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ДЗ „ДМА МОЗ України”, ДОККЛПО „Фтизіатрія”

Епідемічна ситуація. З 1995 року в Україні проголошена епідемія туберкульозу – захворюваність на туберкульоз стрімко збільшувалась і перевищила епідемічний поріг – 50 випадків на 100 тис. населення. З 1995 року рівень захворюваності на туберкульоз збільшився майже удвічі і в 2005 році, коли реєстрували найвищий рівень цього показника, становив - 84,1 випадку на 100 тис. населення. В результаті реалізації Загальнодержавної програми протидії захворюванню на туберкульоз на 2007 - 2011 роки в Україні досягли суттєвих позитивних зрушень щодо епідеміологічної ситуації з туберкульозу. З 2006 року відзначається повільне зменшення показників захворюваності та смертності. На сьогодення показник захворюваності у середньому на туберкульоз становить близько 70 випадків на 100 тис. населення, смертність від туберкульозу – 15 на 100 тис. населення. Відповідно до соціальної структури хворих із вперше діагностованим туберкульозом: більше половини хворих – це непрацюючі особи працездатного віку, більше 12% – особи, що зловживають алкоголем, близько 4% – особи, що споживають ін'єкційні наркотики. Водночас, на фоні поступової стабілізації епідемічного процесу, на сьогодні загрозу становить поширення мультирезистентного туберкульозу, тобто такого, при якому збудник (мікобактерії туберкульозу) стійкі до дії основних протитуберкульозних препаратів – ізоніазід та рифампіцин.  За даними ВООЗ, в Україні мультирезистентний туберкульоз мають 16% хворих, яким вперше встановили діагноз туберкульозу, та 44% хворих із рецидивом захворювання. У 2011 році кількість випадків вперше діагностованого підтвердженого мультирезистентного туберкульозу становила 4 305 (у 2010 р. - 4 056, у 2009 р. - 3 225), із них розпочали складне та багатокоштовне  лікування 3 829 (3 859 і 3 145 відповідно).

Захворюваність дітей на органний туберкульоз в Україні складала в останні роки 7,8 - 8,0 на 100 тис. (у 2011 р. - 8 на 100 тис.). Завдяки системі ранньої діагностики і профілактики туберкульозу у дітей відсоток вперше діагностованих хворих дітей серед загальної кількості вперше діагностованих хворих у країні складає 1,6-1,8%, що значно нижче, ніж у більшості країн (за даними ВООЗ цей відсоток коливається від 3 % до 25 % і вище). Захворюваність на туберкульоз у дітей підліткового віку в 3 рази вища ніж у дітей до 14 років і складала в останні роки 28-30 на 100 тис. (у 2011 р. - 27,7 на 100 тис.). В умовах епідемії має місце висока інфікованість дітей. З них щорічно виділяють групу ризику щодо захворювання на туберкульоз (160 - 180 тис.) та здійснюють комплекс профілактичних заходів з метою попередження туберкульозу.

Незважаючи на тенденцію щодо зниження показників захворюваності на туберкульоз та смертності від цієї хвороби, епідемічна ситуація з туберкульозу в Україні все ще залишається складною. В Україні щорічно на туберкульоз захворює близько 32 тисяч людей та понад 6 тисяч людей помирає від цієї недуги. Виліковується від туберкульозу в результаті основного курсу хіміотерапії (ОКХТ) (до 12 міс. від початку лікування) приблизно 60 % від захворілих (через 24 (36) міс. - до 75%, у т.ч. з урахуванням вилікуваних від мультирезистентного туберкульозу). Близько 8 % вперше захворілих перериває лікування, 12 % - помирає.

Одним з важливих проблемних питань у контролі за туберкульозом в Україні є постійне збільшення захворюваності та смертності від ко-інфекції туберкульоз/ВІЛ, оскільки з кожним роком збільшується кількість людей, що живуть з ВІЛ/СНІДом. З 2001 року показники захворюваності та смертності від поєднаної інфекції збільшилися у 10 разів.

