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SANTRUMPOS
AMK — amikacinas

ATP — adenozintrifosfatas

KAP — kapreomicinas

DVA TB - daugeliui vaisty atspari tuberkuliozé (angl. multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB)
EEE — Europos ekonominés erdvés

ELPKC — Europos ligy prevencijos ir kontrolés centras (angl. ECDC — Europen Centre for Disease
Prevention and control)

EMB — etambutolis
ES — Europos sajunga
FQ — fluorochinolonai
INH — izoniazidas

YVA TB - ypa¢ vaistams atspari tuberkuliozé (angl. extensively drug-resistant tuberculosis, XDR-
TB)

KAN — kanamicinas

NAD — nikotinamidadenindinukleotidas
NRA — nukleoriigs¢iy amplifikacija

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija

PZA — pirazinamidas

RAB — rtigsciai atsparios bakterijos

RFPL — restrikcijos fragmento polimorfizmas
RIF — rifampicinas

STR — streptomicinas

TB — tuberkuliozé

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija
TM — tuberkuliozés mikobakterijos

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas



Jvadas

Tuberkuliozé¢ (TB) islieka viena i§ pagrindiniy mirties prieZzasCiy visame pasaulyje. TB
priskiriama socialiniy ligy grupei, nes turi ry§j su socialinémis saglygomis, gyventojy migracija,
nepakankama serganciy ligoniy kontrole, Zema sanitarine kulttra. Taciau didziausig grésme ligos
kontrolei kelia vaistams atsparios TB paplitimas. Kasmet nustatoma iki pusés milijono asmeny,
serganCiy vaistams atsparia TB [51]. Nors Lietuvoje stebimas sergamumo TB mazejimas,
epidemiologiné situacija vis dar lieka rimta [53]. Lietuvoje sergamumo TB ir atsparumo vaistams
rodikliai yra vieni i§ blogiausiy Europos Sajungoje. Nuo 2008 m. Pasaulio sveikatos organizacijos
(PSO) Europos regiono biuras Lietuva priskyre prie 18 Europos regiono Saliy, kuriose registruojamas
didelis sergamumas daugeliui vaisty atsparia (DVA) TB. Sios Europos $alys priklauso 27 pasaulio
valstybéms, kuriose yra didziausias DAV TB paplitimas [49].

Vaistams atsparios tuberkuliozés gydymas yra zymiai sudétingesnis ir brangesnis, taip pat
maziau veiksmingas nei standartinis gydymas [52]. Vienas i$ svarbiausiy TB infekcijos problemos
sprendimy — greitas vaistams atsparios TB nustatymas in vitro diagnostiniais metodais. Labai svarbu
rasti metodus, kurie greitai aptikty infekcijos sukéléja ir tuo paciu metu nustatyty mikobakterijy
jautrumg antimikobakteriniams vaistams. Tai neatsiejama nuo TB sukéléjo atsparumo vaistams
molekuliniy mechanizmy tyrimy, kurie jgauna vis didesne svarbg prognozuojant ligos eigg ir gydymo
efektyvuma [14].

TB mikobakterijy fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimo metodai yra rekomenduojami PSO
dél savo auksto specifiSkumo ir jautrumo. Taciau dél ilgo M. tuberculosis bakterijy dauginimosi laiko,
antimikrobinio jautrumo vaistams tyrimai trunka kelias savaites, 0 gaunami rezultatai yra priklausomi
nuo naudojamos vaisty koncentracijos [16]. llgai trunkantis tyrimas turi jtakos netinkamamgydymui
ir atspariy TM plitimui. Klasikiniai fenotipiniai metodai reikalauja specialaus laboratorijos ir
personalo pasiruoS§imo. Dél $iy priezas¢iy TM nustatymas fenotipiniais metodais yra ribotas, ypac
Salyse, kuriose yra Zemas pragyvenimo lygis [33].

Siekiant efektyvesnés TB infekcijos diagnostikos, buvo pasitelkti nauji molekulinés
diagnostikos metodai, kurie pagristi Mycobacterium tuberculosis DNR aptikimu ir geny mutacijy,
atsakingy uz atsparumg vaistams nustatymu. Molekuliné diagnostika gali Zymiai grei¢iau pateikti
rezultatus nei klasikiniai mikrobiologiniai metodai. Teoriskai, tai galéty biiti Zymiai ekonomiskiau nei
fenotipiniai mikobakterijy tyrimo metodai. Mikobakterijy geny mutacijy, susijusiy su atsparumu

vaistams, nustatymas sumazina diagnostikos trukme ir gali buti naudojamas efektyvesnei ligos



diagnostikai ir gydymui. Tai tampa ypac¢ aktualu did¢jant vaistams atsparios TB serganciy ligoniy
skaiCiui visame pasaulyje, tame tarpe ir Lietuvoje. Reikalingi greiti ir veikmingi diagnostiniai
metodai, galintys nustatyti TB mikobakterijy atsparumg vaistams [53; 54].

Manoma, kad fenotipinius tyrimo metodus gali pakeistu nauji molekuliniai metodai dél jy
auksto specifiskumo ir jautrumo bei greito atlikimo. Vienas tokiy metody yra tikro laiko PGR
pagristas Anyplex ™I MTB/XDR (Seegene, P.Koréja) metodas, skirtas daugeliui vaisty atsparios TB
diagnostikai ir geny mutacijy nustatymui. Tac¢iau mokslingje literaturoje truksta duomeny apie Sio
metodo panaudojimo galimybes. Atsizvelgiant | problemos aktualumg, $io naujo molekulinio
diagnostinio metodo jvertinimas yra svarbus, siekiant jdiegti kuo daugiau pazangiy tyrimo metody j
kasdienj laboratorijy darba. Todél Siame moksliniame tyrime numatyta palyginti molekulinio tyrimo
rezultatus su klasikiniu, ,,auksiniu satndartu,, laikomu fenotipiniu atsparumo vaistams nustatymo

metodu.



Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas:

nustatyti tuberkuliozés mikobakterijy (TM) atsparumg antraeiliams antimikobakteriniams vaistams ir

ji salygojanéias geny mutacijas nauju Anyplex ™ 1l MTB/XDR molekuliniu metodu ir jvertinti jj,

lyginant su fenotipiniu metodu gautais rezultatais.

Darbo uzdaviniai:

1.

Nustatyti TM atsparuma antraeiliams animikobakteriniams vaistams Anyplex™ Il MTB/XDR
molekuliniu tyrimo metodu bei jvertinti jo jautrumg, specifiSkuma, teigiamg ir neigiama
prognostines vertes.

Naudojant molekulinj tyrimo metodg aptikti geny mutacijas, lemiancias atsparumag
fluorochinolonams ir injekciniams aminoglikozidams.

Palyginti fenotipiniu ir molekuliniu tyrimo metodais gautus atsparumo vaistams rezultatus.

Jvertinti naujo Anyplex ™ 11 MTB/XDR molekulinio tyrimo metodo naudojimo galimybes.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Tuberkuliozé
1.1.1. Tuberkuliozés epidemiologija

Tuberkuliozés (TB) problema visais laikais, jskaitant dabartj, iSlicka viena aktualiausiy
zmonijos istorijoje. TB registruojama kiekvienoje pasaulio dalyje. 2015 m. TB paplitimas skyrési tarp
Vviso pasaulio $aliy priklausomai nuo populiacijos dydZio ir varijavo nuo 10 atv./100 000 gyv. Salyse,
turinCiose aukstg pragyvenimo lygj iki 150-300 atv./100 000 gyv. Salyse su dideliu TB sergamumu,
bei virsijo 500 atv./100 000 gyv. tokiose Piety Afrikos Salyse kaip Mozambikas ir Lesotas (1 pav).
Apzvelgiant viso pasaulio gyventojy sergamuma TB, net 61% visy TB atvejy 2015 m. registruota
Pietry¢iy Azijos ir Vakariniame Ramiojo vandenyno regione (Indijoje, Indonezijoje, Kinijoje,
Pakistane, Nigerijoje ir Piety Afrikos Salyse, i§ kuriy Kinijai, Indijai ir Indonezijai tenka 45%). Tali
tankiausiai gyvenami Zemés rutulio regionai. DidZiausias sergamumo rodiklis 2015 m. buvo Afrikos
zemyne ir sudaré 26% visy pasaulio TB atvejy, arba 275 atv./100 000 gyv., kai pasaulio vidurkis —
142 atv./100 000 gyventojy. Amerikos zemynui teko 3% pasaulio TB (27 atv./100 000 gyv.), didzioji
dalis — Piety Amerikai. Europos regione sergamumas TB 2015 m. sudaré¢ 3% visy globalinés TB
atvejy, arba 36 atv./100 000 gyventojy. Viso pasaulyje 2015 metais buvo registruota 10,4 min. naujy
TB atvejy, tarp kuriy 5,9 min. (56%) atvejy sudaré vyrai, 3,5 min. (34%) - moterys ir 1 min. (10%)
vaikai [17].

Ypac kelia nerimg situacija dél kur kas sunkiau ir brangiau i§gydomos daugeliui vaisty
atsparios (DVA) TB. 2015 m. visame pasaulyje buvo registruota 480 000 naujy DVA TB atvejy, tarp
kuriy beveik pusg atvejy (45%) sudaré Indija, Kinija ir Rusijos Federacija [17].

TB yra viena i infekciniy ligy, nuo kurios pasaulyje mirSta daugiausiai zmoniy. Nepaisant
bendro mirtingumo nuo TB sumazéjimo 22% per 2000-2015 mety laikotarpj, TB islicka viena i$
desimties pagrindiniy mirties priezas¢iy visame pasaulyje. 2016 m. paskelbtais PSO duomenimis,
2015 m. nuo Sios ligos miré apie 1,4 min. Zmoniy, i$ kuriy 0,4 min. sudaré mirties atvejai tarp zmogaus
imunodeficito virusu (ZIV) infekuoty asmeny. Daugiau nei 95% miréiy nuo TB jvyksta maZas ar
vidutines pajamas gaunanciose Salyse. 2015 m. visame pasaulyje apie 1 min. vaiky (0-14 mety)

susirgo ir 170 00 vaiky miré nuo Sios ligos [17].
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1 pav. Sergamumas TB pasaulyje 2015 m. [17]

PSO duomenimis, Europos regione TB islieka pagrindiniu visuomenés sveikatos i§§tikiu. 2015
m. Europos regione buvo registruota 323 000 naujy TB susirgimo atvejy (su atkry¢iais), tarp kuriy 27
000 atvejy sudaré ZIV infekuoti asmenys. Dauguma (85%) naujy TB atvejy, jskaitant atkry&ius, ir
91% mirciy nuo TB registruojami astuoniolikoje auksta pragyvenimo lygi turinciose Salyse, 1 kuriy
sarasg patenka Lietuva, Latvija ir Estija. Nors TB paplitimas per pastaruosius metus (2011- 2015) ES
Salyse sumazéjo 4,3%, siekiant globaliy tiksly — jveikti TB, metiné mazéjimo tendencija yra
nepakankama ir kasmet turéty sudaryti maziausiai 10% [49].

Europos ligy kontrolés ir prevencijos centro (ELKPC) duomenimis, 2015 m. penktadalis visy
pasaulio DVA TB atvejy buvo registruota ES Salyse. 2015 m. Europos sgjungos (ES)/Europos
ekonominés erdvés (EEE) valstybése DVA TB sudaré 4,1 % visy TB atvejy, tarp kuriy 16% buvo
nauji ir 48% anksciau gydyti atvejai. Daugiausia DVA TB atvejy buvo registruota Baltijos Salyse.
19,7% visy DVA TB atvejy sudaré ypac¢ vaistams atspari (YVA) TB (1027 atvejai), kuri sunkiai
gydoma. ES/EEE $alyse Sios TB formos gydymo sé¢kmés rodiklis siekia 24%, tuo tarpu prasciausi
YVA TB gydymo sé¢kmés rodikliai yra Lietuvoje (11,5%) ir Rumunijoje (12,2% ) [49].

