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Mykobakterier

Indikation

Mycobacterium tuberculosis (tuberkelbakterien) och andra mykobakterier
s.k icke-tuberkulosa mykobakterier pavisas med mikroskopi, odling och
DNA-tekniker. Mdngden mykobakterier varierar, varfér 3 prover bor tas vid
olika tillfdllen (dagar).

Odling utfors pa samtliga provtyper, DNA-pavisning pa alla provtyper
forutom blod och mikroskopi endast pa luftvigsprover.

Mikroskopi: Utfors alltid pa sputum samt pa andra luftvagsprov dé detta
begirts.

Mikroskopi har relativt 1ag kdnslighet och kompletteras alltid med odling.
Forekomst av syrafasta stavar dr dock inte liktydigt med forekomst av
patogena mykobakterier, da ett stort antal icke-tuberkul6sa mykobakterier
forekommer. Akut mikroskopi utférs om svar dnskas samma dag. Den akuta
fargningsmetoden har tyvirr lagre kénslighet.

DNA-pavisning: DNA-péavisning for Mycobacterium tuberculosis utfors pa
begéran pd insédnt material och kompletteras alltid med odling. Likvor och
prov som &r positiva vid mikroskopi undersoks rutinméssigt med DNA-
pavisning. Positivt utfall behdver ej innebéra forekomst av levande bakterier
och metoden lampar sig inte for att folja upp behandlingseffekt da doda
bakterier kan detekteras efter utlikning. I analysen ingar dven detektion av
de vanligaste resistensmutationerna for resistens mot rifampicin och
isoniazid. Vid fynd av Mycobacterium tuberculosis-DNA svaras dven
bedomning av kénslighet mot dessa bagge antibiotika ut.

Odling: Mykobakterier vixer langsamt — odlingstid upp till 6 veckor.
Artbestimning sker med olika DNA-tekniker (specifika prober).

Vid vixt av Mycobacterium tuberculosis-komplexet utfors
resistensbestdmning, dels fenotypiskt i flytande medium och dels baserat pa
helgenomsekvensering, som utfors av Klinisk genetik, patologi och
molekyldr diagnostik. Den modalitet som blir firdig forst utgar som
preliminért svar och slutsvar baserar sig pd sammanviagd bedomning av
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bdda modaliteter, undantaget pyrazinamid som endast baserar pa genotypisk
bedomning. Vid upprepade positiva odlingar frdn samma patient gors
resistensbestdmning med ett par manaders intervall.

Resistensbestimning mot icke-tuberkulésa mykobakterier kan utforas 1
Lund med prob-baserade tekniker for ett fatal arter inklusive M. avium-
komplexet och M. abscessus tor makrolider och aminoglykosider, medan
fenotypisk resistensbestimning utfors pa referenslaboratorium.
Resistensbestimning for icke-tuberkulosa mykobakterier utférs endast pé
begdran. Generellt saknas kliniska brytpunkter for de flesta
antibiotikapreparat och arter.

Bakgrund

Sjukdomen tuberkulos orsakas av bakterier som ingar i Mycobacterium
tuberculosis-komplexet, framst M. tuberculosis. Vid aktiv sjukdom kan
bakterier pavisas med olika tekniker (mikroskopi, odling och PCR). Da
bakterien kan infektera alla organtyper kan prov behova tas fran olika delar
av kroppen och skickas till laboratoriet for analys.

Den vanligaste lokalen for tuberkulos dr lungorna och diagnosen stélls
fraimst med luftvigsprov (t ex sputum eller ventrikelskoljvitska).
Mikroskopi av provmaterialet kan dels ge en fingervisning om férekomst av
mykobakterier (syrafasta stavar) och dels ge en preliminédr bedomning av
smittsamhetsgraden (vid tuberkulos). Man kan dock inte séga att en patient
ar garanterat smittfri &ven om mikroskopiresultatet dr negativt.