Наприкінці 2012 року було прийнято Уніфікований клінічний протокол первинної, вторинної (спеціалізованої) та третинної (високоспеціалізованої) медичної допомоги «Туберкульоз», який затведжен наказом МОЗ України № 1091 від 21.12.2012 р. Згідно з його положенням лікар загальної практики-сімейної медицини повинен виявлять осіб, які мають симптоми, що вимагають обов'язкового обстеження на туберкульоз за результатами клінічного скринінгу (кашель із виділенням мокротиння, що триває понад 2 тижні, втрата маси тіла, підвищення температури тіла, потіння вночі, кровохаркання, біль в грудній клітці). У якості обстеження необхідно направлення мокротиння від хворих з позитивним мазком (в першу чергу - з ризиком МРТБ) та від усіх ВІЛ-інфікованих осіб, дітей 0-17 років, контактних із хворим на МР ТБ, а також народжених в іноземній країні, особливо у країнах із високим рівнем захворюваності) на молекулярно-генетичну діагностику для визначення наявності комплексу M. tuberculosis, а культуральні дослідження на рідке середовище - незалежно від результатів бактеріоскопії.

Діагноз ТБ встановлюють у протитуберкульозних диспансерах вторинної/третинної медичної допомоги на підставі лабораторних даних (позитивні результати мікроскопії мазка мокротиння на кислотостійких бактерій, посіву на МБТ та молекулярно-генетичних тестів), клінічних симптомів та рентгенологічних, та/або морфологічних даних (біопсія ураженого органа).

Швидкі тести для визначення резистентності до рифампіцину та іншим препаратам є ефективний метод ідентифікації осіб на МР ТБ для їх швидкої ізоляції від інших хворих, що має важливе значення у контролі над розповсюдженню інфекції.

GeneXpert як новий метод у виявленні МБТ. Журнал «New England Journal of Medicine» опублікував результати дослідження з вивчення ефективності використання нових тест-аналізаторів полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) для ідентифікації туберкульозної мікобактерії виявлення штамів зі стійкістю до рифампіцину. Для експерименту був вибраний аналізатор GeneXpert американської компанії Cepheid Inc. Тест-платформа здійснювала автоматичну підготовку проб досліджуваного зразка, ампліфікацію ДНК і визначення результатів. Цікаво, що спочатку технологія ПЛР була створена для виявлення палички сибірської виразки в посилках і листах, що надходять у поштові відділення США. У ході експерименту були досліджені зразки мокротиння, взяті у 1,75 тис. учасників з підозрою на туберкульоз, які проживають в Перу, Азербайджані, Південній Африці та Індії. За допомогою нового автоматизованого тесту туберкульозна паличка була виявлена ​​у 98% пацієнтів з позитивними мазками мокротиння і у 72% пацієнтів з негативними результатами за мазком. Штами, резистентні до антибіотиків, були виявлені в 98% випадків. Як показують результати дослідження, новий аналізатор здатний зробити революційні зміни в організації профілактики та лікування туберкульозу. 

Протягом 2012 р. в рамках реалізації програми «Зупинимо туберкульоз в Україні», при фінансовій підтримці фонду боротьби зі СНІДом, туберкульозом та малярією для України було закуплено автоматизовані системи для експрес-діагностики туберкульозу методом ПЛР в реальному часі «GeneXpert».

Так, застосування апарату «GeneXpert» дозволяє за допомогою ПЛР проводити виявлення мікобактерій туберкульозу та мутацій гена gpoB, пов’язаних зі стійкістю до рифампіцину, лише за 2 год. При цьому контакт лаборантів із мокротинням хворого практично відсутній, що забезпечує надійний захист медичних працівників від зараження туберкульозом. Таким чином, використання зазначеного обладнання сприяє значному прискоренню (замість 2–3 міс) діагностики туберкульозу як зі збереженою чутливістю до протитуберкульозних препаратів, так і зі множинною медикаментозною стійкістю. 