Remiantis Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) Europos regiono biuro duomenimis,
Lietuva priskiriama vidutinio sergamumo TB Salims (25-100 atv./100 000 gyv.), taciau sergamumas

TB miisy Salyje yra vienas didziausiy tarp ES $aliy. ELKPC duomenimis, 2015 m. Lietuvoje buvo
9



uzregistruoti 1507 TB atvejai, arba 51,6 atv./100 000 gyv. Lyginant su kitomis ES $alimis, kur TB
paplitimo rodiklis siekia 11,7 atv./100 000 gyv., Lietuvoje Sis rodiklis yra gerokai aukstesnis [49].
Nors pastaraisiais metais Lietuvoje stebimas TB epidemiologiniy rodikliy stabilizavimasis,
epidemiologiné situacija misy Salyje lieka sudétinga. Vertinant 2005-2015 m. laikotarpj, TB
paplitimas sumazéjo 41,5% proc., matoma teigiama tendencija, taciau dél demografiniy Salies poky¢iy

(mazéjantis gyventojy skaicius) sergamumas TB islieka didelis (2 pav.) [17 ].
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2 pav. TB paplitimas Lietuvoje, visi atvejai [17]

2015 m. Lietuvoje buvo registruoti 241 DAV-TB atvejai (19,7 %), i8 kuriy 59 (24,5%) buvo
ypac vaistams atsparios (YVA) TB atvejai. Vertinant 2006-2015 m. laikotarpj, DVA TB paplitimas
(visi TB atvejai) musy Salyje stabilizavosi ir toliau mazéja labai neZymiai (3 pav.). DVA TB problema
Salyje iSlicka labai aktuali, iki Siol jg spresti sekési labai sunkiai. Vaistams atsparios TB gydymo
rezultatai yra vieni blogiausiy ES ir pasaulyje: i§ 2013 m. registruoty 256 DVA TB atvejy, 76 (29,7%)
pacientai buvo sékmingai i$gydyti, 59 (23 %) pacientai miré [49].

Per 2015 m. Europoje registruoti 32 000 mirties atvejai dél TB, arba 3,5 mirtys 100 000
gyventojy. 2014 m. Lietuvoje nuo TB miré 110 ligoniy, arba 11,7 atv./100 000 gyv. Tarptautiné
situacija — 2014 m. mirtingumas ES Salyse: Estijoje -11,6/100 000 gyv., Latvijoje —6,1/100 000 gyv.,

10



Rumunijoje — 6,3/100 000 gyv. Taigi, mirtingumas nuo TB Lietuvoje yra pats didziausias tarp ES

saliy [49].
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3 pav. DVA TB paplitimas Lietuvoje, 2006-2015 m. [49]

1.2 Tuberkuliozés etiologija ir patogenezé

Tuberkuliozé (TB) — tai oro-laSeliniu budu plintanti 1étiné, infekciné liga, kurig sukelia
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tuberkuliozés mikobakterijos (TM). TM priskiriamos bakterijoms ir grybams biidingy savybiy

turiné¢iai Mycobacteriaceae Seimai, apimancéiai vienintele Mycobacterium gentj, kurioje $iuo metu

suskai¢iuojama daugiau nei 125 mikobakterijy riisiy. Visos Mycobacteriaceae seimos mikobakterijos

pasizymi riig§tims atspariomis savybémis, nes dazymo metu sulaiko biocheminius dazus ir nusidazo

ry$kiai avietine spalva, kuri nenusiplauna, blukinant sieros rtig§timi arba riig§¢iu alkoholiu —t.y. 97%

etanolio ir koncentruotos druskos reagentais. (4 pav.). Visos mikobakterijos yra skirstomos j

patogenines (sukelia zmogaus ir gyviny TB) ir salyginai patogenines (didzioji dauguma

mikobakterijy rasiy — saprofitiniai aplinkos mikroorganizmai) [36].
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Mycobacterium tuberculosis yra pagrindinis zmogaus TB sukéléjas. M. tuberculosis pirmasis
nustaté ir i¥skyré vokie¢iy gydytojas, mokslininkas Robertas Kochas 1882 m. Zmogui tuberkulioze
taip pat gali sukelti M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum rasys, kurios yra panasios pagal savo
antigenines savybes ir todél yra priskiriamos vadinamajam tuberkuliozés mikobakterijy kompleksui
(M. tuberculosis complex). Lietuvoje dazniausiai TB sukelia M. tuberculosis, kitos komplekso rusys
— labai retai. Vienintelis M. tuberculosis rezervuaras — atvira plauciy TB sergantis zmogus [30; 10].

TM yra fakultatyviniai vidulasteliniai mikroorganizmai, galintys daugintis neaktyvinty
makrofagy viduje. TM yra obligaciniai aerobai (jy augimui tinkamiausios gerai aeruojamos plauciy
dalys), todél nekrozinéje granulomoje, kur yra rugstiné aplinka ir anoksijos salygos, jos negali
daugintis. TM neformuoja spory, nejudrios, neinkapsuliuotos, mikroskopiskai atrodo kaip Siek tiek
lenktos ar tiesios lazdelés, kuriy dydis varijuoja nuo 0,2 — 0,6 pm iki 1,0 — 10 um [50].

Grynoje kultiroje iSaugusiy TM kolonijy morfologija ir spalva tarp rasiy kinta, pradedant
nuo glotniy iki grubléty ir nuo nepigmentuoty iki pigmentuoty. Kolonijy spalva gali biiti nuo tamsiai
geltonos iki citrinos spalvos geltonumo dél pigmento karotinoido. Skirtingose mitybos terpése
iSaugusios M. tuberculosis kolonijos skiriasi savo morfologija, yra nelygiu pavirSiumi, raukslétos,

Sviesiai geltonos arba kreminés spalvos, forma primena ziedinj koptista (5 pav.) [35].

12
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5 pav. Standzioje (a) ir skystoje (b) terpéje iSaugusios M. tuberculosis kolonijos [5]

TM lastelés sienelé yra unikali savo sudétimi - apie 60 % jos sudaro lipidai, mikolinés riigstys,
peptidoglikanai, arabinomananas, kurie kartu suteikia lastelés sienelei hidrofobiskumg ir atsparumag
rugstims ir daugeliui kity cheminiy medziagy. Kai lastelés sienel¢ yra pazeidziama, pvz., jvairiais
tirpikliais, tai lipidai, baltymai, kitos 1gstelés sienel¢je esancios medziagos, kaip fosfatidilmanosidas,
tirpsta. Mikoliniy riigsc¢iy, arabinogalaktano ir peptidoglikano kompleksas lieka netirpus [40].
Manoma, kad lipidai, baltymai ir peptidoglikanai taip pat tarnauja kaip signalinés, efektorinés
molekulés sienelés pazeidimo procese, o netirpios medziagos yra bitinos lastelés i§gyvenamumui [6].

TM labai atsparios ragstims, Sarmams, alkoholiams ir kitoms cheminéms medziagoms. Taciau

jos yra jautrios ultravioletiniams spinduliams ir chloro junginiams. Tiesioginiai saulés spinduliai TM

-----

[10].

Ar infekuotas Zzmogus susirgs TB priklauso nuo TM virulentiSkumo ir patogeniskumo. Labai
virulentiSkos TM sulimpa viena su kita j ilgas grandines, kurios mikroskopiskai atrodo kaip
susiraizgusios kasos arba juostos (6 pav.), ir vadinamos Kord veiksniu. Kord veiksnys stabdo
leukocity judéjima, o tai lemia létine granulomy eiga [45]. Sis veiksnys taip pat stimuliuoja $eimininko
fermenty dehidrogenaziy kofermento NAD veikla, sumazindamas nuo NAD priklausomy mikrosomy
fermenty veikima. Nustatyta, kad Kord veiksnys paveikia mitochondrijy membranas, todél sutrinka
elektrony pernaSos srautas mitochondrijose ir oksidacinis fosforilinimas. Didzioji dalis lastelés
makroenerginio junginio adenozintrifosfato (ATP) yra sintezuojama mitochondrijose oksidacinio

fosforilinimo metu [6].
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6 pav. M. tuberculosis bakterijy Kord veiksnys [48]

Zmogus dazniausiai (daugiau nei 95% atvejy) uzsikre¢ia TB oro-laseliniu biidu, retais
atvejais — alimentiniu btidu (tiesioginis kontaktas per pazeista odg ar gleiving). TB bakterijos patenka
i aplinka, kai atvira plau¢iy TB sergantis asmuo skiria TM j aplinkg &iaudint, kosint ar kalbant. Zmogui
ikvepiant ora, uzterSta TM, jis gali uZsikrésti jomis, kadangi Sios bakterijos gali i8biiti ore kelias
valandas, priklausomai nuo aplinkos [17].

DidZiausia reik§mé apsisaugant nuo $ios ligos tenka zmogaus lgsteliniam imunitetui. TB
vystosi tada, kai imuniné sistema nebegali kontroliuoti TB bakterijy ir jos pradeda greitai daugintis
makrofagy viduje. Sios bakterijos paprastai pazeidzia plaucius, bet taip pat gali infekuoti ir kitus
organus (kaklo limfmazgius, kaulus, inkstus ir kt.). Apie 85% visy TB atvejy sudaro plauciy TB [17].

Daugiau kaip 90% infekuoty asmeny niekada nesuserga aktyvia TB. Tokia blsena yra
vadinama latentine TB, kuri néra uzkre¢iama. Tai tokia TB forma, kai yra teigiamas tuberkulino ar
serologinis gama-interferono méginys dél TB, bet néra klinikiniy ir radiologiniy ligos pozymiy.
subfebrilus kar$¢iavimas, nuovargis, prakaitavimas, apetito ir svorio praradimas, ilgiau nei 3 savaites
nepraeinantis kosulys, nuolatinis skrepliavimasis, o ligai progresavus - atsikoséjimas su krauju [30].

Latentinés TB atveju infekcija prasideda, kai M. tuberculosis patenka j plauc¢ius su jkvépiamu
oru, pasiekia alveoles ir susiduria su alveoliy makrofagais. Makrofagams nepavykus pasalinti
bakterijy, M. tuberculosis jsiskverbia j plauciy intersticinj audinj arba tiesiogiai pereina per alveoliy

epitel] ir migruoja | plauciy parenchimg. Véliau dendritinés lgstelés ar monocitai transportuoja TM
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plauciy limfmazgius ir pristato jas T-lgsteléms. Tai skatina imuninés sistemos lgsteliy telkimasi ir

granulomy susidaryma (7 pav.) [30].
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7 pav. M. tuberculosis plitimas latentinés (a) ir aktyvios (b) TB atveju [30]

Esant atvirai TB formai, TM dauginasi granulomoje, nes neutrofilai ir makrofagai nesugeba
sunaikinti mikobakterijy. Kai TM prisidaugina per daug, granuloma jy nebesulaiko ir bakterijos
iSplinta plauciuose, dendrintiniy Igsteliy limfagyslémis yra nunesamos | sritininius limfmazgius ir

kraujagyslémis j kitus organus (7 pav.) [30].

1.3. Vaistams atspari tuberkuliozé

TB yra gydoma ir i§gydoma liga. Aktyviai, vaistams jautrios TB formai gydyti taikomas
standartinis 4 pagrindiniy antimikobakteriniy pirmos eilés, arba pirmaeiliy vaisty 6 ménesiy kursas:
izoniazidas (INH), rifampicinas (RIF), etambutolis (EMB), streptomicinas (STR) ir pirazinamidas

(PZA). Daugumag TB atvejy galima i8gydyti, jei yra laiku paskirtas gydymas ir vaistai tinkamai
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vartojami. Taciau dél netinkamo vaisty vartojimo, TM tampa atsparios vaistams, ir gydymas pirmos

eilés vaistais tampa neveiksmingas [17].

1 lent. Pagrindinés vaisty grupes TB gydymui

Vaistu grupé | Vaistai | Trumpinys
1. Pirmos eilés antimikobakteriniai vaistai:
Izoniazidas INH
Rifampicinas RIF
Etambutolis EMB
Streptomicinas STR
Pirazinamidas PZA

2. Antros eiles antimikobakteriniai vaistai:
2.1. | Fluorchinolonai Ofloksacinas OFL
Levofloksacinas FLOX
Mokslifloksacinas | MXF
Gatifloksacinas GXF

2.2. | Aminoglikozidai (injekciniai) Amikacinas AMK
Kanamicinas KAN
2.3. | Cikliniai peptidai Kapreomicinas KAP
Viomicinas VIO

Vaistams atspari TB diagnozuojama tuomet, kai TM yra atsparios kuriam nors vaistui nuo
TB. TM atsparumas dviem veiksmingiausiems vaistams, kurie skirti gydyti TB - INH ir RIF,
vadinamas dauginiu atsparumu vaistams (DAV, angl. multidrug-resistant TB, MDR) [55]. Lietuvoje
daugiau kaip 9% naujai diagnozuoty ligoniy ir daugiau kaip 40% jau gydyty ligoniy TM yra atsparios
INH ir RIF, i$sivysciusiose Salyse — maziau kaip 1%. Igytas DAV atsiranda dél jvairiy priezasCiy,
lemianciy nebaigta ar nepakankama TB gydymg. Pirminis DAV yra tuomet, kai asmuo uZsikrecia
INH ir RIF atspariomis TM [10]. DAV TB galima jtarti tuomet, kai pagal standarting schema
gydomam asmeniui kartotinai randama TM ar yra klinikiniy ir (ar) radiologiniy TB progresavimo
pozymiy. DAV nuo TB yra patvirtinamas, atlikus in vitro molekulinj genotipo nustatymo arba
jautrumo vaistams tyrimg ir nustac¢ius TM atsparumg INH ir RIF [17].

