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Gruzlica wywotana pratkami o opornosci XDR w Polsce.
Badania mikrohiologiczne i molekularne

Tuberculosis caused by XDR resistant Mycobacterium tuberculosis in Poland.
Microbiological and molecular analysis

Abstract

Introduction: The retrospective analysis of frequency of drug resistant tuberculosis XDR (XDR = MDR + resistance to:
fluoroquinolones + amikacin and/or capreomycin) in Poland have been tested.

Material and methods: Pattern of resistance to first, second and third line drugs has been tested among new and treated
patients. The total number of 10 913 Mycobacterium tuberculosis strains isolated from the same number of the patients
surveyed in 1997-2004 in WHO programme Drug resistance surveillance countrywide study.

Results: One HIV-negative patient (43 years old men) was infected by XDR (0,4% among new and treated MDR cases). Molecular
analysis of the XDR strain by spoligotyping has been shown the T11558 cluster. Three others tuberculosis patients living in the
same region of Poland excreted the Mycobacterium tuberculosis strains belonged to the same T11558 cluster, but they had not
pattern of XDR resistance. In the same T11558 molecular cluster 13/15 — 87% strains have been isolated from polish patients.
Conclusions: In Poland Mycobacterium tuberculosis resistance to fluoroquinolones, capreomycin and amikacine among
MDR strains has been observed very rarely.
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Streszczenie

Wstep: Przedmiotem badania byto poszukiwanie szczepdw Mycobacterium tuberculosis o oporno$ci XDR ( XDR = MDR +
+ oporno$¢ na: fluorochinolon + amikacyna i/lub kapreomycyna) wéréd chorych nowo wykrytych i leczonych w Polsce
w latach 1997-2004.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowito 10 913 chorych zakazonych i wydalajgcych pratki gruzlicy wrazliwe
i lekooporne. Chorzy ci byli analizowani pod katem wystepowania u nich lekooporno$ci pierwotnej i nabytej w 3 programach
WHO Drug resistance surveillance obejmujacych zasiggiem caly kraj.

Whyniki: Obecnie dokonano analizy wystepowania lekoopornosci typu MDR i XDR. W$réd szczepéw o opornosci MDR zbadano
lekooporno$¢ na leki dodatkowe. W$rdd chorych stwierdzono 1 przypadek gruZlicy wywotanej szczepem o oporno$ci XDR, co
stanowito 0,4% wszystkich przypadkéw gruzlicy o wzorze MDR. Analiza genetyczna wykazata, ze szczep XDR nalezy do rodziny
molekularnej opisanej w miedzynarodowej bazie jako spoligotyp H1 1558. Do tej samej rodziny molekularnej nalezaty ponadto
szczepy wyizolowane od 3 innych chorych z tego samego wojewddztwa. Ich wzory lekoopornosci nie pozwolity na zaliczenie ich
do pratkéw typu XDR. W rodzinie molekularnej H1 1558 dominujg ,.polskie szczepy” — 13 (87%) szczepéw wyizolowanych od
polskich chorych na ogétem 15 zgtoszonych do migdzynarodowej bazy.

Whioski: Z analizy lekoopornosci na leki dodatkowe pratkéw gruzlicy typu MDR wynika, ze zjawisko oporno$ci na
fluorochinolony, amikacyne i kapreomycyne wystepuje w Polsce rzadko.
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Wstep

Wprowadzenie ryfampicyny do terapii gruz-
licy w latach 70. i ustalenie 6-miesiecznego sche-
matu leczenia stworzylo perspektywy szybkiej eli-
minacji gruzlicy na $§wiecie. Dwa istotne fakty
wplynely negatywnie na nagte pogorszenie sytu-
acji epidemiologicznej gruzlicy w skali globalnej
i zniszczyly nadzieje na rychla jej eradykacje [1].
Bylo to pojawienie sig¢ w latach 80. wirusa HIV
i jego szybkie rozprzestrzenianie sig, a w nastep-
nym dziesiecioleciu — pojawienie sie gruzlicy le-
koopornej, z jej najbardziej niebezpiecznym wzo-
rem opornosci typu MDR [2]. Nastepne zagrozenie
gruzlicg lekooporna zasygnalizowano w 2006 roku
i opisano jako wystgpienie opornosci typu XDR
(XDR = MDR + opornoé¢ na: fluorochinolon +
+ amikacyna i/lub kapreomycyna) u mieszkancow
Potudniowej Afryki zakazonych wirusem HIV [3].

