzyskania wyniku - bezposrednio z materiatu od chorego ,
szybka identyfikacjg szczepu pratkow

wiaczenie natychmiastowego leczenia przeciwpratkowego , izolacje
chorych ,zapobieganie transmisji, badanie kontaktéw

Informacja w postaciach skgpoprgtkowych ( gruzlica pozaptucna , u dzieci
) w sytuacji kiedy konwencjonalne testy sg ujemne —np.z AFB (-) i hodowlg

Umozliwiajg diagnostyke chorego z podejrzeniem TB w sytuacji ,
materiat zostat wystany tylko na badanie hist pat
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Szybka identyfikacja chorego
z gruzlicg oporna na leki (MDR-TB)

Przerwanie tancucha transmisji
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GRUZLICA LEKOOPORNA
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World Health

Organization

W 2014 roku gruzlice MDR stwierdzono u okolo
480 000 chorych - 5% zachorowan TB

XDR T "
o . extensively
i
pre-XDR drug
) MDR+fluorochi
L~ vor i
) ey
i i/lub
nulti drug resistant kanamycyna
/' co najmniej izoniazyd+rifampicyna  10-12 chorych co roku

Co roku 30 - 40 chorych w Polsce

110 000 chorych na MDR-TB rozpoczelo leczenie

Zmartlo 220 000 chorych 45%

75% MDR/RR-TB:

= Europa

= Afryka Poludniowa
= Indie

= Chiny

TDR
totally drug resistant

wszystkie leki podstawowe +
wszystkie lekiz 6 grup
dodatkowych

W Polsce do chwili
obecnej nie zarejestrowano

http://www.who.int/en/




METODY GENETYCZNE — TESTY KOMERCYJNE

GeneXpert MTB/RIF

o obecnosci materiatu genetycznego M.tbc + identyfikacja mutacji w genie rpoB
zwigzanych z opornoscig na ryfampicyne

o Wysoka czuto$¢ wykrywania M.tbc

AFB- AFB+
Culture Culture Culture
POSITIVE MEGATIVE POSITIVE
o Nie wymaga dodatkowego sprzetu uTB 70 ; 275
SENSITIVITY: 98.0% DE;E_::D
SPECIFICITY: 98.3%* D G 7 171 0

*The sensitivity of the Xpert MTB/RIF assay in patient samples classified as smear negative,
culture positive | 5-C+) is 90.9% (70,/77) and 100% (275,/275) for those classified (5+C+).

mutacje rpoB (Leu533Pro, Leu511Pro, Asp516Tyr i His526Leu) —czestos¢ wystepowania w populacii
europejskich chorych na B - 10 %

Opornos¢ na RMP nie zawsze surogatem opornosé¢ MDR

Potrzeba szybkich testéw na INH ‘

Kurbatova EV et all. Rifampicin-resistant Mycobacterium tuberculosis: susceptibility to isoniazid and other anfi-tuberculosis drugs. Int. J. Tuberc. Lung
Dis. 2012 16:355-357




ULTRA XPERT MTB / RIF (XPERT) (ULTRA) TEST /

XP E RT M T B ; zportf‘ MTB/RIF Ultra

O O O O

O O 0O O O o

Poprawa
Wykrywalnosci Mycobacterium tuberculosis 133 CFU / ml
czutos¢ 60 % w rozmazow-ujemne TB.

Fatszywa identyfikacja RIF-R bliskoznacznych mutantéw rpoB jako RIF-R.
potrzebne jest 100 CFU / ml LOD kultury ptynnej i poprawy wykrywania RIF-R
- Nowy test TB molekularna z rownowaznikiem LOD do 10

ULTRA

Technologia High Resolution rozréznia 16 rézne cele

> ilos¢ oczyszczonego DNA dostarczanego do reakcji PCR

Cztery nowo zaprojektowane sondy wykrywajgce mutacje w genie rpoB
Wykrywalnos¢ 10 CFU / ml

Rekomendowany dla AFB ( -)




Xpert MTB RIF Ultra and Xpert XDR

Key Product Specifications

Xpert MTB RIF Ultra

Bt

Specification Target

Time to result

Hands on time
Sample type

Targets

Analytical Performance:
Inclusivity (Reactivity)
Clinical Performance:
Sensitivity (MTB)

Clinical Performance:
Sensitivity (Rif-resistance)
Clinical Performance:
Specificity (MTB)

Clinical Performance:
Specificity (Rif-resistance)
New Hardware

85 minutes following 15
minute incubation
<2 mins
Sputum, induced sputum,
sediment
MTBC (IS6110, 151081), RIF

(rpoB)
MTB Complex

=98% (Smear+, Culture+)
295% (Smear-, Culture+)
295%
=98%
298%

Mot needed, users can use
existing instrumentation

Xpert XDR
-

Specification

Target

Time to result 90 minutes following 15

minute incubation

Hands on time <2 mins
Sample type Sputum, induced sputum,
sediment
Targets MTBC (inhA promoter), INH,
FQ, AMK, KAN

Analytical Performance and Clinical Performance
characteristics to be determined

Availability TBD
Alpha Studies in progress




BD MAX

o BD MAX wysoce zintegrowany, zautomatyzowane urzgdzenie
do izolacji , amplifikacji w czasie rzeczywistym | wykrywanie
kwasow nukleinowych M.tbc

o Analiza maksymalnie 24 probek w ciggu okoto 2,5 godziny.

