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IVADAS

Nepaisant nuolat geréjanciy higienos ir mikrobiologinés maisto bei vandens tarSos kontrolés,
infekciniai gastroenteritai iSlieka viena aktualiausiy asmens sveikatos problemy, kasmet sutrikdanti
apytiksliai 1,7 milijardo gyventojy sveikata [46]. Diaréja, kaip simptomas gali pasireiksti daugelio
ligy atveju, taciau dazniausia diar¢jos priezastis — Uminis infekcinis gastroenteritas, kurj gali sukelti
platus sukeléjy spektras, tarp kuriy — parazitiniai pirmuonys, virusai ir bakterijos. Klinikiniai timaus
gastroenterito simptomai gali svyruoti nuo itin lengvy, iki gyvybiSkai pavojingy. Vaikai iki 5 mety
del dar nesusiformavusio imuninio atsako esti ypatinga rizikos grupé sunkios klinikinés eigos
gastroenteritams. Butent dél Sios priezasties diar¢jos isSlieka viena dazniausiy vaiky iki 5 mety
mirties priezasCiy pasaulyje. Tikslesné, jautresné ir greitesné Uminio infekcinio gastroenterito

sukel¢jo laboratoriné diagnostika gali lemti greitesn;j tikslingo gydymo paskyrima.

Darbo tikslas: Palyginti tradicinius laboratorinius infekciniy diaréjy tyrimo metodus su nauju,

molekuliniu dauginés patogeny detekcijos metodu.
Darbo uzdaviniai:

1. Molekuliniu dauginés patogeny detekcijos metodu nustatyti klasikiniais metodais
neidentifikuoty infekciniy diaréjy sukeléjus.

2. Jvertinti nustatyty infekciniy gastroenterito sukeléjy daznj ir pasiskirstymga.

3. Ivertinti Luminex XTAG GPP panelés taikymo rutininéje laboratoringje diagnostikoje

privalumus.



SANTRUMPOS

DNR - Deoksiribonukleortigstis
ETEC — Enterotoksigeniné ESerichija coli

EUCAST - Europos jautrumo antibakteriniams preparatams nustatymo komitetas (angl. European

comittee on Antimicrobial Susceptibility testing)

LDS — laboratorinés diagnostikos skyrius

LT — kar$c¢iui labilus toksinas

MDPD — Molekuliné Dauginé Patogeny Detekcija

NVSPL — Nacionaliné visuomenés sveikatos prieziiiros laboratorija
PGR — Polimerazés grandininé reakcija

PSO — Pasaulio Sveikatos Organizacija

RNR — Ribonukleoriigstis

SLT — i Siga panasus toksinas (angl. Shiga-like toxin)

ST — kars§c¢iui stabilus toksinas

STEC - Siga toksing produkuojanti ESerichija coli (angl. Shiga toxin producing E. coli)
ULAC — Uzkréciamy ligy ir AIDS centras

VUSKEF - Vilniaus Universiteto Santariskiy kliniky filialas



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Diaréja — viena aktualiausiy vaiky svaikatos problemu pasaulyje

Diar¢ja — simptomas, galintis pasireiksti daugelio ligy metu, taciau daZniausia diar¢jos
priezastis yra gastroenteritas. Gastroenterita sukelia platus sukeléjy spektras, tarp kuriy - virusiniy,
bakteriniy, parazitiniy infekcijy sukelé¢jai. Nepaisant nuolat geréjanciy higienos salygy, bei
grieztéjancios maisto uzterStumo patogeniniais mikroorganizmais kontrolés, diar¢ja vis dar iSlieka
pasaulinio lygio problema, kasmet sutrikdanti apytiksliai 1,7 milijardo gyventojy sveikata visame
pasaulyje [46]. Infekcinés kilmes diaréjos simptomatika — itin jvairi ir tiesiogiai priklauso ne tik nuo
ja sukeélusio infekcinio agento, bet ir nuo bendros paciento sveikatos buklés. Dalis pacienty ligos
metu jaucia tik silpnus gastrenterito simptomus, tarp kuriy be diar¢jos gali pasireiksti vémimas,
nemalonils virSkinamojo trakto pojuciai, subfebrilus ar febrilus karS¢iavimas. Negydoma arba
netinkamai gydoma @imin¢ diar¢ja lemia greita dehidratacijg ir gali sukelti gyvybei pavojingas
komplikacijas, ypatingai naujagimiams ir vaikams iki 5 mety [29,46]. Butent dél Sios priezasties
diar¢ja iki Siy dieny iSlieka antra pagal daznj vaiky iki 5 mety mirties priezastis pasaulyje (1

paveikslas).

1 paveikslas. Vaiky iki 5 mety mirties priezastys 2015 m. [23]
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1.2. DaZniausi gastroenterito sukeléjai

1.2.1 Adenovirusai

Ligg sukelia Adenoviridae $Seimai priklausantys DNR virusai, neturintys iSorinio apvalkalo.
Zinomi vir§ 100-to $iai §eimai priklausanéiy serotipy, i§ kuriy 57 serotipai gali infekuoti Zmones. Sie
serotipai skirstomi j grupes nuo A iki G. Gastroenterita sukelia A ir F grupiy atstovai, i§ kuriy
dazniausi gastroenterito sukeléjai — F grupei priklausantys 40-imto ir 41-0 serotipy adenovirusai
[36,39]. Jie sukelia nuo 1 iki 8% visy gastroenterity iSsivys€iusiose Salyse, bei nuo 2 iki 31%
gastroenterity besivystanCiose Salyse [45]. Adenovirusy sukeltas gastroenteritas dazniausiai
pasireiSkia vandeningu viduriavimu, galin¢iu testis nuo vienos iki dviejy savai¢iy. Kiti galimi

simptomai — vémimas ir subfebrilus karS¢iavimas.

1.2.2 Kampilobakterijos

Campylobacter spp. sukelta kampilobakteriozé yra pati daZniausia tGminés bakterinés
diaréjos priezastis Jungtinése Amerikos Valstijose (JAV), Europos sajungos Salyse (ES) ir Kanadoje
[15,30]. Kampilobakteriozés sukel¢jas — Gram-neigiamos, spiralés formos mikroaerofilinés
bakterijos [36]. DidZigja dalj kampilobakterioziy iS$sivysciusiose Salyse sukelia genties atstovai C.
jejuni, C. coli ir C. lari [12,15]. Pastaraisiais metais stebima sergamumo kampilobakterioze
didéjimo tendencija visame pasaulyje, tame tarpe ir Lietuvoje. ES duomenimis 2014-ais metais
registruotas 236851-as kampilobateriozés atvejis (1.2 paveikslas). Lietuvoje 2014-ais metais
Campylobacter spp. infekcijos taip pat buvo daZniausia bakteriniy gastroenterity prieZastis
(registruoti 1184 laboratoriskai patvirtinti susirgimo atvéjai) [40]. Zmogus Campylobacter spp.
uzsikrécia valgydamas bakterijomis infekuotus, netinkamai termiskai apdorotus maisto produktus,
dazniausiai — netaisyklingai termiskai apdorota vistieng [15,40]. Bitina paminéti, kad
Campylobacter spp. budinga itin nedidel¢ infekciné dozé (500-800 kolonijas formuojanciy
vienety)[17]. Kampilobakteriozei biidingi simptomai — nuo vienos iki trijy dieny trunkamtis febrilus
kar§¢iavimas, vémimas, galvos skausmas ir nuo trijy iki septyniy dieny trunkantis vandeningas

viduriavimas (galimas viduriavimas su krauju), virSkinamojo trakto skausmai.