Pierwsze doniesienie o wystepowaniu oporno-
$ci typu XDR wsrdd 7% szczepdédw MDR ukazalo sie
w 2006 roku [4]. Z retrospektywnej analizy wyni-
ka, ze w 2004 roku zanotowano 29 700 przypadkéw
gruzlicy o opornoéci XDR, co stanowilo 0,4% reje-
strowanych na $wiecie przypadkéw gruzlicy.
W kolejnej analizie wystepowania lekoopornej gruz-
licy, przeprowadzonej w latach 2000-2004 u 17 690
chorych na gruzlice, z ktérych blisko 12 000 pocho-
dzito z Korei Poludniowej, wykazano, ze 3520
(19,9%) os6b wykazywalo wzoér opornosci MDR,
z ktérych 347 (2%) bylo szczepami XDR.

Czym jest lekoopornosé¢ pratkéw gruzlicy
typu XDR? Po raz pierwszy definicja ,XDR tu-
berculosis” pojawita sie w marcu 2006 roku jako
oporno$¢ typu MDR (tj. opornos¢ na INH + RMP
same lub razem z opornoécia na SM i/lub EMB)
wraz z opornos$cia na 3 leki z zestawu preparatow
dodatkowych [4]. Kilka miesiecy pézniej podczas
konferencji ekspertéw Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) w Ge-
newie, odbywajacej sie 9-10 pazdziernika 2006
roku, zmieniono definicje dla pratk6w XDR, okre-
§lajac w ten spos6b szczepy Mycobacterium tuber-
culosis o opornosci typowej dla MDR + opornosé
na fluorochinolony + opornoéé na co najmniej je-
den aminoglikozyd (amikacyna) lub/i oporno$¢ na
polipeptyd (kapreomycyna) (tab. 1).

W przeprowadzonych dotychczas przez WHO
badaniach wykazano wystepowanie szczepow
o opornos$ci XDR w r6znych regionach swiata.
W badaniach z rolniczego regionu Poludniowej
Afryki Msinga KwaZuluNatal przeprowadzonych
u 536 chorych wykazano, ze gruzlica MDR wysta-

Tabela 1. Definicja lekoopornosci MDR i XDR wsrdd szcze-
pow Mycobacterium tuberculosis

Table 1. Definition of drug resistance MDR and XDR in
Mycobacterium tuberculosis

Opornos¢ na leki Typy opornosci
Resistant to Type of resistance
INH + RMP

INH + RMP + SM

MDR
INH + RMP + EMB

INH + RMP + SM + EMB

MDR + fluorochinolon + amikacyna
MDR + fluoroquinolone + amikacin

MDR + fluorochinolon + kapreomycyna XDR
MDR + fluoroquinolone + capreomycin

MDR + fluorochinolon + amikacyna +
+ kapreomycyna

MDR + fluoroquinolone + amikacin +
+ capreomycin

pila u 50% badanych, a XDR u 10%. Sposéréd 53 cho-
rych z opornoécia typu XDR 52 zmarlo, a §redni czas
ich przezycia od chwili przestania plwociny do ba-
dania wynosil 16 dni. Wszyscy chorzy, oprécz jed-
nego, byli zakazeni wirusem HIV. W typowaniu
genetycznym 46 szczepéw wyizolowanych od tych
pacjentéw u 39 ujawniono bliskie genetyczne po-
dobienstwa, na podstawie ktérych stworzono od-
dzielna rodzine molekularng KwaZuluNatal family [3].
W innych badaniach opisano mikroepidemie gruz-
licy XDR w Iranie [5] i w Norwegii [6]. Dotychczas
w niewielu artykutach oméwiono zagadnienie
gruzlicy o opornosci XDR. Dane te sg jednak na tyle
dobrze udokumentowane, ze na ich podstawie tatwo
bedzie mozna obserwowaé szlaki przenoszenia
szczepéw na kontynenty.