o System otwarty pozwalajgcy na wykorzystanie wtasnych
starterow i sond

o Jednoczesne wykrywanie opornosci na RMP i INH

o Czuto$é 91,9% (86.7-100%), swoistosé 97,9% (95.8-100%),
PPV95,8% i NPV 95,9%

o Przewidywana premiera na rynku IlI kwartat 2017

Aparat BD MAX Kaseta ekstrakcyjna Kaseta amplifikacyjna




METODY GENETYCZNE — TESTY KOMERCYJNE

Lekoopornosci Mycobacterium tuberculosis complex z uzyskanej hodowli

v GenoType MTBDRplus

v GenoType MTBDRsI

v GenoType MTBDRsI ver.2

rifampicyna (rpoB) i izoniazyd (katG i inhA)

fluorochinolony (gryA), aminoglikozydy (rrs), etambutol
(embB)

fluorochinolony (gryA i gyrB), aminoglikozydy (rrs) i

kanamycyne (eis)
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Conjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

rpoB Locus Control
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Test Genotype MTBDRplus (Hain Lifescience)
wykrywajacy opornos¢ na rifampicyne i izoniazyd

I
|
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MTBDRplus wérod szczepéw opornych na RMP.

Mutacje w genie rpoB wykrywane testem

o ype p
£poB wild type probe 2
7poB wild type probe 3
7poB wild type probe &
raoBwild type prabe §
rpoB wild type prabe 6
7poB wild type probe 7
7poB wild type probe &

1

po
probe 24

7p08 mutation probe 28 - -
o8 mutation probe 3 «« -

katG Locus Control
KetG wid type probe

kat6 mutation probe 1
: o
b4 Locus Control
IADAWIA YDE DIOBE 1 v eessersnssmnesne fmecesserseersansensnsersnes e sessnessanssarssnssarssnd  Joserneenes = -
inhA wildtype probe 2
1
DANRINONPIObA T asnvnsnarnzisamnad] [Basensncsssmmuomsassinasnn] |5 ssensssdanaonsnsnssaenansli Wessnssons
DA ™UioN Probe 3B «-sseesesnnanase] |ressessersessernenassnsaans
colsared marker
Resistance - R+l | R+l R+l

R = Rifampicin
| = Isoniazid

Mutacje w genach katG i inhA wykrywane testem MTBDRplus wsréd

szczep6éw opornych na INH.

Brak prazka Pojawienie sie
dla typu dzikiego Analiza kodonu prazkow mutacji Mutacja Mutacje Wamnku] ace WySOkie
katG WT 315 katG MUT1 ‘ S315T1 . , e

KaiG MUT2 331572 miano opornosci na INH >4

Brak prazka
dla typu dzikiego

Zanalizowane pozycje
kwasdw nukleinowych

pg/ml

Pojawienjcsi
prafow mutacji Mutac)a

Mutacje warunkujace niskie

inhA WT1 —15 ﬁ:hA MUT1 C-15T . Zoe
16 (ionamur2 T miano opornosci na INH
TnhAWT2 s \Uinha MUT3A T-8C 0,1-2,0 pg/ml
Ngpd MUT3B T-8A

Brak prazka

dla typu dzikiego

Pojawienie sig

Analiza kodonu prazkow mutacji Mutacja

rpoB WT1

505-509 F505L
T508A

S509T

rpoBWT2

510-513 E510H

L511P*

rpoB WT2IWT3

510-517 Q513"
Q513P

del514-516

rpoB WT3MWT4

513-519 rpoB MUT1 D&18Y
D516Y

del515

rpoB WT4/WTS

516-522 del518*

N5 18I

rpoB WTS/WT6

518-525 S5221

55220

rpoB WTT

SAEIETN
/ H526D \
H526R
H526P*
H526Q"
H526N
H526L
H5265
H526C

526-529 rpoB MUT2A

rpoB MUT2B

MIC RMP
>32 pg/ml

rpoB WT8

530-533 poBMUT3 __ \ _ S531L
S531Q°
S531W

L

» Mutacje w kodonach 526 i 531 skutkujg wysokim

poziomem opornos$ci na RMP.

» Mutacje w pozostalych regionach genu rpoB

warunkuja $redni lub niski poziom tej opornosci.
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GenoType MTBDRs! VER 2.0

------------ Conjugate Control
. - Amplification Control
- M. tuberculosis complex

gyrA Locus Control {gyrA)
gyrAwild type probe 1 [gyrA WT1)
~w gyrAwild type probe 2 lgyrA WT2)
... gyrAwild type probe 3 lgyrA WT3]

. gyrA mutation probe 1 [gyrA MUT1)
gyrA mutation probe 2 (gyrA MUT2)
-. gyrA mutation probe 3A (gyrA MUT3A)
.. gyrA mutation probe 3B [gyrA MUT3B)
gyrA mutation probe 3C (gyrA MUT3C)
. gyrA mutation probe 3D [gyrA MUT3D)