1.2 paveikslas. sergamumas zoonozémis ES 2014m. [15]
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1.2.3 Klostridijos

Sis Gram-teigiamas, lazdelés formos anaerobas yra daZniausias bakteriniy hospitaliniy
infekcijy sukeléjas iSsivysciusiose Salyse. Teigiama, kad C. difficile virSkinamajj trakta kolonizuoja
pakitus normaligjai zarnyno mikroflorai, dazniausiai po gydymo antibiotikais. D¢l Sios priezasties
C. difficile ir yra vienas i§ nuo antibiotiky priklausomo pseudomembranio kolito sukeléjy [47]. Sie
mikroorganizmai i$skiria du toksinus: enterotoksing A (tcdA geno produkta) ir citotoksing B (tcdB
geno produkta) [36,47], [8]. Pastaraisiais metais pasaulyje stebimas padidéjusio virulentiSkumo C.
difficile padermés (NAP1/BI/O27) plitimas. Tai lémeé padidéjusj Sio mikroorganizmo sukelty
infekcijy daznj. Padidéjusj virulentiSkuma lemia toksiny A ir B hiperprodukcija, papildomo toksino
produkcija, besivystantis atsparumas antimikrobiniams vaistams, bei sustipréjusi C. difficile savybé
sudaryti sporas. C. difficile infekcijos simptomai gali svyruoti nuo Svelniy (viduriavimas, subfebrilus
karsc¢iavimas) iki itin sunkiy ir gyvybiskai pavojingy (imus viduriavimas, febrilus kar$¢iavimas,

toxic megacolon sindromas ) [20,35].



1.2.4 Kriptosporidijos

Cryptosporidium — mikroskopinis parazitas, sukeliantis liga kriptosporidioze. Zmogus
parazitais uzsikrécia per sukeléjo cistomis uzkrésta vandenj ir maista, taip pat tiesioginio kontakto
su cistas Salinan¢iy zmoniy arba gyviiny fekalijomis metu [9,31]. IS visy genties atstovy, dvi risys
yra patogeniSkos Zmogui: Cryptosporidium hominis ir Cryptosporidium parvum. C. hominis
sukeltos infekcijos labiau paplitusios JAV, Piety Amerikoje, Australijoje ir Afrikoje, tuo tarpu C.
parvum yra atsakingas uZ didZigja dalj kriptosporidioziy Europoje. Kartu su Giardia lamblia ,
Cryptosporidium spp. yra pati daZniausia parazity sukelty diaréjy prieZastis iSsivysciusiose Salyse
[32]. Kriptosporidiozés pasireiSkia gausiu, vandeningu viduriavimu besitesianciu iki dviejy savaiciy,
virSkinamojo trakto skausmais, silpnumu, vémimu, febriliu kar$€¢iavimu. Imunosupresuotiems
asmenims C. Parvum gali sukelti itin sunkias infekcijas, kuriy metu minéti simptomai pasireiskia

itin imiai [31].
1.2.5 Dizenteriné ameba

Entamoeba histolytica — parazitinis pirmuonis, infekuojantis apytiksliai 500 milijony
gyventojy kiekvienais metais. Nors dauguma (~90%) E.histolytica infekcijy — besimptomes,
kaikuriems pacientams (~10%) gali iSsivystyti invazinés amebiazés, tokios kaip amebiazinis kolitas
ar amebiazinis kepeny abscesas [26]. Nors yra nemazai hipoteziy apie tai kod¢l §is pirmuonis
aktyvig liga sukelia tik maZai infekuoty asmeny daliai, tiksli priezastis iki Siol néra zinoma [5].
Kasmet pasaulyje patvirtinama 34 — 50 milijony simptomus sukelian¢iy amebiazés atvejy ir apie 100
tikstan¢iy amebiazés sukelty miréiy [4,30]. Zmogus E.histolytica uzsikrédia vartodamas sukeléjo
cistomis uzterSta maista arba vandenj. Didziausias uzsikrétusiyjy skaicius — neisSsivysciusiose ir
besivystanciose Salyse, tacCiau jveZtiniai ligos atvéjai iSlieka iSsivys€iusiy Saliy asmens sveikatos

prieziiiros institucijy problema [26].
1.2.6 Escherichia coli O:157

Escherichia coli O:157 yra viena i§ patogeniniy, enterohemoraginiy Zarnyninés lazdelés E.
coli padermiy (dar Zinoma kaip verocitotoksing arba Siga toksing produkuojanti E. coli (STEC)).
Sios bakterijos sukeltos infekcijos néra daznos, tatiau dél savo savybés sukelti itin sunkios
klinikinés eigos gastroenteritus esti vienas svarbiausiy virSkinamojo trakto patogeny [33]. E. coli
0O:157 yra vienas i§ daugelio normaliai Zarnyno mikroflorai priklausancios, Gram neigiamos,
lazdelés formos bakterijos E. coli serotipy. Sis mikroorganizmas dazniausiai sukelia hemoraginj

kolita, taciau gali sukelti ir nehemoraging diar¢ja. Apytiksliai 5% uzsikétusiyjy pasireiSkia
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hemolizinis ureminis sindromas. Si komplikacija dazniau pasireiskia vaikams iki 5 mety,
pagyvenusiems, bei imunosupresuotiems asmenims [24]. Beveik pusé visy E. coli O:157 infekceijy

protrikiy siejami su bakterijomis uzkréstais maisto produktais [33].

1.2.7 Enterotoksigeniné E. coli (ETEC)

Enterotoksigeniné E. coli (ETEC) — dar viena gastroeneterita sukelianti Zarnyno lazdelés
padermé. ETEC laikoma viena daZniausiy “keliautojy diar¢jos” priezasCiy i$sivysciusiose Salyse ir
dazniausia naujagimiy diar¢jos prieZastis besivystanciose Salyse [2,38]. ETEC produkuojami
tokslinai — kar$c¢iui labilus toksinas (LT) ir kar§¢iui stabilus toksinas (ST) [30]. Klinikiniai ETEC
infekcijos pozymiai — karS¢iavimas, diaréja, virSkinamojo trakto skausmai. Galimi simptomai -

pykinimas ir vémimas.

1.2.8 Giardijos

Giardia lamblia (dar Zinoma kaip G. intestinalis arba G. duodenalis) yra daZniausia
parazitinés kilmeés gastroenterito sukeléja JAV [31]. Giardijomis uZsikré¢iama j organizmg fekaliniu
— oraliniu biidu patekus parazito cistomis. Dazniausiai - suvartojus fekaline tarSa pasizyminciy
maisto produkty arba vandens. Giardijoziy atvejai fiksuojami visame pasaulyje, taciau
iSsivysCiusiose Salyse dazniausiai fiksuojami: “keliautojy diaréjos” atvejai, protriikiai vaiky
prieziliros institucijose [30,31]. Sergamumas G. lamblia sukeltu gastroenteritu svyruoja nuo 1 iki
7%. 18sivyscCiusiose Salyse ir nuo 5 iki 50% besivystanciose Salyse. Svarbiausias giardiazés sukeltas
simptomas — Umi diaréja, tac¢iau tam tikrais atvejais  pasireiSkia létin¢ diar¢ja, lemianti

malabsorbcijg ir kiilno masés kritimg.

1.2.9 Norovirusai

Norovirusinés infekcijos sukeléjas — Claciviridae Seimai priklausantys RNR  virusai.
Norovirusams biidinga didelé sukeléjo tipy jvairové. Siuo metu skiriami 3 svarbiausi norovirusy
tipai (GI, GII, GIV), daugiau nei 25 genotipai ir nesuskaiiuojama gausybé subgenotipy. DazZnos
taskinés mutacijos viruso genome lemia nuolatinj naujy subgenotipy atsiradimg ir antigeniniy viruso
determinanciy kintamumg [11]. DaZniausias infekcijos sukeléjas - GII tipo norovirusai. Svarbu
paminéti gan didel; Sio sukel¢jo atsparuma aplinkos veiksniams. Norovirusai, nuo Zmogaus Zmogui
perduodami fekaliniu — oraliniu keliu, taciau islieka gyvybingi vandenyje, ant daikty pavirSiy ir
nesuyra salyginai placiame temperatiiros spektre (nuo minusinés temperattiros iki ~60°C) atverdami

kelig netiesioginiam uzsikrétimo mechanizmui. Tai lemia lengva infekcijos plitima, ypa¢ uzdarose
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patalpose, tokiose kaip vaiky priezitiros/ugdymo jstaigos, ligoninés ir kt. [1,11,36,41]. Sukeléjas
atsakingas uz 40% visy nebakterinés kilmés gastroenterity protrikiy JAV [30]. Uzkréc¢iamyjy ligy ir
AIDS centro (ULAC) duomenimis, 2014 m. Lietuvoje registruoti 484 norovirusinés infekcijos
atvejai [40]. Norovirusiné¢ infekcija pasireiSkia pykinimu, vémimu, diaréja ir virSkinimo trakto
skausmais. Klinikiné ligos eiga dazniausiai yra lengva ir tgsiasi vos kelias dienas, taciau rizikos
grupéms (vaikai iki 5 mety, pagyvene asmenys, imunosupresuoti asmenys) gali sukelti gyvybei