For att snabbt stélla tuberkulosdiagnosen, analyseras de flesta prov med
PCR vilket detekterar alla arter som ingér i M- tuberculosis-komplexet.
Eftersom PCR inte kan skilja M tuberculosis fran vaccinstammen
(Mycobacterium bovis-BCGQG) &r det viktigt att sadan fragestillning framgar
av remissen (abscess efter vaccination eller problem efter BCG-behandling
av urinblascancer). Odling dr den metod som har hogst kédnslighet i att
detektera M. tuberculosis vilket innebdr att odlingen mycket vil kan vara
positiv trots negativ mikroskopi och PCR. Odlingen behovs ocksé for
resistensbestdmning och epidemiologisk typning. PCR och/eller mikroskopi
kan vara positiv trots att odlingen senare blir negativ eftersom dessa
analyser kan detektera doda bakterier.

Forutom bakterier tillhérande M. tuberculosis-komplexet, kan ett stort antal
icke-tuberkulosa mykobakteriearter (NTM) odlas frén olika provmaterial.
De allra flesta NTM-arter &r typiska opportunistiska patogener som néstan
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uteslutande infekterar individer med nedsatt immunforsvar. NTM-arter
odlas pa samma sitt som arter tillhérande M. tuberculosis-komplexet varfor
samma remiss och fragestillning kan anvéndas. Ett undantag finns: M.
marinum, som framst orsakar hud och mjukdelsinfektioner hos personer
som haft mycket kontakt med vatten (t.ex. akvariedgare), krdver en lite
annorlunda odlingsmilj6 4n 6vriga mykobakterier varfor det dr viktigt att
sddan fragestillning framgar av remissen.

Mycobacterium leprae kan inte odlas vid vanliga rutinlaboratorier varfor
saddan diagnostik inte utfors.

Kontakta gédrna tuberkulosenheten vid Klinisk Mikrobiologi, Labmedicin
Skéne, for diskussion om provtyper och analyssvar.

Provtagning

Provmaterial dr infektigst. Se till att alla korkar och lock sluter tiitt och att
inget spill finns péd provkirlens utsidor. Anvind alltid ytterburk/hylsa.

Tillsatt ej formalin eller sprit.

OBS! Om patienten sjélv ska ta provet, glom ej informera om
provtagningsteknik.

Sputum

Viktigt att provet verkligen kommer fran de nedre luftvigarna, tas fore
frukost, gédrna med hjilp av sjukgymnast. Tre prov i plastburk for
sputumprov fran olika dagar rekommenderas.

Ventrikelskéljvatska

Provtagning sker pa fastande mage med 200 mL sterilt vatten p& vuxna och
med
10 mL pa sma barn. Tre prov i plastflaska (200 mL) fradn olika dagar

rekommenderas.

Urin
Ca 150-200 mL morgonurin. Tre prov i plastflaska (200 mL) fran olika

dagar rekommenderas.
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Pleura, Ascites

Minst 10 mL i ror, sterilt eller plastflaska. Storre mangd provmaterial ger
battre diagnostiskt utbyte.

Bronksekret/skdljvatska

3-10 mL 1 sterilt ror utan tillsats.

Sarsekret, punktat, vdvnadsbitar mm

Sterilt ror utan tillsats. Rikligt med material ger basta utbytet.

Benmarg

Sterilt ror utan tillsats.

Faeces

En sked 1 plastror {6r faecesprov.

Blod
1 - 5 mL blod sprutas i Bactec Myco/F Lytic-flaska.

Mikroskopi och DNA-pavisning utfors inte d& det ger tveksamt diagnostiskt
utbyte.

Likvor

1-5 mL i sterilt ror. DNA-pavisning och odling utf6rs alltid. Mikroskopi om
provméngden tillter och endast pa begiran. Storre méngd ger béttre
diagnostiskt utbyte.
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Svar/Tolkning/Bedémning

Positiva fynd fran tidigare ej kdnda patienter telefonbesvaras alltid.