-------------- gyrB Locus Control (gyrB/

gyrB wild type probe 1 (gyrB WT1)
. gyrB mutation probe 1 [gyr8 MUT1)
. gyrB mutation probe 2 (gyrB MUT2)

~~~~~~~~ rrs Locus Control frrs/

------------ rrs wild type probe 1 (rrs WT1)
rrs wild type probe 2 [rrs WT2)

- frS probe 1 [rrs MUT1)
rrs mutation probe 2 (rrs MUT2)

-~ eis Locus Control feis)

eis wild type probe 1 leis WT1)
eis wild type probe 2 (eis WT2)
eis wild type probe 3 [eis WT3)
eis mutation probe 1 [eis MUT1]

coloured marker

Mutacje w genie eis wykrywane testem

MTBDRsl  warunkujace
opornos$ci na kanamycyne.

Test Genotype MTBDRsI ver. 2 .0 (Hain Lifescience)

wykrywajacy opornos¢ na fluorochinolony i aminoglikozydy/cykliczne peptydy

Mutacje w genach gyrA i gyrB wykrywane testem MTBDRs| warunkujace oporno$é na
fluorochnolony np. ofloksacyne, moksyfloksacyne.

Brak paska dla Pojawienie sig Opornosé
typu dzikiego paskow mutacji Mutacja fenotypowa
gyrA WT1 . GBEA
G88C L o
A MUT1 A90V Brak paska dla Pojawienie sie Opomosé
gyrA WT2 gim MUT2 S91p typu dzikiego paskéw mutacji Mutacja" fenotypowa
gyrA MUT3A D94A FLQ gyrB MUT1 N538D
gyrA MUT3B DI4N oyr8 WT gyrB MUT2 E540V Fa
gyrd WT3 D94Y
gyrA MUT3C D94G
qyrA MUT3D D94H"

Mutacje w genie rrs wykrywane testem MTBDRs| warunkujace opornosé¢ na kanamycyne,
amikacyne, kapreomycyne i viomycyne.

Brak paska dla Zanalizowane

Pojawienie sig

typu dzikiego pozycje kwasow paskow mutacji Mutacja Opomosé fenotypowa

s WTH 1401 rrs MUT1 A1401G KAN  AMK  CAP
1402 - C1402T KAN CAP

s WT2 1484 rrs MUT2 G1484T KAN  AMK  CAP

KAN = kanamycyna, AMK = amikacyna, CAP = kapreomycyna, VIO = wiomycyna,

Brak paska dla Pojawienie sie
typu dzikiego paskdw mutacji Mutacja Opornosé fenotypowa
eis WT1 - G-37T
L . eis MUT1 C-14T L
niski poziom eis WT2 N 12T niski poziom
- G-10A KAN
eis WT3 - C-2A

P




METODY IDENTYFIKACJI MYKOBAKTERII

o Test niacynowy o Test
Imunochromatograficzny
o M.tuberculosis
\ M TbC M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG,

M.bovis _l\ M.africanum, M.microti

M.bovis BCG O O MOTT wg grup Runyona

M.africanum, SV I M.kansasii

M.microti N/ -|\ Il M.xenopi

. /\
C 1l M.avium , M.intracellulare

M OTT v M.fortuitum M.chelonae

O




GENOTYPE

v Gen()Type MTBC .- identyfikacja z uzyskanej hodowli prqtkéw nalezgcych do Mycobacterium tuberculosis
complex (M.africanum, M.bovis BCG, M.bovis ssp bovis., M.bovis ssp.caprae, M.microtii , M.tuberculosis, M.canettii) . Czas badania -5

godzin

v GenOType MYCObaCterium CM. identyfikacja prqtkéw atypowych z uzyskanej hodowli

(M.xenopi, M.avium, M. chelonae, M.abscessus, M.fortuitum, M.gordonae, M.intracellulare, M.scrofulaceum, M.interjectum,

M.kansasii, M.malmoense, M. peregrinum, M.marinum, M.ulcerans oraz M. tuberculosis complex). Czas badania -5

godzin

\/ GenOType MYCObaCterium AS - identyfikacja prqgtkéw atypowych z uzyskanej hodowli (M.simiae,

M.mucogenicum, M.goodii, M.celatum, M.smegmatis, M.genavense, M.lentiflavum, M.heckeshornense, M.szulgai/M.intermedium, M.phlei, M.haemophilum,

M.kansasii, M.ulcerans, M.gastri, M.asiaticum, M.shimoidei. Czas badania -5 godzin




MYCOBACTERIE MOTT

o Rozpowszechnione w przyrodzie okoto 150 gat.

o Gatunki chorobotworcze dla ludzi 25 gat. (czeste —10)

o Drobnoustroje szeroko rozpowszechnione w srodowisku

o Zbiornikach wodnych, wodzie wodociggowej, glebie

o Clinical Tuberculosis, wyd. 5, red. Davies P.D.O., Gordon S.B., Davies G. 2014




PRZYCZYNY WZROSTU ZACHOROWAN NA
MYKOBAKTERIOZY

Starzenie spoteczenstw: ryzyko MB - wiek — 50 do 70 lat

Wiecej os6b z zaburzeniami odpornosci — cukrzyca, sterydoterapia,
leczenie biologiczne

Wiecej chorych na POChP— czynnik ryzyka MB

Popularnos¢ prysznicy —narazenie na aerozole wodne

Lepsza wykrywalnos¢ MOTT — powszechnosc¢ systemu MGIT 960,

metody molekularne,

Semin Respir Crit Care Med. 2013; 34: 135- 142.
Clinical Tuberculosis, wyd. 5, red. Davies P.D.O., Gordon S.B., Davies G. 2014;




SPEKTRUM CHOROB WYWOLANYCH MOTT

Mykobakteriozy ptucne |-

Unlater

