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Styrkelse af laboratorier er et nyt element
i den globale tuberkulosekontrolstrategi
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Laboratorier er ofte de svage led i tuberkulose (tb)- Trods etablering og udbygning af et netvaerk af STATUSARTIKEL

kontrol-programmer globalt. Blandt de estimerede
tilfeelde af multiresistent (MDR) Mycobacterium tu-
berculosis, vurderer Verdenssundhedsorganisationen
(WHO) at kun ca. 5% fér sygdommen pévist ved un-
dersggelse af prgver fra et relevant sygdomsfocus [1].
Barrierer for laboratoriediagnostik inkluderer van-
skelig transport af prgver og patienter, manglende la-
boratorier eller laboratorier uden relevante resurser
sdsom kvalitetssikret apparatur og reagenser samt
traenet personale. I den globale plan for tb-kontrol i
2011-2015 anbefales nu en vesentlig styrkelse af la-
boratoriekomponenten i tb-kontrol-programmer og
pavisning af tb-tilfaelde ved dyrkning i de lande, hvor
man har mulighed for det [2].

sékaldte WHO supranational TB reference laborato-
ries, et global laboratory initiative, en laboratory
strengthening task force, offentliggorelse af internatio-
nal standards for TB care [3] og anbefalinger for mo-
dern TB laboratory services [4] er der stadig lang vej
til universel adgang til laboratoriebaseret tb-diagno-
stik i verden. En blandt flere konsekvenser af dette er,
at man i mange lande har ringe kendskab til udbre-
delsen af resistent M. tuberculosis, hvilket medferer
pget smittetryk i samfundene med resistent M. tuber-
culosis, da den opstartede behandling ikke ngdven-
digvis er effektiv.

I Danmark giver centraliseret diagnostik med et
rimeligt preveantal mulighed for lgbende at evaluere
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Syrefaste stave i
ekspektorat,
auramin-rhoda-
min-fluorescens-
farvning (Myko-
bakteriologisk
Laboratorium,
Statens Serum
Institut).

I |

Mycobacteria interspersed repetitive units variable number of tandem repeats-analyse. Ud fra stgr-
relsen af specifikke DNA-fragmenter kan antallet af gentagelser vurderes. | dette tilfeelde er der
fire gentagelser. Se ogsa Tabel 1.
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og eventuelt indfgre nye metoder, og situationen er
dermed ganske forskellig fra den, der kendes fra lav-
indkomstlande. I mange lande arbejdes der i gjeblik-
ket pd at centralisere diagnostikken.

P4 trods af udviklingen af nye teknikker har
gamle metoder fortsat stor betydning i tb-diagnostik-
ken. Med mikroskopi for syrefaste stave, der blev ind-
fort for over 100 ar siden i Danmark, kan man identi-
ficere de patienter, der udskiller flest bakterier og
anses for at veere smittefarlige, og som derfor bgr iso-
leres (Figur 1). Patienter med smittefarlig lunge-tb
har —i forhold til patienter, der udskiller faerre bakte-
rier — en gget risiko for, at der udvikles resistens i 1¢-
bet af behandlingen og/eller for at dg af sygdommen,
og behandlingen af disse patienter bgr séledes super-
viseres teet.

En anden af de aldre teknikker, dyrkning for M.
tuberculosis pa selektive medier, evt. efter drab af an-

dre mikroorganismer i prgven, er specielt afggrende
for diagnostikken ved prgver med fd bakterier, som
det f.eks. er tilfeeldet ved ekstrapulmonal tb. Trods lg-
bende metodeforbedringer er diagnostik af paedia-
trisk tb, pleuritis og meningitis stadig vanskelig.
Dyrkning er fortsat en forudsaetning for resistensbe-
stemmelse og for pdvisning af levende bakterier i be-
handlingsforlgbet og dermed for vurdering af be-
handlingseffekt.

Siden slutningen af 1980’erne er der udfert tal-
rige evalueringer af nukleinsyreamplifikationsteknik-
ker som f.eks. polymerasekadereaktion (PCR) til ini-
tial pavisning af M. tuberculosis-kompleks. Ved disse
metoder har der generelt vaeret en lavere sensitivitet
end ved dyrkning ved den fordeling af prgvemateri-
ale mellem analysen og guldstandarden, som man pa
laboratorierne havde valgt til studierne [5]. Disse tek-
nikker har derfor kun veeret et supplement til den
indledende diagnostik.

12010 er der imidlertid blevet publiceret meget
lovende resultater af en ny amplifikationsteknik [6].
Analysen har vist hgj sensitivitet ved undersggelse af
store prgvevolumina og tre konsekutive prgver. Med
analysen har man samtidig pavist mutationer, der
medfgrer rifampicinresistens. Selvom disse resultater
giver optimisme for fremtiden, skal prgverne fortsat
dyrkes, for at man kan udfgre resistensbestemmelse
for gvrige fgrstevalgs- og evt. andetvalgsstoffer.
Metoden kan — som andre amplifikationsteknikker —
ikke anvendes til at monitorere behandling med, idet
der ikke skelnes mellem dgde og levende bakterier.