Постає питання, що ж собою являє і як працює «GeneXpert»? Це невеликий апарат  розмірами з мікрохвильову піч, що легко може розміщуватись на столі і з’єднується з ПК, або ноутбуком щоб безпосередньо керувати процесом і зберігати архівні дані. Людині з підозрою на туберкульоз необхідно здати зразок мокротиння, який медичний працівник поміщає в контейнер. З нього зразок подається в машину, а потім у ході біохімічних реакцій стає видно, чи містить зразок бактерії туберкульозу. Машина шукає специфічну для мікобактерії туберкульозу ДНК. Якщо у зразку присутні МБТ, то машина виявить їх ДНК і автоматично визначить. Техніка ПЛР також дозволяє машині визначити структуру генів. Це важливо для того, щоб виявити, чи є у бактерії туберкульозу стійкість до лікарських препаратів. ДНК бактерії туберкульозу є, в деякому розумінні, довгою послідовністю фрагментів різного кольору. Якщо один або кілька кольорів змінюються (тобто, відбувається мутація в ДНК), то бактерії можуть стати стійкими до певних протитуберкульозних препаратів. GeneXpert може перевірити на стійкість до одного з найбільш поширених протитуберкульозних препаратів – рифампіцину. Це означає, що вона може сказати нам про дві речі: по-перше, чи дійсно людина хвора на туберкульоз, і, по-друге, чи може туберкульоз, яким хворіє ця людина, бути вилікуваний рифампіцином. Цей тест проводиться дуже швидко і займає всього близько двох годин - набагато швидше, ніж інші діагностичні тести, які зазвичай займають принаймні кілька днів. Gene Xpert представлена ​​в різних модифікаціях. Найменша машина має ємність на чотири картриджа (іншими словами чотири тести можуть проводитися одночасно).

Впровадження нових швидких методів лабораторної діагностики туберкульозу у ДОККЛПО «Фтизіатрія».

Лабораторія ІІІ рівня ДОККЛПО «Фтизіатрія» на теперішній час для підтвердження діагнозу туберкульоз використовує методи діагностики:

· бактеріоскопічний:

- світова мікроскопія,

- люмінесцентна мікроскопія;

· культуральний:

- на твердих середовищах (Левенштейна-Єнсена, Фінна-ІІ),

- на рідкому середовищі з використанням автоматизованої 

   системи BACTEC-960;

· молекулярно-генетичні:

- технологія GeneXpert,

- імунохроматографічний тест.

З перелічених методів в діагностиці туберкульозу швидкими являються: автоматизована система Bactec з пробірками MGIT, молекулярно-генетичні: технологія GeneXpert та імунофотохроматографічний тест, які використовуються в нашій лабораторії.

Кожний з перелічених методів має свої переваги та недоліки по термінам одержання результатів лабораторної діагностики туберкульозу.

Впровадження технології GeneXpert відбулося з початку грудня 2012 року. За період з 3.12.2012р. по 30.04.2013р. на GeneXpert було перевірено 992 хворих. Хворі обстежувались відповідно наказів МОЗ України: № 1045 від 12.12.2012р. «Про затвердження Змін до Стандарту надання медичної допомоги хворим на хіміорезистентний туберкульоз» та № 1091 від 21.12.2012р. «Уніфікований клінічний протокол первинної, вторинної (спеціалізованої) та третинної (високоспеціалізованої) медичної допомоги». Спочатку обстежувались всі вперше виявлені хворі до лікування відповідно наказу № 1045, а потім, відповідно наказу № 1091, з урахуванням результатів дослідження мазка. З позитивним мазком обстежувались всі вперше виявлені хворі до лікування, з негативним мазком вперше виявлені хворі: діти, ВІЛ-інфіковані та контактні  до лікування. Одночасно з одного осаду зразка мокроти проводились дослідження на рідкому середовищі з використанням пробірок MGIT автоматизованої системи BACTEC-960 та молекулярно-генетичного методу виявлення ДНК туберкульозного комплексу та стійкості до рифампіцину на GeneXpert.