Zapalenie weztow chtonnych podzuchwowych , szyjnych oraz paChowych|
pachwinowych dotyczy zwykle dzieci do 8 lat

Zakazenia skory i tkanki podskornej (pourazowe)

W \‘ﬂ\ 5

Mycobacterium abscessus

Mycobacterium marinum

Zakazenia uogolnione zwigzane z gtebokim uposledzeniem odpowiedzi
komorkowej

Zakazenia uogolnione zwigzane z zaburzeniami wytwarzania lub funkcji cytokin
IFN-y-IL-12 stymulujg aktywacje makrofagdw. ‘

Medscape 2015




DROGI ZAKAZENIA PRATKAMI NIEGRUZLICZYMI

Inhalacja aerozolu i pytow zawierajgcych MOTT

Mikroaspiracje wody zanieczyszczonej MOTT z nosogardta do ptuc
Refluks zotgdkowo- przetykowy i aspiracja potknietych wczesniejf MOTT

Bezposrednie przejscie ze sluzéwki nosogardzieli do naczyn limfatycznych
(zap. weztdbw chtonnych)

Zakazenia skory i tkanki podskornej z wody, gleby, narzedzi medycznych
saprofity wystepujg w uktadzie oddechowym, przewodzie pokarmowym |

uktadzie moczowym, w warunkach ostabionej odpornosci osobniczej,
mogg stac zrodtem zakazenia

AJRCCM 2007; 175, 367- 416




Transmisja

« Transmisja z cztowieka na cztowieka moze sie zdarzycC

ale

Jest to rzadkie wydarzenie

Aitken ML, AJRCCM 2012; Bryant JM, Lancet 2013




KRYTERIA ROZPOZNANIA MYKOBAKTERIOZY
PLUC 3

muszg by¢ spetnione oba kryteria kliniczne i jedno mikrobiologiczne. 54N

Kryteria kliniczne: B

1) objawy ze strony uktadu oddechowego, zmiany o charakterze guzkéw lub jam w RTG klatki
piersiowe], lub wieloogniskowe rozstrzenie oskrzeli z wieloma drobnymi guzkami w TKWR

2) wykluczenie innych chordéb

Kryteria mikrobiologiczne:

1) dodatnie wyniki posiewdw plwociny przynajmniej z 2 oddzielnie pobranych plwociny jesli
wyniki tych badan nie sg rozstrzygajace, nalezy rozwazy¢ powtorzenie badar
bakterioskopowych i posiewow plwociny w kierunku prgtkow kwasoopornych

2) dodatni wynik przynajmniej jednego posiewu poptuczyn oskrzelowych lub ptynu z
ptukania oskrzelikowo-pecherzykowego

3) dodatni wynik badania histologicznego bioptatu (ziarniniaki i nacieki typowe dla
zakazen wywotanych przez pratki lub stwierdzenie obecnosci prgtkow kwasoopornych)
jednoczesnie

hodowla(+) materiatu z przezoskrzelowej lub innej biopsji ptuca, &7
hodowla(+) co najmniej 1 prébki plwociny lub poptuczyn oskrzelowych AN ,j?—/" ;‘ :




MIKROBIOLOGICZNE KRYTERIA DIAGNOSTYCZNE
WG ATS

o do analizy mikrobiologicznej powinny by¢ wystane co najmniej
trzy materiaty pochodzace z drég oddechowych

o okres pobierania préobek powinien wynosi¢ do kilku
tygodni

o Krotkie przerwy miedzy pobieraniem probek stwarzajg ryzyko
Interpretacji tymczasowe] przypadkowe] obecnos¢ MOTT w
drogach oddechowych po ekspozycji chorego w srodowisku




CzY 1ZOLOWANIE PRATKOW MOTT z PROBKI MATERIALU
OD CHOREGO ZAWSZE WSKAZUJE NA MYKOBAKTERIOZE

o spetnienie kryterium ATS i BTS jakim jest wielokrotne izolowanie tego samego
gatunku pratka z probek materiatu klinicznego, przestaje uniwersalng zasadg.

o Wyhodowany szczep MOTT czesto nie pochodzi z ogniska chorobowego, lecz z
wody, ktorej chory uzywat na przyktad do porannej toalety przed wykrztuszeniem
plwociny do badan.

o szczep pratka wyhodowany nawet kilkakrotnie przypisze sie btednie choremu,
zaprzestaje sie dalszych badan diagnostycznych i rozpoczyna zbedne, drogie,
dtugotrwate (czasami do 2 lat) oraz obcigzajgce leczenie.

o niezbedna jest wiedza na temat wystepowania MOTT w szpitalu lub przychodni;
nalezy rowniez bra¢ pod uwage mozliwos¢ zanieczyszczenia wody wodociggowe]
w domu chorego.

o jezeli podejrzenie mykobakteriozy (po spetnieniu kryteriow mikrobiologicznych)
wydaje sie z klinicznego punktu widzenia mato prawdopodobne, to diagnostyke
mikrobiologiczng powinno sie przekazac do innego laboratorium.
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GenoType Mycobacterium AS



GenoType NTM-DR
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Ny = facultative staining
X &= no staining
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identyfikacja M.avium, M.intracellulare,
M.chelonae i