WHO igangsatte i 1994 et globalt projekt til over-
vagning af resistent M. tuberculosis [7]. Et veesentligt
led i dette projekt var standardisering af metoder og
blindtest af fremsendte isolater i laboratorierne. I de
efterfplgende ar forbedredes laboratoriernes evne til
at udfere korrekte resistensbestemmelser for fgrste-
valgsstoffer veesentligt, hvilket har veeret afggrende
for validiteten af den globale overvégning af MDR M.
tuberculosis (rifampicin- og isoniazidresistent M. tu-
berculosis).

Nu er standardiseringen néet til andetvalgsstof-
fer, idet WHO har udsendt nye anbefalinger, som
man i laboratorierne arbejder pa at implementere
[8]. Resistensbestemmelse for andetvalgsstoffer er
basis for definitionen af ekstensiv resistent M. tuber-
culosis, som nu er defineret som multiresistent M. tu-
berculosis med yderligere resistens for et injicerbart
stof (amikacin, kanamycin og/eller capreomycin)
samt et fluoroquinolon.

Under tb-kombinationsbehandling kan der ofte
opsté mistanke om nonadharens, resistensudvikling,
bivirkninger eller sygdom af anden genese, hvilket kan
gore det vanskeligt at vurdere behandlingseffekten.
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My cobact‘e'r ia int.er sper: Undersggte loci i Mycobacterium tuberculosis-genomet
sed.repetlt/ve units 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12
variable number of )
ID Smittekede 154 424 577 580 802 960 1644 1955 2059 2163b 2165 2347
tandem repeats-analyse.
Nar antallet af gentagel- R09-0037 1144-17 2 2 4 2 1 3 1 2 2 4 2 4
ser pé alle steder er R09-0044 1144-17 2 2 4 2 1 3 1 2 2 4 2 4
undersggt, navngives R09-0065 1139-15 2 2 4 2 1 3 1 2 2 4 2 4
smittekaederne. | dette R09-0231 1144-17 2 2 4 2 1 3 1 2 2 4 2 4
eksempel har fem pa- R09-0270 1144-17 2 2 4 2 1 3 1 2 2 4 2 4
t'ek"t‘fj””berk”'c’sesm't' R09-0282 114417 2 2 4 2 13 1 2 2 4 2 4
tekaede 1144-17, og to R09-0294 1139-15 2 2 4 2 13 1 2 2 4 2 4
patienter har den neert
beslaegtede smittekaede 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1139-15, der har an- 2401 2461 2531 2687 2996 3007 3171 3192 3690 4052 4156 4348
dringer i locinr 17 og R09-0037 1144-17 2 2 5 1 4 3 2 3 6 4 2 2
19 (kursiverede tal). R09-0044 1144-17 2 2 5 1 4 3 2 3 6 4 2 2
Se ogsa Figur 2. R09-0065 1139-15 2 2 5 1 5 3 3 3 6 4 2 2
R09-0231 1144-17 2 2 5 1 4 3 2 3 6 4 2 2
R09-0270 1144-17 2 2 5 1 4 3 2 3 6 4 2 2
R09-0282 1144-17 2 2 5 1 4 3 2 3 6 4 2 2
R09-0294 1139-15 2 2 5 1 5 3 3 3 6 4 2 2

I de seneste fem &r er metoder til pavisning af mu-
tationer, der medfgrer resistens for de vigtigste antitu-
berkulgse stoffer — rifampicin og isoniazid — udviklet
til brug pa fremdyrkede bakterier. P& Mykobakterio-
logisk Laboratorium er flere af disse metoder blevet
evalueret, og man har pavist, at metoderne kan an-
vendes pé sével bakterieisolater som pd primere prg-
ver, sdfremt der er et tilstraekkeligt antal bakterier i
preven (mikroskopipositiv) [9-11]. WHO er efterfol-
gende néet til samme konklusion, og metoderne anbe-
fales nu globalt. Metoderne giver mulighed for at
opné resultater pa blot to dage (opsattes p.t. ugent-
ligt). I gjeblikket evalueres en tilsvarende analyse til
pavisning af mutationer, der koder for etambutol-,
fluoroquinolon- og/eller aminoglykocidresistens.

I laboratoriet arbejdes der endvidere pé at op-
sette en analyse til bestemmelse af plasmakoncentra-
tionerne af forstevalgsstofferne. Denne analyse kan
anvendes til dosisindstilling af medicin, og er serligt
relevant ved behandlingssvigt, alvorlig komorbiditet
som f.eks. hiv eller alvorlige gastrointestinale eller
metaboliske abnormaliteter.

Tb-smittekader blev tidligere kortlagt i Danmark
ved den sakaldte restriction fragment length poly-
morphism (RFLP)-metode. Det europeiske center for
sygdomsforebyggelse og -kontrol (ECDC) og det til-
svarende amerikanske, Centers for Disease Control
and Prevention, anbefaler nu i stedet en PCR-baseret
metode mycobacteria interspersed repetitive units vari-
able number of tandem repeats (MIRU-VNTR) til over-
vagning af smittekader.