Mikroskopi

Utfors vardagar. Svar inom 1-3 arbetsdagar
e Negativ: Inga mykobakterier iakttagna
e Positiv: Mykobakterier pavisade

DNA-pavisning

Utfors vardagar. Svar inom 1-3 arbetsdagar

e Negativ: Mycobacterium tuberculosis DNA ej pavisat.
Separat svar pa odling vid slutsvar.

e Positiv: Mycobacterium tuberculosis DNA
pavisat. Separat svar pa odling slutsvar. Detta
behdver ej innebadra forekomst av levande

bakterier

Vid alla positiva eller negativa delsvar foljer kommentaren: “Observera
att analysen M.tuberculosis DNA (BDMax PCR) endast dr ackrediterad

for sputum”’.
e Ejbedombar: Provet innehéller inhibitorer for PCR-reaktionen
som dérfor ej kan bedomas. Odling pagar.
Odling

Utfors vardagar. Negativa odlingar besvaras efter 6 veckor. Positiva
odlingar besvaras oftast inom 2-4 veckor. Resistensbestdmning
prelimindrbesvaras baserat pa fenotypisk resistensbestimning oftast inom 2
veckor efter positiv odling, slutsvar efter sammanvédgd bedomning med
helgenomsekvensering kan forvintas efter ytterligare 1-2 veckor.

e Negativ: Ingen vixt av mykobakterier

e Positiv: Vixt av Mycobacterium.................. (hér anges
arten)

e FEjbedombar: Mykobakterieodlingen fororenad av ovid-

kommande bakterier, nytt prov rekommenderas.

DokumentID 68373445
Dokumentnamn Mykobakterier
Original lagras elektroniskt. Anvandaren ansvarar for att gallande version anvands.



Metodik/méatprincip

Mikroskopi

Mikroskopi for pavisande av mykobakterier dr en enkel och snabb metod
vid misstanke pa infektioner med mykobakterier. Den fettrika cellviggen
hos mykobakterierna gor att de inte avfargas med svavelsyra.

Tva olika metoder anvinds:

Ziehl-Neelsen fargning dir preparatet fiargas med karbolfuchsin.
Mykobakterierna kvarstar roda efter avfargning med syra och
kontrastfargning med metylenblatt.

Fluorescensfargning dir preparatet firgas med auraminfirg och avfirgas
med syra. Mykobakterierna fluorescerar vid avldsning i
fluorescensmikroskop.

Mikroskopi har lag sensitivitet. Det krdvs vanligen >104 bakterier per mL
for positivt utfall.

DNA-pavisning

Analysen utfors pA BD MAX-systemet och dr ett automatiserat kvalitativt in
vitro-diagnostiskt test for direkt detektion av DNA frdn Mycobacterium
tuberculosis-komplex (MTBC) fran behandlat provmaterial. Testet anviander
av realtids-polymeraskedjereaktion (PCR) for att amplifiera DN A-targets
och fluorogena malspecifika hybridiseringsprober for att detektera bade
MTBC-DNA och DNA associerat med mutationer i rpoB- och katG-gener
och promotorregionen inhA som dr associerad till multiresistent TB.

Odling

Mykobakterier dr syrafasta stavformade bakterier som véxer langsamt.
Provet bor inte vara kontaminerat med andra bakterier eftersom de senare da
vaxer snabbare och forsvarar avlasningen. Darfor forbehandlas de flesta
prov med natrium-lauryl-sulfat (SDS) som avdddar andra bakterier och
homogeniserar provet. Sedan centrifugeras provet for att fa ner
mykobakterierna i botten. Bottensatsen odlas till ett BBL MGIT-ror och till
ett Lowenstein-Jensen-ror. Odlingen &r kvalitativ eftersom odlingen ar
specifik.
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Referenslitteratur

Referensmetodik. Nedre luftvagsinfektioner inklusive mykobakteriologisk
diagnostik. Se Folkhédlsomyndighetens hemsida. (Féreningen for Klinisk

mikrobiologi)
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