wykrycie opornosci na amoniglikozydy (gen rrs) i makrolidy
(gen rrl i emr)




Mycobacterium chimaera

wolno rosngcy gatunek pratkéw atypowych wyrdzniony z kompleksu Mycobacterium avium
(MAC) w 2004 roku

powigzana z infekcjami pluc u pacjentow z POCHP

badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych 1 Niemczech sugeruja, ze
M. chimaera jest mniej patogenny niz inne gatunki w obrebiec MAC, np.
M. intracellulare i M. avium

naturalny rezerwuar M. chimaera nie jest znany, ale badania wykazatly, ze jest powszechnie
wykrywana w $§rodowisku wodnym i biofilmach.

od 2011 zanotowano kilkanascie przypadkow inwazyjnego zakazenia uktadu krazenia
spowodowane przez M. chimaera (chorzy po zabiegach kardiochirurgicznych w Szwajcarii
Holandii, Niemczech i Wielkiej Brytanii). Czas obserwacji chorego — 4 lata

Szwajcaria (6 przypadkow — 2 chorych zmarto) zidentyfikowano obecnos¢
M. chimaera w aparatach stuzacych do regulacji temperatury krwi w czasie krazenia
pozaustrojowego



Mycobacterium abscessus

L Mycobacterium abscessus wszechobecne, szybko rosnace pratki znajdujg si¢ w wodzie, glebie i
kurzu. Opisana po raz pierwszy przez Moore'a i Frerichs w 1953 .

O M. abscessus jest uwazany za najbardziej chorobotworezy szybkorosnacy gatunek pratkow
atypowych a zakazenia sa trudne do wyleczenia

O Zakazenia — najczesciej uklad oddechowy, skora i zakazenia tkanek miekkich; rowniez infekcje oka,
ucha srodkowego, zapalenie weztdow chlonnych, zapalenie stawow, zapalenie kosci i szpiku,
zapalenie wsierdzia

U 3 podgatunki
% Mycobacterium abscessus subsp. abscessus
% Mycobacterium abscessus subsp. massiliense
% Mycobacterium abscessus subsp. bolletii

Charakteryzuja si¢ wysokim stopniem opornosci, zroznicowanie w obregbie podtypow — przyktad
klarytromycyna, lek z wyboru od 1990r:

*» Mycobacterium abscessus subsp. massiliense —wrazliwy,
“» Mycobacterium abscessus subsp. bolletii — oporny
“» Mycobacterium abscessus subsp. abscessus — oporny



Zakazenie pratkami atypowymi u 64-letniej chorej ze
zmianami po operacji w okolicach kregostupa

Diagnostyka w kierunku TB i MOTT
ropien z okolicy kregoshupa ledZzwiowego

bakterioskopia — ujemna

badanie genetyczne w kierunku TB - ujemne




Zakazenie pratkami atypowymi u chorej po wszczepieniu
Zastawki

p

o

Po 8 miesiacach nawrot goraczki,
ponowna izolacja M. fortuitum z krwi




PODSUMOWANIE

Znalezienie czynnika sprawczego choroby jest procesem
trudnym | wymaga scistej wspotpracy mikrobiologow z
Klinicystami

W ostatniej dekadzie metody szybkiej diagnostyki TB w tym
testy opornosci umozliwity wczesne wykrycie chorego z TB i
identyfikacje lekoopornej gruzlicy

W odrdznieniu gatunkéw zakazajacych cztowieka od
gatunkow wysteFUchych w otoczeniu chorego bardzo B
pomocne sg molekularne badania srodowiskowe tj. znajomosc¢

g’féwnych gatunkow Mycobacterium wystepujgcych na terenie
anego szpitala.

‘Wiarygodnos¢€ mikrobiologicznej diagnostyki mykobakterozy
jest trwale zagrozona pomytkami diagnhostycznymi(pratki
sroc_jIQW|skowe), a ich catkowita eliminacja nie wydaje sie
mozliwa.




GENOTYPE NTM-DR

Test GenoType NTM-DR umozliwia identyfikacje M.avium, M.intracellulare,
M.chimaera, M.chelonae i M.abscessus (3 podtypy)

Test GenoType NTM-DR umozliwia wykrycie opornosci na aminoglikozydy (gen rrs) i
makrolidy (gen rrl i emr)

Procedura : Ekstrakcja DNA, amplifikacji DNA, hybrydyzacji amplikonow ze
specyficznymi sondami i wykrycie kompleksu sonda- amplikon

Czas trwania procedury badawczej zajmuje ok. 5 godzin.
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MYCOBACTERIUM CHIMAERA

Wolno rgsnacy gatunek pratkow atypowych wyrézniony z kompleksu Mycobacterium avium (MAC) w
2004 roku

M.chimaera zostata powigzana z infekcjami ptuc u pacjentéw z chorobami ptuc, takie jak przewlekta
obturacyjna choroba ptuc.

Badania przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych i Niemczech sugerujg, ze M.chimaera jest bardziej
patogenny niz inne gatunki w obrebie MAC, np M.intracellulare i M.avium