Отримано наступні результати: серед 992 обстежених хворих у 485 хворих виявлено ДНК туберкульозного комплексу (Xpert MTB (+), що становить 48,9%. Не виявлено ДНК туберкульозного комплексу у 507 хворих, що становить 51,1% від обстежених. У позитивних 485 хворих одночасно проводилось експрес-виявлення генетичних маркерів стійкості M. tuberculosis complex до рифампіцину. Відсутність стійкості до рифампіціну (Xpert MTB/RIF (-) діагностовано у 239 хворих, що становить 49,3 %. Стійкість до рифампіцину (Xpert MTB/RIF (+) знайдена у 246 хворих, що становить 50,7 %.

Враховуючи те що заключні результати на BACTEC за квітень ще не одержали для аналізу результатів BACTEC (MGIT) і GeneXpert взяли результати дослідження за період з грудня 2012р. по березень 2013р. Обстежено обома методами у 738 хворих. З них виявлено бактеріовиділювачів обома методами 233 хворих. У 371 хворого МБТ не виявлені жодним методом. Xpert MTB (+) і MGIT (-) у 69 чоловік, у цих випадків мазок був негативний. Відмічались випадки коли Xpert MTB (-) і MGIT (+) у 65 хворих.

Кореляція по стійкості до рифампіцину одержана: GeneXpert MTB/RIF (+) і MGIT  RIF (+) у 93 випадки з 233 бактеріовиділювачів, що склало 40%. Gene Xpert MTB/RIF (-) і MGIT RIF (-) у 135 хворих з 233 бактеріовиділювачів, що склало 57,9%. Gene Xpert MTB/RIF (+) і MGIT RIF (-) – 3 випадки, що склало 1,3%. Gene Xpert MTB/RIF (-) і MGIT RIF (+) – 2 випадки, що склало 0,8%. Не значні відхилення в кореляції стійкості до рифампіцину можна допустити за відносну похибку в ручному постановки тесту до рифампіцину на автоматизованій системі BACTEC.

Результати одержані за короткий проміжок часу (5 місяців) та не дають можливостей остаточно провести кореляцію між цими методами по підтвердженню туберкульозу, але дуже чітко простежуються кореляція по стійкості до рифампіцину між GeneXpert і BACTEC.

Імунохроматографічний тест (ІХ-тест) – це метод альтернативний молекулярному методу. Використовується для видової ідентифікації з виділеної культури, яку ми одержуємо на рідкому середовищі в системі BACTEC-960. Метод швидкий, всього 15 хвилин необхідно для проведення, зручний в виконанні, має високу якість, високовитворюваний. Використовується в нашій лабораторій 2 місяці. Виконано – 309 тестів, виявлено атипових мікобактерій – 25 хворих. У 75% випадків статус по ВІЛ-інфекції у хворих був відомий. У майбутньому чекаємо результатів, що дадуть більш повне уявлення про вид збудника патологічного процесу, а це, безумовно, приведе до збільшення якості лікування.

Висновки:

1. Розробки сучасних швидких методів діагностики туберкульозу продовжуються у всьому світі та мають певні успіхи.

2. Результативність залежить від відбору пацієнтів для дослідження, якості збору мокротиння, транспортування та часу доставки матеріалу, професійних навичок лаборантів.

3. Позитивний результат тесту не завжди свідчить про наявність життєздатних мікобактерій туберкульозного комплексу, але можна допустити велику вірогідність достовірності у визначенні наявності МБТ і стійкості до рифампіцину.

4. Стійкість до рифампіцину у більшості випадків, згідно зі світовими даними, свідчить про наявність мультирезистентного туберкульозу, що потребує тривалого та коштовного лікування.