Pastaraisiais metais atsirado ypatingai vaistams atsparios (YVA, angl. extensively drug-
resistant, XDR) TM, kurios yra atsparios INH, RIF, taip pat bet kuriam vienam fluorochinolony grupés
antibiotikui ir bent vienam i§ trijy injekciniy vaisty nuo TB (amikacinui, kanamicinui ir
kapreomicinui). Taip pat nuo 2009 m. jau yra registruojama ir visiskai vaistams atsparios TB (angl.

totally drug-resisant TB) atvejy [13].
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DVA ir YVA TB formos yra gydomos rezerviniais antros eilés, arba antraeiliais vaistais:
fluorochinolonais (ofloxacinu, levofloxacinu, moksifloksacinu ir gatifloksacinu), injekciniais
aminoglikozidais (kanamicinu, amikacinas) ir cikliniais peptidais (kapreomicinas, viomicinas),
etionamidu, protionamidu, cikloserinu (1 lent. )[14]. Vaistams atsparios TB gydymas trunka Zymiai
ilgesnj laikg (iki 36 mén.), naudojami antros eilés vaistai yra toksiSkesni, turi daugiau Salutiniy
poveikiy ir yra zymiai brangesni [13].

Tyrimai rodo, kad dazniausiai DAV ir YVA TB priezastis yra ne organizme persistuojanc¢iy
TM reaktyvacija, o pakartotinis uzsikrétimas, dazniausiai TB gydymo jstaigose nuo vaistams atsparia
TB serganc¢iy ligoniy. Vaistams atspariy TM plitimas priklauso nuo tokiy veiksniy kaip infekuoty
zmoniy kiekis vienoje vietoje ir zmoniy imunitetas, nes didesne rizika uzsikrésti turi asmenys,
sergantys ZIV. Plitimo rizika padidéja, jei yra didelé TM koncentracija, pavyzdziui, prastai
védinamoje aplinkoje — perpildytuose namuose, ligoninése ar kaléjimuose. Plitimo rizika yra
sumazinama, jei sergantis pacientas laiku gauna tinkamg gydyma [12].

Pacientams, sergantiems YVA TB, tikimybé i§gydyti yra Zymiai mazesné¢, nei jautriaar DVA
TB forma sergantiems pacientams. TB prognoze lemia daug veiksniy: kitos ligos, socialinés sglygos,
TM atsparumas vaistams, ligos sunkumas ar paciento imunin¢ sistema. [vairiose $alyse atlikti tyrimai
parodeé, kad nuo negydomos TB per vienerius metus nuo diagnozés nustatymo mirsta apie tre¢dalis
ligoniy, o per penkerius metus — apie pus¢ ligoniy. Mazdaug 60% likusiy gyvy ligoniy jvyksta
savaiminé TB remisija, 40% liga tampa létine, 0 ligoniai pastoviai skiria TM j aplinkg [13; 10].

Dideliam tuberkuliozés paplitimui turi jtakos prastai mediciniSkai apriipinamos etinés
mazumos, benamiai, kaliniai, alkoholikai, intraveniniy narkotiky vartojimas, pagyven¢ Zmonés, taip
pat Zmongés, gyvenantys aplinkoje, kur tuberkuliozés paplitimas yra labai didelis ir Zzmonés, kurie
bendrauja su tuberkulioze serganéiais zmonémis. ZIV infekcija taip pat yra vienas i3 pagrindiniy ligos
rizikos veiksniy [35]. Tiesioging jtaka atsparios TB vystymuisi turi neteisingas gydymo taktikos
parinkimas, kai nesilaikoma griezty visuotinai nustatyty gydymo schemuy, kai parenkamos netinkamos
vaisty dozés, taip pat savavaliSkas gydymo nutraukimas, nepakankama pacienty kontrolé ir kt. [31].
Taip pat vaistams atspariy TM padermiy plitimui populiacijose turi jtakos migracija i$ $aliy, kur yra
labai aukStas sergamumas DVA TB. Esteban J. ir kt. (2003) tyré atsparios tuberkuliozés paplitima
tarp imigranty Ispanijoje. 50% TB sergantiems imigrantams buvo nustatytas atsparumas bent vienam
pirmos eilés antimikobakteriniam vaistui, o 17% serganciyjy - nustatyta DAV TB [31].

TM atsparumas vaistams néra naujas reiSkinys. M. tuberculosis padermés, atsparios STR

atsirado 1944 m., netrukus po to, kai vaistas buvo pradétas vartoti gydymui. Yra nustatyta, kad
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genetinj atsparumg vaistams lemia taSkinés, spontani$kai jvykstanéios geny mutacijos,
modifikuojancios vaisto taikinj (pvz., pakeiciant bakterijos RNR polimerazg, kuri iSvengia RIF
veikimo) arba fermenta, verCiantj vaista j aktyvig jo forma (pakitusi bakterijos katalaze, kuri
neaktyvina INH) [30]. Skirtingai nuo kity bakterijy, kurios naudoja perneSsamus genomo elementus
(plazmides ir transpozonus) atsparumo vaistams perdavimui tarp jvairiy bakterijy, TM atsparuma
vaistams jgyja iSimtinai dél genuose de novo atsirandanciy mutacijy selektyvios bakterijy atrankos
metu, vartojant vaistus nuo TB. 2 lenteléje yra pavaizduoti genai, kuriuose dazniausiai jvyksta
mutacijos, lemianc¢ios atsparumg vaistams [56]. Dabartiniu metu yra identifikuota daugiau nei 30
skirtingy geny, asocijuoty su atsparumu tam tikriems vaistams nuo TB. Geriausiai yra istyrinéti katG
(kodono 315 aminortigs¢iy pakaitos) ir inhA (kodonai 8, 15 ir 16) genali, asocijuoti su atsparumu INH,
rpoB (kodonai 531, 526, 513 ir kt.) genas, atsakingas uz atsparumg RIF, embB306 genas, salygojantis
atsparumag EMB, pncA genas, lemiantis atsparumag PZA, rrs ir rpsL genai, lemiantys atsparumg STR
[36]. Taip pat yra nustatytos geny mutacijos, lemiancios atsparuma rezerviniams antros eilés vaistams
nuo TB: fluorchinolony grupés antibiotikams — gyrA ir gyrB genai, aminoglikozidams — rrs1400
genas, insercijos tlyA gene ir taskinés mutacijos skirtinguose eis geno srityse [18]. Kadangi daugumoje
atvejy atsparumg vaistams lemia vieno nukleotido polimorfizmai (VNP), visi Siuolaikinés
molekulinés diagnostikos metodai yra paremti VNP paieska Siuose genuose [16]. Tac¢iau atsparumag
vaistams lemiancias geny mutacijas turi ne visos atsparios TM. Manoma, kad atsparumg vaistams gali
salygoti Kkiti atsparumo mechanizmai: kiti geno lokusai, antibiotikus i$metanéios pompos, lastelés

sienelés pralaidumas ir kt. [30].
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2 lentelé. M. tuberculosis genai ir atsparuma vaistams nuo TB sglygojantys mechanizmai [36]
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1.4. Tuberkuliozés mikobakterijy atsparumas vaistams
1.4.1 Atsparumas pirmos eilés vaistams

Visi priestuberkulioziniai vaistai klasifikuojami j pagrindinius (pirmos eilés) ir rezervinius (II
eilés). Vaistams jautrios TB gydymas grindZiamas pagrindiniais vaistais. Visi jie geriami i§ karto
vienu metu, kadangi INH, RIF ir EMB veikia vidulastelines ir uzlgstelines TM, PZA — tik
vidulastelines, o STR — tik uzlastelines TM. Kiekvienos pirmojo pasirinkimo TB gydymo schemos
svarbiausias vaistas yra INH [17].

INH yra vienas plac¢iausiai naudojamy pirmos eilés vaisty TB gydyti, pradétas naudoti nuo
1952 m. M. tuberculosis pasizymi labai dideliu jautrumu INH. INH yra vaisto pirmatakas, kuris turi
buti aktyvuojamas bakterijy katalazés-peroksidazés fermento KatG, kurj koduoja katG genas.
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Izoniazidas stabdo bakterijy augimg slopindamas mikoliniy riig8¢iy biosinteze. Kitas pagrindinis
vaisto inhibitorius yra InhA fermentas (enoil-ACP reduktazé), kuris dalyvauja mikolinés riigsties
biosintezéje [56].

RIF yra svarbus pirmos eilés vaistas TB gydymui. RIF sutrikdo mikobakterijy RNR sinteze,
suriSdamas RNR polimarezés [ subvienetg [37]. RNR polimerazé yra pagrindinis fermentas,
dalyvaujantis transkripcijos procese. RIF veikia bakteriocidiskai, jungdamasis prie § subvieneto netoli
RNR/DNR kanalo ir blokuodamas RNR grandinés elongacija. Apie 96 % RIF atspariy M. tuberculosis
padermiy turi mutacijas rpoB geno srityje [22;55].

PZA yra labai veiksmingas pirmaeilis vaistas, kuris sutrumpina TB gydymg nuo 9-12 mén. iki
6 ménesiy, nes bakteriocidiskai veikia TM granulomos viduje, kur Kiti vaistai nepatenka. PZA yra
vaisto pirmtakas, kuris ragscioje granulomos terpéje turi virsti j aktyvig formg — pirazino ragstj,
inhibuojancig fermenta riebaly rugsciy sintaze I, reikalingg mikobakterijy lastelés sienelés riebaly
riigdéiy sintezei. Siame procese dalyvauja pirazinamidazés ir nikotimidazés fermentai, kurie yra
koduojami M. tuberculosis pncA geno PZA atsparios M. tuberculosis padermés praranda
pirazinamidazés/nikotinamidazés aktyvuma. Siy fermenty aktyvumo praradimas susijes su pncA geno
mutacijomis [42; 37].

EMB, prieSingai nei kiti pirmos eilés vaistasi nuo TB, veikia bakteriostatiSskai aktyviai
augancias TM lasteles, trukdydamas lastelés sienelés formavimuisi. EMB taikinys yra lgstelés
sieneléje esancio biopolimero arabinogalaktano sintezé. Arabinoziltransferazé, koduojama embB
geno, yra fermentas, kuris dalyvauja arabinogalaktano sintezéje. embB geno mutacijos yra atsakingos
uz atsparumg EMB [56].

STR yra pirmasis antibiotikas, kuris pradétas naudoti TB gydymui nuo 1943 m. STR yra
placiai naudojamas jvairiy kity gram-teigiamy ir neigiamy bakterijy sukeliamy infekcijy gydymui. TB
gydymui STR naudojamas kartu su pirmos eilés vaistais, injekcijomis j veng ar raumenis. STR yra
baltymy sintezés inhibitorius, veikiantis bakterijy 30S ribosomos subvienetg ir 16S rRNR,
koduojamus rpsL ir rrs geny. Mutacijos rpsL ir rrs genuose yra pagrindiniai atsparumo mechanizmai,

jos aptinkamos 60-70 % STR atspariy padermiy [37].

1.4.2 Atsparumas antros eilés vaistams

Atraeiliai, arba antros eilés vaistai nuo TB yra rezerviniai antibiotikai, naudojami vaistams
atsparios TB gydymui. Siai grupei yra priskiriami fluorochinolonai, injekciniai aminoglikozidai,

cikliniai peptidai [17]
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Fluorochinolonai (FQ) yra plataus veikimo spektro antibiotikai, veikiantys daugelj gram-
teigiamy ir neigiamy mikroroorganizmy, tame tarpe ir TM. FQ grupés antibiotikams priskiriami
ciprofloksacinas, ofloksacinas, levofloksacinas, gatifloksacinas ir moksifloksacinas. Ciprofloksacinas
ir ofloksacinas yra sintetiniai nalidikso ruigSties dariniai, atrasti kaip Salutinés antimaliarinio chlorihino
medziagos [23].