Naturalny rezerwuar M.chimaera nie jest znany, ale badania wykazaty, ze jest powszechnie wykrywany w
srodowisku wodnym i biofilmach.

Od 2011 zanotowano kilkanascie przypadkéw inwazyjnego zakazenia uktadu krgzenia spowodowane
przez M. chimaera (chorzy po zabiegach kardiochirurgicznych w Szwajcarii Holandii, Niemczech i Wielkiej
Brytanii). Czas obserwacji chorego — 4 lata

Szwajcaria (6 przypadkdéw — 2 chorych zmarto) zidentyfikowano obecno$¢ M.chimaera w aparatach stuzy
do regulacji temperatury krwi w czasie krgzenia pozaustrojowego, wyizolowano z probek powietrza
pobranych w sali operacyjnej oraz w wodzie z poidetek w szpitalu

Q -

1 e




MYCOBACTERIUM ABSCESSUS

o Mycobacterium abscessus wszechobecne, szybko rosngce pratki znajdujg sie w
wodzie, glebie i kurzu. Opisana po raz pierwszy przez Moore'a i Frerichs w 1953 r.

o M. abscessus jest uwazany za najbardziej chorobotwdérczy szybkorosngcy gatunek
pratkow atypowych a zakazenia sg trudne do wyleczenia

o Zakazenia — najczesciej uktad oddechowy, skéra i zakazenia tkanek miekkich;

rowniez infekcje oka, ucha srodkowego, zapalenie weztow chtonnych, zapalenie stawow, zapalenie
kosci i szpiku, zapalenie wsierdzia

o 3 podgatunki
. Mycobacterium abscessus subsp. abscessus
. Mycobacterium abscessus subsp. massiliense
. Mycobacterium abscessus subsp. bolletii
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- Charakteryzujg sie wysokim stopniem opornoéci,: zroznicowanie w obrebie
podtypow

np. klarytromycyna (lek z wyboru od 1990r.) Mycobacterium abscessus subsp. massiliense —wrazliwy,

Mycobacterium abscessus subsp. bolletii i Mycobacterium abscessus subsp. abscessus - oporny




GRUZLICA LEKOOPORNA World Health

Organization

W 2014 roku gruzlice MDR stwierdzono u
okoto 480 000 chorych - 5% zachorowan
B

110 000
chorych na MDR-TB rozpoczeto leczenie

Zmarto 220 000 chorych 45%

75% MDR/RR-TB:

= Europa
= Afryka Poludniowa
= Indie
G !: = Chiny
' TDR
(-« Bre=TUE totally drug resistant
XDR PR wszystkie leki podstawowe +
ex-tensiv'el\) wszystkie lekiz 6 grup
c - drug dodatkowych
pre-XDR resistant W Polsce do chwili
, SHiuorocni . . .
nolon +/i obecnej nie zarejestrowano
< amikacyna

MDR | i/lub

fmulti drug resistant kanamycyna
_/'CO najmniej izoniazyd+rifampicyna 10-12 chorych co roku

Co roku 30 - 40 chorych w Polsce

http://www.who.int/en/




Gruzlica lekooporna XDR na swiecie 2014 rok

Countries with XDR-TB

22y World Health
@ Organization v

Raporty WHO
2009 58 krajow

2011 77krajow

2014 105 krajéw




METODY DST

Lowenstein-Jensen
Middlebrook

Metoda proporc;ji, wskaznikéw opornosci i stezen absolutnych

Czas 4-6 tygodni

Pozywki state

MGIT & MGIT 960

Pozywki ptynne Czas 4-12 dni

GenoType®MTBDRplus

Metody molekularne GeneXpert® Xpert MTB/RIF

Czas 2-6 godzin
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METODY GENETYCZNE — TESTY KOMERCYJNE

Lekoopornosci Mycobacterium tuberculosis complex z uzyskanej hodowli lub probki

klinicznej AFB (+)
v GenoType MTBDRplus

v GenoType MTBDRsI

v GenoType MTBDRsI ver.2

rifampicyna (rpoB) i izoniazyd (katG i inhA)

fluorochinolony (gryA), aminoglikozydy (rrs), etambutol
(embB)

fluorochinolony (gryA i gyrB), aminoglikozydy (rrs) i

kanamycyne (eis)




METODY GENETYCZNE — TESTY KOMERCYJNE

GeneXpert MTB/RIF "

o obecnosci materiatu genetycznego M.tbc + identyfikacja mutacji w genie rpoB
zwigzanych z opornoscig na ryfampicyne

o Wysoka czuto$¢ wykrywania M.tbc

AFB- AFB+
Culture Culture Culture
POSITIVE MNEGATIVE POSITIVE
o Nie wymaga dodatkowego sprzetu B 70 : 275
SENSITIVITY: 98.0% MXT%%F
MTB
SPECIFICITY: 98.3%* D G 7 171 0

*The sensitivity of the Xpert MTB/RIF assay in patient samples classified as smear negative,
culture positive | 5-C+) is 90.9% (70,/77) and 100% (275,/275) for those classified (5+C+).

mutacje rpoB (Leu533Pro, Leu511Pro, Asp516Tyr i His526Leu) —czestos¢ wystepowania w populacii
europejskich chorych naTB - 10 %

Opornos¢ na RMP nie zawsze surogatem opornos¢ MDR