Zjawisko lekoopornej gruzlicy jest monitorowa-
ne w Polsce od 50 lat, a od 10 lat §cis$le wedlug pro-
tokotu WHO [7]. Analiza lekoopornosci pierwotnej
i nabytej na co najmniej 1 lek oraz MDR pozwolila
zaliczy¢ Polske do grupy krajow o niezlej sytuacji
epidemiologicznej w prewalencji lekoopornej gruz-
licy [8]. Dotychczas nie publikowano jednak anali-
zy dotyczacej lekoopornosci typu XDR.

Cel pracy

Celem retrospektywnej analizy bylo okresle-
nie czestoSci wystepowania opornosci typu XDR
wérdd szczepéw Mycobacterium tuberculosis izo-
lowanych od chorych w Polsce.
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Materiaty i metody

Badania mikrobiologiczne

Badaniami objeto szczepy wyizolowane od
10 913 chorych, w tym 8728 (79,9%) nowo wykry-
tych i 2184 (20,1%) uprzednio leczonych. Szcze-
py pochodzily z kolekcji zgromadzonej w Polskich
Laboratoriach Pratka, a ich lekoopornosé¢ badano
w Zakltadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy
i Choréb Pluc w 3 seriach przygotowanych w ra-
mach programéw WHO i EuroTb (Drug resistan-
ce surveillance) w latach 1997-2004 [9-11].

Do wykrywania lekoopornosci typu MDR za-
stosowano nastepujace metody [12]: hodowle na
pozywkach Lowensteina-Jensena (L-]), w automa-
tycznych systemach BACTEC 460TB, BACTEC
MGIT, identyfikacje gatunkowa prowadzono me-
todg HPLC, lekooporno$¢ typu MDR (na leki I'i IT
rzedu) wykrywano na pozywkach L-J i w systemie
BACTEC 460TB, lekooporno$é¢ typu XDR na po-
zywkach Middlebrooka 7H10 wzbogacong OADC.
Stosowano nastepujace stezenia dla lekéw dodat-
kowych: kapreomycyny (CAP): 40 i 80 ug/ml, oflok-
sacyny (Oflo) 2,5 1 5,0 ug/ml, amikacyny (Amc) 4,
8116 ug/ml.

Za oporne przyjeto szczepy, ktére wyrastaly
przy stezeniach: CAP 40 ug/ml, Oflo 2,5 ug/ml,
Amc 16 ug/ml.

Badania molekularne
Do analizy molekularnej zastosowano metode
spoligotyping i metode IS6110 Mtb1/Mtb/2 [13].

Wyniki

Podsumowanie wzoréw lekoopornosci pier-
wotnej i nabytej pratkéw gruzlicy w analizowanych
latach 1997, 2000 i 2004 przedstawiono w tabeli 2.

We wszystkich 3 badaniach lekoopornoéé na-
byta wystepowala znamiennie cze$ciej niz pierwot-
na (p < 0,001). Réwniez opornoé¢ typu MDR oraz
oporno$¢ na 4 leki wystepowata statystycznie zna-
miennie czeSciej u pacjentéw wczesniej leczonych
niz u chorych nowo wykrytych (p < 0,001).

Czestos¢ lekoopornosci nabytej pozostawata
w kolejnych latach na tym samym poziomie, na-
tomiast catkowity odsetek opornosci pierwotnej byt
najnizszy w 1997 roku, a w kolejnych dwéch ba-
daniach ulegl podwojeniu ze znamiennoscia sta-
tystyczng p < 0,001. Odsetek chorych zakazonych
pratkami MDR w 1997 roku wynosilt 0,6%
(18 0s6b), w 2000 — 1,15% (35 chorych), a w 2004
— 0,3% (8 pacjentéw). Podobna sytuacje obserwo-
wano u chorych zakazonych pratkami opornymi na

4 leki. W badaniach z 1997 roku nie bylo
w ogéle takich chorych, w 2000 roku bylo ich 15
(0,5%), a w 2004 roku — 2 (0,1%).

Analizujgc catkowita opornoéé na leki, czyli
udzial poszczegblnych lekéw we wszystkich wzo-
rach opornoéci w 3 badaniach, stwierdzono domi-
nacje oporno$ci INH, a w nastepnej kolejnosci na
SM i RMP. Najrzadziej wystepowata opornosé¢ na
etambutol (ryc. 1, 2).