Fluorochinolony pagrindinis taikinys M. tuberculosis bakterijose yra DNR girazés baltyminis
kompleksas, kuris katalizuoja nuo ATP-aziy priklausancig neigiama DNR superspiralizacijg j zieding
DNR molekulg. gyrA ir gyrB genai koduoja du DNR girazés subvienetus, kurie sudaro aktyvy GyrA2-
GyrB2 kompleksg. M. tuberculosis atsparumg FQ pirmiausia sukelia mutacijos, esancios gyrA geno
320 bp konservatyviose sekose. Fluorochiolony atsparumas taip pat susijgs SU mutacija, esancia gyrB
geno 375 bp regione. Bet §i mutacija pasireiskia reciau [46].

Nustatytas rySys tarp mutacijy, sukelian¢iy M. tuberculosis atsparumg fluorochinolonams, ir
naudojamy fluorochinolony koncentracijos. Vartojant mazas iy vaisty koncentracijas, gali atsirasti
bakterijos, turin¢ios nedidelj atsparuma FQ [31].

M. tuberculosis bakterijos turi pentamerinj MfpA peptidg. Buvo atrasta, kad MfpA raiska
koreliuoja su atsparumu fluorochinolonams. M. tuberculosis bakterijose MfpA struktiira labai panasi
1 treting DNR molekule. Manoma, kad MfpA atskiria fluorochinolonus | mikobakterijy citoplazma
imituodami DNR struktiira, ir taip apsaugo mikobakterijy geneting informacijg nuo fluorochinolony
veikimo [36].

Kanamicinas (KAN) ir amikacinas (AMK) yra aminoglikozidy grupés antibiotikai, o
kapreomicinas (KAP) yra ciklinis peptidas. Visi Sie antibiotikai yra injekciniai ir naudojami kaip
antros eilés vaistai atsparios TB gydymui [44]. AMK ir KAN slopina TM baltymy sinteze, veikdami
per rRNR 16S subvienetg. Mutacijos 16s rRNR susijusios su aukstu atsparumu KAN ir AMK. tlyA
genas TM koduoja rRNR metiltransferaze. Sio geno mutacijos taip pat gali sukelti atsparumg KAP.
KAP atsparios TM dazniausiai turi tlyA geno C1402T ir rrs geno mutacijas. Daugybinés mutacijos
rrs gene gali sukelti kryZzminj atsparuma tarp KAN ir KAP [18;26]. AMK ir KAN pasizymi nepilnu
kryZminiu atsparumu. rRNR A1401G mutacija sukelia auksto lygio atsparumg AMK ir KAN ir Zemo
lygio atsparumg KAP. G1484T mutacija susijusi su auksto lygio atsparumu AMK, KAN ir taip pat
KAP [14].

Daugiausia mutacijy, lemianciy atsparumg KAN, yra randamos rrs gene. Mutacijos eis geno
promotoriaus regione, kuris koduoja aminoglikozidy acetyltransferaze, skatina baltymy raiSkg ir

sukelia Zemo lygio atsparumg KAN [37].

21



1.5. Tuberkuliozés laboratoriné diagnostika

TB laboratoriné diagnostika yra esminis TB kontrolés ir gydymo elementas. TM sukeliamos
infekcijos nustatymas paprastai remiasi paciento ligos istorija, Klinikiniais ir radiologiniais ligos
pozymiais bei ragsc¢iai atspariy bakterijy (RAB) aptikimu paciento klinikiniuose méginiuose,
bakterijy kultiiry auginimu, naudojant skystgsias ar standzigsias mitybines terpes, ir molekuliniais
tyrimais (PGR, hibridizavimas, sekvenavimas) [11;30]. Dazniausiai naudojami TM nustatymo

metodai ir jy jvertinimas yra apibendrinti 3 lenteléje.

3 lent. TM nustatymo metodai

Metodas Privalumai Trikumai
Klinikiniai pozymiai Greita Nespecifiska
Radiologiniai tyrimai Lengvai prieinami Nespecifiski

(kompiuteriné tomografija,
rentgeninis tyrimas)

Kraujo serologiniai tyrimai Greita, nebrangu Nespecifiska ir zemas jautrumas

Mikroskopinis tyrimas Greita, nebrangu Nepakankamas specifiSkumas ir
jautrumas

Kulttiry auginimas standzioje | Aukstas specifiskumas, llgai trunka (4-10 sav.)

terpéje nebrangu

Automatizuotas kultiry Aukstas specifiSkumas Létas (2-3 sav.), brangu

auginimas skystoje terpéje
(MGIT Bactec)
Hibridizacija Greita Brangu, reikalauja specialaus
techninio pasiruo$imo, ne
visoms mikobakerijy rasims

identifikuoti
PGR Greita Brangu, reikalauja specialaus
techninio pasiruo§imo
Sekvenavimas Greita, auskinis standartas Brangu

Kritinés Igstos rentgenologinis tyrimas dazniausiai atlickamas TB atrankos, diagnostikos ir
gydymo efekto jvertinimo tikslu. Kompiuteriné plauciy tomografija yra tikslinga, kai TB butina
diferencijuoti nuo kity ligy. ISpléstiniai vizualizavimo biidai teikia platesnes galimybes nustatyti
plauciy pazeidimus, taiau Sie tyrimai yra brangls ir nerekomenduojami jprastam naudojimui.
Rentgenologiniams tyrimams triiksta specifiSkumo, gautus rentgenologinius rezultatus reikia lyginti
su mikrobiologiniais tyrimais, kadangi svarbiausias neabejotinas TB diagnostikos kriterijus yra i$

tiriamosios medziagos iSaugintos TM [30].
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1.5.1. Mikrobiologiniai tyrimai

Mikrobiologiniai tyrimai yra laikomi klasikiniais TB laboratorinés diagnostikos metodais,
kadangi yra naudojami vir§ §imto mety nuo TM atradimo. Mikroskopinis RAB tyrimas yra vienas
pigiausiy, papraséiausiy ir grei¢iausiy mikrobiologiniy TM aptikimo metody. Tiriant TM mikroskopu,
negalima atskirti ar Iastelés gyvybingos ir negyvybingos, atskirti mikobakterijy skirtingy riisiy (TM
nuo atipiniy) bei vaistams jautrias bakterijas nuo vaistams atspariy padermiy [11]. Atsizvelgiant |
santykinai nedidelj metodo jautruma (kad buty galima aptikti mikobakterijas, reikia maziausiai 10 000
bakterijy viename mililitre tiriamosios medziagos), mikroskopijos metodo pagalba iSaiSkinami
didziausig epidemiologinj pavojy keliantys TB sergantys asmenys bei vertinamas gydymo
efektyvumas. Vadovaujantis PSO rekomendacijomis, plau¢iy TB diagnozei patvirtinti pakanka vieno
teigiamo mikroskopijos rezultato [19].

Kultiiry auginimo metodai iSlieka auksiniu TB diagnostikos standartu, nes leidZia neabejotinai
identifikuoti ir jrodyti TM buvimga. Sis tyrimo metodas yra Zymiai jautresnis nei mikroskopija,
kadangi TM gali biti i$skirtos, jy koncentracijai esant nuo 10 iki 100 bakterijy viename tiriamosios
medziagos mililitre. Pasélio specifiskumas yra 100%, todél jis laikomas auksiniu diagnostikos
standartu. Pasélio metodas yra brangesnis ir sudétingesnis nei mikroskopija, reikalauja tiriamosios
medZziagos apdorojimo, atitinkamo laboratorijos pasiruo§imo (jrangos, kompetencijy), biologinés
saugos salygy, o rezultato gavimas gali uztrukti iki 8 savaiciy [17]. Laboratorijose TM auginimui
dazniausiai naudojamos selektyvinés standziosios (Levensteino—Jenseno, Middlebrook) arba
skystosios (Bactec MGIT) mitybinés terpés. Naudojant standzigsias mitybines terpes, galima jvertinti
1Saugusiy kolonijy morfologija, gausuma ir pigmentacija, skystosiose terpése kolonijy morfologijos
jvertinti nejmanoma [11;4].

M. tuberculosis auginimas skystosiose mitybinése terpése yra jautresnis ir greitesnis metodas
nei bakterijy auginimas, naudojant standzigsias terpes. Dabartiniu metu mikobakterijy kultiiry
auginimui placiausiai naudojama Bactec MGIT sistema (Becton Dickinson, JAV), kuri taip pat
naudojama atlikti jautrumo tyrimams pirmos ir antros eilés antimikobakteriniams vaistams [20].
Automatizuota Bactec MGIT sistema naudoja MGIT mikobakterijy augimo indikacinius
mégintuvélius. Sis mikobakterijy auginimo metodas yra jautresnis ir sutrumpina mikobakterijy
augimo laikg nuo 2 iki 27 dieny. Deja, naudojant $ig sistemg, mikobakterijy identifikavimas vis tiek

uzima apie 3-5 savaites [3].
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1.5.2. Molekuliniai tyrimai

TM aptikimas molekuliniais tyrimais turi daug privalumy, lyginant su jprastais
mikrobiologiniais tyrimo metodais. Pirmiausia, sutrumpé¢ja rezultaty gavimo laikas, nes néra jokiy
reikalavimy tiriamajai medziagai, mazesné méginiy kontaminacijos tikimybé, jie yra greitesni, jautriis
ir specifiski, reikalauja maZesnés biologinés saugos. Siuolaikinéje TB molekulingje diagnostikoje
placiai naudojami nukleortig§¢iy amplifikacijos (NRA) tyrimai, kuriy pagalba galima aptikti M.
tuberculosis komplekso bakterijas tiesiogiai i§ pacienty éminiy maZiau nei per dvi valandas. Siy
metody taikinys yra M. tuberculosis kompleksui specifinés rRNR ir DNR sekos. Pagrindiniai
molekuliniai tyrimo metodai TB tyrimui yra PGR, TL-PGR, DNR hibridizacija, RFLP analizé
(restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmas) ir kt. [11].

Molekulinés biologijos diagnostika grindziama bakterijy nukleoriigs¢iy iSskyrimu 1§ grynos
TM kulttiros ar tiesiogiai i§ tiriamosios medziagos (pvz., skrepliy) specifisko M. tuberculosis geno
aptikimu. Taip pat Siais metodais galima nustatyti mikobakterijy geny mutacijas, lemiancias
atsparumg vaistams nuo TB, pvz., rpoB geno mutacija lemia TM atsparumg rifampicinui, katG geno
mutacija — didelj atsparumg izoniazidui, iINnhA geno mutacija — nedidelj atsparuma izoniazidui [56].

Xpert MTB/RIF (Cepheid, JAV) tyrimas. Vienas i$ dazniausiai naudojamy molekuliniy TM
nustatymo metody yra Xpert MTB/RIF tyrimas. Xpert MTB/RIF tyrimas, tai visiskai automatizuota
nukleortig§¢iy iSskyrimo, gausinimo ir aptikimo (tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos
metodu) sistema GeneXpert® (Cepheid, JAV), kuri leidzia dar grei¢iau (iki 2 val.) aptikti ir
identifikuoti M. tuberculosis DNR bei sukéléjo atsparumg rifampicinui. Xpert MTB/RIF tyrimas gali
biti atlieckamas 1§ skrepliy (tiesiogiai i§ skrepliy arba apdoroty skrepliy sedimento) ir kity respiraciniy
éminiy, ekstrapulmoniniy éminiy (likvoro, skrandzio iSplovy, limfmazgio, audinio bioptato)
suaugusiems ir vaikams. Xpert MTB/RIF tyrimui naudojamos vienkartinés reagenty kasetés, j kuriy
sudétj jeina Vvisi reagentai, reikalingi PGR reakcijai. Kiekvienam méginiui naudojama atskira kaseté,
todél iSvengiama kryZzminio méginiy uzterSimo. M. tuberculosis komplekso ir rpoB geno mutacijy
aptikimui naudojamos specialios sekos, kurios yra pazymeétos skirtingais fluorochromais, kuriy
pagalba jvertinamas reakcijoje pagausinamo produkto kiekis kiekviename konkre¢iame cikl. Visi
tyrimo etapai yra automatizuoti, o rezultatai pateikiami per 2 valandas [25;15].

Vienas svarbiausiy $io tyrimo privalumy yra didelis jautrumas ir specifiSkumas
respiraciniuose éminiuose. Xpert MTB/RIF tyrimo jautrumas siekia iki 90-99%, tiriant méginius,

kuriy mikroskopijos rezultatai yra teigiami. Tiriant meéginius, kuriy mikroskopijos tyrimas yra
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neigiamas, jautrumas sumaze¢ja iki 66-74%. Nepaisant sumazéjusio jautrumo, Sie tyrimai yra
rekomenduojami pacientams, kuriems jtariama TB [7].