Potrzeba szybkich festéw na INH ‘

Kurbatova EV et all. Rifampicin-resistant Mycobacterium tuberculosis: susceptibility to isoniazid and other anfi-tuberculosis drugs. Int. J. Tuberc. Lung
Dis. 2012 16:355-357




ULTRA XPERT MTB / RIF (XPERT)

Xpert MTB/RIF Ultra

(ULTRA) TEST / XPERT MTB, ;‘***

O O O O

O O 0O O O o

ég n;_u u.!]:fl.ll‘%.
© EWEEeEeE

Poprawa -

Wykrywalnosci Mycobacterium tuberculosis 133 CFU / ml
czutos¢ 60 - 80% w rozmazow-ujemne TB.

Fatszywa identyfikacja RIF-R bliskoznacznych mutantéw rpoB jako RIF-R.
potrzebne jest 100 CFU / ml LOD kultury ptynnej i poprawy wykrywania RIF-R
- Nowy test TB molekularna z rownowaznikiem LOD do 10

ULTRA
Technologia High Resolution rozréznia 16 rézne cele

> ilos¢ oczyszczonego DNA dostarczanego do reakcji PCR

Cztery nowo zaprojektowane sondy wykrywajgce mutacje w genie rpoB
Wykrywalnos¢ 10 CFU / ml

Rekomendowany dla AFB ( -)




R0OZWOJ SZYBKICH TESTOW DO DIAGNOSTYKI GRUZLICY World 'ﬁeanh

0 izati
LEKOOPORNEJ — TEST GENEXPERT MTB/RIF rganization

U Wprowadzenie systemu GeneXpert do diagnostyki TB spowodowalo 3-krotnie czestsze wykrywanie
gruzlicy MDR,

RIFAMPICIN-RESISTANT AND MULTIDRUG-RESISTANT TB (RR-/MDR-TB)
CASES DETECTED GLOBALLY, 20092013

160000

120000

2009 2010 2011 2012 2013

O Projekt EXPAND-TB, wspierajacy 27 krajow 0 niskich i srednich dochodach poprzez udost¢pnienie
nowoczesnych metod diagnostyki TB, takich jak GeneXpert,

U Dzieki programowi EXPAND-TB od 2009 roku do czerwca 2014 roku wykryto 89 261 chorych na r‘
B

WHO, Global Tuberculosis Report, 2014




Xpert MTB RIF Ultra and Xpert XDR

Key Product Specifications

Xpert MTB RIF Ultra

Bt

Specification Target

Time to result

Hands on time
Sample type

Targets

Analytical Performance:
Inclusivity (Reactivity)
Clinical Performance:
Sensitivity (MTB)

Clinical Performance:
Sensitivity (Rif-resistance)
Clinical Performance:
Specificity (MTB)

Clinical Performance:
Specificity (Rif-resistance)
New Hardware

85 minutes following 15
minute incubation
<2 mins
Sputum, induced sputum,
sediment
MTBC (IS6110, 151081), RIF

(rpoB)
MTB Complex

=98% (Smear+, Culture+)
295% (Smear-, Culture+)
295%
=98%
298%

Mot needed, users can use
existing instrumentation

Xpert XDR
-

Specification

Target

Time to result 90 minutes following 15

minute incubation

Hands on time <2 mins
Sample type Sputum, induced sputum,
sediment
Targets MTBC (inhA promoter), INH,
FQ, AMK, KAN

Analytical Performance and Clinical Performance
characteristics to be determined

Availability TBD
Alpha Studies in progress




BD MAX

o BD MAX wysoce zintegrowany, zautomatyzowane urzgdzenie
do ekstrakcji, amplifikacji w czasie rzeczywistym i wykrywanie
kwasow nukleinowych M.tbc

o Analiza maksymalnie 24 probek w ciggu okoto 2,5 godziny.

o System otwarty pozwalajgcy na wykorzystanie wtasnych
starterow i sond

o Jednoczesne wykrywanie opornosci na RMP i INH

o Czuto$é 91,9% (86.7-100%), swoistosé 97,9% (95.8-100%),
PPV95,8% i NPV 95,9%

o Przewidywana premiera na rynku IlI kwartat 2017

Aparat BD MAX Kaseta ekstrakcyjna Kaseta amplifikacyjna
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WYNIKI BADAN MOLEKULARNYCH LEK
POTWIERDZONE KONWENCJONALNYMI {\f,\{' World Health

7
N{&8Y Organization
: cOC

EUROPEAN CENTRE FOR
EEEEEEEEEEEEEEEE N
AND CONTROL
» .

fenotyp lekoopornosci niewykrywany przez testy
molekularne

nie wszystkie mutacje powodujgce opornos¢ wykrywane w testach
mutacja na zewnagtrz regionu badanego inne nieznane mechanizmy opornosci

niektére mutacje powodujg tzw niskie miano opornosci np.RMP, lek moze byc¢
stosowany w wyzszych dawkach

Sekwencjonowanie catego genomu -porownanie genomu szczepow ‘
lekoopornych i wrazliwych wykrycie nowych mutacji




ZASTOSOWANIE TESTOW MOLEKULARNYCH W DIAGNOSTYCE TB

Wykrywanie

e

Wykrycie obecnosci pratkow gruzlicy
w badanym materiale

L 4

Celem jest wykrycie sekwencji
specyficznych dla
M. tuberculosis complex

&

Pozytywny wynik testu $wiadczy o
obecnosci pratkow M. tuberculosis