Kolejno analizowano lekoopornosé¢ na leki do-
datkowe wsrdéd szczepéw MDR u chorych nowo
wykrytych. W analizie in vitro nie wykazano pel-
nej, krzyzowej opornosci pomiedzy ryfampicyna
i ryfabuting. Opornos$é¢ na ryfabutine wystepowa-
ta wsréd pratkéw MDR o wzorach INH + RMP +
+ SM lub INH + RMP + SM + EMB. W kazdej
z tych dwéch grup szczep6éw po 10 chorych wyda-
lato pratki oporne. Te same wzory szczepéw MDR
dominowaty ré6wniez przy opornoéci na erytromy-
cyne (8 vs. 14 chorych) oraz kotrimoksazol (8 vs. 7).
Przy opornosci na amikacyne najwiecej byto pa-
cjentéw wydalajacych pratki MDR o wzorze INH +
+ RMP + SM + EMB. Wyniki przedstawiono
w tabeli 3.

Analiza 38 szczepéw MDR u chorych leczo-
nych wykazala, ze opornoéé¢ na leki dodatkowe
w tej grupie dotyczyla szczepéw o opornoéci wy-
razonej wzorem: INH + RMP + SM + EMB. Szcze-
py MDR o takim wzorze byly oporne na: ryfabuti-
ne — 9 chorych, erytromycyne — 16 chorych, ko-
trimoksazol — 4 chorych. Wzory opornosci szcze-
poéw typu MDR na leki dodatkowe przedstawiono
w tabeli 4.

Wsréd analizowanych szczep6w jeden odpowia-
dat nowej definicji XDR. Zostal on wyizolowany
od 43-letniego mezczyzny (D.].) nowo wykrytego,
zamieszkujgcego wojewddztwo kujawsko-pomor-
skie. Byl on zakazony szczepem XDR ze wzorem
opornoéci: INH + RMP + SM + EMB + Oflo +
+ AMI + Kapreo.

W badaniach MIC-6w (minimalnych stezeni
hamujgcych wzrost pratkéw) wykonanych me-
toda E-testow dla wyzej wymienionych lekéw wy-
kazano wysokie wartosci stezenn hamujacych (co
najmniej 10 razy wyzsze niz stezenie graniczne)
wedlug przyjetych kryteriéw dla tej metody [14]
(tab. 5).

Analiza molekularna

Dla 34 szczepow lekoopornych zarejestrowa-
nych w ramach programu WHO Drug resistance
surveillance w latach 2000 i 2004 w wojewd6dz-
twie kujawsko-pomorskim przeprowadzono ana-
lize molekularna metodg spoligotyping (ryc. 3, 4).
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Tabela 3. Pierwotna opornosc na leki dodatkowe wsréd szczepow MDR

Table 3. Primary resistance to the second line drugs among MDR strains

Wzory opornosci Ogotem Oporne na:
Pattern of resistance Total Resistant to:

ofl Cs Eta Cap Amk Bis Cls Daw  Rif
INH + RMP 11 (22,9%) 0 0 0 0 1 2 0 5 6
INH + RMP + SM 12 (25%) 0 0 0 0 0 8 0 8 10
INH + RMP + EMB 6(12,5%) 0 0 0 0 0 2 0 2 3
INH + RMP + SM + EMB 19 (39,6%) 1 0 0 1 3 7 0 14 10
Razem 48 (100%) 1 0 0 1 4 19 0 29 29
Total
Tabela 4. Nabyta opornosc¢ na leki dodatkowe wsrod szczepéw MDR
Table 4. Acquired resistance to the second line drugs among MDR strains
Wzory opornosci Ogotem Oporne na:
Pattern of resistance Total Resistant to:

ofl Cs Eta Cap Amk Bis Cls Daw  Rif

10 (26,3%) 0 0 1 1 3 2 0 9 9

INH + RMP + SM 10 (26,3%) 0 2 2 0 1 5 0 9 6
INH + RMP + EMB 2 (5,3%) 0 0 0 0 0 1 0 2 2
INH + RMP + SM + EMB 16 (42,1%) 3 1 3 1 1 4 0 16 9
Razem
Total 38 (100%) 2 3 6 1 4 12 0 36 26
Tabela 5. Badania MIC dla szczepu XDR
Table 5. MIC for XDR strain
Lek INH RMP SM EMB OFL AMK Cap
Drug
MIC dla szczepu XDR [ug/ml]
MIC for XDR strain 1,5 12,0 8,0 32,0 3,0 8,0 40,0