pavojingas bukles [11].
1.2.10 Rotavirusai

Rotavirusinés infekcijos sukel¢jai — Rotaviridae Seimai priklausantys, dvigubos RNR
genomg turintys virusai. ISskiriamos septynios rotavirusy serogrupés (A-G). DaZniausi Zmogaus
rotavirusinés infekcijos sukeléjai priklauso A, B ir C serogrupéms [10]. Rotavirusai yra vieni
dazniausiy pavojy gyvybei sukelian¢iy diaréjy sukeléjy [21]. Ypatinga sunkios klinininés eigos
rotavirusineés infekcijos rizikos grupe laikomi mazi vaikai. Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO)
duomenimis, kasmet vien Europos regione rotavirusinés infekcijos lemia daugiau nei 10 000 vaiky
iki 5 mety mirtj [34]. Vyresniems vaikams ir suaugusiesiams rotavirusiné pasireiskia Svelnesne
klinikine eiga, grei¢iausiai dél jgyto specifinio imuniteto po pirmojo susidurimo su sukeléju [14].
Lietuvoje rotovirusai sukelia didZiausig dalj virusiniy gastroenterity, 2014 m. registruoti 3477
rotavirusings infekcijos atvejai [40]. KliniSkai rotavirusinés infekcijos dazniausiai pasireiSkia

vémimu, vandeninga diar¢ja ir subfebriliu karS¢iavimu [14,45].

1.2.11 Salmonelés

Salmoneliozés sukeléjas — Enterobacteriaceae Seimai priklausanti Gram neigiama, lazdelés
formos bakterija. Siuo metu skiriamos dvi Salmonella spp. radys (S. enterica ir S. bongori) ir vir§
2500 serovary. Reikéty pabrézti, kad prieSingai nei daugumos bakterijy, Salmonella spp.
serovariantai Zymimi ne pagal jy antigenines determinantes, o analogiSkai rusiai (pvz.: S. enterica
(0:9,12,Vi; H:d) iprastai vadinama Salmonella typhi.)[7,44]. Didzioji dalis patogeniniy serovary
priklauso S. enterica ruiSiai. Salmonelioze iSlieka viena daZniausiy zoonoziy Europoje. 2014 m.
Europos sgjungoje registruoti 88175 salmoneliozés atvejai [15]. Tais paciais metais Lietuvoje
registruoti 962 salmoneliozés atvejai, dazniausiai susije su kiauSiniy ir jy produkty vartojimu, kiek

febrilus karS¢iavimas ir virSkinamojo trakto skausmai.
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1.2.12 Siga toksina produkuojanti E. coli

Siga toksing produkuojanéios E. coli (STEC) padermés nepriklauso anksé¢iau aptartam E.
coli O:157 serotipui, taciau i$skiria labai panasius toksinus: Siga toksing 1 (Stx1) ir/ar Siga toksing 2

(Stx2), tad yra panasiai paplitusios, bei sukelia panaSius klinikinius simptomus [36].
1.2.13 Sigelés

Shigella spp. — Gram neigiamos, nesporuliuojancios, lazdelés formos bakterijos,
priklausancios Enterobacteriaceae $eimai. GencCiai priklauso keturios raSys: S. dysenteriae
(serogrupé A), S. flexneri (serogrupé¢ B), S. boydii (serogrupé C) ir S. sonnei (serogrupé D).
[37]. Sigeliozé lemia apytiksliai 20%. visy gastroenterity pasaulyje. Ypatingai Shigella spp. sukeltos
infekcijos paplitusios besivystanciose Salyse ir regionuose pasiZyminciuose prastomis sanitarinémis
salygomis [30,37]. ULAC duomenimis, 2014 m. Lietuvoje registruoti 26 Shigella spp. sukeltos
infekcijos atvejai [40]. Sigeliozé daZniausiai pasireidkia febriliu kar§¢iavimu, vandeninga diaréja
(gali buti kraujinga), virSkinamojo trakto skausmais. Sunkios klinikinés eigos Sigeliozé daZniausiai

pasireiSkia vaikams iki 5 mety ir imunosupresuotiems asmenims [37].

1.2.14 Choleros vibrionas

Choleros sukeléjas — Gram neigiamos, lazdelés formos bakterijos, priklausancios
Vibrionaceae Seimai [3]. Gastroenterito simptomus lemia V. cholerae produkuojamas toksinas, tad
liga gali sukelti tik toksing produkuojantys serotipai (O:1 ir O:139) [3,30]. V. cholerae sukeltos
infekcijos yra viena dazniausiy infekcinés diaréjos priezas¢iy pasaulyje. Nors infekcijos sukeléjas
labiausiai paplites Indijoje, Azijoje, Afrikoje ir Piety Ametikoje, taciau sporadiniai infekcijos atvejai
registruojami visame pasaulyje [30]. Lietuvoje 2014 m. nebuvo registruotas n¢ vienas V. cholerae

sukeltos infekcijos atvejis [40].

1.2.15 Jersinijos

Jersiniozés sukel¢jas — Enterobacteriaceae Seimai priklausancios Gram neigiamos, koky
formos bakterijos. Trys Yersinia spp. rusys sukelia infekcijas Zmogui: Y. enterocolotica, Y.
pseudotuberculosis ir Y. pestis. 1§ $iy rusiy dvi (Y. enterocolotica ir Y. pseudotuberculosis) yra
gastroenterito sukeléjai [13]. Zmogus jersinijoze uZsikré¢ia vartodamas netinkamai termiskai
apdorotus mésos produktus arba nepasterizuota pieng [13,15]. Jersiniozé yra viena i§ daZniausiy

zoonoziy pasaulyje. 2014 m. Europos sgjungoje jersinijozé buvo tre¢ia zoonozé pagal daznj
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(registruoti 6625 patvirtinti infekcijos atvejai). Lietuvoje tais pacCiais metais registruoti 197

patvirtinti jersinijozes atvejai [15,40]. Klinikine infekcijos eiga yra ganétinai sudétinga ir pasizymi

subfebriliu arba febriliu kar§¢iavimu, kraujinga diaréja, virSkinamojo trakto skausmais. Simptomy

pasireiSkimo laikotarpis tegsiasi nuo poros savaiciy iki ménesio [13,30,48].

metodai

1.3 Klinikinéje praktikoje naudojami gastroenterity sukeléjy identifikavimo

Klinikingje praktikoje naudojamy gastroenterito sukeléjy identifikavimo metodai pateikti 1.3

lenteléje.

1.3 lentelé. Klinikingje praktikoje naudojamy gastroenterito sukeléjy identifikavimo metodus

apibendrinanti lentelé.

Metodai
" . . . Molekuliniai
Patogenas Auksinis Labl.a1.131'a1 paplites diagnostikos Alternatyviis metodai
standartas (klasikinis) metodas .
metodai
E. coli O:157
ETEC
STEC Imunochromatografija,
Yersinia spp. . ) masiy spektrometrija,
« 1 Polimerazés . S
ISmat 1

. .ChOZ erae ISmaty pasélis Smaty paseiis grandininé n?;ﬁ:gg?;ﬁ?ﬂf
Shigella Spp. reakcija (PGR), savybémis iremti UEreit
Salmonella spp. Dauginée PGR, Y p &

identifikavimo testai

Campylobacter Tikro laiko

spp. PGR, Luminex

C. difficile Imunochromatografija xTAG GPP

E. histolytica

Cryptosporidium . Ismaty . ISmaty mikroskopija Imunochromatografija

mikroskopija
Giardia
Adenovirus Imunochromatografija PG{{f )
: : . Atvirkstinés .