Xpert MTB/RIF tyrimas yra brangesnis nei jprasti TB laboratorinés diagnostikos metodai, bet
yra lengvai atlickamas, reikalauja minimaliy biologinés saugos salygy, personalo apmokymo, tod¢l jj
gali atlikti tieck TB laboratorijos, tieck TB mikroskopijos centrai. Taiau jis negali pakeisti
mikroskopijos, pasélio ir jautrumo vaistams tyrimy, kurie yra bitini gydymo efektyvumui vertinti ir
atsparumui kitiems vaistams nuo TB nustatyti [39].

Atvirkstinés hibridizacijos su specifiniais Zymenimis tyrimai. Siais molekulinés
diagnostikos tyrimais iSskiriama sukéléjo DNR 1§ TM kultiiros arba tiesiai i§ mikroskopiSkai
teigiamos tiriamosios medziagos. Tyrimai leidzia iSskirti M. tuberculosis kompleksa bei geny
mutacijas, lemiancias atsparumg vaistams. Pagrindinis $iy metody privalumas yra greitas (iki 48 val.)
atsparumo rifampicinui ir izoniazidui nustatymas [11].

Vis délto, LPA (angl. line-probe assays) negali pakeisti tradicinio pasélio ir jautrumo vaistams
tyrimy. Tiriant atsparumg izoniazidui, LPA tyrimo jautrumas yra mazesnis (vidutiniskai 85 proc.) nei
pasélio. Vadovaujantis PSO rekomendacijomis, LPA sitiloma naudoti tik skrepliy éminiuose, kuriuose
mikroskopuojant aptikta RAB ar pasélyje iSaugo TM. LPA tyrimas gali biti atliekamas TB
laboratorijose, kuriose yra atitinkamai jrengtos molekulinei diagnostikai skirtos patalpos [17].

Si technologija paremta DNR zondy hibridizacija. Naudojama nitroceliuliozés membrana, ant
kurios linijiSkai padengti mikobakterijy risiai specifiniai zondai. Bakterijy kulttiros yra suardomos, o
iSlaisvinta DNR hibridizuojasi su zondu. Ant membranos susidaro specifinés juostelés. Pagal
susidariusias juosteles galima nustatyti mikobakterijy risj. Zondai hibridizuojasi su DNR, kurioje yra
nukleotidy pakitimai 16s ir/arba 23S rRNR regionuose. Siuo metodu galima aptikti M. tuberculosis
komplekso riisis. Metodo jautrumas ir specifiSkumas yra apie 90%, o rezultatai yra gaunami po 4-6
valandy. Metodo trikumas — kryZminis reaktyvumas tarp mikobakterijy rusiy. Todél Sio testo
rezultatai turéty buiti derinami su mikobakterijy fenotipinémis savybémis [7].

Kiti panasis testai, kuriais galima aptikti M. tuberculosis atsparumg vaistams — GenoType
MTBDRsl (Hain Lifescience GmbH, Germany) ir GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH,
Germany). GenoType MTBDRsI metodu yra aptinkamos mutacijos gyrA, rrs ir embB genuose. Sios
mutacijos siejamos su M. tuberculosis bakterijy atsparumy FQ, antros eilés vaistams — KAP, AMK ir
KAP, ir taip pat pirmos eilés vaitui EMB [48] GenoType MTBDRplus metodas skirtas identifikuoti
M. tuberculosis komplekso bakterijas ir nustatyti jy atsparumg rifampicinui ir/arba izoniazidui.
[19;38]
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Gauty rezultaty patvirtinimui rekomenduojama atlikti daugiau mikroskopijos ir NRA tyrimy.
Siy testy rezultatai turi biiti derinami su kultiiry auginimo metodu. NRA testai negali atskirti gyvy
bakterijy nuo negyvybingy, todél Sie metodai negali buti naudojami stebéti ligos eiga, jos atsakg ]
gydyma. Ligy kontrolés ir prevencijos centras rekomenduoja atlikti bent po vieng NAR testa
pacientams, kuriems jtariama plauciy tuberkuliozé [7].

Lietuvoje greiti molekuliniai genotipo nustatymo tyrimai buvo pradéti naudoti 2009 m., pagal
nacionaling TB programa, siekiant kovoti su didéjanéiu DVA TB sergamumu. Siuo metu yra galimybé
visy TB serganciy pacienty, gyvenanciy Lietuvoje, éminius tirti Xpert MTB/RIF tyrimo metodu [39].

Vis délto, molekuliniai diagnostikos metodai nepakeicia klasikiniy mikroskopijos, kulttiry
auginimo ir fenotipiniy jautrumo vaistams nuo TB tyrimo metody, nes galimi klaidingai teigiami ir

neigiami rezultatai [11].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimo medziaga

Tyrimas buvo atliekamas 2016-2017 metais Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje (P. Sirvio g. 5) ir Mikrobiologijos
laboratorijoje (Santariskiy g. 2). Tyrimui naudotos Lictuvos pacienty, serganciy plauc¢iy TB, M.
tuberculosis padermés, iSaugintos Tuberkuliozés tyrimy laboratorijoje i$ pacienty skrepliy éminiy. I8
Viso buvo istirtos 66 M. tuberculosis padermés. Joms atlikti fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimai ir
genominés DNR iSskyrimas. Molekulinés diagnostikos laboratorijoje atlikta TL-PGR su nauju DAV
ir YVA TB diagnostikai skirtu Anyplex ™ II MTB/XDR rinkiniu (Seegene, Piety Koréja).

2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. M. tuberculosis jautrumo vaistams nustatymas fenopiniu metodu Bactec MGIT
960 sistema

Fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimai atlikti VS] VULSK TTL darbuotojy pagal
laboratorijoje patvirtintg protokola. Tyrimui naudota Bactec MGIT 960 automatizuota mikobakterijy
auginimo sistema. Skrepliy méginiai buvo s¢jami mégintuvélius su skysta Bactec MGIT terpe su
papildais, mégintuvéliai jstatomi j aparatg ir inkubuojami 37° C temperatiiroje. MGIT mégintuvélio
dugne esanciame silikone jtvirtintas fluorescuojantis junginys, kurio fluorescencija slopina deguonis.
Augant bakterijoms mégintuvélyje naudojamas deguonis ir pakei¢iamas COz. ISeikvojus laisva
deguonj, fluorochromas nebeslopinamas, d¢l to MGIT mégintuvélyje, kuriame vyksta mikobakterijy

augimas, jvyksta fluorescencija, kurig fiksuoja prietaisas (8 pav.).
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8 pav. Bactec MGIT (Becton Dickinson, JAV) automatizuota mikobakterijy auginimo sistema,

naudojanti MGIT mégintuvélius su skysta mitybine terpe [41]

Is Bactec MGIT 960 sistemoje teigiamy mégintuvéliy buvo nustatomas jautrumas pirmos ir
antros eilés antimikobakteriniams vaistams (STR, RIF, INH, EMB, OFL, AMK, KAN ir KAP):

TM jautrumo vaistams tyrimai buvo atlikti Bactec MGIT 960 sistema. | MGIT terpe idéjus
atitinkamos koncentracijos vaisto nuo TB, M. tuberculosis padermiy augimas slopinamas, dél to
sunaudojama mazai deguonies, o junginio fluorescencija slopinama. Jei M. tuberculosis padermés
atsparios vaistui nuo TB, jy augimas neslopinamas, sunaudojamas deguonis ir matuojamas
fluorescencijos didéjimas. Gauti rezultatai vertinami kokybiskai: instrumentas interpretuoja rezultatus
tuo metu, kai augimo lygmuo (angl. GU - growth unit) kontroliniame MGIT terpés mégintuvélyje
pasiekia 400 (per 4-13 dieny).

2.2.2. Genominés DNR is$skyrimas i§ M. tuberculosis kulttry kolonéliy metodu

Genominés DNR i$skyrimas buvo atlickamas i§ grynoje kultiiroje iSauginty M. tuberculosis
padermiy, naudojant “Ribospin™ vRD” (Seegene, Koréja, Kat. Nr.322-150) DNR i$skyrimo rinkinj

(9 pav.). Rinkinio sudétis pavaizduota 4 lenteléje.
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4 lentelé. “Ribospin™ _vRD” rinkinio sudétis

Reagentai ir priemonés Kiekis
VL buferis 30 ml
RB1 buferis 40 ml
RBW buferis 30 ml
RNW buferis 30 ml
Vanduo be nukleaziy 15 mi
1,5 ml mikrocentrifuginiai mégintuvéliai 50 vnt.
2 ml surinkimo mégintuvéliai 50 vnt.
I8skyrimo kolonélés 50 vnt.

2.2.2.1 Laboratoriné jranga ir priemonés

Biologinés saugos spinta su HEPA filtru;
Laboratoriné centrifuga;
Stkurinis maiSytuvas;
Automatinés 10 - 100 pl pipetés;
Vienkartiniai automatiniy pipeciy antgaliai su filtrais;
Meégintuveliai 1,5 ml,
Laikmatis;
Vienkartinés pirStines;

3M respiratoriai su HEPA filtru;

© © N o g B~ w DR

[EEN
o

. Vienkartiné laboratoriné apranga (chalatai ir kepuraités).

2.2.2.2 DNR isskyrimo darbo eiga

1) 11,5 ml mégintuvélj perkeliamos 2-3 kilpelés M. tuberculosis grynos kultiros.

2) Pridedama 500 pl VL buferio. Uzdarius dangtelj, mégintuvélis supurtomas.

3) Lizatas inkubuojamas 10 min kambario temperatiiroje. Po to trumpai centrifuguojama (30 s).
4) Pridedama 700 pl RB1 buferio ir gerai iSmaiSoma, pavartant ar purtant.

5) 750 pl méginio perkeliama ant centrifugavimo kolonélés.

6) Centrifuguojama 10000xg 30 s kambario temperatiiroje. Filtratas pasalinamas i§ mégintuvélio,

nuémus centrifugavimo kolonéle.
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7) Ant kolonélés pridedama 500 pl RBW buferio.

8) Centrifuguojama 10000xg 30 s kambario temperatiiroje. Filtratas pasalinamas i$ mégintuvélio,
nuémus centrifugavimo kolon¢lg.

9) Ant kolonélés pridedama 500 pl RNW buferio Centrifuguojama 10000xg 30 s kambario
temperatiiroje.

10) Papildomai centrifuguojama 10000 x g 1 minute¢ kambario temperatiiroje tam, kad bty
pasalintas likgs plovimo buferis. Kolonéle perkeliama i nauja 1,5 ml mikrocentrifugavimo
mégintuveélj.

11) ] kolonélés membranos centrg pridedama 30-50 pul vandens be nukleaziy, LeidZiama pastovéti
1 min.

12) Centrifuguojama 10000 x g 1 minut¢ kambario temperatiiroje. ISgryninta DNR laikoma 4° C
temperattroje, jei i§ karto atlickamas tyrimas. Jeigu PGR tyrimas atlickamas véliau, DNR

uzSaldoma ir laikoma —20° C temperatiiroje.

1. Méginio lizavimas I
? 4. DNR plovimas

—

2. Méginio maisymas

su buferiu l 5. DNR eliucija

-_‘

3. DMR suriSimas g. I3skirta genominé DMR

@w

9 pav. DNR isskyrimo “Ribospin™ vRD” (Seegene, Piety Koréja) rinkiniu principas

2.2.3. Mutacijy, lemianciy genetinj atsparumg antros eilés vaistams nustatymas TL-
PGR metodu

Darbui naudotas Anyplex ™ II MTB/XDR rinkinys (Seegene, Koré¢ja, Kat. Nr.TB7302Y),
kurio sudétis nurodyta 5 lenteléje. Tai kokybinis in vitro diagnostinis tyrimas, skirtas nustatyti M.

tuberculosis ir sukéléjo atsparuma antros eilés antimikobakteriniams vaistams skrepliy, bakterijy
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kultdiry, $vieziy audiniy ar bronchy nuoplovy méginiuose. Siuo rinkiniu galima aptikti 7 mutacijas

gyrA gene, lemiancias atsparuma fluorchinolonams ir 6 mutacijas rrs gene ir eis geno promotoriaus

regione, lemiancias atsparumg antros eilés injekciniams vaistams. Metodas pagrjstas daugkartine TL-

PGR, kurios metu atlickama taikiniy amplifikacija ir aptinkamos Sios M. tuberculosis sekos

(taikiniai): 7 atsparumg fluorchinolonams sukelian¢ios mutacijos gyrA gene (A90V(GTG),
S91P(CCG), D94A(GCC), D94G(GGC), D94H(CAC), DI9AN(AAC), DI4Y(TAC)] ir 6 atsparumag
antros eilés injekciniams vaistams sukelian¢ios mutacijos - rrs 1401(G), 1402(T), 1484(T), eis
promotoriuje -37(T), -14(T), -10(A)] bei vidiné kontrolé [1].