nych, do ktérych nalezato 28 szczepéw (tab. 6).
Wsréd nich najliczniej w analizowanej grupie
wystepowal spoligotyp T153 (3 szczepy w 2000 r.
i9 szczep6é6w w 2004 r.). Natomiast szczep o opor-
nosci XDR nalezal do spoligotypu H1 1558
(2 szczepy w 2000 r. i 2 szczepy w 2004 1.).

W miedzynarodowej bazie SpolDB4 zarejestrowa-
no do tej pory 11 szczepéw pochodzacych z r6znych
krajéw, nalezgcych do spoligotypu H1 1558, w tym
9 z Polski oraz 4 szczepy wykryte w niniejszej analizie.

Szczepy z rodziny H1 1558, do ktérej nalezat
szczep XDR, posiadajace ten sam spoligotyp, pod-

36

dano dalszemu réznicowaniu metoda IS6110-
-Mtb1/Mtb2 PCR (ryc. 5).

W analizie wykazano taki sam profil moleku-
larny badanych 4 szczepéw w rodzinie molekular-
nej H1 1558. Trzy szczepy MDR (1032, 1085, 5325)
byly oporne na 4 leki (INH + RMP + SM + EMB),
jeden za$ byl oporny na INH + SM.

Omodwienie

Wedlug danych WHO rocznie notuje sie 9 mln
zachorowan na gruzlice, w tym okoto 450 000

www.pneumonologia.viamedica.pl



Ewa Augustynowicz-Kope¢, Zofia Zwolska, Gruzlica o opornosci XDR

12345 67 8 910111213
- -- - ... - -
- --- e, - -
- -eeEeae =5
- - - - e - .-
- --- wmWm. -
- e e - - -
---e. W Ee -

-

-

-

-
- --e- - - - -
- - - - -
- - - - el
- . - - - - -
- - - - - - -
- - - - - - - -
- - - - - -
--_--- .- -. - - -
L R B N B B N _§ 5 B N R ]
LR B B N B N N 3 B B B
--. e - - . - - -

- - - - - - - --

- EE e ... - - -
- e ... S
L L B B B N § 1 J - -
-EEeEE o EE. - -
- - - - .- ... - .. .-
- - - . - - - -
- - - - - e - -
LR B N N N N N § J - - .-
- - - - .- - C - -
LB B B B - -
- -| . - - . - - -
- -EE----. .-
- EeEEm T mE. v --
---eeeE o oWmoWm . - - -
- - ... - - -
---e e - - - v o--
- - s - - - e, » - -
L] L B B B N N B J - - .
- .- - - -
LB B B N R N N N J - - -

Rycina 3. Wzory spoligotypéw 11 szczepdéw lekoopornych M. tu-
berculosis z wojewd6dztwa kujawsko-pomorskiego z 2000 roku. Li-
nia 1 — szczep H37Rv, linia 2 — szczep M. bovis BCG, linie 3-13
— szczepy z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego z 2000 roku

Figure 3. Spoligotyping patterns of 11 drug resistant M. tuberculo-
sis strains isolated from kujawso-pomorskie voivodship in 2000.
First line — H37Rv strain, second line — M. bovis BCG strain,
third—thirteen line — strains from kujawsko-pomorskie voivodship

Mtb1 Mtb2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Rycina 5. Wyniki typowania szczepow M. tuberculosis metodg
IS6710-Mtb1/2 PCR dla spoligotypu H1 1558 (linia 1, 6 — szczep
1032, linia 2, 7 — szczep 1085, linia 3, 8 — szczep 8037, linia 4, 9
— szczep 5325, linia 5, 10 — wzorzec 50pz)