Norovirusai Imunochromatografija o Elektroniné

- transkripcijos mikroskopija
PGR, Luminex
Rotavirusai Imunochromatografija xTAG GPP

[1,2,7,8,11,13,17-20,24,28-30,37,44,48]
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1.3.1 Mikrobiologinio iSmaty pasélio metodas

Mikrobiologinis iSmaty pasélis laikomas “auksiniu standartu” bakteriniy gastroenterito
sukelejy laboratorin¢je diagnostikoje. Tiriamoji medziaga, siekiant uZztikrinti mikroorganizmy
gyvybinguma, | laboratorija pristatoma transportingje terpéje. VirSskinamajo trakto mikroflora yra
itin jvairi ir gausi, tad medZziagg pristacius | laboratorija pastaroji s¢jama j selektyvines (skirtas
konkreciam patogenui ir stabdancias paSalinés mikrofloros augimg), ir elektyvines (skirtas skirtingy
risiy bakterijy kolonijy diferencijacijai) mikrobiologines agarizuotas terpes. Paséliai inkubuojami
atitinkamose salygose 18 — 48 h. priklausomai nuo optimalaus temperatiiros rézimo, deguonies

poreikio ir dauginimosi pusperiodzio kiekvienam i$ tiriamy patogeny [43].

[Saugusios kolonijos vertinamos atsizvelgiant i jy dydj, spalva, forma (S ar R), tekstura
(sausos ar gleivétos). Tyr¢jui atrinkus potencialiai patogeniniy bakterijy kolonijas, siekiant
nustayti/patvirtinti rii§j, vertinamos bakterijos biocheminés savybés: gliukozés, laktozés, sacharozes
skaldymas, bei H,S produkcija trijy cukry pusiau nuoZulniame agare, Simonso citrato skaldymas
pusiau nuozulniame simonso citrato agare, Manitolio-D-karboksilazés fermentacija manitolio agare,
indolo produkecija trijy cukry buljone, lizino ir ornitino dekarboksilazés sintezé, atliekami katalazés
ir oksidazés testai. Tam tikry mikroorganizmy riisies patvirtinimui atliekami papildomi, sukeléjui
specifiniai testai (pvz.: Campylobacter spp. ruisis nustatoma atlikus hipurato testa.). [vertinus visy
Siy testy rezultatus nustatoma/patvirtinama sukeléjo rusis. Esant poreikiui, sukeléjo serotipas
nustatomas atliekant agliutinacijos reakcija su sukel¢jams biidingy antigeny polivalentiniais ir
monovalentiniais antiserumais. Esant poreikiui, nustatomas sukeléjo jautrumas antibakteriniams
preparatams, vadovaujantis Europos jautrumo antibakteriniams preparatams nustatymo komiteto

(EUCAST) standartu [43].

Nors pasélio metodas ir yra laikomas “auksiniu standartu” ir pasizymi auks$tu jautrumu bei
specifiSkumu, reikia atkreipti démesj j metodo trikumus. Svarbiausias jy — tirlamojoje medZiagoje
privalo buti gyvybingas sukeléjas. Tai reiskia, kad tyrimo rezultatams jtakos gali turéti pradétas
gydymas antibiotikais, bei laikas nuo tiriamosios medZziagos surinkimo iki pristatymo i laboratorija
ir mikrobiologinio pas¢lio atlikimo. Kitas svarbus trikumas — tyrimo atlikimo laikas. Priklausomai
nuo infekcijos sukeléjo, pilnas patogeno identifikavimas gali uztrukti nuo poros dieny iki savaités.

Tai lemia vélyvo tikslingo gydymo pradéjima [16,18,28].
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1.3.2 ISmaty mikroskopijos metodas

I$maty mikroskopija — “auksinis standartas” parazitiniy pirmuoniy diagnostikoje. SvieZios
iSmatos surenkamos | sterily indg be priedy. Siekiant uztikrinti sukeléjy gyvybinguma tiriamojoje
medziagoje, surinktos iSmatos kuo skubiau (ne véliau nei per 20 minuéiy nuo surinkimo)
pristatomos ] laboratorija ir mikroskopuojamos. Mikroskopijos metu tiriamojoje medZiagoje
ieSkoma sukel¢jo arba jo cisty. Sukel¢jo riSis nustatoma pagal mikroskopijos metu aptikto

mikroorganizmo morfologines savybes [19].

Nors iSmaty mikroskopijos metodas ir yra laikomas “auksiniu standartu” parazitiniy

pirmuoniy diagnostikoje, §is metodas turi daug trikumy.

* Net ir méginj ] laboratorija pristaCius ir iStyrus laiku, itin sunku jame rasti gyvybinga
sukel¢ja. Rekomenduotina tirti po kelis to paties paciento méginius deSimties dieny
laikotarpyje, taip iSvengiant klaidingai neigiamy rezultaty, taciau toks tyrimo protokolas
labai prailgina tyrimo laikg [19].

* Mikroskopija yra vienas subjektyviausiy tyrimo metody laboratorin¢je medicinoje. Tikslus

sukel¢jo identifikavimas reikalauja daug tyréjo ziniy ir patirties [19].
1.3.3 Imunochromatografijos metodas

Imunochromatografijos metodas pagristas antikiino geba sgveikauti su jam specifiniu
antigenu. Tai — kokybinis metodas, kurio metu kietas pavirSius, padengtas chemine medZziaga
zymetais, sukeléjui specifiniais antikiinais pamerkiamas ] tiriamosios medZiagos suspensija.
Tiriamojoje medziagoje esant specifiniam antigenui, pastarasis migruoja antikiino link ir sudaro su

juo saveika, atskeliant cheming meziagg ir iSrySkéjant spalvotai juostelei [22].

Imunochromatografiniai metodai daZniausiai pasizymi auk$tu specifiSkumu. Taciau
mikroorganizmy savybé mutuoti (taip kintant ir mikroorganizmo pavirSiuje esan¢ioms antigeninéms

determinantéms) lemia Zema metodo jautruma [1].

1.4. Luminex xTAG GPP

Luminex xXTAG® Gastrointestinaliniy Patogeny Panelé¢ (GPP) yra kokybinis tyrimas skirtas
tiksliam ir greitam daugelio gastroenterita sukelianciy patogeny nukleoriigs¢iy (DNR ir RNR)
identifikacijai, tarp kuriy — virusy, parazity ir bakterijy (bei bakterijy produkuojamy toksiny) genai.
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Tiriamoji medziaga — Sviezios, uzSaldytos arba transportingje terpéje esancios pacienty, kuriems
pasireiSkia infekcinio kolito arba gastroenterito simptomai, iSmatos. Panelés déka, vienos reakcijos
metu tiriamojoje medziagoje galima identifikuoti Siuos patogenus: Adenovirusus 40/41,
Campylobacter spp., Clostridium difficile toksinus A/B, Cryptosporidium, Entamoeba histolytica,
E.coli 0:157, enterotoksing produkuojancias E.coli (ETEC), Giardia, Norovirusus GI/GII,
Rotavirusa A, Salmonella spp., SLT (ang. Shiga-like toxin) citotoksinus produkuojancias E.coli
(STEC) stx 1/stx 2, Shigella spp., Vibrio cholerae ir Yersinia enterocolitica. Dél unikalios
galimybés identifikuoti tokj platy sukeléjy spektra, XTAG GPP yra greita diagnostiné¢ imaus bei
letinio infekcinio gastroenterito priemoné. Sis molekulinés diagnostinis rinkinys gali tapti

neatsiejamu epidemiologinés prieziliros jrankiu visuomenés sveikatos prieziiiros laboratorijose [25].

1.4.1 Metodo technologija

Luminex XTAG GPP metodo technologija paremta penkiais pagrindiniais etapais (1.4.1

paveikslas)

1.4.1 paveikslas Luminex XTAG GPP metodo etapai [25].