complex w materiale klinicznym

e

Bezposrednio z materiatéw klinicznych
lub hodowli

Lekoopornos¢

e

Wykrycie opornos$ci na leki
przeciwpratkowe, np. INH, RMP

L 4

Celem jest wykrycie mutacji
odpowiedzialnej za oporno$¢ na lek,

np. mutacje w rpoB oporno$¢ na RMP

&

Wykrycie mutacji w danym genie
$wiadczy o opornosci pratkow na

badany lek
4

Bezposrednio z materiatéw klinicznych
lub hodowli

Identyfikacja gatunkowa pratkow

e

Amplifikacja specyficznych sekwencji
dla danego gatunku pratkow

¢

Identyfikacja do gatunku pratkéw
MOTT oraz w obrgbie
M. tuberculosis complex

L 4

Bezposrednio z materiatéw klinicznych
lub hodowli
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BADANIA MOLEKULARNE MATERIALOW TKANKOWYCH UTRWALONYCH W
PARAFINIE

W preparatach histopatologicznych uzyskanych z materialéw 166 chorych
stwierdzono :1. organizujace si¢ ziarniniaki,

2. zwloknienia

3. Inne zmiany charakterystyczne dla procesu zapalnego.




BADANIE GENETYCZNE

Materiaty utrwalone w parafinie
poddane badaniu metodag
genetyczng

166

Ujemny wynik badania
genetycznego

102/ 60 %

Dodatni wynik badania
genetycznego

64 / 40%




DIAGNOSTYKA LATENTNEGO ZAKAZENIA PRATKIEM
GRUZLICY

Do niedawna zakazenie pratkiem
gruzlicy byto diagnozowane za
pomocg proby tuberkulinowej TST
(tuberkulin skin test)

Obecnie obok TST stosuje sie
nowoczesne testy
iImmunologiczne IGRA (interferon-
gamma release assay)




QuantiFERON-TB Gold Plus najnowsza wersja testu IGRA

Czutos$¢>95%
Najwyzsza specyficznosc

Innowacyjna technologia CD8* T-cell

QFT-TB Plus

uvantiFERON -




Subpopulacje limfocytow T wykorzystane w tescie QFT Plus

Limfocyty T

Wydzielanie IFN-y przez limf. T CD8 byto
czesciej obserwowane:

»u chorych na gruzlice w odréznieniu od
zakazenia utajonego LTBI.

»po niedawnej ekspozycji na gruzlice
»u chorych na HIV

Antygeny
zgodnosci
tkankowej MHC

Receptory TCR

»u matych dzieci
»obserwowano spadek u pacjentéow po
leczeniu gruzlicy

Receptory
roznicowania CD

Limf. Tc CD8

QFT-TB Gold

QFT-TB Plus

Limf. T reg. CD4,

Limf. Tm CD3 CDS, CD25, Inne
FOXP3

Rola Limfocytéw T (CD8*) w przebiegu odpowiedzi
immunologicznej:

»wydzielajg IFN-y i inne cytokiny

»ttumia wzrost M. tuberculosis

»zabijajg komorki zakazone




Biatka
(koktajl
peptydowy)

Populacja
uczulonych
komérek

Poprawa
wiasciwosci
zestawu

ESAT-6, CFP-10i TB7.7 ESAT-6, CFP-10
MHC klasy Il (marker CD4%) MHC klasy Il (marker CD4%)

(CD4*) -Limfocyty T (CD4*) — Limfocyty T pomocnicze

pomocnicze

QFT-TB Gold vs. QFT -TB Plus

MHC klasy | (marker CD8%)

(CD8*) — Limfocyty T
cytotoksyczne

Wzrost czutosci testu u chorych z
niskg populacjg limfocytéw Th
(CD4%)

np. pacjenci HIV

Antigen Presenting Cell (APC) APC ingests and digests antigen Antigen presents antigen T-cells activate and
encounters antigen to specific T-cells secrete IFN-gamma

W 2 probowkach znajduje sie koktajl peptydowy biatek nasladujgcych ESAT-6 i
CFP10, ktore faczg sie z komdrkami APC. U osdb zakazonych MTB limfocyty T
rozpoznajg antygeny gruzlicze i rozpoczynajg produkcje IFN-y, ktérego poziom
mierzony jest metodg ELISA.




PODSUMOWANIE

o W ostatnie] dekadzie metody szybkiej diagnostyki
TB w tym testy opornosci umozliwity wczesne
wykrycie chorego z TB i identyfikacje lekooporne;
gruzlicy

o Problemem pozostaje czutosC wykrywania gruzlicy
u dzieci, zakazonych HIV i postaci pozaptucnych
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Spektrometria mas MALDI-TOF/TOF

Zmydlania komoérek
pratkow
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FIGURE 2 — Flowchart of the use of MALDI-TOF MS in microorganism identification af the clinical microbiology laboratory
MALDI-TOF MS: mairix assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectromeiry; oGHCA: alpba-cyano-4-bydroxycinnamic acid.
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National Institute for Materials Science. "A rapid, paper-based diagnostic test for tuberculosis."” ScienceDaily. ScienceDaily, 3 October 2013