5 lentelé. Anyplex ™ II MTB/XDR rinkinio sudétis

Pradmenys | 4X MTB/XDR 250 ul | TOCE oligonukleotidy misinys (TOM)

TOM - Reagentas MTB ir XDR-TB amplifikacijai
Premix 4X Anyplex PGR 250 pl - DNR polimerazé

misinys (su UDG) - Uracil - DNR - glikozidazé (UDG)

- Buferis su dNTPs
Teigiama MTB/DR PC 100 pl - Maisyti klonai su visais teigiamais taikiniais ir
kontrolé vidine kontrole
Kontrol¢e — | MTB/DR WTC 100 pl | Laukinio tipo kontrolé
WTC - Sumai$yti visi MTB laukinio tipo klonai
Vanduo Vanduo be Rnaziy | 1000
pl

DNR/ES DNR isskyrimo 10 ml - Reagentai bakterijy DNR i$skyrimui

tirpalas

2.2.3.1 Méginiy paruosimas TL-PGR ir reakcijos vykdymas

1. Visi reagentai, skirti TL-PGR reakcijai ir DNR méginiai iSimami i$ Saldiklio ir atSildomi iki

kambario temperattiros, supurtomi ir trumpai nucentrifuguojami.

2. TL-PGR reakcijos miSiniui reikalingy komponenty kiekis apskai¢iuojamas, atsizvelgiantj

visy tirlamyjy DNR méginiy ir kontroliy skai¢iy. TL-PGR reakcijos misinio komponenty

Kiekiai vienam méginiui istirti nurodyti 6 lenteléje.

3. TL-PGR reakcijos miSinys ruoSiamas steriliomis saglygomis, prie$ pradedant darba, laminariné

spinta apSvitinama UV $§viesa, o darbo vieta iSvaloma etanoliu. Reakcijos miSinys ruoSiamas

steriliame 1,5 ml mégintuvélyje.
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4. Paruostas PGR miSinys iSpilstomas po 15 pl § PGR mégintuvélius.

5. [Tkiekvieng mégintuvélj jpilama po 5 ul tiriamos DNR. Bendras reakcijos tiiris - 20 pl.

6. Neigiamai kontrolé paruosiama j PGR mégintuvélj ipylus 15 pl PGR miSinio ir pridéjus 5 pl
vandens be RNaziy.

7. Teigiamai kontrolei naudojama 5 pul MTB/DR PG (PC).

6 lentelé. TL-PGR miSinio komponenty kiekiai vienam méginiui

Medziagos Reagentas
tliris vienam

méginiui, ul

5ul 4 x MTB/XDR TOM
5ul 4X Anyplex PCR Master Mix (su UDG)
S5ul Vanduo be RNaziy

Bnedras taris: | Viso PGR miSinio

15 pul

8. Laukinio tipo kontrolei naudojama 5 pl MTB/DR WTC.

9. Laukinio tipo kontrolé atlickama kiekvieno bandymo metu, nezinomi vaistams atsparts
méginiai analizuojami, remiantis laukinio tipo kontrole.

10. Mégintuvéliai dedami j TL-PGR amplifikatoriy CFX96 (Bio-Rad, JAV), kur vykdoma

reakcija 7 lenteléje nurodytomis sglygomis:

7 lentele. TL-PGR vykdymo salygos

Zingsniai Cikly skai¢ius Temperatiira Trukmé
1 1 95°C 15 min
2 95°C 30 sec
3 50 60°C 1 min
4 72°C 30 sec
5 1 55°C 30 sec
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TL-PGR reakcijai naudojami dvigubi pradmeny oligonukletidai (DPO), kurie slopina
nespecifiniy PGR produkty susidarymg. DPO sudaryti i§ dviejy pradmeny sriciy (5° galo
stabilizatoriaus ir 3° galo pradmens). Sie pradmenys yra susijunge polydeoksinozino tilteliu. Sios
skirtingos pradmeny sritys pasizymi skirtinga lydymosi temperattira. 5° galo pradmuo ilgesnis ir jo
lydymosi temperatiira yra aukStesné nei 3¢ galo pradmens. 5¢ galo pradmuo veikia kaip stabilizatorius,
kuris prisijungia pirmiau nei 3° galo pradmuo. Jei 3° galo pradmuo neprisijungia dél
komplementarumo tritkumo, taikinio DNR sekos pagausinimas nevyksta. Pasibaigus reakcijai, gauti
duomenys buvo analizuojami Seegene Viewer programa, kuri automatiSkai parodo, kuriuose

méginiuose ir Kokios mutacijos yra aptiktos (10 pav.).
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10 pav. TL-PGR rezultaty analizé Seegene Viewer programa

Anyplex ™ II MTB/XDR rinkinys (Seegene, Kor¢ja, Kat. Nr.TB7302Y) nustato atsparuma
vaistams pagal lydymaosi kreives tik tada, kai yra aptinkamos mutacijos. Kai mutacijos neaptinkamos,
sekos nustatomos kaip laukinio tipo. TL-PGR reakcijos metu yra nustatoma M. tuberculosis (MTB
lydimosi kreivé), atsparumas antros eilés injekciniams vaistams ir atsparumas FQ. Kiekvienos
reakcijos metu taip pat atliekama ir vidiné kontrolé (IC). Sis metodas neatskiria atsparumo tarp KAN,
AMK ir CAP. Taciau galima aptikti tris lydymosi kreives. Pirma kreivé (Inj. Drug-R1), kuri turi

maziausig lydymosi temperatiirg, parodo mutacijy buvimg eis promotoriuje. Antra lydymosi kreivé
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(Inj. Drug-R2) rodo rrs A1401G ir/arba G1484T mutacijas. Tre¢ia kreivé (Inj. Drug-R3), turinti
auksciausig lydymosi kreive rodo rrs C1402T mutacijy buvimag (8 lent.),(11 pav.).

8 lentelé. Anyplex ™ II MTB/XDR rinkiniu nustatomos mutacijos

Lydymosi kreivés Mutacijos lokalizacija Interpretacija
FQ-R gyrA (-37(T), -14(T), -10(A) | Atsparumas fluorchinolonams
Inj. Drug-R1 eis promotoriuje Atsparumas aminoglikozidams
Inj. Drug-R2 rrs A1401G irfarba G1484T | AMK, KAN)
Inj. Drug-R3 rrs C1402T Atsparumas  cikliniam  peptidui
(KAP).
Inj. Drug-R2
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11 pav. Pavyzdys amplifikacijos kreiviy M.tuberculosis bakterijy, kurios atsparios FQ-R ir

antros eilés injekciniams vaistams. Aptiktos gyrA ir rrs mutacijos
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2.3 Statistiné analizé
Tikro laiko PGR metodo jautrumas, specifiSkumas, neigima ir teigiama prognostiné verte,

fenotipinio Bactec MGIT ir TL-PGR metody patikimumas apskaiciuoti naudojant Koheno kapos
mata, arba Kappa koeficientg (angl. Cohen’s kappa) su IMB SPSS Statistic 19 programy paketu.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. TM jautrumo antraeiliams antimikobakteriniams vaistams nustatymo fenotipiniu

metodu Bactec MGIT 960 sistema ir TL-PGR metodu palyginimas ir analizé

Tyrimo metu buvo iStirtos 66 Mycobacterium tuberculosis padermés, kurioms atlikti
MGIT 960 sistema ir TL-PGR metodu, naudojant Anyplex Il MTB/XDR rinkinj. 66 M. tuberculosis
padermés buvo isskirtos i§ Lietuvos pacienty, serganciy plauciy TB skrepliy méginiy. Kontrolei
naudota viena kontroliné M. tuberculosis Hs7Rv padermé, kuri yra jautri visiems vaistams.

Fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimai atlikti 66 méginiams. Nustatytas jautrumas ir
atsparumas Siems antros eilés antimikobakteriniams vaistams: ofloksacinui (OFL), amikacinui
(AMK), kanamicinui (KAN) ir kapreomicinui (KAP). Gauti tyrimy rezultatai pateikti 9 lenteléje.

Didzioji dalis tirty méginiy, tai yra 32 (47,8 %), buvo fenotipiskai atspariis, o 34 (52%)
nustatyti kaip jautris OFL. Atsparumas AMK ir KAN buvo nustatytas 12 (17,9 %) ir 26 (38,8 %)
méginiuose (atitinkamai). 54 (82 %) méginiai buvo jautris AMK, o 40 (61 %) - KAN. Dél riboty
techniniy galimybiy fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimai KAP buvo atlikti tik 38 méginiams, i$
kuriy tik 5 (13,2 %) buvo atspartis, o 33 (86,8 %) buvo jautris KAP. Apibendrinant, 27 (41%)
méginiai buvo nustatyti kaip jautris visiems tirtiems antimikobakteriniams vaistams, 0 39 (59%)

nustatyti kaip atspariis bent vienam antros eilés antituberkulioziniam vaistui.

9 lentele. Bactec MGIT 960 sistema atlikty fenotipiniy jautrumo vaistams tyrimy rezultatai

Jautrumo Antros eilés antimikobakteriniai vaistai Bendras jautriy ir

vaistams tyrimo OFL AMK KAN KAP atspariy Rgdermiq
rezultatas skaiCius
Jautru (%) 34 (52%) 54 (82 %) 40 (61%) 33 (86,8 %) 27 (41%)
Atsparu (%) 32 (48 %) 12 (18 %) 26 (39 %) 5 (13,2 %) 39 (59%)
I$ viso: 66 (100 %) 66 (100 %) 66 (100%) 38 (100 %) 66(100%)

[$tyrus méginius molekuliniu TL-PGR metodu, buvo nustatytas atsparumas antros kartos
antituberkulioziniams vaistams, kurj salygojo tam tikros geny mutacijos. I§ 66 tirty méginiy, 22 (33,3
%) méginiai nustatyti kaip jautrs, o 44 (66,7%) buvo nustatyti kaip atspariis bent vienam antros eilés

antimikobakteriniam vaistui (10 lent.). 31 (46,3%) i§ 66 méginiy buvo atspartis fluorchinolonams
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(OFL), 0 35 (53,7%) nustatyti kaip jautrGis. Aminoglikozidams (AMK, KAN) buvo atspariis 35
(52,2%) méginiai, 31 (47,8%) méginiai buvo jautriis. Cikliniam peptidui (KAP) atspariy

mikobakterijy nustatyta nebuvo.

10 lentelé. TL-PGR metodu nustatyti atsparumo antros eilés anitimikobakteriniams vaistams tyrimy
rezultatai

Jautrumo TL-PGR metodas Bendras jautriy ir
vaistams tyrimo | Fluorchinolonai | Aminoglikozidai | Cikliniai peptidai | atspariy padermiy
rezultatai (OFL) (AMK, KAN) (KAP) skaiius
Jautru (%) 35 (53,7%) 31 (47,8%) 66(100 %) 22 (34,3 %)
Atsparu (%) 31 (46,3%) 35 (52,2%) 0 (0%) 44 (65,7%)
I$ viso: 66 (100 %) 66 (100 %) 66 (100 %) 66 (100 %)

Siekiant nustatyti TL-PGR tyrimo metodo patikimuma, lyginant su fenotipiniu ,,auksiniu
standartu‘ latkomu Bactec MGIT metodu, visiems tiriamiems vaistams buvo nustatyti tikrai teigiami,
tikrai neigiami, klaidingai teigiami ir klaidingai neigiami tyrimy rezultatai. Miisy tyrime metodo
jautrumas parodé, kokia yra galimybé nustatyti vaistams atsparias padermes, kai jos i§ tikryjy
atsparios, t. y. tikrai teigiamus rezultatus. Metodo specifiSkumas parodé¢, kokia yra galimybé nustatyti
jautrias vaistams M. tuberculosis padermes, kai jos i§ tikryjy yra jautrios vaistams nuo TB, t. y.
teisingai neigiamy rezultaty dalis i§ rezultaty visumos.

11 lentel¢je pateikiami atsparumo ir jautrumo OFL tyrimy rezultatai. Kaip matyti pateiktoje
lenteléje, 26 (39%) méginiai buvo tikrai teigiami (atsparts OFL), 29 (44,8%) — tikrai neigiami (jautris
OFL), 5 (7,5%) méginiai - klaidingai teigiami (fenotipiskai jautriis OFL, bet atspartis OFL pagal TL-
PGR) ir 6 (10%) - klaidingai neigiami méginiai (fenotipiskai atspartis OFL, bet jautriis OFL pagal TL-
PGR).