T R85

Méginio paruosimas Nukleorigsciy isskyrimas ir Nukleorlgsciy pagausinimas

nukleoragsciy isgryninimas dauginés PGR metodu
isskyrimui

Nukleortgstiy hibridizavimas su Detekcija Luminex tekmes citometru
magnetinémis dalelémis (beads)

1. Méginio paruoSimas nukleoriig§¢iu iSskyrimui. RuoSiant tiriamgja medziaga
nukleortig§¢iy iSskyrimui, lizés buferyje suspenduojama ~1 — 1,5 g/ml tiriamy iSmaty. Per

mazas tiriamosios medziagos kiekis gali lemti klaidingai neigiamus tyrimo rezultatus, per
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didelis — tolimesniy tyrimo etapy inhibicija. Atsizvelgiant | tai, kad tyrimo metu nustatomi ir
parazitiniai pirmuonys, kurie tiriamojoje medziagoje esti cisty pavidale, suspensija veikiama
mechaniSkai. Mechaninis poveikis turi biiti pakankamas, kad suirty parazity cistos, taciau ne
per didelis, siekiant i$saugoti bakterijy ir virusy nukleorigi¢iy vientisuma. Siame etape
meginys papildomas vidine tyrimo kontrole — bakteriofago MS2 RNR [25].

Nukleoriigi¢iy i§skyrimas ir iSgryninimas. Siame etape, rankiniu arba automatizuotu
btdu, naudojant kity tiekéjy rinkinius, iSskiriamos visy grupiy sukeléjy nukleoriigstys.
Atsizvelgiant | tai, kad panelés nustatomy virusiniy gastroenterito sukeléjy tarpe yra ir RNR
virusy, tyréjui itin svarbu pasirinkti tinkama nukleortig§¢iy iSskyrimo rinkinj. Pastarojo
sudétyje esanciuose reagentuose negali biiti nei DNA’ziy (jprastai esan¢iy RNR skyrimo
rinkiniuose), nei RNA’ziy (jprastai esan¢iy DNR skyrimo rinkiniuose). Taipogi, rinkinyje
esancios koloné¢lés turi iSgryninti tiek trumpas virusy nukleortigstis, tiek ir ilgas, genominés
bakterijy ir parazitiniy pirmuoniy nukleoriigstis [25].

Nukleoriigi¢iy pagausinimas dauginés PGR metodu. Metodas naudoja 21 pora
sukel¢jams specifiniy pradmeny pory, zymety biotino Zyme ir fermenty misinj, kuriame esti
tiek atvirkSting transkripcija (virusy nukleortig§tims), tiek karStos pradzios PGR vykdantys
fermentai. Siekiant iSvengti nespecifinio pradmeny prilipimo, bitinos salygos laboratorijos
darbuotojams bei jrangai: reakcijos miSinio pilstymas kaip imanoma Saltesnése salygose
(pvz.: ledo vonel¢je, Saldanciame bloke), bei termocikleris, pasiZymintis greitu bloko
temperatirinio rézimo keitimu [25].

Nukleoriigs¢iy hibridizavimas su magnetinémis dalelémis. Luminex XTAG GPP metodas
leidzia vienu metu iStirti tiriamgja medziaga dél plataus spektro dazniausiy Zarnyno patogeny
sukeltos infekcijos. Dauginés patogeny detekcijos tikslui pasiekti XTAG GPP rinkinyje
naudojama ne tik vieno zingsnio nukleortig§¢iy pagausinimo technologija, bet ir unikali
magnetiniy daleliy technologija. Rinkinyje esanfiame magnetiniy daleliy miSinyje esti po
grupe magnetiniy daleliy kiekvienam i§ patogeny. Kiekvienos i$ Siy grupiy daleliy pavirSius
padengtas patogenui specifiniais oligonukleotidiniais zondais. Hibridizacijos metu
pagausinta patogeno nukleortsties seka komplemetarumo principu prijungiama prie jai
specifinés magnetiniy daleliy gupés, bei pazymima fluorescuojancia Zyme [25].

Detekcija Luminex tékmés citometru. Atlikus nukleortigsiy hibridizacija su
magnetinémis dalelémis, pastarosios yra ‘“nudazomos” fluorescuojanciu dazu. Kiekviena,
patogenui specifiniy daleliy grupé sugeria skirtinga Sio dazo kiekj. Tai t€kmés citometrui
leidzia atskirti kuriam patogenui konkreti dalelé yra specifiSka. Rezultatai analizuojami
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méginius istyrus Luminex® 100/200™

tekmés citometru, naudojant Luminex® TDAS GPP
programa. Magnetiniy daleliy specifiSkuma patogenui tékmés citometras detektuoja pagal
magnetinés dalelés geba sugerti raudonus/infraraudonus spindulius. Analizés metu tékmés
citometras skaiciuoja fluorescencijos signalo intensyvumg Simte kiekvienam patogenui
speifiniy magnetiniy daleliy. IS fluorescencijos signaly intensyvumo Simte patogenui

specifiniy magnetiniy daleliy Luminex® TDAS GPP programa paskaic¢iuoja signalo

intesyvumo mediang [25].

Meéginys vertinamas kaip teigiamas jei programa detektuoja teigiama vidinés
kontrolés (zr. skyreli ,,Méginio paruoSimas nukleortig§¢iy iSskyrimui®) signalg ir bent
vienoje i§ patogenui specifiniy magnetiniy daleliy grupiy detektuojamo fluorescencijos

signalo mediana virs§ija gamintojy nurodytg ribinj taSka (angl. ,,cut-off point“)[25].

1.4.2 paveikslas. Méginiy analizé Luminex® TDAS GPP programa. A. raide paZzymeétas vidines

kontrolés signalo detekcijos stulpelis. B raide pazyméta meéginyje detektuojama aukstesné uz ribinj

taska fluorescencijos signalo intensyvumo mediana.

Results
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Pabaigus analize¢ Luminex® TDAS GPP programa rezultatus apibendrina pateikdama

supaprastintg lentele, kurioje atsispindi méginio identifikacinis numeris, méginyje identifikuoti

patogenai, bei vidineé kontrolé. (1.4.3 paveikslas)
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1.4.3 paveikslas. Apibendrinta tyrimo rezultaty lentelé.

Location Sample Detected Targets Intemal Control
1(1,A1) 140226-146 PRES
2(1,B1) 140306-106 Norovirus GIGlI PRES
3(1,C1) 140226-26 PRES
4(1,D1) 130719-54 C. difficile toxin A/lB PRES
5(1,E1) 130721-27 PRES
6(1,F1) 130724-24 ETEC LT/ST, Salmonella 1, Salmonella 2 PRES
7(1,G1) 140215-56 PRES
8(1,H1) 140218-192 C. difficile toxin A/B, Entamoeba histolytica | PRES
9(1,A2) 140219-41 Salmonella 1, Salmonella 2 PRES
10(1,B2) 14021947 C. difficile toxin A/B, Entamoeba histolytica | PRES

2. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

2.1. Tiriamoji medZziaga

Tyrimo metu tirti Zmogaus iSmaty méginiai (n=150) surinkti Vilniaus Universiteto
SantariSkiy kliniky vaiky ligoninés filialo laboratorinés diagnostikos skyriaus mikrobiologijos
laboratorijoje 2015-2016 mety laikotarpyje. Tiriamaja grupe (n=138) pasirinkti vaiky iki 5 mety
iSmaty méginiai, kurie imunochromatografijos metodu buvo istirti dél rotavirusings, norovirusings
ir adenovirusings infekcijy. Imunochromatografiniu metodu visi tiriamosios grupés méginiai buvo
identifikuoti kaip neigiami visiems 1§ minétyjy virusy. Siekiant jsitikinti, kad naujai iSbandomas
molekulinés diagnostikos rinkinys veikia teisingai, surinkta kontroliné méginiy grupé, kurig sudaré
po tris teigiamus meéginius kiekvienam 1§ minétyjy virusy, bei po vieng teigiama C. jejuni,
Salmonella spp., bei Y. enterocolitica méginj. Atlikus klasikinius mikrobiologinius tyrimus, likutiné

tiriamoji medziaga be priedy buvo saugoma -30°C iki tyrimo pradzios.