Figure 5. Results of M. tuberculosis typing by 1S6770-Mtb1/2 PCR
for spoligotyp H1 1558 (line 1, 6 — strain 1032, line 2, 7 — strain
1085, line 3, 8 — strain 8037, line 4, 9 — strain 5325, line 5, 10 —
standard 50pz)
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Rycina 4. Wzory spoligotypéw szczepéw lekoopornych M. tuber-
culosis z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego z 2004 roku. Linia 1
— szczep H37Rv, linia 2 — szczep M. bovis BCG, linie 3—-25 (23)
— szczepy z wojewddztwa kujawsko-pomorskiego z 2004 roku

Figure 4. Spoligotyping patterns of 23 drug resistant M. tuberculosis
strains isolated from kujawso-pomorskie voivodship in 2004. First
line — H37Rv strain, second line — M. bovis BCG strain, third—
twenty fifth line — strains from kujawsko-pomorskie voivodship

Tabela 6. Rodziny molekularne wedtug bazy migdzynarodowej
SpolDB4 w wojewddztwie kujawsko-pomorskim

Table 6. Molecular cluster according international spoligo-
typing database, Spo/DB4 from kujawsko-pomor-
skie voivodship

Spoligotyp wg bazy Liczba szczepow

migdzynarodowej SpolDB4 w latach
Spoligotype acc SpolDB4 No. of strains in years
2000 2004

T153 3 9

H1 47 1 2

H1 1557 2 5
H1 1558 2 2
237 U likely H3 1 1
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przypadkow lekoopornosci typu MDR [8]. W Pol-
sce czesto§é wystepowania lekoopornosci pier-
wotnej (u chorych nowo wykrytych) monitoruje
sie od okoto 50 lat i bada sie w réznych grupach
chorych [11]. W 1996 roku Polska przystapita do
ogb6lnoswiatowej ewidencji gruzlicy lekoopornej,
przeprowadzajac 3 badania w tym zakresie w la-
tach 1997, 2000 i 2004 obejmujace caly kraj. Ba-
dania dotyczyly 12-miesiecznych okres6w obser-
wacji lekoopornoéci pierwotnej oraz nabytej. Pro-
wadzono je pod nadzorem i §cisle wedlug proto-
kotu WHO z weryfikacja gatunku pratkéw i te-
stow lekoopornosci wykonanych w laboratorium
referencyjnym. Wykazano w nich, ze lekoopor-
no$¢ nabyta (na co najmniej 1 lek) wystepowata
zawsze statystycznie znamiennie czedciej niz
pierwotna (p < 0,001). Podobne zalezno$ci doty-
czyly lekoopornosci typu MDR i opornosci 4-le-
kowej. Odsetki lekoopornos$ci nabytej pozostawa-
ly na takim samym poziomie w kolejnych bada-
niach (16,0%, 17,0% i 18,0%). Lekoopornos¢ pier-
wotna w 1997 roku wynosila 3,6%, osiggajac po-
dwéjng wartosé¢ w kolejnych dwoéch badaniach
(p < 0,01). We wszystkich 3 badaniach opornos¢
typu MDR wystepowata u pacjentéw leczonych
statystycznie znamiennie cze$ciej niz u chorych
nowo wykrytych (p < 0,001): w 1997 roku —
7,0% vs. 0,6%, w 2000 roku — 8,6% vs. 1,2%,
w 2004 roku — 8,2 vs. 0,3%.

W retrospektywnej analizie wykazano, ze opor-
no$¢ pratkéw gruzlicy na kapreomycyne i ofloksa-
cyne wystepuje w Polsce rzadko, natomiast opor-
no$¢ na amikacyne jest zjawiskiem znacznie czest-
szym [16]. Biorac pod uwage definicje XDR, ktora
obowiazywata do pazdziernika 2006 roku (MDR +
+ 3 dowolne leki dodatkowe), szczepy takie wéréd
pratkéw MDR w Polsce wystepowaly u 30% chorych
nowo wykrytych oraz u 50% pacjentéw wczesniej
leczonych. Po zmianie definicji tylko 1 chorego za-
kwalifikowano jako przypadek z gruzlicg wywotana
szczepem pratkéw o opornosci XDR.

W analizie genetycznej wykazano, ze szczep
ten nalezy do rodziny molekularnej opisanej
w miedzynarodowej bazie SpolDB4 jako spoligotyp
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