11 lentelé. Jautrumo ir atsparumo OFL nustatymas TL-PGR ir fenotipiniu metodais

Bactec MGIT
OFL
Atsparu Jautru
Atsparu 26 (39%) 5 (7,5%)
TL-PGR OFL Jautru 6 (10%) 29 (44,8%)
Viso: 32 (47,8 %) 34 (52,20%)
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12 lenteléje pateikiami fenotipiniu ir TL-PGR metodais nustatyti jautrumo ir atsparumo
aminoglikozidams (AMK, KAN) tyrimy rezultatai, tikrai teigiami, tikrai neigiami, klaidingai teigiami
ir klaidingai neigiami tyrimy rezultatai. Kaip matyti 12 lenteléje, 22 (33%) méginiai buvo tikrai
teigiami (atspriis AMK, KAN), 26 (40%) - tikrai neigiami (jautris AMK, KAN), 5 (8%) - klaidingai
neigiami (fenotipiSkai atsparts aminoglikozidams, bet jautriis pagal TL-PGR) ir 13 (40%) - klaidingai

teigiami (fenotipiskai jautriis aminoglikozidams, bet atsparts pagal TL-PGR).

12 lentelé. Jautrumo ir atsparumo aminoglikozidams (AMK, KAN) nustatymas TL-PGR ir fenotipiniu

metodais
Bactec MGIT
Aminoglikozidai (AMK, KAN)
Atsparu Jautru
Atsparu 22 (33%) 13 (19%)
TL-PGR Jautru 5 (8%) 26 (40%)
Viso: 27 (40%) 39 (60%)

TL-PGR metodo jautrumas ir specifiSkumas bei teigiama ir neigiama prognostin€s vertes,
nustatant jaurumga ir atsparumg FQ ir aminoglikozidams (AMK, KAN) (13 lent.), buvo lyginti su
“auksiniu standartu” laikomu fenotipiniu Bactec MGIT metodu, kurio specifiskumas siekia 100%.

Siekiant palyginti $iy metody rezultaty sutapimg, nustatant FQ ir aminoglikozidams (AMK,
KAN) atsparius ir jautrius méginius, buvo apskaiciuotas Koheno kapos matas, arba Kappa
koeficientas (angl. Cohen’s kappa). Koheno kapa gali biti nuo 0 iki 1. Kapai artéjant prie 0, metody
rezultaty sutapimas mazéja. Kuo Kappa koeficientas didesnis, tuo didesnis metody rezultaty
sutapimas. Jei Kappa yra 0,40-0,59, tai sutapimas vidutinis, jei 0,60-0,74 — sutapimas didelis, o jei
daugiau nei 0,74 - labai didelis.
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13 lentele. TL-PGR metodo jautrumo, specifiSkumo, teigiamos ir neigiamos prognostiniy verciy

fluorchinolonams ir aminoglikozidams jvertinimas

Metodas Fluorochinolonai (FQ)
Jautrumas, % | Specifiskumas, % TPV* NPV/* 'f(f‘)z']i’a
81 % 86 % 84 % 83% | 0,67
Molekulinis TL- Aminoglikozidai (AMK, KAN)
PGR
Jautrumas, % | Specifiskumas, % TPV* NPV* T(ZZ?a
81 % 67 % 63 % 84% | 047

*TPV — teigiama prognostiné verté; *NPV — neigiama prognostiné verte

TL-PGR metodo jautrumas, specifiSkumas, teigiama ir neigiama prognostinés vertes,
nustatant jaurumg ir atsparuma kapreomicinui (KAP) apskai¢iuoti nebuvo dél per mazos tiriamy
méginiy imties (dél riboty galimybiy fenotipiniai jautrumo vaistams tyrimai nebuvo atlikti).

Apibendrinant tyrimo rezultatus matyti, kad molekulinio TL-PGR metodo jautrumas ir
specifiskumas fluorchinolonams ir aminoglikozidams skiriasi. Metodas yra pakankamai jautrus
abiems vaisty grupéms, taciau specifiSkumas zymiai skiriasi tarp fluorchinolony ir aminoglikozidy.
Molekulinis tyrimo metodas yra daugiau specifiskesnis, tiriant atsparuma fluorchinolonams, taciau
Zymiai maziau specifiSkas aminoglikozidams. Mokslinéje literatroje pateikiami duomenys svyruoja
jvairiuose intervaluose, pavyzdziui, Molina-Moya ir kt. (2015) tyrime TL-PGR specifiSkumas vyravo
nuo 67% iki 82,7%, o jautrumas nuo 92,3% iki 100%.

3.2. Geny mutacijy, saglygojanéiy atsparuma antros eilés antimikobakteriniams
vaistams analizé

Vienas pagrindiniy TL-PGR metodo pranaSumy buvo galimyb¢ aptikti geny mutacijas, kurios
lemia atsparumg antraeiliams antimikobakteriniams vaistams. Tyrimo metu buvo tirtos gyrA geno
mutacijos, kurios lemia atsparumg FQ, taip pat rrs geno (A1401G, C1402T, G1484T) ir eis geno
promotoriaus mutacijos (-37(T), -14(T), -10(A)), lemiancios atsparumg injekciniams antibiotikams —
aminoglikozidams (AMK, KAN) ir cikliniam peptidui (KAP).

Istyrus 66 M. tuberculosis padermes TL-PGR metodu, viso 31 (46%) méginyje buvo aptiktos

gyrA geno mutacijos (14 lent.). 26 (39%) méginiai, kuriuose buvo rastos gyrA mutacijos, buvo
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fenotipiskai atspartis OFL, taciau 5 (7%) méginiai, fenotipiskai jautriis OFL, taip pat turéjo gyrA geno
mutacijas. 29 fenotipiskai jautriy OFL méginiy gyrA geno mutacijy netur¢jo. 6 (10%) méginiams,

kurie buvo fenotipiskai atspariis OFL, gyrA geno mutacijy nustatyta nebuvo.

14 lentelé. RySys tarp fenotipiniu metodu nustatyto jautrumo ir atsparumo FQ ir aptikty gyrA geno
mutacijy

C Aptiktos gyrA geno gyrA geno mutacijos
Fe?g;ﬁ;gt';;)égmo mutacijos neaptiktos IS viso:
(méginiy sk.) (méginiy sk.)
Jautru 5 (7 %) 29 (44 %) 34 (52 %)
Atsparu 26 (39 %) 6 (9 %) 32 (48 %)
I$ viso: 31(46 %) 35 (53%) 66 (100 %)

I§ pateikty duomeny matyti, kad dazniausiai atsparumg FQ lemia gyrA geno mutacijos (26
(39%)). Sie rezultatai sutampa su kity autoriy pateiktais rezultatais. Yuan X. ir kt. (2012) teigia, kad
fenotipinj atsparumg labiausiai lemia gyrA geno mutacijos. Taciau nustatyta, kad atsparuma FQ gali
lemti ir gyrB geno mutacijos. I§ autoriaus tirty 97 M. tuberculosis padermiy, 82,1% FQ atspariy
mikobakterijy padermiy buvo nustatytos gyrA geno mutacijos. Tik 5,1 % izoliaty buvo nustatytos
mutacijos gyrB gene. Yuan X. ir kt. teigia, kad gyrB geno mutacijos yra maziau paplitusios nei gyrA
geno mutacijos [24]. Savo tyrime, gyrB geno mutacijy nustatyti negaléjome dél rinkinyje naudoto
fiksuoto geny-taikiniy skaiciaus.

Idomu tai, kad misy tyrime 6 (10%) méginiams, kuriems buvo nustatytas fenotipinis
atsparumas OFL, gyrA geno mutacijos nebuvo rastos. Kumari R. ir bendraautoriy (2017) atlikti
tyrimai parodé, kad OFL atsparios padermés ne visada turi gyrA geno mutacijas. Autoriai teigia, kad
atsparumg FQ gali salygoti gyrB geno mutacijos arba mutacijos, esancios kituose gyrA geno
kodonuose [28]. Sie miisy tyrimo duomenys parodo, kad molekuliniu metodu neaptikus mutacijy dar
negalima teigti, kad tiriama bakterijy padermé yra jautri vaistui, kadangi dalis TM padermiy gyrA
geno mutacijy gali ir neturéti. D¢l Sios priezasties fenotipinis metodas yra patikimesnis.

Molina-Moya ir kt. (2015) autoriy duomenimis, egzistuoja papildomi mechanizmai,
lemiantys pacios bakterijos apsisaugojimg nuo poveikio FQ. Atsparuma FQ gali lemti sumazéjgs
bakterijy sienelés pralaidumas vaistams, padidéjusi lgstelés sienelés iSmetimo siurbliy veikla, vaisty

sulaikymas, izoliavimas ar jy neutralizavimas [34].
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Remiantis mokslinéje literatiiroje pateiktais duomenimis, nustatytas rySys tarp gyrA geno
mutacijy ir skirtingo atsparumo lygio FQ. Kambli ir kt. (2015) savo tyrime parodé, kad tam tikry gyrA
geno kodony mutacijos gali koreliuoti su skirtingomis maziausiomis slopinanéiomis vaisto
koncentracijomis, kurios gali lemti Zemo, vidutinio ir auksto lygio atsparuma FQ [29; 27]. Sie
duomenys 18 dalies gali paaiskinti, kodél misy tyrime buvo gauti 5 (7%) méginiai, fenotipiskai jautriis
OFL, taciau juose buvo aptiktos gyrA geno mutacijos. Gali biiti, kad miisy nustatytos gyrA geno
mutacijos 1émé zemo lygio atsparumg FQ, kurio nebuvo jmanoma nustatyti Bactec MGIT metodu.

Vienas i§ miisy naudoto molekulinio metodo apribojimy buvo tai, kad Anyplex Il MTB/XDR
rinkiniu techniS§kai nebuvo jmanoma nustatyti tikslias mutacijas, t. y., rrs geno mutacijos
Al1401G/G1484T buvo nustatomos Kartu, taip pat ir eis geno promotoriaus mutacijos (-37(T), -14(T),
-10(A)). Tai reiskia, kad nustac¢ius bent vieng mutacija, suminé rezultato iSraiska buvo ,,atsparu®, nors,
galbiit, mutacijy kituose kodonuose ir nebuvo.

Istyrus 66 M. tuberculosis padermes TL-PGR metodu, 29 (44%) méginiuose buvo aptiktos eis
geno promotoriaus mutacijos: 17 (26%) méginiy, kurie buvo fenotipiskai atspariis aminoglikozidams
(AMK, KAN) ir 12 (18%) meginiy, kurie buvo jautruis AMK ir KAN (15 lent.). 27 (41%) méginiai,
kurie buvo jautriis aminoglikozidams, mutacijy neturéjo. 10 (15%) tirty mikobakterijy padermuy,
kurios buvo fenotipiskai atsparios aminoglikozidams, eiS geno promotoriaus mutacijy nustatyta

nebuvo.

15 lentelé. RySys tarp fenotipiniu metodu nustatyto jautrumo ir atsparumo aminoglikozidams (AMK,
KAN) ir aptikty eis geno promotoriaus mutacijy

Fenotipinis tyrimo . .
. . . Neaptiktos eis geno
. rezu_ltatqs Aptiktos €1s geno prqmotonus promotorius mutacijos | IS viso:
aminoglikozidams mutacijos(méginiy sk.) .
(AMK, KAN) (méginiy sk.)
Jautru 12 (18%) 27 (41%) 39 (59%)
Atsparu 17 (26%) 10 (15%) 27 (41%)
I$ viso 29 (44%) 37 (56%) 66(100%)

Mokslinéje literatiiroje skelbtuose tyrimuose nurodoma, kad néra aiSku kuri eis promotoriaus
mutacija susijusi su atsparumu KAN ir/arba AMK. Manoma, kad mutacijos eis geno promotoriuje
néra susijusios su atsparumu KAP. Georghiou ir kt. parodé, kad G-10A ir C-14T mutacijos eis

promotoriaus regione susijusios su atsparumu KAN. Taip pat kity mokslininky tyrimuose G-10A ir
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C-12T mutacijos daznai buvo aptinkamos bakterijose, kurios atsparios KAN. Taciau iki galo néra
aiSku ar C-14T mutacija susijusi su atsparumu KAN. Manoma, kad C-14T mutacija specifiskai
susijusi su atsparumu AMK. Taip pat Sios mutacijos gali lemti zemo lygio atsparuma
aminoglikozidams [34]. Sawajassatakul A. ir kt. (2014) nustaté kitas eis promotoriaus mutacijas,
kurios gali biti susijusios su auksto lygio atsparumu KAN ir Zemo lygio atsparumu AMK (G-6T, G-
10A, C-12T, A-13G ir C-15A) [47].