Tyrimo apribojimai: Maza tyrimo imtis, bei pasirinktas tiriamosios grupés atrankos

kriterijus neleidzia pilnavertiskai jvertinti Luminex XTAG GPP metodo jautrumo ir specifiSkumo.
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2.2. Metodika

Meéginio paruoSimo nukleortig§¢iy iSskyrimui etape naudotas easyMAG lizés buferinis tirpalas
(bioMerieux, Pranciizija). Mechaniniam parazitiniy pirmuoniy cisty apvalkaly suardymui naudoti
Soil Kit Bead Tubes mégintuveliai (Bertin, JAV), kaip nurodyta gamintojy metodikose.
Nukleortigstys i8skirtos “GeneJET Viral DNA and RNA Purification Kit” (Thermo Scientific, JAV),
pagal gamintojo nurodyta metodika.

Nukleortig§¢iy Svarumas ir koncentracija pamatuota Eppendorf BioSpectrometer® kinetic
spektrofotometru, A260/280 sugerciy santykio rézime. [vertinta nukleoriig§ciy koncentracija (ng/pl)

bei méginio uzterSimas priemaiSomis, galiniomis turéti jtakos dauginei PGR reakcijai.

Dauginé PGR reakcija, nukleoriigs§¢iy hibridizacija su magnetinémis dalelémis ir rezultaty
vizualizacija bei interpretacija atlikta naudojant molekulinés mikrobiologinés diagnostikos rinkinj

xTAG® GPP (Luminex Molecular Diagnostics, Inc., Kanada), pagal gamintojo nurodyta metodika.

2.3. Kompiuterinés programos ir statistinés duomeny analizés metodai

Duomeny jvestis ir statistiné analiz¢ atlikta naudojant statistinj paketa ,,IBM SPSS statistics”
(22 ver.) ir programa Microsoft Exel for Mac (14 ver.). Skirtumo tarp kategoriniy duomeny
statistiniam reik§mingumui jvertinti naudotas chi- kvadrato (y°) testas. Tais atvejais, kai buvo
maziau nei penki tikétini dazniai vienam langeliui, statistinis reikSmingumas vertintas naudojantis
FiSerio tiksliuoju testu. Tyrimo metu pasirinktas reikSmingumo lygmuo — 95%, skirtumas tarp
tikrinamy pozymiy laikytas statistiSkai reikSmingu, kai p < 0,05. Kai p > 0,05 laikyta, kad skirtumas

tarp tiriamy pozymiy — nereikSmingas.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Tiriamgjai imciai bei kontrolinei grupei priklausanc¢ius méginius surinko, klasikiniais
metodais iStyré¢ ir apibiidino Vaiky ligoninés LDS Mikrobiologijos laboratorijos darbuotojai, kaip
aprasSyta S§io darbo 2.1 skyriuje. Darbo metu 2.1 skyriuje apraSyta méginiy imtis (n=138) ir
kontroliné meéginiy grupé iStirta molekuliniu, dauginés patogeny detekcijos metodu. Tyrimo

rezultatai pateikiami 3.1 lentel¢je.

Analizuojant duomenis pastebéta, kad visi i§ kontrolinei grupei priklausanciy teigiamy
méginiy (n=12) molekuliniu dauginés patogeny detekcijos (MDPD) metodu buvo identifikuoti kaip
teigiami tam paciam patogenui, kaip ir tradiciniais metodais. Tiriamojoje grupéje (n=138) net 54,3%
meginiy (n=76) buvo identifikuoti kaip teigiami bent vienam i§ paneléje esanciy patogeny. 45,6%
meéginiy (n=63) molekuliniu metodu buvo identifikuoti kaip neigiami visiems panel¢je esantiems

patogenams.

3.1 lentelé. Gastroenterito sukeléjai, identifikuoti klasikiniais metodais

ir molekuliniu, dauginés patogeny detekcijos metodu (n=150).

Klasikiniais metodais Molekuliniu,
(mikrobiologinio dauginés patogeny
pasélio, detekcijos metodu

imunochromatografijos,
iSmaty mikroskopijos)

Abs. sk. Abs. sk.
Bakterijos

E. coli (ETEC) 0 2
E. coli (STEC) 0 2
E. coli O:157 0 2

Salmonella spp. 3 19%*
Shigella spp. 0 0
Y. enterocolitica 1* 4%
Vibrio cholerae 0 0

21



Campylobacter spp. 1* 14%*
C. difficile 0 10

Molekuliniu,
dauginés patogeny
detekcijos metodu

Klasikiniais metodais
(mikrobiologinio
pasélio,
imunochromatografijos,
iSmaty mikroskopijos)

Parazitai
Giardija lamblia 0 2
Cryptosporidium 0 0
E. histolytica 0 2°
Virusai
Adenovirus 3% 6*
Rotavirus 3% 4*
Norovirus GI 3% 6*

Norovirus GII

39

* - T identifikuoty patogeny skaiiy jtraukta kontroliné grupé (Zr. 2.1 skyriy); * — jtrauktas

méginys atitiko tiriamajai grupei keltg kriterijy, taciau $is meéginys buvo istirtas ir klasikiniu, iSmaty

pasélio tyrimu, kurio metu buvo identifikuotas sukeléjas. ® — j imtj jtrauktas pakartotas to paties

paciento tyrimas

Pabréztina, kad Vaiky

ligoninés LDS Mikrobiologijos laboratorijoje naudojamas

imunochromatografijos metodas nediferencijuoja Norovirusy j GI ir GII tipus, tad lenteléje pateiktas

klasikiniais metodais nustatytas norovirusy skai¢ius reprezentuoja abu tipus.

3.1. Molekuliniu dauginés patogenu detekcijos metodu nustatyty patogenu

Tiriamojoje meéginiy grupéje

pavaizduotas 3.1 paveiksle.

pasiskirstymas

(n=138) MDPD nustatyty patogeny pasiskirstymas
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3.1 paveikslas. MDPD nustatyty patogeny pasiskirstymas.

Giardia lamblia  E. histolytica

E. coli (ETEC) 2% (n=2) 2% (n=2)

1% (n=2)

Norovirus GI
2% (n=3)

C. difficile
7% (n=10)

E. coli (STEC)
1% (n=2)

E. coli 0:157
9% =2

Norovirus GII

Y. enterocolitica 28% (n=39)

2% (n=3)

Salmonella spp. /

12% (n=16)

Adenovirus
2% (n=3)

Rotavirus
1% (n=1)

Campylobacter

Spp.
9% (n=13)

3.2. MDPD metodu nustatyty patogeny pasiskirstymas gupése

3.2.1 Virusai

MDPD metodu analizuojamoje imtyje (n=138) identifikuoti 46 virusiniy gastroenterity
sukeléjai, tai sudaré 33,3% visos analizuojamos imties. Svarbiausi tiriamosios imties sudarymo
kriterijai buvo S$ie: meéginiai iStirti del rotavirusams, adenovirusams ir norovirusams specifiniy
antigeniniy determinanciy imunochromatografijos metodu. Imunochromatografinio tyrimo
rezultatas buvo neigiamas visiems anksciau iSvardintiems sukeléjams. Atsizvelgiant j tokia didele

molekuliniu metodu nustatyty virusiniy gastroenterito sukeléjy dalj nuspresta Sios sukeléjy grupés
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rezultatus iSnagrinéti iSsamiau. Molekuliniu metodu nustatyty virusinés kilmés gastroenterity

sukelejy pasiskirstymas pavaizduotas 3.2.1 paveiksle.

3.2.1 paveikslas. MDPD metodu nustatyty virusiniy gastroenterito sukeléjy pasiskirstymas.

100 84.78%*
90 (n=39)
80
70
60
50
40

30
20 6.52% 6.52% 2.17%

10 n=3) (n=3) (n=1)
o E— —_—

Norovirusai GI Norovirusai GII Adenovirusai Rotavirusai

Dalis (%)

* p<0,01

Tarp molekuliniu metodu nustatyty virusiniy gastroenterito sukelé¢jy (n=46) dominavo
Noroviruso GII genotipas. Nustatytas statistiSkai reikSmingas skirumas (p<0,01) tarp nustatyty
pastarojo patogeno ir kity paneléje esanciy virusiniy gastroenterito sukeléjy pasiskirstymo. Panasus,
Luminex XTAG GPP ir klasikinius metodus lyginantys tyrimai taipogi parodé reikSmingai daZznesnj
norovirusy nustatymag Siame magistriniame darbe taikytu metodu [18,42]. Tokie rezultatai galéty

buti aiSkinami:

1. Mazu imunochromatografija paremty testy jautrumu. Nors daugumos greity norovirusy
nustatymo testy gamintojy nurodomas tyrimo jautrumas dazniausiai virSyja 90%, atlikty
moksliniy tyrimy rezultatai teigia, kad imunochromatografinio metodo jautrumas nustatant
norovirusus iSmatose tesiekia 35 — 52% [1]. Toks zemas, gamintojy duomeny neatitinkantis,
greity testy jautrumas gali biiti sietinas su norovirusy genotipy, o ypa¢ — genotipy varianty,
lemianéiy pakitusias antigenines determinantes jvairove. D¢l Sios priezasties molekuliniy
metody, kurie paremti konservatyvios norovirusy RNR sekos identifikavimu taikymas yra
pranaSesnis siekiant iS§vengti klaidingai neigiamy tyrimo rezultaty [41].

