BADANIE LEKOWRAZLIWOSCI MYCOBACTERIUM KANSASII

METODA MIKROROCIENCZEN ORAZ PRZY UZYCIU PASKOW E-TEST
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Badanie zostato sfinansowane ze sSrodkow przyznanych grantem NCBiR «LIDER» (LIDER/044/457/L-4/12/NCBR/2013).

Pratki Mycobacterium kansasii (Ryc. 1) nalezg do wolnorosngcych pratkow niegruzliczych (NTM, ang. nontuberculous mycobacteria), wywotujgcych oportunistyczne zakazenia
u ludzi | zwierzat. Zwykle manifestujg sie w postaci przewlektej choroby ptuc, o obrazie klinicznym imitujgcym gruzlice. W Europie, Polska zajmuje po Stowacji drugie miejsce
pod wzgledem czestosci izolacji M. kansasii z probek klinicznych (36% izolowanych pratkow NTM to pratki M. kansasii). Zarowno dla M. kansasii, jak | innych prgtkow NTM
wcigz brakuje danych dotyczgcych lekowrazliwosci oraz wystandaryzowanych metod jej oznaczania. Nie znane sg takze molekularne podstawy opornosci M. kansasii na leki.

Celem pracy byto okreslenie wrazliwosci szczepow klinicznych M. kansasii ha powszechnie stosowane
w terapiach przeciwprgtkowych leki, dwiema metodami tj. referencyjng metodg mikrorozcienczen oraz
gradientowo dyfuzyjng, przy uzyciu paskow E-test. Dodatkowo, starano sie rozpozna¢ molekularne
determinanty opornosci M. kansasii na leki, poszukujgc w wybranych genetycznych loci mutacji
warunkujgcych lekoopornos¢ w szczepach M. tuberculosis.

Ryc. 1. Pratki M. kansasii na pozywce Lowenstein'a-Jensen’a (A);
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Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badane szczepy pochodzity od pojedynczych pacjentow
(40 kobiet i 22 mezczyzn; przekréj wiekowy: 21-89 lat; srednia wieku: 64+18 lat). Do badania wigczono RIF CLR
takze 23 szczepy reprezentujgce rozne typy genetyczne M. kansasii (I-VI; I/ll; 1IB), pochodzenia 0o m
Klinicznego (17) lub srodowiskowego (6). Z przypadkow potwierdzone] mykobakteriozy pochodzito P
48 (60.7%) szczepow. . .
Oznaczenia wykonano dla 13 lekow (rifampicyna, RIF; klarytromycyna, CLR; izoniazyd, INH; etambutol, -
EMB; streptomycyna, STR; amikacyna, AMK, kotrimoksazol, SXT; rifabutyna, RFB; moksifloksacyna, MXF; o : : ; : :
linezolid, LZD; ciprofloksacyna, CIP; doksycyklina, DOX; etionamid, ETO) metodg mikrorozcienczen oo o 1 , e ,
w systemie SLOMYCO Sensititre® (TREK Diagnostic Systems, USA), zas dla 8 lekow (RIF; CLR; INH; T Diltion MIC me/1

EMB; STR; AMK; SXT | kanamycyna, KAN) — przy uzyciu komercyjnie dostepnych paskow E-test INH EMB

(Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Francja). Krytyczne stezenia lekéw stosowane w metodzie mikrozcienczen )
byty odpowiadaty wytycznym Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). o 4
Analize sekwencyjng przeprowadzono w 6 loci tj. rrl (CLR), katG (INH), rpsL (STR), rrs (AMK, KAN | STR), : :

gyrA | gyrB (CIP) dla szczepow opornych na dany lek lub, w wypadku braku krytycznych stezen dla 5 i
szczepOw O najwyzszej i najnizszej wartosci MIC (ang. minimum inhibitory concentration). Dla coer
przedstawicieli typow genetycznych (I-VI; I/1l; 11B) sekwencjonowano regiony embB | embCA (EMB). <o |
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Wszystkie badane szczepy okazaty sie wrazliwe na RIF, AMK, SXT, RFB, MOX | LZD. Liczba szczepow e
opornych na EMB, CIP | CLR wyniosta odpowiednio: 83 (97,7%), 16 (18,8%) i 1 (1/85; 1,2%). 2 ‘

Mediana MIC dla lekow bez ustalonych krytycznych stezen wyniosta odpowiednio: 2 mg/L (INH); 8 mg/L
(STR); 8 mg/L (DOX); <0.3 mg/L (ETO).
Mediana MIC okreslona metodg rozcienczen znaczgco roznita sie od te] oznaczone] paskami E-test .
(P<0.001). Zgodnosc¢ oznaczen pomiedzy dwoma testami wyniosta 22,5% dla AMK, 4,8% dla STR, 3,2% T e e

dla CLR i 1,6% dla RIF. Zaden z wynikdw o
MIC nie byt zgodny dla EMB, INH 1 SXT
(Ryc. 3).

1 Zidentyfikowano jedynie dwie mutacje, tj.
| A2266C w genie rrl w szczepie opornym na
| CLR oraz A128G w genie rpsL w szczepie
o wysokim MIC (>64 mg/L) dla STR. 1 . :
| Mutacje te moga stanowié markery T e
OpPOrnosci na oba leki

w szczepach M. kansasii. Ryc. 3. Wykres punktowy poréownujgcy wyniki MIC uzyskane metodg
rozcienczen (dilution MIC) i z uzyciem paskow E-test (E-test MIC).
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Ryc. 2. Badanie E-test dla M. kansasii (A. AMK, MIC=4 mg/L; B. EMB MIC=16 mg/L).

« Otrzymane wyniki wskazujg na wysokg wrazliwosc¢ szczepow klinicznych M. kansasii na RIF, CLR, AMK, SXT, RFB, MXF, LZD i ETO.

* Wyniki oznaczen lekowrazliwosci przy pomocy paskow E-test sg dalece rozbiezne z wynikami otrzymanymi w metodzie rozcienczen.

 Dla 16 szczepow M. kansasii opornych na CIP nie wykryto mutacji wigzanych z opornoscia na te leki w szczepach M. tuberculosis. Wskazuje to na inne
mechanizmy lekoopornosci.

« We wszystkich szczepach wybranych jako reprezentujagce typy genetyczne (takze w szczepie wrazliwym na EMB, nalezacym do typu V)
zidentyfikowano zmiane nukleotydowa G918C (aminokwasowa: M3061) w regionie determinujacym odpornos¢ na EMB (ERDR) w M. tuberculosis.