Ved MIRU-VNTR-analysen undersgger man an-
tallet af gentagelser af et specifikt DNA-element pa
24 loci i M. tuberculosis-kompleks-genomet (Figur 2
og Tabel 1). I Danmark anvendes den internationale
navngivning, der kombinerer antallet af gentagelser
pa 15 loci efterfulgt af antallet af gentagelser pa de
sidste ni loci (f.eks. 1112-15, hvor 1112 koder for de
forste 15 loci og 15 koder for de sidste ni loci) [12].
Med denne metode har man samme mulighed for at
skelne mellem smittekeeder som med RFLP.

MIRU har som RFLP en raekke anvendelsesmulig-
heder, bl.a. i forbindelse med overvagning. Det tidli-
gere RFLP-smittekade-cluster 2 navngives ved MIRU-
VNTR-analyse som 1112-15. Det er tidligere pavist,
at patienterne i denne smittekaede diagnosticeres
sent, og der er pavist en stigende andel danskere med
denne smittekade [13]. MIRU-VNTR-analyser for
2006-2010 og tidligere RFLP-analyser viser, at det
absolutte antal patienter i denne smittekaede nu er pa
over 600 i perioden 1992-2010. 11992 blev der pé-
vist otte patienter, siden 2000 er der arligt pavist 32-
54 patienter, der tilhgrer denne smittekaede.

MIRU anvendes tillige til kvalitetssikring, idet
det er velkendt fra Danmark og andre lande, at der
som led i prevehdndteringen kan ske krydskontami-
nation mellem patientprgver [14] eller prgveforbyt-
ning i hospitalsregi. Endelig benyttes MIRU-VNTR til
europaisk overvagning af MDR M. tuberculosis, ud-
redning af arbejdsbetinget eller nosokomiel smitte og
til vurdering af, om patienter er reinficeret eller har
reaktiveret tidligere sygdom.
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I mange lande er laboratorier et svagt led i tuberkulose (th)-kontrollen.
Mikroskopi og dyrkning er fortsat vaesentlige analyser ved th-diagnostik.

Centraliseret laboratoriediagnostik i Danmark giver mulighed for Igbende evaluering af
nye analyser:

— interferongammapavisning af infektion med Mycobacterium tuberculosis

— hurtig pavisning af resistensmutationer over for rifampicin og isoniazid i mikroskopipositive
prgver

— bestemmelse af plasmakoncentration af primaere antituberkulgse stoffer

— polymerasekaedereaktionshaseret mycobacteria interspersed repetitive units variable
number of tandem repeats-subtypning af M. tuberculosis mhp. at fglge smittekaeder
(anbefales internationalt).

Resultater fra rutinediagnostikken benyttes i th-overvagningen, og der rapporteres nationalt
og internationalt.

Danmark fik nyt nationalt th-kontrolprogram i 2010.

Som led i de miljgundersggelser, der udferes ved
fund af tb, er der nu flere muligheder for pévisning af
smitte. Mantoux’ hudtest med tuberkulin kan nu er-
stattes eller suppleres med interferongammapéavis-
ning af M. tuberculosis-infektion i blodpregver, der sti-
muleres med M. tuberculosis-specifikke antigener.
Denne mulighed er specielt relevant i tilfaelde, hvor
der er tale om tidligere BCG-vaccinerede, da der ikke
er krydsreaktion med antigener fra vaccinestammen.
Analysen anbefales tillige fgr opstart af tumornekro-
sefaktor-alfa-inhibitor-behandling, der medfgrer stor
risiko for progression til aktiv sygdom, hvis patienten
er latent inficeret.

I fremtiden er det muligt, at hudtest kan foreta-
ges med de M. tuberculosis-specifikke antigener rdE-
SAT6 og CFP-10, idet det fgrste sikkerhedsstudie med
frivillige forspgspersoner blev gennemfgrt med gode
resultater [15].

Resultater fra rutinediagnostikken anvendes til
den nationale og internationale afrapportering til
hhv. Epidemiologisk Afdeling, Statens Serum Institut,
og ECDC/WHO, idet laboratoriet fremsender kopi-
svar vedrgrende nye patienter til Epidemiologisk
Afdeling og gennemgar resultater for alle anmeldte
patienter arligt med henblik pa optimal afrapporte-
ring.

Denne gennemgang har i de seneste ar vist, at et
ret stort antal patienter har smittefarlig lunge-tb ved
diagnosen — et tegn pa sen diagnostik og pé, at den
generelle opmarksomhed pa tb kunne veere stgrre.

12010 blev et nyt nationalt tb-kontrol-program
indfgrt i Danmark. Programmet er udarbejdet i sam-
arbejde mellem de relevante videnskabelige selskaber
og Statens Serum Institut og er tilgeengeligt pa selska-
bernes og instituttets hjemmeside [16].
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