2. Per dideliu molekuliniy metody jautrumu. Molekuliniais tyrimy metodais identifikuojamas

ne patogenas, o jam specifiné nukleortigsties seka. Dél Sios priezasties molekuliniais
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metodais galima aptikti ir infekcijos nesukelianCius patogeny “likucius”, taip padidinant

klaidingai tegiamy rezultaty dalj [18,41].

Siame darbe aprasytas skirtumas tarp imunochromatografiniu ir molekuliniu metodais gauty
rezultaty skirtumo leidzia daryti iSvadg apie per maza imunochromatografinio metodo jautruma

nustatant norovirusines infekcijas.

3.2.2 Bakterijos

MDPD metodu analizuojamoje imtyje (n=138) identifikuoti 48 bakterinés kilmés
gastroenterity sukeléjai, tai sudaré 34,8% visos analizuojamos imties. Pabréztina, kad dalyje
méginiy rasta po daugiau nei vieng bakterinés kilmés patogeng, bei tik nedideliai daliai imtj
sudaran¢iy meginiy, gydytojy uzsakymu buvo atliktas auksiniu standartu laikomas mikrobiologinio
pas¢lio tyrimas. Duomenys apie molekulini sukeléjy identifikavimg pasélio metodu iStirtuose ir

neistirtuose méginiuose pateikiami 3.2.2 lentel¢je.

3.2.2 lentelé. Sukeléjy nustatymas pasélio metodu tirtuose ir netirtuose méginiuose.

Mikrobiologinio pas¢lio metodu

Molekuliniu metodu Teigiama Neigiama Netirta
Teigiama 2 5 35
Neigiama 0 36 60

Tyrimo rezultatai rodo, kad net 36,8% meéginiy (n=35), kuriems nebuvo uZsakytas
mikrobiologinio iSmaty pasé¢lio tyrimas (n=95), molekuliniu dauginés patogeny detekcijos metodu
rastas bakterinés kilmés sukeléjas. Literatiros duomenimis, dél gydytojy sprendimo uzsakyti
laboratorinius tyrimus ne pilnam infekciniy gastroenterity sukeléjy spektrui nediagnozuojama iki

48% infekcijy sukeléjy [42].

Molekuliniu metodu nustatyty bakterinés kilmés gastroenterito sukeléjy pasiskirstymas

pavaizduotas 3.2.3 paveiksle.
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3.2.3 paveikslas. MDPD metodu nustatyty bakteriniy gastroenterito sukeléjy pasiskirstymas.

100
920
80
70
60

50 33.33%

27.08% =]
40 (n=13) (n=16) 20.83%

30 (n=10)
20 6.25% 4.17% 4.17% 4.17%
1 (n=3) (n=2) (n=2) (n=2)

Dalis %
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* p=0,08

DidZigja dalj (33,3%) molekuliniu metodu nustatyty bakterinés kilmes gastroenterito
sukeléjy sudaré Salmonella spp. genties mikroorganizmai (n=16), taciau tai nesudaré¢ statistiSkai
reikSmingai didesnés dalies lyginant su kitais molekuliniu metodu nustatytais bakterinés kilmes
sukeléjais. Kiek mazesne¢ dalj sudare Campylobacter spp. Ir C. difficile mikroorganizmai

(atitinkamai 27% (n=13) ir 20,8% (n=10)).

Idomus radinys buvo molekuliniu metodu aptikta E. coli O:157 specifiné nukleoriigsties
seka. Lietuvoje registruojami tik pavieniai E. coli O:157 atvejai. ULAC duomenimis, 2014 m.
registruotas vos vienas verotoksing produkuojancios ESerichijos infekcijos atvejis [40]. Atlikus
molekulinj tyrimg ir identifikavus pastarajj sukeléja net dvejuose méginiuose, Vaiky ligoninés LDS
darbuotojy buvo paprasyta istirti Siuos méginius mikrobiologinio i§maty pas¢lio metodu. “Auksiniu
standartu” laikomo mikrobiologinio pasé¢lio tyrimo metu E. coli O:157 neiSaugo. Tai sukele
abejoniy dél molekulinio metodo metu gauty rezultaty patikimumo. Abejonéms iSsklaidyti Sie
méginiai molekuliniu metodu buvo iStirti pakartotinai. Pakartotinio tyrimo rezultatai patvirtino

pirmojo tyrimo metu gautus rezultatus. Méginiai papildomai buvo iSsiysti | referenting laboratorija
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(Nacionaliné Visuomenés sveikatos prieziiiros laboratorija), kur PGR tyrimo metu paneigta E. coli
0:157 infekcija. Apie klaidingai teigiama molekulinio tyrimo rezultata praneSta, bei dél galimy
priezasCiy pasikonsultuota su tyrime naudotos panelés gamintojais (Luminex Molecular
Diagnostics, Inc., Canada). Sis atvejis patvirtina literatiiroje aptariamus ir darbe naudoto MDPD

metodo trikumus:

* Molekuliniai metodai nustato sukeléjo nukleoriigSties, o ne paties sukeléjo buvimag
tirlamojoje medZiagoje. Su maistu patekes nebegyvybingas infekcijos sukel¢jas gali
lemti klaidingai teigiamus molekulinio tyrimo rezultatus.

* Molekuliniy tyrimy jautrumas yra per didelis klinikinei laboratorinei diagnostikai. Net ir
vienos sukeléjui specifinés nukleoriigSties buvimas tiriamojoje medziagoje gali lemti
teigiamg tyrimo rezultata, taciau nebiitinai byloja apie esamg infekcija.

* Darbe naudoto dauginés patogeny detekcijos molekulinio tyrimo metu, vieno méginio
iStyrimui ] meéginj dedama 21 pora patogenams specifiniy pradmeny. Toks didelis
pradmeny kiekis gali lemti nespecifinj pastaryjy prilipimg prie tiriamosios matricos ir
klaidingai teigiamus tyrimo rezultatus. Panelés gamintojai ir tiekéjai jspéja, kad Sio
metodo rezultatai, nors ir yra nepamainoma pagalba laboratorijos darbuotojui ir

gydytojui, privalo bti vertinami tik kompleksiSkai, atsizvelgiant | paciento klinika.

3.2.3 Parazitiniai pirmuonys

Molekulinio tyrimo metu, dvejuose i§ méginiy nustatyta G. lamblia pirmuoniui specifiné

DNR seka, tuo tarpu dar viename — E. histolytica specifiné nukleortigsties seka.

E. histolytica sukelty amebiaziy Lietuvoje kasmet registruojami tik pavieniai, jveZtiniai
atvejai. UZkréciamyjy ligy ir AIDS centro duomenimis, 2014 m. Lietuvoje registruoti tik 9
amebiazeés atvejai [40]. Vieno 1§ méginiy atliktame iSmaty mikroskoskopiniame tyrime, kuris
laitkomas “auksiniu standartu” parazity identifikavime, aptiktos nepatogeninio pirmuonies
Endolimax nana cistos. Molekuliniu metodu Siame méginyje aptikta E. histolytica sukeléjui
specifiné nukleoriigSties seka. Atsizvelgiant | maza E. histolytica sukelty infekcijy paplitima
Lietuvoje buvo nuspresta §j atveji iSnagrinéti detaliau. Pakartojus iSmaty mikroskopijos tyrimg i$
Saldyty iSmaty, méginyje buvo rastos tik E. nana cistos. Naujas to paties paciento iSmaty méginys
buvo pristatytas } Vaiky ligoninés LDS pakartotiniam tyrimui dél virusiniy gastroenterito sukeléjy.
Naujasis méginys, kryptingai istirtas ir molekuliniu metodu (rasta E. histolytica sukeléjui specifiné
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nukleoriigSties seka). Sukeléjo patvirtinimui méginys nusiystas | referenting laboratorija

(Nacionaliné Visuomenés sveikatos prieziiiros laboratorija), kur imunochromatografijos metodu

nustatytas dizenterinés amebos antigenas. Sj atvejj galima paaiskini keliais bidais:

1.