16 lentel¢je yra pateikiamas rySys tarp rrs geno mutacijy ir fenotipinio atsparumo
aminoglikozidams. Tirtuose 66 méginuose, buvo nustatytos tik 6 (9%) rrs geno (A1401G/G1484T)
mutacijos. Si mutacija buvo aptikta 5 (8%) méginiuose, kurie fenotipiskai atspariis aminoglikozidams
(AMK, KAN). 1 (1%) méginyje, kuris buvo fenotipiskai jautrus, buvo rasta mutacija. rrs geno
(A1401G/G1484T) mutacijos nebuvo aptiktos 38 (58%) fenotipiSkai jautriuose ir 22 (33%)

fenotipiskai atspariuose méginiuose.

16 lentelé. Rysys tarp fenotipiniu metodu nustatyto jautrumo ir atsparumo aminoglikozidams (AMK,
KAN) ir aptikty rrs geno (A1401G/G1484T) mutacijy

Fenortéglljruztg);rlmo Aptiktos rrs geno Neaptiktos rrs geno
. L (A1401G/G1484T) mutacjos mutacijos I8 viso:
aminoglikozidams . .
(AMK, KAN) (meéginiy sk.) (meéginiy sk.)
Jautru 1(1%) 38 (58%) 39 (59%)
Atsparu 5 (8%) 22 (33%) 27 (41%)
I$ viso 6 (9%) 60 (91%) 66 (100%)

Manoma, kad rrs geno G1484T kodono mutacijos gali buti susijusios su atsparumu
aminoglikozidams. Kadangi S§iy mutacijy paplitimas yra labai maZas, rekomenduojama
molekuliniams metodams kaip taikinius naudoti rrs geno 1402 ir 1401 kodonus. Chrakavorti ir kt.
savo tyrime aptiko stiprig koreliacijg tarp rrs A1401G mutacijy ir auksto lygio atsparumo AMK ir
KAN [9].

J. Clint (2012 m.) tyrime TM, turin¢ios C1402T mutacijas, buvo jautrios AMK, bet atsparios
KAN. Atlikus papildomg jautrumo vaistams tyrima, buvo nustatytas jautrumas KAN. Tai gali salygoti
nepilnas kryZminis atsparumas tarp AMK ir KAN bei bakterijy heterorezistentiSkumas [9].

HeterorezistentiSkumas apibréziamas kaip dviejy, vaistams atspariy ir vaistams jautriy, bakterijy
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populiacijy buvimas (augimas) vienoje kultiiroje. HeterorezistentiSkumo fenomenas daznai
sutinkamas tarp M. tuberculosis padermiy, i$skirty i§ pacienty, kurie buvo jau anksciau gydyti nuo
TB [29]. Misy tyrime naudoto Anyplex II MTB/XDR rinkinio pagalba heterorezistentiSkumo
nustatyti nebuvo jmanoma, jis gali biiti aptiktas taikant TM padermiy DNR sekoskaitg ar zondy
hibridizacija [34].

Yuan X. ir kt. (2012 m.) savo tyrime aptiko C1402T mutacijas KAN, AMK ir KAP atspariose
padermése. Taciau G1484T C1402T mutacijos, kurios susijusios su atsparumu AMK nebuvo aptiktos.
A1401G mutacijos reikSmeé atsparumui AMK nebuvo jrodyta. Tai rodo, kad egzistuoja kiti atsparumo
mechanizmai AMK. Gali biiti, kad atsparios padermés turi pokycius kituose geno lokusuose, pvz.,
tlyA (atsparumas KAP) ar eis promotoriaus regione, kuris lemia zemo lygio atsparuma KAN [24].

IS 66 analizuojamy, 7 méginiuose, kurie fenotipiskai buvo atspariis KAN, bet jautris AMK ir
KAP, buvo aptiktos eis geno promotoriaus mutacijos. 2 méginiai, kurie nustatyti kaip atsparis AMK,
KAN ir KAP, taip pat turéjo $ig mutacija. eis promotoriaus mutacija buvo aptikta 3 méginuose, kurie
buvo atsparis AMK ir KAN, bet jautriis KAP ir 3 méginiai, kurie jautris AMK, bet atspariis KAN,
turéjo eis promotoriaus mutacijas. Siems méginiams nebuvo atliktas fenotipinis jautrumo tyrimas
KAP. eis promotoriaus mutacijos nebuvo aptiktos méginiuose, kurie buvo atspariis tik AMK ir
méginiuose, kurie atspartis AMK ir KAN, ir neatliktas jautrumo tyrimas KAP.

Apibendrinant galima teigti, kad TM, turin¢ios mutacijas eis promotoriuje yra tikrai atsparios
KAN, o TM, turincios rrs geno A1401G/G1484T mutacijas, yra atsparios KAN ir AMK.

Tiriant fenotipiniu metodu, i§ 38 tirty méginiy, 5 (13,2 %) buvo nustatytas atsparumas KAP.
Taciau C1402T mutacija, kuri susijusi su atsparumu KAP, Anyplex II MTB/XDR rinkiniu aptikta
nebuvo. Sawajassatakul A. ir kt. (2014) savo atliktuose tyrimuose nustaté dvi tlyA geno mutacijas
(T539G ir Ins49GC), kurios galéjo suteikti atsparumg KAP [47]. Neatmetame tikimybés, kad miisy
tyrime atsparios padermés taip pat galéjo turéti ne C1402T, o kitas mutacijas.

Dabartiniu metu néra nustatyta tinkamy universaliy bioZymeny, kuriais buty galima patikimai
nustatyti genetinj atsparuma KAN ir AMK. Zinoma, kad 15-20% M. tuberculosis padermiy neturi rrs
geno ir eis promotoriaus mutacijy. Neseniai atliktos studijos parodé galimg rysi tarp thewhiB7 geno
mutacijy ir atsparumo KAN. Kai kurie tyrimai rodo, kad PPEG0 ir Rv3186 genai gali biti susij¢ su
atsparumu KAN. Tolesni tyrimai yra bitini patvirtinti §iy geny mutacijy jtaka atsparumui KAN [9].

Atliekant TL-PGR, lydymosi kreivés nustatomos kai yra aptinkamos mutacijos. Vis délto,
lydymosi kreivés gali atsirasti ir dél nepavykusios taikinio seky amplifikacijos. Todél gali biiti

gaunami Klaidingai jautriis rezultatai [34]. Visada islieka tikimybé jautrius méginius uztersti
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atspariomis KAN ir AMK padermémis. Tai gali turéti jtakos fenotipiniy ir molekuliniy rezultaty
nesuderinamumui [9].

Jei jtariama DAV TB ir YVA TB, nustatomas atsparumas FQ ar bet kuriam antros eilés
injekciniam vaistui, $ie rezultatai turéty bati patvirtinami Klasikiniais fenotipiniais tyrimais. Viso
genomo sekoskaitos tyrimai, ypac ty vaistams atspariy bakterijy, kur néra Zinomos mutacijos, gali
padéti nustatyti naujas mutacijas, kurios susijusios su atsparumu vaistams [34].

Maksimalus metodo jautrumas gali biiti pasiekiamas tiriant kitas galimas mutacijas, susijusias
su atsparumu FQ ir injekciniams vaistams (AMK, KAN, KAP), ta¢iau gyrB geno mutacijos buvo
mazai tiriamos. Keli mokslininkai savo tyrimuose prane$é¢ apie galimas dvigubas gyrA ir gyrB
mutacijas [28].

Nors kai kuriy geny mutacijos aiskiai susijusios su TM atsparumu vaistams, yra dar daugybe
nezinomy mutacijy, kurios turi jtakos mikobakterijy atsparumui vaistams. Klinikiniu poziiiriu yra
labai svarbu turéti diagostines priemones, kuriomis buty lengva naudotis, jos buty nebrangios ir
tiksliai nustatyty vaistams atsparig TB. Platesnés Zinios apie vaisty atsparumo mechanizmus, leistu
kurti efektyvesnius antituberkuliozinius vaistus [44].

Apibendrinant galima teigti, kad M. tuberculosis atsparumo vaistams mechanizmai yra
sudétingi ir dar ne iki galo iStirti. Molekuliniai tyrimai gali nustatyti mutacijas, jtakojancias bakterijy
atsparuma vaistams, taciau tik taikant kelis tyrimo metodus galima patikimai nustatyti atsparuma
vaistams. Vis délto, molekuliniai dianostiniai tyrimai dar negali pakeisti fenotipiniy nustatymo

metody.
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ISvados

. IStyrus 66 méginius TL-PGR metodu nustatyta, kad beveik pus¢ méginiy buvo atsparis FQ ir
aminoglikozidams (AMK, KAN). KAP atspariy mikobakterijy nustatyta nebuvo. TL-PGR
metodo jautrumas FQ yra 81%, o specifiSkumas - 86%. Jautrumas aminoglikozidams - 81%,
specifiSkumas — 67%. Nustatyta metodo teigiama prognostiné verte FQ — 84 %,
aminoglikozidams - 63%. Neigiama prognotiné verté FQ yra 83%, o aminoglikozidams - 84%.

Naudojant Anyplex Il MTB/XDR rinkinj 66 pacienty TM izoliatuose daugiausiai buvo aptikta
gyrA geno ir eis geno promotoriaus mutacijy: 31 (47 %) ir 29 (44%) atitinkamai. Maziausiai
aptikta rrs (A1401G/G1484T) geny mutacijy, tik 6 (9%) méginiuose. C1402T mutacija, susijusi
su atsparumu KAP, Anyplex Il MTB/XDR rinkiniu aptikta nebuvo.

Palyginus fenotipiniu ir TL-PGR metodu gautus tyrimo rezultatus nustatyta, kad abiejy metody
rezultaty sutapimas yra geresnis tiriant atsparumg FQ (kappa — 0,67), tiriant atsparuma

aminoglikozidams $iy dviejy metody rezultaty sutapimas yra prastesnis (kappa — 0,47).

. Anyplex™II MTB/XDR rinkiniu galima nustatyti mutacijas, kurios lemia M. tuberculosis
atsparumg antros eilés antimikobakteriniams vaistams. Naujas tyrimo metodas greitas ir
pakankamai jautrus, taciau dél riboto geny-taikiniy skaicius ir zemo specifiskumo, jo naudojimas
klinikingje praktikoje abejotinas. Gauti tyrimy rezultatai turi buti patvirtinti klasikiniu fenotipiniu

metodu.
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SUMMARY

Comparative Analysis of Mutations Associated with Resistance to Anti-tuberculsis Drugs in
Mycobacterium Tuberculosis Isolates

Authors of Master’s degree scientific research work: Vaida Baliutyté
Head of Master’s degree scientific research work: Dr Silvija Kiveryte

Consultant of Master’s degree scientific research work: Edita Vasiliauskiené

Vilnius 2017

The aim of the Thesis: Evaluation of Mycobacterium tuberculosis resistance to second line anti-
tuberculosis drugs and associated gene mutations, tested by Anyplex TM'" MTB/XDR assay.
Assesment was based on relative analysis to results of phenotypic methods.

Materials and methods. Study was conducted in 2016-2017 at Vilnius University Hospital Santaros
Hospital Center of Laboratory Medicine Tuberculosis Laboratory and Microbiology Laboratory. 66
M. tuberculosis strains isolated from Lithuanian patients pulmonary sputum samples were used in the
study. All strains were examined using phenotypic drug susceptibility testing to second line anti-
tuberculosis drugs with following genomic DNA extraction. Drug-resistance and associated gene
mutations detected by RT-PGR at molecular diagnostic laboratory.

Results and conclusions. RT-PCR analysis showed that almost half of the samples were resistant to
fluoroquinolones and aminoglycosides (AMK, KAN). KAP-resistant mycobacteria were not
identified. RT-PCR sensitivity to fluoroguinolone was 81%, specificity - 86%. Sensitivity to
aminoglycosides - 81%, specificity - 67%. gyrA gene was detected in majority 31 (47%) isolates and
eis gene promoter mutations in 29 (44%) isolates. rrs (Al1401G/G1484T) gene mutation were
indentified in 6 (9%) isolates. C1402T mutation was not detected. A comparison of phenotypic and
RT-PCR showed good results for FQ resistance results, however specificity to aminoglycosides
(AMK, KAN) were suboptimal. In conclusion, the new assay showed good results, however due to
the limited number of gene-target specificity were lower, iso its use in clinical practice is uncertain.
The obtained results must be confirmed by classical phenotypic method.

Keywords: M. tuberculosis, Anyplex TM""MTB/XDR, mutations, resistance
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