ISmatose buvo ir E. nana ir E. histolytica. Literatiiros duomenimis, didZigja dalj iSmaty
mikroskopijos tyrimo sékmés lemia tinkamas éminio surinkimas ir laikymas. Tarp
placiai prizaZzjstamy, tyrimo rezultatams jtakg daranciy veiksniy — paciento vartojami
medikamentai, ¢émimio paémimo laikas ir pristatymo i laboratorija laikas [6,27].
Specifiniam dizenterinés amebos judesiy stebé¢jimui butinas kuo skubesnis (ne ilgesnis
nei 20 min. po meéginio surinkimo) iStyrimo laikas, taciau net ir laikantis Sio
reikalavimo, parazitiniy pirmuoniy identifikavimas teigiamuose meéginiuose tesiekia 58
— 72%. Tyrimo jautrumui padidinti rekomenduotina tirti bent tris to paties paciento
méginius, surinktus deSimties dieny laikotarpyje. Hiatt ir kolegy duomenimis, toks
tyrimo protokolas leidzia sumazinti klaidingai neigiamy tyrimy kiekj ~22,7% [19].

Siuo metu pasaulyje vyrauja nuomoné, kad mazas teigiamy méginiy kiekis
iSsivysciusiose Salyse gali nulemti ir klaidingai neigiamais identifikuoty meéginiy kiekio
padid¢jimg. Nepatogeniniy parazitiniy pirmuoniy ir E.histolytica cisty diferencijacija
yra subjektyvi ir priklauso nuo tyréjo Ziniy, bei praktinés patirties. Gera diagnostika
reikalauja nuolatinio praktiniy jgiidZiy tobulinimo. Pasaulyje kasmet fiksuojant vis
maziau amebiazés atvejy, ima triikti patyrusiy laboratorinés diagnostikos specialisty, o
patyrusiems specialistams — nuolatinio praktiniy jgiidziy taikymo diferencijuojant

sukel¢jo ir nepatogeniniy pirmuoniy cistas [27].

3.3. MiSrios infekcijos nustatymo daznis MDPD

Misri infekcija (dviejy ir daugiau patogeny) molekuliniu metodu nustatyta 19-iolikoje

meginiy. Tai sudaré 25,33% visy méginiy, kurie molekuliniu metodu buvo identifikuoti kaip

teigiami bent vienam i§ panel¢je esanciy patogeny. Nustatyty misriy infekcijy patogeny deriniai

pavaizduoti 3.3 lentel¢je.
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3.3 lentele. MDPD metodu nustatyty misriy infekceijy deriniai

Infekcijas sukélusiy patogenu derinys
C. difficile + E. histolytica

E. coli (ETEC) + Salmonella spp.
Adenovirus + Norovirus GII
Campylobacter spp. + E. coli (STEC)
Norovirus GII + Salmonella spp.
Norovirus GII + Giardija lamblia
Norovirus GII + C. difficile
Norovirus GII + Campylobacter spp. + E. coli O157
Adenovirus + Salmonella spp.
Norovirus GII + E. coli (STEC)
Adenovirus + Campylobacter spp.
Salmonella spp. + C. difficile
Rotavirus + Salmonella spp.

Nustatyta (abs. sk.)

—_— e = = = = W = RN = = =N

Ilga laika asmens sveikatos prieziliros specialisty tarpe vyravo nuomone, kad Zarnyno

infekcijy atveju svarbu identifikuoti tik vieng “tikraji” patogeng. Pastaruoju metu atsiranda duomeny

apie misriy infekcijy svarbg patogenezés procese ir visy méginyje esanciy patogeny nustatyma

optimaliausiam gydymo varianto parinkimui. Darbe naudojamas Luminex XTAG GPP rinkinys yra

vienas i§ nedaugelio jrankiy, jgalinciu laboratorinés medicinos profesionalg suteikti gydytojui visa

informacija apie paciento méginyje esancius patogenus vieno tyrimo metu. Visy patogeny

nustatymas $iuo metu laboratorinéje praktikoje paplitusiais metodais $ig informacija leisty suteikti

per ~7 dienas, tuo tarpu darbe taikyta panelé leidZia §j laika sutrumpinti iki ~6 valandy. Sis metodas

leidzia suteikti gydytojui skubig ir visapusiska informacija, suteikiant jam galimybe i§ karto parinkti

optimaliausig gydymo varianta [18,28,42].
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4. ISVADOS

. Atlikus tyrimg Luminex xXTAG GPP metodu, 54,3% méginiy (n=76) buvo identifikuoti kaip
teigiami bent vienam i8§ paneléje esanciy patogeny.

Tarp nustatyty sukeléjy vyravo Noroviruso GII tipas (28%), Salmonella spp., Campylobacter
spp. ir C. difficile (atitinkamai 12%, 9% ir 7%)).

Gauti rezultatai rodo maza greity imunochromatografiniy testy norovirusiniy infekcijy
diagnostikoje jautrumg lyginant su MDPD.

. Daugiau kaip trec¢dalis meginiy (36,8%), iStirty MDPD metodu buvo teigiami infekcinio
gastroenterito sukeléjui, kurio diagnostikai nebuvo uzsakytas klasikinis tyrimas.

. Luminex XTAG GPP metodas yra tikslus, jautrus, greitas ir efektyvus nustatant platy
infekciniy gastroenterity sukeléjy spektra, diagnozuojant misrios infekcijos atvejus ir

gerinant vaiky Giminiy gastroenterito diagnostika.
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5. SUMMARY

Scientific research for masters theisis “Comparison Of Conventional and Molecular Methods
In Pediatric Diarrhea Diagnostics” was performed by Monika Miskinyté at Vilnius University
SantariSkiy klinikos childrens hospital, with advisory supervision by scientific supervisor dr. (HP)

Audroné Eidukaité.

The aim of this study: To compare conventional methods used in routine infectious diarrhea
diagnostics with a new, molecucal multiplex pathogen detection panel. In order to carry out the aim

of the study, the following tasks were set:

1. To identify infectious agents causing gastroenteritis that were previously unidentified by
conventional methods using a molecular multiplex pathogen detection panel.

2. To evaluate the frequency and distribution of pathogens, detected by molecular multiplex
pathogen detection panel.

3. To evaluate the advantages of Luminex xXTAG GPP in routine laboratory diagnostics of

infectious gastroenteritis.

Objects and materials used: Faecal samples, that were identified as negative to rotavirus,
norovirus and adenovirus infections via conventional methods (n=138) of children under 5 years old

were tested using the Luminex XTAG GPP (Luminex Molecillar diagbostics Inc., Canada).
Results:

1. 54,3% (n=76) of the tested samples were identified as positive to at least one of the Luminex
xTAG GPP pathogens.

2. Norovirus GII was the leading pathogen identified (28%), followed by Salmonella spp.,
Campylobacter spp. and C. difficile (12%, 9% and 7% respectively).

3. The results of this study clearly how a low sensitivity of immunochromatography based
quick Norovirus tests, when compared to the Luminex XTAG GPP.

4. More than 1/3 of the tested smaples (36,8%) were identified as positive to pathogens that
were not tested via conventional laboratory methods due to it not being requested by a

physician.
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5. Luminex xXTAG GPP is sensitive, fast and effective in determening wide range of pathogens
causing infectious gastroenteritis, diagnosing co-infections and improving laboratory

diagnostics of accute infectious gastroenteritis in children.

Keywords: infection, gastroenteritis, children, Luminex, xTAG
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